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1 Einleitung

Seit jeher ist es das Bestreben der Menschdieitfrei verfligbareenergieunserer Erde fur

sich nutzbar zu machen. Licht ist dabei als Energiequelle zwar so alt wie das Lekgn selb
alerdings blieb eine aktive Nutzung astriebskraft lange verschlossen. So waren die ersten
naturbetriebenen Maschinen Muh|ehe entweder von Wasser oder Wind angetriebenr wu

den. Die erste Erscheinung von Wasserd Windmuhlen lasst sich dabei auf das 3. Jh. n.
Chr., sowie auf das 12. Jh. €hr. datierefl] Ohne hier zu weit in die Archaologiend
Anthropologie abzuschweifen ist die erste denkbare Nutzung von Sonnenlicht ehan-ein
bewusste, in Form von Warmeder als Lichtquelle fur pflanzliches Wachstum. Als erste
bewusste Anwendung von Sonnenlicht kommt allenfalls die zuféllig entdecktsdt@king

in Brennglasern in Frage, um damit Feuer zu entfachen. Als Pioniere einer Nutzungwon So
nenlicht als technische Energiequelle kdnnen so Alexandre Becquerel und Giacoma- Ciamic
an betrachtet werden. Becquerels Experimente zum photoelektrisch&nh ilfféahr 1839,

bei denen er feststellte, dass der zwischen zwei Elektroden flieRende Strom bei Beleuchtung
grolRer wird als im Dunkeln, sind die Grundlage der Photovoltaik. Im ausgehenden 19. und
Anfang des 20. Jahrhundert, also in einer Zeit, in derirdiastrielle Revolution fossile
Brennstoffe als universelle Energiequelle fir sich entdeckte, machte Ciamician ersie Exper
mente dazu, wie Sonnenlicht als Triebkraft chemischer Reaktionen genutzt werden kann.
Damit legte Ciamician den Grundstein der modarRPhotochemie. Sein im Jahr 1912 imn Sc
ence erschienener Arti kel : 2 iAehe auPdieaiviisath e mi st
rischen Vorzige der direkten Solarenergienutzung gegeniber der Kohleverbrennung hinweist,
ist wohl die ideologische Urvision einer von regenerativen und 6kologisch saubereneEnergi
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guellen angetriebenen, modernen Welt. Wahrend die Photovoltaik, auch durch die Arbeiten
Einsteins zum lichtelektrischen Effekt, im Laufe des0.eine stetige Weiterentwickg

erfuhr, dauerte es bis in die 60er und 70er Jahre, bevor eine erste wissenschaftliche Renai
sance Ciamicians ldee einsetzte, die zunachst wenig beachtet in ihren Kinderschuhen stecken
blieb.[3,4]

Heute, zu Beginn des 21h, gibt es einen breiten gellschaftlichen Konsens der, dass in
Anbetracht der Auswirkungen der extensiven Ausbeutung fossiler Brennstoffe, regenerative
und 6kologisch saubere Energietrager unsere Zukunft sein midaenGrundprinzip der
aktiven Nutzung von Wind und Wasser bt im Laufeder Epochen wenig verandert. So ist
Uber diese Energiequellen hinwdg Photochemie neben der Photovoltaik eines den-wic
tigsten modernen Forschungsfelder, wenn es darum geht Lésungen fir die so genannte Ene
giewende zu finden.

Der Grundgednke einemodernen Photochemie lasst sich dabei in dreierlei Weise verstehen.
Erstens beschreibt sie demdamentalen Ansatdie Energie von Lichals Triebkraft chetin

scher Reatkonen zu nutzen. Ein Aspekt dieser Bestrebishg@s zweitens, Schritt fuschritt
bekannte Reaktionsmechanismen, die oft auf energetisch aufwariderenischer Aktive-

rung basieren, durch 6kologisch sauberere Reaktionen zu ersetzen. Und drittensdiat Phot
chemiedabei immer auch versuglsich konkrete Ablaufe der Natur als heneister zu nie-

men. So nimmbeispielsweisalie kinstliche Photosynthese désrbild des archetypischen
biologischerProzesses schlechthindibertragt ihn auf das Reagenzglas.

Ein Zusammenschluss verschiedener deutscher Wissenschaftsakademien sohidot
2018 in einer Stellungnahme zum Forschungsstand, den wissenscheadtiorschen Herau
forderungen und Perspektiven der kinstlichen PhotosyntBese:[

ADi e Ener gi ev eund kliimajreuntigh zu gestadtént ist eine der groRtes g
sellschaftlichen und wissenschaftlichen Herausforderungen unserer Zeit. Einen moglichen
Beitrag hierzu kénnte die Kunstliche Photosynthese leisten. Bei der Photosynthese handelt es
sich um einen Prozess, bei demeauralleiniger Nutzung von Sonnenlicht als Energiequelle
chemische Energietrdger und organische Wertstoffe produziert werden. Die Forschung zur
Klnstlichen Photosynthese sucht nach entsprechenden Wegen,; Brdriwertstoffe zure

zeugen, um fossile Rohstefkiinftig zu ersetzen. Damit kénnte die Kiinstliche Photosynthese
einen wichtigen Baustein zur Umsetzung der E

In ihren Empfehlungen an die Politik, Wissenschaft, Wirtschaft und Gesellschaft kommt diese
Stellungnahme zudem Schludssass Adi e breit angel egte Grund
genBrenaund Wertstoffproduktion fortzufg¢ghren un

ADie Forschung zur nachhaltigen Brenn und W
zahlreichen EinZprojekten und interdisziplinaren Forschungsgruppen statt. Je nach Projekt
widmen sich die Forscherinnen und Forscher unterschiedlichen Fragestellungen: Sie unters

chen beispielsweise neue Lichtabsorber und entwickeln Katalysatoren sowie Verfahren der
Synthetischen Biologie. In anderen Projekten wird etwa erforscht, wie sichz@CKung-
stoffproduktion nutzen lasst, wie Pilotanlagen gebaut und gesteuert werden kdnnten oder wie
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sich nachhaltige Stoffzyklen ékonomisch modellieren lassen. Diese Forschuiadjsisél
sinnvoll und sollte beibehalten werden. Auf diese Weise konnte die Grundlagenforschung
wissenschaftlici echni sche I nnovationen, die als AGam

In diesem Kontextler konkreten interdisziplinardrorschungsvielfalzwischen Physik und
Chemie istdiese Arbeit im Rahmen der Graduiertenschule fir chemische Photokatalgse ang
siedelt. Dabei werden anhand der Fluoreszenz einzelner Molekile Ruckschlisse auf deren
photokatalytische Aktivitdt, und damit den Elektronentransiaerhalb eines photochem

schen Beispielsystems gezogen.

Aufgrund des interdisziplindren Kontexts dieser Arbeit befassen sich die nédchsten Abséatze
zunachst mitden relevantensatzen der Photedoxkatalysels eine Form der kinstlichen
Photosynthese, urdhmit der chemischen Motivation.

Biologische Photosynthese benutzt die Energie sichtbaren Lichts zur Oxidation von Wasser.
Dabei werden kumulativ insgesamt vier Photonen absorbiert, um Wasser in Sauerstsff, Prot
nen und Elektronen aufzuspaltéhq Neben dem eigenstandigen Forschungszweig der ph
tokatalytischen Wasssgpaltung,8i 11] der dem Prozess der Photosynthese direkt ngehem
funden ist, hat sich in den lé¢n Jahrzehnten die Photoredatddyse mit sichtbarem Licht zu

einer im Grundprinzip mit der Photosynthese verwandten Methode der organischen Synthese
entwickelt.[6,12 14]

BiologischePhotosynthesbeschreibtie alleinige Nutzung von Sonnenlicht als Energiéque

le fur chemische Reaktionennerhalb pflanzlicher OrganismeRhotokatalyse ist hier einer

der Photosynthese Ubergeordneter Begriff, unter dem prinzipiell durchausbeltste R&a
tionen zusammengefasst sind. Photoredatéllyse beschreibt schlie3lidReaktionen, die
durch Licht ausgel6st, und bei denen Elektronen zwischen den Reaktionspartnen ausg
tauscht werden. Die Energie von vor allem sichtbarem Licht sollialsbemische Energie
umgewandelt werden, um so einen Elektronentransfer zwischen Reaktionsteilnehmern in
Gang zu setzen. Dabei werdergspannte Photokatalysatoren eingesetzt, die als Bindeglied
zwischen der Energiequelle Licht und dem chemischen Elekitaansfer zu verstehen sind.
Werden Photokatalysatoren mit Licht angeregt, so kanangeregten Zustand ein Eledktr
nentransfer stattfinden, wodureineUmwandlung von optischer Energie in chemischerEne
gie vollzogen wirdLetztlich ist die organische &theseein Zweig der organischen Chemie,
also der Chemie von Molekilen miinem oder mehreren Kohlenstdffaen, die sich mit

der Herstellung von eben solchen Molektilen befasst.

Ein Schlisselschritt bei der Synthese von organischen Natursteffarmazetika oder furk-
tionalen Materialien ist das Einbett@on aromatischen oder heteroaromatischen Mdleku
segmenten in molekulare Geruste. Aromaten und Heteroaromaten sind dabei Molekile, die
mindestens ein geschlossenes Ringsystem vAto@en, bzw. dartiber haus ein oder nie

rere Heteroatome, wie etwa Sauerstoff oder Stickstoff enthalten. Eine moégliche Art &on kat
Iytischen Reaktionen, die in diesem Zusammenhang dazu benutzt werden kann, um aromat
sche Molekile zu verbinden ist beispielsweise die Ulliri&opplung.[L5] Diese beschreibt

eine klassische, thermisch aktivierte Reaktion, die Metalle wie etwa Kupfer oder &b
Katalysator beutzt. Einauch fiir die Physik relevantes Anwendungsbeispiel hierfur ist etwa
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die Synthese von kohlenstoffbasierten Nanobéandern auf Silber Oberfla€hém.[Kontext

der organischen Synthese haben sich vor allem Methoden etabliert, die auf der phatokatalyt
schenAktivierung von Ubergangsmetallkomplexen mit einem Photon basiéré®,17 Bei-
spielhafte Elementalie hierbei zur Verwadung kommepsind etwa Iridium oder Ruthenium.

Nun gibtes verschiedene Ansatzpunkte, die Arbeiten in der organischen QyathEag-
hendmotivieren, Photoredoxitalyse Uber Metallkomplexe hinaus weiterzuentwickeln. So ist
es beispielsweise grundséatzlich verboteietalle in den letzten beiden Syntheseschriiza
verwenden, wenn das produzierte Material spater fur pharmazeutische Zwecke getestet we
den soll. Dartber hinaus ist die Arbeit mit Metallkomplexen aufgrund der Verwendung von
aulRerst selten vorkommenden Elementen Uberaus kostenintedsokologischragwirdig

Eine mechanistische Motivation, Ubergangsmetalle in der Synthese zu griettetarin,

die energetische Limitierung, die die Absorption von nur einem sichtbaren Photon mit sich
bringt, zu Gberwinden§,17 Dabei ist die Energie, die durch die Anregung mit einem sehtb

ren Photon fur nachfolgende Reddwamie bereitgestellt werden kann zunachst durch die
Energie des absorbierten Photons selbst limitiert.

Die Energie eines blauen Photons der Arddrge von 440hm betragt etw&,8eV. Dieser

Wert definiert also eine theoretische obere Schranke des Energieunterschieds zwischen einem
Elektronensperer und einem Elektronenakzeptaler durch die Absorption dieses Photons
Uberwunden werden kann. Da allergs ein Teil der zuganglichen Energie in Form von |
terkombination, oder vibronischer Reorganisation photoangeregter Zustande tber michtradi
tive Prozesse verloren geht, liegt die experimentelle Grenze bei einem Reduktionspotential
von etwa-2,0V.[6,17 Werdennun als konkretes Beispiel einer heteroaromatischen Mielek
gruppe Hilogenaromaten betrachtet, sakén auf diesem Weg lediglich lodbenzol basierte
Molekule reduziert werderlf] Eine Reduktion energetisch hoher liegender Verbindungen,
etwa in Brombemnol basierten Molekulemst damit nicht moglich18]

Aus all diesen Grinden hat sich vor allem innerhalb der letzten zehn Jahren ein Zweig der
organischen Synthese damit beschéftidetallkomplexe in immer mehr Reaktionen mit
sichtbarem Licht vor allem durch organische FarbstafePdotokatalysaren zu ersetn,

und deren Anwendungsbereich stetig zu erweit€#d2] Organische Farbstoffe siriole-

kule, die nahezu ausschlief3lich arematischen Kohlenwasserstdférbindungen bestehen.
Stoffe, die in der organischen Synthese Hlatalysator eingesetzt werden, besitzen zwar oft
auch Heteroatome, jedoch keine seltenen Ubergangsmetalle S®lsind sieeinaseits
kommerziell um ein Yélfaches gunstiger, und kénnen daneben auch in den letzteittedchr
einer pharmazeutischen, synthetischen Funktionalisierung eingesetzt werden.

Um zu verstehen, wie mit organischen Farbstoffen auch die energetische Limitierurig der A
sorption nur eines Photons tUberwunden werden kann, missen die initierenden Abtaufe d
Photokatalyse etwas naher betrachtet werden. Absorbiert ein Photokatalysator in seinem
Grundzustand Licht, so kargieser in einen angeregten Zustand Uberfihrt wer@piéter

wird im Kapitel photophysikalischend photehemische Grundlagesrlautertdass angeregte
Zustande immer bessere Partner fir einen Elektronentransfer sind als molekularauGrundz
stédnde. Wird also ein beliebiger Photokatalysator mit Licht angeregt, so kann vom angeregten
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Zustand aus ein Elektronentransféat§inden. Hierdurch kan ein sgenannter Radikale
stand gebildet werden, der dunehgepaarte Valeniktronenim Molekul charakterisiert ist.

Ohne darauf zu weit einzugehen zeigt sich an dieser Stelle, dass die Photochemiend die
ganischdéPhotovoltaik nicht nur in ihrem Anta sondern auch in ihren Methoden miteinander
verwandte Forschungsgebiete sind. In beiden Fallen werden unter anderem Molekile benutzt,
die nach ihrer Anregung mit Licht einen Elektronentransfer vollziehen. In der Photovoltaik
werden die durch Anregurunachstentstandenen Ladungspadegzitonen genannt. Sap

riert sich dann ein Ladungspaar durch weiteren Ladungstransfer entlang eines Bauteils, so
kann letztlich ein elektrischer Strom erzeugt werden. Passiert in der Photochemie eot Elektr
nenaustausch mdem Exziton, so werden die entstandenen Zustande Radikale genannt, die
als Ankntpfungspunkt fir weitere chemische Prozesse dienen. So ist es nicht verwunderlich,
dass sich einige der spater beschriebenen Materialsystemeektwbiren oder Energietras:
ferprozesse auch in dé’hotovoltaik in der Form von farbstbésierten oder mit Silizium
kombinierten Solarzellen wiederfinde?3,24

Soll in chemischen Reaktionen mit sicétém Licht die energetische Einschrankungiche

die Absorption von einem Photon mit sich bringterwunden werden, so kann nicht einfach

nach Stoffen gesucht werden, deren angeregte Zustande energetisch beliebig hoch liegen, da
dadurch schlie3lich desichtbare Bereich verlasseverdenwirde. Vielmehr liegt das Ziel der
Forschung dazu darin, die Energie von zwei sichtbaren Photonen zu akkumulieren. Es missen
also Molekulzustande gefunden werden, die durch die Absorpti@er Photonen erreicht

werden kdinen.

Ein wichtiger Punkt bei der Betrachtung verschiedener energetistblekilzustande ist
deren SpirMultiplizitat. Dabei werden anitparallele Orientierungen als Singulett und earall
le Orientierungen als Triplett bezeichnet. Der molekulare Grundzugtasrganischen Fhar
stoffen ist meist ein SinguleRustand. Aus den optischen Auswahlregeln der Interaktion zw
schen Licht und Marie folgt, dass ein Singule@rundzustand muin einen angeregten 18i
gulettZustand uberfuihrt werden kanbDie Energiellick zwischen dem Grundzustand und
dem ersten angeregten Singul&tistand typischer organischer Farbstoffe liegt dabei im
sichtbaren bis ultravioletten Bereich, zwischen 860und 600hm[25]

Soll vom molekularen Grundzustand aus Hieergie zwedr Photonen gleichzeitig audg
nommen werden, so sind daflr zunachst geeignetest hoher angereggelzustande inrre

halb der SinguletMannigfaltigkeit notwendigEs gibt Arbeiten dazu, wie Zwé&lhotonen
Absorption innerhalb verschiedenearbstoffmolekilen zu verstehen ist, und wie Molekile
gezielt hinsichtlich der gleichzeitigen Absorption zweier Photonen entwickelt wgzéen.
Hierbei gibt es allerdingseinige grundsatzlichekonzeptionelle Einschrankungen, die eine
Anwendungvon gleichzeitiger ZwePhotonerAbsorptioninnerhalb der organischen Syath

se erschwerenDer gewichtigste Punkt ist dabei, dass die gleichzeitige ZRé&iotonen
Absorption quadratisch von der Intensitat des Anregungslichts abhangt. Aus diesem Grund
wird eine gleichzeitige ZwePhotoneprAbsorption nur mit intensiven Laserstrahlen, msb
sondere von fokussierten Pulslasern beobachtet, die fir Momente sehr hohe Photonendichten
erzeugen26] Fur die organische Synthese, in der typischerweise regerble an Molekilen

mit LEDs angeregt wirgeignet sich dieseéAnsatzalso nicht.



Gehen nach der Absorptiomes Photons angeregte Singul&istédnde duh Interkombim-

tion in TriplettZustande Uber, so sind digseist langlebiger als Singuletustarde Dadurch

wird auch eine nichtkoharente Anregung mit einem zweiten Phuotiglich Allerdings liegt

das Absorptionsspektrum von TripleBustanden photokatalytisch aktiver, organischeremMol

kile meist im infraroten Bereicl2]] Somitist einerseits eine direkte Anregung dieser Z
stande mit sichtbarem Licht schwer umzusetzen, und andererseits der Energiegewinn zu klein,
um nennenswert zu photokatalytischen Reaktionen beizutragen.

Ein moglicter Ansatz,um auch mit TripletZustdanden organischer Farbstoffesatzliche
Energiezugewinnen i st i n der Ar b etotV Phdtgn ppconeessibnita n o f
Phot oredox Catalysi s: The Act i vadal aus demf Ar vy
Jahr 2015 éschriebend8] Dort wird gezeigt, wie durch die intermolektgaAnnihilation

zweier TriplettZustande ein enertiech hoher liegender Singulettistand gebildet wird, von

dem aus eine Reduktion von Bromidaromaten stattfinden kanrbetist es wichtig zuer-

waéahnen, dass auch bei dieser Methode Laserlicht als Anregungsquelle verwendet vard, und

einer Reaktionmmer zweiangeregt&atalysatormolekdle beteiligt sind.

Einen intramolekularen Ansatz, um die Energie zweier Photmkeharentzu akkumulieren
beschreibt der in dieser Arbeintersuchte, und von Indrajit Ghoshamal Ghosletal. im
Jahr 2014 veroffentlichte, konsekutive photoinduzierte Elektronentransfer (korGBEdigf
ser Mechanismus ist durch dasSZhema der biolagchen Photosynthese inspiriert, welches
zu diesem Zeitpunkt zwar bereits zur Photooxidation von Wasser benutzt @8irgedch
noch keine Anwendung auf die Zwecke der organischen Synthese gefund&uirkaalbe-
schreibt das ZSchemader biologischen Photosynthese die zweistufige Anregung zunachst
des Photosystems (PSI) und dann des Photosystems | (P®abei wird der angeregteuZ
stand des Pigments im RSwvelches sein Absorptionsmaximum bei 680 hat Gber mehrere
Oxidations und Reduktiosschritte in das Pigment desIR@&hgewandeltDieses kann erneut
angeregt werden und so weitere Redoxprozesse antr@hbeis Pigment des PSein Ab-
sorptionsmaximum bei 708 hat,wird so nicht nurdie Energie von zwei Photonen aefg
nommensonderrzudemder aktive Absorptionsbereiaces Gesamtsysternm Griinen erwie
tert][30]

Konkret beschreibder in Abbildung 1.1 dargestellt&konPETZyklus nun einen katalytischen
Kreislauf mit zwei aufeinander folgenden photoinduzierten Elektronentransfers (PET). Durch
den ersten PET wird aus dem Grundzustand des PhalydatorsPK) dessen Ra#lalanion
PKATgebiIdet. Der zweite, und fur die Anwendung in der Synthese entscheidende Sehritt b
schreibtdie weitere Anregung demivor gebildeterRadikals. Dahier gezeigtdRadikalanion

PK” 'bezeichnet dabeien molekularen Zustand mit einem Uberschissigen ungepaartén Elek
ron. Im Gegensatz zu TripleEustanden, die zwar auch stabil genug sein kdnnen, um eine
inkoharente Akkumulation zweier Photonen zu ermdglictstras Asorptionsspektrum von
Radikalanionen meist hypsochrom ins Blaue verschoben. Dadurch ergibt sich einerseits eine
Selektivitat zwischen der Anregung aus dem Grusthnd und dem Radikalzustanchda-
rerseits verspricht die Absorption von blauem Licht einen signifikanten Energiegewinn, der
fur bisher nicht zugangliche photokatalytische Prozesse genutzt werden kann. So beschreibt
die Arbeit von Ghosh, Ghosétal.[6] die erste photokatalytische Reduktion von Bronodar
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maten durch hochreaktive, angeregte Radikalzustdmd¥ergleich zu den bisher méglichen
-2V kann nun experimentell ein Reduktionspotential von eV erreicht werden. Damit
wurde gezeigt, dass Plogatalyse mit sichtbarem Liclals rickstadslosemReaktionste+
nehmer ein méchtiges Werkzeug der aigehen Synthese isiasmetallbasierte Komplexe
schrittweise ersetzen kann, oder zumindest deren Anwendung erganzt und eyeiedd [

Ar-Br

Abbildung 1.1: Schematiscle Darstellung des konPE¥Zyklus mit einem organischen Photola-
talysator (PK). Der Prozess beschreibt im ersten Schritt die Bildung des Katalysatorradikal
photoinduzierten Elektronentransfer. Im zweiten Schritt kann dieses Radikal weiter angeregt
Der angeregte Radikalzustand besifehug chemische Energie, um in einem zweiten photoind
ten Elektronentransfer Bromidaromaten &) zu reduzieren und dadurdasBromidion vom Ap-
mat abzuspaltejmach 6]

Ein organisches Beispielmolekil, dessemvendung im Rahmen des konPEIEchanisnus

in dieser Arbeit ndher untersucht wird ist Rhodaf® (Rh6G). Rh6G ist ein unter anderem
als Laserfarbstoff verwendeter, weitrbreiteter Xanthen Farbst¢g82,33 Wichtig fur die
hiesige Anwendung ist, dasgch einer ersten Photoanregumgd Interaktion mit einem
Elektronendonator ein stabf Radikalaion gebildet werden kanf82,34,3% Die in Abbil-
dungl.2 gezeigtenAbsorptionsspektren von Rh6i& Grundzustand und im Radikaian
unterscheiden sich mit Maxima bei 53 und420nm signifikant voneinander. Dadurch
kénnendie verschiedenen reagierenden Znd&photselektiv erzeugund angeregt we
den[17,31,34,3b

DenKern der chemidzen Motivation dieser Arbeit bildetiso ein photokatalytischer Prozess,
der in seiner Grundidee an die Mechanismenhi@ogischen Photosynthese angelehnt ist,
und dariber hinaus das Anwendungsgietier organischen Photoredatélyse deutlichre
weitert. Nun zeigen die Experimente der organischen Synivese dass der eathte cle-
mische Mechanismuau beobachtbaren Prakten fihrt. Dabei bleiben allerdings einigekmi
roskopische Schritte unklar, oder bedirfen einer ndheren Untersuchung. So liegt en Bestr
ben dieser Arbeit dan, den Mechanismus des konRETozesses klar nachzuvollziehen und
besser zu verstehen.
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Abbildung 1.2: Absorptionsspektren von Rh6G im Grundzustand (GZ) und Radikalanion.Die
aus [31] entnommenen Spektren sind Resultat von Spektroelektrochemie von Rh6G in DMS
wird an eine Arbeitselekide in der Probenlésung ein zunehmendes Potential angelegt. Glei
dazu werden in festen Abstdnden Absorptionsspektren aufgenommen. Mit zunehmendem
nimmt die Absorption von Rh6G im GZ ab, wahrend die Absorption des Radikals zunimmt.

Geht esdarum chemische Reaktionen zu planen oder mechanistisch nachzuvollzsehen,
gibt es vor allem in Bezug auf die Anwendung in der Synthese einige etablierte Methoden,
deren Ziel es ist, zunéchst die charakteristischen Eigenschaften der verwendeterz&ubstan
und im Weiteren den konkreten Ablauf eifggaktion naher zu untersuch&eispiele dafir

sind etwa die Aufnahme statischer Absorptianmsd EmissionsspektreB],34] zeitaufgeloste
transiente Absorptionsspektroskop&)[38] gepulste Radiolyse3P,40] oder auch elektr
chemische Voltametrie8[f,41 sowie ElektrorSpinResonanz34] Rh6G ist wohl einer der

am weitesten verbreiteteorganischa Farbstofé, wodurch sich fir alle soeben genannten
mechanistischen Methoden Arbeiten finden, in denen dieser Farbstoff ghtensurde. So

sind die photophysikalischen und photochemischen Eigenschaften von Rh6G, wie etwa das
Absorptions und Emissionsspektrum, die Fluoreszenzhsidauer, die Singulefiriplett-
Ubergangsrate, die Tripletiebensdauer, dasb&orptionsspektrum deRadikalaions, oder

die Reduktionspotentiale verschiedener Zusténde, etc. durch die eine oder andereadieser M
thoden bereits mindesteagimal bestimmt worden. Kurzunsoliert betrachtetist Rh6G ein
Material, dessen fir die photokatalytische Anwendunigaheidenden Eigensaften grd-
tenteils bekannt sindwie sichdie Ergebnisse dieser Arbéit denKontext der einschlagigen
Literatureinfigen wird in der abschlieBenden Diskussion noch einmal aufgegriffen.

Bei der Quantifizierung photokatalytischer Abfe haben sich vor allem Methoden det-zei
aufgelosten, transienten Absorptionsspektroskopie (TA) etabliert. Die TA ist in ihrerd-Grun
prinzip ein Anregung#\bfrage Experiment, bei dem das zu untersuchende System zunachst
selektiv optisch gepumpt, und daftan die resultierende Absorption des Systems spektral
breit abgefragt wird. Es gibt einige Beispiele, in denen dieser Ansatz benutzt wird, um die
Quantenausbeute oder den Mechanismus von Reaktionen mit verschiedenen involuierten Z
standen aufzulose’$,38,42



In Bezug auf die Photoredoatalyse geht es dabei immairch darum, Elektronentransfesp

zesse nachzuvollziehen. So kann die photoinduzierte Bildung Biméi&alzustands durch

einen ersten Elektronentransfer oft mit Hilfe von TAagtifiziert werden. Der konPET

Prozess beruht allerdings auch darauf, dass die eigentliche chemische Umsetzungoeines Su
strats erst bei einem zweiten Elektronentransfattfinde, der vom Radikalzustand ausgeht.

Im Kontext dieser Arivon Reaktionen schreiben Eberhard Riedle und Matthias Wenninger in

i hrem Buchkapitel ATime resol ved 38peADa odecro |
Ausgangspunkt solcher Reaktionen nicht mehr durch einen erstenlikehipuls definiert

wird, ist zeitaufgeltste Spektroskopie in dieser Situatiohtrdas perfekte Werkzeug, um die
konkrete Interaktion mit dem chemischen Subs
transfer mit TA nachzuvoll ziehen halten sie
die Beobachtung des ersten Reduktionstish Ein beispielhafterAspekt der hierbei eine

Rolle spielf ist es den zu untersuchenden hoch reaktiven Radikalzustand innerhalb der meist
recht umfangreichen experimentellen Aufbauten ausreichend lange zu stabilisieren.

Grundsatzlich haben die zuverwahnten Analysemettlen eine bedeutend&emeinsamkeit.

Sie betrachteallesamt immer ein reagierendes Ensemble. In ihrem Ansatz entsprechen sie so
zwar dem Bestreben der organischen Synthese, eine mdglichst grol3e Konversion und damit
maoglichst viel Prodktmaterial zu erzielen Auch fir Prozesse wie der \mr erwdhnten
Triplett-Triplett-Annihilation, die ohnehin die Interaktion mehrerer Katalysatormolekdile v
raussett, scheinen ensemblebasierte Metholdgisch. Dartiber hinaus, dass eine meckani

tische Unérsuchung des konPEHATozesses experimentell herausfordernd ist, sotlth ein
grundsatzlicher Aspekt photokatalytischer Prozesse bedacht werden. Obwohl Reaktionen in
der Synthese immer auf der Skala eines Ensembles durchgefihrt werden, sind dienkleinste
reagierenden Einheiten doch immer einzelne MolekBiésondersier, bei konPET, ist ein
einziges Katalysatormolekil ausreichend, um den gesamten Reaktionszyklus zu beschreiben.
Somit ist es einleuchtend, dass auch spektroskopische Methoden auf deeiBbelner M-

lekile einen klaren mechanistischen Einblicik die Ablaufe der Photoredoatalyse geben
kénnen. Und das vor allem im Kontext von konPET, der tUber die konsekutive Reaktion eines
einzelnen Katalysatormolekuils hinaus ja auch die katalytischneevelung zweier einzelner
Photonen beschreibt.

Das naturliche Ziel der organischen Synthese mit sichtbarem Licht, iReaktionen mit
gunstigen Farbstoffen auf einer moglichst groBen Skala ablaufen zu lassen, um damit auch
eine dkologisch sauberere Abbative zu bisherigen Reaktionen zu bieten. Wenn es dabei nun
darum geht, mechanistische Ablaufe zu beleuchten und dadurch auch katalytische Effizienz
zu erh6hen, haben Einzelmolekultechniken bisher keine grof3e Rolle getfielt.|

Einzelmolekulchemie in einem eigentlichen Sinn, eine chemischetiBeauf der Ebene

eines einzelnen Molekils durchzufuhren, beschrankt sich grof3tenteils auf eher in der Physik
angesiedelte Experimente. Darin werden einzelne Atome und Molekile meist unter Vakuum
auf eine metallische Unterlage aufgebracht und dann duasteRondenmikroskopie i
sichtlich ihrer strukturellen und elektronischen Eigenschaften untersidAg[Werden etwa
Rastertunnel (STM) und Rasterkraftmikroskopie (AFM) kombiniert, so kann einerseits der
elektronische Transport durch einzelne Molekd&,47 als auch die mikroskopische raumi
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che Reorganisation in einzelmolekularen chemischen Reaktionen aufgeltst wi&fdeie |
zuvor bereits erwahnte Ullmasiopplung von Halogenaromaten kann in diesem Zusamme
hang dazu benutzt werden, um mit STM den Abkner chemischen Katalyse situ nad-
zuvollziehen[15,16,49 Diese Art Chemie zu betreiben liegt zwar fernab eless/ie Chemie
etwa in der organischen Synthese ablauft, jedoch werden in der spateren DisRessian
stbl3e dazu gegeben, wietsbeide Ansatze mdglicherweise erganzen konnen.

Bereits in den 70er Jahren wurden erste experimentethniken entwickelilie in ihrem
Grundprinzip, Molekile in Losung zu betrachtelem Ansatz einer synthetischen Reaktion
ahnlich sind. Durch die dabei gewahlten, im Vergleich zur Synthese sehr niedrigen tKonzen
rationen wird zudem die Betrachtung der Dynamik einzelner Molesiiteglicht.p0i 53]

Diese Methoden beruhen darauf, dass die Fluktuationen der Fluoieszesirteinzelner
Molekile mit deren photophysikalischen Eigenschaften oder einer chemischen Kimetik ve
knupft werdenkann. Allgemein wird dabei von Fluoreszenzkorrelation gesprocBensind
Einzelmolekiltechniken oft fluoreszenzspektroskopische Methoden, deren Observable entw
der das Emissionsspektrum oder die Dynamik des emittierten Photonenstroms séMjst ist.|

In aktuellen Arbeiten im Kontext der Photokatalyse, in denen Fluoreszenzspektroskspie b
nutzt wird, liegt der hauptséchliche Fokus dadre raumliche und zeitliche Heterogenitat
von Reaktionen aufzuldseRinige Ansétze befassen sich bierdamit, die katalytischék-
tivitat von Halbleiteroberflichen odémanopartikeh abhangig von deren Kristallstruktur,
GrolRe oder chemischer Zusammensetzung zu untersUshi&] Haufig wird dabei auf
Weitfeldmikroskopiezurtickgegrifferund es werderMolekiile benutzt die nach ihrer katg
tischen Umsetung Lichtemission zeigen. So wird die katalytische Aktivitat letztendlich Gber
die Anzahl von hellen Punkten innerhalb einer definierten beleuchteten Flache bestimmt.

Neben der Weitfeldmikroskopie, bei der auf einer Flache von bis zu mehrefeimprer

noch mehrere Molekile gleichzeitig betrachtet werden, kénnen mit konfokaler Mikroskopie
einzelne Molekile separiert voneinander untersucht welé®3] Auch dieser experinte

telle Ansatz basietetztlich darauf, dass sich die Fluoreszenzeigenschaften reagierender M
lektle nach einer chemischen Reaktion &ndern. Die katalytische Aktivitat, oder eichemf
Elektronentransfer konnen dabei entweder zu einer spektralen Verschiebung odeikzu Blin
verhalten fuhren, wenn bei der Reaktion etwa nicht emittierende Radikalzustédnde gebildet
werden.

Ein wissenschaftliches Feld, das fir die Weiterentwicklung der Techniken der Fluareszen
mikroskopie in groBm Umfang mitverantwortlich ist, verkorpert die Biologiarin werden
Farbstoffmolekile hauptséachlich als raumliche Markierungen benutzt. So wirielseisgise

aus dem Blinkverhalten bei einem Elektronentransfer, ddespektralen Verschiebung bei
einem Energietransfer zuriickverfolgt, ob an einer bestimmten StellstaikéurelleAnde-

rung des markierten Systems stattgefunden hat. Konkret kanrhegabiei eva um enzyna-

tische Mechanismen, wie etwa der Synthese von DNA, oder auch die Faltung von Proteinen
handeln.§4i 70]

Die auch uber die Grenzen der Wissenschaft hinaus bekanntesten Ansatze von Mikroskopie in
der Biologie sind unter dem Begriff der superaufldosenden Fluoreszenzmikroskopie (SFM)
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zusammengefasst. Wie sehr die drei Forschungshereler Biologie, Chemie und Physik

hier zusammenflieRen wird zun&chst darin deutlich, dass mit Stefan Hell ein habilitigrter Ph
siker, der am Ma®lanckInstitut fur biophysikalische Chemie an SFM arbeitet, den Nobe
preis fir Chemie erhalten hat. Nebeies@r letztlich rein drmalen Uberlappung der Fe
schungsgebiete besteht auch ein inhaltlicher Zusammenhang. Dass die superaufléeende Flu
reszenzmikroskopie eine biologisch motivierte Methode ist, wird dadurch klar, dass sie
schlie3lich dazu benutzt wirdirubiologische Systeme abzubildédabeibasieren alle SFM
Methoden darauf, dass fluoreszente Molekiile in einen nicht emittierenden Dunkelzustand
Ubergehen, und damit kontrolliertes Blinken zeigéh.73] Im Laufe der Entwicklung von

SFM wurde bereits frihageigt, dass auch Radikalanionen organischer Farbstisffeolche
Dunkelzustande ausgenutzt werden koniding3]

Ahnlich wie der konPEJProzess in der organischen Synthese, basiert atso$FM darauf,
dass organischarbsoffe gezieltin derenRadikalanion tberfuhrt werden. Anders als in der
SFM, in der dieBildung des Radikalzsstands Mittel zum Zweck der Bildgebung ist, wima
konPETFProzess das Radikalan als Ausgangspunkt einer weiteren photochemischek- Rea
tion genutzt. Wenn es ieinem erstencritt darum geht, das Radikalan zu bilden, wurde

in Arbeiten die im Zusammenhang mit SFM stehgezeigt, dass die Besetzung und dée L
bensdauer dieses Zustands von mehreren Parametern abhéngen. Diese kdnnen etwa die Ko
zentration degewahlten Reduktionsmittel3J] die optische Anregugsleistung,f4] oder de
erneute Anregung des Radikailans sein.J5] Ein spezelles Reduktionsmittel, dasufgrund
seiner Verfugbarkeit in lebenden Zellancheine biologische Relevanz hat, ist dabei Asco
binsaure,oder anders ausgedrickt Vitan@n Aufgrund der Erfahrungen innerhalb demnki
zelmolekulexperimente zur SFM wird Ascorbinséure auch hier, in diebeit als Elekto-
nendonator benutzt.

Viele der Arbeitenim Kontext von SFMverwenden dabelas bereits erwahnte Werkzeug der
Fluoreszenzkorrelation, um das Blinkverhalten einzelner Molekile mit der photophysikal
schen oder photochemischen Bildung eidesklen Triplett oder Radikalastands zu wve
knupfen.[f2i 74,79 So wird Fluoreszenzkorrelation auch in dieser Arbeit dazu benutzt, um
zunachst didBevolkerungdesreduktiv gebildeten Radikalgon Rh6G, und im Weiteren den
kompletten Ablatides photokatalytischen konP&klus zu untersuchen. Damit rdi eine
experimentelle Methode angewandt, die in ihrem Grundansatz auf der Betrachtungyhotoph
sikalischer Ubergange zwischen emittierenden und nicht emittierenden Zustanden basiert, in
ihrer aktuellen Anwendung eng mit der Biologie verknupft ist, scitiel3lich dazu beitragt,
Prozesse der organischen Chemie aufzulosen.

Die konkrete Observable der Fluoreszenzkorrelation ist dabei der von einzelnen Molekilen
emittierte Fluss einzelner Photonen. Wird dieser Fluss nach der Detektion mit sich selbst ze
lich korreliert, so beinhaltetie resultierende Korrelatioalle relevanten Skalen der moleul

ren Emissionsdynamik. Diese sind beispielsweise im Bereich von Nanosekunden die Emiss
on von Licht selbstf7] oder auf langeren Skalater photophysikalische Ubergang zwischen
dem emittierenden angeregten @itett und cem nicht emittierenden TripleRustand.y ]

Die Zirkulation zwischen hellen und dunklen Zustanden fluoreszierender Katalysataiimolek
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le gibt schlieRlich einen Einblick in die Ubergange, die fir photdkagsche Reaktionen au
schlaggebend sind 9

Wird Fluoreszenzkorrelation auf den konP#Fozess mit Rh6G angewandt, so unterscheiden
sich hierdie Anforderungeran dengebildetenRadikalzustand von denen, die SFM daran
stellt. So soll das Blinkverhalten, und damit die Bildung des Rexlikaht gezielt anund
wieder ausgeschaltet werden. Vielmehr ist in der Photokatalyse eine mdglichst grofée Popul
tion des Radikaustands mit einer moglichst langen Lebensdauer winschenswert. Der erste
Schritt von konPET bedarf also eines moglichifl@iven Elektronentransfers mit demge-

regten Zustanaevon Rh6G.6,3]]

So befassen sich die Experimente dieser Arbeit zundehsit, die Rolle von Sindett- und
Triplett-Zustanden bei ddBevolkerung des reduktiv gebildeten Rad#abrs zu untersuchen.
DarlUber hinaus id nachBedingungen gesucht, bei denen der erstegotduizierte Elektr-
nentransfein Anwesenheit eines passenden Donators zu gdglichst effektiven Populat

on des Radikaldthrt. Es wird gezeigt, dass eine detaillierte Betrachtung der Kinetik von
Dunkelzustanden in Rh6G mit Hilfe der Fluoreszenzkorrelation in allen relevanten Zeitskalen
moglich ist. Dazu werden Parameter, wie eth@ Art des Reduktionsmittels, dessennko
zentration, die Wdhdes Losemittels, sowie der piert in Wasser systematisch verandert.
Die Resultate dieser Experimente liefern ein fundamentales Verstaretnigadikalbildung

aus Singulettund TriplettZustamen, und geben dariber hinaus Anhaltspunkte dazu, wie
dessen Effizienz gesteigert werden kann.

Im Weiteren werdeieile dieser Ergebnisse dazwnbét, den geschlossenen konRPEJKIus

auf der Ebene einzelnemmobilisierter Molektle undirzelner Photoneschrittweisenad-
zuvollziehen Dadurch dass die verschiedenen Abschnitte des Katalysekreislaufs an einzelnen
Molekilen veranschaulicht werden, entsteht ein mikroskopischer Einblick in die ablaufenden
ProzesseWerden einzelne Experimente an einer Popaation mehreren, getrennt vone
nander betrachteten Molekulen durchgefuihrt, so kdnnen schliel3lich auch im Kontext der o
ganischen Synthese reprasentative Aussagen getroffen werden. Geht die Fragestettung inne
halb der ersten Experimente dahin, die Rolle Samgulett und Triplett bei der Bildung des
Radikalzustands zu untersuchen, so befassen sich die Experimente im zweiten Schritt mit der
Rolle des letztlich reagierenden, angeregten Radikalzustands. Da davon ausgegangen werden
muss, dass die Lebensdauersdie Zustands nur wenige Picosekunden betB&8fsfellt sich

die Frage danach, inwiefern das bisher in der Photochemie vorherrschende Bild ven diffus
onsbasierten Reaktionen in diesem Kontext aufrecht erhalten wenaenokier ob dies letz

lich zu Uberdenken ist.

So wie die Methoden und Fragestellungen in dieser Arbeit interdisziplioBrllem zw-

schen der Physik und der Chemie angelegt sind, ist folglich auch deren Leserschaft tber beide
Fakultaten verteilt. Das Ziel derachfolgenderKapitel ist es deshallbeiden Seiten darin
gerecht zu werden, Abschnitte zu finden, in denen sowohl eigenesnWestektiert oder
vertieft, als auch neues Wissetwa tiber chemische Ablaufe oder physikalische Experimente
geschaffen werden kann.
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Dazu werden in Kapit& zunachst die photopysikalischen und photochemischen Grundlagen
organischer Katalysatormolekukrarbeitet.Es wird erlautert, wie der strukturelle Aufbau
organischer Farbstoffmolekile dazu fuhrt, dass diese als Photokatalysatoren verwendet we
den koénnen. Im Weiteren befasst sich dieses Kapitel damit, intermolekularen Enedyie
Elektronentransfegrundsatzlich, und den konPE¥rozess explizit zu beschreiben. Sdkie

lich wird dann der Frage nachgegangen, welche theoretischen Ansétze es gibt, vor allem den
Elektronentransfer innerhalb photokatalytischer Reaktionen zu beschreiben.

Die Einfuhrung darinwie die letztlich prasentierten und diskutierten experimentellenbErge
nisse im Labor und spéater bei der Auswertung am Rechner zustande kommen, ist aufgrund
der Komplexitat in zwei Kapitel getrennt. So wird zunachst gezeigt, wie die zuvor erwahnten
Einzemolekilexperimente konkret umgesetzt werden, bevor in einem gesonderten Kapitel
auf die Grundlagen und die Anwendung der Fluoreszenzkorrelation eingegangen wird.

Neben der Darstellung und Diskussion der experimentellen Ergebnisse dieser Arbeit wird
abschleBend ein kurzer Ausblick darin gegeben, inwiefern diese als Ausgangspunkt weiterer
Experimente, oder auch als Denkandinfiveitere Arbeiten dienen kdnnen.
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2 Photophysikalische und photochemische Grundlagen

Die fundamentale chemische Motivation die8ébeit liegt darin, photokatalytische Reakdi

nen mit sichtbarem Licht und organischen Farbstoffen anzutreiben. Dazu werden in diesem
Kapitel zunéchst allgemein die grundlegenden photophysikalischen und photochemischen
Eigenschaften organischer Farbstoffekille besprochen. Es werden deren Aufbau, sowie
einige Mechanismen der Wechselwirkung zwischen Licht und organischen Farbstoifmolek
len, bzw. Wechselwirkungen zwischen organischen Molekilen erlautert. Der zweite A
schnitt dieses Kapitels befasst sich sgiéer mit den Grundlagen der photokatalytischex R
doxchemie, so wie sie in dieser Arbeit zur Anwendung kommt. Ein Hauptaugenmerk liegt
dabei auf der thermodynamischen Beschreibung des photoinduzierten Elektronentransfers.

2.1 Beschreibung photoaktiver organscher Molekile

Ziel der Photokatalyse ist eshemische Reaktionen im Idealfall mit nattrlichem Licht im
sichtbaren Bereich anzutreiben. Dasind Systeme notwendiglie im Wellenlangenbereich
zwischen 390im und 750m, in dem das terrestrische Sonnenspek maximal wird, mit

Licht wechselwirken kénner8]l] Eine denkbare Klasse solcher Systeme sind organische
Farbstoffmolekile. Die nachfolgenden beiden Abschnitte befassen sich mit demeaiien
Aufbau organischer Farbstoffmolekiile, sowie deren grundlegenden photophsikalischen und
photochemischen Eigenschaften bei der Anregung mit sichtbarem Licht.
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2.1.1 Aufbau organischer Farbstoffmolekiile

Organische Molekule basieren in ihrem Aufbau auf dgoridisierung des Kohlenstoffatoms

(C). Kohlenstoff besitzt 6 Elektronen. Im Grundzustand déddins sind das tund das 2s
Orbital voll, sowie das 2@rbital mit zwei freien Elektronen besetzt. Dadurch sind in dieser
Konfiguration zwei Bindungen méglichm angeregten Zustand kann ein Elektron aus dem
2sOrbital in das energetisch hoher gelegeneD2pital angehoben werden. In diesem- Z
stand mit einem freien Elektron im-2gnd drei freien Elektronen im 2prbital sind also
prinzipiell vier Bindungen mdgh. Die Hybridisierung des Kohlenstoffatoms beschreibt nun
die in der Realitat stattfindende Mischung des sl der 2pOrbitale, um moglichst viele
energetisch gunstige Bindungen eingehen zu kdnnen. Aus diesen hybridisierten Orbitalen ist
ein starker Berlapp beispielsweise mit dem-@sbital von Wasserstoffatomen mdglich. Da
durch diese Hybridisierung vier Atombindungen mit hoher frei werdender Bindungsenergie
zustande kommemwird der Energieaufwand fiir den Ubergang aus dem Grundzustand in den
angereten, hybridisierten Zustand Uberkompensiert. Ein Kohlenstoffatom kann alsdoim hy
ridisierten Zustand mehr und energetisch gunstig@imdungen bilden als im
Grundzustandd?]

Energie
A
t 1 2 11, by
th t i
— 2s — 2s
k3 1s 1 1s ik 1s
Grundzustand angeregter Zustand hybridisierter Zustand

1 (O + 3C<0 — 4c0<D

S p Sp

Abbildung 2.1: Bildung von sp*-Hybrid -Orbitalen am C-Atom. (a) zeigt die Besetzung der ene
tischen Zustande desAtoms mit Spinup und Spirdown Elektronen im Grundzustand, dem ex
regten, sowie dem $iybridisierten Zustand. (b) zeigt skizzenhaft die Form dems pOrbitale
sowie den Ubergang des angeeegZustands mit einem and drei pOrbitalen in den hybridisier:
Zustand mit vier sp Orbitalen. (c) Schematische Darstellung der tetraedrischen Orbitalstruk
sp-hybridisierten GAtoms.

Abbildung2.1 (a) zeigt schematisch die Besetzung der energetischen NiveausAtonC
gemal den Hundschen Regeln, sowie dem HPainlzip mit Spirup und Spirdown Elekto-
nen im Grundzustand, dem angeregten,isaem hybridisierten Zustandbbildung?2.1 (b)
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verdeutlicht in einem ersten Schritt skizzenhaft digg&lform dess-Orbitals die Hantelform

der p-Orbitale, sowie die Hybridisierung eines besetzteunsl drei besetzten-@rbitalen im
angeregten Zustand zu vier besetzten so genanntétybrdorbitalen. In der Realitat sind
die vier sp-Orbitale tetraedrisch so angeordnet, dass die groRen hamigkt Anteile der
Orbitale maximal voneinander entfernt sind. So ergibt sich fur die Orbitalstruktur desi-hybrid
sierten GAtoms folgender, inAbbildung2.1 (c) schematisch dargestellter Aufbau: Im Zen
rum des GAtoms befindet sich das besetzte, kugelformig®©ilsital (schwarz), sowie die im
Farbverlauf dunkel gezeichneteraigen Anteile der vier $grbitale. Daran schlieRen die
im Farbverlauf hellgezeichneten, -prtigen Anteile der $pOrbitale an, an denen atomare
Bindungen durch Uberlapp von Orbitalen stattfinden kénnen. Das einfachste Beispiel hierfur
ist das MethatMolekul CHs, in dem vier Wasserstoffatome an die Hybridorbitale dels-Ko
lenstoffatoms binden. Die durch den Uberlapp deSrisitals des Wasserstoffs und des p
artigen Anteis des involvierten €rbitals entstandene Bindung wird alBindung charald-
risiert. Allgemeiner formuliert beschreibestBindungen den Uberlapp von Orbitalen der
Kombinationen s s, s+ p und p+ p entlang einer Symmetrieact{S3]

Organische Molekile bestehen emem Grolteil aus Bindungen zwischen Kohlenstoffat
men untereinander, sowie Kohlenstéfasserstoff Bindungen, die allerdings keinen weiteren
Einfluss auf die photophysikalischen Eigenschaften der Molekile nehmen und deshalb nicht
naher behandelt werdeAusgehend von der iAbbildung2.1 (c) dargestellten tetraedrischen
Orbitalstruktur kénnen @tome raumlich betrachtet EinfagiDoppetl oder Dreifachbindo-

gen ausbilden. Dabei ist jedoch zu beachten, dass die jeweiligedA@aeometrie der Hybr
disierung von der Art der Bindung abhangt. Einfache Beispielmolekile dafur sind in-aufste
gender Reihenfolge der Bindungsanzahl EthagH{C Ethen (GH4) und Ethin (GH>). In
diesen Molekilen werden sukzessivéd@indungen durch einsteigende Bindungszahl der
C-C-Bindung ersetzt. Besonders wichtig fur das Verstandnis der photophysikalischan Eige
schaften organischer Molekiile ist die Betrachtung des Ubergangs von Ethan, in de@ die C
Bindung durch eins-Bindung Uberlappender einfatiybridisierter spOrbitale beschrieben
werden kann, hin zum Ethen, welches mit seiner Bindungsstrukédbbiidung?2.2 darge-

stellt ist.

a
T
N/ I A
C—~¢C
H/ \H l1s

Abbildung 2.2: Das Ethenmolekiil als einfachstes Beispiel vom Konjugation. (a) Valenzstrib-
formel von Ethen. (b) Schematische Darstellungsd&indungen in der Molekiilebene, sowie ger
Bindung, die senkrecht zur Molekiilebene entsteht. (c) Besetzung der Orbitale im einzeln bet
spf-hybridisierten GAtom.
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Die in Abbildung2.2 (a) dargestellte Valenzstrichformel von Ethen zeigt vieH Einfach-
bindungen, sowie eine-C Doppelbindung. IrAbbildung?2.2 (b) ist zu sehen, dass sich im
Ethenmolekil fuink-Bindungen in der angedeuteten Molekiilebene bilden, die aus dem Ube
lapp von jeweils drei nun $ybridisieten Orbitalen der zwei beteiligten-A&ome mit s
Orbitalen der HAtome und untereinander entstehen. Das Ubrige, nicht hybridisi€tbifal

ist senkrecht aus der Molekilebene herausgedreht, und kann seCalstal charakterisiert
werden, wenn die Molgilebene die %-Ebene aufspannibbildung2.2 (c) zeigt die sp
hybridisierte Orbitalstruktur flr ein einzeln betrachtete&t@m. Aufgrund der parédlen
Orientierung der pOrbitale in den beiden-Btomen kénnen diese durch Delokalisierung der
p-Elektronen wirksam Uberlappen. Dabei bilden sich sogenannte konjugierte Bereiche hoher
Ladungsdichte oberhalb und unterhalb der Molekilebene. Die daratshentte Bindung
zweier parallel angeordneter -Qrbitale wird als p-Bindung, bzw. TKonjugation
bezeichnetd3]

Zusammengefasst entstehen bei der oben dargestellten Elektronenpaarbildung als Resultat der
Uberlappung vorAtomorbitalen zwei Arten von Orbitalen. Dies sind einerseits sogennannte
bindende Orbitale, die das Resultat der Addition der Uberlappenden Orbitale darstellen, und
andererseits so genannte antibindende Orbitale, die als Subtraktion der beteiligtee Orbital
verstanden werden kdnnen. Antibindende Orbitale, die energetisch héher als die kerrespo
dierenden bindenden Orbitale liegen, sind in ihrer Form dadurch gekennzeichnet, dass sie eine
Knotenebene besitzen. Im Allgemeinen kann aus zwei Atomorbitalen elangies und ein
antibindendes Molekdlorbital gebildet werden. Das antibindende Molekdilorbital liegt dabei
um den gleichen Energiebetrag Uber dem Niveau der einzelnen Atomorbitale als der, der bei
der Bildung des bindenden Orbitals frei wird. Im Grundzuststatiiler Molekile sind die
bindenden Orbitale besetzt udie antibindenden Orbitale nicht beset®] Daraus lassen

sich nun in Molekilen zwei charakteristische Orbitale definieren. Einerseits das energetisch
héchstgelegene, besetzte Orbital, genannt HOMEI andererseits das energetianh nie-

rigsten gelegene, unbesetzte Orbital, genannt LEINRDr Veranschaulichung dessen ist in
Abbildung2.3 das Energieniveauschema des Ethenmolekiis den jeweils besetztenuZ
standen dargestellt.

Die 1sOrbitale der GAtome im Ethenmolekil binden nicht und bleiben energetisch @rang
tastet. Dies-Bindung zwischen den §®rbitalen der beiden-Btome liegt energetisch rie
riger als die vies-Bindungen der spOrbitale der GAtome zu den-©Orbitalen der HAtome,

die jeweils ein zusatzliches Elektron in das Molekdl einbringen. Die jeweils antibindenden
Orbitale sind auf3en vor gelassen. Das bind@rOebital bildet das HOMO, &k antibindende

p *Orbital das LUMO.

Durch die Bildung eines Molekuils durch den Uberlapp der Orbitale zweier Atome entsteht
also im Energieschema eine Licke zwischen HOMO und LUMO. Durch Absorption von
Energie kann nun ein Elektron prinzipiell aus dem HOMO ins LUMO Uhdrfilerden. Da

in organischen Molekilen hauptsachlich gi®©rbitale das HOMO und LUMO bilden, ist
deren energetischer Abstand maf3geblich fur die spektroskopischen Eigenschaften verantwor

! Engl. HighestOccupiedM olecularOrbital, HOMO.
2 Engl. LowestUnoccupiedM olecularOrbital, LUMO.
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lich. Stellt man sich die Elektronen in eingnOrbitala | s AmM ei mcKastenid vor

klar, dass schlief3lich die Ausdehnung der delokalisigrtBonjugation die Energiedifferenz
zwischen HOMO und LUMO bestimmt. Im Fall des oben betrachteten Ethens betragt diese
7,25eV. Umgerechnet in eine Lichtwellenlange lasst £then also bei 17dm anregend4]

Fur sichtbares Licht, wie es in dieser Arbeit verwendet werden soll ist dieser Energiebetrag
noch um etwa €V zu grol3. Binden in ausgedehnteren organischen Molekilen mehrere C
Atome miteinander, so lasst sich dadurch piEonjugation parallelstehender {©rbitale
erweitern. Ge m2 C d eModeAsinkt imit dehAeistehnuny dér &enjige n A
tion damit die Energiedifferenz zwischen HOMO und LUMO. Werden so etwa zwei-Ethe
molekille zu einem Butadien {8s) Molekll zusammengeschlossen, sorédgit die resulg-

rende Energiellicke der Konjugation tber nunmehr vier beteilighgo@e lediglich 5,7V,

was einer Wellenlange von 2hv entspricht34]

Tr*

LUMO

t t

-— — 2p,
tl

— HOMO +2H T T T

szT t 1 +2H m sp’
Rbt onnf

C-C o-Bindung 1}

2p,

R te ty 2

Abbildung 2.3: Besetzung der Molekilorbitale im Ethen Molekdl. Die 1sOrbitale der CAtome
im Ethenmolekil binden nicht und bleiben energetisch unangetastes-Biredung zwischen de
beiden CAtomen liegt energetisch niedriger als die \@eBindungen der @\tome zu den HAtomen
die jeweils ein zusétzliches Eletr in das Molekil einbringen. Die antibindendei®Orbitale sin
aul3en vor gelassen. Das bindepd@rbital bildet das energetisch hoapegene besetzte Orbi
HOMO, das antibindende *Orbital das energetisch am niedrigsten gelegene unbesetzte

LUMO.

Diese Systematik der sinkenden Energikiibei zunehmender Anzahl an involvierten C
Atomen in derp-Konjugation kann nun so lange erweitert werden, bis gré3ere organische
Molekile schlief3lich im sichtbaren Wellenlangenbereich angeregt werden k@&shém fler
Realitat gilt es dabei einerseits zu beganh dass auch andere Elemente als Kohlenstoff, wie
etwa Stickstoff oder Sauerstoff zu einer Konjugation in organischen Molekllen beitragen

kénnen. Andererseits ist ebenso zu beachten, dass allgemein nicht nur die blof3e Anzahl der an

der Konjugation betagiten Atome fir die Ausdehnung der Konjugation und somit fur die
spektroskopischen Eigenschaften ausschlaggebend ist. Vor allem in organischen Molektlen
mit KohlenstoffRingsystemen konnen kleine Anderungen der Anzahl oder der Position der
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konjugierten Atone Einfluss auf die spektroskopischen Eigenschaften des gesamten Molekiils
nehmen29|

So deckt allein die Gruppe der Rhodamine mit ihrer molekularen Anregung einen Wellenla
genbereich etwa zwischen 486 und 580hm ab.B6] Grundsatzlich werden die Bereiche in
Molekiilen, de zu einer durchgehenden Konjugation beitragémChromophorkbezeichnet.
Prinzipiell kbnnen organische Moleklle also auch mehrere Chromophore tragen, so wie es
etwa bei konjugierten Polymeren der Fall sein k&@¥h.Drganische Farbstoffmekile wie

etwa Rh6G bestehen im Allgemeinen jedoch aus einem geschlossenen Chromophor, sodass
gleichzeitig mit demp-Konjugation auch der Absorptionsquerschnitt in organischen Melek

len steigt.p5,83

So zeigtAbbildung2.4 die molekulare Struktur des Grundzustands von RHBi€seweist

neben dem konjugiertgm System ein mit dem organischen Komplex assoziiertes Sagzsaur

molekul auf. Abh&ngig von der Wahl des Losemittels und deAvart bildet sich dabei ein
Gleichgewicht zwischen einer protonierten und deprotonierten Foriale&uls aus, dessen

Verhéltnis variabel ist. Fur die weiteren Punkte dieser Arbeit ist es anisisthlaggebend, in

wel cher Form das Mol ek ¢ | konkr et vorul i egt .
standfi 1 mmer den all gemeinen Gl eichgewicht sz
Protonierung oder Ladung zu treffen. Wird im Weiteren von Radikalanigesprochen, so
verdeutlicht diese Bezeichnung nur, dasge molekulare Struktur mit einem tberschiussigen
ungepaarten Elektron vorliegt.

Abbildung 2.4: Molekulstruktur des Grundzustands von Rh6G. Neben dem konjugiertenp-
System weist die Struktur ein assoziiertes Salzsauremolekil auf. Abhangig von der Wahl dets
tels und des pHVerts bildet sich ein Gleichgewicht zwischen einer protonierten und deproto
Form aus.

Resultat dieses Abschnittes sind also organische Molekile, die aufgrund ihrer ausgedehnten
p Konjugation eine Energieliicke im sichtbaren Wellenlangenbereich und einen retativ gr
Ren Absorptionsquerschnitt aufweisen kdnnen. Bevor im nachfolgenden Absétinattauf
photophysikalische Prozesse eingegangen ,wmach eine kurze Erlauterung zur Spin
Multiplizitat elektronischer Zustande in organischen Molekulen.

% Aus dem Altgriechischea r wma j chronmphoros, Farbe tragend.
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Abbildung 2.5: Spin-Multiplizitat elektronisc her Zustande in organischen MolekilenDer Singi-
lett-Grundzustand gheschreibt das voll besetzte HOMO. Nach Anregung eines Elektrons ins
kann zun&chst der erste angeregte Singdlettand $besetzt werden. Nach Umkehr des Spins
auch der erste angeregte Tripléttstand T erreicht werden.

Die meisten organischen Molekile liegen bei Raumtemperatur, widbiidung2.3 durch

das besetztp-Orbital angedeutet, im Singulgirundzustand §Svor, in dem alle Elektronen
antiparallel gepaart sind. Wie bereits erwéhnt kann durch energetische Anregung ein Elektron
aus einem HOMO in das unbé&ge LUMO gehoben werden. Der energetisch niedrigste a
geregte Singuletfustand ist der S In diesem Zustand andert sich die Shiultiplizitat

nicht. Kehrt das Elektron im LUMO seinen Spin um, so entsteht der angeregte erste- Triplett
Zustand T. Der diekte Ubergang aus deng Bustandin den T, Zustandist durch Auswah

regeln verbotend3] Eine Veranschaulichung der Multiplizitat elektronischer Zustande ist in
Abbildung2.5 zu finden.

2.1.2 Photophysikalische Interaktionen in organischen Molekulen

Dieser Abschnitt beschreibt als Bindeglied zwischen den photophysikalischen und photoch
mischen Betrachtungen diesi&rbeit zunachst kurz die elektronische Anregung organischer
Molekile mit Licht, bzw. die photophysikalischen Prozesse, die in angeregten Molekillen
stattfinden. Im Weiteren werden dann mdgliche auftretende photochemische Prozesse bespr
chen, bevor im nachfgenden Abschnitt ndher auf den fir diese Arbeit relevanten Biektr
nentransfer eingegangen wird.

Die Diskussion, wie bestimmte Vorgange als photophysikalisch oder photochemisgh einz
stufen sind, ist bisweilen eher semantischer Natur. Konkret meint dibsé Also mit phai-
physikalischen Prozessen hauptséchlich die Absorption und Emission von Licht, straklungsl
se intramolekulare Ubergange zwischen elektronischen Zustanden innerhalb eines Molekills,
bzw. intermolekulare Interaktionen zwischen mehreren Miéek bei denen sich die Skru

tur der Molektle nicht &ndert. Beispiele dafiir sind etwa die intramolekulare Besetzung des T
Zustand, oder intermolekularer resonanter Energietransfer. Mit photochemischen Prozessen
sind solche Vorgadnge gemeint, bei denerckdiAnregung eines Moleklls mit Licht, oder die
Interaktion eines angeregten Molekiils mit einem weiteren Malskiilkturelle Anderungen
auftreten. Ein Beispiel dafir ist etwa Photoisomerisierung, die eine Anderung der Kanform
tion eines Molekuls durch Aagung mit Licht beschreibt. In der Photochemie wird bezuglich
intermolekularer Prozesse héaufig davon ausgegangen, dass diese aufgrund seiner hdheren
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Stabilitat hauptséachlich vom; Zustandausgehend2i 84] In den experimentellen Ergelsni

sen dieser Arbeit wird spater gezeigt, dass diese allgerAessage etwas differenzierter zu
betrachten ist. Wird der angeregte Molekulzustand als Ausgangspunkt genommen, so lasst
sich in Hinblick auf die experimentellen Methoden dieser Arbeit sagen, dass der phietophys
kalische Prozess der Emission von Licht ausganwird, um den photochemischen Prozess

des konsekutiven Elektronentransfers zu beschreiben.

Abbildung2.6 zeigt das reduerte JablonskDiagramm @r wichtigsten intramolekularen
Zustande und Ubergange in organischen Molekiilen. Das Diagramm zeigt die drei auvor ei
gefuhrten elektronischen Sp#ustande § S und T;, mit den jeweils dinn angedeuteten
Vibrationszustanden. Diese Vibrationszustandeltiesen in organischen Molekilen haup
sachlich aus Schwingungen deAtme.[25]

Die Absorptionvon Licht durch elektronisch&nregungaus dem &in den S findet im All-
gemeinen auf einer Zeitskala von*#Bekunden statt. Ohne alieser Stelle néher auf die
Lage der elektronischen Zustéande im Kernpotential einzugehen ist diese Zeit,ainkeine
signifikante Auslenkung der Atomkerne zu ermdglichen. Daher werden hier gemall dem
FranckCondon Prinzip strahlende Ubergéange allgenadsnvertikale Linien gezeichnet. Die
Absorption von Licht erfolgt aus dem niedrigsten vibronischen Zustandodegite vibron-

schen Zustande des.®as Absorptionsspektrum organischer Molekile ist so haufig durch
diese ausgepragten Ubergange in einzelm@nische Zustande des Sharakterisiert.

AE
E 3,
S, L R (. > 3
T, 4
1 Absorption
, _ 2 Fluoreszenz
: : 3 Interne Konversion
3|1 2 S 34 4 Interkombination
5 Phosphoreszenz
- h 4
S, y ¥ A 4 B ALY ¥

Abbildung 2.6: Reduziertes Jablonski Diagramm der wichtigsten Zustande und Ubergéange
organischen Molekiilen.Gezeigt sind die beiden Singuletsowie das erste Tripletiveau mit de
jeweils diinn angedeuteten Schwingungszustanden. Durchgehende Ubergange sind strahie
chelte nichtstrahlend.

Grundsatzlich ist es moglich, dass angeregte Zustande Ubatidiitsrelaxation, alsmterne
Konversionsprozessachtstrahlend bis in den Grundzustand rekombinieren. Gemal3eder R
gel von Kasha findet eine optische Rekombination aus dezur8ck in den aus dem nig-
rigsten vibronischen Zustand dess#att. Diesewird durch strahlungslose interne Konvers
on aus den héheren vibronischen Zustanden auf der Zeitskala ¥8mig0L0** Sekunden
nach der optischen Anregung besetzt. Die Rekombination aus denmdé&n 3 findet typ-
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scherweise auf einer Skala von®18ekunden statt. Aus diesem Grund ergibt sich, dass die
Wellenlange der maximalen Absorption, die auch einen Ubergang in einen hoherei vibron
schen Zustand des Beschreiben kann, im Vergleich zur Wellenlange der maxinfaieo
reszenzerschoben ist. Dieseevschiebung wird allgemein als StoRésrschiebung bezdie

net. Die strahlende Rekombination aus degnZ&tandkann nun wiederum in héhere vibr

nische Zustande deg 8rfolgen, weswegen auch das Emissionsspektrum organischer Mol
kiule eine Signatur dieserugtande tragen kann. Aufgrund diverser Mechanismen bilden sich
in organischen Molekilen bei Raumtemperatur in konkreten Spektren keine schmalen, natt
lich verbreiterten Emissionsbanden, sondern zumindest thermisch verbreiterte Signaturen
aus.p4,83,8891]

Zur Veranschaulichung der Prozesse bei der Absorption und Emission von Lichlzaigt
dung2.7 die mit gewohnlichen Absorptionsind Emissionsspektrometern aufgenommenen
normierten Absorptiorsund Emissionsspektren von Rh6G in Wasser. Das Absorptiorisspek
rum hat sein Maximum bei 530n und liegt damit im Bereich des Maximums des tefirestr
schen Sonnenspektrun&l] Die Schulter beietwa 500nm lasst sich hdéherenbronischen
Moden des $Zustandszuordnen. Die Signaturei etwa 350im entspricht der elektrischen
Anregung in energetisch héher gelegeneZ@stéande. Das Emissionsspektrum hat seax M
ximum bei 552hm. Ahnlich der Absorption zeigt auch die Emission eine Schulter bei nun
hoheren Wellenlangen, die Ubergangenhither gelegene vibronische Moden dgsZ8-
standszugeordnet werden kdnnen. Die Stokégschiebung von Rh6G in Wasser betragt
also 22nm. Der Schnittpunkt der beiden normierten Spektren liegt benBd®Dieser Wert
wird spater bei der theoretischen Betraing des photoinduzierten Elektronentransfersiwic

tig.
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normierte Absorbanz
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Abbildung 2.7: Absorptions- und Emissionsspektrum von Rh6G in WasserGezeigt ist das e

mierte Absorptionsund Emissionsspektrum von BB in Wasser mit dem markiertelbsorptiors-

maximum bei 53Gim, dem Emissionsmaximum bei 58&, sowie dem Schnittpunkt der beiden-
mierten Spektren bei 54tm.
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Neben der Absorption und Emission von Licht zwischen dgemnfl dem & Zustandzeigt
Abbildung2.6 auch dielnterkombinationn und aus dem jIZustand Interkombination findet

im Allgemeinen auf einer Zeitskala von 0bis 10° Sekunden statt und konkurriert somit
mit der Fluoreszenz aus dem Zistand90,99 Die bei der Interkombination stattfindende
Umkehr des Elektronenspins erfordert eine hohe-BpimKopplungin den jeweiligen M-
terialien, weshalb stark bevdlkerte Tripl@tistinde vor allem in Molekilen mit schweren
Metallen auftretend0,93 Direkte, optische Ubergange zwischen Zustanden unterschiedlicher
SpinMultiplizitat sind grundsatzlich verboterAus diesem Grund sind Triplefiustande
meist langlebiger als Singulefustande. Typische Lebensdauern de&dstanddiegen in
einer GroRenordnung mal0° Sekunden bis hin zu mehreren Minut€0,94] Eine Rekomb
nation aus denT; zuriick in den §Zustanderfolgt in den meisten organischen Molekilen
nichtstrahlend tber interne Vibrationsrelaxation oder tber Kollisionen mit umliegenolen M
lekulen. In rigiden Materialen mit einer gro3en SBahn Wechselwkung kann in Form
sogenanntePhosphoreszenauch ein strahlender Ubergang aus demnTden $ Zustand
beobachtet werder®0,95 97]

Viele rein organische Farbstoffe, wie etwa Rh6G, haben dien&ipaft, dass sie eine relativ
schwache SpiBahnKopplung aufweisen. Somit ist darin im Vergleich zu Materialen mit
schweren Metallen, wie etwa Rutheniader IridiumKomplexen, der TripletZustand ve-

niger stark besetzt. Dieser Umstand ist vor allemdeeiVerwendung als Laserfarbstofi-a
Berst vorteilhaft. Nichtstrahlend rekombinierende Dunkelzustande wie der Triplett werden
dort als Verlustkanéle betrachtet. Photochemische Reaktionen sind jedoch meist difiasionsb
siert, weshalb hier grundsatzlich Masdien, deren angeregte Zustande hohe Lebensdauern
aufweisen von Vorteil sind. Aus diesem Grund finden Metallkomplexe nach wie vor eine
breite Anwendung in der Photochem@8|[ Mit der Frage, warum organische Mateieal mit
relativ schwache Population des Tripletts trotzdem effektiv fur photochemische Prozesse
eingesetzt werden konnen, befassen sich spater in dieser Arbeit Experimente, in denen der
Einfluss von Singulettund TriplettZustanden in Redoxreaktionen genauer untersucht wird.

Ein erster Eindruck fur die konkrete zeitliche GréZenordnung der photophysikalisaien Pr
zesse in Rh6G lasst sich nun anhded Ergebnisse von Widengrenatt geben99] Diese
Arbeit berichtet eine radiative Lebensdauer desdd etwa 4ns, eine Interkombinationszeit
zwischen $und T; Zustandvon etwa 1,Jus und eine Triplettebensdauer von etwap®.
Diese Werte wurden fir Rh6G in Wasser und unter Raumatmosphéararexgeti ermittelt.

Die Betrachtung der Ubergange in organischen Molekiilen beschrankte sich bisher auf i
tramolekulare Ablaufe. Die folgenden Absatze befassen sich nun mit photophysikalischen
Wechselwirkungen, die von den angeregten Zustanden organischetiiMoausgehen. Als

eine Form intermolekularer Kopplung werden dazu zunachst reine Energietransferprozesse
diskutiert.

Ausgehend von elektronisch angeregten organischen Molekilen werden zwei fir die Phot
chemie wichtige Energietransfermechanismen einggfdie auf unterschiedlichen inteom
lekularen Kopplungen basieren. Diese beiden Mechanismen sind einerseits der Forster
Resonanzenergietransfd0( und andererseits der Dextenergietransfef101]. Neben a-
diativer Kopplung, welche die einfache Méglichkeit beschreibt, dass ein organisches Molekdl
24



Licht aus dem angeregten Zustand emittiert, das dann von einem zweiten Molekul wieder
absorbiert wird, bilden vor allem nichtradiative Energietransferprozesse eine mechanistische
Grundlage der Photokatalyse. Diese Prozesse erlauben es namlich Energieselusikipten
Molekiilen auf optisch nicht aktive Molekiile zu (ibertragen. Ein solcher Ubertrag von Energie
auch auf Systeme anderer Absorptionseigenschaften wird Photosensibilisierung
genannt.B8,90,102,10BNichtradiativer Energietransfer aus angeredgiastdnden beschreibt

die Interaktion zwischen einem Donatond einem Akzeptormolekil. Eine Grundvoradsse

zung fur Energietransfer ist ein spektraler Uberlapp des Emissionsspektrums des Donators mit
dem Absorptionsspektrum des Akzeptors. Idealerweigeriglie Energieniveaus so, dass aus
dem vibronischen Grundzustand des angeregten Donators ein resonanter, isoenergetischer
Transfer in einen héheren vibronischen Zustand des Akzeptors stattfinder®@ann.[

Abbildung2.8 veranschaulicht zunachst den FordResonanzenergietransfer. Dieses- b
schreibt den resonanten Ubertrag von Energie zwischen zwei Molekilen tiber Goudiamb
anders ausgedrickt Dipblipol-Wechselwirkung. Der Austausch Uber Coulemb
Wechselwirkung entspriclttabei einem Energietransfer, bei dem das urspringlich angeregte
Donatormolektl D* in seinen Grundzustand D rekombiniert, wahrend gleichzeitig dag-Akze
tormolekll aus seinem Grundzustand A in den angeregten Zustand A* Uberfihrt wird.

A
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Abbildung 2.8: Forster-Resonanzenergietransfer (FRET)Ein Donator im angeregten Zustand,
interagiert mit einem Akzeptom Grundzustand A tber Coulombehselwirkung. Durch resonan
Energietransfer rekombinieder Donator in den Grundzustand D, wahrend gleichzeitig derpéde
in den angeregten Zustand A* Ubergéhach 102]

Ohne die genaue Ausrichtung der beteiligten Dipole zueinander zu bertcksichtigen, kann aus
einer grundlegenden Betrachtung derdipipol-Ubergange in Molekiileabgeleitet werden,

dass die Starke des ForsEmergietransfer mit Rabnimmt. Dabei beschreibt R den Abstand

der beiden Dipole, also Donator und Akzeptreinander. In der Realitéat lassen sich se-rel
vante Interaktionen zwiseln organischen Molekllen auf einer Langenskala von wenigen
Angstrém bis hin zuaximalen Abstanden von etwa 26 nachweisen90,102 104

Abbildung 2.9 veranschaulicht den Dext&mnergietransfer. Dieser beschreibt den resonanten
Ubertrag von Energie zwischen zwei Molekiilen tiber den gleichzeitigen Austausch vien Elek
ronen. Die Gesamtladungrdeeiden beteiligten Molekiile bleibt dabei unverandert. Damit ein

solcher elektronischer Energieaustausch stattfinden, kstrein Uberlapp der Molekiilorlait

le von Donator und Akzeptor notwendig. Es kann gezeigt werden, dass sich dadurch eine e
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ponentiellabfallende Abhangigkeit der Starke des Dekpergietransfers mit dem Abstand
zwischen Donator und Akzeptor ergibt. In der Realitat bedeutet dies, dass sich elektronischer
Energieaustausch auf einen Abstandsbereich unterhalb eines Nanometers be&thiéxakt.[

A
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'°§J, Austausch Dexter.
o Www
S| 1w dt TR
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D* + A o D + A*

Abbildung 2.9: Dexter Energietransfer. Donator und Akzeptor interagieren Uber Austauscl
selwirkung. Durch den Uberlapp von Molekiilorbitalen findet ein resonanter Austausch voio-
nen zwischen D* und A statt, sodass nach dem Austausch der dkimagingeregtenustand A* ist
[nach 102]

Werden die beiden nichtradiativen Energietransferprozesse FBestenanzenergietransfer
und DexterEnergietransfer hinsichtlich ihrer Relevanz fir die Photochemie diskutiert, so
muss zunachst der Einfluss von Singulettd TriplettZustanden geklart sein. Da der Forster
Energietransfer iiber CoulorWechselwirkung den optischen Auswahlregeln fiir Ubergange
zwischen zwei Dipolen unterliegt, beschrankt sich diese Art des Energietransfers tauptsac
lich auf resonante Kopplungon SingulettZustanden. Dabei ist hier mit Energietransfer ein
Ubertrag aus einem angeregten Donator D* zu einem Akzeptor im Grundzustand A gemeint.
ExzitonischeAnnihilationsprozesse, welche die Wechselwirkung zwischen angeregten Don
toren D* und Akzepiren A* beschreiberkénnen prinzipiell auch im Bild der Dip®@ipol
Wechselwirkung verstanden werdd@f Solche Interaktionen, wie etwa die Singulett
Triplett Annihilation werden hier allerdings nicht weiter erlautert.

Fur Energietransfer zwischen Zustandderen Ubergang Dipalerboten ist, also etwa #w
schen TripletiZustandenist langreichweitiger Forstefransfer also zu vernachlassigen. Der
Energietransfer zwischen Tripletustanden wird daher von elektronisoh&nergieaustausch
durch Orbitaluberlapp dominiert. Bei der Kopplung von Singettadnden konkurrieren
nun Forsterund DexterEnergietransfer prinzipiell miteinander. Vor allem im Bereich kurzer
molekularer Abstande ist eine Differenzierung dieseréeiBrozesse etwa anhand ddr- A
standsabhéngigkeit in der Praxis allerdings schwierig. Fir die Anwendung in der Rhotoch
mie spielen aufgrund der angenommenen diffusionsbasierten Interaktion in Losung vor allem
die Lebensdauern der involvierten Zustande ewugschlaggebende Rolle. Wie zuvor schon
erwahnt, wird daher im Allgemeinen eine Photosensibilisierung aus langlebigen Triplett
Zustanden bevorzugt. Aus diesem Grund Uberwiegen in konkreten Anwendungen in-der Ph
tochemie meist Dextanduzierte Energietrafsrprozesse durch ladungsneutralen Austausch
von Elektronen. Ein Nachteil der Sensibilisierung Uber Trijde#tande hinsichtlich desx-
perimentellen Realisierung ist allerdings dierstarkteRekombination des Triplettstwa
durch Interaktion mitnolekubrem SauerstofEin moglichst effektiver Ausschluss vonusa
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erstoff ist in der Praxis der Photochemie mit Tripistdanden daher
unumganglich.38,90,102

Da die Loschung des Tripletts in angeregten organisEhe&rophorenin diese Arbeit ein
wichtiger Punkt ist, wird darauf etwas detaillierter eingeganBenintermolekulare Verstéa
kung der Rekombination des Triplettsarcheinen Quenchemit ungepaarten Elektronéésst
sich dabeilber die elektronische Interaktiomwischen demangeregten Molekul und dem
Quencherinnerhalb eines Kollisionskomplexes erklaré&itir die Loschung des Tripletts in
angeregten FluorophorefF¢) durch den TripletGrundzustand von Sauerstoff)) lassen
sich dabeiaufgrund der SpiStatistik innerhalb des Kollisionskomplex¢¥ 30,) vier ve-
schiedene Reaktionspfade aufschreiben:

O 0w o) O "0 0° AN
° o Y ° A

0 0w o0 °© O O A

"0 0 b 00 A

(2.1)

Die zwei interagierenden TripleBpezies treffen aufeinander und bilden genmd@&r Spin
Statistik drei verschiedene Zustan@e 30,). Dieser Komplex dissoziiert entweder wieder zu
seinenAusgangszustanden oder reagiert unter Bildung der verschiedexeasindeHier

ist 1ch, der erste, unﬂiEg+ der zweite angeregSingulettZustand von Sauerstofer Supe
skript i gibt die Multiplizitat der involvierten Molekulle, bzw. des bimolekularen Kollision
komplexes an. Grundsatzlich kénnen zwei interagierendeMolekile im Triplett

CF* (S=1)+ %0, (S5=1)) entweder zu einem Quintett (S=2), einem Triplett (S=1) oder einem
Singulett (S=0) kombiniert werden, wodurch der Kollisionskomplex einen dieser Spin
Zustande annimmtBei dieser Betrachtung wird angenommen,sdaie vier Reaktionen
durch SpirErhaltung bestimmt sind. Dagdeutet, dass Interkombination zwischen den drei
KomplexMultiplizitdten viel langsamer ablauft, als alle Sygifaubten Prozess&o gibt es

fir den QuintetKomplex °(’F %0,) keine Moglichkét, den Fluorophor in den Singulett
GrundzustandF zu tberfiiren, dafiir den Produktkomplex keine erlaubten Zustande im
Sauerstoffexistieren(d). Dieser Reaktionsmechanismus scheidet fiir die Loschungrdies
Zustandsalso aug105 107

Befindet sich der Komplex in der Tripletionfiguration(F °0y), soist ein Zerfall in &n'F
Zustand und defO, Zustand Spirerlaubt(c). In diesem Fall wirkt Sauerstadis reiner Kad-

lysator, der den Interkombinationsprozess innerhalb des Fluorophors beschleunigt. Durch die
Bildung des intermediaren Triplettomplexes bleibt dabei der Gesamtspin erhali@ie
Energie deSF* Zustands wird ifForm vonSchwingungsenergidissipiert

Befindet sich der Komplex in der Singukonfiguration’(®F 0.), so kann daraus ebenfalls
der 'F Zustand gebildet werden. Je nachdem, wieviel Energie auf der Seite des Fluorophors
zuvor vorhanden war, entsteht zudem entweder der @stala der zweite(a) angeregte
SingulettZustand von Sauerstoff. Die jeweiligen Ubergangsenergien betragen dabei etwa
1,0eV, bzw. etwa 1,@V, sodass der TripleBustand der meisten organischen Farbstoffe auf
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diesem Weg geloscht werden kann. Etwaige Enebgisichiisse aus der Rekombination in
den'F werden wiederunm Schwingungsenergie umgesetzt. Der bei diesem Prozessientsta
dene SinguletBauerstoff ist hochreaktiv und kann tber weitere Reaktionen zur Dekomposit
on des Fluorophors beitragg®,105 107

Zusammengefasst kann Sauerstoff den Trydattand angeregter Fluorophore sowohl tber
einen inermolekularerEnergietransfer, als auch ausschliel3lich durch elektronische Interakt
on losclen. In letzterem Fall wird die Energie des Tripl&istands intramolekular tbat-i
terne Konversion dissipiert.

Werdennunallgemein fotokatalytische Reaktionen als eine Form der Photochemie lipetrac
tet, so basieren diese auf zwei GrundvoraussetzungesrsEits auf der Absorption von Licht
durch geeignete Materialien und andererseits auf der Photosesreibilg zu einem Zielo

lekiil, dem Substratin dem eine chemische Reaktion ausgeldst werden soll. Wie oben bereits
erwahnt, beschreibt Sensibilisierudgn Ubertrag von Energie aus dem angeregten Zustand
eines Photokatalysators, bisher allgemein als Donator D bezeichnet, zu einem Sulestratmol
kal im Grundzustand, bisher allgemein Akzeptor A genannt. Mit dieser Energie soll dort eine
chemische Umwandlunguagelést werden. Sensibilisierung kann dabei, wie eben erlautert
reinen Energietransfer bedeuten. Selbst wenn beim Déraesfer ein Elektronerund damit
Ladungsaustausch stattfindeleibt die Gesamtladung der beteiligten Molekile und damit im
Allgemeinen die molekulare Struktur unverandert. Sensibilisierung meint allerdings auch
photoinduzierten Elektronentransfer, bei dem die Energie von Licht benutzt wird, um inte
molekularen Elekronentransport zu ermdglichen. So befasst sich der folgende Abschnitt mit
der grundlegenden Beschrang solcher sogenannten Photoredozpsse.

2.2 Grundlagen der Photoredoxkatalyse

Um diesen Abschnitt einzuleiten, werden zunachst noch einmal einige Beygkfart. Bs-

her wurden flr den Rahmen dieser Arbeit photophysikalische und photochemische Prozesse
naher definiert. Mit Photokatalyse ist nun allgemein das Ausnutzen von Licht als Endrgieque

le fir chemsche Reaktionen gemeint. Redeaktionen beschreibdnteraktionen, bei denen

ein dauerhafter Transfer von Ladung auftfthotoredoxktalyse beschreibt also Reaktionen,

bei denen die Energie von Licht benutzt wird, um einen Ladungstransfer zwischen beteiligten
Stoffen auszuldsen.

Bei den bisher betrach&n reinen Energietransferprozessen ist eine Anpassung energetischer
Niveaus erforderlich, um den nétigen spektralen Uberlapp fiir resonante Kopplung zu-gewah
leisten. Aul3erdem wurde erlautert, dass speziell bei der D€gpglung, die ja zumindest

den Ausausch von Elektronen beschreibt, neben dem spektralen energetischen Uberlapp auch
ein raumlicher Uberlapp vorliegen muss, um den Elektronenaustausch zu ermoglichen. Soll
nun in interagierenden Komponenten durch einen einseitigen Transfer von Elektrenen di

“Anders als in der Physik bezeichnet der Ausdruck ASu
Tragermaterial, wie etwa eine Glagler Silizium oder Goldoberflache, sondern einen Stoff, der in einekRea

tion chemisch umgesetzt werden s&in Analogon zu dieser Begriffsverwendung findet sich in der Botanik,

wenn etwa von Pflanzensubstraten die Rede ist.
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Gesamtladung verandert werden, so ist der daflr ausschlaggebende Parameter das Redoxp
tential der beteiligten Stoffe. Dabei beschreibt das Redoxpotential die grundlegende Affinitat
eines StoffesLadung abzugeben oder aufzunehmen. Das Redoxpotpat@hetrisiertso

nicht nur die relative energetische Lage zweier Zustande zueinander, sondern auch die ko
krete Lage von relevanten Energiezustanden in Bezug auf ein externes Potential. Ward an di
ser Stelle fiur weitere Beschreibungen das Elektronenbild dewahbedeutet die Reduktion
eines Stoffes, dass dieser zusatzliche Elektronen aufnimmt, und somit die nominellé- Gesam
ladung reduziert wird. Die Oxidation eines Stoffes bedeutet dann, dass dieser Elekironen a
gibt und somit die nominelle Gesamtladunggtte Werden nun im weiteren Verlauf konkrete
Oxidations bzw. Reduktionspotentiale eingefiihrt, so lasst sich das Vorzeichen der jeweiligen
Potentiale anhand deren experimentellen Bestimmung verstehen.

Prinzipiell kbnnen Redoxpotentiale in Losung gegemdaedisierte Elektroden gemess
werden. Bei der sogenannten Kykoltammetrie wird an eine Arbeitselektrode, die sich in
der zu untersuchenden L6sung befindeterst eine ansteigende positive und dann are a
steigende negative Spannung angelegt. Gleltiyziazu wird der durch die Losung flieRende
Strom aufgezeichnet. So ergeben sich charakteristische -Spammung$iagramme, aus
deren Signaturen sich die Redoxpotentiale extrahieren |a&3HeBabei parametrisiert die
positive angelegte Spannungj der die Stromstarke signifikant ansteiden Punkt, an dem

das untersuchte Material ein Elektron abgibt. Dieser Wert ist also das Oxidationspotential.
Die negative angelegte Spannung parametrisiert den Punkt, an der das untersuchte Material
ein Elektronaufnimmt. Dieser Wert ist das Reduktionspotential. In dieser Vorzeichenkonve
tion findet ein Elektronentransfer also energetisch bergauf statt. Haben Oxidatramhs$e-
duktionspotential nun das jeweils umgedrehte Vorzeichen, so bedeutet dies, dasktrein Ele
nentransfer energetisch bergab stattfinden kann.

Da diese Redoxpotentiale fiele Stoffe bekannt sind, kdnnen Elektronentransferreaktionen
prinzipiell also auf direktem, elektrochemischem Weg durchgefiihrt werden. Diese heschra
ken sich allerdings aufen Ubergang zwischen energetischen Grundzustanden. Ziehaler
toredoxkatalysést es Redoxreaktionemit der Energie von Licht, idealerweise im sichtbaren
Wellenlangenbereich anzutreiben. Da sich durch die Anregung mit Licht die potentiglle Ene
gie desbetrachteten Systems um die Anregungsenergie andert, unterscheiden sich auch die
Redoxpotentiale von Grundind angeregten ZustamdeDie Absorption von Licht fuhrt also

bei derPhotoredoxsnsibilisierung anders als bei energetischer Sensibilisierung zich-

nem reinen Ubertrag von Energie durch resonant liegende Energieniveaus. Die Anpassung
des Redoxpotentials durch Aufnahme von Energie verandert hier auch die grundsatzliche
Moglichkeit, Ladung in oder aus einem System zu transferieren. So ist eg déufall, dass

ein Elektronentransfer aus dem angeregten Zustand eines Molekiils energetisch bergab verla
fen kann,wéhrend eiim Grundzustand nur energetisch bergauf ablaufen wirde. Durch die
Anregung mit Licht kann also diese energetische Hurdeniilmglen werden.

°Die Konnotation von Ladungsabgabe mit Oxygenium, franzdsisch oxygéne, also Sauerstoff, hat hauptséachlich
historische Griinde. Aufgrund iser elektronischen Struktur ist Sauerstoff bestrebt, Elektronen abzugeben und
Verbindungen mit anderen Stoffen einzugehen. Historisch gesehen wurden solche Verbindungen erst nach ihrer
Beschreibung durch den franzdsischen Chemiker de Lavoisier durché\bgalilektronen erklart.
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Abbildung 2.10: Orbitaldarstellung der Reduktion und der Oxidation eines isoliert betrachtete!
Photokatalysators PK. Das Schema zeigt die steigende Elektronenaffinitat, sowie das sinkei
sierungspotential des PK im angeregten Zustand PK*. Damit ist sowohl eine Reduktion, als ¢
Oxidation im PK* energetisch glinstiggmach 102]

Eine Veranschaulichundjieses Grundprinzips der Photoredatdtyse, namlich dass anggre

te Zustandemmer bessere Oxidationsnd Reduktionspartner sind als Grundzustafiddet

sich inAbbildung2.10. Diese zeigt die Orbitaldarstellung der Pmethktion und-oxidation

eines isoliert betrachteten Photd&lysators PK. Im Gegensatz zur vorherigen Betrachtung
von Forsterund DexterProzessen, bei denen hauptséchlich die Energiedifferenz von HOMO
und LUMO ausschlaggebend fiir den notwendigen spekttithenlapp ist, wird nun zust

lich das Vakuumpotential als Referenz eingezeichnet, mit dem zudem die konkrete potentielle
Energie der jeweiligen Zustande parametrisiert werden KamnReduktion lasst sich dabei

im Bild der Elektronenaffinitat verstehenalbm angeregten Zustand PK* ein Platz i®-H

MO unbesetzt ist, ist die frei werdende Energie bei der erneutetzBegelurch ein aus dem
Vakuumnveau kommendes Elektron hdher als im Grundzustis®PK, in dem ein solches

nur das LUMO besetzen kann. Umgekehrt kann die Oxidation im Bild des lonisierumgspote
tials verstanden werden. Hier ist es so, dass der Energieunterschied, den ein Elekiron tbe
winden muss, um das Vakuumniveau zu erreichierdenangeregten Zustand PK* niedriger

ist, als fur den GrundzustardesPK. In beiden Fallen ist der Betrag des Energieunterschieds
gleich der HOMGLUMO Energiellicke. Konkrete Werte fiir die Elektronenaffinitat, sowie
das lonisierungspotential lassen sich expenitell wie zuvor erwahnt durch Zyklovoltamime

rie in Form von Redoxpotentialen, dann allerdings in Bezug auf eine Referenzelektrdee ermi
teln.[102
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Abbildung 2.11: Jablonski-Diagramm der Photoredoxinteraktion eines Photoltalysators PK
mit einem reagierenden Molekil X.Nach Absorption von Licht befindet sich der PK in einemes
regten Zustand. Von dort aus werden durch Elektroanasfer entweder das Rkalanion oder d:
Radikallation gebildet. Durchgezogene Linien verdeutlichen Ubergange in und aus Si
Zustanden des PK. Diese sind konkret dargestellt. Prinzipiell mogliche Ubergange in und aus
Zustanden sind gestrichelt angedeyteich 89

Abbildung2.11 zeigtim nachsten Schritt in einem erweitert@dablonskDiagramm die Pb-
toredoxinteraktion zwischen einemmgeladenen organischen Phattaitysator PK und einem
ebenfalls ungeladenen reagieden Molekil X. Wie bereits weiter oben erlautert kann das
PK Molekul durch die Absorption von Licht in einen angeregten Singubeliér Triplett
Zustand Uberfihrt werden. Ausgehend von diesen angeregten Zustanden findet dann ein
Elektronentransfer mitam reagierenden Molekul statBo entsteht auf der Reduétisseite
das sogenannte Radikalan des PK Molekiils, das ein UberschissigegepaarteElektron

im LUMO aufweist. Auf der Oxidabnsseite entsteht das Radilkatilon des PK Molekils, das
eine ungeparte molekulare Elektronenfehlste]lézw. ein ungepaartes Elektrom iHOMO
beschreibtGrundséatzlich sind Radikalzustadnde hoch reaktive Zust&mdenen das Molekul
bestrebt istwieder indie Ausgangskonfiguration tiberzugehemd gepaarte Elektronenko
figuration zu erreichenDie SpirZustande der Radikale kbnnen jeweils als Doublett &ara
terisiert werden.

Aufgrund der Relation der Redoxpotentiale der beiden reagierenden Komponenten zueinander
wird in der Realitat jeweils nur eine Radikalspezies effizgebildet. Nimmt das PK Molekul

auf der Reduktionsseite ein Elektron von X auf, so ist angedeutet, dass dieser Ubergang im
HOMO der beiden Molekule passiert. Gibt das PK Molekul auf der Reduktionsseite @i Elek
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ron an X ab, so passiert dieser angedeufdbergang im LUMO der beiden Molekiile. Neben

der Elektronenaffinitat und dem lonisierungspotential beschreibt eine Anpassung-des R
doxpotentials also auch eine Anpassung der jeweiligen Lage des HOMO und des WJMO z
einander. Das abgebildete Schema zeigtem, dass ein Elektronentransfer grundsatzlich
sowohl aus Singulettals auch TripletZustdnden mdglich ist. Da Singulett und Triplett in
organischen Molekilen energetisch meist sehr nahe beisammen liegen, ist eine Vorhersage,
ob einer der beiden Zusténdkatalytisch aktiver istin der Praxis schwierig. Aus diesem
Grund wird bei der mechanischen Beschreibung von Photoredeaétionen meist vereiaf

chend vom angeregten Zustand eines PKs gesprochen. Allein wenn das entstandehe Radika
paar einen wohldefiarten SpinZustand konserviert, konnen experimentell Rickschliisse auf
den Ausgangszustand des PKs getroffen werden. So gibt es zwar Beispiele fur chemische
Reaktionen, in denen weitere Reaktionsschritte davon abhéngen, welcheau§pimd das
Radikalpaatragt, allerdings wird hier nicht weiter auf solche Einflisse eingega@§S38]
Dahingegen wird in dieser Arbeit eanderer experimenteller Ansatz gewahlt, um dem Ei

fluss von Singulett und Triplett auf einen photoinduzierten Elektronentransfer miti-organ
schen Farbstoffen zu quantifizieren.

Die nachfolgenden beiden Abschnitte befassen sich nun damit, wie der phatiedtlzki-
ronentransfer, bzw. Photorederktionen parametrisiert und qualitativ verstanden werden
kénnen. Zunéachst erfolgt eine allgemeine thermodynamische Betrachtung solcher Reaktionen.
Hierbei wird auch der in dieser Beit konkret untersuchte Photdmxzyklus mit Rh6G als
Photolatalysator eingefihrt und parametrisiert. Der letzte Abschnitt dieses Kapitels befasst
sich schlief3lich etwas breiter angelegt damit, welche weiteren Anséatze es, auch in dier aktue
len Forschunggibt, um die Prozesse Photoredoxyklen, also vor allem den photoinduzie

ten Elektronentransfer aus angeregten Zustgraagmikroskopischer Ebene zu verstehen.

2.2.1 Thermodynamische Betrachtung des photoinduzierten Elektronentransfers

Ohne an dieser Stelle zu tief in die Grundlagen Thermodynamik einzutauchen kanm-fo
muliert werden, dass die thermodynamische Gréf3e, anhand derer bestimmt werdet kann
eine chemische Reaktion ablauft, die freie Energie nach (ikbsst. Die freie Energie ist

ein thermodynamisches Potential, eheds die Dimension einer Energie besitzt. Sie beschreibt
allgemein die Energie, die entlang einer chemischen Reaktion frei wird. Ist der W@ fir
einer betrachteten Reaktion negativ, so lauft diese spontan, unter Abgabe von Energie, also
exergonisch alst DG > 0, so lauft die Reaktion so lange nicht ab, bis der Betrag an Energie
dem System zugefuhrt wurde, d&8 = 0 werden lasst. Allgemein lasst sich die freie Energie

yo Yo YX¥Y (2.2)

als Funktion der Enthalpie und der Entropie ausdrickend8eiweiter oben betrachteten
Energietransferprozessen war bisher lediglich die Anpassung der elektronischen Energien
veaus notwendig, um einen resonanten Energsfgarzu ermoglichen. Fur Phogdioxpro-

zesse kann nun eine passende Formulierung der eiergie in Abhangigkeit der Redayp
tentiale gefunden werden, welche die photophysikalischen und elektigchem Eiga-
schaften des Photatalysators und des reagierenden Substrates berucksichtigt.
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Wird zunéachst die einfache Reduktion eines Elektronenszep durch einen Elektrone
donator D in der Gasphase, also ein Elektronentransfer im Grundzustaféy[D" + A'
betrachtet, so lasst sich die freie Energie fur diesen Fall in Anlehnukighsildung2.10 als

YO 'QJ000 'QJ000

- oY (2:3)

schreiben, wobei IP(D) das lonisierungspotential des Donators, EA(A) die Elektronenaffinitét
des Akzeptors, e die Elektronenladuagdie Dielektrizitatskonstante und R der Abstand der
beiden Reaktanten zueinander ist. Die freie Energie wird hier also durch die Grol3e des IP des
Donators und der EA des Akzeptors, sowie einem weiteren Term parametrisiert, der die
Coulomb Energie des beimdktronentransfer entstehenden lonenpaars in Abhangigkeit des
raumlichen Abstands R reprasentiert. In der Gasphaseekanh gesetzt werden, sodass der
CoulombTerm rein von R abhangt. Fur die weitere Diskussiorfréggn Energie in Photer
doxreaktionerwird fortan nicht mehr vom lonisierungspotential, sondern vom Oxidatmnsp
tential Ex(D/D") gesprochen. Analog dazu wird der Ausdruck Elektronenaffinitat durch den
Ausdruck ReduktionspotentialgA/A'") ersetzt.

Befinden sich nun Donator und Akzeptorlibsung und wird zusatzlich beispielsweise der
Akzeptor mit Licht angeregt, so kann die freie Energie analog zur Beschreibung von Rehm
und Weller folgendermalen formuliert werdéog

Q

YO Q300 OO QX0 0jo O o oy

(2.4)

Neben derelektrochemischen Redoxpotentialen des Donators und des Akzeptors beschreibt
Ean(A) die Energiedifferenz, die bei dem Ubergang aus dem Grundzustand in den angeregten
Zustand Uberwunden wird. Da die genaue Bestimmung der energetischen Lage der konkret
reagerenden angeregten Zustande schwierig ist, wird dieser Wert in der Praxis der organ
schen Synthese anhand der Absorptiamel Emissionsspektren des angeregten Reaktanten
bestimmt. Der Wert fir &(A) wird dabei aus dem irAbbildung2.7 eingezeichneten
Schnittpunkt des normierten Absorptiensnd Emissionsspektrums abgeles Da konkrete
Photoredoxeaktionen nicht in der Gasphase, sondern meisteamém Ldsemittel stattir

den, stellt sich die Frage in welcher Form der Einfluss des Lésemittels auf den Coulomb Term,
bzw. die Redoxpotentiale bertcksichtigt wird. Es ist davon auszugehen, dass sowoBkl} die L6
lichkeit der Reaktanten, sprich die rAumlicheofdnung der Losemittelmolektle um Donator

und Akzeptor, als auch die gegentuber der Gasphase verédnderte dielektrische Abschirmung in
Form der Losemittelpolaritat Einfluss adie Redoxeaktion nehmen. Da eine quantitative
Bestimmung etwa der Losungsenergaer der genauen dielektrischen Verhaltnisse wn D
nator und Akzeptor experimentell schwierig ist, wird dies in der Praxis umgangen. Dazu we
den die Redoxpotentiale der einzelnen Reaktanten wie weiter oben beschrieben Uter Zykl
voltammetrie in dem verwentin Losemittel bestimmt. Es wird davon ausgegangen, dass die
dort ermittelten Werte die mikroskopischen Einflisse des Losemittels auf den Elaktrone
transfer ausreichend derspiegeln, um daraus belastbare Aussagen innerhalb der- Rehm
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Weller-Gleichung treff@ zu kdnnen. Sind also die Redoxpotentiale aus der Zyklovoltemme
rie bekannt, so wird dartber hinaus die Abstandsabhangigkeit des Coulomb Termbk-vernac
lassigt.Im Allgemeinen wird dieser Term fur die thermodynamische Beschreibung \v@n Ph
toredoxreaktionen lso nicht weiter berlcksichtigObwohl die obige Rehswveller Gle-

chung also weder energetische Unterschiede zwischen angeregten Singdetiriplett
Zustadndemoch konkrete Details des Einflusses des Losemittels oder des mikroskopischen
Ablaufs des Elktronentransfers in Betracht zieht, gibt die dortige Beschreibung Uberi-exper
mentell bestimmte Redoxpaiiale in der Praxis der Photoredtetnie einen guten Anhakt

punkt dafir, ob ein geplanter Elektronentransfer zwischen einem Donator und eineng-angere
ten Akzeptor stattfinden wird3g,89,92,10p

Die experimentell bestimmten elektrochemischen Redoxpotentiale geben die potentielle
Energie des elektronischen Grundzustands der untersustaf@wieder. Soll nun ein Elgk
ronentransfer zwischen zwei Molekulen in einem bestimmten Losemitteinstattf so ko-

nen die jeweiligen Redoxpotentiale bestimmt und die freie Energie der Reaktion im Grundz
stand berechnet werden. Ist der Wert fur die freie Energie positiv, so findet die Reaktion nicht
statt. Erst wenn zur Reaktion diese zuvor berechnetév@oEBinergie hinzugefiigt wird, wird

die freie Energie negativ, und die Reaktion wird in Gang gesetzt.

Um die thermodynamische Betrachtung im Réhaller-Formalismus naher zu veransaha
lichen, wird nun beispielhaft der in dieserb&it untersucht@hotokatalysezyklus mit Rh6G

als Photoktalysator diskutiert. Die nachfolgende Beschreibung bezieht sich dabei auf Werte
aus er Arbeit von Indrajit Ghosh atl., in der Redoxpotentiale von Rh6G in Acetonitril
(AcN) als Losemittel zusammengetragen siBi].[In der organischen Chemie werdee-R
doxpotentiale typischerweise in organischen Losemitteln, wie etwa Acetonitril, Ethanol oder
DMSO bestimmt. Es wird allgemein angenommen, dass diese Werte auch in Wasser, das in
der vorliegenden Arbeit benutzt wird, erdanderen Lésemitteln mehr oder weniger unvera
dert bleiben. Darlber hinaus ist es in der experimentellen Praxis der Zyklovoltammetrie oft
schwierig Redoxpotentiale in Wasser zu messen, da darin organische Molekile bei den e
forderlichen Konzentrationeain den Elektroden zu hafteeginnenwas konkrete Messwerte
verfalschen wirde.

Abbildung2.12 zeigt zunachst die Redoxpotentiale der relevanten @dstéon Rh6G. Dabei
beschreiben Pfeile nach links jeweils eine Oxidation, also die Abgabe von Elektronen und
Pfeile nach rechts eine Reduktion, also die Aufnahme von Elektronen. Die Werte fur die
Ubergange aus dem Grundzustand in die Radikalzustandeisiimdder Zyklovoltammetrie
bestimmten Potentiale fir die Oxidation und Reduktion von Rh6G in AtNJer Wert von

2,2eV fir den Ubergang von Rh6G in einen angeregten Zustand stammt aus der Betrachtung
des Absorptionsund Emissionsspektrums in AcN. Die Weentlang der Ubergange aus dem
angeregten Zustand in die Radikalzustande lassen sich aus deMRelemGleichung fur

das isoliert betrachtete Molekil bestimmen, wenn die Grundzustandspotentiale, sowie die
Ubergangsenergie eingesetzt und gleich Nudeggt werden. Dabei muss je nachdem, ob eine
Reduktion oder Oxidation betrachtet widhs Vorzeichen bei der Energiezugabe richag g
wahlt werden. Es ergeben sich also folgende Werte:

(0] 0 Y®OQY®F O pltw cltow  pht @ sowie (2.5)
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d O Y@IYW®F O oo cheo mpo (2.6)

Das Vorzeichen der Potentiale bei der Reduktion und Oxidation aus verschiedenen Zustanden
kann gemal der oben erlauterten Konvention verstanden werden, nach der ein angeregter Z
stand immer ein besserer Partner fir beide Vorgange ist.

Bleibt also noch der Ursprung der Werte der Ubergangadnaus dem angeregten Radikal

nion zu erklaren. Da damngeregte Radikat@on von Rh6G keine strahlende Rekombination
zeigt, lasst sich nuras Absorptionsspektrum des Ubergangs aus dem Anion Grundzustand in
das angeregte Anion bestimmekus den Spektren iAbbildungl.2 kann ein Absorptiosr
maximum von etwa 426m abgelesen werden. Konkret angeregt wurde der Anion Grundz
stand inGhoshetal. mit einer LED der Zentralwellenlange von 4%%[31] Da aus exper
menteller Sicht kein besserer Wert herangezogen werden kann, wird also als Udmgang

gie dieser Wert verwendet. Aus der Wellenlange umgerechnet entsprecham 4f&5n
2,7eV. Da sich das Oxidationspotential aus dem angeregten Anion zurick in denuGrundz
stand also nicht exakt bestimmen lasst, spiegela dieg e g e b eV\hdemWert @derdder

sich aus konkret durchgefiihrten Reaktionen in der organischen Synthese als experimentelles
Maximum erwiesen hat.

RheG—*
Oxidation Reduktion Oxidation
- Rh6G* 2,7 eV
(exp.)
-0,8V \\\
L +12V 2.4V
Rh6G+ 2.2V . (exp.)
— Rh6G*~
AV A0V
Rh6G <—

Abbildung 2.12: Redoxpotentiale der verschiedenen Zustande und Ubergénge in Rh6Bfeile
nach links verdeutlichen eine Oxidation, also die Abgabe von Elektronen, Pfeile nach rechis
duktion, also die Aufnahme von Elektronen.

Um exemplarische Reaktionskreislaufehand dieser Potentiale und der ReWmller-
Gleichung durchzugehen, werden nun Anwendungsbeispiele aus der vorliegenden #wbeit di
kutiert. In diesen Redionen wird zunachst der Photaklysator Rh6G rediert, wodurch

das Radikalaion im Grundzustandebildet wird Dieses kann erneut angeregt und bei der
Interaktion mit einem reagierenden Substrat wieder oxidiert werden. Dabei kommt es nun
darauf an, ob deren Reduktionspotential eine Reaktion mit dem Anion Grundzustand oder erst
mit dem angeregten Anion Adst. Dieses Reaktionsschema beschreibt also einen kompletten
Kreislauf von zuerst Reduktion und dann Oxidation verschiedener Zustande von Rh6G. Dass
hier ein kompletter Kreislauf vollzogen wird, ist vor allem hinsichtlich der chemischen Ok
nomie wichtig,da so der Photakalysator Rh6G nach der Reaktion mit dem Substrat wieder
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in seinem Grundzustand vorliegtdueinen erneuten Photokatalyssiklauf vollziehen kann.
Einzig der Elektronendonator wird in dieser Reaktion verbraucht, da dieser nach der Abgabe
eines Elektrons nicht weiter bendtigt, und auch nicht durch eine Ruckoxidation wigeer akt
viert wird. Man spricht in diesem Zusammenhang daher von einem opfernden Elektronend
nator.

Im ersten Schritt wird die Reduktion von Rh6G durch Ascorbinsaure (Ase#ghbieben.
Das Oxidationspotential von AscA,o;EAscA/AscAA)’ betragt +0,06V.[73] Eine Reaktion
aus dem Grundzustand von Rh6G kann im RéWetler-Formalismus also durch

Yo @ o6i ¢di &6 QO YWPYPTF nmd@e pmQ® (2.7)
pITt ¢ &

beschrieben werden. Da in diesem Fall @&art fur die freie Energie positiv ist, findet die
Reaktion so nicht statt. Wird Rh6G vor der Interaktion mit AscA jedoch elektronisch angeregt,
so ergibt sich fur die Reaktion mit Rh6G* eine é&rEnergie von
YO O b (i)'c'o‘avi &6 Q0 YO YT M Qo pltQ® (2.8)
pip TQ &

Die freie Energie ist nun also negativ, und der Elektronentransfer zwischen AscA und dem
angeregten Zustand von Rh@@nn unter Bildung des Radikalans RhGGA'exergonisch
stattfinden.

Im n&chsten Schtitwird die Oxidation des Rh6G Anion Grundzustands mit Methylviologen
(MetV) in Anlehnungan die Arbeit von Vogelsargfal. beschriebenzp] Darin wird MetV
benutz, um den Radikalzustand von organischen Farbstoffen mdéglichst effizient zu 16schen.
Das Reduktionspotential von MetV,re&MetV/MetVAj wird in deser Arbeit miti 0,69V
angegeben. Die freie Energie der Oxidationsreaktion ist so:
YO Q0 Y@F | Y@O Q0 0 QjdQoFw pmQw ry®@e (2.9
o QW

Die Reaktion ist also exergonisch und findet statt. AscAMetV bilden so also ein Rereo

paar, mit dem ein erster kompletter Photokatalysezyklus exemplarisch nachvollzogen werden
kann. Fiur eine experimentelle Betrachtung dieses Zyklus sei an dieser Stelle auf diesErgebni
se dieser Arbeit verwiesen.

Als konkretes bemisches Substrat wird nurB2omobenzonitril (BrBN) betrachtet. DaeR
duktionspotential von BrBN, r&,(BrBN/BrBNA} betragti 1,9V.[109 Ausgehend vom Rh6G
Anion Grundzustand kann zunéachst folgender Ausdruck fir die freie Energie aufgestellt we
den:
Y0 QO Y@d | Y@O QO 61 6joi 65 plMmQ® pwQaow  (2.10)
THwQ w
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Ein Elektronentransfer zwischen dem Anion Grundzustand und BrBN ist also theanodyn
misch nicht moglich. Um der Ungewissheit beziglich des Oxidationspotentials desgangere
ten Anions Rehnung zu tragemwird fur eine Reaktion aus diesem Zustand die ReYetier-
Gleichung an dieser Stelle anders herum formuliert. So kann aus dem Wert der freien Energie
von +0,9eV gefolgert werden, dass bei einer zusatzlichen Anregung von mindestens 0,9

der Elektronentransfer thermodynamisch erlaubt ist. Eine Energiedifferenz dieser Gro3e en
spricht dabei einer nahinfraroten Wellenlange von etwa b#Q0Wird eine eingestrahlte
Wellenldnge von 456m, also etwa 2,éV zu Grunde gelegt, so ergibt sich flas Oxidat
onspotential des angeregten Anions ein theoretischer Weiit3;@V. Im konkreten Exper

ment zeigt sich, dass dieser Wert ausreichend ist, um den betrachteten Elektronentransfer zu
ermoglichen.109,11Q Die genae energetische Lage des remmginden angeregten Rieala-

nions bleibt dabei weiterhin unklar.

Wird nun dartiber hinaus mit Chloroanisol (CIAn) ein weiteres chemisches Substrat mit dem
Reduktionspotential von2,9V betrachtet, so sollte auch in diesem Fall ein Elektronesiran

fer theoreisch madglich sein]09 In Experimenten der organischen Synthese stellt sich |
doch heraus, dass keine Reaktion zwischen dem angeregten Anion und CIAn stattfindet. Auf
diese Art und Weise kann Uber Reaktionsansatze mit Substraten verschiedener Reduktionsp
tentiale das Oxiationspotential des angeregten Anions von Rh6G auf eRyaV abge-

schatzt werden3[l] Es lasst sich also eine hohe Diskrepanz zwischen dem theoretisech erwa
teten und dem aus der organischen Synthese bestimmbaren Wert des Oxidationspotentials von
Rh6G"* feststellen. Fiir eine weiteiiskussion dieses Umstandes sei an dieser Stelle auf die
theoretischen Ansatze zu deffenen Fragen in diesem Redgsgtem spater in diesem Kap

tel, bzw. in der abschliel3enden Diskussrenwiesen.

In Anlehnung an die higprasentierten experimentellen Ergebnisse aus der organischen Sy
these werden in dieser Arbeit auch BrBN und CIAn benutzt, um auf einzelmolekularer Ebene
Ruckschlisse Uber die jeweiligen Phatdioxsysteme ziehen zu kénnen.

Nach der grundlegenden, thermodynschen Betrachtung von Photoredgikien, anhand
derer vor allem geklart wurde, ob ein Elektronentransfer zwischen zwei betrachteten Zusta
den mdglich ist, werden nun mikroskopische Parameter des Elektronentransferseiéher b
leuchtet.

2.2.2 Mikroskopische Betrachtung desphotoinduzierten Elektrontransfers

Die soeben diskutierte thermodynamische Beschreibung des photoinduZiésidrona-
transfers in Photoredosaktionen ist prinzipiell ausreichend, um die grundlegendeniehem
schen Prozesse zu verdeutlichdr in dieser Arbeit auf der Ebene einzelner Molekuldnac
vollzogen und naher quantifiziert werden. Um den Horizont dieser Arbeit jedoch tber die fur
die Erklarung der experimentellen Ergebnisse relevanten Grundlagen hinaus zu erweitern,
befasst sich deer Abschnitt nun mit einer naheren Betrachtung mikroskopischer Parameter,
die fur ein umfassenderes Verstandnis des photoinduzierten Elektronentransfers wichtig sind.
Neben der einleitenden Diskussion, welche Parameter dies sein kénnen, wird in diesem A
schnitt auch ein kleiner Einblick darin gegeben, welche Ansétze es auch in aktueller Fo
schung gibt, um den Elektronentransfer aus angeregten Zustanden besser zu verstehen.
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Vor allem wieman sich denatsachlicherUbergang eines Elektrons von einem Donator
einemAkzeoptor naher vorzustellen h&t eine berechtigte Frage. So kdnnte anhand der ob

gen thermodynamischen Beschreibung, spatestens wenn die Abstandsabhangigkeit des
Coulomb Terms in der RehWVeller-Gleichung vernachlassigt wird, ein Elektronansfer

auch zwischen zwei raumlich separierten Molekulen stattfinden, wenn nur die jeweidigen R
doxpotentiale dies zulassen. Bei der Diskussion reiner Energietransferprozesse wurde bereits
erwahnt, dass beim DextEnergietransfer, der den resonanten Austh von Elektronen
beschreihtein Uberlapp der Molekiilorbitale notwendig ist. Dies ist ein guter Ausgangspunkt,
um also zunachst zu klaren, welche Parameter in konkreten Reaktionssystemen Einfluss auf
den Orbitaluberlapp und damit auf den Elektronenfeamszhmen kdnnen.

Intramolekular betrachtet beeinflusst die Lage des HOMO und des LUMO, bzw. die Ene
gielicke zwischen diesen Zustanden, wie bereits besprochen die Elektronenaffinitdt und das
lonisierungspotential und damit die Redoxpotentiale. DiesektRsinbereits in die thero
dynamische Beschreibung eingeflossen. Weitere intermolekulare Parameter, die Einfluss auf
den Elektronentransfer in LOsung nehmen kénnen sind dieNbgiiplizitat, die Lebensda:

ern, sowie die rdumliche Struktur der beteiligierstande. Die ersten beiden dieser Parameter
sind ursachlich miteinander verknipft. Dab¢id&e Lebensdauer von Singulistanden in
organischen Farbstoffen von der strahlenden Rekombination auf der Skala von Nanosekunden
und cer Interkombination zu fiplett-Zustan@n beschrankt, wahrend Tripl&tistande ihne

seits Lebensdauern von bis zu mehreren Sekunden aufweisen kdnnen. Wird beim Blektrone
transfer zwischen zwei Molekilen in Losung von einem diffusionsbasierten Prozess ausg
gangen, so kann der Wmschied der Lebensdauern ein limitierender Faktor sein. Da Diffus

on ein intermolekularer Prozess ist, beschreibt dieser Punkt bereits einen ersten Schnittpunkt,
an dem die intramolekulare Sp@rientierung mit der intermolekularen Diffusion verkntpft

ist. Zunéchst allerdings zurtick zur raumlichen Struktur der beteiligten Mokkile.

Ungeachtet dessen, ob nun von einer freien Diffusion in LOosung oder schlicht von zwei sich
raumlich nahe stehenden Molekiilen in der Gasphase ausgegangen wirdphaitalerUbe-

lapp, und damit auch die jeweilige Struktur der Orbitale in den einzelnen Molekilen grol3en
Einfluss auf die Ubergangswahrscheinlichkeit. Hierbei kommen dbensdunkte wie etwa

die konkrete Konformation, bzw. die rdumliche Orientierung lueiligten Molekile zue
nander ins Spiel. Auch hier beeinflussen also intramolekulare Eigenschaften den int@érmolek
laren Elektronentransfer. Werden schlie3lich realistische Reaktionen in Lésung betrachtet, so
muss auch die Wechselwirkung zwischen Losaimibvlekilen und dem Donator und Akze

tor berticksichtigt werden. Parameter, die hier eine Rolle spielen ktsindreinerseits die
Loslichkeit einzelner Stoffe, also wie gut sie sich mit den Losemittelmolekilen umgeben
dies kann den Abstand zwischen Dmmaind Akzeptor und damit den Orbitallberlapp beei
flusseni andererseits beschrankt die Diffusion von Donator und Akzeptor im Lésemittel den
maoglichen Zeitrahmen des OrbitaltiberlapRaft man sich den Coulomb Term in der Rehm
Weller-Gleichung wieder in&edachtnisso ist auch die dielektrische Abschirmung dés L
semittels, sprich di€olarisierbarkeit des Losemitteksin einflussreicher Parameter. Werden
dann zuséatzlich zumdsemittel und dem Donatdtkzepor-Paar noch weitere Additive in die
Reaktionsbsung gegeben, so kénnen auch noch Parameter wie etwa -d&emphh Form

von ionischer Wechselwirkung den Elektronentransfer beeinflu88e89,102111]
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Es gibt also eine ganze Mengerschiedeer Parametm, die bei einer umfassenden naikr
skopischen Betrachtung des Elektronentransfers zwischen einem Dordtenem Akze-

tor in Losung bertcksichtigverden missen. Weiterhin hat sich die bisherige Fragestellung
lediglich damit befasst, wie der eigentlicBektronentransfer zustande kommt. Hinsichtlich

der Anwendung in der synthetischen Chemie ist allerdings auch die Frage, was nach dem
Elektronentransfer mit dem entstandenen Radikalpaar passiert ausschlaggebend. ridberlegu
gen hierzu bleiben an dieser Stall@3en vor, werden allerdings in der Diskussion deeexp
rimentellen Ergebnisse noch einmal kurz aufgegriffen.

Die Experimente in dieser Arbeit widmen sich einem Teil der soeben genannten GréRen. An
dieser Stelle werden nun weitere theoretische Ansatze,Udexr den Rehrweller-
Formalismus hinausgehen besprochen. Danach wird kurz darauf eingegangen, wie solche
Ansatze in konkreten Beispielen benutzt werden kdénnen, sowie welche Fragestellumgen hi
sichtlich des hier betrachteten Redgiklzs mit Rh6G daflr releant sind.

Schon spatestens seit den 1950er Jahren befassen sich theoretische Chemiker damait, Elektr
nentransferprozesse zu quantifizieren und vorauszusagen. Die Arbeiten von Willard Libby
und Rudolph Marcuskodnnen dabei getrost als Ursprung einer modernen Theorie des Elek
ronentransfers betrachtet werd@02,112114] Vor allem das Modell von Marcus findet
auch in heutigen Arbeiten noch seine Anwend®8y.Die nachfolgenden Absétze besahre

ben daher die grundlegenden Ideen der MaiitweTie.

Die MarcusTheorie verfolgt &hnliclderoben eingefiihrte Formulierung nach Rehm und-We

ler einen thermodynamischen Ansatz, um Elektronentransferprozesse zu quantifizieren. Ma
cus geht dabei neben einer grundsatzlichen Aussage daobbein Transfethermodym-

misch erlaubt isteinen Schritt weiter, indemr versucht anhand eingehendekroskopischer
Uberlegungen die Rate eines betrachteten Elektronentransfers vorauszusagen.

Die gemeinsame Fragestellung in den Theorien von Libby und Marcus istictvides En-

fluss interner und externer molekularer Umstrukturierungen beim Elektronentransfes-energ
tisch darstellen lasst. Der hauptsachliche chemische Vorgang ist dabei, dass ein Elektron sein
Tragermolekul wechselt, indem es aus einem Orbital des Deriatein Orbital des Akze

tors Ubergeht. Einerseits andert sich dabei die Orbitalstruktur der beteiligten Reaktanten, a
dererseits wird durch den Elektronentransfer auch ein lonenpaar gebildet, welches nun anders
mit den umgebenden Losemittelmolekilereragiert als die Ausgangsmolekile. So findet

sich in der Marcug heorie ein konzeptueller Ansatz, der zwischen einer internen, oder mol
kularen Reorganisationsenergie und einer externen, oder supramolekularen Reorganisations
nergie unterscheidet. Die anfflithe Uberlegung kann also in die konkrete Frage umierm

liert werden, wie grof3 die benétigte Energie ist, um Reaktanten und Losemittel so wanzuorg
nisieren, dass sie den konkreten Elektronentransfer vollziehen. Eine schematische &/isualisi
rung dieses Grurktbnzepts ist ilAbbildung2.13 dargestellt.

® Libby erhielt 1960 den Nobelpreis fiir Chemie fiir die Entwicklung der Radiokohlenstoffmethode zun-Besti
mung des Alters archaologischer Funde.

"Marcus erhielt 1992 den Nobelpreis fiir Chemie fiir seine Beitrage zur Theorie Keorgaibertragung in
chemischen Systemen.
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Abbildung 2.13: Visualisierung der inneren undauf3eren Veranderungen beim Elektronentrass-
fer. Die GroRenanderung von Donator ulkkzeptor soll die durch den Ederénderte Orbitalstrukt
verdeutlichen. Nach dem ET zwischen zuvor ungeladenen Reaktanten werden vor allem st:
Ldsemittelmolekiile n@mlich umorganisierfnach 102]

Diese visualisiert die innere und aufRere Umorganisierung eines Donators D, Akzeptors A,
sowie der Losemittelmolekile beim Elektronentransfer. In der Ausgangssituation wird dabei
von ungeladenen Reaktanten und einem stalaren Losemittel ausgegangen, welches z
nachst ungeordnet um Donator und Akzeptor verteilt ist. Nach dem Elektronentramsfer ve
deutlicht der GroRenunterschied des entstandenen lonenpaarsdD die elektronische
Umorganisation innerhalb der Reaktantsieben der Veranderung der elektronischenkstru

tur kann ein Elektronentransfer auch zu einer konformellen Anderung der Reaktanten, also
einer Umordung der Kerne fiuhren. All diese Prozesse sind unter dem Begriff der ineeren R
organisationsenergie zusammefiagst. Die Marcud heorie flr organische Molekiile bezieht
sich hier explizit auf interne molekulare Koordinaten der Reaktantenetwa Bindungsié

gen undi winkel. Vor allem in stark polaren Losemitteln, wie etwa Wasser oder Acetonitril,
richten sich dieLésemittelmolekile nach dem Elektronentransfer entlang des entstandenen
lonenpaars aus. Diese Umordnung wird unter dem Begriff der aul3eren Reorganisationsene
gie zusammengefasst. Die Mar€liseorie spricht hier explizit von externen Koordinaten, die
durch die relative Lage der Lésemittelmolekile zueinander und um die Reaktanten herum
definiert sind.1 02

Abbildung2.14 veranschaulicht nun den konkreten Losungsansatz der Mahagsie, um

den Elektronentransfer zwischen einem Ausgangssystem A und dem Produktsysteet P zu b
schreibenDabei beschreiben beidggsfeme jeweils die gesamte Situation von Donatér, A
zeptor und Umgebung. Sowalihs Ausgangssystem als auch das Produktsyserdeniber

eine Potentiallandschaft abhangig von der Reaktionskoordinate beschrieben. Die Beaktion
koordinate ist hierbei nichtun als Kernkoordinate, sondern reprasentativ fur alle inneren und
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auReren Umordnungen zu verstehen. Entlang dieser Koordinate vollzieht ein betrachtetes
Elektron also den Ubergang aus der Potentiallandschaft des Ausgangssystems in die des Pr
duktsystemsDamit wird also der Ubergang aus der linken Situation in Abbildufg in die

rechte Situation in Abbildung.13 beschrieben. Die Gesamtladung des Ausgangssystems ist
dabei gleich der Gesamtladung des Produktsystems. Ein echter Elektronenaustausch findet
lediglich zwischen dem Donator und dem Akzeptor innerhalb der Systeme statt.

Energie

4

Reaktionskoordinate'

——

Reorganisation Relaxation

Abbildung 2.14: Potentialdarstellung des Elektronentransfers im Rahmen der Marcus Theori
Aufgetragen sind die energetischieotentiale des Ausgangssystems A und des Produktsystert
lang der Reaktionskoordinate des Elektronentransfers. Durch Anregung mit einem Photon
Elektron aus dem Potential von A in das Potential von P tberfihrt werden. Die eingezeichne
gieunterschiede verdeutlichen verschiedene Umorganisationsprdrassel 02, 115]

Zunachst fallt auf, dass die Potentiallandschaften des Ausgangssystems A und des Produk
systems P durch ihre parabolische Form dem Potential eines harmonischen Osaiitgtors
nahert sind. Diese Naherung ist ein wirkungsvolles Werkzeug in der Marcus Theorié¢, um al
gemeine Aussagen uber Elektronentransferprozesse ziehen zu kd#eAlls Abbil-
dung2.14 lassen sich so also einige Parameter extrahieren, mit deren Hilfe sich die Ube
gangsrate eines Elektronentransfers auch quantitativ berechnen lasst. Die Reorganisations
nerdge | entspricht dem vertikalen Ubergang aus dem Minimum der Ausgangsparabel in die
Parabel von P. In dem Fall eines photoinduzierten Elektronentransfers ist diese Enérgie aqu
valent zur Absorption eines Photons mit der Energie h im Bild des FranciCorndon Pri-

zips. Die Anregung eines Elektrons geschieht auf einer Zeitskala, die zun&chst zu kurz ist, um
Umordnungsprozesse welcher Art auch immer zuzulassen. Die Ehdogeechreibt also die
Organisationsenergie, die fur einen Elektronentransfer notwéstdigoch bevor eine innere

oder &uBere Umorganisation stattfinden kann. Die AktivierungsenBEjideschreibt die
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Energie, die bendtigt wird, um den Uberganspunkt der beiden Potentialflachen ausgehend
vom Minimum von A zu erreichen.

Die Reaktanten und da_osemittel missen ihre Atomkerne und Elektronenstruktur sowohl
intern als auch extern umorganisieren, um den Elektronentransfer am Schnittpunkt mler Pote
tiale zu ermoglichen. Dabei entspricht der Pfad entlang der Reaktionskoordinate nicht nur der
intramdekularen Umordnung der Kerne, sondern insbesondere auch der externen @rganisat
on der Ldsemittelmolekule. Soll ein Elektronentransfer nicht photoinduziert, sondern rein
thermisch induziert stattfinden, so ist allein diese Energiebarriere zu GberwindehebDio-
dynamische freie EnergieG der Reaktion beschreibt den Energieunterschied zwischen den
Minima der Potentiallandschaft von A und von P. Die Summe aus Aktivierungsenergie und
freier Energie beschreibt die entlang der Relaxation des Produktsystggasamt frei we

dende EnergielD2

In weitergehenden Uberlegungen der Marcus Theorie kann nun folgender Ausdruck fir die
AktivierungsenergieDE’ in Abhangigkeit von der Organisationsenergjieund der freie
EnergieDG hergeleitet werden:

v YO - (2.11)

Eine weitere grundlegende Annahme der Mafthigorie ist, dass am Schnittpunkt der beiden
Potentiallandschaften eine schwache elektronische Kopplung ausreicht, um einen Elektrone
transfer zuermoglichen. Aus der Quantenmechanik ist bekannt, dass im Fall einer schwachen
elektronischen Kopplung die Ubergangsrate eines Transfers im Rahmen von Fermis goldener
Regel formuliert werden kann. Allgemein ausgedrickt lautet diese dann:

ox'd D s @ (2.12)
Die Ubergangsrate des Elektronentransfgysskalso durch das Ubergangsdipolmomest P
den Ausgangsund Zielzustandr, und Y ;, sowie das Uberlappintegralparametrisiert. Im
Rahmen der Marcus Theorie ergibt sich dann fiir die Ubergdagsra

QN OAGDYF Y'Y (2.13)

Hier beschreibt A die Transmissionswahrscheinlichkeit, dass am Schnittpunkt der beiden P
tentialflachen das Elektron in das Produktsystem Ubergebt.die universelleGakonstante

und T die absolut&éemperatur, sodas®X die Dimension einer Energie hat. Die Ubergang

rate, und damit verknUpft die mittlere Dauer des Elektronentransfers lasst sich also prinzipiell
im Rahmen der Marcus Theorie in Abhangigkeit von der Aktivierungsenergie und der gut
abschatzbaren GroRéIRjuantitativ berechnerip2]

Die fur die Geschwindigkeit einer Reaktion verantwortliche Grof3e ist also nicht allein die
dabei frei werdende Energl@G, sondern die Aktivierungsenergie, die als Potentiatyarr
zwischen A und P Uberwunden werden muss. Ohne in Anwendungen in der organischen
Chemie einen zu groRen Wert auf die exakte Ubergangsrate zu legen, lassen sich anhand der
Aktivierungsenergie auch Vergleiche der Effizienz verschiedener Reaktionen .zMbien
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allem beziiglich der genaueren Kenntnis debfifi enthaltenen Parameter kann eine weite
gehende theoretische Betrachtung notwendig 281023

Speziell um die genaue interne und externe Energielandschaft des AusgahBsoduktsy-

tems zu bestimmersind moderne, haufig rechnerbasierte Modelle notwendig. So kénnen
beispielsweise mit Hilfe von Dichtefunktionaltheorie (DFT) und zeitaufgeldster Dichtefunkt
onaltheorie (ZADFT) Geometrien und Orbitalstrukturen der beteiligten Molekille berechnet
werden, as denen sich die Organisationsenetgiend die freie Energi®G bestimmen Is
sen.p8,11§

Um an dieser Stelle nicht weiter auf die konkreten Ansatze und Unterschiede verschiedener
Rechenmodelle der theoretischen Chemie, wie etwa dem HadokeFormalismus oder der
Dichtefunktionaltheorie einzugehen, nur einige einfihrende Satze dazu, welches konkrete Ziel
diese Modelle verfolgen. Das grundlegende Problem der theoretischen Chemie ist,rflir meh
atomige Systeme eine analytische Formulierung sowohl furé&limliche Anordnung der

Kerne, als auch fur die Orbitalstruktur von Systemen mit mehreren Kernen und Elektronen zu
finden. So kann im Rahmen der Schrédingergleichung zwar ein analytischer Ansatz fir die
Beschreibung von Mehratomsystemen geliefert werden, allerdings lkeldrdsung dieses
Ansatzes verschiedener Naherungsmethoden. Mit Hilfe solcher Methoden kdnnen in einem
ersten Schritt sowohl die Struktur als auch die Energie molekularer Grundzustédnde berechnet
werden. Wird nun ein Grundzustand auf welche Art auch immegedenkt, so kdonnen Uber

die energetische Optimierung der Molekulstruktur Potentiallandschaften simuliert werden.
Diese beinhalten analog zum Ansatz der Marcus Theorie Punkte minimaler lokaler wd glob
ler Energie, sowie Ubergangszustande in Form vorlBattkten.

Ein Beispiel dafur, wieexplizite Ergebnisse der DFT und ZBFT im Marcus Formalismus
verwerdet werden konnen, zeigt die Veroffentlichth@d p p | i c at i-o-0V RhdtonVi si bl
Upconversion to Photoredox Catalysis: The Activation ofl Asomid e sam Michal Ma-

jek etal.[28] Darin wird, &hnlich zur Motivation fir diese Dissertation, die Aktivierung von
AromatBromid Verbindungen beschriehdn Mgek etal. wird dazu allerdings die sequient

elle Kombination eines Triplefriplett-Annihilierungsprozeses mit einem Elektronentran

fer ausgenutzt. Die photophysikalischen und photochemischen Schritte der dortigen Reaktion
werden mit zeitaufgel6ster transienter Fluoreszenz Absorptionsspektroskopie, sowie mit
Hilfe von DFT untersucht. Da die Verofferaiung lediglich die Ergebnisse der DFT Bérec
nungen prasentiert, bezieht sich die weitere Diskussion auch auf die eingehenderén Ausfu
rungen zu den DFT Rechnungen in der Dissertation von Michal Majék.[

Um theoretsche Vorhersagen tber einen Elektronentransferprozess treffen zu kgitres)
wie oben gezeigt, die Aktivierungsenergie, bzw. in anderen Parametern ausgetie(iCkt
ganisationsenergie und die freie Energie der Reaktion zu lmestimin der Arbeit voriMa-
jek etal. wurden verschiedene Softwarepakete benutzt, um die Geometrie von Gmndnd
angeregten Zustadnden anhand von DFT undDEA Ansatzen zu berechnen. Losemittele
fekte werden dabei in Form eines polarisierten Kontinuums bericksichtigt. So lassen sich im
ersten Schritt theoretische Redoxpotentiale berechnen, aus denen die freie Energie abgeleitet
werden kann. Die berechneten Werte beziehen sich dabei zunéchst Referienzpotential
von Aunendlichii. Um die theoretischen Redoxpotentiale mit den aus der Zyklovoltammetrie
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experimentell zuganglichen Werten vergleichen zu kénnen, missen sie an das Potential des
im Experiment verwendeten Elektrodenmaterials angepasdemebDie Marcus Theorieeb

trachtet nun weiterhin die Reorganisation eines Produktsystems nach der Photoanregung des
zugehdrigen Ausgangssystems. Dabei lasst sich die Organisationsénérgisvei Terme
aufteilen, eine innere und eine dulRere Reorganisanamgie. Die innere Reorganisatiens

nergie beschreibt die verschiedenen Geometrien der Ausgangsmaterialen A und der Produkte
P und ist mit der vibronischedmordnungverkniipft, die notwendig isum den Ubergang
zwischen A und P am Schnittpunkt deren Ro&flachen zu ermdglichen.

Sofern die Struktwenvon A und P bekannt sind, kann DFT hier eine explizite Berechnung
dieser Energie liefern. Gro3ere Probleme tauchen allerdings bei der Beschreibung der &uf3eren
Reorganisation auf. Diese ist mit der Umordnung und Relaxation des umgebenden Mediums
verknupft,in dem der Elektronentransfer stattfindet. Hier missen also die Losemittelpolaritat
und die damit verknipfte Umorientierung bei der Bildung eines londer Radikalpaars
bertcksichtigt werden. Der urspriingliche Ansatz von Marcus behandelt dabei getiste M
kule als Kugeln, die in ein linear reagierendes dielektrisches Medium eingebettet1gnd.[
Dieser Ansatz beschreibt zwar die von ihm betrachteten Metallionen relativ gut, ist jedoch fu
die Anwendung auf organische Molekile unzureichend, da deren Form selten als isotrope
Kugel angenahert werden kann. In der Arbeit voneé{dej al. wird daher ein Modell benutzt,
welches das Losemittel als polarisierbares Kontinuum betrachtet. In dieselell Nst die
Antwort des Ldsemittels an die Reorganisation der Reaktanten gekoppelt. Daher liefern DFT
und ZA-DFT Berechnungen im Rahmen dieses Modells sofort die gesamte Organgsations
nergiel , ohne eine Unterscheidung nach innerer oder aul3erer Organigazunehmen. So

wird in Majek etal. die unterschiedliche Reaktivitat verschiedener chemischer Substrate mit
einem gleich bleibendeRhotolatalysator anhand von theoretisch berechneten Werten der
Aktivierungsenergid®E’ erklart.[28,115

Um den Bogen von den Ansatzemer mikroskopischen und theoretischen Betrachtung be
spielhafter photoinduzierter Elektronentransferprozesse zurtick zum konkreten Thema dieser
Arbeit zu schlagen, werden fiir diese Kapitel abschliel3end AnknUpfungspunkte diskutiert, an
denendie theoretisbe Chemie offene Fragen in der Beschreibung von Redoxzyklen mit
Rh6G beantworten kénnte. Diese werden hier jedoch nur kurz angerissen und so im-den Ko
text dieses Kapitels gestellt, um der Diskussion der experimentellen Ergebnisse nicht zu weit
vorzugreifen.

Die besondere Charakteristik des in dieser Arbeit untersuchten konsekutiven Transfers eines
Elektrons ist die Interaktion des angeregtadiRalanions von Rh6G mit einem chemischen
Substrat.Die konkrete Lebesdauer des angeregten Radikiat experimetell bishernicht
bestimmt. Da es in der Literatur eberisginen Nachweis von radiativer intrinsischer Reko
bination zwischen Rh&t und demRadikal Grundzustand RhGAGIgibt wird hier von einer
nichtradiativen intrinsischen Rekombination von Rﬁ6®usgegangen Somtird in An-
lehnung an vergleichbare Molekiten einer Lebensdauer des RH6&ustands im Bereich

von Picosekunden ausgegang®@.[Wird der Elektronentransfer als ein diffusionsbasierter
Prozess beachtet, so liegt die fur eine Interaktion zwischen Donator und Akzeptor natwend

ge Zeitskala im Bereich von Nanosekunden. Da publizierte Ergebnisse der organistchen Sy
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these Reaktionen zeigen, die nur ausgehend vom angeiRgtikal beschrieben werden
koénnen, stellt sich die Frage, ob ein diffusionsbasiertes Bild nach wie vor aufrecht erhalten
werden kann. Beziehungsweis® Donator und Akzeptor eine Praaggregation eingehesa mu
sen, um den Elektronentransfer auf der Picosekunden Zeitskala zu ermoglichen.

Neben der experimentellen Herausforderutdig konkrete Lebensdauer von RHBGoder
maogliche langlebigere interdiare Zustande zu bestimmen, kdnnen also auch theoretische ab
initio Ansatze dazu beitrageden Elektronentransfer aus Rh’@@nikroskopisch o verse-

hen. So ist ein moglicher Ansatzpunkt fir solche Berechnungen beispielsweise di@-Betrac
tung der geometrischen Konformation von RAGGINd etwaigen chemischen Substraten,
sowie ob diese eine Praaggregation, und viel wichtiger, eine spatere hgeien beiden
Reaktanten zulassen. Dariber hinaus sind auch Berechnungen der Lebensdauer des angere
ten Radikalzustandebzw. dessen energetische Lage und damit das theoretisch erwartbare
Oxidationspotential etwa im Rahmen zeitaufgeltster DFT denkbar.

All diese Uberlegungen gehen jedoch, wie eingangs dieses Abschnittes gilvéhuie fir

das Verstandnis der experimentellen Ergebnisse notwendige Betrachtung der photaphysikal
schen und photochemischen Grundlagen des photoinduzierten Elektronentransiessim
nachsten Kapitel werden nun die konkreten Methoden beschrieben, mit denen der photoind
zierte Elektronentransfer in dieser Arbeit nachvollzogen und quantifiziert wird. Fur etwas
weitergehende Ausfuhrungen bezuglich einer méglichen theoretischemr&bung des
konkreten Photoredoystem mit Rh6G sei an dieser Stelle auf die Diskussion, sowie den
Ausblick dieser Arbeit verwiesen.
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3 Experimentelle Methoden

Nachdem im vorherigen Kapitel die photophysikalischen und photochemischen Grundlagen
von Redoxreaktionen erlautert wurden, befasst sich dieses Kapitel nun mit den expérimente
len Methoden, die eine Untersuchung dieser Prozesse auf einzelmolekularer Ebene ermdgl|
chen. Der erste Abschnitt beschreibt die Herstellung von Einzelmolekulproben.diterzw
Abschnitt wird die konfokale Fluoreszenzmikroskopie fur spektroskopische Untersuchungen
an einzelnen Molekilen eingefuhrt. Dieser Abschnitt widmet sich auch der genauegen exp
rimentellen Beschreibung der Fluoreszenzmikroskopie an immobilisierterkiiehe bzw.

der diffusionsbasierten Fluoreszenzmikroskopie. Am Eretebdiden Teile werden jeweils
Beispielmessungen an verschiedenen Einzelmolekuilproben prasentiert, deren Ergebnisse im
nachfolgenden Kapitel zur Fluoreszenzkorrelation exemplarisch aeggéwerden. Dieser
Hinweis ist als Schnelldurchlauf durch dieses Kapitel zu verstehen, um den Ursprung der in
denexperimentellen Ergebnissgezeigten Daten nachvollziehen zu kénnen.

3.1 Herstellung von Einzelmolekilproben

Das konzeptionelle Ziel der Prolbesrstellung in dieser Arbeit ist esinzelne Molekiile, die

in Loésung mit verschiedenen anderen Substanzen interagieren kabeereinen moglichst
langen Zeitraum zu beobachten. Um dies zu errejovarden zwei veschiedene Ansatze
gewdahlt. Zum khen de feste Immobilisierung einzelner Molekile an einersGieerflache
Uber ein System, daes dem Molekll ermoglichirotz der festen Bindung zur Oberflache frei
mit Loésungsmittelmolklilen zu interagieren. Und zumnderen Messungen mit frei in der
Losung difundierenden Molekllen, deren Konzentration in der Probe weit unter der von typ
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schen Ensemblemessungen liegt, um die Signale einzelner Molekile auflésen undnvoneina
der trennen zu konnen. Die faund Nachteile, die beide Messmethoden mit sich bringen
werden spater in deAbschnitten3.2.1 und3.2.2néher betrachtet.

3.1.1 Versuchtelmmobilisierung von Rhodamin B mit Click-Chemie

Da die in dieser Arbeit untersuchten chemischen Reaktionen meist in organischen Losemitteln
durchgefuihrt werderist dernaheliegensite Ansatz zur Immobilisierung einzelner Molekule
einer, der sich eben in solchen Losemitteln realisieren lasst. Dazu wurde ein Protokell entw
ckeltund getestet, mit dem RhodanBn(RhB) mittels Veresterung funktionalisiert und Gber
Kupfer-katalysierte dtk-Chemie kovalent an eine Glasoberflache gebunden werdeh soll.
RhB wird hier aufgrund seiner funktionalen Carbonséure gewahlt. Die photophysikalischen
und photochemischen Eigenschaften sind weitestgehend mit denen von Rh6G identisch.

Abbildung 3.1 zeigt schematisch das Grundprinzip und den Abdn Immobilisierung von

RhB aufeina Glasoberflache. Zur Reinigungnd um die Oberflache mit GBruppen zu
terminieren wird ein Mikroskopi®eckglas in einem Plasmareinigenit Sauerstoffplasma
vorbehandelt. Dabewird verdunnte Sauerstoffin einer gschlossenen Kammer in einem
elektrischen Wechselfeld ionisiert und auf die Glasoberflache beschleunigt. Ubee-die B
schleunigung vornonenauf die Glasoberflache wird diese sowohl mechanisch, als auch tber
chemische Wechselwirkung gereinigt. Eine Mischung von Alkylsilan und Azidosilan wird auf
das Glas aufgebracht, um die Oberflache einerseits mit Alkylsilan zu passivieren und-andere
seits mit Azdosilan zu funktionalisieren (a). Die Carbonsaurefunktion des RhB wird durch
Veresterung mit Propargylalkohol funktionalisiert (b). In einer Kufekatalysierten Cg-
loadditionsreaktion wird im letzten Schritt (c) funktionalisiertes RhB an Azidoseéaargen.
Diese Reaktion stammt aus der Klasse der &llbkmie, in der Verbindungen durch Zosa
menflgen kleiner Einheiten Gber Heteroatombindungen gebildet werden. Mit diesem Ansatz
ist die ClickChemie, &hnlich der Photokatalyse bestrebt, dem mechanhestiReispiel der
Natur zu folgen116,117

Die Konzentration der RhB Molekile auf der Oberflache soll Giber die Konzentrationi-an Az
dosilan im ersten Praparationsschritt eingestellt werden. Im Laufgeei¥ersuche konnte
jedoch selbst in Proben ohne Azidosilan eine deutliche Bedeckung der Oberflache mit RhB
beobachtet werden, woraus geschlossen wurde, dass die Glasoberflache mit Alkylsilan nicht
ausreichend passiviert werden konnte. Aus diesem Grundevdieser Immobilisierungsa

satz verworfen.

Da eine Immobilisierung photoaktiver, organischer Molekile in organischen Lésemitteln
auch fur weitere Projekte von Interesse sein kann, findet sich im Anhang ein detailliertes Pr
tokoll dieser Methode als Arbsgrundlage.

8 In Zusammenarbeit mit Dr. Michal Majek (ehemals AG Jacobi) und Dr. Robert May, nicht publizierte Arbeit.
° Plasma Technology, Smart Plasma.
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Abbildung 3.1: Schematische Darstellung der kovalenten Immoksierung von Rhodamin E
(RhB) auf eina Glasoberflache.(a) Eine Mischung von Alkylsilan und Azidosilan wird zur Rz
vierung auf die mit Sauerstoffplasma vorbehandelte Glasoberflache aufgebracht. Azidosil:
weiterhin zur Funktionalisierung der Oberflache. (b) RhB wird durch Veresterung mit Propao
hol an der Carbonsaure funktionalisiert. (c) Durch Kupfer (I) katatgsi@ycloaddition wird funko-
nalisiertes RhB kovalent an Azidosilan gebunden.
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3.1.2 Immobilisierung an Doppelstrang DNA

Nachdem der Immobilisierungsansatz in organischen Losemitteln nicht zu verwendlmaren Ei
zelmolekulproben fuhrte, wird im Weiteren mit eirers der Mikrobiologie stammendereM
thode gearbeitet, die auf der Markierung von Doppelstrang DNA mit Farbstoffen basiert. Der
Umstand mit an DNA gekoppelten Farbstoffen zu arbejteedingt nun allerdings auch, dass

in dieser Arbeit alle Experimente anrmobilisierten Molektlen in einer auf den pMert 7,4
gepufferten Losung (PBS) stattfindéh.

In den 2000ern wurde in der Gruppe von Markus Sauer ein Protokoll entwickelt, mit dem
markierte Doppelstrang DNA zuverlassig Uber Protein Verbindungen auf eiasol®éi-

che immobilisiert werden kanid18 120 Die Grundlage fur dieses Protokoll bildet eine A

beit der Gruppe von Weihong Tan aus dem Jahr 1999, in der Methoden gesucht werde
die Hybridisierung von an Oberflachen immobilisierter DNA zu untersuchl.

In diesen Arbeiten dient das KonzeptNA Strange mit Farbstoffen zu markieren dazu, tber
Fluoreszenzléschung durch intramolekularen Elektrontransfer oder Ubeamtsofnerg-

transfer zu anderen Farbstoffmolekilen Aussagen uber die markierten Systeme zu gewinnen.
Dieser Grundgedanke wird hier nun umgekehrt, da die Immobilisierung an der Glasoberflache
Uber Doppelstrang DNA dazu diedtussagen Uber die photokatadgthe Aktivitat des nma
kierenden Farbstoffmolekils treffen zu kénnen und dieses damit zum eigentlichem Gege
stand der Forschungird.

Mit Farbstoffen markierte DNA Strange sind mittlerweile kommerziell erhaltlich und kénnen
maf3geschneidert hergestellt wemd In dieser Arbeit werden Basenpaare lange Doppe
str2nge b e nuiEnrde einesnmnbebstrangd kowalert it Rh6G markiert, und das
5 <&nde des komplementaren Einzelstrangs kovalent mit Biotin funktionalisiert ist. Aus der
Lange eines Basenpas von ca. 0,3dm[122], sowie der Anzahl von 4Basenpaaren ergibt
sich so, zusammen mit der Biotinylierung eines Endawe Gesamtlange der verwendeten
Doppelstrange von etwa Tin.

Eine schematische Daeung der Immobilisierung von Farbstoffen tber markierte Dbppe
strang DNA findet sich iAbbildung3.2. Dabei wird zunachst ein MikroskopiBeckglas mit
Sauerstoff Plasma behandelt, um die Oberflache zu reinigen und fir die weitere Prezedur n
gativ aufzuladen. Im ersten Schritt (a) wird eMischung auslem Protein BovineSeumd-

bumin (BSAJ* und mit Biotint? kovalent funktionalisiertem BSA (BSAbiotin) auf die Gla
oberflache aufgebracht. BSA dient hier zur Passivierung der Oberflache, BSAbiotin kur Fun
tionalisierung. Das im nachsten Schrit) @ngebracht®rotein Streptavidifi® hat die Eige-

schaft an mehreren Stellen elektrostatische Bindungen mit Biotin eingehen zu kénnen. Auf
diese Weise dient Streptavidin als Verbindungssttick zwischen der mit BSAbiotin funktional
sierten Glasob@&ache undd e r  d&ndebiotinylierten Doppelstrang DNA, die im letzten

9 phosphatgepufferte Salzlésung, PBS von phgsphateufferedsaline

1 BSA ist ein Protein aus dem Blutserum des Hausrindes. Hier wird es aufgrund seiner hohen elektrostatischen
Bindungskapazitat gegenuber der Glasoberflache gewahlt, um diese zu passivieren.

2 auch Vitamin B oder Vitamin H genannt.

13 Streptavidin bestelstus vier identischen Proteldntereinheiten. Jeder dieser Einheiten kann ein BiotireMol

kil binden.
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Schritt (¢) angekoppiewird. Die StreptavidirBiotion Bindungist eine der starksten bekan

ten nichtkovalenten biologischen Bindungen. Die hohe Bindungsaffinitat ist dabei Resultat
mehrerer Bktoren, wie etwaler Bildung mehrerer Wasserstoffbriickenbindungsswie der

van der Waals Wechselwirkung zwischen Biotin und dem Prat&is,124

a BSA
bovines Serum Albumin (BSA)
Biotin S
Passivierung,
biotinyliertes bovines Serum Albumin Funktionalisierung -
(BSAbiotin) Biotin
Glasoberfldche Glasoberfldache
b H
Streptavidin _
nichtkovalente Streptavidin
Biotin Bindung
Glasoberflache Glasoberflache
Cc
Rh6G
Rh6G
Biotin
markierte und biotinylierte
Doppelstrang DNA —
N nichtkovalente Biotin
Streptavidin Blndung Streptavidin
Glasoberflache Glasoberflache

Abbildung 3.2: Schematische Darstellung der Immobilisierungeinzelner Rhodamin 6G (Rh6G
Molekule mittels markierter und biotinylierter Doppelstrang DNA . (a) Auf einen mit Sauerste
plasma vorbehandelten Mikroskopie Objekttrager wird zur Passivierung und Funktionalisiet
vines Serum Albumin (BSA) und biotinyties bovines Serum Albumin (BSAbiotin) aufgebracht
Als Bindegliedzwischen biotinyliertem BSA unbdiotinylierter Doppelstrang DNA wird Streptavi
angebracht. (c) Einseitig kovalent mit Rh6G markierte, und mit Biotin funktionalisierte Doppe
DNA wird Uber die StreptavidiWerbindung an die Glasoberflache immobilisiert. Die Bindui
zwischen Biotin und BSA, beziehungsweise Biotin iidiA, sind kovalent. Die Bindung von Bia
an Streptavidin sind nichtkovalent

Zusammen mit allen an der Immobitrung beteiligten Komponenten liegt der schlussend|

che Abstand der Farbstoffmolekile zula§bberflache im Bereich von BMn, und damit in

einer Grof3enordnung, in der Einflisse der Oberflache atteophysik der Farbstoffe su

geschlossen werden kéam Uber die Konzentrationen der einzelnen Komponenten, sowie
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der jeweiligen Inkubationszeiten bei der Probenherstellung kann die Konzentration der Bed
ckung der Oberflache mit Farbstoffmolekiilen so eingestellt werden, dass auch einei-Interakt
on zwischen en Molekilen ausgeschlossen werden kann.

Ein detailliertesstichpunktartiges Protokoll zur Herstellung von Einzelmolekilproben mit an
Doppelstrang DNA immobilisiertem Rh6G findet sich im Anhang.

3.1.3 Proben fir diffusionsbasierte Fluoreszenzspektroskopiein Losung

Die Proben fur diffusionsbasierte Fluoreszenzspektroskopie bestehen im Wesentlichen aus
einer sehr gering konzentrierten Losung von Farbstoffmolekilen in geeigneten Losemitteln.
In dieser Arbeit werden Lésungen von Rh6G in Wasser und DimethylsulfodM&O) ve-

wendet, deren Konzentration im Bereich voiti®ol/l liegt.

Abbildung 3.3: Konzentrationsreihe vontypischen Konzentrationen inder Synthese hin zu ei-
zelnen Molekilen.(a) Reihe von Rh6@eldst in Wasser, vonrhiM (-3), in 10-fachen Verdinnursg
schritten bis10” M (-7) und schlieRlich ¢ M (-10). Die Proben befinden sich am Tageslicht
zeigen so die abnehne Absorption der Losung hin &inzelmolekilkonzentratien (b) Die Lo-
sunge aus (a) im Strahl eines 58t Lasers. Der Strahl [auft von links nach rechts durch dierl:
gen steigender Konzentration. Die Anordnung zeigt das Prinzip diffusionsbasierter Mikrc
Durch den Laserstrahl diffundierende Molekile werden angeregkamden Licht emittieren, d
wiederum detektiert wird.
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Zur besseren Veranschaulichung des Ubergangs von Konzentratismémder organischen
Synthesdiblich sind,hin zu denhier verwendeten Einzelmolekilkonzentrationerigt Ab-
bildung3.3 eine absteigende Konzeationsreihe von Rh6G in Wasser. Die Reihe bedient
10° mol/l (1 mM, -3) und zeigtProben inl0-fachen Verdiinnungsschrittebis 10’ mol/l (-7)
und schlieRlickeine Probe mitl0'° mol/l (-10). Die im Tageslicht aufgestellten Probeit ze
gen ab einer Konzentration von 1bis 10" mol/l keine mit dem bloRBen Auge sichtbare-A
sorption mehr (a). (b) zeigt die Flaschchen aus (a) im Strahl einggyb8@sers. Der Strahl
durchlauft von links nach rechts die Losungen steigender Konzentration.té l6sung
bleibt auRen vor, da wie mit dem Gesetz von Labert & Beezeigt werden kann, die Péne
rationstiefe des Lichts darin ohnehin lediglich einige Nanometer be82a3123

In dieser Anordnung werden zwei Dinglar. Zum Enen wird das Grundprinzip diffusign
basierter Messungen deutlich, ndmlidass Molekule, die durch den Laserstrahl diffundigren
angeregt werden und Licht emittieren kbnners déederum dtektiert werden kann. Und

zum Anderen die Tatsache, dass bei Lésungen, deren Absorption kaum mehr wahrnehmbar ist,
die Anwesenheit photoaktiver Molekule Uber deren Emission nachgewiesen werden kann. Im
Bereich der Konzentration von Einzelmaliiroben, also um I8 mol/l lasst sich allerdings

auch diese Emission nicht mehr mit dem bloRen Auge wahrnehmen. Zur Detektiomvon Ei
zelmolekilemission werden also spezielle Messgerate notwendig, deren Anordnungsm nach
ten Abschnitt beschrieben wird.

3.2 Konfokale Mikroskopie

Nachdem im vorherigen Abschnitt die Herstellung verschiedener Einzelmolekuilpreben b
schrieben wurde, befasst sich dieser Abschnitt nun mit der konfokalen Fluoreszenawnikrosk
pie als experimentellen Ansatz, einzelne Molekiile anzuregeémnieren Emission zu detedi

ren und zu quantifizieren. Zunachst wird kurz auf die Komponenten des verwendeten exper
mentellen Aufbaus eingegangen, bevor spater die Unterschiede zwischen Messumgen an i
mobilisierten Molekilen und diffusionsbasierten Meggmnaher erlautert werden.

Der in Abbildung3.4 schematisch dargestellte experimentelle Aufbau des verwendaten ko
fokalen Fluoreszenzmikroskops glextisich in drei Teilbereiche. Im Bereiéimregungwird

das von mehreren Lasern emittierte Licht Gber verschiedene optische Elemente Uberlagert und
in ein Mikroskopeingekoppelt. Dort wird das Anregungslicht mit einem Objektiv auf die zu
untersuchende Prebfokussiert. Die von der Probe ausgehende Lumineszenz wird mit dem
gleichen Objektiv eingesammelt, aus delikroskopausgekoppelt und schlie3lich im Bereich
Detektionaufgenommen.

Zur Anregungder Molekile wird der enge spektrale Bereich um @®0aus delEmission
eines Kontinuum&VeiRlichtlaser$® verwendet. Je nach Experiment wird mit Hilfe eines

4 Das Gesetz von Lambert & Beer beschreibt die Abschwéchunig@esitat einer Strahlung bei dem Diwc

gang durch ein Medium mit einabsorbierendeBubganz, in Abhangigkeit von der Konzentration der abssrbi

renden Substanz und der Schichtdicke. Wird neben der Absorption auch noch Streuung als mégliche Ursache
von Schwachung hinzugezogen, wird allgemein von molekularer Extinktion gesprochen.

15 NKT Photonts, SuperK Extreme
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dichroitischen Spiegei&zusatzlich ein 408m Diodenlasér in den Strahlengang einggko
pelt. Die Emission des Weillichtlasers erfolgt gepulst bei einer Repstiite von 7&8Hz.

Der 405nm Diodenlaser wird im Dauerstrich Modus betrieben. Die Strahlung beider Laser
wird mit Anregungsfilter®® aufgereinigt. Zur Realisierung der im Experiment angewandten
alternierenden Anregung mit grinem und blauem Licht auf eéskala von mehrereneS
kunden kann die 408m Diode mit einer elektrischen Blende betrieben werden. Um vor dem
Mikroskop die Emission beider Laser mdglichst gut zu Uberlageenden die Strahlen in
eine optische Fas€reingekoppelt. Nach der Auskoppluags der optischen Faser wird der
Uberlagerte Strahl mit einem Teleskop auf einen Durchmesser von etwaufgeweitet und

auf einenunendliclen Abstandokussiert. Um spatere Abbildungsfehler zu vermeidient
dieser Vorgang dazulie Eintritts6ffnung @s nachfolgend beschriebenen Objektivs komplett
mit kollimiertem Licht zu Uberstrahlen.

Anregung Mikroskop Detektion

: :
,—3_T——. Piezotisch
Objektiv. :

Spiegel O Teleskop g:;:i‘l:r%i}ischer
L/ | AR .

I | vV :
optische Faser

Anregungsfilter . = Emissionsfilter

- M - elektrische Blende : ' ___Linsen
' Lochblende ) ¢ /

iSpiegeI 0 : 0 9

Linse Linse Strahlteiler

Dichroitischer

[ APD|

Abbildung 3.4: Experimenteller Aufbau des verwendeten konfokalen Fluoreszenzmikroskog
Anregungspfad detaserlichtquellen, Uberlagerung der beiden Laser mit dichroitischem Spieg
optischer Faser und Teleskop zur Aufweitung. Mikroskop mit dichroitischem Spiegel, Obje&i
zotisch und Probe. Detektionspfad des emittierten Lichts mit Lochblende, Siteahlind Detektore
(APD).

Herzstiick des Aufbaus ist eimverses Mikroskd. Das zuvor kollimierte Laserlicht wird in
ein Olimmersionsobjekti¢* eingekoppelt und auf die Probe fokussiert. Die numerische
Apertur (NA) des Objektivs ist so gewahlt, dasstsp@in moglichst grol3es Winkelsegment

% AHF, 465 Kurzpass

" picoQuant, LDHD-C-405.

8 AHF, 405/10Cleanup, 352/10 Clearup.

¥ Thorlabs, P3405BPMFC-2, Wellenldngenbereich 460680 nm.
2 Olympus, 1X73

2 Olympus, UPlanSApo 60MA1.35
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der Molekillemission detektiert wird. So entsteht in der Probe ein beugungsbegrenzter Bereich,
in dem Molekiile angeregt werden, deren Lumineszeiederum mit Photdetektoref? un-

tersucht werden kann. Der genaue Aufdauverschiedenen Proben, sowie die jeweilige A
passung de Fokus wird in den Abschnittéh2.1 und 3.2.2 beschrieben. Ein Piezotisth

dient hauptsachlich bei Messungen an immobilisierten Molekllen dazu, verschiedene Punkte
auf der Probe anzusteuern, beziehungsweise bestimmte Bereiche auf der Probe schrittweise
abrastern zu kénnen. Ein dichroitischer Spiggei Mikroskop gewahrleistetiel Trennung

der Anregungsstrahlung von der Stekerschobenen Lumineszenz der Probe. Um died?hot
lumineszenz der untersuchten Molekile von Streulicht, dessen Ursache hauptsachlich Raman
Streuung der verwendeten Laser an den verschiedenen Losemit@alnfiisern, wird vor der
Detektion zusatzlich ein BandpaBmissionsfiltef® verwendet.

Das aufgereinigte Signal wird aus déikroskop ausgekoppelt und irbetektionsstrahle-
gangzunachst auf eine Lochblerf@éokussiert. Da nur Licht aus der Fokusebene@lejsk-

tivs die Lochblende passieren kann, lasst sich tber den Durchmesser der Lochblefide das e
fektive Detektionsvolumen in der Probe beeinflussen. Da bei Messungen an immobilisierten
Molekilen das Anregungsvolumen grol3er ist als das angeregte Molelgi| setld hier ein

kleiner Durchmesser gewahlt, um so die Hintergrundsignale weiter zu reduzieren. Bei diffus
onsbasierten Messungen hingegen kommt es auf eine moglichst lange Beobachtungszeit der
frei beweglichen Molekille an. Daher wird hier eine gré3erehblende verwendet, um das
Detektionsvolumen, und damit die Detektionszeit der einzelnen Molekile zu maximieren.
Das gleichsam ansteigende Hintergrundsignal wird in diesem Fall dadurch kompensiert, dass
bei diffusionsbasierten Messungen das Signal mahkéoekile gleichzeitig detektiert we

den kann. Hinter der Lochblende wird die Emission wieder kollimiert, mit einem 50/50
Strahlteiler aufgeteilt und auf zwei Lawin@hotodiodefi (APD) fokussiert. In diesen findet

dann die eigentliche Detektion des eraiten Lichts statt. Dabei I6sen einzelne Photonen in
den APDs Detektionsereignisse aus, die mit Hilfe eines Zahltferéiaufgelost markiert
werden. Man spricht in diesem Zusammenhang dahereaufgeldster Einzelphotonexd

tektion Die konkrete Zeitafiosung der APDs liegt bei 3585. Die einzelnen markierteneb
tektionsereignisse kénnen auch in gréRere Zeitintervalle zusammengefadsto als Fug

tion der Zeit, beziehungsweise beim Rastern tber die Probe als Funktion dedadgestellt
werden. Dé Anordnung mit einem 50/50 Strahlteiler und zwei verwendeten APDs hat den
Hintergrund, dass bei der Auswertung des Detektionssignals mit Hilfe der Fluoreszenzkorr
lation die Totzeit der einzelnen APDs voni@®keinen Einfluss haben soll. Die Totzeitdst
Ansprechzeit der APDs, wahrend der nach der Detektion eines Photons kein weiteres Photon
detektiert werden kann. Eine Einfuhrung der Fluoreszenzkorrelation als Methode def Quant
fizierung der Molekulemission findet sich iapitel 4.

2 picoQuantt-SPAD 25
% physicallnstruments, B527.3CL
2 AHF, 532 Langpass
% AHF, 582/75 Bandpass
% Thorlabs, 50 pm Pinhole, 150 um Pinhole
2" picoQuantt-SPAD 25, englavalanchephotadiode,
% picoQuant, HycaHarp 400
% Engl. binning.
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Der Detektionsbereh des verwendeten experimentellen Aufbaus ist zusammenfassend also
darauf ausgerichtet, die Einzelphotonenemission der in der Probenpraparation separierten
photoaktiven Molekile zeitaufgelOst detektieren zu kdnnen.

In den nachfolgenden beiden Abschnitteind nun gezeigt wie sich die Experimente am i
mobilisierten Molekilen von den diffusionsbasierten Experimenten unterscheiden. Die
Hauptunterschiede liegen dabei im Messablauf, sowie in den konkret detektierten Signalen.
Am Ende der beiden Abschnitte werdjeweils Beispielmessungen prasentiert, derenbErge
nisse inKapitel 4 exemplarisch ausgewertet werden.

3.2.1 Messungen an immobilisierten Molekilen

Bei der Messung an immobilisierten Molekulen wird der Anregungslaser zunachst auf die
obere Glasoberflache folksisrt. Mit einer Testmessung kann dann anhand der detektierten
Photolumineszenz der Fokus auf den Maximalwert der detektierten Intensitat nachjustiert
werden. So liegt, wie irbbildung3.5 dargestellt, der reale Fokus etwarsfi hinter der
Glasoberflache, also etwa im Bereich des Bindungsabstands der Immobilisierung.iDie typ
scheAnregungsleistungpei diesen Experimenten betragk\®/cn?. Die Proben sid so pé-

pariert, dass sich immer nur ein Molekil im Fokus befindet, welches angeregt und dessen
Lumineszenz detektiert wird. Diese Konfiguration lasst es zu, dass die Messdauer die gesamte
Lebenszeit des jeweils beobachteten Molekils Uberstreicht. Béieleibenutzten Rh6G

lekilen liegt diesemn Bereich von durchschnittlickelhn Sekunden.

Fokalebene

----------------- / I..so o

Abbildung 3.5: Grundprinzip der Messungen an immobilisierten Molektlen.Der Anregungslas
wird kurz hinter der Glasoberflache, im Bindungsabstand von etwa 50 nm fokussiert. Es befil
immer nur ein Molekil im Fokus.

Deckglas

In dieser Arbeit wurden eigens fir diesen Zweck kaerip und selbst gebaute Teflon
Probenkammern vemmdet,die beispielhafin Abbildung3.6 dargestelltsind Die Kammern

sind so aufgebaut, dass in ihnen bereits die Probenpraparation stattfinden kéestebien

aus einem Mikroskopi®©Dbjekttrager, auf dem die Molekile immobilisiert wien und der
eigertlichen TeflonKammer, die ein Volumen von einem Milliliter aufnehmen und Uber ein
Gewinde und einen Ring dicht verschlossen werden kann (Adiling 3.6 (a) und (b)). Fur
Messungen untergbierstoffetzug wurde ein TeflotVerschluss mit zwei Kanilen so mbd

ziert, dass Uber die Kantlen gleichmafdig Stickstoff durch die Probe geblubbert werden kann

56



(Abbildung 3.6 (c)). Ein schematischer Querschnitt der gesarRieienkammer findet sich
in Abbildung3.6 (d).

== Vr_ N2 d

a

Abbildung 3.6. Probenkammer flir Messungen animmobilisierten Molekilen auf dem Mikr o-
skop. (a) zeigt die fir Messungen an immobilisierten Molekilen verwendete Messanordnung
Mikroskop, mit selbst gebauter Probenkammer (separat in (b)), sowie selbst gebauter Sticks
tung fUr den Sauerstieintzug (separat in (c)). (d) zeigt einen schematischen Querschnitt du
Probenkammer samt Stickstoffzuleitung.

Fir konkrete Messungen werden, wiefibbildung3.7 gezeigt zunéchst 1& 10 unf groRe
Bereiche der Probenoberflache schrittweise mit &ekus abgerastert. Dabei bleibt der- F

kus 5ms auf einem Punkt und es wird die von diesem Punkt ausgehende LuminesZenz dete
tiert, bevor der Fokus um 100n weiter springt und die Lumineszenz erneut famsbdet&-

tiert wird. So entsteht eine ortsaufgeloKimte der Emission auf der Glasoberflache, eei d

nen die hellen Bereiche einzelnen immobilisierten Molekilen zugeordnet werden kénnen (a).
Wird der Fokus an einer Stelle festgehalten, so kann die von dort ausgehende Lumineszenz
zeitaufgeldst detektiert waen (b). Die jeweiligen Messungen an verschiedenen Punkten
kénnen dabei so lange laufen bis das betrachtetekiloletwa durch Reaktionen mit Sawue

stoff, audleicht.

Auf diese Weise wird einerseits das Hintergrundsignal fur jeden Punkt mitaaigesn,
auderdem versichert ein Ausiichen in einem Schrijtdass zuvor wirklich nur ein Molekl
beobachtet wurdeMit den oben beschriebenen Detektoren werden letztenBlcitonen
Zahlereigniss@ro Zeiteinheit aufgenommen. Daher werden in dieser Arbeit, unaighzong
gewahlten Binning der Darstellung, Intensitaten in Hertz (Hz), bzw. in Kilohertz (kHE) ang
geben.Um belastbare Aussagen Uber eine gesamte Probe treffen zu kbnnen, werden jeweils
Populationen von etwa 100 Molekulen vermessen.
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Konfokale Messungen aimmobilisierten Molekllerergeberalso zeitaufgeldste Spuren der
Lumineszenz einzelner Molekule. Dieses Signal tragt nun Informationen tber die Egission
dynamik der fluoreszierenden Molekile. Um diese Dynamik quantifizieren, und sid3schlie
lich mit dem zuGrunde liegenden JablongRiagramm interpretieren zu konnen, werden die
aufgezeichneten Datewie spaterin Kapitel4 gezeigt mit dem Werkzeug der Fluoreszen
korrelation ausgewertet.
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Abbildung 3.7: Visualisierung des Messablaufs bei immobilisierten Molekulena) Zunachst we
den 10 x 10 prhgroRe Teilbereiche der Probenoberflache mit dem Fokus abgerastert und de
geltste Karten der Emission erstellt. (b) Wird der Fokus auf einer StelleHakége kann die vc
dort ausgehende Photolumineszenz zeitaufgelOst detektiert werden.

3.2.2 Diffusionsbasierte Einzelmolekilmessungen

O,
3 O
O '
Fokalebene | . . e
O B | -100 um
Deckglas

Abbildung 3.8: Schematische Darstellung des Prinzips diffusionsbasierter Messungdder Foku:
des Anregugslasers liegt tief in der Probenlésung. Die frei in der Lésung diffundierenden M
werden nur bei ihrer Passage durch den Fokus angeregt. Die Konzentration der Molekuledk
sung ist so gewahlt, dass sich etwa fiinf Molekile gleichzeitig im Huodusden.

Das Grundprinzip diffusionsbasierter Einzelmolekilmessungen Kblodung3.8 schena-
tisch dargestellt. Der Anregungsnd Deektionsfokus liegt 10Qum tief in der Probenlésung,
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in der sich die geldsten Farbstoffmolekile frei bewegen kénnen. Die typfsutegungsles-

tung bei diesen Experimenten betragMaV/cm?. Warum die Leistung hier um das 1000
fache hoher ist als zuvor, wird in der Diskussion der experimentellen Methodmyafién.
Diffundieren Molektle durch den Fokus, so kann die Emissionsdynamik fir den Zeitraum der
Diffusionszeit durch den Fokus detektiert werden. Die durchschnittliche Verweildauer der
Molekile im Fokus fir Rh6G in den in dieser Arbeit verwendeten g liegt in der Gi-
Benordnung von einer Millisekunde. Die Molekllkonzentration in den Proben ist so gewahlt,
dass sich in etwa funf Molekule gleichzeiitig Fokus befinden.

Fir den experimentellen Ablauf werden kommerziell erhaltliche, sterile Probergtaffim
verwendet, die inAbbildung3.9 gezeigt werden. Diesbestehen aus einem Mikroskopie
Deckglas, auf demainePolystyrol Kammerstruktur aufgebracht ist, sowie einer losen Relyst
rol Abdeckung. Die einzelnen Kammern haben ein Fassungsvermégen von dihier M

- : 7
Abbildung 3.9: Fir diffusionsbasierte Messungen verwendete-opf Probenkammer auf den
Mikroskop. Die Probenkammern bestehen aus einem Mikroskopie Deckglas, der Polystyne
merstruktur, sowie einer losen Polystyrol Abdeckung.

Fur diffusiorsbasierte Messungen unter Ausschluss von Sauerstoff werden die Pueben z
nachst in einer Glovebox unter Stickstoffatmosphére hergestellt. Dazu wendete? Po-
benldsung in eine Objekttragerflasthgefiillt, die auseinem MikroskopieDeckglas, sowie
einem verschlieBbaren Polystyrilammerkorper besteht. Die Objekttragerflasche wird mit
einem Gummiseptutverschlossen und der Verschluss mit Parafimmwickelt. So aber
dichtet kann die in Abbildung3.10 dargestellte Probe aus der Stickstoffatmosphéareeausg
schieustund auf dem Mikroskop vermessererden

% sarstedt, 8vell auf Deckglas II.

% sarstedtzellkulturflasche auf Deckglas II.

%2 SigmaAldrich, Precision Seal rubber septa

¥Bemis, Parafilm AMA Laboratory Fil m.
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Abbildung 3.10: Probenkammer fir diffusionsbasierte Messungen unter Ausschluss von Sat
stoff. Die Probenlésung wird in einer Glovebox unter Stickstoffatmosphére in die dargestellte
tragerflaschegefillt. Die Objekttragerflasche wird mit einem Gurseptumverschlossen und ¢
Verschluss mit Parafilm abgedichtet und aus der permanenten Stickstoffatmosphére ausgesc

Fur konkrete Messungen wird der Fokus an einer Stelle in der Probenlésuebdésty und
Uber einen Zeitraum von etwa drei Minuten die Lumineszenz der durch den Fokus eiffundi
renden Molekile detektierDas Hintergrundsignal wirdabeiin separaten Messungen von
Blindproben bestimmit.

Das Resultat diffusionsbasierter Messungen ist also eine Uberlagerung der Emission aller
durch den Fokudiffundierenden Molekuile. Die Auswertung solchier Abbildung3.11 be-
spielhaftdargestellterbaten wird in Kapitel 4 gezeigt.

w A O
o O O
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Photolumineszenz (kHz)

o

0 60 . 120 180
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Abbildung 3.11: Charakteristische Photolumineszenzpur einer diffusionsbasierten Messung
Das Signal ist eine Uberlagerung der Emission aller durch den Fokus diffundierenden Molekii

Abschlie3end fur diesdsapitel werden nachfolgend die wesentlichen Unterschiede, bzw. die
jeweiligen Vor und Nachteile derdaden prasentierten Messtechniken diskutiert.
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3.3 Diskussion der experimentellen Methoden

Konfokale Fluoreszenzmessungen an immobilisierten und frei diffundierenden Molekilen
sind von ihrem grundsatzlichen Ansdier, die Lumineszenz emittierender Partikel @ls-
servable zu betrachtenah miteinander verwandte experimentelle Methoden zur UWnters
chung molekularer Dynamil@(] Nichtsdesttrotz gibt es einige messtechnische Unterschiede,
die fur konkrete Problemstellungen von Yaber auch Nachteil sein kdnnen.

Diffusionsbasierte Messungen erlauben ieserhalb kurzer Zejtgrol3e Sdtistik Uber eine

Probe aufzubauen. So kann abgeschétzt werden, dass bei den gegebenen Konzentrationen,
sowie einer realistischen Diffusionszeit durch den Fokus von einer Millisekunde, innerhalb
der Messdauer von drei Minuten Signale von etwa einer MiMotekulen detektiert werden.

Auf diese Weise kdonnen also sehr effektiv Aussagen auch tber grof3e Variationen bestimmter
Probenparameter getroffen werden. Die grof3e Einschrankung dieser Methode ist jedoch die
Limitierung der Beobachtungsdauer einzelner Mole auf eben die Verweildauer im Fokus

von einer Millisekunde. Es kdnnen also lediglich Aussagen rio&kulare Dynamik getife

fen werden, die sich innerhalb déesinen Millisekunde abspiefgl. Abschnitt5.1.5. Be-

trachtet man di®ben eingefihrtetlbergange im JablonsKliiagramm, so sind dies diebA
sorption und Emision von Licht in der Singulet#lannigfaltigkeit, beziehungsweise dieB
volkerung von Triplett und Radikalmstanden, deren Lebensdauer unter Umgebungsbedi
gungen im Bereich mehrerer Milgekunden liegt. An dieser Stelle ist anzumerken, dass die
effektive Bewlkerung vor allem des TripletZustandes, und damit die Sichtbarkeit des-Du
kelzustandes innerhalb der Diffusion durch den Fokus auch Folge der hohen Anregungslei
tung von 2MW/cm? ist. Aufgrund der Limitierung auf eine Interaktionszeit vom4 ist diese
Anregungsleistung immer noch niedrig genugh auf diesen Zeitskalen kein signifikantes
Photobleichen zu beobachtet8] Hier wird diese experimentelle Technik deshalb daeu b

nutzt den Einfluss verschiedener Parameter auf die phgtikalischen Eigenschaften von
Rh6G, beziehungsweisefalie Bildung des Rh6G Radikaiens zu untersthen(siehe dazu

Kapitel 5.1).

Bei Messungen an immobilisierten Molekulen ist es im Vergleich deutlich zeitaufwgndiger
aussagekréftige Statistik Ubeine Probe zu gewinnen. Im vorher erwahntexitrdum von

drei Minuten kénnee nach Lebermeit maximal zehn Molekile vermessen werden. Also um
einen Faktor 10weniger als bei diffusionsbasierten Messungen. Um belastbare Schkisse zi
hen zu kdnnerwerden n dieser Arbeit jeweils Populationen von etwa 100 vermesseimen M
lekilen betrachtet. Diese Methode ist daher nicht sehr gut dazu geeigfiet Variationen

von Parametern zu quantifizieren. Der ausschlaggebende Vorteil dieser Technik ist jedoch,
dass alleMolekile bis zu ihrem Bleichen nach mehreren zehn Sekunden beobachtet werden
kénnen. So ist es mdglicmolekulare Dynamik bis in den Bereich mehrerer Sekundemaufz
I6sen.Dies ist wichtig dahier unter Stickstoff stabsierte Triplett und Radikalastare, die

unter diesen Verhaltnissen Lebensdauern im Bereich mehreraviillis@kunden
aufweiser{,110 beobachtet und weiter angeregt werden. Wie bei diffusionsbasiertenriMessu
gen spielt ach hier die Anregungsleistung eine wichtige Rolle bezuglich der beobachtbaren
Parameter. So ist die Wahl der Anregungsleistung immer ein gegeneiAdovdigen mele-

rer Aspekte. Je hoher beispielsweise die Anregungsleistung, desto schneller werddn Dunke
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zustande aus demy Besetzt, umso schneller bleichen die betrachteten Molekiile jedoch auch.
So ist die hier gewahlte Leistung vok®/cnt ein Wert, bei dem die betrachteten Molekiile
eine durchschnittliche Lebensdauer vonSEkunden, sowie einen unter Sstif deutlich
beobachtbaren TripleRustand aufweise(vgl. Abbildung4.4). Messungen an immobiligie

ten Molekilen werden aus den hier genannten Griinden in dieser Arbeit also dazu genutzt,
komplette photokatalytische Zyklen nachzuvollziehen, beziehungsweise derietew En-

fluss tendenzieller Variationen bestimmter Parameter zu verifizieren.
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4 Fluoreszenzkorrelation als Analysemethode

Unabhangig davon, ob nun ein einzelnes, immobilisiertes Molekil oder mehrere fret diffu
dierende Molekile betrachtet werden, dg Observable der konfokalen Fluoreszenzorikr
skopie der Fluss der von den betrachteten Molekilen emittierten Photonen. Ziel dek nachfo
gend behandelten Analysemethode istdés Fluktuationen in der Emission dieser Molekiile
zu parametrisieren und mit denvolvierten Zustaden und Ubergangen im Jablonski
Diagramm, sowie molekularen Interaktionen zu verknupfen.

Historisch betrachtet wurde Fluoreszenzkorrelation in einer Anordnung wie sie auch in dieser
Arbeit benutzt wird, sprich mit einem halbdurchlasei@piegelund zwei Detektoren, drs
mals im Jahr 1956 von Robert Hanbury Brown und Richard Twiss als eine Erweiterung der
Michelson Interferometrie publizierL6 129 Hanlbury Brown und Twiss ging es dabead
rum, Uber die raumliche Koharenz der eingehenden Photonen Aussagen uber die Gréf3e von
Sternen zu treffen. Die Ausmale des experimentellen Aufbaus fiir diese Anwendung der Fl
oreszenzkorrelation sind mit mehreren M&em naturgemald deutlich gré3er als die fur die
Betrachtung molekularer Emissionsdynamik. Die erste Anwendung der Fluoreszenzkorrelat
on in diese Richtung geht zuriick auf die Arbeiten von Douglas Magde, Elliot Elson und Watt
Webb, sowie Rudolf Rigler und s Ehrenberg aus den Jahren 1972 und 192330 Im
Gegensatz zurrapriinglichen Anwendung von Hanbury Brown und Twiss wird hier nicht
mehr die rdumliche Kohéarenz, sondern die zeitliche Koharenz des detektierten ®hotone
stroms untersucht. Im Jahr 1974bprierten MagdeElson und Webb den instruktiven po
pel arti kel AFluorescence Correlation &pectro
se experimentelle Technik gebrauchlichen Begriff pradi@bfl] In den folgenden Jahrzeh
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ten wurde Fluoreszenzkorrelation daraufhin genutzt, um molekulare Dynamik verschiedenster
zeitlicher GroRRenordnungen und Kausalitaten anhand von Fluktuationen der Lun#neszen
aufzulésen. Ganz allgemein gesprochen gehdren dazu Anwendungen in der Analyse molek
larer Interaktionen, in der Biotechnologie, also bei Medikamententests und in der Diagnose,
bis hin zu Anwendungen in der Umweltanaly$a]]

Intrinsische, also auch rein photophysikalische Ursachen fur Fluktuationen der Fluoreszenz
einzelner Molekile sind etwa di@bsorption und Emsion von Licht in der Singulett
Mannigfaltigkeit auf der Zeitskala von Nanosekunden, Rotationsdiffueta auf der Zet-

skala von 100Nanosekunden, Interkombinatian nicht emittierenden TripleEustandemmit

einer Ubergangsratauf cer Zeitskala von Mikrosekunden und Translationsdiffusion durch
ein Beobachtungsvolumen auf der Zeitskala von Millisekunden bis zu Sek@tj&63,131

133 Extrinsische molekulare Interaktionen im Allgemen, oder chemische Reaktionen im
Speziellen kdnnen auf verschiedenen Zeitskalen Einfluss auf den emittierten Photonenstrom
einzelner Molekile haben. So beeinflusst etwa die in dieser Arbeit behandelte pheétochem
sche Reduktion von Farbstoffmolekilen duEektronendonatoren sowohl die Lesdauer

des angeregten Singulatistands auf der Nanosekunden Zeitskala, als auch die Verweilda

er in nicht emittierenden Zustanden, beispielsweise aufgrund der BildunBadikalen, €-

ren Lebensdauer bis in den Bekeion Millisekunden reicht.

Fluoreszenzkorrelation wird also dazu benutzt, durch die Betrachtung der ortlichen, bezi
hungsweise zeitlichen Kohéarenz eines PhotonenstrAossagen uUber dessen Quelle zi tre

fen. In dieser Arbeit wird die zeitliche Koharedes von einzelnen, photokatalytisch aktiven
Molekilen emittierten Photonenstroms betrachtet, um schlieBlich Rickschlisse Uber die in
photokatalytischen Redoxzyklen involvierten Prozesse von der Nanosekbislgndie Mi-
lisekunderZeitskala zu ziehen.

Zunachst werden die konzeptionellen Grundlagen der Fluoreszenzkorrelation amhand a
schaulicher Beispiele erlautert. In den beiden Abschnitten Uber Korrelationsspektroskopie an
immobilisierten Molekulen, bzw. diffusionsbasierter Korrelationsspektroskopiedaind an
konkreten Messungen gezeigt, wie die aus den zuvor beschriebenen Experimentere-gewonn
nen Daten analysiert und mit welchen Parametern die Fluktuationsdynamik des Phatenenflu
ses beschrieben werden kann. Uber die Parametrisierung der Emissionkdyindrachliel-

lich eine Verbindung der detektierten Molekilemission zu den beteiligten Zustanden und
Ubergangenm JablonskDiagramm geschaffen.

4.1 Grundlagen der Fluoreszenzkorrelation

In diesem Abschnitt werden die konzeptionellen Grundlagen der Fluoekszeelation a-
hand eines simulierten Photonenstroms veranschaulicht.

Abbildung4.1 (a) zeigt den in 0,s lange Zeitbereiche aufsummiertsimulierten Phai-
nenstrom des in (b) dargestellten DBveauSystems, das die in dieser Arbeit relevanten
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Dynamiken und Zeitskalen schematisch deispiegeln solf* Das System wird aus dem
Grundzustand 0 mit einer Ratg,kin den Zustand 1 angeregt. Deedhelle Zustand kann nun
entweder radiativ mit einer Ratgdsin den Grundzustand rekombinieren und ein Zahgerei
nis verursacheonder mit einer Rate;kin den Dunkelzustand 2 bergehen. Die Rekombinat
on aus 2 in den Grundzustand erfolgt nichtradiativeimer Rate konrag Bei dem Ubergang
von 2 auf O wird also kein Zahlereignis verursacht. Die Raten in der Simulation sinel an d
realen Raten eines Singuldttiplett-Systems eines Standardfluorophors angelehnt. Konkret
ist kanr = BACP Hz, krag=1 A%H@, was einer realistischen Singulettbensdauer von einer
Nanosekunde entsprichtyke 1 A®IH2 und konrad=5 A°H@, was einer ebenfalls realist
schen Triplet_ebensdauer von 2 entspricht. Lediglich die Anregungsratg, und Ube-
gangsrate % sind so gewahlt, dass der resultierende Photonenstrom deutlich sichtbar die g
wunschten Eigenschaften aufweist. Wegen der Anlehnung dieses abstrakten Systems an
zelne emittierende Molekile wird im Folgenden nicht mehr nur von Zahlereignissen, sondern
auch vorPhotonen gesprochen.
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Abbildung 4.1 Simulierter Photonenstrom eines DreiNiveau-Systems.(a), zeigt den in 0,Qs
lange Bereiche aufsummierten simulierten Photonenstrom des in (b) dargestelltevivBaei
Systems mit einem radiativen (1) und einem nichtradiativen Zustand (2). (c) zeigtvenrgrof3erte
Ausschnitt aus (a) mit dem verdeutlicht werden soll, wie der Strom einzelner Photonen (d}
miert zu einer Photolumineszenzspur wird.

% Die Simulation des Photonenstroms wurde von Dr. Sebastian Bange durchgefiihrt.
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In (d) ist der mikroskopisch resultendePhotonenstrom schematisch dargestellt, der §1 pa
sende Zeitintervalle zusammengefasst eine Spur mit hellen und dunklen Bereichen ergibt (c).
Es wird deutlich, dass alle Fluktuationen des Fagwinzipiell als Abstand zwischen aufe
nander folgenden Photonen beschrieben werden kénnen. Je nachdem, welcher Zeitbereich der
Emissionsdynamik von Interesse ist, konnen wie in den experimentellen Methodenebeschri
ben, Detektionsereignisse in verschiedgol3e Intervalle zusammengefasst werden, um den
Emissionsstrom graphisch aufzubereiten. So kénnen in der in (a) gezeigtps [E@en

Spur bereits Fluktuationen auf der Zeitskala einiger Mikrosekunden beobachtet werden. Um
nun die Dynamik des betrackda Systems auf allen relevanten Zeitskalen, also von der
Emission einzelner Photonen im Bereich von Nanosekyrehin zu den hellen und dkin

len Bereichen auf der Skala von Mikrosekundmrflosen zu konnenvird das Werkzeug der
Autokorrelation eingefhrt.

Die Autokorrelationsfunktion zweiter Ordnufignisst die Selbstgleichheit eines Signals I(t)
bei einer zeitlichen Verschiebung des Signals um den W ist wie folgt definiert:

[0 3'00ng ~< 00 J0o T A 4.1)
0o O

O f
,,BYQ 00 Ad

wobei 0 Odie zeitliche Mittelung Uiber das Messsignal darst&Bd[133 Prinzipiell be-
schreibt diese Funktion, wie der Name schon sagt also dielon mit sich selbst. Exp
rimentell wird jedoch meist das durch einen 50/50 Strahlteiler aufgeteilte Signal aufewei D
tektoren verglichen, um den aus der Messelektronik stammenden Einfluss der*laezeit
Detektoren zu umgehen. Die Autokorrelatiomdftion beschreibt die normierte zeitlichetMi
telung Uber den Messzeitraum T des Produkts des Signals I(t) mit dem zeitverschogenen Si
nal I(t+t) und entspricht mathematisch gesehen damit einer Faltungsfunktion.

Abbildung4.2 zeigt schematisch den Vorgang bei der Berechnung der Autokorrelation. Zur
Vereinfachung und in Anlehnung an die Daten Abbildung4.1 wird als zu betrachtendes
Signal eine Rechteckfunktion gewéahlt. Beim Vorgang der Autokorrelation wird die Funktion
um einen Wert zeitverschoben, die entstehenden Kurven multipliziert und schlief3lich tber
das Produkt integriert. Die Autokorrelation liefert also den Uberlapp einer Funktion mit sich
selbst zu gegebenen Zeitverschiebungen

% Der Ursprung der Korrelationsfunktionen liegt in der klassischen Optik. Die Korrelationsfunktion exter Or
nung beschreibt das elektrische Feld einer Welle, und somit beispielsweise das Auftreten von Interferenzstreifen.
Die Korrelationsfunktion zweiter @nung beschreibt Eigenschaften der Intensitat, also der zweiten Ordnung des
elektrischen Feldes.[135]

% Aufgrund der Ansprechzeit der Messelektronik kann fiir eine gewisse Dauer kein weiteres Photon detektiert
werden.
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Abbildung 4.2 Schematische Darstellung der Autokorrelation einer Rechteckfunktiorbas Signe

I(t) wird um einen Wert verschoben. Das Uberlappintegral tiber das Produkt der beiden Kutve
spricht dem berechneten Wert der Autokorrelation.

Die bisherige Darstellung der Autokorrelationsfunktion basiert auf der Betrachtung einer

klassischen Intensitatsverteilung I(t). Im quantenmechanischen Bild und dem in dieser Arbeit
benutzten experimentellen Aufbau mit zwei Detektoren, in dem also ein StroememPo-

tonen durch einen Strahlteiler aufgespalten wird, lasst sich die Autokorrelationsfunktion auch
als

& 02 0 tO

~ ) (4.2)
& o0& o tOo

0o f

schreiben, wobei;ft) die Anzahl der detektierten Ereignisse auf dem Detektor Zeiirt
ist.[135

Diese Korrelationsfunktion beschreibt die bedingte Wahrscheinligh&ieitzweites Photon

zur Zeit t=t zu detektieren, unter der Voraussetzut@ss zuvor ein erstes Photon zur Zeit

t =0 detektiert wurdel[35136 Bleibt man in diesem Bild, so kann die Autokorrelation auch

als normiereés Histogramm Uber alle Zeitdifferenzen zwischen ankommenden Photaren ve
standen werden. In dieser Betrachtung ist ein Wert der Autokorrelation ein Malf3 fur die Wah
scheinlichkeit zwei Photonen im Zeitabstamchintereinander zu detektieren. Im expenme

tellen Ablauf wird durch das Afsummieren einzelner Detektionsereignisse in ausgewahlte
Zeitintervalle der Ubergang aus dem Quantencharakter des Einzelphotonenstroms hin zu einer
klassisch zu betrachtenden Intensitatsverteilung geschaffen. So behaltefllisbhbeide
Betrachtungsweisen ihre Berechtigung

Abbildung4.3 zeigt nun die berechnete Autokorrelation deAbbildung4.1 simulierten -

ten auf einer logarithmischen Zeitskala von s1bis hin zur betrachteten Messdauer von
100ps. Der dargestellte Kurvenverlauf quantifiziert die gesamte Papsbatistik des zu
Grunde liegenden Systems auf allen relevanten Zeitskalen. Diese Eigenschaft maclo-die Flu
reszenzkorrelation zu einem maéachtigen Instrument zur Beschreibung photophysikalischer
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Eigenschaften, sowie zur Untersuchung extrinsischer Einflagéalie Emissionsdynamik
emittierender Systeme.
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Abbildung 4.3 Autokorrelation der simulierten Daten ausAbbildung 4.1. Die Korrelation weis
drei Teilbereiche der zeitlichen Dynamik auf, die mit verschiedenen Phanomenen der Phots:
tik in Zusammenhang gebracht werden kénnen. Diese sind eine fikaminelation als Zeiche
gleichméRiger Photonenverteilung, PheBumching, das die zeitliche Anh&ufung von Photonei
schreibt, sowie PhoteAntibunching, das als konzeptioneller Gegenpart zum PhotBoanhing di
zeitliche Separation von Photonen besititre

Die Korrelation verdeutlicht drei verschiedene Teilbereiche der zeitlichen Emissionsdynamik
der simulierten Quelle. Bei einer Zeitverschiebung in der GréRenordnung der gesamten
Messdauer von 108s erreicht die Korrelation einen konstanten Wert vi(t$= 1. Wiirde

man den gesamten Photonenstrom in ein Zeitintervall vorud @ufsummieren, so ware das
resultierende Signal I(t) konstant, da es in diesem Fall natirlich auch nur einen Wert geben
wuirde. Im Einzelphotonenbild sind Uber die gesamte Messdsetrachtet die Abstéande izw
schen aufeinander folgenden Photonen zufallig verteilt und damit unkorreliert. Es lasst sich
zeigen, dass sich bei einer flachen Korrelatiéf(G = 1 diese Zufallsverteilung durch Rei
sonStatistik beschreiben lasst und kiassischen Bild aquivalent zu einer perfekt kohérenten
Quelle ist.135 Es gilt hier zu beachten, dass der Wel?(@ =1 eine intrinsische Eige

schaft der Autokorrelation ist, wenn die Zeitverschieburgegen die Messdau geht und
zunachst nichts tber den eigentlichen Charakter der hegtan Emissionsquelle aussagt.

Im Zeitbereich von einer Mikrosekunde steigt die Korrelation auf WerteG/g(t) > 1 an.
Man spricht hierbei vorPhotonrBunching’.[135,136 Der AusdruckBunchingbeschreibt
dabei dieTendenz der Photonem Gruppenoder Anhaufungen aufzutreten. Auf der Mikr
sekunden Zeitskala variig wie in Abbildung4.1 (a) zu sehen, I(t) mit der Zeit. Diese \&ti

37vom englischen bunchAnhaufung
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tion spiegelt sich nun in der Korrelati wider. Im Einzelphotonenbild zeigen lsjcwie in
Abbildung4.1 (d) dargestelltAnhaufungen von Photonen, die etwa auf die Population eines
Dunkelzustands hindeuten konnd3]] Das bedeutet, dass auf dieser Zeitskala dierWah
scheinlichkeit ein zweites Photon zu detektiey&i kleineren Zeitverschiebungen grofl3er ist

als bei groRReren Zeitverschiebungen. Aus diesem Grund wirdsiérn groBer alsG@® )
wenn B f¢r die Messdauer steht. Di esetr Char ¢
wa der chaotischeNatur thermischen Lichtsl35,136,13B Da die Varianz der Abstande
zwischen den einzelnen emittierten Photogeifier ist als im Fall koh&arenter Emission wird
hinsichtlich der Photonenstatistik von einer Sdpeisson Verteilung gesprochetB8f Im
simulierten Photonenstrom ist die Ursache EstorBunchingsein Dunkelzustand, dessen
Lebensdauer grofier ist als der des ihn bevdlkernden hellen Zustandes. Verweilt das System in
diesem dunklen Zustandoentsteht eine Unterbrechung im Emissionsstrom eben in der Gr
Benordnung der Lebensdauer des Dunkelzustands. Eine néhere Erlautesung) aliso mit

Hilfe der Korrelation konkrete Rickschlisse auf die Eigenschaften von Dunkelzust&den g
zogen werden konnefindet sich im nachfolgenden Abschnitt.

Auf der Zeitskala von einer Nanosekunde féllt die Korrelation schlie3lich wieder ab auf We
te vonG@(t) < 1. Hierbei wird vonPhotorAntibunching® gesprocheni35,13¢ Der Aus-

druck beschreibt als konzeptioneller Gegenparh PhotorrBunchingdie zeitliche Separation
einzelner Photonen voneinander. Da diese Zeitskala die der betrachteten Einzelphossnenemi
sion ist, beschreiben die Fluktuationen der Intensitatsverteilung nur noch die einzelden Dete
tionsereignisse. Der Abstdrer emittierten Photonen nahert sich einer gleichmaRigeni-Verte
lung an, sodass nun im Gegensatz RmtorBunchingdie Wahrscheinlichkeitein zweites
Photon zu detektieremir kiirzer werdende Zeitverschiebungen immer kleiner wird. Im Fall
einer perfek gleichmaRigen Ereignisverteilung wiirde somit fi#y 0 der WertG®(0) = 0
erreicht werden. Auf der Nanosekunden Zeitskala wird nun auch der endgiiltige Ubergang
von der klassischen Betrachtung einer kontinuierlichen Intensitatsverteilung hin zumguante
mechanischen Natur von Licht vollzogen. Die Emission unseres simulierten Systems findet
hier also kein klassisches Pendant mehr, und lasst sich lediglicteqoeathanisch durch
SubPoissoRStatistik beschreiben, in der die Varianz des Zeitabstands ditreeien Phao-

nen kleiner ist als im Fall koharenter Emissit84,136

Die ersten theoretischeno¥hersagen voRhotorrAntibunchingin Fluoreszenz wurden 1974
von Ehrenberg und Rigler in ihrer Abhandlung tber Rotationsdiffusion in FCS getroffen. U
abhangig davon wurdehotorAntibunchingin resonanter Fluoreszenz 1976 von Carmichael
und Walls, bzw. von Kimble und Mandel vorherges&,.136,139,140Der erste exper
mentelle Nachweis von Antibunching gelang 1977 Kimbtal. in der Fluoreszenz einer
kleinen Anzahl von Natriumatomeriftl] Die erste Anwendung von Fluoreszenzkorrelation
einzelner Molekile in &sung auf Nanosekundenzeitskatammt aus dem Jahr 1985 von
Kasketal.[14Z In dieser Arbeit werden unter ander frei in Wasser diffundierende Rlead
min 6G Molekile untersucht. Es wird einersdisotorrAntibunchingdurch das Abfallen der
Korrelation beit =0 gezeigt, sowie die Fluoreszenzlebgauer des angeregten Singulett
Zustands aus der Korrelationskurve aktert. Die Fluoreszenzlebensdauer aus dem Verlauf

% als konzeptioneller Gegenpart zum PheBamching benannt.

69



der Korrelation zu extrahieren ist zwar, wie bei Kaséill. gezeigt prinzipiell moglich, wird
in der vorliegenden Arbeit experimentell jedoch asdealisiert, wie in Kapitet.4 darge-
stelltwird.

Es wude gezeigt, dass Autokorrelation grundsatzlich alle relevanten Zeitskalen eines Flu
reszenzexperiments abzudecken vermag. Da jedoch nicht immer jeder Zeitbereicheson exp
rimentellem Interesse ist, wird haufig nicht die gesamte Korrelation gezeigt. Sermaardh

in dieser Arbeit jeweils nur bestimmte Teilbereiche der Korrelation dargestellt, die den jewe
ligen expeimentell relevanten Bereich derspiegeln. In dieser reduzierten Darstellung der
Korrelation ist es gebrauchlich, unter der Annahoess die Korrelation bei ‘& ) fl ach
wird, diesen Wert nicht wie oben gezeigt, und in der Betrachtung der gesamten Korrelation
richtig, auf eins, sondern auf null zu setzen. Aus diesem Grund wird in entsprecheaden Gr
phen nichtG®(t), sonderrg®(t) = G®(t) i 1 dargestellt. Es sei angemerkt, dass die Funkt

on g?(t) nicht ausschlieRlich eine rein pragmatische Variante der Autokorrefatitgt) ist,
sondern auch selbst physikalische Bedeutung mit sich tragt. So lasst sich zeigen, dass

i , O;
0t 20°20F (43)
505 0

ist, wobei'00 6@ |1 'O ist.[90,135,13p In dieser Formulierung wird eine Intenst

spur I(t) als ihr zeitlicher Mittelwert plus eine zeitliche Fluktuatitift) dargestellt.g®(t)
parametrisiert damit nicht die Funktion I(t) selbst, sondern deren zeitliche Fluktuationen. Wie
bereits gezeigt lassen sieff(t) undg®(t) ohne Weiteres ineinander tiberfiihren. Bis auf den
Summanden 1 sind alle vorherigen Betrachtungen aquivalenDa&istellung, in dedlasun-
korrdierte Signal auf O abfalltist vor allem in der Betrachtung diffusionsbasierter Flsore
zenzkorrelation gebrauchlich. Die Zeitskala der Diffusion, bzw. der mit dieser Methode sin
voll beobachtbaren Effekte liegen im Mikedainden bis Millisekunden Bereich, und damit
um GroRenordnungen vater Zeitskalader Einzelphotonenemission entfernt. Deshalb wird
meist darauf verzichteDaten auf den entsprechenden sehr kurzen Zeitskalen zu zeigen.

Nach diesem einflihrenden Exkurs in die Fluoreszenzkorrelation und Photonenstatistik anhand
eines simulierten Datensatzes wird in den nachsten beiden Absciweittiutlich, wie aus

der Korrelation konkreter experimenteller Daten die charakteristischatogitysikalischen
Parameter der emittierenden Molekile extrahiert werden kdnnen.

4.2 Korrelationsspektroskopie an einzelnen immobilisierten Molekilen

In Kapitel 3 wurde erlauter dass das Ergebnis einer konfokalen Messung an einem einzelnen
Molekil ein Photaenfluss ist, der Fluktuationen auf verschiedenen Zeitskalen aufweist. Im
vorherigen Abschnitt wurde gezeigt, wie mit dem Werkzeug der Autokorrelation soldtie Flu
tuationen auf den jeweiligen Zeitskalen veranschaulicht und qualitativ beschrieben werden
konnen. Hier wird nun dargelégwie die aus der Autokorrelation gewonnenen Informationen
quantifiziert und mit der Dynamik des betrachteten Systems in Verbindung gebracht werden
kbnnen.
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Abbildung4.4 (a) zeigt eine experimentell detektierte Photolumineszenzspur eines iramobil
sierten Rh6G Molekils, gemessen in PBS und unter Stickstoffatmosphéarerajaschaulicht
das Jablonskibiagramm der bedxrhteten Dynamik. Der SinguléBrundzustand Swird mit
einer Rate [ in den angeregten Singulattistand $ Uberfuht. Von dort aus kann das Msl

kul entweder durch Emission von Licht mit einer Ratgirkk den Grundzustand rekombinieren
oder durch Interkombination mit einer Ratgr kn den TriplettZustand T Ubergehen. Von
dort aus rekombiniert das Molekdl nicht radiativ mit einer Rateukiick in den §Zustand

Da unter Stickstoff der nicht emittierende Triplett sfabilisiert wird, also eine auf dem-b
trachteten Zeitskan nicht \erschwindende Lebensdaumrfweist, zeigt die betrachtete d?h
tolumineszenz (PL) Blinkverhalten, welches in (b) schematisch dargestellt ist. Dieses Blin
verhalten, in d@sem Fall auf der Millisekundefeitskala spiegelt sich in der in (c) berean

ten Autokorrelation §(t) wider.
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Abbildung 4.4: Autokorrelation an einem immobilisierten Rh6G Molekil. (a) Photoluminesze
(PL) eines immobilisierten Rh6G Molekils, gemessen in PBS unter Stickstoffatmosphare. (b
schaulichung des Blinkverhaltens der PL. (c) Autokorrelation der Daten aus @)gefiasster erg
nentieller Funktion, sowie den extrahierten Parametern. (d) Jabbrekiamm der involvierten &
stande und Ubergange.

Ein erster Schritt zur Parametrisierung des Photonenflusses ist die Quantifizierung der Lange
der hellen Bereichég,, in deren das Molekdl in der SinguleWlannigfaltigkeit zirkuliert und
Licht aus dem angeregten Singulétistand $emittiert, und det.&dnge der dunklen Bereiche,
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taus IN denen sicldasMolekil in diesem Fall im TZustandbefindet und nicht emittiert. .2
nachst kann gezeigt werden, dass der Einfluss eines solchen Dunkelzustands aufedie Licht
mission der klassischen chaotischen Emissmmbicht gleicht, und somit die daraus resilti
rence Autokorrelation allgemein als

.

MM t 0o A D — (4.4)

geschrieben werden kann, wobeif die Amplitude der Autokorrelation urtgere der cla-
rakteristische Abfall deexponentiellen Kurve auf das 1/e Fache der Amplitudd 85 [

Die ersten Uberlegungen und Experimente dazu, wie sich der Einfluss photophysikalischer
Prozesse auf die Korrelation beschreiben Jasstden 1994 und 1995 von déngren, Mets

und Rigler in diffusionsbasierten Messungen veroffentli®BiI43 Zwar wurden in diesen
Arbeiten photophysikalische Effekte an diffundierenden Molekilen untersucht, allerdings
werden an dieser Stelle zunachst die Einflisse der Molekulssidiff au3en vor gelassen und
ausschlief3lich die Quantifizierung der Dunkelzustadnde betrachtet. In den Arbeitenivon W
dengreretal. wird die Dynamik in Rh6G mit einem einfachen DveauSystem mit den
entsprechenden Ubergangen beschrieben, wieues i Abbildung4.4(d) dargestellt ist.
Uber das Aufstellen und Lésen eines nichtlinearen Gleichungssystems, welches e Be
Entvélkerung der involvierten Zustdnde mit den gegebenen Raten beschreibt, lassen sich u
ter bestimmtenVoraussetzungéifolgende Aussagen treffen: Der photophysikalische-Ei
fluss des Ubergangs in den Tripiamstand lasst sich ebenfalls (iber die oben angegebene
Funktion darstellen. In den Vdféntlichungen von Widengreetal. wurde zwar die Parame
risierung aufgrund der Formuliemg des Gleichungssystems anders gewahlt, diese Arbeit
bleibt jedoch der Einfachheit halber bgify undtkorrer.

Mit Hilfe der aus den Arbeiten von Widengren et al. extrahierten Zusammenhange

Q .
’?’Q O TQ TQ GQ (4 - 5)

und

P o o Q

T ° ®Pam (46)
kann unter Variation der Anregungsleistung, und damit der Anregungsrasewohl! die
Triplett-Lebensdauer 1#k als auch die Interkombinationsratgr boestimmt werden. In der
gleichen Vorgehensweise, sprich dem Aufstellen und Ldsen von Differenzialgleichemngssy
temen, sowie mit leistungsind gegebenenfalls konzentrationsabhéngigen Messuwgen
den in der Folge in immer mehr experimentellen Beispieletutergangsraten verschiedener
Systeme quantifiziert. So wurden im Zeitraum zwischen 1996 und 2007 beispielsveeise M

%9 Bei der Lésung des Differentialgleichungssystems in [99] werden Annahmen getroffen, die im expkrimente
len Alltag als wahr anzusehen sind.
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chanismen des Photobleichens, photoinduzierte Isomerisierung oder andere einfache chem
sche Wechselwirkungen mit Fluoreszenzkorrelatioensoicht und parametrisieft44r 149

Eine ganz allgemeine Quantifizierung des Blinkverhaltens einzelner Molektle, unabhangig
davon, ob deren Ursprung bekannt ist, lasst sichefdlidih analog zur Arbeit von Yip etl.
treffen, nach der sich die auch in der vorliegenden Arbeit verwendeten Parameter

t t Jp 5 h (4.7)
T T Op © (4.8)
und
0 0
" (4.9)

ableiten lassernlp( Hier ist, wie in Abbildungt.4 (b) und (d) dargestellta, die Zeit, in der
sich das bethtete Molekll in der SinguleMannigfdtigkeit befindet und emittiert, 5,s die
Zeit, in der sich das Molekdl in einem Dunkelzustand befindet und nicht emittiertyuine F
der zeitliche Anteil, in dem sich das Molekil in einem Dunkelzustand befindet.

In Abbildung4.5 ist nun ein Beispiel dafiir zu sehen, wie die in dgperimentellen Erde
nissendargestellten Datensatze zustande kommen, in de@clephotokatalytische Redoxky

len mit Hilfe der gerade eingefiuihrten Parameter beschreiben lassen. Die Abbildung zeigt
exemplarisch den Einfluss von Sauerstoiff die Stabilitat des TripleZustandes und damit

das Emissionsverhalten der hier betrachteten Rh6G Molekile. Damit wiideim ersten
Schritt verdeutlicht, wie die Evolution der Autokorrelation Riuckschlisse auf die Ensission
dynamik, und damit auf die involvierten photophysikalischen, oder spater auch hgratoc
schen Prozesse zuldsst. Abbilddifg(a) und (b) zeigen die aufgemmene PL zweier Rh6G
Molekile in PBS, eines unter Umgebungsatmosphare, also Einfluss von Sauerstoff (a) und
eines unter Stickstoffatmosphére, also uAtesschluss von Sauerstoff (b).

Neben den PiSpuren ist jeweils das zugehdrige Jablomdkigramm schmatisch dargestellt.

Es ist bekannt, dass unteinffuss von Sauerstoff TripleZustande effizient geléscht we
den.[73,15] Dies fuhrt in dem hier betrachteten Zusammenhang dazu, dass das Molekdl in
(a) eine konstante Emission aufsie wahrend das Molekul in (b) unter Ausschluss vom- Sa
erstoff, und damimit einem stabilisierten TripleZustanddeutliches Blinkverhalten aufweist.

(c) zeigt die hintergrundkorrigierten Autokorrelationskurven des Molekils aus (a), bzw. einer
Population von Molekiilen, die unter Stickstoffatmosphéare vermessen wurde (b), mit dem aus
60 dieser Molekiile gebildeten Medfader Autokorrelation. Ursprung von Hintergrungisi

nalen in diesen Messungen ist hauptséchlich stochastisch gleichméafiig verteilte- Raman
Strauung am verwendeten Losemittel (vorwiegend Wasser). Die alleinige Betrachtung des

“9Um den Einfluss der Kurven mit sehr hoher Korrelatiarht iibermaRig zu gewichten, wird in dieser Arbeit
nicht der Mittelwert, sondern der Median der jeweiligen Population als reprasentativer Parameter gewabhit.
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unkorrelierten Streulichts fuhrt zu einer flachen Korrelation, die die gemessenen Karven b
einflusst. Deshalb werden in der experimentellen Praxis die berechneten Wertgaer-A
relation bezulglich des Signal-HintergrundVerhaltnisses in der Form

v
Q 7 Y 0 J0 ¢ (4.10)

korrigiert, wobei S das gemessene Signal und H ddeinPL-Spur nach dem Bleichen der
Molekile ermittelte Hintergrund is7.g]

a Sauerstoff b Stickstoff
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Abbildung 4.5: Einfluss von Sauerstoff auf die Emisionsdynamik einzelner konfokal vermes®-
ner Rh6G Molekile. (a) Beispielhafte PL in PBS unter Umgebungsatmosphére. (b) Beispielh
in PBS unter Stickstoffatmosphare. Neben denSpluren findensich die zugehdrigen Jablons
Diagramme. (c) Hintergrundkorrigierte Aakiorrelationskurven des in (a) gezeigten Molekils,
einer Population von Molekulen unter den in (b) gegebenen experimentellen Bedingungen,
aus 60 Molekllen gebildeten Median der Korrelation

Die unter Umgebungsatmosphare beobachtete gleichméRige PL fuhrt zu einer flackeen Korr
lation auf der betrachteten Zeitskala vopssbis 500ms. Die Kurven der unter Stickstoff
gemessenen Molekile zeigen hingegen eine deutlichdiogy sowie einen Anstieg etwa

bei einer Millisekunde, der auf die Bevdlkerung desirickzufihren ist. An dieser Stelle
wird anhand der Verteilung der gezeigten Population unter Sticksoff deutlich, dass iselbst u
ter gleichenBedingungen die Dynamik zelner Molekille einer gewissen Heterogenitét u
terworfen ist. Ursachen dafiir konnéie statistische Verteilunder Lebensdauern des Zu-
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standsoder mikroskopische Unterschiede in der Umgebung der betrachteten Molekile sein.
Ein weiterer moglicher Urspng fur die beobachteten Unterschiede in der Bevolkerung des
T1 Zustandsst jedoch die im konfokalen Experiment nicht fir jedes Molekul gleiche-Anr
gungsrate. Der beugungsbegrenzte Anregungsfokus beschreibt eine nach auf3en hin gaul3fo
mig abfallende Intengitsverteilung. So werden also Molekule, die genau mit dem Zentrum
des Anregungsfokus getroffen werden starker angeregt als Molekuile, die nur am Rand des
Anregungsfokus getroffen werden, was sdhiigh Einfluss auf die TripletBevolkerung

nimmt.

Um dahetbelastbare experimentelle Aussagen treffen zu kgnwiethin dieser Arbeit jeweils

eine Population von et 100Molekilen vermessen und hintergrundkorrigierte Korrelation
kurven separat berechnet. Der Median der berechneten Kurven wird schliel3ligrtst¢dad

fur die gesamte Population dargestellt und die oben angegebene exponentielle Fun&tion ang
passt. Aus den extrahierten Parametern lassen sich schliel3lich drelaausZeit bestimma.

Die aus dem Beispiel in Abbildurg5 berechneten Werte sirid,= 2,22+ 0,02ms, sowie

taus= 5,991 0,09ms, wobei der angegebene Fehler die Fortpflanzung des Anpassungsfehlers
beschreibt. In diesem Zusammenhang lasst tsighmit der TriplettLebensdauer unter den
gegebenen Verhaltnissen identifizieren. AuREnefliisse auf die Bevolkerung des Zu-
standdassen sich also einerseits lber die Lebensdauertr, als auch tber die afeit t 4,
beschreiben. So wiirden etwa Unterschiede in der Anregungsrate vot glenzelner M-

lekile verandern, da aufgrundrdeariierenden §Bevdlkerung auch der;TZustandetwas
friher oder spater besetzt wird, wodurch sich diafeAthaltszeit in der Singulett
Mannigfaltigkeit andert. In diesem Beispiel wiirden sich keine Unterschietlg f&rgeben.

4.3 Diffusionsbasierte Korrelationsspektroskopie

Wie in denexperimentellen Methoddpereits erortert, beschreibt die aufgenommene RL di
fusionsbasierter Messungen die Dynamik aller durch das Beobachtungsvolumen aliffundi
render Molekile. Im Vergleich zur Parametrisierung konfokislessungen an immobiligie

ten Molekulen ergeben sich so zwei grundlegende Verkomplizierungen. Erstens isb-der Ph
tonenstrom einzelner Molekile durch den-Hind Austritt in das Beobachtungsvolumest b
grenzt und zweitens ergibt sich, dass abhangig von déekil&onzentration in der unte
suchten Lésung die gemessene PL eine Uberlagerung des Signals mehrerer gleichzeitig emi
tierender Molekdle ist.

Historisch gesehen war die Beschreibung der Diffusion emittierender Molekile duroh eine
Anregungsfokus durch Mageta | . ausgehend von den Fickosoc
Beschreibung der Brownschen Molekularbewegung, der Grundstein der modernes-Fluore

zenz Korrelationspektroskopi€'[52] Aus diesem Grund wird dieser Begriff, obwohl er im
Grundsatz fur die Korrelation einer nicht naher spezifizierten Fluoreszenz steht, hauptsachlich

im Zusammenhang mit diffusionsbasierten Messungen benutzt.

“L engl. Fluorescenc€orrelationSpectroscopy (FCS)
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Abbildung4.6 zeigt nun die berechneten Autokorrelationsdaten einer beispielhaften Messung
von Rh6G Molekilen in Wasser, die in einen hier nicht n8berifizierten Dunkelzustand
Ubergehen. Die experimentellen Parameter unter Umgebungsatmosphére wurden so gewahlt,
dass sich die Zeitskala der Diffusion durch den Anregungsfokus von der Lebensdauer des
Dunkelzustands unterscheidet, wodurch beide Effekteimander getrennt werden kénnen.

0,25 - Diffusion mit Dunkelzustand
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Abbildung 4.6 Autokorrelation einer diffusionsbasierten Messung von Rh6G in WasseAn die

Korrelationsdaten ist in rot eine Funktion angepasst, die einen Diffusionsewie einen Term f

einen Dunkelzustand enthalt. In orange ist der Verlauf des reinen Diffusionsterms dargestellt.

In den oben bereits erwéhnten Arbeiten von Magj@é. wurde gezeigt, dass sich in diesem
Fall die Korrelationsdaten durch folgendBerm beschreiben lassen:

. P I o _r 411
QTUOpT Jp 6 :)&QJDT (4.11)

Die inverse Amplitude des Diffusionstermisbeschreibtie gemittelteAnzahl an Molekilen,

die sich gleichzeitigm Beobachtungsvolumen befinden. Die Zeit ndeim der Diffusios-

term auf die Halfte der Amplitude abgefallen is3, beschreibt die Diffusionszeit der Mgl

kiule durch den Fokus. e, Undtyore Sind die beiden oben eingefihrten Parameter zdr B
schreibung eines Dunkelzustandes. Obiger Ausdrusk $ich also in zwei Terme aufgliedern,
wobei der vordere Term die Diffusion der Partikel beschreibt. Die hier angegebene Funktion
beschreibt zwar im Prinzip lediglich die Bewegung in einer aimiensionalen Ebene, ist in

der Praxis jedoch eine einfactaber gute Naherung des realen -dlieaiensionalen Systems.

Dabei wird das durch den fokussierten Laserstrahl vorgegebene Beobachtungsvolumen als
gaul3férmiges, dreidimensionales Intensitatsprofil

W w ¢q
]

O ORGP (4.12)
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beschrieben, in demw, und w,, die GroRe der Strahltaille in der Ausbreitungsrichtaeg
Lichts, bzw. in der Ebene senkrecht dazu parametrisieren. Da fir reale Strahlen typische
weisew;, >> W,y ist, kann der Einfluss in-Richtung vernachlassigt werdetbp,25,143

Um die beiden Terme der Korrelation auch graphisch besser zu veranschaulicimeAbist
bildung4.6 neben der in rot gezeichnetamgepassten Gesanktion in orange der Verlauf

des reinen Diffusionsterms dargestellt. Analog zur Vorgehensweise bei immobilisiesten M
lektlen lasst sich auch hieg, und t ;s bestimmen. ke beschreibt in diesem Zusamme
hang den Anteil an Molekilen, die siaihe@inemDunkelzustand befinden. Konkret Iasst sich

in diesem Beispidbestimmendass im Mittel N= 5,32+ 0,01 Molekile mit einer Diffusicst

zeit tp=0,880+£0,008ms durch den Fokus diffundiert sindDie anZeit betragt
tan=19,0£ 0,7 us unddie ausZeit t,s= 5,7+ 0,2us. Die angegebenen Fehler ergeben sich
aus der Kurvenanpassung, bzw. der Fortpflanzung der dortigen Fehler. Der Urspruag des b
trachteten Dunkelzustands ist an dieser Stelle fir die grundsatzliche Beschreibung der Meth
de unerheblich. Prinzipiekbnnen aber auch hiewie zuvor Aussagen Uber Lebensdauern
oder Populationsdynamigetroffen werden.

4.4 Zeitkorreliertes Einzelphotonenzahlen

Wie weiter oberbereits erwdhnt, kann die Fluoreszenzlebensdauer emittierender Partikel aus
dem Abfall der Autokrrelation bei sehr kurzen Korrelationszeiteextrahiert we-
den[142153

Far den Aufbau einer Korrelation bei sehr kurzen Zeitskaind jedoch sehr viele Photonen,
und damit verbunden sehr lange Messzeiten notwendig.réeifdeist eine Bestimmung der
PL-Lebensdauer aus der Korrelation zudem nur mogheimn die Anregungsrate bekannt ist.
Um deren Einfluss vernachlassigen zu konmemss die Anregungsrate sehr viel geringer sein
als die Fluoreszenzrate. Aus diesen Gringed zur Bestimmug der Fluoreszenzlebgen
dauer zeitkorreliertes Einzelphotonenzaffdenutzt.p5,154,155 Mit dieser Methode war

es bereits in den 1970er Jahren maoglatkch sehr kurze Fluoreszenzlebensdauern bis in den
Bereich von 10®s zu messerip6,157

Das experimentelle Grundprinzip, so wie es auch in dieser Arbeit benutziswim Abkil-
dung4.7 (a) schematisch dargestellt. Das betrachtete Systemmitr@ulsen in einem festen
zeitlichen Abstandtp,s angeregt. So ka nach einem zeitlichen AbstaBtbetekiion Nach der
Anregung ein emittiertes Photon detektiert werdemsei angemerkt, dass abhangig von der
gewahlten Anregungsleistung in realen Experimenten nur etwa nach jedem tausendsten Puls
ein Photon detektiertivd. Die ZeitenDtpetekiionWerden fur alle bdmachteten Photonen, wie in
Abbildung4.7 (b) schematisclgezeigt, in einem Histogramiiber die Zeitspanne zwischen
Dtpetektion= 0 UNdDtpetekiion= Dtpuisaufsummiert. Die resultierende Verteilung der aufsummie
ten Ankunftszeiten spiegelt den exponentiellen Fluoreszenzzerfall der betradPaeti&el
wider. Fir den Fall identischer Chromophore lasst sich dieser Zerfall minsimeexponen-
tiellen Funktion

“2 engl. Time-CorrelatedSingle PhotonCounting (TCSPC)
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o 0 QDT— (4.13)

beschreibenwobei I(t) die Intensitat der Fluoreszenz nach einer Zeit t, sewde IFluores-
zenzintensitat unmittelbar nach dem Anregungspuls ist. Die Fluoreszenzleberigsgdoger
schrebt den charakteristischen Abfall der Exponentialfunktion auf das 1/e fachg. von |

da
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Abbildung 4.7: Zeitkorreliertes Einzelphotonenzahlen. (a) Anregungspulse in einem festelb-
stand fuihren zu zeitlich verzégerter Emission von Photonen. (b) zeigtigwgramm, in dem d
Ankunftszeiten der Photonen nach dem Anregungspuls aufsummiert werden. (c) konkret ge
Daten, in denen das Histogramm auf dekchse logarithmisch aufgetragen ist, um den exporie
len Abfall zu verdeutlichen. Hellblau markieder lineare Bereich, aus dem die Rebensdauerxe
trahiert wird.

Abbildung4.7 (c) zeigt konkrete experimentelle Daten der guidrmierten Fluoreszenz-e

nes Rh6G Molekils in PBS, das mit einer Repetitionsrate viiHA also etwa alld2,5ns

gepulst angeregt wurde. Das auf deAchse logarithmisch aufgetragene Histogramm der
Ankunftszeiten der detektierten Photonen verdeutlicht den monoexponentiellen Abfall der PL
aus dem § Um die Fluoreszenzlebensdauer zu extrahieren wird an dieeKm linear ma

kierten, zentralen Bereich des Zerfalls die oben angegebene Funktion angepasst. In diesem
Beispiel ergibt sich die Singuletiebensdauetp, =3,81+ 0,02ns, wobei der angegebene
Fehler der Anpassungsfehler ist.

Im experimentell gemessand’hotonenfluss ergeben sich durch gepulste Anregung-so g
nannte Mikrozeiten, di®tpetekiion €Ntsprechen, also den Zeitunterschied zwischen Anregung
und Emission aufler Nanosekunden Zeitskaladerspiegeln, und mit denen die Fluoreszenz
Lebensdauebestimmt werden kann. Durch die gleichzeitige Verarbeitung der so genannten
Makrozeiten, bei der aufgezeichnet wirdhch dem wievielten Puls der Messung ein Photon
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detektiert wird, ergibt sich der bisher betrachtete Photonenfluss, der nach wie vor diach A
korrelation parametrisiert werden kann. Der einzige Unterschied ist, dass hier me¢hodenb
dingt die Korrelation nicht bis zu beliebig kurzen Zeiten berechnet werden kann, sondern bei
Zeitverschiebungen von vier bis finf Anregungspulsen abbricht, waac|e Anregungsé-

guenz etwa 108s entspricht. Bei der globalen Betrachtung von Effekten auf der Mkros
kunden Zeitskala ergibt dies allerdings keine Einschrankung. So ist zeitkorreliertes Einzelph
tonenzahlen eine sinnvolle Erganzung der Fluoreszenzkioorelanit der die kurzen Zeieh

reiche der Molekilemission fokussiert betrachtet werden kdnnen, ohne die fiir di@-Berec
nung der Autokorrelation notwendigen Messzeiten zu verlangern.

4.5 Diskussion der Analysemethoden

Dieses Kaitel hat sich damit befasst, wie die experimentell gewonnenen Daten einzeiner M
lektle mit Hilfe der Fluoreszenzkorrelation quantitativ ausgewertet werden kénnen. An dieser
Stelle wird nun ndher darauf eingegangen, wie sich mit den aus der Autokorreltaime:-

ten Parametern die Dynamik in emeu Grunde liegenden Jablongkagramm beschreiben

lasst. Es sei hier nochmal hervorgehoben, dass alle oben eingefiihrten Parameter prinzipiell
aus einem aufgenommenen Datensatz extrahiert werden kdnnedetBkéerte PL tragtds

reits die gesamte Information auf allen Zeitskalen mit sich. Die oben gezeigten Methoden sind
lediglich verschiedene Herangehensweiskmn detektierten Photonenstrom auf den releva

ten Zeitskalen effizient zu parametrisieren.
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Abbildung 4.8: Schematisches JablonskDiagramm eines Rh6G Molekillsmit Singulett Grune
und angeregtem Zustand 8d S, sowie einem allgemeinen Dunkelzustand D und den entsjpr
den Ubergangsraten zwischen den jeweiligen Zustanden.

Abbildung4.8 zeigt noch einmal ein samatisch vereinfachtes Jablondkiagramm vao
Rh6G. Der angeregte Singutaitistand $wird durch den Anregungslaser mit einer Ratg k
aus dem Singulettrundzustand sbevolkert. Das Molekil rekombiniert dann entiee mit
einer Rate k_unter Emission eines Photons strahlend zurtick in d&ns$and oder geht mit
einer Rate ¥ in einen Dunkelzustand D Uber, der wiederum mit einer Rateckt strahlend
in den § Zustandrekombiniert. Diese hier nicht ndher ben@mDunkelzustande kdnnen
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beispielsweisein Triplett oder ein Radikalzstand sein. Aus diesem Diagramm, sowie den
oben eingefihrten experimentellen Parametngebenish nun folgende Zusammenhénge.

Die mit Hilfe von zeitkorreliertem Einzelphotonenzghlgewonnene Fluoreszenzlebensdauer,
tpL entspricht der inversen PRate und damit der Lebensdauer deZ®tands Uber die
Evolution vontp_ kann also der Einfluss duRerer Parameter auf detuSandquantifiziert
werden Die anZeit, ta, entspricht derZeit, in der sth das Molekdl in der Singulett
Mannigfaltigkeit befindet, also in der das Molekil zwischeZ®tandund § Zustandzirku-

liert und Licht aus dem;SZustandemittieren kann. Durch die gleichzeitige Kenntnis ¥gn
undt,, lassen sich also externe Hirdse auf die gesamte Singulstannigfaltigkeit quantif
zieren. Diese kdnnen etwa das Loschen der Fluoreszenz aus destehdoder das zusat
liche Auftreten nichradiativer Rekombinationskanéle aus depnSlen 3 Zustar sein. Die
ausZeit, t,ys entspricht ganz allgemein der Zeit, in der déslekdl nicht in der Singulett
Mannigfaltigkeit zirkuliert, also kein Licht emittiert und dunkel ist. Sind aufgrund dee-exp
rimentellen Gegebenheiten deder die aus dem §Zustam bevolkerten Dunkelzustande
bekannt, so kann,,s mit deren Lebensdauer identifiziert werden. Durch die gleichzeitige
Kenntnis vort g, ta, undt ouskdnnen so schlieRlich die Ubergange zwischen hellen urkt dun
len Zustanden, deren Lebensdauern, bzw. duRiefitisse auf die Ubergange und Leben
dauern quantitativ betrachtet werden.

Die aus dem emittierten Photonenfluss extrahierten Gré3en Fluoreszenzlebensdauner, an
ausZeit bilden somit einen kleinen, aber durchaus aussagekréftigen Satz an Paraniietern, m
dem in den folgenden Abschnitten die Dynamik photokatalytischer Zyklen beschrieben wird.
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5 Experimentelle Ergebnisse

In den beiden vorausgehenden Kapiteln wurden die photophysikalischen und phetochem
schen Grundlagen vdPhotoredoxreaktionemit organischen Farbstoffen, sowie die vemwe

deten experimentellen Ansatze erlautenit, denen diese untersucht werdetier werden nun

die konkreten experimentellen Ergebnisse dieser Arbeit prasemertlie Ergebnisse und

auch die einzelnen Experimenstark aufeinander aufbauen, werden die einzelnen Tdilerge
nisse an dieser Stelle bereits detailliert in ihrem jeweiligem Komtéatpretiert Dies soll
gewalrleisten, dass ein logischer Zusammenhang der Experimente und gewahlten Parameter
zu erkennenst. In einer abschlieRenden Diskussion werdenhiiée abgeleiteteErgebnisse

in einen breiten wissenschaftlichen Kontext gesetzt.

5.1 Mechanismen der photokatalytischen Radikalbildung in Rhodamin 6G

Werden Farbstoffmolekiile optisch angeregt, so kann iilben @hotoinduzierten Elektrone
transfer mit einem Elektronendonator d@adikabniondes Farbstoffmolekuls gebildet we

den. Aktuelle Arbeiten aus der organischen Chemie zeigen, dass durch die weitere optische
Anregung des Radikmkommerziell erhaltlicheFarbstoffe genug Energie bereitgestellrwe

den kannpum damit Reaktionen anzutreiben, die der organischen Rdtatgsebisher ve-
schlossen blieben. Aus diesem Grund ist eine effiziente Akkumulation, sowie eine &nge L
bensdauer des phoealuktiv gebildeen Radikad sehr wiinschenswert. Parameter wie etwa

die Wahl des Reduktionsmittels, der allgemeinen Reaktionsumgebung, sprich des Lésemittels
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oder anderer Additive, oder ganz grundlegend die photophysikalischen Eigenschaften des
Farbstoffmolekilshaben dabi groRen Einfluss auf die Bildung dieses reaktiven Zustands.
Die jeweils besten Reaktionsbedingungen zu finden ist daher unumganglich. Im expérimente
len Alltag der organischen Synthese geschieht dies jedoch aufgrund der Komplexitét der i
volvierten photechemischen Prozesse meist nach einem Ansatz des strukturierten, iterativen
Ausprobierens.

Dieser Teil der Arbeit zeigt zun&chst, dass die Bildung und die LebensdauRndi&ah-

nions von Rhodami®G (Rh6G) durch die zuvor beschriebenen diffusionsbasi&erela-
tionsmessungen unter Raumatmosphéré gieichzeitiger Messung der Rlebensdauer &t
tailliert nachvollzogen werden kann. Es wird zunachst die Rolle des ersten angeregten Sing
lett- und TriplettZustands bei der Bildung des Radikagrlautert. Dazwerden die Einfllisse
verschiedener Reduktionsmittel, verschiedener Losemittel, sowie dégeptd in Wasser auf

die Bevdlkerung des Radikahus den angeregten Zustanden untersucht.

Die Ergebnisse der hier prasentierten diffusionsbasierten Messungensgetierinerseits

einen Leitfaden zu einem allgemeineren Verstandnis der bei der photoinduzierten Radikalbi

dung involvierten Prozesse, bzw. dazu, wie daadikabnionvon Rh6G akkumuliert und

stabilisiert werden kann. Andererseits bilden diese Messuageh die experimentelle
Grundlage fur die weitergehende Betrachtung photokatalytischer Redoxzyklen an einzelnen
immobilisierten MolekulenDie dazu prasentierten Daten befindsich in der Veroffen-
tlichung AChemical Phot ok aigation pfsPhosoredudtiontby R h o d ¢
Simultaneous Fluorescen@orrelation Spectroscopy (FCS) and Fluorescence Lifetime
Measureh@int si. |

Am Ende dieses Kapitels wird zudem gezeigt, wie der Einfluss des Redoxsystems AscA und
Methylviologen (MetV) auf Rh6G durch diffusionsbasédforrelationsmessungen untersucht
werden kann. Dieser abschlieBende Abschnitt zeigt einerseits die Limitierung der Diffusions
FCS auf, bildet allerdings gleichsam das experimentelle Bindeglied zu den konfokalen Korr
lationsmessungen an immobilisierten Malégan.

Die wichtigsten, hier betrachteten photophysikalischen Prozesse in Rh6G shtubiln
dungb.1 dargestellt. Nach der Anregung aus dem Grundzussaindden angeregten Sing
lett-Zustand $mit einer Rate k,r kann das Farbstoffmolkil entweder radiativ mit einer Rate
k;, oder Uber nicht radiative Prozesse mit einer Ratm kden $ Zustandrelaxieren. Zusat

lich dazu kénnen Kollisionen mit Elektrendonatoren D zu einem direkten Ubergang in den
S, Zustandmit einer Rate k& fiihren. Ein Beispiel dafiir ist paarweise Rekombindfiph58

Der S Zustandkann ebenso durch Interkombination mit einer Raje ik den Triplett
Zustand T Ubergehen. Beide angeregten Zustande konnen weiterhin durch Elektronentransfer
aus einem Elektronendonatmit den Raterkiega Und kegn in den Grundzustand désad-
kalaniors R* tberfilhrtwerden. SchlieRlich kénnen beide Dunkelzustande,uhd R mit

den Raten O,) und kx(O,) in den Grundzustand zuriickgefiihrt werden, da Satieirsider
Lage ist denTriplett-Zustand zu I6dwen und das Radikdurch Elektronentransfer zu oxédi

“3 Engl. geminate recombinatipnichtstrahlende Rekombination eilesiungstragemares/or dessen Separ
tion.
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ren.[73,15] Befindet sich das Fhstoffmolekil in der Singuletlannigfaltigkeit, so wird

dies analog zu den experimentellen Methoden aldustand mit ér Verweildauet 5, defi-

niert. Befindet sich der Farbstodoch im Triplett oder Radikalastand, so wird dies als
ausZustand mit der Verweildaug¢g,sdefiniert. Das Farbstoffmolekul emittiert einen auf der
Mikrosekunden Zeitskala kontinuierlichen Photonenstrom irdw@stand, wahrend es im aus
Zustand komplett dunkel bleibt. Dieses Verhalten ermdglicht eine Betrachtung der beiden
Zustande durch die zurveingefihrte Korrelationsspektroskopie()

s ~

k.ﬂm r

K,
A}
LR /g

. >,

Abbildung 5.1: Jablonski-Diagramm der photoinduzierten Prozesse bei der Bildung deRad-
kalanions von Rh6G. Nach der Anregung in den ersten angeregten Singulett Zustamit 8ine
Rate k., wird entweder Fluoreszenz mit einer radiativen Rataittiert, oder der Farbstoff rekoiin
niert Uber nichtadiative Prozesse mit einer Ratgzuriick in den Grundzustand. $nterkombinatio
konkurriert mitder Fluoreszenz sowie den nicidiativen Prozessen und fiihrt zu setin Ubergé:
gen in den TripletZustand T mit einer Rate &. Die Depopulation des TripleRustand erfolgt er
weder durb inverse Interkombination mit einer Ratg kder durch Elektronentransfer mit einer |
Krean. Letzterer Prozess beschreibt die Reduktion durch einen ElektronésrdDnéei der das Ra
kaIanionRA‘gebiIdet wird. Das Radikdann durch eine Oxidatiomit Sauerstoff in den,SZustan:
zurickgefuhrt werden. Vor allem bei hoheren Reduktionsmittelkonzentrationen muss ein
Elektronentransfer aus der Singulett Mannigfaltigkeit mit einer Rate Bericksichtigt werden.

Die nachfolgend prasentten Daten sind Ergebnisse diffusionsbasierter Messungen unter
Raumatmosphare, wie sie Abschnitt3.2.2beschrieben sind. Die Wellenlange der optischen
Anregung betragt dabei 530n, die Repetitionsrate der gepulsten Anregund/iAz. Die
Proben wurden mieiner Anregungsleistung von NW/cm? vermessen. Der prinzipielle
Messablauf und die Auswertung der Daten entspricht detemAbschniten3.22 und 4.3
beschriebenen Vorgangen. Die Dauer der jeweiligen Messung betragt zwischen 120 und 150
Sekunden. Jedeier dargestellte Messreihe wurde insgesamt dreimal durchgefihrt. Fir jede
Messreihe wurden die aus Stammldsungen praparierten Proben frisch hergestellt ukd in wil
kurlicher Reihenfolge vermessen. Die prasentierten Datenpunkte sind die Mittelwerte der aus
den Einzelmessungen extrahierten Parameter. Die Fehlerbalken sind die Mittelwerté der for
gepflanzten Anpassungsfehler der Einzelmessungen.
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5.1.1 Einfluss von Ascorbinsaure als Elektronendonator

Die ersten hier gezeigten Ergebnisse bescéreitie photoreduktiv@ildung des Radikal
von Rh6G mit Ascorbinséure (AscA) als Reduktionsmittel und Wasser als Losemittel, wenn
der pHWert im neutralen Bereich zwischen gD und 8,2 festgehalten wird.

a . 10° b & 2 nur Rh6G
£ 8 b 1 mM AscA
@ c B 5 mM AscA
2 i) 1. '\\ 10 mM AscA
< 107 ®© 50 mM AscA
=l o
o B 1
2 72
Q0 g
£ 10”1 kS
o £
< S

T T T T Z O i ) T . T T
0 4 8 12 10° 10 10° 10°
Zeit (ns) Zeitverschiebung (ms)

Abbildung 5.2: Rohdaten zur Konzentrationsreihe von Ascorbinséure (AscA) in Wasser bei $¢
tem pH-Wert. (a) zeigt den aus zeitkorreliertem Photonenzahlen (TCSPC) gewonnenennat
mierten PL Zerfall konzentrationsabhangiger Proben. Hellblau markiert der zentrale Be®ith-
falls, aus dem die PL Lebensdauer extrahiert wird. (b) zeigt die mit den Daten aus (a) koree
renden, auf die Amplitude des Diffusionsterms normierten Korrelationsdaten, mit dem ang
Kurvenverlauf deDiffusionskorrelation.

Abbildung5.2 zeigt Rohdaten der Konzentrationsreihen von AscA in einem Bereich zwischen
1 mM bis zu 100nM. Als Vergleich dazu sind die Rohdaten einer Losung komplett ohne
AscA dargestellt. Aus den Graphwerden spater, wie zuvor den Kapitelm.2, 4.3 und 4.4
beschriebendie vier Observabletip, tan, taus SOWi€ Runkel €Xtrahiert(vgl. Gleichungers.7,

4.8, 4.9 und 4.13Wird an die in (a) gezeigten TCSHIaten im hellblau markierten Bereich
eine énfach exponentielle Zerfallsfunktiomgepasst, so kann daraus dielRlbensdauetp_
ermittelt werden. Ohne Reduktionsmittel in der Losung ergibt sich eine Lebensdauer von
3,8+ 0,1ns. Ab einer Konzentration von DM beginnt diese signifikant auf eingvert von
zunéchst 3,4 0,1ns abzufallen. Im weiteren Verlauf der Konzetitmasreihe sinkt die PL
Lebensdauer noch deutlicher auf schlussendlici B,1ns bei 100nM AscA. Der genaue
Verlauf vontp, ist in Abbildung5.3 (a) dargestellt. Gleichzeitig zu den TCSP@ten werden

die in (b) gezeigten Autokorrelationskurven aufgenommen. Bereits der erste optieehe Ei
druck der Evolution der Rohdaten zeigass die Amplitude des Dunkelzustands auf der ps
Zeitskala ab einer Konzentration vom/ AscA deutlich zunimmt. Die weitere Analyse von
g@(t) anhand der oben eingefilhrten Vorgehensweise, sprich Kurvenanpassung und Hinte
grundkorrektur erlaubt die nachfolgende Betrachtung der drei restlichenAlnbil-
dung5.3 (b) - (d) dargestellten Observablen.

Abbildung5.3 zeigt eine Ubersicht der vier aus den Rohdaten extrahierten Parameter. Der in
(a) dargestellte Verlauf der Rlebensdauer wurde bereits im vorausgehenden Abgatz b
schrieben. @ anZeit, t 5 bleibt im Konzentrationsbereich zwischen 0 undvid annéhernd
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konstant zwischen Werten von 16 bis| 3 Bei h6heren Konzentrationen sinkt dann bis
zu einem Wert von 8,2 0,2 s bei 100mM AscA (b). Der Wert vori gy sbeginnt dahingege
schon ab InM AscA von 2us auf zunéchst @s anzusteigen, bevor er bei 1 AscA e&-
nen Wert von 7,& 0,3pus erreicht. Bei hoheren Konzentrationen bleiat dann annéhernd
unverandert (c). Schliel3lich steigt auch der in (d) gezeigte Dunkelzustanddgant10% fur
AscA Konzentrationen unterrhM auf bis zu 5& 1 % bei 100mM AscA.

T (NS)

Ton (US)

TEUS (”S)

qunkel (%)

" 001 01 1 10 100

Konzentration von AscA
in Wasser (mM)
Abbildung 5.3: Konzentrationsreihe von AscA in Wasser bei festem pHWert. (a)1 (d) zeigel
jeweils die Abhangigkeit der aus den Rohdaten extrahierter.éliensdauern, arund ausZeiten
sowie den Dunkelzustandsanteil von der AscA Konzentration in der Probenlésung. Die Abkig
ten sind in drei verschiedene Bereiche gegliedert. In (e) zeigen schemBiasstetiungen die jevis
ligen Prozesse innerhalb der Bereiche.

O
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Wird der in Abbildungb.3 dargestellte Datensat#erpretiert so wird zunachst deutlich, dass

der hier gezeigt®hotoreduktioaprozesstark von der Konzentration des Elektronendonators
abhangt. Der konkrete Verlauder gezeigten Parameter legt eine Einteilung der phateind
zierten Radikalbildung in drei verschiedene Konzentrationsbereiche nahe. Im ersten, mit (i)
markierten Bereich zwischen AscA Konzentrationen von 0 uniMLlist die Konzenttion

des Reduktionsmittels zu geringn einen effizienten Elektronentransfer aus derdustand

oder dem T Zustandzu induzieren. Die oberste Zeichnung in (e) verdeutlicht dies schem
tisch. Da alle vier Observablen in diesem Bereich nahezu konstant bleiben, ist
taus=2,0% =0,1ps mit der intrinsischen Lebensdauer dgZlstandsunter Raumatmosphéare

in Wasser gleichzusetzen. Unter den gegebd&ezhngungerbefinden sich etwa 1% der
Molekile im T, Zustand

Im zweiten Bereich (ii), bei AscA Konzentrationen zwischenM und 10mM ist eine Inte-

aktion des Reduktionsmittels zunachst mit demZiistandzu beobachten. Es findet ein
Elektronentransfer statt, wodurch dRadikahnionvon Rh&s, R gebildet wird. Diese He
gerung lasst sich aus der gestiegenerZaitsvont ,,s=7,0+ =0,3us, sowie dem gestiegenen
Dunkelzustandsanteiljfrkei= 30 = 2 % flir 10mM AscA zielen. Gleichzeitig bleiben die PL
Lebensdauer, sowie die-Zrit, also dieLebensdauer des; Eustandsund die Verweilzeiin

der emittierenden SingulefMannigfaltigkeit in diesem Konzentrationsbereich unverandert.
Aus diesem Verhalten lasst sich schliel3en, dass zunachst nur Aestdandeine relevante
Rolle beim photoinduziten Elektronentransfer spielt. Das entsprechende Schema ist in der
mittleren Zeichnundii) von (e) dargestellt. Eine Begriindung daftir ist die im Vergleich zum
S; Zustandetwa um den Faktor 1000 gré3ere Lebensdauer gégsstandswelche beim di
fusionslasierten Elektronentransfer zunachst zu einer friheren Interaktion fihrt. An dieser
Stelle ist es wichtig zu erwahnen, dass in diesem KonzentrationsbdreiBildung des B-

dikals durch die Interkombinationsrategrimitiert ist.

Nichtsdestotrotz kann dch eine weitere Erhdhung der AscA Konzentration ein driteer B
reich (iii) erreicht weden, in dem auch die Singuldftannigfaltigkeit beeinflusst wird, die
Farbstoffmolekiile also auch direkt aus depZz@standheraus photochemisch reduziertrwe
den konnen. Der Abfall der PL Lebendsauer auf einen Werttypr2,2+=0,1ns bei
100mM AscA verdeutlicht, dass der Sustanddurch eine zusatzliche Rate entvolkert wird.
Zusammen mit der Beobachtung, dags/on 16 bis auf §is sinkt, l&sst sich dana schlie3en
dass die Molekié nun direkt aus der Singuléannigfaltigkeit in einen Dunkelzustand
Ubergehen. Die atigeit t 5ysSaturiert im Bereich (iii) bei @is, sodass dieser &kt der Lebes-
dauer des Radikals’Runter Umgebungsatmosphére und in Véagsigeordnet werden kann.
Da nun also sowohl Singuletals auch TripletZustdande zum Elektronentransfer beitrggen
lasst sich in diesem Konzentrationsberdighhe auf bis zu 56 steigern. Die untere Zdie
nung(iii) in (e) zeigt eine schematische ¥eschaulichung dessen.

Grundsatzlich betrachtet lasst sich der Ursprung eines Dunkelzustands nicht rein aus der aus
Zeit schlieRen. Vor allem im Bereich (ii), in dem,s mit der AscA Konzentration ansteigt,
beschreibt die adgeit sowohl denT; Zustand, B auch derR*'Zustand Bei hohen AscA
Konzentrationen stellt sich dann mit der Saturierung tygeein Gleichgewichtszustand ein.

Da hier nun die SLebensdauer sinkt, also ein effizienter Elektronentransfer von diesem Z
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stand ausgeht, wird auch der Zustandseltener bevoélkert. Es kann also angenommen we

den, dass einerseits die effektive Interkombinationsrate sinkt, und dass andererseits selbst
wenn der Zustand besetzt wird ein Elektronentransfer vpAu3tandauch auf der Skala von
Nanosekunden passt. Dies rechtfertigt schlie3lich die Annahme, dass die atmMQASCA
erreichte augeit von 7us der Radikallebensdauer entspricht. Der weitere Anstieg y@ieF
verdeutlicht die immer groRer werdende Fapan des Radikal bei gleichzeitigimmer
schnellerer Depopulation der angeregten Zustande, die aus dem Abfiai| wmalt 5, folgt.

Um an dieser Stelle zu unterstreichen, dass die hier stattfindende Photoreduktion ein diffus
onsbasierte Prozess ist, zeigtAbbildung5.4 die SteraVollmer Auftragung de PL-
Lebensdauern ausbbildung5.3.

[\
1

Stern-Vollmer
Auftragung
7ol To

1 .

<1 10 50 100
Konzentration von AscA
in Wasser (mM)
Abbildung 5.4. Stern-Vollmer Auftragung der PL-Lebensdauern aus Abbildungs.3. In del
SternVollmer Auftragung wird der Quotient aus der ungeléschten Lebensdauer und der ge
Lebensdauer der PL in Abhangigkeit von der Konzentration der ldschenden Substanz ar
Konkret istt, = 3,8+0,1ns, also der Wert auch Abbildubg3 ohne ReduktionsmitteRot gezeichni
ist die lineare Anpassung an die Datenpunkte, bei denen die PL geldscht wird, also fnikisrid
dem Wert bei 5nM als Ausgangspunki.

Bei der Sterrvollmer Auftragung werden hier die Quotienten der ungeloschten PL
Lebensdauer, ohne Reduktionsmittel, und der geléschten Lebensdauer, mit anwesendem R
duktionsmittel in Abhangigkeit von der Reduktiomgtelkonzentration dargestellls Refe-
renzwert dazu dient alsty =3,8+0,1ns. Der gezeigte Konzentrationsbereich beschrankt
sich dabei auf die hoheren AscA KonzentrationenAsildung5.3, bei denen einsetzende
Fluoreszenzléschung beobachtbar ist. In den Graph ist zudem die lineare Anpassung an die
Datenpunkte zwischenBM und 100mM AscA eingezeichneDie Steigung dieser Geraade
entspricht der in desternVVollmer Gleichung
T ~ w o 7oa

T p Q J0oi wo (5.1)
angegebeneRate der Fluoreszenzloschukg,. Dabei entsprichfAscA] der Konzentration
von AscA in der Probenldsunglier ergibt sich ein Wert vongk = 0,0095+0,00031/mM.
Aus der Tatsache, dass sich an die gezeigten Daten eine lineare Kurve anpassen lasst, folgt im
Rahmen des Stetollmer Formalismus, dass die Fluoreszenzléschung diffusionsbasiert e
folgt. Mit anderen Worten: In den hier vorliegend@roben sind alle Rh6G Molekiile gleich
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gut fur alle AscA Molekile erreichbar. So fuhrt eine Steigerung der AscA Konzentration zu

einer reziprok dazu verlaufenden Verkirzung der Zeit, in der ein angeregtes Rh6G Molekdl
mit einem AscA Molekdl iteragiert. 5 sei angemerkt, dass sich diese Ruckschlisse an dieser
Stelle auf die Léschung desg Bustands von Rh6G, auf der Skala von Nanosekurizkze-

hen

5.1.2 Einfluss des Losemittels und der Wahl des Reduktionsmittels

Um den Einfluss verschiedener Léssd Reduktionsmittel auf die phataluzierteBildung

des Radika zu untersuchenwurden Konzentrationsreihen von AscA und DIPEAn
DMSO* als Lésemittel durchgefiihrt. DMSO als Lésemittel, bzw. DIPEA als opfernder
Elektronendonator wurden in Hinblick auf akiteeArbeiten aus der organischen Synthese
gewahlt, in denen diese Kombination erfolgreich benutzt viivg31,159162 Die beiden
hier gezeigten Messreihen werden eseés direkimiteinander vergthen. Andererseits wird

die Konzentrationsreihe von AscA in DMSO auch mit deAbbildung5.3 gezeigten Ka-
zentrationsreihe in Wass verglichen. Aufgrund der schlechten Loéslichkeit von DIPEA in
Wasser wird hier lediglich eine Konzentrationsreihe in DMSO gezeigt. Die extrahidsten O
servablen beider Messreihép,, tan, taus SOWIe RunkerSiNd iNAbbildung5.5 (&)1 (d) darge-
stellt. Schematische Darstellungen der aus der Autokorrelation ablesbaren dominanten Pr
zesse finden sich iAbbildung5.5 (e).

Im Bereich von 0 bis 0,0mM zeigt die Anwesenheit von AscA fast keinen Einfluss auf die
vier Parameter. Erst ab 0,68V AscA beginnert 4y, tausund Fyunkerderselben Syematik zu

folgen: Erstens steigen sigis zu einer Konzentration von QyiM an; Zweitens bleiben sie
zwischen 0,InM und 10mM konstant undirittens beginnen siab einer Konzentration von

50 mM stetig anzusteigen. 30M ist dabei auch die Konzentraticat) dertp. zu sinken -

ginnt, also die Fluoreszenz geloscht wird. Im Gegensatz dazu zeigt die Zugabe von DIPEA
bis zu einer Konzentration von 0@ keinen Einfluss auf die Parameter der hellen und
dunklen Zusténde. Ab einer Konzentration vomi¥ beginnent 4, tausund Funkel anzuste

gen, wahrendp ab 5mM DIPEA kirzer wird

Die InterpretationdieserDatenbeginnt zunachst mit dem Vergleich der Datenpunkte ohne
Reduktionsmittel irder Probe (OnM in Abbildung5.3 und Abbildung5.5). Diese lassenid
rekte Ruckschlisse auf die Eigenschaften der angeregten Zustédnde von Rh6G in degn Losemi
teln Wasser und DMSO zu. Die Rlebensdauer betragt 3#8),1ns in Wasser und
3,32 0,1ns in DMSO. Die a#Zeit lasst sich zu 16 1 ys in Wasser und £1 ys in DMSO
(AscA Datensatz) bestimmen. Fir die agst, die hier der intrinsischen Lebensdauer des T
unter den gegebenen Bedingungen gleichzusetzen ist, kbnnen Werte ¥dh1348 in Was-

ser und 1,% 0,1pus in DMSO extrahiert werden. Der Dunkelzustandsanteil betragt in beiden
Losemitteln etwa 1@6. Eine intuitive Erwartung ware, dass die Polaritat und die rSaue
stoffsattigung in den beiden Losemitteln die angeregten Zustédnde dstegdtarbstoffs >
einflussen. So ist die Dielektrizitatskonstante von Wasser8Q) im Vergleich zu DMSO
(e=45) hoher. Dieser Unterschied der Dielektrizitatskonstanten erklart die langeresieben

4 Diisgpropylethylamin (DIPEA).
“> Dimethylksulfoxid (DMSO).
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dauer des SZustandq(tp) in Wasser und damit die lange¥erweildaue der Molekdle in

der SingulettMannigfaltigkeit, t,n. Flr die Sauerstoffsattigung in Wasser lassen sich in der
Literatur Werte zwischen 0,26 und 0,3M finden.[L63,164 Der Bereich der Literaturwerte

fur die Sauerstoffittigung in DMSO erstreckt sich dahingegen von 0,32 bis
0,58mM.[165,166 Da mehr Sauerstoff in der Losung zu einer schnelleren Rekombination
des T Zustandsurtck in den §Zustandfuhrt, ist der augenscheinlich hohere Sauerstbffge

alt in DMSO fur eine im Vergleich zu Wasdeirzere T Lebensdauer verantwortlich.
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Abbildung 5.5: Vergleich von Konzentrationsreihen von AscA und DIPEA in DMSO.(a)1 (d)
PL-Lebensdauer, arund ausZeit, bzw. Dunkelzustandsanteile der jeweiligéonzentrationsreihe
von AscA (rot) und DIPEA (blau). (e) Schematische Darstellung der ablaufenden Prozesse.

Wird nun die AscA Konzentration in DMSO erhoht, so lassen sich abniM®rste Einfli-

se beobachten. Bei dieser Konzentration (rot (ii)) s@tzEkektronentransfer vom;Zustand
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in den R "ein. Diese Situation ist mit mittleren Konzentrationen von AscA in Wasser ve
gleichbar Abbildung5.3 (e) (ii)). Im Gegensatz zu AscA in Wasser steigen hier allerdings
nicht nurt s und Fyunkel @an, was auf die Bildung des Ianglebiget%éfzurUckzufUhren ist.
Vielmehr beginntaucht,, mit zunehmender Reduktionsmittelkonzentration etwas langer zu
werden. Der leichte Anstieg vdn, deutet darauf hin, dass hier ein zuséatzlicher nichtiadiat
ver Zerfallskanal entsteht. Als mdglicher Ursprung dessen sind entweder Kollisioren zw
schen den Farbstafiolekiilen und dem Reduktionsmittel ohne einen Elektronentransfer oder
ein paarweiser RekombinationsproZ8stenkbar.Letzterer betrachtet die Situation unmiitte

bar nach dem Elektronentransfers von AscA zu Rh6G, noch loeyddolekile dissoziiert
sind.Dalei besteht die Mdglichkeit, dass das Uber beide Molekiile entstandene Elaktion
Paar nichtstrahlend rekombiniert. Dadurch liegen bei der Dissoziation beide Molekiide in i
rem Grundzustand vor, ohne dass ein NEt&kironentransfer stattgefunden Hagl. dazu
Abbildung2.11). Der nachste Wendepunkt der Konzentrationsreihe von AscA in DMSO liegt
bei 50mM (rot (iii)). Hier beginntt . aufgrund des einsetzenden Elektronentransfers aus dem
S Zustandin denR*'Zugandzu sinkenZusammen mit der verkiirzten Rlebensdauer de

tet die langer gewordenen axsit, sowie der gestiegene Dunkelzustandsanteil auf eine eff
ziente Reduktion des; Zustandsn den IanglebigereRAThin. Im Gegensatz zur Konzeatr
tionsreihe vonAscA in Wasser Abbildung5.3) steigt allerdingd 4, selbst dann weiter an,
wenn AscA beginnt den;&ustandzu reduzieren. Da denr Sustandbereitseffizient in den

R Uberfuhrt wird, ist eine langere Verweildaueler Molekile in der Singulett
Mannigfaltigkeit nicht intuitiv. Daher lasst sich dieser Umstand etwa durch einen zusatzlichen,
nichtradiativen Zerfallskanal beschreiben, der mit der photzierten Reduktion des Zu-
standsonkurriert.

Im Fall von DIPEA beginnt die Reduktion deg Austandserst bei einer Konzentration von
1 mM (blau (ii)). Diese Aussage folgt aus dem Anstieg VR und Fqaunkes bei gleichzeitig
unverandertetp . Bei ener Konzentration von 1M beginnt danrip_ zu sinken (blau (iii)).
Zusammen mit weiterhin steigenden Wertentfigsund Fyunkell&sst sich daraus ableitedass
hier ein Elektronentransfer in den Bustandzur Bildung des R'fiihrt. Bei hohen DIPEA
Konzentrationen (10M und 200mM) wird ein weiterer Anstieg voty, undt ,usgemessen,
der zu einer Sattigung vdRyunke filhrt. An dieser Stelle kann die gestiegeverweildauer in
der SingulettMannigfaltigkeit wiederum mit einem nichtradiativeterfallskanal aus dem; S
Zustandzuriick in den &Zustanderklart werden, der mit dem photoinduzierten Elektrene
transfer und damit der Bildung de$ Ronkurriert. Um den Vergleich der beiden Redukt
onsmittel abzuschlieen, lasst sich also konstatierss kin Fall von AScA fnkelauch bei
hohen Konzentrationen einen stetigen Anstieg aufweist, wohingegen bei hohen DIREA Ko
zentrationen die nichtradiativen Prozesse den beschleunigtemoBkntransfer in das Rad
kalanion R&il‘]berwiegen. Somit sattigtqlikel im untersuchten Konzentrationsbereich von
DIPEA, jedoch nicht von AscA.

Schlief3lich werden noch die Konzentrationsreihen von AscA in DMSO und Wasser mite
nander verglichen. Es kann beobachtet werden, dass AscA in DMSO bei viel geringeren Ko
zentratiorn beginntnachweisbar mit den Farbstoffmolekllen zu interagieren als in Wasser

“® Engl. geminate recombination.
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(0,05mM in DMSO; 1mM in Wasser). Trotzdem kann augufkes bei 100mM AscA in
DMSO (20,7+ 0,1%) und Wasser (44:00,5%) eine effiziente Radikalbildung in Wasser
abgeletet werden. Die ausschlaggebende Ursache dafur ist wohl der in DMSO zusatzlich zum
photoinduzierten Elektronentransfer auftretende nichtradiative Zerfallskanal aus, dam S
standin den 3 Zustand Aus diesem Grund konzentrieren sich die nachfolgendenrigngye

te auf das Losemittel Wasser, in dem nun der Einfluss de&/gik$ auf die Bildung des &
dikalanions untersucht wird.

Protonierte Zustande von Donatormolekulen spielen vor aileBezug auf dieEffizienz
photoinduzierer Elektronentransferprozesste wichtige Rolle So ware der Elektrone
transfer beispielsweise aus einem neutralen oder anionischen Donatorzustand eirnes Elektr
nendonators deutlich wahrscheinlicher als aus seinem protonierten Zustand. Daher wird in
den folgenden Experimenten der Hiiss des pHNerts, zunachst auf die angeregten Zusta

de von Rh6G, und im Weiteren auch auf die Bildung unoebhsedauer des Radikalans in
Wasser untersucht.

5.1.3 Einfluss des pHWerts auf angeregte Zustande

Um den Einfluss des pMerts auf die Mechanismen denotokaalytischen Bildung des &
dikalanions besser zu verstehevird zun&chst der Einfluss des pMerts auf die angeregten
Zustande de Farbstoffs selbst untersucbiabei ist der pHNert ein Mal} flr den sauren oder
basischen Charakteinerwassrigen Bsung. Ist die wassrige Losung sauer, so Uberwiegt in
ihr der Anteil an HO" lonen. Diese wirken als Protonendonatoin der Lésunglst eine
wassrige Losung basisch, so Uberwiegt in ihr der Anteil anl@t¢n. Diese wirken als &+
tonenakzept@nin derLésung. Der Wert pH markiert den Gleichgewichtszustand zwischen
beiden ionischen Arten in der Lésung. Bei Werten kleinei7 pird allgemein von sauren,
bei Werten grof3er pMA von basischen Losungen gesproch®m.dieser Stelle werden die
Ausdrucke saueneutral und basisch etwas weicher gehandhabt und an die jeweiligen Effekte
geknupft.

Abbildung5.6 (a)T (d) stellt die aus zeitkorreliertem Einzktgonenzéhlen, sowie aus der
Autokorrelation gewonnenen charakteristischen Paramieigrtan taus Sowie Runke dar.
Hier wurden Proben von Rh6G in Wasser bei verschiedenéWgiten vermessen. Zur He
stellung dieser Proben wurden kleine MengenNa®H (basischer Bereich) und HCI (saurer
Bereich) zu Lésungen von Rh6G in Wasser gegeben. Der genalWepHhvurde schliel3lich
mit einem gewdhnlichen pileter eingestellt.

Zwischen pHL und pH9,5 zeigen alle vier Observablen ein konstantes Verhalten, mit
tpL=3,8ns, tan=15us, einem Wert vort,s= 2us, welcher der Triplettebensdauer &n
spricht, sowie einem Dunkelzasidsantié von 11%. Oberhalb von pHO fallt zunachst 5,s

bis zu einem Minimum von 0,80,1us bei pH11 ab,wonachsich der Wert stbilisiert. Mit
einem Minimum von 5,% 0,5% bei pH11 zeigt Runke €iN vVergleichbares Verhalten. ImeG
gensatz dazu bleilbt, bis zu einem pHNert von 12 konstant, bevder Parametedlann bis

auf einen Wert von 3,8 0,1ns bei pH13 sinkt. Die arZeit, t, bleibt im Rahmen des ik
passungsfdars tber den gesamten {B#reich konstant.
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Abbildung 5.6: Einfluss des pHWerts auf die angeregten Zustande von Rh6G in Wassefa) i
(d) PL-Lebendsauer, arund ausZeit, sowie Dunkelzustandsanteil fir Proben verschiedene
Werte. (e) Schematische Darstellung der jeweiligen Prozesse.

Wird der Datensatimterpretierf so legt er eine Einteilung in drei Teilbereiche nahe, in denen
der pHWert unterschiedlichekinfluss auf die angeregten Zustande von Rh6G nimmt. Im
ersten Bereich (i), der den sauren und neutraleiBeigich zwischen pH und pH9,5 -
deckt, hat die Veranderung des-piferts keine Auswirkungen auf den &ler T, Zustand da

hier alle vier Observdén konstant bleiben. Diese Situation, mit unbeeinflusster Interkomb
nation, sowie einer intrinsischen Entvilkerung deZdstandssind in der oberen Zeichnung

(i) in (e) dargestellt. Im zweiten Abschnitt der ¢ihe (ii), bei basischen pWerten tber

pH 10 und unter pH.2 wird zunéchst hauptsachlich derdustandangegriffen. Hier sinken
sowohlt s als auch fnket Um mehr als 50, wahrend p. konstant bleibt. Bei diesen pH
Werten scheint der TZustandzusatzlich zur intrinsischen Rekombination duetnen weig-
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ren Prozess geléscht zu werden. Dieser Vorgang ist in der mittleren Zeidliihumde) da-
gestellt.

Im dritten, stark basischen pBkreich oberhalb von pH2 (iii) sinkttp., was eine Loschung

des $ Zustanddedeutet. Diese zuséatzlichéschung des ;SZustanddst schematisch in der
unteren Zeichnungii) in (e) dargestellt. Es lasst sich also folgern, dass dweHibergang

in den basischen pBereich die angeregten Zustande von Rh6G schrittweise geléscht werden.
Zunachst wird bei pHWerten zwischen pHO und pH12 der T Zustandangegriffen, bevor
oberhalb von pH.2 auch der SZustand Uber einen zusétzlichen niabdiativen Zerfallskanal
entvolkert wird. Uber die Griinde hierfiir lasst sich an dieser StellenatmafRen, dass im
basisbien pHBereich Rh6G deprotoniert wird, was sich schlie3lich auf die photophiysikal
schen Eigenschaften auswirBbenso ware auch denkbar, dass im stark basischen Bereich
Uberschussige OHonen zu einem diffusionsbasierten Loschen der angeregten Zusiiinde f
ren.

5.1.4 Einfluss des pHWerts aufden photoinduzierten Elektronentransfer

In Abbildung5.7 ist schlie3lich die Abh&ngigkeit des photoinduzierten Elel@ntransfers

von der Variation des pMVerts dargestellt. Die hier gezeigten Messungen wurden bei einer
festen AscA Konzentration von 1M durchgefuhrt, sodass ein effizienter Elektronerstran
fer zu beiden angeregten Zustamd&, und T; angenommen werden kann (v@ibbil-
dung5.3). Um die inAbbildung5.6 beobachtete starke Loschung der angeregten Zustande
basischen pHBereich auszuschlie3ewurden in diesen Experimenten nur Proben bisizu e
nem pHWert von 10,5 untersucht. Zur Probenherstellung wurde analatezworherigen
MessungenNaOH und HCI zu 1nM L6sungen von AscA in Wasser gegebénbil-
dung5.7 ()1 (d) zeigt die charakteristischen Observablen der diffusionsbesi&orrelai-
onsmessungetpy, tan, taus SOWI€ Runket

In Abbildung5.7 wird deutlich, dass der etwa bei gkb einsetzende Einfluss des-p¥erts

auf die Lebensdauer der verschiedenen Zustéande durchaus drastisch ist. Im neutralen und
leicht basischen pHBereich avischen pHs und pH10,5 bleiben die vier extrahierten Pagm

ter nahezu konstant bei Werten vign = 3,6 ns, tan= 15 s, taus= 10 us undFgynkei= 35 %.

Sie stimmen damit gut mit dem @M Datenpunkt audbbildung5.3 tiberein. Unterhalb von

pH 4 steigttp. leicht auf einen Wert von 3y7s an. Dahingegen weisen die drei weiteran P
rameter im sauren pBereich einen starken Anstieg auf, sodass bel ptschlie3lich Werte

VONtan =54+ 1 us,taus= 108+ 3 us und RGunkei= 66,6+ 0,4 % erreicht werden.

Der gerade beschriebene Datensatz legt bei skitexpretationeine Aufteilung in zwei ve
schieder pH-Bereiche nahe. Der erste Bereich deckteaffektiv neutralen Werte zwischen

pH 4 und pH10,5 ab.Die Variation des pHWVerts zeigt darin keinen Einfluss auf die Bildung

und die Lebensdauer des Radikals. Diese, in der oberen ZeichnAbgiidung5.7 (e) da-
gestellte Situation entspricht den in der untersten Zeichnuédldung5.3 (e) gerigten
Prozessen. Verglichen mit Proben ohne AscA, werden also wie erwartet gesunkene Werte fur
tpL UNdt,,, Sowie gestiegene Werte fily,sund Fyunkeibe0bachtet, die einen effizienten Blek
ronentransferu beiden angeregten Zustanden hin zum langébigRadikalaion verdeuit

chen.
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Abbildung 5.7: Einfluss des pHWerts auf die Bildung des Radikalaions von Rh6G in Wasse
bei fester AscA Konzentration. (a)i (d) PL-Lebensdauer, anund ausZeit, sowie Dunkela-
standsanteil. Die gestrichelte Linie markiert denspiert von AscA bei pHt,25. (e) Schematisc
Darstellung der jeweiligen Prozes$i@. verdeutlicht insbesondere die verlangsamten Elektrones
ferprozesse sowohl hin zum Radikal, als auch wieder kuruclen Grundzustand (dinne Linie
Damit einhergehend ist eine Akkumulation des Radikalzustands (rot).

Im zweiten, sauren piBereich (ii), unterhalb von pH, und damit unterhalb dgd#s-Werts
von AscA bei pH4,25, zeigt die Variation des p¥Werts eien drastischen Einfluss auf die
extrahierten ParameteDer pKs-Wert von pH4,25 beschreibt hier denjenigen Piert, ab
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dem AscA Uberwiegend in seiner komplett protonierten Form voffdadurch wird die
Eigenschaft von AscA als Elektronendonator geschwdaét. leichte Anstieg vorip. auf
3,7ns unterhalb von pH¥ deutet zunachst darauf hin, dass AscA deduStandweniger é
fektiv 10scht. Der gleichzeitige Anstieg sowohl vog, als aich tus verdeutlich, dass alle
Elektronentransfenpzesse bei diesen pWerten beeintrachtigt werden. Die Verlangsamung
des Donator induzierten Ubergangs aus demn8 T; Zustand m das R 'lasst sich aus dem
Anstieg vont ,, folgern, der eine langerVeweildauer in der Singuletlannigfaltigkeit ke-
schreibt. Der Anstieg vohys beschreibt dahingegen eine langere Verweildauer)}r_hlmd
impliziert somit ene Unterdriickung des Elektroné&oktransfers und damit der Rekombinat
on in den §Zustand Der Umsand, dass$,,s mit 108+ 3 us etwa doppelt so grof} ist dlg,
mit 54+ 1 s, ist ausschlaggebend fiur den deutlichen Anstieg vapkd auf bis zu
66,6+ 0,4% bei pH1,5. Der Ubergang in den sauren+B¢reich fihrt also in Konsequenz zu
einer starken Akumulation des phokatalytisch erzeugten Radikalans. Diese Situation ist
schematisch in der unteren Zeichnundbbildung5.7 (e) dargestellt.

5.1.5 Beschreibung des Redoxsystems Ascorbinsaure und Methylviologen

Um die Beschreibung der aus diffusionsbasierten Experimenten erhaltenen Ergebnisse abz
schlieBenwird hier keispelhaft ein geschlossersePhotoedoxsystem mit AscA als Redukt
onsmittel und Methylwlogen (MetV) als Oxidationsmittel in DMSQ@inter Ausschluss von
Sauerstoff betrachtet. Mit diesen Experimenten sollre@its die Bildung des Radikal@ans

durch AscAuverifiziert, und andererseits der Einfluss des Redoxpaars AscA und MetV auf die
Evolution der diffusionsbasierten Korrelationsdaten dargestellt werden. Mit diegem R
doxsystem wird erstmals in dieser Arbeit gezielt ein photokatalytischer Kreislauf gesamloss
Damit stellen diese Experimente auch einen Ubergang zu den im nachsten Kapitel kesproch
nen Einzelmolekilmesingen mit geschlossenen Photoregkben dar. Die nachfolgenden
Datenséatze veranschaulichen zudem di€dpitel 3 bereits erwahnte experimeléeLimiti e-

rung diffusionsbasierter Korrelationsmessungen bei der Betrachtung stabilisierter Dunkelz
stande unter Ausschluss von Sauerstoff. Somit zeigt dieser Datensatz eine weitere, intrins
sche Motivation der vorliegenden Arbeit auf, experimentell asiM@grmessung immobilisie

ter Molekule Uberzugehen, die zeitlich lediglich durch das Bleichen des betrachteten Mol
kils beschrankt wird.

Aus der Arbeit von Vogelsang et &3 ist bekannt, dass AscA beziiglich seines Reduktion
potentials in der Lage ist, Oxazirarbstoffe inderen Radikalaniozu UberfihrenBei der

dortigen Betrachtung einzelner immobilisierter Moleklle wurde gezeigt, dass die Labensda

er dieses Radikalzustands unter Ausschluss von Sauerstoff mehrere Sekunden betragen kann.
Wurde nun bei fester AscA Konzentration und weiterhin unter Augsshbon Sauerstoff

MetV zu den Proben hinzugegeben, so konnte beobachtet werden, dasszsi#, also die

" AscA besitzt zwei mogliche deprotonierte Zustande. Die beiden Ubergange liegen dabei4h2b pidd

pH 11,8. Oberhalb von pH1,8 liegt AscA hauptsachlich in einer zweifach deprotonierten Form vor, in der das
Molekll zwei Elektronen abgeben kann. ZwiseheH 4,25 und pHL1,8 liegt AscA hauptsachlich in einenei

fach deprotonierten Form vor, in der das Molekil ein Elektron abgeben kann. Unterhalb 4@5gidgt AscA
hauptséachlich in seiner komplett protonierten Form vor, in der kein Elektron mehr bbgegerden kann. Die

pH- und pKes-Skala beziehen sich dabei immer auf Gleichgewichtszustande zwischen den jeweiligen Formen.
Das bedeutet, dass beispielsweise auch b pbch einfach deprotonierte AscA Molekile in der Lésung-exi
tieren.
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Radikallebensdauemit steigender MetV Konzentrationen sinkt. Wiekiapitel 2.2 erlautert

ist das Reduktionspotential von MetV ausreichend, migiesem System als komplementarer
Oxidationspartner zum Reduktionsmittel AscA zu wirken. Hier wird nun analog zu den Me
sungen arOxazinFarbstoffen das System AscA und MetV durch diffusionsb@sMessa-

gen an Rh6G in DMSO qualitativ anhand der Evolution ¢?(t) und der PLintensitét u-
tersucht. Dabei wurden Proben vermessen, in denen die Konzentration von AscA auf einem
festen Wert von 10M bleibt. Im ersten Schritt wird der Unterschied der diffusionsbasie

ten Korrelationsdaten zwischen einer Rrahit und einer ohne Sauerstoff betrachtet, bevor

im nachsten Schritt die MetV Konzentration kontinuierlich gesteigert wirddienRuckox-

dation des Radikataons zu verdeutlichen.

In Abbildung5.8 ist die durch den Ausschluss von Sauerstoff und Zugabe von MetViim Ve
gleich zu Abbildung5.1 verdnderte Situation im JablonsRiagramm dargestellt. Der bei
einer AscA Konzentration von 100M gegebene, effiziente Elektronentransfer mit dem S
und T, Zustandfuhrt zurBildung desRadikalanions R‘“(vgl. Abbildung5.5). Unter den g-
gebenen BedingungemterStickstoffatmosphare wird dieser im Gegensatz zu den meer
Messungen nicht durch den Sauerstoff der Raumatmosphare oxidiert, sondern bidiet bis
mehree Sekunden stabil. Erst durch die Zugabe von MetV als Oxidationsmittel el d
durch einererneuten Elektronentransfer imilNdekunden Bereich in defy Zustandzurtidk-
gefuhrt weden.

Tan ' Taus
S1 _ red,S;
4 N AscA
T, m_
kAnr kPL R )
k. (MetV)
r'd

S,

Abbildung 5.8: Verandertes JablonskiDiagramm unter Ausschluss von Sauerstoff und mit M-
thylviologen als Oxidationspartner.Im Vergleich zur Situation if\bbildung5.1 werden hier untt
Stickstoffatmosphére, alaanter Ausschluss von Sauerstoff die Dunkelzustangentd R 'stabilisiert
Bei der gegebenen Konzentration von AscA in DMSO kann ein effizienter Elektronentransfer
S; und T; Zustandangenommen werden. (vg\bbildung5.5) Unter Zugabe von MetV als Oxidk
onsmittel kann ein erneuter Elektronentransfer stattfinden asglin den $ Zustandzurtckgefuhi
werden.

Abbildung5.9 zeigt zunachst Korrelationsdaten einer Probe von Rh6G in DMSO mimi/D0
AscA als Elektronendonator, elizuerst wie inKapitel 3.2.2 beschrieben unter Stickstatffa
mosphére (rot) und anschliel3emach einer ausreichenden Wartezeit unter Raumatmosphére,
also unter Umgebungssauerstoff (schwaveymessen wurde. D@&atensatz mit Sauerstoff
zeigt das zuvor bedhriebene typische Verhalten diffusionsbasierter Messungen, bestehend
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aus einem Diffusionsterm auf der Skala vomd, sowie der klaren Signatur eines Dunkelz
standes auf der Skala von etwps$ Der Datensatz unter Stickstoff lasst sich nur durch einen
einfachen Diffusionsterm auf der Skala von etwa @r@5beschreiben. Aus diesem Grund
sind beide Kurven zur besseren Vergleichbarkeit auf die Amplitude des Diffusionsterms no
miert. Der Ubergang von Experimenten mit Sauerstoff zu Experimenten unter Stjakstof

damit der Stabilisierung des Dunkelzustands, &uf3ert sich in der Korrelation also darin, dass
mit Stickstoff eine verkirzte effektive Diffusionszeit durch den Fokus beobachtet wird. Was
in der normierten Darstellung nicht deutlich wird, ist der daemhergehende Anstieg der
Amplitude des Diffusionsterms unter Stickst&ff.

Raumatmosphére:
Diffusion + Dunkelzustand
Stickstoff:
nur Diffusion

kurzlebiger
Dunkelzustand

Normierte Korrelation g®(r)

0'75 langlebiger
Dunkelzustand
0,5 -
0,25 1
0 -

10" 10° 10* 10" 10° 10 10°
Zeitverschiebung (ms)

Abbildung 5.9: Vergleich der DiffusionssFCS Kurven der Radikalbildung in DMSO unter Um-
gebungsatmosphére und unter StickstoffDer Graph zeigtlie normierten Korrelationsdaten ei
Probe von Rh6G mit 106M AscA in DMSO, aufgenommen unter Umgebungsatmos|
(schwarz), bzw. unter Stickstoff (rot). Den schwarzen Dataktenwurde wie in Kapitel4.3 be-
schriebenein Term mit Diffusionsund Dunlkelzustandsamplitudangepasst. Die roten Daten las
sich lediglich mit einem einfachen Diffusionsterm anpassen. Deshalb sind beide Kurven
Amplitude des Diffusionsterms normiefdie nebenstehenden Zeichnungen verdeutlichen den
gang der Dunkelustandssignatur hin zu einer verkirzten effektiven Beobachtungszeit.

Die beiden auftretenden Effekte lassen sich anhand der Zeichnungen neben den Daten verst
hen. Unter Sauerstoff werden diedan Fokus eintretenden Molekidema&nR der bisherigen
Beschrdbung angeregt und kénnen dann Photonen emittieren oder in einen Dunkelzustand
Ubergehen. Da die Lebensdauer dieser Dunkelzustdnde unter Umgebungssauerstdff mit me
reren us deutlich kirzer ist als die Diffusionszeit der Moleklle durch den Fokus von etwa
1 ms, kehren die betrachteten Moleklle wahrend der Diffusion durch das Beobachtungsvol
menwieder zurtick in die SinguleMannigfaltigkeit. In dieser kdnnen sie dann erneuttemi
tieren. So entsteht der Kapitel 4 beschriebene Fluss von Photonen mit helleth dumklen
Bereichen, der sich durdh, undtsparametrisieren lasst.

“8 Die Normierungder Graphen ist der besseren Vergleichbarkeit geschuldet.
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Liegt nun durch den Entzug von Sauerstoff die Lebensdauer der Dunkelzustande in-der Gr
Renordnung der zuvor beobachtbaren Diffusionszeit durch den Fokus, so kehren die Molekule
wahrend dieser Zeit nicht wieder in die SilegtsMannigfaltigkeit zurtick. Daher reduziert

sich die effektive Beobachtungszeit der Molekiile auf den Zeitraum zwischeriddritt in

den Fokus und dem erstmaligem Ubergang in einen Dunkelzustand. Das resultierende Signal
ist ein gleichmafiger Strom an Photonen, der mit der Bildung eines Dunkelzustands endet. In
der Korrelation entspricht das der Diffusion von MolekilencHuein reduziertes Beoldac
tungsvolumen, bzw. einer kirzereffektiven Diffusionszeit durch den Fokus. Aus dieser
Zeit lasst sich dann allenfalls die einmaligeZait bis zum Ubergang in den Dunkelzustand
extrahieren. Dartber hinaus andert sich mit dakMdeaerung des effektiven Fokus auch die
mittlere Anzahl an Molekilen, die gleichzeitig beobachtet werden. Dies &ul3ert sicham exp
rimentell beobachtbaren Anstieg der Amplitude des Diffusionsterms. Aus angepassten Ku
ven lassen sich schliel3lich folgendar&meter extrahieren: Unter Umgebungssauerstoéf erg

ben sich mitt,,=20,0+ 0,7 s undtays=5,9% 0,2us gut mit Abbildung5.5 vergleichbare
Werte. Die konkrete Diffusionszeit durch den Fokus betragt dapeil,57+ 0,01ms und

die mittlere Anzahl an beobachtbaren Molekiiler 5l21+ 0,01. Die hier angegebenenh-e

ler sind die fortgepflanzten Anpassungsfehler. Unter Stickstoff lassen sich im Vergleich dazu
lediglichtp = 0,036+ 0,001ms und N= 0,809+ 0,001 extrahieren. Uber die Lebensdauer der
besetzten, stabilisierten Dunkelzustande kann in diesem Fall nurchgswerden, dass
diese grol3er alsrhs ist.

Abbildung 5.10: Konzentrationsreihe von MetV in DMSO unter Stickstoff bei fester AscA K-
zentration. (a) zeigt die Evolution der auf das jeweilige Maximum normierten Korrelationsdat
Konzentrationsreihe von MetV. Der rote Datensatz entspricht den zuvishitdung5.9 gezeigte
Daten zu 100nM AscA unter Stickstoff. (b) zeigt dieeranderung der aufgenommenenliRtensitd
mit steigender MetV Konzentration.

Abbildung5.10 (a) zeigt schlieBlich die Evolution vorifgt), wenn zu der zuvor unter Stic
stoff betrahteten Probe mit 106M AscA verschiedene Konzentrationen von MetV hireeug
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