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Kapitel 1

Einleitung: Photodynamik und
Photoschalter!

Die Abbildung wurde mit freundlicher Genehmigung aus [76] entnommen.



Die Untersuchung mikroskopischer Prozesse kann auf unterschiedliche Weise geschehen und je nach
Experiment werden andere Erkenntnisse iiber ein System gewonnen. Die Beobachtung von dynami-
schen Vorgingen stellt eine gewisse Herausforderung an den Experimentator dar, da die Zeitauflosung
der Apparatur dem System angepasst sein muss und das zu untersuchende Ereignis muss durch einen
moglichst definierten Anfangs- und Endzustand charakterisiert sein. Die erste Einschrinkung scheint
mit dem Beginn der Attosekundenspektroskopie obsolet, allerdings kann eine solch hohe Zeitauflo-
sung nur mit sehr speziellen spektroskopischen Methoden erreicht werden. Die Charakterisierung der
Anfangsbedingungen stellt ein Problem dar, welches fiir nahezu jede Probe neu gelost werden muss.
Hierzu gehort auch die Definition des Startpunktes einer Reaktion. Das Wort ’Startpunkt’ ist hier so
zu verstehen, dass die Zeit zum Starten der Reaktion unterhalb der gewiinschten Zeitauflosung liegen
muss.

Fiir eine Zeitauflosung in der GroBenordnung von Femtosekunden eignet sich die lichtgesteuerte In-
duktion der interessierenden Reaktion mittels kurzer Laserimpulse. Voraussetzung fiir diese Technik ist
allerdings, dass das zu untersuchende System auf den Laserimpuls reagiert. Bei einigen Proben ist dies
von vornherein gegeben, ndmlich bei all denjenigen, deren Funktion auf der addquaten Reaktion mit
Licht beruht, wie zum Beispiel bei Retinal- oder Flavinproteinen und bei vielen anderen. In Kapitel 3
wird die Untersuchung der Photodynamik eines organischen Pigments vorgestellt. An diesem Beispiel
werden grundlegende Konzepte der Photodynamik erldutert und es wird gezeigt, wie eine kleine funk-
tionelle Gruppe die Wechselwirkung des Pigments mit Licht mageblich beeinflusst und iiber wichtige
photophysikalische und photochemische Eigenschaften entscheidet.

Will man allerdings die schnelle Dynamik von Systemen untersuchen, die naturgemi8 nicht auf Licht
reagieren, so muss die Reaktion entweder auf anderem, passendem Weg gestartet werden, oder die Pro-
be artifiziell dem Experiment angepasst werden.

Ein Beispiel fiir die erstgenannte Variante ist der Einsatz von sog. ’Caged Compounds’. Es handelt
sich hierbei um geschiitzte Funktionalititen, die durch definiertes Entschiitzen eine Reaktion in Gang
setzen. Mittels solcher Chemikalien konnen unter anderem schnell und lichtinduziert Cofaktoren frei-
gesetzt oder pH-Spriinge erreicht werden. Als Nachteil sei die Irreversibilitit dieser Prozesse genannt:
Ein freigesetzter Reaktionspartner kann nicht wieder eingefangen werden.

Um eine lichtindifferente Probe photoschaltbar zu machen, ist ein geeigneter Mediator notwendig. Die-
ser muss der Probe und dem zu untersuchenden Prozess sorgfiltig angepasst werden. Ein Teil dieser
Arbeit befasst sich deswegen mit der Charakterisierung der Dynamik verschiedener Azobenzolderivate
(siehe Kapitel 4). Azobenzol ist ein hidufig verwendeter Photoschalter und die Frage, inwiefern geeigne-
te Substitutionen die physikalischen Eigenschaften und die Dynamik beeinflussen, soll hier untersucht
werden.

Durch den Einbau eines Photoschalters in eine Probe konnen sowohl funktionelle als auch strukturelle
Studien ermdglicht werden. Von grolem Interesse ist z.B. die Wechselwirkung von Proteinen mit Ligan-
den. Hier kann durch lichtgesteuerte Konformationséinderungen eine Interaktion nach dem Schliissel-
Schloss-Prinzip unterbrochen oder gestartet werden. Auf dem Gebiet der Peptidfaltung konnte durch
den Einbau von azobenzolbasierten Schaltern die Ausbildung von o-Helices und B-Faltblattstrukturen
mit hoher Zeitauflosung untersucht werden. In Kapitel 5 wird gezeigt, wie dieses Konzept erweitert
wurde, so dass die Entfaltung einer Tertidrstruktur in Echtzeit spektroskopisch zugénglich wird.
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4 2.1 Das Anreg-Abtastexperiment

2.1 Das Anreg-Abtastexperiment

Anreg-Abtastexperimente sind mittlerweile geldufige Methoden zur Untersuchung von Prozessen mit
einer Zeitauflosung im Femtosekundenbereich. Heute konnen komplette Spektrometer praktisch “mess-
fertig” gekauft werden. Das Prinzip dieser Methode basiert auf der Anregung einer Probe durch einen
kurzen Laserimpuls. AnschlieBend wird der Zustand der Probe zu verschiedenen Verzégerungszeiten
abgefragt. Das hier verwendete und vorgestellte System basiert auf einem Titan:Saphir-Laser, der bei
einer Zentralwellenldnge von 775 nm emittiert. Die Wellenldngenkonversion, sowie die Detektion und
die Signalverarbeitung wurden in der Arbeitsgruppe zum Teil entwickelt und aufgebaut [60].

Der schematische Aufbau des Anreg-Abtastexperiments ist in Abbildung 2.1 gezeigt. Das Herzstiick
dieser Anlage ist der Femtosekundenlaser. Das emittierte Licht wird mittels eines Strahlteilers auf zwei
Zweige aufgeteilt. Der eine Teil wird zur Erzeugung des Abtastlichts verwendet und durchlduft dazu
noch genau ein konvertierendes Element, ndmlich einen speziellen Kristall aus Saphir oder Kalzium-
fluorid, in welchem durch Fokussierung ein WeiBllichtspektrum erzeugt wird, welches spektral breit ist.
Der andere Teil durchliuft in der Regel eine ganze Kaskade optischer Elemente, die zur Erzeugung
eines intensiven, kurzen und spektral schmalen Anregimpulses notwendig sind. Die Zeitauflosung des
Experiments wird durch den Laufwegunterschied erreicht. Beide Strahlen werden in der Probe rdumlich
iberlagert, allerdings wird der Anregimpuls iiber eine variable Verzogerungsstrecke zeitlich gegeniiber
dem Abtastimpuls versetzt. Ist der Weg des Anreglichtes zwei Mikrometer kiirzer als der des Abtast-
lichts, wird die Probe etwa sechs Femtosekunden vor dem Messlichtimpuls angeregt. !

Man erhilt also die Information, wie sich die Absorption der Probe sechs Femtosekunden nach Auf-
treffen des Anregimpulses gegeniiber der nicht angeregten Probe veridndert hat. Durch lingere Verzo-
gerungsstrecken kann so ein Zeitfenster abgefragt werden, welches bei dem hier verwendeten Aufbau
auf etwa 1,5 Nanosekunden beschrinkt ist. Die zugehorige Wegdifferenz entspricht dann etwa 45 Zen-
timetern. Bei der hier angewandten referenzierten Methode wird das Abtastlicht geteilt, so dass eine
Hilfte die Probe passiert, und die andere direkt in ein Spektrometer geleitet wird. Das Weilllicht wird
sowohl im Referenz- als auch im Probenspektrometer auf 42 Photodioden abgebildet. Die spektrale
Auflosung betrigt etwa 8 nm. So kann mit einem Experiment ein Wellenldngenintervall von ungefihr
340 nm parallel abgefragt werden.

Die Integration von zwei Choppern ermoglicht eine stindige Referenzierung, durch das abwechseln-
de Abblocken des Anreg- bzw. Abtastlichts, so dass drei Messungen unterschieden werden konnen: 1)
Anreg- und Abtastlicht passieren die Chopper, ii) nur das Anreglicht wird durchgelassen und iii) das
Anreglicht wird geblockt, das Abtastlicht wird durchgelassen. Die daraus resultierende Datenverarbei-
tung wird in Kapitel 2.2 erldutert.

2.1.1 Der Ti:Saphir-Laser

Bei dem hier verwendeten gepulsten Titan-Saphir-Laser handelt es sich um einen Clark-MXR CPA
2001. Titan-Saphir bezeichnet lediglich den Kristall, der als aktives Medium im regenerativen Verstér-
ker zum Einsatz kommt und steht fiir Ti**-dotiertes Aluminumoxid (Al,O3). Die resultierende Wellen-
lange sowie die Pulsdauer sind allerdings das Ergebnis einer Reihe komplexer Prozesse die genau auf-
einander abgestimmt sein miissen. Das Gesamtsystem setzt sich aus dem Diodenlaser, einem Erbium-
Glasfaseroszillator, einem Pulsstrecker, einem frequenzverdoppelten Neodym-YAG-Pumplaser, dem
regenerativen Titan-Saphir Verstirker und einem Pulskompressor zusammen.

Der Erbium-Glasfaseroszillator wird von einem Diodenlaser (InGaAs-dotiertert III-V-Halbleiter) ge-
pumpt, der bei einer Wellenldnge von 980 nm emittiert. Dabei stellt der Erbium dotierte Teil der Faser

IDie Zeitdifferenz At ergibt sich als Quatient aus Lichtgeschwindigkeit (c=3 - 108 &) und Wegdifferenz As:

At = <
As
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Abbildung 2.1: Schematische Darstellung des Anreg-Abtastexperiments. Der Laser emittiert Impulse bei einer
Wellenlidnge von 775 nm. Die Pulsenergie betrigt etwa 1 mJ bei einer Repetitionsrate von 1 kHz und 150 fs
Pulslidnge.

das aktive Lasermedium dar, wihrend der undotierte Teil die auftretende Gruppengeschwindigkeitsdi-
spersion wieder ausgleicht. Durch diese Technik wird eine hohe Stabilitit gewihrleistet, allerdings ist
das System auf eine Wellenldnge fixiert. Aus dem Oszillator resultieren zeitlich kurze Impulse (100 fs)
bei einer Wellenldnge von 1550 nm. Diese werden anschlieBend auf 775 nm frequenzverdoppelt.

Um die Zerstorung folgender Optiken zu vermeiden, werden die Impulse aus dem Oszillator zunédchst
in einem Pulsstrecker auf etwa 200 ps verldngert und anschlieend in den regenerativen Verstirker ein-
gekoppelt.

Das Verstirkermedium ist der bereits erwédhnte Titan-Saphir-Kristall. Dieser wird von einem frequenz-
verdoppelten Nd:YAG-Laser (A = 532 nm) angeregt. Der Ti:Saphir-Laser beruht auf dem Prinzip der
“chirped pulse amplification”.? Der Impuls aus dem Oszillator wird eingekoppelt und nimmt die im
Kristall deponierte Energie auf. Nach mehreren Umlédufen wird der Impuls, der nun eine um etwa sechs
GroBenordnungen hohere Energie besitzt, iiber eine Kombination aus einer Pockelszelle und einem po-
larisationsabhingigen Strahlteiler ausgekoppelt.

Nach der Kompression der Impulse aus dem Verstirker in einem Gitterkompressor, emittiert das fs-
Lasersystem Impulse bei einer festen Wellenldnge von 775 nm. Die Pulsenergie betrigt etwa 800 uJ
(800 mW) bei einer Repetitionsrate von 1 kHz und 150 fs Pulslénge.

2.1.2 Erzeugung von Anregungsimpulsen

Es gibt mehrere Varianten um Anregungsimpulse einer gewiinschten Wellenldnge zu erzeugen. Durch
eine Verdopplung oder Verdreifachung der Frequenz der Laserfundamentalen erhilt man Impulse bei
387,5 nm, bzw. bei 258,3 nm. Wesentlich flexibler ist der nichtkollineare optisch parametrische Ver-
stiarker (NOPA). Dieser ist in einem Wellenldngenbereich von etwa 460 nm bis in den nahinfraroten
Spektralbereich abstimmbar [93]. Eine weitere Moglichkeit sind Summen- und Differenzfrequenzmi-
schen. Hierbei werden im NOPA erzeugte Impulse mit der Laserfundamentalen durch Mischprozesse

2Bei der Verstirkung gechirpter Impulse nutzt man den Chirp aus, um den Puls zuniichst zu strecken. Dadurch treten
geringere Intensititen auf, die die Optiken schonen. Anschlieend wird der Puls wieder komprimiert.



6 2.1 Das Anreg-Abtastexperiment

in geeigneten nichtlinearen Kristallen zu einer bestimmten Wellenldnge konvertiert. Summenfrequenz-
mischen in einem BBO-KTristall er6ffnet so z.B. den spektralen Bereich zwischen 290 nm und 450 nm.
Allen Methoden zur Erzeugung von Anregungsimpulsen, ausgehend von der Laserfundamentalen, lie-
gen nichtlineare optische Prozesse zu Grunde, die erst bei hohen elektrischen Feldstéirken ausreichend
effizient werden.

Polarisation und elektrische Feldstirke

Bei der Wechselwirkung hoher elektrischer, polarisierter Felder mit Materie kommt es zu induzierten
Feldern und Polarisierung, die ihrerseits auf das eingestrahlte Licht riickwirken [11]. Die elektrische
Feldstirke als Funktion der Zeit £(t), in Abhzingigkeit von der Frequenz ® kann geschrieben werden
als

Et)=E-e ™ +¢ 2.1)

und induziert in einem Medium eine Polarisierung P(¢), die sich ausgehend vom linearen Term P(r) =
x'E(t) in einer Reihe entwickeln lisst (Gl. 2.2).

Pr) =x'E(0) +XE*() + B> () + - (2.2)
Die x-Terme werden als lineare Suszeptibilitit (') bzw. nichtlineare Suszeptibilitit zweiter (x*) und
dritter (%*) Ordnung bezeichnet. Alle im Folgenden beschriebenen nichtlinearen Prozesse zur Erzeu-
gung von Anregungsimpulsen durch parametrische Konversion basieren auf der Induktion polarisierter
Felder in nichtlinearen Medien.
Die Energiekonversion einer Laserfrequenz @y ist grundsitzlich an die Energieerhaltung Gl. (2.3) und
die Impulserhaltung GI. (2.4) gebunden.

n
W =Y +AE (2.3)
i=1
Ein Photon der Energie @y kann also in mehrere niederfrequente Photonen m; aufgespalten werden.
Energieverluste, z.B. durch interne Konversion, sind im Term AE enthalten.

ko= zn:%i (2.4)
i=1

Die Summe der resultierenden Impulse %; muss dem initialen Laserimpuls ko entsprechen.

Betrachtet man die Wechselwirkung zweier elektrischer Felder mit den Frequenzen ®; bzw. @, in einem
Medium, welches durch eine nichtlineare Suszeptibilitit zweiter Ordnung gekennzeichnet ist, so fiihrt
dies zu einer nichtlinearen Polarisation zweiter Ordnung. Mit einem elektrischen Feld

E(t)=Eje ™" 4 Eye ™ ¢ (2.5)
fiihrt die Polarisation zweiter Ordnung (P?(¢) = x2E(t)?) zu GL. (2.6):

152(1) = Xz[El2672i(01t+E22€72iu)zt+2E1E287i(u)]+(02)t
+2E Eje ) 4 ] 4 20 [E\Ef + 23] 2.6)

Gl. (2.6) enthélt die Terme fiir die Frequenzverdopplung (SHG), das Summenfrequenzmischen (SFG),
das Differenzfrequenzmischen (DFG) und die optische Rektifikation (OR):

3Die optische Rektifikation ist ein nichtlineares Phinomen zweiter Ordnung. Sie tritt durch den Term ® — o = 0 auf und
entspricht der Induktion eines statischen elektrischen Feldes im nichtlinearen Kristall.
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PQwy) = %’E} SHG

PQwm) = %*E3 SHG

P(O)] + 0)2) = 2X2E1E2 SFG

Plo)—w) = 2¢°E\E; DFG
P(0) 2y (E\E} + E2E3)  OR

Die genannten Prozesse basieren also auf drei Frequenzen, die in einem nichtlinearen Medium mit-
einander wechselwirken. Die Selektion des gewiinschten Prozesses geschieht praktisch durch Wahl des
nichtlinearen Kristalls, des Winkels, der Polarisation und Abblocken der nicht benétigten Frequenzen.

Frequenzvervielfachung der Laserfundamentalen

Die Verdopplung der Laserfundamentalen in einem BBO-Kristall kommt bei allen hier beschriebenen
Verfahren zur Erzeugung von Anregimpulsen vor. Die entstehenden Impulse haben eine Wellenldnge
von 387,5 nm und konnen direkt zur Anregung der Probe verwendet werden. Die Polarisation des La-
sers ist horizontal, die Polarisation der Frequenzverdoppelten Impulse ist vertikal.

Voraussetzung fiir diesen Prozess ist, dass die nichtlineare Suszeptibilitit x> des Konversionsmaterials
nicht null ist.

Die Verdreifachung der Laserfrequenz (Abbildung 2.2) findet durch Summenfrequenzmischen der La-
serfundamentalen mit der verdoppelten Frequenz statt. Die Polarisation der beiden Strahlen muss gleich
sein, so dass einer der beiden Strahlen um 90° gedreht werden muss. Dies erfolgt mittels eines Lambda-
halbe Plittchens. In einem geeigneten BBO-Kristall werden dann die beiden Impulse rdumlich und
zeitlich tiberlagert.

Delay

258 nm

Ay
387 nm ﬂ\}\

M
Abbildung 2.2: Schematische Darstellung der Frequenzverdreifachung.

Es resultieren Photonen mit der dreifachen Frequenz der Fundamentalen, was einer Wellenldnge von
258 nm entspricht. Der verwendete BBO-KTristall hatte einen Schnittwinkel 6 von 32,5° ($=0°), was
eine Neigung des Kristalls erfordert, da der Mischprozess der beiden eingehenden Frequenzen unter
einem Winkel von 46° abliuft.*

Die Frequenzverdreifachung ist ein Beispiel fiir das Summenfrequenzmischen (siehe unten). Details
zur Erzeugung der zweiten und dritten Harmonischen, sowie zu den zu Grunde liegenden nichtlinearen
Effekten und ihrer theoretischen Beschreibung finden sich in [62].

4Der erforderliche Winkel lsisst sich mittels des SNLO-Programms von Smith [1] bestimmen. Der Winkel des Pumpstrahls
Y welcher experimentell angepasst werden kann, steht iiber ¥ ~ T e mit dem Winkel Q in Beziehung (vgl. Abbil-
+7~.\’ig,i,r/

dung 2.4) [93].
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Der Nichtkollineare optisch parametrische Verstirker

Die Erzeugung abstimmbarer Laserimpulse erfolgt durch nichtkollineare parametrische Konversion.
Dazu wird die Laserfundamentale mittels Strahlteiler in zwei Zweige aufgeteilt. Auf einer Seite wird
durch Frequenzverdopplung das sog. Pumplicht generiert, auf der anderen Seite durch Fokussierung in
Saphir ein Seed-Kontinuum. Schematisch ist der Aufbau in Abbildung 2.3 gezeigt. Aus der Anpassung
dieser beiden Strahlen erhélt man in einem aktiven Medium wie einem BBO-KTristall, Signalphotonen
die in einem Spektralbereich von etwa 460 nm bis ins Nahinfrarote abstimmbar sind.

Delay
Sa spherical
iris mirror
pmhole BBO
3-5mJ, 775nm 80nJ SC 10mJ
seed ’
variable SiO, Sio,
attenuator lens lens
S0mJ, 387 nm
pump
plane

mirror
Abbildung 2.3: Schema des nichtkollinearen optisch parametrischen Verstirkers.
Die Phasenanpassung Gl. (2.4) kann fiir NOPA-Prozesse mit i = 2 und der entsprechenden Bezeichnung
der beteiligten Strahlen nach Gl. (2.7) formuliert werden:

Aié = 7('pump - 7“sign(/ll - 7“idler =0 2.7

Diese Bedingung wird durch passende Ausrichtung des doppelbrechenden Kristalls realisiert.

Abbildung 2.4: Definition der Winkel zwischen Pumpphotonen und Seedphotonen bei nichtkollinearer Anord-
nung.

Man kann nun zeigen [93], dass die Gruppengeschwindigkeiten von Signal- (V§) und Idlerwelle (V¥)
bei Erfiillung der Phasenanpassung nach V; = cos(Q) - V; verkniipft sind. Die Projektion der Gruppen-
geschwindigkeit des Idlers auf den Wellenvektor des Signals entspricht der Gruppengeschwindigkeit
des Signals.

Die spektrale Abstimmbarkeit wird durch eine Verzogerungsstrecke im Pumpstrahlengang erreicht. Im
spektral breiten Seedstrahl laufen aufgrund von Dispersion die Photonen unterschiedlicher Wellen-
lingen zeitlich leicht verzogert. Uberlagert man nun den Pumpstrahl mit den frithen roten Frequen-
zen, resultieren verstéirkte Signalimpulse im Roten. Verzogert man den Pumpstrahl, so wird der blaue
Spektralbereich verstirkt. Diese breite Abstimmbarkeit, die allein durch Anpassung der Verzégerungs-
strecke, ohne Verkippung des nichtlinearen Kristalls, realisiert werden kann, begriindet die Attraktivitét
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des NOPA-Prinzips zur Erzeugung von Anregungsimpulsen.

Das Spektrum eines NOPA-Impulses bei 480 nm ist in Abbildung 2.6 gezeigt. Fiir eine hohe Zeitauf-
16sung muss dieser noch zeitlich komprimiert werden. Dies wurde mittels eines Prismenkompressors
(siehe unten, Kapitel 2.1.2) umgesetzt. Ausfiihrliche Beschreibungen des NOPA-Prinzips finden sich
in [32,93].

Summenfrequenzmischen

Beim Summenfrequenzmischen werden Photonen die im NOPA erzeugt wurden, mit der Laserfunda-
mentalen in einem nichtlinearen Kristall tiberlagert. Nach der Formel

1 1 1

errechnet sich die Wellenliinge der resultierenden Photonen 2,,;,. Die Energie und die zeitliche Ausdeh-
nung der resultierenden Pulse sind abhingig von der Wahl des nichtlinearen Kristalls und im Wesentli-
chen durch die Dicke und den Schnittwinkel beeinflussbar. Grundsitzlich sollte der Kristallwinkel der
zu generierenden Wellenldnge angepasst werden, um ein zu starkes Verkippen zu vermeiden. Dickere
Kristalle liefern zeitlich ldngere Pulse, aber auch hohere Pulsenergien als diinnere Kristalle [52].

Delay
2.1
A N
laser M BBO
fungamentat, | » || i N SEM,
A=775nm & \) I J/A N A=340nm
L
NOPA, A=630 nm /

M

Abbildung 2.5: Schema des Summenfrequenz-Mischprozesses.

Die Methode findet vor allem dann Anwendung, wenn Anreglicht benétigt wird, das kurzwelliger ist als
der durch den NOPA abgedeckte Bereich, also zwischen 300 nm und 450 nm. Die Abstimmbarkeit des
NOPA im sichtbaren Spektralbereich (460 nm bis 700 nm) fiihrt zu Anregungslicht zwischen 290 nm
und 350 nm. Der Bereich zwischen 350 nm und 450 nm kann durch Summenfrequenzmischung der
Laserfundamentalen mit NIR-Impulsen aus dem NOPA erreicht werden. Durch den Mischprozess erhélt
man spektral schmale Pulse die zeitlich relativ lang sind. Eine Kompression dieser Pulse wurde nicht
vorgenommen, da die Pulsenergien von etwa 40 nJ pro Puls zu gering waren. Fiir diese Arbeit wurde
Anregungslicht mit einer Wellenlédnge von 340 nm mittels Summenfrequenzmischen in einem BBO-
Kristall erzeugt. Das Spektrum des resultierenden Pulses ist in Abbildung 2.6 gezeigt, die Pulsenergie
lag im Bereich von 40 nJ.

Pulsverkiirzung mittels Prismenkompressor

Die im NOPA erzeugten Impulse sind gechirpt. Durch Dispersion in Luft und optischen Materialien,
laufen die enthaltenen Frequenzen leicht auseinander und verbreitern so den Puls. Man spricht von
positivem Chirp, wenn die langwelligen Komponenten im Puls zeitlich vor den kurzwelligen laufen.
Diesem Phidnomen kann mittels Kompressoren, die eine negative Gruppengeschwindigkeitsdispersion



10 2.1 Das Anreg-Abtastexperiment
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Abbildung 2.6: Spektren der verwendeten Anregungsimpulse bei 340 nm, erzeugt durch Summenfrequenzmi-
schen und bei 480 nm erzeugt im NOPA.

(GVD) aufweisen, entgegengewirkt werden. Dabei haben sich vor allem Gitter- [106] und Prismen-
kompressoren [7, 29, 45] etabliert. Der schematische Aufbau eines Prismenkompressors ist in Abbil-
dung 2.7 gezeigt. An einem Prisma werden die im Puls enthaltenen Frequenzen zunéchst aufgespalten
und durchlaufen nun unterschiedliche optische Weglidngen durch weitere Prismen. In einem letzten
Prisma werden die Frequenzen wieder vereinigt, so dass sie dort gleichzeitig austreten. Der Puls wird
dadurch verkiirzt. In Abbildung 2.7 sind insgesamt vier Prismen dargestellt. Der eigentliche Aufbau
wurde mit zwei Prismen realisiert. Uber zwei Spiegel, die 90° zueinander angeordnet sind, wird der
Strahl hinter dem zweiten Prisma in seiner Hohe versetzt und durchlduft beide Prismen erneut, was der
gezeigten vier-Prismen-Anordnung entspricht.

~ 250 fs ~50fs

—<ffi— R

from
NOPA P P P P

Abbildung 2.7: Der von links kommende Impuls wird durch den Prismenkompressor mit entgegengesetzter GVD
komprimiert.

2.1.3 Weillichterzeugung

Das Weillichtkontinuum kann durch Fokussierung eines hochenergetischen ultrakurzen Laserimpulses
in ein transparentes Medium generiert werden. Der Spektralbereich des Kontinuums ist abhéngig vom
Material und vom Laserimpuls und kann sich von Ultraviolett bis Infrarot erstrecken. Der Prozess wur-
de in den verschiedensten Materialien, in Gasen, Fliissigkeiten und Festkorpern beobachtet und von
Alfano und Shapiro erstmals beschrieben [2].

Im Rahmen dieser Arbeit ist wurde das WeiBlichtkontinuum in Kalziumfluorid oder Saphir erzeugt und
als Abtast- sowie als Seedlicht verwendet. Verschiedene Prozesse werden als Ursachen fiir die Weil3-
lichterzeugung diskutiert. Selbstphasenmodulation (SPM) assoziiert mit Selbstfokussierung werden als
wichtigste Prozesse fiir die spektrale Verbreiterung angesehen, desweiteren spielen wahrscheinlich Pha-
nome wie Vier-Wellen-Mischprozesse, SPM aufgrund von Ionisierung und durch ”self-steepening” ver-
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stirkte SPM eine Rolle [75].
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Abbildung 2.8: Vergleich der Weillichtspektren von Saphir und CaF, (entnommen aus [100]).

Die Qualitét des Spektrums aus den beiden Materialien Kalziumfluorid und Saphir ist sehr unterschied-
lich, wie Abbildung 2.8 zeigt. Prinzipiell ist das WeiBlichtspektrum von Kalziumfluorid spektral etwas
breiter und erstreckt sich weiter in den blauen Spektralbereich. Da das Material aber empfindlicher ist,
muss das Fenster wihrend der Messung bewegt werden. Dies kann durch Rotation oder durch vertikale
und horizontale Verschiebung geschehen. Die Planparallelitit muss extrem hoch sein, da schon geringe
Abweichungen des Fokus im Material zu Schwankungen im Spektrum fiithren. Die Lebensdauer des
Materials betrigt einige Tage. SaphirweiBlicht ist wesentlich langzeitstabiler und die Kristalle miissen
nicht bewegt werden, was das Rauschen stark verringert. Die Lebensdauer liegt im Bereich von vielen
Monaten.
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2.2 Datenerfassung und -verarbeitung

Mit dem beschriebenen Aufbau ist die simultane Erfassung von 96 Kanilen moglich. Dabei werden
42 Kandile als Probenkanile verwendet und ebenso viele als Referenzkanéle. Mit den iibrigen konnen
zum Beispiel Photodioden abgefragt werden. Zur referenzierten Messung wird das Abtastlicht mittels
eines Strahlteilers in zwei Aste aufgespalten. Der Referenzstrahl passiert nicht die Probe sondern wird
direkt auf den Referenzdetektor fokussiert. Der andere Teil wird als Probenstrahl zundchst durch die
Probe und dann auf den Probendetektor geleitet. Die auf die Detektorelemente auftreffenden Photonen
werden in eine Ladung iibersetzt die der Anzahl der auftreffenden Photonen direkt proportional ist. Die
beiden unverarbeiteten Signale von Probe und Referenz werden mit N(A)sig uncorr Und N () e £ uncorr
bezeichnet. Diese werden zunzchst um den Dunkelstrom® (dark) korrigiert (Gl. (2.9)) und ergeben so
das Proben- (N (1)) und Referenzsignal (N (A)er):

N(x’)sig = N(}V)sig,uncorr - N(k)sig,dark
NO\')ref N(}\‘>ref,unc0rr - N(k)ref,dark (29)

Die Absorption kann nicht direkt aus dem Verhiltnis von N(A )i, und N(A),. s berechnet werden, da die
beiden GroBen vom Aufteilungsverhiltnis abhingen, welches nicht fiir alle Frequenzen identisch ist.
AuBerdem sind die Effekte bis zu fiinf Gro8enordnungen kleiner als die Extinktion der Probe. Zur Feh-
lerminimierung wird deswegen nicht die absolute Absorption sondern die Absorptionséinderung AA(A)
gemessen, Gl. (2.10). Dabei wird das Verhiltnis von angeregter Probe N(A);ig exc zu unangergter Pro-
be N(A)sig nonexe bestimmt und die entsprechende Referenzmessung, fiir die ebenfalls einmal angeregt
N(A)ref exc und einmal nicht angeregt N () e £ nonexc Wird, subtrahiert.

N(;V)sig,exc N(}V) ref,nonexc)
N(;\‘)n’f,exc 'N(k)sig,nonexc

Die Integration von zwei Choppern in den Aufbau ermoglicht eine Auflésung von Absorptionsidnde-
rungen in der GroBenordnung von AA < 1-10~* und der Kompensation von Stabilititsschwankungen.
Diese Erweiterung der referenzierten Messmethode geht auf die Arbeit von M. Lenz [60] zuriick. Das
Verhiltnis von N(A), und N(A),.r wird bei jedem dritten Laserimpuls fiir die unangeregte Probe neu
bestimmt, indem der Pumpstrahl geblockt (block) wird. Die Signale bei geblocktem Anregungslicht fiir
Probe N(A)sig piock und Referenz N (L), £ piock Werden analog zu Gl. (2.9) erhalten:

AA(N) = —loglo( (2.10)

N(X)sig,block = N(X)sig,block,uncorr - N(X)xig,dark
N()\,) ref.,block — N()\‘) ref,block,uncorr — NO\‘) ref.dark (21 1)

Blockiert man in gleicher Weise den Abtaststrahl anstelle des Pumpstrahls, so kann der Streulichtanteil
gemessen und die Signale um diesen korrigiert werden.

Die Datenerfassung setzt sich also insgesamt aus drei Messungen zusammen, die jeweils im Proben-,
wie auch im Referenzspektrometer erfasst werden:

1. Nur Abtastlicht passiert die Probe, das Pumplicht wird abgeblockt (N () sig piocks N (M) re £ plock)-
2. Die Probe wird angeregt und abgetastet (N (A)ig, N(A) e ).

3. Zur Erfassung des Streulichtanteils (scat) wird das Pumplicht durchgelassen, wéihrend das Ab-
tastlicht geblockt wird (N(A)sig scats N(A) ref scar)-

3 Als Dunkelstrom wird das detektierte Signal bei abgeblocktem Licht bezeichnet.
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Die Absorptionsénderung der Probe ergibt sich dann nach GI. (2.12).

(2.12)

AA(N) = —log1o [(N(M”g — NV sig.scar > . N(}‘)ref,blodc]

N(K)ref - NO\') ref scat N(y\')sig,block

Die nach GI. (2.12) erhaltene Absorptionsidnderung wird bei verschiedenen Verzogerungszeiten t ge-
messen, die durch das Verlingern der Wegstrecke des Pumpstrahls realisiert werden. Die maximale
Verzogerungszeit ist durch die Linge der Verzogerungsstrecke gegeben und betrigt bei dem verwende-
ten Aufbau 1,5 ns, was einer Wegldnge von 45 cm entspricht. Um die Messzeit und die Datenmenge zu
reduzieren, wird nur der Zeitbereich linear abgetastet, in dem sich schnelle Dynamiken abspielen. Das
folgende Zeitfenster wird in exponentiellen Schritten abgetastet. Wenn nicht anders angegeben, besteht
eine Transiente aus einhundert Messpunkten, von denen die ersten fiinfzig linear zwischen minus einer
und einer Pikosekunde, die folgenden fiinfzig exponentiell zwischen einer Pikosekunde und eineinhalb
Nanosekunden verteilt sind.

Zur Optimierung des Signal-Rausch-Verhiltnisses wird eine bestimmte Anzahl von Laserschiissen
(1000 im Falle der vorgestellten Experimente) gemittelt.

2.2.1 Auswertung der Messdaten

Korrekturen

Die nach Gl. (2.12) erhaltenen Messpunkte bei verschiedenen Verzogerungszeiten setzen sich zu den
sogenannten 'Transienten’ zusammen, zeigen also die transiente Absorptionsidnderung AA der Probe
als Funktion der Zeit 7 bei einer bestimmten Wellenlidnge A (AA(A,1)). Diese werden auf 42 Kanilen
gemessen, die eine spektrale Auflésung von etwa 8 nm haben und somit ein Fenster von circa 340 nm
in einer einzigen Messung zuginglich machen. Um aus diesen Daten auf die Dynamik eines Systems
riickschlieBen zu konnen bedarf es einiger Korrekturen, die zusammen mit der verwendeten graphischen
Nutzeroberfliche detailliert in [39] beschrieben wurden.

1. Mittelung von Messungen
Abhingig vom Signal-Rausch-Verhiltnis sind einige wenige bis sehr viele Wiederholungen der
Messung von AA(A,t) notwendig, um das Rauschen durch Mittelung zu verringern.

2. Korrektur des zeitlichen Nullpunkts
Aufgrund der Dispersion, folgt der Zeitnullpunkt als Funktion der Wellenldnge einer Funktion,
die von den verschiedenen Medien abhingt, die das Licht passiert. Bei dieser Korrektur wird
der Zeitnullpunkt der einzelnen Kanile von Hand korrigiert und die erhaltene Dispersionskurve
anschlieBend angepasst [51].

3. Beseitigung des kohdrenten Artefakts (Losungsmittelkorrektur)
Das Losungsmittel zeigt meistens kurzlebige Signale, die auf den kurzwelligen Kanélen stirker
ausgeprigt sind, als auf den langwelligen. Nach Kovalenko et al. [65] konnen diese Beitrige vom
eigentlichen Probensignal subtrahiert werden.

Datenanalyse

Die aus den Anreg-Abtastexperimenten erhaltenen Transienten wurden alle mittels globaler Datenan-
passung ausgewertet. Dabei wird davon ausgegangen, dass keine Mehrfachanregung stattfindet und
dass sich die Dynamik durch eine Summe exponentieller Zerfille, gefaltet mit der Apparatefunktion,
beschreiben lésst. Ersteres ldsst sich durch geringe Anregungsenergien und die Bewegung der Probe
realisieren. Die mathematische Beschreibung der Messdaten erfolgt unter oben genannter Annahme,
nach Gl. (2.13).
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=1y Tee )

. t2 t— 1 l erf( t 27T:
AA(NE) = E ; AN ce,h 0, . ceh Ti
( ) ) — a,JA’C,) exp ( 4T12 T >

Dabei entspricht der Laufparameter n der Anzahl an exponentiellen Zerfillen, die jeweils durch eine
Amplitude g, (7;) und eine Zerfallszeit T; charakterisiert sind. Die Kreuzkorrelationsbreite sowie die
Verzogerungsszeit £;, die um den wellenldngenabhingigen Nullpunkt ¢ ; korrigiert wird, werden in den
Exponentialfunktionen beriicksichtigt, die mit der Fehlerfunktion erf ¢ gefaltet werden.

Gl. (2.13) wird an alle Transienten der verschiedenen Messkanile (Wellenldngen) gleichzeitig ange-
passt. Eine transiente Absorptionsdnderung wird also durch eine Summe exponentieller Zerfélle mit
ihren jeweiligen Amplituden angepasst. Die Aufzeichnung der Amplituden einer Zeitkonstante T;, als
Funktion der Wellenlénge, wird als Zerfallsassoziiertes Spektrum (DAS von "Decay Associated Spec-
trum”) bezeichnet und gibt Aufschluss dariiber, welche Zerfallszeiten auf welchen Kanilen dominieren.
Die globale Fitanalyse wird so durchgefiihrt, dass die Anzahl der benétigten Zerfille abgeschétzt wird.
Grundsitzlich werden die Daten mit zunehmender Anzahl an exponentiellen Zerféllen besser repro-
duziert, allerdings wird die Anpassung dadurch nicht unbedingt physikalisch sinnvoller. Eine Uberbe-
stimmung des Systems ist i.d.R. durch Zerfallsassoziierte Spektren mit sehr groen Amplituden gekenn-
zeichnet, die fiir zwei Zerfallszeiten spiegelsymmetrisch sind, sowie durch eine sich kaum verringernde
Fehlerquadratsumme.

Ein allgemeingiiltiges Verfahren zur Wahl der Anzahl der Zerfallszeiten gibt es nicht, allerdings Hilfs-
mittel, wie z.B. die Singularwertzerlegung [94], die richtungsweisend sein konnen. Zu beachten ist,
dass einige Effekte, die die eigentliche Dynamik iiberlagern, wie z.B. das spektrale Schieben von Ab-
sorptionsbanden nicht durch einen exponentiellen Zerfall angepasst werden konnen. Dennoch stellt die
globale Datenanpassung ein wesentliches Hilfsmittel bei der Entwicklung von Reaktionsmodellen dar.

(2.13)

2.2.2 Darstellung der Messdaten

Gemessen wird die Absorptionsidnderung in der Probe als Funktion der Zeit. Diese Auftragung der
Messpunkte bei einer Wellenldnge wird als Transiente bezeichnet und meist in der in Abbildung 2.9,
unten gezeigten Form dargestellt, bei der der Zeitbereich zwischen minus einer und einer Pikosekunde
linear aufgetragen wird, der Bereich danach logarithmisch.

40 60 80 100

Absorbance Change / a.u.
o
S

A0 1 10 100
Delay Time / ps

Abbildung 2.9: Darstellung einer Transiente mit linearer (oben) und linear-logarithmischer Zeitachse (unten).

=

Die Fehlerfunktion triigt dem Anstieg der Transienten Rechnung: erf(x) = % exp(—1*)dt

8
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Bei einer Messung werden simultan 42 Kanile aufgezeichnet, die jeweils einer Wellenldnge im Abstand
von etwa 8 nm entsprechen. Will man die gesamte Information in einem Spektrum darstellen, so eignet
sich am besten eine sog. 2d- bzw. 3d-Graphik. Bei der 2d-Graphik wird die Wellenldnge (y-Achse) als
Funktion der Zeit (x-Achse) aufgetragen. Die Absorptionsidnderung wird in diese Ebene projiziert und
farbcodiert. Bei der 3d-Graphik wird zusitzlich auf der z-Achse die Intensitét angegeben und zusitzlich
farbcodiert. Fiir alle hier gezeigten Messungen gilt der in Abbildung 2.10 dargestellte Farbcode, bei dem
das Minimum violett, das Maximum dunkelrot und keine Absorptionsinderung hellgriin geférbt ist. An
dieser Stelle sei erwihnt, dass diese Codierung nicht dquidistant vorgenommen wird und somit eine
2d/3d-Graphik nicht anhand der Farben in absolute Absorptionsdnderungen transformiert werden kann.
Um die Absorptionsidnderung des gesamten Spektralbereichs zu bestimmten Verzdgerungszeiten Tp zu
zeigen, kann entlang der x-Achse geschnitten werden. Man erhilt sog. transiente Spektren.

Color Code
Min 0o Max

Abbildung 2.10: Farbcode fiir 2d- und 3d-Graphiken. Grundsitzlich werden die Farben so angepasst, dass das
Minimum der Absorptionsdnderung violett dargestellt ist, das Maximum dunkelrot und keine Absorptionsinde-
rung hellgriin.

2.2.3 Probenbereich
Temperierbare Kiivette

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine Kiivettenhalterung konstruiert, mittels derer Messungen bei ver-
schiedenen Temperaturen im Bereich von Raumtemperatur bis etwa 100°C moglich sind. Dazu wurde
eine Aluminiumhalterung mit Widerstandsdraht (d=0,25 mm, R=10 Ohm) umwickelt. Um eine mog-
lichst gute Temperaturiibertragung auf die Halterung zu gewihrleisten wurde der Draht mit Thermokle-
ber ummantelt. Die auch fiir andere Messungen verwendeten Kiivetten mit einem Millimeter Schicht-
dicke konnen in die Halterung eingebracht werden. Durch Montage der Kiivettenhalterung auf eine
Spiegelhalterung konnte das bereits vorgestellte Messprinzip mit Bewegung der Kiivette in x- und y-
Richtung beibehalten werden. Durch Einstellen einer festen Spannung wird nach thermischer Aquili-
brierung eine konstante Temperatur im Inneren der Kiivette erreicht.

Statische Belichtung wihrend der Messung

Mit der unten beschriebenen Kombination (Kapitel 2.3.1) aus einer Quecksilber-Xenon-Lampe und
Glasfiltern, war es moglich ein photostationires Gleichgewicht der schaltbaren Proben fiir die zeitauf-
gelosten Messungen einzustellen und konstant zu halten. Die Proben wurden etwa dreilig Minuten lang
vor Beginn der Messung belichtet, sowie wihrend des gesamten Messzeitraums.
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2.3 Statische Charakterisierung und Belichtung

Die statische Charakterisierung der Proben gehort zur Routine und soll hier nur kurz erwihnt werden.
Je nach System und angewendeter zeitaufgeloster Methode wurden statische Absorptionsmessungen
im UV/Vis-Bereich bzw. im mittleren IR durchgefiihrt. Zur Untersuchung von Tertidrstrukturmotiven
wurden zusétzlich auch Zirkulardichroismus (CD)- Messungen durchgefiihrt.

2.3.1 UV-Vis Absorptionsspektroskopie und kontinuierliche Belichtung

Alle in dieser Arbeit vorgestellten Absorptionsmessungen wurden wahlweise mit einem JASCO (V 670,
Zweistrahlspektrometer mit Peltier JASCO-ETC-717) oder Analytic-Jena Spektrometer (Specord S 100,
Einstrahlspektrometer) vorgenommen.

Fiir die statische Belichtung von Proben wurde eine Quecksilber-Xenon-Lampe des Typs LC-8 von
Hamamatsu verwendet, deren Spektrum in Abbildung 2.11 (A) gezeigt ist. Um das Spektrum auf den
gewiinschten spektralen Bereich zu reduzieren wurde Glasfilter der Firma Schott verwendet, die in ei-
nem Wasserbad gekiihlt wurden. Im Rahmen dieser Arbeit waren vor allem die Wellenldngenbereiche
der Absorptionsbanden von Azobenzol von Interesse, die in Abbildung 2.11 (D) gezeigt sind. Dafiir
wurden die Filterkombinationen UG1+WG320, sowie BG34+GG420 verwendet. Das Lampenspektrum
hinter diesen Filterkombinationen ist in B, bzw. C abgebildet.

L1

C:.:.ﬁw,

200 300 400 500 600
Wavelength / nm

Abbildung 2.11: A: Lampenspektrum mit (rot) und ohne Wasserbad (schwarz); B: Lampenspektrum hinter der
Filterkombination GG420+BG3; C: mit Filterkombination WG320+UG1; D: Azobenzolabsorption des trans-
(schwarz) und cis-Isomers (rot).

2.3.2 FTIR-Spektroskopie

Das verwendete FTIR-Spektrometer war ein Vector 22 der Firma Bruker. Es ist mit einem motorisier-
ten Probenschlitten ausgestattet, welcher das Verfahren von Probe und Referenz in den Strahlengang
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ermoglicht, ohne dass das Spektrometer gedffnet werden muss. Die Probenhalterungen sind thermosta-
tisierbar. Ein Belichtungsmodul wurde so installiert, dass die Probe in der Referenzposition belichtet
werden kann. Zur Messung wird die Probe dann aus der Referenzposition herausgefahren und in den
Strahlengang gebracht. Wihrend der Messung erfolgt keine Belichtung der Probe.

Automatisierter Temperaturlauf

Bei einem automatisierten Temperaturlauf wird die Probe in einem wihlbaren Temperaturbereich mit
definierter Schrittweite erwarmt. Ein interner Fiihler fragt die Temperatur am Probenhalter ab, die um
einige Grad von der Wasserbadtemperatur abweichen kann. Mit diesem System wird auch die Tempe-
raturstabilitit gepriift. Die Temperatur vor bzw. nach der Messung muss in einem bestimmten Toleranz-
intervall liegen, ansonsten wird die Messung wiederholt. Der Ablauf ist im Folgenden skizziert.

o Start- (Ts4), Maximal- (T,,) und Endtemperatur (7g,4.) werden gewéhlt, ebenso die Schritt-
weite AT, die Anzahl der Wiederholungen des Temperaturlaufs und das Toleranzintervall (AAT).

e Das Wasserbad wird zunéchst auf die gewihlte Starttemperatur gebracht.

e Istdiese erreicht, wird die Temperatur am Probenhalter ausgelesen und in eine Textdatei geschrie-
ben.

e Ein Referenzspektrum R(T) des leeren Probenraums wird aufgezeichnet.
e Anschlieend wird die Probe in die Messposition gefahren und das Spektrum S(T) gemessen.

e Die Temperatur wird erneut abgefragt. Ist |Tyorner — Thachier| > AAT, wird die Messung wieder-
holt.

o Ist |Torner — Thachner] = AAT, wird Tucnner €benfalls herausgeschrieben und die nichste Tempe-
ratur 7 4+ AT wird eingestellt.

o Ist (Tjz4y) erreicht, so wird die Probe entweder langsam wieder abgekiihlt unter Aufzeichnung
der entsprechenden Spektren (dies ist der Fall wenn Ts;4s = Tgnq. ) 0der ohne weitere Messungen
wieder abgekiihlt.

2.3.3 Zirkulardichroismus

Zirkulardichroismus (CD) beruht auf der unterschiedlichen Absorption von links- bzw. rechtspolarisier-
tem Licht durch chirale Proben. Linear polarisiertes Licht, welches aus einer rechts- und einer links-
zirkular polarisierten Komponente zusammengesetzt ist, wird nach dem Durchgang durch eine optisch
aktive Probe zu elliptisch polarisiertem Licht, wenn sich die Absorptionskoeffizienten von links- (g;)
bzw. rechtspolarisiertem Licht (¢,) unterscheiden. Der Unterschied Ae wird spektrometerintern in die
Elliptizitit 6 umgerechnet. Der Winkel 6 wird in Milligrad (mdeg) als Funktion der Wellenldngen bzw.
bei Temperaturscans als Funktion der Temperatur bei einer festen Wellenldnge aufgezeichnet. Norma-
lerweise wird nicht 0 sondern die MRE (molar residue ellipticity) [0] angegeben. Die Umrechnung ist
in Gl. (2.14) gezeigt.

B O -m
" 10-¢-1-n,

Hierbei ist m die molare Masse (in g/mol), ¢ die Konzentration (in g/l), [ die Schichtdicke der Probe in
cm und n, die Anzahl von Aminosdureresten der Probenmolekiile.

Die Methode ist empfindlich fiir optisch aktive Proben und wird zur Untersuchung von Peptiden und
Proteinen herangezogen, da Sekundérstrukturelemente wie die o-Helix, das B-Faltblatt, die Kollagen-
Tripelhelix und andere, charakteristische Signale bei Zirkulardichroismusmessungen aufweisen. Die

(6] (2.14)
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gemessenen Elliptizitdten erlauben so Riickschliisse auf die Konformation der untersuchten Proben.
Wird das CD-Signal als Funktion der Temperatur bei einer festen Wellenldnge gemessen, so erhilt
man charakteristische Schmelzkurven, aus denen neben der Schmelztemperatur auch probenspezifische
thermodynamische Groen wie die Freie Energie, die Enthalpie oder die Entropie abgeleitet werden
konnen.

Die Messungen wurden mit einem J-810 der Firma JASCO durchgefiihrt. Die Temperierung der Probe
erfolgte mittels eines Peltier-Elements. Die typischen Messparameter sind in Tabelle 2.1 angegeben.

Probe Probenkonzentration | 50-250 uM
Schichtdicke 0,2 mm
Fiillvolumen 40 - 60 uL

Einstellungen | Scanrate 100 nm/Min.
Auflosung 0,1 nm
Aufheizzeit 1°C/Min.
Temperaturbereich 3-90°C

Tabelle 2.1: Zusammenfassung der Messparameter fiir CD-Experimente

Auswertung der CD-Daten von Kollagenproben

Im Rahmen dieser Arbeit wurden lediglich an der Azokollagenprobe Zirkulardichroismusmessungen
vorgenommen. Typisch fiir die tripelhelikale Struktur ist ein Maximum bei 225 nm. Mit zunehmender
Temperatur verringert sich dieses Maximum und zeigt damit das Schmelzen der Tripelhelix an. Unter
der Annahme, dass zu Beginn der Messung ausschlieBlich gefaltete Probe vorliegt und am Ende aus-
schlieBlich ungefaltete Probe, ergibt sich der Anteil F an gefaltetem Kollagen bei einer Temperatur T
aus Gl. (2.15).

[G)]T — [®]unfolded
(O] fotded — [Olunfolded

F = (2.15)
Die Auswertung der Schmelzkurven zur Abschitzung thermodynamischer Groen wird in Kapitel 5.3.1
an den gemessenen Daten vorgenommen. Hier sollen zwei Methoden vorgestellt werden, die herange-
zogen werden konnen, um aus den temperaturabhéngigen CD-Messungen thermodynamische Grof3en,
die charakteristisch fiir die jeweilige Probe sind, zu erhalten. Die erste Methode wird als ”Arrhenius-
analoge” Auswertung bezeichnet und basiert auf der Auftragung des natiirlichen Logarithmus der
Gleichgewichtskonstante iiber der inversen Temperatur. Eine andere Methode, mittels derer Schmelz-
kurven ausgewertet werden konnen, ist die gleichzeitige Anpassung der Schmelzkurve und ihrer ersten
Ableitung.

i) Arrhenius-analoge Auswertung anhand des Verhdiltnisses von gefaltetem zu ungefaltetem Peptid

Eine géingige Methode zur Auswertung von CD-Schmelzkurven ist eine Arrhenius-analoge Auftragung
des Anteils an entfaltetem (bzw. gefaltetem) Protein {iber der reziproken Temperatur [16,24,33,82,111].
Dieser Methode liegen die folgenden Annahmen zu Grunde:

e Die Tripelhelix geht beim Entfalten in drei Einzelhelices iiber
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e Das CD-Signal bei 225 nm ist direkt proportional zum Anteil an gefaltetem Kollagen. Ungefal-
tetes Kollagen liefert keinen Beitrag zu diesem Signal.

e Die Konzentration cy ist die anfinglich eingewogene Probenmenge (m) im entsprechenden Vo-
lumen (V), und entspricht der Monomerkonzentration ¢y, = [M]. Fiir die Konzentration wihrend
des Schmelzens ¢(T) gilt, dass die Konzentrationen von Monomer [M] und Trimer [T] stets die
Gesamtkonzentration bilden, also keine anderen Spezies oder Degradationsprodukte auftreten.

o(T)=[T]-3+[M] =co (2.16)

Ausgehend von der CD-Schmelzkurve, die bei einer charakteristischen Wellenlinge’ aufgezeichnet
wurde, wird der Anteil F an gefaltetem zu ungefaltetem Protein nach GI. (2.15) bestimmt (Abbil-
dung 2.12). Befinden sich die Konzentrationen von Trimer [T'] und Monomer [M] im thermodynami-
schen Gleichgewicht, so bildet ihr Verhiltnis die Gleichgewichtskonstante K, (Gl. 2.17). Das Inten-
sitdtsmaximum wird mit dem Zustand “vollstindig tripelhelikal” gleichgesetzt. Geht das Signal fiir
den vollstindig entfalteten Zustand auf Null zuriick, kann der Anteil an gefaltetem Kollagen (F) nach
Gl. (2.15) aus G%Tm berechnet werden und kann Werte zwischen null und eins annehmen, so dass ausge-
hend von der Schmelzkurve, die Gleichgewichtskonstante K., fiir jedes Verhiltnis, nach Gleichung 2.17
bestimmt ist.

] _ F
M]?  3.¢3-(1-F)3

Koy = (2.17)

o -
[o2) o
T T
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Abbildung 2.12: Auftragung des Anteils an gefaltetem Kollagen nach GI. (2.15) als Funktion der Temperatur.
Die Schmelztemperatur (T,,) wird fiir F=0,5 abgelesen.

Die Schmelztemperatur 7, wird am Punkt F=0,5 abgelesen [16,24]. Die Ermittlung der Freien Energie
AG°®, der Entropie AS° und der Enthalpie AH® erfolgt ausgehend von Gl. (2.18).

AG° = —R-T-In(K,y) = AH°—T -AS° (2.18)
Bei der Temperatur 7' = T}, ist die Hélfte der Probe entfaltet (F = 0,5) und die Gleichgewichtskonstante
K.q ist an diesem Punkt nach GI. (2.17) K., = 07]?. Setzt man diesen Ausdruck in Gleichung 2.18 ein,
2 19°¢h
so erhélt man einen Ausdruck fiir die Entropie AS° bei der Schmelztemperatur (Gl. 2.19 bzw. Gl. 2.20).
B AH®
~ AS°+R-In(0,75- )

(2.19)

Ty

7Fiir die tripelhelikale Struktur ist dies der gemessene Winkel ® bei 225 nm.
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AH° —T,,-R-In(0,75-c3)
Tn

Setzt man AS° (GI. 2.20) in dieser Form in GI. (2.18) ein, so kann die Enthalpie AH® direkt mit der

Gleichgewichtskonstante korreliert werden:

AS°® = (2.20)

AH® 1 T
Keg = exp [R T <Tm — 1> —ln(0,75~cé)] (2.21)
Logarithmiert man GI. (2.21), so ergibt sich ein linearer Zusammenhang (Gl. 2.22) zwischen In(K) und

(ﬁ — %) Allerdings weichen die Werte an den Ridndern des Messbereichs vom linearen Verhalten ab,

so dass nur Werte in der Nihe der Schmelztemperatur beriicksichtigt werden sollten. Die Auftragung,
sowie die lineare Regression sind in Abbildung 2.13 gezeigt. Hier sieht man die Schwachstelle dieser
Methode deutlich: Das Ergebnis der linearen Regression hiangt davon ab, welcher Temperaturbereich
beriicksichtigt wurde.

AH° 1 1
In(Keg) = —— - (

2
— T - M . 2
> ln(0,75 Co) (2 2 )

é%
£ Of

-10 1 1 1 1
6 4 2 0 2 4 6

(T, - 1Ty10* 1 K

Abbildung 2.13: Auftragung von In(K) als Funktion der Temperatur. Die Kurve ist nur in der Néhe des Schmelz-
punktes (T,,) (schwarze Kreise) linear. Fiir die lineare Anpassung (rote Linie) wurden daher nur wenige Daten-
punkte um T,, verwendet.

Aus der Steigung m der angepassten Gerade (2.23) geht AH® mit AH° = m - R direkt hervor. AS® wird
dann aus GI. (2.20) ermittelt. AG° kann dann mittels Gl. (2.18) berechnet werden.

Y=m X+t (2.23)

ii) Auswertung durch gleichzeitige Anpassung der CD-Schmelzkurve und ihrer ersten Ableitung

Dieses Verfahren wurde von C. Krejtschi [53] entwickelt und beriicksichtigt auch die linearen Ver-
laufe an den Ridndern der Schmelzkurve. Damit wird dem Schwachpunkt der oben genannten Methode
Rechnung getragen und die Schmelzkurve im gesamten Messbereich fiir die Auswertung berticksich-
tigt. Die Schmelzkurve kann zusammengesetzt aus den linearen Bereichen an den Rindern und dem
sigmoidalen Verlauf beschrieben (Gl. 2.24), und mit thermodynamischen Parametern korreliert werden.
Ein gleichzeitiges Anpassen der ersten Ableitung der Schmelzkurve (Gl. 2.28) reduziert die Unbekann-
ten und verbessert so das Ergebnis des Fits. Realisiert wurde die Auswertung mit dem Softwarepaket
IGOR-PRO 6.03A, welches das gleichzeitige Fitten der CD-Daten und der ersten Ableitung erlaubt.
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Das aus der Schmelzkurve resultierende Signal ® wird durch Gl. (2.24) beschrieben. Hier sind ¥; und
Y,, sowie m; und m; die Achsenabschnitte beziehungsweise Steigungen, der beiden Geraden, mittels
derer die linearen Verldufe am Anfang und am Ende der Schmelzkurve angepasst werden. K, ist die
Gleichgewichtskonstante (sieche oben).

Keq
14Ky
Die Gibbs-Helmholtz-Gleichung stellt einen Zusammenhang zwischen der Freien Energie AG®°, sowie

der Enthalpieinderung AH,,° und der Anderung der Wirmekapazitit AC,, an der Schmelztemperatur
T,, dar (Gl. 2.25) [43].

@(T) = (Y1+ml~T)+(Y2—|—I’I12~T)-

(2.24)

o]

AH,, T
AG"_AH,,,°+AC~(T—Tm)—T~< - +AC~ln<>> (2.25)

m m

Setzt man AG® aus Gl. (2.25) in Gl. (2.18) ein und 16st nach der Gleichgewichtskonstante K., auf, so
lasst sich der Gleichgewichtszustand nach Gl. (2.26) beschreiben.

1 AH,,° 1
K.q = exp [R . (( Tm +AC —In(T)) + (AC-T,, + AH,,") - T +AC- ln(T)>] (2.26)
m
Die Ableitung dieser Funktion (2.27) wird genutzt, um die Ableitung der experimentellen Daten d3<TT)
mit den thermodynamischen Groen zu korrelieren (GI. 2.28).
dK.,, AC —AC- T, + AH,°
=—"K - 2.27
dar _RT 97 R-T? “ (227
2 dK,
AOT) _ o 12 Kea t Reg) £ Bt T) (2.28)
ar (14 Keq)

Aus der gleichzeitigen Anpassung der experimentellen Daten und ihrer ersten Ableitung (die zugeho-
rigen Graphen sind in Abbildung 2.14 gezeigt) gehen dann die Groen Y;,m,Y, und m; hervor, sowie
die Schmelztemperatur 7;,, die Gleichgewichtskonstante K., und ihre erste Ableitung dfﬁ. Aus diesen

GroBen werden dann AG®, AH® und AC,,,° ermittelt. Die Entropie kann aus Gl. (2.29) berechnet werden.

AH®
AS° = (2.29)
Ty
20+ R '
o CD data 0.0 [
global fit
151 R
2 -0.2F
o =
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Abbildung 2.14: Links: CD-Daten (Kreise), sowie das Ergebnis der globalen Anpassung (rote Linie) nach
Gl. (2.24). Rechts: Erste Ableitung der CD-Daten, sowie das Ergebnis des globalen Fits nach Gl. (2.28).
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3.1 Einleitung und Motivation

Organische Pigmente sind in ihrer Farbintensitdt und Farbechtheit in vielen Fillen nicht konkurrenzfi-
hig zu anorganischen Pigmenten. Somit fanden nur wenige Vertreter Einzug in die industrielle Produk-
tion. Des Weiteren erwiesen sich einige organische Farbstoffe als kanzerogen und wurden somit nicht
weiter verwendet.

Eine Ausnahme ist der Bisazomethinfarbstoff, welcher unter der Bezeichnung “Pigment Yellow 101
(P.Y. 101)” im Farbindex klassifiziert ist. Dieses leuchtend gelbe Pigment wird industriell produziert
und zum Beispiel in Farbstiften, fiir Plakatfarben und anderes verwendet. Es ist photostabil und wurde
als ungiftig eingestuft. Bei BASF wird das Pigment unter der Bezeichnung ”Lumogen Gelb S 0790
gefiihrt und in den technischen Informationen als "brillantes Tageslichtfluoreszenzpigment fiir Risspriif-
mittel, fluoreszierende Markierungen, Kiinstlerfarben, Buntstifte und Wachskreiden” beschrieben. Die
vielleicht originellste dort beschriebene Anwendung ist die Pigmentierung von “’Spritzbriihe” in der
Agrarwirtschaft. Mittels einer UV-Lampe kann dann die gleichméBige Verteilung von Pflanzenschutz-
mitteln kontrolliert werden.

Eine detaillierte Untersuchung der Dynamik von P.Y. 101 wurde allerdings erst durchgefiihrt, nachdem
Derivate der Struktur synthetisiert wurden, die sich in ihrem Fluoreszenzverhalten deutlich von der
Stammverbindung unterschieden. Ein Weglassen der Hydroxyfunktionalitit an den Naphthylgruppen
fiihrte ndmlich zum vollstidndigen Verlust der Fluoreszenz im Festkorper.

Von Interesse war zunédchst vor allem die Fragestellung, inwiefern die Fluoreszenzquantenausbeute
eines Pigments mit seiner Kristallstruktur zusammenhingt. Eine vergleichbare Studie wurde von Lang-
hals et al. an Diketopyrrolopyrolen durchgefiihrt [57]. In der zitierten Arbeit wurden Derivate unter-
sucht, deren Festkorperfluoreszenz stark vom Substitutionsmuster und der Kristallstruktur abhing. Einer
der Farbstoffe kristallisierte in zwei verschiedenen Modifikationen, unter Ausbildung gelber bzw. oran-
ger Kristalle. Die Fluoreszenzquantenausbeute der gelben Kristalle war deutlich hoher als die der oran-
gen. Die Analyse der Kristallstrukturen erlaubte folgende Schlussfolgerung: Im Falle der gelben Kiri-
stalle sind die Chromophore stark gegeneinander verschoben, so dass eine Chromophor-Chromophor-
Wechselwirkung erst mit der iibernidchsten Schicht moglich ist, welche 6,18 A entfernt ist. Bei den
orangen Kristallen liegen die Chromophore nur 3,81 A voneinander entfernt. Dies begiinstigt eine An-
kopplung des Elektronensystems an Gitterschwingungen des Kristalls und fiihrt zu einer effizienten
strahlungslosen Energiekonversion.

Abbildung 3.1: Strukturformeln von P.Y. 101 (A), HMNA (B), NAOMe (C) und NA (D)

Die genaue Untersuchung von P.Y. 101 wurde durch folgenden Befund motiviert:

Von den vier abgebildeten Strukturen (Abbildung 3.1) fluoreszieren nur zwei im kristallinen Zustand
und zwar die beiden Derivate, welche mit einer Hydroxygruppe substituiert sind (P.Y. 101 und HM-
NA). Die beiden anderen Strukturen (NA und NAOMe) weisen keine Festkorperfluoreszenz auf. Die
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PY. 101 | HMNA | NA NAOMe

Festkorperfluoreszenz ja ja nein | nein
Fluoreszenz in Losung ja ja nein | nein
Punktgruppe P2;/n C2/c P2;/n | P2i/n
Molekiile pro Elementarzelle 2 4 2 2

Abstand der Chromophorebenen in A 6,114 3,863 6,085 | 7,007

Tabelle 3.1: Eigenschaften von P.Y. 101 und seinen Derivaten.

Rontgenstrukturanalyse zeigte ein, im Hinblick auf die Studie von Langhals et al., iiberraschendes Er-
gebnis, welches in Tabelle 3.1 zusammengefasst ist. Man sieht hier, dass die Molekiilabstinde der
nichtfluoreszierenden und fluoreszierenden Derivate sehr dhnlich sind, bzw. dass der kleinste Chromo-
phorabstand bei einem der fluoreszierenden Derivate gefunden wird. Diese Erkenntnisse motivierten
die im Folgenden vorgestellten experimentellen Untersuchungen sowie die in der Arbeitsgruppe um A.
Dreuw durchgefiihrten theoretischen Arbeiten, mit dem Ziel das Fluoreszenzverhalten des organischen
Pigments P.Y. 101 und seiner Derivate zu verstehen.
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3.2 Experimenteller Teil

3.2.1 Probenform

P.Y. 101 und drei seiner Derivate wurden mittels statischer und zeitaufgeloster Messungen untersucht.
Die Konzentration wurde der jeweiligen Messmethode angepasst. Allgemein ist zu sagen, dass die
Proben eine méBige Loslichkeit in vielen organischen Losungsmitteln aufweisen. Die erforderlichen
Konzentrationen von etwa 5 mM pro Liter konnten in Dichlormethan (DCM) hergestellt werden. Die-
ses Losungsmittel wurde fiir alle hier gezeigten Messungen verwendet.

Alle Farbstoffe wurden aus der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Dr. M.U. Schmidt erhalten und ohne
weitere Aufarbeitung eingesetzt. Die Losungsmittel waren von analytischem Reinheitsgrad und wur-
den ebenfalls so eingesetzt, wie sie erhalten wurden.

Neben den gelosten Proben wurden auch Messungen an P.Y. 101 in mikrokristallinem Zustand durch-
gefiihrt. Diese wurden durch Einbettung der pulverisierten Verbindung in eine Polyvinylchlorid (PVC)-
Matrix hergestellt, was die Herstellung einer leuchtend gelben Folie ermdglicht, die in Abbildung 3.2
gezeigt ist. Als Referenzsystem wurde eine pigmentfreie Folie gleicher Stirke herangezogen. Die Foli-
en wurden von der Firma BASF zur Verfiigung gestellt.

Abbildung 3.2: Fotografie der Folien, links sind Mikrokristalle von P.Y. 101 in die PVC-Matrix eingebettet.
Rechts ist die unmodifizierte Folie zu sehen, die als Referenz verwendet wurde. Im Messbereich sieht man vor
allem an den Ecken, wo die Probe am ldangsten belichtet wird, eine Photodegradation der Folie.

3.2.2 Messprozedur

Bei den Anreg-Abtast-Experimenten wurden die Proben mit Licht einer Wellenlinge von 387 nm
angeregt. Diese Wellenldnge wurde durch Frequenzverdopplung der Laserfundamentalen in einem
BBO-KTristall erzeugt. Die Anregungsenergie betrug 80 nJ. Die Abtastung wurde mittels breitbandi-
gem (CaF,)-WeiBlicht durchgefiihrt.

Kontrollexperimente mit einer Anregungsenergie von etwa 50 nJ wurden bei einer Anregungswellen-
lange von 460 nm gemacht. Die Pulse dieser Wellenldnge wurden wie in Kapitel 2.1.2 beschrieben, in
einem NOPA erzeugt. Das breitbandige Abtastlicht wurde in Saphir generiert.

Im Folgenden werden die experimentellen Ergebnisse der Pigmentmessungen gezeigt. Hierbei wurden
die Pigmente in zwei Gruppen eingeteilt. Zunédchst werden die fluoreszierenden Vertreter, P.Y. 101 und
HMNA vorgestellt, anschlieBend die nichtfluoreszierenden Molekiile NA und NAOMe.
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3.3 Ergebnisse fiir die fluoreszierenden Pigmente

3.3.1 Statische Absorptions- und Fluoreszenzmessungen

Die Spektren aus den statischen Absorptions- und Fluoreszenzmessungen sind in Abbildung 3.3 ge-
zeigt. Auffillig ist, dass bei P.Y. 101 eine ausgeprigte Schwingungsfeinstruktur erkennbar ist, die bei
HMNA nicht auftritt. Das Absorptionsmaximum von P.Y. 101 liegt bei 411 nm. Diese Frequenz kann
dem Sy — S;-Ubergang zugeordnet werden. Die Absorptionsbande bei 340 nm entspricht mit hoher
Wahrscheinlichkeit dem Sy — S3-Ubergang [83]. Eine Analyse der langwelligen Bande, die mit drei
GauB-Funktionen angepasst werden kann, zeigt, dass die Schwingungsfeinstruktur gut mit der berech-
neten Streckschwingung des Bisazomethingeriists, die bei V = 1487 cm ™! liegt, iibereinstimmt.
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Abbildung 3.3: Absorption (durchgezogene Linie) und Fluoreszenz (gestrichelte Linie) von P.Y. 101 (links) und
HMNA (rechts) jeweils in Dichlormethan.

Das Fluoreszenzspektrum zeigt eine sehr dhnliche Schwingungsfeinstruktur. Das entsprechende Fluo-
reszenzmaximum liegt bei 512 nm. Damit ergibt sich ein Stokesshift von 4800 cm™!.

HMNA zeigt wie schon erwihnt, keine ausgeprigte Substruktur. Das Absorptionsmaximum liegt bei
400 nm, das Fluoreszenzmaximum bei 550 nm. Somit ergibt sich ein Stokesshift von 6820 cm~! in
Dichlormethan.

Die Quantenausbeuten von P.Y. 101 und HMNA wurden mittels Referenzverfahren im Vergleich zu
Coumarin 152 bestimmt [44]. Sie liegen bei etwa 10% im Falle von P.Y. 101 und bei etwa 0,1% bei
HMNA in DCM-L6sung. Die Quantenausbeute von P.Y. 101 in mikrokristallinem Zustand ist 45% [56].

3.3.2 Zeitaufgeloste Messungen von P.Y. 101 im sichtbaren Spektralbereich

Nach Anregung mit 387 nm sieht man in der 2d-Abbildung (Abbildung 3.4) das instantane Ausbleichen
des Grundzustands als blaue Bande im Spektralbereich von 370 nm bis 430 nm. Die Absorption des
angeregten Zustands zieht sich weit in den roten Spektralbereich hinein und ist um 580 nm maximal.
Ihr zeitliches Auftreten ist mit dem Grundzustandsbleichen korreliert. Um 460 nm tritt die Absorption
des angeregten Zustands (ESA) zeitlich etwas verzogert und mit geringerer Intensitédt auf. Zwischen
den beiden rot gefarbten Bereichen findet man eine schwach negative Signatur, die bei 510 nm am aus-
geprigtesten ist und die der stimulierten Emission zugeordnet werden kann. Es wird deutlich, dass im
Bereich zwischen 430 und 530 nm verschiedene Prozesse spektral iiberlagern. Die Betrachtung einzel-
ner Transienten liefert hier mehr Aufschluss tiber die Dynamik des Systems.

Die linke Seite von Abbildung 3.5 zeigt die zeitabhidngige Absorptionsdnderung im Bereich des Grund-
zustandbleichens (411 nm) und im Bereich der Absorption des angeregten Zustands (579 nm). In bei-
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Abbildung 3.4: 2d-Graphik von P.Y. 101 nach Anregung mit A,,,=387 nm.

den Fillen tritt die Absorptionsdnderung instantan auf und man findet identische Abklingzeiten von
1p=0,2 ps und Tp=65 ps. Wihrend das Signal im Wellenldngenbereich A > 500 nm verschwindet, bleibt
zwischen 350 nm und 500 nm ein Restsignal iiber den Beobachtungszeitraum hinaus erhalten.
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Abbildung 3.5: Einzelne Transienten von P.Y. 101 bei verschiedenen Wellenldngen.

Die Betrachtung der Absorptionsdnderungen in den Bereichen, in denen sich Prozesse iiberlagern zei-
gen eine weitaus komplexere Dynamik, wie die Transienten bei 451 nm und 515 nm in Abbildung 3.5
(rechts) verdeutlichen. Bei 451 nm sieht man ebenfalls einen schnellen Anstieg, der aber vor dem Er-
reichen des Maximums leicht abflacht, so dass dieses erst nach etwa einer Pikosekunde auftritt. Es folgt
ein langsames Abfallen und nach etwa 100 ps ein erneuter Anstieg. Ahnlich komplex ist die Dynamik
bei 515 nm. Hier wird eine zunichst positive Absorptionsianderung nach etwa 0,7 ps von der stimulier-
ten Emission tiberdeckt, die zu einer negativen Absorptionsidnderung fiihrt. Nach etwa 60 ps dominiert
dann wieder die ESA, was zu einem erneuten Vorzeichenwechsel fiihrt. Diese erreicht ein lokales Ma-
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ximum nach etwa 250 ps und klingt anschlieend wieder ab.

Setzt man ein einfaches Reaktionsmodell voraus, bei dem das System nach Absorption eines Photons
durch Emission eines langerwelligen Photons zuriick in den Grundzustand gelangt, miissen die Absorp-
tion des angeregten Zustands und die stimulierte Emission korreliert sein. Die Komplexitit des Signals
bei Apope=515 nm impliziert folglich, dass hier ein spektraler Shift einer der beiden Komponenten das
Abklingen der Prozesse iiberlagert.

Zur Analyse der Daten wird eine globale Fitmethode herangezogen. Mittels eines Levenberg-Mar-
quardt-Algorithmus werden alle Kanile mit einer festgelegten Anzahl exponentieller Zerfille gefittet.
In diesem Fall waren fiir eine gute Anpassung der Transienten sechs Exponentialfunktionen notwendig.
Meist resultiert durch das kohédrente Artefakt und Ungenauigkeiten bei der Anpassung des Zeitnull-
punkts eine sehr schnelle Zerfallszeit, die unterhalb der Zeitauflosung der Apparatur liegt. Diese weist
in der Regel eine groBe Amplitude auf und wird nicht interpretiert. Um bestehende Absorptionsinde-
rungen am Ende des Beobachtungszeitraums anzupassen wihlt man eine festgesetzte Konstante (hier
eine Mikrosekunde). Deren Amplitudenspektrum korreliert mit dem transienten Spektrum bei 1,5 ns.
Die zerfallsassoziierten Spektren (DAS), also die Auftragung der Fitamplitude als Funktion der Wel-
lenldnge fiir jede exponentielle Zerfallszeit, ist in Abbildung 3.6 gezeigt. Zur leichteren Interpretation
sind das Absorptions- und Fluoreszenzspektrum aufgetragen (Abb. 3.6, oben).
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Abbildung 3.6: Oben: Absorptions- und Fluoreszenzspektrum von P.Y. 101 in DCM. Darunter: Zerfallsassozi-
ierten Spektren.

Die sub-100 fs-Zeit (t; <100 fs) zeigt eine spektrale Signatur, wie sie typisch fiir die Prozesse zu frii-
hen Zeiten ist: Im Bereich der Grundzustandsabsorption ist ein deutliches Bleichsignal zu erkennen, zu
hoheren Wellenlidngen hin sieht man die breitbandige Absorption des angeregten Zustands.

Mit der Zerfallszeit T, =0,2 ps verschwindet der rote Auslidufer der ESA fiir A >640 nm, wie Abbil-
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Abbildung 3.7: Transiente Spektren von P.Y. 101 zu verschiedenen Verzogerungszeiten.

dung 3.7 verdeutlicht, in der die transiente Absorption iiber den gesamten Spektralbereich zu verschie-
denen Verzogerungszeiten dargestellt ist. AuBerdem wird mit dieser Zeit eine Absorptionszunahme
zwischen 450 nm und 515 nm vollzogen.

Die Amplituden zu T3 =3 ps sind wesentlich geringer, so dass dieses Spektrum zur besseren Vergleich-
barkeit skaliert wurde. Auffillig ist der Bereich positiver Amplituden (A > 450 nm), der zwei Maxima
bei A =510 nm und A =600 nm aufweist. Unterhalb von 450 nm sind die Amplituden negativ, was auf
einen Beitrag zur Repopulation des Grundzustands hindeutet, dieser ist allerdings sehr gering und ist in
den transienten Spektren nicht zu erkennen.

Der grofite Anteil des angeregten Zustands zerfdllt mit T4=63 ps. Mit dieser Zeit wird der Grundzustand
deutlich durch stimulierte Emission repopuliert. Negative Amplituden bei A < 450 nm weisen auf die
Riickkehr angeregter Molekiile in den Grundzustand hin. Die leicht negativen Amplituden zwischen
500 nm und 520 nm, sowie bei A > 640 nm sind die Signatur der stimulierten Emission, die deutlich
in die zeitgleich auftretende ESA einschneidet, welche bei A = 480 nm und A = 575 nm zwei Maxima
aufweist.

Ahnlich wie die Zerfallszeit von 3 ps, beschreibt auch t5s =500 ps Prozesse, die nur einen geringen
Anteil am Zerfall des angeregten Zustands haben. Dennoch ist diese Zerfallszeit entscheidend, um
die transiente Absorptionsdnderung bei den oben gezeigten Kanélen (Abbildung 3.5, rechte Seite) zu
verstehen. Der Bereich negativer Amplituden (380 nm < A < 480 nm) korreliert nicht mit der Haupt-
absorptionsbande des Grundzustands, sondern ist leicht ins Rote verschoben, passend zur Schulter bei
440 nm. Vergleicht man die transienten Spektren bei den Verzogerungszeiten t = 100 psund # = 1,5 ns,
so erkennt man die Verschiebung des Maximums von 475 nm auf etwa 460 nm, wihrend die ESA fiir
A >515 nm vollstindig abklingt.

Das DAS des Residuums (DAS zu t=1us) ist nahezu deckungsgleich mit dem Spektrum zur Verzoge-
rungszeitt = 1,5 ns. Es zeigt einen Bereich positiver Absorption zwischen 440 nm und 530 nm, der die
spektrale Signatur eines Intermediats wiedergibt, sowie die spiegelbildliche Signatur von nicht repopu-
liertem Grundzustand. Auflerdem ist eine schwache positive Amplitude zwischen 580 nm und 675 nm
zu erkennen, die ebenfalls der Signatur eines Intermediats entsprechen kann.
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3.3.3 P.Y. 101 in PVC-Folie

Diese Messungen erginzen die Messungen in Lésung und sind im Hinblick auf die einleitende Fra-
gestellung, inwiefern die Kristallstruktur die Fluoreszenz beeinflusst, sehr interessant. P.Y. 101 liegt in
einer Matrix aus Polyvinylchlorid (PVC) in mikrokristallinem Zustand vor. Die Folie ist etwa 400 um
dick.

Zeitaufgeloste Messungen an P.Y. 101 in mikrokristallinem Zustand

Die zeitaufgelosten Messungen im sichtbaren Spektralbereich wurden analog zu den Messungen in
Losung aufgenommen. Zur Anregung wurden Impulse bei 387 nm verwendet, die durch Frequenzver-
dopplung der Laserfundamentalen in einem BBO-KTristall erzeugt wurden. Die Pulsenergie betrug etwa
400 nJ, die Kreuzkorrelation etwa 300 fs. Das Abtastlicht wurde durch Fokussierung der Laserfunda-
mentalen in Saphir erzeugt und deckt den Bereich von etwa 450 nm bis 700 nm ab. Analog zu den
Messungen in Losung wurde die Folie in x-y-Richtung bewegt. Eine reine PVC-Folie gleicher Dicke
wurde als Referenzsystem verwendet. Abbildung 3.2 zeigt die zur Messung verwendeten Proben. Man
sieht deutlich, wie die Folien vor allem in den Ecken, wo die Probe am ldngsten belichtet wird, braun-
lich verfirbt sind. Offensichtlich degradiert hier die PVC-Matrix. Der Farbstoff selbst war unter den
experimentellen Bedingungen photostabil.

Wie Abbildung 3.8 zeigt, ist die Lage der Absorptions- und Fluoreszenzbanden gegeniiber P.Y. 101 in
Dichlormethan nicht verschoben.
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Abbildung 3.8: Absorptions- und Fluoreszenzspektrum von P.Y. 101 in PVC.

Abbildung 3.9 gibt einen Uberblick iiber die transienten Absorptionsinderungen nach Anregung von
P.Y. 101 in PVC mit A, =387 nm. Es zeigen sich die gleichen Charakteristika wie bei der Messung
in Losung, allerdings ist der angeregte Zustand in der Folie wesentlich langlebiger. Im kurzwelligen
Spektralbereich, bis 460 nm erkennt man deutlich das Ausbleichen des Grundzustands, welches erst zu
langen Verzdgerungszeiten an Intensitit verliert. Die Absorption des angeregten Zustands ldsst sich in
drei Bereiche einteilen. Zwischen 460 nm und 500 nm erreicht sie ein Intensitdtsmaximum innerhalb
der ersten Pikosekunde und klingt dann langsam ab. Ganz Ahnliches sieht man in der ESA zwischen
530 nm und 650 nm. Am Rand des spektralen Messbereichs, zwischen 700 nm und 750 nm tritt eben-
falls innerhalb der ersten Pikosekunde eine ESA auf, die schwach ist im Vergleich zu den anderen Be-
reichen und schnell wieder verschwindet. Die beiden Bereiche intensiver ESA sind durch eine negative
Absorptionsidnderung, die auf stimulierte Emission zuriickzufiihren ist, voneinander getrennt.

In Abbildung 3.10 sind links Transienten aus den Bereichen intensiver Absorptionsidnderung darge-
stellt. Man erkennt, dass instantan mit der Anregung der Grundzustand ausgebleicht wird (A=443 nm).
Die sehr kurze Dynamik innerhalb der ersten 300 fs ist teilweise noch von Effekten in der PVC-Matrix
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Abbildung 3.9: 2d-Graphik von P.Y. 101 in PVC nach Anregung bei 387 nm.

iiberlagert, welche sich nicht vollstindig subtrahieren lassen. Wahrend der ersten 1,5 ps dndert sich die
Absorption auf diesem Kanal kaum, erst danach findet ein mehrphasischer Zerfall statt, der die Riick-
kehr angeregter Molekiile in den Grundzustand anzeigt. Innerhalb der Messdauer des Experiments wird
der Grundzustand nicht vollsténdig repopuliert.

Nahezu spiegelbildlich dazu ist die Transiente bei A=483 nm. Allerdings beginnt der langsame Zerfall
der ESA auf diesem Kanal instantan. Im zweiten Bereich intensiver ESA (A =595 nm) ist dieser wie
schon beim Grundzustandsbleichen sehr flach.

Im rechten Teil von Abbildung 3.10 sind Transienten aus den weniger intensiven Bereichen gezeigt.
Oben bei A =523 nm erkennt man deutlich den negativen Beitrag der stimulierten Emission, welcher
sich nach etwa 3 ps durchsetzt. Ihr Abklingen lédsst nach etwa 500 ps erneut die ESA dominieren, so
dass die Absorptionsdnderung am Ende des Zeitfensters wieder positiv ist.

Unten sind noch zwei Transienten aus den Bereichen schwacher ESA gezeigt. Der Zerfall dieser Si-
gnale ist mehrphasisch mit mindestens einer schnellen und einer langsameren Zerfallszeit, sowie einer
langlebigen Komponente.

Zur Anpassung der Daten wurden fiinf exponentielle Zerfille angenommen. Die DAS sind in Abbil-
dung 3.11 (links) gezeigt. Sehr frithe und schnelle Prozesse sind mit der ersten Zerfallszeit verkniipft,
die unterhalb der Zeitauflosung der Apparatur liegt und deren DAS nicht dargestellt ist. Mit T;=0,4 ps
wird die ESA zwischen 630 nm und 700 nm etwas schmaler und verliert an Intensitit. Die Amplituden
geben keinen Hinweis auf einen Beitrag zur Repopulierung des Grundzustands.

Die Zerfallszeit 1,=9,1 ps ist ebenfalls mit einer Verringerung der ESA-Intensitédt verbunden, die eine
Riickkehr angeregter Molekiile in den Grundzustand anzeigt, wie negative Amplituden bei A <450 nm
belegen. Das DAS der langsamen Zerfallszeit (T3 =370 ps) weist groBe Ahnlichkeit zum DAS zu
T4 =63 ps von P.Y. 101 in Losung auf. Die beiden intensiven ESA-Banden verlieren einen GroBteil
ihrer Intensitédt, wihrend der Prozess der stimulierten Emission die Riickkehr angeregter Molekiile in
den Grundzustand anzeigt.

Am Ende des Beobachtungszeitraums bleibt iiber den gesamten Spektralbereich eine Absorptionsin-
derung bestehen. Zur Anpassung dieser langlebigen Komponente wurde eine Zerfallszeit mit einer Le-
bensdauer von einer Mikrosekunde eingefiihrt. Das zugehorige DAS ist mit dem transienten Spektrum
bei t =1 ns, welches in Abbildung 3.11 (rechts) dargestellt ist, identisch.
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Abbildung 3.10: Links: Transienten in den Bereichen intensivster Absorptionséinderung bei Anregung mit Az =
387 nm. Intensives Grundzustandsbleichen bei 443 nm, sowie die Bereiche maximaler Absorption des angeregten
Zustands bei 483 nm bzw. 595 nm. Rechts: Bereiche iiberlagernder Prozesse. Die stimulierte Emission bewirkt ei-
ne negative Absorptionsdnderung bei 523 nm. Am langwelligen Ende des Messbereichs bei 635 nm bzw. 747 nm
dominieren schnelle Prozesse den Abbau der Absorption des angeregten Zustands.
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Abbildung 3.11: Links: DAS von P.Y. 101 in PVC (Mitte und unten). Oben ist der mit der zeitaufgelosten
Messung spektral identische Bereich des Absorptions- und Fluoreszenzspektrums gezeigt. Rechts: Transiente
Spektren verschiedenen Verzogerungszeiten.
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3.3.4 Zeitaufgeloste Messungen von HMNA im sichtbaren Spektralbereich

Im Gegensatz zu P.Y. 101 weist HMNA eine zusitzliche Methylgruppe an den Methinkohlenstoffato-
men auf. Diese verindert die elektronischen Eigenschaften und stellt unter Umstdnden eine sterische
Barriere dar, die die Geometrien von Grundzustand und angeregten Zustéinden beeinflussen kann. Die
im Gegensatz zu P.Y. 101 verschobenen Absorptions- und Fluoreszenzmaxima verdeutlichen dies be-
reits (siche Kapitel 3.3.1). Inwiefern sich dieser Substituent auf die Dynamik auswirkt, wurde mittels
zeitaufgeloster Messungen untersucht.

Wenngleich sich die beiden 2d-Graphiken (Abbildungen 3.4 und 3.12) der beiden Proben in Losung,
auf den ersten Blick deutlich unterscheiden, so findet man doch bei beiden Molekiilen dhnliche kine-
tische Prozesse im angeregten Zustand. Auch hier ist die Absorption des Grundzustands am blauen
Rand des Spektrums als intensives Bleichsignal zu sehen. Die Absorption des angeregten Zustands ist
zwischen 450 und 550 nm deutlich erkennbar. Der Beitrag durch stimulierte Emission ist im Vergleich
zu P.Y. 101 kurzlebiger. Er ist zwischen 580 nm und 670 nm als blauer Bereich in Abbildung 3.12 zu
erkennen. Wie schon bei P.Y. 101 diskutiert, so verschwindet auch in diesem System der grofte Teil
der Absorption des angeregten Zustands innerhalb des Beobachtungszeitraums, wihrend um 450 nm
ein Restbeitrag positiver Absorption erhalten bleibt, wie auch das entsprechende Bleichsignal des nicht
repopulierten Grundzustands.
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Abbildung 3.12: 2d-Graphik von HMNA in DCM nach Anregung mit A,,. =387 nm.

Einzelne Transienten aus den charakteristischen Bereichen geben Aufschluss iiber das genaue zeitliche
Verhalten des Systems. Abbildung 3.13 (links) zeigt den zeitlichen Verlauf im Bereich des Grundzu-
standbleichens (A,,0p.=403 nm) und der Absorption des angeregten Zustands (Apop.=475 nm). Wih-
rend die ESA bei 475 nm schnell bis auf einen kleinen Restbeitrag zerfillt, ist die Zerfallsdynamik im
Bereich des Grundzustandsbleichens (bei Apop.=403 nm) deutlich langsamer. Bis zu einigen Pikose-
kunden bleibt das Signal nahezu konstant, bevor es dann langsam abféllt. Auch in diesem Bereich bleibt
ein Beitrag einer langlebigen Komponente bestehen.

Die Komplexitit des molekularen Reaktionsmechanismus zeigt sich besser in Bereichen sich iiber-
lagernder Prozesse, wie Abbildung 3.13 (rechts) verdeutlicht. Bei A,,5,=427 nm erkennt man das
instantane Ausbleichen des Grundzustands, welches innerhalb der ersten 0.3 ps mit einer positiven
Absorptionsdnderung konkurriert, die zu einer Art Einschnitt fiihrt. Eine maximale negative Absorpti-
onsdnderung tritt nach etwa 2,5 ps auf und klingt dann ab. Nach etwa 40 ps wird das Bleichsignal von
einer positiven Absorptionsianderung kompensiert, die bis zum Ende des Beobachtungszeitraums sogar
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noch leicht ansteigt.

5 S
© Y
3 S -
c C
© ©
Ny o
o- O -
Q [0
2 475 nm s
o 154 @
2 2
o e}
[%2] 7]
o)
2 2
40 1 10 100 1000 40 1 10 100 1000
Delay Time / ps Delay Time / ps

Abbildung 3.13: Transienten von HMNA in DCM bei verschiedenen Abtastwellenldngen.

Das Ergebnis der globalen Fitanalyse ist in Abbildung 3.14 (links) graphisch dargestellt. Im Gegensatz
zum PY. 101-Datensatz geniigen hier fiinf Zerfallszeiten zur Anpassung der Daten. Die schnelle Zer-
fallszeit (t; < 130 fs) zeigt ebenfalls die typischen Prozesse zu frithen Zeiten, wie das Ausbleichen des
Grundzustands und eine breite, vor allem im roten Spektralbereich sehr intensive ESA. Das DAS zu
dieser Zerfallszeit ist nicht dargestellt.

Mit der Zerfallszeit T, = 0,9 ps dndert sich die Signatur der ESA im Bereich von 430 nm bis 590 nm.
Die zu frithen Verzogerungszeiten beobachtete ESA weist in diesem Bereich eine Struktur mit zwei
Maxima bei 480 nm und 540 nm auf (vgl. Abbildung 3.14, rechts), die langsam schmaler und un-
strukturierter wird. Das Maximum liegt jetzt etwa bei 505 nm. Bei Wellenlingen A > 575 nm sind die
Amplituden negativ, wie es fiir stimulierte Emission typisch ist. Auffillig ist, dass diese Zerfallszeit
keinen Beitrag zur Repopulierung des Grundzustands zeigt.

Erst mit T3 = 2,7 ps zerfillt ein GroBteil der ESA (440 nm < A < 610 nm) und bevolkert den Ausgangs-
zustand, wie die negativen Amplituden bei A < 440 nm zeigen.

Ahnlich wie schon bei P.Y. 101 zu t5 = 500 ps, weist auch hier das DAS zu 14 = 25 ps ein Minimum
bei 410 nm auf, welches gegeniiber dem Absorptionsmaximum leicht ins Rote verschoben ist. Oberhalb
von 460 nm sind die Amplituden positiv und ein Vergleich mit den Spektren bei den Verzogerungszei-
tent = 10 ps bzw. t = 100 ps zeigt eine Blauverschiebung der ESA in diesem Zeitfenster.

Am Ende des Beobachtungszeitraums verbleibt auch hier ein Signal. Das DAS entspricht spektral dem
Spektrum bei t = 1,5 ns und weist groBe Ahnlichkeit zu der langlebigen Komponente von P.Y. 101 auf.
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Abbildung 3.14: Links: Zerfallsassoziierte Spektren von HMNA in DCM. Rechts: Transiente Spektren zu ver-
schiedenen Verzogerungszeiten.
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3.4 Ergebnisse fiir die nichtfluoreszierenden Pigmente NA und NAOMe

Fiir NAOMe trifft die Bezeichnung “nichtfluoreszierend” nicht zwingend zu, da Emission mit geringer
Fluoreszenzquantenausbeute bei normalen statischen Messungen in Losung detektiert wurde. Diese
ist aber sehr klein im Vergleich zu den Derivaten mit Hydroxygruppe. Im Festkorper fluoresziert das
Derivat gar nicht, sodass NAOMe (nicht zuletzt auch wegen der beobachteten kinetischen Prozesse)
zusammen mit NA behandelt wird.

3.4.1 Statische Charakterisierung

Die Absorptionsspektren von NA und NAOMe weisen jeweils eine unstrukturierte Absorptionsbande
im nahen UV bzw. sichtbaren Spektralbereich auf (Abbildung 3.15). Im Falle von NA liegt das Ma-
ximum bei 350 nm, bei NAOMe bei 390 nm. Die Schulter bei 330 nm im Absorptionsspektrum von
NAOMe kann einem energiereicheren elektronischen Ubergang zugeordnet werden.
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Abbildung 3.15: Absorptionsspektren von NA (durchgezogene Linie) und NAOMe (gepunktete Linie). Das Fluo-
reszenzspektrum von NAOMe ist eingefiigt.

Bei Fluoreszenzmessungen von NA in DCM wurde keine Emissionsbande detektiert. Bei NAOMe fin-
det man hingegen eine schwache Fluoreszenzbande (siehe eingefiigte Graphik in Abbildung 3.15), die
unstrukturiert ist und ein Maximum bei 600 nm aufweist. Die Quantenausbeute ist sehr gering. Der
Stokesshift von etwa 9000 cm ™! ist allerdings betrichtlich.

3.4.2 Zeitaufgeloste Messungen von NA

Abbildung 3.16 gibt einen Uberblick iiber die transiente Absorptionsinderung von NA in DCM nach
Anregung mit 387 nm.

Das Ausbleichen des Grundzustands ist zwischen 350 nm und 400 nm deutlich zu sehen und verschwin-
det nahezu vollstindig in den ersten 10 ps. Die ESA ist zu kurzen Verzégerungszeiten hin im gesamten
Spektralbereich von 400 nm bis 650 nm zu sehen und ist besonders ausgeprégt im Bereich um 480 nm.
Nur zwischen 400 nm und 450 nm ist auch nach einer Pikosekunde noch schwaches ESA-Signal zu
erkennen.
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Abbildung 3.16: 2d-Graphik von NA in DCM nach Anregung mit A,.=387 nm.

Bei der Betrachtung einzelner Transienten treten die unterschiedlichen Bereiche deutlicher hervor. Bei
Aprobe=371 nm (Abbildung 3.17, links) sieht man das instantane Ausbleichen des Grundzustands, wel-
cher innerhalb der ersten Pikosekunde zu einem grof3en Teil repopuliert wird. Die vollstindige Wieder-
bevolkerung dauert mehrere 10 ps und geschieht mit einer langsameren Zerfallszeit.

Mit Apop.=483 nm ist eine Transiente aus dem Bereich intensiver und kurzlebiger ESA gezeigt, der
sofort mit der Anregung auftritt und innerhalb einer Pikosekunde nahezu vollstindig zerfillt.

Etwas komplexer sind die beiden rechts in Abbildung 3.17 gezeigten Transienten bei A .4, =387 nm
und A, =403 nm. Erstere weist zunichst die Charakteristik von ausbleichendem Grundzustand auf,
die negative Absorptionsinderung wird aber schnell von der ESA tiberlagert. Diese steigt etwa zwei Pi-
kosekunden lang an, bevor sie wieder zerfillt. Nach einigen 10 ps ist keine Absorptionsénderung mehr
sichtbar.

Bei Apop.=403 nm wird ausschlieflich ESA beobachtet, allerdings zerfillt diese nur sehr langsam und
nicht monoexponentiell wie es bei Transienten, die weiter im roten Spektralbereich gemessen wurden,
der Fall ist.
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Abbildung 3.17: Einzelne Transienten von NA bei ausgewéhlten Wellenldngen.
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Fiir eine globale Anpassung der Daten waren drei Zeitkonstanten nétig. Die zugehorigen DAS sind in
Abbildung 3.18 (links) gezeigt. Mit der Zerfallszeit T; = 140 fs verschwindet der GroBteil der ESA im
Bereich von 430 nm bis 660 nm. Wie ein Vergleich mit den transienten Spektren zu den Verzogerungs-
zeiten t = 0,2 ps und t = 0,5 ps zeigt (Abbildung 3.18, rechts), wird die ESA in diesem Zeitfenster
deutlich schmaler und verliert an Intensitit. Die ESA weist zu diesem Zeitpunkt noch zwei Maxima
auf, bei 405 nm und 485 nm. Letzteres verschwindet innerhalb einer Pikosekunde vollstindig. Die Zer-
fallszeit betrdgt etwa 0,5 ps und trigt zur Repopulation des Grundzustands bei.

Die Absorptionséinderungen, die nach einer Pikosekunde noch bestehen, verschwinden mit einer zuge-
horigen Zerfallszeit von 13=12 ps. Diese weist negative Amplituden zwischen 350 nm und 380 nm auf,
sowie positive Amplituden zwischen 380 nm und 450 nm.
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Abbildung 3.18: Links: DAS von NA in DCM (Mitte und unten). Oben ist das Absorptionsspektrum im entspre-
chenden Spektralbereich gezeigt. Rechts: Transiente Spektren von NA zu verschiedenen Verzégerungszeiten.

3.4.3 Zeitaufgeloste Messungen von NAOMe

Die 2d-Graphiken von NA (Abbildung 3.16) und NAOMe (Abbildung 3.19) weisen groBe Ahnlichkeit
auf. Der auffilligste Unterschied zwischen beiden ist die stirkere Bleichbande im Falle von NAOMe,
dem Derivat, welches bei groleren Wellenldngen absorbiert. Diese ist auch etwas langlebiger, ver-
schwindet aber ebenfalls vollstindig im Beobachtungszeitraum.

Auch bei dieser Verbindung ist eine kurzlebige ESA im Bereich von 430 nm bis 650 nm zu sehen, die
um 510 nm am stérksten ausgeprégt ist und nur im Bereich um 450 nm linger als eine Pikosekunde
auftritt.

Wie die Transienten in Abbildung 3.20 (links) zeigen, wird der Grundzustand instantan mit der Anre-
gung ausgebleicht. Innerhalb von 100 ps wird der Ausgangszustand wieder erreicht, allerdings ist die
Wiederbesetzung nicht monoexponentiell.

Die ESA im roten Spektralbereich, hier durch die Transiente bei 483 nm représentiert, verschwindet
innerhalb der ersten Pikosekunde nahezu vollstindig. Ein Vergleich mit den transienten Spektren zu
verschiedenen Verzogerungszeiten (Abbildung 3.21, links) zeigt, dass diese kurzlebige ESA im gesam-
ten Spektralbereich zwischen 460 nm und 680 nm auftritt.

Bei A,r05.=419 nm (Abbildung 3.20, rechts) wird die negative Absorptionsinderung schnell abgebaut,
allerdings wird der anféngliche Anstieg zwischen der ersten und zweiten Pikosekunde durch einen iiber-
lagernden Prozess abgeschwicht und umgekehrt, so dass nach etwa 10 ps ein Minimum erreicht wird.
Erst danach geht die Kurve auf Null zuriick.

Auch bei A05.=427 nm wird der schnelle Zerfall der ESA nach wenigen hundert Femtosekunden durch
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Abbildung 3.19: 2d-Graphik von NAOMe in DCM nach Anregung mit A.,=387 nm.

eine langsamere Komponente iiberlagert und der vollstindige Zerfall dauert mehrere 10 ps.
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Abbildung 3.20: Einzelne Transienten von NAOMe in DCM nach Anregung mit A.,.=387 nm.

Fiir eine gute Anpassung der Daten waren insgesamt vier Zerfallszeiten notwendig. Die zugehdrigen
DAS sind in Abbildung 3.21 (links) gezeigt.

Mit 71=170 fs wird in erster Linie die ESA im Bereich zwischen 420 nm und 660 nm abgebaut. Das
DAS zeigt keine negativen Amplituden, so dass mit dieser Zeit offensichtlich noch keine Repopulation
des Grundzustands erfolgt.

Erst das DAS zu 1,=0,4 ps zeigt im Bereich der Absorption des Grundzustands negative Amplituden.
Mit dieser Zerfallszeit verschwindet zudem die bei 0,5 ps noch zu beobachtende ESA, die ein Maxi-
mum bei 515 nm aufweist. Zwischen 580 nm und 680 nm treten schwache negative Amplituden auf,
die moglicherweise die Signatur der stimulierten Emission sind. Wie bereits gezeigt, fluoresziert das
Derivat sehr schwach und weit rotverschoben, was zu einer schnellen Zerfallszeit und einer negativen
Absorptionsédnderung in diesem Spektralbereich fiihren kann. Das Fluoreszenzspektrum ist in Abbil-
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dung 3.21 (oben) gezeigt.

Die nach einer Pikosekunde noch bestehende schwache ESA zerfillt biphasisch mit den Zerfallszeiten
T3 = 4,2 ps und 14=30 ps. Beide Zeitkonstanten tragen deutlich zur Wiederbevolkerung des Grundzu-
stands bei.
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Abbildung 3.21: Links: DAS von NAOMe in DCM (Mitte und unten). Die ersten beiden DAS weisen deutlich
hohere Amplituden auf, als die beiden unten gezeigten. Oben sind zusitzlich das Absorptions- und das Fluores-
zenzspektrum (grau, die gepunktete Linie entspricht den geglitteten Daten) gezeigt. Rechts: Transiente Spektren
zu verschiedenen Verzogerungszeiten.
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3.5 Interpretation und Diskussion

3.5.1 Fluoreszierende Derivate

Das Projekt ist durch das unterschiedliche Fluoreszenzverhalten von P.Y. 101 im Gegensatz zum unsub-
stituierten und nicht fluoreszierenden Naphthalazin (NA) motiviert. Da P.Y. 101 sowohl in kristalliner
wie auch in geloster Form fluoresziert, wohingegen NA in beiden Zustédnden nicht fluoresziert und die
Abstinde im Kristall nahezu gleich grof3 sind, kann der Kristallabstand das unterschiedliche Fluores-
zenzverhalten dieser beiden Derivate, wie bereits in der Einleitung erldutert, nicht begriinden.

Messungen der Absorption und der Fluoreszenz

Aus der Lage der Absorptions- und Emissionsbanden konnen Riickschliisse auf die elektronischen
Uberginge und die Lage angeregter Niveaus relativ zueinander gemacht werden. Die Maxima der beob-
achteten Ubergiinge sind in Tabelle 3.2 zusammengefasst. Der Stokesshift kann als Maf dafiir herange-
zogen werden, wie groB die geometrische Anderung der Molekiilstruktur von Grundzustand und nied-
rigstem elektronisch angeregten Zustand ist. Diese Information kann hilfreich sein, bei der Zuordnung
beteiligter Molekiilgeometrien. So haben zum Beispiel Untersuchungen von 2-(2’-Hydroxyphenyl)ben-
zothiazol (HBT) von Lochbrunner et al. [21,64] einen Stokesshift von etwa 7500 cm™! zwischen dem
Maximum der Absorption und der Emission in Cyclohexan ergeben. Dieser wurde so interpretiert, dass
die Enolform von HBT im Grundzustand thermodynamisch stabiler ist und folglich angeregt wird,
im angeregten Zustand findet aber ein ultraschneller intramolekularer Protonentransfer (ESIPT) statt,
welcher dazu fiihrt, dass hier die keto-Konformation eingenommen wird, die durch Emission in den
Grundzustand relaxiert.

Bei den fiir P.Y. 101 und HMNA gefundenen Stokesverschiebungen ist eine definitive Zuordnung der
beteiligten Konformere nicht ohne weitere Anhaltspunkte moglich. Im Falle von P.Y. 101 ist die Ver-
schiebung deutlich kleiner als fiir HBT, was auf die Fluoreszenz aus der enol-Konformation hindeu-
tet, die Verschiebung von etwa 6800 cm~' bei HMNA konnte hingegen auf Emission aus der keto-
Konformation resultieren.

Derivat Abs. max Em. max | Stokesshift

PY. 101 260 nm 332nm | 411 nm | 512 nm | 4800 cm™!

HMNA | ~255nm? | 322 nm | 395nm | 539 nm | 6760 cm™!

NA 250 nm 353 nm

NAOMe | ~260 nm? | 320 nm | 382 nm | 592 nm | 9290 cm™!

Tabelle 3.2: Absorption- und Emissionsmaxima, sowie Stokesshift von
P.Y. 101 und seinen Derivaten.

D Schulter, nicht aufgelost

Zeitaufgeloste Messungen

Die zeitaufgelosten Messungen fiihren idealerweise zu einem Modell, welches die gemessenen Zer-
fallszeiten mit einem Energieschema korreliert.

Durch Absorption von Photonen bei 387 nm wird P.Y. 101 instantan vom Grundzustand in einen ange-
regten Zustand versetzt. Die Born-Oppenheimer-Niherung [8] zugrunde legend, erfolgt der elektroni-
sche Ubergang senkrecht, bei gleich bleibenden Kernkoordinaten, in die sog. Franck-Condon-Region.
Innerhalb weniger hundert Femtosekunden folgen die Kerne dieser Storung in Richtung einer ener-
giedrmeren Geometrie. Die ermittelte Zerfallszeit ©,=0,2 ps entspricht einer solchen Bewegung. Die
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Zerfallszeit T4 =63 ps ist aufgrund ihres DAS eindeutig mit der stimulierten Emission korreliert und
kann somit als Riickgang in den Grundzustand unter Abgabe eines Photons interpretiert werden. Dies
entspricht einer Dynamik wie man sie fiir ein System mit nur zwei beteiligten Energieniveaus (Grundzu-
stand und erstem angeregtem Zustand) erwartet (siche Abbildung 3.22). Die zusitzlichen Zerfallszeiten
sowie die Signatur einer langlebigen Spezies erfordern allerdings eine Erweiterung dieses einfachen
Schemas.

Reaktionskoordinate

Abbildung 3.22: Einfaches Zweizustandsmodell

Um ein Modell zu entwickeln, welches den Befunden aus der zeitaufgelosten Messung gerecht wird,
konnen einerseits weitere experimentelle Ergebnisse herangezogen werden, andererseits konnen auch
quantenchemische Rechnungen Einblicke in die beteiligten Molekiilgeometrien und Energieniveaus
geben. Solche Rechnungen wurden im Arbeitskreis von A. Dreuw durchgefiihrt und sind in den Refe-
renzen [23, 66, 83] detailliert beschrieben.

Konformere von PY. 101

Die beobachteten kinetischen Prozesse weisen auf die Beteiligung verschiedener Konformere von P.Y. 101
hin. Ausgehend davon, dass das trans-Diol das stabilste Konformer ist, wurden folgende konformatio-
nelle Anderungen bei der Interpretation der zeitaufgelosten Daten in Betracht gezogen:

e Keto-enol-Tautomerie
Die Ausbildung einer Wasserstoffbriicke zwischen dem Hydroxy-H-Atom und dem Stickstoff
des Bisazomethingeriists ermoglicht einen schnellen Protonentransfer, der zu einer “keto”-Kon-
formation (Abbildung 3.23) fiihrt [64] und im Wesentlichen durch verdnderte Bindungslédngen
der O-H-Bindung bzw. des N-H-Abstands definiert ist. Eine zusitzliche Aufhebung der Planaritit
kann eine solche Konformation stabilisieren.

o Trans-cis-Isomerie
Durch Rotation um die N-N-Bindung kann die stabile trans-Konformation in eine cis-Geometrie
tiberfiihrt werden, wie sie in Abbildung 3.24 dargestellt ist.

e Endo-exo-Isomere
Eine Drehung um die C-C-Bindung der Methin-Naphthylbindung fiihrt zu endo- bzw. exo-Kon-
formationen, wie in Abbildung 3.24 gezeigt ist.

Aufgrund des symmetrischen Aufbaus des Molekiils sind prinzipiell mono- wie auch di- Keto-/Enolformen
moglich, sowie Kombinationen aus Tautomerie und Rotation. Dies fiihrt zu einer Vielzahl moglicher
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Geometrien.

Von Pl6tner und Dreuw [84] wurden insgesamt 16 Konformationen von P.Y. 101 auf der Basis von DFT-
bzw. TDDFT-Rechnungen, auf ihre potentielle Beteiligung an der Dynamik, analysiert. Dabei konnten
aufgrund energetischer Uberlegungen zehn Konformere als unwahrscheinlich verworfen werden. Die
ibrigen sechs Konformere werden als trans-Diol, trans-(mono-)Keto, cis-Diol, cis-(mono-) Keto, sowie
endo-Diol und endo- (mono) Keto bezeichnet.
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Abbildung 3.23: Konformationen von P.Y. 101

Trans Cis Endo

Abbildung 3.24: Konformationen von P.Y. 101. Links: trans-cis-Konformere, rechts: exo- und endo-Konformer.

Als Intermediat des Protonentransfers vom Hydroxy-Sauerstoff zum Bisazomethin-Stickstoff ist auch
eine zwitterionische Spezies denkbar, wie sie in Abbildung 3.23 gezeigt ist. Die Lage des Gleichge-
wichts der Grenzstrukturen ist i.d.R. durch das Losungsmittel beeinflussbar. In Dichlormethan (DCM),
Cyclohexan (CH), Xylol (Xy) und Ethanol (EtOH) ist die Lage der Absorptionsmaxima nahezu iden-
tisch. Lediglich bei der Verwendung von Dimethylsulfoxid (DMSO) tritt eine neue Absorptionsban-
de zwischen 470 nm und 560 nm auf, die Maxima bei 490 nm und 520 nm aufweist (siche Abbil-
dung 3.25). Das Fluoreszenzspektrum nach Anregung bei 390 nm hat eine zusitzliche Fluoreszenzban-
de bei 550 nm, die flach ausléuft.

Diese Spezies wird in Dichlormethan bei statischen Messungen nicht beobachtet, konnte aber als kurz-
lebiges Intermediat bei zeitaufgelosten Messungen eine Rolle spielen.

Aus den quantenchemischen Rechnungen gingen vier Konformere als fiir die Dynamik relevant her-
vor: Das trans-Diol als die stabilste Konformation, das entsprechende trans-keto-Isomer, welches durch
Protonentransfer gebildet wird, sowie das cis-diol- und das cis-keto-Konfomer. Eine wahrscheinliche
Beteiligung dieser Konformere konnte in der folgenden Form stattfinden:

Die stabilste Geometrie im Grundzustand ist das trans-Diol, welches nach elektronischer Anregung
bei 387 nm, verschiedene Konformationen einnehmen kann. Ein Hauptzerfallskanal ist die stimulierte
Emission des angeregten trans-Diols. Ein schneller Protonentransfer fiihrt zur Bildung des trans-keto-
Konformers, welches durch Protonen-Riicktransfer mit dem trans-Diol im Gleichgewicht steht. Durch
Torsion der keto-Konformation ist die Bildung des angeregten cis-keto-Konformers moglich. Auch hier
kann ein keto-enol-Gleichgewicht angenommen werden. Durch Relaxation in den Grundzustand aus
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Abbildung 3.25: Absorptions- und Fluoreszenzspektrum von P.Y. 101 in DMSO.

einer cis-Geometrie heraus, entsteht ein verdrehtes Intermediat, welches auBerhalb des Beobachtungs-
zeitraums zuriick in die trans-diol-Form relaxiert [84].

Dieses Modell ist geeignet, um die experimentellen Ergebnisse aus den zeitaufgelosten und statischen
Messungen an P.Y. 101 in Dichlormethan zu interpretieren.

Vergleich der beiden fluoreszierenden Verbindungen

Prinzipiell sollten P.Y. 101 und HMNA vergleichbare Konformationen annehmen koénnen. Die zusétz-
liche Methylgruppe von HMNA stellt allerdings eine sterische Barriere bei der Ausbildung von endo-
Konformeren dar. Ein Vergleich von statischen Messungen, Zerfallszeiten, zerfallsassozierten Spektren
und langlebigen Komponenten wirft die folgenden Fragen auf:

1. Woher resultiert die unterschiedliche Fluoreszenzquantenausbeute?
Die Fluoreszenzquantenausbeuten unterscheiden sich deutlich. Wihrend ® s, (P.Y. 101) ~ 0,1
ist, ist @ 7,,(HMNA) ~ 0,001.

2. Wieso findet man unterschiedliche Zerfallszeiten?
Die Zerfallszeiten der beiden Derivate sind in Tabelle 3.3 zusammengefasst und zeigen eine deut-
liche Beschleunigung der Photoreaktionen bei HMNA.

3. Welcher Prozess fiihrt zur Bildung der langlebigen Komponente?
Trotz unterschiedlicher Zerfallszeiten weisen beide Verbindungen nach 1,5 ns ein spektral nahezu
identisches Intermediat auf.

Die Fluoreszenzquantenausbeute @, kann nach Strickler und Berg [105] aus der Fluoreszenzlebens-
dauer T und einer intrinsischen Lebensdauer o mit GL. (3.1) abgeschitzt werden.

T
D = ?(f) (3.1)

Die intrinsische Lebensdauer kann aus den Absorptions- und Fluoreszenzspektren nach Gl. (3.2) er-
mittelt werden. Hierbei ist €,,,, der Absorptionskoeffizient des Maximums der betrachteten Bande. Das
Integral (Gl. 3.2) wird so ausgewertet, dass die Halbwertsbreite der Absorptionsbande die Grenzen des
Integrals einer Auftragung von € iiber V bilden.

1
— =2,880- 107%.¢ .- / edV (3.2)
0

Setzt man die Fluoreszenzlebensdauern Ty der beiden Verbindungen mit ihren Hauptzerfallskanilen
gleichl, welche die Signatur der stimulierten Emission tragen, so ergibt sich mit T7 py101=65 ps und

Dieses Verfahren stellt eine starke Vereinfachung dar, da die entsprechende Zerfallszeit keineswegs der reinen Fluores-
zenzlebensdauer entspricht.
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Tr HmMNA=3 ps und den intrinsischen Lebensdauern To py101 ~10ns und To gyya ~9 ns eine abgeschiitzte
Fluoreszenzquantenausbeute von ®¢ py19; =7+ 1073 und ® FHMNA = 3* 10~*. Das Verhiltnis entspricht
der Tendenz der gemessenen Fluoreszenzquantenausbeuten. Die unterschiedliche gefundene Fluores-
zenzlebensdauer der beiden Derivate korreliert also mit dem Verhéltnis der Quantenausbeuten.

Die Zerfallszeiten der beiden Derivate sind in Tabelle 3.3 gegeniibergestellt. Offensichtlich hat die
Anderung der Molekiilstruktur auch Einfluss auf die Dynamik. Bei beiden Systemen findet eine Geo-
metrieinderung mit T & 0,2 ps statt. Auf dieser Zeitskala verschwindet der langwellige Anteil der Ab-
sorption des angeregten Zustands und die Besetzung eines Intermediats wird beobachtet. Die stimulierte
Emission ist bei P.Y. 101 vor allem mit der Zerfallszeit t4=63 ps korreliert, die bei HMNA mit T3=2,7 ps
deutlich kiirzer ist. Auffillig ist der deutliche Unterschied in der 500 ps-Zeit bei P.Y. 101 verglichen mit
T4 =25 ps bei HMNA. Die DAS weisen Gemeinsamkeiten, wie die spektral zum Absorptionsmaximum
verschobenen negativen Amplituden, auf.

Derivat T1 T T3 T4 T5

PY. 101 | <100fs | 190fs | 3 ps | 63 ps | 500 ps

HMNA | <150fs | 09ps | 2,7 ps | 25 ps

Tabelle 3.3: Zeitkonstanten von P.Y. 101 und HMNA aus der globalen Anpassung der Daten

Die Bildung einer langlebigen Komponente wird bei beiden Derivaten beobachtet und die entspre-
chenden Spektren zur Verzogerungszeit ¢ = 1,5 ns sind sehr dhnlich, wie die Uberlagerung in Abbil-
dung 3.26 zeigt. Der Bereich negativer Absorption ist jeweils mit der Absorption des Grundzustands
korreliert. Die positive Absorptionsidnderung passt im Falle von P.Y. 101 spektral zu der in DMSO be-
obachteten Absorptionsbande, die dem keto-Tautomer zugeordnet wurde. Auch im Falle von HMNA
kann angenommen werden, dass das Intermediat auf die Bildung des keto-Tautomers zuriickzufiihren
ist.

AAbsorption / a.u.
o
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Abbildung 3.26: Transiente Spektren von P.Y. 101 und HMNA bei der Verzogerungszeitt = 1,5 ns.
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3.5.2 Nicht-fluoreszierende Derivate

Die beiden Derivate NA und NAOMe wurden als “nichtfluoreszierend” eingestuft, wenngleich bei
NAOMe eine geringe Fluoreszenzintensitit in Dichlormethan detektierbar ist, die bei Messungen an
der kristallinen Struktur nicht beschrieben wurde. Ein Vergleich der Dynamik der beiden Verbindungen
unterstreicht allerdings deren Ahnlichkeit, vor allem im Vergleich zu den fluoreszierenden Derivaten.
Aus den zeitaufgelosten Messungen wurden die folgenden Zerfallszeiten extrahiert:

Derivat T1 T T3 T4

NA 140fs | 0,5ps | 12 ps

NAOMe | 170fs | 0,4 ps | 4,2 ps | 30 ps

Tabelle 3.4: Zeitkonstanten von NA und NAOMe aus der globalen Anpassung der Daten.

Vergleicht man die Amplituden, so kann man jeweils T; und T, den gleichen Prozessen zuordnen. Das
DAS zu t; kann mit einer Bewegung aus der Franck-Condon-Region korreliert werden, die zu einer
Abnahme der Intensitit und der spektralen Breite der ESA fiihrt, aber keinen Beitrag zur Repopulation
des Grundzustands liefert. Mit 1, ~ 0,5 ps findet eine weitestgehende Ausloschung der ESA statt unter
Wiederherstellung des Ausgangszustands. Im Falle von NAOMe wurden zwei weitere Zerfallszeiten
angepasst, die beide sehr dhnliche DAS aufweisen, welche vergleichbar sind mit dem DAS von NA zu
T3 = 12 ps. Dieses hat nur noch einen schmalen Bereich mit positiver Amplitude und trégt ebenfalls zur
Repopulation des Grundzustands bei.

Eine schliissige Interpretation dieser Daten konnten DFT-/TDDFT-Rechnungen liefern und wurden in
entsprechenden Publikationen [23,66,83] vorgestellt und diskutiert. Die wichtigsten Ergebnisse werden
im Folgenden vorgestellt.

—_——
108°  112° 133°
CNN-Winkel

Abbildung 3.27: Schematische Wiedergabe des Modells fiir die strahlungsfreie Relaxation von angeregtem NA
entlang des CNN-Winkels nach Dreuw et al. [23]. Die angegebenen Winkel fiir die konischen Durchschneidungen
entsprechen den Ergebnissen der TDDFT-Rechnungen.

Ergebnisse der DFT-/TDDFT-Rechnungen
Betrachtet man das Absorptionsspektrum von NA, so findet man eine Bande im sichtbaren Spektralbe-
reich bei 355 nm. Wie die quantenchemischen Rechnungen zeigten, handelt es sich hierbei um einen
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nn*-Ubergang. Es zeigte sich, dass NA aber iiber einen energetisch niedrigeren Zustand verfiigt, der ei-
nem optisch verbotenen nm*-Ubergang entspricht. Dessen Oszillatorstirke ist so gering, dass er im Ab-
sorptionsspektrum nicht auftaucht. Nach Anregung des optisch erlaubten Ubergangs wird iiber diesen
Zustand die Fluoreszenz effektiv geloscht, da eine konische Durchschneidung von S und Sy (CI(S2S51))
zu einer schnellen Konversion fiihrt. Eine Fluoreszenz aus dem S;-Zustand wird durch eine weitere
konische Durchschneidung CI(S1Sp) verhindert, die eine schnelle strahlungsfreie Konversion in den
Grundzustand bewirkt. Der Prozess der strahlungslosen Deaktivierung nach diesem Modell ist schema-
tisch in Abbildung 3.27 gezeigt.
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3.6 Zusammenfassung

Die Fluoreszenz von P.Y. 101 im Vergleich zum unsubstituierten Naphthalazin, welches nicht fluores-
ziert, stellte den Ausgangspunkt fiir die zeitaufgelosten Messungen dar. Dieses Verhalten konnte durch
die Zusammenfiihrung experimenteller Befunde und quantenchemischer Rechnungen aufgeklirt und
verstanden werden.

Im Falle der nichtfluoreszierenden Derivate wird das effiziente Loschen der Fluoreszenz durch einen
Zustand ermdglicht, der energetisch (bezogen auf die Grundzustandsgeometrie) unterhalb des S(nm*)-
Zustands liegt, dessen Potentialkurve aber bei einem CNN-Winkel von 108° die S(nn*)-Kurve schnei-
det (CI(S,2S1)). Eine weitere konische Durchschneidung dieser Potentialfliche mit dem Grundzustand
(CI(S1S0)) bei einem CNN-Winkel von 133°, erméglicht eine strahlungsfreie Relaxation aus dem an-
geregten Zustand zuriick in den Grundzustand.

Im Falle von P.Y. 101 ist die Reihenfolge der angeregten Zustdnde, bedingt durch die stabilisierende
Wasserstoffbriicke der planaren Konfiguration so, dass der optisch erlaubte Ubergang in den tiefsten an-
geregten Zustand fiihrt. Von diesem gibt es keinen schnellen, strahlungslosen Ubergang in den Grund-
zustand, welcher vornehmlich durch stimulierte Emission bzw. Fluoreszenz repopuliert wird.

Das Auftreten von Fluoreszenz hat sich somit als eine intrinsische (d.h. molekulare) Eigenschaft der
untersuchten Verbindungen erwiesen, die unabhingig von der Probenform (kristallin, mikrokristallin
oder gelst) ist und durch die Orbitalenergien der angeregten Zustinde bedingt ist.

Die Dynamik von P.Y. 101 erwies sich allerdings als komplexer, als zunédchst angenommen. Die zeitauf-
gelosten Messungen zeigten, dass die stimulierte Emission zwar den Hauptzerfallskanal darstellt, dass
aber weitere Reaktionskanéle die Dynamik verkomplizieren. Vor allem die Formation des keto-Tautomers,
welches durch einen Protonentransfer vom Enol-Sauerstoff zum Stickstoff des Bisazomethins mog-
lich ist, stellt eine Nebenreaktion dar, die zur Bildung eines langlebigen Intermediats fiihrt. Dieses ist
thermisch nicht stabil und reagiert innerhalb von Mikrosekunden zuriick zum Enol. Auch in mikrokri-
stallinem Zustand, der durch Einbetten von P.Y. 101 in eine PVC-Folie hergestellt wurde, bleibt die
Komplexitidt der Dynamik erhalten, ist allerdings im Vergleich zur Dynamik in Losung verlangsamt,
was durch die eingeschrinkte Flexibilitit oder die Mikroumgebung der Molekiile bedingt sein kann.
Das Anbringen zusitzlicher Methylgruppen am Bisazomethin-Kohlenstoff fiihrt zu einer Verringerung
der Fluoreszenzquantenausbeute, was mit einer verkiirzten Lebensdauer der Enolkonformation im an-
geregten Zustand erkldrt werden kann. Dennoch wird auch bei diesem Derivat eine intermedidre keto-
Konformation gebildet.
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4.1 Einleitung

Photoreaktionen stellen ein interessantes Gebiet innerhalb der Chemie dar, da sie ohne den Einsatz
von Chemikalien ablaufen und somit Aufreinigungs- oder Trennungsstufen zum Teil eingespart werden
konnen. Fiir den synthetisch arbeitenden Chemiker sind in erster Linie Ring6ffnungs- bzw. Ringschluss-
reaktionen sowie Umlagerungen von Interesse. Im Bereich der physikalischen Chemie spielen vor allem
Photolyse und Isomerisierungsreaktionen eine wichtige Rolle. Die Photolyse umfasst den Bruch einer
kovalenten Bindung durch Bestrahlung. Dieses Konzept liegt den ”Caged compounds” [68], also den
geschiitzten Komponenten zugrunde, bei denen der eigentliche Reaktionspartner lichtinduziert freige-
setzt wird und ein Prozess somit zeitlich abgestimmt werden kann. Diese Reaktionen sind allerdings
nicht reversibel.

Die Gruppe der so genannten “Photoschalter” umfasst Verbindungen die reversibel zwischen zwei Zu-
standen hin und her geschaltet werden konnen. Dabei kommen z.B. Schalter zum Einsatz, die auf einer
Ringschluss- und Ring6ffnungsreaktion basieren, wie die Fulgimide [49, 50], Fulgide [42], und Mero-
cyanin/ Spiropyran-Systeme [103], sowie Schalter die eine lichtinduzierte trans-cis- (E/Z-)! Isomeri-
sierung um eine Doppelbindung, wie in Abbildung 4.1 gezeigt, vollziehen. Beispiele sind Stilbene, He-
mithioindigo [104] oder Azobenzol. Diese sind in der Regel thermisch oder photochemisch reversibel.
Zu den vielleicht am hdufigsten und am vielseitigsten eingesetzten Photoschaltern gehort Azobenzol.
Bei dieser Verbindung handelt es sich um ein relativ einfaches Molekiil, bei dem zwei Benzolringe iiber
eine di-Azobindung miteinander verbriickt sind. Das Molekiil besteht aus nur 24 Atomen (C12HjoN>),
mit einer Molekularmasse von 182 g/mol und ist tief orange geférbt.

R4 R; R4 R,

A C—=C —_ C—=C

N

R3 Rz R3 Ry
R1 R3 R1
B N——=C f— N—~C
R3 R2 R2
R1
/ Ro Ry
C N——=N
N—/—N
Rz

Abbildung 4.1: Trans-cis-Isomerisierung um eine C=C-, C=N- bzw. N=N-Doppelbindung.

I'Nach der neuere Nomenklatur werden trans und cis auch mit *E’ und °Z’ bezeichnet, wobei hier an den alten Bezeich-
nungen festgehalten wird.
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4.2 Azobenzolisomerisierung

Azobenzol (AB) ist seit spétestens 1856 literaturbekannt und seither Gegenstand der Forschung [78].
Dass zwei [somere existieren wurde bereits 1910 von Gortner [35] publiziert, allerdings war der Einfluss
von Licht zu diesem Zeitpunkt noch nicht bekannt und sollte auch erst vierzig Jahre spéiter beschrieben
werden [26,115]. In Abbildung 4.2 ist die trans-cis-Isomerisierung gezeigt, sowie die Absorptionsspek-
tren von trans-Azobenzol und einem durch Belichtung bei 330 nm hergestelltem trans:cis-(30:70) Ge-
misch in Methanol. Durch Subtraktion des trans-Anteils und anschlieender Skalierung erhilt man das
berechnete Spektrum von reinem cis-AB, welches als gestrichelte Linie zusitzlich eingezeichnet ist.
Trans-AB hat zwei charakteristische Banden im nahen UV bzw. Sichtbaren: Die dem nn*-Ubergang
entsprechende Bande bei 315 nm, die sich durch einen hohen Absorptionskoeffizienten auszeichnet
und die schwache Bande bei 430 nm die dem optisch verbotenen nn*-Ubergang zugeordnet wird, wel-
cher eine sehr geringe Oszillatorstirke hat und folglich einen kleinen Absorptionskoeffizienten (vgl.
Tabelle 4.1). Beim cis-AB weist der nt*-Ubergang eine deutlich hohere Oszillatorstirke auf, verindert
seine spektrale Lage aber kaum. Der entsprechende mr*-Ubergang ist weit in den UV-Bereich hinein
verschoben und das Absorptionsmaximum liegt bei 240 nm.

Isomer 7\'mux,nn* € lmax,m‘t* €

/ nm Imol - 171 em™1 / nm Imol - 171 - em™1

trans-AB 316 21000 445 550

cis-AB 279 4300 428 1200

Tabelle 4.1: Absorptionskoeffizienten von trans- und cis-Azobenzol in Acetonitril (entnommen aus [19])

- N=N
D‘@ A=330nm
@N A =430 nm
151 Azobenzene in MeOH
trans-AB
a cis : trans (70:30)
O 10 pure cis-AB (calculated) |
=
Re]
g8
?
2 0,5 g
A
0,0 ]

250 300 350 400 450 500 550
Wavelength / nm

Abbildung 4.2: Trans-cis-Isomerisierung von Azobenzol. Durch Belichten des trans-Isomers (schwarz) bei
330 nm kann das cis-Isomer (maximal bis zum Erreichen des photostationdren Zustands) akkumuliert werden
(rot). Das Spektrum nach Subtraktion des trans-Anteils ist gepunktet dargestellt.

Der Energieunterschied zwischen den Konformeren im elektronischen Grundzustand betréigt etwa 0.6 eV
und eine Energiebarriere von etwa 1 eV trennt die Isomere [18]. Dies fiihrt dazu, dass die cis-Form bei



54 4.2 Azobenzolisomerisierung

Raumtemperatur labil ist und mit der Zeit zuriick isomerisiert. Die Halbwertszeit ist dabei abhingig
von der Temperatur und vom Losungsmittel und betrigt z.B. 94 Stunden in Tetrachlorkohlenstoff oder
198 Stunden in Aceton, jeweils bei 25°C [38]. Demgegeniiber ist die lichtgesteuerte Isomerisierung,
die in etwa einer Pikosekunde abléduft, ungefihr siebzehn Groenordnungen schneller.

4.2.1 Photochemie und Kinetik

Die Beschreibung der Dynamik der Azobenzolisomerisierung kommt nicht ohne die Definition einiger
Begriffe aus, die verschiedene Prozesse und Zustédnde voneinander abtrennen.

Photostationéres Gleichgewicht (PSS)

Bei allen Derivaten ohne “exotische” Substituenten? ist die trans-Form die stabilere Konformation. Die
lichtinduzierte Isomerisierung liefert in Abhingigkeit vom Losungsmittel und den Substituenten einen
Anteil cis-Isomer. Als photostationdren Zustand bezeichnet man das kleinstmogliche Verhiltnis von
trans- zu cis-Isomer, welches durch kontinuierliche Belichtung bei einer bestimmten Wellenlédnge er-
reicht und statisch festgestellt werden kann. Der Begriff ist nur dann sinnvoll, wenn die thermische
Riickreaktion langsam ist. Im giinstigsten Fall liegt das PSS nahe bei 100%, im Realfall allerdings
immer darunter. Bei einigen “ungliicklichen” Kombinationen kann aufgrund der thermischen Riickiso-
merisierung statisch iiberhaupt keine Bildung des cis-Isomers festgestellt werden. Bekannt hierfiir sind
Hydroxy-substituierte Derivate, wie z.B. 4-Hydroxyazobenzol in Acetonitril [47]. Bei Raumtempera-
tur zeigt das Spektrum der trans-Konformation bei Belichtung mit 366 nm keine Veridnderung. Dass die
Isomerisierung stattfindet, zeigten Experimente bei 230 K, wo ein PSS von etwa 90% cis-Anteil erreicht
wurde, sowie die Isomerisierung bei Raumtemperatur in Benzol, wo sich ein PSS bei 85% cis-Anteil
einstellte.

Quantenausbeute der Isomerisierung

Die Quantenausbeute der Isomerisierung ®; ist definiert als:

Anzahl der Photonen die zur Isomerisierung fiihren

;=

Anzahl eingestrahlter Photonen

Um die Quantenausbeute einer trans-cis-Isomerisierung experimentell zu bestimmen gibt es unter-
schiedliche Verfahren [88]. Fiir Azobenzol wurden die Quantenausbeuten fiir die trans — cis- (P¢) so-
wie fiir die cis — trans-Reaktion (®P7) bereits 1958 von Zimmerman et al. [115] bestimmt. Die Quanten-
ausbeute ist abhingig von der Polaritit des Losungsmittels [99]. Die Ergebnisse zweier unterschiedli-
cher Bestimmungen sind in Tabelle 4.2 zusammengefasst. Aus den Daten wird deutlich, dass die Quan-
tenausbeute bei der cis-trans-Isomerisierung (®7) deutlich grofer ist, als bei trans-cis-Isomerisierung
(®c) und dass die Anregung des nm*-Ubergangs zu groBeren Quantenausbeuten fiihrt als die Belich-
tung in der tn*-Bande. Kennt man die Quantenausbeute einer Verbindung, so ist es moglich, mittels
Referenzmessungen relativ einfach die Quantenausbeute vergleichbarer Systeme abzuschitzen [79].

Zusammenhang zwischen PSS und ®;

Die Beziehung 4.1 stellt einen hiufig zur Bestimmung der Quantenausbeute herangezogenen Zusam-
menhang zwischen dem photostationéren Zustand und der Quantenausbeute her.

D rans
(“’"".””) =<2 @1
pss

[cis) C Dr e

Die Synthese von Derivaten, in denen die cis-Konformation begiinstigt ist, sollte moglich sein, allerdings wurden keine
Literaturbeispiele gefunden.



Isomerisierung von Azobenzolderivaten 55

Angeregter Ubergang | Losungsmittel | T — C (®¢) | C — T (D7) Lit.
Tt n-Hexan 0,11 0,27 [9]
Isooktan 0,11 0,42 [115]
nm* n-Hexan 0,25 0,56 [9]
Isooktan 0,24 0,48 [115]

Tabelle 4.2: Quantenausbeuten der Isomerisierung von Azobenzol in unterschiedlichen Losungsmitteln

Dabei ist (%) das Verhiltnis der Konzentrationen von trans und cis im photostationéren Zustand, ®r
pss
bzw. ¢ die Quantenausbeuten beider Isomerisierungsrichtungen und €&,,; bzw. € sind die molaren

Extinktionskoeffizienten beider Spezies [9].

Kinetik der thermischen Isomerisierungsreaktion

Allgemein kann man fiir die Isomerisierung ein Geschwindigkeitsgesetz fiir Gleichgewichtsreaktionen
aufstellen. Fiir die Reaktion

k.
trans = cC1s
¢
mit den Geschwindigkeitskonstanten k und k’ fiir die Hin- bzw. Riickreaktion. Allerdings lduft nur die
Isomerisierung von cis nach trans freiwillig ab.

Thermische Isomerisierung

Zur Untersuchung der Kinetik der thermischen Isomerisierung wird zunéchst der photostationédre Zu-
stand (PSS) mit der maximal moglichen Konzentration des cis-Isomers, durch Belichten bei einer Wel-
lenlinge, hergestellt. Hin- und Riickreaktion, bzw. die Konzentrationen von trans- [T'] und cis- [C] Iso-
mer, befinden sich also im Gleichgewicht und es gilt:

[T]pss -k = [Clpss -k 4.2)

Der Zeitpunkt, zu dem die Belichtung gestoppt wird, wird als Zeitnullpunkt der thermischen Relaxation
definiert. Betrachtet man nun die Einstellung des thermischen Gleichgewichts, kann man entweder die
Zunahme des trans- oder die Abnahme des cis-Isomers als Funktion der Zeit aufzeichnen [38]. Grund-
sdtzlich erwartet man bei dieser Art von Reaktion ein exponentielles Anwachsen der Konzentration des
trans-Isomers nach GI. (4.3).

d[T]:
dt
Eine Auftragung von [n([T],) iiber der Zeit (t) ergibt dann einen linearen Zusammenhang. Aus der
Geradengleichung kann dann die Geschwindigkeitskonstante k ermittelt werden, die wiederum direkt
mit der Halbwertszeit iiber

=[T)o-e™* 4.3)

_ In2—1n[T]o
= (4.4)

zusammenhangt.

Temperaturabhdgigkeit
Aus Gleichung 4.2 definiert man die Gleichgewichtskonstante K der Isomerisierung iiber
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[Clpss _ k _
[Tlpss K
Die Temperaturabhingigkeit wird durch die von Arrhenius formulierte GesetzmifBigkeit (Gl. 4.6) be-

schrieben, wobei T die Temperatur ist, E, die Aktivierungsenergie fiir die cis — trans-Isomerisierung
und R die Gaskonstante.

4.5)

dinK E,
__a 4.6
a0 R (4.6)

4.2.2 Mechanismus der Isomerisierung

Bis heute wird der eigentliche Mechanismus, der schon Anfang des zwanzigsten Jahrhunderts entdeck-
ten Isomerisierung, auf der Grundlage vieler experimenteller Befunde und quantenchemischer Rech-
nungen, kontrovers diskutiert. Zwei der wichtigsten Befunde, die die Beschreibung dieses Prozesses so
schwierig machen sind die Folgenden:

e Die Verletzung der Kasha-Regel
Die Regel von Kasha wurde fiir emittierende Systeme aufgestellt und besagt, dass die Emission
einer gegebenen Multiplizitit immer aus dem niedrigsten angeregten Energieniveau dieser Mul-
tiplizitit stattfindet [46]. Dass die Quantenausbeute der Isomerisierung von Azobenzol davon
abhingt, welcher Ubergang angeregt wurde (wie Tabelle 4.2 zeigt), wird in Analogie hiufig als
eine ’Verletzung der Regel von Kasha’ bezeichnet.

e Sterisch eingeschrinkte Azobenzolderivate
Kronetherverbriickte Azobenzolderivate wurden synthetisiert und auf ihre Quantenausbeute hin
untersucht [87]. Diese war unabhiingig vom angeregten Ubergang. Aus diesem Befund wurde ab-
geleitet, dass bei sterisch ungehinderten Derivaten der Mechanismus der Isomerisierung abhéngig
vom angeregten Ubergang ist.

Die bereits in den 50er Jahren gewonnene Erkenntnis, dass die Quantenausbeute der Isomerisierung
abhingig davon ist, ob der n7t*- oder der n*-Ubergang von trans- bzw. cis-Azobenzol angeregt wurde,
wird hiufig als ”Verletzung der Regel von Kasha” bezeichnet. Diese aus rein statischen Experimen-
ten gewonnenen Ergebnisse wurden durch eine Vielzahl zeitaufgeloster Experimente erginzt. Diese
sollten zur Kldrung des Isomerisierungsmechanismus beitragen, da bei diesen Experimenten dirket der
angeregte Zustand abgefragt werden kann. Dabei spielen transiente Absorptionsmessungen im Sicht-
baren [59, 74] und mittleren Infraroten [36] ebenso eine Rolle wie Fluoreszenzmessungen [67], Ani-
sotropieexperimente [17], Ramanstreuexperimente [30] und zeitaufgeloste Photoelektronenspektrosko-
pie [97]. Eine eindeutige Kldrung des Isomerisierungsmechanismus auf der Grundlage der gewonnen
Ergebnisse steht allerdings bis heute aus.

Ebenso konnten die unterschiedlichsten Ansitze aus dem Bereich der theoretischen Chemie noch keine
endgiiltige Losung des Problems aufzeigen. Vor allem frithere Arbeiten gingen bei der Beschreibung
der Dynamik von zwei Grenzfillen des Isomerisierungsmechanismus aus, die erklédren sollten, auf wel-
chem Weg die beiden Benzolringe ihre Lage zueinander verindern und wieso diese geometrische An-
derung abhingig von der Anregungsenergie ist. Die unterschiedlichen Modelle werden im Folgenden
vorgestellt.

Modellvorstellungen des Isomerisierungsmechanismus

Die geometrischen Verdnderungen bei der Isomerisierung sind in Abbildung 4.3 gezeigt. Dabei stehen
zwei Szenarien im Vordergrund der Diskussion:
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i) Inversion

Als Reaktionskoordinate wird hier der CNN-Winkel betrachtet. Hilt man die zweite Hilfte des Mo-
lekiils fest und verdndert nur einen CNN-Winkel, so schwingt der Benzolring in einer Ebene in seine
neue Position durch. Da die cis-Konformation nicht planar ist, werden simultan natiirlich auch andere
Geometriednderungen stattfinden.

ii) Rotation
Bei diesem Modell wird um die N-N-Doppelbindung gedreht. Die Ebenen der Benzolringe stehen hier
zwischendurch senkrecht zueinander.

D
O

ST

»

Abbildung 4.3: Isomerisierungsmoden von Azobenzol. Die Rotation entspricht einer Drehung um den Dihedral-
winkel aus der Zeichenebene heraus. Bei der Inversion wird der NNC-Winkel so verédndert, dass ein Benzolring
in der Ebene die Seite wechselt.

Neben diesen beiden Modellen existiert eine Reihe von komplexeren Modellen, bei denen weitere Re-
aktionskoordinaten und kombinierte Moden betrachtet werden. Ein Beispiel hierfiir ist der sogenannte
’Hula-Twist-Mechanismus’, der von Fuf} et al. [31] fiir die Isomerisierung von Stilben diskutiert, und
auch fiir die Beschreibung der Photochemie von Provitamin D [70] herangezogen wurde.

Isomerisierung im elektronischen Grundzustand
Fiir die Isomerisierung im Grundzustand, also die thermische cis — trans-Isomerisierung, ist der Inver-
sionsmechanismus fiir viele Derivate unumstritten [20].

Isomerisierung nach elektronischer Anregung
Fiir die Isomerisierung im elektronisch angeregten Zustand existieren allerdings unterschiedliche Mo-
delle:

o Isomerisierung via nT*-Anregung
Die eigentliche Isomerisierung findet auf der Potentialfliche des ersten angeregten Zustands (S;)
statt. Es herrscht mittlerweile weitgehende Einigkeit dariiber, dass die Hauptbewegung eine Torsi-
on um die N-N-Doppelbindung ist [18,20,22]. Eine konische Durchschneidung fiihrt vom ersten
angeregten Zustand zuriick in den Grundzustand.

e [somerisierung via T -Anregung
Fiir diesen Prozess gibt es unterschiedliche, denkbare Mechanismen und jedwede Theorie muss
zugleich versuchen, der unterschiedlichen Quantenausbeute, beim Vergleich von nt* und wm*-
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Anregung, Rechnung zu tragen. Neben der eigentlichen Haupt-Isomerisierungskoordinate, sind
hier auch die beteiligten Zustéinde Gegenstand der Diskussion. Wihrend in fritheren Arbeiten
vor allem der erste und zweite angeregte Zustand sowie die Rotations- und Inversionskoordinate
diskutiert wurden, werden in den jiingeren Publikationen auch die Beteiligung hoher angeregter
Zustiande gezeigt [18,97].

Die Frage, ob die Isomerisierung bereits im zweiten angeregten Zustand stattfindet, oder ob eine
schnelle Konversion in den ersten angeregten Zustand vor der eigentliche Isomerisierung steht,
wurde durch experimentelle Arbeiten und quantenchemische Rechnungen dahin gehend beant-
wortet, dass die Isomerisierung im ersten angeregten Zustand stattfindet [18,22,95].

Die unterschiedlichen Quantenausbeuten nach Anregung des nnt*- bzw. nn*-Ubergangs erkliren
Conti et al. [18] damit, dass ein Teil der in den S,-Zustand angeregten Molekiile, auf dem Weg in
das Potentialminimum, strahlungslos zuriick in den Grundzustand gelangt, was die Quantenaus-
beute im Vergleich zur nw*-Anregung verringert.

4.2.3 Einfluss von Substituenten

Der Einfluss von Substituenten am Azobenzolgrundgeriist ist in vielerlei Hinsicht von Interesse. Die
Eigenschaften des Photoschalters konnen durch Substituenten unterschiedlichen Anwendungen ange-
passt werden. So ist die thermische Stabilitit ebenso modifizierbar wie die physikalischen Eigenschaf-
ten (z.B. Dipolmoment, spektrale Lage der elektronischen Uberginge). Eine ausfiihrliche und syste-
matische Studie iiber den Einfluss von Substituenten auf die sterischen und thermischen Eigenschaften
findet sich in [77,113].

Rau [87] hat eine Klassifizierung der Azobenzolderivate vorgenommen, die die Substituenten und die
physikalischen Eigenschaften beinhaltet:

e Azobenzolartige Derivate
In diese Gruppe fallen alle Derivate, deren Absorptionsbanden denen von unsubstituiertem Azo-
benzol sehr dhnlich sind und die kaum Solvatochromie zeigen. Vertreter sind Derivate mit elek-
tronenziehenden Substituenten.

e Amino-Azobenzole
Substituiert man H-Atome des Azobenzols durch eine Aminogruppe, resultiert eine bathochrome
Verschiebung der tnt*-Bande, die zudem empfindlich auf die Losungsmittelpolaritit reagiert.

e Pseudo-Stilbene (Push-Pull-substituierte Azobenzolderivate)
Durch Einbringung eines elektronenziehenden und eines elektronenschiebenden Substituenten an
den beiden Benzolgruppen, wird ein grof3es statisches Dipolmoment induziert. Der intensive r*-
Ubergang wird dabei hiufig soweit bathochrom verschoben, dass er den nn*-Ubergang iiberla-
gert. Die Absorptionsspektren sind sehr sensitiv fiir die Losungsmittelpolaritiit. Beispiele fiir die-
se Gruppe sind 4,4’-APB oder ’Dispers Rot 1’ (N-ehtyl-N-(2-Hydroxyethyl)-4-(4-nitrophenylazo)-
Anilin).

Mit den nun folgenden Ergebnissen aus zeitaufgelosten Messungen an Azobenzolderivaten soll der
Einfluss der Substituenten auf die Dynamik der Isomerisierung untersucht werden. Diese Experimente
waren maligeblich von der Fragestellung motiviert, inwiefern ein gegebenes Substitutionsmuster eine
Vorhersage iiber die Dynamik der Isomerisierung ermdoglicht, bzw. ob die Dynamik iiberhaupt von den
Substituenten beeinflusst wird.

Von Mustroph und Epperlein [72] wurde bereits 1980 gezeigt, dass die Absorptionsmaxima von Azo-
benzolderivaten empirisch abgeschitzt werden kénnen. Die Idee ist angelehnt an das so genannte
’Hammett-Prinzip’ [37].

Die Absorptionsmaxima lassen duch ein Inkrementsystem beschreiben [71-73] und es gelten die fol-
genden empirischen Regeln (die Bezeichnungen beziehen sich auf Abbildung 4.4):
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/

Abbildung 4.4: Donor-Akzeptorsubstitution von Azobenzol (nach [73]). D=Phenylgruppe mit Donorsubstituent,
A=Akzeptorteil

e Donorsubstituenten in der Phenylgruppe (R1=Alkyl, OR, NR,) bewirken eine bathochrome Ver-
schiebung des Absorptionsmaximums.

e Wird die Elektronenaffinitit des Akzeptorteils durch Substituenten (wie zum Beispiel R,=NO»,
SO,CF3, CN, COCHj3) erhoht, resultiert ebenfalls eine Rotverschiebung der Absorptionsbande.
Der Einfluss ist aber vergleichsweise geringer als der von Donorsubstituenten.

e Bei Donor-/Akzeptorsubstitution ist die resultierende Verschiebung stéirker langwellig, als es aus
der Summe der Einzelverschiebungen zu erwarten wire.

e Werden an beiden Teilsystemen Donorsubstituenten eingesetzt, so ist die bathochrome Verschie-
bung geringer, als es aus der Summe der Einzelverschiebungen zu erwarten wire.

Inwiefern sich die Substitution von Azobenzol auf die Dynamik nach Photoanregung auswirkt, ist ab-
hingig vom genauen Mechanismus der Isomerisierung und der Potentialflichen der beteiligten Zustén-
de.
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4.3 Experimente an Azobenzolderivaten

Bei den hier durchgefiihrten Experimenten sollte der Einfluss von Substituenten am Azobenzolgrund-
geriist untersucht werden. Dazu wurden zeitaufgeloste Messungen an unterschiedlichen Derivaten vor-
genommen, die sich durch die Art und die Anordnung der Substituenten unterscheiden.

Die unterschiedlichen Proben wurden alle im Arbeitskreis von Prof. Riick-Braun synthetisiert [85].
Dort wurden auch die thermische cis — trans-Isomerisierung sowie die Absorptionseigenschaften der
beiden Isomere untersucht.

4.3.1 Experimenteller Teil

Die Anreg-Abtast-Experimente wurden mit dem in Kapitel 2.1 beschriebenen Aufbau durchgefiihrt.
Die Anregpulse bei einer Wellenlédnge von 340 nm wurden durch Summenfrequenzmischung der La-
serfundamentalen mit 650 nm-Pulsen aus dem NOPA erzeugt. Die Zeitauflosung lag im Bereich von
300 fs. Anregpulse bei 480 nm wurden direkt aus dem NOPA erhalten und anschlieend in einem Pris-
menkompressor verkiirzt. Die Zeitauflosung bei Anregung mit dieser Wellenlidnge lag bei etwa 150 fs.
Zum breitbandigen Abtasten der Proben von 340 bis 700 nm wurde die Laserfundamentale in ein in
x-y-Richtung bewegtes Kalziumfluoridfenster fokussiert.

Die Messungen wurden in Quarzglaskiivetten von 1 mm Schichtdicke durchgefiihrt. Die Proben wur-
den so konzentriert, dass die optische Dichte bei der Anregungswellenldnge zwischen 0,7 und 1,5 be-
trug. Bei Anregung mit 480 nm wurde dies nicht bei allen Proben erreicht. Aufgrund ihrer Loslichkeit
wurden die Proben in unterschiedlichen Losungsmitteln aufbereitet. Je nach Probe wurden Methanol,
Dimethylsulfoxid oder Dichlormethan in analytischem Reinheitsgrad verwendet.

Die Proben wurden vor und wihrend der Messung der trans-cis-Isomerisierung statisch belichtet. Das
Licht einer Quecksilber-Xenon-Lampe (Hamamatsu LC8) wurde mittels BG3 und GG420-Filter der
Firma Schott gefiltert, so dass eine Belichtung in der n*-Bande bei 400 bis 500 nm gewéhrleistet war.
Das Verhiltnis der Isomere konnte somit wihrend der Messung konstant gehalten werden. Die Probe
wurde auBlerdem in x-y-Richtung bewegt, so dass isomerisierte Molekiile nicht im Messbereich des
nichsten Anregpulses lagen.

4.3.2 Untersuchte Azobenzolderivate

Die untersuchten Derivate konnen folgendermallen zu Gruppen zusammengefasst werden:

1. i,i’-Azodi(benzoesduremethylester) (ADBm)-Derivate

Hierbei handelt es sich um symmetrisch substituierte Azodi(benzoesduremethylester). Der Sub-
stituent hat elektronenziehende (Akzeptor-) Eigenschaften. Drei Derivate standen zur Verfiigung:
Substitution in 4,4’-Position (also in para-Stellung zur Diazogruppe), in 3,3’-Position und in
3,3’-Position mit zusitzlichen Methylgruppen in 6,6’-Position. Untersuchungen der ersten bei-
den Derivate geben Aufschluss iiber den Einfluss der Substituionsposition. Die zusitzlichen Me-
thylgruppen im letztgenannten Derivat konnen durch ihren sterischen Anspruch hemmend auf
die Isomerisierung wirken.

2. i-(i’-Azodibenzonitril) (ADN)
Die symmetrisch substituierten Azodibenzonitrilderivate 3,3’-ADN und 4,4’-ADN wurden unter-
sucht. Aufgrund der Linearitit der C-N-Substituenten sollte die Isomerisierungsgeschwindigkeit
durch die Anordnung in meta- bzw. para-Position beeinflusst werden. Die Gruppen werden als
elektronenziehend eingestuft.

3. i-(j’-Aminomethylphenylazo)benzoesdiure (AMPB)-Derivate
Diese Derivate eignen sich zum Einbau in Peptide. Die Aminogruppe wurde hier noch durch
eine CH,-Gruppe vom Azobenzol getrennt, was die Flexibiltit des Azobenzols innerhalb des
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Peptidriickgrats erhoht und auch die elektronischen Eigenschaften etwas verindert. Wiahrend die
-COOH-Gruppe elektronenziehende Eigenschaften hat, ist der Einfluss der donierenden -NH;-
Funktionalitdt durch die Methylgruppe stark abgeschwicht. Untersucht wurden das 4-CO,H,4’-
CH,-NH,, das 3-CO,H,4’-CH,-NH,, das 4-CO,H,3’-CH,-NH; und das 3-CO,H,3’-CH>-NH,
Derivat.

4. i-(i’-Aminophenylazo)benzoesdiure (APB), 3-(3’-Acetylaminophenylazo)-benzoesdure-methylester
(AaPBm) und 3-(3’-Nitrophenylazo)benzoesiure (NPB)
Uber die Amino- bzw. Carbonsiuresubstituenten ist die Kniipfung einer Amidbindung von 3,3’-
APB mit Aminosduren moglich. Die terminal geschiitzte Variante 3-CO,Me,3’-AcHN ist ein
geeignetes Referenzsystem fiir Azopeptide. Das Substitutionsmuster sorgt vor allem in der 4,4’-
Variante fiir ein grofles Dipolmoment und eine bathochrome Verschiebung der ©n*-Absorptions-
bande. Die Anordnung wird als Push-Pull-Substitution bezeichnet und fiihrt zu angeregten Zu-
standen mit Charge-Transfer Charakter.
Ein weiteres Derivat, welches im Zusammenhang mit dieser Gruppe vorgestellt werden soll ist
3-(3’-Nitrophenylazo)benzoesdure (NPB) (3-CO,H,3’-NO;). Durch die Nitrogruppe geht der
Charge-Transfer-Charakter im Vergleich zu den aminosubstituierten Vertretern verloren, was
einen interessanten Vergleich mit 3,3’-APB erlaubt. Elektronisch ist dieses Derivat mit der erst-
genannten Gruppe verwandt.

6' 5
5 6

1 3 CO,Me 4 CO,Me 3 CO,Me, 6 Me
1,i’-ADBm 3’ CO,Me | 4 CO;Me | 3° CO,Me, 6° Me

2 3CN 4CN
1,i’-ADN 3’ CN 4’ CN

3 3 COH 4 COH 3 COH 4 CO,H
i,j’-AMPB 3 CH;NH, | 4 CH,NH, | 4 CH,NH, 3’CH,NH,

4 3 COH 4 COH 3 CO,Me 3 COH

i,i’-APB, -NPB | 3° NH, 4’ NH, 3> NH,Ac 3’ NO,

Tabelle 4.3: Zusammenfassung der untersuchten AB-Derivate.

Durch Substitution von H-Atomen am Azobenzolring mit funktionellen Gruppen verindert sich der
Raumanspruch des Molekiils ebenso wie seine elektronische Struktur. Daraus ergeben sich einige mog-
liche Konsequenzen:

e Das Ubergangsdipolmoment #ndert sich, was eine spektrale Verschiebung der Absorptionsban-
den zur Folge hat

e Die Dynamik der Isomerisierung kann verdndert werden

e Die Stabilisierung des cis- bzw. trans-Isomers sowie die Barriere zwischen den beiden Zustdnden
ist beeinflussbar

e Die Oszillatorstirken des nit*- bzw. n*-Ubergangs konnen sich verindern
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4.3.3 Ergebnisse
i,i’-Azodi(benzoesduremethylester) (ADBm)

Statische Charakterisierung

Die Molekiilstrukturen der drei Derivate sind in Abbildung 4.5 dargestellt, die Absorptionsspektren der
in Dichlormethan gelosten Verbindungen sind in Abbildung 4.6 gezeigt. Die Absorptionsmaxima unter-
scheiden sich nur um wenige Nanometer. Die kurzwelligste mn*-Absorption hat das meta-substituierte
Derivat 3,3’-ADBm mit 317 nm. 3,3’-ADBm-6,6’-Me hat sein Maximum bei 321 nm, 4,4’-ADBm bei
329 nm. Die Absorptionsbanden sind breit und lassen eine schwach ausgeprigte Feinstruktur erkennen.
Auffillig bei der nmt*-Bande ist vor allem der vergleichsweise geringe Extinktionskoeffizient der para-
substituierten Variante, sowie das blauverschobene Maximum von 3,3’-ADBm, im Vergleich zu 3,3’-
ADBm-6,6’-Me.

Eine Zusammenstellung der Absorptionsmaxima findet sich in Tabelle 4.4.
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Abbildung 4.5: Molekiilstrukturen von 3,3’-ADBm, 3,3’-ADBm-6,6’-Me und 4,4’-ADBm.

Derivat T* nm

4,4’-ADBm 329 nm | 460 nm
3,3’-ADBm 317 nm | 440 nm
3,3’-ADBm-6,6’Me | 321 nm | 460 nm

Tabelle 4.4: Absorptionsmaxima der i,i’~ADBm-Derivate in Dichlormethan.

10}
/ i,i~COOMe
osl | 4,4'-ADBm
——3,3-ADBm

3,3'-ADBm-6,6'-Me
0,6

0,4

Absorption / OD

0,2

0,0
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Wavelength / nm

Abbildung 4.6: Normierte Absorptionsspektren von 4,4’-ADBm, 3,3’-ADBm und 3,3’-ADBm-6,6’-Me
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Zeitaufgeloste Messungen

Die trans-cis-Isomerisierung wurde nach Anregung mit 340 nm (n7t*) und 480 nm (n7*) mittels Anreg-
Abtast Spektroskopie untersucht. Wihrend sich die meta-substituierten Derivate in hohen Konzentratio-
nen in DMSO 16sen, ist die Loslichkeit der para-substituierten Verbindung eingeschrinkt. Aus diesem
Grund wurden alle Messungen in Dichlormethan durchgefiihrt. Die Dynamik der meta-substituierten
Derivate unterscheidet sich nicht in den beiden Losungsmitteln.

Eine Ubersicht iiber die transiente Absorption nach Anregung des nm*-, bzw. ©n*-Ubergangs ist in
Abbildung 4.7 gegeben. Die Messungen bei beiden Anregungswellenlédngen sind jeweils gegeniiberge-
stellt.

nw* T

N W
a O
[+

N
(o]
o

Absorbance Change / a.u.

s
3
~
®
4,4-ADB 1 5
- m S S
TQ 8
S 2
s £
8
[ R4
- -
8
£} 3
S SIS
~ ~
& 8
Su g 3
3,3-ADBm 3 82
S S
R |
& 2
< o
—~7
. S
3 .
s 3
3
3 2
' S QEJ’E
3,3'-ADBm- S 8
p
2
6,6'-Me 5 8
8 S
S S 1
’ S
< 2
<<

o

!
\

Abbildung 4.7: 3d-Abbildungen der Azobenzolderivate 4,4’-ADBm, 3,3’-ADBm und 3,3’-ADBm-6,6’-Me (von
oben nach unten), links jeweils nach Anregung mit 480 nm, rechts nach Anregung mit 340 nm.

i) Anregung des nw*-Ubergangs bei Aoy =480 nm

Bei diesen Messungen war die Konzentration so eingestellt, dass die Absorption der nm*-Bande in
der GroBenordnung von 0,7 OD lag. Dies hat zur Folge, dass nur wenig Licht die Probe unterhalb
von 380 nm passiert und das Ausbleichen der nn*-Bande nicht detektiert wird. Die Intensitit der Ab-
sorptionsidnderungen ist farbcodiert. Dabei ist die maximale positive Absorptionsdnderung tief rot, die

3Es wurden sowohl Messungen nach Anregung des nr*-Ubergangs, wie auch nach Anregung des n*-Ubergangs in beiden
Losungsmitteln (DMSO und DCM) durchgefiihrt und verglichen.
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maximale negative tief blau und keine Absorptionsinderung in griin dargestellt. Grundsitzlich weist
die Absorption des angeregten Zustands zwei Maxima auf. Das intensivere liegt zwischen 400 nm und
450 nm, ein weniger ausgeprigtes Maximum ist bei 550 nm zu erkennen. Die negative Absorptionsin-
derung zwischen diesen beiden Bereichen ist artifiziell und kann auf Streulicht zuriickgefiihrt werden.
Charakteristische Transienten der drei Verbindungen im Bereich der Absorptionsmaxima sind in Ab-
bildung 4.8 dargestellt.
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Abbildung 4.8: Vergleich ausgewihlter Transienten von 4,4’-ADBm, 3,3’-ADBm und 3,3’-ADBm-6,6’-Me nach
Anregung mit A.=480 nm.

Bei 4,4’-ADBm ist die Absorption des angeregten Zustands deutlich weiter in den roten Spektralbereich
verschoben als bei den anderen beiden Derivaten. Wihrend der Bereich um 550 nm vor allem mit der
kurzen Zeit zerfillt, ist der Zerfall der starken Absorptionsbande biphasisch mit ausgepragter langsamer
Komponente. Die entsprechenden zerfallsassoziierten Spektren (DAS) sind in Abbildung 4.9 gegen-
ibergestellt. Diese Spektren sind das Ergebnis der globalen Fitanalyse, bei der die Daten mittels vier
exponentiellen Zerfillen angepasst wurden. Die schnelle Zeit (tTp < 300 fs) liegt unterhalb der Zeitauf-
I6sung der Messung und trigt den frithen Prozessen, wie einer Bewegung aus der Franck-Condon-
Region heraus, Rechnung. Die ESA zerfillt bei allen drei Derivaten biphasisch mit einer schnelleren
Zeit in der GroBenordnung von einer Pikosekunde (Tp ~ 1 ps) und einer langsameren Zeit von etwa
5 ps. Mit einer zusitzlichen sehr langsamen Zerfallszeit (tp = 1 us) werden Residuen oder Artefak-
te angepasst, die am Ende des Messzeitraums fiir bestehende Absorptionsidnderungen sorgen. Fiir die
hier gezeigten Daten enthilt diese Komponente im Wesentlichen rauschbedingte Schwankungen. Die
typische Signatur des entstandenen cis-Isomers (Grundzustandsbleichen am blauen Rand des Messbe-
reichs, sowie eine leichte Absorptionszunahme zwischen 400 nm und 500 nm) ist bei diesen Messungen
nicht aufgelost.

Auftillig bei der 5 ps-Zerfallszeit (Abbildung 4.9, rechts) ist die spektrale Verschiebung der para-
substituierten Spezies gegeniiber den meta-substituierten Derivaten, um etwa 50 nm. Die Verschiebung
ist analog zu der Verschiebung des nr*-Ubergangs bei den statischen Messungen (vgl. Abbildung 4.6),
allerdings ist sie im angeregten Zustand ausgeprigter. Ein Vergleich der Zerfallszeiten untereinander
zeigt, dass das para-substituierte Derivat die schnellste Dynamik aufweist, wihrend die anderen beiden
Derivate keine signifikanten Unterschiede in der Zerfallsdynamik aufweisen.
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Abbildung 4.9: Vergleich der Amplitudenspektren von 4,4’-ADBm, 3,3’-ADBm und 3,3’-ADBm-6,6’-Me.

Derivat T T T3 Ty

4.4’-ADBm <100fs | 03 ps | 4,1 ps | 1 us
3,3’-ADBm <100fs | 1,3ps | 59ps | 1 us
3,3’-ADBm-6,6’Me | < 100fs | 0,7ps | 6,1 ps | 1 us

Tabelle 4.5: Zeitkonstanten fiir die Anregung mit 480 nm der in DCM gelosten Proben.

ii) Anregung des 7' -Ubergangs bei hox.=340 nm

Die 3d-Abbildungen zu diesen Messungen (Abbildung 4.7, rechts) weisen deutliche Unterschiede zu
denen nach Anregung in der nw*-Bande auf. Die ESA zeigt zu kurzen Zeiten mehrere unterschiedlich
intensive Maxima, die auf verschiedenen Zeitskalen wieder zerfallen. Am ungewohnlichsten ist hier
die transiente Absorptionsidnderung der Verbindung 4,4’-ADBm, die zu kurzen Zeiten vier Maxima bei
370 nm, 450 nm, 590 nm und 660 nm aufweist. Bei 590 nm findet man eine intensive, kurzlebige Ab-
sorptionsidnderung, wohingegen die ESA im blauen Spektralbereich langsamer zerfillt.

Die anderen beiden Derivate dhneln sich stark in ihrer Dynamik und die ESA weist drei Maxima bei
410 nm, 500 nm und 660 nm auf.

Die Lage der Absorptionsmaxima und ihr zeitliches Abnehmen, ldsst sich in den Abbildungen 4.11
verfolgen. Hier wird deutlich, dass nach 0,3 ps bei 4,4’-ADBm vor allem die Maxima bei 450 nm,
590 nm und 660 nm ausgeprigt sind, wobei bei 660 nm das spektrale Fenster der Messung endet und
das ESA-Maximum méglicherweise noch weiter in den roten Spektralbereich hinein verschoben ist.
Das Maximum bei 370 nm wird innerhalb der ersten Pikosekunde deutlicher und verliert in diesem frii-
hen Zeitfenster nur wenig an Intensitit. Innerhalb der gezeigten 10 ps veridndert diese Absorptionsbande
ihre Lage nicht und auch nach 20 ps ist die Bande noch deutlich ausgeprigt, wohingegen im Bereich
oberhalb von 500 nm kaum noch ESA zu sehen ist.

Bei den anderen beiden Derivaten, 3,3’-ADBm und 3,3’-ADBm-6,6’-Me, sind die Absorptionsspektren
zu verschiedenen Verzogerungszeiten (Abbildung 4.11) weniger strukturiert und von der starken ESA
unterhalb von 450 nm dominiert. Bereits nach 1 ps ist kaum noch ESA im roten Spektralbereich vor-
handen und nach 10 ps ist auch die ESA im blauen Spektralbereich weitgehend abgeklungen.

Die Darstellung einzelner Transienten (Abbildung 4.10) verdeutlicht die unterschiedlichen Zerfallsge-
schwindigkeiten bei verschiedenen Wellenlédngen. Bei 4,4’-ADBm erkennt man, dass ein Grofteil der
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ESA mit einer Zerfallszeit Tp ~ 1ps zerfillt. Die intensive ESA im roten Spektralbereich verschwindet
vollstindig mit dieser Zeit. Am blauen Rand spielt dieser schnelle Zerfall eine untergeordnete Rolle,
wie die Transiente bei A=371 nm zeigt. Der Hauptzerfall erfolgt mit den beiden Zerfallszeiten Tp=0,4 ps
und tp=2,7 ps. Zwischen diesen beiden Bereichen liegt die Transiente A=451 nm, die biphasisch zer-
fillt, wobei die 400 fs Zerfallszeit den groBeren Anteil hat, wie die zerfallsassoziierten Spektren in

Abbildung 4.12 zeigen.
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Abbildung 4.10: Darstellung einzelner Transienten bei ausgewéhlten Wellenldngen.

Die Zeitkonstanten der Messungen nach Anregung mit 340 nm sind in Tabelle 4.6 zusammengefasst.

Derivat Ti T T3 T4
4,4’-ADBm <300fs | 04 ps | 2,8ps | 23 ps
3,3’-ADBm <300fs | 0,8ps | 4,6 ps | 1us
3,3’-ADBm-6,6’'Me | <300fs | 09ps | 48ps | 1us

Tabelle 4.6: Zeitkonstanten fiir die Anregung mit 340 nm.
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Abbildung 4.11: Transiente Spektren von 4,4’-ADBm, 3,3’-ADBm und 3,3’-ADBm-6,6’-Me nach Anregung
mit A.=340 nm zu verschiedenen Verzogerungszeiten.
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Abbildung 4.12: Zerfallsassoziierte Spektren von 4,4’-ADBm, 3,3’-ADBm und 3,3’-ADBm-6,6’-Me nach An-
regung mit A..=340 nm. Die schnelle Komponente wurde zur besseren Vergleichbarkeit jeweils durch einen

Faktor 3 dividiert.
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iii) Vergleich der Dynamik nach ntt*- bzw. T*-Anregung

Der Vergleich der Messungen nach Anregung in der n*- bzw. an*-Bande gibt Aufschluss dariiber, in-
wiefern sich die angeregten Zustinde mit der Zeit angleichen. Bereits der Vergleich der 3d-Abbildungen
(siche Abbildung 4.7) zeigt, dass sich die Dynamik im Falle von 4,4’-ADBm nach Anregung mit
480 nm deutlich von der Dynamik nach Anregung mit 340 nm unterscheidet. Bei den 3,3’-substiuierten
Derivaten sind die Unterschiede geringer, vor allem bei 3,3’-ADBm-6,6’-Me sind nur zu kurzen Zeiten
klare Unterschiede auszumachen.

In Abbildung 4.13 sind Transienten des Derivats 4,4’-ADBm bei charakteristischen Wellenlidngen je-
weils nach Anregung mit 480 nm bzw. 340 nm gegeniibergestellt. Man sieht, dass nach Anregung des
nm*-Ubergangs im gezeigten Bereich von 387 nm bis 587 nm die ESA gleichmiBig zerfillt. Im Ge-
gensatz dazu, sind nach Anregung des mn*-Ubergangs Bereiche mit ausschlieBlich schnellem Zerfall
(A=587 nm) und vorwiegend langsamem Zerfall (A=387 nm) zu erkennen. Die Zerfallszeiten aus der
globalen Fitanalyse, sind in Tabelle 4.7 zusammengefasst.

4,4’-ADBm T T T3 T4

Aexe=480nm | < 100fs | 0,3ps | 4,1ps | 1 us

Aexc=340nm | <300fs | 0.4 ps | 2,7 ps | 23 ps

Tabelle 4.7: Vergleich der Zeitkonstanten fiir die Anregung mit 480 nm bzw. 340 nm
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Abbildung 4.13: Vergleich der zeitlichen Absorptionséinderung fiir das Derivat 4,4’-ADBm nach Anregung mit
340 bzw. 480 nm. Die Daten wurden zur besseren Vergleichbarkeit skaliert.

3,3’-ADBm und 3,3’-ADBm-6,6’-Me weisen kaum Unterschiede in der Dynamik auf, wie ein Ver-
gleich der Transienten (Abbildung 4.14, links) zeigt. Die Einfithrung der zusitzlichen Methylgruppe
verdandert die Dynamik also nicht maBgeblich und stellt keine zusétzliche Barriere dar.

Die Gemeinsamkeiten zwischen 3,3’-ADBm und 3,3’-ADBm-6,6’-Me treten sowohl nach Anregung
der mtw*- als auch nach Anregung der nw*-Bande auf. Die langsamere Zerfallszeit ist bei beiden Verbin-
dungen unabhiéngig von der Anregungswellenlidnge, wie der Vergleich der Amplituden (Abbildung 4.15)
zeigt. Die Zerfallszeiten sind vergleichbar und die Amplitudenspektren sind in ihrer spektralen Charak-
teristik identisch.
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Abbildung 4.14: Vergleich der zeitlichen Absorptionsinderung bei 411 nm bzw. 595 nm fiir das Derivat 3,3’-
ADBm (links), bzw. das Derivat 3,3’-5,5’-Me-ADBm (rechts), nach Anregung der nm*- bzw. trn*-Bande. Die
Daten wurden zur besseren Vergleichbarkeit skaliert.
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Abbildung 4.15: Vergleich der Amplituden der langsamen Zerfallszeit nach Anregung mit 480 nm (links) bzw.
340 nm (rechts).

4,4’-ADBm unterscheidet sich hingegen deutlich von den meta-substituierten Derivaten. Die Dynamik
im angeregten Zustand weist eine deutliche Abhéngigkeit von der Anregungswellenlinge auf. Nach
Anregung in der nmt*-Bande zerfillt der angeregte Zustand mit den beiden Zerfallszeiten Tp=0,3 ps und
Tp=4,1 ps. Wird die tnt*-Bande angeregt, sind vier Zeitkonstanten nétig, um den Zerfall des angeregten
Zustands anzupassen. Neben einer sehr schnellen Zerfallszeit, die typisch ist fiir die Anregung in der
n*-Bande, verschwindet der groBte Teil der ESA mit den beiden Zerfallszeiten tp=0,4 ps und tp =
2,7 ps. Nur unterhalb von 400 nm spielt ein ldngerlebiger Beitrag eine Rolle, der mit Tp=23 ps zerfillt.
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i,i’-Azodibenzonitril (4,4’-ADN und 3,3’-ADN)

Die Molekiilstrukturen der beiden Azodibenzonitrilderivate sind in Abbildung 4.16 dargestellt. Durch

die CN-Dreifachbindung ist der Substituent gestreckt und weist auch elektronische Besonderheiten auf.

Die CN-Gruppe hat elektronenziehenden Charakter, trigt aber auch zur Ausdehung des t-Elektronensystems
des Azobenzols bei.

Statische Messungen

Die Absorptionsspektren von 4,4’- und 3,3’-Azodibenzonitril in DMSO zeigen die typischen Maxima
der m*- und nmt*-Bande bei 329 nm und 460 nm (4,4’-ADN) bzw. bei 314 nm und 436 nm (3,3’-ADN).
Die Absorption der para-substituierten Verbindung ist etwa 15 nm rotverschoben gegeniiber dem meta-
substituierten Derivat. Die Spektren sind in Abbildung 4.17 gezeigt.
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Abbildung 4.16: Molekiilstrukturen von 4,4’-ADN und 3,3’-ADN
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Abbildung 4.17: Absorptionsspektren von 4,4’-ADN und 3,3’-ADN in DMSO

Zeitaufgeldste Messungen

Die Dynamik der beiden Azo-dibenzonitrilderivate wurde nach Anregung mit 480 nm und 340 nm
untersucht. Eine Ubersicht iiber die transienten Daten zeigt Abbildung 4.18. Es sind einige Unter-
schiede in Abhéngigkeit von der Anregungswellenldnge zu erkennen, dhnlich der Gruppe der i,i’-
Azodi(benzoesiduremethylester) (ADBm). Den beiden Gruppen sind die elektronenziehenden, symme-
trisch angeordneten Substituenten gemeinsam. Nach Anregung mit 480 nm erkennt man zwei ESA-
Bereiche mit unterschiedlicher Intensitit. Regt man hingegen mit 340 nm an, dominiert eine langgezo-
gene ESA im nahen UV, wohingegen die ESA im sichtbaren Spektralbereich schnell abklingt.

i) Anregung des nw*-Ubergangs bei Aoy =480 nm

Nach Anregung beider ADN-Derivate in den S(n7t*)-Zustand sind zwei Bereiche der ESA unterscheid-
bar. Zwischen 350 nm und 500 nm ist die ESA intensiv. Ein zweiter Bereich mit schwicherer ESA
tritt zwischen 500 nm und 650 nm (Abbildung 4.18) auf. Die beiden Absorptionsbanden sind durch
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Abbildung 4.18: 3d-Abbildungen von 4,4’-ADN (oben) und 3,3’-ADN (unten). Jeweils links nach Anregung mit
480 nm und rechts nach Anregung mit 340 nm.

einen Einschnitt bei etwa 500 nm (im Falle von 4,4’-ADN) bzw. 460 nm (im Falle von 3,3’-ADN) von-
einander getrennt. Die Absorptionsbande vom elektronischen Grundzustand in den ©*-Zustand der
para-substituierten Verbindung ist gegeniiber der des meta-substituierten Derivats um 15 nm verscho-
ben. Analog sind auch die Absorptionsbanden des angeregten Zustands in hoher angeregte Zusténde
verschoben. Bei 4,4’-ADN liegen die ESA-Banden bei 450 nm bzw. 580 nm, bei 3,3’-ADN bei 400 nm
bzw. 530 nm, wie Abbildung 4.19 zeigt.

Die Darstellung einzelner Transienten aus den beiden Bereichen der ESA (Abbildung 4.20) zeigt den
schnellen Zerfall der ESA bei 555 nm (4,4’-ADN), bzw. 531 nm (3,3’-ADN), sowie die etwas langsa-
mere Dynamik bei 451 nm (4,4’-ADN) bzw. 411 nm (3,3’-ADN). Der Vergleich beider Derivate zeigt
die langsamere Dynamik von 3,3’-ADN gegeniiber 4,4’-ADN. Betrachtet man den gesamten spektralen
Bereich zu verschiedenen Verzogerungszeiten (Abbildung 4.19), so ist die ESA-Bande um 430 nm von
4,4’-ADN strukturierter als die von 3,3’-ADN.

Die globale Fitanalyse ergab, dass beide Derivate neben einer sehr schnellen Zerfallszeit (tp <100 fs),
die typische Zerfallszeit im Bereich von 1 ps sowie eine langsamere Komponente (3,7 ps im Falle von
4,4’-ADN, bzw. 6,3 ps im Falle von 3,3’-ADN) aufweisen. Das zu 1 ps gehorige DAS (Abbildung 4.21)
von 4,4’-ADN hat im gesamten Spektralbereich gleichméBige Anteile, wohingegen die langsamere Zer-
fallszeit vorwiegend den Zerfall der ESA im Bereich zwischen 350 nm und 500 nm widerspiegelt. Auch
bei 3,3’-ADN spielt der schnelle Zerfall im gesamten Spektralbereich der ESA eine Rolle, wohingegen
der Bereich zwischen 350 nm und 450 nm vor allem mit Tp=6,3 ps verschwindet. Die Zerfallszeiten
aus der globalen Fitanalyse sind in Tabelle 4.8 zusammengefasst.
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Abbildung 4.19: Transiente Spektren von 4,4’-ADN und 3,3’-ADN nach Anregung mit 480 nm zu verschiedenen
Verzogerungszeiten.

i-CN, 1’-CN T1 %) T3

4,4-ADN | <100fs | 1,0ps | 3,7 ps

3,3-ADN | <100fs | 0.9 ps | 6,3 ps

Tabelle 4.8: Zerfallszeiten der ADN-Derivate in DMSO nach Anregung mit 480 nm
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Abbildung 4.20: Vergleich ausgewihlter Transienten von 4,4’-ADN und 3,3’-ADN.
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Abbildung 4.21: Vergleich der DAS von 4,4’-ADN und 3,3’-ADN nach Anregung mit 480 nm
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ii) Anregung des Tn*-Ubergangs bei Aox.=340 nm

Betrachtet man die 3d-Abbildungen 4.18 (rechts), die nach Anregung mit 340 nm aufgenommen wur-
den, so fillt auf, dass 4,4’-ADN, #hnlich wie 4,4’-ADBm, eine strukturierte ESA zu frithen Zeiten
aufweist, die auf unterschiedlichen Zeitskalen zerfillt. Transienten aus den Bereichen unterschiedlicher
ESA-Intensitit sind in Abbildung 4.22 dargestellt. Bei 379 nm ist der Zerfall deutlich langsamer als um

467 nm und 603 nm.

51 .

3 4] £ 4.4-ADN 2 97 3.3-ADN

° $o 379 nm S 4] 363 nm

o 3 f K o 467 nm S 3] 411 nm

S 5] fm%% 603 nm 5, / 603 nm

ey ey | 1

© 1] / © 4] ]

@ b & oo 2 / oo

2 O‘"""“(Xg"' R IO ,b“‘,‘)";;&“u?). 00 p8] g o Jh A o Y
40 1 10 100 40 10 100

1
Delay Time / ps Delay Time / ps

Abbildung 4.22: Transiente Spektren der ADN-Derivate.

Vergleicht man die Transienten von 3,3’-ADN, so weisen alle drei Bereiche eine @hnliche Zerfalls-
charakteristik auf, wenngleich die sehr schnelle Komponente bei den drei Transienten unterschiedlich
ausgeprigt ist. Die breite strukturierte ESA von 4,4’-ADN im Gegensatz zur kaum strukturierten ESA
von 3,3’-ADN ist in Abbildung 4.23 zu verschiedenen Verzogerungszeiten gezeigt.
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Abbildung 4.23: Zeitschnitte von 4,4’-ADN und 3,3’-ADN

Interessant ist die nach 10 ps noch sichtbare Komponente, die bei 4,4’-ADN weit an den blauen Rand
des Spektrums geschoben ist, wohingegen 3,3’-ADN eine Doppelpeakstruktur aufweist, die sich bis
450 nm erstreckt. Die Zerfallszeiten sind in Tabelle 4.9 zusammengefasst, die DAS sind in Abbil-
dung 4.24 zu sehen. Das DAS der langsamen Komponente entspricht in seiner spektralen Charakteristik
dem transienten Spektrum bei 10 ps.
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i-CN, 1’-CN T1 %) T3 T4

44°-ADN | < 100fs | 0,5ps | 2,0ps | 17,6 ps

3,3-ADN | < 150fs | 0.4 ps | 3.2ps | 10,5 ps

Tabelle 4.9: Zerfallszeiten der ADN-Derivate nach Anregung mit 340 nm
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Abbildung 4.24: Vergleich der DAS von 4,4’-ADN und 3,3’-ADN nach Anregung mit 340 nm
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iii) Vergleich der Dynamik in Abhdngigkeit von der Anregungswellenldnge

Die Nitrilgruppe (-C=N) ist ein linearer Substituent mit elektronenziehendem Charakter. Die chromo-
phoren Eigenschaften sind dadurch geprigt, dass die Gruppe einerseits ein guter Elektronenakzeptor
ist, andererseits dehnt sich aber auch das m-Elektronensystem aus, was einen bathochromen Effekt zur
Folge hat. Die Ausprigung dieser beiden Effekte lidsst sich gut an den untersuchten Derivaten ablesen.
So absorbiert 3,3’-ADN im gleichen Bereich wie unsubstituiertes Azobenzol, wohingegen bei para-
Substitution die Tn*-Bande etwa 15 nm rotverschoben auftritt.

Nach Anregung des tr*-Ubergangs ist zunichst eine breite ESA zu erkennen, die sich iiber alle Kanile
erstreckt (vgl. Abbildung 4.23). Diese wird iiber einen schnellen Prozess (tTp=0,5 ps bei 4,4’-ADN bzw.
Tp <0,3 ps bei 3,3’-ADN) abgebaut, so dass nach etwa 1 ps kaum noch ESA oberhalb von 500 nm vor-
handen ist. Die verbleibende ESA verschwindet fast vollstandig mit Tp=2 ps und ein geringer Beitrag
verbleibt im Blauen bzw. nahen UV, der mit Tp > 10 ps verschwindet. Im Gegensatz dazu wird nach
Anregung der nn*-Bande mit 480 nm, eine deutlich strukturiertere ESA mit zwei ausgeprigten Ban-
den induziert (vgl. Abbildung 4.19). Diese zerfillt biphasich mit einer schnellen Zerfallszeit (tp ~1 ps)
und einer langsameren Komponente (tp=3,7 bzw. Tp=6,3 ps). Die schnelle Zerfallszeit beschreibt maf-
geblich das Verschwinden der ESA oberhalb von 500 nm, die langsamere Zerfallszeit ist mit der ESA
zwischen 350 nm und 500 nm (bzw. 450 nm) verkniipft.

Ein Vergleich ausgewdhlter Transienten (Abbildung 4.25) nach Anregung mit 480 nm bzw. 340 nm
zeigt, dass nach Anregung der mn*-Bande die ESA, bis auf einen geringen Beitrag, mit einer deutlich
schnelleren Dynamik verschwindet als nach Anregung der nnt*-Bande.

154 Na 4.4"ADN, 451 nm 12] 3.3-ADN. 411 nm

5 X Ao =480 M . Ay =480 nm
=} 4

s 101 %, = 340 nm s ° %, =340 nm
Z 2 6]
S 54 S
< c 34
2 2
O 04wy oo T b0 o008 ) 0 —ea oo O a0 a0 0o
[0 [0]
g 4 4.4-ADN, 555 nm e 3,3-ADN, 531 nm
8 i, =480 nm 8 X, =480 nm
3 A =340 nm 2 A =340 nm
2 2
< <

Delay Time / ps Delay Time / ps

Abbildung 4.25: Vergleich der Dynamik von 4,4’-ADN und 3,3’-ADN nach Anregung mit 480 nm bzw. 340 nm
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i-(j’-Aminomethylphenylazo)benzoesiure (AMPB)-Derivate

Statische Charakterisierung

Die Molekiilstrukturen sowie die normierten Absorptionsspektren in Methanol sind in den Abbildu-
gen 4.26 und 4.27 gezeigt. Die vier Derivate sind sich elektronisch sehr dhnlich, einzig 4,4’-AMPB
fallt mit seiner rotgeschobenen mn*-Absorption etwas aus dem Muster, wie es typisch ist fiir para-
substituierte Derivate. Der nt*-Ubergang weist bei allen Derivaten der AMPB-Serie einen vergleich-
baren Extinktionskoeffizienten auf. Die Absorptionsmaxima beider Uberginge sind in Tabelle 4.10
zusammengefasst. Die nahezu identischen Absorptionsspektren von 3,4’-AMPB und 3,3’-AMPB ver-
deutlichen, dass die Lage der Banden maB3geblich von der Position der Sduregruppe abhingt. Die Posi-
tion der durch die Methylgruppe vom Grundgeriist getrennten Aminofunktionalitiit hat keinen Einfluss
auf die Lage der Absorptionsbanden.

Die Loslichkeit der Derivate in Methanol kann durch Zugabe von stark verdiinnter wéssriger Natron-
lauge erheblich verbessert werden, was aber weder die Lage der Absorptionsbanden noch die Dynamik
verdndert, wie vergleichende Messungen zeigten. Fiir die zeitaufgelosten Messungen wurden Proben
mit Zusatz von Natronlauge verwendet.
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Abbildung 4.26: Molekiilstrukturen der AMPB-Derivate: 4,4’-AMPB, 4,3’-AMPB, 3,4’-AMPB, 3,3’-AMPB.
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Abbildung 4.27: Absorptionsspektren der AMPB-Derivate in Methanol.

Zeitaufgeldste Messungen

Die trans — cis-Isomerisierung der AMPB-Derivate wurde nach Anregung bei 480 nm und 340 nm
untersucht. Ein Uberblick iiber die transienten Absorptionsinderungen nach der Anregung ist in Abbil-
dung 4.28 gegeben. Die Absorption des angeregten Zustands weist nach Anregung mit 480 nm zwei
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79

Derivat Tt nw*

4,4’-AMPB | 332 nm | 460 nm
4,3’-AMPB | 321 nm | 444 nm
3,4°-AMPB | 316 nm | 437 nm
3,3’-AMPB | 316 nm | 437 nm

Tabelle 4.10: Absorptionsmaxima der i(-COOH),j’(-CH,NH,)-AMPB-Derivate

distinkte Maxima auf, von denen die intensivere Absorptionsidnderung um 450 nm lokalisiert ist und
eine schwichere Bande um 550 nm auftritt. Die ESA im roten Spektralbereich ist nach Anregung mit
340 nm weniger ausgeprigt und kurzlebiger. Inwiefern die Dynamik eine Abhingigkeit von der Anre-
gungswellenldnge zeigt, wird im Folgenden genauer betrachtet.
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Abbildung 4.28: 3d-Abbildungen von oben nach unten: 4,4’-AMPB, 4,3’-AMPB, 3,4’-AMPB und 3,3’-AMPB.
Jeweils links nach Anregung mit 480 nm, rechts nach Anregung mit 340 nm.



Isomerisierung von Azobenzolderivaten 81

i) Anregung des nmt*-Ubergangs bei Aex.=480 nm

Vergleicht man die Abbildungen 4.28 (linke Seite), so fillt vor allem die groBe Ahnlichkeit zwischen
den vier Derivaten auf. Eine intensive Absorptionsénderung ist von einer schwicheren Bande spektral
durch einen Einschnitt bei 450 nm bis 480 nm getrennt. Die Maxima sind spektral leicht verschoben,
wobei sich die angeregten Zustinde der 4-COOH-Derivate etwas von denen der 3-COOH-Derivate un-
terscheiden.

Auch beim Vergleich einzelner Transienten (Abbildung 4.29) sieht man die sehr dhnlichen Abklingzei-
ten bei einer Abtastwellenlinge von 403 nm, wohingegen bei 531 nm die schnelle Komponente bei den
Derivaten 4,3’-AMPB und 3,4’-AMPB ausgeprigter ist.

Die Spektren zu verschiedenen Verzogerungszeiten (Abbildung 4.30) zeigen den schnellen und gleich-
maiBigen Zerfall der ESA iiber den gesamten Spektralbereich. Die eigentlich charakteristische Bleich-
signatur am blauen Rand des Messbereichs ist nur bei 4,4’-AMPB aufgelost, dem Derivat, welches
am weitesten rotverschoben absorbiert. Um 480 nm verfilscht Streulicht teilweise die Messpunkte und
verschlechtert das Signal/Rausch-Verhiltnis in diesem Bereich.

Das Ergebnis der globalen Fitanalyse ist in den Abbildungen 4.31, sowie in Tabelle 4.11 zusammenge-
fasst.

i-COOH, j’-CH2-NH2 T T T3 T4
4,4’-AMPB <100fs | 0,8ps | 5, 7ps | 1us
4,3’-AMPB <100fs | ~0,1 ps | 4,1 ps | 1 us
3,4-AMPB <100fs | 02ps |52ps| —
3,3’-AMPB <100fs | 0,6ps |50ps| —

Tabelle 4.11: Zerfallszeiten der AMPB-Derivate nach Anregung mit 480 nm

Bei den Derivaten 3,4’-AMPB und 3,3’-AMPB war das Einfithren einer langsamen Zerfallszeit nicht
notig, da keine Rest- oder Storsignale am Ende des Messbereichs angepasst werden mussten. Der ei-
gentliche Signalverlauf wurde bei allen vier Derivaten mit drei exponentiellen Zerféllen angepasst. Die
frithen Prozesse werden mit einer sehr schnellen Zerfallszeit (tp < 100 fs) beschrieben. Wie auch bei
reinem Azobenzol findet man noch eine Zerfallszeit in der Grolenordnung von einer Pikosekunde so-
wie eine 5 ps-Zeitkonstante. Die schnellere Zeit hat kaum Anteil am Zerfall der ESA unterhalb von
450 nm, sondern dominiert im Bereich zwischen 450 nm und 670 nm. Die ESA zwischen 350 nm
und 450 nm zerfillt fast ausschlieBlich mit der langsameren Zerfallszeit (siehe auch Abbildung 4.31).
Die DAS von 3,4’- und 3,3’-AMPB sind vor allem im Bereich zwischen 350 nm und 430 nm nahezu
identisch, wie auch die Absorptionsspektren des Grundzustands. Im Gegensatz dazu weisen auch die
beiden anderen Derivate (4,4’-AMPB und 4,3’-AMPB) spektrale Gemeinsamkeiten auf, so dass der
Schluss nahe liegt, dass die Position der Sdurefunktionalitét die Absorption dieser Derivate maB3geblich
beeinflusst, wohingegen die Position der Aminomethylgruppe unwesentlich scheint.



82

4.3 Experimente an Azobenzolderivaten

15+ 403 nm

) —— 4,4-AMPB
310 ——— 4,3-AMPB
R  ——34-AMPB
g 5 ., —— 3,3-AMPB
c c
8
O 0 B e - T IO ey - = - & - W= W= PP
8 531 nm

c
| I ——— 4,4-AVPB
G b ——4,3-AMPB
3 AR, ~ 34-AMPB
< { . ——3,3-AMPB

0 4
-1 0 1 10 100
Delay Time / ps

Abbildung 4.29: Transienten der AMPB-Derivate bei 403 nm und 531 nm.
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Abbildung 4.30: Vergleich der transienten Spektren der AMPB-Derivate bei verschiedenen Verzogerunszeiten.
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Abbildung 4.31: Vergleich der DAS der AMPB-Derivate. Die Spektren von 4,4’-AMPB und 3,3’-AMPB wurden
skaliert (durch Multiplikation mit 2,2 bzw. 1,6) um eine bessere Vergleichbarkeit zu ermoglichen.



84 4.3 Experimente an Azobenzolderivaten

ii) Anregung des Tn*-Ubergangs bei Aox.=340 nm

Nach Anregung mit 340 nm ergibt sich nahezu das gleiche Bild im angeregten Zustand, wie nach An-
regung in der n*-Bande, wie Abbildung 4.28 zeigt. Auch hier findet man eine starke ESA-Bande um
450 nm, sowie einen Bereich schwicherer ESA um 550 nm, der in den 3d-Abbildungen allerdings
weniger deutlich hervortritt. Représentative Transienten aus beiden Bereichen sind in Abbildung 4.32
gezeigt. Die Dynamik ldsst sich gut durch vier exponentielle Zerfille (bzw. drei Zerfille, sowie eine
Konstante) anpassen, wobei die erste, sehr schnelle Zeitkonstante im Wesentlichen frithe Prozesse im
angeregten Zustand beschreibt, die nicht im Bereich der Zeitauflosung liegen. Die vierte Zeitkonstante
wird als Konstante auf eine Mikrosekunde festgesetzt. Die angepassten Zeitkonstanten aller vier De-
rivate nach Anregung bei 340 nm, sind in Tabelle 4.12 zusammengefasst. Die Zerfallszeiten aller vier
Derivate sind sehr dhnlich, so dass angenommen werden muss, dass die Dynamik nicht durch die Posi-
tion der Substituenten beeinflusst wird. Die Zerfallsassoziierten Spektren zur 1 ps und 6 ps Zerfallszeit
sind in Abbildung 4.33 gezeigt. Hier erkennt man, dass die beiden Derivate mit der Sdurefunktionalitét
in 4-Position zur Diazogruppe leicht rotverschobene ESA-Maxima im Vergleich zu den Derivaten mit
der Sduregruppe in 3-Position aufweisen.

i-COOH, j’-CH2-NH2 Ty T T3 T4
4,4-AMPB <300fs | 0,7ps | 5,1 ps | 1us
4,3’-AMPB <300fs | 1,6ps | 6,2ps | 1 us
3,4 -AMPB <300fs | 1,5ps | 5,8ps | 1 us
3,3’-AMPB <300fs | 1,2ps | 5,6 ps | 1 us

Tabelle 4.12: Zerfallszeiten der AMPB-Derivate nach Anregung mit A,,=340 nm.

403 nm
— 4,4'-AMPB
— 4,3-AMPB

3,4'-AMPB
— 3,3-AMPB

Absorbance Change / a.u.

Delay Time / ps

Abbildung 4.32: Transienten der AMPB-Derivate bei den Abtastwellenlingen App.=403 nm und
Aprope=531 nm.
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Abbildung 4.33: Vergleich der DAS der AMPB-Derivate. Die DAS der langsameren Zerfallszeit wurden skaliert
(4,4’-AMPB wurde durch 1,8 geteilt, 3,3’-AMPB durch 1,2).
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iii) Vergleich der Dynamik nach Anregung mit 480 nm bzw. 340 nm

In Abbildung 4.34 sind die Transienten im Bereich maximaler ESA (kpmbe=403 nm) aller vier Derivate
gegeniibergestellt. Die Darstellung ermoglicht einen direkten Vergleich der ESA nach Anregung mit
480 nm bzw. 340 nm.

Nach Anregung mit 340 nm findet man eine deutlich ausgeprigte Zerfallskomponente innerhalb der
ersten Pikosekunde, die mit Tp <300 fs angepasst wurde. In diesem Zeitbereich findet der schnelle
Ubergang aus dem zweiten angeregten in den ersten angeregten Zustand statt. Nach Anregung mit
480 nm zerfillt die ESA in diesem Bereich deutlich langsamer.

Die Zerfallszeiten T, und die entsprechenden DAS, welche in Abbildung 4.35 (oben) dargestellt sind,
zeigen eine deutliche Abhéngigkeit von der Anregungswellenlinge, was unter Voraussetzung des vor-
gestellten Reaktionsmodells versténdlich ist. So wird nach Anregung bei 340 nm der erste angeregte
Zustand durch schnelle Konversion aus dem zweiten angeregten Zustand populiert. Dabei sind ande-
re Vorzugsgeometrien zu erwarten, als nach Anregung in die Franck-Condon-Region des S1-Zustands
mit A.,.=480 nm. Die Geschwindigkeit mit der die konische Durchschneidung CI(S;Sy) erreicht wird
ist abhéngig von der Struktur der Potentialfliche und somit davon, aus welcher Molekiilgeometrie die
Durchschneidung erreicht werden muss. Die ermittelten Zerfallszeiten deuten darauf hin, dass der Uber-
gang in den Grundzustand nach nmt*-Anregung deutlich schneller verlduft als nach Tn*-Anregung.
Demgegeniiber weisen die DAS und die zugehorigen Zerfallszeiten T3 fiir die AMPB-Derivate eine
groBe Ahnlichkeit auf, wie Abbildung 4.35 (unten) zeigt. Damit wird das Modell von einer diffusen
Bewegung im S1-Zustand, welche zuriick in den Grundzustand fiihrt, unterstiitzt, da dieser Prozess da-
mit unabhéngig von der Anregungswellenlidnge ist.

Vergleicht man die vier Verbindungen untereinander, so fillt auf, dass die Aminogruppe durch die
CH,-Gruppe elektronisch vom Azobenzolteil der Molekiile abgeschirmt ist. Thre Position zeigt keinen
systematischen Einfluss auf die untersuchte Dynamik. Die Position der Sdurefunktionalitéit hat Ein-
fluss auf die Absorption des angeregten Zustands, wie die DAS in Abbildung 4.35 zeigen: 4,4’-AMPB
und 4,3’-AMPB absorbieren jeweils leicht rotverschoben im Vergleich zu 3,3’- und 3,4’-AMPB. Eine
Auswirkung auf die Zerfallszeiten ist demgegeniiber nicht zu beobachten.
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Abbildung 4.34: Vergleich der Dynamik der AMPB-Derivate jeweils nach Anregung mit 480 nm bzw. 340 nm
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Abbildung 4.35: Vergleich der DAS der Hauptkomponente jeweils nach Anregung mit 480 nm bzw. 340 nm.
Die gepunkteten Linien markieren die Maxima der DAS nach Anregung mit 480 nm und liegen bei 400 nm bzw.

420 nm.
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3-(3’-Aminophenylazo)benzoesdure (3,3’-APB), 3-(3’-Acetylaminophenylazo)-benzoesdiure-methylester
(3,3’-AaPBm) und 3-(3’-Nitrophenylazo)benzoesdure (3,3’-NPB)

Statische Messungen

Die Derivate 3,3’-APB, 3,3’-AaPBm und 3,3’-NPB wurden mit 340 nm (nn*) und 480 nm (n7*) an-
geregt. Bei der 4,4’-Substitution mit einer Amino- und einer Carbonylgruppe (4,4’ APB) schiebt der
nn*-Ubergang so stark in den langwelligeren Spektralberich, dass die Bande mit der nn*-Bande iiber-
lagert. Thr Absorptionsspektrum ist in Abbildung 4.37 (rechts) gezeigt. Diese Verbindung wurde im
Rahmen dieser Arbeit nicht mittels zeitaufgeloster Methoden untersucht. Die Molekiilstrukturen der
3,3’-substituierten Verbindungen sind in Abbildung 4.36 dargestellt, in Abbildung 4.37 (links) sind
die zugehorigen Absorptionsspektren gezeigt. Auffillig ist der vergroBerte Extinktionskoeffizient des
nt*-Ubergangs von 3,3’-APB im Vergleich zu dem der anderen beiden Derivaten. Die Aminogruppe
erhoht die Elektronendichte des Chromophors und fiihrt zu einer bathochromen Verschiebung gegen-
iiber reinem Azobenzol. Das Absorptionsmaximum des nr*-Ubergangs liegt in DMSO bei 324 nm.
Acetylierung hebt diesen Effekt wieder auf, das Absorptionsmaximum von 3,3’-AaPBm verschiebt
sich gegeniiber dem von 3,3’-APB um 10 nm hin zu 314 nm. Die Nitrogruppe hat einen elektronen-
ziehenden Einfluss und fiihrt zu einer kaum verdnderten Absorption im Vergleich zu reinem AB. Das
Maximum der Absorption in DMSO ist bei 318 nm.
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Abbildung 4.36: Molekiilstrukturen von 3,3’-APB, 3,3’-AaPBm und 3,3’-NPB
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Abbildung 4.37: Absorptionsspektren von 3,3’-APB, 3,3’-AaPBm und 3,3’-NPB in DMSO (links) und von
trans- und cis-4,4’-APB in DMSO (in rot ist die isomerisierte Probe nach Belichten mit einem Anteil von etwa
25% trans gezeigt, gestrichelt das berechnete Spektrum von cis-4,4’-APB)(rechts).

Zeitaufgeldste Messungen

Die 3d-Abbildungen 4.38 geben einen Uberblick iiber die transiente Absorptionsinderung der Derivate
3,3’-APB, 3,3’-AaPBm und 3,3’-NPB nach Anregung mit 480 nm (links), bzw. nach Anregung mit
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340 nm (rechts). Die angeregten Zustinde unterscheiden sich vor allem im Bereich zwischen 450 nm
und 700 nm in Abhéngigkeit von der Anregungswellenldnge und werden im Folgenden zunichst ge-
trennt voneinander vorgestellt.
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Abbildung 4.38: 3d-Abbildungen der Azobenzolderivate, von oben nach unten: 3,3’-APB, 3,3’-AaPBm und
3,3’-NPB nach Anregung der in DMSO geldsten Proben mit A, =480 nm (links) und A.x=340 nm (rechts).
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i) Anregung des nmt*-Ubergangs bei Aex.=480 nm

Eine Ubersicht iiber die Dynamik der Azobenzolderivate 3,3’-APB, 3,3’-AaPBm und 3,3’-NPB nach
Anregung mit 480 nm ist in Abbildung 4.38 auf der linken Seite gezeigt. Wie schon bei anderen De-
rivaten, so sind auch hier zwei Bereiche der ESA voneinander zu unterscheiden. Eine intensive Bande
im Bereich um 410 nm und eine schwache Bande um 540 nm, die sich bei allen drei Derivaten findet.
Bei der Verbindung 3,3’-AaPBm ist das Ausbleichen des Grundzustands unterhalb von 380 nm zu er-
kennen.

Die Darstellung einzelner Transienten aus dem Bereich der ESA (Abbildung 4.39), zeigt die unter-
schiedliche Dynamik der drei Verbindungen. Die globale Anpassung der Daten ergab, dass der Zerfall
der ESA bei diesen Derivaten mit drei Zeitkonstanten angepasst werden kann.

Bei der Verbindung 3,3’-APB ist die schnelle Komponente mit T; <100 fs in den gezeigten Transi-
enten kaum zu erkennen. Auffillig ist eine langsame Komponente, die selbst nach 100 ps noch eine
leicht positive Absorptionsdnderung hervorruft und bei keinem anderen untersuchten Derivat in dieser
Auspriagung auftritt. Die Hauptzerfallszeiten sind t,=2,9 p bzw. t3=41,5 ps. Die entsprechenden DAS
(Abbildung 4.40) zeigen, dass auch der langsame Zerfall Anteile im gesamten Spektralbereich aufweist.
Dies deutet darauf hin, dass diese Zeit mit Prozessen im angeregten Zustand verkniipft ist.

Die Einfiihrung der Schutzgruppen (Acetylierung der Aminofunktionalitit bzw. Methylierung der Car-
bonsiure) fiihrt dazu, dass die Dynamik im Vergleich zu 3,3’-APB deutlich schneller wird. Ahnlich wie
bei unsubstituiertem AB, kann der Zerfall mit einer schnellen (T,=1,1 ps) und einer langsamen Zerfalls-
zeit (T3 =9,3 ps) angepasst werden.

Die schnellste Dynamik in dieser Reihe weist 3,3’-NPB auf, welches mit zwei Elektronenakzeptoren
substituiert ist. Die ESA verschwindet mit T,=1,5 ps und t3=7,2 ps vollstindig.

Alle Zerfallszeiten sind in Tabelle 4.13 zusammengefasst.
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Abbildung 4.39: Transienten von 3,3’-APB, 3,3’-AaPBm und 3,3’-NPB bei den Abtastwellenlingen
Aprove=411 nm und A,0p.=531 nm.

Die para-substituierte Variante 4,4’-APB weist einen ausgepriagten push-pull-Charakter auf, der dazu
fiihrt, dass der r*-Ubergang soweit bathochrom verschoben ist, dass er den nn*-Ubergang spektral
iberlagert. Dies fiihrt zu einigen Problemen, wenn die Messprozedur der anderen Derivate auf dieses
Derivat tibertragen werden soll. So ist z.B. ein Vergleich der trans — cis-Isomerisierung nach nmt*- bzw.
nn*-Anregung nicht moglich, da die beiden Uberginge nicht getrennt voneinander angeregt werden
konnen. Ebenso ist die Riickbelichtung aus dem gleichen Grund erschwert, da dabei hiufig das cis-
Isomer angereichert wird. Die zeitaufgeloste trans — cis-Isomerisierung von 4,4’-APB in Ethanol nach
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Abbildung 4.40: Vergleich der DAS von 3,3’-APB, 3,3’-AaPBm und 3,3’-NPB nach Anregung mit A=480 nm.

Anregung mit 435 nm wurde von Wachtveitl et al. [107] durchgefiihrt. Auch dieses Derivat konnte
mit einer schnellen Zeit (tp <200 fs), die der Bewegung aus der Franck-Condon-Region zugeordnet
wurde, einer Zerfallszeit von etwa 1 ps, die der eigentlichen Isomerisierung mit dem Erreichen des
Grundzustands entspricht und einer langeren Zeit (tp ~3-15 ps), die auf Kiihlprozesse zuriickgefiihrt
wurde, angepasst werden. Zusitzlich wiesen einige Kanile eine Zerfallszeit von etwa 280 ps auf.

Tabelle 4.13: Zerfallszeiten der APB-Derivate und von NPB nach Anregung mit 480 nm.

i-NH2, j>-COOH T T T3
3,3’-APB < 100fs | 29 ps | 41,5 ps
3,3’-AaPBm <100fs | I,1ps | 9,3 ps
3,3’-NPB < 100fs | 1,5ps | 7,2ps
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ii) Anregung des Tn*-Ubergangs bei Aox.=340 nm

Eine Ubersicht iiber die Absorptionsinderungen nach Anregung der 3,3’-substituierten Derivate mit
340 nm (xw*) ist in Abbildung 4.38 (rechts) gezeigt. Bei allen drei Derivaten ist die leicht gebleich-
te Absorptionsbande des trans-Isomers, als langlebige blaue Signatur bei etwa 340 nm erkennbar. Bei
dieser Anregungswellenldnge iiberlagert Effekte des Losungsmittels das Probensignal in den ersten
hundert Femtosekunden. Die Subtraktion dieses Beitrags ist prinzipiell moglich, erweist sich technisch
allerdings als schwierig. So rithren steile Peaks oder ”Zacken” innerhalb der ersten 300 fs zumeist von
der Losungsmittelsubtraktion her. Auffillig beim Vergleich der drei Derivate ist der langsame Zerfall
des angeregten Zustands im Falle von 3,3’-APB, der auch nach Anregung in der n*-Bande auftritt. Die
Unterschiede zwischen den Derivaten sind gut in den Einzeltransienten bei ausgewihlten Wellenlédngen
zu sehen, wie sie in Abbildung 4.41 gezeigt sind. Die angeregten Zustinde zerfallen jeweils multi-
exponentiell mit einer schnellen Zerfallszeit (t; <300 fs) und zwei langsameren Zeiten und wurden
zusitzlich mit einer Konstanten (t4=1 us) angepasst. 3,3’-AaPBm und 3,3’-NPB weisen eine dhnliche
Dynamik auf, wie die vorher beschriebenen Derivate der ADBm- und ADN-Serie, mit einer Zerfallszeit
T, im ein bis zwei Pikosekundenbereich und T3 im Bereich von 5 bis 10 ps. Diese beiden Zerfallszeiten
sind mit T;=4 ps und t3=42 ps deutlich langsamer bei 3,3’-APB. Die Isomerisierung ist am DAS des
Residuums (t4=1 us) an der Signatur des ausgebleichten trans-Isomers zu erkennen. Die Ergebnisse der
globalen Fitanalyse sind in Abbildung 4.42 und Tabelle 4.14 zusammengefasst.
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Abbildung 4.41: Vergleich der transienten Absorptionsidnderungen von 3,3’-APB, 3,3’-AaPBm und 3,3’-NPB
bei ausgewihlten Wellenldngen (Aop.=411 nm und A,,4,=539 nm) nach Anregung bei 340 nm.

i-NHZ, j’ -COOH T1 %) T3 T4

3,3’-APB <300fs | 3.9ps | 42,1 ps | 1 s

3,3’-AaPBm <300fs | 1.9ps | 7,6 ps | 1us

3,3’-NPB <300fs | 1,3ps | 6,6ps | 1us

Tabelle 4.14: Zerfallszeiten der APB-Derivate und von NPB nach Anregung mit A.,=340 nm.
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Abbildung 4.42: Vergleich der zerfallsassoziierten Spektren von 3,3’-APB, 3,3’-AaPBm und 3,3’-NPB, nach
Anregung mit 340 nm.
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iii) Vergleich der Dynamik in Abhdngigkeit von der Anregungswellenldnge

Wie schon bei anderen Derivaten, so ist auch bei diesen Verbindungen der Anteil der ESA im roten
Spektralbereich reduziert nach Anregung mit 340 nm im Vergleich zur Anregung mit 480 nm. Ska-
liert man die Transienten, so erkennt man die Unterschiede bzw. Gemeinsamkeiten in der Dynamik in
Abhingigkeit von der Anregungswellenlidnge. (Abbildung 4.43).
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Abbildung 4.43: Vergleich der Einzeltransienten von 3,3’-APB, 3,3’-AaPBm und 3,3’-NPB

Der Vergleich der Transienten zeigt, dass die Dynamik nahezu unabhingig von der Anregungswel-
lenlinge ist. Dies unterstiitzt das Modell, dass der Ubergang des hoher angeregten Zustands in den
niedrigsten angeregten Zustand nach mtt*-Anregung innerhalb weniger hundert Femtosekunden statt-
findet und die Zerfallszeiten T, und T3 Prozesse im niedrigsten angeregten Zustand beschreiben und
deutet darauf hin, dass bei diesen Derivaten schnell dhnliche Vorzugsgeometrien im ersten angeregten
Zustand eingenommen werden.

Auftillig bei den drei untersuchten Derivaten ist die Zerfallszeit Tp=42 ps, die bei 3,3’-APB gefun-
den wurde. Eine vergleichbar lange Zeit tritt bei keinem anderen hier untersuchten 3,3’-substituierten
Derivat auf. Das Amplitudenspektrum ist in Abbildung 4.44 dargestellt. Man sieht deutlich, dass die
spektrale Charakteristik dieses Zerfalls unabhéngig von der Anregungswellenlinge ist.

Werden die Siure- und die Aminogruppe durch Methylierung bzw. Acetylierung geschiitzt (3,3’-AaPBm),
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wird die Isomerisierung beschleunigt und ist vergleichbar mit der Dynamik der bereits vorgestellten
Verbindungen.

3,3°-NPB ist in seinen elektronischen Eigenschaften den bereits vorgestellten ADBm-Derivaten sehr
dhnlich, da auch diese Derivate mit zwei elektronenziehenden Substituenten ausgestattet sind. Eine
Abhingigkeit der Dynamik von der Anregungswellenlidnge ist wenig ausgepragt.
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Abbildung 4.44: Vergleich der 42 ps-Zerfallszeit von 3,3’-APB in DMSO fiir verschiedene Anregungswellen-
langen (die Spektren wurden zur besseren Vergleichbarkeit skaliert).
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4.3.4 Interpretation und Diskussion
Reaktionsmodell und Interpretation der Zerfallszeiten

In den einleitenden Kapiteln wurde bereits darauf hingewiesen, dass der Mechanismus der Isomeri-
sierung nach Anregung des nmt*- bzw. mn*-Ubergangs noch immer diskutiert wird. Hierbei steht vor
allem die Isomerisierungskoordinate im Zentrum des Interesses. Fiir die Interpretation der hier durch-
gefiihrten Messungen ist zudem die genaue Zuordnung der ermittelten Zerfallszeiten zu Prozessen im
angeregten Zustand wiinschenswert.

Der Interpretation der hier vorgestellten Ergebnisse seien die wichtigsten Resultate zweier Arbeiten
vorangestellt: Eine ausfiihrliche experimentelle Untersuchung der Isomerisierung von Azobenzol mit-
tels zeitaufgeloster Anreg-Abtast-Spektroskopie im Sichtbaren von Satzger et al. [95, 96], sowie die
kiirzlich erschienene Arbeit von Conti et al. [18], in der der Mechanismus sowie die unterschiedlichen
Quantenausbeuten der Isomerisierung in Abhiingigkeit von der Anregungswellenlénge, unter Einbezie-
hung hoher angeregter Zustinde, interpretiert wurden.

Aus den von Satzger et al. beschriebenen zeitaufgelosten Messungen an Azobenzol in DMSO ging her-
vor, dass drei Zeitkonstanten notwendig sind, um die transienten Daten der trans — cis-Isomerisierung
nach Anregung des nn*-Ubergangs, mittels globaler Fitanalyse anzupassen. Eine kurze Zerfallszeit
71=0,34 ps ist demnach mit einer Bewegung aus der Franck-Condon-Region verkniipft, die einen Teil
der angeregten Molekiile durch eine konische Durchschneidung zuriick in den Grundzustand fiihrt. Die
mittlere Zerfallszeit 1,=3,0 ps beschreibt den Zerfall des ersten angeregten Zustands durch diffusive
Prozesse. Eine dritte langsame Zeit 13=12 ps wurde der Schwingungsrelaxation ’heiler’ Molekiile im
Grundzustand zugeordnet.

Messungen der Isomerisierung von trans-AB in EtOH nach Anregung des r*-Ubergangs ergaben, dass
vier Zeitkonstanten zur Beschreibung der transienten Absorption notwendig sind. Drei der Zerfallszei-
ten entsprechen denen nach nt*-Anregung, eine vierte schnellere Zerfallszeit T =0,13 ps muss zusétz-
lich eingefiihrt werden. Diese beschreibt die strahlungslose Relaxation des hoher angergten Zustands
in den niedrigsten angeregten Zustand. Die anderen Zeiten werden analog denen nach nm*-Anregung
zugeordnet [95]. Die Zuordnung ist in Tabelle 4.15 zusammengefasst.

t—c | Zerfallszeit | Interpretation

nm*-Exc. 0,34 ps Bewegung aus der FC-Region, sowie Isomerisierung bzw. S| —
So-Ubergang durch eine konische Durchschneidung CI(S;Sp)
3,0 ps Zerfall des ersten angeregten Zustands, durch diffusive Bewe-
gung im S
12 ps Kiihlprozesse im Grundzustand

nn*-Exc. 0,13 ps Schneller Ubergang des urpsriinglich angeregten Zustands in den
S1-Zustand iiber eine konische Durchschneidung CI(S,S;)

0,42 ps Isomerisierung bzw. S; — So-Ubergang durch eine konische
Durchschneidung CI(S;Sy)
2,9 ps Diffuse Prozesse in Sy, die den Ubergang in Sy verlangsamen
12 ps Kiihlprozesse im Grundzustand

Tabelle 4.15: Zuordnung der Zerfallszeiten bei der Isomerisierung von trans-Azobenzol nach Satzger et al. [95,
96]

Unter Einbeziehung der ersten acht angeregten Zustiande, fanden Conti et al. [18] einen hoher angereg-
ten Zustand (S7), der nach m*-Anregung eine wichtige Rolle bei der [somerisierung spielt. Dieser ent-
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spricht einem doppelt angeregten Zustand und wird auch als S(DE) (doppelt angeregt) bezeichnet. Nach
Anregung des erlaubten r*-Ubergangs relaxieren die Molekiile in eine planare Gleichgewichtsgeo-
metrie. Danach wird eine ultraschnelle Deaktivierung in den S(DE)-Zustand vollzogen, der bei dieser
Geometrie der zweithochste angeregte Zustand ist. Nun wird eine langsame Relaxation in eine verdrillte
Geometrie vollzogen, mit der simultan eine schnelle interne Konversion in den niedrigsten angeregten
Zustand vollfiihrt wird. Die Interpretation der zeitaufgelosten Daten erfolgt analog der von Satzger et
al. vorgestellten: Der Ubergang des hoher angeregten Zustands in den ersten angeregten Zustand erfolgt
schnell und umfasst die Bewegung aus der Franck-Condon-Region, sowie eine Geometrieinderung, die
in die Uberschneidungsregion des ersten und zweiten angeregten Zustands fiihrt. Im ersten angeregten
Zustand findet nun einerseits eine Bewegung in Richtung der Gleichgewichtsgeometrie statt, die mit ei-
ner Schwingungsrelaxation einhergeht, sowie die interne Konversion, die auch zur Isomerisierung fiihrt.

Interpretation der Ergebnisse

Die zeitaufgelosten Daten der hier untersuchten AB-Derivate konnen analog zu den oben genannten
Prozessen interpretiert werden, was exemplarisch an den nitrilsubstituierten Verbindungen 4,4’-ADN
und 3,3’-ADN ausgefiihrt werden soll, sich aber auch auf die ADBm-Derivate, die AMPB-Derivate,
sowie auf 3,3’-AaPBm und 3,3’-NPB iibertragen ldsst:

3,3’-ADN und 4,4’-ADN nach Anregung des nt*-Ubergangs:

Eine Anregung des nmt*-Ubergangs entspricht der Anregung in den ersten angeregten Zustand. Aus der
Franck-Condon-Region heraus wird eine breite ESA beobachtet, die mit der Bewegung in Richtung des
Potentialminimums spektral schmaler wird. Die Zerfallszeit T;=1 ps entspricht dieser Bewegung und
hat mafgeblichen Anteil am Abbau der ESA bei Wellenldngen groBer als 500 nm (bzw. >450 nm). Der
intensivere Anteil der ESA zerfillt in erster Linie mit T,=3,7 ps (bzw. 6,3 ps) und kann dem Ubergang
in den Grundzustand zugeordnet werden, der sowohl in die cis- wie auch in die trans-Konformation
fiihrt.

3,3’-ADN und 4,4’-ADN nach Anregung des n*-Ubergangs:

T <150 fs spiegelt die Bewegung aus der Franck-Condon-Region in Richtung des Potentialminimums
wider und enthilt, zeitlich nicht von diesem Prozess unterscheidbar, die interne Konversion in den
niedrigsten angeregten Zustand. Fiir diese Zuordnung spricht der positive Beitrag in den DAS bei Wel-
lenldngen > 500 nm (>420 nm bei 3,3’-ADN), sowie der negative Beitrag im kiirzerwelligen Bereich,
der das DAS von 1,=0,5 ps in diesem Bereich wiedergibt. Die beiden Zerfallszeiten 1,=0,5 ps und
T3=2 ps (bzw. 3,2 ps) werden Prozessen im niedrigsten angeregten Zustand zugeordnet. Hierzu gehoren
die Bewegung in Richtung des Potentialminimums sowie der Ubergang in den Grundzustand. Beide
Prozesse sind spektral nicht voneinander zu unterscheiden, finden aber auf unterschiedlichen Zeitska-
len statt. Die DAS zu t4 > 10 ps konnen analog der 12 ps-Zerfallszeit von Azobenzol, als Kiihlprozesse
im Grundzustand interpretiert werden.

Die Interpretation des Derivats 3,3’-APB weicht von dem oben gezeigten Modell etwas ab, da sowohl
nach nm*-Anregung als auch nach nn*-Anregung die aulergewohnlich lange Zerfallszeit von T =42 ps
auftritt. Das zugehorige DAS weist, verglichen mit den DAS der anderen Derivate, die Charakteristi-
ka des S;-Zerfalls auf, nicht die der Kiihlprozesse im Grundzustand. Im Zusammenhang mit diesem
Ergebnis wiren quantenchemische Rechnungen sinnvoll, die Aufschluss dariiber geben kdnnen, inwie-
fern sich das an Azobenzol entwickelte Modell auf dieses Derivat iibertragen lidsst und wie es zu dem
beobachteten langsamen Zerfall kommt.
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4.3.5 Zusammenfassung

Die Zeitkonstanten nach nm*- bzw. Tn*-Anregung aller Derivate sind in den Tabellen 4.16 und 4.17
zusammengefasst.

Derivat Lm xmax,rm* T1 T T3 T4 T5
/nm /ps | /ps | /ps| /ps
AB [95] DMSO 317 — 10,34 |30 | 12ps
4,4’-ADBm DCM 329 <0,1 | 0,3 | 4,1 1 us
3,3’-ADBm DCM 317 <0,1 | 1,3 |59 1 us
3,3-ADBm-6,6’-Me | DCM 321 <0,1 | 0,7 | 6,1 1 us
4,4’-ADN DMSO 329 <0,1 | 1,0 | 3,7
3,3’-ADN DMSO 314 <0,11] 09 | 63
4,4’-AMPB MeOH 332 <0,1 | 0,8 | 5,7 1 us
3,4’ -AMPB MeOH 321 <0,1 | 0,1 | 4,1 1 us
4,3’-AMPB MeOH 316 <0,1 | 0,2 | 52
3,3’-AMPB MeOH 316 <0,1 | 0,6 | 50
3,3’-APB DMSO 324 <0,1 2,9 | 41,5
3,3’-AaPBm DMSO 314 <0,1 | 1,1 | 93
3,3’-NPB DMSO 318 <0,1 | 1,5 | 72

Tabelle 4.16: Zeitkonstanten der trans — cis-Isomerisierung nach Anregung mit 480 nm.

Die Messung der Dynamik unterschiedlicher Azobenzolderivate ergab, dass nach Anregung des trans-
Isomers in der nwt*- bzw. nn*-Bande, die elektronischen Effekte der Substituenten bei symmetrischer
Substitution mit zwei elektronenziehenden Gruppen (ADBm- und ADN-Derivate, sowie NPB) nur
einen geringen Einfluss auf die Dynamik haben und das fiir Azobenzol aufgestellte Reaktionsmodell
sich auf alle hier untersuchten Derivate dieses Typs iibertragen ldsst.

Ein Vergleich der 3,3’-substituierten Verbindungen mit den entsprechenden 4,4’-Derivaten zeigt, dass
die Dynamik der Isomerisierung durch lineare Anordnung der Substituenten beschleunigt wird.

In der Gruppe der AMPB-Derivate hat die Untersuchung der Anordnung der Substituenten gezeigt,
dass die Position der Amino-Methylgruppe die Dynamik nicht beeinflusst. Die Aminofunktionalitit
ist durch die Methylgruppe vom Aromaten getrennt und somit ist der elektronendonierende Charakter
dieser Gruppe effizient abgeschirmt. Die Position der Sdurefunktionalitét beeinflusst das Absorptions-
maximum des angeregten Zustands dahingehend, dass die Derivate mit Sduregruppe in 4-Position eine
leicht bathochrom verschobene ESA im Vergleich zu den beiden Derivaten mit der Sduregruppe in
meta-Position aufweisen. Ein systematischer Einfluss des Substitutionsmusters auf die Dynamik im an-
geregten Zustand konnte nicht festgestellt werden.

Dies ist vor allem im Hinblick auf das Design von azobenzolbasierten, schaltbaren Modellpeptiden
interessant. Wie die Untersuchung der Gruppe der AMPB-Derivate zeigte, die sich aufgrund des Me-
thylaminosubstituenten und der Sdurefunktionalitit sehr gut zum Einbau in Peptide eignet, besteht hier
eine gewisse Flexibilitdt, was das Substitutionsmuster am Azobenzol betrifft, unter Erhaltung der Schal-
tereigenschaften. So kann der Einbau des Schalters solcher Modellpeptide mit Fokus auf sterische und
synthetische Aspekte optimiert werden.

Ebenfalls zum Einbau in Modellpeptide geeignet sind die Aminophenylazo-benzoesidurederivate. Im
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Derivat Lm Momax ne T T T3 T4 Ts
/nm Ips | /ps | /ps| /ps
AB DMSO 317 — 1042129 12
4,4’-ADBm DCM 329 <03 ] 04 | 2.8 | 23ps
3,3’-ADBm DCM 317 <031 08 | 46 1 us
3,3’-ADBm-6,6’-Me | DCM 321 <031 09 | 48 1 us
4,4’-ADN DMSO 329 <02 05 |20 17,6
3,3’-ADN DMSO 314 <021 04 |32] 10,5
4,4’-AMPB MeOH 332 <031 0,7 | 5.1 1 us
3,4’-AMPB MeOH 321 <031 1,6 | 6,2 1 us
4,3’-AMPB MeOH 316 <03 | 1,5 | 58 1 us
3,3’-AMPB MeOH 316 <031 1,2 | 56 1 us
3,3’-APB DMSO 324 <0,3 39 | 42,1 | 1us
3,3’-AaPBm DMSO 314 <031 19 |76 1 us
3,3’-NPB DMSO 318 <03 | 1,3 | 6,6 1 us

Tabelle 4.17: Zeitkonstanten zur Beschreibung der trans — cis-Isomerisierung nach Anregung mit 340 nm.

Vergleich zu den AMPB-Schaltern ist die Aminogruppe bei diesen Vertretern direkt am Phenylring an-
gebracht, was die elektronischen Eigenschaften und die Kinetik modifiziert. Besonders ausgepragt ist
dieser Effekt bei 4,4’-APB, welches von Wachtveitl et al. [107] untersucht wurde und durch die ba-
thochrome Verschiebung des nr*-Ubergangs klar von den hier untersuchten Derivaten abweicht. Auch
3,3’-APB, welches in DMSO eine mit den anderen Derivaten vergleichbare Lage der Absorptionsban-
den aufweist, zeigt mit der langen Zerfallszeit T3=42 ps, eine auffillige Kinetik. Das zerfallsassoziier-
te Spektrum zu dieser Zeit zeigt nicht die Charakteristika von schwingungsangeregten Molekiilen im
Grundzustand, sondern hat eine spektrale Ausprigung die der Absorption aus dem angeregten Zustand
zugeordnet werden kann. Diese Eigenschaft geht bei der Anbindung an Peptide mit groer Wahrschein-
lichkeit verloren, wie die Messung von 3-(3’-Acetylaminophenylazo)-benzoesidure-methylesters (3,3’-
AaPBm) impliziert, welches durch die Veresterung der Sauregruppe und die Acetylierung der Amino-
funktionalitit, die Peptidanbindung simuliert, und eine deutlich schnellere Kinetik aufweist als 3,3’-
APB. Auch aus diesem Vergleich ergeben sich wichtige Einblicke fiir das Design von Modellpeptiden.
So sollte die zusitzliche Einfithrung einer Aminogruppe in meta-Position bei einem AMPB-Schalter
den verlangsamenden Effekt auf die Kinetik des Schalters konservieren. Ebenso wie die Einfithrung
dieser Gruppe in para-Position die bathochrome Verschiebung des nr*-Ubergangs erhalten sollte, was
eine Optimierung experimenteller Parameter erlaubt.

Grundsitzlich bleiben noch einige Fragen offen, was die Haupt-Reaktionskoordinaten der Isomerisie-
rung sowie die Interpretation der experimentellen Ergebnisse betrifft, die in dieser Arbeit nicht adres-
siert wurden. So sollten Messungen der Quantenausbeuten in Abhiingigkeit von der Anregungswellen-
lange fiir alle untersuchten Derivate durchgefiihrt werden, da der Einfluss der Substituenten auf diese
GroBe bisher noch kaum untersucht wurde, diese aber niitzliche Riickschliisse auf die Photodynamik er-
lauben wiirde. Auch die theoretische Behandlung von Substituenteneinfliissen auf die Potentialflichen
von Grund- und angeregten Zustinden sollten Gegenstand zukiinftiger Untersuchungen sein, da mit
deren Verstindnis eine wertvolle Basis fiir das Design von photoschaltbaren Modellpeptiden gewonnen
werden kann.
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5.1 Einleitung

Das Anreg-Abtast-Experiment setzt voraus, dass die zu untersuchende Probe auf Lichtimpulse so rea-
giert, dass sich ihre optischen Eigenschaften verdndern. Da viele Systeme diese Voraussetzung nicht
erfiillen, wurden Konzepte entwickelt, um Photoschalter in die verschiedensten Systeme einzubauen.
Es gibt eine Reihe unterschiedlicher Schaltersysteme, die sich in ihrer Dynamik, ihren optischen Ei-
genschaften und ihrer Chemie unterscheiden, so dass fiir viele der zu modifizierenden Systeme ein
passender Schalter gewéhlt werden kann.

Das im vorangegangenen Kapitel vorgestellte Azobenzol hat sich bereits in einer Vielzahl unterschied-
licher Systeme als geeigneter Photoschalter bewihrt und wurde auch fiir die im Folgenden vorge-
stellte Probe eingesetzt. Neben Peptiden [40, 101] und Proteinen wurden auch DNA- [61] und RNA-
Stringe [41], Zucker [102] oder anorganische Polymere [112] mittels Azobenzolderivaten modifiziert
und somit photoschaltbar gemacht. Wie schon gezeigt, konnen Azobenzolderivate reversibel zwischen
der trans- und der cis-Konformation geschaltet werden. In Abhéngigkeit vom Substitutionsmuster sind
nt* und nt*-Bande spektral getrennt, so dass mit Licht unterschiedlicher Wellenldnge beide Zustinde
adressiert werden konnen.

Der Fokus dieser Arbeit liegt auf AB-modifizierte Peptiden. Die Schalterdynamik ist so schnell, dass
schon nach wenigen Pikosekunden nahezu ausschlieflich die Dynamik des Systems beobachtet wer-
den kann und die in der Regel langsame Peptiddynamik gut von der schnellen Schalterdynamik se-
pariert werden kann. Der Einbau ist iiber verschiedene Strategien moglich. Durch Funktionalisierung
mit Amino- bzw. Carboxylgruppen kann der Schalter wie eine artifizielle Aminosédure direkt in das
Peptidriickgrat integriert werden. Eine zweite Moglichkeit ist die Verbriickung von Seitenketten mit-
tels Azobenzol, welches dann wie eine Klammer oder ein Biigel wirkt. Die Art des Einbaus sowie die
passende Position zur Anbindung des Schalters spielt hierbei eine essentielle Rolle und kann zum Teil
mittels Simulationen abgeschitzt werden, um die Strukturdnderung als Folge des Schaltereignisses zu
maximieren.

Nachdem es bereits detaillierte Untersuchungen iiber die Anderung der Sekundérstruktur von azoben-
zolfunktionalisierten Peptiden gibt [5, 12,48, 89,91, 92, 101, 108], kann das hier vorgestellte System
als Fortsetzung dieser Arbeiten betrachtet werden. Das in den zitierten Arbeiten gezeigte Prinzip, der
Konformationsidnderung des Peptidriickgrats durch AB-Isomerisierung, wird nun auf die Untersuchung
der Entfaltung einer Tertidrstruktur, namlich der Kollagen-Tripelhelix, angewendet.

Dieses Kapitel befasst sich mit der Untersuchung eines Modell-Kollagens, welches in der Arbeitsgrup-
pe von Prof. Moroder synthetisiert wurde. Nach einer kurzen allgemeinen Einfiihrung von Kollagen und
der Vorstellung einiger wichtiger Faltungsmodelle werden dann die Untersuchungen an diesem System
gezeigt.

5.1.1 Kollagen: Struktur und Faltung
Kollagenstruktur

Kollagen ist das wichtigste Strukturprotein des Bindegewebes, einer Gewebeart, die sich durch Struk-
turgebung und Flexibilitdt auszeichnet, was bereits auf eine einzigartige Konstruktion hinweist. Es gibt
verschiedene Arten bzw. Klassen von Kollagen. Allein beim Menschen wurden bisher 27 Kollagen-
typen klassifiziert. Trotz groBer Diversitit gibt es einige gemeinsame Merkmale, die die eigentliche
Struktur wesentlich bestimmen. So weisen alle Kollagentypen tripelhelikale Strukturen auf, die aus
drei Einzelstrdngen mit repetitiven Triplets der Sequenz -Gly-Xaa-Yaa- in der Primirsequenz bestehen.
Hierbei steht Gly fiir die Aminosédure Glycin, die lediglich ein H-Atom als Rest tréigt. Sie weist somit
den geringsten sterischen Anspruch auf und passt daher in den engen Innenbereich der Tripelhelix.
Xaa und Yaa steht fiir beliebige Aminoséduren, wobei diese Positionen sehr haufig mit Prolin (Pro) oder
Hydroxyprolin (Hyp) besetzt sind. Diese Aminosduren weisen einige Besonderheiten auf, die im Fol-
genden noch detailliert erldutert werden und die die Struktur und Stabilitdt von Kollagen entscheidend
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beeinflussen.
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Abbildung 5.1: Schematische Darstellung des Wasserstoffbriickennetzwerks zwischen den Einzelhelices. Der
dritte Strang ist doppelt dargestellt.

Die Einzelstringe bilden jeweils linkshéndige a-Ketten vom Polyprolin-II Typ und setzen sich zu einer
verdrillten Tripelhelix zusammen, die durch Wasserstoffbriicken stabilisiert ist. Die schematische Dar-
stellung dieses Netzwerkes ist in Abbildung 5.1 an einer Sequenz aus Prolin (P), Hydroxyprolin (O)
und Glycin (G) gezeigt (die Abbildung wurde in Teilen der Referenz [80] entnommen und modifiziert).
Die Wasserstoffbriicken sind jeweils zwischen Glycin und Prolin ausgebildet. So entstehen rohrenartige
Gebilde, in deren Inneren die Glycinreste liegen, wohingegen die Reste der Aminosduren Xaa und Yaa
l6sungsmittelexponiert sind. Zur Veranschaulichung sind in Abbildung 5.2 zwei Ansichten auf syntheti-
sche Modellkollagene gezeigt, links die Ansicht von vorne in die Tripelhelix, rechts eine Seitenansicht.
Beide wurden der PDB-Datenbank (Protein Data Base, pdb-id: 2g66 und 1cag) entnommen.

Die Tripelhelices konnen sowohl aus Homo- als auch aus Heterotrimeren zusammengesetzt sein und
teilweise sind die Einzelstringe kovalent, z.B. durch Cysteinbriicken [10], miteinander verbunden. Bei
einigen Kollagenen liegt nicht das gesamte Protein tripelhelikal vor, sondern ist aus Doménen mit he-
likaler und nichthelikaler Struktur zusammengesetzt [90]. Die Bildung von Fibrillen, also zusammen-
gesetzten Proteinen, ermdglicht die hohe Diversitit von Kollagengeweben, die z.B. Knochen, Sehnen,
Knorpel, Haut und Basalmembranen umfassen und die charakteristisch fiir die einzelnen Gewebe ist.

Abbildung 5.2: Kollagenstruktur in der Sicht von vorne auf die Tripelhelix und in der Seitenansicht (modifiziert
aus PDB-Datenbank (pdb-id: 2g66, 1cag) [6,98]).

Mutationen, die zu fehlerhafter Kollagenbiosynthese fithren, haben meist verheerende Auswirkungen
auf den Organismus. Die Stabilitit und die Faltungsdynamik werden durch fehlerhafte Primirsequenzen
oder enzymatische Defekte beeinflusst und schwere Krankheitsbilder wie z.B. die Glasknochenkrank-
heit, das Ehlers-Danlos Syndrom oder das Marfansyndrom konnen resultieren.

Die Tripelhelix des Kollagens stellt ein einzigartiges Strukturmotiv dar, das zu den sog. filamentdsen
Proteinen gehort. Deren Faltungsmechanismus unterscheidet sich grundsétzlich von der Faltung globu-
larer Proteine.

Besonderheiten von Prolin, Hydroxyprolin und Mercaptoprolin

Cis-Trans-Isomerisierung
Die Peptidbindung weist einen C-N-Abstand auf, der etwa 0,15 A kiirzer ist, als man es bei einer C-
N-Bindung mit sp>-Hybridisierung erwarten wiirde. Grund ist der partielle Doppelbindungscharakter
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der sich durch Beteiligung des freien Elektronenpaars am Stickstoff ausbildet. Die Konsequenz ist ei-
ne planare Bindung bei der zwei unterschiedliche Anordnungen der Reste zueinander méglich sind.
In Abbildung 5.3 [27] sind die beiden Konformationen die mit cis und trans bzw. auch mit E und Z
bezeichnet werden, gezeigt.

A
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Abbildung 5.3: Schematische Darstellung der cis- und trans-Peptidbindung zweier nichtzyklischer Aminosduren
(A), sowie einer Aminoséure mit Prolin (B).

In allen Peptidbindungen, die aus natiirlichen Aminosduren, mit Ausnahme von Prolin, gekniipft sind,
dominiert die trans-Konformation. Der Anteil von cis-Bindungen in nativen Peptiden liegt unter ei-
nem Prozent. Die bevorzugte Anordnung in trans hat energetische Griinde. Bei einer cis-Konformation
kommen sich die Reste am Cg ;- und Cy ;1 1-Atom sehr nahe und es resultiert eine ungiinstige Wechsel-
wirkung. Anders ist dies bei Peptidbindungen mit Prolin, also Xaa-Pro-Bindungen, wobei Xaa fiir jede
natiirliche Aminoséure stehen kann. Hier ist abhéngig von Xaa ein cis-Anteil von bis zu 30% moglich
und bei nativen Prolyl-Peptidbindungen liegen 5-7% in cis-Konformation vor. Der Energieunterschied
zwischen trans und cis ist gering, da in beiden Geometrien eine sterische C-C-Wechselwirkung auf-
tritt (siehe Abbildung 5.3) [109]. Die Aktivierungsenergie fiir die cis-trans-Isomerisierung liegt in der
GroBenordnung von 80 kJ/mol, die Aktivierungsentropie ist hingegen vernachldssigbar klein. Die Ge-
schwindigkeit der Isomerisierung kann durch Prolylisomerase beschleunigt werden. Ahnlich wie dieses
Enzym wirken sich Losungsmittel aus, die den Doppelbindungscharakter reduzieren, z.B. durch Proto-
nierung des Stickstoffs [13,27].

”Puckering” bzw. Ringgeometrie

Nichtkonjugierte Fiinfringe bilden keine planaren Strukturen sondern gewinkelte oder geknickte Geo-
metrien aus, was im englischen mit dem Wort "Pucker” (Falte) bezeichnet wird und mit einem offenen
Briefumschlag verglichen werden kann. Die Substituenten am Ring konnen rdumlich in einer trans-
bzw. cis-Anordnung zueinander stehen. Abhingig vom Substitutionsmuster gibt es dann Vorzugsgeo-
metrien. Da in dem untersuchten Modellkollagen zur Anbindung des Photoschalters Mercaptoprolin
anstelle von Hydroxyprolin eingesetzt wurde, wurden die unterschiedlichen Konformationseigenschaf-
ten von Cadamuro et al. [15] experimentell untersucht und verglichen, was in Abbildung 5.4 gezeigt ist.
Dabei zeigte sich, dass im Falle einer 4R!-Substitution an Mercaptoprolin ein CY-endo-Ringknick be-
vorzugt wird, wohingegen 4R-substituiertes Hydroxyprolin einen CY-exo-Ringknick bevorzugt.

Es ist also zu erwarten, dass der Austausch von Hydroxyprolin durch Mercaptoprolin sterische Auswir-
kungen auf die Peptidkonformation haben kann.

'Mit der R,S-Nomenklatur wird die absolute Konfiguration vier- bzw. sechsfach koordinierter stereogener Zentren ange-
geben. Die Bezeichnungen gehen auf Cahn, Ingold und Prelog zuriick [69].
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Abbildung 5.4: Stereoelektronische Effekte von 4S-Mercaptoprolin resultieren in einer Bevorzugung der trans-
Peptidbindung und einem sog. y-Exopucker im Vergleich zu 4S-Hydroxyprolin, wo ein y-Endopucker bevorzugt
wird.

5.1.2 Charakteristika der Kollagenfaltung

Die experimentelle Untersuchung der Kollagenfaltung stellt eine gewisse Herausforderung dar, da die
Tripelhelix mit ihrer charakteristischen Komposition aus Glycin, Prolin und Hydroxyprolin einige Be-
sonderheiten aufweist:

Drei Helices miissen sich zunéichst finden und einen (in der Regel) C-terminalen Kontakt ausbilden. Alle
Iminobindungen miissen in trans-Konformation vorliegen, da cis-Iminobindungen die Faltung hemmen.
Die Isomerisierung verlduft ohne helfende Enzyme sehr langsam, sie ist somit der geschwindigkeits-
bestimmende Schritt bei der Faltung. Haben sich Trimere gefunden und richtig aneinandergelagert und
sind alle Bindungen in der richtigen Konformation, schreitet die Faltung schnell vom C-Terminus in
Richtung N-Terminus voran und kann mit einem Reif3verschluss verglichen werden.

Natiirliches Kollagen und Biosynthese

Im Gegensatz zur Faltung der Tripelhelix aus isolierten Einzelstringen in Losung, wie sie bei den
Modellpeptiden untersucht wird, steht die Biosynthese in Zellen, bei der die Tripelhelices mittels Hilfs-
sequenzen und einem komplexen Zusammenspiel verschiedener Enzyme gebildet werden.

Kollagen wird in speziellen Zellen, den sogenannten Fibroblasten produziert. Je nach Gewebeart fin-
den sich differenzierte Fibroblasten, wie z.B. Osteoblasten in Knochen oder Chondroblasten in Knor-
peln. Es werden zunéchst Polypeptidvorstufen an den Polyribosomen gebildet. Aus diesen Vorstufen
entstehen dann die Pro-o-Stringe. Diese enthalten neben der eigentlichen Kollagensequenz noch nicht-
kollagenartige terminale Strukturen, die fiir die korrekte Faltung benétigt werden.

An dieser Stelle sind die Strdnge noch aus den natiirlichen Aminosduren aufgebaut. Durch Prolyl-4-
und Lysyl-Hydroxylasen findet dann die Hydroxylierung an bestimmten Stellen statt. Die Tripelhelix-
bildung aus den hydroxylierten Einzelhelices beginnt am C-Terminus und setzt sich rei3verschlussartig
fort [25]. Hydroxylierte, tripelhelikale Prokollagenmolekiile gelangen durch Sekretion in die extrazel-
luldre Matrix.

Im Extrazelluldrraum werden die globulidren Termini durch Prokollagen-Proteinasen abgespalten, zum
Teil findet noch eine Glykosylierung statt und Mikrofibrillen bilden sich aus. Die Mikrofibrillen werden
noch zusitzlich durch kovalente Bindungen stabilisiert.

Synthetische Kollagen-Modellpeptide

Wie schon kurz angedeutet, ist die Untersuchung der Peptidfaltung synthetischer Modellpeptide durch
das Zusammenfinden der Helices und die cis-trans-Isomerisierung von Prolinpeptidbindungen erschwert.
Fiir die Kollagenfaltung spielen die Primérsequenz, das Losungsmittel und die Konformation der Imino-
bindungen eine wesentliche Rolle. Faltungsmodelle verkomplizieren sich durch den unbekannten Anteil
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von Iminobindungen in cis-Konformation, welcher die Faltungsdynamik enorm beeinflusst [110]. Die
Kollagenfaltung wird meist in die Stadien *Nukleation’ und ’Promotion’ eingeteilt [4].

Die Faltung von Heterotrimeren kann nur durch Verbriickung der drei Stringe realisiert werden, da
sonst ein Gemisch aller moglichen Trimere die Untersuchung beeintrichtigt. Vor allem zeitaufgeloste
Messungen erfordern einen definierten Ausgangszustand des Systems. Um dennoch Einblicke in die
Faltungsmechanismen zu erhalten, wird hiufig die Entfaltung studiert, die aus einer wohl definierten
Struktur heraus geschieht.

Zur Abschitzung thermodynamischer GroBen gibt es keine generellen Regeln, allerdings einige Erfah-
rungswerte. So zeigte eine Studie von Sundar Raman et al. [86] dass mindestens fiinf (Gly-Pro-Hyp)-
Triplets in der Einzelstrangsequenz notwendig sind, damit sich eine stabile Tripelhelix ausbilden kann.
Beim Ubergang der ungeordneten Struktur in die Tripelhelix betrigt AH® etwa -(15-18) kJ/mol Tripep-
tideinheit [13].

Ein einfaches Modell zur Beschreibung des Faltungsprozesses ist das sogenannte “Zweizustandsmo-
dell”.

Zweizustandsmodell

Bei diesem Modell werden nur der vollstindig gefaltete (F) und der vollstindig entfaltete (U) Zu-
stand betrachtet und das Gesamtsystem wird auf diese beiden Zustinde reduziert. Wenngleich diese
Einschriankung drastisch ist, erméglicht sie eine direkte Korrelation von Schmelzkurven mit thermody-
namischen Grofen und wird somit hdufig herangezogen:

k
F=U
kr
Mit den Gleichgewichtskonstanten k, und ky fiir die Hin- bzw. Riickreaktion ergibt sich die Gleichge-
wichtskonstante K., zu
U, k
Keq = eq = l
Foy  ky
Aus K, ldsst sich wiederum die Freie Energie AG®° nach Gl. (5.2) ermitteln. Hierbei ist R die allgemeine
Gaskonstante (R=8,314 J -mol~' - K~') und T die Temperatur.

(5.1)

AG® = —RTInK,, (5.2)

Dieses Modell ist sehr einfach und ignoriert die Komplexitit des Faltungsmechanismus. Dennoch ist
es ein gutes Modellsystem um thermodynamische Groen der Entfaltung anhand von Schmelzkurven
abzuschitzen, da hier das Ausgangssystem gut definiert ist und das Endsystem im Wesentlich als *Nicht-
Tripelhelikal’ spezifiziert wird, unabhéngig von der konkreten Konformation der Einzelhelices.

Experimentelle Methoden

Mittels biochemischer Verfahren lassen sich die Struktur natiirlicher Kollagene und deren Faltung ana-
lysieren. Fiir synthetische Modellpeptide eignen sich Methoden wie die NMR-Spektroskopie, FTIR
und Zirkulardichroismus. Die NMR-Spektroskopie ist eine wertvolle Methode um z.B. den Gehalt an
cis-Peptidbindungen bei ungefalteten Kollagenproben zu ermitteln, aber auch um Tripelhelices von Ein-
zelhelices zu unterscheiden [14,63]. Mittels Zirkulardichroismus werden vor allem thermodynamische
Untersuchungen durchgefiihrt [111]. Tripelhelices weisen eine charakteristische Signatur auf, die beim
Schmelzen verschwindet. Allerdings ist bei dieser Methode Vorsicht geboten, da die Schmelztemperatur
von der Peptidkonzentration und der Aufheiz- bzw. Abkiihlrate abhéngig ist und somit unterschiedliche
Experimente nur dann vergleichbar sind, wenn sie unter identischen Bedingungen durchgefiihrt wur-
den [33]. Eine ebenfalls struktursensitive Methode ist die FTIR-Spektroskopie. Im Amid-I-Bereich tra-
gen alle Amidbindungen zu dem resultierenden Signal bei, was die Bande meist relativ breit macht [58].
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Auch mit dieser Methode konnen Schmelzkurven aufgezeichnet werden. Die Analyse stellt allerdings
eine gewisse Herausforderung dar, da es meistens keine Bereiche gibt, die selektiv nur Signaturen der
Tripelhelix bzw. der Einzelhelices enthalten und auch die Losungsmittelbanden eine Temperaturab-
hiingigkeit aufweisen, die oft nur mithsam korrigiert werden kann. Diese Uberlagerung von Banden
erschwert die Auswertung.
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5.2 Experimenteller Teil

Bisher gibt es kaum Studien, in denen die Ausbildung von Tertidrstrukturmotiven mittels zeitaufgelo-
ster Spektroskopie untersucht wurde. In der Arbeitsgruppe von Prof. Moroder wurden kollagenartige
Modellpeptide synthetisiert, die die Untersuchung der Kollagenfaltung ermoglichen. Das im Rahmen
dieser Arbeit untersuchte Kollagen setzt sich aus drei Einzelhelices zusammen, die jeweils mit einer
Azobenzolklammer modifiziert wurden. Jede Einzelhelix besteht aus 23 Aminosduren, die achte und
fiinfzehnte (von Acetyl nach NH-Terminus) dienen als Ankerpunkt fiir den Photoschalter. Die Sequenz
ist in Abbildung 5.5 gezeigt. Die Primérsequenz wurde so gewihlt, dass die spontane Ausbildung einer
Tripelhelix gewihrleistet ist. Die entscheidende Sequenz ist hierbei die Wiederholeinheit von Glycin-
Prolin-Hydroxyprolin (Gly-Pro-Hyp). Die Position fiir die Anbindung des Schalters wurde mittels Si-
mulationen so gewihlt, dass die Isomerisierung moglichst effizient auf das Peptidriickgrat wirkt. Zur
synthetischen Anbindung der Azobenzolklammer wurden je zwei Hydroxyproline durch Mercaptopro-
line (Mcp) ersetzt. Die SH-Gruppe reagiert dann mit der lod-Funktionalitit der Klammer unter Abspal-
tung von HI zum gewiinschten Produkt [54].

N HN
4 b

S S

N N
Ac-(Gly-Pro-Hyp),-Gly” yp—Gly—Pro—Hyp—Gly—pro” (Gly-Pro-Hyp)-Gly-Gly-NH,
o o]

Abbildung 5.5: Struktur der Einzelmolekiile des untersuchten synthetischen Kollagens

5.2.1 Statische Charakterisierung

Im Falle der Kollagenprobe wurde eine ausfiihrliche statische Charakterisierung der geldsten Probe
vorgenommen, da die Wahl des Losungsmittels die physikalischen Eigenschaften sehr stark beeinflusst
und zusitzlich noch den experimentellen Anforderungen geniigen muss. Mehrere Aspekte waren zu
beriicksichtigen:

e Die Probe soll sich gut 16sen, so dass die fiir Infrarotmessungen nétigen hohen Konzentrationen
realisiert werden konnen.

e Das Losungsmittel soll im Bereich der Kollagenbanden im sichtbaren und infraroten Spektralbe-
reich transparent sein, so dass keine charakteristischen Banden iiberdeckt werden.

e Ein moglichst “physiologisches” Losungsmittel ist wiinschenswert, um Vergleiche mit natiirli-
chem Kollagen zuzulassen.

e Losungsmittelgemische mit Komponenten mit niedrigen Siedepunkten sind fiir die Infrarotspek-
troskopie problematisch, da die Konzentration der fliichtigen Komponente bei langen Messungen
oft nicht konstant bleibt.

e Das Losungsmittel kann enorme Auswirkung auf die Struktur der Probe haben. Optimal ist eine
leicht destabilisierte Tripelhelix.
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Zirkulardichroismus

Zirkulardichroismus Messungen sind ein wertvolles Werkzeug bei der Strukturanalyse von Sekundir-
und Tertidrstrukturen und wurden in diesem Fall eingesetzt, um die Ausbildung der Tripelhelix zu
tiberpriifen und um thermodynamischen Konstanten wie Schmelzpunkt, Enthalpie, Entropie und Freie
Energie zu ermitteln.

Die Schichtdicke der Kiivette betrug 0,2 mm, die Konzentration der Probe lag im Bereich von 30 bis
200 uM.

In Abbildung 5.6 sind die Ergebnisse einer Zirkulardichroismusmessung bei verschiedenen Tempera-
turen gezeigt. Charakteristisch fiir die tripelhelikale Struktur ist die positive Bande bei 225 nm. Das
Signal zwischen 280 nm und 400 nm kann dem Azobenzolschalter zugeordnet werden, dieser Bereich
ist aber nicht charakteristisch fiir die Tripelhelix.

Eine gute Loslichkeit der Probe ist in Ethylenglykol (EG) gegeben. Allerdings stabilisiert das Losungs-
mittel so stark, dass ein Schmelzen der Probe erst bei sehr hohen Temperaturen erreicht werden kann.
Im Messbereich bis 90°C wurde kein Schmelzpunkt detektiert. Fiir Entfaltungsstudien ist diese hohe
Stabilitéit hinderlich. Durch Zumischen von Wasser wird die Tripelhelix destabilisiert. Die Loslichkeit
in reinem Wasser ist zu gering fiir die Durchfithrung der Experimente, so dass ein Gemisch von glei-
chen Anteilen Wasser und Ethylenglykol gewéhlt wurde. Im Hinblick auf die Messungen im mittleren
IR-Bereich wurden fiir alle Messungen deuterierte Losungsmittel verwendet. Der Schmelzpunkt der
Tripelhelix liegt in dieser Zusammensetzung bei etwa 55°C, wie die Schmelzkurve in Abbildung 5.7
zeigt. Das CD-Signal ist hier als Funktion der Temperatur bei 225 nm aufgezeichnet. Das Experiment
wurde so durchgefiihrt, dass eine Scanrate von 1°C/Min eingestellt wurde. In Abstinden von 10°C
wurde zusitzlich ein Gesamtspektrum aufgenommen. Dies fiihrt dazu, dass der Schmelzvorgang bei
konstanter Temperatur fortschreitet, bis drei Scans der Probe im Bereich von 190 nm bis 400 nm auf-
gezeichnet wurden. Dies entspricht einer Messdauer von etwa fiinfzehn Minuten, wihrend derer die
Temperatur konstant ist. Wird der Temperaturscan dann fortgesetzt, so fiihrt dieses Schmelzen bei kon-
stanter Temperatur zu Intensititsspriingen, die in Abbildung 5.7 bei 45°C, 55°C und 65°C zu sehen
sind.

Mit dem Schmelzvorgang kann grundsitzlich auch eine Prolin-Isomerisierung stattfinden. In Strin-
gen mit isomerisiertem Prolin kann keine normale helikale Struktur gebildet werden. Somit wird die
Riickfaltung stark verlangsamt. Die Riickisomerisierung von Prolin wird dann der geschwindigkeitsbe-
stimmende Schritt.

207 ' ' ' B 4| Temperature / °C

3 ——13 23 —33
43 ——53 63 —73
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£

= —3 43 4 >
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Abbildung 5.6: CD-Spektren von Azokollagen bei verschiedenen Temperaturen. Links ist das gesamte Spektrum
von 190 bis 400 nm zu sehen, rechts die VergroBerung der Schalterregion.
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Abbildung 5.7: Schmelzkurve von Azokollagen in EG:D,0 (1:1) bei 225 nm. Eine stufenfreie, geglittete Funk-
tion ist in die experimentellen Daten eingezeichnet.

Absorption von trans- und cis-Isomer

Absorption bei Raumtemperatur: PSS und Reversibilitdt

Der Peptidteil der Azokollagenprobe enthilt keine funktionellen Gruppen, die die Azobenzolabsorption
im nahen UV und sichtbaren Spektralbereich iiberlagern. Man findet also lediglich die fiir Azobenzol-
derivate charakteristischen Beitriige des mr*- und n*-Ubergangs im Spektralbereich von 280 nm bis
etwa 500 nm. Im kurzwelligeren Bereich dominiert bereits die Absorption des Losungsmittels, so dass
keine Absorptionsbanden anderer funktioneller Gruppen der Probe zu sehen sind. Die Absorptionsma-
xima im Schalter und im Peptid sind um etwa 20 nm in den ldngerwelligen Bereich verschoben gegen-
iiber unsubstituiertem Azobenzol in Methanol. Die Lage der Maxima der nit* und *-Ubergiinge von
unsubstituiertem Azobenzol, dem Azoschalter und dem Azokollagen sind in Tabelle 5.1 zusammenge-
fasst.

Probe Losungsmittel | Ay (") / nm | Ay (n@) / nm
Azobenzol MeOH 313 434
Azoschalter DMSO 332 452
Azokollagen | EG:D,0 (1:1) 335 441

Tabelle 5.1: Absorptionsmaxima des nr*- und nm*-Ubergangs der trans-Konformation von Azobenzol, dem
Schalter und der Azokollagenprobe.

Um eine grobe Abschitzung des photostationéren trans:cis-Verhiltnisses zu erhalten kann man vom
Spektrum des cis-Konformers so viel trans-Anteil abziehen, bis negative Absorption auftritt. Mit diesem
Verfahren bleibt ein Restanteil des trans-Isomers von 30% nach Belichtung des Azoschalters und 60%
nach Belichtung des Azokollagens. Eine Erhohung des cis-Anteils durch ldngeres Belichten konnte
in beiden Fillen nicht erzielt werden. Die Spektren der unbelichteten und belichteten Proben sind in
Abbildung 5.8 gezeigt.

Neben einer Abschitzung fiir das Isomerenverhiltnis im photostationdren Zustand wurde auch die
Reversibilitit der Isomerisierung iiberpriift. Mehrere aufeinanderfolgende Belichtungszyklen ergaben,
dass beide Proben nicht degradieren und der Schaltprozess reversibel ist.
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Abbildung 5.8: Absorptionsspektren des Schalters und des Azokollagens in trans-Konformation (schwarz) und
des trans-cis-Gemischs nach Belichtung mit 350 nm.

Temperaturabhdngigkeit der Isomerisierung

Fiir das Schmelzen der Tripelhelix ist vor allem der Temperaturbereich von 20°C bis zur Schmelztem-
peratur, die bei etwa 60°C liegt, interessant. Aus diesem Grund wurde die Isomerisierung bei verschie-
denen Temperaturen in diesem Bereich untersucht (sieche Abbildung 5.9). Bei vergleichbaren Belich-
tungsbedingungen nimmt der Anteil an isomerisiertem (cis-) Azokollagen mit zunehmender Tempera-
tur zu. Zur Kontrolle wurde das Experiment auch an dem isolierten Schalter durchgefiihrt, wo keine
Temperaturabhingigkeit gefunden wurde.

Azocollagen, trans

0,5 20°C i
trans -> cis
04l 20°C |
40°C

03F 50°C

Absorption / OD

0,1+

250 300 350 400 450 500 550
Wavelength / nm

Abbildung 5.9: Isomerisierung bei unterschiedlichen Temperaturen im Bereich von 20°C bis 50°C.

Das Ergebnis dieses Experiments deutet darauf hin, dass die Isomerisierung des Azobenzolschalters
durch die Tripelhelix gehemmt wird. Mit Erhéhung der Temperatur wird diese hemmende Kraft redu-
ziert, da die Struktur destabilisiert und die Isomerisierung effizienter wird.
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Untersuchung der Schalterfunktion in Abhéngigkeit von der Temperatur mit FTIR-Spektrosko-
pie

Die Absorptionsspektroskopie im ultravioletten und sichtbaren Spektralbereich ist zwar sensitiv fiir die
Eigenschaften des Chromophors, erlaubt aber nur wenig Aussagen iiber den Peptidteil des Azokol-
lagens. Aus diesem Grund wurde die Probe im mittleren Infrarotbereich untersucht, da hier sowohl
charakteristische Banden des Chromophors als auch des Peptidgeriists zu finden sind. Die Infrarot-
spektren von Schalter und Azokollagen sind in Abbildung 5.10 gegeniibergestellt. Aus beiden Spektren
wurde das Losungsmittel subtrahiert, wobei im Falle des Azokollagens aufgrund des Losungsmittelge-
mischs, welches sich nur schlecht subtrahieren lédsst, noch ein Restbeitrag der Losungsmittelbanden zu
sehen ist. Einige wichtige Banden sind in Tabelle 5.2 zusammengestellt. Die Bandenzuordnung wurde
in Anlehnung an [3,36,58, 114] vorgenommen.
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S
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Abbildung 5.10: FTIR-Spektren des Azokollagens in dg-Ethylenglykol:D,O (1:1) und des Schalters in dg-
DMSO.

Bande in cm ™!

Azokollagen in 1672 Ve=o Amid I
d6-eg:D,0 (1:1) 1645 Ve—o Amid [

1555 Vc-N + SC—N—H Amid II

1456 — Solvent
Azoschalter in 1659 Ve—o Amid I
d6-DMSO 1600 Ve=c Schwingungsmoden

1540 der Phenylringe

1491 (Streckschwingung)

Tabelle 5.2: Zuordnung einiger charakteristischer Schwingungsbanden des Azokollagens und des Schalters.

Um das Schmelzverhalten der Tripelhelix zu studieren, wurde die Probe in einem automatischen Tem-
peraturlauf, wie in Kapitel 2.3.2 beschrieben, sukzessive von 10°C auf 85°C erhitzt und wieder auf
10°C abgekiihlt. Die Schrittweite AT betrug 2°C, das Toleranzintervall fiir die Temperaturstabilitit
0,1°C. Die um das Losungsmittel korrigierten Spektren der Aufheizphase sind in Abbildung 5.12 (links)
gezeigt. Die Differenzspektren (T — Ts,4,4) zeigen die Absorptionsdnderung mit der Temperatur. Der
Amid-I-Bereich, der charakteristisch fiir die Sekundir- und Tertidrstruktur von Proteinen ist, zeigt die
ausgeprigtesten Anderungen beim Erwirmen der Probe. Die Differenzspektren sind in diesem Bereich



Photoschaltbare Peptide 113

charakteristisch fiir die Kollagenstruktur und zeigen zwei anwachsende Banden bei ¥=1662 cm~! und
9¥=1615 cm™! sowie eine Bande bei ¥=1643 cm™!, die an Intensitit verliert. Diese Signatur wurde
bereits an einer Reihe von Modelltrimeren gezeigt und ist typisch fiir eine aus drei Banden zusammen-
gesetzte Amid-I-Bande [28]. Auch die Amid-I-Bande des hier vorgestellten Azokollagens kann mit drei
Gausskurven angepasst werden (Abbildung 5.11). Diese konnen nach [34,58, 81], den Carbonylen der
Prolin-Reste zugeordnet werden (V ~1645 cm™!), den Carbonylen, die entlang der Oberfliiche orien-
tiert sind (V ~1635 cm~!) und Wasserstoffbriicken zum Losungsmittel ausbilden, sowie nach auBen
orientierten Carbonylen (V ~1670 cm™!) von Hydroxyprolin. Eine Zusammenfassung der Bandenzu-
ordnung nach [58] findet sich in Tabelle 5.3.

Gly Pro Hyp
O [*7] O3
|l gl w [l
(—N,—c—cl—Nz—c—Cz—N:‘fc—Ca—)n

Hy

OH

1637 cm™! | Streckschwingung der Imincarbonyle C;0O,

1648 cm~! | Streckschwingung der Carbonyle,
die intramolekulare Wasserstoffbriicken ausbilden,
charakteristisch fiir die Tripelhelix

1673 cm~! | Streckschwingung der Aminocarbonyle C303,
die ebenfalls H-Briicken zum Losungsmittel ausbilden

Tabelle 5.3: Zuordnung der einzelnen Komponenten der Amid-I-Bande nach [58].
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Abbildung 5.11: Amidbande (basislinienkorrigiert) mit drei eingepassten Gausskurven.

Die Aufzeichnung der Intensititsdifferenz (T(-T) im Maximum der Anderung (V ~1645 cm™!) als
Funktion der Temperatur fiihrt zu einem sigmoidalen Kurvenverlauf (Abbildung 5.12, rechts). Dieser
dhnelt dem der Schmelzkurve aus der Zirkulardichroismusmessung. (Abbildung 5.7). Aufgrund der
komplexen Zusammensetzung der Amid-I-Bande und der Uberlagerung mit Losungsmittelbanden ist
es allerdings schwierig, struktursensitive Frequenzen zu finden, die eine Evaluation der Schmelztempe-
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ratur erlauben.
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Abbildung 5.12: Links: LBungsmittelkorrigierte Spektren der Aufheizphase des Azokollagens (oben) und
Differenzspektren (7T — Ts;44), die die Strukturinderungen bei Temperaturerhohung verdeutlichen (unten).
Rechts: Absorptionsinderung als Funktion der Temperatur bei ¥=1645 cm™!.

Isomerisierung

Die lichtinduzierte Isomerisierung wurde bereits in Kapitel 5.2.1 anhand von Absorptionsspektren im
nahen UV- bzw. sichtbaren Spektralbereich gezeigt. Die Messungen zeigten, dass die Isomerisierung
reversibel ist und keine Photodegradation stattfindet, allerdings sind sie nicht spezifisch fiir den Peptid-
teil der Probe. Fiihrt man vergleichbare Messungen im mittleren IR-Bereich durch, so erhilt man zwei
leicht unterschiedliche Absolutspektren, wie sie am Beispiel des Schalters in Abbildung 5.13 (links)
gezeigt sind. Deutlicher sieht man die Unterschiede nach Subtraktion beider Spektren in den Diffe-
renzspektren (Abbildung 5.13 (rechts, unten)). Bei dieser Darstellung werden auch kleine Unterschiede
zwischen den beiden Isomeren deutlich und man erkennt, welche Schwingungen sensitiv fiir die Iso-
merisierung sind. In Abbildung 5.13 (rechts) sind die Differenzspektren der beiden Isomere fiir den
Schalter und das Azokollagen gegeniibergestellt. Die spiegelbildliche Auspriagung der beiden Isomeri-
sierungsrichtungen ist ein weiterer Beleg fiir die Reversibilitit des Schaltprozesses.

Das Azokollagen zeigt die prignantesten Differenzbanden zwischen 1700 cm™! und 1600 cm ™!, einer
Region, die der Absorption der Amid-I-Schwingungen entspricht. Im Vergleich dazu zeigt auch der
isolierte Schalter eine Absorptionsdnderung im Amid-II-Bereich. Dieser resultiert aus der Frequenz-
dnderung der direkt am Azobenzol substituierten Amidbindung. Der fiir den Schalter charakteristische
Bereich ist die starke Differenzbande zwischen 1340 cm~! und 1270 cm™'. Diese ist in der Kollagen-
probe nicht zu erkennen.

Isomerisierung bei verschiedenen Temperaturen

Interessant im Zusammenhang mit der Entfaltung des Kollagens ist nun die Temperaturabhéngigkeit
des Isomerisierungsprozesses. Induziert man die cis-trans-Isomerisierung bei verschiedenen Tempe-
raturen im Bereich des Schmelzpunktes, so erwartet man Anderungen des Differenzsignals aufgrund
des Schmelzvorgangs. Die entsprechenden Differenzsspektren sind in Abbildung 5.14 (links) gezeigt.
Im Amid-I-Bereich erstreckt sich das Differenzsignal von etwa 1700 cm™! bis 1570 cm~! und hat
eine charakteristische Struktur aus zwei Maxima und einem Minimum (bzw. umgekehrt im Falle der
Riickisomerisierung). Mit steigender Temperatur nimmt auch die Intensitdt des Differenzsignals zu,
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Abbildung 5.13: Links: Spektren der Isomere des trans-(orange) und cis-AB-Schalters. Rechts: Differenzspek-
tren der Proben nach Belichtung, die trans — cis-Richtung ist in schwarz, die entgegengesetzte Richtung in

orange eingezeichnet.

was in Abbildung 5.14 (rechts) anhand der Intensitét der drei Extrema gezeigt ist. Am Schmelzpunkt
(Tyr = 55°C) ist die Anderung maximal und nimmt bei noch hoheren Temperaturen wieder ab.
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Abbildung 5.14: Links: Temperaturabhingige Isomerisierung des Azokollagens in EG:D,0O (1:1). Die durchge-
zogenen Linien entsprechen der trans- nach cis-Isomerisierungsrichtung die gestrichelten Linien der Riickisome-
risierung. Rechts: Intensitit der Absorptionsdnderung als Funktion der Temperatur.



116 5.2 Experimenteller Teil

Vergleich der Differenzbanden

Vergleicht man die lichtinduzierte Isomerisierung bei unterschiedlichen Temperaturen im Bereich zwi-
schen 40°C und 60°C (Abbildung 5.14), so erkennt man, dass sich im Wesentlichen die Amplituden der
Differenzbanden verdndern. Diese Beobachtung deckt sich mit den Absorptionsmessungen im sicht-
baren Spektralbereich (Abbildung 5.9), welche zeigen, dass bei hoheren Temperaturen ein groferer
Anteil des cis-Isomers gebildet wird. Dass sich die Strukturdnderungen auch qualitativ unterscheiden,
zeigen die leichten Verschiebungen in der Struktur der FTIR-Differenzbanden. Ein Vergleich mit der
Isomerisierung bei Raumtemperatur (Abbildung 5.15) verdeutlicht dies besser: Die Amplituden der
Differenzbanden bei 1654 cm ™! (bzw. 1665 cm ™) und 1641 cm™! (bzw. 1644 cm™!) nehmen etwa um
das Vierfache zu, wenn die Temperatur von 20°C auf 55°C erhoht wird. Gleichzeitig wird die bei 20°C
kaum sichtbare Differenzbande bei 1599 cm™! stark ausgeprigt und das Maximum verschiebt sich nach
1620 cm~!. Die Lage der Extrema und die jeweiligen Amplituden sind in Tabelle 5.4 zusammengefasst.

Lichtind. bei RT Lichtind. bei 55°C Tempind.
Freq./cm™! | Ampl./a.u. || Freq./cm™' | Ampl./a.u. || Freq./cm™' | Ampl./a.u.
1654 0,004 1665 0,013 1660 0,066
1641 -0,005 1646 -0,021 1643 -0,148
1630 -0,007 1633 -0,006 1633 -0,124
1599 0,0002 1620 0,016 1614 0,032

Tabelle 5.4: Lage und Amplitude der Differenzbanden der Amid-I-Region.

Vergleicht man die beobachteten Absorptionsdnderungen mit der in Tabelle 5.3 gemachten Bandenzu-
ordnung, so sieht man, wie die Beitrdge, die durch Wasserstoffbriicken zum Losungsmittel charakte-
risiert sind, bei der Entfaltung zunehmen (positive Differenzbande um 1660 cm™'), wohingegen die
Bande um 1645 cm™!, die intramolekularen Wasserstoffbriicken zugeordnet wird, beim Entfalten an
Intensitit verliert (negative Differenzbande). Dies macht deutlich, dass durch die Isomerisierung eine
(zumindest partielle) Entfaltung der Tripelhelix induziert wird. Der Effekt vergroBert sich, wie zu er-
warten, in der Nédhe der Schmelztemperatur.

In Abbildung 5.15 ist unten das FTIR-Differenzspektrum der Azokollagenprobe gezeigt, welches durch
Erhitzen (ohne zusétzliches Belichten) erhalten wird. Dabei wurde das FTIR-Spektrum bei der Start-
temperatur (10°C) von dem Spektrum bei der hochsten eingestellten Temperatur (86°C) abgezogen.
Man findet dhnliche Differenzbanden, wie die durch Isomerisierung des Schalters induzierten, aller-
dings @ndern sich die relativen Amplituden (vgl. Tabelle 5.4), so dass am stérksten ausgeprigt der
Beitrag durch die Abnahme intramolekularer Wasserstoffbriicken hervortritt. Bei einer Temperaturer-
hohung auf etwa 90°C, kann eine fortgeschrittene Entfaltung der Tripelhelix angenommen werden.
Die Differenzbanden zwischen den Spektren bei 86°C und nach dem Abkiihlen auf 10°C zeigen im
Amidbereich eine deutliche Symmetrie zum Differenzspektrum der Aufheizphase und lassen die Ver-
mutung zu, dass die tripelhelikale Struktur beim Abkiihlen wieder ausgebildet wird. Im Bereich zwi-
schen 1580 cm ™! und 1460 cm~! weisen die Differenzbanden allerdings eine Asymmetrie auf, deren
Ursprung noch nicht geklirt ist.

Der Vergleich der temperaturinduzierten und der lichtinduzierten Differenzbanden zeigt, dass durch die
Isomerisierung des Schalters eine Strukturidnderung in der Tripelhelix hervorgerufen wird, die der beim
Schmelzen vergleichbar ist. Diese ist stirker ausgepridgt, wenn die trans — cis-Isomerisierung in der
Nihe der Schmelztemperatur induziert wird. Fiir anstehende zeitaufgeloste Messungen legen diese Er-
gebnisse die Durchfiihrung der Experimente bei 50 bis 60°C nahe, da in diesem Temperaturbereich eine
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maximale Strukturdnderung durch Isomerisierung erwartet wird und die Probe schnell regeneriert, da
die Entfaltung nicht vollsténdig ist, was optimale Voraussetzungen fiir diese Art von Messung darstellt.
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Abbildung 5.15: Vergleich der Differenzspektren, oben: Differenzspektren nach Isomerisierung bei Raumtem-

peratur; mitte: Isomerisierung bei 55°C; unten: durchgezogene Linie: T,,,v—86°c — Tstar—10°c, gestrichelte Linie:
TEnde:IOCC - Tmax:86°C-
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5.2.2 Zeitaufgeloste Messungen

Geplant waren zeitaufgeloste Messungen im sichtbaren und infraroten Spektralbereich. Nach Anre-
gung des *-Ubergangs von trans-Azobenzol bei 350 nm, kann im Bereich zwischen 340 und 700 nm
die Dynamik des Azobenzolschalters untersucht werden. Dieser Bereich ist allerdings nicht sensitiv
fiir strukturelle Anderungen des Peptids. Daher sind ergiinzende Messungen im struktursensitiven Be-
reich von 1200 cm™! bis 1750 cm™~! wiinschenswert. Das bei Anreg-Abtast-Experimenten realisierbare
Zeitfenster von wenigen hundert Femtosekunden bis zu etwa zwei Nanosekunden dient allerdings nur
der Aufnahme der frithen Strukturdnderungen, die der Azobenzolisomerisierung folgen. Langsame-
re Strukturdnderungen, die sich bis in den Millisekundenbereich erstrecken konnen, miissen mittels
weiterer Methoden untersucht werden. Hierzu kommen Nanosekunden-Flash-Photolyse-Experimente,
Step-Scan-FTIR oder femtosekunden-IR Experimente mit Synchronisation von zwei Lasern in Frage.
Im Rahmen dieser Arbeit werden nur zeitaufgeloste Messungen im spektralen Bereich von 340 nm bis
650 nm, sowie im Zeitfenster bis zu 1,5 ns vorgestellt. Alle weiterfithrenden Untersuchungen im mitt-
leren Infrarotbereich sowie zu lingeren Verzogerungszeiten hin, sind Gegenstand zukiinftiger Arbeiten.
Die Konzentration der Proben wurde der jeweiligen Messmethode angepasst. Bei Anreg-Abtast-Expe-
rimenten im Sichtbaren wurde die Absorption bei der Anregwellenldnge auf etwa 1 OD eingestellt.
Dies entspricht einer Konzentration von etwa 1 mM.

Wiihrend der Messung wurde die Probe mit einer Quecksilber-Xenon-Lampe, deren Licht spektral gefil-
tert wurde?, analog zu den bereits vorgestellten Messungen an Azobenzolderivaten, belichtet. Dadurch
kann das Verhéltnis der Isomere wihrend der Messung konstant gehalten werden. Die Probe wurde
in x-y-Richtung bewegt, so dass isomerisierte Molekiile nicht im Messbereich des néchsten Anreg-
pulses lagen. Prinzipiell ist eine Messung dieser Probe im Durchflussverfahren wiinschenswert, da die
Riickfaltung langsam ist. Bei Durchfiihrung der Experimente bei Raumtemperatur kann allerdings nicht
von einer vollstindigen Entfaltung ausgegangen werden, so dass die Probe hinreichend schnell in ih-
ren Ausgangszustand zuriickkehrt, was die Anwendung des Verschiebens, welches wesentlich weniger
Probenvolumen erfordert, rechtfertigt.

Ergebnisse der Anreg-Abtast-Experimente im Sichtbaren

Anregung des Tn*-Ubergangs bei 340 nm

Eine Ubersicht iiber den zeitlichen Verlauf der Absorptionsinderung nach Anregung in der ©n*-Bande
bei 340 nm, gibt Abbildung 5.16. Bei dem Photoschalter handelt es sich um ein symmetrisch 4,4’-
substituiertes Azobenzolderivat. Eine Amidbindung, welche direkt an den Phenylringen iiber die Car-
boxyfunktionalitdt angebracht wurde, hat elektronenziehenden Einfluss auf die Phenylringe. Die Ab-
sorption des angeregten Zustands nach Anregung in der Tn*-Bande ist, vergleichbar mit 4,4’-Azodi-
(benzoesduremethylester), welcher in Kapitel 4.3.3 vorgestellt wurde, strukturiert mit mehreren ESA-
Maxima. Diese zerfallen auf unterschiedlichen Zeitskalen. Die Eigenschaften dieser Klasse von Pho-
toschaltern sind also auch in diesem System erhalten und hingen ausschlieBlich von den direkt am
Phenylring angebrachten Gruppen ab. Im direkten Vergleich des reinen Schalters mit der Azokolla-
genprobe fillt vor allem das ausgeprédgtere Grundzustandsbleichen des AB-Schalters auf. Sehr frithe
Prozesse zu Verzogerunszeiten von weniger als 400 fs sind zum Teil noch von der Dynamik des Lo-
sungsmittels iiberlagert. Die Gegeniiberstellung zweier Transienten bei 355 nm, also im Bereich des
Grundzustandsbleichens und bei 443 nm, im Bereich der Absorption des angeregten Zustands (ESA)
(Abbildung 5.17), verdeutlicht sowohl das gehemmte Auftreten des Grundzustandsbleichens (GSB) im
Falle der Azokollagenprobe, wie auch die Ahnlichkeiten in der Dynamik. Man erkennt deutlich, dass
die Schalterdynamik kaum vom Peptidteil der Probe beeinflusst wird. Die Absorptionsinderungen sind
nach mehreren 10 ps nahezu vollstindig abgeklungen. Dies wird auch bei einer detaillierteren Analyse

2Glasfilter der Firma Schott, BG3 + GG420 zur Belichtung der nmt*-Bande
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bestitigt.
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Abbildung 5.16: 3d-Abbildungen von Azokollagen (links) und Schalter (rechts) nach Anregung mit
Aexe=340 nm.
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Abbildung 5.17: Vergleich der Transienten des AB-Schalters und des Azokollagens nach Anregung mit
Aexc=340 nm. Zum besseren Vergleich wurden die Transienten des Azokollagens skaliert (oben mit einem Faktor
2,5, unten mit einem Faktor 2,8).

Eine globale Fitanalyse, bei der sowohl der AB-Schalter, als auch das Azokollagen, mit insgesamt vier
exponentiellen Zerfillen angepasst wurden, ergab, dass die Kinetik des Photoschalters in beiden Proben
vergleichbar ist. Die langsame Zerfallszeit ist im Falle des Azokollagens (tp=6,4 ps) etwas verzogert
gegeniiber dem reinen AB-Schalter (Tp=4,7 ps). Das Ergebnis der globalen Fitanalyse ist graphisch in
Abbildung 5.18 (links) dargestellt. Die Anregung in der ©n*-Bande fiihrt zu einer Population des zwei-
ten angeregten Zustands. Dieser wird mit T; ~200 fs schnell entvolkert und die ESA im Spektralbereich
zwischen 500 nm und 650 nm verschwindet. Dabei wird hauptséchlich der erste angeregte Zustand po-
puliert, welcher spektral durch zwei ESA-Maxima bei etwa 370 nm und 430 nm charakterisiert ist. Der
Ubergang vom ersten angeregten in den Grundzustand wird durch die beiden Zerfallszeiten 1,=0,4 ps
und T3 ~5 ps beschrieben. Diese haben etwa gleichen Anteil am Zerfall der ESA und der Vergleich
zwischen beiden Proben zeigt, dass auch die spektrale Charakteristik sehr dhnlich ist.
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Abbildung 5.18: Links: Zerfallsassoziierte Spektren von Azokollagen (oben) und Schalter (unten) nach An-
regung mit A.,=340 nm. Rechts: Transiente Spektren des Azokollagens (oben) und des Schalters (unten) bei
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ausgewihlten Verzogerungszeiten.

Die strukturierte ESA beider Proben und ihre zeitliche Entwicklung lisst sich bei der Betrachtung der
transienten Spektren zu ausgewéhlten Verzogerungszeiten (Abbilung 5.18, rechts) nachvollziehen. Bei
Tdelay=0,2 ps sind Maxima bei 370 nm, 430 nm, 570 nm und 640 nm zu erkennen. Bereits nach 0,5 ps
ist die Struktur im langerwelligen Spektralbereich nahezu verschwunden. Die Maxima bei 370 nm und
430 nm sind auch bei Tge14,=10 ps noch ausgeprigt.
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Anregung des nt*-Ubergangs bei 480 nm

Die 3d-Darstellungen nach Anregung der nrt*-Bande bei 480 nm sind in Abbildung 5.19 gezeigt. Die
optische Dichte beider Proben lag im Bereich von 0,2 OD bei 480 nm. Im Bereich um die Anregungs-
wellenldnge sind die Daten aufgrund des erhohten Streulichtanteils stark verrauscht, der blaue Bereich
zwischen den beiden ESA-Banden ist auf Streulicht zuriickzufiihren. Wie schon bei den AB-Derivaten
erldutert wurde, ist die ESA nach Anregung des nn*-Ubergangs weniger strukturiert und durch zwei
Maxima gekennzeichnet.

Absorbance Change / a.u.
Absorbance Change / a.u.

Abbildung 5.19: 3d-Abbildung von Azokollagen (links) und dem Azoschalter (rechts) nach Anregung mit
Aexc=480 nm. Die Transienten um die Anregungswellenlinge sind stark verrauscht und wurden zum Teil ge-
16scht.

Die Daten konnen mittels globaler Fitanalyse mit vier exponentiellen Zerfillen angepasst werden.
Wichtig fiir die Isomerisierung sind die Zerfallszeiten in der Gréenordnung von 0,5 ps und 5 ps. Beide
beschreiben den Ubergang vom ersten angeregten in den elektronischen Grundzustand. Das Ergebnis
der globalen Fits ist in Abbildung 5.20 (links) dargestellt. Im Bereich um die Anregungswellenlénge
wurden einige Kandle wegen des Streulichtanteils nicht beriicksichtigt. Das zerfallsassoziierte Spek-
trum zu T; ~0,5 ps hat eine deutlich kleinere Amplitude als das zu T, gehorige DAS. Es weist zwei
Bereiche von 360 nm bis 430 nm und von 500 nm bis 650 nm auf. Das Maximum zu T, ist demgegen-
tiber in den ldngerwelligen Spektralbereich verschoben und dominiert den Zerfall der ESA zwischen
370 nm und 500 nm. Die zeitliche Entwicklung der ESA lisst sich leichter anhand transienter Spektren
zu verschiedenen Verzogerungszeiten verfolgen (Abbildung 5.20, rechts).
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Abbildung 5.20: Links: Zerfallsassoziierte Spektren von Azokollagen (oben) und Schalter (unten) nach Anre-
gung mit A.=480 nm. Rechts: Absorptionsinderungen des Azokollagens (oben) und des Schalters (unten) zu
ausgewdhlten Verzogerungszeiten.
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Einfluss der Temperatur auf die Dynamik

In statischen Messungen zeigte sich bereits, dass die Isomerisierung bei Temperaturerhohung von
Raumtemperatur zum Schmelzpunkt hin, effizienter verlauft. Inwiefern auch die schnelle Dynamik
von der Temperatur beeinflusst wird, sollte mittels temperaturabhéngiger zeitaufgeloster Messungen im
Sichtbaren {iberpriift werden. Fiir diese Messungen wurde eine temperierbare Kiivettenhalterung ent-
worfen, in welche die auch fiir andere Messungen verwendeten 1 mm Quarzglaskiivetten eingebracht
werden konnen. Die Halterung wurde so konzipiert, dass die Bewegung der Probe in x-y-Richtung
weiterhin gewéhrleistet wurde. Eine Beschreibung der Kiivettenhalterung findet sich in Kapitel 2.1.
Es wurden zwei Messungen durchgefiihrt, eine bei 55°C, die andere bei 65°C. Angeregt wurde der
nrn*-Ubergang mit A,,.=340 nm. Aufgrund nicht exakt reproduzierbarer Bedingungen, konnen diese
Messungen nicht mit den frither durchgefiihrten Messungen bei Raumtemperatur verglichen werden.
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Abbildung 5.21: Oben: Vergleich der Messungen bei 55°C bzw. 65°C bei einer Wellenldnge (Apope=419 nm).
Unten: Differenzsignal aus den beiden Messungen.

Wie in Abbildung 5.21 bei A ,,,.=419 nm gezeigt ist, unterscheidet sich die Amplitude zu kurzen Zeiten
hin in Abhingigkeit von der Temperatur.

Um den Einfluss der Temperatur auf die Schalterdynamik eindeutig zu kldren sind allerdings weitere
Messreihen notwendig, bei denen unter vergleichbaren Bedingungen im Bereich von Raumtemperatur
bis zur Schmelztemperatur gemessen wird.
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5.3 Evaluation der thermodynamischen Grof3en

5.3.1 Auswertung der CD-Messungen

Es gibt unterschiedliche Verfahren, die thermodynamischen Parameter aus den CD-Daten zu extrahie-
ren, wobei grundsétzlich nur dann eine einfache Auswertung méglich ist, wenn ein Zweizustandsmodell
(gefaltet und ungefaltet) zu Grunde gelegt wird. Im Folgenden soll die Auswertung anhand der beiden
in Kapitel 2.3.3 vorgestellten Methoden vorgenommen werden, mittels derer die Schmelztemperartur,
die Enthalpie, die Entropie und die Freie Energie extrahiert wurden.

Auswertung anhand des Verhiltnisses von gefaltetem zu ungefaltetem Peptid

Ausgehend von der CD-Schmelzkurve, die bei 225 nm aufgezeichnet wurde (Abbildung 5.22 links),
wird der gemessene Kurvenverlauf zunichst geglittet *. Das Intensititsmaximum wird mit dem Zustand
”vollstindig tripelhelikal” gleichgesetzt. Da das Signal fiir den vollstindig entfalteten Zustand auf Null
zuriickgeht, kann der Anteil an gefaltetem Kollagen (F) aus Gl. (2.17) berechnet werden und kann Werte
zwischen null und eins annehmen, wie rechts in Abbildung 5.22 gezeigt ist.
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Abbildung 5.22: Links: Schmelzkurve aus einer zirkulardichroismus Messung bei 225°C. Die geglittete Funkti-
on ist in rot eingezeichnet. Rechts: Umrechnung von ® in den Anteil an gefaltetem Kollagen und die abgelesene
Schmelztemperatur (T,,) bei 328 K.

Die Schmelztemperatur 7;,, wird am Punkt F=0,5 abgelesen und betridgt 328 K (55°C).

Wie im Methodenteil bereits erldautert, weichen die Funktionswerte bei einer Auftragung von InK als

Funktion von (i — %) nach GI. (2.22) an den Ridndern des Messbereichs stark vom linearen Verhal-

ten ab, so dass in der hier gezeigten Auswertung nur Werte von etwa £5 K um den Schmelzpunkt
beriicksichtigt wurden. Die Auftragung sowie die lineare Regression sind in Abbildung 5.23 gezeigt.
Die Daten werden durch die Geradengleichung (5.3) beschrieben.

Y = —1,098(=0,002) - X — 28373(£57) (5.3)

Somit ergibt sich AH® aus dem Achsenabschnitt und AS° aus Gl. (2.20). AG° kann dann mittels Gl. (2.18)
berechnet werden.

_ 36 (5.4)

AH° = —28373 K -8,314
mol - K mol

37ur Glittung der Daten wurde ein gleitender Durchschnitt des Softwarepakets Origin Pro 7.5 gewiihlt, bei dem einhundert
Datenpunkten zur Berechnung eines geglitteten Datenpunkts herangezogen wurden.
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Abbildung 5.23: Auftragung von In(K) als Funktion der Temperatur. Eine linearer Zusammenhang wird nur in
der Nihe des Schmelzpunktes (T,,) gefunden. In rot ist die lineare Anpassung der Daten gezeigt. Oben sind die
den aufgetragenen Werten entsprechenden Temperaturen angegeben.

—236% (328 K-8,314—2— - (—1,098
AS°® = mol ( ’ mol-K ( ’ )) —_710 J
328K mol - K

AG°®9g ist dann nach Gl. (2.18) etwa -11 kJ/mol

(5.5)

Auswertung mittels CD-Schmelzkurve und ihrer ersten Ableitung

Bei diesem Verfahren wird die Schmelzkurve im gesamten Messbereich fiir die Auswertung beriick-
sichtigt und nicht auf Datenpunkte in einem kleinen Temperaturintervall um die Schmelztemperatur
reduziert. Das gleichzeitige Anpassen der ersten Ableitung der Schmelzkurve verringert die Zahl der
Unbekannten und verbessert so das Ergebnis des Fits. Auch hier wurde die Anpassung fiir die geglétte-
ten Daten vorgenommen und ist in Abbildung 2.28 links fiir die CD-Schmelzkurve und rechts fiir ihre
erste Ableitung gezeigt.

Aus diesem Verfahren wurde eine Schmelztemperatur von 329 K ermittelt. Die Enthalpie AH® betrigt
-140 kJ/mol, fiir die Freie Energie AG® wurde ein Wert von -11 kJ/mol ermittelt. Die Entropie kann in
guter Naherung durch GI. (2.18) berechnet werden. Es resultiert ein Wert von etwa -460 J/molK.

Die resultierenden thermodynamischen Grofien sind in Tabelle 5.5 zusammengefasst. Der Schmelz-
punkt stimmt bei beiden Methoden gut iiberein und liegt bei etwa 328 K (55°C). Fiir die Freie Enthal-
pie AH®, die Entropie AS° und die Freie Energie AG° weichen die Ergebnisse allerdings um etwa einen
Faktor zwei voneinander ab.
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Abbildung 5.24: Links: CD-Daten (offene Kreise), sowie geglittete Daten (rote Linie) und das graphische Er-

gebnis der Fitfunktion nach Gl. (2.24). Rechts: Erste Ableitung der geglitteten CD-Daten, sowie das Ergebnis
des Fits nach GI. (2.28).

Methode 1 Methode 2
Arrhenius-Auftragung | Fit Daten und erste Ableitung
Schmelztemperatur T, 328 K 329 K
Enthalpie AH® -236 kJ/mol -140 kJ/mol
Entropie AS® - 710 J/molK -460 J/molK
Freie Energie AG® -24 kJ/mol -11 kJ/mol

Tabelle 5.5: Zusammenfassung der thermodynamischen Parameter, die jeweils nach Methode 1 und 2 ermittelt
wurden. Die Peptidkonzentration betrug etwa co =2 g-[~.
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5.3.2 Auswertung der FTIR-Messungen

Auch aus den um die Losungsmittelabsorption korrigierten FTIR-Intensititen bei 1645 cm™! wurde
die ”Arrhenius-analoge”-Auswertung, sowie die Auswertung der Daten und ihrer ersten Ableitung, zur
Ermittlung der thermodynamischen Groflen vorgenommen. Die Konzentration der Probe betrug etwa
20 g/l, was dem Zehnfachen der Probenkonzentration bei den CD-Messungen entspricht.
Da in diesem Bereich sowohl das Trimer als auch das Monomer absorbieren, errechnet sich der An-
teil an gefaltetem Protein (F) unter der Annahme, dass die maximale Intensitit 7,,,,, dem Beitrag aus-
schlieBlich gefalteter Probe und der minimale Beitrag I,,;, ausschlieBlich entfalteter Probe entspricht,
aus GI. (5.6).
IO - Imin

Ff Imax - Imin (56)
Die Schmelztemperatur wird wie in Abbildung 5.25 bei Fy = 0,5 abgelesen und ergibt einen Wert
T, =334 K (61°C).
Die restliche Auswertung wurde vollig analog zu den CD-Daten durchgefiihrt. Die Arrhenius-analoge
Auftragung ist in Abbildung 5.25 (links) gezeigt.

Temperature / K

) 323,2 334 345,5
1 0 T T T ] = T \\\ T T T T
...“'ll"-l. .\
0.8r = - 4t ]
—~ .\
I:'; L LY i ]
st 06 Ll 6 - = b
g .......................... ' .
S o04f F,=05 N 1 = .
5 L = 8T I
B 0.2} N .
IC T =334K: \-\. 10k i
00F 1 L
1 L N L ....' 12 1 ! L -
300 320 340 360 -0.0001 0.0000 0.0001
Temperature / K (VT _-1m) /1K

Abbildung 5.25: Links: FTIR-Intensitét bei 1645 cm~! (Kistchen), sowie die interpolierten Daten (rote Linie).
Bei Fy = 0,5 wurde der Schmelzpunkt abgelesen. Rechts: Arrhenius-Auftragung (Késtchen) und die lineare
Anpassung der Daten (rote Linie).

Die lineare Anpassung wird durch Gl. (5.7) beschrieben und ist in Abbildung 5.25 (rechts) dargestellt.

11
In(Ke.y) = —35950 K - <T - T> ~5.4 (5.7)

m
Damit erhilt man eine Enthalpie AH°= -300 kJ/mol, eine Entropie AS°= -850 J/molK und eine Freie
Energie bei Raumtemperatur AG°,93= -47 kJ/molK. Die Ergebnisse sind in Tabelle 5.6 zusammenge-
fasst.

Die Auswertung der Schmelzkurve aus den FTIR-Daten bei 1645 cm~! wurde ebenfalls aus den Dif-
ferenzspektren (To-T) mit der Methode der Anpassung der Schmelzkurve und ihrer ersten Ableitung
vorgenommen (Abbildung 5.26, links). Es ergibt sich eine Schmelztemperatur 7, = 339 K=66°C. Die
ermittelte Enthalpie betrigt -140 kJ/mol, die Freie Energie AG® betrdgt -15 kJ/mol. Die nach GI. (2.18)
berechnete Entropie AS® ist somit -460 kJ/mol.
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Eine Gegeniiberstellung mit den Ergebnissen aus der ersten Auswertung findet sind in Tabelle 5.6.

000} o dataat1645cm” | or 1
- e -
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3 005 1 2 2t .
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® 2
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2 010 - %
€ C 4t B
S

. Fit 5%
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Temperature / K Temperature / K

Abbildung 5.26: Links: FTIR-Daten der Absorptionsinderung bei 1645 cm™! (offene Kreise), sowie das graphi-
sche Ergebnis der Analyse nach GI. (2.24). Rechts: Erste Ableitung der FTIR-Daten, sowie das Ergebnis des Fits
nach Gl. (2.28).

Methode 1 Methode 2
Arrhenius-Auftragung | Fit Daten und erste Ableitung
Schmelztemperatur T, 334 K 339K
Enthalpie AH® -300 kJ/mol -140 kJ/mol
Entropie AS® -850 J/molK -460 J/molK
Freie Energie AG® -47 kJ/mol -15 kJ/mol

Tabelle 5.6: Zusammenfassung der thermodynamischen Parameter, die jeweils nach Methode 1 und 2 ermittelt
wurden. Die Peptidkonzentration betrug etwa co =20 g-1~'.

Die thermodynamischen Groflen Schmelztemperatur (T,,), Enthalpie AH°, Entropie AS° und Freie
Energie AG° wurden mittels zweier unterschiedlicher Datensétze (der CD-Schmelzkurve und der FTIR-
Schmelzkurve) und anhand zweier Verfahren bestimmt. Bei den CD-Messungen betrégt die Schmelz-
temperatur etwa 55°C bei einer Probenkonzentration von ungefihr 2 g/l. Bei den FTIR-Messungen,
die bei einer Probenkonzentration von ungefihr 20 g/l durchgefiihrt wurden, liegt die Schmelztempe-
ratur im Bereich von 61 bis 65°C. Enthalpie, Entropie und Freie Energie weichen zwischen beiden
Datensétzen und beiden Auswertungsmethoden deutlich voneinander ab, liegen aber grundsétzlich in
der GroBenordnung, die man fiir Kollagen-Modellpeptide erwarten wiirde [13].
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5.4 Zusammenfassung

Mittels statischer Messungen sollte die
e Bildet die azobenzolmodifizierte Kollagensequenz eine stabile Tripelhelix?
e Welches Losungsmittel ist zur Durchfiithrung zeitaufgeloster Experimente geeignet?

e Ist der Azobenzolschalter in der Azokollagenprobe noch funktionsfihig und ist seine Dynamik
vergleichbar mit dem freien Schalter?

e Wie sollten zeitaufgeloste Messungen optimiert werden, im Hinblick darauf, dass eine maximale
Strukturdnderung in der Probe nach der Isomerisierung des Schalters erzielt wird.

Die Charakterisierung der thermodynamischen Eigenschaften der Probe stand im Vordergrund der sta-
tischen Messungen. Aus den CD-Messungen konnte abgeleitet werden, dass die Probe im gewéhlten
Losungsmittelgemisch aus gleichen Anteilen von Ethylenglykol und Wasser eine tripelhelikale Struk-
tur bildet. Deren charakteristisches CD-Signal bei 225 nm verschwindet beim Aufheizen auf 90°C
vollstiandig, was die Entfaltung der Tripelhelix in Monomere anzeigt. Die Schmelztemperatur liegt bei
den gewihlten Bedingungen und einer Monomerkonzentration von etwa 2 g/l bei 55°C. Dieser Wert ist
stark abhingig vom gewihlten Losungsmittel. Das Referenzpeptid Ac-(Pro-Hyp-Gly);-Gly-Gly-NHa,
welches keinen optischen Schalter enthilt, ist im Gegensatz zur azobenzolmodifizierten Probe, in Was-
ser 16slich, wo eine Schmelztemperatur von 43°C [55], ermittelt wurde. Der stabilisierende Einfluss von
Ethylenglykol erklart den 12°C hoheren Schmelzpunkt des Azokollagens.

Die Auswertung der mittels FTIR-Spektroskopie erhaltenen Schmelzkurve ergab einen deutlich hohe-
ren Schmelzpunkt von etwa 65°C, bei einer Monomerkonzentration von ungefihr 20 g/l. Anhand dieser
beiden unterschiedlichen Methoden kann der Schmelzpunkt der Tripelhelix fiir die geplanten zeitauf-
gelosten Messungen anhand der Probenkonzentration abgeschitzt und beriicksichtigt werden.

Die Evaluation von Enthalpie, Entropie und Freier Energie lieferte Werte, die eine starke Abhidngigkeit
von der gewihlten Auswertungsmethode zeigten.

Die Isomerisierung des Photoschalters konnte in der Azokollagenprobe bei Raumtemperatur realisiert
werden. Absorptionsmessungen im nahen UV und sichtbaren Spektralbereich ergaben, dass der Schal-
ter auch nach Einbau in die Kollagenstriinge funktionsfihig ist und die elektronischen Uberginge nicht
durch dan Peptidteil beeinflusst werden. Im photostationédre Zustand liegt, unter den gewihlten Bedin-
gungen, ein trans:cis-Verhltnis von etwa 60:40 vor.

Wird die Isomerisierung FTIR-spektroskopisch verfolgt, so findet man deutliche Differenzbanden im
Amid-I-Bereich, die darauf hinweisen, dass die Isomerisierung des Schalters sich auf die Struktur der
Tripelhelix auswirkt. Die induzierten Strukturinderungen erwiesen sich als vollstindig reversibel bei
Raumtemperatur.

Um die Auswirkungen der Isomerisierung auf das Peptidriickgrat zu erhéhen wurden Messungen im
Temperaturbereich von Raumtemperatur bis zur Schmelztemperatur durchgefiihrt. Hierbei zeigte sich,
dass der photostationire Zustand mit zunehmender Temperatur in Richtung des cis-Isomers verschoben
wird. Die Strukturdnderungen im Amid-I-Bereich nehmen an Intensitéit zu und signalisieren die (zu-
mindest teilweise) Entfaltung der Tripelhelix, wie sie auch anhand von Schmelzkurven gezeigt wurde.

Der Vergleich der Differenzspektren nach Schmelzen der Probe bzw. nach Isomerisierung zeigt, dass
beide Verfahren dhnliche Strukturinderungen induzieren. Die Isomerisierung, insbesondere bei der
Ubergangstemperatur, fiihrt also zu einer Entfaltung. Diese ist reversibel.

Die zeitaufgelosten Messungen im sichtbaren Spektralbereich zeigen vor allem, dass eine Isomeri-
sierung des Azobenzolschalters auch bei Anbindung an das Peptid, ohne Veridnderung der Dynamik,
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moglich ist. Die ermittelten Zeitkonstanten nach Isomerisierung bei Raumtemperatur sind vergleichbar
mit denen von reinem Azobenzol.

Die Dynamik des Schalters zeigte in der Azokollagenprobe keine Sensitivitit auf die Umgebungstempe-
ratur. Die Messung sollte aber in einem zukiinftigen Experiment fiir einen groleren Temperaturbereich
wiederholt werden.

Die Messungen bestitigen die Funktionalitit des Schalters, zusammen mit den statischen Messungen
konnte auBerdem gezeigt werden, dass die Isomerisierung eine (auf jeden Fall teilweise) Entfaltung der
Probe induziert und die Strukturdnderungen in der Nédhe der Schmelztemperatur am gréfBten sind.

Besondere Bedeutung haben diese Befunde fiir die geplanten zeitaufgelosten Messungen. Zur Optimie-
rung lichtinduzierter Strukturdnderungen sollten diese Messungen in der Nihe der Schmelztemperatur
durchgefiihrt werden.
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Zunichst wurde die Fluoreszenz der organischen Verbindung “Pigment Yellow 101" untersucht. P.Y. 101
und ein Derivat mit zusitzlichen Methylgruppen an den Azin-Kohlenstoffatomen, wurden mit zwei
Derivaten verglichen, die keine Hydroxygruppen tragen und nicht fluoreszieren. Es konnte gezeigt
werden, dass die Fluoreszenz bei diesen Verbindungen eine intrinsische Eigenschaft ist, die von der
Reihenfolge der angeregten Zustinde bestimmt wird. Bei Derivaten mit Hydroxygruppe entspricht der
niedrigste angeregte Zustand einem nrt*-Ubergang, welcher hauptsichlich durch Fluoreszenz zuriick in
den Grundzustand gelangt. Verdrillte Molekiilgeometrien und ein keto-enol-analoger Protonentransfer
verkomplizieren die Dynamik und fithren zu einem Intermediat, welches auf der Zeitskala von Mikro-
sekunden bis Millisekunden zuriick in die Grundzustandskonformation gelangt. Bei den Verbindungen
ohne Hydroxygruppe fehlt die stabilisierende Wasserstoffbriicke, die zur Absenkung des entsprechen-
den Zustands fiihrt, so dass bei diesen Derivaten der unterste angeregte Zustand einem n7*-Ubergang
entspricht, der optisch verboten ist und somit nicht direkt populiert wird. Bei der Anregung wird ein ho-
her angeregter Zustand bevolkert, der in den niedrigsten angeregten Zustand relaxiert, welcher iiber eine
konische Durchschneidung schnell und strahlungsfrei erreicht werden kann. Der niedrigste angeregte
Zustand schneidet seinerseits den Grundzustand, so dass auch die Repopulierung des Ausgangszustands
schnell, effizient und strahlungslos ablauft.

Eine ganz andere Art der Photochemie wird bei Azobenzol (AB) und AB-Derivaten beobachtet. Durch
Isomerisierung um die N-N-Doppelbindung wird bei dieser Klasse von Verbindungen ein Photopro-
dukt gebildet, das cis-Isomer. Die Quantenausbeute der Isomerisierung ist dabei abhéngig davon, wel-
cher elektronische Ubergang angeregt wurde. Substituenten am AB iiben unterschiedlichen Einfluss
auf die elektronischen Eigenschaften aus: Elektronegative Gruppen in meta-Position zur Diazobriicke
verdndern die Lage der Absorptionsbanden kaum, ebensowenig die Rate der thermischen Riickisome-
risierung und auch die Dynamik nach Photoanregung zeigt keine signifikanten Unterschiede in Abhén-
gigkeit vom Substituenten und kann in Analogie an unsubstituiertes AB wie folgt interpretiert wer-
den: Nach Anregung des nt*-Ubergangs zerfillt der angeregte Zustand biexponentiell. Eine schnelle
Zerfallszeit in der Grolenordnung von einer Pikosekunde beschreibt die Geometriednderung aus der
Franck-Condon-Region heraus in Richtung des Potentialminimums. Eine zweite Zerfallszeit von drei
bis fiinf Pikosekunden korreliert mit der eigentlichen Isomerisierung und dem Ubergang in den elektro-
nischen Grundzustand entlang einer konischen Durchschneidung. Diese Prozesse sind zeitlich vonein-
ander abgegrenzt, iiberlagern aber spektral.

Die Anregung des nr*-Ubergangs, dem optisch erlaubten Ubergang, fiihrt zur Population des zweiten
angeregten Zustands. Eine Geometriednderung aus der Franck-Condon-Region in Richtung des Poten-
tialminimums fithrt zu einer Kreuzung mit einem Zustand, der als doppelt angeregter Zustand S(DE)
bezeichnet wird und der bei groeren N-N-Abstidnden der zweitniedrigste angeregte Zustand ist. Des-
sen Potentialminimum ist durch eine verdrehte Geometrie gekennzeichnet. Entlang einer konischen
Durchschneidung wird schnell und effizient der erste angeregte Zustand populiert. Dieser Prozess zeigt
sich bei den zeitaufgelosten Messungen in einer schnellen Zerfallszeit, die nur wenige hundert Fem-
tosekunden betrédgt. Die nun folgenden Prozesse finden im ersten angeregten Zustand statt und sind
vergleichbar mit den Prozessen nach nm*-Anregung. Der Hauptunterschied zwischen den beiden Dy-
namiken im S;-Zustand ist die Ausgangsgeometrie, mit der die Molekiile diesen Zustand populieren
(Franck-Condon-Bereich bei direkter Anregung, bzw. eine grofle Bandbreite an Geometrien nach dem
S,-S1-Ubergang), sowie die Schwingungsenergie die das System jeweils besitzt. Auch nach urspriing-
licher S,;-Anregung kénnen zwei Zerfallszeiten dem ersten angeregten Zustand zugeordnet werden, die
analog der direkten Population als Geometriednderung in Richtung des Potentialminimums und Iso-
merisierung bzw. Riickkehr in den Grundzustand interpretiert werden und in der Gré8enordnung von
einer bzw. fiinf Pikosekunden liegen. Eine zusitzliche lange Zerfallszeit von iiber zehn Pikosekunden,
die bei einigen Derivaten nach ntw*-Anregung auftritt kann in Analogie zu Messungen an reinem AB,
Kiihlprozessen im elektronischen Grundzustand zugeordnet werden.

Die Interpretation der Ergebnisse von para-substituierten Azobenzolderivaten erfolgt analog, allerdings
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ist die Dynamik bei symmetrischer Substitution mit elektronegativen Gruppen etwas schneller gegen-
tiber der 3,3’-Anordnung.

3,3’-APB ist die einzige hier untersuchte Verbindung, welche eine modifizierte Dynamik gegeniiber
den anderen Derivaten aufweist. Unabhiingig vom angeregten Ubergang wurde eine lange Zeit von
42 ps gefunden, die anhand ihrer spektralen Charakteristik dem S;-Zustand zugeordnet wird. Eine In-
terpretation anhand theoretischer Arbeiten steht noch aus, allerdings kann hier iiber eine stark verdrehte
Geometrie, die durch Ladungstransfer stabilisiert wird, spekuliert werden.

Die Modifizierung von Peptiden mit Azobenzol stellt einen Weg dar, zeitlich synchronisiert, eine Sto-
rung in der Struktur zu induzieren. Dieses Konzept wurde bereits erfolgreich zur Untersuchung der Fal-
tung zyklischer Peptide eingesetzt. Modifizierte Kollagenstringe sind eine Erweiterung dieses Prinzips,
da sie eine Moglichkeit darstellen, die Tertidrstruktur eines Peptids zu adressieren. Fiir das vorliegende
Azokollagen konnte gezeigt werden, dass die gewéhlte Aminosiduresequenz auch nach Anbringen der
Azobenzolklammer zu gefaltetem Kollagen fiihrt, welches thermodynamisch stabil ist. Der Schmelz-
punkt der Tripelhelix liegt in einem eins zu eins Gemisch von Ethylenglykol und Wasser bei einer
Probenkonzentration von etwa 2 g/l bei 55°C. Die Isomerisierung des Azobenzols induziert eine Sto-
rung der Tertidrstruktur, die zur teilweisen Entfaltung der Tripelhelix fiihrt, was ein reversibler Prozess
ist. Eine vollstiandige Entfaltung findet erst bei Temperaturen oberhalb des Schmelzpunkts statt. Nahe
an der Schmelztemperatur wird der Effekt der Isomerisierung am effizientesten, kann aber immer noch
als reversibel angenommen werden, was optimale Bedingungen fiir die Untersuchung des Faltungspro-
zesses mittels zeitaufgeloster Infrarotspektroskopie darstellt. Zeitaufgeloste Messungen im sichtbaren
Spektralbereich zeigten, dass die Schalterdynamik durch Anbringung an das Peptid nicht signifikant
im Vergleich zum reinen AB-Schalter veridndert wird. Das photostationidre Gleichgewicht ist aber bei
Raumtemperatur in Richtung des trans-Isomers verschoben. Untersuchungen bei hoheren Temperatu-
ren zeigten keinen Einfluss auf die Dynamik des Schalters. Dieser sollte bei Experimenten im mittleren
Infraroten, einem Bereich der sensitiv fiir das Peptid ist, deutlich zu erkennen sein und stellt so einen
Weg dar, die Entfaltung einer Tripelhelix zeitaufgelost zu untersuchen.
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