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Das Ganze
ist mehr als

die Summe seiner Teile.

gekiirztes Zitat nach Aristoteles®

verkiirztes Zitat aus Metaphysik 1041 b 10 (VIIL. Buch (Z))
Ausfiihrlicher: "Das, was aus Bestandteilen so zusammengesetzt ist, dass es ein einheitliches Ganzes bildet — nicht
nach Art eines Haufens, sondern wie eine Silbe —, das ist offenbar mehr als blof$ die Summe seiner Bestandteile. Eine
Silbe ist nicht die Summe ihrer Laute: ba ist nicht dasselbe wie b plus a, und Fleisch ist nicht dasselbe wie Feuer plus
Erde.”






Kurzzusammenfassung

Die vorliegende Dissertation befasst sich mit der Analyse multivalenter Wechselwirkun-
gen in einem Modellsystem aus geladenen AHAPS-funktionalisierten Silica-Nanoparti-
keln auf glatten Goldoberflichen mittels QCM-D. Im Vordergrund steht neben der Unter-
suchung der multivalenten Wechselwirkungen die Analyse der Messbarkeit von Schichten
aus diskreten Partikeln mit der QCM-D in Kombination mit dem REM und die statisti-
sche Analyse der Partikelstruktur und deren Bildung. Fiir die Untersuchung multivalenter
Wechselwirkungen wurde ein System nicht dicht gepackter Nanopartikel entwickelt. Es
wurden Partikel in einer QCM-D-Flusszelle aus Ethanol auf die Goldoberfliche adsorbiert
und die Partikelschicht langsam in Ethanol getrocknet. Durch die Wahl einer rauen Parti-
keloberfliche konnte die multivalente Bindung zur Oberfldche so gesteuert werden, dass
die Partikel auch nach dem Trocknen auf der Oberfliche geordnet bleiben. Das kovalente
Anbinden der adsorbierten Partikel an einen SAM ist eine alternative Methode, um die Ag-
gregation der Partikel ganzlich zu unterbinden. Fiir das Modellsystem aus sich abstofien-
den, rauen Nanopartikeln auf einer unfunktionalisierten Goldoberflache wurde das Ver-
halten der Frequenzdifferenz Af und der Dissipationsdifferenz AD als Funktion der adsor-
bierten Masse Am durch eine Kombination von QCM-D und REM analysiert. Es wurde ein
linearer Zusammenhang zwischen Af und Am gefunden, obwohl das System eine merk-
liche Dissipationsianderung aufweist. Das lineare Quasi-Sauerbrey-Verhalten zwischen Af
und Am deutet auf einen einfachen Zusammenhang zwischen der Frequenzidnderung und
dem Massenzuwachs hin, bei dem jedes Teilchen einen gleichbleibenden Beitrag zur Fre-
quenzédnderung liefert. Wahrend die Frequenzdnderung nach Trocknung den Erwartungen
aufgrund der Sauerbrey-Gleichung auch quantitativ erfiillt, ist die Proportionalitdtskon-
stante in der kondensierten Phase deutlich verschieden. Die Proportionalitdt zwischen Af
und Am konnte mit der elektrostatischen Abstoflung und dem damit verbundenen Min-
destabstand der Partikel erkldrt werden. Fin in der Literatur fiir Schichten aus diskreten
Partikeln verwendetes Extrapolationsschema wurde auf die QCM-D-Messungen des Mo-
dellsystems angewendet. Dabei wurde festgestellt, dass das Schema auf der Kompensation
von Fehlern beruht und fiir das hier vermessene wohl-definierte Modellsystem nicht funk-

tioniert. Bei der Analyse der Partikelanlagerung konnte mit Hilfe statistischer Methoden
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beobachtet werden, dass sich die Partikelstruktur ab einer bestimmten Bedeckung kom-
primiert und die einzelnen Partikel ihren Abstand verringern. Aus Partikelanordnungen

gering bedeckter Oberflachen konnte das Paarpotential der Partikel ndherungsweise er-

mittelt werden.
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Abstract

The present thesis is focused on the analysis of multivalent interactions in a model sys-
tem of charged, AHAPS functionalized silica nanoparticles on smooth gold surfaces using
QCM-D. Main aspects are the investigation of multivalent interactions, the analysis of the
measurability of layers of discrete particles with the QCM-D in combination with the SEM
and the statistical analysis of the particle structure and its formation. For the investigation
of multivalent interactions, a system of non-close packed nanoparticles has been develo-
ped. Particles were adsorbed onto the gold surface in a QCM-D flow cell from ethanol and
the particle layer was slowly dried in ethanol. The selection of a rough particle surface al-
lowed the multivalent binding to the surface to be controlled so that the particles remain
ordered on the surface even after drying. The covalent binding of the adsorbed particles to
a SAM is an alternative method to completely prevent the aggregation of the particles. For
the model system of repulsive, rough nanoparticles on an unfunctionalized gold surface
the behavior of the frequency difference Af and the dissipation difference AD as a function
of the adsorbed mass Am was analyzed by a combination of QCM-D and SEM. A linear
relationship between Af and Am has been found, although the system has a significant
change in dissipation. The linear quasi-Sauerbrey behavior between Af and Am indicates a
simple relationship between the frequency change and the mass growth, in which each par-
ticle provides a constant contribution to the frequency change. While the frequency change
after drying satisfies the expectations due to the Sauerbrey equation also quantitatively,
the proportionality constant in the condensed phase is clearly different. The proportionali-
ty between Af and Am could be explained by the electrostatic repulsion and the associated
minimum distance of the particles. An extrapolation scheme used in the literature for dis-
crete particle layers was applied to the QCM-D measurements of the model system. It was
found that the scheme is based on the compensation of errors and does not work for the
well-defined model system measured here. Through the analysis of the particle depositi-
on, it was observed that the particle structure is compressed from a certain coverage and
the individual particles reduce their distance. From particle arrangements of low covered

surfaces, the approximate pair potential of the particles could be determined.
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1 Einleitung

Multivalenz ist in der Biologie und Biochemie ein weit verbreitetes Prinzip um Objekte
mit einer Vielzahl schwacher Bindungen reversibel miteinander zu verbinden.['?l Auf-
grund der weiten Verbreitung dieses Wirkprinzips, insbesondere bei biologischen Pro-
zessen, kommt dessen Verstindnis eine grofse Bedeutung zu. Die rationale Entwicklung
von Anwendungen, die auf diesem Prinzip fufSen, erfordert ein detailliertes Verstandnis
der zugrundeliegenden Effekte auf molekularem Niveau. Ein grofies Potential wird in der
Entwicklung von Therapeutika gesehen. Beispielsweise ist es bereits gelungen, Leukozy-
ten, die multivalent sind und eine grofse Rolle bei Entziindungskrankheiten spielen, durch
multivalente Polymere zu inhibieren. [34] Der Vorteil dieses Ansatzes besteht darin, dass
die Wirkstoffe aufgrund der multivalenten Interaktion bereits bei einer sehr geringen Do-
sis wirken konnen. Multivalente Bindungen funktionieren dhnlich wie bei einer Klette, bei
der viele schwache Bindungen in Summe eine starke Bindung ergeben.[* Diese Bindungen
sind grofitenteils irreversibel.

Bei einem sehr fein abgestimmten Zusammenspiel von thermischer Energie, der Anzahl
an Einzelbindungen und der Bindungsstarke konnen die schwachen Einzelbindungen ge-
16st werden. Bei einer hohen Anzahl an Einzelbindungen wird das Losen der gesamten
multivalenten Bindung durch den Effekt der Riickbindung!! kinetisch gehemmt oder ver-
hindert, sodass die Wahrscheinlichkeit des Ablosens des multivalent gebundenen Objekts
kleiner wird. Erfolgt keine Ablosung aller Einzelbindungen, ist die multivalente Bindung
irreversibel. Irreversible Bindungen konnen auch durch wenige starke Einzelbindungen
erzeugt werden. Ein Beispiel einer irreversiblen multivalenten Bindung in der Natur ist
das Andocken von Leukozyten an Zellen. ! Bei einer Entziindung erscheinen Rezeptoren
auf der Zelloberfldche, an die die Leukozyten irreversibel binden. Die laterale Mobilitat
der Leukozyten bleibt in diesem Fall erhalten, sodass die Leukozyten iiber die Zelle rollen
konnen. ]

Ein Verstandnis der Multivalenz auf molekularer Ebene ist ein sehr komplexes Forschungs-
gebiet, dem sich auf unterschiedliche Weise gendhert werden kann. Um die Wirk- und
Funktionsweise multivalenter Systeme zu untersuchen, konnen beispielsweise verschiede-

ne Modellsysteme auf der Basis von molekularen Einheiten,®) DNA-Fragmenten[®”! oder



1 Einleitung

auch auf der Basis von Nanopartikeln®?! untersucht werden. Dem gegeniiber gibt es die
Moglichkeit, grofSe biologische Systeme wie Viren!!'1% oder Leukozyten!"'! zu untersu-
chen.

Im Gegensatz zu biologischen Systemen, die viele verschiedene Proteine auf ihrer Ober-
flache prasentieren, ist es bei einem Modellsystem moglich, durch die gewéhlte Funktio-
nalisierung die Wechselwirkung mit der Oberfléche zu steuern.[?l Modellsysteme bieten
dabei den Vorteil, dass bestimmte definierte Eigenschaften wie Grofle, Form und Festigkeit
gezielt gesteuert werden konnen. Dies ermoglicht es, einzelne Aspekte der multivalenten
Wechselwirkungen gezielt und unter klar definierten Bedingungen zu analysieren.

Als Modellsystem fiir die vorliegende Untersuchung werden Nanopartikel verwendet.
Nanopartikel bieten im Gegensatz zu biologischen Systemen wie beispielsweise Viren,
die Moglichkeit, eine Reihe von Parametern, wie die Wahl des Losungsmittels, den pH-
Wert oder die Temperatur iiber einen grofseren Bereich zu variieren. In der vorliegen-
den Arbeit werden sphérische Silica-Nanopartikel verwendet, die mit N-(6-Aminohexyl)-
aminopropyltrimethoxysilan (AHAPS) funktionalisiert sind. Aufgrund ihrer runden Form
weisen sie eine geringe Kontaktfliche mit einer glatten Unterlage auf und bilden auf diese
Weise nur sehr wenige multivalente Einzelbindungen aus. Dies ermoglicht eine schwa-
che Bindung der Partikel an die Oberfldche. Die Molekiile sind {iber kovalente Bindungen
an die Siliziumdioxidoberfliche gekniipft und prasentieren auf der dufleren Oberfldache
positiv geladene Aminfunktionen.['*] Mit einer Goldoberfliche bilden Amingruppen eine
schwache Wechselwirkung mit einer Bindungsenergie von etwa 14 kJ /mol in wéssriger Lo-
sung[*! aus. Goldoberflichen sind dariiber hinaus sowohl chemisch als auch in der Ober-
flachenstruktur homogen. Die Wechselwirkung zwischen den auf der Partikeloberfldche
befindlichen Amingruppen und der Goldoberfldche besteht aus vielen einzelnen, schwa-
chen Wechselwirkungen und kann daher als gutes Modell fiir eine multivalente Wech-
selwirkung dienen. Zusétzlich fiihrt die positive Oberflichenladung der Teilchen zu einer
elektrostatischen AbstofSung der Nanopartikel untereinander, die einer Aggregation['®! so-
wohl in der Losung als auch auf der Oberfliche entgegenwirkt.

Bei der Untersuchung solcher Systeme stellt sich die Frage der idealen Analysemethode. In
der Literatur lassen sich eine Vielzahl von unterschiedlichen Methoden finden, mit denen

verschiedene Aspekte multivalenter Wechselwirkungen untersucht werden konnen. Fiir
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das vorliegende Modellsystem gibt es in der Literatur jedoch noch keine idealen Analy-
semoglichkeiten. Eine Methode, die bereits fiir die Analyse der Adsorption von Nanopar-
tikeln dhnlicher Systeme verwendet wurde, ist die Schwingquarzmikrowaage mit Dissipa-
tionsaufzeichnung (QCM-D).[1%17] Inwieweit die QCM-D auch fiir das vorliegende System
eine geeignete Analysemethode sein kann, soll im Rahmen dieser Arbeit geklart werden.
Mit der QCM-D ist es moglich, die Anderung der Resonanzfrequenz eines Quarzpléttchens
zu messen. Die Resonanzfrequenz verdndert sich, wenn sich Masse auf dem Schwingquarz
anlagert und wird in Form einer Frequenzdifferenz Af angegeben. Gleichzeitig wird die
Dissipation AD, also die bei der Schwingung verlorene Energie, gemessen.[!®l Die Mes-
sung einer QCM-D erfolgt in der Regel in-situ, also wiahrend einer Anlagerung. Auf diese
Weise kann beispielsweise die Adsorption der Nanopartikel, die in einer Flusszelle aus ei-
ner Suspension in reinem Ethanol an die Goldoberfldche eines Schwingquarzes angelagert
werden, als Funktion der Zeit bestimmt werden.!'”! Um die Anlagerung der Nanoparti-
kel quantitativ zu verfolgen, muss die Masse Am der angelagerten Nanopartikel aus der
Frequenzdifferenz Af bestimmt werden. Der dafiir benétigte Zusammenhang zwischen Af
und Am ist fiir verschiedene Systeme unterschiedlich komplex. Bei Schichten aus Nano-
partikeln ist die Bestimmung von Am aus Af nicht trivial.[1¢]

Um das Verhalten der QCM-D fiir die Adsorption diskreter Objekte besser zu verstehen,
wurden heuristische Herangehensweisen entwickelt, [18-21] dje das Verhalten von Af und
AD bei der Adsorption von diskreten Objekten in Experimenten beschreiben konnen. 19221
Diese Herangehensweisen beruhen auf experimentellen Beobachtungen und sind nicht di-
rekt durch physikalische Theorien gedeckt.[1®??l Da diese experimentellen Beobachtungen
an komplexen Systemen gemacht wurden, ist unklar, ob die daraus abgeleiteten Gesetzma-
Bigkeiten nur zufillig fiir die beobachteten Systeme gelten oder auch auf dhnliche Systeme
mit beispielsweise sich abstoflenden Partikeln angewendet werden kdnnen.

Um den Zusammenhang zwischen Af und Am sicher zu bestimmen, muss Am mit einer
alternativen Analysemethode gemessen werden. '] Eine geeignete komplementire Analy-
semethode fiir das in dieser Arbeit betrachtete System ist das Rasterelektronenmikroskop
(REM).[2324] Durch das Zihlen der Partikel in den REM-Bildern ist bei bekannter Grofle
und Dichte der Partikel die Masse der Partikel zugdnglich. Die Analyse mit dem REM kann

im Gegensatz zur QCM-D nur ex-situ, also mit getrockneter Oberfldche, erfolgen. Um den
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Zusammenhang zwischen Af und Am zu erhalten, miissen Messungen mit verschiedenen
Partikelbedeckungen analysiert werden. Nach der Trocknung kann die jeweilige Partikel-
anordnung mit dem REM analysiert werden und ein Am bestimmt werden.

Die Anordnung der Partikel kann einen Einfluss auf Af haben.!*! Aus diesem Grund ist
eine bildgebende Methode wie das REM erforderlich, um den Zusammenhang von Af und
Am zu analysieren. Fiir die Analyse der Partikelanordnung ist es wichtig, dass die Partikel
beim Trocknen nicht aggregieren und auf den REM-Bildern die gleiche Partikelanordnung
analysiert werden kann, die zum Zeitpunkt der QCM-D-Messung auf der Oberfldche war.
Die Verkniipfung beider Methoden ermoglicht es, auf diese Weise den Prozess der Parti-
kelanlagerung zu analysieren. Unter der Annahme, dass die Partikel auf der Oberfldache in
einem lateralen Gleichgewicht stehen, kann durch die Anordnung der Partikel, die in den
REM-Bildern sichtbar ist, mit Hilfe statistischer Methoden das Paarpotential [25] der Parti-
kel untersucht werden.

Erste QCM-Messungen mit sich abstoffenden Partikeln wurden bereits 1988 von Nordin
et al.?®l durchgefiihrt. Bis heute wurden keine Messungen sich abstoSender Partikel mit
verschiedenen Obertdnen und Dissipationsaufzeichnung publiziert. Auch der Zusammen-
hang von Af und Am wurde bisher nicht durch Messungen an sich abstofienden Partikeln
untersucht. Untersuchungen der Dissipation AD und mehreren Obertonen wurden bisher
nur an Partikelsystemen durchgefiihrt, die sich nicht abstofien, sondern zufillig anord-
nen. 212227 In der vorliegenden Arbeit soll nun das Verhalten der QCM-D mit einem Sys-
tem aus sich abstofienden Partikeln untersucht werden. Im Mittelpunkt der vorliegenden
Untersuchung stehen dabei sowohl die multivalente Wechselwirkung der Partikel mit der
Oberflache, als auch die Methodenentwicklung wie das Priifen der entwickelten Auswer-
teverfahren der QCM-D-Daten und die Analyse der Bildung der Oberfldchenstruktur mit

statistischen Mitteln.



2 Theoretische Grundlagen

2.1 Multivalenz

Multivalenz ist ein in der Biologie und Biochemie relevantes Prinzip.[!?! Ein einfaches Bei-
spiel dafiir ist die Klette, die sich mit einer Vielzahl von einzelnen kleinen Haken an einem
anderen Objekt festhalten kann.!! Dabei reprasentiert jeder einzelne Haken eine schwache
Bindung, die individuell nicht in der Lage wire, die ganze Klette zu halten. Erst durch die
Vielzahl der Haken ist die Bindungsenergie grofd genug, um die Klette festzuhalten. Die
Multivalenz der Bindung hat aber neben einer Erh6hung der Bindungsenergie auch wich-
tige Auswirkungen auf die dynamischen Eigenschaften des Systems. So ldsst sich die Klet-
te relativ leicht ablosen, wenn die Haken sukzessive getrennt werden. Im Gegensatz dazu
erfordert das gleichzeitige Ablosen aller Haken, sprich ein schnelles Ablosen des Objekts,
eine grofie Kraft. In der Natur sind multivalente Wechselwirkungen ein gangiges Prinzip.
Hier sei exemplarisch das Andocken von Viren an Zellen genannt.!!! Der Virus bindet mit
mehreren seiner Liganden an eine Reihe von Rezeptoren der Zelle. Dabei ist wieder jede
einzelne Bindung schwach, die Summe aller Einzelbindungen jedoch stark genug, dass der

Virus fest an die Zelle bindet. [

a) b)

bbb

Abbildung 2.1: a) Multivalenter Ligand (rot) und b) monovalente Liganden (rot), gebunden an
einen multivalenten Rezeptor (schwarz). In Anlehnung an Fasting et al.[4].
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Bei einer multivalenten Bindung sind, wie in Abb. 2.1a) dargestellt, die einzelnen Liganden
(rot) durch ein Grundgeriist miteinander verbunden. Abbildung 2.1b) zeigt im Gegensatz
dazu eine monovalente Bindung, bei der die einzelnen Liganden (rot) unabhingig vonein-
ander an den multivalenten Rezeptor (schwarz) binden. Sind wie in Abb. 2.1a) Rezeptor
und Ligand multivalent, wird auch die Bindung als multivalent bezeichnet. Haben Ligand
und Rezeptor die gleiche Anzahl an Bindungsstellen, so spricht man von einer homo-
multivalenten Bindung. Bei einer unterschiedlichen Anzahl an Bindungsstellen liegt eine
heteromultivalente Bindung vor.[* Die Bindungen in Abb. 2.1b) der multivalenten Rezep-
toren mit monovalenten Liganden sind monovalent. [/4]

Mit multivalenten Bindungen sind nicht Bindungen im chemischen Sinne, sondern ver-
schiedene Arten von Wechselwirkungen wie beispielsweise elektrostatische oder Van-der-
Waals-Wechselwirkungen und auch Kombinationen aus diesen gemeint. Diese Wechsel-
wirkungen werden in der Multivalenz als Bindungen bezeichnet. Multivalente Bindungen
konnen aufgrund der hohen Anzahl von nicht unabhédngigen Bindungsstellen relativ kom-
plex sein und es gibt mehrere Effekte auf molekularer Ebene, die bei einer multivalenten
Bindung berticksichtigt werden miissen. Die Komplexitdt entsteht dabei auf molekularer
Ebene durch die komplexe Dynamik der vielen Bindungspartnern.

Im Allgemeinen unterscheidet man reversible und irreversible Bindungen, wobei die Klas-
sifizierung einer Spezifizierung beziiglich der Zeitskala bedarf, auf der die Bindung wieder
gelost wird bzw. stabil sein soll. Die kiinstliche Herstellung multivalenter Bindungsarchi-
tekturen, die eine vorgegebene Stabilitdt aufweisen soll, gestaltet sich als schwierig, da eine
Vielzahl voneinander abhidngiger Parameter genau justiert werden miissen. Das Losen
multivalenter Bindungen geschieht mit einer relativ langsamen Rate, da viele Einzelbin-
dungen gleichzeitig gebrochen werden miissen, sodass die kumulative Wahrscheinlichkeit
fiir ein solches Ereignis relativ gering ist.[*! Die Energieverteilung der Partikel gehorcht
einer Boltzmannverteilung und ist damit von der thermischen Energie kT abhédngig. Mit
steigender Temperatur steigt auch die Population energetisch hoherer Zustinde an, was
das Losen von Bindungen ermdoglicht.

Bei Temperatur-programmierten Desorptions (TPD)- Experimenten wird eine Dissoziati-
on in Abhingigkeit von einer steigenden Temperatur untersucht.!?! Bei einem einfachen

aktivierten Prozess dissoziieren die untersuchten Molekiile ab einer bestimmten Tempera-
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tur T sehr schnell von der untersuchten Oberfldche, da die Desorptionsrate exponentiell
von T abhingt und kleine Anderungen in T somit zu groflen Anderungen der Rate fiih-
ren. Der Temperaturbereich, der zwischen irreversibel gebunden und komplett dissoziiert
liegt, kann folglich fiir kleine Molekiile, die ins Vakuum dissoziieren, sehr schmal sein.
Da multivalente biologische Objekte durch die hohere Anzahl an Bindungen*! meist eine
komplexere Topologie der Energiehyperflache besitzen, ist der Temperaturbereich etwas
breiter. Dennoch ist das Justieren von Residenzzeiten reversibler multivalenter Bindungen
sehr schwierig und erfordert eine sehr genaue Abstimmung der Energetik. Auch eine feine
Anpassung der entropischen Beitrdge, sprich den Konfigurationsraum der zugéanglichen
Mikrozustdande, der durch die Anzahl der Bindungsstellen, deren relative Anordnung aber
auch die Dynamik des Systems bestimmt wird, ist notwendig. Wahrend in der Natur sol-
che reversiblen multivalenten Systeme iiber einen sehr langen Zeitraum entstanden sind,
ist das Design im Labor mit sehr viel Aufwand verbunden.

Neben reversibel gebundenen multivalenten Systemen gibt es in der Natur auch vie-
le multivalente Systeme, die bei physiologischen Temperaturen irreversibel binden. Ein
Beispiel dafiir sind Leukozyten, die im Falle einer vorliegenden Entziindung aus dem
Blut an Endothelzellen binden." Da die multivalente Bindung zwischen Leukozyten und
Endothelzellen so stark ist, dass die Leukozyten nicht mehr desorbieren, konnen die zu-
gehorigen Bindungsmotive auf den Endothelzellen nicht stindig prasentiert werden. Aus
diesem Grund gibt es einen Schalter, der die Bindung im Normalfall verhindert, jedoch bei
einer Entziindung gezielt ermoglicht. Dieses Prinzip funktioniert so, dass die Bindungs-
stellen bei einer Entziindung auf die Zelloberfliche gebracht werden. Dadurch binden die
Leukozyten an die Bindungsstellen auf den Zellen und kénnen sich in diesem speziellen
Fall lateral auf ihnen bewegen. 14!

Als weiteres Beispiel fiir irreversible Bindungen sind Antikérper zu nennen. Diese haben
mehrere identische Bindungsstellen und sollen moglichst fest an ihrem Ziel binden.!
Auch der Sonderforschungsbereich (SFB) 765, der sich mit der Erforschung neuer multi-
valenter Architekturen, Funktionen und Anwendungen befasst und in dessen Rahmen die
vorliegende Arbeit verfasst wurde, ist an der Herstellung von irreversibel an Viren oder

Leukozyten bindenden multivalenten Wirkstoffen interessiert. 4!
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Wie bereits erwdhnt, miissen bei der Betrachtung multivalenter Wechselwirkungen ver-
schiedene Effekte wie die Riickbindung,[?%3% der Symmetrieeffekt'3!l sowie die Koopera-
tivitat32% beriicksichtigt werden. Der mikroskopische Effekt der Riickbindung beschreibt
einen Prozess, bei dem getrennte Einzelbindungen aufgrund ihrer raumlichen Nédhe in kur-
zer Zeit wieder eine Bindung mit der urspriinglichen oder einer anderen in raumlicher N&-
he befindlichen Bindungsstelle eingehen. Das Losen multivalenter Bindungen ist moglich,
indem die einzelnen Bindungen in mehreren Schritten gelost werden. Durch die Riickbin-
dung kann jedoch das Losen der einzelnen Bindungen in jedem Schritt riickgangig ge-
macht werden. Dadurch verlangsamt sich der Prozess des Ablosens. 2% Der Einfluss der
Riickbindung auf die Geschwindigkeit des Ablésens hingt unter anderem davon ab, wie
schnell das geloste multivalente Objekt in die Losung diffundieren kann und abtranspor-
tiert wird. Da die Geschwindigkeit, mit der die Objekte in die Losung diffundieren konnen
und nicht ausschliefilich die Konzentration der Objekte in Losung die Anzahl der auf ei-
ner Oberfliche gebundenen Objekte bestimmt, handelt es sich bei der Riickbindung um
einen Nicht-Gleichgewichts-Effekt. Die Komplexitdt der Riickbindung steigt mit steigen-
der Komplexitdt der Bindungspartner, da sich die Bindungsstellen an einem Grundgertist
befinden und es mit einem komplexeren Grundgeriist mehr Freiheitsgrade in der Bewe-
gung gibt.[4]

Ein weiterer Effekt ist der Symmetrieeffekt, der gleichermafsen fiir mono- und multivalente
Bindungen gilt. Durch diesen Effekt ist die Bindung von mono- oder multivalenten Ligan-
den an multivalente Rezeptoren begiinstigt, da die Wahrscheinlichkeit, zufdllig auf eine
Bindungsstelle zu treffen, mit steigender Anzahl gleicher Bindungsstellen steigt. Moch-
te man die multivalenten Wechselwirkungen quantifizieren, so muss der Symmetrieeffekt
berticksichtigt werden, da er nicht auf die Multivalenz zurtickzufiihren ist. (31]

Die Quantifizierung multivalenter Bindungen kann unter anderem an Oberfldchen erfol-
gen. Oberflachen besitzen sehr viele Bindungsplatze. So fiihrt beispielsweise der Kontakt
von Proteinlosungen mit Goldoberflichen zum unspezifischen Binden der Proteine an die
Oberflache. Dabei denaturieren die Proteine, was hdufig nicht erwiinscht ist. Um unspezifi-
sche Wechselwirkungen zu verhindern, konnen die Oberflichen mit speziellen Polymeren
wie Cyclodextran oder dendritischem Polyglycerol beschichtet werden. Das fithrt dazu,

dass die Proteine nur kurz und schwach mit der Oberflache wechselwirken und nicht de-
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naturieren. Durch diese Eigenschaft nennt man diese Art von Beschichtungen proteinre-
sistent. Diese Beschichtungen konnen oft mit speziell designten Liganden funktionalisiert
werden, die Rezeptoren tragen, an die die untersuchten Proteine auf einer beobachtbaren
Zeitskala binden. Durch eine chemische Strukturierung der Oberflache konnen gezielt be-
stimmte Bereiche mit Rezeptoren versehen werden. Je nach Grofienbereich ist der Abstand
der Rezeptoren auf der Oberflaiche mit unterschiedlichem Aufwand steuerbar. Kleinere
Abstande im nm-Bereich kénnen beispielsweise mit Block-Copolymeren und grofsere Ab-
stande durch optische Lithographie so gesteuert werden, dass sehr geordnete Oberfldchen
entstehen. [4343%]

Multivalente Wechselwirkungen kénnen sowohl auf Oberflichen als auch mit Modell-
systemen analysiert werden. Als ein mogliches Beispiel fiir ein Modellsystem seien hier
Nanopartikel genannt, die auf ihrer Oberfliche Aminfunktionen besitzen. Diese kénnen
auch mit einer unfunktionalisierten Goldoberflache schwache Wechselwirkungen ausbil-
den. Die Dynamik des Systems, also das Binden, Ablosen und Bewegen der einzelnen Bin-
dungspartner im mikroskopischen Bereich, ldsst sich nur schwer messen. Oft werden daher
die Auswirkungen der Dynamik auf makroskopische Grofien des Systems gemessen. Ty-
pische kinetische Observablen sind die Geschwindigkeitskonstanten fiir Bindung kon und
Dissoziation k. Thermodynamische Observablen sind beispielsweise die Bindungsent-
halpie AH und die freie Enthalpie AG.!!

Ein bereits genannter Effekt, der bei multivalenten Bindungen auftritt und tiber Unter-
schiede in AG quantifiziert wird, ist die Kooperativitit. Kooperativitit existiert generell
dann, wenn sich ein System mit mehreren Wechselwirkungen von dem Verhalten unter-
scheidet, das aus den Eigenschaften der isolierten Einzelwechselwirkungen zu erwarten
wire.[33] In der Praxis wird fiir die Quantifizierung der Kooperativitit zunachst die Star-
ke der isolierten Einzelwechselwirkung bestimmt. Auf Basis der gewonnenen Daten wird
ein Modell fiir ein nicht kooperatives System mit mehreren Wechselwirkungen erstellt, bei
dem beispielsweise auch die Symmetrie der verwendeten Molekiile beriicksichtigt wird.
Im dritten Schritt wird die tatsachliche Wechselwirkung der multivalenten Objekte gemes-
sen und mit den Erwartungen aus dem Modell verglichen. Ist die freie Bindungsenthalpie
der multivalenten Bindung grofer als die Summe der freien Bindungsenthalpien der Ein-

zelbindungen, so bezeichnet man die Kooperativitit als positiv.*?! Bei der negativen Ko-
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operativitat ist die Bindung hingegen schwécher als die Summe der Einzelbindungen. Je
nach Grofie der negativen Kooperativitat ist es moglich, dass die Starke der Einzelbindun-
gen nur teilweise geschwicht ist und die multivalente Bindung in Summe stérker ist als
eine einfache Bindung. So kann es sinnvoll sein, multivalente Wirkstoffe mit negativer Ko-
operativitit einzusetzen, die aufgrund der hoheren Anzahl an Bindungsstellen starker und
mit einer hoheren Spezifitdt an den Zielrezeptor binden als monovalente Analoga, sodass
wesentlich geringere Dosen des multivalenten Wirkstoffs verabreicht werden konnen. 4!
In einem Modell " wird davon ausgegangen, dass sich ein bei einer vorliegenden Koopera-
tivitdt beobachteter Unterschied in AG nicht durch eine Anderung in AH ergibt und damit
AHmono = AHpyi gilt. Damit liegt die Anderung von AG ausschliefilich an einer Entropie-
dnderung AS, die beispielsweise durch die Geometrie der Bindungspartner und die Fes-
tigkeit des Molekiilgeriists verdndert wird. Es gibt inzwischen jedoch auch Studien, die
zeigen, dass AH durch Wechselwirkungen der Geriiststruktur zwischen zwei multivalen-
ten Objekten oder einer nicht ganz passenden raumlichen Anordnung der Bindungsstellen
beeinflusst werden kann. 4l

Fiir die Quantifizierung der Kooperativitit ist die Kenntnis der genauen Anzahl an Bin-
dungsstellen notwendig. Aus diesem Grund wird die Starke der Kooperativitat oft an spe-
ziell dafiir designten multivalenten Systemen bestimmt. Eine definierte und geringe An-
zahl an Bindungsstellen sowie definierte Abstdnde zwischen den Bindungsstellen sind bei-
spielsweise bei Molekiilen zu finden. Zudem kénnen Molekiile und gezielt einzelne Frag-
mente der Molekiile speziell designt werden. Da bei einer geringen Anzahl an Bindungs-
stellen weniger Kombinationsmoglichkeiten der Bindungsstellen existieren, konnen mit
Molekiilen im Vergleich zu grofieren Objekten die kinetischen und thermodynamischen
Grofsen einfacher bestimmt werden. Da die Zahl der Bindungsstellen in biologischen Sys-
temen oft nicht bekannt ist, ist die Bestimmung der Kooperativitit in solchen Fallen nicht
moglich.

Die Bindungsenthalpie AH ldsst sich bei multivalenten Systemen tiber kalorimetrische
Messungen bestimmen. Dabei ist sicherzustellen, dass die gemessene Warme AQ zu dem
Gleichgewichtszustand gehort, der untersucht werden sollte. Aus dem AQ kann folgend
ein AH erhalten werden. Bei Wirt-Gast-Systemen mit wenigen Bindungsstellen konnen un-

ter definierten Bedingungen beispielsweise von Adamantan und Cyclodextran mittels iso-
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thermer Titrationskalorimetrie (ITC) die effektive Molaritat der Reaktion und neben AH
weitere Thermodynamische Grofien wie die Gleichgewichtskonstante K, die Entropie AS
und damit auch die freie Enthalpie AG bestimmt werden. 3!

Neben thermodynamischen Grofien sind auch kinetische Grofien wie Geschwindigkeits-
konstanten k fiir die Beschreibung eines multivalenten Systems von Interesse. Ein Aus-
druck fiir die Temperaturabhingigkeit von Geschwindigkeitskonstanten ist die Arrheni-

us-Gleichung:[37]
K=A-e ®F . (2.1)

Sie verbindet die Geschwindigkeitskonstante k mit der Aktivierungsenergie Eo und der
Temperatur T. Hierbei sind R die Gaskonstante und A ein Frequenzfaktor, der die Stofs-
rate und die Entropie beinhaltet. Steigt die Grofie der betrachteten Molekiile, so sinkt die
im Frequenzfaktor enthaltene Frequenz und A wird kleiner. Damit ist im Gegensatz zu
kleineren Molekiilen bei grofseren Objekten bei gleicher Temperatur eine geringere Ak-
tivierungsenergie notwendig, um die gleiche Reaktionsgeschwindigkeit zu erhalten. Ein
Maf fiir die Reaktionsgeschwindigkeit von Objekten, die an eine im Ausgangszustand lee-
re Oberfldche binden, hin zu einem Gleichgewichtszustand, ist die Geschwindigkeitskon-
stante kon. Sie kann beispielsweise durch eine in-situ Messung der Bindung multivalenter
Objekte an eine Oberfliche gemessen werden. Die Reaktionsgeschwindigkeit der Dissozia-
tion kg kann in-situ durch die Dissoziation der multivalenten Objekte gemessen werden.
Im Spezialfall einer unimolekularen Reaktion kann daraus die Gleichgewichtskonstante
K4 bestimmt werden, die eine thermodynamische Grofse ist.

Bei der Auswertung der beschriebenen Messungen gilt es so gut wie moglich zwischen
Kinetik und Thermodynamik zu unterscheiden. Fiir die Kinetik ist ausschlaggebend, wie
hoch die Barriere zum Brechen der Bindung ist und wie gut die Riickbindung funktioniert.
Die Thermodynamik enthélt hingegen die Energetik der Bindung und die Entropie, die

sich aus statistischen Effekten ergibt und ebenfalls mit der Riickbindung verkniipft ist.[*!

11
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2.2 Nanopartikel

Nanopartikel werden bereits seit mehreren tausend Jahren verwendet. Schon die Romer
setzten nanometergrofie Partikel zum Beispiel zum Farben von Glidsern ein. In den letz-
ten Jahrzehnten hat sich die Nanotechnologie nicht zuletzt durch die Entwicklung von
Herstellungs- aber vor allem auch von geeigneten Analysemethoden zu einem enorm
wichtigen und schnell wachsenden Feld entwickelt. Aufgrund der vielfiltigen Anwen-
dungsmoglichkeiten setzen sich viele unterschiedliche wissenschaftliche Disziplinen mit
Nanopartikeln auseinander. Der Durchmesser von Nanopartikeln liegt in der Grofsenord-
nung von 1 nm bis 100 nm.

Fiir die Herstellung von Partikeln dieses Grofsenbereichs gibt es im Wesentlichen zwei
Methoden: die Top-down- und die Bottom-up-Methode. Bei der Top-down-Methode wird
das Material mit physischen, mechanochemischen, elektrischen oder thermalen Verfah-
ren in seiner Grofse reduziert. Haufig eingesetzte Verfahren sind hierbei das Mahlen,
mechanochemische Methoden, Elektroexplosion, Laserablation oder Sputtern. 8! Bei der
Bottom-up-Methode werden die Nanopartikel in chemischen Prozessen aus Atomen oder
Molekiilen erzeugt. Dabei werden Prozesse, wie Kristallisation, Ausfallung und Sol-Gel-
Prozesse, die zundchst mit einer homogenen Losung beginnen, aber auch Prozesse, die
nicht in Losung funktionieren wie beispielsweise CVD (chemical vapor deposition) und
Self-assembly, sowie Kombinationen dieser Techniken eingesetzt.!*! Nanopartikel besitzen
dieselbe chemische Zusammensetzung wie Festkorper, konnen aber aufgrund ihrer Grofie
im Vergleich zu makroskopischen Festkorpern verschiedene Eigenschaften aufweisen. (8!
Eine Vorstellung tiber die Verdnderung der Eigenschaften von Nanopartikeln kann am
Beispiel eines Kristalls entwickelt werden, der aus wenigen Atomen besteht. Dieser Kris-
tall hat im Vergleich zum Festkorper eine sehr grofle spezifische Oberfldche. So konnte
beispielsweise eine vorhandene Reaktivitdt stark erhoht sein oder der Schmelzpunkt bei
niedrigeren Temperaturen liegen. Der Kristall wird jedoch nicht die Eigenschaften eines
einzelnen Atoms besitzen. ]

Durch die geringe Grofse von Nanopartikeln kénnen mechanische, physikalische, chemi-
sche, elektronische, optische und magnetische Eigenschaften verdndert sein. Ein markantes

Beispiel fiir veranderte Eigenschaften ist bei Nanopartikeln aus Halbleitermaterialien, den
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sogenannten Quantendots, zu finden. Aufgrund der Grofle im nm-Bereich treten Quan-
teneffekte auf, die die elektronischen Eigenschaften verdndern. Aus diesem Grund muss
bei der Betrachtung der elektronischen Eigenschaften von Nanopartikeln die Quantenme-
chanik miteinbezogen werden. Dazu wird an einem Beispiel zunachst Mn,P»2 betrachtet.
Bei einzelnen Atomen existieren s-, p- und d-Orbitale mit diskreten Energieniveaus, in
denen die Elektronen lokalisiert sind (Abb. 2.2a)). Verbinden sich die Atome zu Molekii-
len, lasst sich die elektronische Struktur mit Hilfe der Molekiilorbitaltheorie beschreiben
(Abb. 2.2b)). Der Ubergang von einem kleinen Molekiil aus einem ausgedehnten Fest-
korper fithrt zur Ausdehnung von Bindern, deren energetische Breite vom Uberlapp
der Wellenfunktionen der Atomorbitale abhidngt und die man entsprechend der Anzahl
von Knoten der Wellenfunktion klassifizieren kann (Abb. 2.2¢)). Fiir einen unendlich
ausgedehnten Festkorper sind die entsprechenden Zustdnde unendlich dicht. Fiir einen
Nanopartikel mit nur relativ wenigen Atomen bleiben die elektronischen Zustinde dis-
kret.

Die elektronischen Eigenschaften von Nanopartikeln liegen daher zwischen denen von
Molekiilen und Festkorpern. Insbesondere ist der Abstand zwischen den Zustdanden klei-
ner als bei Molekiilen aber grofer als bei ausgedehnten Festkorpern.!®! Die Entstehung
diskreter Energieniveaus kann auch von der Seite der Materialien wie Metallen oder
Halbleitern betrachtet werden, in denen sich die Elektronen wie ein Gas frei bewegen
konnen. Werden die Materialien rdumlich im Bereich einiger nm begrenzt, befinden sich
die Elektronen in einem sehr kleinen Volumen, dass sie nicht verlassen kéonnen und so-
mit von einem Potential umgeben sind, das maximal der Austrittsarbeit des Materials
entspricht. Ein solches System kann man vereinfachend durch das Modell des Teilchens
im Kasten beschreiben, dessen Energieniveaus mit 1/L? von der Linge L des Kastens ab-
hédngen. So zeigen CdSe Quantendots mit einem Durchmesser von 2.3 nm eine Emission
griinen Lichts, wahrend Partikel mit einem Durchmesser von 4.6 nm rotes Licht emittie-
ren. Nanopartikel der Miinzmetalle, insbesondere Silber und Gold, zeichnen sich durch
sogenannte Plasmonen — kollektive Anregungen der Leitungsbandelektronen — aus, die
im sichtbaren Bereich des elektromagnetischen Spektrums liegen und diesen Teilchen ihre

charakteristische Farbe verleihen. [*°!
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Abbildung 2.2: Schematische Darstellung eines Ausschnitts der c) Bandstruktur von Mn,P,%, die
in einem Modell durch das gedachte Deaktivieren von Bindungen eines Festkor-
pers aus den Energieniveaus der a) einzelnen Atome und der b) Molekiilorbita-
le hergeleitet wurde. Nachdruck mit freundlicher Genehmigung von Hoffmann
et al.* Copyright 1987 WILEY-VCH.

Nanopartikel konnen auch dazu genutzt werden, um die Grenzflachen von Festkorpern
zu funktionalisieren. So kann beispielsweise die Biokompatibilitdt von Oberflichen erh6ht
werden, die Abriebfestigkeit gesteigert oder eine hohere katalytische Aktivitit erzielt wer-
den, in dem geeignete Nanopartikel an Festkorperoberflachen adsorbiert werden. 8! Die
zentrale Herausforderung besteht darin, Nanopartikel mit bestimmten Eigenschaften zu
erzeugen. Dies erfordert Erkenntnisse tiber die Abhdngigkeit der physikalischen und che-
mischen Eigenschaften der Partikel von den Préparationsbedingungen. Zu einem direkten
rationalen Design ist man aufgrund der komplexen Abhédngigkeiten in vielen Féllen immer
noch nicht gelangt. Daneben treten weitergehende Fragestellungen, wie beispielsweise die
Konsequenzen dieser Materialien fiir die Umwelt und der Gesundheit von Menschen zu-

nehmend in den Vordergrund und sind Gegenstand intensiver Forschungstatigkeit. 413!
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2.3 QCM-D

Die Schwingquarzwage (QCM) ist eine analytische Technik, bei der die Adsorption eines
Stoffes iiber die Verstimmung eines mechanischen Resonators bestimmt wird. Im Spezi-
ellen wird der Massenzuwachs durch Resonanzfrequenzénderung eines piezoelektrischen
Quarzkristalls detektiert, der durch geeignete Wechselspannung zum Schwingen angeregt
wird. Da die Frequenz, die zur resonanten Anregung des Kristalls benétigt wird, sehr ge-
nau gemessen werden kann, lassen sich mit solch einer Anordnung Massendnderungen im

ng-Bereich nachweisen. 1]

a) b) ' 35°5
by 25 35°10'
35710° = 35°15
=
o
S 0
s v
_25_
50 0 50 100
I T[°C]

Abbildung 2.3: a) Zeichnung eines Quarzkristalls, aus dem im Winkel von 35°10" zur optischen
Achse des Kristalls ein Quarzplidttchen herausgeschnitten wird (AT-Schnitt). b)
Temperaturverdnderung der Resonanzfrequenz eines im AT-Schnitt geschnittenen
Schwingquarzes. Die Kurven stellen den idealen Schnittwinkel sowie leichte Ab-
weichungen von 5" zu diesem Winkel dar. Nachdruck von a) mit freundlicher Ge-
nehmigung von Janshoff et al.['”l Copyright 2000 WILEY-VCH. Abbildung b) in

Anlehnung an Sauerbrey et al. 44!

Praktisch werden Quarzpldttchen einer bestimmten Orientierung, dem sogenannten AT-
Schnitt (Abb. 2.3a)) verwendet, da ein solch geschnittener Kristall eine geringe Tempe-
raturabhidngigkeit der Resonanzfrequenz aufweist. In Abb. 2.3b) ist die Verdnderung der
Resonanzfrequenz Af/f in ppm gegen die Temperatur fiir drei verschiedene Schnittwinkel
aufgetragen. Selbst kleine Abweichungen vom idealen Winkel von 35°10” fithren demnach

dazu, dass die Breite der Resonanzfrequenzverteilung in einem typischen von 0 - 50 °C
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Abbildung 2.4: a) Oberseite eines mit Gold beschichteten Schwingquarzes der Firma Biolin Scien-
tific. b) Schema der Schwingung des Schwingquarzes. Das Pléttchen ist an einen
Wechselstrom angeschlossen, wodurch es in Schwingungen versetzt wird. Die
Schwingungsmoden der Grundschwingung und des 3. Obertons sind in schwarz
und in blau eingezeichnet. c) Frequenzspektrum eines Schwingquarzes aus einer
Impedanzanalyse in Luft (blau) und mit einer Seite in Wasser (rot). Nachdruck mit
freundlicher Genehmigung von Reviakine et al.[1®! Copyright 2011 American Che-
mical Society.

deutlich grofier als die der ideal zu erhaltenen Breite von 19 Hz (bei einer Resonanzfre-
quenz von 4.95 MHz) wird.[1”]

Auf das Quarzplattchen sind Goldelektroden auf der Ober- sowie der Unterseite aufge-
dampft (Abb. 2.6a)). Durch Anlegen einer geeigneten Wechselspannung wird das Quarz-
pléttchen in der Schwingquarzwaage resonant zum Schwingen gebracht (Abb. 2.4b). Die
angeregte Schwingung ist eine sogenannte Schermode, bei der sich die beiden Oberflachen
des Plattchens parallel zueinander verschieben. Diese Art der Schwingung wird Scher-
schwingung genannt. '] Die Scherschwingung hat den Vorteil, dass diese keine Schallwel-
len erzeugt und daher keine Energiedissipation durch akustische Kopplung mit der Umge-
bung stattfindet, was zu einer hohen Giite Q des Resonators beitrdgt. Abbildung 2.4c zeigt
eine Impedanzanalyse. Auf der y-Achse ist die Amplitude der Stromstarke, die der Kristall
beim Schwingen aufnimmt, gegen die Anregungsfrequenz f aufgetragen. Dabei entspricht
die Amplitude der Stromstidrke der Amplitude der Scherschwingung des Schwingquarzes.
Der Ausschlag zeigt die Resonanzfrequenz eines Schwingquarzes in Luft (blau) und mit ei-
ner Seite in Wasser (rot). 1]

Wie aus Abb. 2.4b hervorgeht, hiangt die Resonanzfrequenz des Plattchens von dessen Di-

cke ab. Andert sich die Dicke des Plittchens durch Aufbringen einer zusitzlichen Masse,
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so verandert sich die Resonanzfrequenz, woraus klar wird, warum man einen solchen Auf-
bau als Waage verwenden kann. Ein direkter Zusammenhang zwischen der Resonanzfre-
quenz und der aufgebrachten Masse gilt nach Sauerbrey streng nur dann, wenn man das
System aus Quarzkristall und aufgebrachtem Material als elastisches Medium im Sinne
der klassischen Mechanik betrachten kann.[**! Ein typisches Beispiel ist eine Metallschicht
auf der Quarzoberfliche. Fiir ein solches System ist die Anderung der Resonanzfrequenz
Af proportional zur Masse Am der adsorbierten Schicht. Um diese Verdnderung der Re-
sonanzfrequenz fiir das Wiegen diinner Schichten zu quantifizieren, hat Sauerbrey 1959

folgende Gleichung entwickelt[#4]:

Af
Am = —CQCMTTL . (2.2)

Hierin bezeichnet Am die Massendnderung auf der Oberfldche des Sensors, Cqocm die spe-
zifische Massensensitivitidtskonstante, Af die gemessene Frequenzdifferenz und n die Ord-
nung der Schwingung. Die Sauerbrey-Gleichung gilt ausschliefSlich fiir elastische Schich-
ten, die sehr wenig Energie dissipieren.*¥! Durch die hohe Sensitivitat ist es beispielsweise
tir die Deposition von Metallen moglich, mit Hilfe der QCM Bedeckungen deutlich unter-
halb einer Monolage nachzuweisen. (4’

Fiir ein ideal elastisches Medium fiihrt die Adsorption lediglich zu einer Verdnderung der
Resonanzfrequenz, aber nicht zu einer Verdnderung der Giite des Resonators. Fiir viele an-
dere Adsorbate, die nicht als ideale elastische Korper angesehen werden konnen, gilt dies
nicht. Dies fiihrt einerseits dazu, dass der einfache Zusammenhang zwischen der adsor-
bierten Masse und der Verdnderung der Resonanzfrequenz, wie ihn die Sauerbrey-Glei-
chung vorhersagt, nicht mehr gelten muss. Andererseits macht die Verdnderung der Giite
des Resonators durch die Adsorption Letztere zu einer interessanten zusatzlichen Mess-
grofle. Die Dissipation kann durch mehrere Verfahren gemessen werden. Sie kann aus der
Halbwertsbreite des Frequenzsignals der Resonanzfrequenz berechnet werden. Eine ande-
re Methode ist das Auswerten der Amplitude bei einer abklingenden Schwingung, die in
Abb. 2.5 dargestellt ist. Bei der sogenannten ,ring-down“~-Methode!®! wird der Schwing-
quarz im Bereich von Mikrosekunden zum Schwingen angeregt. AnschliefSend klingt die

Schwingung einige us ab. Dabei erzeugt der Schwingquarz durch den piezoelektrischen

17



2 Theoretische Grundlagen 2.3 QCM-D

rrth 2rrl' t

1.0
0.5

S L,
s T

0 1 2 3
Zeit, t [us]

Amplitude

Abbildung 2.5: Abklingkurve eines Schwingquarzes in Luft (blau) und mit einer Seite in Wasser
(rot). Nach Reviakine et al. 16461,

Effekt eine Spannung, die gemessen werden kann. Aus der so entstehenden Abklingkur-
ve (Abb. 2.5) werden Frequenz und Dissipation bestimmt. Die QCM mit Dissipationsauf-
zeichnung nach der ,ring-down”-Methode wird auch als QCM-D bezeichnet. Neben der
Grundschwingung kénnen mit der QCM-D auch die Obertone gemessen werden. Da der
Schwingquarz elektrisch angeregt wird und dafiir gegensétzliche Pole notig sind, konnen
nur Schwingungen angeregt werden, die eine gegensétzliche Auslenkung der Oberflichen
haben. Dies sind die ungeraden Obertone. In Abb. 2.4b) sind die Grundschwingung (n=1)

und die Schwingung des 3. Obertons (n=3) eingezeichnet.1%]

Es gibt verschiedene Prozesse, durch die Energie dissipiert werden kann. Viskoelastische
Eigenschaften eines Adsorbats ist eine Moglichkeit. Ein typisches Beispiel sind Polymer-
filme, in denen die Ketten aufgrund der mechanischen Anregung gegeneinander verscho-
ben werden, was in einem irreversiblen Energieverlust resultiert, der die Schwingung des
Kristalls ddmpft. Energie wird ebenfalls durch hydrodynamische Effekte dissipiert, die bei-
spielsweise auftreten, wenn nanostrukturierte Schichten, wie sie durch die Adsorption von
Nanopartikeln auf Oberflachen entstehen, durch den Schwingquarz durch ein Losungsmit-
tel bewegt werden. Das Losemittel, das schwéacher mit der Oberfliche wechselwirkt als die
Partikel, muss in einem solchen Szenario um die Partikel herum fliefSen, was einer Bewe-
gung in einem viskosen Medium entspricht und daher zu einer Dampfung des Resonators

fiithrt.
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Abbildung 2.6: a) Schwingquarz aus einem durchsichtigen Quarzplattchen mit einem Durchmes-
ser von 14 mm. Auf beiden Seiten sind Goldelektroden aufgedampft. Der spiegeln-
de Bereich in der Mitte ist glattpoliert, woran sich ein rauer Randbereich anschliefit
(dunkler dargestellt). Die Elektrode auf der Riickseite hat die Form eines Schliissel-
lochs. Um die Elektrode herum sieht man die Goldschicht der Frontelektrode von
der Unterseite. Am Rand sind Goldkontakte aufgedampft. b) Relative Amplitude
der Schwingung innerhalb des beidseitig bedampften Bereichs. R ist der Radius
der Goldelektrode auf der Riickseite. Ist der Kristall auf einer Seite in Kontakt mit
Losungsmittel wie zum Beispiel Wasser, so kann die radiale Abhéngigkeit der Am-
plitude mit einer Gauf3-Funktion beschrieben werden. Fiir Schwingquarze in Luft
findet man dem gegentiber eine Bessel-Funktion. Nachdruck von b) mit freundli-
cher Genehmigung von Janshoff et al.[1”] Copyright 2000 WILEY-VCH.

Ein Schwingquarz, der auf der Ober- und Unterseite mit einer Goldelektrode bedampft
ist, kann so verwendet werden, dass sich die Oberseite (Abb. 2.6a)) in einer Losung be-
findet. Aufgrund der starken Dampfung der Schwingung durch die Losung galt es lan-
ge Zeit als unmoglich, die Schwingung in Losung aufrecht zu erhalten.”! In den 1940er
Jahren wurden erste Versuche in Losung durchgefiihrt*8! und die QCM damit auch Bio-
Applikationen zuginglich gemacht.[”] Aktuell wird der Schwingquarz fiir Messungen in
Losung in einer Flusszelle zwischen zwei Gummiringen eingeklemmt. Auf diese Weise
ist er als eine Wand der Flusszelle fixiert, so gelagert, dass er nicht brechen kann und so
abgedichtet, dass das Losemittel nicht aus der Flusszelle gelangen kann. Damit die Gum-
miringe keinen Einfluss auf die Messung nehmen, muss der Schwingquarz im dufleren
Bereich unempfindlich gegeniiber mechanischen Verdnderungen sein. Eine spezielle Form
der aufgedampften Elektroden beschrinkt die Bewegung des Schwingquarzes auf einen

kleinen Bereich in der Mitte, was zur Folge hat, dass eine Adsorption nur in diesem inne-
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ren Bereich durch das Experiment erfasst wird. Dabei ist der Durchmesser der Elektrode
auf der Riickseite kleiner und hat die Form eines Schliissellochs (Abb. 2.6a). Diese Methode
wird Energieeinfang!174%%0 genannt. Sie beruht darauf, dass der Schwingquarz im beidsei-
tig bedampften Bereich etwas dicker ist und damit eine andere Resonanzfrequenz als im
einsietig bedampften Bereich besitzt. Wird der Schwingquarz mit der Resonanzfrequenz
des beidseitig bedampften Bereichs angeregt, so wird die Scherschwingung am Rand der
Riickseitenelektrode fast vollstindig reflektiert.['”] Die relative Schwingungsamplitude ist
in Abb. 2.6b) dargestellt. Sie ldsst sich bei Sensoren, die sich mit der Vorderseite in Wasser
befinden, mit einer GauBkurve darstellen.!'”] In der Mitte ist die relative Schwingungsam-
plitude des Sensors maximal. Am Rand des beidseitig bedampften Bereichs (|r/R| = 1) ist
sie bereits auf 10 % abgesunken.

Durch das Verwenden einer Flusszelle ist es moglich, mit der QCM-D verschiedene Arten
von Systemen in Losung zu untersuchen. Insbesondere ist die QCM-D nicht auf Gold-
oberflichen beschrdnkt, wie wohl Gold als priméres Elektrodenmaterial verwendet wird.
Durch Aufbringen weiterer Materialien auf diese Elektrodenoberfliche kénnen Messun-
gen an vielen Oberflachenmaterialien vorgenommen werden, wobei verschiedenste Tech-
niken, so auch das Aufkleben diinner Metallfilme, erfolgreich verwendet werden. [51]

In manchen QCM-Systemen kann durch die Variation der Schwingungsamplitude die Me-
chanik des Kontakts der adsorbierten Objekte mit der Oberfldche bis hin zum Bindungs-
bruch bei sehr hohen Amplituden studiert werden. %>%% In dem in dieser Arbeit verwende-
ten QCM-D-System der Firma Biolin Scientific (Q-Sense) ist dies allerdings nicht vorgese-
hen. Im Hinblick auf eine Analyse der erhaltenen Messgrofien eines QCM-Experiments ist
es sinnvoll, verschiedene Arten von diinnen Schichten zu unterscheiden (Abb. 2.7). Die ad-
sorbierten Schichten kénnen rigide sein. Das heift, dass sie mechanisch gesehen elastisch
sind (Abb. 2.7a), b)). Diese Systeme sind durch eine geringe Dissipation (AD) charakteri-
siert. Dem gegeniiber gibt es Schichten, die merkliche Mengen Schwingungsenergie zum
Beispiel durch viskoelastische Effekte dissipieren (Abb. 2.7c), d)). Neben der gerade ange-
sprochenen Frage der mechanischen Eigenschaften der Schichten, spielt die Morphologie
der Schichten fiir die Analyse der Daten eine grofie Rolle. So kann man die Systeme im
einfachsten Fall als strukturell homogen (Abb. 2.7a), c)) oder inhomogen (Abb. 2.7b), d))

charakterisieren. [16]
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a) b)
E
C) d)

Abbildung 2.7: Verschiedene Schichten (beige) in Wasser (blau) auf einem QCM-Sensor (weifs) mit
einer Grundschwingung (schwarz). Die Goldelektroden sind in griin dargestellt.
a) rigide Schicht b) Schicht aus kleinen diskreten Partikeln wie Viren, Detergenz-
mizellen oder Proteinen c) Polymerfilm d) diskrete Nanopartikel. Nachdruck mit
freundlicher Genehmigung von Reviakine et al.[1°l Copyright 2011 American Che-
mical Society.

Rigide, das heifst mechanisch gesehen elastische, homogene Schichten (Abb. 2.7a)) sind die
einfachste Art, da sie aufgrund ihres Aufbaus nicht komplex sind. Die Dissipation ist bei
diesen Systemen sehr gering und Am kann direkt {iber die Sauerbrey-Gleichung (Gl. 2.2)
bestimmt werden.!*!! Als empirischer Richtwert fiir die Anwendung der Sauerbrey-Glei-
chung gilt: ADy,/(—Afn/n) << 4 % 107 Hz 1.0l Fiir strukturell inhomogene Schichten
wird eingeschlossenes Losemittel zur gemessenen Resonanzfrequenzanderung Af beitra-
gen. Wie grof3 dieser Beitrag ist, ldsst sich ohne zusitzliche Bestimmung der adsorbierten
Masse nur schwer abschédtzen. Wird die Masse der adsorbierten Schicht mit einer alterna-
tiven Methode wie beispielsweise der Ellipsometrie, dem SPR (engl. surface plasmon reso-
nance), dem AFM (engl. atomic force microscopy) oder dem REM bestimmt, kann in Kombi-
nation mit der QCM-D die Masse des eingeschlossenen Losemittels bestimmt oder zumin-
dest abgeschatzt werden. 294 Zwei Eigenschaften der QCM-Methode seien an dieser Stel-
le noch einmal hervorgehoben. QCM ist eine Methode, die ohne die Einbringung von Mar-

kierungen auskommt und auch nicht auf spezielle Eigenschaften der Oberfldche (wie z. B.
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die Plansmonenresonanz) angewiesen ist. Demnach erlaubt die Verwendung von Flusszel-
len die kontinuierliche Analyse der Verdnderungen auf der Oberfliche wéahrend des Ad-
sorptionsprozesses, sodass die Kinetik von Adsorption und Desorption beobachtet werden
kann.[5# Im Fall rigider Schichten ist die quantitative Auswertung der QCM-D-Messungen
sehr simpel. Bei den tibrigen Schichtarten erfordert die quantitative Bestimmung von Am
komplexere Herangehensweisen. Gerade fiir solche Systeme hat sich die Kombination der
QCM mit anderen Techniken wie beispielsweise der Ellipsometrie bewzhrt.[165455] Bei ho-
mogenen Schichten mit einer deutlichen Dissipation AD, wie man sie beispielsweise bei
Polymerfilmen findet (Abb. 2.7c)), misst die QCM-D die viskoelastischen Eigenschaften
der Schicht. Die viskoelastischen Eigenschaften kann man mathematisch durch den kom-
plexen Schubmodul G* beschreiben. [1°]

Der Speichermodul G’ steht fiir den elastischen Anteil und kann als Federkonstante ge-
sehen werden. Der Verlustmodul G” = wn steht fiir den viskosen Anteil und beschreibt
die durch innere Reibung verlorene Energie. Die Viskositdt n entspricht dabei einem Rei-
bungskoeffizienten. Weiterhin bezeichnet w die Winkelgeschwindigkeit und i die imagi-
ndre Zahl. Die Anpassung solcher Systeme ist unterbestimmt, auch wenn mehrere Ober-
tone dafiir verwendet werden. Deshalb ist eine grundlegende Kenntnis der analysierten
Schicht fiir die Einschdtzung der aus der Anpassung hervorgegangenen Werte erforder-
lich.[16]

Komplizierter ist die Beschreibung von Adsorbatschichten, die aus diskreten Partikeln be-
stehen, die nicht notwendigerweise dicht gepackt sind (Abb. 2.7b), d)). Beispiele fiir solche
Systeme sind Viren, (18,21,22] Liposomen [2227] oder Nanopartikel, 1361 dje an Oberflichen ad-
sorbiert sind. Auch das in dieser Arbeit verwendete System fillt in diese Kategorie. Sys-
teme dieser Art weisen im Vergleich zu homogenen Schichten zusatzliche Effekte auf, die
eine Analyse der erhaltenen Daten erschweren. Die Partikel sind mit der Sensoroberfldche
verbunden und von Losemittel umgeben. Die Oszillation der Sensoroberfliche versucht
nun die Teilchen durch das Losungsmittel zu bewegen, welches selbst — wenn auch schwé-
cher — an die Sensoroberfldche gekoppelt ist.

Die Krifte, die auf das Teilchen wirken und durch die Bewegung der Teilchen im Losungs-
mittel entstehen, werden versuchen, die Teilchen relativ zur Sensoroberflache zu bewegen.

Diese sogenannten Rutsch- oder auch Rollbewegungen werden auch in der Literatur dis-
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kutiert.16202127] Dje Frage nach der Bedeutung dieser Dissipationskandle fiir die Messgro-
3en eines QCM-D-Experiments ist direkt mit der Wechselwirkungsenergie, genauer mit
der Topologie der Energiehyperflache, verbunden und hiangt daher von den Details des
Problems, wie unter anderem der Morphologie der Teilchen, beziehungsweise der Sensoro-
berflache, und den chemischen Eigenschaften beider Oberflichen ab. QCM-D-Messungen
in Kombination mit anderen Messmethoden haben ergeben, dass fiir solche Systeme die
Frequenzdnderung Af nicht mehr linear mit dem Massezuwachs Am auf der Oberfldche
verkniipft ist.[20]

Ein grundlegendes Verstdndnis der zu Grunde liegenden Physik erfordert neben dem oben
schon skizzierten Verstdndnis der Bindung zwischen Partikel und Sensoroberfldache in Ge-
genwart des Losungsmittels auch ein detailliertes Verstandnis der hydrodynamischen Ver-
héltnisse. Eine Beschreibung der Hydrodynamik ist im allgemeinen Fall schwierig, da die
zu Grunde liegende Navier-Stokes-Gleichung keine allgemeine Losung erlaubt. Ein qua-
litatives Verstdandnis der Abhdngigkeit von Af und AD fiir eine mit diskreten Partikeln
bedeckte Oberflache unter Einbeziehung der Hydrodynamik ladsst sich durch Simulatio-
nen mit Hilfe der Finite-Elemente-Methode (FEM) erreichen, bei der die Navier-Stokes-
Gleichung numerisch fiir das gewéhlte geometrische Modell gelost wird. 222271 Aufgrund
der mathematischen Komplexitdt des Problems gelingt die Losung mit vertretbarem Auf-
wand bislang nur fiir sehr vereinfachte Adsoptionsgeometrien. Das Losemittel, das die
Partikel umgibt, ist zum Teil hydrodynamisch gekoppelt und fiihrt, im Vergleich zu rigi-
den Schichten gleicher Masse, zur Messung eines grofieren Af.[212227] Das auf diese Wei-
se mitgemessene Losemittel wird als eingeschlossenes Losemittel (engl. trapped liquid) be-
zeichnet.[1654]

Betrachtet man ein System absolvierter Teilchen auf einer Sensoroberfldche in Gegenwart
von Losungsmittel, so wird deutlich, dass im Hinblick auf die Hydrodynamik zwei Effek-
te unterschieden werden miissen. Zum einen gibt es aufgrund der Bewegung eines Teil-
chens in einem viskosen Medium hydrodynamische Effekte. Diese Effekte treten fiir jedes
Teilchen auf, im Speziellen auch im Grenzfall unendlicher Verdiinnung. Daneben erwartet
man, dass es auch eine hydrodynamische Kopplung zwischen den Partikeln geben soll-
te, wenn sich die Teilchen einander annihern.?! Letzterer Effekt hat insbesondere einen

starken Einfluss auf die Dissipation, die ab einer bestimmten Bedeckung mit steigender Be-
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deckung sogar absinkt, obwohl man im Bild unabhédngiger Partikel eine lineare Zunahme
sowohl der Frequenzinderung als auch der Dissipation erwarten wiirde.[?°?2 Aus dem
gleichen Grund findet man auch keinen linearen Zusammenhang zwischen Af und der
adsorbierten Masse Am. Die Verdnderung von Af gegen Am wird mit steigender Bede-
ckung immer geringer.

Die FEM-Simulationen haben ergeben, dass die Dissipation der Energie raumlich sehr un-
terschiedlich verteilt ist. Ein Grofteil der dissipierten Energie ist mit Prozessen an der
Grenzflache zwischen Partikel und Fliissigkeit und nur ein kleiner mit solchen zwischen
Partikel und Oberfliche verkniipft,?!l wobei die Festigkeit der Kontaktzone eine grofle
Rolle fiir das genaue Verhiltnis spielt. Eine weichere Kontaktzone fiihrt zu stiarkeren Roll-
und Rutschbewegungen der Partikel und damit zu einer hoheren Energiedissipation. 2!l
Die hydrodynamischen Wechselwirkungen zwischen den Partikeln beeinflussen die ver-
schiedenen Obertone n — also die Frequenz der Bewegung — unterschiedlich stark und
fithren dazu, dass die Werte von Af,,/n der verschiedenen n mit steigender Bedeckung
immer stirker voneinander abweichen. 2! Dieser Effekt wird Obertondispersion genannt.
Ist die Obertondispersion gering, so kann die Sauerbrey-Gleichung zur Berechnung der
Masse verwendet werden. Im Normalfall miissen jedoch alternative Auswertungsmetho-
den verwendet werden.

Ein empirisches Modell versucht die Beziehung zwischen Af und Am durch ein einfaches
geometrisches Modell zu erfassen und geht davon aus, dass die gemessene Frequenzan-
derung durch die Masse der absorbierten Teilchen plus der Masse des durch diese Teilchen
bewegten Losungsmittels gegeben ist. Die Masse des Losungsmittels wird tiber Kegel, die
jeden Partikel umgeben, berticksichtigt.['®1° Die adsorbierte Gesamtmasse aus Partikeln
und zugehorigen Losemittelkegeln wird mit der Sauerbrey-Gleichung berechnet. Bei gerin-
ger Bedeckung tiberlappen die Losungsmittelkegel der Partikel nicht und die Frequenzan-
derung ist linear von der Bedeckung abhingig. Allerdings ist die Frequenzdnderung viel
grofer als aufgrund der adsorbierten Masse der Partikel erwartet werden kann. Adsorbie-
ren weitere Partikel auf der Oberfldche, wie in Abb. 2.8 dargestellt, so tiberlappen die Lo-
semittelkegel. Das iiberlappende Volumen wird jedoch nur einmal detektiert. Das pro Par-
tikel durchschnittlich detektierte Kegelvolumen sinkt demnach mit steigender Bedeckung

und fiihrt zu einem nicht linearen Zusammenhang zwischen Af und Am. Zusammen mit
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Abbildung 2.8: Losemittelkegel, die um Partikel herum angeordnet sind, von der Seite gesehen. Mit
steigender Bedeckung iiberlappt sich eine hohere Anzahl von Losemittelkegeln. In
Anlehnung an Reviakine et al.[1°]

Monte-Carlo-Simulationen zuféllig platzierter Partikel, konnen mit diesem Modell expe-
rimentell ermittelte Zusammenhédnge zwischen Af und Am aus Schichten von diskreten
Partikeln erklart werden. 'l Dabei sind die Kegel in dem Modell nicht scharf zum tibrigen

Losemittel abgegrenzt, sondern eher als anschauliche Naherung zu verstehen. 1]

Da das Kegelmodell weder die Obertonabhédngigkeit von Af noch den Verlauf der Dissi-
pation abbilden kann, wurde in der Literatur ein weiteres Modell vorgeschlagen, mit dem
der Durchmesser der adsorbierten Partikel aus QCM-D-Messungen erhalten werden kann.
Das geschieht, in dem man die experimentell zugangliche dissipative Schicht, die einer teil-
weisen Bedeckung der Oberfldche entspricht, auf die volle Bedeckung extrapoliert, wobei
davon ausgegangen wird, dass eine solche Schicht wieder als elastisches Medium (kei-
ne Dissipation) behandelt werden kann. 212227571 Man versucht also durch Extrapolation
die Frequenzdnderung Af zu ermitteln, bei der die Dissipation verschwindet. Extrapoliert
wurde dabei der Quotient aus der Frequenzdifferenz Af und der Verdnderung der Halb-
wertsbreite des Frequenzpeaks Al verschiedener Obertone gebildet und gegen Af aufge-
tragen. Die Halbwertsbreite des Frequenzpeaks Al ist aufgrund des Fourierpaars Frequenz
und Zeit direkt mit der Dissipation verkniipft. In dieser Auftragung entspricht die Extra-
polation der Kurven auf die Abszisse einer Halbwertsbreite von AI' = 0, sodass die ent-
sprechende Frequenzdifferenz entsprechend der obigen Annahmen mittels der Sauerbrey-

Gleichung in eine adsorbierte Masse und dadurch in eine Schichtdicke der homogenen
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Abbildung 2.9: Der Quotient —Al'/Af fiir jeden Oberton n ergibt Geraden, die die x-Achse an ei-
nem gemeinsamen Punkt schneiden. Nachdruck mit freundlicher Genehmigung
von Tellechea et al.[??! Copyright 2009 American Chemical Society.

Schicht umgerechnet werden kann. Die Schichtdicke entspricht dabei dem Durchmesser
der adsorbierten Nanopartikel. Es wird dabei angenommen, dass sich zwischen den Teil-
chen eingebautes Losungsmittel ebenfalls wie ein elastisches Medium verhalt und in die-
sem einfachen Schema wiirde die Dichte des Losungsmittels gleich der der Partikel ge-
wiéhlt. In Abb. 2.9 sehen wir die Auswertung zweier Messungen von CPMV-Viren (d =
28 nm) und Liposomen (d = 83 + 4 nm). Der Quotient —AIl'/Af ist fiir verschiedene Ober-
tone gegen Af/n aufgetragen. Die Punkte liegen fiir jeden Oberton auf einer Geraden, die
extrapoliert werden kann. Die Geraden treffen sich auf der Abszisse, an der aus der Fre-
quenzdifferenz Af die Schichth6he und damit der Partikeldurchmesser zu d = 29 4+0.8 nm
(CPMV) und 81 £+ 6 nm (Liposomen) bestimmt wurde. Hierbei entsprechen die Werte des
Extrapolationsschemas den Durchmessern der Partikel. Es ist wichtig, an dieser Stelle zu
betonen, dass die Rechtfertigung fiir dieses Extrapolationsschema rein empirischer Natur
ist und es kein theoretisches Fundament gibt, woraus die Giiltigkeit dieses Schemas abge-
leitet werden kann.!'622] Es ist also auch denkbar, dass die beobachtete Ubereinstimmung
zwischen Experiment und Erwartung einer gliicklichen Kompensation verschiedener Ef-

fekte geschuldet ist und die Methode nicht allgemein anwendbar ist. %]
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2.4 REM

Das Rasterelektronenmikroskop (REM) wird zur Abbildung von Oberflichen genutzt
und ermoglicht Aufnahmen mit einer typischen Auflosung im nm-Bereich. Auch ato-
mare Strukturen kdnnen unter besonderen Bedingungen aufgelost werden.®! Um die
Probe vergrofiert darzustellen, werden beim REM im Gegensatz zum Lichtmikroskop
Elektronen zur Abbildung verwendet. Die verbesserte Auflosung des REMs gegeniiber
Lichtmikroskopen beruht darauf, dass die Wellenldnge der verwendeten Elektronen viel
kleiner als die Wellenldnge des sichtbaren Lichtes ist, sodass die sogenannte Abbesche
Beugungsgrenze erst bei viel hoheren Vergrofierungen erreicht wird. Elektronen, die bei-
spielsweise mit 3 kV beschleunigt wurden, haben eine Wellenlinge von A = 22 pm. Zur
Abbildung wird ein fein fokussierter Elektronenstrahl tiber die Probe gerastert, der durch
Wolfram-Gliithkathoden, LaBs-Kathoden oder in jlingster Zeit meist mit Hilfe von Felde-
missionskathoden erzeugt wird. Wie in Abb. 2.10 gezeigt, werden die primaér in der Quelle
erzeugten Elektronen durch ein aufwiandiges System von elektronenoptischen Elementen
zu einem Elektronenstrahl der gewiinschten Energie geformt und auf die Probe fokus-
siert. Eine Ablenkeinheit zur Positionierung des Elektronenstrahls auf der Probe ist in die
Elektronenoptik integriert und erlaubt es, den Strahl {iber die Probe zu rastern. Typische
Rasterelektronenmikroskope verfiigen tiber verschiedene Detektoren, deren Signale zu-
sammen mit der Ortsinformation aus der Ablenkeinheit des Elektronenstrahls von einem
Computer zu einem zweidimensionalen Bild verarbeitet werden. Damit die Elektronen auf
ihrem Weg nicht mit Gasmolekiilen wechselwirken konnen, sondern sichergestellt wer-
den kann, dass die gemessenen Signale ausschliefllich von der Interaktion der Elektronen
mit der Probe stammen, muss sich der gesamte Elektronenstrahl inklusive der Probe im

Hochvakuum befinden. [

Die Notwendigkeit verschiedener Detektoren wird deutlich, wenn man sich die Wechsel-
wirkung von Elektronen mit Materie vergegenwaértigt. Bei der Interaktion der Primérelek-
tronen (PE) des Elektronenstrahls mit der Probe werden die Elektronen elastisch und in-
elastisch an den Elektronenhiillen der Probenatome gestreut. Beim elastischen Stofien ver-
lieren die Elektronen keine Energie und verdndern ihre Richtung um durchschnittlich 2-5°,

wobei sich ihre Richtung in seltenen Féllen um bis zu 180 © &ndern kann. Durch die Rich-
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Abbildung 2.10: a) Aufbau eines Rasterelektronenmikroskops nach Wells[®®! und Goldstein®! b)
Mittlere freie Wegldnge eines Elektrons in einem Festkorper in Abhiangigkeit von
der Elektronenenergie. Kurve mit Messwerten nach Henzler!®!!. ¢) Schema der
Elektronenbildung in einer Probe nach Goldstein® und Reimer!®. Die Primér-
elektronen (PE) des Elektronenstrahls treffen auf die Oberfliche und bilden Se-
kundarelektronen (SE). Teilweise verlassen die PE die Probe nach einigen Stofsen
als Riickstreuelektroenen (RE). Der Bereich, in den die Elektronen eindringen, hat
je nach Elektronenenergie niherungsweise die Form eines Halbkreises oder einer
Birne und ist meist etwas tiefer als breit. Die Schicht, aus der die SE die Oberfliche
verlassen kénnen, ist ungefahr 5 A dick.

tungsdnderung der Elektronen fiihren elastische Stofie zu einer raumlichen Ausbreitung
der Elektronen in der Probe. Im Gegensatz dazu verlieren die Elektronen bei inelastischen
Stoflen einen Teil ihrer Energie und erfahren nahezu keine Verdnderung ihrer Richtung.
Der Energieverlust entspricht sehr hdufig nur einem Bruchteil ihrer Energie. Dadurch kon-
nen sie viele Stof3e ausfithren und eine gewisse Distanz in der Probe zuriicklegen. Die Tiefe,
in die die Elektronen in die Probe vordringen, verringert sich mit steigender Ordnungszahl
der Elemente. Dies ist hauptsdchlich mit einer grofleren Anzahl an Zustinden der Atome
zu erkldren, die mit steigender Ordnungszahl von den Primérelektronen angeregt wer-
den konnen. Neben den durch inelastische Stofie verkiirzten Trajektorien der Elektronen

kommt hinzu, dass die Wahrscheinlichkeit fiir elastische Stofle, bei denen die Elektronen
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in einem etwas grofieren Winkel abgelenkt werden, mit steigender Ordnungszahl eben-
falls zunimmt. Die daraus resultierende starkere Ablenkung der Elektronen fiihrt eben-
falls zu einer geringeren Tiefe, in die die Elektronen in die Probe vordringen. Nach einer
ausreichend grofien Anzahl von elastischen Stofien ist die Richtungsédnderung der Elektro-
nen grofs genug, dass ein gewisser Anteil der Primérelektronen die Probe als sogenannte
Riickstreuelektronen (RE) wieder verlassen kann. Ein moglicher Weg eines Elektrons ist in
Abb. 2.10c) dargestellt. Der Halbkreis deutet an, wie weit die Primé&relektronen sowohl in
die Tiefe als auch lateral in das Probenmaterial vordringen. Die mittlere freie Wegldnge der
Elektronen bis zu einem inelastischen Stof3 ist in Abb. 2.10b) gegen die Elektronenenergie
aufgetragen. Die Tiefe, in die die Elektronen vordringen, kann durch eine grofiere Elek-
tronenenergie vergrofiert werden, wodurch sich der Radius der Elektronen im Material in
Abb. 2.10c) und damit ebenfalls die laterale Ausbreitung der Riickstreuelektronen vergro-
3ert. Bei den inelastischen Stofsen der Elektronen auf ihrem Weg durch die Probe entstehen

Sekundarelektronen (SE) und elektromagnetische Strahlung wie Rontgenstrahlung.

Die Energieverteilung der Elektronen, die die Probe wieder verlassen, ist in Abb. 2.11a) als
Funktion der relativen Elektronenenergie in Bezug auf den Primérstrahl, dargestellt. Nach
einem Maximum bei niedrigen Energien steigt die Anzahl der emittierten Elektronen an
und hat ihr zweites, wesentlich breiteres Maximum bei 70 bis 80 % der Priméarelektronen-

energie. Das erste Maximum liegt bei einer Elektronenenergie von ungefdhr 3 eV, kann

a) b)

SE

SE
RE

0 1 0 5 10 15 20
E/E E [eV]

0

Abbildung 2.11: a) Schematische Darstellung der Energieverteilung von Elektronen, die die Probe
verlassen. Auf der x-Achse ist die relative Energie bezogen auf die Energie der
Primérelektronen Eq dargestellt. b) Verteilung der Sekundarelektronen (SE), die
die Probe im energetisch niedrigen Bereich bis 20 eV verlassen. In Anlehnung an
Goldstein[®1.
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den Sekundérelektronen zugeordnet werden und ist in Abb. 2.11b) vergrofiert dargestellt.
Aus der Verteilung in Abb. 2.11a) geht hervor, dass Riickstreuelektronen, die die Probe
wieder verlassen, eine relativ hohe Energie besitzen. Bei {iblichen Energien der Primér-
elektronen von 1 bis 30 kV liegt ihre Energie 3 bis 4 Grofienordnungen tiber der Energie
der Sekundérelektronen. Der Anteil an Riickstreuelektronen, im Verhéltnis zu den einge-
strahlten Primérelektronen, wird durch den Riickstreukoeffizienten n = % angegeben.
nge ist dabei die Anzahl riickgestreuter Elektronen und nps die Anzahl der Elektronen des
Primaérstrahls. Der Riickstreukoeffizient n hdngt nur schwach von der Energie des Primar-
strahls, jedoch stark von der Ordnungszahl der Elemente bis zu einer Grofie von Z = 50
ab.!®! Der Austrittswinkel der RE ist cosinusverteilt. Damit treten die meisten RE im Win-
kel von 0 © bis 45 © bezogen auf die Oberfléchennormale aus der Oberfldche aus. Ein Kippen
der Oberfliache kann die Winkelverteilung stark verdndern. Die gezielte Detektion der RE
ermoglicht durch die Abhingigkeit von Z einen guten Materialkontrast, der Aufschluss
tiber die Elemente in einer Oberfldchenschicht bis zu einer Tiefe von einigen um geben
kann. 5]

Neben den Riickstreuelektronen treten im REM auch Sekundarelektronen (SE) auf. Sie wer-
den auf verschiedene Weisen generiert und tragen damit verschiedene Informationen. SE
haben, wie bereits anhand von Abb. 2.11b) gesehen werden konnte, eine Energie von 2-
5 eV und unterscheiden sich in dieser Eigenschaft stark von den RE. Dem Graphen in
Abb. 2.10b) kann entnommen werden, dass Elektronen in diesem Energiebereich nur kur-
ze Distanzen im Material zurticklegen, bis sie durch einen inelastischen Stofs Energie ver-
lieren. Nach nur wenigen Stofien haben die SE so viel Energie verloren, dass sie die Aus-
trittsarbeit nicht mehr iiberwinden kénnen und in der Probe bleiben. Aus diesem Grund
stammen die detektierbaren SE aus einer wenige Monolagen diinnen Schicht der Oberfla-
che, die ungefdhr dem fiinffachen der mittleren freien Wegldange A entspricht (Abb. 2.10c).
SE, die tiefer im Material gebildet werden, konnen es nicht verlassen. Die SE, die vom Pri-
maérstrahl gebildet werden, stammen damit direkt von der Stelle, an dem der fokussierte
Primérstrahl in das Material eindringt. Sie haben folglich eine sehr gute Ortsauflosung.
Allerdings erzeugen die Primérelektronen auf ihrem Weg durch die Probe fortwéahrend
SE. SE, die von RE kurz vor dem Verlassen der Probe erzeugt werden, konnen die Pro-

be ebenfalls verlassen und werden SE; genannt. SE; haben damit die laterale Auflésung
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der RE und konnen im Normalfall nicht von den SE; separiert werden, da die SE; in ei-
nem kontinuierlichen, kreisférmigen Bereich um die SE; herum gebildet werden. Damit ist
die Ortsauflosung von SE und RE gleich. Sekundérelektronen entstehen weiterhin, wenn
RE gegen die Wande der Probenkammer stofien und dort SE (SE3) erzeugen. SE3 bein-
halten demnach die Intensitatsinformation der RE, werden aber als SE detektiert. Da die
Entstehung der SE; rdumlich von der Entstehung der SE; und SE; getrennt ist, konnen sie
voneinander separiert werden.

Das Verhiltnis von Primérelektronen und detektierbaren Sekundérelektronen wird durch
den sogenannten Sekundarelektronenkoeffizienten o = %‘; = %P;SEZ angegeben. Dabei
ist ngg die Anzahl der Sekundirelektronen, die von einer Probe emittiert wird, die mit npg
Elektronen des Primérstrahls beschossen wurde. Im Gegensatz zu 1 der RE ist o stark von
der Elektronenenergie abhidngig. Je geringer die Priméarenergie, desto hoher o. Im Beispiel
von Gold ist bei Ey = 5 keV, 0 = 0.7 und bei Eg = 50 keV, 0 = 0.1. Dafiir ist ¢ fast nicht
von der Ordnungszahl abhédngig. Ausnahmen davon sind Gold, bei der ¢ in Bezug auf das
o aller {ibrigen Elemente in etwa verdoppelt und Kohlenstoff, bei dem o ungefiahr halbiert
ist. Der Austrittswinkel der SE ist wie bei den RE cosinusverteilt. Damit treten die meis-
ten SE im Winkel von 0 ° bis 45 ° aus der Probenoberflidche aus. Im Gegensatz zu den RE
kann diese Winkelverteilung nicht durch Kippen der Oberfldche verdndert werden. Fiir
die Abbildungseigenschaften des REM ist der sogenannte Quanteneffekt von Bedeutung.
Dieser beruht auf der Tatsache, dass die Emission der SE aus oberflichennahen Bereichen
stammt. In der Ndhe von Kanten eines Objekts ist die von SE erreichbare Oberfldche gro-
Ber als fiir glatte Oberflachen, sodass die Kanten der betrachteten Objekte etwas heller
erscheinen. Durch die geringe Tiefe, aus der die SE stammen, kénnen durch die Detektion
der SE Informationen tiber die Topographie der Probenoberfldache erhalten werden. SE ha-
ben allerdings keinen starken Materialkontrast. Letzterer beruht bei der Detektion von SE
auf Unterschieden in der Austrittsarbeit verschiedener Bereiche. Soll die oberste Schicht
der Oberfldche gezielt mit hoher Auflosung untersucht werden, so muss eine geringe Be-
schleunigungsspannung gewdahlt werden, die eine geringe laterale Verteilung der RE und
damit auch der SE, ermoglicht.!>”]

Bei sehr diinnen Proben in der Gréfienordnung von 100 nm, konnen zusétzlich die Primar-

elektronen in Transmission gemessen werden. Dafiir werden die Elektronen, die auf der
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Riickseite der Probe austreten, unterhalb der Probe detektiert. Es ist auch moglich, Pro-
ben wie Nanopartikel auf sogenannten TEM-Grids aufzubringen, die typischerweise aus
einem Netz diinner Drihte (meist Kupfer) bestehen, welche mit Kohlenstoff beschichtet
sind, das eine grofie mittlere freie Wegldange und damit einen geringen Kontrast im TEM
aufweist. Auf diese Weise befinden sich ein Teil der deponierten Nanopartikel in Bereichen,
in denen der einfallende Elektronenstrahl lediglich eine diinne Kohlenstoffschicht durch-
dringen muss. Diese Partikel konnen dann mit dem TEM detailliert studiert werden. [>]

Die PE schlagen durch inelastische Stofse auch Elektronen aus inneren Schalen heraus. Die
angeregten Atome emittieren daraufhin elementspezifische Rontgenstrahlung und erlau-
ben auf diese Weise eine Charakterisierung der chemischen Zusammensetzung. Je nach
untersuchtem Element schldgt jedes 1000 bis 10000ste eingestrahlte Elektron ein Inner-
schalenelektron aus einer Atombhiille. Die Wahrscheinlichkeit, dass dabei ein Rontgenquant
entsteht, steigt mit steigender Ordnungszahl. [®! Zur Detektion der Réntgenstrahlung wird
die sogenannte EDX (energy dispersive X-ray spectroscopy)-Methode verwandyt, bei der die
Rontgenstrahlung mit einem energiedispersiven Rontgendetektor detektiert wird. In Kom-
bination mit den Positionen des rasternden Elektronenstrahls kann somit eine zweidimen-

sionale Abbildung der Elementverteilung erzeugt werden. [*]

2.5 Statistik
2.5.1 Raumliche Statistik

Die Statistik stellt eine Vielzahl von Werkzeugen zur Verfiigung, mit der die raumliche An-
ordnung von Partikeln untersucht werden kann. %3l Die Basis dieser Analysen stellt die Be-
stimmung der Partikelkoordinaten dar, die aus mikroskopischen Aufnahmen, z. B. REM-
Bildern, erhalten werden kann. Die Anordnung der Partikel kann auf diese Weise durch die
Koordinaten des Schwerpunkts beschrieben werden und in Form eines zweidimensiona-
len Punktmusters dargestellt werden. Man unterscheidet drei Arten von Interaktionen [64]
(Abb. 2.12), bei denen sich die Partikel entweder a) abstoflen, b) nicht interagieren und
zufallig verteilt sind, oder c) sich anziehen.

Damit Partikelanordnungen einerseits miteinander verglichen werden kénnen und ande-

rerseits auch die Abstoffung und die Anziehung der Partikel quantifiziert werden kon-
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Abbildung 2.12: Simulationen von a) sich abstofilenden Partikeln, b) zufillig angeordneten Parti-
keln und c) aggregierten Partikeln. Die Oberflichenbedeckung ist bei allen drei
Bildern gleich. In Anlehnung an Baddeley®4].

nen, miissen weitere Grofsen ermittelt werden. Die Oberflichenbedeckung 0 ist der Anteil

der betrachteten Oberfliche AQperfizche, der von Partikeln mit der Flache Ap, ke Verdeckt
ist: [65,66]

APpartikel

0= Aoberfliche 23)
Bei bekannter Partikelfldche ist © durch Zdhlen der Partikel zu bestimmen. Im Falle ku-
gelformiger Partikel konnen tiber die Abstdande der Partikelzentren weitere Informationen
tiber die Partikelanordnung gewonnen werden. Informationen {iiber die lokale Struktur
um jedes Partikel kann erfasst werden, indem der Abstand zum jeweils ndchsten Nachbar-
partikel fiir alle Partikel bestimmt wird.[®3] Abbildung 2.13a) illustriert die Vorgehensweise
anschaulich: Der betrachtete Partikel ist rot eingefdrbt. Der ndchste Nachbar ist griin ein-
gefarbt und liegt auf dem rot gestrichelten Kreis, dessen Radius der Abstand zum griinen
Partikel ist (blau). Die beiden anderen schwarzen Partikel, die auf dem Kreis liegen, haben
einen Abstand, der nur geringfiigig grofer ist. Da nur der nachste Nachbar betrachtet wird,
gehen ihre Abstdnde nicht in die Nachste-Nachbar-Abstandsverteilung (NN-Verteilung)
ein, sodass die NN-Verteilung keine Informationen iiber die Anzahl von Nachbarn mit
einem Abstand in der Nédhe des kleinsten Abstands beinhaltet.
Die resultierende NN-Verteilung ist in Abb. 2.13b) als schwarze Linie fiir die in Abb. 2.13a)
gezeigte Anordnung von Teilchen dargestellt. Neben der NN-Verteilung wurden in

Abb. 2.13b) zum Vergleich als griine Linie die NN-Verteilung einer zufélligen Anord-
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nung von Partikeln (d = 137 nm) und als rote Linie die NN-Verteilung einer komplett
zufélligen Anordnung von Punkten (d = 0) dargestellt. Der Anstieg der zufélligen Vertei-
lung (griin) beginnt bei kiirzeren Abstianden, die dem minimalen Abstand aufgrund der
Grofle der gewdhlten Teilchen (137 nm) entspricht, wahrend die komplett zuféllige Vertei-
lung der Punkte ab r = 0 ansteigt. Fiir die gegebene Bedeckung zeigt die NN-Verteilung
der statistisch angeordneten Teilchen ein Maximum bei etwa 160 nm und der komplett
zufélligen Punkte bei etwa 130 nm. Dem gegeniiber zeigt die NN-Verteilung der in a)
gezeigten Anordnung nur sehr wenige NN-Abstdnde unterhalb von 200 nm. Das Maxi-
mum findet sich bei etwa 300 nm und f&llt dann bis etwa 400 nm auf 0 ab. Es sei an dieser
Stelle darauf hingewiesen, dass neben der Position des Maximums und des Anfangs der
Verteilungsfunktion auch die Form der Verteilung deutlich unterschiedlich ist. Wahrend
die beiden statistischen Verteilungen eine deutliche Asymmetrie zu grofieren Abstanden
aufweisen, ist die NN-Abstandsverteilung aus a) deutlich symmetrischer. Daneben fallt
auf, dass das Verhalten der drei Verteilungsfunktionen bei grofsen Abstdnden dhnlich ist.
Qualitativ kann man aus den Unterschieden der NN-Verteilungen direkt schlieflen, dass
es sich bei der Verteilung in Abbildung stat2a) nicht um eine zuféllig verteilte Anordnung
von Partikeln handelt. Aufgrund des Fehlens kleiner Abstdnde in der Verteilung aus a)
kann man folgern, dass kleine Partikelabstinde in diesem System energetisch ungiinstig
sind, was auf eine repulsive Wechselwirkung der Partikel schliefien lasst.

Wie bereits angesprochen, liefert die NN-Verteilung keine Information tiber die Anzahl
von Teilchen mit einem Abstand dhnlich dem des Abstands zum nachsten Nachbarn. Fiir
den roten Partikel in Abb. 2.13a) finden sich beispielsweise drei Nachbarn mit dhnlichem
Abstand. Um die Anzahl der Nachbarn zu erfassen, wire eine Funktion sinnvoll, die die
Nachbarn innerhalb eines bestimmten Radius zdhlt. Diese Funktion ist als die sogenannte
K-Funktion %3l bekannt.

Um die K-Funktion zu berechnen, wird, wie in Abb. 2.13c) dargestellt, ein Kreis um einen
betrachteten Partikel gelegt. Der Radius des Kreises wird verdndert und die Anzahl der
Partikelzentren, die sich in dem Kreis befinden, wird aufgezeichnet. [63] Nachdem dieses
Vorgehen fiir alle Partikel der Oberflache wiederholt wurde, wird die Anzahl an Partikeln
fiir jeden Radius r gemittelt. 1631 Daraus resultiert eine Funktion, die die durchschnittliche

Anzahl an Partikeln, die sich in einem Kreis des Radius r befinden, beschreibt. Die resul-
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Abbildung 2.13: a), c), e) Ausschnitt aus einer Simulation von sich abstoflenden Nanopartikeln mit

einem Durchmesser von d = 137 nm. Die Partikelzentren sind mit einem weifSen
Punkt markiert. b) Nachste-Nachbar-Abstandsverteilung: Die Abstinde zum je-
weils nédchsten Nachbarn eines Partikels werden fiir alle Partikel ermittelt und in
einer Verteilung dargestellt. d) K(r)-Funktion: Fiir jeden Radius eines Kreises (in
¢)) wird die mittlere Anzahl an enthaltenen Partikeln bestimmt. f) g(r)-Funktion:
Fiir jeden Radius eines Ringes in e) wird die mittlere Anzahl an Partikeln ermittelt,
die auf dem Ring liegen. b), d), f) Die Graphen sind gegen den Abstand r zwischen
den Partikelzentren aufgetragen. Die Graphen in d) und f) sind so normiert, dass
sie mit einer zufilligen Verteilung verglichen werden konnen. b), d), f) Die roten
Linien entsprechen einer komplett zufélligen Verteilung (kein Partikeldurchmes-
ser) und die griinen Linien entsprechen einer zufélligen Verteilung von Partikeln
mit einem Durchmesser von 137 nm.

35



2 Theoretische Grundlagen 2.5 Statistik

tierende Funktion wird so normiert, dass eine komplett zuféllig verteilte Anordnung den
Verlauf von 7tr? hat und durch den Ursprung geht. (%3] Auf diese Weise wird die Vergleich-
barkeit verschiedener Oberflichen erhoht. Die K-Funktion der in Abb. 2.13c) gezeigten
Partikelanordnung ist in Abb. 2.13d) als schwarze Linie dargestellt. Die griine Linie ist
eine Simulation von zuféllig angeordneten Partikeln gleicher Grofie und gleicher Oberfla-
chenbedeckung. Die Simulation ist erforderlich, weil die Partikel eine Ausdehnung haben
und eine komplett zufillige Anordnung[®®l von Massepunkten (rote Linie) nicht erreicht
werden kann. Liegt die K-Funktion der Verteilung unterhalb der griinen Linie (statisti-
sche Verteilung), so spricht das fiir eine Abstofsung der Partikel, wahrend im Bereich ober-
halb der griinen Linie, eine Uberhhung der entsprechenden Abstinde andeuten und bei
kleinen Abstinden mit einer attraktiven Wechselwirkung der Teilchen assoziiert werden
konnen. 9364 Die K-Funktion hat den Nachteil, dass kumulative Effekte auftreten.[%3] Das
bedeutet, dass starke Aggregation oder AbstofSung bei kleinen Distanzen den kompletten
Graphen in x-Richtung verschieben. %] Dies erschwert die Analyse der Partikelstruktur bei
grofieren Abstianden, da leicht eine starke Abstofsung bei kleinen Distanzen das Verhalten
des Graphen bei grofieren Abstdnden verdndert. Dies ist beispielsweise daran zu erken-
nen, dass die K-Funktion der zufillig verteilen Partikel (griine Linie in Abb. 2.13d)) nicht
wie der Graph der komplett zufélligen Anordnung (rote Linie) durch den Ursprung geht,
sondern um den Partikeldurchmesser von 137 nm zu grofieren Abstianden verschoben ist.
Eine Funktion, die ebenfalls alle Partikelabstdnde mit einbezieht, jedoch keine kumulati-
ven Effekte aufweist, ist die sogenannte Paarkorrelationsfunktion g(r). Statt der Anzahl der
Partikelzentren in einem Kreis (Abb. 2.13c)) wird bei dieser Funktion die Anzahl der Par-
tikelzentren auf einem schmalen Ring (Abb. 2.13e)) gezdhlt. Es wird also nicht die Anzahl
bis zu einem bestimmten Radius, sondern in einem kleinen Bereich von Radien um einen
bestimmten Radius ermittelt. Die Normierung erfolgt so, dass eine komplett zuféllige Ver-
teilung den Wert g(r) = 1 hat (rote Linie in Abb. 2.13f)). Die g(r)-Funktion beantwortet also
die Frage, wie viele Partikel bei welchem Abstand im Vergleich zu einer zufélligen Vertei-
lung anzutreffen sind. Sind die Partikelabstdnde an einem betrachteten r im Vergleich zu
einer zufdlligen Verteilung haufiger, ist g(r) > 1, sind sie weniger haufig, ist g(r) < 1.
Sind in einem bestimmten Bereich keine Nachbarn zu finden, so ist g(r) = 0 (griine Linie

in Abb. 2.13f)). Dies ist beispielsweise bei sehr kleinen Abstinden von Nanopartikeln der
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Abbildung 2.14: g(r)-Funktionen von Simulationen zuféllig angeordneter Partikel (durchgezoge-
ne Linien) mit einem Partikeldurchmesser von 318 nm bei den Bedeckungen: 3 %,
14 %, 27 %, 41 %, 49 % und 54 % der Gesamtoberfliche. Zur Ubersichtlichkeit wur-
den die einzelnen g(r)-Funktionen um 0.5 versetzt. Die rosa Kurve entspricht
der nahezu gesittigten Bedeckung und die schwarze Kurve einer geringen Be-
deckung. Die rot gepunktete Kurve wurde aus einem zweidimensionalen hexago-
nal dicht gepackten Gitter der gleichen Partikel berechnet. Zur besseren Ubersicht
wurde die gepunktete g(r)-Funktion auf ein Maximum von 1 normiert.

Fall, da diese nicht ndher zusammenliegen konnen, als ihr eigener Durchmesser grof3 ist.
Im Gegensatz dazu liegen bei sehr grofien Abstidnden r sehr viele Partikel auf dem Ring
der g(r)-Funktion. Dadurch hédngt die Partikelanzahl nur noch von der Bedeckung ab und
es gilt g(r) = 1 fiir unendlich grofse r.[63]

Das erste grofie Maximum der in Abb. 2.13f) gezeigten g(r)-Funktion ist der mittlere Par-
tikelabstand 197681 und liegt bei ca. 325 nm. Ein weiterer Parameter, der der g(r)-Funktion
entnommen werden kann, ist die Ordnung der Partikelstruktur.[®*7! Eine ausgepragte
Strukturierung der g(r)-Funktion mit Minima und Maxima {iiber grofle Partikelabstiande
spricht fiir eine hohe Ordnung. Der Extremfall perfekter periodischer Ordnung ist eine
Gitterstruktur.

Die g(r)-Funktion einer hexagonal dichten Anordnung von Partikeln mit einem Durch-
messer von 318 nm ist in Abb. 2.14 als gepunktete Linie dargestellt. Hier sind eindeutige

Peaks bei den zu erwartenden Abstidnden im Gitter zu sehen. Fiir alle {ibrigen Abstiande
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ist g(r) = 0. Die durchgezogenen Linien in Abb. 2.14 sind g(r)-Funktionen simulierter Par-
tikelanordnungen von zufillig angeordneten Nanopartikeln mit einem Durchmesser von
318 nm. Mit dieser Grafik soll illustriert werden, dass auch eine zuféllig angeordnete Ober-
flache von nicht interagierenden Partikeln ein Maximum erzeugen kann. Die Grafik zeigt
Oberflachen verschiedener Bedeckungen von sehr gering (schwarz) bis zum naherungs-
weisen Erreichen des sogenannten jamming limits!®72! (rosa). Zur besseren Ubersicht wur-
den die Funktionen versetzt dargestellt. Das jamming limit ist die maximale Bedeckung, die
mit zuféllig angeordneten Partikeln erreicht werden kann und liegt bei einer Bedeckung
von 0 = 0.547 relativ zur Gesamtoberfliche.[%®72] Die Entstehung des Peaks kann mit der
Entstehung einer zuféllig verteilten Oberfliche nach dem RSA-Modell (RSA - engl. random
sequential adsorption) erklart werden. 70!

Zu Beginn der Simulation ist die Oberfldche leer und die Partikel werden an zuféllige Or-
te platziert. Wenn sich die Oberfldche fiillt, werden Zufallskoordinaten generiert, an de-
nen kein Partikel mehr platziert werden kann, weil er dann mit einem bereits platzierten
Partikel iiberlappen wiirde. Tritt ein solcher Fall auf, wird der Partikel verworfen und es
werden neue Koordinaten generiert. Nahert sich die Oberflichenbedeckung dem jamming
limit, gibt es nur noch wenige Liicken, wo Partikel platziert werden konnen. Die dort plat-
zierten Partikel haben Abstinde zu den Nachbarpartikeln, die nur etwas grofSer als ihr
eigener Durchmesser sind. Damit werden aus dem Ensemble statistisch generierter Koor-
dinaten solche selektiert, die zu kleinen Abstinden zwischen den Partikeln fithren und so
in Werten der g(r)-Funktion oberhalb der statistischen Erwartung im Bereich kleiner Ab-
stinde resultiert.[”] Bei einer komplett zufélligen Verteilung aus Punkten, die sich nicht
tiberlappen konnen, gibt es keine Selektion und die g(r)-Funktion entspricht der theoreti-
schen Erwartung. 7!

Jeder der in Abb. 2.14 gezeigten g(r)-Funktionen wurde aus einem Datensatz von 25000
Partikeln berechnet. Am Rauschen der Kurven ist sichtbar, dass fiir eine gute statistische
Abbildung kleinerer Bedeckungen sehr viele Partikel und damit sehr viele Abstande in die
Berechnung der g(r)-Funktion eingehen miissen. Das liegt daran, dass die Partikelabstan-
de im Vergleich zu grofieren Bedeckungen bei gering bedeckten Oberflidchen zu grofieren
Werten verschoben sind, wihrend das in Abb. 2.14 betrachtete Fenster gleich bleibt. Damit
sinkt die Anzahl der Abstdnde, die in den betrachteten Bereich eingehen. Bei der Aufnah-
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me von REM-Bildern kommt der hier nicht dargestellte Effekt hinzu, dass auf Bildern glei-
cher Grofle bei niedrigen Bedeckungen weniger Partikel liegen. In der Folge miissen fiir
Oberflachen niedriger Bedeckung mehr REM-Bilder zur Berechnung von g(r)-Funktionen

verwendet werden.

Abbildung 2.15: a,b) Schema der Entstehung eines Fry-Plots. Jeder der vier Punkte in a) wird ins
Zentrum von b) gelegt und a) Fry-Plot aus einer Oberfliche mit sich abstofSen-
den Partikeln und wenigen Clustern. b) Fry-Plot einer Simulation von komplett
zufallig verteilten Punkten zum Vergleich.

Die g(r)-Funktion ist eine winkelintegrierte Betrachtung der Verteilung. Daher ist es wich-
tig zu wissen, ob die Partikelanordnung azimutal homogen verteilt ist, oder ob es Winkel-
abhangigkeiten gibt, die eine einfache Interpretation der g(r)-Funktion verhindern wiir-
den. Fry-Plots”#! (oder Patterson-Plots) sind eine Moglichkeit, dies zu testen (Abb. 2.15).
Hierbei werden Kopien der Partikelanordnung erstellt und so iibereinandergelegt, dass je-
der Partikel einmal im Zentrum des Bildes platziert wird. In Abb. 2.15a) und b) wird dieser
Prozess veranschaulicht. Jeder der vier Punkte aus Abb. 2.15a) wird einmal ins Zentrum
von Abb. 2.15b) gelegt und verleiht dabei den iibrigen drei Punkten seine Farbe, sodass

insgesamt 3 - 4 = 12 farbige Punkte entstehen. Der tiberlagerte mittlere 13. Punkt wird
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normalerweise nicht gezeichnet und ist hier grau dargestellt. Jede der 6 in Abb. 2.15a) ge-
zeichneten Linien kommt zweifach in Abb. 2.15b) vor, denn der Abstand vom roten zum
griinen Punkt ist umgekehrt auch der Abstand vom griinen zum roten Punkt und so wei-
ter. Dadurch erhilt der Plot ein Inversionszentrum.” In dem entstandenen Muster las-
sen sich vorhandene Winkelabhidngigkeiten durch Abweichungen von einer kreisférmig
isotropen Anordnung erkennen. Des Weiteren lassen sich auch hier abstofsende sowie an-
ziehende Effekte ablesen.[”#l In Abb. 2.15c¢) ist ein Fry-Plot von sich abstofenden Partikeln
gezeigt. Innerhalb des gestrichelten Kreises, der einem Partikelabstand von dem Partikel-
durchmesser d entspricht, kann kein Partikel gefunden werden. Einzelne Punkte werden
in der Niahe des gestrichelten Rings gefunden und konnen aggregierten Partikelpaaren zu-
geordnet werden, die den Partikeldurchmesser d als Abstand haben. Durch die AbstofSung
der Partikel setzt sich die weifse Flache fort, da sich die nicht aggregierten Partikel abstofSen
und erst oberhalb eines Mindestabstands benachbarte Partikel gefunden werden. Bei die-
sem Mindestabstand, der im gezeigten Beispiel etwa 2 d entspricht, endet der weifle Kreis.
Nach dem Beginn der grauen Fldche, die aus den tiberlagerten Koordinaten besteht, gibt es

bei ca. 2.8 d einen dunkleren Ring, der den mittleren Partikelabstand reprasentiert und mit
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Abbildung 2.16: a) Adsorption geladener Nanopartikel direkt hinter bereits adsorbierten Nano-
partikeln bei hoher Flussrate. b) Paarkorrelationskarte von unter hoher Flussrate
adsorbierten Nanopartikeln. Die Werte der g(r)-Funktionen, die ihren Ursprung
in der Mitte der Grafik haben und radial nach aufien verlaufen, sind rechts darge-
stellt. Schwarz bedeutet, dass keine Partikel adsorbiert sind. Wie der Fry-Plot ist
auch die Paarkorrelationskarte punktsymmetrisch. Nachdruck von van Loenhout
et al.’! mit freundlicher Genehmigung von Elsevier.
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dem Maximum der g(r)-Funktion zusammenfallt. Mit groflerem Abstand vom Zentrum
des Fry-Plots entsprechen die Koordinaten immer stirker einer zufélligen Verteilung. Zum
Vergleich ist in Abb. 2.15d) ein Fry-Plot einer komplett zufillig verteilten Oberfldche dar-
gestellt, auf der die Partikel iiberlappen diirfen.

Fiir die hier untersuchten Systeme ist ein solcher Test essentiell, da die Verwendung einer
Flusszelle zu Winkelabhédngigkeiten in der Anordnung der Teilchen fithren kann. Bei hohe-
ren Flussraten konnte die die Adsorption von Partikeln direkt hinter bereits adsorbierten
Partikeln behindert werden, da sie beim Absinken weitergesptilt werden (Abb. 2.16a)).[”?!
Dieser Effekt ldsst sich in Abb. 2.16b) in einer dem Fry-Plot sehr dhnlichen Paarkorrela-
tionskarte erkennen.!””! Hier ist neben dem schwarzen Kreis in der Mitte, der einen Min-
destabstand der sich abstofsenden Partikel anzeigt, ein langlicher Schatten zu sehen. Dieser
vertikale Schatten zeigt, wie der starke Fluss die Adsorption beeinflusst hat. Der Vergleich
von der Paarkorrelationskarte in Abb. 2.16b) mit dem Fry-Plot in Abb. 2.15¢) zeigt, dass in
Abb. 2.15¢) keine Winkelabhdngigkeit vorliegt, da die in Abb. 2.15c) gefundenen Struktu-

ren im Rahmen der Statistik alle kreisférmig sind.

2.5.2 Statistische Tests

Um die Aussagekraft ausgewerteter Messdaten zu tiberpriifen, werden haufig statistische
Tests angewendet. Bei medizinischen Tests werden beispielsweise die Daten mit und ohne
Behandlung verglichen, um auf diese Weise Aussagen iiber die Wirkung der Behandlung
treffen zu konnen. Das Ziel dieser Tests besteht darin, eine Wahrscheinlichkeit anzugeben,
mit der der betrachtete Satz von Daten, der durch den Test gemachten Hypothese ent-
spricht. 7]

In dem vorliegenden Fall soll ein statistischer Test angewendet werden, um die Gaufsver-

teilung verschiedener Messwerte zu iiberpriifen. Aus diesem Grund werden im Folgenden
die wesentlichen Grundlagen statistischer Tests dargestellt.

Statistische Tests basieren auf der Formulierung einer Hypothese und unterscheiden dann
zwischen zwei Féllen (Abb. 2.17): a) die Hypothese ist erfiillt oder b) die Hypothese wird
nicht erfiillt. Man formuliert die Hypothese so, dass man die Aussage: ,,Das gesuchte Pha-

nomen wird nicht beobachtet. Es gibt keinen Unterschied.”als sogenannte Nullhypothese
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H, trifft zu H, trifft zu
1-a a B 1-8
Entscheid Entscheid Entscheid Entscheid
fur H, fur H, fur H, fur H,
richtiges Urteil Fehler erster Art Fehler zweiter Art richtiges Urteil

Abbildung 2.17: Schema fiir den Entscheid und die Fehler bei statistischen Tests. Nach[77].

(Hp) bezeichnet, wahrend man den anderen Fall als Alternativhypothese (H;) bezeichnet.
Die Nullhypothese ist beispielsweise erfiillt, wenn die Anderung eines experimentellen
Parameters keine Auswirkung auf die untersuchten Grolen hat. 7678l Ein statistischer Test
geht nun zundchst davon aus, dass die Nullhypothese korrekt ist. Folglich geht der Test da-
von aus, dass alle Messwerte, die z. B. vor und nach einer Verdnderung eines Parameters,
dessen Auswirkung getestet werden soll, erhalten wurden, derselben Verteilung gentigen.
Fiir das gewdhlte Beispiel hat man zwei Datensétze. Der Erste, der vor der Verdnderung
des Parameters erhalten wurde, gentigt einer Verteilung, die man auch die Grundvertei-
lung nennt. Von dem zweiten Datensatz, der nach der Verdanderung der Parameter erhal-
ten wurde, erwartet der Test, dass dieser eine Verteilung aufweist, die der Grundverteilung
entspricht. Die Wahrscheinlichkeit, die getestete Verteilung oder eine noch extremere Ver-
teilung zuféllig aus der Grundverteilung zu ziehen, wird durch den sogenannten p-Wert
angegeben. Ein hoher p-Wert driickt aus, dass die Wahrscheinlichkeit sehr grofs ist, dass
die gemessene Verteilung nach der Anderung des Parameters aus der Grundverteilung
stammt. Ein niedriger p-Wert driickt hingegen aus, dass die gemessene Verteilung nach
Anderung des Parameters nur mit sehr geringer Wahrscheinlichkeit aus der Grundvertei-
lung stammt.

Bei einem statistischen Test wird der p-Wert dazu genutzt, entweder die Nullhypothe-
se beizubehalten und sich dadurch gegen die Alternativhypothese zu entscheiden oder

die Nullhypothese zu widerlegen. Das Widerlegen der Nullhypothese ist damit ein Ent-
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scheid fiir die Alternativhypothese. Dies gelingt nur, wenn die Wahrscheinlichkeit, dass
die nach der Verdnderung der Parameter gemessene Verteilung nicht aus der Grundvertei-
lung stammt, eine zuvor gesetzte Grenze iiberschreitet. Das heifst, dass der p-Wert relativ
klein sein muss, um die Nullhypothese abzulehnen. Um eine Grenze fiir die Entscheidung
zu setzen, wird ein Signifikanzniveau festgelegt, dass der p-Wert fiir das Ablehnen der
Nullhypothese unterschreiten muss.

In einem gedachten Beispiel gehen wir zundchst davon aus, dass die Nullhypothese kor-
rekt ist. Unter dieser Voraussetzung ist der p-Wert gleichzeitig ein Mafs fiir die Haufigkeit
talschlicherweise anzunehmen, dass die Alternativhypothese richtig sei. Setzt man ein Si-
gnifikanzniveau « von 5 %, wird die Nullhypothese bei einem Ergebnis mit einem p-Wert
unter 0.05 als widerlegt angesehen. Dadurch wiirde man statistisch gesehen die Nullhypo-
these in 95 von 100 Fallen korrekterweise als richtig einstufen. In 5 von 100 Fallen konnte
die Nullhypothese verworfen und die Richtigkeit der Alternativhypothese angenommen
werden. In diesen 5 Fillen hédtte man einen sogenannten Fehler erster Art begangen, der in
Abb. 2.17 dargestellt ist. Da man bei einer realen Untersuchung nicht 100 Studien durch-
fiithrt, sondern nur eine einzige, weifs man nicht, ob man nur zuféllig einen niedrigen p-
Wert unter 0.05 erhdlt und die Nullhypothese trotzdem korrekt ist oder die Nullhypothese
tatsachlich widerlegt werden kann.

Je nachdem, wie grofd die Auswirkungen eines solchen Fehlers erster Art waren, gibt es
verschiedene Signifikanzniveaus, die vor dem statistischen Test festgelegt werden. Ein Si-
gnifikanzniveau von 5 % (p-Wert unter 0.05) gilt als statistisch signifikant. Ein Signifikanz-
niveau von 0.1 % (p-Wert von unter 0.001) gilt als hoch signifikant. Wird sich bei einem
hoch signifikanten Test fiir die Alternativhypothese entschieden, weil der p-Wert kleiner
als 0.001 ist, ist es sehr unwahrscheinlich, dass dabei ein Fehler erster Art begangen wur-
de. Wenn wir eine Studie betrachten, bei der hingegen die Alternativhypothese H; korrekt
ist, dann wiirde ein Fehler begangen werden, wenn Hy nicht widerlegt werden kann und
H; als falsch angesehen wird. Diesen Fehler nennt man Fehler zweiter Art und die Wahr-
scheinlichkeit, diesen Fehler zu begehen, erhilt den Buchstaben (3. Da 3 von der GrofSe des
erwarteten Effektes abhdngt und diese unbekannt ist, ist auch  unbekannt. Daher muss 3
vor dem Test geschdtzt werden. In der Regel wird fiir diese Abschédtzung der Begriff der

Teststarke verwendet. Sie ist die Wahrscheinlichkeit, sich bei einer wahren Alternativhypo-
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these korrekt fiir die Alternativhypothese zu entscheiden und ist 1—f3. Die Teststdrke hangt
von mehreren Faktoren ab. Ein Faktor, der sich nicht beeinflussen lisst, ist der Unterschied,
der zwischen den moglichen Werteverteilungen der Nullhypothese und der Alternativhy-
pothese liegt. Ist der Unterschied klein, so wird der p-Wert relativ grofs sein, da keine fiir
die Nullhypothese untypischen Werte gemessen werden. Dies fithrt zu einer grofsen Wahr-
scheinlichkeit, einen Fehler zweiter Art zu begehen. Der Test hat damit ein grofles 3 und
eine kleine Teststdrke. Ein sehr grofier Unterschied zwischen den Werteverteilungen von
Null- und Alternativhypothese wird sich hingegen in einem sehr geringen p-Wert aus-
wirken, was die Wahrscheinlichkeit, einen Fehler zweiter Art zu begehen reduziert. Die
Teststdrke ist in diesem Fall hoch. Der nichste Faktor, der die Teststirke beeinflusst, ist die
Anzahl der Messwerte. Eine hohe Anzahl der Messwerte fiihrt zu einer schérferen Tren-
nung zwischen den moglichen Werteverteilungen der Null- und Alternativhypothese. Die
Wahl des jeweiligen Tests hat ebenfalls einen Einfluss auf die Teststadrke. So sinkt die Test-
starke beispielsweise in Richtung einer geringer werdenden Anzahl von Messwerten fiir
verschiedene Tests unterschiedlich schnell. Gezielt beeinflussen ldsst sich die Teststarke
neben der Anzahl der Messungen mit der Wahl des Signifikanzniveaus. Ein hoherer Wert
des Signifikanzniveaus bedeutet, dass sich bei grofseren p-Werten fiir die Alternativhypo-
these entschieden wird. Dies erhoht die Teststdrke, vergrofiert aber gleichzeitig auch die
Wahrscheinlichkeit einen Fehler erster Art zu begehen. Mit der Wahl des Signifikanznive-
aus ist also immer eine Abwiagung zwischen dem moglichen Begehen eines Fehler erster

und zweiter Art verbunden.

2.5.3 Shapiro-Wilk-Test

Bei vielen Messungen sind die Messwerte normalverteilt, wenn keine systematischen Feh-
ler die Messungen beeinflussen. Gilt diese Voraussetzung bei einer bestimmten Messung,
bietet es sich an, die Verteilung der Messwerte auf eine Normalverteilung zu testen. Ob
eine Menge von Werten aus einer Normalverteilung stammt, kann mit dem Shapiro-Wilk-
Test getestet werden. Die Nullhypothese dieses Tests ist die Annahme, die analysierten
Daten seien normalverteilt. Die Alternativhypothese ist demnach, dass die Daten nicht

normalverteilt sind. Der Test wurde so gestaltet, dass er auch bei einer geringen Anzahl an
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Datenpunkten eine hohe Teststidrke besitzt. Das Testresultat ist ein p-Wert. Ist der p-Wert
grofler als das zuvor festgelegte Signifikanzniveau, werden die Messwerte als gaufiverteilt
angenommen. Der Test liefert in diesem Fall die Begriindung, warum eine Normalvertei-

lung nicht ausgeschlossen werden sollte.

2.6 Elektrostatische AbstoBung

Oben wurde beschrieben, dass die g(r)-Funktion fiir einen beliebigen Abstand r die Abwei-
chung der Partikelanordnung von der statistisch zu erwartenden Verteilung widerspiegelt.
Es wurde ebenfalls deutlich, dass attraktive beziehungsweise repulsive Wechselwirkungen
zwischen den Teilchen zu solchen Abweichungen fiihren. Im Grenzfall kleiner Oberfla-
chenbedeckungen ist die g(r)-Funktion fiir kleine Abstdnde ausschliefslich von Partikel-
paaren bestimmt, da bei sehr geringen Bedeckungen die Wahrscheinlichkeit, ein drittes
Teilchen mit dhnlichem Abstand in der Nachbarschaft zu finden, sehr klein ist. Befinden
sich die auf einer Oberfliche adsorbierten Teilchen im thermodynamischen Gleichgewicht,
so kann das Potential u(r) zwischen den Teilchen, das die Anordnung der Partikel auf der
Oberflache bestimmt, durch simples Invertieren der g(r)-Funktion nach Gleichung (2.4)

ermittelt werden [2579-83]

g(r) = exp <—§;(:T)> 4

Hierbei ist kg die Boltzmannkonstante und T die absolute Temperatur. Im Grenzfall ge-
ringer Bedeckungen entspricht dieses Potential gerade dem Paarpotential zwischen den
Teilchen.

Damit nachvollzogen werden kann, welche Ndherungen gemacht wurden und von wel-
chen Groflen das Paarpotential abhingt, wird im Folgenden eine kurze Ubersicht tiber die
Herleitung des Paarpotentials gegeben.

Bei dem in dieser Arbeit betrachteten System geschieht die erste Naherung dadurch, dass
die Spiegelladungen der Partikel nicht mit einbezogen werden. Wiirde man die Ladungen
der Partikel und die Spiegelladungen!®¥ in einem simplen Bild als vier Punktladungen be-

trachten, die sich in einem isotropen Raum befinden, so wiirden Dipol-Wechselwirkungen
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Abbildung 2.18: Zwei Nanopartikel mit dem Radius a auf einer metallischen Oberfldche, die im
Abstand r voneinander liegen. Die Liicke zwischen den Partikeln h kann auch
als dimensionslose Grofie in Partikelradien H = h/a angegeben werden. In der
Goldoberfldche ist die sogenannte Spiegelladung eingezeichnet, die durch die ge-
ladenen Partikel auf der Oberfldche induziert wird.

zwischen den Ladungen wirken, die mit 1/1>184] abfallen. Da die Partikel jedoch eine Aus-
dehnung haben, das umgebende Medium nicht isotrop ist und die Spiegelladungen ihrer-
seits im Metall durch Friedel-Oszillationen mit 1/13 abklingen, [85] wiirde die zu Grunde
liegende Gleichung fiir das Paarpotential sehr komplex werden. Um das Paarpotential auf
einfache Weise ndherungsweise durch eine Funktion anzupassen und dadurch das Ober-
flachenpotential der Partikel zu erhalten, wird das System als in einem isotropen Medium
angenommen und die Ausdehnung der Partikel bertiicksichtigt.

Die Gleichung fiir die Potentialkurve stammt aus einer analytischen Losung der Poisson-
Boltzmann-Gleichung, die linear angenahert wurde.”%%! Diese Linearisierung funktio-
niert gut im Bereich von z;eyp/kgT < 1, was einem Oberfldchenpotential der Nanopartikel
von Pp < 25 mV entspricht. Daher wird diese Naherung auch , low potential approximation”
genannt. Es hat sich aber gezeigt, dass diese Ndherung bei Raumtemperatur auch einem
Oberflachenpotential von bis zu 100 mV noch einsetzbar ist. 287881 Die Linearisierung der
Poisson-Boltzmann-Gleichung geht zunichst von sich gegeniiberstehenden flachen Plat-
ten aus. Die Erweiterung auf kugelférmige Partikel erfordert zusitzliche mathematische

Tricks. Derjaguin behandelt die Kugeloberfldche als eine Kaskade von vielen flachen Rin-
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gen. Mit dieser Annahme ergibt sich fiir das elektrostatische Paarpotential die folgende

Gleichung: [70,86,88,89]

u 1 eper alj)l%
== In
ksT 2 kgT

(1+exp (—kaH)) (2.5)

Dabei ist u das elektrostatische Potential, €y die Dielektrizititskonstante, €, die relative
Permittivitat, a der Partikelradius, \p das Oberflachenpotential des Partikels, H = h/a die
Léange h der Liicke zwischen den Partikeln in Partikelradien a (siehe Abb. 2.18) und L ist

-1 _ - €kBT

Die Derjaguin-Gleichung funktioniert gut fiir Doppelschichten, die im Vergleich zum Par-

die Debye-Lange:

tikelradius diinn sind. Das bedeutet, dass ka > 5 sein sollte. Da die Derjaguin-Ndherung
das elektrostatische Potential bei grofseren Abstanden um rund 10 % tiberschétzt, kann al-
ternativ die sogenannte lineare Superpositionsnaherung genutzt werden. #! Diese gilt fiir

Abstinde, die groBer als die Dicke der Doppelschicht sind 70

u  (TekgTal,, 2
kBT_<2 =2 >Y2+Hexp( kaH), (2.7)
v Ppe . '
mit Y = 4 tanh < 4kBT> erhilt man : (2.8)
u  (lekgTa VPpe )
T <2 2 ) <4tanh <4kBT>> T H exp (—kaH) . (2.9)

Da das in dieser Arbeit untersuchte System die Anforderungen fiir Gleichung (2.9) erfiillt,

wurde diese zur Anpassung des Paarpotentials verwendet.
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3 Zusammenfassende Einordnung und Diskussion der

Veroffentlichungen

Im Folgenden mochte ich in einer Zusammenfassung diskutieren, welche Resultate im
Rahmen dieser Dissertation entstanden sind. In dem durchgefiihrten Projekt geht es
darum, die multivalente Wechselwirkung von sich elektrostatisch abstofienden, monodi-
spersen Silica-Nanopartikeln auf unfunktionalisierten Goldoberflichen zu untersuchen.
Die Ergebnisse dieser Arbeit entstanden als Kooperationsprojekt der Arbeitsgruppe von
Prof. Dr. Thomas Risse mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Christina Graf im Rahmen des
Sonderforschungsbereichs 765. In der wissenschaftlichen Zusammenfassung habe ich zu-
gunsten der Darstellung darauf verzichtet, die Eigenanteile stets konkret zu benennen, da
diese direkt vor den Artikeln im Detail ausgefiihrt sind. Neben den dargestellten Ergebnis-
sen wurde in anderen Projektteilen unter anderem der Einfluss verschiedener Topologien
auf das laterale Gleichgewicht der Partikel und der Partikelabstand bei unterschiedlichen
Losemitteln und Salzkonzentrationen untersucht.

In dem vorliegenden Projektteil wurden Silica-Nanopartikel auf glatten Goldoberflachen
in Ethanol analysiert. Die verwendeten Silica-Nanopartikel sind durch eine Funktionali-
sierung mit positiv geladenen N-(6-Aminohexyl)-aminopropyltrimethoxysilan (AHAPS)-
Liganden multivalent, dass heifst sie bilden mehrere gleiche Bindungen zur Goldoberfldche
aus. Die multivalente Wechselwirkung dieses Modellsystems wurde mittels Schwing-
quarzwaage mit Dissipationsaufzeichnung (QCM-D) und Rasterelektronenmikroskop
(REM) analysiert. Dabei ermoglichte die QCM-D eine in-situ-Analyse der Partikeladsorp-
tion, indem die Frequenzdifferenz Af und die Dissipationsdifferenz AD als Funktion
der Zeit gemessen wurden. Auf diese Weise konnten Aussagen tiber die Adsorptions-
kinetik und die Reversibilitit der Bindung der Nanopartikel an die Goldoberflache aus
dem zeitlichen Verlauf von Af getroffen werden. Die Rasterelektronenmikroskopie, als
komplementidre Methode, erlaubte es durch die gleichzeitige ex-situ-Bestimmung der auf-
gebrachten Masse Am und der Partikelanordnung den Zusammenhang von Af, AD und
Am zu analysieren. Dartiiber hinaus konnte die Partikelanordnung durch die Analyse der

REM-Bilder untersucht werden.
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Abbildung 3.1: a) QCM-D-Messung einer Anlagerung der betrachteten Nanopartikel an eine Gold-
oberflache. Die dicken Linien représentieren den 3. Oberton von Af (schwarz) und
AD (blau). Die gepunkteten Linien stellen die hoheren Obertone dar. b) REM-Bild
einer mit den betrachteten Nanopartikeln gesattigten Oberflache. Nachdruck mit
freundlicher Genehmigung von Grunewald et al.’"l Copyright 2015 American Che-
mical Society.

Die Messergebnisse einer Anlagerung von Nanopartikeln sind in Abb. 3.1 dargestellt. Da-
bei zeigt Abb. 3.1a) die Frequenzdifferenz Af und die Dissipationsdifferenz AD verschie-
dener Obertone einer QCM-D-Messung als Funktionen der Zeit und Abb. 3.1b) die Parti-
kelanordnung nach der QCM-D-Messung durch ein REM-Bild. Der Beginn der Partikelan-
lagerung ist in Abb. 3.1a) bei t = 0 min durch einen Pfeil markiert. Der 3. Oberton ist durch
eine dicke und der 7., 9., 11. und 13. Oberton durch diinne Linien eingezeichnet. Das Auf-
fachern der verschiedenen Obertone wird als Obertondispersion bezeichnetet.['®! Nach ca.
20 min flachen AD und Af ab. Nach ca. 40 min kann zusétzlich zum leichten Absinken von
Af (schwarz) ein gleichzeitiges Absinken von AD (blau) beobachtet werden. Die Dissipa-
tion AD ist fiir dieses System sehr grofS, wie es auch in der Literatur fiir Messungen an
dhnlichen Systemen wie Viren oder Liposomen beobachtet wurde. 22271

Fiir Systeme aus diskreten Partikeln mit signifikantem AD kann, wie bei Messungen in
der Literatur dargestellt wird, die Giiltigkeit der Sauerbrey-Gleichung nicht angenommen
werden.[1®l Im Gegensatz dazu ist die adsorbierte Masse Am bei rigiden Schichten und
Schichten mit sehr geringer Energiedissipation linear zu Af und kann mit Hilfe der Sauer-
brey-Gleichung ermittelt werden.[**! Da der Zusammenhang zwischen Af und der adsor-

bierten Masse Am fiir das analysierte System nicht trivial und noch unbekannt war, sollte
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er durch die Kombination der vom REM ermittelten Masse Am bestimmt werden. Fiir die
ex-situ-Analyse im REM musste die Oberfliche getrocknet werden. Damit die Oberfldche
nach der Messung ohne die Sedimentation von Nanopartikeln getrocknet werden konn-
te, wurde die Flusszelle mit Losemittel gespiilt. Das Spiilen mit Ethanol fiihrte zu keiner
Anderung von Af und AD. Aus diesem Grund konnte davon ausgegangen werden, dass
durch das Spiilen keine Desorption der Partikel stattfand. Die Anzahl der nach dem Spiilen
und der Trocknung im REM sichtbaren Partikel (Abb. 3.1b)) entsprach demnach der An-
zahl der Partikel, die sich zum Ende der Anlagerung in der QCM-D auf der Oberfldche be-
fanden. Durch Zahlen der Partikel auf den REM-Bildern konnte die adsorbierte Masse Am
bestimmt werden. Um mehrere unterschiedliche Am zu erhalten, mussten mehrere Mes-
sungen durchgefiihrt werden, bei denen die Anlagerung bei unterschiedlichen Af durch
Spiilen mit Losemittel abgebrochen wurden. Das Af, das nach dem Spiilen der Oberfla-
che gemessen wurde, ist mit mehreren Obertonen gegen das zugehorige Am aufgetragen
(Abb. 3.2a)). Die zugehorigen Dissipationsdifferenzen sind in Abb. 3.2b) in ppm gegen die
adsorbierte Partikelmasse pro Flache in ng/mm? aufgetragen.

Die Graphen der Frequenzdifferenzen sind linear und ihre Steigung nimmt mit zuneh-
mendem Oberton ab. Die Steigungen sind dabei deutlich grofier als die Steigung, die aus
der Sauerbrey-Gleichung fiir eine rigide Schicht resultieren wiirde. In einem einfachen Bild

wiirde das bedeuten, dass die Masse der adsorbierten Nanopartikel von der QCM-D tiber-
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Abbildung 3.2: Auftragung der a) Frequenzdifferenz Af und b) Dissipationsdifferenz AD gegen
die Massebeladung m/A zwischen einer unbeschichteten Oberfldche in Ethanol
und der zugehorigen mit Partikeln beschichteten Oberflache in Ethanol. Die rote
Gerade in a) wurde mit der Sauerbrey-Gleichung berechnet. c) Auftragung der Fre-
quenzdifferenz Af und gegen die Massebeladung m/A zwischen einer trockenen
unbeschichteten Oberfldche und der zugehorigen getrockneten mit Partikeln be-
schichteten Oberfladche. Nachdruck mit freundlicher Genehmigung von Grunewald
et al.’% Copyright 2015 American Chemical Society.
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schatzt wird. Die Uberschitzung der Masse ist beim 3. Oberton am grofiten. Die Graphen
von AD sind im Gegensatz zum Verlauf von Af nicht linear, haben jedoch ebenfalls eine
Obertonabhingigkeit, denn sie sind mit niedrigerem Oberton stiarker gekriimmt. Der Zu-
sammenhang von Af und Am wird in der Literatur fiir dhnliche Systeme durch eine Kurve
beschrieben, 2227 was im Gegensatz zu den mit diesem System erhaltenen Ergebnissen
steht.

Durch eine genaue Analyse sollte herausgefunden werden, warum das verwendete System
eine Abweichung von dem Verhalten dhnlicher Systeme zeigt. Ein grofier Einfluss auf Af
und AD geht von dem Losemittel aus, das die Partikel umgibt und von der QCM-D mit-
gemessen wird. So konnte die groflere Steigung der Frequenzdifferenzen in Abb. 3.2a) im
Vergleich zu der mit der Sauerbrey-Gleichung berechneten Geraden durch das mitgemes-
sene Losemittel erkldrt werden. Auch die Obertonabhédngigkeit der Steigung der Geraden
in Abb. 3.2a) kann durch Losemitteleffekte, wie das Eindringen der Scherschwingung in
das Losemittel, erklart werden. Bei niedrigeren Obertonen ist die Eindringtiefe der Scher-
schwingung in die Losung grofer,*?! sodass die Scherschwingung des 3. Obertons die
Partikel am weitesten einschliefit, die grofste Menge an Losemittel mitgemessen wird und
die starkste Abweichung der Steigung der Af-Graphen von der Sauerbrey-Geraden verur-
sacht.

Ohne den Einfluss des Losemittels wiirde wenig oder keine Energie dissipiert werden
und der Zusammenhang zwischen der Frequenzdifferenz Af und der Massebeladung Am
miisste der Sauerbrey-Gleichung entsprechen. Um diese Annahme zu iiberpriifen, wur-
den Af und AD der trockenen Oberfliche vor dem Anlagerungsexperiment gemessen und
tiber den Zeitraum des gesamten Anlagerungsexperiments aufgezeichnet. Das Experiment
umfasste das Fiillen der Flusszelle mit Losemittel, die Anlagerung der Partikel, das Sptilen
mit Losemittel und die 16 h dauernde Trocknung der Oberfldche. Die vor dem Fiillen der
Flusszelle gemessenen Werte wurden von den nach dem Trocknen der Partikelstruktur ge-
messenen Werten subtrahiert. Der auf diese Weise gemessene Zusammenhang von Af und
Am ist in Abb. 3.2c) dargestellt, wobei die Ordinate gegeniiber Abb. 3.2a) zweifach ver-
grofiert ist. Die Ausgleichsgerade, die durch die Messpunkte gelegt wurde, liegt auf der
Sauerbrey-Geraden. Das bedeutet, dass der Zusammenhang zwischen Af und Am ohne

Solvens wie erwartet der Sauerbrey-Gleichung entspricht. Dies ist eine Bestdtigung dafiir,
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dass die Abweichung von der Sauerbrey-Gleichung in Af und die hohe Energiedissipation
von Wechselwirkungen mit dem Losemittel stammen.

Um das abweichende Verhalten des analysierten Systems im Losemittel im Vergleich zu
dhnlichen Systemen néher zu analysieren, wurden die Unterschiede zwischen den Sys-
temen betrachtet. Auf dem REM-Bild in Abb. 3.1b) ist zu sehen, dass sich die Partikel
abstofien und einen Mindestabstand zueinander einhalten. Dieser Mindestabstand unter-
scheidet die Partikelanordnung von den in der Literatur gemessenen Systemen, die sich
nicht abstolen und zufillig angeordnet131%21°1l sind. Inwiefern die andere Anordnung
und insbesondere das Auftreten geringerer Partikelabstinde einen Einfluss auf den Zu-
sammenhang zwischen Af und Am haben kann, wird ersichtlich, wenn man die im Lose-
mittel bestehenden Effekte genauer betrachtet.

Das Verhalten von Af und AD ist bei Systemen aus diskreten Partikeln signifikant durch
hydrodynamische Wechselwirkungen bestimmt.[?] Dabei muss zwischen den hydrody-
namischen Wechselwirkungen der Partikel mit dem Solvens an sich und den hydrodyna-
mischen Wechselwirkungen zwischen den einzelnen Partikeln differenziert werden. Die
Wirkung der hydrodynamischen Wechselwirkungen ldsst sich erkldren, indem wir uns zu-
néchst eine leere Schwingquarzoberfliche im Losemittel vorstellen. Nach dem Platzieren
eines Partikels auf der leeren Oberfliche wird fiir den ersten Partikel ein Af gemessen,
das grofler ist, als nach der Sauerbrey-Gleichung erwartet wird. Die Partikel werden durch
die schwingende Oberfldche zum Schwingen angeregt und leicht durch die umgebenden
Losemittelmolekiile gezogen, die ebenfalls schwingen. Dabei findet je nach Festigkeit des
Partikelkontakts mit der Oberfldche eine Rutsch- oder Kippbewegung statt, wodurch an
den Randern zum Losemittel Energie dissipiert wird.[?02!] Auf diese Weise hat der Parti-
kel einen grofieren Einfluss auf die Resonanzfrequenz des Schwingquarzes und es wird ein
grofieres Af pro adsorbiertem Partikel gemessen als ohne umgebendes Losemittel gemes-
sen werden wiirde.

Beim Platzieren eines zweiten Partikels in unendlicher Entfernung wiirde er nicht mit dem
ersten Partikel wechselwirken und somit das gleiche Af bewirken, wie der erste Partikel.
Dabei stellt sich die Frage, ab welchem Partikelabstand hydrodynamische Wechselwirkun-
gen zwischen den Partikeln messbar sind. Kommt es bei geringeren Partikelabstdnden zu

einer gleichzeitigen Wechselwirkung zwischen den Partikeln, so wird die Energiedissipati-
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on der einzelnen Partikel verringert und das Af ist weniger grof3 als bei einzelnen Partikeln.
Im Grenzfall dicht gepackter Oberflachen sind alle Partikel chemisch miteinander verbun-
den und haben nur sehr geringe hydrodynamische Wechselwirkungen mit dem Losemit-
tel. Dies fiihrt dazu, dass die Partikel keine Rutsch- oder Kippbewegungen ausfiihren und
keine Energie dissipieren.[?!l Af entspricht hierbei der Sauerbrey-Gleichung, wobei unter
dem dichten Partikelfilm eingeschlossenes Losemittel mitgemessen wird.!?") Damit sind
die hydrodynamischen Wechselwirkungen zwischen den Partikeln mit kleinerem Abstand
grofler und verringern AD und das Uberschitzen von Af. Grofle Partikelabstinde verur-
sachen demnach einen grofieren Ausschlag und kleinere Partikelabstinde einen kleineren
Ausschlag von Af und AD.

Bei dem gemessenen System ist der Abstand der elektrostatisch geladenen Partikel so grofs,
dass die hydrodynamischen Wechselwirkungen zwischen den Partikeln zu klein sind, um
die Grofle von Af zu reduzieren. Im Gegensatz dazu kann die Kriimmung der AD-Kurven
als Einfluss hydrodynamischer Wechselwirkungen zwischen den Partikeln interpretiert
werden. Diese tritt ab einer Bedeckung von 15 ng/mm? beim 3. Oberton deutlich auf und
ist beim 13. Oberton kaum zu sehen. Da der 3. Oberton eine grofsere Eindringtiefe hat und
eine stirkere Kriimmung verursacht als der 13. Oberton, ist auch bei AD eine Abhédngig-
keit von der Eindringtiefe der Scherwelle zu beobachten. Die Partikelabstdnde scheinen in
dem Bereich tiber einer Bedeckung von 15 ng/ mm? gerade so grofs zu sein, dass der hy-
drodynamische Einfluss zwischen den Partikeln zunéchst in AD, jedoch noch nicht in Af
messbar wurde.

Auf diese Weise konnte bei dem betrachteten System festgestellt werden, dass sich die hy-
drodynamischen Wechselwirkungen bereits bei geringeren Partikelabstanden, die ab einer
Bedeckung von 15 ng/mm? auftreten, auf AD auswirken. Die damit verkniipfte Redu-
zierung von AD fiir geringere Partikelabstinde hat eine Kriimmung der AD-Kurven der
Obertone mit grofserer Eindringtiefe zur Folge.

Der Partikelabstand konnte durch die Analyse der REM-Bilder quantifiziert werden. Aus
der Abstandsanalyse der REM-Bilder geht hervor, dass die Nanopartikel einen mittleren
Abstand von 340 nm und einen Mindestabstand von 290 + 20 nm einhalten. Mit diesem
Mindestabstand kann nach den vorliegenden Untersuchungen eine untere Grenze ange-

geben werden, bei der sich die hydrodynamischen Wechselwirkungen zwischen den Par-
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tikeln noch nicht auf Af auswirken. Da bei Af durch die Linearitdt keine Einfliisse der
hydrodynamischen Wechselwirkungen zu sehen sind, kann davon ausgegangen werden,
dass die Wechselwirkungen noch nicht stark genug sind und bei einem kleineren Abstand
sichtbar werden wiirden.

Durch die zufillige Anordnung der Objekte bei Messungen in der Literatur[!81921911 gibt
es im Vergleich zu dem in dieser Arbeit analysierten Modellsystem eine grofiere Anzahl
kleiner Abstidnde. Durch die hydrodynamischen Wechselwirkungen zwischen den Parti-
keln wird dem Effekt der hydrodynamischen Wechselwirkungen isoliert liegender Par-
tikel entgegengewirkt und mit steigender Bedeckung die Abweichung vom Sauerbrey-
Verhalten reduziert. Damit einher geht die bereits beschriebene Reduktion der dissipierten

Energie, wenn die diskreten Partikel kleinere Abstdnde einnehmen.

Das Auftreten kleiner Abstinde kann mit Nachste-Nachbar-Abstandsverteilungen®?!

(NN-Verteilungen) veranschaulicht werden, wie in Abb. 3.3 gezeigt ist. In diese Vertei-
lung geht fiir jeden Partikel der Abstand zum jeweils ndchsten Nachbarn ein, was die
Verteilung sehr empfindlich fiir kleine Partikelabstdnde macht. Die in schwarz dargestellte
Verteilung stammt von einer Messung des in dieser Arbeit untersuchten Systems aus sich
abstoflenden Partikeln. Die in rot dargestellte Verteilung wurde simuliert und repréasentiert
die zufillig verteilten Partikel aus den Messungen in der Literatur. Der Partikeldurchmes-

ser und die Bedeckung sind fiir die Partikelanordnungen beider Verteilungen gleich. Die
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Abbildung 3.3: a) Néachste-Nachbar-Abstandsverteilung von Messungen mit gering bedeckten
Oberfldchen (schwarz) und einer Simulation nicht wechselwirkender, zufillig an-
geordneter Partikel des gleichen Partikeldurchmessers und der gleichen Bede-
ckung (rot). b) REM-Aufnahme von adsorbierten AHAPS-funktionalisierten Silica-
Nanopartikeln auf einer Goldoberflache eines QCM-D-Sensors.
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Verteilungen sind gegen den Abstand d der Partikelmittelpunkte in nm aufgetragen. Zur
besseren Vergleichbarkeit sind beide Graphen flachennormiert. Bei den zufillig angeord-
neten Partikeln liegt der Hauptteil der NN-Abstdnde im Bereich vom Partikeldurchmesser
(137 nm) bis zu einem Abstand von 240 nm. Bei den sich abstoflenden Partikeln gibt es
eine kleine Anzahl aggregierter Partikel bei ca. 137 nm, die auf Trocknungseffekte zu-
riickzufiihren sind und wihrend der QCM-D-Messung in Losung wahrscheinlich nicht
aggregiert waren. Bis zu einem Abstand von 240 nm sind fast keine NN-Abstdnde zu fin-
den. Im Gegensatz dazu liegt der Hauptteil an NN-Abstianden von zufillig angeordneten
Partikeln (Abb. 3.3a), rot) bei geringen Abstanden. Dadurch gibt es einen grofien Einfluss
hydrodynamischer Wechselwirkungen zwischen den Partikeln, die die Dissipation und
die Abweichung von der Sauerbrey-Geraden verringern. Durch die AbstofSung der Par-
tikel ist die NN-Verteilung zu grofieren Abstdnden verschoben. Dadurch ist der Einfluss
der hydrodynamischen Wechselwirkungen zwischen den sich abstofienden Partikeln sehr
klein und beim Zusammenhang zwischen Af und Am nicht sichtbar. Abbildung 3.3b) zeigt
das REM-Bild zu der in Abb. 3.3a) gezeigten schwarzen NN-Verteilung. Die Partikel halten
einen Mindestabstand ein, wobei am Rand des REM-Bildes wenige kleine Aggregate zu
sehen sind.

Die Auswirkungen der hydrodynamischen Wechselwirkungen auf die QCM-D-Messun-
gen wurden von Johannsmann et al. (20211 mit Finite-Elemente-Methode-(FEM)-Simula-
tionen fiir dquidistante Zylinder analysiert. Die Zylinder reduzieren ihren Abstand mit
steigender Bedeckung und beriihren sich bei einer Bedeckung von 100 %. Verglichen mit
dem in dieser Arbeit betrachteten System, haben die Zylinder einen kleineren Durchmes-
ser von d = 28 nm 2!l und sind damit gegeniiber der Eindringtiefe der Scharwelle (187 nm
beim 3. Oberton in Ethanol) deutlich kleiner. Dartiber hinaus wurde die Simulation an ei-
ner zweidimensionalen Schnittfliche durchgefiihrt, die in Abb. 3.4a) dargestellt ist. Durch
die beschriebenen Naherungen sind die Ergebnisse der FEM-Simulationen ausschliefs-
lich qualitativl?l mit den in dieser Arbeit beobachteten Ergebnissen vergleichbar. Der
simulierte Verlauf von Af und AD in Abhéngigkeit von der Bedeckung ist in Abb. 3.4b)
dargestellt. Hierbei sinkt Af zunédchst linear und flacht ab einer Bedeckung von ca. 25 % ab.
Eine Abhdngigkeit vom Oberton ist nicht erkennbar. Die Graphen von AD steigen bis zu

einer Bedeckung von rund 30 % an und sinken danach wieder ab. Dabei ist die Kriimmung
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Abbildung 3.4: a) FEM-Netz zur Simulation der Auswirkungen des Losemittels auf Af und AD
bei QCM-D-Messungen. b) Verlauf von AD und Af in Abhéngigkeit von der Be-
deckung. 100 % Bedeckung entspricht einer Reihe von direkt aneinander liegenden
Partikeln. Nachdruck mit freundlicher Genehmigung von Johannsmann et al.!!!
Copyright 2009 American Chemical Society.

des 3. Obertons am starksten. Es ist moglich, dass die in dieser Arbeit betrachteten Bede-
ckungen noch im linearen Bereich der simulierten Daten liegen. Hierzu wiirde auch das
Abknicken des 3. Obertons von AD im Vergleich zum 13. Oberton passen. Ein Unterschied
zu den Simulationen besteht hingegen in der fehlenden Obertonabhingigkeit von Af, was

mit den gemachten Naherungen erkldrt werden konnte.

Um zu tiberpriifen, ob vorhandene Methoden zur Ermittlung von Am oder dem Partikel-
durchmesser fiir nicht repulsive Systeme aus QCM-D-Messungen auch fiir Systeme mit
sich abstofienden Partikeln funktionieren, wurden die Methoden auf das getestete System
angewendet. Eine empirische Methode, die zur Auswertung adsorbierter Schichten aus
diskreten Objekten verwendet wird, ist ein Extrapolationsschema.?’l Dieses Schema be-
ruht auf der Annahme, dass eine Partikelanlagerung, die bis zu einer Teilbedeckung der
Oberflache durchgefiihrt wurde, bis zu einer Vollbedeckung extrapoliert werden kann und
der extrapolierte Film wie eine rigide Schicht behandelt werden kann.?l Das bedeutet,
dass AD gegen 0 geht und die Sauerbrey-Gleichung angewendet werden kann. Da Schich-
ten aus Nanopartikeln nicht zu rigiden Schichten werden konnen, werden die gemessenen
Werte einer Adsorption auf den Punkt extrapoliert, an der das Verhiltnis zwischen Af und
AD 0 ergibt. Ein Maf fiir die Menge der adsorbierten Schicht ist das Af. Wird der Quoti-
ent aus AD und —Af gegen Af aufgetragen, so bietet das den Vorteil, dass an dem Punkt,

an dem AD/ — Af zu 0 bestimmt wird, ein Af abgelesen werden kann. Da Af bei rigiden
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Schichten mittels Sauerbrey-Gleichung in ein Am umgerechnet wird, kann auf diese Weise
die adsorbierte Masse einer dichten Schicht der adsorbierten Partikel erhalten werden. Bei
den in der Literatur[?*?”! analysierten Systemen entstehen bei dieser Art der Auftragung
von AD/ — Af fiir verschiedene Obertone jeweils Geraden, wie in Abb. 2.9 auf S. 26 gezeigt
wurde. Extrapoliert man diese Geraden der verschiedenen Obertone zu grofleren Af, so
treffen sie sich in einem gemeinsamen Schnittpunkt mit der x-Achse, an dem AD/—Af =0
ist. Das Af an diesem Schnittpunkt entspricht dem Af einer rigiden Schicht der adsorbier-

ten Objekte!??l und kann zur Berechnung des Partikeldurchmessers verwendet werden.
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Abbildung 3.5: Auftragung von —Al'/Af gegen Af fiir verschiedene Obertone der in Abb. 3.1a)
dargestellten QCM-D Messung. b) Mit Hilfe des Extrapolationsschemas ermittelte
Massebeladungen, relativ zu einer hexagonal dichtesten Packung der Nanopartikel
in Abhingigkeit vom Partikeldurchmesser d. Nachdruck mit freundlicher Geneh-
migung von Grunewald et al.® Copyright 2015 American Chemical Society.

Das beschriebene Extrapolationsschema wurde mit dem in dieser Arbeit untersuchten Sys-
tem durchgefiihrt. Dabei entstanden Graphen, die einen geraden Bereich besitzen und bei
hoheren Werten von —Af/n abknicken. Diese Graphen sind in Abb. 3.5a) dargestellt. Beim
Extrapolieren der linearen Bereiche erhdlt man mehrere parallele Geraden, die die x-Achse
an verschiedenen Stellen schneiden. Ein einzelner Wert fiir —Af/n ist damit, im Gegensatz
zu den in der Literatur gezeigten Messungen, nicht ermittelbar. Um einen Wert ablesen zu
konnen, wurden die Enden der abgeknickten Kurven verbunden und die entstehende Ge-
rade extrapoliert. In mehreren Messungen mit Partikeln unterschiedlicher Grofie wurden
aus dem Af qualitativ dhnlicher Grafiken verschiedene relative Massebeladungen, bezo-
gen auf my,qp, bestimmt und in Abb. 3.5b) gegen den Partikeldurchmesser d aufgetragen.

Auf diese Weise konnte ein Vergleich zwischen den Ergebnissen des Extrapolationssche-

58



3 Zusammenfassende Einordnung und Diskussion der Verétfentlichungen

mas angestellt und die Daten auf eine Abhédngigkeit von d untersucht werden. Dies ist
insbesondere in Bezug auf die Eindringtiefe der Scherwelle in Ethanol interessant, die sich
von 181 nm beim 3. Oberton bis auf 87 nm beim 13. Oberton verringert und damit im Gro-
8enbereich der verwendeten Partikel liegt. Die extrapolierte Massebeladung der Partikel
steigt mit kleinerem Partikeldurchmesser an. Welche Rolle die Eindringtiefe der Schermo-
den dabei spielt, ist jedoch unklar. Das prinzipielle Verhalten der AD/ — Af-Kurven hangt
jedenfalls nicht vom Partikeldurchmesser ab.

Dartiiber hinaus treffen sich die extrapolierten Geraden nicht in einem Punkt und das er-
mittelte Af entspricht weder der Masse einer hexagonal dichtesten Packung, noch einer
soliden Schicht mit der Hohe der Partikeldurchmesser. Dadurch, dass das verwendete
Verfahren empirisch ist,[??! kann es sein, dass bei zufillig angeordneten Partikeln ein Un-
terschidtzen des Partikeldurchmessers kompensiert wird und dadurch beispielsweise der

[22] ermittelt werden kann. Bei sich

Partikeldurchmesser mit einer Genauigkeit von 10 %
abstoflenden Partikeln ist der Verlauf von Af und AD durch die weniger starken hydro-
dynamischen Wechselwirkungen zwischen den Partikeln weniger stark gekriimmt. Wie
bereits in Abb. 3.2 auf Seite 51 gezeigt, kommt bei dem in dieser Arbeit untersuchten Sys-
tem hinzu, dass Af linear ist, wahrend der Graph von AD bereits durch den Einfluss der
hydrodynamischen Wechselwirkungen gekriimmt ist. Dies fiithrt zu einem nichtlinearen
Verhalten von AD/ — (Af/n) gegentiber Af/n (Abb. 3.5).

Die Beobachtung, dass AD bei wachsender Bedeckung die Steigung verringert, konnte
auch in-situ wiahrend der Anlagerungen beobachtet werden. Dazu wird im Folgenden noch
einmal Abb. 3.1 auf Seite 50 betrachtet. Bei dieser Messung konnte nach dem Abflachen
von Af und AD nach ca. 40 min ein leichtes Absinken von Af (schwarz) mit gleichzeitigem
Absinken von AD (blau) beobachtet werden. Da Af und Am bei dem analysierten System
proportional sind, ist das Absinken von Af auch ein Steigen der adsorbierten Masse Am.
Es kann also davon ausgegangen werden, dass sich weitere Partikel in einem langsamen
Prozess auf der Oberfldche anlagerten. Die weitere Partikelanlagerung konnte so erklart
werden, dass sich die adsorbierten Partikel thermisch bewegten und somit immer wieder
Liicken entstanden, in die neue Partikel adsorbierten. Mit der Adsorption von Partikeln
fand eine Kompression, also ein Umorganisieren der Partikelstruktur, statt. Da Af in den

Messungen langsam immer weiter abgesunken ist, ist davon auszugehen, dass es sich um
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einen sehr langsamen Prozess handelte. Dafiir spricht, dass der Partikeltransport durch
das Losemittel auf die Oberflache diffusionslimitiert ist. Die Beobachtung, dass neben Af
auch gleichzeitig AD gesunken ist, spricht ebenfalls dafiir, dass der Partikelabstand leicht
reduziert wurde. Das Sinken von AD mit sich anndhernden Partikeln konnte ebenfalls bei
FEM-Simulationen 2! beobachtet werden.

Ein weiterer Hinweis auf das Umorganisieren der Partikelstruktur konnte aus der Analyse
der durchschnittlichen Anzahl benachbarter Partikel in einem bestimmten Radius auf der
Oberflache erhalten werden. Hierzu wurde ein Radius festgelegt, die Anzahl der Nach-
barpartikel innerhalb des Radius auf einem REM-Bild gezdhlt und tiber alle Partikel des
REM-Bildes gemittelt. Da der Partikelabstand zwischen den Koordinaten der Partikel be-
stimmt wurde, wurden nur Partikel gezdhlt, deren Zentren in dem festgelegten Radius la-
gen. In Abb. 3.6) ist die durchschnittliche Anzahl an Partikeln in den Radien 500 nm (aus-
gefiillte Kreise, linke y-Achse) und 340 nm (leere Diamanten, rechte y-Achse) gegen die
Bedeckung des jeweiligen REM-Bildes in Partikeln/um? aufgetragen. Die durchschnittli-
che Anzahl von Nachbarn innerhalb von 500 nm nimmt mit steigender Bedeckung linear
zu. Der Radius von 500 nm ist grofs genug, dass das Resultat lediglich die mittlere Dichte
an Partikeln widerspiegelt. Ein System aus zufillig angeordneten Partikeln wiirde dement-
sprechend dieselbe Gerade erzeugen. Der Radius von 340 nm wurde so gewdihlt, dass er
in der Ndhe der mittleren Partikelabstdnde der analysierten Oberflachen liegt. Hier sollen
lokale Effekte sichtbar werden. Der Radius ist so klein, dass bei einer gesittigten Oberfla-
che von etwa 9 Partikeln/um? etwa 2 Partikel innerhalb eines solchen Kreises liegen. Die
Anzahl an benachbarten Partikeln, deren Zentren im Radius von 340 nm liegen, steigt bei
der Messreihe des analysierten Systems mit steigender Bedeckung unterschiedlich schnell.
Im Bereich unter 6 Partikeln/um? steigt die Anzahl der Partikel im Radius von 340 nm
durch die Adsorption von Partikeln in der Nachbarschaft langsam an. Dabei liegen auch
einige Partikel knapp auflerhalb der 340 nm. Im Bereich iiber 6 Partikel / um? steigt die An-
zahl der Partikel im Radius von 340 nm stiarker an. Das lasst sich damit erkldren, dass die
Partikel, die knapp aufierhalb der 340 nm liegen, den Abstand verringern und nach und
nach innerhalb der 340 nm zu finden sind.

Dieser Prozess kann mit den in Abb. 3.6b) dargestellten g(r)-Funktionen veranschaulicht

werden. In Abb. 3.6b) sind die g(r)-Funktionen zu den in Abb. 3.6a) gezeigten Oberfldchen
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Abbildung 3.6: a) Durchschnittliche Anzahl an benachbarten Partikeln in einem Radius von 500 nm
(ausgefiillte Punkte, linke y-Achse) und in einem Radius von 340 nm (offene
Punkte, rechte y-Achse) gegen die Bedeckung in Partikeln/um?. b) Mittlere g(r)-
Funktionen der Partikelanordnungen. Auf der unteren x-Achse ist der Abstand der
Partikelmittelpunkte in Durchmessern d und auf der oberen x-Achse in nm aufge-
tragen. Der vertikale Versatz ist die mittlere Bedeckung in Partikeln/pum?. g(r) = 1
ist zur Orientierung als Linie eingezeichnet. Die Abstidnde von 340 nm und 500 nm
sind als vertikale Linien eingezeichnet. Nachdruck von a) mit freundlicher Geneh-
migung von Grunewald et al.[*! Copyright 2015 American Chemical Society.

dargestellt. Auf der unteren x-Achse ist der Partikelabstand in Einheiten des Partikeldurch-
messers d und auf der oberen x-Achse in nm dargestellt. Der Versatz der g(r)-Funktionen
ist die in Abb. 3.6a) auf der x-Achse dargestellte Bedeckung. Zur Orientierung ist g(r) =1
tiir jede g(r)-Funktion mit einer Linie markiert. Damit die relative Haufigkeit der Nano-
partikel bezogen auf eine zufillige Verteilung, die von den g(r)-Funktionen dargestellt
wird, mit den Kreisen aus Abb. 3.6a) korreliert werden kann, sind die Kreisradien von
340 nm und 500 nm als vertikale Linien dargestellt. Im Verlauf der g(r)-Funktionen gering
bedeckter Oberflachen hin zu gréfieren Bedeckungen ist sichtbar, wie das Maximum der
g(r)-Funktionen immer weiter in den Radius von 340 nm geschoben wird. Dies hat das
Ansteigen der Geraden in Abb. 3.6a) zur Folge. Der Radius von 500 nm befindet sich
hingegen in einem Bereich, der nur geringfiigig von g(r) = 1 abweicht und eine zufalli-
ge Anordnung widerspiegelt. Die Analyse der Partikelanordnungen zeigt, dass sich die
Partikelabstande verringerten. Die Verdnderung der Anzahl benachbarter Partikel in be-
stimmten Radien ist demnach in Einklang mit den Hinweisen auf ein Komprimieren der

Partikelstruktur wahrend der Partikelanlagerung.
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Neben diesen Erkenntnissen lassen sich noch weitere Fragestellungen zu den strukturel-
len Eigenschaften der Partikelanordnung mit Hilfe der raumlichen Statistik beantworten.
Beispielsweise kann das elektrostatische Paarpotential durch eine simple Inversion der
g(r)-Funktion ermittelt werden, wenn es sich bei der untersuchten Partikelstruktur um
eine laterale Gleichgewichtsstruktur handelt.[?5728% Dabei wird die Paarkorrelationsfunk-
tion (g(r)-Funktion) der rdumlichen Statistik genutzt. Im Limit niedriger Bedeckungen
entspricht die Inversion der g(r)-Funktion dem Paarpotential der Partikel. 2579801 Dje Her-
ausforderung, die bei niedrig bedeckten Oberfldchen entsteht, ist, dass im Vergleich zu
hoher bedeckten Oberflichen mehr Partikel fiir eine rauscharme g(r)-Funktion benétigt
werden. Gleichzeitig gibt es auf den REM-Bildern durch die geringe Bedeckung weniger
Partikel. Dadurch wird es bei dem untersuchten System notwendig, REM-Bilder mehrerer
Messungen gleicher Bedeckung fiir eine gemittelte g(r)-Funktion zu verwenden. Dafiir
ist es wichtig zu wissen, ob die REM-Bilder der verschiedenen Messungen kombiniert
werden diirfen, was mit statistischen Mitteln {iberpriift werden kann. Eine Moglichkeit ist
zu testen, ob die Messpunkte, die in eine gemittelte Funktion eingehen, gaufsverteilt sind.
Dies kann bei der Berechnung der mittleren g(r)-Funktion geschehen.

Zur Berechnung der mittleren g(r)-Funktionen wurden die Werte der einzelnen g(r)Funk-
tionen an jedem Partikelabstand r der Funktionen gemittelt. Wenn beispielsweise alle
20 nm ein Datenpunkt existiert und 10 g(r)-Funktionen gemittelt werden, ergibt sich alle
20 nm eine Verteilung von Funktionswerten, die in die mittlere Funktion einflieSen. Mit
dem Shapiro-Wilk-Test konnte {iberpriift werden, ob die Werte dieser Verteilungen einer
Gaufverteilung entsprechen.[*®l Der Shapiro-Wilk-Tests ist auch bei einer geringen Anzahl
von Werten anwendbar und besitzt eine hohe Teststirke.[*!] Fiir die g(r)-Funktionen der
betrachteten Partikelanordnungen wurde ein Konfidenzintervall von 95 % angenommen
und die Verteilung der einzelnen Werte der g(r)-Funktionen alle 20 nm getestet. Dabei
wurde festgestellt, dass die Werte der g(r)-Funktionen als gaufiverteilt angenommen wer-
den konnen. Dies bestitigt, dass die REM-Bilder aus verschiedenen Messungen gemittelt
werden konnen und ist ein weiterer Hinweis darauf, dass ein laterales Gleichgewicht der
adsorbierten Nanopartikel vorliegt.

Zusétzlich zur Gaufiverteilung der Daten wurde als Absicherung tiberpriift, ob das Fehler-

intervall der gemittelten Funktionen den Erwartungen entspricht. Bei g(r)-Funktionen, bei
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denen aufgrund der geringen Datenmenge kein Fehlerintervall gebildet werden konnte,
wurde stattdessen die Grofle des Rauschens simuliert. Die Abschédtzung dieser Werte er-
folgte durch die Simulation einer Partikeladsorption an eine grofie Oberfldche. Eine simple
Mboglichkeit stellt dabei das RSA-Model[”! (engl. random sequential adsorption) dar. Dabei
werden die Partikel nacheinander an zufélligen freien Positionen auf der Oberfldche plat-
ziert.[?l Die Grofe und die Anzahl der simulierten Oberflachen entsprach dabei der Grofie
und der Anzahl der REM-Bilder. Die Partikelgrofie und die Oberflichenbedeckung wur-
den so gewdhlt, dass sie den Experimenten entsprechen. Die elektrostatische Abstoffung
und die thermische Bewegung konnten durch eine Gaufsverteilung der Partikelabstiande
in der Simulation berticksichtigt werden, sodass die g(r)-Funktionen der Simulationen
und der Messungen im Bereich des Fehlers tibereinander liegen. Die Simulation wur-
de fiir verschiedene Bedeckungen durchgefiihrt und zeigt, dass das Rauschen und die
Standardabweichung der Messungen den durch die Simulation entstandenen Erwartun-
gen entsprechen. Die Abschédtzung des Rauschens und der Standardabweichung ist also
konsistent mit der Annahme, dass die in dieser Arbeit betrachteten Partikel unterschied-
licher Messungen auf REM-Bildern der gleichen Bedeckung die gleiche g(r)-Funktion
erzeugen. Damit konnte mit zwei unterschiedlichen Methoden gezeigt werden, dass die
g(r)-Funktionen aus verschiedenen Messungen gemittelt werden konnen.

Eine weitere Information, die aus den g(r)-Funktionen ermittelt werden kann, ist unter an-
derem der mittlere Partikelabstand. Dieser ldsst sich aus den g(r)-Funktionen in Abb. 3.6b)
ablesen und ist die Stelle des ersten Maximums nach den Aggregaten. Bei dem analysier-
ten System liegt der mittlere Partikelabstand bis zu einer Bedeckung von 6 Partikeln/pm?
bei 2.8 Partikeldurchmessern d. Bei hoheren Bedeckungen verringerte sich der mittlere
Partikelabstand stetig. Damit wurde ein weiterer Anhaltspunkt fiir die Komprimierung
der Partikelanordnung ab einer bestimmten Bedeckung erhalten.

Wie bereits erwdhnt, kann das Paarpotential aus der Inversion der g(r)-Funktion berech-

n.1257980 Im Limit geringer Bedeckung gehen ausschlieSlich Abstinde von

net werde
Zwei-Partikel-Interaktionen in den invertierten Bereich der g(r)-Funktion ein. Es ist auch
moglich, Oberflaichen mit hoherer Bedeckung zu verwenden, in der auch Drei-Partikel-In-
teraktionen eine Rolle spielen. Da das Paarpotential in diesem Fall nicht mehr mit einer
einfachen Inversion berechnet werden kann, wurden in dieser Arbeit niedrig bedeckte

Oberflachen analysiert. Abbildung 3.7a) zeigt zwei g(r)-Funktionen, die gegen den Parti-
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Abbildung 3.7: a) g(r)-Funktion der niedrigsten Bedeckungen (schwarz) im Vergleich mit einer
Messung von Brunner et al.”®! (blau) einer vergleichbar niedrigen relativen Bede-
ckung und b) daraus berechnete Paarpotentiale des analysierten Systems (schwarz)
und der Literatur (blau) in kg T gegen den Partikelabstand r in Partikelradien d.

kelabstand r in Partikeldurchmessern d aufgetragen sind. In Abb. 3.7b) sind zwei durch
Inversion aus den beiden g(r)-Funktionen berechnete Paarpotentiale gegen r in d darge-
stellt. Die schwarzen Graphen wurden aus dem analysierten System bestimmt, wiahrend
die blauen Graphen von Brunner et al.[® zum Vergleich eingezeichnet sind. Die beiden
Kurven liegen in Abb. 3.7a) iibereinander, jedoch ist der Anstieg der blauen Kurve bei
r/d = 2 steiler und das statistische Rauschen ist wesentlich kleiner. Das blau eingezeichne-
te Paarpotential steigt durch den steileren Anstieg der g(r)-Funktion ebenfalls stirker an.
Das Rauschen wurde von Brunner et al. durch die Aufnahme einer Vielzahl von Bildern
der 3 um groflen Partikel mit einem Lichtmikroskop minimiert.[*>! Wahrend sich das Paar-
potential des gemessenen Systems (schwarz) nur mit grofleren Abweichungen mit einem
Paarpotential aus der DLVO-Theorie anpassen ldsst, stimmen die Daten von Brunner et al.
gut mit der Theorie iiberein. Das liegt daran, dass Brunner et al. negativ geladene sulfat-
terminierte Polystyrol-Nanopartikel verwenden, die in Wasser iiber einer ebenfalls nega-
tiv geladenen Siliziumdioxid-Oberfldche schweben. Dadurch befinden sich die Partikel in
einem nahezu isotropen Medium, was gut durch ein Paarpotential beschrieben werden
kann. Bei dem analysierten Modellsystem spielen zusitzlich die schwache Anbindung der
Partikel an die Metalloberfldche und Bildladungen eine Rolle, die von der DLVO-Theorie

nicht wiedergegeben werden.

64



3 Zusammenfassende Einordnung und Diskussion der Verétfentlichungen

Wie bereits beschrieben, ist eine Voraussetzung fiir die Analyse der Oberflachenstruktur,
dass die Partikelanordnung moglichst frei von Trocknungseffekten wie aggregierten Par-
tikeln ist. Auf diese Weise kann ein fixiertes Abbild der Partikelstruktur untersucht wer-
den, das bereits vor dem Trocknen auf der Oberfldche existierte. Das Design einer Ober-
flachenstruktur, die ihre Ordnung beim Trocknen behilt, ist nicht trivial und bedarf einer
Auseinandersetzung mit den bei der Trocknung wirkenden Kréften. Die Herausforderung
besteht darin, die Partikel am Aggregieren zu hindern. Um auszuschliefsen, dass die Par-
tikel bereits vor der Anlagerung aggregiert waren, wurde der hydrodynamische Radius
der suspendierten Partikel und das (-Potential mittels dynamischer Lichtstreuung (DLS)
in der Suspension bestimmt. Mit der Messung des (-Potentials wurde die Integritit der
Ligandenhiille und damit die Stabilitdt der Partikel gegeniiber Aggregation in Suspensi-
on bestimmt. Wenn das (-Potential unter -30 mV liegt, ist die elektrostatische Abstofsung
erfahrungsgemafs grofs genug, um die Partikel in reinem Ethanol zu stabilisieren, sodass
ausgeschlossen werden kann, dass die Partikel bereits vor der Anlagerung aggregieren.
Eine Aggregation der Partikel nach der Anlagerung kann durch Kapillarkrifte erfolgen.
Nach der Anlagerung der Partikel wird die Oberflache mit Losemittel gespiilt und an Luft
getrocknet. Beim Trocknen sinkt der Losemittelspiegel so weit ab, dass sich zwischen den
Partikeln Menisken ausbilden und dadurch Kapillarkrifte®*?71 zwischen den Nanoparti-
keln wirken, sofern diese nahe genug zusammenliegen. Um diese Kapillarkréfte zu redu-
zieren, wurde Ethanol als Losemittel verwendet, da die Kapillarkrifte nur etwa ein Drit-
tel des Wertes von Wasser haben[*®l. Die Trocknungsgeschwindigkeit hat ebenfalls einen
Einfluss auf den Erhalt der Partikelstruktur. Bei einem kontrollierten Fluss von 0.2 ml
Luft/min wurde die Oberfldche tiber 16 h getrocknet. Die elektrostatische Abstoffung der
geladenen Partikel wirkt den Kapillarkridften entgegen. Auch hier eignet sich Ethanol als
Losemittel, da es eine im Vergleich zu Wasser dreifach geringere Dielektrizitdtskonstan-
te[®] hat und damit die elektrostatische Ladung weniger stark abschirmt.

Glatte Silica-Nanopartikel (Abb. 3.8a)), die nach Stober100] synthetisiert wurden und auf
diese Weise angelagert wurden, aggregierten beim Trocknen jedoch trotz dieser MafSnah-
men zu grofien Teilen auf der Oberfldche. Eine mogliche Erklarung fiir dieses Phdnomen
konnte sein, dass die Anzahl multivalenter Bindungen der Partikel zur Goldoberflache so

gering war, dass die Kapillarkréfte die Partikel beim Trocknen verschieben konnten. Folgt
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Abbildung 3.8: a) Glatte Silica-Nanopartikel, hergestellt nach der Synthese nach Stober 1’1 b) Raue
Silica-Nanopartikel, hergestellt nach der Synthese nach Hartlen '] Nachdruck mit
freundlicher Genehmigung von Schmudde et al.[1%2! Copyright 2016 American Che-
mical Society.

man dieser Hypothese, hitte die Bindungsstarke zwischen Partikel und Oberfldche einen
Einfluss auf das Aggregationsverhalten der Partikel.

Um diese Hypothese zu priifen, wurden Silica-Partikel gleicher Grofie und Funktio-
nalisierung mit einer grofieren Rauheit verwendet, die nach der sogenannten Hartlen-
Methode !9 synthetisiert wurden. Raue Partikel haben durch die Unebenheiten auf ihrer
Partikeloberfliche mehrere Kontaktpunkte mit der Unterlage und dadurch im Gegensatz
zu glatten Partikeln eine grofiere Kontaktfliche zur Oberfldche. Die grofiere Kontaktflache
fithrt zu einer grofseren Anzahl multivalenter Bindungen und damit zu einer Verstarkung
der multivalenten Bindung zur Oberfldche. Durch die Verwendung von raueren Nanopar-
tikeln (Abb. 3.8b) konnte somit ein Aggregieren der Partikel beim Trocknen stark reduziert
werden. Ein génzliches Unterbinden der Trocknungseffekte konnte durch das kovalente
Binden der Nanopartikel an eine NHS/EDC-aktivierte, auf der Goldoberfldche selbstas-
semblierte Monolage (SAM) aus 11-Mercaptoundecanolmolekiilen, erreicht werden. Es
entstand eine iiber den kompletten Sensor geordnete Oberfliche. Auf diese Weise konnte
demonstriert werden, dass eine hohere Bindungsstarke zwischen Partikel und Oberfldche
die Bildung von Aggregaten wirksam reduziert.

Betrachtet man die laterale Verteilung, so ist sowohl die Partikelstruktur der aggregier-
ten, glatten Partikel, als auch der wohl geordneten, kovalent gebundenen Partikel iiber
die komplette Sensoroberfliche homogen. Im Gegensatz dazu weisen REM-Bilder rauer
Partikel Unterschiede der Anzahl an Aggregaten zwischen dem zentralen Bereich und
der tibrigen Sensoroberfliche auf. Wahrend die Partikelanordnung fast ausschlieflich aus

einzelnen Partikeln besteht (Abb. 3.1b)), findet in einem kleinen, mittigen Bereich von ca.
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10 % der Oberfldche eine verstarkte Bildung von Aggregaten statt. Aufgrund der konvexen
Oberflache des Flusszellendeckels trocknet der Fliissigkeitsfilm zuletzt zwischen der Mitte
des Sensors und der gegeniiberliegenden Seite der Flusszelle. Aus dieser Beobachtung
lasst sich schliefien, dass die Form des Meniskus aufgrund der Flusszellengeometrie in der
Mitte anders ist und dies die bei der Trocknung wirkenden Kréfte beeinflusst. Es konnte
festgestellt werden, dass neben der Rauheit auch die Grofse der Partikel einen Einfluss
auf die Aggregation beim Trocknen hat. Dabei konnten bei rauen Partikeln mit einem
Durchmesser unter 100 nm stédrkere Trocknungseffekte als bei rauen Partikeln tiber 100 nm
beobachtet werden. Um fiir die Untersuchung des Modellsystems moglichst geringe
Trocknungseffekte zu erhalten, wurden fiir die gemachten Untersuchungen aufgrund der
bisher genannten Ergebnisse raue Nanopartikel mit einem Durchmesser von 137 4+ 4 nm

verwendet.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Adsorption von diskreten Partikeln im Hinblick auf
die Abhéngigkeit von Af und AD von den adsorbierten Partikeln bei Messungen mit der
QCM-D analysiert. Durch die Kombination von QCM-D und REM konnte die adsorbierte
Masse Am erhalten und die Struktur der Partikelanordnung untersucht werden. Es wur-
den mehrere Methoden zur Bestimmung der adsorbierten Masse aus Af und AD angewen-
det. Dabei stellte sich heraus, dass das Extrapolationsschema auf der Kompensation von
Fehlern beruht und bei einer Anordnung von repulsiven Partikeln nicht funktioniert. Ent-
gegen den Erwartungen fiir Schichten aus diskreten Objekten, gibt es einen linearen Quasi-
Sauerbrey-Zusammenhang zwischen Af und Am, der eine einmalige externe Messung der
adsorbierten Masse und die Anpassung der Sauerbrey-Konstanten voraussetzt. Dieses li-
neare Verhalten entsteht durch den geringen Einfluss der hydrodynamischen Wechselwir-
kungen zwischen den sich abstoflenden Partikeln. Beim Ermitteln von Af und AD zwi-
schen der trockenen, leeren Goldoberfliche und der nach der Adsorption getrockneten
Goldoberfliche wurden die hydrodynamischen Wechselwirkungen ausgeschlossen. Bei
dieser Analyse entspricht das Af des in dieser Arbeit untersuchten Systems den Erwartun-
gen aufgrund der Sauerbrey-Gleichung und AD ist 0, wie man es fiir eine rigide Schicht
erwarten wiirde. Die Partikel sind durch ihre multivalente Bindung zur Goldoberflache

irreversibel an die Goldoberfliche gebunden, konnen sich aber lateral auf ihr bewegen.
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Durch die Anwendung der rdaumlichen Statistik konnte ein Komprimieren der Oberfla-
chenstruktur ab einer bestimmten Bedeckung festgestellt werden. Durch die Inversion der
g(r)-Funktion bei niedrig bedeckten Oberflichen konnte das Paarpotential zwischen den

Partikeln ermittelt werden.
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4 Ausblick

In weiterfithrenden Untersuchungen konnte der Frage nachgegangen werden, ob das Par-
tikelsystem so verdndert werden kann, dass ein Gleichgewicht zwischen der Oberfldche
und der Losung entsteht. Dies wiederum birgt die Herausforderung, dass im REM keine
gesattigte Oberfldache analysiert werden kann, da die Partikel beim Spiilen zumindest teil-
weise von der Oberfliche desorbieren. Durch die Wahl grofserer Partikel, die mit einem
Lichtmikroskop sichtbar wiren, konnte die Anordnung durch eine QCM-D Flusszelle mit
Fenster analysiert werden. Um die auf der Goldoberfliche adsorbierte Schicht zu sehen,
miisste die Oberflache wéahrend des Spiilens mit Losemittel betrachtet werden.

Ein weiterer Weg wire die gleichzeitige in-situ-Analyse der Oberflache mit einem Ellipso-
meter. Dies ist durch eine Ellipsometriezelle der QCM-D in Verbindung mit einem Laser-
Ellipsometer moglich.

Dariiber hinaus kénnte eine kovalent an einen SAM gebundene Partikelanordnung aus
nicht-dicht-gepackten Partikeln mit einer proteinresistenten Beschichtung versehen wer-
den, um als strukturierte Oberfldche fiir Proteinwechselwirkungen zu dienen. In weiteren
Projektbereichen wurden bereits erste Untersuchungen zu den Proteinwechselwirkungen
beispielsweise von Viren mit einer strukturierten Oberfldche mittels QCM-D durchgefiihrt.
Darauf aufbauend konnte die multivalente Wechselwirkung in weiterfithrenden Untersu-
chungen durch die Anlagerung von Viren an eine topologisch verdnderte Oberflache wie

beispielsweise Halbschalen analysiert werden.
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5 Publikationen

5.1 Ordered Structures of Functionalized Silica Nanoparticles on Gold
Surfaces: Correlation of Quartz Crystal Microbalance with Structural

Characterization

Christian Grunewald, Madlen Schmudde, Christelle Njiki Noufele, Christina Graf,* und

Thomas Risse*

5.1.1 Zusammenfassung

Die Schwingquarzwaage mit Dissipationsaufzeichnung (QCM-D) wird hdufig zur in-situ
Messung der Adsorption von diskreten Partikeln wie beispielsweise Viren, Proteinen, Mi-
zellen und anorganischen Nanopartikeln an Oberflichen eingesetzt. Wahrend die adsor-
bierte Masse Am von rigiden Schichten linear zur Frequenzinderung Af ist und mit der
Sauerbrey-Gleichung berechnet werden kann, ist die Interpretation von Af bei Schich-
ten aus diskreten Partikeln, insbesondere mit hoher Anderung der Dissipation AD, eine
Herausforderung. Es wurden positiv geladene, aminfunktionalisierte Silica-Nanopartikel
(d = 137 nm) aus einer ethanolischen Dispersion an einer Goldoberfldche adsorbiert. Die
Dichte der adsorbierten Teilchen wurde ex-situ mittels REM ermittelt, woraus die ent-
sprechende Masse berechnet und anschlieflend mit den gemessenen Af und AD aus den
QCM-D-Messungen korreliert wurde. Durch die REM-Bilder konnte zudem die Anord-
nung der Partikel untersucht werden. Die Partikel stofien sich elektrostatisch ab und bil-
den einen Film aus nicht dicht gepackten Nanopartikeln, die iiber weite Bereiche geord-
net sind und einen Mindestabstand einhalten. Die Sattigungsbedeckung betrdgt durch die
elektrostatische Abstoflung 15% der hexagonal dichtesten Packung auf der Oberfldche.
Obwohl die adsorbierte Schicht ein grofies AD besitzt, was tiblicherweise mit viskoelasti-
schem Verhalten des System erklart wird, ist die Frequenzdnderung Af proportional zur
beobachteten Masse der adsorbierten Teilchen. Der Wert der Proportionalitdtskonstanten
hédngt allerdings vom Oberton, das heifst von der Resonanzfrequenz des Quartzkristalls,
ab und entspricht nicht der Sauerbrey-Konstanten. Dies zeigt, dass die adsorbierte Mas-

se nicht allein aus einer in-situ QCM-D-Messung bestimmt werden kann und eine zweite
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Methode hinzugezogen werden muss. Die Korrelation von AD und Af mit der Struktur
der Partikelanordnung zeigt, dass mit abnehmendem Partikelabstand zunéchst geringe
Abweichungen vom linearen Verhalten in AD beobachtet werden, wéahrend die Frequenz-
anderung Af noch proportional zur adsorbierten Masse ist. Damit kann eine untere Grenze
von rund zwei Partikeldurchmessern (290 + 20 nm) angegeben werden, bis zu der AD nur

wenig und Af als lokaleres Phanomen gar nicht von einem linearen Verhalten abweichen.

5.1.2 Eigenanteil

Die Durchfithrung der QCM-D-Messungen, die Auswertung und Interpretation der Er-
gebnisse der REM- und QCM-D-Messungen, die Berechnung der Verteilungsfunktionen,
die Berechnung und Auswertung der —AD /Af iiber Af-Diagramme sowie die Konzeption

und das Schreiben des Manuskripts wurden von mir umgesetzt.

5.1.3 Artikel

Reprinted with permission from C. Grunewald, M. Schmudde, C. N. Noufele, C. Graf, T.
Risse, Anal. Chem. 2015, 87, 10642-10649. Copyright 2015 American Chemical Society.
DOI: http:/ /dx.doi.org/10.1021 /acs.analchem.5b03572.
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ABSTRACT: Quartz crystal microbalance (QCM) is fre-
quently used to investigate adsorption of nanometer-sized
objects such as proteins, viruses, or organic as well as inorganic
nanoparticles from solution. The interpretation of the data
obtained for heterogeneous adsorbate layers is not straightfor-
ward in particular if the systems exhibit sizable amounts of
dissipation. In this study we investigate the deposition of
monodisperse, amine functionalized silica nanoparticles on
gold surfaces using QCM with dissipation (QCM-D) to obtain
frequency and dissipation changes during adsorption from the
liquid phase. These investigations are combined with ex situ
scanning electron microscopy (SEM) measurements to study
both coverage as well as lateral arrangement of the particles.
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An ordered layer of particles is found at saturation coverage due to the charged particle surface resulting in a repulsive interaction
between the particles. The repulsion ensures a minimal distance between the particles, which leads to a saturation coverage of
15% for particles of 137 nm diameter. The frequency shift is shown to be a linear function of coverage which is a behavior
expected for an elastic medium according to the Sauerbrey equation. However, the system shows a strong dependence of the
normalized frequency shift on the overtones as well as a large dissipation, which is a clear indication for a system with viscoelastic
properties. The analysis of the data show that a reliable determination of the adsorbed mass solely on the basis of QCM-D results
is not possible, but additional information as determined by SEM in the present case is required to determine the coverage. From
a correlation of the QCM-D results with the structural characterization it is possible to infer that the dissipation is a long ranged
phenomenon. A lower boundary of the interaction length could be derived being twice the particle diameter for the particles
studied here. In contrast to that the frequency response behaves like local phenomenon.

uartz crystal microbalance with dissipation detection

(QCM-D) has become a versatile tool to study
interactions at the liquid—solid interface.' ™ It is a label free
method used not only to determine information about the
adsorbed mass but also to extract other properties such as the
morphology of adsorbates or phase transformations.””* The
information needs to be extracted from the observed frequency
change (Af) and the corresponding change in dissipation (AD)
of the quartz sensor in modern commercial instruments being
measured at various harmonics of the primary resonance
frequency. The analysis is straightforward for elastic media
forming a continuous film on the sensor surface. Under these
conditions the change of dissipation or equivalently the change
of the quality factor of the quartz crystal resonator is very small,
and the change of frequency is directly proportional to the
adsorbed mass (m) known as the Sauerbrey relation®

Af,
n )

2

Am = —-C

where C is the mass sensitivity constant being 17.7 ng cm™
Hz™' for the QCM crystals used in this study, and n is the

V ACS Publications © 2015 American Chemical Society

10642

overtone number. The situation is more complex for adsorption
of nanosized adsorbates such as proteins, viruses, or nano-
particles, which form heterogeneous layers on the surfaces.
There is a considerable amount of literature addressing the
problem associated with the heterogeneity of the system (e.g,
refs 7—12). Heterogeneous adsorbate systems are typically
categorized into systems exhibiting considerable dissipation and
those showing only small dissipation.” The latter type of
systems was quite successfully treated with a modified
Sauerbrey approach using e.g. a liquid cone model to account
for the contributions of the surrounding liquid.*”*"* The
former systems such as e.g. lipid vesicles on titania surfaces,
which exhibit frequency dependent dissipation as well as
frequency dependent frequency shifts, are more difficult to
describe and need more sophisticated approaches.'”'* To this
end simulations, which solve the hydrodynamic problem
numerically, were used in trying to deduce information on
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the underlying physics of the problem.”®'"'*'> These
simulations rely on the so-called small load approximation,
which links observables of the QCM experiments namely
changes in frequency and dissipation with the real and
imaginary part of the complex ratio between stress and velocity
at the surface of the sensor. Because of the linear correlation
between frequency shift and stress it was concluded that the
stress can be treated in a laterally averaged manner, which
provides the basis for treating heterogeneous systems within
this model.**'® These calculations show that the dissipation
typically found to be dependent on the overtone number is
associated with the properties of the interface layer between
adsorbate and crystal surface as well as with the solvent rather
than the viscoelastic properties of the adsorbate itself.*'> The
theoretical modeling suggests that the rocking and sliding
motion of the particles adsorbed on the surface and the
corresponding frictional flow of solvent molecules are
particularly important for the observed changes in dissipation
and frequency.”®'® The viscoelastic properties of the particles
were proposed to play a bigger role if not only the dissipation
but also the frequency shift becomes a function of the oscillator
frequency.® A particular example of the latter class of systems
are lipid vesicles tethered to solid surfaces.'"'* A quantitative
description of such a system using numerical solutions of the
hydrodynamic problem has not been done. Up until now
hydrodynamic modeling is limited to simplified model
calculations i.e. the adsorbate system was typically modeled
by a pseudo-two-dimensional system.*'"'>'> While these
calculations show at least semiquantitative results for systems
with low dissipation, the published results obtained for systems
with large dependence of dissipation and frequency chan$e on
coverage such as adsorbed liposomes remain qualitative.'”'> A
variety of heuristic approaches have been suggested to treat
these more complex systems. A rather successful one is to use
the ratio between dissipation and frequency shift as a function
of the frequency shift and extrapolate the data linearly toward a
frequency shift corresponding to negligible dissipation.'"'>'>"”
The extrapolation scheme was prompted by the observation
that the plots often obey a linear correlation between the
dissipation/frequency ratio and the frequency shift; however, a
clear physical picture that is underlying this extrapolation is
missing, yet.""'>'>'” For a variety of systems the extrapolated
frequency shifts, which can be thought of as the hypothetical
shift observed for a continuous elastic film of this material, are
in good agreement with the expectations based on the
structural properties of the system at hand.'"”'>'” It was also
shown that this idea may allow to deduce more complex
information such as the shape of lipid vesicles adsorbed on
surfaces.""

In this contribution model systems of monodisperse silica
nanoparticles functionalized through silanol chemistry with
organic shells containing terminal amine functionalities were
used to investigate the adsorption of these systems on gold
surfaces by means of QCM-D. The QCM-D experiments were
combined with scanning electron microscopy (SEM) to
correlate the observed QCM traces to adsorbed masses and
characterize the morphology of the adsorbed layer. The systems
exhibit not only strong dissipation but also a strong dependence
of both the dissipation as well as the frequency shift on the
measurement frequency (overtones). However, in contrast to
most systems where nanometer-sized adsorbates are inves-
tigated, the observed frequency shift versus adsorbed mass is
perfectly linear as expected based on elastic medium theory. We

will discuss this observation in light on the structural properties
of the system.

B EXPERIMENTAL SECTION

Materials. Tetraethyl orthosilicate (TEOS, Fluka, 99%), 1-
arginine (Fluka, 99.5%), cyclohexane (Carl Roth, 99.5%),
ethanol (EtOH, Berkel AHK, 100%), ethanol (EtOH, Fisher
Scientific, 96%), ammonia solution (Carl Roth, 25—27%), N-
(6-aminohexyl)aminopropyltrimethoxysilane (AHAPS, ABCR,
92%), and sodium dodecyl sulfate (SDS, Merck, 85%) were
used as received.

Synthesis of Monodisperse SiO, Particles. All silica
nanoparticles used in this study were synthesized according
to the method of Hartlen et al.'* in a multistep growth process.

In brief, an aqueous solution of L-arginine (0.05 mmol in 6.9
mL of H,0) was prepared, and a layer of cyclohexane (0.55
mL) was added. The solution was heated to 60 °C, and TEOS
(3 mmol) was added swiftly to the cyclohexane layer. Particles
with a diameter of 20 + 2 nm were obtained after stirring for 20
h at 60 °C at 300 rpm. These particles were used as seeds for
subsequent growth steps (e.g, particles of 137 nm diameter
were obtained after five growth steps). In each growth step, the
seed dispersion was diluted without cleaning with water to a
final concentration of § g/L. Two mM L-arginine were used in
each step, and the amounts of TEOS and cyclohexane follow
the method of Hartlen.'"® Separation and subsequent
purification were achieved by cycles of centrifugation at 240 g
and redispersion in ethanol. The particles were stored in
ethanol for further applications.

Functionalization of SiO, Particles with AHAPS. Silica
nanoparticles diluted in ethanol and ammonia were function-
alized with N-(6-aminohexyl)aminopropyltrimethoxysilane
(AHAPS) by stirring the reaction mixture at RT overnight
and subsequent refluxing for 2 h at 80 °C in an argon
atmosphere. The particles were purified by three centrifugation
(960 g) and redispersion steps in ethanol. The AHAPS
functionalization on the particle surface leads to positively
charged particles being characterized by positive zeta potentials,
which is responsible for the stability of the colloids.
Subsequently, the functionalized particles were stored in
ethanol under argon at 8 °C. Details of the procedure can be
found in the literature."

Scanning Electron Microscopy (SEM). SEM images of the
dried QCM sensors were acquired on a Hitachi SU8030 EM
with an acceleration voltage of either 30 kV or 3 kV in the
secondary electron (SE) mode.

For calculating the areal mass densities, the diameter of the
particles was determined from the SEM images. From this the
particle volume was calculated. Silica nanoparticles were found
to have a matrix density of 2.1 g/cm**° and a porosity of 10—
15%,”" which yields an average density of (1.93 + 0.03) g/cm®
assuming the pores to be filled with ethanol.

The area density of particles was determined using 10 to 50
SEM images taken at various positions of the quartz chip, and
mean values together with the standard deviation were
determined. Together with the average mass density the areal
particle densities were recalculated into areal mass densities.

Substrates. QCM-D sensors with a fundamental frequency
of 4.95 + 0.02 MHz, coated with gold, were purchased from Q-
Sense (Vistra Frolunda, Sweden). They were cleaned by 10
min UV/ozone (Bioforce, Ames, IA) treatment and 30 min
immersion in 2% SDS solution. After rinsing with ultrapure
water and drying with nitrogen the surfaces were stored at
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ambient conditions. They were treated for 10 min with UV/
ozone directly before use.

Quartz Crystal Microbalance with Dissipation Monitoring.
QCM-D experiments were done with a Q-Sense E1 system (Q-
Sense) using the standard flow cell. First the flow cell was
rinsed with ethanol for about 20 min at 25 °C until the baseline
was stable. The particle dispersion in ethanol was kept under an
argon atmosphere at all times and was injected at a flow rate of
100 pL/min until a steady state was reached. Subsequently, the
chamber was rinsed with pure ethanol before the surface was
allowed to dry in the chamber at an airflow of 200 yL/min
overnight. All QCM traces show frequency changes normalized
to the corresponding overtone Af,/n. The change in quality
factor of the resonator is given as the so-called dissipation in
units of ppm and is also normalized on the corresponding
overtone.

B RESULTS AND DISCUSSION

QCM-D Results for AHAPS Functionalized Silica
Nanoparticles in the Liquid State. A typical QCM-D
measurement of AHAPS functionalized silica nanoparticles with
a diameter of 137 + 4 nm adsorbed on the gold surface of a
QCM chip is shown in Figure 1. The normalized frequency
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Figure 1. QCM-D measurement of AHAPS functionalized silica
particles with a diameter of 137 + 4 nm adsorbed on gold. Black
traces: normalized frequency changes; blue traces: corresponding
changes of dissipation for different overtones (3rd —13th). The bold
solid traces belong to the 3rd overtone.

change Af,/n and the corresponding dissipation change AD,
are plotted for the third up to the 13th overtone against time.
The admission of the particle dispersion into the QCM cell

leads to a reduction of the resonance frequency and a
concomitant increase of dissipation. The frequency change
drops almost linear with time until about 20 min and afterward
flattens off and reaches an almost constant frequency at longer
times. The maximal observed frequency change decreases
monotonously with the overtone number being reduced by
about 30% when comparing the third with the 13th overtone.
The dissipation increases until about 20 min almost linearly.
For the smaller overtones (3rd, Sth, and 7th) it goes through a
shallow maximum and drops slightly by a few ppm, while the
higher overtones simply leveling off for longer times. The
dissipation increases with measurement frequency; however, for
the higher overtones the differences between adjacent over-
tones become significantly smaller showing very similar
behavior for the 11th and the 13th overtone. The strong
dependence of both frequency shift as well as dissipation on the
measurement frequency is typically found for weakly bound
systems such as liposomes on titania," ' gold,22 and silicon
dioxide™” surfaces, ferritin on gold,”* or silica particles on silica
surfaces.”* The ratio of AD to — Af is often used to characterize
the deviation from the ideal Sauerbrey-like behavior. For the
current system this ratio is about 1 X 1077 Hz ™!, which is e.g.
very comparable to ratios observed for the adsorption of intact
liposomes in aqueous buffer solution on different sub-
strates.””' "> The similarity between lipid vesicles and silica
nanoparticles in terms of their QCM response are in line with
the view put forward in a series of articles that the observed
dissipation is not probing the viscoelastic properties of the
adsorbate itself rather than those of its interface with the sensor
surface and the solvent.”'>'¥*>*> Along this line it can be
understood that silica nanoparticles, which can be considered as
rigid spheres,” share the same behavior in a QCM experiment
as lipid vesicles as long as the interaction with the sensor
surface and the solvent are comparable.

For systems exhibiting large dissipation, the application of
the Sauerbrey equation predicting a linear correlation between
the frequency change and the adsorbed mass is problematic.*
Therefore, a simple analysis of the data using the Sauerbrey
equation to determine the mass of the adsorbed nanoparticles
from the observed frequency shift is not possible. To get an
independent measure of the deposited amounts, the QCM
sensors were analyzed by scanning electron microscopy (SEM)
after adsorption of the particles in the QCM cell. Figure 2a
shows the correlation between the frequency change for the
3rd, the 7th, and the 13th overtone observed by QCM and the
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Figure 2. A) Plot of the normalized frequency change as a function of the areal mass density as determined from the SEM images for three
overtones. Red line is the expectation based on the Sauerbrey equation using a constant of 17.7 ng Hz'~ cm™2 B) Plot of the normalized change of
dissipation for the same overtones as a function of the areal mass density. Dashed lines in the plot are guides to the eye.
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Figure 3. (A) Frequency shift of different measurements as a function of the areal mass density measured by SEM. Symbols denote the results from
different overtones. (B) Corresponding changes of the dissipation for the measurements of (A).

corresponding areal mass density determined from the SEM
images for a series of independent measurements with different
particle loadings. The maximal coverage of 24.7 ng/mm?”
observed here corresponds to a particle density of 9.5
particles/um* and surface coverage of 15.4% with respect to a
hexagonal closed packed arrangement of spheres on a surface (a
more detailed account on the particle arrangement can be
found in Figure 4 and will be discussed below). The data points
with areal mass densities between 18.4 and 24.7 ng/mm2
correspond to saturation coverage of individual measurements
and to corresponding area densities of 7.1 to 9.5 particles/um?.
We could not correlate the observed variations in saturation
coverage to changes of the experimental conditions such as the
zeta potential of the particles. Interrupting the adsorption
process by flushing the QCM cell with ethanol at a given
frequency change was used to prepare samples with smaller
loadings. Figure 2a reveals a linear correlation between the
frequency change and areal mass density for all overtones;
however, the slope of the curves drops monotonically with
overtone order as expected based on the results discussed
above. It is important to note that the observed slopes are
considerably steeper than expected based on the Sauerbrey
equation (shown as the red trace in Figure 2a). This
observation is in line with results described in the literature
for adsorption of nanometer-sized adsorbates and is oftentimes
associated with the excitation of solvent, which hence gets
“weighted” by the balance.*”"* However, investigations for
various nanometer sized adsorbates ranging from proteins to
viruses or nanoparticles typically show significant deviation
from a simple linear relation between frequency and coverage
already for small surface coverage.””'>'>!3

Figure 2B shows the corresponding change of dissipation as a
function of areal mass density for the three overtones presented
in Figure 2A. The change of dissipation deviates significantly
from a linear correlation for higher coverage. In particular the
third overtone flattens at higher coverage and is basically
horizontal for frequency changes beyond —250 Hz correspond-
ing to a coverage of 12% of the closed packed arrangement. For
higher harmonics the deviation from a linear correlation is less
prominent. The latter point is in line with observations in the
literature.'>"® It was shown that the dissipation may go through
a maximum as a function of coverage, and this maximum shifts
to higher coverage with increasing overtone order.

QCM-D Results for AHAPS Functionalized Silica
Nanoparticles in the Dried State. As pointed out above
the deviation between the measured frequency response and
the expectation based on the Sauerbrey equation in the liquid

state is often explained by the excitation of solvent being
weighted. Hence, it is useful to compare the results in the liquid
state with the frequency shifts that are observed after drying the
sample. Figure 3a shows the frequency shifts of the dried
sample as a function of the areal mass density determined by
SEM. It is seen that except for two measurements the
normalized frequency shift depends only slightly on the
overtone. In addition to that a linear regression of the data
reveals a line, which is very close to the expectation based on
the Sauerbrey equation (red and blue line in Figure 3a).
However, for small loadings below 5 ng/mm2 the observed
frequency shifts deviate from the ideal linear correlation. One
has to keep in mind that each of the measurements took more
than 18 h, which renders the stability of the entire system a
crucial factor. A typical measurement showing the entire
measurement sequence can be found in the Supporting
Information. The corresponding changes of the dissipation as
a function of coverage are shown in Figure 3b. Except for the
two measurements, which also deviate strongly in the frequency
response, all measurements show a small dissipation of a few
ppm in the dried state. From these measurements it can be
concluded that QCM is able to determine the adsorbed mass of
this nanostructured adsorbate system in the dried state with
reasonable precision.

Structural Characterization of the AHAPS Function-
alized Silica Particles on a Flat Gold Surface. Figure 4
shows SEM images for particle densities of 5.9 (A) and 2.2
particles/um?* (B). From a visual inspection of both images it is
readily seen that the particles do not exhibit a distance
distribution expected for a statistical arrangement of particles.
Most strikingly small interparticle distances are absent. This
behavior points to a repulsive interaction between the particles,
which originates from the Coulomb repulsion between the

Figure 4. SEM images of positively charged AHAPS functionalized
silica particles with a diameter of 137 + 4 nm on a gold surface of a
QCM sensor. The surface particle densities are (A) 5.9 and (B) 2.2
particles/, um>,

DOI: 10.1021/acs.analchem.5b03572
Anal. Chem. 2015, 87, 10642—10649



Analytical Chemistry

A

16
14
12
10

C,, [nglem®/Hz]

o

40.0

40.2

10.4

40.6

40.8

w

F

abelsanoo

E

fractional trapped solvent, H

3 5 7 9 11
n

T

13

Figure S. A) Effective Sauerbrey constants (C.q) (left ordinate) and corresponding fractional mass of trapped solvent (right ordinate) as deduced
from the slope of the curves presented in Figure 2a) in comparison to the expectation based on an ideal Sauerbrey behavior (expected Sauerbrey
constant is shown as dashed horizontal line. B) Sketch of nanoparticles with associated solvent, which is excited together with the particles.

A 0304 n=3 -0.75
—n=5
—_ n=7
g 0.25 -f‘\\ n=9 060
£ . n=11
S \ n=13
= 1045
€
o= 0.15 X
= 40.30
a 4
2 0.10
0054 {0.15
0.00 : ; : ——0.00
0 100 200 300 400
—Af /n [Hz]

0.0 T T v T
20 40 60 80

[nm]

100 120 140

d particle
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mass of the monolayer determined from the extrapolated frequency shift at vanishing dissipation (see text) and the mass of a hexagonal closed

packed layer of particles for different particle sizes.

charged nanoparticles. The particles are positively charged as
characterized by a zeta potential of 59 &+ 5 mV in ethanol, due
to the protonated amino moieties of the AHAPS functionalized
particle surface. The formation of an array of well-separated
particles over the entire coverage range is in sharp contrast to
typically observed statistical growth of nanoparticles, which
shows short interparticle distances already at low coverage. For
the present case the repulsion between the particles suppresses
the formation of particles with distances below about twice the
particle diameter (rg, < 290 nm). In turn, interparticles
distances of about 300 nm are found much more frequently
than expected based on a statistical distribution, which is nicely
seen in Figure 4b as well as in Figure 7 below.

Analysis of the Data in Ethanol within an Effective
Sauerbrey Model. As stated above the frequency change of
the QCM in the liquid state corresponds to a significantly larger
adsorbed mass than expected from the mass of the adsorbed
silica particles. Due to the linear dependence of the frequency
shift on coverage the data may be analyzed based on an
effective Sauerbrey model. Figure S provides a plot of effective
Sauerbrey constants (C,g) as a function of the overtone number
as calculated from eq 1 using the adsorbed masses determined
by SEM. It is seen that the constants rise from about 6.0 ng
Hz™' em™ for the third to 8.5 ng Hz™' cm™ for the 13th
overtone. The deviation from the Sauerbrey constant of the
quartz crystal used here, indicated by the horizontal line in the
plot, may be interpreted as an excitation of solvent by the QCM
and one translates the apparent Sauerbrey constants into a
fractional solvent mass as suggested in the literature (see for
example refs 7 and 13). The fractional solvent mass is given on
the axis on the right-hand side and ranges from 66% for the
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third to 52% for the 13th overtone, which is directly
comparable to values found for proteins, viruses, lipid vesicles,
and other particles in the coverage range observed here. Due to
the linear correlation between frequency and adsorbed mass the
fraction of solvent contributing to the change of frequency
remains constant over the coverage range investigated here,
which is in contrast to the reports in the literature”'> showing a
decrease of the fractional solvent content with coverage. In a
simplified model sketched in Figure Sb this would imply that
one has to have a constant overlap between the solvent
volumes that are excited together with different particles
(symbolized as a cone in Figure Sb). In case the number of
neighbors within a given distance is changing with coverage,
which it does in the case of these particles (see Figure 7 for a
more detailed discussion) the overlap has to be small. This
analysis relies on the assumption that the mass change is
encoded solely in the observed frequency change. However,
this assumption is problematic for systems with a significant
amount of dissipation.*”%'>!¥!3

Analysis of the QCM Data Using an Extrapolation
Scheme on the AD/Af Ratio. A heuristic approach being
used for systems showing a large dependence of dissipation and
frequency change on the overtone utilizes the ratio between
these two quantities and plots it as a function of the frequency
change.'>"”""'* The idea is to extrapolate the ratio linearly to
vanishing dissipation and extract a frequency shift at zero
dissipation change, which can be thought of as the frequency
change obtained by a continuous film of this material behaving
like an elastic system. Figure 6a shows the corresponding plot
of the data from Figure 1. First, it is seen that the ratio is
highest for the 13th and lowest for the third harmonics. In
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comparison with liPosomes the observed values of AD are
about 30% smaller, ” which according to the literature reflect
the different stiffness of the particles under consideration. Apart
from the absolute values the shape of the curves for different
harmonics is very similar. After the expected numerical
instabilities of the ratio at small frequency changes a linear
decrease is observed notably with similar slope for all
overtones; however, at higher frequency change the curves
consistently bend downward. This occurs at different frequency
changes, however, at the same coverage for the different
harmonics, and it corresponds to the point at which the curve
of the frequency change deviates from the linear decrease and
starts to flatten off in Figure 1. The linear decrease with
frequency change is in line with reports in the literature on
nanometer-sized adsorbates; however, for the systems reported
in the literature the curves are linear over the entire coverage
range and are steeper for higher harmonics, which gives rise to
a common intersection of the lines at zero dissipation
(intersection with the x-axis).'”"® The zero crossing should
correspond to the case where the viscous contribution of the
system disappears, i.e. a system that has the properties of a
closed packed 2D layer of the adsorbates, which behaves as an
elastic medium. Extrapolating the almost parallel curves for the
different overtones in the linear regime shown in Figure 6a will
lead to a large spread of frequency change for vanishing
dissipation change. The roots found for the extrapolation of the
different overtones differ by more than 600 Hz for the present
case, which renders such an extrapolation inappropriate to
determine the mass of the layer. More importantly the
extrapolated frequencies are significantly higher for all over-
tones as compared to the expectation for a closed packed layer
of silica particles. In other words, the slopes of the curves at low
coverage are too small. As seen from Figure 6a the curves
become steeper at high coverage, and it is interesting to test if
an extrapolation of the asymptotic slopes at saturation coverage
is a more reliable scheme to determine the mass of the system.
The asymptotic extrapolation of all overtones coincide (there is
a small offset for the curve of n = 9) and yield an intersection
with the frequency change axis at about —430 Hz. Figure 6b
shows the ratio of the mass density calculated from the
extrapolated frequency shifts according to the Sauerbrey
equation and the mass density of a closed packed layer of
nanoparticles. It is seen that for particles discussed above (d =
137 nm) the mass deduced from the QCM results accounts for
less than 50% of the mass of a dense monolayer of particles,
which is consistently found for a variety of independent
measurements. This is in line with observations in the literature
on weakly bound nanoparticles.”®'* What is the reason for the
failure of the extrapolation scheme? One concern is the size of
the particles with respect to the penetration depth of the shear
wave. For ethanol the depth of the shear wave drops from 181
to 87 nm when going from 15 MHz (3rd overtone) to 65 MHz
(13th overtone). Hence, the size of the particles cannot be
considered small as compared to the penetration depth of the
shear wave. To this end we have also done the analysis of data
obtained for smaller particle sizes namely particles with
diameters of 80 =+ 3 nm, 45 + 3 nm, and 29 + 3 nm,
respectively, which exhibit the same qualitative behavior of the
QCM data as discussed above. The particles with a diameter of
80 nm show a similar behavior as the ones with a diameter of
137 nm. Upon further reduction of the diameter to 45 nm the
description becomes better and the mass is only under-
estimated by about 25%. Going to 29 nm particles inverts the

outcome, and the particle mass is overestimated by about 30%.
The plot indicates that a reliable determination of the adsorbed
mass using this extrapolation scheme is not possible. For small
particles the error of the extrapolation scheme is smaller but
still significant. For particles above 80 nm, the adsorbed mass is
underestimated by more than a factor of 2 showing a very
similar ratio for both sizes (80 and 137 nm). While the decrease
of the extrapolated mass with increasing particle diameter may
point to the importance of the penetration depth of the shear
wave, it is not readily clear why this effect should already level
off for particle sizes, which are within the characteristic
penetration depth of the shear wave for all measurement
frequencies used. The hydrodynamics of such systems is,
however, complex, and a definitive statement on this subject
would need a quantitative description of the hydrodynamics,
which is beyond the scope of the current contribution.

Correlation between the Coverage Dependent QCM
Response and the Growth Properties of the System. An
interesting question that remains is the reason for the change of
the slope observed at higher coverage in the dissipation/
frequency ratio plot (Figure 6a). For a discussion of possible
effects it is important to recall that the frequency change is
directly proportional to the coverage while the dissipation is not
(Figure 2). This already indicates that the particles cannot be
considered independent with respect to dissipation, while the
frequency response is perfectly in line with a model of
independent particles. The decrease of the dissipation/
frequency ratio with frequency change observed in Figure 6a
is a direct consequence of the coupling, as a horizontal line
would be expected for independent particles. The interesting
question is if the change in slope being observed at about 75%
of saturation coverage (Figure 6a) can be correlated with the
structural properties of the system. As indicated in Figure 4
already, the low and high coverage situations both show the
same minimal nearest neighbor distance; however, the number
of neighbors with distances close to the nearest neighbor
distance is increasing with increasing coverage. To quantify this
behavior Figure 7 shows a plot of the number of neighbors for
two shells of different diameter. The diameter of the shells has
been chosen based on the nearest neighbor distance
distribution. A shell with a diameter of 500 nm is large as
compared to the maximum of the nearest neighbor distribution
for the entire coverage range, while the shell diameter of 340
nm corresponds to the maximum of the nearest neighbor
distribution for an intermediate coverage.

The linear increase observed for the shell of the large
diameter is readily understood: in case the shell is sufficiently
large, it averages over the details of the distance distribution,
hence, the number of neighbors simply scales with surface
coverage, and in turn the number of particles scales linearly
with coverage. The situation is different if the radius of the
circle is chosen to be in the range of the maximum of the
nearest neighbor distribution, hence in a range where it is
sensitive to the deviations from a statistical distribution. The
plot for a diameter of 340 nm shows a well-defined change of
the slope of the trend lines describing the number of neighbors
within the shell. The crossing point is found at about 70% of
the maximal coverage. This behavior can be apprehended by
the SEM images shown at the top of Figure 7. At low coverage
large open spaces can be seen. In addition, the particles have a
well-defined minimal distance, which is of the order of twice the
particle diameter. With increasing coverage the open space is
filled with particles, while the minimal distance as well as the
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Figure 7. top: SEM images for four different areal densities indicated
by arrows and red dots in diagram below. For better contrast the
particles were overlaid with white circles. bottom: number of particles
in a circle of diameter S00 nm (filled symbols, left scale) and a circle of
diameter 340 nm (open symbols, right scale).

maximum of the nearest neighbor distance distribution remains
unchanged. Beyond about 70% of the maximal coverage the
empty spaces are filled, and the increase of coverage is only
possible by a compression of the layer. This results in a shift of
the maximum of the nearest neighbor distribution to smaller
values and increases the number of neighbors as shown in
Figure 7. The reduced adsorption rate is a direct consequence
of this behavior, because empty adsorption sites on the surface
become scarce. New adsorption sites have to be created by a
rearrangement of the particles, which is a slow process. The
ability of the particle layer to rearrange is a direct consequence
of the multivalent character of the bonding of the particle on
the surface, which is characterized by several weak interactions
between ammonia groups and the gold surface.

The structural characterization of the layer also offers the
possibility to revisit the QCM results of Figure 6a. As discussed
above the decreasing values for the AD/Af-ratios observed
(Figure 6a) is a direct consequence of a hydrodynamic coupling
between the particles. Such a coupling requires spatial
proximity. The structural analysis showed that the particles
keep a minimal distance of about 290 nm for the entire
coverage range. In turn it is possible to give a lower boundary
for the range of the hydrodynamic coupling being around 290
nm. The structural analysis also revealed that the number of
neighbors in a shell of 340 nm rises strongly for coverage above
70%, which is the coverage range where the curves of the AD/
Af-ratios show a significant change of the slope. In a picture of
coupled particles this implies that beyond coverage of 70% the
number of interaction partners increases strongly, which allows
for rationalizing the observed change in the slope.

There is an additional important conclusion that can be
drawn from the QCM results, which concerns the origin of the
interaction. It was shown that the frequency change was found
to be a linear function for the entire coverage range investigated
here. This points to the fact that each particle added to the layer
contributes the same increment of frequency change. This is

different to typical QCM results showing significant deviations
from linearity. Structural information on these systems is often
not available, but in cases the structure has been investigated a
statistical growth mode is found (see e.g. ref 15). As the
number of neighbors is changing with coverage except for
distances below 290 nm where it is zero, this observation
suggests that the frequency change is a more local property
than the dissipation. The latter interpretation is consistent with
theoretical investigations treating the hydrodynamics of the
system explicitly for an array of equally spaced rods, which
show a linear decrease of the frequency change at large
distance, which deviates from linearity for coverage beyond
about 20% for a variety of systems.”'>'> As these calculations
treat the system as a 2-dimensional arrangement of rods, hence
a coverage of 20% corresponds to a much larger distance than
about twice the diameter found for the present experiments.
However, a direct comparison of absolute distances is difficult
between a 2-dimensional arrangement of particles and a 1-
dimensional order of infinitely long rods. In turn, the coupling,
which is clearly present in the system, has to be associated with
the change in dissipation. This interpretation is consistent with
the picture put forward in the recent literature, that a large
fraction of the energy dissipation is taking place in the solvent
surrounding the nanoparticle.”'"'*'> Hence, from a hydro-
dynamic point of view the flow of solvent around the rocking or
sliding particles will depend on the presence of particles in the
surroundings, which have their own flow-fields being coupled as
soon as the distance between the particles become sufficiently
small. As discussed in the literature the coupling of the flow-
fields reduces the amount of dissipation per particle and leads
to a flattening of the dissipation curves and even a decrease of
dissipation at high coverage.'"'>">"”

B CONCLUSIONS

We used a model system of monodisperse, positively charged
silica nanoparticles on a gold surface and connected frequency
and dissipation differences as measured by QCM-D with
surface coverage and information on the structural arrangement
of the particles deduced by SEM. The plot of Af vs coverage
yields a linear relationship for all overtones; however, the slope
of the curves decreases with increasing overtone order. As the
silica particles are stiff hard spheres, this observation is a
consequence of the weak interaction between the organic
ligand and the gold surface rendering the particle/gold interface
soft with respect to their mechanical properties. The slope of
the curves is significantly steeper than expected for an elastic
medium (Sauerbrey equation), which can be interpreted as the
excitation of solvent associated with the particles being
“weighted” by the QCM. In contrast to the frequency change,
AD deviates form a linear behavior with coverage indicating
that there is hydrodynamic coupling between the particles.
Extrapolations within so-called Df-plots (plot of AD/Af vs Af),
which have been used successfully in the literature to
extrapolate to a rigidified particle layer, fail to predict the
particle size over a wide range of particle sizes despite the fact
that the curves can be extrapolated reasonably well close to
saturation coverage. We analyzed the morphology of the
particle layer and find a repulsion of the particles resulting in a
minimal distance between the particles and an ordered
structure close to saturation coverage, which correspond to
about 15% of the coverage of a hexagonal closed packed
structure. The analysis of the structure as a function of coverage
reveals that void space, capable of accommodating new particles
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with the boundary condition that interparticle distance never
drops below a minimal value, vanishes at about 70% of
saturation coverage. At this point a change in the adsorption
kinetics is observed being connected to the compressive growth
mode. Concomitant with the onset of the compressive growth
mode the slope of the curves in the AD/Af vs Af plot changes.
From this correlation between QCM results and structural
properties we can estimate a lower bound for the distance at
which interparticle interactions influence the dissipation
response of the QCM, while the frequency response behaves
as a more local quantity.
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Full QCM Measurement from dry state to dried state
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Figure S-1: QCM Measurement of 137 nm AHAPS functionalized silica particles. Af and AD
are recorded from the moment where the sensor is mounted in the flow cell under ambient
conditions until the coated chip is dried in air. About 5 minutes after the recording is started the
flow cell is filled with ethanol. After additional 10 minutes the particle dispersion is allowed to
run through the flow cell. After the deposition is finished the cell is flushed with ethanol to
remove undeposited particles and subsequently dried. The surface dries under an air flow of 200
#1/min which takes about 15 h.
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5.2 Structural Characterization of Ordered, Non-Close-Packed
Functionalized Silica Nanoparticles on Gold Surfaces

Christian Grunewald, Madlen Schmudde, Christina Graf,* and Thomas Risse*

5.2.1 Zusammenfassung

Nanostrukturierte Oberfldchen spielen eine wichtige Rolle in der modernen Wissenschaft
und Technologie. Dazu zédhlen geordnete Schichten aus nicht dicht gepackten Nanoparti-
keln, die sehr vielseitig einsetzbar sind. In diesem Artikel wird eine detaillierte Charak-
terisierung der Oberflachenstruktur einer einfach herzustellenden Schicht aus nicht-dicht
gepackten, sich elektrostatisch abstofsenden, geladenen Silica-Nanopartikel dargestellt.
Durch die Adsorption von positiv geladenen, monodispersen, AHAPS-funktionalisierten
Silica-Nanopartikeln (d = 137 + 4 nm) kann eine iiber grofSe Bereiche geordnete Oberfla-
chenstruktur erhalten werden, die in diesem Artikel durch die Kombination von QCM-D
und REM genauer untersucht wird. Dabei wird die Oberflichenstruktur in Abhdngigkeit
der Bedeckung mit mehreren statistischen Methoden untersucht. Aus den REM-Bildern
mit den niedrigsten Bedeckungen kann die Paarkorrelationsfunktion ermittelt werden, die

die Bestimmung des Paarpotentials erlaubt.

5.2.2 Eigenanteil

Die Durchfiihrung der QCM-D-Messungen, die Auswertung und Interpretation der Ergeb-
nisse der REM-Messungen, die Berechnung und Interpretation der Funktionen der rdumli-
chen Statistik, die Berechnung des Paarpotentials sowie die Konzeption und das Schreiben

des Manuskripts wurden von mir umgesetzt.

5.2.3 Artikel

This document is a preceding manuscript version of a published work that appeared in
final form in Langmuir, Copyright 2017 American Chemical Society after peer review
and technical editing by the publisher. To access the final edited and published work see
http://dx.doi.org/10.1021/acs.langmuir.7b01804.
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ABSTRACT

Nanostructured surfaces play an important role in modern science and technology. In
particular, ordered arrangements of non-close-packed nanoparticles created by self-assembly
offer a versatile route to prepare systems, which can be used in various applications such as
sensing or plasmonic devices. Herein, a detailed characterization of the surface structure of an
easy to make non-close-packed monolayer of electrostatically repelling charged nanoparticles
will be presented. The layer is prepared by adsorption and self-assembly of positively
charged, monodisperse silica nanospheres (d = 137 £ 4 nm) on bare gold surfaces. The
adsorption process was analyzed in-situ using quartz crystal microbalance with dissipation
monitoring (QCM-D) and ex-situ by scanning electron microscopy (SEM). The analysis of
SEM images allows to determine not only the coverage of the particles but also their lateral
arrangement. The structure was analyzed as a function of coverage using different statistical
methods. To this end, it could be shown that for smallest coverage analyzed within this study
only particle pairs contribute to the observed pair correlation function, which allows to
determine the electrostatic pair potential of the functionalized silica particles on the gold

surface.

KEYWORDS
nanoparticles, non-close-packed monolayer, pair correlation function, pair potential, nearest

neighbor distribution, random sequential adsorption, Fry-plot, QCM-D, SEM, spatial statistics



Introduction

The interaction between nanometer-sized adsorbates and surfaces play an important role for a
variety of applications. A microscopic characterization of the interactions governing the
adsorption process is challenging due to the intricate interplay between the constituents even
if well-defined model systems are considered. Different methods have been employed to
determine e.g. the interparticle interaction. Optical tweezers'> were used to hold pairs of
particles and investigate the trapping of single particles in between them. Alternatively, single
particles were trapped in an electric field while their Brownian motion was recorded’. Also,
extended systems may be used in case well-defined model systems are employed. Ordered,
non-close-packed two-dimensional structures of nanoparticles created by self-assembly from
isotropic solution are such model systems, which are also highly desirable systems for
applications such as antireflection coatings,*> tunable superhydrophobic surfaces,® or
plasmonic devices’. The formation of such structures by self-assembly requires on the one
hand a repulsive interaction between the particles. On the other hand, the interaction of the
particles with the surface has to be strong enough to warrant stable adsorption, while the
barrier for lateral diffusion should be low enough to allow for mobility of the particles
required to establish lateral order. The latter allows for establishing a two-dimensional
equilibrium, which renders such systems suitable for further analysis with respect to the
interaction potential between the particles. This has been demonstrated for particles adsorbed
on flat surfaces®!! as well as ones confined between two flat surfaces' >4,

Here, we present results for large scale, non-close-packed arrangements of nanoparticles from
an isotropic dispersion using silica nanospheres exhibiting a positively charged ligand shell
introduced by functionalization with N-(6-aminohexyl)aminopropyltrimethoxysilane
(AHAPS) deposited on bare gold surfaces. The adsorption process was analyzed in-situ using

quartz crystal microbalance with dissipation (QCM-D) and ex-situ by scanning electron



microscopy (SEM). The microscopy allows not only to determine the amount of adsorbed
particles but also to characterize the 2-dimensional arrangement of the particles on the gold
surface. Characterization using SEM requires a drying process, which should not perturb the
particle arrangement on the surface. We have shown previously that properly chosen particles
as well as drying conditions allows to ensure this condition on these gold substrates.!>!6

Herein, we would like to discuss the structural properties of the non-close-packed

arrangement of particles.

Experimental Section

Materials:

Tetraethyl orthosilicate (TEOS, Fluka, 99%), L-arginine (Fluka, 99.5%), cyclohexane (Carl
Roth, 99.5%), ethanol (EtOH, Berkel AHK, 100%), ethanol (EtOH, Fisher Scientific, 96%),
ammonia solution (Carl Roth, 25-27%), N-(6-aminohexyl)aminopropyltrimethoxysilane
(AHAPS, ABCR, 92%), and sodium dodecyl sulfate (SDS, Merck, 85%) were used as

received.

Synthesis of Monodisperse SiO: Particles:

Silica nanoparticles used in this study were synthesized according to the method of Hartlen et
al. in a multistep growth process.!” Briefly, a layer of cyclohexane (0.55 mL) was added to an
aqueous solution of L-arginine (0.05 mmol in 6.9 mL of H>O) and the solution was heated to
60 °C. TEOS (3 mmol) was added swiftly to the cyclohexane layer. Seed particles with a
diameter of 20 + 2 nm were obtained after stirring for 20 h at 60 °C (300 rpm) and were used
for subsequent growth steps (particles of 137 nm diameter were obtained after five growth

steps). In each growth step, the seed dispersion was diluted without cleaning with water to a



final concentration of 5 g/L. 2 mM L-arginine was used in each step, and the amounts of
TEOS and cyclohexane were chosen according to the method of Hartlen.!” Separation and
subsequent purification were achieved by cycles of centrifugation at 240 g and redispersion in

ethanol. The particles were stored in ethanol.

Functionalization of SiO: Particles with AHAPS:

Silica nanoparticles diluted in ethanol and ammonia were functionalized with N-(6-
aminohexyl)aminopropyltrimethoxysilane (AHAPS) by stirring the reaction mixture at RT
overnight and subsequent refluxing for 2 h at 80 °C in an argon atmosphere. The particles
were purified by three cycles of centrifugation (960 g) and subsequent redispersion ethanol.
The AHAPS functionalization on the particle surface leads to positively charged particles
being characterized by positive zeta potentials, which is responsible for the stability of the
colloids. Subsequently, the functionalized particles were stored in ethanol under argon at

8 °C. Details of the procedure can be found in the literature.'® '8

Scanning Electron Microscopy (SEM):

SEM images of the dried QCM sensors were acquired on a Hitachi SU88030 EM with an
acceleration voltage of either 30 kV or 3 kV in secondary electron (SE) mode. The area
density of particles was determined using 10 to 50 SEM images taken at various positions of

the quartz chip.

Substrates:

QCM-D sensors with a fundamental frequency of 4.95 + 0.02 MHz, coated with gold, were
purchased from QSense (Véstra Frolunda, Sweden). They were cleaned by 10 min UV/ozone

(Bioforce, Ames, [A) treatment and 30 min immersion in 2% SDS solution. After rinsing with



ultrapure water and drying with nitrogen the surfaces were stored at ambient conditions. They

were treated for 10 min with UV/ozone directly before use.

Preparation of the adsorbed nanoparticles:

Adsorption of the nanoparticles on the gold surfaces were done in Q-Sense El system
(QSense) using the standard flow cell. First the flow cell was rinsed with ethanol for about 20
min at 25 °C. The particle dispersion in ethanol was kept under an argon atmosphere at all
times and was injected at a flow rate of 100 pL/min. Subsequently, the chamber was rinsed
with pure ethanol before the surface was allowed to dry in the chamber at an airflow of 200

pL/min overnight. The adsorption process was monitored in-situ using QCM-D.

Results and Discussion

AHAPS functionalized silica nanoparticles were shown to adsorb irreversibly on bare gold
surfaces from a dispersion of the particles in ethanol.'> For particles with a diameter of 137 +
4 nm discussed in the following the density of the particles on the gold surface never exceeds
9.5 particles/um?®.'> This corresponds to about 15 % of the maximal coverage expected for a
hexagonal closed packed arrangement of these particles. It was shown that the frequency
change observed in QCM-D experiments is linearly dependent on coverage despite the fact
that the system shows a sizeable change of dissipation. Even though the frequency change
cannot be converted into a mass density using the Sauerbrey equation, because of the more
complex hydrodynamic properties of the adsorbed nanoparticles in ethanol,'> %23 the linear
relationship allows to use the frequency shift of the QCM-D experiment as a measure of the
coverage during adsorption experiments.”> A typical QCM-D trace of an adsorption
experiment is shown in Figure 1. For completeness, we have not only shown the frequency
change, but also the changes in dissipation. The frequency decreases almost linearly during

the first 15 minutes. The slope of the curve becomes much flatter for longer times. However,



it is important to note that even for very long times exceeding the 130 minutes shown here the
frequency drops steadily. The frequency becomes stable as soon as the colloidal solution
above the surface is exchanged to pure solvent. This implies that the surface adsorbs particles
over a very long period of time, however, with a small rate. It is important to note that this
behavior is contrast to the expectation based on a hit and stick adsorption process,?*>> which

would result in a saturation behavior of the adsorption for long adsorption times.
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Figure 1: QCM-D measurement of AHAPS functionalized silica particles with a diameter of
137 = 4 nm adsorbed on gold. Black trace: normalized frequency changes, blue trace:

corresponding changes of dissipation exemplarily shown for the 5™ overtone.

This behavior can be understood if the structural properties of the adsorbed layer are taken
into account. Figure 2 shows two SEM images corresponding to different surface coverage. It
is readily seen that the particles are not arranged as expected for a statistical hit and stick
adsorption process. Instead, the images clearly reveal that the distance distribution lacks small

distances, which are expected to occur even for small coverage. From these results, it is



readily concluded that the particles repel each other, which is expected because of their
positive surface charge. Therefore, it is straightforward to understand that the maximal
coverage observed in these experiments is well-below the theoretically expected maximal
coverage, which correspond to a covered area of 54.6 % for the so-called jamming limit being
the maximal coverage expected for a purely statistical hit and stick adsorption process.?* 26
Adsorbed particles with static adsorption sites would result in adsorption kinetics which
should show a saturation behavior at prolonged adsorption times because the number of
available adsorption sites decreases with increasing coverage. This is at variance to the
experimental observation showing a continuous adsorption, however, at slow rates. This
behavior can be rationalized by a lateral mobility of the adsorbed particles on the surface in
ethanol. The thermally induced lateral displacement of the particles allows for a dynamic
rearrangement of the particles, which allows to adopt additional particles on the surface and a
subsequent relaxation of the structure to optimize the total energy of the system. A single
amine bond to gold is known to be weak with binding energies ranging between 14 and 38
kJ/mol.?” The irreversible binding of the particles on the surface, however, indicates that the
particles are tethered with several of these groups to the gold surface. Even though the
binding energy of the individual bonds is rather small, the multivalent nature of the bonding
will impose barriers for the lateral mobility of the particles, which determines the
corresponding dynamics. The rate of the adsorption is determined by the lateral dynamics of
the particles as well as their impingement rate onto the surface, which is found to be slow for
the conditions chosen here. Due to the irreversible adsorption of the particles, the lateral
dynamics allows to establish a quasi-equilibrium of the particles on the gold surface in case
no particles are present in the solution. Correspondingly, the SEM images taken from the
adsorbed particles on the gold surface are interpreted as frozen snapshots of a quasi-

equilibrium arrangement.



Figure 2: AHAPS functionalized silica particles with a diameter of 137 £ 4 nm adsorbed on

gold. a) SEM image corresponding to a particle density of 5.8 particles/um’; b) SEM image

corresponding to a particle density of 3.8 particles/um’.

The flow cell of the QCM-D apparatus was used to establish a constant concentration of
nanoparticles above the gold surface. However, the directed flow of the particles in the QCM-
D cell may introduce deviations from the expected azimuthally isotropic distribution of the
particles in the plane due to shadowing effects induced by adsorbed particles.?®*” Deviations
from an azimuthally isotropic distribution can be analyzed using a so-called Fry-plot,2-3
which is shown in Figure 3 exemplarily for a sample with a particle density of 5.9
particles/um?. For the Fry-plot an SEM image of a particle distribution is represented by a
map of small circles positioned at the center of gravity of each particle. This map is
superimposed with itself such, that every particle within the image is positioned once at the
center of the Fry-plot. In practice, one has to restrict the particles being centered within the
image being used to avoid edge effects. The grey level in such plot is directly related to the
particle density. The Fry-plot in Figure 3 shows a circular white area with a radius of about
twice the particle diameter around the center, which contains very few particles only. The
circular shape of the white area as well as the azimuthally isotropic grey ring at larger

distance proves that the particle distribution lacks azimuthal anisotropies as expected for a



system resembling an equilibrium distribution. It should be noted that few particles are found
at a smaller distance, which matches the particle diameter (indicated by the dashed line with
r/d = 1) and can be associated with a small amount of aggregates, mainly dimers, found in the

particular SEM image used to prepare the Fry-plot.

Figure 3: Fry-plot of an SEM image with a particle density of 5.9 particles/um?. The particle
positions are indicated by small circles centered at the center of gravity of the particles. The
solid black circle in the center indicates the size of the particles, while the dotted line

resembles a distance of a particle diameter.

The results of the Fry-plot justify to use radial distribution functions to further characterize
the structure of the adsorbed layer. Figure 4 shows area normalized nearest neighbor distance
distributions given as a function of the distance in units of the particle diameter (d) as solid
lines. For a reasonable signal to noise value of the distance distribution, the observed nearest
neighbor distances of the images were cumulated using 20 nm wide bins. The distributions
shown in Figure 4 correspond to a particle density of 9.1 (a), 3.7 (b), and 1.7 (c)
particles/pum?, which correspond to a covered surface area of 13.4 %, 5.5 % and 2.5 %,
respectively. The highest coverage observed in all experiments presented here is 9.5

particles/um? and has thus be defined as 100 % coverage. In turn, the three distributions
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shown in Figure 4 correspond to 96 %, 39 % and 18 % on this relative coverage scale. For
every coverage nearest neighbor distributions for two independent measurements are
superimposed, which allows to estimate the expected scattering of the distributions for
nominally identical experiments. The observed distributions are nicely reproduced, however,
some fluctuations are observed with respect to the number of dimers, which are found at a
distance corresponding to the diameter of the particles (r/d = 1). The slight deviation of the
maximum from the expected value (r/d = 1) is due to the binning of the distances (20 nm)
giving an artificial maximum for the bin centered at 130 nm. From the available experimental
data, we cannot rule out that the small fraction of dimers is a consequence of the drying
procedure. Since the hydrodynamic diameter of the particle determined by dynamic light
scattering is within the error bar identical to the one observed by SEM (140 + 3 nm vs. 137 +
4 nm) and given a zeta-potential of 59 = 5 mV, which is in the stable range for such colloids,
the number of aggregates in the solution is very low. After the peak indicative of aggregated
particles, the nearest neighbor distribution drops to zero, which is in line with the white area
in the Fry-plot discussed above. For low and intermediate coverage, the onset of the nearest
neighbor distribution remains constant at about 1.8 times the particle diameter. At the higher
coverages, the onset shifts slightly towards smaller distances as indicated in Figure 4. In
contrast to that, the maximum of the distributions as well as their overall width change
considerably with coverage. With increasing coverage, the maximum is found to shift from
r/d = 2.75 over r/d = 2.55 continuously to r/d = 2.2 if the coverage is increased from 1.7 to 9.1
particles/um?. Concomitantly, the overall width of nearest neighbor distribution drops
considerably with increasing coverage extending to almost 6 times the particle diameter for
1.7 particles/um? while dropping to zero already at 3.2 times the particles diameter for 9.1
particles/pm?. The shift of the maximum as well as the reduction of the overall width is well
in line with the expectations for increasing coverage, which reduces the probability to find

large nearest neighbor distances and in turn renders smaller nearest neighbor distances more
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likely. In addition to the experimental distribution, the dashed curves in Figure 4 correspond
to theoretically calculated distributions of a so-called RSA simulations using hard spheres of
137 nm diameter and the experimentally determined coverage. It is clearly seen that even for
the smallest coverage a significant number of particles are expected to have neighbors with
distances smaller than the onset of the experimental nearest neighbor distribution at r/d of
about 1.8 if a statistical adsorption process is considered. For the smallest coverages in Figure

4 c) the simulation and the experimental trace superimpose for distances larger than r/d = 3.3.
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Figure 4: Nearest neighbor distance distributions at different coverages: a) 9.1 particles/um?,
b) 3.7 particles/um? and c) 1.7 particles/um?. The center to center distance of the
nanoparticles are given in multiples of the particle diameter d. Two experimental
distributions (solid lines) and one simulated distribution (dashed line) using a random
sequential adsorption model of hard spheres are shown for each coverage. The area is
normalized to 1 for each distribution. For the experimental nearest neighbor distributions,
the position of the maxima and the onset of the distribution (excluding aggregated particles

found around v/d = 1) are marked with a vertical line.
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For a coverage of 3.7 particles/um? (Figure 4 b) the superposition of statistical and
experimental nearest neighbor distribution starts at almost the same distance, however, the
overlapping range is reduced because of the reduced overall width of the nearest neighbor
distribution with increasing coverage. At the highest coverage, the overlapping region
vanishes as the nearest neighbor distribution drops to zero slightly above r/d = 3. With
increasing coverage, the fraction of smaller distances found in the simulated traces which are
not observed in experiment increases, because of the reduced overall width of the
distributions and the almost constant onset of the experimental traces. In turn, the maxima
found in the experimental nearest neighbor distributions become more pronounced at higher
coverage.

While the nearest neighbor distribution is focusing on the direct vicinity of each particle, it
does not allow to characterize the properties of the particle distribution at larger distances. In
particular, the nearest neighbor distribution contains no information about the number of
neighbors with distances higher than the nearest neighbor distance nor does it allow to
quantify the deviation of the distribution from the expectation based on a statistical ensemble.
For azimuthally isotropic distributions the latter information can be gathered by the pair
correlation function (or radial distribution function) g(r). Figure 5a shows a g(r) function
obtained from a set of SEM images corresponding to a particle density of 8.9 particles/um? as
solid black line. The g(r) function is normalized such that a value of 1 corresponds to the
expectation for a statistical arrangement of particles. The g(r) function shown in Figure 5a
exhibits a first peak at a distance corresponding to a particle diameter. This peak is associated
with aggregated particles as already discussed above. At higher distances the pair correlation
function drops to zero indicating the lack of inter-particle distances between 1 and about 1.8
times the particle diameter due to the repulsive interaction between the particles. The particles
being expelled from the small distances lead to the formation of the maximum with a value

well above 1 found at a distance about 2.5 times the particle diameter for the coverage shown
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here. The value of the maximum clearly indicates that these distances are considerably more
likely than expected for a statistical distribution. This is in line with the discussion of the
nearest neighbor distance distribution discussed above. For a well-ordered structure, the g(r)
function oscillates around the statistically expected value of 1. Brunner et al. have shown that
several oscillations can be observed for repulsive nanoparticles confined to a predefined area
defined by appropriate laser fields in case a sufficient number of images can be accumulated
to reduce the statistical noise.” For the current data set, the oscillations are damped after the
first minimum found at r/d = 3.5 for the given signal to noise ratio of the pair correlation
function. The minimum with a value of the g(r) function below one indicates that these
particle distances are found with a smaller probability than expected for a statistical
distribution. Please note that this information cannot be extracted from the nearest neighbor
distance distribution discussed above because of its focus on the nearest neighbor only. The
noise of the g(r) function is determined by the number of particles being analyzed. For the
SEM pictures analyzed here, the number of particles in the individual images is too small to
determine g(r) functions with a reasonable signal to noise ratio. Obviously, the problem
becomes increasingly important with decreasing coverage as the number of particles observed
per image drops significantly. Meaningful g(r) functions require a proper average of a set of
images.” Hence, the g(r) function (Figure 5a, black line) was created by averaging 9 images
corresponding to the same particle density. The averaging process assumes that the
underlying distance distribution is the same if the coverage is kept constant. Consequently,
the g(r) functions processed from the individual images contain statistical noise, which
obscure the determination of the g(r) function in case the number of particles is too small. The
grey shaded area around the black trace corresponds to the standard deviation of the mean g(r)
function (black trace) as determined from a statistical analysis of the set of individual g(r)
functions determined for every image used to create the mean g(r) function. At this point, it is

important to test if the assumption of a normally distributed noise underlying the statistical
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analysis is valid. To this end, we have used a Shapiro-Wilk test shown in Figure 5 b, which is
known to have a rather high power for a given significance. The red line shown in Figure 5b
corresponds to a confidence level of 95 %. Except for very few points, the result of the
Shapiro-Wilk test is found above the red line indicating that the null-hypothesis of the test
namely that the data is normally distributed is likely to be correct for basically all distances

tested here.
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Figure 5: a) Averaged pair correlation function g(r) of a set of measured SEM images with a
particle density of 8.9 particles/um’ (black line). The grey shaded area indicates the standard
deviation determined from the statistical analysis of the individual g(r) functions. b) Result of

a Shapiro-Wilk test of the data shown in a). Red line indicates the 95 % confidence level.

In the following, we would like to discuss the evolution of the g(r) function with coverage,
which is shown for appropriately averaged sets of images in Figure 6. The particle density of
each group is encoded by the vertical offset of each g(r) function as their value is always 0 at
small distance. Horizontal lines positioned at g(r) = 1 are added for each distribution to better
judge for the deviations from the expectation for a random adsorption. All functions show a

peak of variable height at the particle diameter indicative for the presence of aggregated

15



particles. After the initial peak, the g(r) functions go back to zero and show an onset which
shifts from 1.9 times the particle diameter at the lowest coverage to a distance of 1.6 times the
particle diameter for the higher covered surfaces. For coverages above about 5 particles/um?
the g(r) function exhibits a maximum at higher distances, while the curves at lower coverages
show only slight indications for the expected maximum based on the results from the nearest
neighbor distance distribution. It is important to note that the signal to noise ratio drops
significantly for smaller coverage because of the decrease in the number of particles available
for analysis, which renders an identification of the expected maximum based on the nearest
neighbor distribution more challenging. The decrease of the signal to noise ratio observed for
the higher coverage is again due to a reduced number of available data sets at these
coverages.!®> In line with the expectations based on the analysis of the nearest neighbor
distribution, the maxima shift to lower distances with increasing coverage. Concomitantly, the

2 shift to smaller

minima at higher distances observed for coverages above 5 particles/um
distances, too. Further oscillations cannot be clearly identified due to the limited signal to
noise ratio of the curves. For the curves with the highest signal to noise ratio (7.5
particles/um?) the g(r) function may indicate a second maximum, but traces with significantly
improved signal to noise would be required to substantiate this. In addition, the rise of the g(r)
functions from the onsets just below 2 times the particle distance becomes steeper with
increasing coverage.

In comparison to results obtained by Brunner et al.” who used a laser system to trap high
charged sulphate-terminated polystyrene particles of 3 um diameter above a negatively
charged silica surface and observed the position of the particles as a function of time with an
optical microscope, the shift of the first maximum for comparable normalized distances is
larger in the case discussed here where it shrinks from about r/d = 3 to r/d = 2.3 while a range

between 2.6 to 2.3 was observed in literature. Given the different nature of the system, in

particular, the significantly reduced diameter of the particles as well as the multivalent
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bonding of the particles to the gold surface here as compared to particles expected to float
above the surface in case of the experiments reported by Brunner, both systems behave rather
similar. The more rigid tethering of the particles on the surface will reduce the lateral mobility
of the particles significantly. Based on theoretical expectations this should result in a
broadening of the extrema found in the g(r) function,®® which is well in line with the

comparison of the experimental results by Brunner et al. and the results presented here.

[()
y-offset: P/A [um™]

r/d
Figure 6: Mean g(r) functions of the groups of SEM images at different surface coverages.
The offset of the g(r) functions is the surface coverage of the corresponding SEM images P/A
in particles/um?, which is plotted on the y-axis. On the x-axis, the center to center distance r
is plotted in particle diameters d. The thin horizontal lines mark g(r) = 1 for the different

coverage. For clarity, the g(r) functions in the coverage series are plotted with alternating

symbols.

At this point, it is interesting to compare the results of the g(r) function more closely to those
of the nearest neighbor distributions discussed above as a function of coverage. Figure 7a)

shows the position of the maxima observed in the nearest neighbor distributions as well as the
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g(r) functions as a function of coverage. For the nearest neighbor distributions, we have
shown the values determined from the analysis of individual images (open circles) and the
ones obtained analyzing the same set of images used to determine the g(r) functions (red
crosses). It is readily seen that the maxima of the g(r) functions (blue crosses) are found at
higher distances as compared to the nearest neighbor distribution. This is readily understood
by the fact that additional neighbors with slightly higher distances contribute to the g(r)
function, which shifts the maximum to larger values. It is also interesting to observe that in
the coverage range where we observe a clear maximum in the g(r) functions the maxima
found for both distributions drop almost parallel and follow the expected trend for an ideal
lattice (red dashed line in Figure 7a). The latter is shifted to larger distances as expected for

imperfectly ordered systems.
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Figure 7: a) Positions of the maxima determined from the nearest neighbor distance
distribution of individual images (open circles) and averaged image set (x) as well as the
averaged g(r) function (+) (the same set of images are used) as a function of surface
coverage in particles/um?. The relative surface coverage of the experiment is given on the
upper x-axis where the highest observed coverage of 9.1 particles/um? is set to 100%. The

dashed curve represents the expected interparticle distance of an ideal square arrangement at
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the corresponding surface coverage. b) Averaged pair correlation functions g(r) as filled
circles and scaled nearest neighbor distributions (using the same set of images) as open
circles plotted against the distance r in units of the particle diameter d. The x-axis at the top
shows the distance r in nm. The plots from I to 5 correspond to particle densities of 0.6, 1.5,

2, 2.6 and 3.4 particles/um’, respectively.

For coverages below 5 particles/um? the g(r) functions lack clear evidence for a maximum,
which is most likely due to the insufficient signal to noise ratio of the data as the nearest
neighbor distributions still exhibit a maximum. The position of the maxima extracted from the
nearest neighbor distributions with coverages below 5 particles/um? deviates strongly from
the expectations based on an ideal crystalline arrangement. In fact, the position of the
maximum is shifting only slightly from about 2.5 times the particle distance at 6 particles/pum?
to about 2.75 times the particle distance at 1.7 particles/um?. At the lowest coverage (0.6
particles/um?) a determination of the position is associated with significant errors, hence it is
not added to this graph. The behavior is well in line with the expectation based on a repulsive
interaction, which tends to create an ordered structure to minimize the total energy. This
ordering effect is counteracted by thermal energy, which tends to obliterate the order. The
distance dependence of the repulsive potential will determine the position of the maximum of
the nearest neighbor distribution. In the limit of very low coverage this potential will be the
pair potential, because the likelihood of having a third particle in comparable distance to
contribute significantly to the potential becomes very small. A comparison of the g(r)
functions (filled circles) with nearest neighbor distributions (open circles) shown for the
lowest coverage in Figure 7b) allows to elucidate the question at which surface coverage three
body interactions start to contribute. Again a horizontal line indicating g(r) = 1 is added to
each g(r) function to indicate the statistical expectation. The nearest neighbor distributions are

scaled to facilitate a direct comparison with the g(r) functions. For the lowest coverage, the
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g(r) function and the nearest neighbor function share the same noise pattern up to distances of
about 6 times the particle diameter, while this is no longer true for the two highest coverages
corresponding to 2 and 2.6 particles/um?, respectively, for which differences are already
visible in the raising edge of the functions close to r/d = 2. For the two intermediate coverage
intimate similarity of both curves is restricted to a smaller distance range, however, the
similarity extends up to about 3 - 3.5 times the particle distance. From the similarity of the
fine structure of both distributions at the lowest coverage, it is possible to conclude that the
g(r) function is solely determined by particle pairs up to large distances. Therefore, the g(r)
function obtained from the lowest coverage preparations should represent the ordering effect
of the pair potential between two particles. A more quantitative measure of the pair potential
can be obtained by using a relation known from statistical mechanics, which relates the radial

distribution function g(r) with the corresponding potential u(r) according to:!" 333

g(r) =exp (— (1)

)

In the limit of low coverage, the potential u(r) is the pair potential between two particles,'!> 3>

33 which was shown to be the case for the lowest coverage investigated here.

Figure 8a) shows a g(r) function (black) derived from a set of images with a particle density
of 0.6 particles/um? as a function of the distance r in units of the particle diameter d. The blue
graph in a) shows data from Brunner et al.” for the system discussed above. It is important to
note that the data from Brunner et al. corresponds to a covered area of 2.9 % while the data
presented here correspond to a covered surface area of about 1%. To improve the signal to
noise ratio, the bin size has been doubled (40 nm) compared to the plot shown in Figure 7. As
discussed above the peak observed at around r/d = 1 in Figure 7, is related to particle
aggregates. These aggregates have been removed from the data set because spurious

contributions of these aggregates have been found to corrupt the analysis in terms of the pair
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potential. Therefore, the g(r) function shown in Figure 8 lacks the peak around r/d = 1. The
g(r) function is zero up to r/d = 1.5. Correspondingly, the potential would have to be infinity,
which is physically incorrect but a consequence of the limited statistics of the data set. The
g(r) function raises above r/d = 1.5 and scatters around g(r) = 1 for values larger than 2.2. For
the given signal to noise ratio of the data it remains an open question if the maximum around
3 — 3.5 times the particle diameter, which is in line with the expectations based on the nearest

neighbor distribution, is real.
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Figure 8: a) The black graph represents the averaged g(r) function for the lowest coverage of
0.6 particles/um?, corresponding to a coverage of 1.0 % of the surface area; the horizontal
line marks g(r) = 1; the blue graph is the g(r) function adapted from Brunner et al.’ with a
surface coverage of 2.9 %, which was the lowest coverage investigated. b) potentials u(r)
derived from the g(r) function plotted in a) by means of equation (1) against the particle

distance in units of its diameter d.

The g(r) function adapted from the data published by Brunner at al.” exhibits a very good
signal to noise ratio, hence no significant impact of the statistics is expected for the calculated
potential u(r). In comparison with the data presented here, the onset of the g(r) function for
the larger (3 um diameter), floating sulphate-terminated polystyrene particles particles of

Brunner et al. is shifted to larger distances starting to deviate from zero for distances close to
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twice the particle diameter. The blue curve raises steeper than the data presented here and
exhibits a clear maximum before it settles around g(r) = 1 for distances above 4 times the
particle diameter. Simulations (data not shown) can be used to see that the size of the
maximum is dependent on coverage. As the coverage is about three times the one of the data
presented here a direct comparison is difficult. More importantly, we have seen above that at
this coverage already three body interactions play a role, which will increase the repulsive
potential with respect to the two-particle case. In case the pair potential would be the same for
both systems one would still expect a more repulsive potential for the data obtained by
Brunner. The calculated potential curves u(r) using equation (1) are plotted on the same
distance axis in Figure 8b). The pair potential derived from the black g(r) function drops from
3.5 kT at a distance of about 1.75 times the particle distance to values around zero at r/d = 2.5.
The potential derived from the blue trace in Figure 8 a) shows a much steeper increase with
decreasing distance compared to the black graph. Both potentials show a slight minimum due
to the maximum in the g(r) functions. The limited signal to noise ratio of the data presented
here, in particular the rather small number of occurrences determining the first two points of
the g(r) function deviating from zero just below r/d = 2 leads to a significant error estimated
to be about 0.5 kT in the absolute value of the pair potential at low distance. Nonetheless, the
potential created from the data published by Brunner et al. is significantly steeper than the one
extracted from the data presented here. As discussed above this effect is partially due to the
contributions of three body interactions influencing the potential for the coverage
corresponding to the blue trace. Brunner et al. determined the effective charge of their
particles within the DLVO theory to be around Zetr = 2-10® and a salt concentration of 0.3
uMol. If one would assume the same charge density for our particles with a 500-fold smaller
surface of the particles it is impossible to fit the measured data. For an ion concentration in
pure ethanol expected to range in the lower umol range* the effective charge has to be about

one order of magnitude larger than found for the polystyrene particles investigated by
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Brunner et al., which correspond to a charge density impossible to accomplish on the surface
of the silica particles by binding of amino ligands. It has, however, to be emphasized that the
simple DLVO theory describes the repulsion between two charged particles in an isotropic
solution, while the silica nanoparticles are tethered to a metal being subject among others to
image charge effects, which complicates a theoretical description of the situation

considerably.

In summary, a combination of in-situ monitoring by QCM-D and subsequent structural
elucidation of non-close-packed layers of monodisperse, positively charged, AHAPS
functionalized silica nanoparticles allowed to gain new insights into the adsorption process,
the dynamics on the surface and the electrostatic pair potential of the particles. From the
detailed correlation of QCM-D and SEM results, it was possible to show that the silica
nanoparticles multivalently tethered on the gold surface remain laterally mobile on the
surface. Different statistical methods used to analyze the arrangement of the particles on the
surface show that the particles repel each other as expected based on the positive surface
charge introduced by the AHAPS ligands, which leads to the formation of non-close-packed
layers. With increasing coverage, the surface structure compresses which influences the
characteristic maxima of the radial distribution functions namely the nearest neighbor
distributions as well as the pair correlation functions. The behavior of the maxima with
coverage allows to clearly discriminate between regime in which open adsorption sites are
easily found and one where the layer compresses upon increasing coverage, which is directly
reflected in the adsorption kinetics. A detailed analysis of the pair correlation function allows
to conclude that the repulsion between the particles observed for the lowest coverage is
governed by two-particle pair potential. The latter could be obtained from the pair correlation
function and was compared to results from literature and expectation based on simple DLVO

theory, which was successfully used to describe the pair potentials. It turned out that DLVO
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theory is not capable to describe the present system at least qualitatively, which is thought to

be due to the metallic surface used to bind the particles complicating the description of the

system significantly.
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5.3 Controlling the Interaction and Non-Close-Packed Arrangement of
Nanoparticles on Large Areas

Madlen Schmudde, Christian Grunewald, Christian Goroncy, Christelle N. Noufele, Ben-

jamin Stein, Thomas Risse,* und Christina Graf*

5.3.1 Zusammenfassung

Unter dem Aspekt aktueller Relevanz geordneter und nanostrukturierter Oberfldchen in
der Industrie und Wissenschaft ist insbesondere die Weiterentwicklung und Optimierung
der Herstellungsverfahren ein aktuelles Forschungsthema. In diesem Artikel wird eine
einfache Methode vorgestellt, mit der sich grofiflachige, geordnete Strukturen aus positiv
geladenen, monodispersen Nanopartikeln (& 118 - 162 nm) herstellen lassen. Die Partikel
bestehen aus Silica und sind durch eine AHAPS-Funktionalisierung mit Aminogruppen
versehen und damit positiv geladen. Die von den Partikeln gebildete Monolage ist nicht
dicht gepackt und ist iiber Zentimeter grofle Bereiche geordnet. Die Ordnung entsteht
im Wesentlichen durch die elektrostatische Abstoffung der Partikel, verbunden mit der
Wechselwirkung zwischen Partikel und Oberflache. Das Trocknen der Oberfldche ist da-
bei entscheidend fiir die Ordnung der Partikelstruktur. Zur Vermeidung von Aggregaten
werden die Kapillarkrifte durch einen sehr langsamen, kontrollierten Trocknungsprozess
aus Ethanol minimiert. Durch die Variation der Wechselwirkung der Partikel zur Oberfla-
che kann gezeigt werden, dass tiber Amidbindungen kovalent an einen SAM gebundene
Partikel unempfindlich gegeniiber der Trocknung sind. Die so pradparierten Oberflichen
konnen schnell in Wasser getrocknet werden. Die geordneten Strukturen nicht dicht ge-
packter Partikel konnen als einfach herzustellendes Templat fiir weitere Anwendungen
genutzt werden, was mit der Anlagerung grofierer Polystyrolpartikel (J 368 14 nm)

demonstriert wurde.
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5.3.2 Eigenanteil

Die QCM-D-Messungen, die Funktionalisierung der Goldoberfldche, die Bestimmung der
Rauheit der Goldoberflache sowie die Berechnung der Verteilungsfunktionen wurden von
mir durchgefiihrt. Die Auswertung der REM- und QCM-D-Messungen sowie Diskussio-

nen und Beitrdge zum Entwurf des Papers erfolgten gemeinsam mit Madlen Schmudde.

5.3.3 Artikel

Reprinted with permission from M. Schmudde, C. Grunewald, C. Goroncy, C. N. Noufele,
B. Stein, T. Risse, C. Graf, ACS Nano 2016, 10, 3525-3535. Copyright 2016 American Chemi-
cal Society.

DOI: http:/ /dx.doi.org/10.1021/acsnano.5b07782.

112


http://dx.doi.org/10.1021/acsnano.5b07782

www.acsnano.org

Controlling the Interaction and Non-Close-
Packed Arrangement of Nanoparticles on

Large Areas

Madlen Schmudde, Christian Grunewald, Christian Goroncy, Christelle N. Noufele, Benjamin Stein,

Thomas Risse,* and Christina Graf*

Institut fiir Chemie und Biochemie, Physikalische und Theoretische Chemie, Freie Universitit Berlin, Takustrafle 3, D-14195 Berlin,

Germany

© Supporting Information

ABSTRACT: In light of the importance of nanostructured
surfaces for a variety of technological applications, the quest
for simple and reliable preparation methods of ordered,
nanometer ranged structures is ongoing. Herein, a versatile
method to prepare ordered, non-close-packed arrangements
of nanoparticles on centimeter sized surfaces by self-
assembly is described using monodisperse (118—162 nm
@), amino-functionalized silica nanoparticles as an explor-
atory example. It is shown that the arrangement of the
particles is governed by the interplay between the
electrostatic repulsion between the particles and the
interaction between particles and surfaces. The latter is

Drying 9 Polystyrene
l —_—— O Nanoparticles

Ty o

Quartz Crystal
Microbalance

tuned by the properties of the particles such as their surface roughness as well as the chemistry of the linkage. Weak
dispersive interactions between amino groups and gold surfaces are compared to a covalent amide linkage of the amino
groups with carboxylic acid functionalized self-assembled monolayers. It was shown that the order of the former systems
may suffer from capillary forces between particles during the drying process, while the covalently bonded systems do not.
In turn, covalently bonded systems can be dried quickly, while the van der Waals bonded systems require a slow drying
process to minimize aggregation. These highly ordered structures can be used as templates for the formation of a second,
ordered, non-close-packed layer of nanoparticles exemplified for larger polystyrene particles (@ 368 + 14 nm), which
highlights the prospect of this approach as a simple preparation method for ordered arrays of nanoparticles with tunable

properties.

KEYWORDS: non-close-packed monolayer, self-assembly, nanoparticles, silica, QCM-D, electrostatic interaction

rdered, but non-close-packed two-dimensional nano-
O structures are highly desired systems in many fields of

application. They can be used for sensing substrates
which require non-close-packed arrangements in order to
prevent cross talk between the features.' Other applications are
found in such different scientific fields as antireflection
coatings,"” tunable superhydrophobic surfaces,” surface plas-
monic devices,* or as model systems for interaction studies.’
Especially, such ordered, non-close-packed structures are highly
versatile templates for the preparation of complex two-
dimensional nanostructures such as mesoscopic gold and silver
rings’ or silicon rings by colloidal lithography” as well as for the
generation of patchy or hybrid particles® and heterogeneous
microshells” or for the preparation of porous membranes.'’
Moreover, they can serve as templates for the preparation of
non-close-packed colloidal crystals. Such structures are highly
attractive because they possess a wider photonic band gap than

v ACS Publications  © 2016 American Chemical Society 3525

close-packed crystals, making them important materials for
photonic devices such as all-optical chips,11 optical switches,?
and light-emitting diodes."’

In the past, numerous procedures were developed to obtain
two-dimensional, highly ordered, but close-packed crystals of
nanoparticles like convective self-assembling,'* floating-trans-
ferring technique,'® spin coating,'® or the Langmuir—Blodgett
technique.'” In contrast, despite the diverse and important
applications of non-close-packed arrangements of nanoparticles
highlighted above, the current possibilities for the fabrication of
such structures are rather limited (see Table 1). Non-close-
packed structures were obtained by plasma etching®'® or
reactive ion etching19 of close-packed monolayers, which is
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Table 1. Methods for Preparing Non-Close-Packed Structures

method advantages

Etching of close-packed
structures

Adjustment of the lattice spacing and the final
nanoparticle size

Deformation of elastomeric
substrates

Adjustment of the lattice spacing
Spin coating

Direct assembly on the substrate

Assembly at liquid—air
interfaces

Adjustment of lattice spacing
Preparation of structured surfaces possible

Assembly at liquid—liquid
interfaces

Adjustment of lattice spacing
Template-directed assembly ~ Preparation of complex structures possible

Assembly by using optical
tweezers

Adjustment of lattice spacing
Preparation of uncommon structures possible
Convective self-assembly Adjustment of lattice spacing

Direct assembly on the substrate

disadvantages references
Reduction in particle size 8, 18, 19
Change of particle morphology and surface
Requires a plasma chamber or other etching apparatus
Restricted to certain types of particles
Transfer of close-packed nanoparticle layer to a stretchable substrate 20, 21
needed
Transfer from elastomer to a surface needed
Interparticle distances not adjustable 22
Subsequent polymerization necessary to preserve the non-close-packed
structure
Subsequent transfer to solid substrate with appropriate adhesive layer 23
required
Restricted to appropriate particles 24
Requires subsequent transfer to a solid substrate
Template is needed 25, 26
Restricted to small areas 27, 28
Requires optical tweezers
Requires specific polyelectrolyte-functionalized particles 29

Fairly ordered structures only within a few micrometers, no long-range
ordered structures possible

based on a reduction of the individual particle size. Starting
from a close-packed layer, a separation of the particles can be
alternatively achieved by mechanical elongation if an
elastomeric substrate is used as a support for the close-packed
layer.”>*" In addition, spin coating of colloidal particles with
polymeric additives being removed afterward,” the assembly of
particles at the liquid—air™ or liquid—liquid interface® with
subsequent transfer of the ordered layer to a solid substrate,
template-directed assembly of nanoparticles on surfaces™*° or
the use of optical tweezers””*® have been used to produce such
system.

However, there are significant limitations to the currently
available methods (see Table 1). All of these methods are either
multistep processes where further modifications after the self-
assembling process are needed or they require the use of
complex instrumentation such as optical tweezers rendering
them labor and in many cases cost-intensive and making their
reproduction often challenging.lfl&lg*28 Post treatments such
as etching techniques are potentially difficult to apply if
particles with well-defined properties such as magnetism,
optical properties or surface chemistry are to be used and
also restricted to several materials like polystyrene which is also
often used.”'®'® Moreover, several of the above-mentioned
techniques are restricted to the preparation of small areas
only. 27?8

Compared to these complex approaches, the simplest way
would be the direct self-assembly of nanoparticles from
dispersion on a surface as it is standard for the preparation of
close-packed colloidal crystals. The self-assembly of an ordered,
non-close-packed arrangement of particles requires repulsive
forces between the particles, which is readily introduced by a
surface charge of the particles. While the formation of an
ordered, non-close-packed arrangement of the particles in
solution is rather straightforward if the Coulomb repulsion is
sufficiently large as compared to the thermal energy, the
stability of such a structure outside of the solution depends
strongly on the ratio between the interaction of the particles
with the surface on the one hand and the capillary forces acting
between particles during drying on the other hand. As the latter
can be rather strong, the systems tend to form close-packed

3526

aggregates during drying.30 Morisada et al. recently succeeded
in overcoming these attractive capillary forces during drying in
a convective self-assembly process of silica nanoparticles by
coating their nanoparticles with cationic polyelectrolytes which
provide strong interparticle repulsive forces. However,
structures of moderate order were limited to a few micrometers.
Ordered structures on longer scales could not be achieved.”

A quartz crystal microbalance with dissipation monitoring
(QCM-D) is a widely used technique for studying processes at
interfaces based on the piezoelectric properties of a quartz
sensor. By applying an alternating electric field to an
appropriately oriented quartz crystal (eg, an AT-cut sample)
a mechanical oscillation of the crystal with a characteristic
resonance frequency is induced. The resonance frequency
changes when mass is adsorbed on the surface of the
crystal.>** In a QCM-D experiment, the energy dissipation
parameter (D) is determined additionally, which is defined as
the loss of energy per oscillation period divided by the total
energy stored in the system. D provides information on the
viscoelastic properties of adsorbed layers.

Here, we present a new approach for the preparation of non-
close-packed arrangements of nanoparticles using positively
charged silica nanospheres deposited on gold and function-
alized gold surfaces. The surfaces were prepared on a QCM-D
chip, which enables an in situ monitoring of the adsorption
process. The self-assembled nanoparticles deposited on the
different surfaces were dried subsequently and analyzed by
scanning electron microscopy (SEM). The capillary forces
present during the drying process tend to aggregate the
particles. The efficiency of the aggregation strongly depends on
the interaction strength between particle and surface. It is
shown that the latter can be controlled by the surface
morphology of the particles. The impact of a change in the
interaction between the particles and the surface was also
elucidated by comparing weakly interacting amine function-
alized silica particles on gold surfaces with silica particles bound
covalently to functionalized gold surfaces using amide linkages
between the amine and a carboxylic acid functionality of a self-
assembled monolayer. Furthermore, the arrays of non-close-
packed silica particles can be used as templates for the

DOI: 10.1021/acsnano.5b07782
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Table 2. Summarized Data Obtained for the QCM-D Measurements of Rough and Smooth Amino-Functionalized Silica

Colloids on a Gold Surface

NP dsem R dprs zeta-potential
[nm] [nm] [nm] [mV]
rSiNP 137 + 4 20 £ 05 140 £ 3 S9+S
sSiNP 136 + 4 09 +03 147 £ 5 52+6

NN-distance”

Af AD Pa

[Hz] [ppm] [nm] [particles per ym?]
=330 + 5§ 28+ 1 313 + 34 72 +02
—409 + S 36+ 1 300 + 29 82 + 03

“Root-mean-square roughness. “Nearest neighbor distance between the particles.

subsequent self-assembly of a second type of nanoparticles
exemplified using polystyrene nanoparticles. Due to the
versatility regarding the possible types of particle and substrates
and the simple and fast assembly of the particles directly on the
substrate without postprocess treatments, this procedure offers
many advantages over already existing methods.

RESULTS AND DISCUSSION

Arrangement of Particles from Ethanol on a Gold
Surface. Monodisperse silica nanoparticles of 137 + 4 nm
diameter were prepared in a stepwise process in water by the
Hartlen method.”> Using small cores (20 + 2 nm diameter)
synthesized by the procedure according to Hartlen et al.* in a
seeded growth process in ethanol based on a modified Stober
method™* yielded silica nanoparticles of 136 + 4 nm diameter.
The surface of both types of particles is functionalized with N-
(6-aminohexyl)aminopropyltrimethoxysilane (AHAPS) turning
the initially negative zeta potentials of the particles into highly
positive ones (see Table 2). In contrast to the smooth surface
of the particles obtained by the Stober-like growth process, the
surface of the particles grown by the Hartlen method is visibly
rough (see Figure 1). For the rough particles, a root-mean-
square (RMS) roughness (Rq) of around 2 nm was obtained,
whereas the smooth particles exhibit a RMS roughness of
around 1 nm (see Table 2). According to a cryogenic
transmission electron microscopy (cryo-TEM) study of
Carcouét et al, the formation of monodisperse silica nano-
particles prepared by a modified Hartlen procedure (lysine was

Figure 1. SEM images of the surface morphology of silica
nanoparticles with (A) a shell grown in a Stber-like growth
process”* and (B) synthesized according to the Hartlen method.>

3527

used instead of arginine) occurs through an association process
of small seed particles. In contrast, a molecular growth
mechanism leading to the formation of a silica shell on the
silica seed particles is suggested for the Stober-like growth
process.”> >’ The difference in the surface morphology
between particles synthesized by the Hartlen process in water
and by the Stober-like growth process in alcohol can be
explained by different silica condensation reactions: In water,
irreversible Si—O—Si bonds are formed due to condensation
and particles with relatively rough surfaces result, whereas in
alcoholic solution, alcoholate (SiOR) and hydroxyl (SiOH)
groups can exchange resulting in a smooth surface due to a
relaxation mechanism.*®

Both types of particles were self-assembled from ethanol on
the gold surface of QCM sensor chips whose R; was
determined by STM to be 0.7 + 02 nm.” During the
QCM-D experiments, the changes in frequency (Af) and
dissipation (AD) were measured as a function of time for
different overtones, which allows to monitor the adsorption
process of the particles on the surface of the sensor. For the
discussion within this report, the third overtone is presented.
Higher overtones show the same qualitative behavior; however,
the active area probed by the sheer mode of the quartz crystal
decreases with increasing overtone.*”*" The ethanolic nano-
particle dispersion was injected in the QCM-D flow chamber
until Af stabilizes, which corresponds to saturation coverage."”
Subsequently, nonbound colloidal particles were removed by
flushing the cell with pure ethanol. No change in frequency is
observed during this process indicating irreversible binding of
colloids on the gold surface (see typical QCM-D measurements
in Figure 2). Although the bond of amines to gold is known to

0 10 20 30 40 50

t [min]

Figure 2. QCM-D measurements of the binding process of amino-
functionalized silica nanoparticles with rough (solid curve, @ = 137
+ 4 nm) and smooth (dashed curve, @ = 136 + 4 nm) surface
morphology on a gold surface.

be weak with a binding energy between 14.2 and 38.5 kJ/mol in
aqueous solution,” the simultaneous formation of multiple
amine—gold bonds between each nanoparticle and the gold
surface makes the overall binding strength per particle high
enough to create an adsorbate layer, which remains unchanged
during the washing process. This observation also shows that a

DOI: 10.1021/acsnano.5b07782
ACS Nano 2016, 10, 35253535
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Figure 3. SEM images of the two-dimensional arrangement of (A) rough (@ = 137 + 4 nm) and (B) smooth (@ = 136 + 4 nm) amino-
functionalized silica nanoparticles on a gold surface. These images are typical for 90% or 50% of the surface of the QCM chip, respectively
(see main text for further explanation). The corresponding histograms show the distribution of nearest neighbor distances of (C) rough and

(D) smooth particles in these regions.

Figure 4. SEM images of aggregates of amino-functionalized silica nanoparticles with (A) rough (@ = 137 + 4 nm) and (B) smooth (0 = 136
+ 4 nm) surface morphology on a gold surface visible in the center of the QCM-D chip. These images are representative for the situation in
10% or 50% of the total surface area of the chip, respectively. The insets are enlarged views of the images.

possible desorption reaction would be very slow; hence, there is
no adsorption/desorption equilibrium at saturation coverage.

In Figure 2, typical examples of QCM-D measurements of
the adsorption of rough (solid curves) and smooth (dashed
curves) amino-functionalized silica nanoparticles are shown.
The data obtained from the measurements are summarized in
Table 2. The colloids with the rough surface (rSiNP) show a
total change in Af of =330 + 5 Hz after 30 min. The total
change in Af of the particles with the smooth surface (sSiNP)
after the same time is significantly higher (—409 + S Hz). A
large difference is also found for the change in dissipation AD:
For the rough nanoparticles, the total change in AD is 28 + 1
ppm, whereas for the colloids with the smooth surface, a total
value for AD of 36 + 1 ppm is obtained. SEM images of the
sensor chips are analyzed in the following section to explain
these differences.

SEM images of the dried QCM chips show an ordered, non-
close-packed arrangement of the particles (see Figure 3A,B).
The formation of such a structure occurs due to several factors:
Initially, the nanoparticles in dispersion are separated through
electrostatic repulsion because of their highly positive zeta
potential (see Table 2). This repulsion between the particles
leads to a non-close-packed arrangement of the particles on the
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surface. During the subsequent evaporation of the solvent,
these interparticle distances are preserved because of the
multivalent amino—gold interactions. As earlier work suggests
that the process of drying is a key factor for obtaining non-
close-packed arrangements of colloids from solution**** and
due to the observation of an augmented amount of aggregates
after drying, a slow drying process was chosen to prevent the
particles from aggregation. Since a QCM-D was used for
observing the adsorption of the nanoparticles on the surface, it
is also reasonable to use this device for a slow and controlled
drying process by passing air through the flow chamber with a
flow rate of 200 pL/min. Under these conditions, the drying
process takes several hours, whereas removal of the QCM chip
from the flow chamber and simply drying it on air takes only
about a minute. The oscillation of the quartz crystal does not
influence the arrangement of the colloids on the surface as
verified by several control experiments. Comparing the SEM
images (in Figure 3) reveals a significant difference between the
two-dimensional structures formed by particles with rough and
smooth surface morphology, respectively. Particles with a rough
surface show a regular arrangement over a very large fraction of
the sensor area (ca. 90% of the gold surface which is equal to
0.7 cm?, see Figure 3A, for the discussion of the region with

DOI: 10.1021/acsnano.5b07782
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Figure 5. (A) Normal drying process of smooth colloidal particles resulting in (partial) aggregation and (B) friction-supported controlled

drying successfully preventing aggregation.

aggregates: see below and Figure 4A). In this region, only a few
(around 2%) two-dimensional aggregates consisting of 2—4
colloids are found. The colloids have a nearest neighbor
(center-to-center) distance of 310 + 30 nm. The distribution of
the nearest neighbor distances of around 6700 particles
determined from 26 different SEM images of the same
QCM-D chip sampled over the entire surface is shown in
Figure 3C, which is a typical result found for several
experiments. The small peak at around 140 nm matching the
average diameter of the nanoparticles corresponds to the low
number of small aggregates. In contrast, the QCM-D chip
covered with particles with a smooth surface shows significantly
more aggregates (around 18%), although the zeta potential of
both systems is comparable (see Table 2). Only about 50% of
the QCM-D sensor surface is covered with a regular
arrangement of the smooth colloids, which is equal to 0.4
cm?® (see Figure 3B, discussion of the region with aggregates:
see below and Figure 4B). The nearest neighbor (center-to-
center) distance of the particles in those well-ordered areas was
determined to 300 + 29 nm. The latter value, as well as the
corresponding nearest neighbor distance distribution (see
Figure 3D), was obtained by analyzing 17 different SEM
images of ordered areas on the same QCM-D chip (in total
around 5100 particles). The smooth particles exhibit a particle
density per area of 8.2 + 0.3 particles/um?* whereas for the
rough particles, a value of 7.2 + 0.2 particles/um? is calculated
(see Table 2), which is about 12% lower. The corresponding
frequency change Af of the rough particles is 19% lower as
compared to the smooth ones. This discrepancy is due to the
different adsorption properties of the two systems as the
frequency change of a QCM experiment in solution is
weighting not only the mass of the particles, but also solvent
molecules coupled to the nanoparticles. The corresponding
effects have been investigated in detail for the current systems
in a preceding publication.46

Additional investigations using smooth silica nanoparticles of
smaller (118 + 3 nm) and larger (162 + 4 nm) diameter show
an increasing nearest neighbor distance with increasing particle
diameter (see Supporting Information). In this way, an
adjustment of the interparticle distances is possible since the
particle interaction energy decreases with decreasing particle
size as shown by arranging latex particles at the water/octane
interface.”” The scaling of the interparticle distance with the
particle diameter is also assumed in theoretical work using
Brownian dynamic simulations.*®

3529

For all experiments using rough particles, one small,
continuous area is found on the sensor chip (about 10% of
the total area), which has a significantly higher number of
aggregates (Figure 4A). In case of the smooth particles, this less
ordered, continuous zone occupies around 50% of the gold
surface (Figure 4B). The SEM images of areas with an
increased amount of aggregates show significant open space
around the particles; however, the average particle density is
identical to that found on the ordered parts of the sample
(Figure 4). This area is typically located in the center of the
QCM sensor chip coinciding with the thinnest region of the
QCM flow chamber. As a consequence of the increased solvent
layer thickness toward the edge of the QCM chip, ethanol
evaporates from the rim toward the center of the crystal where
the lateral capillary forces between the particles are maximal.
This observation suggests that the observed formation of
aggregates is an effect of the drying process, where the capillary
forces cause the formation of oligomers of particles on the
surface, which then become stable against further movement by
the capillary forces, as seen by the fact that there is no
mesoscopic mass transfer observed on the surface.

The aggregation of nanoparticles on a surface during a dryin%
process has already been described in detail elsewhere.”
Attractive lateral capillary forces are exerted onto the particles,
if the thickness of the liquid layer is reduced. If the interparticle
distances are small enough so that a liquid film persists between
the particles, these forces become maximal just before the
drying process is completed and, hence, pull the particles
together, so that aggregation results. In addition, the distance
between neighboring particles, as well as the interfacial tension
at the liquid/solid interface, influences the capillary forces being
more efficient for small nearest neighbor distances.”” In the
present experiments, ethanol was used as liquid phase.
Comparison experiments with the rough colloids dispersed in
water showed similar results as obtained in ethanol regarding
the change in Af. However, many aggregates are found after the
drying process in water, and a regular arrangement was
observed only for small areas as compared to experiments using
ethanol. This exemplifies the importance of the surface tension
which is proportional to the magnitude of the capillary forces
and, therefore, causes a reduction of the capillary forces from
water to ethanol by about a factor of 3.**

The aggregation upon drying was found to be more distinct
for the colloids with a smooth surface than for those with a
rough surface, although both systems have the same size and
very similar degrees of surface functionalization and, hence,

DOI: 10.1021/acsnano.5b07782
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surface charges as judged by the zeta potential (see Table 2).
Thereby, an effect of L-arginine on the surface of the rough
particles due to the preparation procedure can be excluded
since L-arginine is removed before the functionalization with
AHAPS by copious purification of the particles (see Supporting
Information), which was confirmed by measuring a negative
zeta potential of —40 + 3 mV, typical for nonfunctionalized
silica particles, before the coating with AHAPS. From these
considerations, it is concluded that the surface roughness is the
key factor, which determines aggregation during drying. In turn,
it can be concluded that rough particles are bound more
strongly to the surface due to additional friction forces, which
hinder the lateral mobility on the surface (see Figure S). From a
simulation of the dynamics observed during a pushing
experiment, Korayem ef al. inferred that smooth particles
with a diameter below 500 nm will slide and not roll on a rough
surface.”’ By using a nanoindenter setup, Fuchs et al. observed
for 10 pm borosilicate microspheres an increase of the sliding
friction coefficient and a decrease of the rolling friction
coefficient with increasing surface roughness for RMS rough-
nesses between 0.3 and 2.7 nm.”" These results are perfectly in
line with the observation presented here suggesting that the
lateral mobility of the particles is due to a sliding motion.

This discussion indicates that for the present system the
stability of the layer against lateral capillary forces can be tuned
to some extend by the roughness of the particles. Despite the
increased binding to the surface for the rough particles and the
efforts being made to reduce the speed of the drying process,
the interaction with the surface is still insufficient to withstand
the largest capillary forces exerted in the center of the chip
indicating the limited range of this additional interaction.

Arrangement of Particles from Water on an 11-
Mercaptoundecanoic Acid Functionalized Gold Surface.
To determine the influence of the binding strength on the self-
assembly of the colloids as well as their stability against capillary
forces during drying, the particles are bound via a strong
covalent amide bond (around 397.5 kJ mol™' for N-
methylacetamidesz) to the surface. A self-assembled monolayer
(SAM) of 11-mercaptoundecanoic acid was prepared on the
gold surface of the QCM sensor chip, which is bonded strongly
to the gold surface (167—209 kJ mol™ )>* and is thus about 1
order of magnitude stronger than typical amino—gold bonds
(see above). The amino functionalized particles were coupled
to the activated carboxylic acid head groups of the SAM from
aqueous dispersion.

The deposition of the rough particles was monitored by
QCM-D along the lines described above (see Figure 6). The
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Figure 6. QCM-D measurement of the binding process of amino-
functionalized silica nanoparticles with rough (solid curve, @ = 137
+ 4 nm) surface morphology on an 11-mercaptoundecanoic acid
functionalized gold surface.

frequency change shows a steep almost linear decrease directly
after the introduction of the dispersion. The curve shows a
reduction of the slope after 15—20 min to later decrease with a
constant, but much reduced slope. The frequency change of the
rough particles on the SAM increases from —330 =+ S Hz found
on the nonfunctionalized surfaces to a value of —268 + S Hz
observed in this experiment. The dissipation curve also shows a
linear behavior at low coverage. After about 15—20 min, the
slope of the curve decreases. In the latter period, the dissipation
increases slightly from 29 + 1 to 32 + 1 ppm. Prior to a
discussion of these results, it is interesting to elucidate the
morphology of the particle layer.

Analyzing the layers of rough particles on the functionalized
surface by SEM (Figure 7) reveals almost no aggregates (0.7%,
around 7300 particles were analyzed) throughout the entire
QCM-D crystal indicating that the covalently bound particles
are more strongly bound to the surface and can withstand even
the largest capillary forces during drying, which is also
consistent with the reduction of the fraction of the aggregates
as compared to the amine bound particles (2% aggregates see
Figure 3C). In contrast to the slow drying process, which was
necessary for the nonfunctionalized gold surfaces (see
discussion above), the present systems were dried within 1
min under a nitrogen stream corroborating the statement
concerning the stability of the system against lateral displace-
ment of the particles. In Figure 7, panels A and B show a SEM
image and the corresponding nearest neighbor distance
distribution, respectively. A monomodal distribution with a
maximum at 370 + 40 nm is found which is shifted by 60 nm to
larger values compared to the nonfunctionalized gold surface.

From the frequency shifts observed by QCM-D (Figure 6)
for the two types of gold surfaces (functionalized and
nonfunctionalized), a reduced coverage with particles is
expected for the functionalized one. This expectation is
supported by the SEM analysis of the corresponding particle-
covered gold surfaces, which yields a particle density of 7.2
particles/ um? for the nonfunctionalized and 5.4 + 0.1 particles/
um? for the functionalized surface. Hence, a reduction of 25%
of the saturation coverage is found on the functionalized Au
surface. It may be noted in passing that the observed frequency
changes scale very nicely with the particle density despite the
fact that the measurements are done in ethanol (non-
functionalized surface) and water (functionalized surface).
This correlation is not trivial, because both systems exhibit a
considerable amount of change in dissipation. For such systems,
viscoelastic effects at the interface between particles and solvent
were shown to be important for the measured Af and AD
values in QCM-D experiments.*** In turn, it can be concluded
that the differences between these effects in water and ethanol
have be to be small.

The initial temporal evolution of the frequency change
observed by QCM-D is in line with the one observed at the
nonfunctionalized surfaces (see Figure 2), suggesting that at the
early stages of the adsorption process there is sufficient open
space on the surface that additional particles can adsorb without
limitations imposed by particles present at the surface, which
gives rise to a constant increase of the frequency change with
time for the given experimental conditions. At a certain
coverage, the void space on the surface becomes a limiting
factor and the adsorption rate drops significantly. In contrast to
the situation on the pure gold (see Figure 2), the QCM-D
traces found for the functionalized surface do not level off, but
show a much reduced but linear slope for the remaining time of
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Figure 7. (A) SEM image of the two-dimensional arrangement of rough (@ = 137 + 4 nm) amino-functionalized silica nanoparticles on an 11-
mercaptoundecanoic acid functionalized gold surface, which is typical for the arrangement on the whole surface. The corresponding
histogram (B) shows the distribution of nearest neighbor distances.

the experiment (up to SO min, see Figure 6). When flushing the
QCM-D chip with water to stop the adsorption process, the
frequency remains unchanged. These observations indicate that
there is a slow but constant rate of adsorbed nanoparticles,
which is in contrast to a simple model of a laterally rigid particle
layer. In case of the nanoparticles adsorbed on the pure gold
surface, we have already shown that the adsorption of the
particles is characterized by two different regimes."® In the first
regime, the particles adsorb on void space on the surface, while
in the second phase, when open area providing adsorption sites
compliant with the Coulomb repulsion is almost removed, the
layer gets compressed, which results in a decrease of the nearest
neighbor distance and an increase of the lateral order within the
layer. The latter process requires lateral mobility of the particles
on the surface, which is conceivable due to the weak
multivalent interaction between the nanoparticles and the
nonfunctionalized gold surface.

The linear decrease of the frequency change at later times in
case of the functionalized gold surfaces suggests that the silica
nanoparticles adsorbed there are laterally mobile, too. This
allows to accommodate more particles than anticipated for a
simple hit and stick process. However, the particles are
covalently attached via amide bonds to the self-assembled
monolayer, which renders this tether stable. The movement of
the particles on the surface would hence require a lateral
diffusion of the particles together with the attached molecules
of the SAM. The lateral diffusion of molecules in a SAM under
a driving potential is well conceivable. SAMs are dynamic
entities as, for example, shown by the ability to exchange
molecules with a solution.”> However, the dynamic of such a
process is significantly slower than the lateral diffusion of the
silica particles weakly bound to the pure gold surface via an
amine functionalization, which gives rise to the slow decrease of
the frequency change of significant periods of time.

In addition to the change in Af, the change in AD behaves
somewhat different for the particles adsorbed onto the
functionalized surface compared to those on the non-
functionalized one: as in case of the nonfunctionalized surface,
AD is first increasing, but then it does not reach saturation but
further increases linearly with significantly lower slope than in
the beginning (see Figure 6). For both, Af and AD of the
functionalized surface, the slope of the curves changes at the
same time supporting the suggested adsorption process of the
particles in the second stage. The final value for AD is 32 + 1
ppm, which is higher compared to the one observed for the
nonfunctionalized surface. The increased value for the change
in energy dissipation is attributed to additional flexibility of the
tether provided by the alkyl chain of 11-mercaptoundecanoic
acid, which is in line with the observations in literature for the
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deposition of silicon nanocrystals with organic acids of varying
alkyl-chain lengths on silica surfaces.*®

So far, only the rough silica nanoparticles were discussed in
detail. The particles with a smooth surface also show on the
functionalized surfaces the absence of a limited area with an
accumulated amount of aggregates confirming their stability
against aggregation driven by capillary forces during the drying
process. However, no reduction of the number of aggregates
could be observed compared to the nonfunctionalized surfaces.
In this regard, one has to keep in mind that in these
experiments a transfer of the particles in water is necessary. The
stability of amino-functionalized particles is in water, in contrast
to ethanol, very sensitive to environmental changes like the rate
of functionalization and is also time-dependent.”” This decrease
in stability can lead to aggregation of particles in dispersion,
which is in line with an increase of the hydrodynamic diameter
(see Supporting Information) which probably results in the
high amount of aggregates on the surface. Regarding the
interparticle distances, no change compared to the non-
functionalized surfaces is observed, and therefore, also the
dependence on the particle size is retained.

Preparation of Mixed Non-Close-Packed Monolayers
Composed of Silica and Polystyrene Nanoparticles. The
layers of rough silica colloids on an 11-mercaptoundecanoic
acid functionalized gold surface can be further used as
templates for the preparation of mixed non-close-packed
monolayers. To this end, an aqueous dispersion of polystyrene
nanospheres with a diameter of 368 + 14 nm and characterized
by a negative surface charge (zeta potential: —21 + 1 mV) was
flushed over the layer of rough silica particles covalently bound
to the functionalized QCM chip. The deposition of the
polystyrene colloids results in a further decrease of the
frequency change observed by QCM from —-237 + S Hz
after the silica nanoparticles adsorption to —283 + S Hz after
adsorption of the polystyrene particles (see Figure 8), which
correspond to a rather small amount of polystyrene compared
to the amount of silica particles. The frequency change of this
system is stable after flushing with water indicating an
irreversible binding of the polystyrene nanoparticles to the
surface. The change in Af is accompanied by a change in AD
from 29 + 1 ppm after deposition of silica colloids to 66 =+ 2
ppm after deposition of polystyrene particles. The ratio of AD/
Af associated with the adsorption of polystyrene particles is
about a factor of 7 higher than that found for the adsorption of
the silica nanoparticles, highlighting the importance of
viscoelastic contributions to the binding of the polystyrene
particles. What is the reason for the increased importance of the
dissipation? QCM-D measurements on functionalized Au
surfaces lacking adsorbed silica nanoparticles show that the
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Figure 8. QCM-D measurement of the binding process of amino-
functionalized silica nanoparticles (@ = 137 + 4 nm) on an 11-
mercaptoundecanoic acid functionalized gold surface with rough
surface morphology and following deposition of polystyrene
nanoparticles (@ = 368 + 14 nm) with negative surface charge.
The arrows indicate (I) end of the adsorption of silica particles/
flushing with water, (II) beginning of the adsorption of polystyrene
particles, and (III) end of the adsorption of polystyrene particles/
flushing with water.

polystyrene particles bind neither reversibly nor irreversibly to
this surface. This is in line with the simple picture that the
interaction between two negatively charged systems should be
repulsive (note that a negative surface charge is expected for the
SAM, too, as the EDC/NHS activation of carboxylate
functionalities is not complete®>).

However, the polystyrene nanospheres adhere to the
positively charged silica nanoparticles adsorbed to the function-
alized surface as visualized by SEM (Figure 9A). The
polystyrene particles, which repel each other due to electro-
static interactions between the negatively charged particles,
form a two-dimensional non-close-packed array on the surface.
The maximum of the nearest neighbor distribution is at a
distance of 1030 + 180 nm (center-to-center) with a minimal
distance between the particle of about 600 nm and a very small
number of aggregates as shown in Figure 9B. The standard
deviation of the distribution is considerably wider (17%) as
found for the underlying silica particles (around 10%). A closer
inspection of the SEM images reveals two different adsorption
geometries. The first are polystyrene particles bound to two
silica nanoparticles with the polystyrene particle bridging the
two silica nanoparticles. In a second class, the polystyrene
particles are bound in the center of three silica particles forming
an almost equilateral triangle (bended adsorption complexes,
see Figure SSC). From simple geometric considerations using a
hard sphere model (see Supporting Information for details), it
can be deduced that the polystyrene particle can interact with

the functionalized gold surface in case the silica nanoparticles
have a minimal distance of about 450 nm for the interaction
with two silica particles (see Figure S6A,B). For the linear
adsorption complexes observed here, an average distance of 480
+ 40 nm between the silica nanoparticles is found. In turn,
most polystyrene particles bound to two silica nanoparticles are
also in contact with the SAM. As seen in the inset of Figure 9A,
bended adsorption complexes are also observed in case the
distance of the silica nanoparticles is smaller than 450 nm
indicating that an interaction with the SAM is also energetically
preferred if the distance of the silica particles would allow for an
interaction with the silica particles only. Within the same
model, the leg length of the equilateral triangles formed by the
silica particles should be at least 390 nm to accommodate the
polystyrene particles such that they can interact with the SAM
surface. For this class of adsorption complexes, an average
nearest neighbor distance of 400 & 32 nm is found, which again
shows that most of the adsorbed triangular complexes the
polystyrene particles will also be in contact with the SAM
surface. These observations are at odds with the simple picture
of two negatively charged surfaces mentioned above, which
gives rise to a repulsive potential due to Coulomb interaction.
First, the system always contains counterions, which will screen
the Coulomb repulsion, and in addition, attractive dispersion
interactions between the polystyrene particles on the one hand
and the SAM on the other contribute to a stabilization of the
particles in contact with the SAM surface, which is, however,
too small to adhere the particles to the functionalized Au
surface in case the strong attractive interaction to the silica
nanoparticles is absent.

CONCLUSION

In this work, the regular, non-close-packed self-assembly of
amino-functionalized silica nanoparticles with smooth and
rough surface morphology on a gold surface due to electrostatic
repulsion between the positively charged particles was achieved
in a QCM-D device. The formation of aggregates during the
drying process, which up to now has prevented the formation
of non-close-packed ordered structures in similar processes,
could be successfully limited by (1) applying a slow drying
process inside the flow chamber of the QCM-D and (2)
exploiting the multivalent interaction between amino groups
and the gold surface and especially frictional forces between the
particles and gold surfaces caused by the surface roughness of
both systems. The latter allows to overcome capillary forces,
which normally cause aggregation in drying processes and,
hence, to obtain extended ordered non-close-packed structures
by this friction-supported controlled drying process.
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Figure 9. (A) SEM image of the arrangement of polystyrene nanoparticles (@= 368 + 14 nm) on an ordered structure of self-assembled
rough, amino-functionalized silica nanoparticles (@ = 137 + 4 nm) on an 11-mercaptoundecanoic acid functionalized gold surface. (B) The
histogram shows the distribution of nearest neighbor distances between polystyrene nanoparticles (center-to-center distance).
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Further, it could be shown that increasing the interaction
strength of the particles with the surface employing covalent
amide bonds decreases the formation of aggregates and allows
for accelerating the preparation process due to the possibility to
dry the surfaces rapidly. This approach provides a facile
procedure to prepare non-close-packed colloidal monolayers. In
addition to the fabrication of non-close-packed nanoparticle
arrays, the combination of QCM-D and SEM can be applied for
monitoring and imaging the extent of interparticle and
particle—surface interactions.

While this concept is shown here for silica nanoparticles as
an exploratory example, the strategy of adjusting Coulombic
repulsion and the interaction strength of the particles to the
surface is readily transferable to many other particle systems,
which can exhibit a wide variety of properties or functionalities.
To this end, the ability to form mixed layers using two different
types of particles additionally highlights the versatility of the
approach to design well-ordered, non-close-packed layers of
particles with tailored chemical or physical properties.

EXPERIMENTAL DETAILS

Synthesis of Monodisperse SiO, Particles with a Rough
Surface. Silica nanoparticles of 137 + 4 nm diameter with a rough
surface were synthesized according to a procedure described by
Hartlen et al* in a multistep growth process (for details see
Supporting Information).

Synthesis of Monodisperse SiO, Particles with a Smooth
Surface. With the use of 20 nm seed particles obtained by the method
of Hartlen in a modified synthesis of Reculusa et al.,** smooth particles
of 136 + 4 nm diameter were synthesized in a one-step procedure (see
Supporting Information). The stepwise growth of three silica shells in
a modified Stdber process®”>>*¢ on silica seed particles of 53 + 3 nm
diameter which were prepared according to the Hartlen method (see
above) yielded particles with a final diameter of 118 + 4 nm and a
smooth surface (see Supporting Information). For obtaining particles
with a diameter of 162 = 4 nm, a fourth shell was grown on these
particles.

Functionalization of SiO, Particles with AHAPS. Silica
nanoparticles diluted in ethanol and ammonia were functionalized
with N-(6-aminohexyl)aminopropyltrimethoxysilane (AHAPS) under
argon atmosphere according to a procedure by Graf et al”’ (see
Supporting Information).

Synthesis of Polystyrene Nanoparticles. Polystyrene nano-
particles of 368 + 14 nm diameter were synthesized by emulsion
polymerization as described by Zhang et al’' (see Supporting
Information).

Functionalization of QCM Sensor Chips with 11-Mercap-
toundecanoic Acid. The gold surface of QCM sensor chips (v, =
495 + 0.02 MHz, Q-Sense, Vistra Frolunda, Sweden) was
functionalized with 11-mercaptoundecanoic acid (4.7 mM) in 80%
ethanolic solution for 12 h. After a rinse with ultrapure water, the
sensor was inserted into the flow chamber of the QCM-D (see below)
and the carboxylic acid groups were transformed into N-
hydroxysuccinimide (NHS) ester groups by passing an aqueous
mixture of 0.05 M NHS and 0.20 M N-(3-(dimethylamino)propyl)-
N'-ethylcarbodiimide hydrochloride (EDC) for 7 min over the surface
with a flow rate of 100 yL/min. Subsequently, the sensor was rinsed
with water and used for the self-assembly studies with nanoparticles.®>

Preparation of Non-Close-Packed Monolayers of SiO,
Particles Using QCM-D. QCM-D measurements were carried out
with a Q-Sense El (Q-Sense) system using a standard flow cell.
Ethanol was flushed through the flow cell for about 20 min at 25 °C
with 100 #L/min prior to adsorption of nanoparticles until a stable
baseline was obtained. Subsequently, the ethanolic nanoparticle
dispersion (0.1 g/L) was injected at a flow rate of 100 y#L/min and
flushed over the gold surface until the change in frequency (Af)
reached a steady state. The QCM sensor chips were subsequently
flushed with ethanol at the same flow rate for another 10 min to
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remove reversibly bound particles. For drying, the sensor chip was left
inside the flow chamber and air was passed through the chamber with
a flow rate of 200 #L/min until the sensor chip was dry as monitored
by the QCM-D response. Several overtones of the frequency change
(Af) and the dissipation (AD) were recorded as a function of time to
quantify the changes in mass and energy dissipation of the deposited
nanoparticles.

For 1l-mercaptoundecanoic acid functionalized surfaces, the
procedure was the same except ultrapure water was used instead of
ethanol in all steps of the process. Sensor chips treated by this process
were flushed for 10 min with water inside the flow cell after the
deposition of the particles, taken out of the device, rinsed again
manually with water, and quickly dried in a nitrogen flow.

Preparation of Mixed Non-Close-Packed Monolayers of SiO,
Particles and Polystyrene Particles Using QCM-D. Mixed non-
close-packed monolayers were prepared on 11-mercaptoundecanoic
acid functionalized gold surfaces. Rough silica nanoparticles were
deposited as described in the previous section. After Af became
constant, ultrapure water was flushed for 10 min through the flow
chamber with 100 yxL/min. Polystyrene nanoparticles dispersed in
ultrapure water were injected at the same flow rate until the change in
Af stabilized. The sample was flushed again with ultrapure water for 10
min. The sensor chip was taken out of the flow cell, rinsed with
ultrapure water, and dried in a nitrogen flow.

Scanning Electron Microscopy (SEM). SEM and STEM images
were acquired on a Hitachi SU8030 EM. SEM and STEM images were
taken with an acceleration voltage of either 30 or 3 kV, respectively, in
the secondary electron (SE) or transmission electron (TE) mode.
Standard STEM images (not shown here) were used for the size
analysis of the silica particles.

Transmission Electron Microscopy (TEM) and Determination
of the Surface Roughness of the Nanoparticles. Samples for
TEM were prepared by dipping carbon-coated copper 400-mesh grids
(Quantifoil) in an ethanolic particle dispersion. TEM images for
roughness analysis were recorded using a Zeiss EM 10 CR microscope
at 80 kV. To minimize radiation damage of the nanoporous silica
structures, all images are recorded in less than 10 s. The root-mean-
square (RMS) roughness of the particles was determined from the
TEM images with the program FIJL

Dynamic Light Scattering and Zeta Potential Measure-
ments. The hydrodynamic diameter of the particles (¢ = 0.1 g/L in
ethanol, unfiltered) and their zeta potential were determined using a
Zetasizer Nano ZS from Malvern Instruments Ltd. The hydrodynamic
diameters are averaged values of a large number of particles, which are
obtained using a cumulant fit of the dynamic light scattering data.
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1. Synthesis of the Nanoparticles

Materials.

Tetraethyl orthosilicate (TEOS, Fluka, 99%), L-arginine (Fluka, 99.5%), cyclohexane (Carl
Roth, 99.5%), ethanol (EtOH, Berkel AHK, 100%), ethanol (EtOH, Fisher Scientific, 96%),
ammonia solution (Carl Roth, 25-27%), N-(6-aminohexyl)-aminopropyltrimethoxysilane
(AHAPS, ABCR, 92%), sodium dodecyl sulfate (SDS, Merck, 85%), sodium dodecyl sulfate

(SDS, Fisher Scientific, electrophoretic grade), 11-mercaptoundecanoic acid (Aldrich, 95%), N-



(3-(dimethylamino)propyl)-N’-ethylcarbodiimide hydrochloride (EDC, Fluka, 98%) and N-
hydroxysuccinimide (NHS, Aldrich, 98%), potassium persulfate (Aldrich, 99%), styrene
containing 4-tert-butylcatechol as stabilizer (Aldrich, 99%) were used as received.

QCM-D sensor chips coated with a gold layer (4.95+0.02 MHz, Q-Sense, Véstra Frolunda,
Sweden) were used as substrates during the self-assembling experiments. Prior to the
experiments the sensor chips were cleaned by 10 min of UV/ozone treatment (Bioforce, Ames,
IA) and immersion in a 2 % aqueous SDS solution for 30 min. Subsequently, they were rinsed
with ultrapure water (18.2 MQ, 25°C) and dried under nitrogen before storage. Right before
usage the sensor chips were treated again for 10 min with UV/ozone.

The reaction vessels utilized in all reaction steps with silica nanoparticles were cleaned before
use with hydrofluoric acid (8 vol %) to remove insoluble deposits on the glass surface. After that
they were copiously rinsed with water.

All redispersion steps of the nanoparticles were carried out in an ultrasonic bath (Bandelin

Sonorex RK512H (215 W, 35 kHz)).

Synthesis of Monodisperse SiO, Particles with a Rough Surface (rSiNP)."

In a 25 mL flask L-arginine (0.05 mmol) was diluted in water (6.9 mL) and a layer of
cyclohexane (0.55 mL) was added. The solution was heated to 60 °C and TEOS (3 mmol) was
dropped quickly to the cyclohexane layer. After stirring for 20 h at 60 °C at 300 rpm particles of
2042 nm diameter were formed. The particles were used as seeds and were grown in five steps to
a final diameter of 130+4 nm. In each growth step, the seed dispersion was used without
purification and was diluted with water to a final concentration of 5 g/L. 2 mM L-arginine were

used in each step. The volumes of TEOS and cyclohexane used in each growth step are given in



Table S1. The particles were separated by centrifugation at 240 g and were redispersed in
ethanol. The nanoparticles were purified by two further centrifugation (240 g) and redispersion

steps. The particles were stored in ethanol for further applications.

Table S1. Amounts of chemicals used for the seeded growth steps of rough SiO, nanoparticles

Growth Diameter seed Volume of TEOS Cyclohexane
step particles dispersion from the
step before

[nm] [mL] [mmol] [mL]
1 2042 7 20.3 5.0
2 34+2 30 67.7 17.0
3 4542 80° 56.9 5.0
4 6743 67° 44.2 5.0
5 88+4 193¢ 37.5 5.0

* Volume contains 54.1 mmol of non-reacted TEOS and 17 mL cyclohexane.
® Volume contains 74.9 mmol of non-reacted TEOS and 22 mL cyclohexane.

¢ Volume contains 96.5 mmol of non-reacted TEOS and 27 mL cyclohexane.

Synthesis of Monodisperse SiO; Particles with a Smooth Surface (sSiNP) by a Modified
Synthesis according to Reculusa.’

Seed particles were synthesized according to the method of Hartlen et al.' described above and
further used without cleaning. 1 mL of this dispersion was diluted with 10 mL of ethanol and 2.2
mL of ammonia were added. A solution of 4.5 mmol of TEOS diluted with 4 mL of ethanol was
added via a peristaltic pump with a pump rate of 1.8 mL/h. The particles were separated by

centrifugation at 240 g and were redispersed in ethanol. The nanoparticles were purified by two



further centrifugation (240 g) and redispersion steps. The particles were stored in ethanol for

further applications.

Synthesis of Monodisperse SiO; Particles with a Smooth Surface (sSiNP2, sSiNP3) by Growing
Stober Shells on Hartlen Seed Particles.”’

The seed particles were used from the Hartlen synthesis without cleaning. The dispersion was
diluted to a concentration of 0.2 g/L. with ethanol and ammonia was added to result in a final
concentration of 2 mM. TEOS was diluted with ethanol in a ratio of 1:4 and was added to the
reaction mixture in 0.5 mL steps every 10 min (see Table S2). For further growth steps the
obtained dispersions were also used without cleaning and the particle and ammonia
concentrations were adjusted as described above. The amount of TEOS, which was added in
each growth step, was calculated so that in each case the volume of the nanoparticles was
doubled. The amounts of the chemicals used for the synthesis are given in Table S2 and S3. The
particles were separated from the reaction mixture by centrifugation at 240 g and redispersed in
ethanol. The nanoparticles were purified by two further centrifugation (240 g) and redispersion
steps. The particles were stored in ethanol for further applications.

TEM images of smooth silica particles with 11843 nm and 16244 nm diameter are shown in

Figure S1.



Table S2. Amounts of chemicals used for the seeded growth steps of smooth SiO, nanoparticles

with a final diameter of 118+4 nm

Growth Diameter Volume of Concentration Ethanol Ammonia TEOS"
step seed seed of the seed
particle dispersion solution
[nm] [mL] [g/L] [mL] [mL] [mmol]
1 5343 10.0 9.52 466.0 22.4 1.5
2 61+3 500 0.39 - 0.1 3.0
3 94+3 240 0.77 250 11.75 3.0

? Volume of TEOS was diluted 1:4 with ethanol

Table S3. Amounts of chemicals used for the seeded growth steps of smooth SiO, nanoparticles

with a final diameter of 162+4 nm

Growth Diameter Volume of Concentration Ethanol Ammonia TEOS"
step seed seed of the seed
particle dispersion solution
[nm] [mL] [g/L] [mL] [mL] [mmol]
1 94+3*% 200 0.77 570 27 2.5
2 105+3 799 0.46 - 1.5 5.3

* Same particles as used in the third growth step in Table S2

® Volume of ethanol in [ml]



Figure S1: SEM images of the surface morphology of smooth silica nanoparticles of (A) 118+3

nm and (B) 162+4 nm diameter.

Functionalization of SiO, Particles with AHAPS.

In an argon atmosphere, a dispersion of silica nanoparticles was diluted with ethanol to a final
concentration of 1 g/L, mixed with ammonia and N-(6-aminohexyl)aminopropyltrimethoxysilane
(AHAPS) (see Table S4) and stirred at 500 rpm for 9 h. The reaction mixture was refluxed for
2 h at 80 °C. The particles were purified by three centrifugation (960 g) and redispersion steps in
ethanol. Subsequently, the functionalized particles were stored in ethanol under argon

atmosphere at 8 °C.



Table S4. Amounts of chemicals used for the functionalization of SiO, nanoparticles

NP Volume of the Mass Volume of AHAPS
Dispersion in EtOH Concentration Ammonia
of NP

[mL] [mg/ml] [mL] [mmol]
rSiNP 208 0.99 9.1 0.13
sSiNP 240 0.27 10.5 0.08
sSiNP2 173 1.00 7.5 0.12
sSiNP3 240 0.31 10.5 0.08

Transfer of AHAPS Functionalized Silica Nanoparticles to Water

For binding the nanoparticles on an 11-mercaptoundecanoic acid functionalized gold surface a
transfer to water is necessary. Therefore, the ethanolic nanoparticle dispersion was diluted with
ultrapure water to 0.1 g/l in an argon atmosphere. The percentage of ethanol in the solution was
between 0.6% and 2.1%. The particle dispersion was ultrasonificated for 5 — 20 min and directly

used.

Synthesis of Polystyrene Nanoparticles’

The emulsion polymerization for preparing polystyrene nanoparticles was performed
according to the method of Zhang et al.’ In a 250 mL three neck round bottom flask 8.2 pmol
potassium persulfate and 8.5 pmol sodium dodecyl sulfate were dissolved in 50 mL ethanol and
20 mL ultrapure water. After the reaction was placed under an argon atmosphere, 8.7 mmol
styrene were added and the reaction mixture was heated to 70 °C und stirred for 9 h at this
temperature. The polystyrene nanoparticles were purified by three centrifugation (941 g) and

redispersion steps in ultrapure water.



2. QCM-D and SEM Measurements on a Non-Functionalized Gold Surface
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Figure S2: QCM-D measurements of the binding process of amino-functionalized silica

nanoparticles with 118+£3 nm (dotted curve) and 162+4 nm (dashed-dotted curve) diameter on a

gold surface.

Table SS5. Summarized data obtained for the QCM-D measurements of smooth amino-

functionalized silica colloids on a gold surface

NP Diameter R, Diameter Zeta- Af AD NN- PA
. . a
(SEM) [nm] (DLS) potential [Hz] [ppm] distance [particles
[nm] [nm] [mV] [nm] per umz]
sSiNP2 118+3 1.2+0.3 141+2 50+4 234545 4141 268429 10.2+0.4
sSiNP3 162+4 1.3+0.4 16943 53+2 -473+5 4041 340432 6.2+0.8

*Nearest neighbor distance between the particles.
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Figure S3: SEM images of the two-dimensional arrangement of (A) 118+£3 nm and (C)
162+4 nm diameter amino-functionalized silica nanoparticles on a gold surface typical for 50%
of the whole surface. The corresponding histograms show the distribution of nearest neighbor

distances of (B) 11843 nm and (D) 162+4 nm particles.



3. SEM Measurements on an 11-Mercaptoundecanoic Acid Functionalized Gold Surface
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Figure S4: SEM images and corresponding histograms of the two-dimensional arrangement of
(A, B) 1183 nm, (C, D) 136+4 nm, and (E, F) 16244 nm amino-functionalized silica

nanoparticles on an 11-mercaptoundecanoic acid functionalized gold surface.



Table S6. Summarized data obtained for the arrangement of smooth amino-functionalized silica

colloids on an 11-mercaptoundecanoic acid functionalized gold surface

NP Diameter Diameter Zeta- NN-
[nm] (DLS) potential  distance®
[nm] [mV] [nm]
rSiNP1 13744 163+7 4142 368+38
sSiNP1 136+4 18745 38+15 317435
sSiNP2 118+3 165+7 2643 274+27
sSiNP3 162+4 201+13 2442 335440

*Nearest neighbor distance between the particles

4. Geometric Considerations Regarding the Position of Polystyrene Nanospheres between
Silica Nanoparticles

In Figure S6A (top view) the limiting case 1 for the position of a polystyrene nanoparticle in
the silica array is shown, where the particle is placed on the center connecting axis of two silica
nanoparticles. The parameters needed for the calculation of half of the minimal center-to-center
distance between two silica nanoparticles dps.s; where a polystyrene nanoparticle placed in-
between them touches the gold surface are shown in Figure S6B (side view). dps.s; is calculated

according to Eq. S1:

dps_si = \/(rsi + 1ps)? — (rps — 75;)? (S1)

In Figure S6C (top view) limiting case 2 is shown, where the polystyrene nanoparticle is

located in the center of an equilateral triangle formed by three silica nanoparticles. By using the
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dps.si the center-to-center distance between the silica nanoparticles is calculated applying the

height in an equilateral triangle (see Eq. S2 — S4):

1
h = E\E dg;—si (52)

3
h = EdPS—Si (53)

By converting Eq. S2 to ds;.s; and using Eq. S3 for 4 one obtains Eq. S4:

dps-si (S4)

3
dsi-si = \/_§

dSi-Si

Figure S5: Geometric considerations regarding the packing of polystyrene spheres (blue
spheres) on top of an ordered array of ordered silica spheres (red spheres): (A) top view of a
polystyrene particle in the middle of the center connecting axis between two silica spheres, (B)
side view of the same situation, and (C) top view of a polystyrene particle which is located in the

center of an equilateral triangle formed by three silica nanoparticles
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