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Abstract

Understanding the underlying mechanisms of chemical reactions enables the control of
biophysical and chemical processes. Proton transfer (PT) is thereby one of the most fundamental
reactions. Despite extensive research, there is still a lack of understanding its environmental
dependence. The used systems fail to differentiate between proton acceptor and environment.
In this work, a new probe system is introduced, which fulfills this key aspect. This is realized
by a photoacid complexed with a phosphine oxide. Due to the acidity increase of the photoacid
upon electronic excitation, the PT can be triggered by a photon and occurs along the hydrogen
bond of the complex to the phosphine oxide. It can be shown that the PT-efficiency increases
with the polarity of the environment. Furthermore, time-resolved measurements in acetonitrile
reveal an adiabatic solvent-controlled PT mechanism, with a long living equilibrium between
complex and contact ion pair (ns-timescale). Finally, the system is transferred to the single

molecule level and observed by a custom-build single molecule spectrometer.

Kurzzusammenfassung

Das Verstandnis der Mechanismen hinter chemischen Reaktionen ermdglicht die gezielte
Steuerung von biophysikalischen und chemischen Prozessen. Einer der fundamentalsten
Reaktionen ist dabei der Protonentransfer (PT). Trotz ausfihrlicher Behandlung in der Literatur
fehlen bis heute jedoch Studien zu dessen Umgebungsabhéngigkeit. Dies scheiterte in der
Vergangenheit an der Maoglichkeit zwischen Protonenakzeptor und Umgebung zu
differenzieren. In der vorliegenden Arbeit wird die Entwicklung eines neuen Sonden-Systems
gezeigt, welches genau dazu in der Lage ist. Realisiert wird dies durch die Komplexierung einer
Photoséure mit einem Phosphinoxid. Die Photoséure erfahrt durch elektronische Anregung eine
Aziditatserhohung, wodurch der PT zum Phosphinoxid gezielt entlang der Wasserstoff-
briickenbindung des Komplexes ausgeldst werden kann. Es zeigt sich, dass die PT-Effizienz
mit der Umgebungspolaritat zunimmt. Des Weiteren offenbaren zeitaufgeldste Messungen in
Acetonitril einen adiabatischen, solvatationskontrollierten PT-Mechanismus im elektronisch
angeregten Zustand, mit einem langlebigen Gleichgewicht zwischen Komplex und
Kontaktionenpaar (ns-Zeitskala). Dass dieses System auch auf das Einzelmolekilniveau
Ubertragbar ist, wird anschlieRend mit Hilfe eines eigens konstruierten Einzelmolekil-

spektrometers demonstriert.
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Einleitung

1. Einleitung

Lehrbicher vermitteln oft den Eindruck, die Mechanismen bereits bekannter chemischer
Reaktionen seien vollstandig verstanden und alle Rétsel um das Zusammenspiel der beteiligten
Teilchen gelost. Treffen diese Lehrbuchreaktionen jedoch auf die Realitat, so ist jedem
synthetisch arbeitenden Chemiker die Diskrepanz bekannt: Langst nicht jede Reaktion lasst sich
leicht auf ein Derivat des Eduktes Ubertragen und selten finden chemische Reaktionen ohne die
Bildung unbekannter Nebenprodukte statt. Was im Alltag eher ein Argernis sein mag, kann
jedoch auch als Chance gesehen werden. Wird verstanden, wie Reaktionsmechanismen im
Detail aussehen, unter welchen Umstédnden sich welche Nebenprodukte oder Intermediate
bilden und wie sich bestimmte Reaktionspfade durch dullere Faktoren beeinflussen lassen, kann
dies neue Syntheserouten ermdglichen. Die Weiterentwicklung spektroskopischer Methoden
ermdglichte in den letzten Jahrzehnten immer detailliertere Einsichten in die verschiedensten
Reaktionsmechanismen. So konnten neue Intermediate®], alternative Reaktionspfadel® und
Abhangigkeiten einzelner Schritte von der Umgebung*°! aufgedeckt werden. Inshesondere
Einzelmolekdlstudien erdffnen die Chance alternative Prozesse zu entdecken, die in
herkémmlichen Ensembleuntersuchungen unbemerkt bleiben.’® Wahrend in einer
Ensemblemessung stets Uber eine grole Anzahl von Molekiilen gemittelt wird, ist in der
Einzelmolekildetektion der individuelle Reaktionspfad eines einzelnen Teilchens beobachtbar.
Beispielweise wird so die Untersuchung der Heterogenitat einer einzelnen Probe auf
molekularer Ebene zuganglich.>! Ein zweites wichtiges Werkzeug zur Untersuchung von
Reaktionsmechanismen sind die zeitaufgelosten Spektroskopiemethoden, die in den letzten
Jahrzehnten ebenfalls deutlich zum Verstandnis von chemischen Reaktionen™216l elektro-
nischen Ubergangen!™°! oder Solvatationsdynamiken?-2] peigetragen haben. Dabei ermog-
licht die immer besser werdende Zeitauflésung dieser Methoden mittlerweile Prozesse bereits
auf der Femtosekunden- oder sogar Attosekunden-Zeitskala zu beobachten.?-*° Diesen Unter-
suchungen geht jedoch die Verfligharkeit eines Systems voraus, anhand dessen die
entsprechende chemische Reaktion bzw. der entsprechende physikochemische Prozess verfolgt
werden kann. Kern dieser Arbeit ist daher die Entwicklung eines solchen Systems, mit welchem
die Umgebungsabhéngigkeit des Protonentransfers, eine der fundamentalsten Reaktionen in
Natur und Technik, untersucht werden soll.B*7] Die damit einhergehende Kontrolle des pH-
Wertes ist essenziell flr Enzymaktivitdten und chemische Reaktionen in der Industrie. Ein
leistungsstarkes Werkzeug zur Untersuchung des Protonentransfers ist dabei die Klasse der
sogenannten Photoséuren.®®#1 Diese erfahren nach einer elektronischen Anregung, d. h. nach
Absorption eines Photons, eine Erhéhung ihrer Aziditat um mehrere GréfRenordnungen und

ermdglichen gezielt durch ein Photon bzw. einen Laserpuls den Protonentransfer auszultsen.
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Losungsmitteleinflisse

2. Theorie

2.1. Losungsmitteleinfliisse

Die Umgebung einer chemischen Reaktion wird in den meisten Féllen durch das Losungsmittel
definiert. Reaktionen in fester Phase oder Gasphase spielen in der synthetischen Chemie oder
der Biochemie hingegen nur eine untergeordnete Rolle. Der Begriff Solvatation beschreibt
dabei die Umhllung eines Teilchens durch Lésungsmittelmolekiile. Die zeitliche Entwicklung
der Losungsmittelreaktion auf eine Verdnderung des gelosten Molekils wird
Solvatationsdynamik genannt. Solche Veranderungen kdnnen beispielweise durch chemische
Reaktionen, elektronische Anregung oder Ladungstransfer-Reaktionen hervorgerufen
werden.®?1421 Dabei wird ersichtlich, dass die Eigenschaften des umgebenden Losungsmittels
auch wiederum Einfluss auf die jeweiligen Prozesse haben kénnen. So ist beispielsweise in der
organischen Synthese die Wahl des Losungsmittels essenziell fiir Reaktionsablaufe nach Sy1
bzw. Sn2: Polare protische Losungsmittel stabilisieren geladene Ubergangszustiande bzw.
Abgangsgruppen besser und favorisieren den Syl Reaktionsweg, der solche geladenen
Zustande und Abgangsgruppen beinhaltet.*3-4%1 Somit wird durch die Wahl der Umgebung
Kontrolle uber die chemische Reaktion erlangt. Allgemein konnen diese Einflisse in
spezifische und unspezifische intermolekulare Wechselwirkungen zwischen geléstem Stoff und
Solvens eingeteilt werden. Unspezifische Wechselwirkungen beschreiben ungerichtete Kréfte
wie Dipol-, Induktions- und Dispersionswechselwirkungen, wohingegen spezifische
Wechselwirkungen gerichtete Krafte wie Wasserstoffbriickenbindungen oder Ladungs-

transferwechselwirkungen beschreiben.

Im Folgenden sollen die unspezifischen Wechselwirkungen zwischen polaren
Losungsmittelmolekiilen und einer polaren molekularen Sonde naher betrachtet werden. In
einer solchen molekularen Sonde kdnnen gezielt die angesprochenen Veranderungen zur
Untersuchung von Solvatation und Solvatationsdynamik herbeigefiihrt werden. Hier haben sich
Fluoreszenzfarbstoffe in der Vergangenheit als niitzliches Werkzeuge erwiesen.?24246-52 Dyrch
optische Anregung wird die Verteilung der Elektronendichte innerhalb des Molekiils veréndert.
MaR fir die Anderung ist die Differenz Ap der permanenten Dipolmomente des elektronischen

Grundzustands ji; und des elektronisch angeregten Zustands fig:

A = |itg — fig| 1)
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Ldsungsmittelrelaxation eines Fluoreszenzfarbstoffes mit positiver
Solvatochromie (|iig| > |fig|). Links ist der Ubergang zwischen elektronischem Grundzustand (G) und angeregtem
Zustand (E) in der Gasphase (V) gezeigt, in der keinerlei Losungsmittelrelaxation die Zusténde stabilisiert. Rechts

dagegen sind die Ubergdnge in Losung gezeigt, in der die Energieniveaus jeweils durch die

Losungsmittelstabilisierung (RS, — RE, bzw. RE, — RS,) abgesenkt werden. RS, und RE,. beschreiben die
Orientierung der Ldsungsmittelmolekiile im Grundzustand bzw. angeregten Zustand (siehe dazu das folgende
Unterkapitel).

Das umgebende Lésungsmittel reagiert auf diese Anderung durch elektronische Bewegungen
und molekulare Umorientierungen, was auch als Losungsmittelrelaxation bezeichnet wird. Dies
ruft eine energetische Absenkung des angeregten Zustandes hervor. Ist die Fluoreszenz-
lebensdauer langer als die Relaxation, was in der Regel der Fall ist, wird durch das stationare
Fluoreszenzspektrum der relaxierte elektronisch angeregte Zustand ausgelesen. Zu beachten ist
jedoch, dass die Emission wieder mit einer Anderung des permanenten Dipolmoments
einhergeht und daher in einen nicht-relaxierten Grundzustand erfolgt. Erst anschlieRend erfolgt
wiederum eine Losungsmittelrelaxation zuriick zum Ausgangspunkt (Abbildung 1). Die
jeweilige Stabilisierung der Energieniveaus ist abhdngig von der Polarisierbarkeit des
Losungsmittels. Dies bedeutet, dass Absorptions- und Fluoreszenzspektrum, sowie deren auch
Stokes-Verschiebung genannter Unterschied in der spektralen Lage, 16sungsmittelabhéngig
sind. Dieses Phdnomen wird als Solvatochromie bezeichnet: Die Abhéangigkeit der
Farberscheinung vom Ldsungsmittel. In den Gberwiegenden Féllen erfahrt ein Farbstoff durch
elektronische Anregung eine Erhéhung des permanenten Dipolmomentes, was im Falle einer
Polaritatserhdhung des Lasungsmittels eine bathochrome Verschiebung der Spektren zur Folge
hat. Es sind jedoch auch kontrdre Systeme bekannt, deren Ldsungsmittelabhéngigkeit als

negative Solvatochromie bezeichnet wird.[53-561
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Lippert-Mataga-Gleichung

Eine der etabliertesten Methoden zur Analyse von Solvatochromie ist die Verwendung der
Lippert-Mataga-Gleichung.’”-1  Diese Gleichung ermoglicht die Anderung Ap des
permanenten Dipolmoments eines Farbstoffes wahrend der elektronischen Anregung zu
bestimmen.5"-611 Dazu werden die Stokes-Verschiebungen des Farbstoffes in verschiedenen
Ldsungsmitteln bestimmt. In der zugrundeliegenden Theorie wird von einem punktférmigen
Dipol in einem spharischen Hohlraum ausgegangen, welcher von einem dielektrischen
Kontinuum umgeben ist. Das dielektrische Kontinuum wird durch die Dielektrizitatskonstante
g, auch dielektrische Leitfahigkeit oder Permittivitat genannt, beschrieben.! Die folgende
Herleitung der Lippert-Mataga-Gleichung folgt den Beschreibungen von Lakowicz® und
Biinaul®?, ist jedoch beispielsweise von Raul®l oder in der Originalliteratur®-5% noch

ausfuhrlicher zu finden.

Die Energie des Dipols im Kontinuum kann nach Onsager beschrieben werden mit:[64

Epipor = —f R ()
mit R= —<-pu-f (3)

R ist das Reaktionsfeld, welches vom polarisierten Medium zuriick auf den Dipol wirkt und

diesen dadurch stabilisiert. Beschrieben wird R durch das permanente Dipolmoment /i des
betrachteten Dipols, den Radius des sphérischen Hohlraums a und die Polarisierbarkeit des
Losungsmittels f (Gleichung (3)). Letzteres setzt sich sowohl aus der Mobilitat der Elektronen
als auch aus der molekularen Bewegung der Losungsmittelmolekiile zusammen und ist gegeben

durch:?

e—1

26 +1 @

fle) =

Die Umverteilung der Elektronen in den Ldsungsmittelmolekilen, d. h. die Bildung von
induzierten Dipolen, erfolgt nach dem Franck-Condon Prinzip bereits instantan mit dem
Anregungs- bzw. Emissionsibergang und kann allein durch den Brechungsindex n beschrieben
werden. Dadurch, dass der Prozess auf einer sehr schnellen Zeitskala ablduft, wird die

Komponente auch hochfrequente Polarisierbarkeit genannt.f%616°1 Soll dagegen nur die

1 In einem Plattenkondensator erfahrt bei Anlegung einer elektrischen Spannung ein Dielektrikum eine dielektrische Verschiebung,
die proportional zum elektrischen Feld ist. Die Proportionalitdtskonstante zwischen dieser dielektrischen Verschiebung und dem
elektrischen Feld ist die Dielektrizititskonstante &%

2 Durch Gleichung (4) wird ersichtlich, dass die molekulare Gesamtpolarisierbarkeit f(¢) bei steigender Dielektrizititskonstante &
eine Séttigung erfahrt. Eine gleichbleibende Erhdhung von e resultiert daher in einer immer kleineren Erhéhung von f(e).
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Komponente der Molekilbewegungen des Losungsmittels beschrieben werden, kann dies durch
die Differenz der molekularen Gesamtpolarisierbarkeit f(e) und der hochfrequenten
Polarisierbarkeit f(n) erfolgen. Dies wird als die Orientierungspolarisierbarkeit Af

bezeichnet.[61.66]

Elektronische Umverteilung: n®—1 (5)
f(n) = 2+ 1
n“+1

Reorientierung der Molekiile: Af = f(e)—f(n) (6)

Das Reaktionsfeld um den Dipol kann fir den Fall eines Fluoreszenzfarbstoffes jeweils fur den
elektronischen Grundzustand (G) und den elektronisch angeregten Zustand (E) formuliert

werden. Diese kdnnen wiederum in die Anteile der elektronischen Umverteilung Rer und der

molekularen Reorientierung Ror aufgeteilt werden:

- 2 .
RS = il () @
~p 2
RE = S5tz fn) ©
~c 2
Ror = E'HG Af ©)
- 2 .
Ry = E'ME'A]C (10)

Dadurch ergibt sich fiir die Energieniveaus fir die Absorption in Abbildung 1:%"]

Egbs = EII/E - ﬁEﬁgr - ﬁEﬁeEI (11)

Egbs = Eyj — ﬁGﬁgr - .uGﬁeGl (12)
Beziehungsweise analog fir die Emission:

EE, = Ef — [igRE, — jigRE, (13)

EeGm = Eg - ﬁGRgr - ﬁcRgz (14)
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Anzumerken sei, dass die Energieniveaus EZ, . bzw. ES,, den noch nicht relaxierten Zustand

der Lésemittelorientierung beschreiben, weswegen hier noch die Reaktionsfelder RS, bzw. RE,

des Anfangszustandes wirken.

Die Energien der 0-0-Ubergénge von Absorption bzw. Fluoreszenz werden aus den Differenzen
von Gleichung (11) und (12) bzw. (13) und (14) erhalten:

AEgps = Egps — Egps = (Ef — Ef) — (fig — )RSy — HgRE + R, (15)

AEem = Efm — ESy = (B} — Ef) — (Ap — fic)RE, — figRE + ARG (16)
Die Stokes-Verschiebung A¥ zwischen Absorptions- und Fluoreszenzspektrum ist damit:
hcA¥ = AEqps — AEem = (fg — ﬁG)(ﬁgr - ﬁgr) + const (17)

Dabei wird eine Konstante eingefiihrt, welche die Stokes-Verschiebung durch vibronische
Relaxation ohne Losungsmitteleinfliisse widerspiegelt. Durch Substitution der Reaktionsfelder
aus den Gleichungen (7) bis (10) und deren Transformation in die Wellenzahlskala ergibt sich
die Lippert-Mataga-Gleichung der bekannten Form:57-61

1 2l gl

AV = Vypg — Vo = Ty E— - Af + const (18)
0

Durch eine Auftragung der Orientierungspolarisation Af verschiedener Lésungsmittel gegen
die jeweilige Stokes-Verschiebung A% in diesen Losungsmitteln ist damit eine Bestimmung der
Anderung des permanenten Dipolmoments Ap = |ug — fig| des Farbstoffmolekiils maglich.
Werden die Anderungen zwischen zwei sehr ahnlichen Spezies verglichen, kénnen damit
Unterschiede in der Ladungsverteilung diskutiert werden. Dies wird beispielsweise spéter in
Kapitel 5.2 angewandt, um die Verschiebung des positiv geladenen Protons innerhalb des

behandelten Sonden-Systems zu bestimmen.

Um die Vereinfachungen zu adressieren, die in der Theorie der Lippert-Mataga-Gleichung
gemacht werden, wurden seit ihrer Entwicklung vielféltige alternative Theorien zur
Bestimmung der Reaktionsfelder aufgestellt.[586.6-701 Hauptangriffspunkte sind die Annahmen,
dass die permanenten Dipolmomente von Grundzustand und angeregtem Zustand parallel sind
oder sich das Farbstoffmolekil in einer sphérischen Kavitat befindet, auch wenn dessen

Ausdehnung oftmals nicht kugelférmig ist. Fir das in dieser Arbeit thematisierte System
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koénnen diese Annahmen jedoch getroffen bzw. die dadurch entstehenden Fehler leicht
kompensiert werden (siehe Kapitel 5.2). So kann durch semi-empirische Methoden das
Volumen der Kavitat a® direkt berechnet und die Parallelitat der permanenten Dipolmomente
hier durchaus als gegeben angenommen werden.l' Auf eine detaillierte Behandlung der
komplexeren Reaktionsfelder wird daher verzichtet. Es sei jedoch erwahnt, dass spezifische
Wechselwirkungen, wie Wasserstoffbriickenbindungen zwischen Solvens und molekularer
Sonde, die Analyse durch Lippert-Mataga beeintréchtigen und die Auftragung von einer idealen
Geraden abweichen lassen.

Solvatationsdynamik und Relaxationsprozesse

Die Theorie von Lippert-Mataga betrachtet die Umorientierung von Elektronen und Molekdlen
als Antwort auf eine Veranderung des geldsten Molekiils. Dabei wird jedoch immer nur der
Anfangs- bzw. Endzustand beschrieben. Die Solvatationskoordinate z(t) ist allerdings eine
zeitabhangige Koordinate. Nach Marcust® kann das permanente Dipolmoment des Farbstoffes,
mit welchem die momentane Ldsungsmittelkonfiguration zum Zeitpunkt t im Gleichgewicht

stlinde, beschrieben werden durch:
@) =[1—z@®)]-lg +2z(@) - fig (19)

Ist das permanente Dipolmoment eine zeitabh&ngige GroRe gilt dies folglich auch fur die

Reaktionsfelder:
- 2
R(t)= —-i®)-f (20)

Damit ist die energetische Lage der Energieniveaus ebenfalls abhdngig vom Zeitpunkt der
Beobachtung t. Die klassisch beobachtbare GroRe fur die Solvatationskoordinate ist daher die
zeitabhédngige spektrale Verschiebung eines Spektrums (vgl. Abbildung 1). Durch die
Entwicklung von ultrakurzen Laserpulsen auf der Femtosekunden- bis Pikosekunden-Zeitskala
wurden zeitaufgeloste Beobachtungen der Solvatationsdynamik via transienter Absorption
(siehe Kapitel 3.1 bzw. 5.3) oder Fluoreszenz Up-Conversion experimentell moglich.?-2%1 Wie
bereits erwéhnt, erfolgen zwar die elektronischen Bewegungen bereits instantan mit der
Anregung bzw. Emission, jedoch kann auf diesem Wege die Umorientierung der

Losungsmittelmolekile analysiert werden.
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Maroncelli beschrieb bereits 1991, durch Simulationen gestitzt, ein zweistufiges Modell der
Losungsmittelumorientierung, d. h. der nicht-instantanen molekularen Solvatationsdynamik,
anhand von Acetonitril.?% Das Modell konnte auch in weiteren Studien experimentell bestatigt
werden und gilt heutzutage als das etablierte Standardmodell.?*°1 Dabei wird von zwei
voneinander getrennten Prozessen ausgegangen: einer schnellen initialen Komponente und

einer sich anschlieBenden langsameren Komponente (Abbildung 2).

Sle &
%g @ W/go
; ?ﬂ gﬁ‘ﬁ

Abbildung 2: Relaxationsprozesse des Ldsungsmittels. (a) schnelle initiale Komponente: kleine Bewegungen der
Losungsmittelmolekiile innerhalb des molekularen Kéfigs (grau). (b) langsamere diffusive Komponente:
Umstrukturierungen der Solvatationshiille bzw. des molekularen Kafigs.

Die schnelle Komponente (Abbildung 2a) erfolgt auf der Femtosekunden-Zeitskala, tragt
jedoch bis zu 80 % der gesamten Relaxation bei. Zurlickzufiihren ist dies auf initiale,
voneinander unabhangige Bewegungen der einzelnen Ldsungsmittelmolekiile. Diese finden
lediglich innerhalb des jeweiligen Molekulkéfigs aus umgebenden Teilchen statt und kdénnen
wiederrum unterteilt werden: Zunéchst erfolgen Rotationen in der GrdéRenordnung von ca.
10-20°, welche durch einen schnellen gauBférmigen Abfall des Solvatationssignals beschrieben
werden. Anschliefend werden oszillatorische Modulationen des Signals beobachtet, welche
durch Librationsbewegungen und den daraus resultierenden St6Ren mit der Kafigwand
herriihren. Fir Zeitauflosungen, wie sie in dieser Arbeit erreicht werden, kann der
Gesamtverlauf des Signals jedoch auch ausreichend gut durch eine exponentielle Funktion
angenéhert werden (siehe Kapitel 5.3). Es soll erwahnt sein, dass wéhrend der beschriebenen
ultraschnellen Dynamik zwar innerhalb der ersten Solvatationshiille auch diffusive Prozesse

auftreten kdnnen, diese jedoch nur eine untergeordnete Rolle spielen.

Anders hingegen ist die Natur der langsameren Komponente (Abbildung 2b). Diese hat einen
hauptséchlich diffusiven Charakter und ist in der Regel auf einer Zeitskala von wenigen
Pikosekunden zu finden. Hierbei handelt es sich um Reorganisationsprozesse der zuvor
beschriebenen Molekilkéafige. Die dabei beteiligten Rotationen und translatorischen
Bewegungen besitzen eine groRere Amplitude und sind als aktivierte Prozesse langsamer als

die zuvor beschriebenen initialen Bewegungen. Diffusionsbewegungen aus oder in die
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Solvatationshdlle finden ebenfalls statt, wobei der Hauptanteil der langsameren Relaxation von

der Umstrukturierung der ersten Solvatationshiille resultiert.[2%:21.721

AbschlieBend sollen vorhandene Abhéangigkeiten diskutiert werden. So ist die Stérke der
Wechselwirkung zwischen Ldésungsmittelmolekil und geléstem Molekil ein einflussreicher
Faktor fir die Solvatationszeiten. Je starker die Wechselwirkungen, desto Kkleinere
Fluktuationen bzw. Rotationen sind mdglich, wodurch die initiale Komponente schneller
wird.? Sinkt dagegen die Temperatur bzw. steigt die Viskositét des Lsungsmittels, so wird
die Reorganisation behindert und somit langsamer.l”l Spezifische Wechselwirkungen wurden
bislang in diesem Kapitel nicht beachtet, gestalten die Solvatation jedoch deutlich komplexer
und modifizieren die Solvatationsdynamik eines Losungsmittels.2%73741 In Tabelle 1 sind zur
Veranschaulichung die Solvatationszeiten von einigen ausgewahlten Ldsungsmitteln

aufgelistet.

Tabelle 1: Solvatationszeiten t sowie deren Amplituden a einiger ausgewahlter Losungsmittel[21]

a; az az ag | u(ps) tw(s) wPEs)  Ta(ps)
Aceton 06 04 0,187 1,09
Acetonitril 07 03 0,089 0,63
Dichlormethan 05 05 0,144 1,02
Benzonitril 04 05 01 0,356 5,27 25,0
Dimethylsulfoxid 05 04 01 0,214 2,29 10,7
Ethanol 01 02 02 05| 0,030 0,39 5,03 29,6

Fir manche Losungsmittel werden experimentell mehr als zwei Solvatationszeiten gefunden,
was durch die Ausbildung bzw. das Spalten von Wasserstoffbriickenbindungen wahrend der
Solvatationsdynamik erklart werden kann.[?°21 So zeigt sich beispielsweise im Falle von
Ethanol oder Dimethylsulfoxid (DMSO) eine Solvatationsdynamik aus drei bis vier
Exponentialfunktionen bzw. Solvatationszeiten. Auch Benzonitril ist noch im Vergleich zu den
ersten drei Losungsmitteln in Tabelle 1 ein starker Wasserstoffbriicken-Akzeptor™!, was
folglich ebenfalls zu Abweichungen des zuvor beschriebenen zweistufigen Modells fiihrt.
Aceton, Acetonitril oder Dichlormethan folgen dagegen dem Modell von Maroncelli, ohne

weitere langsamere Komponente.
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Spezifische Wechselwirkungen

Wie bereits in den vorangegangenen Kapiteln erldutert, fihren spezifische Wechselwirkungen
zwischen Losungsmittelmolekilen und geléstem Molekil zu Abweichungen in der Lippert-
Mataga-Analyse oder der Solvatationsdynamik nach Maroncelli. Onsager schlug vor diese
durch ein Schalenmodell”®-7°! zu beschreiben, welches jedoch, wie durch Papazyan et al. und
Chandra et al. gezeigt, nur unzureichend die Komplexitat der Prozesse widerspiegelt.[t8l Auch
andere Versuche waren bislang wenig erfolgreich spezifische Wechselwirkungen auf Basis
physikalischer Konstanten zu beschreiben.[%38281 Ein alternativer Ansatz ist die Verwendung
von semi-empirischen Skalen, welche auf definierten Referenzpunkten basieren. Dabei wird

zwischen Einparameter-Skalen und Multiparameter-Skalen unterschieden.

Typische Vertreter fiir die Einparameter-Skalen sind im Rahmen von spektroskopischen
Untersuchungen die Kosower Z-Skala oder die Et(30) Skala nach Reichardt. Diese basieren auf
dem Absorptionsmaximum eines Referenzfarbstoffes, welches den allgemeinen Lsungsmittel-

parameter Z bzw. E¥ fur das jeweilige Losungsmittel definiert:[3+-8¢]

Kosower Z-Skala: Z=h-c-Ny-7¥ (21)
. Er(Solvens) — Ex(Tetramethylsilan)

Reichardts E+(30)-Skala: EN =T 22

130) T ™ Er(Wasser) — Ep(Tetramethylsilan) (22)

mit Ep =h-c Ny (23)

Beide Skalen beschreiben die Polaritéat des Lésungsmittels. Der Unterschied der beiden Skalen
beruht auf dem verwendeten Referenzfarbstoff. Die Er(30)-Skala beispielsweise verwendet
2,6-Diphenyl-4-(2,4,6-triphenyl-1-pyridinio)phenolat (auch Betain 30 genannt), welches im
Gegensatz zum Referenzfarbstoff von Kosower im sichtbaren spektralen Bereich detektierbar
ist. Des Weiteren ist dessen Solvatochromie deutlich ausgepragter, weswegen die E+(30)-Skala
eine hohere Sensitivitat aufweist. Durch das funffach tert-Butyl-substituierte Derivat und die
dadurch veranderte Loslichkeit sind ebenfalls apolare Losungsmittel zuganglich.® Einfliisse
von Wasserstoffbriickenbindungen kénnen zwar erfasst werden, deren analytische Auswertung
ist jedoch aufgrund des einzelnen Parameters, der sowohl die unspezifischen als auch

spezifischen Wechselwirkungen beschreibt, praktisch nicht moglich.

Zur Beschreibung von Wasserstoffbriickenbindungen zwischen Referenzfarbstoff und
Losungsmittel werden Multiparameter-Skalen bendtigt. Die zwei Hauptvertreter sind die
Kamlet-Taft-Skala und die Catalan-Skala.[’®0-%!
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Kamlet-Taft-Skala: Y=Yy+a-a+b-f+p 7" (24)

Catalan-Skala: Y=Yy+a -SA+b'-SB+c-SP+d-SdP (25)

Beide Skalen beschreiben eine I6sungsmittelabhangige physikalisch-chemische Grofe Y in
Abhéngigkeit der einzelnen Losungsmittelparameter. In der Spektroskopie ist dies gemeinhin
die Lage des Absorptions- oder Fluoreszenzspektrums. Y steht fir den Wert der physikalischen
MessgroRe in der Gasphase. @ bzw. SA ist die Fahigkeit des Losungsmittels als Donor fiir eine
Wasserstoffbrickenbindung zu dienen, wéhrend 8 bzw. SB entsprechend fiir die F&higkeit als
Akzeptor einer Wasserstoffbriickenbindung zu fungieren steht. Somit sind a/SA bzw. 3/SB
empirische Werte fiir den aziden bzw. basischen Charakter des Losungsmittels. Der Parameter
7" beinhaltet dagegen die Polarisierbarkeit und Dipolaritat des Solvens und adressiert somit die
nicht-spezifischen Wechselwirkungen. In der Catalan-Skala werden diese beiden Eigenschaften
nochmals unterteilt in die Parameter SP fur die Polarisierbarkeit und SdP fiir die Dipolaritat des
Losungsmittels. Den Parametern sind definierte Werte fur bestimmte spektrale Lagen eines
Referenzfarbstoffes zugeordnet. So ist beispielsweise m* fur die Lage des Referenzspektrums
in Cyclohexan als 0 und in Dimethylsulfoxid als 1 definiert. Als Referenz werden hier zweifach
substituierte Benzolderivate verwendet.’’! In einer Solvatochromie-Studie eines Farbstoffes
kénnen die Multiparameter-Skalen zundchst durch geschickte Auswahl der Lésungsmittel oder
Verwendung eines Farbstoffderivates vereinfacht werden. So wird immer nur ein Parameter
veréndert und dadurch die Bestimmung des jeweiligen Vorfaktors (a/a‘, b/b‘, ¢, d und p)
mdglich. Diese beschreiben den Beitrag des jeweiligen Parametereinflusses an der
Solvatochromie des Farbstoffes. Ist einer bestimmt, wird unter passenden Bedingungen mit
einem weiteren fortgefahren. Die Vorfaktoren kdnnen dann zur Charakterisierung des
Farbstoffes herangezogen werden. Im Zusammenhang mit Photoséuren und Protonentransfer-
Reaktionen wurde in der Vergangenheit insbesondere die Kamlet-Taft-Skala erfolgreich
angewandt.l’*l Angemerkt sei, dass diese Skalen lediglich auf Losungsmittel anwendbar sind,
in denen der jeweilige Referenzfarbstoff loslich bzw. chemisch stabil ist. Stark azide
Losungsmittel, wie beispielsweise konzentrierte Schwefelsaure (siehe Kapitel 5.1), entziehen

sich daher einer solchen Beschreibung oft.
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Nicht-polare Solvatation

Zur Vollstandigkeit sollen zuletzt die unspezifischen Wechselwirkungen von unpolaren
Ldsungsmitteln bzw. unpolaren molekularen Sonden kurz erlautert werden. In diesen Féllen ist
der Dipolcharakter jeweils verschwindend gering, was als Extremfall der bereits beschriebenen
polaren Solvatation angesehen werden kann. Ist von einer unpolaren molekularen Sonde
auszugehen, welche von einem ebenfalls unpolaren Lésungsmittel umgeben ist, tragen lediglich
London-Dispersionskrafte zur Solvatation bei. In Abhangigkeit von f(n) fiihren diese zu kleinen
bathochromen Verschiebungen der Absorptions- bzw. Fluoreszenzspektren.[%8%% Fiir unpolare
Farbstoffmolekiile in polaren Lésungsmitteln ist die Situation identisch, da keine signifikante
Neuorientierung der Losungsmittelmolekiile erfolgt. Im Falle von polaren molekularen Sonden
in unpolaren Losungsmitteln erfolgt dagegen die Solvatation sowohl durch London-
Dispersionskréfte als auch durch Dipol-induzierte Dipole. Analog zur bereits beschriebenen
polaren Solvatation folgt dadurch fiir |ug| > |ug| eine bathochrome und fir [ug| < |ug| eine

hypsochrome Verschiebung der Spektren in Abhangigkeit von f(n) und .54
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2.2. Protonentransfer und Photosauren

Die Untersuchung des Mechanismus von Protonentransferreaktionen ist eng verknupft mit der
Entwicklung und Verwendung von sogenannten Photoséuren. Photosduren sind Molekiile,
deren Aziditat im elektronisch angeregten Zustand, d. h. durch Absorption eines Photons,
zunimmt. Dies wird als Photoaziditét bezeichnet. Gemeinsames Strukturmotiv der Photoséuren
ist eine funktionelle Gruppe mit azidem Proton an einem aromatischen Grundgerist. Typische
Vertreter sind Phenole, Pyrenole oder Naphthole, aber auch Ammoniumpyrene und
Ammoniumnaphthaline (Abbildung 3). Im Folgenden werden allgemeine Konzepte des
Protonentransfers und der Photoaziditat stellvertretend fiir alle Photoséureklassen anhand von
Hydroxy-Photosdauren behandelt und somit die S&ureform mit ROH und die korrespondierende
Basenform mit RO" abgekiirzt.

- OH NH;
(1) pKs =10,0 (2) pKs =94 (3) pKs=3,9
pKs = 3,0 pKs = -0,2 pKs =-1,0
0

Je o O Je
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'O’S\‘O O,,S\o- F3CH,CO™ & "OCH,CF; MezN'S‘b O”S\NMez
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(4) pKs=7,3 (5) pKs =47 (6) pKs=5,6
pKs = 1,4 pKs =-2,8 pKs =-1,0

HO \
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| COOEt

(7) pKs=7,0 (8) pKs =43

pKs =-7.0 pKs = -85

Abbildung 3: Typische Vertreter von Photosauren und deren pKs-Werte: (1) Phenoll®89, (2) 1-Naphthol[100101, (3)
1-Naphthylammonium[°2, (4) 8-Hydroxypyren-1,3,6-trisulfonat (Pyranin, HPTS)['%, (5) Tris(2,2,2-trifluoroethyl)-
8-hydroxypyren-1,3,6-trisulfonatl®l,  (6)  8-Hydroxy-N,N,N‘N‘N“N “-hexamethylpyren-1,3,6-trisulfonamid
(HPTA), (7) N-Methyl-6-hydroxychinolinium (NM6HQ*)[1%5106 (8) Chinoncyanin 9 (QCy9)[X71,
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Forster-Zyklus

Im Jahr 1931 wurde von Weber™%l erstmals das aus der Photoaziditat resultierende Phanomen
des excited-state proton transfer (ESPT) beobachtet, welches die markante Eigenschaft aller
Photosauren ist. Wahrend die Fluoreszenzspektren von 4-Naphthylamin-1-sulfonat eine
pH-Abhéngigkeit zeigten, blieben die Absorptionsspektren gleich. Es dauerte jedoch fast
weitere 20 Jahre bis diese Beobachtung durch Forster, in dem heute als Forster-Zyklus83°

bekannten Modell, auch erklart werden konnte (Abbildung 4).
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Abbildung 4: (a) Energieschema des Forster-Zyklus und (b) entsprechende Absorptions- (gestrichelt) und
Fluoreszenzspektren (durchgezogen) der verschiedenen Spezies von Photoséure 5 in Acetonitril, mit entsprechenden
Fotografien der Lésungen unter UV-Bestrahlung (365 nm).

Durch elektronische Anregung der Saureform andert sich die Aziditat des Molekuls und somit
das Sdure-Base-Gleichgewicht im Vergleich zum Grundzustand. Bei Anwesenheit eines
geeigneten Protonenakzeptors erfolgt ein Protonentransfer im angeregten Zustand (ESPT) und
hinterlasst die elektronisch angeregte Basenform der Photoséure. Die Effektivitat dieses ESPT
Prozesses, d. h. die Lage des Saure-Base-Gleichgewichtes, hangt von der Starke der jeweiligen
Photosaure bzw. dem Protonenakzeptor ab. Im Falle starker Photosduren wie 8-Hydroxy-
N,N,N‘N‘,N“N “-hexamethylpyren-1,3,6-trisulfonamid ~ (HPTA),  N-Methyl-6-hydroxy-
chinolinium (NM6HQ"), 5-Cyano-1-naphthol oder Chinoncyanin 9 (QCy9) kann die
Ratenkonstante des ESPT in Wasser 10 bis 10 s erreichen.['®%% Dije darauffolgende
spontane Emission der Basenform ist zur S&ureform hin bathochrom verschoben, was im
intramolekularen Ladungstransfer begrindet liegt, welcher im folgenden Abschnitt n&her
erlautert wird. Wieder im elektronischen Grundzustand angekommen &ndert sich das Séure-
Base-Gleichgewicht erneut und die Basenform wird in der Regel reprotoniert. Durch die
Erkenntnisse von Forster entwickelte sich in den darauffolgenden Jahrzehnten die Klasse der
Photosauren zum wichtigsten Modellsystem fiir Untersuchungen von Protonentransfer-

reaktionen.
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Die Differenz ApKs zwischen den pKs-Werten des Grundzustandes und des angeregten
Zustandes kann mit Hilfe von Gleichung (26) und den Energien fiir die 0-0-Ubergange hvgo-

und hvgey berechnet werden:[3%:111-113]

hvgo- — hvgon
kpT - In(10)

ApKs = (26)

Die starksten Photosduren erreichen eine Differenz von bis zu 14 GréRenordnungen, wie
beispielsweise im Falle von NM6HQ" mit pKs = 7.0 und pKs”" = -7.0 oder QCy9 mit pKs = 4.3
und pKs"=-85.[106114-1161 Dyrch verschieden starke elektronenziehende Substituenten,
beschrieben durch den Hammett-Koeffizienten™” kann die Starke der Photoaziditat
beeinflusst werden.[*%! Sinkt der pKs-Wert im angeregten Zustand (pKs") unter null, wird von

einer Super-Photoséure gesprochen.

Hintergrund der Photoaziditat

Der Grund fiir die erhéhte Aziditat im elektronisch angeregten Zustand ist auch 70 Jahre nach
Forster noch Gegenstand aktueller Forschung. Bereits 1952 postulierte Weller®! einen
intramolekularen Ladungstransfer (engl. intramolecular charge transfer, ICT) als Ursache der
Photoaziditat. Bei denen von ihm untersuchten Naphthol-Derivaten ging er, sowohl fur die
elektronisch angeregte neutrale Form (ROH") als auch fiir die elektronisch angeregte anionische
Form (RO™), von einem n-n*-Ubergang™®l aus. Dieser, so angenommen, wiirde die Abspaltung
des Protons erleichtern. Die Elektronendichte im Molekil wird durch die elektronische
Anregung umverteilt und vom Hydroxyl-Sauerstoff in den aromatischen Ring transferiert. Im
Falle von ROH" wird die O-H-Bindung geschwacht, wohingegen fir RO™ von einer
Beglnstigung des C=0-Doppelbindungscharakters ausgegangen werden kann. Letzteres fuhrt
zu einer ausgeprégten energetischen Stabilisierung der konjugierten Base, was die hohe
bathochrome Verschiebung zur Folge hat. Diese Positivierung des Sauerstoffs konnte durch
differenzielle Solvatochromie, semiempirische Rechnungen und ab-initio Rechnungen bestatigt
werden.[#011%1201 Hierbei scheinen sich Naphthol- und Pyrenol-Derivate jedoch voneinander zu
unterscheiden. Im Falle von Naphthol-Derivaten ist der ICT auf der Produktseite, d. h. auf der
Seite des Anions, ausgepragter als auf Seiten der neutralen Form ROH". In Pyrenol-Derivaten
hingegen wurde beobachtet, dass das Anion RO" wahrend der Anregung kaum eine Anderung
des permanenten Dipolmoments, und somit kaum eine Anderung der Elektronendichte
erfahrt.'Y1 Dies spricht fir einen hauptsachlich auf der Eduktseite liegenden ICT. Je nach Art
der Photosdure ist die Auspragung des ICT also entweder vor oder nach dem ESPT stérker, was

nochmals durch Arbeiten von Fayer[*?1122 et al. bestatigt wurden konnte.
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Somit ergeben sich zwei im Detail leicht unterschiedliche Griinde fiir die Photoaziditat, deren
jeweilige Gultigkeit abhdngig von der betrachteten Photosdure ist. Durch die teilweise
unterschiedlichen Beobachtungen je nach verwendeter Photosdure hat sich bis heute kein
allgemeingiiltiges Bild ergeben. An dieser Stelle sei auf die Ubersicht von Kumpulainen et al.

verwiesen, welche die verschiedenen Arbeiten zu diesem Thema ausfiihrlich behandelt. 4

Mechanismus des Protonentransfers

Im Falle des oben behandelten Forster-Zyklus wird der Protonentransfer im klassischen Modell
der Brgnsted-Lowry-Theoriel*?>-271 peschrieben. Hier findet der Ubertrag des Protons von
einem Protonendonor (Saure, ROH) direkt auf einen Protonenakzeptor (Base, B) statt. Eigen(28]
und Wellert1:12%-1311 erganzten das Modell durch den reaktiven Komplex (CPX) und das
wasserstoffbriickengebundene lonenpaar (engl. hydrogen-bonded ion pair, HBIP), welche die
Zwischenschritte des Protonentransfers darstellen. Mittels Ultrakurzzeitspektroskopie konnten
diese Intermediate bereits in zahlreichen Publikationen nachgewiesen werden.[**2-36] Huppert
und Pines untersuchten 1986 mittels zeitaufgeloster Spektroskopie die Dissoziationsdynamik
des gebildeten lonenpaars (HBIP) und beobachteten eine langsame nicht-exponentielle Kinetik
des Fluoreszenzzerfalls von HPTS in Wasser.[**71%] Sje vermuteten, dass die geminante
Rekombination diesen Effekt auf die Zerfallskurve hat. Zwei Jahre spater konnten sie
zusammen mit Agmon[*®! die nicht-exponentielle Kinetik auflosen: Die Diffusionsbewegung
fir den gréBer werdenden Abstand der lonen wurde mit Hilfe der numerischen Ldsung der
Debye-Smoluchowski-Gleichung (DSE)!*3%401 berechnet und folgte darin einem t-¥2-Zerfalls-
gesetz.[*1 Die geminante Rekombination spielte in der Tat eine wichtige Rolle, was auf das
vierfach negativ geladene HPTS zurtickzufuihren ist. Die hohe Ladung sorgt fiir eine starke
Coulomb-Anziehung zwischen den lonen, wodurch die vollstdndige Dissoziation erschwert
wird. Huppert!*42143l et al. beschrieben 2005 daraufhin ein verfeinertes Modell, in dem die nicht-
exponentielle Kinetik mittels eines zusétzlichen Intermediates erklart wurde: das
solvensseparierte lonenpaar (engl. solvent-separated ion pair, SSIP). In dieser Spezies sind die
lonen durch einige wenige Losungsmittelmolekile voneinander getrennt, spiiren jedoch noch
die gegenseitige Anziehung der Coulombkraft. Danach dissoziieren die lonen weiter, bis sie als
sogenanntes vollstandig getrenntes lonenpaar (engl. fully separated ion pair, FSIP) keinerlei

Coulomb-Wechselwirkungen mehr untereinander spiren.

Unter Ber(cksichtigung all dieser Studien hat sich heutzutage ein vierstufiges Modell fir den
Protonentransfermechanismus, auch Eigen-Weller-Modell genannt, etabliert (Abbildung 5).
Das einzelne S&uremolekiil ROH bildet mit dem Protonenakzeptor B zunéchst den reaktiven

Komplex CPX. Daraufhin erfolgt der elementare Protonentransferschritt unter Bildung des
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wasserstoffgebundenen lonenpaares HBIP. Die Dissoziation erfolgt in zwei Schritten Uber das

solvensseparierte lonenpaar SSIP und das vollstdndig getrennte lonenpaar FSIP.

R-OH+B = R-OH--B = R-O-'H-B = R-O-(LM)~HB = R-O+HE

freie Photosdure reaktiver hydrogen-bonded solvent-separated fully separated
und Base Komplex (CPX) ion pair (HBIP) ion pair (SSIP) ion pair (FSIP)

Abbildung 5: Eigen-Weller-Modell fiir den vierstufigen Protonentransfermechanismus.

In den letzten Jahren wurde dieses Bild noch erganzt. Durch Ultrakurzzeitspektroskopie konnte
gezeigt werden, dass die Dynamik des elementaren Protonentransferschrittes der
Solvatationsdynamik des Losungsmittels folgt und somit solvatationskontrolliert ablauft.s-!
Dies wird auch in der vorliegenden Arbeit nochmals bestétigt werden (siehe Kapitel 5.3).
Solntsevl et al. konnten die daraus resultierende Temperaturabhangigkeit nachweisen: Je
hoher die Temperatur, desto schneller ist die Solvatationsdynamik und damit die Raten-
konstante des ESPT, bis diese schlieRlich nur noch von der Aktivierungsenergie abhéngt.

Es sei erwahnt, dass in der Literatur teilweise auch Ubergange zwischen den elektronisch
angeregten Zustanden L, und L, als bestimmender Schritt fiir den Protonentransfer diskutiert
werden. Diese Zustande sind durch die Platt-Notation**4 definiert, in der die Indizes a und b
die Lage der Ubergangsdipolmomente beschreiben, welche in der Regel entlang der kurzen
(*Lp) oder langen (*L.) Symmetrieachse des Molekdils verlaufen. Mit Einschrankungen kénnen
diese oft dem ersten oder zweiten elektronisch angeregten Zustand (S1, S2) zugeordnet werden.
Die Relevanz von Ubergangen zwischen solchen Zustanden muss fir den Protonentransfer
jedoch differenziert betrachtet werden: Fiir 1-Naphthol legten beispielsweise Pinesi***! et al.
einen I6sungsmittelabhingigen *L,—'L.-Ubergang nach der Anregung nahe, dem dann erst der
elementare Protonentransferschritt folgt. Wahrend Tran-Thil1*6-14¢] et al. dies auch fiir HPTS
vorschlugen, zeigten Nibbering™l et al. hingegen, dass fir HPTS die Anregung bereits in einen
Zustand mit gemischtem !L./*L,-Charakter zu erfolgen scheint. Daraus erfolgt dann der
Protonentransfer ohne weiteren Zwischenschritt. Die Annahme, dass fur neutrale Pyrenol-
Derivate kein weiterer Ubergang zwischen L, und ‘L, stattfindet, wird durch die Studien von
Pines™ et al. und Jungt*'*® et al gestiitzt. Fir die Pyrenol-Systeme der hier vorliegenden
Arbeit kénnen dadurch solche Uberginge als nicht relevant angesehen werden. Auf eine
detailliertere Ausfiihrung wird daher verzichtet. Generell zeigt sich aber, dass ein einheitliches
Bild schwierig ist, da auch Abhangigkeiten der beschriebenen Uberginge vom jeweiligen
Protonenakzeptor beobachtet wurden.[*5 Fiir eine Ubersicht tiber Arbeiten, welche sich mit
solchen maglichen 'L,—'L,-Ubergidngen befassen, soll auf die Literatur verwiesen

werden. [41.152-154]
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Protonenakzeptoren

Grundvoraussetzung fur den ESPT ist die Anwesenheit eines geeigneten Protonenakzeptors.
Die meisten Studien verwenden daftr Wasser, welches durch Wasserstoffbriickenbindungen
und den GrotthuB-Mechanismus das freiwerdende Proton besonders gut stabilisiert und die
Ladungstrennung vereinfacht,[38:39.103133.142.143] So|yatisiert liegt das Proton dann beispielsweise
als Eigen-lon (HyO4")1?81 oder Zundel-lon (HsO2*)*®1 vor. Fiir zeitaufgeldste Untersuchungen
des Protonentransfers stellt jedoch die daraus resultierende sehr kurze Zeitskala (ps/fs-Bereich),
in der der ESPT im waéssrigen Milieu abléuft, eine Herausforderung dar und ist mit einem hohen
experimentellen Aufwand verbunden. Ebenso verhalt es sich mit einem alternativen Konzept,
dem excited-state intramolecular proton transfer (ESIPT).[*11%6-1621 Hier dient eine basische
funktionelle Gruppe der Photoséure selbst als Akzeptor und nimmt das freiwerdende Proton
auf. In der Regel sind diese intramolekularen Donor-Akzeptor-Systeme bereits in einer
gunstigen geometrischen Lage zueinander, was den Protonentransfer zusétzlich vereinfacht.
Eine Verlangsamung des ESPT, und somit eine einfachere experimentelle Beobachtung, kann
beispielsweise durch die Verwendung von Alkoholen oder DMSO erzielt werden.®#1€% Ein
Nachteil dieser Akzeptoren sind jedoch die geringen B-Werte nach der Kamlet-Taft-Skala.[”™
Fur Untersuchungen in aprotischen Loésungsmitteln, in denen der Protonenakzeptor nicht
gleichzeitig auch das Lésungsmittel ist, sollte die Photosdure mit dem Akzeptor idealerweise
bereits im Grundzustand komplexiert sein (siehe Kapitel 4). Dadurch wird die Anwesenheit
eines Protonenakzeptors im angeregten Zustand gewdhrleistet. Je hoher der B-Wert des
Akzeptors, desto gréRer seine Fahigkeit eine Wasserstoffbriickenbindung einzugehen und desto
starker die Komplexierung. In der Vergangenheit wurden dafir beispielsweise Imidazole oder
auch 1,8-Diazabicyclo[5.4.0Jundec-7-en (DBU) eingesetzt.[6416%1 Eine neue Mdglichkeit bieten
hier Phosphinoxide, deren Verwendung als Protonenakzeptor und Photosdure-Ligand im
Folgenden beschrieben wird (siehe Kapitel 5.2 und 5.3). Diese Stoffklasse bietet im Vergleich
zu Alkoholen, Imidazolen oder DMSO nochmals deutlich grofiere B-Werte (Tabelle 2) und ware
zusdtzlich, wie DMSO, gut durch IR-spektroskopische Experimente beobachtbar.

Tabelle 2: Vergleich der p-Werte von ausgewahlten Protonenakzeptoren (Kamlet-Taft-Skala)"™

B-Wert
Methanol 0,62
Dimethylsulfoxid 0,76
1-Methylimidazol 0,82
Tri-n-methylphsosphinoxid 1,02
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Marcus-Theorie, invertierter Bereich und kinetischer Isotopeneffekt

Eine alternative Mdglichkeit zur Beschreibung des Protonentransfers beruht auf der Marcus-
Theorie.[*6-16% Diese beschreibt urspriinglich nichtadiabatische Elektronentransferreaktionen
in Korrelation mit der freien Enthalpie AG, auch Gibbs-Energie genannt. Der
Elektronentransfer (ET) ist ein aktivierter Prozess, dessen Ratenkonstante ker durch die

Arrhenius-Gleichung gegeben ist:

AE ) @7

kET =A'eXp<_kb_T

Die Potentiale von Edukt und Produkt werden jeweils durch eine Parabel entlang der
Reaktionskoordinate beschrieben und kénnen vertikal und horizontal zueinander verschoben
sein (Abbildung 6). Die horizontale Verschiebung erfolgt aufgrund der unterschiedlichen
Gleichgewichtslage beziliglich der Geometrie von Edukt und Produkt und wird durch die
Reorganisationsenergie As quantifiziert. Diese Energie setzt sich zusammen aus dem
Losungsmittelbeitrag und Beitragen intramolekularer Moden. Die vertikale Verschiebung der
Parabeln wird hingegen durch die treibende Kraft der Reaktion, d. h. durch die Gibbs-Energie
AG, beschrieben.

Entlang der Reaktionskoordinate RK erfolgt der Elektronentransfer uber die
Aktivierungsenergie AE, welche gegeben ist durch:

AG + A)*
E= (4G + 45" (28)
42
Fir Gleichung (27) folgt daraus:
B (4G + A)?
ker = A~ exp (‘ s T (29)

Aus dem Modell ergeben sich drei unterschiedliche Bereiche (siehe dazu Gleichung (28) und
Abbildung 6):

a) Der normale Bereich mit -AG <As: Einer Zunahme der treibenden Kraft folgt eine
Zunahme der Ratenkonstante ker.

b) Der barrierefreie Bereich mit -AG = As: ket erreicht den maximalen Wert.

c) Der invertierte Bereich mit -AG > As: Einer Zunahme der treibenden Kraft folgt eine

Abnahme der Ratenkonstante Ker.

Eine fortwahrende Zunahme der treibenden Kraft hat demzufolge so lange eine Beschleunigung

des Elektronentransfers zur Folge, bis ein Maximalwert erreicht wird. Danach allerdings fuhrt
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eine weitere Zunahme der treibenden Kraft wieder zu einer Verlangsamung der Reaktion, was
als invertierter Bereich bezeichnet wird. Fir Elektronentransferreaktionen konnte dieser

invertierte Bereich bereits nachgewiesen werden. [’

Edukt

""" ) -AG < hg
: SAG = g
-AG > g

Abbildung 6: Schematische Darstellung der Potentialkurven in der Marcus-Theorie. Links die Potentialkurven fir
Edukt und Produkt fiir den normalen Bereich (-AG < As) und rechts die Veranschaulichung des Ubergangs in den
barrierefreien (-AG = As) und invertierten Bereich (-AG > Xs). In Letzterem steigt trotz zunehmender treibender Kraft
die Aktivierungsenergie AE wieder an. Die Reaktionskoordinate RK beinhaltet sowohl Lésungsmittelmoden als auch

intramolekulare Moden.

Protonentransferreaktionen und Elektronentransferreaktionen sind eng miteinander verwandt,
handelt es sich doch bei beiden um den Transfer einer Elementarladung. Das Modell von
Marcus wurde daher in den letzten Jahrzehnten in mehreren Ansdtzen auf
Protonentransferreaktionen tbertragen.'’**"81  Hervorzuheben sind die Arbeiten von
Hynes[*7®18% et al., deren strikte quantenmechanische Beschreibung des Protons nur leichte
Abweichungen von der Marcus-Theorie aufzeigten. Sie demonstrierten damit, dass die Marcus-
Theorie trotz ihrer Vereinfachungen als ein valides Modell fir den Protonentransfer angesehen
werden kann. Nach der Beschreibung von Hynes erfolgt der Protonentransfer entlang der
Losungsmittelkoordinate, in der hauptsachlich die Reorganisation des Ldsungsmittels die
Aktivierungsbarriere bestimmt. Zuséatzlich muss jedoch auch die Protonenkoordinate g, d. h.
die Lage des Protons entlang der Wasserstoffbriickenbindung, betrachtet werden. Zwei
verschiedene Falle wurden hier identifiziert: den des adiabatischen und den des

nichtadiabatischen Protonentransfers,[181-186]

In Abbildung 7 werden die entsprechenden Potentialkurven entlang der Protonenkoordinate fiir
jeweils unterschiedliche Losungsmittelkonfigurationen veranschaulicht. Im adiabatischen Fall
verlduft der Protonentransfer entlang q barrierefrei (Abbildung 7a): Die vibrationellen

Nullpunktsenergien von Edukt und Produkt liegen Uber der Energiebarriere fur die
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Losungsmittelkonfiguration des Ubergangszustandes Ryz. Im nichtadiabatischen Fall handelt
es sich um einen Protonentransfer, dessen Energiebarriere entlang q stets hoher liegt als die
Nullpunktsenergien der Schwingungen (Abbildung 7b). Dies gilt vor allem fir groRere
Abstande zwischen den schweren Atomen einer Wasserstoffbriickenbindung. Auch ein
temperaturabhingiger Ubergang zwischen adiabatisch und nichtadiabatisch ablaufendem
Protonentransfer konnte experimentell gezeigt werden.[*828% Es soll jedoch nochmals darauf
hingewiesen werden, dass in beiden Fallen entlang der Losungsmittelkoordinate eine
zusatzliche bestimmende Reaktionsbarriere existiert (Abbildung 7c).

a
E A Re Ryz Re
q q q
® E
\ Re Roz Ry
Vg
q q q
[ o]
E

»

Losungsmittelkoordinate

Abbildung 7: Veranschaulichung des (a) adiabatischen und (b) nichtadiabatischen Protonentransfers entlang der
Protonenkoordinate q fiir unterschiedliche L&sungsmittelkonfigurationen Ri. Im Falle des nichtadiabatischen
Prozesses ist die Ubertragung des Protons lediglich durch Tunneln méglich. Fiir beide Prozesse existiert zusétzlich
eine Energiebarriere entlang der Losungsmittelkoordinate. Die entsprechende Potentialkurve ist in (c) aufgetragen
und die jeweiligen Lésungsmittelkonfigurationen der Edukte (E), Ubergangszustande (UZ) bzw. Produkte (P) aus
(a) und (b) angegeben.
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Das oben beschriebene Modell wurde auch zur Beschreibung des sogenannten kinetischen
Isotopeneffekts entwickelt. Dieser beruht auf einer Besonderheit des Protonentransfers
gegenlber dem Elektronentransfer: Die Madglichkeit eines H-D-Austausches durch
Deuterierung, was beispielsweise spater in Kapitel 5.1 Anwendung findet. Durch die
Verwendung des schwereren Deuterons anstelle des Protons kommt es zu einer Absenkung der
Nullpunktsschwingungsenergie um etwa einen Faktor +/2.1%871%1 Eine Erhéhung der
Aktivierungsenergie und damit eine Verlangsamung des Protonentransfers ist die Folge
(Abbildung 8). Definiert ist der kinetische Isotopeneffekt KIE durch das Verhéltnis der
Ratenkonstanten k bzw. Fluoreszenzlebenszeiten t:
kpr _ TPy

KIE = — =
kpr  Thr

(30)

L.
-

RK

Abbildung 8: Veranschaulichung des kinetischen Isotopeneffekts (KIE) durch die jeweiligen Energieniveaus von
Wasserstoff (H) und Deuterium (D). Durch die Deuterierung werden die Schwingungsnullpunktsenergien abgesenkt

und die Aktivierungsenergie erhoht.

Eine zweite Besonderheit gegentiber dem Elektronentransfer stellt die Verbindung zwischen

Gibbs-Energie und Saurestérke dar:

AG = RTIn(10) - pK (31)

Fur den in der Marcus-Theorie beschriebenen invertierten Bereich wiirde dies bedeuten, dass
bei immer weiterer Erhéhung der Aziditdt die Ratenkonstante des Protonentransfers
irgendwann ein Maximum erreicht und anschlieffend wieder langsamer wird (Abbildung 6). Fir
Protonentransferreaktionen ist dieser invertierte Bereich erst vereinzelt an Carbanionen oder

Radikalionenpaaren beobachtet worden.1191 Fiir Photosauren konnten jedoch noch keine
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experimentellen Nachweise erzielt werden.[*08%1141151 Djes konnte daran liegen, dass die bisher
starksten bekannten Photosauren®-1971 allesamt Hydroxy-Photoséauren sind, fiir welche der
Protonentransfer stets eine Ladungstrennung bedeutet. Ein alternativer Ansatz, welcher in
Kapitel 5.1 verfolgt wird, ist die Verwendung von Ammonium-Photosauren (RNHs"). Der
Protonentransfer von einer solchen Photosédure zu einem Protonenakzeptor muss keine
Ladungstrennung kompensieren. Er kann ganz im Gegenteil sogar zu einer Rekombination von
Ladungen fhren, ist der Akzeptor negativ geladen, und besitzt somit eine zusatzliche Triebkraft
fiir den Protonentransfer. Daher kdnnten mit der Klasse der Ammonium-Photosduren noch
hohere Photoaziditaten moglich sein und so der invertierte Bereich mit Photosauren zugénglich
werden.
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3. Methoden

3.1. Zeitaufgeltste Spektroskopie

In den letzten Jahrzehnten erwies sich die zeitaufgeloste Spektroskopie als entscheidendes
Werkzeug zur Erfassung der Dynamiken von chemischen Reaktionen und Solvatations-
prozessen.[?240411921 Methoden mit zeitlichem Auflésungsvermdgen von wenigen Piko- bis
Femtosekunden sind heutzutage weitestgehend etabliert und bereits kommerziell erhaltlich.
Dazu gehdren vielseitige Verfahren beruhend auf UV/VIS-, IR- oder Raman-Spektroskopie.
Hier soll jedoch nur kurz auf das grundlegende Messprinzip der in dieser Arbeit verwendeten
Methoden eingegangen werden. Flr weiterfihrende Literatur sei auf die angegebenen

Referenzen verwiesen, [61.193-197]

Zeitkorreliertes Einzelphotonenzéhlen - TCSPC

Das Messprinzip des zeitkorrelierten Einzelphotonenzéhlens (engl. time correlated single
photon counting, TCSPC) wurde erstmals von Bollinger und Thomas[*®! 1961 vorgestellt und
beruht auf einem einfachen Start-Stopp-Experiment (Abbildung 9a). Ein Laserpuls Iost das
Start-Signal des Experiments aus und regt den zu untersuchenden Fluorophor an. Dieser
emittiert mit einer Verzdgerung ein Photon, welches vom Detektor erfasst wird und als Stopp-
Signal dient. Die gemessene Zeitdifferenz wird als Ereignis in einem Histogramm festgehalten.
Dieses Histogramm ist in Zeitkanéle unterteilt, welche in der Regel eine Breite von wenigen ps
besitzen. Ublicherweise werden fiir TCSPC-Experimente Pulsfrequenzen von 10-80 MHz
verwendet, wodurch dieses Start-Stopp-Experiment mehrere Millionen Mal in der Sekunde
durchgefuhrt wird. Die Zeit zwischen zwei aufeinanderfolgenden Pulsen diktiert dabei auch das

maximale Beobachtungsfenster.

Ist eine statistisch signifikante Anzahl von Ereignissen aufgenommen, kann das Histogramm
durch die Signalfunktion S(t) beschrieben werden, aus der die Zerfallszeiten der Fluoreszenz
tr,i ermittelt werden konnen. Diese Signalfunktion ist eine Faltung der in der Regel
(multi-)exponentiellen Fluoreszenzkinetik 1g(t) und der instrumentellen Antwortfunktion
IRF(t): [199,200]

t
S(t) = j IRF(t)Ig (t — t)dt' (32)
0

mit Ip(t) = X; Aexp (— #) (33)
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A steht fur die Amplitude der Spezies i und dessen Anteil am Gesamtzerfall (3;; A; = 1). Die
Anpassung der Signalfunktion an die experimentellen Daten erfolgt durch einen
Rekonvolutionsfit mit der durch eine Referenzmessung erhaltenen IRF (siehe Kapitel 5.1). Eine
Alternative stellt das Tailfitting dar, bei dem nur die Zeitkanéle betrachtet werden, in denen die
IRF nicht mehr zur Signalfunktion beitragt.2°!

2 4 F(t)

jsuseLe 40
Messzeit -/

Zahlrate

Zahlrate
i
f

At,

Zeitkanal Zeitkanal

Abbildung 9: Veranschaulichung (a) des Messprinzips von TCSPC und (b) der daraus mdglichen Rekonstruktion der
zeitaufgeldsten Fluoreszenzspektren. Jedes detektierte Fluoreszenzphoton wird mit der jeweiligen Zeitdifferenzen At
zwischen Laserpuls und Ankunft des Photons am Detektor in ein Histogramm eingetragen. Dieses Histogramm
entspricht der Faltung der Fluoreszenzkinetik mit der instrumentellen Antwortfunktion. Durch die Variation der
Detektionswellenldnge kann ein Datensatz an TCSPC Kurven gewonnen werden, um die zeitaufgeldsten
Fluoreszenzspektren F(ti) zu rekonstruieren. Diese entsprechen der jeweiligen Schnittebene entlang einem Zeitkanal
ti in der in (b) gezeigten dreidimensionalen Auftragung von Z&hlrate, Zeitkanal und Detektionswellenlange.

Durch Messung der TCSPC Kurven bei verschiedenen Detektionswellenlangen ist es moglich,
die zeitaufgelGsten Fluoreszenzspektren einer Probe zu rekonstruieren. Grundvoraussetzung ist
eine gleiche Messdauer fur alle Kurven, wodurch die Zahlraten untereinander vergleichbar
bleiben. Ist dies der Fall, entspricht in einer dreidimensionalen Auftragung von Z&hlrate,
Zeitkanal und Detektionswellenldnge (Abbildung 9b) die Schnittebene entlang eines Zeitkanals
ti jeweils dem Fluoreszenzspektrum der Probe zu diesem Zeitpunkt ti. Dadurch sind spektrale
Verénderungen der Fluoreszenz zeitaufgel6st beobachtbar und eine spektral aufgeldste
Untersuchung der Dynamiken maglich (siehe Kapitel 5.3).1202-206]

Die Zeitauflosung von TCSPC Experimenten ist meist limitiert durch die Breite des
verwendeten Laserpulses oder der Verarbeitungszeit der Elektronik und liegt typischerweise im
Bereich von 10-200 ps.'* Eine hohere Zeitauflosung kann hingegen durch ultrakurzzeit-
spektroskopische Methoden wie Fluoreszenz Up-Conversion oder transiente Absorption

erreicht werden.
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Transiente Absorption — TA

Bei der transienten Absorption (TA) handelt es sich um ein Pump-Probe-Experiment mit Hilfe
zweier Laserpulse (Abbildung 10a). Die Probe wird durch einen monochromatischen Laserpuls
(engl. pump pulse) angeregt, was den zu untersuchenden photochemischen bzw.
photophysikalischen Prozess ausldst. Mit einer Zeitdifferenz At zum ersten Puls folgt zur
Messung der Absorption ein zweiter, schwacherer Abfrage-Puls (engl. probe pulse). In TA-
Anlagen mit Mehrkanaldetektion (CCD-Detektor) weist der zweite Laserpuls fur gewodhnlich
die spektrale Breite eines Weilllichtkontinuums auf. Dadurch wird eine simultane Detektion
aller Wellenldngen ermdglicht (Breitband). In den angegebenen Differenzspektren wird die
transiente Absorption (AA) aufgetragen, welche aus dem Absorptionsspektrum der angeregten
Probe (A”) und dem Absorptionsspektrum der nicht-angeregten Probe (A) berechnet wird:

AAQL At) = A*(A, At) — A(A, AL) (34)

Zusétzlich wird nach jeder Messung die Verzdgerungszeit At variiert, wodurch die zeitliche

Evolution der Spektren spéter rekonstruiert werden kann.[2%71

a b
—0
‘_0_3_ pos. Signal
pump _
l Detektor ‘l neg. Signal
probe k ﬂ
il ’/
Probenkivette
At I Verzdgerungsstrecke

Wellenldnge

Abbildung 10: (a) Veranschaulichung des Messprinzips der transienten Absorption: Ein monochromatischer
Anregungspuls (pump) regt die zu untersuchende Probe an, wahrend durch ein Abfragepuls (probe) mit
WeiBlichtkontinuum die Absorption der Probe nach einer Verzdgerungszeit At gemessen wird. (b) schematische
Darstellung eines Beispiel-Differenzspektrums und dessen Zusammensetzung aus negativen und positiven Beitragen
(siehe Text). Die transiente Absorption AA entspricht der Differenz zwischen der Absorption von angeregter Probe
zum Zeitpunkt At und nicht-angeregter Probe.

Allgemein kann ein Differenzspektrum Beitrdge verschiedenster Prozesse aufweisen, welche
im Folgenden néher erlautert werden sollen (Abbildung 10b).2%! Der erste Prozess ist das
sogenannte Grundzustandsbleichen (engl. ground-state bleaching). Da durch den ersten
Laserpuls ein Teil der Chromophore angeregt wird, wird deren Anzahl im Grundzustand
verringert. Daher ist die Grundzustandsabsorption der angeregten Probe geringer als die

Absorption der nicht-angeregten Probe. Dies hat im Differenzspektrum ein negatives Signal in
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Form der Absorptionsbande zur Folge. Der zweite Beitrag erfolgt durch stimulierte Emission
(SE). Diese wird durch den Abfrage-Puls ausgelost und fihrt zu einem geringerem
Absorptionssignal fur die angeregte Probe, was folglich zu einem negativen Signal im
Differenzspektrum flihrt. Die stimulierte Emission ist vergleichbar mit der spontanen Emission
der jeweiligen Spezies® und damit im Vergleich zum Grundzustandsbleichen rotverschoben. 2%l
Die dritte Mdoglichkeit ist die der Absorption im angeregten Zustand (engl. excited-state
absorption, ESA). Durch den Abfrage-Puls erfolgt die zusétzliche Anregung des Chromophors
aus Sz in einen héheren angeregten Zustand (Sz, Ss, ...). Das Absorptionssignal fur die angeregte
Probe nimmt dadurch zu, wodurch ein positives Signal im Differenzspektrum folgt. Zuletzt
kénnen zum Differenzspektrum Prozesse beitragen, die unter dem Begriff ,,Produktabsorption‘
zusammengefasst werden konnen. Dabei handelt es sich beispielsweise um die
Absorptionsbanden von Triplett-Zustdnden, Isomeren oder ladungsgetrennten Zustéanden.
Allgemein sind es die Produkte, die erst durch die elektronische Anregung der Probe entstehen.
Sie fuhren ebenfalls zu einem groReren Absorptionssignal der angeregten Probe und damit zu

einem positiven Signal im Differenzspektrum.

Die Vorteile der transienten Absorption liegen in der hohen Zeitaufldsung von bis zu wenigen
Femtosekunden, dem grofRen dynamischen Bereich und der Detektion von sowohl
emittierenden als auch nicht-emittierenden Spezies. Letztere wéren im Falle von
Fluoreszenzmethoden lediglich als temporére Dunkelzustdnde bemerkbar, sind hier allerdings
durch ihre Absorptionsbanden direkt beobachtbar. Durch den groRen dynamischen Bereich sind
Prozesse von der Femtosekunden-Zeitskala bis zur Mikrosekunden-Zeitskala messbar. In der
Vergangenheit konnten durch transiente Absorptionsmessungen beispielsweise sehr erfolgreich
Solvatationsprozesse?>?°l chemische Reaktionen[®#221l  Konformationsanderungen(?t22t31
Photosynthese-Systemel?*42%1 oder Elektronentransferreaktionen!6271 untersucht werden. Im
Folgenden wird die Technik zur zeitaufgeldsten Untersuchung des Protonentransfers verwendet
(siehe Kapitel 5.3).

1 Zum Vergleich mit der stimulierten Emission wird dabei das Fluoreszenzsignal der spontanen Emission mit A% multipliziert. 29
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3.2. Fluoreszenzmikroskopie einzelner Molekdle

Allgemein kann die Fluoreszenzmikroskopie aufgeteilt werden in die rasternden und die
abbildenden Techniken. Zu Ersteren gehoéren beispielsweise die konfokalen Techniken, in
denen der Anregungsstrahl direkt in die Probe fokussiert wird, wahrend eine dem Detektor
vorangestellte Lochblende das Beobachtungsvolumen auf nur wenige Femtoliter begrenzt. In
diesen Methoden ist das Untergrundsignal daher sehr gering. Durch Abrastern der Probe wird
dann das jeweilige Mikroskopiebild aufgebaut, was auch dreidimensionale Aufnahmen
ermdoglicht. Die abbildende Mikroskopie beschreibt dagegen Methoden, in denen der gesamte
zu beobachtende Bereich der Probe simultan detektiert wird. Zu dieser Kategorie gehort die in
dieser Arbeit verwendete interne Totalreflektionsfluoreszenzmikroskopie (engl. total internal
reflection fluorescence microscopy, TIRF-Mikroskopie). Der Vorteil liegt in der geringeren
Intensitat im Fokus, was eine langere Lebensdauer der Fluorophore zur Folge hat und dadurch
einen einfachen Zugang zur Detektion einzelner Molekiile bietet.[8-221 Im folgenden Kapitel
wird daher zundchst allgemein auf die Einzelmolekildetektion eingegangen, bevor
anschlieBend das Messprinzip der TIRF-Mikroskopie erlautert wird. AbschlieBend wird das
Funktionsprinzip eines auf TIRF basierenden Einzelmolekiilspektrometers erldutert.

Einzelmolekildetektion

1989 gelangen Moernerf??? et al. erstmalig die optische Detektion einzelner Molekiile in kon-
densierter Phase und eroffneten damit das Feld der optischen Einzelmolekiildetektion.[?23-22]
Zusammen mit Hell und Betzig wurde Moerner fur die darauffolgende Entwicklung der
hochauflésenden Einzelmolekiil-Fluoreszenzmikroskopie 2014 mit dem Nobelpreis fiir Chemie
geehrt.[222229-2341 7yr Detektion einzelner Molekiile ist jedoch keineswegs zwingend eine
Auflosung unterhalb des Abbe-Limits®?**! notwendig, wie sie in den Arbeiten von Hell, Betzig
und Moerner erreicht wurde. Zur Unterscheidung zweier Molekile muss lediglich ein
Mindestabstand groRer als etwa die halbe Wellenlange gegeben sein. Alternativ, wie in einigen
hochauflésenden Methoden angewandt, ist ebenfalls eine zeitliche Differenz der Detektion
moglich.2%0262371  |m  Falle der Reaktionsverfolgung einzelner Molekile mittels
Fluoreszenzmikroskopie kann Ersteres recht simpel durch eine geringe Konzentration der
Fluorophore erreicht werden — auch wenn die Homogenitat der Verteilung ein kritischer

Parameter sein kann.[238l

Zur ldentifizierung einzelner Molekiile werden jeweils deren Intensitatsverlaufe tber die Zeit

betrachtet. Handelt es sich um einen einfachen Chromophor, der unter Anregung lediglich
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Photozyklen zwischen So und S; durchlauft, ergibt sich ein konstantes Signal® bis zum abrupten,
diskontinuierlichen Abfall durch Bleichen (Abbildung 11a). Dieses digitale, stufenférmige
Verhalten der Intensitdt kann als Einzelmolekilnachweis herangezogen werden. Die
Wabhrscheinlichkeit, dass zwei oder mehr Molekiile simultan bleichen, wird als verschwindend
gering erachtet.[®*-2411 |m Falle von mehreren Molekiilen geht der digitale Abfall zuerst in einen
mehrstufigen Zerfall und schlieflich in eine Exponentialfunktion tiber (Abbildung 11d). Sind
neben dem einfachen Photozyklus zwischen zwei Zustanden dagegen noch weitere Ubergange
moglich, kann es auch zur abrupten Intensitdtsanderung bis hin zum vollstandigen
vorrilbergehenden Signalverlust kommen (Abbildung 11c und b).[221.239.241-243] Eysteres kann
durch Ubergange in andere emittierende Zustdnde ausgelost werden und letzteres durch
Ubergange in Dunkelzustande. Zu beachten ist, dass diese Phanomene abhangig von der
verwendeten Detektionswellenlénge sind. Bleichprozesse werden dabei oft vom Blinken des
Molekiils begleitet, was Gegenstand aktueller Forschung ist.[243-24%]

Intensitat
Intensitat

Zeit Zeit

Intensitat
Intensitat

Zeit Zeit

Abbildung 11: Beispielhafte Intensitatsverldufe einzelner Molekdle fiir (a) ein einfaches digitales Bleichverhalten,
(b) ein blinkendes Molekiil (Dunkelzusténde) und (c) zusatzliche Ubergénge in einen anderen emittierenden Zustand
mit geringerer Intensitat. In (d) ist dagegen der stufenartige Intensitatsverlauf im Falle von mehreren Molekdilen

gezeigt, welche nacheinander bleichen.

1 Die einzelnen elektronischen Ubergénge zwischen S, und S; liegen weit unter der Zeitauflésung des Experiments und kénnen
nicht aufgeldst werden.
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Funktionsprinzip der TIRF Mikroskopie

Die TIRF Mikroskopie geht zurtick auf Arbeiten von Hirschfeld?*¢l, Tweet?*"l und Carniglial?*®!
in den 1960er und 70er Jahren und beruht auf der totalen Reflektion eines Anregungslaserstrahls
an der Grenzflache zur Probe. Totale Reflektion tritt dann an einer Grenzflache auf, wenn der
Einfallswinkel 6 eines Lichtstrahls groRer als der kritische Winkel 6c ist (Abbildung 12):

0. = sin™t <E> (35)

nq

n; ist der Brechungsindex des Mediums, durch welches der Anregungsstrahl die Grenzflache
erreicht und n, der Brechungsindex des Probenmediums. Auch wenn das Licht vollstandig
reflektiert wird, so durchdringt dennoch ein elektrisches Feld die Grenzflache. Dieses wird auch
evaneszentes Feld genannt und breitet sich parallel zur Grenzflache aus. Die Intensitat des

Feldes E(z) nimmt exponentiell mit der Distanz zur Grenzflache z ab und ist gegeben durch:

E(2) = E0) - exp (- 2) (36)

Dadurch, dass das evaneszente Feld die Frequenz des Anregungslichts beibehélt, ist es in der
Lage Farbstoffmolekile in der Probe anzuregen. Die Anregung erfolgt jedoch aufgrund der
geringen Eindringtiefe von typischerweise ~150 nm lediglich nahe der Grenzflache, wodurch
die TIRF Mikroskopie als sehr untergrundarme Methode gilt. Die Eindringtiefe d ist abhé&ngig
von den Brechungsindizes, dem Einfallswinkel 6 und der verwendeten Wellenldnge A und l&sst

sich flr 0 > 0¢ berechnen mit:

A .
d= E\/nf - sin2(0) —n3 (37)
» - np;
- »
ZI . E(Z) -
!
¥ ¥ ¥ |

Abbildung 12: Veranschaulichung der totalen Reflektion eines Laserstrahls (blau) an einer Grenzflache mit
unterschiedlichen Brechungsindizes (n1 > n2). Ist der Einfallswinkel 6 groRer als der kritische Winkel 6c (Gleichung
(35)) wird der Laserstrahl an der Grenzflache total reflektiert und es bildet sich das evaneszente Feld E(z), welches
in der Lage ist die Farbstoffmolekiile in der Probe anzuregen (griin). Die Intensitat des Feldes nimmt dabei mit dem
Abstand z senkrecht zur Grenzflache exponentiell ab.

44



Methoden

Zwei unterschiedliche Arten des Aufbaus sind in der TIRF-Mikroskopie ublich. Wird der
Anregungslaser durch das Objektiv eingekoppelt, so handelt es sich um eine epifluoreszente
Technik, welche objective-type TIRF-Mikroskopie genannt wird (Abbildung 13a). Der
Laserstahl wird dabei zunéchst auf die riickseitige Fokalebene des Objektivs fokussiert. Nach
dem Objektiv trifft der Laser dann auf die Grenzflache zwischen Objekttrager und Probe, wird
von dort total reflektiert, wieder vom Objektiv eingefangen und anschlieRend durch einen
dichroitischen Spiegel vom Detektionsstrahlengang getrennt. Das alternative prism-type TIRF-
Mikroskop nutzt hingegen ein dem Objektiv gegenuberliegendes Prisma zur Einkopplung des
Lasers (Abbildung 13b). Der Anregungslaser durchlauft besagtes Prisma, welches auf einem
zusatzlichen Objekttrager mit gleichem Brechungsindex sitzt, und wird dann an der Grenzfl&che
zur Probe total reflektiert. Die Fluoreszenz wird durch die Probe hindurch mit Hilfe des
gegeniiberliegenden Objektivs detektiert. Durch die Autofluoreszenz einzelner Bauteile ist in
der Regel bei gleicher Signalstérke das Signal-zu-Rauschen-Verhéltnis fiir objective-type TIRF
etwas geringer. Jedoch ist fiir die gleiche Anregungsintensitat das Gesamtsignal in dieser
Technik fiir gewohnlich hoher. Anders ausgedriickt kdnnen im objective-type TIRF niedrigere
Anregungsintensitaten verwendet werden. Dies ist dadurch bedingt, dass die Fluoreszenz von
Molekiilen an einer Grenzflache Uberwiegend in das optisch dichtere Material, d. h. hier in
Richtung des Objekttragers, erfolgt. Im Falle von objective-type TIRF ist dies ebenfalls in
Richtung Detektion, wodurch eine gréBere Anzahl an Photonen durch das Objektiv

eingesammelt wird. 282211

evaneszentes Feld

Anregungslaserstrahl

Detektionsstrahlengang

Abbildung 13: (a) objective-type TIRF Mikroskopie: Der Laser wird durch einen dichroitischen Spiegel auf die
riickseitige Fokalebene (grau) des Objektivs fokussiert und an der Grenzflache zwischen unterem Objekttréager und
Probe total reflektiert. (b) prism-type TIRF Mikroskopie: Der Anregungslaserstrahl wird durch ein dem Objektiv
gegeniberliegendes Prisma eingekoppelt.
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TIRF Mikroskopie als Einzelmolekulspektrometer

In den Uberwiegenden Féllen der Reaktionsverfolgung mittels Einzelmolekilmikroskopie bzw.
-spektroskopie werden Breitbandfilter zur Detektion verwendet.[*-251 Zwar sind teilweise
auch Mehrkanaldetektionen!?®! maglich, doch die spektrale Information des Emissionslichtes
geht auch hier groftenteils verloren. Wird dagegen der Emissionsstrahlengang durch ein
dispergierendes Element spektral zerlegt, so sind Aufnahmen von ganzen
Einzelmolekdilspektren realisierbar. Dabei werden die detektierten Photonen nochmals nach
ihrer Wellenldnge aufgeteilt, was zu EinbuBen im Signal-zu-Rauschen-Verhaltnis fihrt.
Dennoch konnten solche Einzelmolekulspektren bereits mehrfach in der Vergangenheit
aufgenommen und analysiert werden. 242243252255 Eijn dadurch entdecktes Phanomen ist die
spektrale Diffusion: eine zeitliche Verschiebung des Spektrums entlang der Wellenlange. Der
zugrundeliegende Mechanismus ist noch nicht eindeutig geklért, doch eine in der Literatur
diskutierte Erklarung beruht auf molekularen Bewegungen der Umgebung, welche metastabile
Zustande hervorrufen.[2252%6-2601 Aych  Abhangigkeiten der Einzelmolekilspektren von der
jeweiligen lokalen Umgebung sind bereits beobachtet worden, jedoch ebenfalls noch
Gegenstand aktueller Forschung. Generell kann davon ausgegangen werden, dass sich die
individuellen Kavitaten, in denen jeweils das Farbstoffmolekil eingebettet ist, voneinander
unterscheiden. Diese Heterogenitat sollte sich ebenfalls auf die individuellen

Einzelmolekdilspektren eines Fluorophors auswirken (siehe Kapitel 2.1).1261

Eine Kombination aus TIRF-Mikroskop und Einzelmolekilspektrometer wurde vor kurzem
von Bongiovanni?? et al. prasentiert. Dabei handelt es sich um die sogenannte spectral-
resolved PAINT (engl. point accumulation for imaging in nanoscale topography%l) bzw.
SPAINT Methode. Die spektrale Auflosung wird hier durch ein dem Detektorchip

vorangestelltes Transmissionsgitter realisiert (Abbildung 14).

Detektiert wird in dieser Methode sowohl die nullte auch als erste Ordnung des durch das Gitter
transmittierten Detektionsstrahlengangs. Dadurch entstehen auf dem Kamerachip zwei
unterschiedliche Bereiche: ein Bereich mit rdumlicher Auflésung (nullte Ordnung) und ein
Bereich mit zuséatzlicher spektraler Auflésung (erste Ordnung). In Letzterem erscheinen die
spektral aufgetrennten Photonen eines Bildpunktes entlang einer horizontalen Linie, welche die
Wellenldngenachse repréasentiert. Der Abstand Ax, zwischen der rdumlichen Position
(Abbildung 14b, links) und dem dazu jeweils horizontal verschobenen und spektral aufgeldsten
Signal (Abbildung 14b, rechts), ist proportional zur Wellenldange und kann mit Hilfe von
Referenzmessungen  fluoreszenzmarkierter  Nanopartikel in  die  Wellenldngenskala

umgerechnet werden (siehe Kapitel 6.1).
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a b
| _Detektorchip | 0. Ordnung 1. Ordnung
0. Ord.
1. Ord.
Gitter
Linse réaumlicher Bereich spektraler Bereich

Abbildung 14: (a) Schematischer Aufbau des Einzelmolekiilspektrometers mit einem dem Detektorchip
vorangeschaltetem Transmissionsgitter. Dieses teilt den Detektionsstrahlengang in die verschiedenen
Beugungsordnungen auf, von denen die nullte und erste Ordnung simultan auf dem Detektorchip erfasst werden.
Lediglich in der ersten Ordnung ist das Licht spektral aufgeldst. (b) Zeigt beispielhaft eine Mikroskopieaufnahme

fluoreszenzmarkierter Nanopartikel unter Verwendung des Transmissionsgitters.

Zusammenfassend kann so, unter Verwendung eines Transmissionsgitters, aus dem
horizontalen Schnitt durch ein TIRF Mikroskopiebild das Fluoreszenzspektrum einzelner
Molekiile gewonnen werden (siehe Kapitel 6). Ein groRer Vorteil gegenliber konfokalen
Techniken ist die mogliche simultane Detektion der Emissionsspektren mehrerer einzelner
Molekiile.
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4. Zielsetzung und Motivation

Die Mehrheit der Studien tber den Protonentransfermechanismus beschéftigt sich mit der
Ubertragung eines Protons zu einem Losungsmittelmolekiil (engl. proton transfer to solvent,
PTTS).[103.136.142,143,264.265] 7\war adressieren auch einige Arbeiten den Protonentransfer zu Acetat
in gepufferten wassrigen Ldsungen, jedoch konkurrieren hier Wasser- und Acetatmolekile
stark um die Aufnahme des Protons.[*32135266] Dje Analyse wird dadurch deutlich erschwert. In
keinem dieser Systeme existiert daher eine klare Abgrenzung zwischen der Umgebung, in der
der Protonentransfer stattfindet, und dem Protonenakzeptor selbst. Wird die Umgebung, d. h.
das Losungsmittel, ausgetauscht, bedeutet dies in diesen Systemen auch eine Anderung des
Akzeptors. Eine systematische Untersuchung der Abhangigkeit des Protonentransfers von dem
umgebenden Milieu ist hier nicht mdglich.

Abbildung 15: Beispiel eines Photoséure-Base-Komplexes.

Erst in der jingeren Vergangenheit wurden erste Systeme entwickelt, die dies ansatzweise
gestatten. 1641652672691 Das Konzept dazu beinhaltet eine Photosdure, welche durch eine
Wasserstoffbriickenbindung bereits im Grundzustand mit dem Protonenakzeptor einen stabilen
Komplex bildet (Abbildung 15). Eine solche molekulare Sonde kann in verschiedene
Umgebungen bzw. Lésungsmittel eingebracht werden, ohne dass ein Austausch des
Protonenakzeptors stattfindet. Die Anforderungen an Photosdure und Ligand (bzw.
Protonenakzeptor) sind jedoch mannigfaltig: Auf der einen Seite soll durch eine
Wasserstoffbriickenbindung zwischen der Hydroxylgruppe der Photosdure und der
Akzeptorfunktion des Liganden ein mdglichst stabiler Komplex gebildet werden. Auf der
anderen Seite mussen die pKs- bzw. pKg-Werte von Photosiure und Ligand aufeinander
abgestimmt sein. Erst durch die Aziditatserhhung der Photoséure bei elektronischer Anregung
soll das Proton auf den Liganden ubertragen werden. Der pKs-Wert des protonierten Liganden
muss daher zwischen pKs® und pKs der Photosdure liegen. Gelingt dies, kann der
Protonentransfer innerhalb des reaktiven Komplexes durch ein Photon gezielt ausgeldst werden.

Des Weiteren sollten sowohl Photoséure als auch Ligand in einem breiten Spektrum von
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Losungsmitteln gut léslich sein, um bei einer systematischen Untersuchung der
Umgebungsabhéngigkeit einen mdglichst groRen Bereich abdecken zu kénnen. Zusétzlich ist
eine hohe Fluoreszenzquantenausbeute und Photostabilitit der Photosdure vorteilhaft, um die
Handhabung und Analyse zu erleichtern. Im Idealfall sind die Komplexe auch nach dem
elementaren Protonentransferschritt, d. h. als Kontaktionenpaar, noch stabil, so dass die
Dissoziation der lonen nur eine untergeordnete Rolle spielt. Dadurch wird das Eigen-Weller-

Modell auf zwei Spezies reduziert, was die Analyse stark vereinfacht (siehe Kapitel 2.2).

In der Summe sollten schlieBlich all diese Eigenschaften den Einsatz solcher Komplexe als
molekulare Sonden ermdglichen. Die Umgebung, d. h. das Losungsmittel, kann geédndert
werden, ohne den Protonenakzeptor zu &ndern. Dadurch kann mittels Absorptions- und
Fluoreszenzspektroskopie systematisch die Abhangigkeit des elementaren Protonentransfer-

schritts von der Umgebung untersucht werden.

Bisherige Systeme weisen bislang entweder unzureichende Stabilitdten der Komplexe,
ungeniigende Loslichkeiten in apolaren Losungsmitteln, mehrere mogliche Bindungsstellen fir

den Liganden, niedrige Fluoreszenzquantenausbeuten oder geringe Photostabilititen
auf [164,165,267-269]

~
o H \J )

Abbildung 16: Schematische Darstellung der Fragestellung. (a) Wie unterscheidet sich die Protonentransfereffizienz
und die gebildeten Spezies in unterschiedlichen Lésungsmitteln? Die Hohlkugeln stellen die unterschiedlichen
Ldésungsmittelkavitdten dar, welche die molekularen Sonden umgeben und durch unspezifische Wechselwirkungen
Einfluss auf den Protonentransfer austiben. (b) Mit einem geeigneten System kénnten die Fluoreszenzspektren auf
Einzelmolekulniveau aufgenommen und damit Ruckschlusse auf die individuelle molekulare Umgebung einer festen

Matrix gezogen werden.

Kern dieser Arbeit ist daher die Entwicklung solcher stabilen Photosiure-Base-Komplexe,
welche die Untersuchung des Protonentransfers in einer breiten Palette unterschiedlicher
Ldsungsmittel ermdglichen. Dadurch  sollen Rickschlisse auf die allgemeine

Umgebungsabhéngigkeit des Protonentransfers zuganglich werden: Wie kann das S&ure-Base-
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Gleichgewicht durch das umgebende Kontinuum beeinflusst werden? Was ist der entscheidende
Parameter der Umgebung? Welche GesetzmaRigkeiten verbergen sich dahinter? Wenn diese
Fragen beantwortet werden, kdnnten die Erkenntnisse auf andere Reaktionsmechanismen, die
einen Protonentransfer beinhalten, angewandt werden. Des Weiteren kénnten solche Komplexe
selbst wiederum als Sonde fungieren und den entsprechenden Parameter ihrer Umgebung
messen. Die Vision dabei ist das System auf das Einzelmolekdiilniveau zu tbertragen. Es ist zu
erwarten, dass in fester amorpher Matrix jedes Molekdl einer ganz individuellen molekularen
Umgebung unterworfen ist. Es stellt sich die Frage, ob diese molekularen Kafige mit einer
solchen Sonde auf Einzelmolekilniveau ausgelesen werden konnen. Wirde sich die
Heterogenitdt der Matrix durch ein unterschiedliches Ausmal® des Protonentransfers fir
individuelle Komplexe der gleichen Probe messen lassen, wirde dies eine Sonde mit der

raumlichen Auflosung einzelner Molekdile darstellen (Abbildung 16).

Im Folgenden werden zunéchst die verdffentlichten Publikationen vorgestellt. Der erste Artikel
zeigt die Synthese und Charakterisierung einer neuen auf Ammoniumpyren basierenden
Photoséure. Durch ihre hohe chemische Stabilitat und dulerst starke Photoaziditét eroffnet diese
die Mdglichkeit den Protonentransfer in extrem aziden Umgebungen bzw. zu nur schwach
basischen Akzeptoren zu untersuchen. Sie ist damit ein wichtiger Baustein zur ganzheitlichen
Betrachtung der Umgebungsabhangigkeit des Protonentransfers und kdnnte daruiber hinaus den
Nachweis des invertierten Bereichs nach Marcus ermdglichen. Danach folgen die beiden
Kernpublikationen dieser Dissertation: Einerseits die Entwicklung einer neuen Klasse von
Photoséure-Base-Komplexen und andererseits deren zeitaufgeldste Untersuchung in
Acetonitril. Erstere beinhaltet neben einer ausfiihrlichen Charakterisierung auch die
systematische Untersuchung der Umgebungsabhédngigkeit in einem breiten Spektrum von
aprotischen Losungsmitteln. Die letzte der vier vorgestellten Publikationen bildet den Ubergang
zum Einzelmolekilniveau. Sie zeigt das Potential der verwendeten Photosdurederivate,
Reaktionen auf dem Einzelmolekilniveau zu beobachten und Rickschliisse auf deren
Mechanismus zu erlangen. Das Zusammenfiihren dieser Einzelmolekulstudien mit dem zuvor
vorgestellten Protonentransfersystem erfolgt durch die Konstruktion eines Einzelmolekiil-
spektrometers basierend auf einem TIRF-Mikroskop. Dies ist, zusammen mit den ersten
Einzelmolekiilspektren der molekularen Sonde, in einem zusétzlichen Kapitel gezeigt und

bildet den Abschluss dieser Dissertationsschrift.
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ABSTRACT: Photoacids are the most convenient way to
deliver protons on demand. So far, their photoacidity allows for
studying excited-state proton transfer (ESPT) only to protic or
strongly basic solvent molecules. The strongest superphotoa-
cids known so far exhibit excited-state lifetimes of their
conjugate base on the order of 100 ps before recapturing the
proton again. Here, we describe how we developed a new
aminopyrene-based superphotoacid with an excited-state life-
time of its conjugate base of several nanoseconds. It will be
shown by fluorescence titration and via Forster cycle that the
excited-state acidity is as high as concentrated sulfuric acid and

D;0°DSO, H;0"HSO,

D,S0,4 HS0,4

D,S0, H S04

D;0*DSO,;  D;SO4 H30*HSO,

thus exceeding any previous photoacidity by several orders of magnitude. Its outstanding chemical stability and fluorescent
properties make it suitable for time-resolved proton-transfer studies in concentrated mineral acids and organic solvents of low

basicity.

B INTRODUCTION

Theodor Forster already interpreted the pH-sensitive dual-
emissive behavior of some aromatic fluorophores as photo-
acidity, which is an increase in acidity by several orders of
magnitude after electronic excitation."”” Time-resolved studies
on proton transfer exploit short laser pulses to trigger the
release of a proton from these so-called photoacids, and the
kinetics may be subsequently probed by fluorescence spec-
troscopy.”” The excited-state acidity (pK,*) of photoacids is
the key parameter for such an experiment as it determines
which molecules can act as proton acceptor. For example, the
use of pyranine (HPTS) as photoacid is limited to water-based
systems as its pK, drops from 7.3 to only 1.3 upon
excitation.”'’ By means of superphotoacids (pK,* < 0)
excited-state proton transfer (ESPT) also takes place in some
organic solvents like alcohols and DMSO.*”'"1* It has been
shown in naphthols and pyrenols that the acidity of photoacids
can be increased by introducing electron-withdrawing
substituents.'""*™'* As a result of lowering the electron
density of the acidic group, the superphotoacids 5,8-dicyano-2-
naphthol (pK,* = —4.5)'* and tris(1,1,1,3,3,3-hexafluoro-
propan-2-yl)-8-hydroxypyrene-1,3,6-trisulfonate (pK,* =
—3.9)"" have been developed. Introducing positive charges
into a photoacid causes a stabilization of the negatively charged
conjugate base, leading to even stronger photoacids like N-
methyl-6-hydroxyquinolinium (NM6HQ")"*™"® with a pK,* of
—4.0 as well as the quinone cyanines QCy7 (pK,* = —5.7)""
and QCy9 (pK,* = —8.5),"%*" which are the strongest
published superphotoacids so far. For an up-to-date overview
of the topic of photoacidity see for instance a recent review’”
and a special issue.”> However, to extend the proton transfer

< ACS Publications  © 2018 American Chemical Society

9025

studies to other solvents (e.g, acetone and acetonitrile) or
mineral acids, stronger photoacids are needed. Therefore,
reaching pK,* ~ —10 can be considered as a milestone. This
value corresponds to the Hammett acidity function®>° of
concentrated H,80, (96%, Hy ~ —10),”® which already serves
as a benchmark in ground-state acidities:*”** Stronger ground-
state acids, including the well-known magic acid, are called
superacids.”’

Another important parameter is a sufficiently long excited-
state lifetime of the conjugate base to allow complete
diffusional separation into the free ions. However, this
parameter strongly depends on the solvent and may play a
minor role, for example, in neat water. Although the excited
conjugate base of QCy9 has a relatively short fluorescence
decay time of about 90 ps, the high ESPT rate (kgspr & 1 X
10" s7") of the photoacid provides the fully separated ions in
water within just a few picoseconds.”’ Nevertheless, it has been
shown in the past that once mixtures of mineral acids or
organic solvents with water are used instead of neat water, the
rate constant for ESPT significantly reduces with a decrease in
the amount of water molecules.””””*" Interestingly, a
deviation from this behavior has been described recently.
The photoacid 2-naphthol-8- sulfonate showed an unexpected
increase in the ESPT rate in the acetonitrile-rich regime of
CH;CN/H,0 mixtures. The authors explained this observa-
tion by the presence of a water bridge between the 2-OH and
the basic 8-sulfonate, enhancing the ESPT proce:ssﬁl However,
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we assume that in concentrated sulfuric acid and dry, low basic
organic solvents the ESPT rate becomes rather small due to
the absence of free water as acceptor. Additionally, in
concentrated H,SO,, we assume a large amount of protons
available to enhance the reprotonation reaction in the excited
state, which eventually increases the importance of a longer
fluorescence lifetime of the conjugated base.

Pyrene-derived photoacids perfectly match the requirements
for the development of new superphotoacids because of their
variable derivatization, high chemical stability, and long
fluorescence lifetimes around 5—6 ns.'"*” Here we modified
the less noticed, but highly photoacidic,”** aminopyrenes by
electron-withdrawing side groups. In these systems, the
photoacidic species (—NH;**) must first be generated by
protonation in the ground state before ESPT can occur to form
an amino species (—NH,*), its conjugate base.”>* It will be
shown by optical titration and via Forster cycle that pK.*
values close to —10 are obtained, thus exceeding any previous
photoacidity by several orders of magnitude.

B METHODS

General. All chemicals were obtained from commercial
suppliers and were used without further purification.
Absorption spectra were recorded with a double-beam Jasco
V-650 spectrophotometer. A Jasco FP-6500 spectrofluorom-
eter was used for recording the fluorescence emission spectra.
The fluorescence quantum yields were measured in scan mode
(5 nm increments around the absorption maximum) on a
Hamamatsu Absolute PL quantum yield spectrometer C11347.
All quantum yields were averaged from the values at the
absorption maximum and the two above and below it (five
values total). All samples for fluorescence related measure-
ments were prepared with an optical density of about 0.1 at the
absorption maximum of the dye unless otherwise noted.

Synthesis. The two-step synthesis of the new photoacid
tris(2,2,2-trifluoroethyl)-8-aminopyrene-1,3,6-trisulfonate  (2)
and its N-derivative 8-aminopyrene-N,N,N’,N’,N”,N"-hexa-
methyl-1,3,6-trisulfonamide (3) (Scheme 1) followed a
modified combination of two published routines.'"*

Scheme 1. Synthesis of the Aminopyrene Derivatives 2 and
3

H,N

o
1. HOSO,CI
() == (1
NEt
DCM R’S\\o O'IS‘R
1 2 R =-OCH,CF;
3 R=-N(CHy),

1-Aminopyrene (1) (>98%, TCI Germany) in chlorosul-
fonic acid provided at first the nonfluorescent trisulfonyl
chloride. The isolated dark red solid was then converted via a
nucleophilic substitution with either 2,2,2-trifluoroethanol or
dimethylamine into either 2 or 3. The compounds were
obtained as orange solids in 5% (on gram scale) (2) and 61%
(3) overall yield. The products were identified by 'H, '*C, and
F (for 2) NMR spectroscopy and mass spectrometry. Further
details of the synthesis and the characterization can be found in
the Supporting Information.
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Absorption Titration. According to the literature,”**® Hy/
pH values were adjusted between —5.02 and 0.39 by dilution
of perchloric acid (70%, Acros Organics) with water.
Commercial buffers (Carl Roth) were used for pH = 2 (citric
acid/HCI/NaCl), pH = 3 and pH = 4 (citric acid/NaOH/
NaCl), and pH = $ and pH = 6 (citric acid/NaOH). A small
aliquot of a stock solution of 2 or 3 in the concentrated acid
was added to each solution. The amount of aliquot added was
taken into account when preparing the specific Hy/pH values.

Fluorescence Titration. According to the literature,”>*
H, values were adjusted from —12.62 to —6.10 either by
diluting a concentrated sulfuric acid (96%, Carl Roth) with
water or by adding commercial oleum (20—30% free SO,
Acros Organics) to concentrated sulfuric acid (96%, Carl
Roth). Small aliquots of a stock solution of 2 in concentrated
sulfuric acid were added. Those amounts were taken into
account when preparing the specific H, values.

Time-Correlated Single-Photon Counting (TCSPC). As
light sources for the TCSPC measurement were used a pulsed
laser diode (LDH-D-C-37S, PicoQuant, A, = 375 nm, 20
MHz, pulse width <100 ps) in combination with a laser diode
controller (PDL 800-D, PicoQuant) and another pulsed laser
diode (LDH-P-C-470, PicoQuant, 4., = 470 nm, 20 MHz,
pulse width <100 ps) in combination with a laser diode
controller (PDL 808 MC SEPIA, PicoQuant). A photon
counting detector (PDM series, Micro Photon Devices) and a
photon counting device (PicoHarp 300, PicoQuant) were used
for detection. The collected data were analyzed using the
SymPhoTime software (PicoQuant). A diluted colloidal silica
solution (LUDOX TM-50, Sigma-Aldrich) and an aqueous
solution of erythrosine B (quenched with KI) were used for
recording the instrumental response function (IRF), which had
an overall FWHM %300 ps (44, = 417—477 nm) and FWHM
~100 ps (A4 = S40—600 nm).

B RESULTS AND DISCUSSION

The ground-state pK,’s of compounds 2 and 3 (see Supporting
Information) were derived from an absorption titration. The
Hammett acidity function was used as extension to the pH
scale in which the H; values can be adjusted by a dilution series
of either sulfuric or perchloric acid.”**® The latter one was
used here because of its lower viscosity and heat development
by dilution with water.”’*® Figure la shows the absorption
spectra of 2 including the Hy/pH-dependent interconversion
of the two species with two isosbestic points at 4 = 333 nm and
A =398 nm.

As one would expect, the NH;" species, indicated by the
structured band around A,,,, = 379 nm, is more likely present
at higher acidities. The broad absorbance of the NH, band
(Amax & 487 nm) appears only at comparatively lower acidities.
The absorption band of the amine shows a small variation of
its maximum, which might be caused by the use of different
buffer systems and the tendency to form aggregates at lower
acidities (pH > 0). The absorbance values A at 4,,,, of the two
species were taken at each Hy/pH from the raw spectra to
calculate the molar fraction ratio R for each species separately
via eq 1. A, and A, represent the minimum and maximum

‘min
absorbance obtained in the titration.
R= A= Amin
Amax - Amin (1)
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Figure 1. Raw absorption titration spectra of 2 in perchloric acid/

buffers (a) and the resulting titration curve (b) of —NH, (green dots,

dotted curve) and —NH;" (purple dots, dashed curve) according to
eqs 2a and 2b.

These R values were plotted (Figure 1b) against the Hy/pH
and fitted by the dashed/dotted curves according to eqs 2a and
2b. For the sake of simplicity, only the pH appears in the two
equations, which, however, has to be replaced with Hj in the
high acidic range.

1
R(NHY) = ———————
(L) 1 + 10PHPK (2a)
R(NH,) =1 - —
¥ 1 + 10PHPK (2b)

The molar fraction ratio curves intersect at their inflection
point at R = 0.5, giving a pK, value of —0.5 + 0.1 for 2. Thus,
in the ground state 2 is about 10° times more acidic than its
hydroxyl analogue (pK,* = 4.7),'' confirming the same
tendency as observed within the pair of phenol (pK, = 9.9)
and anilinium (pK, = 4.6).”

In any case, excitation of —NH;" of 2 at pH/H, > —=7.75
(Figure 2a) leads to a strong yellowish fluorescence emission at
Aem = 547 nm (Figure 2b). Only in HCIO, (70%, H, =
—7.75)*® a faint bluish emission at 4., = 399 nm was noticed
for 2. Interestingly, the protonated sulfonamide derivative 3
(pK, = 12 + 0.1, see Supporting Information) lacks any
significant fluorescence and therefore does not serve as
photoacid, although its conjugate base shows a bright yellowish
emission as well. The reason for this is still the subject of
further investigations.

Several methods exist for the determination of pK,*.'"'**
The most convenient and most often used way is the
calculation of the pK, d“’}]’ (ApK,) via the Forster cycle
(noted as pK,*(Forster)):>' 190
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Figure 2. Normalized absorption (a) and emission spectra (A, = 350
nm) (b) of 2 in hydrochloric acid (black curve), aqueous perchloric
acid (red curve), and perchloric acid in glacial acetic acid (blue
curve).

ABIE = hIJNHZ = hszH;

kT In(10) (3)
Here, ApK, depends on the energy difference of the 0—0
transitions of the photoacid and its conjugate base. From the
experimental wavelengths of the absorption (Ayy* = 391 nm,

A, = 487 nm) and fluorescence emission (Ayy,* = 399 nm,
Axm, = 547 nm) spectra of 2 in aqueous perchloric acid, values

of —10.5 (absorption) and —14.2 (emission) were calculated,
which on average give a change in the acidity of ApK, = —12.4.
The use of the experimental ground-state acidity resulted in a
pK,*(Forster) of —12.9, thus exceeding the similarly
determined excited-state acidity of QCy9°® by more than 4
orders of magnitude.

The experimental verification of this value requires a
fluorescence titration (Figure 3a) in an acid of this strength.
Therefore, to shift the protolytic equilibrium in the excited
state completely to the side of the photoacid, at least
concentrated sulfuric acid (96%) is needed. Although
perchloric acid is known to be significantly more acidic than
sulfuric acid,”****' concentrations higher than the commer-
cially available 70% are known to be very hazardous because of
its increased oxidizing potential and spontaneous explosive
behavior.*” In addition to the increased safety, the major
advantage of sulfuric acid is the already known broad range of
adjustable Hammett acidities in the superacidic range and the
easy access to anhydrous sulfuric acid via addition of fuming
sulfuric acid (oleum).”*™”° In any case, one is leaving the
region where pH considerations for aqueous solutions do
apply."' Starting from commercial concentrated sulfuric acid
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Figure 3. Raw fluorescence emission titration spectra (Aexe = 350 nm)
of 2 in concentrated sulfuric acid (a) and the resulting titration curve
of —NH, (green dots, dotted curve) and —NH;" (purple and red
dots, dashed curve) (b). The error bars were calculated from the
uncertainty of the amount of free SO; in commercial Oleum
(horizontal) and the standard deviation from three independent
titrations (vertical).

(96%, fluorescence emission ratio Iyy +/Iny, & 1:1), dilution of

the acid by water shifts the protonation equilibrium in the
excited state toward the amine (4., = 546 nm).

Whereas addition of oleum to concentrated sulfuric acid
shifts the emission ratio to the side of the NH;" species (4,
395 nm), the fluorescence of the conjugate base of compound
2 disappears at about 100% sulfuric acid (H, & —11.1). In
addition, a decrease in the —NH;" fluorescence intensity can
be observed by further rising acidity of the medium. Using
Oleum for Hy < —10.2, the color of the sample solutions began
to appear brownish (presumably due to the presence of free
SO; and decomposition of marginal organic impurities), which
may result in inner filter effects being involved. The
fluorescence quantum yield ®3 = 0.56 (—NH;"), recorded in
100% sulfuric acid, therefore appears as a lower limit of the
true value. In contrast, the fluorescence quantum yield for
—NH, is ®y = 0.91, which is equal to 2 in various organic
solvents (data not shown). It should be noted that
decomposition by hydrolysis of 2 in solutions of H,SO,
(100% and below) is negligible on a time scale of days (see
Figure S20).

Analogous to the titration of the ground state, the molar
fraction ratios were plotted vs Hj after calculation via eq 1 with
A as fluorescence emission intensities at ., (Figure 3b). The
curves were fitted by egs 2a and 2b, in which the values of
NH;" at the highest acidities (red dots) were masked. It is
noticeable that the intersection of the curves is located slightly
above R = 0.5 at a molar fraction ratio of R & 0.6, possibly
due to the above-mentioned inner filter effect. Furthermore,
the measured R values at H, > —10 show some kind of
“flattened” titration curves, indicating a higher presence of the
photoacid and a lower presence of the conjugate base than
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Figure 4. Steady-state fluorescence spectra (4. = 350 nm) (a), photograph (b), and TCSPC histograms (c, d) of 2 in H,SO, (green curves) and
D,SO, (blue curves): Ao = 375 nm, A4 = 417—477 nm (c); Ao = 375 nm, Ao = 540—600 nm (d).
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expected. Both effects may caused by the sharply varying
occurrence of different species in concentrated sulfuric acid
and the associated highly significant chan_ge in viscosity and
ionic strength of such like solutions.””** However, this
behavior is still the subject of further investigations. Because
of the deviation of the intersection from R = 0.5, two different
pK.,* values can be determined from the inflection points:
pK.* = =9.6 + 0.1 (from —NH;") and pK,* = —10.2 + 0.1
(from —NH,), which on average give an excited-state acidity of
pK.* = =9.9 + 0.1. Both pK *(Forster) and pK,* indicate a
very high photoacidity of 2 but differ significantly. One aspect
that should not be ignored is that the determination of
pK,*(Forster) does not take into account any change of
molecular geometry and solvation relaxation in the photo-
chemical cycle."""***

For verification of ESPT in concentrated sulfuric acid, the
fluorescence of 2 in concentrated sulfuric acid and its
deuterated analogue (Figure 4a) was studied in more detail
bg' time-correlated single-photon counting (TCSPC) (Table
L).

Table 1. Fluorescence Lifetimes of 2 in H,SO, and D,SO,

H,S0, D,SO,

Ager (nm) 7 (ns) ar 7 (ns) el

417—-477 14+ 03 1 28 +03 1

540—-600 14+ 0.1 —0.99 + 0.01 27+ 0.1 -1+ 0.01
53 +0.1 1+ 0.01 54 +0.1 0.95 + 0.01

The fluorescence decay of the photoacid itself (Figure 4c,
Aget = 417—477 nm) could be monoexponentially fitted with a
lifetime of 7 = 1.4 + 0.3 ns in H,SO, and 7 = 2.8 + 0.3 ns in
D,SO,. The TCSPC histogram of the NH, species after
excitation of the photoacid (Figure 4d, A4 = 540—600 nm)
shows the highly significant proving two exponential behavior
with a rising and a decaying component. The lifetimes of the
conjugate base of 2 in organic solvents (data not shown) and
other pyrene derivatives of similar constitution'' agree well
with the longer decay times 7 = 5.3 + 0.1 ns (in H,SO,) and 7
= 5.4 + 0.1 ns (in D,SO,). The shorter time constants 7 = 1.4
+ 0.1 ns (in H,SO,) and 7 = 2.7 + 0.1 ns (in D,SO,) with
negative amplitudes (Table 1, a ) represent the population
kinetics of the excited amine by ESPT. Here it can be seen that
the fluorescence lifetime of several nanoseconds for the
conjugate base has proven to be very useful to allow the full
diffusional separation into the free ions in concentrated sulfuric
acid. The kinetic isotope effect (KIE) for ESPT of about 1.9 +
0.2 is in agreement with other systems.'””" Actually, the KIE
can clearly be seen with the naked eye by the fluorescence
color of the solutions (Figure 4b). In a separate titration
experiment (see Figure S3), we verified that the actual proton
acceptor indeed is HSO,”, formed from the dissociation
reaction with residual water according to eq 4.*’

H,SO, + H,0 = HSO,” + H,0" 4)
However, there are still unanswered questions about the
mechanisms of proton transfer in anhydrous mineral acids,
such as the reproducible flattened fluorescence titration curve
of 2 in concentrated sulfuric acid.
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B CONCLUSIONS

In summary, excited compound 2 (—NH;") shows an acidity
as high as concentrated sulfuric acid, which makes it up to §
orders of magnitude stron%er than its parent compound APTS
(calculated pK,* ~ and thus the strongest photoacid
reported so far with accompanymg long observation window.
Both pK, and pK,* have been experimentally determined by
optical titration experiments. Time-resolved spectroscopy in
concentrated mineral acids proves ESPT to acceptors with
pK,/H, values >—10. In contrast to the more common
photoacids, in which the photoacidic species (R—OH) can also
be available in neutral solutions, the photoacidic species of
compound 2 must first be generated by protonation in its
ground state. However, 2 is a suitable tool for time-resolved
proton transfer experiments in concentrated mineral acids.
Besides that, we currently establish the conditions for water-
free spectroscopy to follow proton transfers to molecules of
low basicity and proton-catalyzed reactions. We also will
address the question whether such strong photoacids show an
inverted region for the kinetics of proton transfer, in the sense
of its description by Marcus theory.*~**
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1. Synthesis and Characterization

General.

All chemicals were obtained from commercial suppliers and were used without further purification.
The NMR spectra were recorded at 25 °C on a Bruker AV 400 NMR spectrometer
(400.13 MHz ('H), 100.61 MHz ("°C), 376.5 MHz ("°F)). Chemical shifts (8) are reported in parts
per million (ppm). The spectra refer to residual acetone (& = 2.05 ppm ('H), § = 29.84 ppm ("°C))
and DMSO (6 =2.50 ppm ('"H), § =39.51 ppm (°C)). The multiplicities are indicated by s (singlet),
d (doublet) and q (quartet). The associated coupling constants () are given in Hertz (Hz). The mass

spectra were recorded on an AB Sciex API 5500 QTRAP with ESI as ionization method.

Tris(2,2,2-trifluoroethyl) 8-aminopyrene-1,3,6-trisulfonate (2).

l-aminopyrene (869 mg, 4 mmol) was added portion-wise to chlorosulfonic acid (7.5 mL).
The black solution was stirred at room temperature for 72 hours and subsequently added dropwise
(very carefully!) to crushed ice (~ 100 mL), giving a deep red suspension. Afterwards the
dark red solid was isolated via vacuum filtration and was rapidly added to a solution of
2,2,2-trifluoroethanol (5.2 mL, 72 mmol), trimethylamine (10.8 mL, 79 mmol) and N,N-dimethyl-
4-amine (24 mg, 0.2 mmol) in dichloromethane (50 mL). After stirring for 48 hours at room
temperature, the solution was acidified with diluted hydrochloric acid (1 M). The phases were
separated followed by an extraction of the aqueous mixture with dichloromethane. The combined
organic solutions were dried over anhydrous sodium sulfate. After rotatory evaporation compound
2 was purified by column chromatography (eluent: petroleum ether 40-60 : ethyl acetate = 7:3) and
was obtained as orange powder (1.5 g, 2.1 mmol, 53 %). 'H-NMR (400.13 MHz, acetone-ds,
25 °C): & (ppm) =9.25 (s, Ar-H), 9.12 (d, >J (H,H) = 9.5 Hz, Ar-H), 9.00 (d, *J (H,H) = 9.5 Hz, Ar-
H), 8.83 (d, °J (H,H) = 9.8 Hz, Ar-H), 8.75 (d, °J (H,H) = 9.8 Hz, Ar-H), 8.44 (s, Ar-H), 7.47 (s,
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NH>), 4.88 (q, °J (H,F) = 8.3 Hz, CH2>-CFs), 4.87 (q, *J (H,F) = 8.3 Hz, CH>-CFs), 4.85 (q,
*J (H,F) = 8.3 Hz, CH2-CF5). "C-NMR (100.61 MHz, acetone-ds, 25 °C): § (ppm) = 149.6, 136.0,
135.0, 134.5, 132.7, 130.8, 129.0, 127.7, 126.9, 125.1, 124.3, 123.5 (q, 'J (C,F) = 275.8 Hz,
2 x CF3), 123.4 (q,'J (C,F) =276.6 Hz, CFs), 123.3, 120.7, 119.1, 117.7, 117.6, 66.4 (q, *J (C,F) =
37.4 Hz, 3x CH2-CF3). ""F-NMR (376.5 MHz, acetone-ds, 25 °C): § (ppm) =-74.50, -74.48, -74.47.

MS (ESI): m/z cale. for C22HisFoNO»S57: 702.0 [M-H'T, found 702.0.

8-Aminopyren-N,N,N’,N’,N*’,N*’-hexamethyl-1,3,6-trisulfonamide (3).

1-aminopyrene (219 mg, 1.0 mmol) was added in small portions to chlorosulfonic acid (5 mL).
After stirring for 72 hours at ambient temperature, the black mixture was dropped very carefully to
crushed ice (~ 100 mL) causing a precipitation of a dark red solid, which was filtered off. The
residue was added immediately to a solution of N,N-dimethylamine in THF (15 mL, 2.0 M) and
stirred at room temperature for 48 hours. The solution was acidified with diluted hydrochloric acid
(1 M) and the phases were separated, followed by an extraction of the aqueous phase with
dichloromethane. The combined organic solutions were dried over anhydrous sodium sulfate and
evaporated under reduced pressure. Purification of the residue via column chromatography (eluent:
petroleum ether 40-60 : ethyl acetate = 4:6) yielded 3 as orange powder (335 mg, 0.6 mmol, 61 %).
'H-NMR (400.13 MHz, DMSO-ds, 25 °C): & (ppm) =9.12 (d, *J (H,H) =9.8 Hz, Ar-H), 8.92 (d,
3J (H,H) = 9.5 Hz, Ar-H), 8.88 (s, Ar-H), 8.81 (d, *J (H,H) = 9.5 Hz, Ar-H), 8.77 (d, °J (H,H) =
9.8 Hz, Ar-H), 8.12 (s, Ar-H), 7.65 (s, NH2), 2.82 (s, N(CHs)2), 2.81 (s, N(CHs)2), 2.79 (s, N(CHs)2).
BC-NMR (100.61 MHz, DMSO-d6, 25 °C): § (ppm) = 147.9, 134.6, 133.4, 132.8, 130.4, 128.8,
126.8, 126.8, 126.1, 126.0, 125.2, 121.6, 119.0, 116.3, 116.2, 116.6, 37.3, 37.2, 37.2.

MS (ESI): m/z calc. for C22H27NsO6S5": 539.1 [M+H']", found 539.1.
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2. Absorption titration of compound 3
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Figure S1. Raw absorption titration spectra of 3 in perchloric acid / buffers (a) and the resulting

titration curve (b) of ~NH: (green dots, dotted curve) and —NHs" (purple dots, dashed curve).

Figure Sla shows the interconversion of the two species with their absorbance maxima at
Amax = 384 nm (—NH:") and Amax =464 nm (—NH2). Those values were used to calculate R by
equation (1) and plotted vs Ho / pH. The fits were done with equations (2a) and (2b). The curves
(Figure S1b) intersect at R = 0.5 giving a pKa value of 1.2+0.1. Interestingly, spectra at pH values

close to pKa could not be recorded despite several attempts due to aggregation of 3.
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3. Fluorescence titration of compound 2
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Figure S2. Absorbance spectra of compound 2 in sulfuric acid solutions of different

concentrations.

The absorbance spectra associated with the analysis of pKa~ of compound 2 (Figure 3) are in

Figure S2, showing the significant rise of the total absorbance due to the brown color of the

samples.
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4. Bisulfate titration of compound 2

In order to demonstrate that bisulfate (HSO4+) accepts the proton of compound 2 in concentrated
sulfuric acid, a HSO4 fluorescence emission titration in 100 % sulfuric acid (obtained by adding
Oleum (20—30 % free SOs) to H2SOs4 (96 %)) was carried out (Figure S3a, Figure S3b). To avoid
contamination by water (commercial bisulfates are hygroscopic), various amounts of anhydrous
sodium sulfate were added (0—2.06 M (saturated solution)), assuming that each sulfate ion is

converted nearly quantitatively into two bisulfate ions via eq. (S1).

S0,% + H,S0, —~— 2 HSO, (S1)

The fluorescence emission ratios of the samples including 1 M HSO4«™ (Ivuz /Inus™ = 0.25) and 99 %

H2SO4 (Amz /Iis™ = 0.27), which is also approx. 1 M HSOx, are nearly identical (Figure S3c¢).
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Figure S3. Fluorescence emission spectra of the bisulfate titration of 2 (a), associated titration
curve (b) and comparison of 99% H2SOs (black curve) and 100 % H2SO4 including 1 M HSO«

(red curve) (c).
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5. Chemical stability of compound 2

Compound 2 (40 mg) was dissolved in concentrated sulfuric acid (96 %, 5.84 mL). Afterwards
oleum (20—30 % free SOs, 4.17 mL) was added. The slight brownish mixture was stirred at room
temperature for 24 hours. During that time, the colour of the mixture has not changed. The solution
was added to crushed ice (~50mL) and extracted with dichloromethane (3 x 50 mL). The
colourless aqueous phase showed only faint green fluorescence. The organic solvents were
combined, dried over anhydrous sodium sulfate and were evaporated under reduced pressure. The
'H-NMR spectrum of the remaining orange powder and the starting solid show no significant

changes (Figure S20).
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ABSTRACT: Despite the outstanding relevance of proton transfer reactions, investigations of £
the solvent dependence on the elementary step are scarce. We present here a probe system of a
pyrene-based photoacid and a phosphine oxide, which forms stable hydrogen-bonded
complexes in aprotic solvents of a broad polarity range. By using a photoacid, an excited-
state proton transfer (ESPT) along the hydrogen bond can be triggered by a photon and
observed via fluorescence spectroscopy. Two emission bands could be identified and assigned
to the complexed photoacid (CPX) and the hydrogen-bonded ion pair (HBIP) by a
solvatochromism analysis based on the Lippert—Mataga model. The latter indicates that the
difference in the change of the permanent dipole moment of the two species upon excitation is
~3 D. This implies a displacement of the acidic hydrogen by ~65 pm, which is in quantitative

\/Q/
/\ CPX HBIP

wavenumber

fluorescence

agreement with a change of the hydrogen bond configuration from O—H:-O to ~O--H-0O".

P roton transfer (PT) is one of the most fundamental
reactions in chemistry, plays an important role in biology,
and is at the core of many technical applications.' " Since the
first description of the Forster cycle™ in 1949, photoinduced
excited-state proton transfer (ESPT) was established as a
mighty tool in mechanistic investigations of the proton transfer
reaction.” *" ESPT is induced by the strong reduction of the
pK, value of so-called photoacids upon optical excitation.
Especially the transfer of the proton to the surrounding bulk
solvent or to a buffer molecule has been widely studied.”””'
This work showed, at first, that strong photoacids reach
excited-state dissociation rates limited by the solvent relaxation
time.*”'”?> Second, solvent basic character is essential for PT
to solvent to occur. Last, for strong photoacids, photoinduced
PT to solvent takes place via the contact ion pair, which is
formed in high concentrations, as pair splitting is much slower
than the reversible intrashell PT step.”'”*' In most of these
systems, a change of the solvent also entails a variation of the
proton acceptor. Therefore, there are comparatively few
studies addressing the effect of the surroundings on the initial
elementary step decoupled from a change of the proton
acceptor. To fill this gap, a stable hydrogen-bonded photo-
acid—base complex, more stable than previous systems,'* is
desirable. Such systems™™*° can be exposed to different
solvents, ie., different surroundings, where they act as a
reactive probe for the solvent polarity. Thus, the extent of the
proton transfer reaction in an optimized PT pair reports about
the polarity of the surroundings, which is quantified by the
relative emission of the PT reactants and products. Since both
emissions are spectrally separated, this kind of PT pair makes
polarity studies at single-molecule level possible. This idea
motivates our work.

© 2021 The Authors. Published by
American Chemical Society

N4 ACS Publications

1683

A five-species model constitutes the most general
description of intermolecular PT.”~'¥*"*"7* Those species
are the neutral acid (ROH), the encounter/reactive complex
between ROH and base (CPX), the hydrogen-bonded ion pair
(HBIP), the solvent-separated ion pair (SSIP), and the fully
separated ion pair (FSIP). Whereas the elementary proton
transfer step takes place between CPX and HBIP, the
subsequent stages comprise the dissociation of the ion pair.
In the SSIP the reaction partners are separated by only a few
solvent molecules and remain loosely bound by Coulomb
forces.'”"® Their recombination kinetics including the escape
probability of the proton were addressed in a previous
publication and will not be considered here any further.”
Moreover, previous work on the photoacid studied here have
demonstrated that SSIP and FSIP are spectrally indistinguish-
able in steady-state experiments and will therefore be denoted
as RO™ in the following, simplifying the described model to
four species (Scheme 1).

In previous work, we have established pyrene-based
superphotoacids with estimated pK,* values down to —4 in
the excited state, high photostability, and high fluorescence
quantum vyields.”’ They proved to be versatile probes for
single-molecule microscopy®”** and time-resolved spectrosco-
py.”*° The focus is now placed on the elementary proton
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Scheme 1. Eigen—Weller Model of Proton Transfer
Reactions

RO @ = FH@ = G = RO @
reactive

complex
(CPX)

free acid
(ROH)

hydrogen bonded
ion pair (HBIP)

deprotonated
acid (RO")

transfer step, that is, the formation of the HBIP: How does the
surrounding solvent influence the PT process?

In the Presented system (Scheme 2), a pyrene-based
photoacid®" is complexed with a phosphine oxide. The basicity
of the phosphine oxide is carefully selected, becoming
protonated after excitation and deprotonated in the electronic
ground state, while promoting strong hydrogen bonds and,
concomitantly, high complexation constants (see section 52.2).

Scheme 2. Complexation Equilibrium of Photoacid 1°' with
Tri-n-octylphosphine Oxide (TOPO)“

o}
g
i
e}

OH

R

0 o)
S S
R7II I°R
o] o)
1 CPX
R = -OCH,CF;
R' = -O(CH,);CH;

“Derivatives of the photoacid and the ligand are described in the
Supporting Information.

Figure 1 exemplarily shows the analysis of the titration of
photoacid 1 with TOPO in toluene. The absorption band of
the photoacid with a maximum at 426 nm gives rise to another
band at 445 nm upon addition of TOPO, with an isosbestic
point at 432 nm (Figure 1a). A similar behavior is observed for
the fluorescence maximum, which shifts from 456 nm for the
pure photoacid to 481 nm with higher TOPO concentrations
(Figure 1b). An isoemissive point is observed at around
500 nm and, hence, the fluorescence signal increases at
wavelengths >500 nm. The analysis of the fluorescence (at
550 nm) and absorption (at 450 nm) signal via eq S12 (see
section S2.1) results in nearly identically binding constants
with Kgp, = (271 # 12) X 10° M~ and Kgg = (277 + 15) X
10° M~ (Figure 1c). The stability constants for the other
solvents are between 10° and 10’ M and are listed in Table 1.
Additional spectroscopic data provide evidence for 1:1 binding
between the OH-moiety and the P==0 function of TOPO. For
more details on the complexation, see section S2.

The moderate to high stability constants enable us to find
conditions with a complexation ratio of >97% for photoacid 1
in all solvents, whereby the amount of uncomplexed photoacid
is negligible (see Table S1). The bathochromic shifts of the
absorption and fluorescence spectra during the complexation
of photoacid 1 with TOPO (Figure 1) are expected on the
basis of our previous solvatochromic studies.”* In the Kamlet—
Taft scale, phosphine oxides exhibit a much higher hydrogen
bond acceptor ability # (~1.05) than any solvent used in the
current study, which explains the distinct bathochromic
shift.*>*” =3’ Further solvatochromism in absorption spectra
is negligible in agreement with ref 34.

1684
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Figure 1. Relative absorption (a) and fluorescence (b, 4., = 400 nm)
spectra of photoacid 1 (1.7 uM) titrated with TOPO (0—1 mM) in
toluene and the corresponding titration curves (c). The latter were
obtained from the relative signal change (AS/AS,,,,) at 450 nm for
the absorption (blue triangles) and at 550 nm for the fluorescence
(red dots), respectively, and fitted with eq S12 (Supporting
Information).

Changing the solvent, in which the complex is dissolved, to a
more polar one causes a change of the fluorescence maximum
from A, = 467 nm in cyclohexane to 4,, = 537 nm in
acetonitrile, whereas the maximum of the absorption spectra

https://dx.doi.org/10.1021/acs.jpclett.0c03593
J. Phys. Chem. Lett. 2021, 12, 1683—1689

Reprinted with permission from A. Grandjean, J. L. Pérez Lustres, S. Muth, D. Maus, G. Jung, J. Phys. Chem. Lett.
2021, 12, 1683-1689. Copyright 2021 American Chemical Society. DOI: 10.1021/acs.jpclett.0c03593
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Table 1. Solvent Parameters*>°

Solvents and the Binding Constants Ky of Photoacid 1 with TOPO“

Relative Permittivity &, Refractive Index n, and Orientation Polarizability Af of the Used

solvent e n Af Kby (10° M) Kyg (10° M)
cyclohexane 2.02 1.426 0 9348 + 541 6016 + 1899
toluene 2.38 1.497 0.01 271 £ 12 277 £ 15
diethyl ether 427 1.353 0.17 47 +£03 5.0 + 0.6
chlorobenzene 5.69 1.524 0.14 338 + 10 358 + 21
tetrahydrofuran 7.52 1.407 0.21 1.1 +0.1 1.1 +01
dichloromethane 8.93 1.424 0.22 43 £ 21 43 + 1.8
cyclohexanone 183 1.451 0.25 0.7 + 0.1 09 + 0.1
benzonitrile 259 1.529 0.24 14 + 0.1 1.3 £ 0.1
acetonitrile 35.94 1.344 0.31 0.9 + 0.1 0.9 + 0.1

“Kp,bs and Kpq are the stability constants determined via absorption and fluorescence spectroscopy
wavelength / nm wavelength / nm
400 450 500 550 450 500 550 600 650 700
a ' ' — aceltomtnle ' b ' ' ' ' '_ '
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Figure 2. Absorption (a) and emission spectra (b, A, = 400 nm) of photoacid 1 complexed with TOPO in different aprotic solvents with
increasing polarity (as indicated by the direction of the arrow). TOPO concentrations are selected to achieve a complexation ratio >97% (see Table
S1). The gray filled spectrum in (b) corresponds to the deprotonated form RO~ in acetonitrile (4., = S10 nm).

remains almost constant in the range 440—448 nm (Figure
2ab). In addition, the fluorescence spectra of the polar
solvents become much broader than their absorption spectra.
A shoulder is formed bathochromically in the range
500—560 nm and is predominant in polar solvents like
dichloromethane (dcm), benzonitrile, cyclohexanone, and
acetonitrile. We will show below that this shoulder can be
attributed to the formation of HBIP in the excited state. In
solvents with residual water impurities like tetrahydrofuran
(thf), cyclohexanone, and acetonitrile, a third band at around
570 nm, compatible with the emission maximum of RO7, is
observed (see Figure 2b and Figure S18).

To get an unambiguous data set of spectra without RO~
fluorescence, the emission spectra of the complexed photoacid
were recorded in binary mixtures of toluene/dem and dem/
benzonitrile (Figure 3a,b). Furthermore, these mixtures enable
a finer and continuous tuning of the polarity function Af. The
spectra show a continuous variation between the pure solvents,
thus complying with the already mentioned trends in Figure 2.
The change observed in the emission spectra upon increasing
the solvent polarity is 2-fold: a red shift of the whole spectrum
and a rise of the bathochromic shoulder at the cost of the blue
maximum. The latter consequently reduces to a weak shoulder
on the blue flank of the spectrum in the most polar
surroundings. We ascribe this observation to the rise of a
second band rather than to a solvatochromic shift for which no
strong changes in spectral shape and width are expected. To
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disentangle the contributions of each of these emission bands
to the overall emission and to analyze how these contributions
depend on solvent polarity, each spectrum was fitted by a
linear combination of the emission spectra of the complex in
pure toluene and benzonitrile (for details see section $4.3).
This basis set was chosen as an approximation to the emission
spectra of the CPX and HBIP species. In support of this
assumption, one observes no additional broadening in the
fluorescence spectrum of the complex in toluene as compared
to the one in cyclohexane or the free photoacid (without
ligand) in toluene (see section $3.3), which makes the
formation of a second species in the excited state unlikely in
this solvent. The same behavior has been observed for various
photoacids (see Figure $27). Benzonitrile, on the other hand,
offers a compromise between high polarity (i.e., it favors HBIP
formation with high yield) and hindering the formation of the
RO~ form at the same time. This contrasts with acetonitrile,
where RO~ is clearly observed (see Figure S18). The band
maxima are barely affected by residual contributions of other
species on the flanks (see discussion below). It turns out that
the linear combinations of the basis spectra reproduce the
experimental data excellently and show a continuous increase
of the second band for more polar solvent mixtures, as both
bands shift to longer wavelengths (Figure 3¢ and Figures 30—
§32). Via Lippert—Mataga analysis (see section $4.3), the
resulting Stokes shifts of the two band maxima lead to a
photoinduced change of the permanent dipole moment Ay of

https://dx.doi.org/10.1021/acs.jpclett.0c03593
J. Phys. Chem. Lett. 2021, 12, 1683—1689
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Figure 3. Absorption (a) and emission spectra (b) of the complex 1/TOPO in binary mixtures (purple to green, toluene/dcm; green to red, dem/
benzonitrile). (c) exemplarily shows the fit (black circles) of the emission spectrum in dem (green) as a linear combination of the complex
spectrum in toluene (purple) and the complex spectrum in benzonitrile (red). These basis spectra in toluene and benzonitrile were allowed to shift
during the fit procedure. Their maxima for each mixture led to the Lippert—Mataga plot shown in (d). The Stokes shifts are related to the same
absorption maximum as the red band is only formed in the excited state.

15.9 + 0.4 D for the blue band (CPX) and 19.2 + 0.5 D for
the red band (HBIP) (see Figure 3d).

Instead of vibrational progression (see section $3.4), further
arguments favor our assumption that the decomposed emission
bands represent the two species CPX and HBIP. The emission
maxima are between the fluorescence of ROH and RO~ in all
observed surroundings. This spectral position of HBIP
between ROH and RO~ and red-shifted to CPX is already
known from similar systems.”>** In addition, the equilibrium
between CPX and HBIP would be expected to shift to the ion
pair in more polar solvents, due to the better stabilization
ability of the solvent molecules. This is consistent with the
increase of the second band intensity observed here.
Furthermore, such a change in the ratio of the emission
bands can also be achieved by varying the acidity of the
photoacid or the basicity of the ligand (see section $3.2).
Therefore, the Stokes shifts of the two decomposed emission
bands, which yield slightly different slopes in the Lippert—
Mataga plot, report on the structure of these species. Thus, the
resulting Ay value for the first band is 15.9 + 0.4 D, which is
consistent with the methylated photoacid for which a slightly
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lower Ay value of 14.5 D was found in a completely different
study.®* The Ay value of 19.2 + 0.5 D for the second band
leads to a AAp of 3.3 + 0.6 D, which can be interpreted as the
existence of a second species with a more pronounced charge
transfer character. As RO~ (one of the products of the ESPT
reaction) exhibits negligible solvatochromism (i.e, no photo-
induced charge transfer is observed for this species’’), the
AAp value can mainly be explained by the displacement of an
elementary positive charge (a proton) by 69 + 19 pm away
from the pyrene core.” In a typical hydrogen bond between a
hydroxyl group and an oxygen atom, the bond length in the
hydroxyl group is ~100 pm, whereas the distance between
hydrogen and acceptor oxygen is ~170 pm.*' ™ The obtained
~70 pm fit to the assumption that during the formation of the
second band a switch from a O—H:-O configuration to a
~0--H—-0O" configuration takes place. This putative displace-
ment of the proton would therefore be the main contribution
to the change in Ayu. One should keep in mind that, first,
stronger hydrogen bonds lead to a more symmetric geometry,
causing a smaller net charge transfer, whereas, second, some
partial charge may also be transferred to the phosphorus.

https://dx.doi.org/10.1021/acs.jpclett.0c03593
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Figure 4. (a) Deconvolution of the fluorescence spectra of photoacid 1 complexed with TOPO in acetonitrile (red, 4., = 400 nm). The basis
spectra of the linear combination are the free photoacid in acetonitrile (ROH, blue), the shifted complex spectrum in toluene (CPX, violet), a log-
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turquoise). The integrals of the single bands are 7% for ROH and RO~ each, 39% for CPX, and 47% for HBIP to the fitted spectrum (black circles).
(b) Ratios of the integrals of HBIP and CPX (obtained from the solvent mixtures; see Figure S36) against f(¢,). The dashed line shows an
exponential fit given by I(HBIP)/I(CPX) = (2.2 + 0.3) exp[(17.2 # 0.3)-f(¢,)]. In the inset the free Gibbs energies of the excited state AG* are
plotted against f(¢,). AG* was calculated from the ratios of CPX and HBIP with the Gibbs—Helmholtz-equation (see eq 1).

Nevertheless, all these results agree well with the formation of
the fluorescent HBIP in the excited state after excitation of
CPX, as described in the Eigen—Weller model.

Although our results support the model of ESPT between
CPX and HBIP, the so far used fluorescence spectrum in
benzonitrile for HBIP probably contains a remaining fraction
of CPX. Indeed, a further decrease of the blue sideband at
500 nm is found by comparing the fluorescence spectrum in
benzonitrile to that measured in acetonitrile (Figure 2b). This
difference is attributed to the residual CPX contribution in
benzonitrile. Even if this contamination does not significantly
distort the Lippert—Mataga analysis, a pristine fluorescence
emission spectrum of HBIP is highly desirable for the
quantification in steady-state spectroscopy. To extract this
spectrum, a decomposition of the complexed photoacid
emission spectrum in acetonitrile is performed (Figure 4a;
for details see section S4.4).

The emission spectra of the solvent mixtures (Figure 3b)
can also be deconvoluted with the obtained refined HBIP
spectrum instead of the contaminated emission spectrum in
benzonitrile and result in nearly the same Ay values for CPX
(16.4 + 0.3 D) and HBIP (19.3 # 0.5 D) as before (see Figure
$38). The resulting AAp, geq is 2.9 % 0.6 D and corresponds
to a slightly reduced displacement of an elementary charge of
60 + 17 pm. These findings confirm our assumption that the
remaining CPX fraction in the spectrum used in Figure 3 for
the HBIP is of minor importance for the previous analysis of
the change in the wavelength maximum.

The refined decomposition also enables us to analyze the
obtained integrals of the two emission bands Icpyx and Iy
(see Figure $S36). We assume that the integrals are propor-
tional to the populations of CPX and HBIP in the excited state
with equal proportionality factors a;. No significant amounts of
further species (ROH or RO™) were observed in the solvent
mixtures and the fluorescence lifetime measurements revealed
monoexponential decays (see section S5), leading to the
conclusion of an excited-state equilibrium between CPX and
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HBIP. The free Gibbs energy of the excited state AG* can thus
be calculated with the Gibbs—Helmholtz equation:

i =

Furthermore, a plot of Iyyp/Icpx against f(g,) = (&, — 1)/
(2¢, + 1) should follow a Boltzmann distribution, as f(¢,) is
proportional to the energy of the relative reaction field of the
solvent. Please note that here f(¢,) is used instead of Af, since
the two species are in a thermodynamic equilibrium and
therefore both the electronic and the molecular orientational
effects have to be considered. The ratios of the integrals in
Figure 4b follow closely the Boltzmann distribution,
supporting the assumptions within the spectral decomposition
process and the applied spectral shapes of CPX and HBIP. We
conclude that a nearly linear decrease toward AG* = 0 kJ/mol
is only observed for increasing &, to infinity.

With the hydrogen-bonded complex of photoacid 1 and
TOPO, a new probe system for proton transfer reactions has
been described. The stable complex with binding constants
between 10 and 10" M™" in a broad range of aprotic solvents
allows us to investigate the proton transfer reaction decoupled
from its surroundings, similar to what has been achieved in
other charge transfer studies with the additional benefit of
bright fluorescence: the variation in the emission spectra
induced by different surroundings could be traced back to the
formation of the hydrogen-bonded ion pair (HBIP) as second
species in the excited state. Decomposition of the emission
spectra in binary mixtures followed by a Lippert—Mataga
analysis of solvatochromism leads to a difference in the change
of the dipole moment between CPX and HBIP of around
~3 D. This indicates a displacement of the proton by 60—70
pm upon formation of HBIP, which is in good agreement with
a proton transfer along a hydrogen bond. The shape of the
potential, that is a double-well or a symmetric O---H---O well in
more polar solvents, however, cannot be inferred from these
experiments yet. We foresee that UV-pump—IR-probe spec-

_ Axpip* I Liypip

~
~

AG* = —RT ln[ —RTln[

acpx-Iepx Iepx
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troscopy with our system is the appropriate tool to verify one
of these models. Furthermore, the spectral shape of CPX and
HBIP was determined, which is fundamental to investigate the
system by steady-state single-molecule fluorescence spectros-
copy. There are a few examples of alternative systems in the
literature,”* > but unfortunately, many of these have only low
fluorescence quantum yields and association constants, more
than one complexation site (leading to complex mixtures), or
comprise charged photoacids with limited solubility in apolar
solvents. These limitations have been overcome with the
molecular system proposed here. Therefore, this molecular
system is optimal to act as a reactive proton transfer probe of
polarity at the single-molecular level.
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S1 Experimental Section

$1.1 Materials

HPTA (8-hydroxypyrene-N,N,N’,N’,N”,N"-hexamethyl-1,3,6-trisulfon-amide), photoacid 1 (tris-
(2°,2°,2 trifluoroethyl)-8-hydroxypyrene-1,3,6-trisulfonate) and photoacid 2 (tris(1,1,1,3,3,3-
hexafluoropropan-2-yl)-8-hydroxypyrene-1,3,6-trisulfonate) were synthesized starting from 8-
hydroxypyrene-1,3,6-trisulfonate (HPTS, 98 %, VWR International) as described before' (see
section S6 for characterization). Cyclohexane (> 99.5 %, p.a., Fisher Scientific), toluene (99.85 %,
extra dry, Acros Organics), diethyl ether (99 %, spectr. grade, inhibitor free, abcr), chlorobenzene
(99.8 %, extra dry, Acros Organics), tetrahydrofuran (thf, 99.85 %, extra dry, Acros Organics),
dichloromethane (dcm, 99.9 %, extra dry, Acros Organics), cyclohexanone (99.8 %, extra pure,
Acros Organics), benzonitrile (99 %, SuperDry, J&K Scientific) and acetonitrile (99.9 %, extra
dry, Acros Organics) were used without further purification. Tri-n-octylphosphine oxide (TOPO,
99 %, Acros Organics), triphenylphosphine oxide (TPPO, 99 %, Acros Organics), tri-n-
butylphosphine oxide (TBPO, 99 %, Acros Organics) and trifluoroacetic acid (TFA, > 99 %,
anhydrous, Sigma Aldrich) were used as received. For NMR experiments deuterated solvents
acetonitrile-ds (=99.8 %, Sigma-Aldrich), acetone-ds (99.9 %, Sigma-Aldrich) and dimethyl

sulfoxide-de (dmso-ds, 99.9 %, Sigma-Aldrich) were used.

$1.2 Stationary spectroscopy

All measurements were performed at room temperature (20 °C). UV-Vis absorption spectra were
measured with a Jasco V-650 spectrometer. A Jasco FP-6500 spectrofluorometer was used to
record the fluorescence spectra. The latter were corrected for the spectral sensitivity with the use
of a correction function supplied by the manufacturer, which was specifically tailored to our

fluorometer. Control measurements were executed as described by Gardecki and Maroncelli.” The
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spectra shown in the wavenumber scale were transferred to the transition dipole moment (TDM)

representation to convey comparable line shapes for absorption and fluorescence and obtain

thereby reliable electronic transition energies.® All absorption and fluorescence measurements

were performed in quartz glass sample cells (Hellma) with 1 cm optical path length and 1 nm

spectral bandwidth. '"H-NMR and *'P-NMR spectra were acquired on a Bruker AV400 device

(400 MHz / 162 MHz). Fourier-transform IR spectra were measured on a Bruker Vertex 70

spectrometer in transmission mode (40 Scans, NaCl cuvette, 0.2 mm optical path length).

$1.3 Sample preparation

For the titration experiments, solutions of 1-3 uM photoacid (OD < 0.1) were prepared in different

solvents with varying TOPO concentrations (see Figure S2 and Figure S3). The solvent mixtures

were analogously prepared, but with constant 5 mM and 30 mM TOPO for

toluene/dichloromethane and dichloromethane/benzonitrile mixtures, respectively, reaching a

complexation ratio of the photoacid of > 97 %. To avoid any deprotonation of the photoacid in the

ground-state, e.g. to compensate any residual water impurities, 100 uM TFA was added to

acetonitrile, benzonitrile, cyclohexanone and tetrahydrofuran (see section S3.1). It turned out that

TFA has no influence on the CPX and HBIP band of the complexes. To obtain the spectra of the

deprotonated photoacid in acetonitrile, a solution in non-dried acetonitrile (99.9 %, Fisher-

Scientific) was used.

94

S4

Reprinted with permission from A. Grandjean, J. L. Pérez Lustres, S. Muth, D. Maus, G. Jung, J. Phys. Chem. Lett.
2021, 12, 1683-1689. Copyright 2021 American Chemical Society. DOI: 10.1021/acs.jpclett.0c03593



S2 Complexation

$2.1 Binding constants Kz

The binding or stability constant Kg for a 1:1 binding model is given by:

P+L=2C (S1)
_ _lc
Ks = 5rim (52)

[P], [L] and [C] represent the concentration of host (photoacid), ligand and complex. [P] and [L]

can also be written as:

[P] = [P]o — [C] (S3)

[L] = [L]o = [C] (54)

[PJo and [L]o are the start concentration of host and ligand. Substituting [P] and [L] in equation S2
results in a quadratic equation that can be transposed to [C]. Only one solution of the quadratic

equation is physically meaningful.*

- (€]
Ks = @lo-ich-@lo-icD &3
(€12 = ([Plo + [L]o + ) * [C] + [Plo * [L1p = 0 (S6)
(€)= Pttt [(Platloat B _ p), ), s7)

Equation S7 describes the concentration of the complex only through the start concentrations and
the binding constant. This concentration [C] can also be described by a physical parameter S (e.g.

absorption or fluorescence signal):

S=fp*Sp+fc*Sc (S8)
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Sp and Sc are the values of S in the case that only host or complex is detected, while fp and f,
represent the fractions of host and complex relating to their maximum concentration, which is

equal to [P]o:

_ _
fo =1y, 07V fe = 1y, (59)

We assume that the free ligand does not contribute to the physical signal S.

With equation S3 follows fp = 1 — f and equation S8 can be written as
S=@-f)*Sp+fc*Sc (S10)

With equation S9 we obtain:

C
As=s—sp=(sc—sp)*% (S11)

Substituting equation S7 in equation S11 results in the final expression:

_ -1 -1)2
AS — (SFP]SP) ” ([P]0+[142]0+KB - \/([P]O+[L10+KB ) s [P]O * [L]0> (812)
0

To determine the complexation constant Kg, the absorption or fluorescence intensity change (AS)
between pure photoacid (Sp) and photoacid with ligand (S), where AS = Sp - S, was plotted against
the varying concentration of ligand and fitted with equation (S12) via non-linear regression. The
increase in the absorption or fluorescence signal on the red wing were used as AS (typically 450 nm

or 550 nm, respectively).
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$2.2 Titration experiments in different solvents

The fluorescence spectra in this section are presented without any correction. Due to the fact, that
the analysis of the binding constant Kg is only based on relative intensities, the correction does not
affect the results. As the system is very sensitive to water impurities (see section S3.1), small
quantities of the deprotonated photoacid can be found in the absorption spectra of some solvents

at around 570 nm.

Kg.abs and Kp a significantly mismatch only in cyclohexane (Table S1). Here, solubility effects lead
to a more challenging titration and, therefore, the values in cyclohexane may only serve as an
approximation. No indications for complexes of a higher stoichiometry were found under any

conditions.

The binding constant Kg may be affected by more than one solvent parameter. In general, a
nonpolar solvent cannot sufficiently stabilize the polar functions of the photoacid or ligand, so that
the formation of a hydrogen-bond between these two molecules is favored, resulting in higher Kg
values. Specific interactions between solvent molecule and photoacid or ligand, respectively,
interfere with the complex formation: With a higher B value (i.e. high hydrogen-bond acceptor
abilities) of the solvent, the ligand competes with it for the hydrogen-bond to the photoacid and
the stability of the complex decreases (see Table S1). It should be noted that the correlation is
weak due to the limited number of datapoints. However, in this study it is sufficient to know the
necessary TOPO concentrations for complete complexation (> 97 %) of the photoacid in any given

solvent (Table S1).
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Table S1: Solvent parameters®™®, binding constants Kz and used TOPO concentration for a
complexation rate > 97 % [M!].”

solvent o B * & n Af  log(Lis) Kgas in Kppin  TOPO in
10°M' 10°M?! mM
cyclohexane 0 0 0 202 1426 0 2.90 9348 6016 0.1
+ 541 + 1899
toluene 0 0.11 054 238 1.497 0.01 3.34 271 277 0.5
+12 1§
diethyl ether 0 047 027 427 1353 0.17 2.07 4.7 5.0 10
+0.3 +0.6
chlorobenzene 0 0.07 0.71 5.69 1524 0.14 3.63 338 358 0.5
+10 =21
tetrahydrofuran 0 055 058 7.52 1.407 0.21 2.59. 171 1.1 30
+0.1 +0.1
dichloromethane 0.3 0 0.82 893 1424 022 2.00 43 43 5
+2.1 +1.8
cyclohexanone 0 053 076 183 1.451 0.25 3.8 0.7 0.9 50
+0.1 +0.1
benzonitrile 0 041 09 259 1.529 024 4.04 1.4 1.3 30
+0.1 +0.1
acetonitrile 0.19 031 0.75 359 1.344 0.31 1.54 0.9 0.9 30
+0.1 +0.1

“a, B and n* are the Kamlet-Taft-Parameter and represent the hydrogen-bond donor and acceptor ability and the
dipolarity/polarizability. Log(Lis) represents the endothermic cavity formation and the exothermic dispersion
(London) solute-solvent interactions.’
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Figure S1: Absorption (left) and emission spectra (right, Aexc = 400 nm) of the titration of
photoacid 1 with TOPO in toluene (see main text) - here in the wavelength scale for
comparison.
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Figure S2: Titration curves of photoacid 1 with TOPO (black) from the absorption spectra
in different solvents and the corresponding fits (blue) via equation S12.
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Figure S3: Titration curves of photoacid 1 with TOPO (black) from the emission spectra in
different solvents and the corresponding fits (blue) via equation S12. Red data points are
masked and do not contribute to the fit.
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Figure S4: Absorption (left) and emission spectra (right, Aexc = 400 nm) of the titration of
photoacid 1 with TOPO in cyclohexane. Due to solubility effects in cyclohexane, the spectra
were normalized to the isosbestic or isoemissive point, respectively.
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Figure S5: Absorption (left) and emission spectra (right, Aexc = 410 nm) of the titration of
photoacid 1 with TOPO in diethyl ether.
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Figure S6: Absorption (left) and emission spectra (right, Aexc = 410 nm) of the titration of
photoacid 1 with TOPO in chlorobenzene.
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Figure S7: Absorption (left) and emission spectra (right, Aexc = 410 nm) of the titration of
photoacid 1 with TOPO in tetrahydrofuran.
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Figure S8: Absorption (left) and emission spectra (right, Aexc = 410 nm) of the titration of
photoacid 1 with TOPO in dichloromethane.
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Figure S9: Absorption (left) and emission spectra (right, Aexc = 410 nm) of the titration of
photoacid 1 with TOPO in cyclohexanone.
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Figure S10: Absorption (left) and emission spectra (right, Aexc = 410 nm) of the titration of

photoacid 1 with TOPO in benzonitrile.
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Figure S11: Absorption (left) and emission spectra (right, Aexc = 410 nm) of the titration of

photoacid 1 with TOPO in acetonitrile.
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$2.3 Method of continuous variation

To verify the 1:1 binding model of the complex a so-called Job Plot is performed in toluene. In
this continuous variation method, the stock solutions of photoacid 1 and TOPO (each 7 uM) are
mixed in varying ratios, so that their total molar concentration c2,,, is kept constant. Monitoring
the absorption signal of the complex (460 nm, 0.1 mm optical pathlength), a maximum appears in
the solution in which the two species are present in the correct combination ratio. For a 1:1

stoichiometry the maximum is at a molar ratio of 0.5, described by the following equation:'’

Aup X Cap = 1+ Oy * Kg — /1 + 2% O * Kp + [cOm * Kp(1 — 2x)]? (S13)

where a,p is the measured absorption signal of the complex, cas the proportional concentration of
the complex, Kg the already known binding constant and x the mole fraction of the photoacid. Due
to the strong overlap between pure photoacid and complexed photoacid the baseline of the Job Plot
was corrected as described in the literature.!! In Figure S12 the maximum of the Job Plot (right) at

a mole fraction of 0.5 supports the 1:1 binding model of the titration experiments.
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Figure S12: Absorption spectra (left) of the photoacid 1 with varying molar ratios of TOPO
and the corresponding Job Plot (right) at 460 nm. The solid orange line represents the fit
via equation S13.

S15

Reprinted with permission from A. Grandjean, J. L. Pérez Lustres, S. Muth, D. Maus, G. Jung, J. Phys. Chem. Lett.
2021, 12, 1683-1689. Copyright 2021 American Chemical Society. DOI: 10.1021/acs.jpclett.0c03593

105



$2.4 Complexation via FTIR and NMR spectroscopy

For FTIR experiments, three solutions were prepared in acetonitrile: TOPO (2 mM), photoacid 1

(1.4 mM) and a combined solution of TOPO (2 mM) and photoacid 1 (1.4 mM). The corresponding

spectra are shown in Figure S13, together with the differential spectrum (green) between the

combined solution (red) and pure photoacid 1 (black).

1156 cm™!

ol 1120 cm”
F oot -
photoacid 1
854 = photoacid 1 + TOPO |
= differential spectrum
..... TOPO
80 .
75 u t t
1250 1200 1150 1100

wavenumber / cm™

Figure S13: FTIR spectra of TOPO (2 mM) in blue, photoacid 1 (1.4 mM) in black and a
combined solution of TOPO (2 mM) and photoacid 1 (1.4 mM) in red. The green line shows
the differential spectrum between the combined solution (red) and pure photoacid 1
(black).

During addition of TOPO to the photoacid 1, two additional bands are detected at 1156 cm™ and

1120 cm™!. The first one at 1156 cm™! can be attributed to the P=0 stretch vibration of unbound

TOPO.'? The second one at 1120 cm™ is not observed in pure TOPO and is attributed to the

hydrogen bond P=0---H-OR on the basis of previously reported shifts of the band to lower

wavenumbers.'? The calculated amount of complexed TOPO in a solution of 2 mM TOPO and

1.4 mM photoacid 1 is 38 % (see equation S7). The differential spectrum between photoacid 1 and

the combined solution of TOPO and photoacid 1 shows, compared to the pure TOPO, a decrease

of the unbound P=0 absorption band (1156 cm™) by one third, which is in rough agreement.
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NMR experiments were executed in an analogous manner: Solutions of TOPO (2 mM), unbound
photoacid 1 (1.4 mM) and photoacid 1 (1.4 mM) partially complexed with TOPO (2 mM) were

prepared in acetonitrile-ds.

The *'P- and 'H-NMR spectra are shown in Figure S14-S16. *'P-NMR spectra show a shift of the
TOPQ’s phosphorus singlet from 46.1 ppm to 49.5 ppm upon addition of photoacid 1 (Figure S14).
Moreover, the proton signals of TOPO also shift in the "H-NMR spectra with addition of 1, but
the assignment and conclusions about the binding site are ambiguous due to the high number of
alkyl protons. Shifts of the aromatic hydrogen signals of 1, on the other hand, can be clearly
observed upon addition of TOPO. For example, the singlet assignable to the hydrogen next to the
hydroxy group (2-H, see Scheme S2, p. S47) is shifting from 8.51 ppm to 8.60 ppm during addition
of TOPO, whereas e.g. the second singlet (9-H) at 9.28 ppm is hardly affected (shift by 0.02 ppm).
As the noticed shift is larger than any other observed shift, these data support binding to the OH-
moiety. Please note, that the shifts for the fully complexed species should be even higher, as in the
combined solution only 38 % of TOPO and 54 % of photoacid 1 is complexed and exchange faster

than the time resolution of NMR spectroscopy.

In conclusion, complementary FTIR and NMR measurements confirm the complexation of

photoacid 1 with TOPO via hydrogen-bonding.
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Figure S14: 3'P-NMR of TOPO (2 mM) in the upper panel and TOPO (2 mM) with photoacid 1
(1.4 mM) in the bottom panel. Solutions in acetonitrile-d; with 100 uM TFA.
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Figure S15: 'H-NMR of TOPO (2 mM) in the upper panel and TOPO (2 mM) with photoacid 1
(1.4 mM) in the bottom panel. Solutions in acetonitrile-ds with 100 uM TFA.
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S3 Fluorescence band shape

$3.1 Sensitivity to water impurities

Depending on the solvent, the system of photoacid and ligand can be sensitive to water impurities.
During sample preparation even the moisture in the air or on the pipettes can be sufficient to fully
deprotonate the photoacid in more hygroscopic solvents like acetonitrile. To shift the protonation
equilibrium in the ground state to the protonated photoacid, 100 uM trifluoroacetic acid (TFA)
were added in acetonitrile, benzonitrile, cyclohexanone and tetrahydrofuran, analogously to the
procedure in our previous studies.!* TFA is very suitable for this, because it can protonate the
photoacid in the ground state, but the corresponding base is a very weak nucleophile and does not
form any complex with ROH. In Figure S17 the effect of the TFA-addition on the complexed
photoacid in benzonitrile is shown in the absorption and emission spectrum. With addition of TFA,
the absorption band of RO™ at 572 nm disappears, whereas the signal of CPX increases without
any change in the spectral form. The fluorescence spectrum shows the RO™ side band at around
580 nm, which also disappears with addition of TFA and indicates that the TFA anion does not act
as a base, although suggested by the pK, values (pKa(TFA) = 0.52)'%. These findings lead to the
conclusion, that there is no complexation between photoacid and TFA anion under these
conditions. Currently, a manuscript with a detailed investigation of the effect of TFA on ESPT in
acetone is in preparation by our collaboration partner Patrick Niirnberger et al. (Universitét
Regensburg). In the current paper we just take advantage of the phenomena that addition of TFA

suppresses the formation of deprotonated form.
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Figure S17: Absorption (left) and corrected fluorescence (right) spectra of photoacid 1
complexed with TOPO (50 mM) in benzonitrile with varying TFA concentrations. To obtain
the fluorescence spectrum of RO", the excitation wavelength was changed from 400 nm to
540 nm.

Nevertheless, in cyclohexanone, thf and acetonitrile the fluorescence side band of the deprotonated

form does not fully disappear even with addition of TFA (Figure S18). We therefore excluded

these solvents from the primary spectra decomposition and restricted our analysis to those solvents,

where no additional species were indicated. To understand the dynamics between the different

species in the excited state we will investigate the complex in acetonitrile via ultrafast spectroscopy

methods in a further study.
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Figure S18: Corrected emission spectra (Aexc = 400 nm) of the complexed photoacid 1 with
TOPO in tetrahydrofuran (cyan), cyclohexanone (orange) and acetonitrile (red) with
addition of 100 uM TFA. In black is the fluorescence spectrum of the deprotonated form in
pure acetonitrile (Aexc = 510 nm).
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$3.2 Alternative systems with different photoacids and ligands

In the main text we concentrated on the photoacid 1/ TOPO complex, but we also investigated the
substitution of each component by derivatives (Scheme S1). On the one hand, photoacid 1 was
also complexed with triphenylphosphine oxide (TPPO) and tri-n-butylphosphine oxide (TBPO) to
vary the basicity of the ligand. On the other hand, the ligand TOPO was also complexed with
HPTA and photoacid 2 to change the acidity of the photoacid. These experiments were carried out
in chlorobenzene because the complexes show high binding constants therein and significant
formation of HBIP, while no complications with water impurities and the deprotonated form were
noticed. The corresponding spectra and titration curves are presented in Figure S21 to Figure S25
and were obtained analogously to the ones in the main text. The binding constant Kp increases as
expected if the acidity of the photoacid or the basicity of the ligand increases, e.g. the hydrogen
bond donor and acceptor ability increases (Figure S20). In the fluorescence spectra, the side band
at the red end is more dominant with a higher acidity of the photoacids or more basic ligands,
respectively (Figure S19). This trend is in good agreement with our assignment of this band to
HBIP: A higher acidity of the photoacid or a higher basicity of the ligand should both support the
formation of HBIP to a larger extent. We selected the 1/ TOPO complex as the preferred system,
because this combination shows high binding constants and good solubility over a broad range of

polarity.
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Figure S23: Absorption (left) and emission spectra (right, Aexc = 410 nm) of the titration of
photoacid 2 with TOPO in chlorobenzene.
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Figure S24: Absorption (left) and emission spectra (right, Aexc = 410 nm) of the titration of
photoacid 1 with TPPO in chlorobenzene.
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Figure S25: Absorption (left) and emission spectra (right, Aexc = 410 nm) of the titration of
photoacid 1 with TBPO in chlorobenzene.

S27

Reprinted with permission from A. Grandjean, J. L. Pérez Lustres, S. Muth, D. Maus, G. Jung, J. Phys. Chem. Lett.
2021, 12, 1683-1689. Copyright 2021 American Chemical Society. DOI: 10.1021/acs.jpclett.0c03593

117



$3.3 Spectral form of CPX

In Figure S26 the similarity of the emission band form is demonstrated for the complexed
photoacid 1 with TOPO in cyclohexane or toluene and the pure photoacid 1 in toluene. There are
only slight differences in the vibrational fine structure, whereas the width remains nearly constant.
No evidence of a further side band (e.g. HBIP formation) is observed, like in more polar solvents.
Therefore, the spectral form of the complexed photoacid 1 with TOPO in toluene can be assumed

as a good approximation for the pure CPX emission spectrum without formation of HBIP.
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Figure S26: Emission spectra of the complex (photoacid 1/TOPO) in cyclohexane (violet)
and toluene (blue) and the pure photoacid in toluene (black) on the left. On the right side
these spectra are superimposed to illustrate the similar spectral band form.

In addition, the change of HPTA and photoacid 2 in their emission band shape during complexation
in toluene are presented in Figure S27 and Figure S28. Whereas there is hardly any difference
between HPTA and HPTA / TOPO complex, photoacid 2 as the strongest photoacid shows faint
deviations in its band shape and width upon complexation. The photoacidity of 2 may be even

strong enough for a minor HBIP formation in toluene.
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$3.4 Discussion of vibrational progression

The change in the spectral shape of the fluorescence spectra of the complexed photoacid 1 with
varying polarity of the solvent or the solvent mixture, respectively, and the simultaneous small
change in the absorption spectra needs some additional remarks: The predominant fluorescence
band in dem, benzonitrile, cyclohexanone and acetonitrile between 500-560 nm cannot simply be
explained by a variation in the Franck-Condon factors. For example, in chlorobenzene the two
fluorescence maxima have nearly the same intensity in TDM representation and no third band of
the deprotonated form is observed (see Figure 2, main text). Therefore, the two emission maxima
in the fluorescence spectra can be easily determined at ~20490 cm™ and ~18900 cm’!. This leads
to an energy difference for the spectral location of the two emission bands of ~1590 cm™. In
contrast, the difference in the absorption spectrum between the maximum (~23475 cm™') and the
first shoulder (~22125 ¢m™) is only ~1350 ¢cm™'. Although, changes of vibrational frequencies
upon excitation are known, e.g. as a result of stronger hydrogen-bonding, a change of nearly
240 cm™! is far beyond previously observed ones.'>!'® Furthermore, the energy spacing between
these spectral features increases from 1312 cm™ in toluene to 1563 cm™ in benzonitrile (Figure 3d,
main text). Such variation is much larger than expected for solvent-induced changes in
intramolecular vibrational frequencies. We therefore exclude the possibility to associate the

varying spectral form of the fluorescence with the vibrational fine structure.
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$4 Lippert-Mataga-Analysis

S4.1 Refractive indices
The refractive indices of the solvent mixtures were measured with an Abbe refractometer

(Atago, 3T) at 20°C (Figure S29).
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Figure S29: Refractive indices of the binary solvent mixtures toluene/dcm (left) and
dcm/benzonitrile (right).

S$4.2 Calculation of the solvent excluding volume a3

To calculate the solvent excluding volume a* of the complex (1 / TOPO), the initial structure was
generated with Avogadro (version 1.2.0, http://avogadro.cc/) as an input-file for Gaussian 09
(revision D.01, https://gaussian.com/) and then optimized via DFT calculations with the hybrid
functional B3LYP and a 3-21G basis set. The local minimum was verified by a frequency analysis
and the molar volume was calculated with the Monte Carlo method, leading to a solvent excluding

volume of 1038 A3.
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$4.3 Lippert-Mataga-Analysis with the toluene and benzonitrile spectra

This work provides experimental evidence for the emission of two proton transfer species upon
optical excitation of the complexed photoacid. The fluorescence emission spectra in binary solvent
mixtures were analyzed globally. A two-dimensional basis set made of the complex spectra in pure
toluene and benzonitrile was used to decompose the emission spectra in binary mixtures. Due to
solvatochromism, the spectral position of the basis spectra was optimized for each solvent. The
two limit spectra represent a first approximation to the emission spectra of CPX and HBIP (see
discussion, main text). The fit procedure was further refined by the inclusion of the pristine HBIP
spectrum in the basis set (see section S4.5). The solvent-dependent emission maxima of the two
species resulting from the spectral decomposition outlined above were analyzed by the Lippert-
Mataga model'’2" of solvatochromism (equation (S14)). Here, the Stokes shift A¥ of a fluorophore

is explained by the change of its permanent dipole moment upon electronic excitation

excited state __ lJground statc| .

Ap = [p

x Af (S14)

Af = fle) = f(m) = T2 - 22

2e,+1  2n2+1

(S15)

where h is the Planck constant and ¢ and €o the speed of light and the dielectric permittivity in
vacuum, respectively. Af is called the orientation polarizability and a function of the relative
permittivity & and the refractive index n. f(e:) describes both the electronic and the orientational

effects, whereas f(n) accounts for the instantaneous electronic response.?!*?

In this model, the dye
is considered as a point dipole sitting at the center of a polarizable spherical cavity of radius a

surrounded by a dielectric continuum. The latter is solely characterized by its dielectric constant

S32

122

Reprinted with permission from A. Grandjean, J. L. Pérez Lustres, S. Muth, D. Maus, G. Jung, J. Phys. Chem. Lett.
2021, 12, 1683-1689. Copyright 2021 American Chemical Society. DOI: 10.1021/acs.jpclett.0c03593



and is therefore limited to systems with no specific molecular interactions. The permanent dipole
moment in the excited state p®cied s@€ js assumed to be parallel to the one in the ground state
peroundsate To obtain the Af values, the refractive indices of the mixtures were measured with an
Abbe refractometer (Atago 3T, 20°C, see section S3.1), whereas the relative permittivities & mix
were calculated with the expression & iy = fq * &4 + fp * & under the assumption of ideal

2326 ¢ ; and f; are the relative permittivity and the volume fraction of the pure solvent i.

mixing.
Please note that deviations from the ideal behavior may be the reason for the noticeable curvature
in Lippert-Mataga plots. The solvent excluding volume a* of the dye was calculated with Gaussian
(see section S4.2). Please note that the solvatochromism of the free photoacid without ligand was

already investigated in detail in a previous study’ and was, therefore, not analyzed further in this

publication.

Figure S30 and Figure S31 show the linear combination fit of the solvent mixture spectra. This fit
procedure can also be applied to other solvents like the complexed photoacid in chlorobenzene

(Figure S32).
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Figure S30: Linear combination fit (black circles) of the emission spectra of the 1:TOPO
complex (green) in different solvent mixtures. The shifted spectra of the complex in pure

toluene (violet) and benzonitrile (red) serve as the basis set. The Af value (0.0132 to 0.177)
of each solvent mixture is indicated.

S34

Reprinted with permission from A. Grandjean, J. L. Pérez Lustres, S. Muth, D. Maus, G. Jung, J. Phys. Chem. Lett.
2021, 12, 1683-1689. Copyright 2021 American Chemical Society. DOI: 10.1021/acs.jpclett.0c03593

124



Af=0.1995

Af=0.2170 .

Af =0.2249

F(@)7°

F@)°

FO)7°

24 22 20

18 16 1424 22
wavenumber / 10° cm™

16 1424 22 20 18
wavenumber / 10° cm™’

16 14
wavenumber / 10° cm™

Figure S31: Linear combination fit (black circles) of the emission spectra of the 1:TOPO
complex (green) in different solvent mixtures. The shifted spectra of the complex in pure
toluene (violet) and benzonitrile (red) serve as the basis set. The Af value (0.1995 to 0.236)
of each solvent mixture is indicated.
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Figure S32: Fit of the complex emission spectrum in chlorobenzene analogous to the ones
of the solvent mixtures. The intensities and shifts of the single bands suit to the fits of the
solvent mixtures.
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$4.4 Obtaining the refined ion pair spectrum

To deconvolute the emission spectrum of the complexed photoacid in acetonitrile (Figure 4a, main
text) the shift of the pure CPX emission band is required. Therefore, we interpolate the spectral
shift of our linear combination fit (section S4.3) to the Af value of acetonitrile, obtaining a shift of

-753 cm™! at Af=0.305 (Figure S33).

-100
-200
-300 |
-400
-500 acetonitrile -
-600
-700 |

fitted shift / cm™

_800 1 1 1 L L 1
000 005 010 015 020 025 030 0.35
Af

Figure S33: Fitted shifts for the complex band via linear combination and the linear
interpolation for acetonitrile with a shift of -753 cm™ at Af = 0.305.

Four basis spectra are used to fit the experimental fluorescence spectrum of the complexed
photoacid in acetonitrile: the free photoacid in acetonitrile (ROH), the shifted complex spectrum
in toluene (CPX), a log-normal function (accounting for the HBIP emission band) and the fully
deprotonated form in acetonitrile (RO"). The log-normal function over wavenumbers v is defined

by:?’

) = {exp (— In(2) [ln(1b+a)]2) ifa>—1 (516)
0 ifa<-1

with @ = 2b(V — 7)) /4. The center (7,), width (A) and asymmetry parameter (b) of the log-
normal function are simultaneously fitted with the fractions of the basis spectra. The experimental

spectrum can very well be reproduced by such a linear combination (see Figure 4a, main text).
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The fit results in a log-normal function with ¥, =18322+15 ¢cm”, A=2167+31 ¢cm™ and

=-0.20 = 0.02 as the pristine emission spectrum for HBIP. The 7 % contribution of ROH to the
fitted spectrum suits well to the nearly doubled extinction coefficient of ROH to CPX at 400 nm
(Figure S11) and the adjusted complexation ratio of > 97 %. We will investigate the intricate
dynamics between all the four species in detail via ultrafast-spectroscopy methods in a future

publication, but we emphasize that the goodness of the fit supports our spectral decomposition.

$4.5 Lippert-Mataga-Analysis with the refined spectrum of the ion pair

Figure S34 and Figure S35 show the refined linear combination fit of the solvent mixture spectra.
The basis spectra used are the emission spectra of the complexed photoacid in toluene and the log-
normal function obtained in the deconvolution of the emission spectrum in acetonitrile (see Figure
4a, main text and section S4.4). Following the previous fitting procedure in S4.3, the shift of the
two basis spectra was fitted simultaneously with the amplitudes. The maxima of the two bands
lead to a refined Lippert-Mataga-Plot (Figure S38), which results in a change of the transition

dipole moment upon excitation of 16.2 = 0.3 D for CPX and 19.5 = 0.5 D for HBIP.
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Figure S34: Linear combination fit (black circles) of the emission spectra of the 1:TOPO
complex (green) in different solvent mixtures. The shifted spectrum of the complex in pure
toluene (violet) and the log-normal function (refined HBIP, red) serve as the basis set. The
Af value (0.0132 to 0.177) of each solvent mixture is indicated.
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Figure S35: Linear combination fit (black circles) of the emission spectra of the 1:TOPO
complex (green) in different solvent mixtures. The shifted spectrum of the complex in pure
toluene (violet) and the log-normal function (refined HBIP, red) serve as the basis set. The
Af value (0.1995 to 0.236) of each solvent mixture is indicated.
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Figure S36: Overview of the two fitted bands from the deconvolution of the binary mixture
measurements with the refined HBIP spectrum.
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Figure S37: Fit of the complex emission spectrum in chlorobenzene analogous to the ones
of the solvent mixtures. The intensities and shifts of the single bands suit to the fits of the
solvent mixtures.
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Figure S38: Lippert-Mataga-Plot of the complex band and the refined HBIP band. The two
green dots correspond to the decomposition of chlorobenzene (Figure S37), which is in
good agreement to the solvent mixtures.

It should be mentioned that the refined Lippert-Mataga-analysis even results in a significant
difference in the change of the dipole moments between CPX and HBIP of 1.4 + 0.4 D (~30 pm),

if carried out very conservatively without the data points of the dem/benzonitrile mixtures.
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$4.6 Correlation with alternative parameter m*

0.5 0.6 0.7 0.8 0.9
0.8 : Y : -
sn
¢
06+ é A
©
X o
:0 0.4+ ¥ _
o -
g o
0.2+ P i
l".‘
A
0_0_\_......‘.--""' o B

f(E[)

Figure S39: Correlation between the solvent parameters n* and f(g;) and the ratio of the
integrals lugip/lcex (from Figure S36 and Figure S37).

Despite the limited datapoints, a correlation between the semiempirical Kamlet-Taft parameter *
and the ratio Iusip/Icpx is suggested, similar to the found one with f(er) (see Figure S39). This hint
is in good agreement with the linear correlation between n* and f(g)*f(n) found by Bekérek?®, as
for the used solvents f(n) does not change significantly in comparison to f(e:). The solvent
parameter f(er), however, is the preferred description for our analysis because it reflects a physical

model, based on Onsager’s seminal work.”’
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S5 Time-correlated single photon counting (TCSPC)

Fluorescence lifetimes were measured on a home-built setup, described in a previous publication.'
Excitation was done with a pulsed laser diode at 405 nm (Pico-Quant, LDH-P-C-405, 20 MHz).
For each solvent, three measurements were executed: photoacid 1 with Aget = 417-476 nm, 1/TOPO
in the short wavelength region with Aget = 417-476 nm (toluene: dgec = 420-460 nm) and 1/TOPO
in the long wavelength region with Aget = 555-625 nm. The TOPO concentrations were adjusted
for a complexation rate > 97 % (see Table S1), whereas the concentration of the photoacid was
adjusted for an optical density below 0.1. For the short wavelength regions, the instrument
response function (IRF) was measured with a suspension of colloidal silica particles (Sigma
Aldrich, TM 50 colloidal silica 50 wt. % suspension), whereas for the long wavelength region a
solution of erythrosine B (Fluka, > 95 %) quenched by 5.5 M of potassium iodide (Griissing,
99.5 %) was used to correct for color effects of the detector.’® The FWHM of the IRFs are around
~100 ps for the quenched erythrosine B solution and ~300 ps for the one measured with silica
particles, which were estimated as the error of the obtained fluorescence lifetimes 7, as long as the

fit-error was smaller.

Table S2: Fluorescence lifetimes of photoacid 1 with and without TOPO (see Table S1).

solvent 1 1/TOPO 1/TOPO
hdet = 417-476 nm det = 417-476 nm Adet = 555-625 nm
T1/ns T1/ns T1/ns T2/ ns

toluene 3.7+£03" 3.9+03" 4.0+0.1 -
chlorobenzene 35+£03 4.0+0.3 4.1+0.1 -
dcm 3.5+0.3 43+0.3 4.4+0.1 -
benzonitrile 35+0.3 4.0+0.3 4.6+0.1 -

acetonitrile 42+0.3 4.1+0.3 62+0.1 45+04"

* detection range Adet = 420-460 nm instead of haet = 417-476 nm

** negative amplitude
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Figure S40: Fluorescence lifetime decays of photoacid 1 (blue) and 1/TOPO (green: short
wavelength region, red: long wavelength region) in different solvents with Aexc = 405 nm.
Experimental data is slightly transparent, whereas the solid lines are the deconvolution
fits. IRFs are displayed in grey (quenched erythrosine B, ~100 ps FWHM) and black
(suspension of silica particles, ¥~300 ps FWHM).
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Figure S41: Residuals of the exponential fits for photoacid 1 (blue) and 1/TOPO (green:
short wavelength region, red: long wavelength region) in different solvents: (a) toluene,
(b) chlorobenzene, (c) decm, (d) benzonitrile, (e) acetonitrile (see Figure S40).
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For the fluorescence lifetime measurement of RO, a sample of photoacid 1 in non-dried
acetonitrile was excited at 530 nm with a tunable pulsed fiber laser (Toptica Photonics, FemtoFiber
pro TVIS with a customized pulse picker add-on, 20 MHz). The detection range was 540-600 nm
and the IRF was recorded with the suspension of silica particles (~50 ps FWHM). The

monoexponential fit results in the fluorescence lifetime 13 = 6.2 = 0.1 ns.

Tro = 6.2 +/- 0.1 ns

normalized counts

residuals

delay / ns

Figure S42: Fluorescence lifetime decay of RO" (purple) and the corresponding
monoexponential fit in pink (upper panel, Aexc = 530 nm). The IRF is displayed in black
(suspension of silica particles, ~50 ps FWHM). The lower panel shows the residuals of the
fit.

All TCSPC measurements show a monoexponential decay, except for the long wavelength region
of 1/TOPO in acetonitrile. Here, the deconvolution results in a biexponential decay with
11 = 6.2 £ 0.1 ns, which matches with the fluorescence lifetime of RO", and 12 = 4.5+ 0.1 ns, which
has a negative amplitude and fits to the lifetime of the short wavelength region (4.1 + 0.3 ns).
Therefore, the biexponential decay is attributed to the RO™ fraction of the sample, which is formed
in the excited state via ESPT. Please note, that the lifetimes of the short wavelength region are
calculated with a different IRF, than the one for the long wavelength region and the excitation

wavelength in combination with the detection range can overrepresent the unbound ROH fraction
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in the short wavelength detection, resulting in slightly shorter fluorescence lifetimes, like in
benzonitrile. Nevertheless, in general, the fluorescence lifetimes of 1/TOPO match over the two
wavelength regions. In addition with their monoexponential decays, we conclude that CPX and
HBIP are in an excited-state equilibrium. The rate constants of the elementary proton transfer step
are hidden in these monoexponential decay times around 4 ns, as they occur on a much faster time
scale.!>3133 An experimental setup with a better spectral resolution and a shorter time resolution

may overcome this limitation (e.g. transient absorption or fluorescence up-conversion).
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S$6 1H-NMR characterization of the synthesized photoacids

8 s
FET O Y ° S0TNCF,  FC o N 0 /O 07iCF,
22 20 22 o

HPTA 1 2

Scheme S2: Chemical structures and H-assignment for NMR spectra.

HPTA, '"H-NMR (400 MHz, dmso-ds): & [ppm] =2.80 (s, 6 H, N-(CH3)2), 2.81 (s, 6 H, N-(CH3)z2),
2.82 (s, 6 H, N-(CHs),), 8.28 (s, 1 H, 2-H), 8.86 (d, °J = 9.5 Hz, 1 H, Ar-H), 8.97 (s, 1 H, 9-H),

8.99 (d,*J=9.8 Hz, 1 H, Ar-H), 9.13 (d,*] = 9.5 Hz, 1 H, Ar-H), 9.26 (d, *J = 9.8 Hz, 1 H, Ar-H).

1, '"H-NMR (400 MHz, acetone-de): & [ppm] = 4.87-4.95 (m, 6 H, 17-H, 19-H, 21-H), 8.63 (s, 1 H,
2-H), 9.01 (d, °J=9.8 Hz, 1 H, Ar-H), 9.07 (d, *J=9.5 Hz, 1 H, Ar-H), 9.17 (d, >’J=9.5 Hz, 1 H,

Ar-H), 9.28 (d, /= 9.8 Hz, 1 H, Ar-H), 9.38 (s, 1 H, 9-H).

2, 'H-NMR (400 MHz, acetone-de): & [ppm] = 6.34-6.43 (m, 2 H, 19-H, 21-H), 6.48 (sept,
37=5,6Hz 1 H, 17-H), 8.68 (s, 1 H, 2-H), 9.09 (d, >/ = 9,8 Hz, 1 H, Ar-H), 9.11 (d, >/ =9,8 Hz,

1 H, Ar-H), 9.28 (d, 3/ =9,8 Hz 1 H, Ar-H), 9.40 (d, > = 9,8 Hz, 1 H, Ar-H), 9.42 (s, 1 H, 9-H).
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Figure S44: 'H-NMR of photoacid 1 in acetone-de.
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Figure S45: 'H-NMR of photoacid 2 in acetone-ds.
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Solvent-Controlled Intermolecular Proton-Transfer Follows

an Irreversible Eigen-Weller Model from fs to ns

Alexander Grandjean,” J. Luis Pérez Lustres,*"’

and Gregor Jung*®”

In memory of Prof. Dr. Markus Gerhards (Fachbereich Chemie, Technische Universitdt Kaiserslautern, Germany)

Intermolecular Proton Transfer (PT) dynamics can be best
studied by optical spectroscopy, which can cover the vast
timescale spanned by the process. PT in a hydrogen bonding
complex between a pyranine-based photoacid and a trialkyl-
phosphine oxide is addressed. The photoreaction is traced with
the help of femtosecond transient absorption and picosecond-
resolved fluorescence. Characteristic kinetics and spectra of the
intervening species are isolated by global analysis and spectral
decomposition of time-resolved fluorescence. It is found that

1. Introduction

Fluorescent photoacids become much more acidic upon optical
excitation and constitute a mighty tool to study intermolecular
proton transfer in the excited-state (ESPT). The latter process
can be triggered by ultrafast laser excitation of a pre-
established hydrogen-bonded pair between the photoacid and
a base. Since optical properties change during deprotonation,
the dynamics of all participating species can be monitored
precisely by time-resolved fluorescence and transient absorp-
tion spectroscopy in the optical spectral region.

ESPT was first reported by Weber in 1931."" Later on, Forster
introduced the so-called Forster-Cycle, which relates the proton
transfer free energies in ground- and excited states to the
transition energies of protonated and deprotonated forms.”’ A
strong reduction of the pK, value of the photoacid ROH upon
optical excitation may induce ultrafast proton transfer to the
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the shared proton shifts towards the phosphine site upon
photoexcitation in acetonitrile. The process occurs on the sub-
picosecond timescale, essentially, under solvent control. Despite
the ultrafast rate, an equilibrium between the complex and the
hydrogen-bonded ion pair (HBIP) is established. Further reac-
tion steps are delayed to the nanosecond timescale, where
formation of the excited deprotonated form is observed. The
far-reaching consistency between the various methods supports
an irreversible Eigen-Weller mechanism in the excited state.

solvent or to a basic species in the neighborhood, which is
accompanied by strongly red-shifted emission of the deproto-
nated form RO™. Eigen and Weller found experimental
evidences for further reaction stages involving formation of an
encounter complex and a contact ion pair just before and after
the elementary proton transfer step.>” The formation of these
species was confirmed by ultrafast spectroscopy.®'¥ Proton
transfer to solvent (PTTS) dynamics was found to be very
complex. In 1988, Pines et al. addressed 8-hydroxypyrene-1,3,6-
trisulfonic acid (HPTS, also called pyranine), which dissociates in
water and alcohols on the picosecond timescale."* The process
was monitored by picosecond-resolved fluorescence. The latter
was explained by the diffusional motion of a proton in the
proximity of an ion. Solution of the corresponding Debye-
Smoluchowski-Equation (DSE) models picosecond PTTS dynam-
ics successfully, suggesting that geminate proton recombina-
tion plays a major role in the photodissociation of strongly
charged HPTS. Further experiments exposed apparent incon-
sistencies with the exact solution of the DSE."*'” The model
was refined by introducing the solvent-separated ion pair (SSIP)
as additional reaction intermediate. The SSIP is conjectured as a
loosely bound complex of charged conjugated acid and base,
which are separated by several solvent molecules. The hydro-
gen bonding interaction would be responsible for spectral
differences between the hydrogen-bonded ion pair (HBIP) and
the SSIP. The fully-separated ion pair (FSIP) is formed when the
distance between the conjugated base and the proton
becomes so large that Coulomb interactions vanish
completely."-2

The role of the solvent coordinate as promoter of the PTTS
reaction has been emphasized in several studies,?' ! where
proton transfer from strong photoacids to accepting solvents
was monitored at high time resolution. It was found that
ultrafast proton transfer occurs in a non-equilibrated solvent
environment. Consequently, dynamic spectral shifts of the
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Scheme 1. Reaction stages in the Eigen-Weller Model. The dashed line contains the reaction steps addressed in this work.

involved species also contribute to the time-resolved
fluorescence and transient absorption signals measured at
single wavelengths. Therefore, corrections have to be applied
to extract true PTTS population dynamics from the fluorescence
and transient absorption signals. This uncovers a reaction
mechanism in which the elementary proton transfer step is
controlled by solvent dynamics, whereas slower proton ejection
out of the solvent shell occurs exponentially in water and
alcohols.”"?? The mechanism applies in weaker acids too.*”
Considering all these studies, a most general five stage model
is envisioned for the description of intermolecular proton
transfer reactions (Scheme 1): the neat protonated acid (ROH),
the encounter/reactive complex (CPX), the hydrogen-bonded
ion pair (HBIP), the solvent-separated ion pair (SSIP) and the
fully separated ion pair (FSIP) interconvert in a broad range of
timescales in a consecutive manner. Strong spectral overlap,
vastly different timescales and fleeting populations of many
intermediates make PTTS experimentally challenging. The
problem demands broadband detection methods with high
time and spectral resolution.

The influence of the environment on the proton transfer
reaction remains unclear. Much previous work concentrates on
PTTS, where the roles of the solvent as proton acceptor and as
the environment facilitating the proton transfer reaction can
not be separated.""'*'7*) Acetate buffers were also
employed,®'” but competition of acetate ion and water as
proton acceptors complicates the analysis. A different strategy
is here followed: optical excitation of a pre-established hydro-
gen-bonded complex between a photoacid and a base should
trigger intermolecular proton transfer in a non-basic solvent.
The approach was successfully applied by a number of
groups,"??** demonstrating that such molecular systems are
ideally suited to monitor intermolecular proton transfer dynam-
ics. Under optimal conditions, optical spectra of the various
intermediates can be determined by global analysis of
fluorescence and transient absorption data. This also opens the
way to analyze temperature dependencies and obtain charac-
teristic activation parameters.

Ideally, proton-transfer complexes for intermolecular
proton transfer must fulfill a series of requirements as high
photostability and fluorescence quantum yield, high associa-
tion constants in the ground state, single complexation sites,
high spectral contrast between bound and unbound species
and be electrically neutral to favor good solubility in a broad
range of solvents. The molecular system presented in our
previous publication®” fulfills these conditions. A pyrene-
based photoacid (ROH, with pK, =4.7 and pK,* = —2.7)
binds a tri-n-octyl-phosphine oxide (TOPO) in the ground

electronic state, see Scheme 2.°°*" Excited-state proton
transfer occurs along the hydrogen-bond of the complex.
The fluorescence bandshapes of the involved species were
isolated via steady-state spectroscopy and associated solva-
tochromic analysis. Here, complementary time-resolved work
is presented. A combination of broadband ultrafast tran-
sient-absorption and time-resolved fluorescence spectro-
scopy at single wavelengths is applied. Reference spectra
from steady-state spectroscopy help to expose the under-
lying proton transfer dynamics.

2. Results

Stationary spectroscopy of all species involved in the ROH:TO-
OPO proton transfer system was analyzed in Reference [30].
UV-Vis absorption spectra of ROH (maximum at 428 nm) and
complex (441 nm) forms were measured directly in titration
experiments. The UV-Vis spectrum of the deprotonated anionic
form (564 nm) was measured in non-dried acetonitrile, where
ROH dissociates in the presence of small amounts of water.
Fluorescence spectra are, however, difficult to isolate, because
of the proton transfer reaction occurring to various extents in
different solvents. Thus, ROH emits with maximal intensity at
477 nm in extra-dry acetonitrile. Note that, in this work,
fluorescence is analyzed in the form of stimulated emission (SE)
cross-section. The latter is calculated by multiplying the
spectrally corrected fluorescence quantum distribution over
wavelengths by 1°% The deprotonated form shows very sharp
emission centered at 572 nm in the same solvent, as deter-
mined by optical excitation of the deprotonated form in the
ground state. However, the emission spectrum observed upon

R= O-CHz-CF3
R'=(CH3)7-CH3

ROH

Scheme 2. Expected molecular structure of the hydrogen bonding complex
between the pyrene photoacid (ROH) and the tri-n-octyl-phosphine oxide
base (TOPO).
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photoexcitation of the complex exhibits an involved solvent
dependence. This behavior was interpreted, first, as the result
of the proton transfer reaction in the excited state, the extent
of which is solvent dependent. Thus, the emission spectrum is
the sum of individual spectra of the hydrogen-bonded
ROH:TOPO complex and the HBIP in a ratio given by the
solvent polarity and acid-base properties. For polar solvents, as
acetonitrile, emission of the deprotonated form is also detected
(see Figure SI 3). Second, the spectral position of the individual
forms depends on solvent polarity, too. These two manifes-
tations of the solvent effect were modeled in Reference [30],
where emission maxima of 505 and 547 nm were deduced for
the complex and the HBIP forms, respectively, in acetonitrile.
The so-deduced stationary species-associated optical spectra
(SAS) are collected in Figure 1.

The transient absorption spectrum of ROH in acetonitrile
shows a blue shift of the excited-state absorption (ESA) signal
between 500 and 550 nm during the first 1 ps. The signal
decays simultaneously on the blue edge of the stimulated
emission band (SE) around 450 nm. This spectral evolution still
continues in the 10ps window but with much smaller
amplitude, Figure 2. After that, the spectrum virtually stays and
decays on the nanosecond timescale with constant shape (not
shown).

Fluorescence decay was measured in the nanosecond
timescale across the emission band in 10 nm steps by time-
correlated single-photon counting (TCSPC). The fluorescence
decay is non trivial: a three exponential function with an
additional impulsive contribution is needed to fit the data
globally, Figure 3. The impulsive contribution accounts for an
ultrafast decay of the signal on the blue edge of the emission
band, suggesting an unresolved spectral red-shift. Decay times
7,, of 0.62(9) ns and 2.1(2) ns show small overall amplitude
(< 10%). Remarkably, they show negative and positive contri-
butions, respectively, on the blue flank of the fluorescence
band, which suggests a reversible process of small amplitude
(see Supporting Information, Figure SI 4). Finally, the main
decay time is 7;=4.31(1) ns and its amplitude resembles the
spectral distribution of the stationary fluorescence spectrum.

The transient absorption of the hydrogen-bonded complex
ROH:TOPO develops on a broad time range. In the picosecond
timescale a red shifted SE band peaking initially at about
575 nm grows and blue shifts within 5 ps, see upper panel of
Figure 4. Concomitantly, an ESA band narrows, blue-shifts and
rises until it reaches its maximum at 470 nm by 5 ps delay.
These spectral changes also affect the apparent bleach
contribution on the blue side of our spectral window, which
decays and blue shifts. The spectrum shows a distinct phase in
the nanosecond timescale, where sharp isosbestic points
suggest a state-to-state interconversion. This later phase of the
excited-state dynamics is insufficiently resolved in the femto-
second transient absorption experiment.

The picosecond time-resolved fluorescence signal was
measured across the fluorescence band of the ROH:TOPO
complex in 10nm steps, see Figure5. This experiment
addresses the slow dynamics just sensed in the femtosecond
transient absorption discussed previously. It is important to

A/ nm
400 450 500 550 600 700

Neutral Form Spectra 2

absorption [III SE

N

(=4
)

Absorption (normalized)
o o
e (-]
.
o
-]
SE cross section (normalized)

/\/ \

o
N
o
N

o
o

_12 Complex Spectra 125
B absorption SE(HBIP) (9
N 4 SE 18
© E
£ 0.8 0.8 2
5 0. 8 =
£ S
S 0.6 0.6 §
§0.4 04 8
2 S
< 0.2 0.2 %

=)
=}

Anion Spectra 12
absorption [ SE

)

e
©

o
IS

Absorption (normalized)
g
SE cross section (normalized)

o
)

I

0
28 26 24 22 20
v/110% em™

Figure 1. Stationary UV-Vis absorption and fluorescence spectra of the
neutral (ROH, top panel) and deprotonated (anion RO, bottom panel) forms
in acetonitrile, as determined experimentally. All fluorescence spectra were
transformed into cross-section for SE. Emission spectra of the hydrogen-
bonded ROH:TOPO complex and the hydrogen-bonded ion pair (HBIP) are
also shown in the middle panel together with the corresponding absorption
spectrum of the complex. Both were derived from a solvatochromic analysis
of the fluorescence emission spectrum of ROH: TOPO in solvent mixtures as
shown in reference [30]. Note, excitation of the complex results in a steady-
state emission spectrum with contributions of all four shown species (see
Figure SI 3), since ROH concentration is estimated to be 3% in the ground
state. The composition of emission spectrum depends on the solvent
properties. Spectra are color-coded as indicated by the corresponding
legends in each panel.

note that, at the TOPO concentration of 30 mM, about 3% of
the ground-state population still remains as free ROH. For the
excited state, this ratio is further modulated by the excitation
wavelength and the corresponding extinction coefficients of
the two species. This means that ROH emission is expected to
contribute significantly at wavelengths below 480 nm. There-
fore, fourteen different wavelengths between 490 and 620 nm
were fitted globally, in order to avoid contamination of proton
transfer dynamics in the ROH:TOPO complex by residual
emission of the free ROH form. A complex spectral dependence
is observed. Three-exponential functions were used. An
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Alnm of the three exponentials are summarized next, Figure 6. First,
G20 450 500 550 600 700 the impulsive component is consistent with an spectral broad-

AA/107°

delay / ps

ening occurring at earliest time. Next, between impulsive and
ns stages, an intermediate small-amplitude time constant 7, of
0.58(3) ns is deduced. Finally, decay components 7,; of
4.65(2) ns and 6.09(6) ns were determined. The corresponding
spectral amplitudes, the DAS, are shown in Figure 6. Remark-
ably, 7; matches the decay time of the deprotonated form in

delay :‘: pure acetonitrile: 6.15 ns.?” Furthermore, its associated ampli-
02 tude matches the SE bandshape of RO", indicating that the
03 latter is formed non-reversibly in the excited-state.
?:g The time-resolved fluorescence signal of the ROH:TOPO

complex was analyzed separately in the range between 440
and 480 nm. As stated above, residual emission of free ROH is
expected here (FiguresSI 3, 7 and 14). This spectral area
overlaps the absorption spectrum of the complex too (see
Figure 1, middle panel). Five wavelengths were fitted globally
(Figures SI 5 and 6). This results in decay times 7,_, of 3.3(1) and
4.56(4) ns. Remarkably, the decay times and the spectral
distribution (see Figure SI 6) resemble those deduced for the

1:2 ROH form in acetonitrile (Figure SI 4), suggesting that emission

—20 at wavelengths shorter than 490 nm stems mostly from the

s gig free ROH form. In support, the normalized y? values obtained

for the global fits increase slightly at around 490 nm, where an

2;’103 1?1 18 14 approximate border between the blue emitting free ROH form
v cm

Figure 2. Transient absorption signal of the photoacid ROH measured in
acetonitrile at magic angle polarization (4,,. =410 nm). The upper panel
shows the evolution during the first 1 ps, while the lower panel addresses
the next 8 ps. The time delays are indicated by the legend. Gray-filled areas
show normalized negative absorption of the photoacid (BL) and its
fluorescence bandshape converted to cross-section of stimulated emission
(SE), as indicated by the labels.

impulsive component following the instrument response
function in time was considered too. The spectral distributions

and the red-shifted ROH:TOPO complex emission may be
traced. See section 7 of the Supporting Information for further
details.

Summarizing, complexation with TOPO induces prominent
spectral dynamics spanning the femtosecond to nanosecond
timescale, as observed by broadband femtosecond transient
absorption spectroscopy. The signature of the RO~ form is
identified clearly at late times but slow dynamics could not be
resolved faithfully due to insufficient time coverage in the
transient absorption experiment. Complementary TCSPC meas-
urements are not precise enough to capture ultrafast dynamics
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Figure 3. Exemplary TCSPC fluorescence decay traces of ROH in acetonitrile at the indicated wavelengths. The traces were globally fitted to three exponential
functions (black solid lines) convoluted with the IRF (black dots). The right panels show exemplary the residual distributions for selected wavelengths with
indication of the normalized y? values.
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Al nm but, in turn, expose undoubtedly slower irreversible dynamics
525 0 500 550 60 700 involving the anionic species. This rules out geminate recombi-
delay / ps nation in the excited state, the only protonation process
0.1 conceivable at acid concentrations in the molar range. We

10 0.2
a 03 discuss in the following global analysis addressing transient
?g absorption and fluorescence time-resolved data to model
50 reaction dynamics, extract characteristic rate constants and
species-associated spectra of the molecular structures contribu-

— ting to the proton-transfer reaction.
3. Discussion
15

delay / ns Proton transfer dynamics of the ROH:TOPO complex was
10 g ‘1’2 ] traced with TA measurements on the 10 ps, 1 ns and 8 ns time
20 windows. The three datasets were analyzed globally with a
® s three-exponential function, for which decay times are treated
? as global parameters and amplitudes are optimized locally. The
< \ resulting decay times 7,; are 0.82(1) ps, 31.5(2) ps and
9 4.93(3) ns (see Figure SI 8-12). A consecutive kinetic model was
. | assumed and the Species-Associated-Difference-Spectra (SADS)
) N4 were calculated analytically. The general procedure was
- previously described in Reference [24] and it is briefly sketched
'1024 % 20 18 16 14 in the SI (section 1). The so-obtained SADS are shown in

v110%cm’! Figure 7 exemplary for two sets of data and in Figure SI 12 for
all three datasets. Comparison with SE spectra extracted from

Figure 4. Femtosecond transient absorption spectra of the complex i . 3
ROM:TOPO in acetonitrile (4,,, 410 nm). The upper panel shows the stgady stat'e fluorescence measurements, discloses the under-
spectral evolution in the 5 ps time window at the delay times indicated in lying reaction steps.

the legend. Later spectral changes are delayed until the ns time scale (lower On a few picosecond timescale, a SE band rises around

panel). The gray-filled areas show normalized BL and SE bands obtained

from the stationary absorption and fluorescence spectra of the ROH: TOPO 540 nm (Figure f"' tOR panel). The FSA band ‘peak!ng at‘ ab,OUt
complex in acetonitrile. See also Figure SI 3 for a spectral decomposition of 475nm at earliest time, blue shifts and rises in this time
the SE band. window too. This strong increase of ESA and SE signals cannot

be due to a growing excited state population because it occurs
much slower than the time duration of the excitation pulse (see
Figure SI 2). Instead, spectral changes either affecting oscillator
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Figure 5. Time-resolved fluorescence decay of the ROH:TOPO complex measured at the indicated wavelengths in acetonitrile. The curves were fitted globally
with a three-exponential function (black solid lines) convoluted with the instrument response function (IRF, black dots). The fitted decay times are shown in
the inset. The panels on the right show the residuals distributions for some selected examples with indication of the normalized local %* values corresponding
to each wavelength.
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obtained in the three-exponential global fit of the time-resolved
fluorescence, as indicated in the legend (top panel). Note that the impulsive
contribution (IRF) was multiplied by —1. The background amplitude (bg) is
also shown for completeness. The latter contributes negligibly and shows no
spectral dependence. Steady-state absorption (cyan-filled curve) and SE
(gray-filled curve) bandshapes are shown in the background for comparison.
The DAS have been converted to cross-section of SE for consistency. The
bottom panel shows the species-associated spectra (SAS) under the
assumption of a consecutive kinetic model (see Sl section 1 for details). Light
blue, dark blue and light green spectra are assigned to the HBIP, which thus
evolves in time in the nanosecond timescale. Note that the legend only
refers to the dark blue spectrum for simplicity. Stationary absorption and SE
bandshapes are shown as filled curves for comparison.

strength or band overlap have to be invoked. Inspection of the
SE bandshapes deduced for the complex and the HBIP suggests
that the transformation of the complex into HBIP could be
behind the observed behavior. Thus, decay of the complex SE
(which bears negative sign and is shown as a green-filled
bandshape in Figure 7) may at least qualitatively explain the
rise of the ESA band and its blue shift. Concomitantly, rise of
the HBIP SE band would naturally explain the increase of
negative signal around 550 nm. A more quantitative analysis
would demand knowledge about the spectral shape of the
overlapping ESA band, which is not available. Despite, the
process occurring with a time constant of 0.82(2) ps can be
assigned to the intermolecular proton transfer reaction in the
electronically-excited hydrogen-bonded complex. Since the
spectral changes concentrate on the SE signals, while all other
contributions remain essentially unaffected, proton transfer is
most probably adiabatic, i.e. occurs on the same excited
electronic surface.
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Figure 7. Species-Associated Difference Spectra (SADS) obtained from a
global fit of three transient absorption datasets in the 10 ps, 1 ns (results not
shown) and 8 ns timescales. The decay times were fitted as global
parameters. The top frame shows the SADS for the measurements in the

10 ps timescale, scanned linearly with 20 fs steps. The bottom panel shows
the SADS determined on the 8 ns timescale with logarithmic sampling of the
pump-probe delay. Spectral assignment is indicated in the legend. Results
for the 1 ns timescale are fully consistent with the data presented here (see
Figure Sl 12). Filled-spectra are SE bandshapes obtained from solvatochro-
mic analysis of stationary fluorescence and are shown for comparison. The
dotted lines trace the spectral flanks covered by overlapping spectra. See
Reference [30] for further details.

Remarkably, the SE bandshapes shown in the top panel of
Figure 7 were obtained by spectral decomposition and solvato-
chromic analysis of the stationary fluorescence spectra of the
ROH:TOPO complex in an ample number of solvents.®” This
affords polarity-dependent SE spectra of complex and HBIP.
The SE bandshapes match the positions of the SE bands in the
TA spectra almost perfectly, which is taken as further
confirmation of the solvatochromic analysis performed in our
previous publication.®”

The attention is now turned to the time-constant of the
intermolecular proton transfer, 7,=0.82(2) ps. The solvation
response of acetonitrile was resolved by Ernsting and co-
workers,”? and was addressed later on in connection with
intramolecular electron transfer.*” These authors concluded a
biphasic acetonitrile response with characteristic times of 70 fs
and 0.60 ps, consistent with previous measurements.** There-
fore, the close resemblance of the proton transfer rate constant
and the slowest solvation component (0.82(2) ps versus 0.60 ps,
respectively) indicates that the proton transfer reaction may
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occur under solvent control.?'*! Further, earliest contribution
of the HBIP SE band would result from proton transfer during
the ultrafast solvent relaxation component (60 fs), which
remains unresolved in our experiment. In support, the spectral
evolution of the transient absorption signal at delays when
pump and probe pulses overlap is shown in Figure SI 13. These
spectra show neither clear SE of the complex nor ESA at the
leading edge of the pump pulse. Since SE must be present at
earliest time after optical excitation via a dipole-allowed
transition of the complex, one concludes that negative SE of
the complex and positive ESA cancel out almost perfectly. As
time increases, the ESA band develops and shows an earliest
maximum at around 500 nm, suggesting that the underlying
complex SE band decays. A red shifted SE band develops
simultaneously at about 600 nm. Both bands continue to blue
shift and grow as the pump pulse fades out. Thus, the spectral
evolution resolved in the sub-picosecond timescale sets in at
even faster timescales and is compatible with solvent con-
trolled PT during the ultrafast component of solvent relaxation.
While ultrafast stages of the process could not be time-
resolved, observation of HBIP fluorescence at earliest time
suggests that part of the ESPT reaction takes place on
timescales compatible with the inertial part of the solvent
relaxation function. Summarizing, intermolecular adiabatic
proton transfer is demonstrated for the hydrogen-bonded
ROH:TOPO complex and is consistent with ESPT occurring
under solvent control.

Succeeding dynamics implies a further increase (10-20%)
of the ESA and SE features of the transient spectrum. This
occurs with a time constant 7, of 31.5(2) ps. The spectral
evolution appears to be a continuation of the ultrafast stages
analyzed above and is understood as an additional, slower
transfer of population towards the HBIP configuration. It is
however unclear at this stage which coordinate may explain
this slower dynamics. Vibrational cooling is expected to occur
after the PT reaction but the 31.5(2) ps time constant seems to
be long for vibrational cooling.”*® Troe and co-workers
reported a similarly high 20 ps cooling time constant for
internal conversion of azulene in the halogenated solvent 1,1,2-
trichloro-trifluoro-ethane,*” suggesting that the halogenated
alkyl side chains of ROH and TOPO decelerate to some extent
energy transfer to the solvent. Alternatively, this time constant
could result from reorientation of the hydrogen bond in
complexes with unfavorable donor-acceptor (i.e. acid-base)
geometries. However, it is conceivable that various unresolved
processes hide behind this later small-amplitude stage for
which a phenomeological time constant of 31.5(2) ps is
deduced. Once this stage is completed, after ca. 50 ps delay,
the spectrum stays practically constant until the nanosecond
timescale, where signal decays and additional spectral changes
are observed.

The global analysis on the 8ns timescale reveals the
increase of the characteristic SE of the anion with a time
constant 7; of 4.93(3) ns. In this experiment, which scans delay
times up to 8 ns, the contribution of the anion is obtained in a
mixture with the HBIP, see lower panel of Figure 7. The later
spectrum is resolved as a non-decaying component as the

result of insufficient time coverage. To address this later stage
of the process, picosecond-resolved fluorescence measure-
ments were analyzed globally (see Figures 5 and 6). Remark-
ably, the fit shows main contributions for decay times of 4.65(2)
and 6.09(6) ns. Two important observations are here under-
lined. First, the 4.65(2) ns component matches 7;, the longest
component detected in the TA experiment, while 7,=6.09(6) ns
mirrors the fluorescence decay time of the anionic form .
Second, the spectral amplitude associated to 7,=6.09(6) ns in
the time-resolved fluorescence matches the fluorescence
spectrum of the anionic form too. Both observations confirm
deprotonation of ROH in the ROH:TOPO complex, i.e. formation
of the SSIP or FSIP in a process where no indication of
geminate recombination could be found for the deprotonated
form in the excited state.

We summarize the most important elements of the
mechanism deduced up to now. Analysis of TA has demon-
strated that, first, formation of the HBIP occurs in several stages
extending from the femtosecond to 50 ps time window. During
this full timescale no SE of the complex could be clearly
detected because of the spectral overlap with the strong ESA
band peaking at 470 nm at later times. Thus, it remains unclear
whether complex SE disappeared completely in the 50 ps time
window or some rest of it could still be hidden behind the
strong ESA, as the shoulder of the SE spectrum at 475 nm
suggests (Figure 6). Second, formation of the anion occurs in
the nanosecond timescale with a time constant z; of 4.93(3) ns.
The decay of the anion population remains unresolved in the
TA experiment, but time-resolved fluorescence indicates that it
is formed with a time constant of 4.65(2) ns and decays with a
time constant z, of 6.09(6) ns. Formation and decay of RO~ are
irreversible.

The analysis of the time-resolved fluorescence spectra is
performed by spectral decomposition with the SAS deduced
for the ROH, complex, HBIP and RO~ forms in reference [30].
Alternatively, a multiexponential fit might be used. Under the
assumption of a consecutive kinetic model, the DAS would be
converted into SAS (Figure 6). However, this latter method
becomes unreliable in this case. It is affected by overlapping
signals of the free ROH and the dissociating complex, which
show comparable decay times and are thus very difficult to
disentangle. This can be overcome by a time-dependent
decomposition of the fluorescence spectra, from which time-
dependent concentrations of all species are obtained, as it is
discussed next (Figure 8). For this purpose, reconstructed
fluorescence spectra were converted into SE cross-section and
fitted at each delay time to a linear combination of the SE
spectra of ROH, complex, HBIP and anion. The fits are excellent
and answer the questions still open from the femtosecond TA
analysis: a) unbound fluorescence of the ROH form is dominant
below 480 nm and detectable up to at least 550 nm; b)
fluorescence of the complex is non negligible in the nano-
second timescale and finally, ) complex and HBIP appear to be
in constant ratio (Figure 9).

Time-dependent contributions to the TRES spectra were
fitted to biexponential functions. Results are shown in
Figure 9. The leading edge of the pump pulse is ignored
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Figure 8. Spectral decomposition of the time-resolved fluorescence spectra,
converted to SE cross section, as a linear combination of the basis spectra of
the ROH, Complex, HBIP and RO~ forms. Delay times and contributions of
the corresponding species are indicated in the legend.

since the fits are affected by the weak amplitude of the
signal, the wavelength-dependent time-shift of the instru-
ment response function and the use of SAS determined from
stationary spectroscopy,®” which may not be adequate for
early times. The contribution of the anionic form evolves
biexponentially with decay times of 4(2) ns and 7(4) ns. Note
the much higher error in the decay time constants when
fitting the contributions to the TRES data. Importantly, both
exponential amplitudes are equal and bear opposite signs,
confirming that the anion builds up in the excited state in an
irreversible manner. The small negative dip at early times is
seen as an artifact, due to minor shortcomings of the SAS for
this timescale. HBIP evolves essentially monoexponentially
with a time constant of 5(2) ns coincidental with the build-
up time of the anionic form and thus demonstrating that the

HBIP is the precursor of the anion. The ROH form evolves
biexponentially too and the decay times of 3(2)ns and
4(2) ns. The latter and their associated amplitudes are some-
what coincidental with those deduced for ROH in pure
acetonitrile (see Figure 3 and Figures SI 4 and 7), strongly
suggesting that the dynamics of the ROH form is not affected
by the presence of free TOPO, i.e. free ROH form contributes
to the TRES data of the complex. Last, the complex
contribution shows a biexponential evolution with decay
times of 3(3) ns and 5(2) ns. The decay times are coincidental
with those obtained for the ROH form, which can be taken as
an indication of a reversible process connecting ROH and the
complex. This is improbable: first, as already pointed out, the
ROH form follows the same dynamics as already found in
pure acetonitrile; second, if the complex would evolve
biexponentially, much more involved dynamics should be
observed for the PT reaction products HBIP and anion,
contrary to observation. Therefore, we conclude that: a)
complexation of free ROH in the excited-state lifetime can be
excluded and b) the biexponential behavior suggested by
the fit of the complex contribution in Figure 9 is an artifact
resulting from the entanglement of complex and ROH form
contributions, which overlap strongly spectrally and in time.
Remarkably, the contributions of complex and HBIP are
found to be in constant ratio already at the trailing edge of
the 100 ps excitation pulse, indicating that an equilibrium
between complex and HBIP is established. Assuming that the
cross-sections for SE of complex and HBIP are approximately
the same, an excited-state equilibrium  constant
Koy = [[HCBT'X? ~ 1.2 is estimated.

One last point to discuss is the fate of the anionic RO~
form and whether it is observed as SSIP or FSIP. The question
can be answered semiquantitatively by analysis of TA data in
the late nanosecond timescale. See Figure 10, where TA
spectra averaged over 1 ns are shown. The transient spec-
trum at 100 ns delay shows the contribution of the ground-
state anionic form, which remains long-living after deproto-
nation in the excited electronic state. It is expected that any
RO~ in the form of SSIP immediately reprotonates in the
ground state (on this timescale), so that long-living transient
concentration of the ground state RO~ form is assigned to
the FSIP. Consequently, the transient absorption at 100 ns
delay would actually correspond to FSIP and is proportional
to epo - [RO |- Ppgp. Here, &40 is the molar absorption
coefficient of RO~, [RO7] is the molar concentration of RO~
reaching the ground state as result of the ESPT reaction,
either as SSIP or FSIP, and @, is the quantum yield for the
formation of the FSIP. Similarly, the transient absorption at
1 ns delay is assigned to the equilibrium distribution of CPX
and HBIP forms in the excited state. Note that this delay is
essentially prior to the ESPT reaction. Semiquantitatively, one
may assume that the oscillator strength of S, — S, SE is the
same as that for S, — S, absorption, for CPX and HBIP. Thus,
the SE signal at 1 ns delay (Figure 10) is proportional to
Ecpx* ([CPX*]1+ [HBIP*]). Note that &y corresponds to the
ground-state absorption but it is assumed to be the same as
that for SE in the S, state. Next, from the analysis of the linear
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Figure 10. Transient absorption of complex in acetonitrile measured in the
nanosecond timescale. Delay times are indicated in the legend. The
stationary absorption spectrum of the deprotonated form is shown as a
gray-filled curve. The excitation wavelength was tuned to 410 nm.

absorption spectra of the anion and the complex in the
lowest energy absorption band, a ratio of maximal molar
absorption coefficients of ‘. = S20dmmol am |y 3 3 g de.

mer = 20530 dm? mol ' cm

duced. Therefore, the ratio between the transient absorption

at 564 nm and 100 ns delay and the SE signal at 540 nm and
1 ns delay reads ~ﬁ%ﬁﬁf‘%’m—, . This quantity is approx-
imately §2 0.1 (see Figure 10). Therefore, since the photo-
dissociation  quantum  yield is found to be
Dy = W%ﬂ =0.3+0.6 (see Supporting Information,
section 2), the TA ratio becomes
2401= i(L o - Prsp A 33+ (0.3 £0.6) - Drgp. This
leads to an estimated quantum yield for the formation of the
excited-state FSIP of (0.4+0.9). While this estimate is
affected by large errors, the recapture of the proton by the
left negative charge is consistent with previous findings in
anti-bunching experiments in dimethylsulfoxide,"® suggest-
ing that solvent properties may not only affect the photo-
dissociation rate, the composition of the ensuing complex/
HBIP equilibrium but also the amount of free conjugated
base formed too.

Once the behavior of the complex has been discussed,
the time-resolved spectroscopy of the photoacid ROH in
pure acetonitrile is briefly considered (Figures 2 and 3). The
transient spectra evolve during the timescale of solvent
relaxation, 1 ps. This evolution mirrors the one discussed for
the ROH:TOPO complex: a SE band assigned to a ROH:
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acetonitrile hydrogen-bonded complex develops at about
600 nm and the prominent ESA band first decays and then
blue shifts in the 8 ps timescale. The spectrum remains
essentially constant afterwards. In light of the discussion
above, formation of the HBIP is deduced. The amplitude of
the HBIP SE band is however much smaller than in the
ROH:TOPO case and no indication of anion formation could
be found. Therefore, proton transfer continues to occur
under solvent control in pure acetonitrile but the complex/
HBIP equilibrium is strongly shifted towards the complex
side as consequence of the lower proton affinity of
acetonitrile as complexation partner as compared to TOPO.
This also prevents anion formation. Despite all efforts to
reduce water content in acetonitrile, it remains open
whether formation of HBIP in “pure” acetonitrile occurs via
water traces in the solvent.

4, Conclusions

The photoinduced intermolecular proton transfer reaction in
the photoacid-TOPO complex depicted in Scheme 2 was
studied with the help of broadband femtosecond transient
absorption and picosecond-resolved fluorescence at single
wavelengths in acetonitrile. Results are interpreted with the
help of global analysis and stimulated emission bandshapes
isolated from stationary fluorescence spectra in a series of
solvents.”” The following picture emerges (Scheme 3): Photo-
excitation of the complex triggers the proton transfer reaction,
which occurs under solvent control in the sub-picosecond
timescale. A quasi-equilibrium between the complex and the
HBIP is established with an estimated constant K,; of 1.2. This
leads to the formation of the deprotonated form with a
characteristic time constant of 4.65(2) ns. The latter is however
the time constant accounting for the decay of the equilibrium
populations of complex and HBIP. Under consideration of the
equilibrium constant and the estimated decay times of both
species, a microscopic time constant of about 13 ns for the
dissociation of HBIP and the formation of RO is expected. The
corresponding quantum yield is in the order of 30%. Finally,
analysis of the long-living population of the anion form in the
ground state suggests that about 40% of the anion molecules
evolve towards the FSIP in the excited state. The majority of ion
pairs seems to recombine.

This work discussed a set of experimental and analytical
tools to address solvent effects on the dynamics of intermo-
lecular proton transfer. The various stages of the intermolecular

R-OH---B solvent-controlled

(sub-ps)
[ N\

Ker=12
[R-OH--B = R-G--"H-B]

l4ns lGns

proton transfer reaction analyzed here extend from the femto-
second to the nanosecond timescale. Data interpretation is
strongly hindered by the presence of free ROH form on the one
hand, and by the spectral overlap of strong ESA and SE of the
complex, on the other. Both factors prevent a complete
elucidation of the ROH:TOPO decay dynamics and quantifica-
tion of the complex/HBIP equilibrium populations. This also
affects quantification of the quantum yield for the formation of
the SSIP and thus the assessment of the quantum yield for the
formation of the FSIP. Therefore, further experiments should
aim to a better photoselection of the complex and higher
spectro-temporal  resolution ~ with  precise  broadband
fluorescence as the method of choice. In spite of those
limitations, the equilibrium between the complex and HBIP is
demonstrated. The latter is established within a few pico-
seconds and decays in the nanosecond timescale. This opens a
broad time window to address the molecular structure of both
intermediates with the help of vibrational spectroscopy, in
particular, to understand whether proton’s wavefunction shows
bound or delocalized character.

To close, this work highlights the various levels at which
solvent properties affect intermolecular proton transfer. They
control the rate at which intrinsic proton transfer of strong
photoacids takes place. They also influence the equilibrium
populations of the complex and the HBIP, the dissociation of
the HBIP to generate the SSIP and the escape probability of the
conjugated acid to form the FSIP. All these effects condition
the overall quantum yield of the proton transfer reaction.

Experimental Section

Sample Preparation. The photoacid tris-(2',2",2"-trifluoroethyl)-8-
hydroxypyrene-1,3,6-trisulfonate (ROH) was prepared starting from
8-hydroxypyrene-1,3,6-trisulfonate (HPTS) as described in Reference
[31]. Acetonitrile (Acros Organics, 99.9% extra-dry, water content
<0.001%), trifluoroacetic acid (TFA, Sigma-Aldrich, >99% anhy-
drous, water content <0.05%) and tri-n-octylphosphine oxide
(TOPO, Acros Organics, 99%) were used as received. Further
purification of acetonitrile or handling under inert gas atmosphere
showed no difference in the absorption and fluorescence spectra.
The water content in the solutions here investigated is estimated
to be at most 0.6 uM as deduced from the detection limit of the
used Karl-Fischer titration.

For the steady-state spectra, solutions with 3 uM of photoacid
ROH in extra-dry acetonitrile were prepared. Additionally, 30 mM
TOPO were added for the complex solutions to ensure a
complexation of the photoacid >97%.%” To compensate for
water impurities and to shift the ground state equilibrium of the
photoacid to the ROH form, 300 uM TFA were added to the

13 ns - + ~6ns - +
> R-O-*(sow.)n*-H B — R-O + HB
biss = 30% brsip = 40%
6ns 6ns

Scheme 3. Mechanism proposed for the photodissociation reaction of the ROH:TOPO complex in acetonitrile. Estimated time constants, excited-state

equilibrium constant and quantum yields are indicated.
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extra-dry acetonitrile. As shown before, trifluoroacetate does not
serve as an ligand in polar solvents.®” The solutions for the time-
resolved fluorescence spectra and transient absorption measure-
ments were prepared analogous but with a dye concentration of
18 uM and 300 pM, respectively. Optical spectra of the deproto-
nated form RO~ were determined in a ROH solution of non-dried
acetonitrile (Fisher-Scientific, 99.9%).

Stationary Optical Spectroscopy. UV-Vis absorption spectra were
measured with a Jasco V 650 spectrometer. A Jasco FP 6500
spectrofluorometer was used to obtain the fluorescence spectra.
The latter were corrected for experimental factors with the function
supplied by the manufacturer. The correction function was
specifically tailored to our fluorometer.

Time-resolved fluorescence. Time-resolved fluorescence measure-
ments were performed by the time-correlated single-photon
counting (TCSPC) technique in an Edinburgh Instruments LifeSpec
Il system with 375 nm excitation (EPL-375), right angle geometry
and at magic-angle polarization. Emitted fluorescence is spectrally
selected with a double subtractive spectrometer and detected with
a MCP-PMT. The instrument response function (FWHM) is about
100 ps broad, from which a time-resolution of 10 to 20 ps is
estimated after deconvolution. 1 cm-thick quartz cuvettes (Starna)
were used.

Femtosecond Broadband Transient Absorption Spectroscopy. Transi-
ent absorption measurements were performed in a 2 mm-thick
quartz cells (Starna) and under continuous stirring. Optical
excitation was performed with a tunable ~100fs laser pulse
delivered by a commercial parametric amplifier (TOPAS Prime,
Light Conversion), which was pumped with the fundamental of a
Ti:Sa amplified laser system (Coherent Astrella F-5K). Transient
absorption was measured with the Helios spectrograph (Ultrafast
Systems) for parallel, perpendicular and magic angle pump-probe
polarizations. The information was used to double-check complex-
ation of ROH and TOPO: the rotational diffusion time obtained in
anisotropy measurements increases from 62 ps in ROH to 121 ps in
ROH:TOPO, indicating a larger hydrodynamic volume for the
complex (Figure SI 15).°” For the nanosecond to microsecond
timescale, the EOS Spectrograph (Ultrafast Systems) was used. We
provide here only a brief account of the main experimental
parameters. A thorough description is given in Reference [40]. The
excitation pulse was tuned to 410 nm for the photoacid and the
complex. Typically, 100 nJ to 250 nJ pump energies were employed
with pump spot sizes on the order of 250 um from which fluences
on the range of 2x10~* Jem ™ result. A white-light continuum was
generated on a sapphire substrate and used as probe. Data
registration is performed at 4 kHz repetition rate with independent
signal and reference spectrographs. Pump-probe time delays were
varied with a high-speed computer-controlled linear translation
stage (Thorlabs DDS300) combined with reflective optics for path
multiplication. The average pump-probe cross-correlation amounts
to 100 fs in this experiment. Spectra were corrected for the chirp of
the white-light continuum.

Acknowledgments

The authors thank Prof. Dr. Karsten Heyne (Institut fiir Experi-
ementelle Physik, Freie Universitdt Berlin, Germany), Prof. Dr.
Marcus Motzkus (deceased on January 5, 2020) and Dr. Tiago
Buckup (both at Physikalisch-Chemisches Institut, Universitdt
Heidelberg, Germany) for support at the various stages of the
project. This work was financed via the project JU650/8-1 and the
Collaborative Research Center SFB 1078 (Project B7) of the

Deutsche Forschungsgemeinschaft (DFG). We thank Viktoria Kiefer
(Universitdt des Saarlandes, Germany) and Prof. Dr. Manuel
Mosquera (Universidade de Santiago de Compostela, Spain) for a
critical reading of the manuscript. Open Access funding enabled
and organized by Projekt DEAL.

Conflict of Interest

The authors declare no conflict of interest.

Keywords: Eigen-Weller model - excited states - proton
transfer - solvent relaxation - transient absorption spectroscopy

[1] K. Weber, Z. Phys. Chem. 1931, 15, 18-44.

[2] T. Forster, Z. Elektrochem. 1950, 54, 42-46.

[3] M. Eigen, Angew. Chem. Int. Ed. 1964, 3(1), 1-19.

[4] A. Weller, Z. Elektrochem. 1952, 56, 662-668.

[5] A. Weller, Z. Elektrochem. 1954, 58, 849-853.

[6] A.Weller, Z. Phys. Chem. (Muenchen Ger.) 1958, 17, 224-245.

[7] A. Weller, Progress in Reaction Kinetics. Pergamon Press, London, 1961.

[8] M. Rini, B.-Z. Magnes, E. Pines, E. T. J. Nibbering, Science 2003, 307, 349-
352

[9] M. Rini, D. Pines, B.-Z. Magnes, E. Pines, E. T. J. Nibbering, J. Chem. Phys.
2004, 721(19), 9593-9610.

[10] O.F. Mohammed, D. Pines, J. Dreyer, E. Pines, E. T. J. Nibbering, Science
2005, 310(5745), 83-86.

[11] D.B. Spry, A. Goun, M. D. Fayer, J. Phys. Chem. A 2007, 111(2), 230-237.

[12] W. Liu, F. Han, C. Smith, C. Fang, J. Phys. Chem. B 2012, 116(35), 10535-
10550.

[13] F. Han, W. Liu, C. Fang, Chem. Phys. 2013, 422, 204-219.

[14] P.Verma, A. Rosspeintner, B. Dereka, E. Vauthey, T. Kumpulainen, Chem.
Sci. 2020, 11(30), 7963-7971.

[15] E. Pines, D. Huppert, N. Agmon, J. Chem. Phys. 1988, 88(9), 5620-5630.

[16] R. Gepshtein, P. Leiderman, L. Genosar, D. Huppert, J. Phys. Chem. A
2005, 109(42), 9674-9684.

[17] P. Leiderman, L. Genosar, D. Huppert, J. Phys. Chem. A 2005, 109(27),
5965-5977.

[18] M. Vester, A. Grueter, B. Finkler, R. Becker, G. Jung, Phys. Chem. Chem.
Phys. 2016, 18, 10281-10288.

[19] T. Kumpulainen, B. H. Bakker, A. M. Brouwer, Phys. Chem. Chem. Phys.
2015, 17(32), 20715-20724.

[20] T. Kumpulainen, A. M. Brouwer, Phys. Chem. Chem. Phys. 2012, 14(37),
13019-13026.

[21] J. L. Pérez-Lustres, F. Rodriguez-Prieto, M. Mosquera, T. A. Senyushkina,
N. P. Ernsting, S. A. Kovalenko, J. Am. Chem. Soc. 2007, 129(17), 5408-
5418.

[22] M. Veiga-Gutierrez, A. Brenlla, C.C. Blanco, B. Fernandez, S.A.
Kovalenko, F. Rodriguez-Prieto, M. Mosquera, J. L. Pérez-Lustres, J. Phys.
Chem. B 2013, 117(45), 14065-14078.

[23] T. Kumpulainen, A. Rosspeintner, B. Dereka, E. Vauthey, J. Phys. Chem.
Lett. 2017, 8, 4516-4521.

[24] A. Brenlla, M. Veiga Gutiérrez, M. C. Rios Rodriguez, F. Rodriguez-Prieto,
M. Mosquera, J. L. Pérez Lustres, J. Phys. Chem. Lett. 2014, 5(6), 989-994.

[25] Z. Qu, P. Li, X. Zhang, E. Wang, Y. Wang, P. Zhou, J. Lumin. 2016, 177,
197-203.

[26] J. C. Penedo, M. Mosquera, F. Rodriguez-Prieto, J. Phys. Chem. A 2000,
104(32), 7429-7441.

[27] L. Biczok, P. Valat, V. Wintgens, Photochem. Photobiol. Sci. 2003, 2(3),
230-235.

[28] Y. M. Lee, S-Y. Park, H. Kim, T.G. Kim, O.-H. Kwon, Methods Appl.
Fluoresc. 2016, 4(2), 24004.

[29] P. Verma, A. Rosspeintner, T. Kumpulainen, RSC Adv. 2020, 10, 23682~
23689.

[30] A. Grandjean, J. L. Pérez Lustres, S. Muth, D. Maus, G. Jung, J. Phys.
Chem. Lett. 2021, 12(6), 1683-1689.

[31] B. Finkler, C. Spies, M. Vester, F. Walte, K. Omlor, I. Riemann, M. Zimmer,
F. Stracke, M. Gerhards, G. Jung, Photochem. Photobiol. Sci. 2014, 13(3),
548-562.

ChemPhotoChem 2021, 5,1094-1105  www.chemphotochem.org 1104 © 2021 The Authors. ChemPhotoChem published by Wiley-VCH GmbH

Reprinted with permission from A. Grandjean, J. L. Pérez Lustres, G. Jung, ChemPhotoChem 2021, 5, 1094-1105.
Copyright 2021 The Authors. ChemPhotoChem published by Wiley-VCH Verlag GmbH. DOI: 10.1002/cptc.202100177

154



Chemistry

Articles Europe
ChemPhotoChem doi.org/10.1002/cptc.202100177 Socrvies Pasioteng

[32] J.B. Birks, Photophysics of aromatic molecules / John B. Birks. Wiley [39] D. Schwarzer, C. Hanisch, P. Kutne, J. Troe, J. Phys. Chem. A 2002,

monographs in chemical physics. Wiley, London, 1970. 106(35), 8019-8028.
[33] J. Ruthmann, S.A. Kovalenko, N.P. Ernsting, D. Ouw, J. Chem. Phys. [40] N. Alagna, J. L. P. Lustres, N. Wollscheid, Q. Q. Luo, J. Han, A. Dreuw,
1998, 109(13), 5466-5468. F. L. Geyer, V. Brosius, U.H.F. Bunz, T. Buckup, M. Motzkus, J. Phys.
[34] S.A. Kovalenko, J.L. Pérez Lustres, N.P. Ernsting, W. Rettig, J. Phys. Chem. B 2019, 123(50), 10780-10793.

Chem. A 2003, 107(48), 10228-10232.

[35] M.L. Horng, J. A. Gardecki, A. Papazyan, M. Maroncelli, J. Phys. Chem.
1995, 99(48), 17311-17337.

[36] S.A. Kovalenko, R. Schanz, V. M. Farztdinov, H. Hennig, N.P. Ernsting,

Chem. Phys. Lett. 2000, 323(3-4), 312-322. Manuscript received: August 20, 2021
[37] V.M. Farztdinov, R. Schanz, S.A. Kovalenko, N.P. Ernsting, J. Phys. Revised manuscript received: September 28, 2021
Chem. A 2000, 104(49), 11486-11496. Accepted manuscript online: September 29, 2021

(38] P. Hamm, S. M. Ohline, W. Zinth, J. Chem. Phys. 1997, 106(2), 519-529. Version of record online: November 8, 2021

ChemPhotoChem 2021, 5,1094-1105  www.chemphotochem.org 1105 © 2021 The Authors. ChemPhotoChem published by Wiley-VCH GmbH

Reprinted with permission from A. Grandjean, J. L. Pérez Lustres, G. Jung, ChemPhotoChem 2021, 5, 1094-1105.
Copyright 2021 The Authors. ChemPhotoChem published by Wiley-VCH Verlag GmbH. DOI: 10.1002/cptc.202100177

155



ChemPhotoChem

Supporting Information

Solvent-Controlled Intermolecular Proton-Transfer Follows
an Irreversible Eigen-Weller Model from fs to ns

Alexander Grandjean, J. Luis Pérez Lustres,* and Gregor Jung*

Reprinted with permission from A. Grandjean, J. L. Pérez Lustres, G. Jung, ChemPhotoChem 2021, 5, 1094-1105.
Copyright 2021 The Authors. ChemPhotoChem published by Wiley-VCH Verlag GmbH. DOI: 10.1002/cptc.202100177

156



Contents

1

9

Relationship between Species Associated Spectra (SAS) and
Decay Associated Spectra (DAS)

Degree of Dissociation
Time-Dependence of the Transient Absorption Band Integral

Spectral Decomposition of the Stationary Fluorescence Spec-
trum of the Complex

Global Fit of the Time-Resolved Fluorescence of ROH in Ace-
tonitrile

Global Fit of the Time-Resolved Fluorescence of the Complex
in Acetonitrile

Comparison of TRES Contributions of the Complex and ROH
Fluorescence Decay

Global Fit of the Transient Absorption of the Complex in Ace-
tonitrile

Earliest Transient Absorption of the Complex in Acetonitrile

10 Excitation-Wavelength Dependence of Complex Fluorescence

in Acetonitrile

11 Time-Resolved Fluorescence Anisotropy of ROH and Complex

in Acetonitrile

10

12

13

18

19

20

Reprinted with permission from A. Grandjean, J. L. Pérez Lustres, G. Jung, ChemPhotoChem 2021, 5, 1094-1105.

Copyright 2021 The Authors. ChemPhotoChem published by Wiley-VCH Verlag GmbH. DOI: 10.1002/cptc.202100177

157



1 Relationship between Species Associated Spec-
tra (SAS) and Decay Associated Spectra (DAS)

A set of time-resolved optical spectra measured at n) wavelengths and n; delay
times can be expressed in matrix form as (, Agn .)» Where the spectra measured at

each one of the n; delay times are arranged in columns of length ny. (, A‘;nt) is
fitted with n exponential functions, so that model time-resolved spectra (m{nt)

are obtained. The latter are thus equal to (,{)ﬁi)-(n En,,)-, where (nf)nf) is a matrix
containing the n exponential functions of the fit at all times ¢. Consequently,
(E\ﬁi) is a matrix containing, in columns, the amplitudes of each of the n expo-
nential functions at all wavelengths A\. The latter are the Decay-Associated Spec-
tra (DAS). In a similar manner, model time-resolved spectra can be obtained
as (mgm) = (ns;s;sl) o Snt), where (nfnt) contains the time-dependent concen-
trations of the n molecular species/states involved in the mechanism and whose
associated spectra are arranged in columns and collected in the matrix (.nsfﬁl).
These are the so-called Species-Associated Spectra. Under assumption of a ki-
netic mechanism the matrix ,, fn ,) can be expressed as (nIX(n) . (nfn .)» Where the
matrix (nffn) can be normally calculated analytically for a given kinetic model.
It is straightforward to show that the matrices (,PAQ%) (obtained in the fitting

procedure) and (nS;’;S,L) are related to each other by (nsﬁsn) = (,?&i) . (ffx_ ,ll). The

matrix K~! converting the fitted Decay-Associated Spectra into the Species-
Associated Spectra is given by the kinetic mechanism assumed.

For completeness, it is customary to use the forms DADS and SADS in
the description of transient absorption measurements. This highlights that those
spectra are obtained as difference: DADS stays for Decay-Associated Difference
Spectrum and SADS for Species-Associated Difference Spectrum.

2 Degree of Dissociation

Kq k _
CPX == HBIP — RO

ki
Kcpx l l KrBip kROl

Scheme SI 1: Kinetic model for approximated degree of dissocation.

In the following, the microscopic rate constant for excited-state RO~ formation
(k) and the associated degree of dissociation ®4;ss are estimated. It is assumed
that the excited-state equilibrium between complex and HBIP is rapidly estab-
lished. This means that the microscopic rate constants for the complex-to-HBIP
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interconversion are much larger than their deactivation and dissociation time
constants, i.e. kg, k; >> kcpx, kusip, k (Scheme SI 1). The equilibrium con-
centrations of complex and HBIP are abbreviated as C' and I, respectively, and
the total concentration of both species is T'= I + C. The complexation equi-
librium constant Kpp at earliest time is given by:

_ka  Ip Iy
s ki Co  (To—Io) P

Where Cj is equal to Ty — Iy. Tp is the total concentration once the equilib-
rium is established on an approximate timescale of 50 ps. While the concentra-
tions are going to decrease in the course of time as consequence of deactivation
and HBIP dissociation, the ratio between the concentrations of complex and
HBIP remains constant because of the equilibrium condition. Therefore, at any
time ¢, the concentration ratio between C(t), I(¢) and 7'(t) remains the same.
This is supported by the spectral decomposition of the time-resolved fluores-
cence data. Equation SI-1 can be transposed to equations SI-2 and SI-3, which
provide the equilibrium concentrations of complex and HBIP at any time ¢.

I(t) = ?E—Ki(;) (SI-2)
C(t) = T(t) — I(t) = % (SI-3)

The reaction rate equation for the equilibrium populations is thus:

dI(t) _ dC(t) , dI(t)

= = = = —kopx - C(t) — knpre - 1(t) — k- 1(t)  (SI-4)

Note that the terms kq - C(t) and k; - I(t) cancel at any time t each other
out. Substitution with equations SI-2 and SI-3 leads to:

dT'(t) T(t) Kpr - T(t) Kpr-T(t)
S Bt s o k- SI-5
dt R Ry~ s Lk T - (5L-5)
dT(t) ()
= — - (k k k) K SI-6
it 1T Kpp (kcpx + (kupip + k) - Kpr) (SI-6)
4

Reprinted with permission from A. Grandjean, J. L. Pérez Lustres, G. Jung, ChemPhotoChem 2021, 5, 1094-1105.
Copyright 2021 The Authors. ChemPhotoChem published by Wiley-VCH Verlag GmbH. DOI: 10.1002/cptc.202100177

159



Which results in equation SI-7 after integration:

T(t) =Ty - ¢ o0 (SI-7)

with

. 1+ Kpr
kol = SI-8
s kopx + (kupie + k) - Kpr )

Thus, once the equilibrium is rapidly established, the RO~ form builds up
exponentially with a characteristic rate constant k.,s. The latter is measured
experimentally, kops = mns_l, and can be further used to estimate the
microscopic rate constant for dissociation k. For this purpose, the equilibrium
constant K pr &~ 1.2+ 0.2 is obtained from the analysis of the time-resolved SE
spectra under the assumption that the transition dipole moments of complex
and HBIP are the same, i.e. that the areas of the SE cross-sections mirror their
relative concentrations in equilibrium. The unknown deactivation constants
kcpx and kyprp are assumed to be approximately equal to the deactivation
constants of ROH and RO : ;- and &=, respectively. Their errors are ex-
pected to be (£0.5ns)~!. With these values, one can obtain an estimate for
k and ®4;55. Errors are calculated by the Gaussian error propagation method
(equations SI-9 and SI-10).

k= (0.084£0.06)ns™! = 74iss = (13£9)ns (S1-9)

1
k CEEZOT
~ BRI (30 + 60)% (SI-10)

(4.0 £ 0.5) ns

e k()bs

For completeness, the time-dependent concentrations after complex-HBIP
equilibrium has been reached are collected in equations SI-11 to SI-14 and rep-
resented in Figure ST 1:
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\ CPX+HPBI
\ CPX
0.8\ HBIP
o \ RO’
= \
= \
5 06 \
g
[ \
8 04Rf\ \
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0.2 \ \
N
0 e
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delay / ns

Figure SI 1: Time-dependent concentrations calculated for the kinetic model in
Scheme SI 1 under the assumption of equilibrium for the complex-to-HBIP con-
version. The rate constants employed are: kops = 1/4ns™ !, kgo- = 1/6ns™1,
kcpx = 1/4ns™!, kypip = 1/6ns~! and the equilibrium constant Kpr = 1.2.

T(t) = Tp - e Fovet (SI-11)
C(t) = 1+T—10<pT . g kobs (SI-12)
() = % - g hovs t (SI-13)
Al =~ (Kobs —kkli(:ig(ljji Kpr) ' {e—kmt — e~ Fro- } (SI-14)
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3 Time-Dependence of the Transient Absorp-
tion Band Integral

-3
4 210 . . . .
M
35 . 1
3r band integral |
ﬁ | fit
05,) 25
€ 2 7,=0.25+0.01ps
2
815} | 7,=1.8+0.1ps
17 |
os |
J
o= . . . .
0 2 4 6 8

delay / ps

Figure SI 2: Time-evolution of the transient absorption band integral calcu-
lated across the full spectral window according to the definition BI(\1, Ag;t) =

;‘12 |TA(%CD\. This quantity is approximately proportional to the sum of the
squared transition dipole moments sampled by the spectral window in the tran-
sient absorption (TA) measurement. The absolute value of the TA signal was
used in order to avoid cancellation of ESA and bleach, SE signals, which appear
with different signs. The time-evolution was fitted with a biexpoential function,
an offset and a background. The optimized (phenomenological) time constants
are shown in the inset. The increase of signal on a time scale clearly slower than
the instrument response function indicates that the increase of signal is not due
to the growth of excited-state population but to an excited-state reaction or to
changes in the oscillator strength or band overlap.
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4 Spectral Decomposition of the Stationary Flu-
orescence Spectrum of the Complex

A/ nm
350 400 500 600 700
1.2 - -

I =bsorption
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O Fit
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o
(2]
SE cross section
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Figure SI 3: Spectral decomposition of the stimulated emission cross-section
measured for the ROH:TOPO complex in acetonitrile. The filled curves show the
absorption and fluorescence steady-state spectra (blue and gray, respectively).
The contributions of the neutral, complex, HBIP and RO forms are shown as
solid lines. Finally, the fit of the steady-state fluorescence with the spectra of
the various forms contributing to the proton transfer reaction is shown as white
circles. Data already published by us in Reference [30] of the main text.
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5 Global Fit of the Time-Resolved Fluorescence
of ROH in Acetonitrile

Alnm
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Figure SI 4: Spectral amplitudes obtained in the global analysis of fluorescence
decay traces of ROH in acetonitrile. A triexponential function was used. The
amplitudes of the various decay times as color-coded as indicated in the legend.
The amplitude of the instrument response function was multiplied by —1. This
accounts for all processes occurring at rates much faster than the instrumental
time resolution.
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6 Global Fit of the Time-Resolved Fluorescence
of the Complex in Acetonitrile
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Figure SI 5: Biexponential global fit of the fluorescence decay traces of the
complex in acetonitrile for wavelengths shorter than 490 nm. The various wave-
lengths are identified by different colors as indicated in the legend. The fit
results are superimposed (black solid lines) together with the IRF (black dots).
The right panels show the distribution of weighted residuals for each of the an-
alyzed wavelengths.
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Figure SI 6: Spectral amplitudes corresponding to the fits shown in Figure SI
5 as indicated in the legend. The absorption and SE spectra of the complex
are shown in the background as filled curves. The spectral region analyzed
here overlaps the red and blue tails of the absorption and fluorescence spectra,
respectively. Furthermore, the free ROH form emits in this spectral region (see
Figure 1, top panel).
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7 Comparison of TRES Contributions of the Com-
plex and ROH Fluorescence Decay

ROH contribution
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Figure SI 7: The fluorescence decay of the ROH form (light blue) measured at
an emission wavelength of 460 nm is compared with the contribution of the ROH
form to the time-resolved fluorescence emission spectra of the complex in the
same solvent (dark blue, also shown in Panel A of Figure 9 in the main text).
The latter is extracted from the fits shown on Figure 8 of the manuscript. Both
curves are nearly identical. Also shown are the contributions of complex (dark
yellow) and HBIP (orange dots) to the fluorescence emission of complex in ace-
tonitrile. These datasets are also shown in Figure 9 of the main text, panels C
and D. It is observed that complex and HBIP show the very same time depen-
dence, supporting the equilibrium assumption. In turn, the time-evolution of
free ROH matches quantitatively the contribution of ROH to the fluorescence
measured upon complex photoexcitation and deviates from the excited-state
dynamics of complex and HBIP. This strongly suggests that ROH dynamics oc-
curs in parallel to those of complex, HBIP and RO~ and they are not kinetically
connected. Unfortunately, dynamics of ROH, complex, HBIP are accidentally
very similar and, consequently, difficult to disentangle.
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8 Global Fit of the Transient Absorption of the
Complex in Acetonitrile
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Figure SI 8: Results of the global triexponential fit performed on the transient
absorption datasets measured in the 10ps timescale with linear scaling (dark
blue dots and red solid line as fit) and in the 1 and 8 ns timescales (light blue dots
and orange solid line as fit) with logarithmic scaling. The probe wavelengths
are indicated as insets. Horizontal lines mark the level of zero signal and the
signal amplitude can be quantified with the help of the inner gauge. SADS are
shown in Figure 7 of the main text and in Figure SI 12. The decay times are
T1—3 are (0.82 £ 0.01) ps, (31.5 £ 0.2) ps and (4.93 £ 0.03) ns, as already quoted

in the main text.
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Residuals Global Fit - Dataset 10 ps Timescale
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Figure SI 9: Contour plot of the residuals resulting from the global triexponen-
tial fit of the transient absorption data in the 10 ps timescale.
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Residuals Global Fit - Dataset 1 ns Timescale
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Figure SI 10: Contour plot of the residuals resulting from the global triex-
ponential fit of the transient absorption data in the 1ns timescale. Note the

logarithmic scaling in the time axis.
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Residuals Global Fit - Dataset 10 ns Timescale
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Figure SI 11: Contour plot of the residuals resulting from the global triexpo-
nential fit of the transient absorption data in the 10ns timescale. Note the

logarithmic scaling in the time axis.
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Figure SI 12: Species-Associated Difference Spectra (SADS) obtained from a
global fit of three transient absorption datasets. The decay times were fitted
as global parameters. The top frame shows the SADS for the measurements in
the 10 ps timescale, scanned linearly with 20 fs steps. The middle panel shows
the SADS determined on the 1ns timescale with logarithmic sampling, while
the bottom panel shows the results for the 8 ns timescale also by logarithmic
sampling of the pump-probe delay. Spectral assignment is indicated in the
legend. Filled-spectra are SE bandshapes obtained from solvatochromic analysis
of stationary fluorescence and are shown for comparison. The dotted lines trace
the spectral flanks covered by overlapping spectra. See Reference 30 for further
details.
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9 Earliest Transient Absorption of the Complex
in Acetonitrile
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Figure SI 13: Time evolution of the transient absorption spectrum of the
ROH:TOPO complex in acetonitrile at pump-probe overlap times. The upper
panelshows the leading part of the pump pulse while the lower panel focuses
on the trailing edge of the pulse. The ESA band around 500 nm grows as the
negative contribution of SE around 600 nm develops, blue-shifts and sharpens.
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10 Excitation-Wavelength Dependence of Com-
plex Fluorescence in Acetonitrile
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Figure SI 14: Fluorescence emission spectra of the ROH:TOPO complex
recorded at various excitation wavelengths. A small but systematic increase
of the blue shifted fluorescence is observed upon excitation at shorter wave-
lengths within the first absorption band because of the increasing contribution

of the ROH form.
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11 Time-Resolved Fluorescence Anisotropy of
ROH and Complex in Acetonitrile
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Figure SI 15: Transient absorption anisotropy signals obtained at the indicated
probe wavelengths of the complex and the ROH forms. The signals were fitted
with an exponential function, from which decay times of 121 ps (complex) and
62 ps (ROH) result. The longer anisotropy decay time of the complex is consis-
tent with its much larger molecular volume.
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5.4. Kinetics of Palladium(0)-Allyl Interactions in the
Tsuji-Trost Reaction, derived from Single-Molecule
Fluorescence Microscopy
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Kinetics of Palladium(0)-Allyl Interactions in the Tsuji-Trost
Reaction, derived from Single-Molecule Fluorescence

Microscopy

Johannes A. Menges,” Alexander Grandjean,”’ Anne Clasen,” and Gregor Jung*®

In memoriam Prof. Marcus Motzkus, Heidelberg University.

Single-molecule (SM) chemistry is devoted to unravel reaction
steps which are hidden in cuvette experiments. Controversies
about the substrate activation during the Tsuji-Trost deallylation
motivated us to study, on the single-molecule level, the kinetics
of the catalyst precursor Pd(PPh,), with our recently designed
two-color fluorescent probes. Photochemical, metal-free bypass
reactions were found and taken into account by the combina-

Introduction

Over the last decade, single-molecule fluorescence spectro-
scopy (SMFS) emerged as a tool to bring insights into the
microscopic behavior of molecular, chemical systems.'™
When ensemble measurements conceal uncommon events,
single-molecule observation has the potential to provide a
deeper understanding of chemical processes.*™ In these
first studies, it was shown that even text book reactions can
show furcations of reaction pathways, still leading to an
identical product.””” Hidden intermediates"® or static disor-
der is revealed for single nanoparticles and enzymes."""'?
Reactivity mapping of heterogeneous catalysts has been
accomplished  with  spatial  resolution.”  Ligand
exchange*'” and polymerization"® reactions have been
investigated in model systems for homogeneous catalysis."”
To further advance this field in direction of recent synthetic
chemistry, we previously introduced multi-emissive probes
for the so-called participant approach.®?" The Tsuji-Trost
allylic substitution provides an example of a well-known
and widely-used organometallic reaction.””?* We have
chosen to study this reaction as only few components are
involved and there are still some mechanistic details under
discussion. The putative active catalyst is PdL, (L=Ligand,
e.g. PPh;), which is formed during dissociation from a Pd‘-

[a] J. A. Menges, A. Grandjean, A. Clasen, Prof. G. Jung
Department of Biophysical Chemistry
Saarland University
Building B2 2
66123 Saarbriicken (Germany)
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tion of spectrally separated single-molecule TIRF-microscopy
and state-of-the art analysis procedures. Unselective m-complex
formation (K,~10°M™'") precedes the insertion of the active
catalyst into the C—OR bond (RO~ =leaving group), indicated by
the lacking immediate change of fluorescence color. The
formed intermediate then decomposes on a time scale of >2 -
3 s to the deallylated product.

precursor like Pd(PPh;),.”! The catalytic cycle then consists
of two separable reactions, the displacement of allylic
substrates,”® also utilized for cleavage of allyl protective
groups,”” and the allylic alkylation.”®** This second half of
the catalytic cycle is described by the nucleophilic attack of
a wide variety of nucleophiles®” on the Pd-allyl-complex,
finally forming C—C, C—N and C—O bonds.®” In our study, we
focus on the primary activation step. Here, the catalytic
active Pd’L, species stands in equilibrium with a Pd-n‘-allyl-
complex in equation (1).

0k
P, + AOR — A R (1)
2 Pd°L,

Via this transient complex, a cationic n’-allyl-complex is
yielded. Especially for this part of the reaction, the Pd-
mediated deallylation, ambiguity exists regarding the pro-
gression of the oxidative addition of allylic substrates to
Pd°. The latter step may proceed similar to a S,2 reaction®"
with immediate release of the leaving group [eq. (2)].

ks _® 0
PdCL, P \2 Pd'L, R
o} i, o “ @)
& Pd'L
"R Q
R

Alternatively, the Pd-center may insert into the C—OR-
bond®®3*? (RO~ =leaving group). Here, an oxidative associa-
tion with formation of either a m-allylic n’-intermediate or a
1'-Pd-complex®**¥ are proposed, with the leaving group
temporarily bound in the ligand sphere. From these
intermediates a consecutive dissociation step then s
expected.” With the aim of obtaining new insights into the
mechanisms of leaving group release, we studied the
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interactions of Pd’ with our recently introduced, dual-
emissive and immobilizable substrates:*®' During this reac-
tion, tetrakis(triphenylphosphine)-palladium(0) (Pd°) causes
a strong bathochromic shift in substrate fluorescence (S|
Figure S2).

To probe the early events during the interaction of Pd°
with the substrate, i.e. the equilibrium of complex forma-
tion, we used time-correlated single photon counting
(TCSPC)® and analyzed the quenching behavior by a Stern-
Volmer (SV)-analysis. Monitoring fluorescence emission of
individual reactive chromophores with two-channel detec-
tion in total-internal reflection fluorescence microscopy
(TIRFM)"® should then enable conclusions about the role of
Pd during chemical transformation. In addition, we inves-
tigated several data analyzation routines for adaption to
irreversible reactions. Hidden Markov modelling"*” or Baye-
sian statistical analysis,"“” very well suited for the analysis of
Forster resonance energy transfer (FRET) trajectories in
equilibria, allow for extracting kinetic or mechanistic data
from two channel SM fluorescence trajectories. Problems
may occur when applied to a single reaction step with
superimposed fluorescence quenching. We therefore
searched for an unbiased statistical analysis of obtained
single-molecule data. At first, we pursued noise-cancelling
auto- and cross-correlation analyses of single particle
emission®" for extraction of substrate decay and product
rise. Subsequently, we compared the outcome with the
results from analyzing the histograms of substrate
fluorescence termination and product fluorescence forma-
tion events. With these methods, kinetic information of the
reaction steps in equation (1) and (2) could be extracted,
but photochemical bypass reactions were deciphered as
well.

AllylBr, TBAI
K2003
0 ’ /_
HO i:’R «="" pgo RT
(18
“ BnBr, TBAI
R1\(|? 9/ R? KzCO3
i 8 ~..
0 0 AL ;
Pd°, RT

1a R'=R? = NMe,
1b R' = R? = OCH,CF;
1c R' = OCH,CF;
R2 = NMe(CH,);Si(OMe);

Results and Discussion

We synthesized pyrene-based, reactive fluorophores 2a, 2b
and 2c from 1a, 1b and 1c according to existing
procedures®**” (scheme 1). The benzylated probes 3a, 3b
and 3c were synthesized in a similar fashion (SI pp.: 4-7).
Compounds 2a,b and 3a,b were used for kinetic experi-
ments in cuvette whereas 2c and 3c were used for
immobilization on quartz surfaces prior to SM
visualization.®® All probes 2a, 2b, 3a and 3b were stable in
ethanol at standard conditions in the time span of these
experiments. In steady-state experiments with 3a and 3b,
no product formation at RT was noticed, neither in presence
of Pd’ nor in combination with Pd® and the nucleophiles
ethylmalonate and acetoacetate™ (S| Figure S3). Due to the
lacking reactivity at RT towards Pd’, the benzylated deriva-
tives served as control probes in this study. Electronic
spectra and photophysical properties of all compounds
were determined and are compiled in table S1 (SI Figure S1).

We performed steady-state and time resolved measure-
ments in solution for characterizing the Pd° interaction with
the substrate prior to the reaction. With addition of various
amounts of Pd” up to a saturated solution (150 uM),
fluorescence emission of unreactive 3a, 3b and 1b was
quenched (SI Figure S4). Association constants K, of ~
10° M~' were obtained from a SV plot“’ (Figure 1a).
Fluorescence lifetimes of 2a, 2b and 3a, 3b, on the other
hand, remained unchanged shortly after addition of Pd® (Sl
Figure S5). These findings indicate static quenching by Pd®,
i.e. complex formation.*?

2a R'=R?=NMe,
2b R'=R?= OCH,CF;
2¢ R"=OCH,CF;
R? = NMe(CH,)3Si(OMe)3

3a R'=R?=NMe,
3b R'=R?= OCH,CF;
3¢ R'=OCH,CF;
R? = NMe(CH,)3Si(OMe)3

O

Scheme 1. Synthesis of reactive (2a,b,c) and reference probes (3a,b,c) for the Tsuji-Trost deallylation reaction®**” performed in acetone or dimeth-

ylformamide.
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Figure 1. a) Stern-Volmer plots of the fluorescence quenching of 3a, 3b and
1b by Pd’ b) Fluorescence correlation functions of 2b, the arrow depicts the
change from pure ethanol to measurements with Pd®, dependent on varying
illumination intensities (extracted from Sl Figure S7), solid lines represent fits
with equation (3).

Fluorescence Correlation Spectroscopy (FCS)

FCS was performed in oxygen-free ethanol to further
determine the underlying kinetics (SI pp.17). We used
compounds 3b and 1b as control probes, with enough
brightness and photostability for FCS under short wave-
length excitation (h..=445nm and 488 nm; SI Figure S7).
Moreover, reactive 2b was investigated as well, shortly after
addition of Pd’. As the measurement time was limited due
to the consumption of 2b, we exploited high excitation
intensities for obtaining reasonable FCS curves (Figure 1b).
Autocorrelation curves revealed a dark state in the presence
of Pd° the ligand PPh; (1 mM) and only in the absence of
oxygen. Consequently, strong fluorescence fluctuations
cannot unambiguously be traced back to the interaction
with the catalyst.

Moreover, since the amplitude and the contrast of the
fast fluctuations depend on illumination intensities, these
observations point to typical light driven processes.*
However, photochemical release of a phosphine ligand™“
could not be excluded. Equation (3) therefore represents the
kinetic description of a reversible dark state formation from
autocorrelation curves.

Through application of equation (3), effective dark state
formation and decomposition rates Ky e and Kyign, in the
us-time regime were obtained. While on the ps-time scale
hardly any significant differences between 3b and 2b are
found in FCS, we noticed a distinct reduction of apparent
diffusion time 7, from 160 (£36) us to < 40 (+4) us upon
addition of Pd® only in 2b. Although the interpretation of
apparent 7,4 requires caution,'*® we conclude that the
extracted k~ 1.5 10" s™', that is k, or k, in equation (2),
appears as the upper limit for the reaction of 2b with Pd°L,.
Still, this upper limit is several orders of magnitude above
the rate constants of the conversion in cuvette experiments
(k~2e10725"),% and thus may not reflect the putative
Sy2-like short cut in equation (2). In summary, the only
specific interaction with Pd®, which is not seen in the control
experiment, is the reduction of 7. Due to resulting limited
observation time window, that is the diffusion time through
the detection volume, FCS in solution can neither clearly
distinguish between the pathways of fluorescence loss in
eq. (2) nor does provide the kinetics of eq. (1) in its present
configuration.

TIRF-microscopy

For exploring the Pd’ interaction during chemical conver-
sion, the deallylation reaction was visualized on the SM
level. Simultaneous observation of substrate and product
with low background was achieved with a prism-based
TIR®® excitation in a custom built setup®“”’ and dual-
channel detection. Excitation and emission spectra of
silanes 1c and 2c in solution as well as utilized laser lines
and detection channels are shown in Figure 2a. Dyes 1¢, 2¢
and 3 c were immobilized on a, with methylsilane passivated
quartz surface, as described before,”® leading to 1,um
(product), 2;,. (reactive substrate), and 3;,, (reference
substrate) (Sl Figure S10). Movies (100 ms/frame) of immobi-
lized substrates 2, and 3,,, were recorded in ethanol
before, during and after addition of 100 uM Pd°. With 2., a
clear shift of emitting molecules from the “blue” (417-
477 nm) to the “orange” (500-600 nm) detection channel
was observed, which was initiated by Pd’(PPh,), (Figure 2b).
Single-molecule fluorescence trajectories with apparent
noise were extracted with the selection criterion of single
bleaching steps. Finally, 1741 SM-trajectories from 9 sam-
ples of 3 independent preparations of 2,,, from movies
during addition of Pd® were collected (amount of all
trajectories: see S| p. 24).

To attain the temporal evolution from the starting
material to product without any data preselection (except
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Figure 2. a) Fluorescence excitation (dashed lines) and emission (solid lines) spectra of soluted compounds 2¢ (purple, blue) and 1¢ (green, orange) in
ethanol. Also, the utilized laser lines at 405 nm (purple) and 488 nm (cyan) are shown and spectral ranges of collected emission light from 417-477 nm (blue
channel) and from 500-600 nm (orange channel); b) Images of visualized surface areas with immobilized 2, top: blue channel, bottom: orange channel, (1)
with initiation of the reaction through Pd°, (2) after 5 s with Pd” solution, (3) after 7 s with Pd” solution, binned for 1 s (10 frames) (product molecules in first
frame formed through photochemical reaction); ¢) Dual-Channel fluorescence trajectories of 2,,,, with Pd” with visible color change; d) Dual-Channel
fluorescence trajectories of 2;,, without Pd° with generation of ,orange” fluorescence (solid lines represent sliding average of fluorescence trajectories with

time resolution of 1 s).

the mentioned single step in the blue channel), correlation
analyses®'! were conducted. Autocorrelation decays provide
the time constant for molecule disappearance (due to
reaction or photobleaching) as in FCS but also do not
distinguish between these processes. Cross-correlation anal-
ysis, in contrast, is specific for the reaction and yields the
time constant for product formation once a substrate
molecule is identified. Moreover, artifacts and random noise
are cancelled out in correlation functions'*® and the time
resolution of the acquisition frequency (10 Hz=100 ms) is
sustained in contrast to our later analyses based on binning.
Emission trajectory pairs of each measurement were aligned
into single paired data series. Subsequently, the overall
correlation curves were calculated, which were corrected for
spectral cross-talk according to the method described by
Bacia et.al.”” (S| pp.25). The obtained corrected cross-
correlation G(z;;) curves of measurements with introduction
of Pd® show positive amplitudes (Figure 3a). In the con-
version of 2;,,., by Pd° a pronounced maximum is seen, while
corresponding curves of 3., only show a weak maximum
(Figure 3a and SI Figure S11b). Kinetic constants were
derived from mono- or biexponential fits of these curves, in
which the rising component is interpreted as product
formation. A time constant of 7y, orange Of 15.7 (£1.5) s of

2,.m With presence of Pd° results from this analysis (SI
Figure S16). This time constant is considerably lower, by a
factor 4, than the previously determined time constant of
product formation in a fluorogenic approach, that is when
only the formed product molecules were excited.*® How-
ever, if we take the competing photobleaching of the
substrate 2,,, into account (i.e. the decay of the blue
autocorrelation functions of control 3,,, and 2,,, without
Pd’ see Figure 4 and S| Figure S11), then a reduced time
constant 7,.,=6.2 (£1.9) s is expected (SI p.34). The
significant retardation from the expected 6 to the observed
16 s putatively points to an intermediate, specific to an
interaction with Pd°, before 1., is produced in the reaction.
However, no conclusions about its nature or any reaction
branching as inferred from eq. (2) can be drawn from these
correlation analyses. If fluorescent intermediates with a
different emission spectrum were present, then signal-pair
histograms“®*® (S| Figure S14), created from the paired
emission trajectories, could suggest their presence. How-
ever, such an analysis provided no unambiguous indication
for spectrally shifted intermediates specific to the presence
of Pd®. We therefore interpret any putative intermediate as
dark state in the reaction from 2,,,, to 1,,.. Please note that
even the cross-correlation curves of 2, without Pd® shows
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Figure 3. a) Mean cross-correlation of fluorescence intensities in the ,blue” and ,orange” channel of compound 2,,,,, without and with Pd” with standard
deviations from 9 measurements (Sl Figure S11); b) exemplary SM trajectories with sliding average over 1 s; scheme of extracted t,, t, and delay time At;
¢) histogram of normalized product formation events t, regarding 2, and 3, with and without Pd’. The shaded area represents the additional amount of
formed product 1,,,, through influence of Pd® on 2,,,., resp. the Tsuji-Trost deallylation reaction; d) histogram of lag times At; arrows indicate the shift in

kinetics upon addition of Pd’ (Sl Figure S16).
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Figure 4. Obtained kinetic constants t,, for 1. decay of blue fluorescence,
2.the lag time, i.e. dark state, 3. orange fluorescence formation from SM
trajectory correlation and thresholding analyses of experiments with 2;,... All
data is shown in SI Figure S16.

a rising component (as does 3,,, with Pd°). These latter
findings are in contrast to the cuvette experiments, where
only Pd® was able to convert 2 into 1. A photochemical side
reaction is the most likely explanation.

We subsequently chose an analysis method for extract-
ing information out of individual trajectories, finally yielding
conventional histograms. In contrast to the former analyses,
any dark state is directly detected as discontinuity of
fluorescence to agree with the outcome of the former

analyses. A simple algorithm was used to sort trajectories
into groups of reactive and non-reactive molecules. At first,
normalized intensity trajectories were transformed into a
binary signal via a threshold to exclude 99% of data points,
which may correspond to zero emission (SI Figure $12).
Then, for recognition of product formation, the orange
intensity had to exceed the corresponding threshold for at
least one second (Figure 2¢, d). Consecutively, all trajecto-
ries showing conversion were selected and the number of
reactive molecules was determined. Roughly 28% of
trajectories of 2, (487 of 1741 trajectories) with Pd® was
deemed reactive with a significant rise in orange
fluorescence during the observation window (Figure 2c),
whereas the rest of molecules were considered to photo-
bleach. We certainly lost a wealth of trajectories by these
strict criteria and, therefore, overestimated photobleaching.
In the first control experiment, that is 2;,, in ethanol, but
without Pd° however, also around 12% of fluorescence
trajectories with similar behavior (=280 of 2330 trajectories)
were identified (Figure 2d). Moreover, experiments with
benzylated dye 3;,. also revealed approximately 6% of
trajectories with rising orange fluorescence, independent of
Pd° influence (=25 trajectories with Pd® and 51 without Pd°).
These findings are in agreement with the almost vanishing
cross-correlations (see Figure 3a and S| Figure S11). Interest-
ingly, and most significant for the reaction mechanism, only
a minor fraction of trajectories (=60 of 487 reactive
trajectories or 12%) exhibited a sudden color shift (~ 0.1 s).
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The timepoints of substrate emission termination t, and
product fluorescence formation t, were resolved from the
binary fluorescence trajectories and accumulated (Fig-
ure 3b). The resulting histograms were subsequently fitted
with monoexponential functions (SI p.33 and Figure 3c,
extracted from Figure S13). The kinetics of the decay of 2.,
expressed by equation (4) shows a faint acceleration by Pd°
as expected (Figure 4).

1

< Tolye decay ~> = kre — (4)

The influence of Pd® on 3,,. is less clear, as the error
margins hide any measurable effect. Altogether, the ob-
tained rate constants are in a similar range like those of the
correlation analysis (Figure 4). Conversion of 2j,,/3inm tO
the fluorescent product support a photochemical bypass
reaction for both substrates to 1,,, with an apparent
quantum yield of about @, ,.,c ~5.5-10°° and 2.8-10°° for
2,nm and 3;.., respectively. The most likely interpretation
therefore is a photoinduced deprotection reaction, presum-
ably via homolytic C-O cleavage® or photoionization
reaction®? (S| Scheme S2 p.36). Its competition to the
metal-organic reaction of 2, (SI p. 34) causes the seeming
acceleration compared to the experiments in a fluorogenic
approach.”?

More relevant for mechanistic insight is the analysis of
the lag time At between the disappearance of the blue
fluorescence and appearance of orange fluorescence, that
is, the lifetime of the dark intermediate (Figure 3b,d). To
perform an unbiased analysis of dark state evolution in
regard to its mechanism, an empirical biexponential fit of At
was utilized.

Firstly, the relative amplitudes of a fast (A,,,) and a slow
(Ajpng) decay component are resolved, normalized on the
absolute number of reactive trajectories (SI Figure S16). For
inert substrate 3;,, addition of Pd° makes the short
component disappear, leading to a monoexponential decay.
This behavior is opposed to the reactive substrate 2.,
where the amplitude of the faster decay component of the
allylated 2,,,,, absolutely increases (Figure 3d). Although the
relative amplitude A, of the biexponential fit increases
only by ~ one third (from 0.28 to 0.38), the absolute raise
corresponds to 7% of all trajectories of 2., during the
presence of Pd® (~ 120trajectories of 487 reactive trajecto-
ries) and, hence, to roughly half of the increase of reactive
trajectories upon addition of Pd(0). Thus, this faster process
is related to the synthetic reaction mechanism, although it
competes here with photochemical conversion. An absolute
increase of the slow component is noticed as well.

Secondly, the obtained rate constants are compared.
Addition of Pd® extends the dark state lifetime of inert
substrate 3,,, to a single value 74, ~ 30 (£5) s (Figure 3d).
This time constant, however, may not necessarily reflect the
binding time of Pd’ to the substrate. Considering the
benzylated derivatives 3 are not prone to conversion by Pd’,
this latter, slower process is not related to the catalytic

cycle. This interpretation becomes important, as the same
lifetime is found for the reactive substrate 2, as well. Here,
Pd® also elongates the long component of dark state
lifetime (denoted by horizontal arrow in Figure 3d). At the
same time, its short component lifetime slightly shortens
upon addition of Pd° from 7,,,=3.1(£0.5)s to
Thoreps = 2.4 (£0.4) s opposed to its absence in the reaction
of benzylated counterpart 3,,, (S| Figure S16b). Still, the
observation of (at least) two lifetimes may also hint to more
than one process being involved. The question therefore
arises whether a distribution of rate constants is here a
more appropriate description.

For analysis of kinetics with an intrinsic dispersion of
rate constants, a Weibull analysis is employed.”” Here, a -
value results from a stretched exponential fit of the dataset
with an effective rate constant k.. The larger the discrep-
ancy of § from 1 is, the more pronounced is the distribution
of rates around k.. Applied on the presented data, this
analysis shows an increase of complexity of dark state
kinetics of 2,,, through addition of Pd° indicated by a
decrease of the corresponding f-value. With the inert
substrate 3,,., Pd° exerts the opposite effect with a f-value
close to one with the transition metal present (SI Fig-
ure S13d,e). One interpretation are additional contributions
to reactive trajectories by e.g. the reaction of a mixture of
various reactive Pd-ligand species®**? or the presence of
different intermediate states like ' or n’-complexes.®** |n
summary, no more evidence for a distinct, sudden change
than before results from the kinetics dispersion.

Nevertheless, having the previously discussed lack of a
fast rising component in the cross-correlation (Figure 3a)
and in the t,- histogram (Figure 3c) as well as in direct color
shifts of trajectories in mind, we therefore conclude that the
vast majority of chemically relevant intermediate in the
catalytic cycle has a lifetime of 2.4 (+0.4)s or longer
(scheme 2). This interpretation is further supported from the
kinetics obtained from FCS experiments, which disagrees
with the expected rate constants of the fluorogenic
approach, and excludes a Sy2-like shortcut from 2., to 1;,m

2a, b, c /._PdOL2 FCS
(I () TIRFM-SMD
ka o
<1510ts1, R ki
/k_z k?&
[Allyl]
| k3 /\® © QR
PdllL; — Pd'lL,
i <(2-3s)! 1a, b, c
[OR]

Scheme 2. Mechanism of deallylation reaction for 2a,b and 2;,, with derived
kinetic constants (1): allylic substitution through Pd’; (Il): Pd-insertion into
C-O-bond.
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in equation (2), rather pointing to the proposed mechanisms
involving a Pd° insertion into the C—O-bond.***!

Conclusion

The interaction of Pd® with allyl-protected substrate mole-
cules 2 and its chemically inert, benzylated counterpart 3
has been studied by fluorescence spectroscopy and micro-
scopy. Steady-state unselective fluorescence quenching
provides evidence for formation of a m-complex with Pd°L,
moieties. The reduced 7,4, in FCS, only observed in the
allylated compounds, is suggestive of formation of a chemi-
cally relevant intermediate. SM experiments with two-
channel detection were performed to cover the time regime
well above 0.1 s. Noise insensitive correlation analyses and
noise affected analysis of fluorescence event histograms
result in similar time-constants for the substrate decay and
product formation, but only the latter method shows the
kinetics of presumably photoinduced dark states and
reveals the existence of a Pd" intermediate with a lifetime of
2-3s. The present experiments are more in line with
insertion of Pd® into the C—O-bond (in a Sy2-like mechanism
we would expect an instantaneous release of the product
Timm), but may reflect a selected mechanism for the Tsuji-
Trost-deallylation. As our pyrene derivatives provide an
excellent leaving group, the result may only be transferred
to comparable substituents. Experiments with other ally-
lated fluorophores®**® are a convenient way to find out
distinctions. It is yet unclear to which extent the inves-
tigated conversion, with simultaneous excitation of product
and substrate agrees with the findings of our previous study
based on a fluorogenic approach.’®

However, an intermediate, as found here with a lifetime
< 60 s, would hardly be detected in a conventional fluoro-
genic approach or kinetic analyses in an ensemble and
underpins the benefits of single-molecule studies.

To finally elucidate the mechanism, which takes place in
synthesis, we therefore have to avoid any light-driven
activation of the metal with its immediate ligand sphere,
e.g. by using red labeled ligands."*'***%”! | abeled ligands,
used for enantioselective chemistry, may be employed as
well.®*** With this development and some technical im-
provements, e.g. for accessing the ms-time regime,”® we
head for resolving this widely applied metal-organic reac-
tion on the SM-level.
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1. General Information

Chemicals and Materials

Spectroscopic grade solvents water (Fisher Scientific), methanol (VWR), ethanol (Fisher
Scientific), acetone (Fisher Scientific), N,N-dimethylformamide anhydrous (Fisher
Scientific) were used as received. Only trichloro methane (Roth Carl) was dried over 4 A
molecular sieve for the immobilization procedure. Methyl trimethoxy silane (Fisher
Scientific) was freshly distilled prior to use. Tetrakis(triphenylphosphine)-palladium(0)
(VWR) was stored under nitrogen in -20 °C, not longer than for one month. Other
chemicals, acetic acid (Fisher Scientific), anhydrous triethylamine (Fisher Scientific)

benzyl bromide and allyl bromide (Fisher Scientific) were used as received.

NMR Spectroscopy
H, °F, and '3C NMR spectra were recorded with a Bruker Avance 2 spectrometer (400,
376, or 100 MHz) at ambient temperature with reference to solvent standard. Chemicals

shifts were recorded as & values in ppm units.

Mass Spectrometry
Mass spectra were recorded with a 5500 QTRAP (AB Sciex GmbH) with ESI in positive

or negative mode according to the measured substrate.
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2. Experimental procedures for the synthesis of utilized compounds

i

1a R = NMe,
1b R = OCH,CF4

AllylBr

AllylBr / BnBr

TBAI l acetone
K,CO,

2a R' = NMe, R" =allyl
2b R' = OCH,CF; R" = allyl
3a R' = NMe, R" = benzyl AN
3b R' = OCH,CF3 R" = benzyl
% "W J

Scheme S1. Synthesis of allyloxy ensemble probes 2a and 2b, benzyloxy ensemble
probes 3a and 3b, as well as substrates 2¢ and 3¢ for immobilization and single-molecule

measurements.S1]

Synthesis of photoacids 8-hydroxypyren-N,N,N’,N’,N"”,N"-hexamethyl-1,3,6-trisulfon-
amide (HPTA) (1a) and tris(2,2,2-trifluoroethyl) 8-hydroxypyrene-1,3,6-trisulfonate
(1b) was done as reported by Finkler et. al.lS?
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Synthesis of 8-allyloxypyren-N,N,N’,N’,N”,N"-hexamethyl-1,3,6-trisulfon-amide (2a)
and synthesis of tris(2,2,2-trifluoroethyl) 8-(allyloxy)pyrene-1,3,6-trisulfonate (2b)
was done according to existing procedures.[S1

Synthesis of 8-benzyloxypyren-N,N,N‘,N’,N"”,N"“-hexamethyl-1,3,6-trisulfon-amide
(3a) (scheme 1, main text) was done by dissolving 1 (0.20 g, 0.37 mmol), potassium
carbonate (0.29 g, 2.1 mmol), tetrabutylammonium iodide (0.02 g, 0.05 mmol) and benzyl
bromide (82 mg, 57 ul, 0.48 mmol) in acetone (35 ml, 0.48 mol) and stirring this solution
for 3 d under ambient conditions. Afterwards, additional benzyl bromide (58 mg, 40 pl,
0.34 mmol) was added and the reaction mixture was stirred for another 4 d. The solvent
was removed in high vacuum and solid residues were dissolved in small amounts of ethyl
acetate. The solution was extracted three times with 1 M hydrochloric acid, three times
with deionized water and another two times with brine. The organic phase was dried over
sodium sulfate and the solvent was removed. Purification of reaction product was
conducted via column chromatography (silica, DCM/PE = 96:4, Rt = 0.1) and yielded the
product as a yellow solid (0.103 g, 0.16 mmol, 44 %). '"H NMR (400 MHz, CDClI3) & (ppm)
=9.32 (d, 3J=9.79 Hz, 1H), 9.28 (d,3J = 9.54 Hz, 1H), 9.19 (s, 1H), 9.12 (d, 8J = 9.79 Hz,
1H), 8.97 (d, 3J = 9.79 Hz, 1H), 8.37 (s, 1H), 7.60 (m, 2H), 7.45 (m, 2H), 7.38 (m, 1H),
5.61 (s, 2H), 2.93 (s, 6H), 2.93 (s, 6H), 2.74 (s, 6H). "*C NMR (100 MHz, CDClI3) & (ppm)
=1583.63, 135.52, 133.46, 132.68, 131.96, 129.98, 129.76, 129.72, 128.94 (s, 2C), 128.60,
128.39, 127.54 (s, 2C), 125.79, 125.68, 125.17, 125.14, 123.20, 123.18, 121.81, 113.26,
71.41, 37.63 (s, 2C), 37.61 (s, 2C), 37.45 (s, 2C). MS (ESI): m/z calc. for C29H32N307Ss:
630.13 [M + H]*, found: 629.9.

Synthesis of tris(2,2,2-trifluoroethyl) 8-(benzyloxy)pyrene-1,3,6-trisulfonate (3b) was
done by dissolving compound 1 (76.3 mg, 0.11 mmol), potassium carbonate (70.8 mg,
0.51 mmol), tetrabutylammonium iodide (7.0 mg, 0.02 mmol) and benzyl bromide (20 mg,
14 pl, 0.12 mmol) in acetone (9 ml, 0.12 mol) and stirring this solution for 4 d under

ambient conditions. Afterwards, additional benzyl bromide (12 mg, 8 pl, 0.07 mmol) was
5
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added and the reaction mixture was stirred for another 7 d. The solvent was removed in
high vacuum and solid residues were dissolved in roughly 10 ml of ethyl acetate. The
solution was extracted three times with 1 M hydrochloric acid, three times with deionized
water and another two times with brine. The organic phase was dried over sodium sulfate
and the solvent was removed. Purification of reaction product was conducted via column
chromatography (silica, DCM/PE = 96:4, Rt = 0.7) and yielded the product as a yellow
solid (53.7 mg, 0.07 mmol, 64 %). "H NMR (400 MHz, aceton-ds) & (ppm) = 9.40 (s, 1H),
9.31 (d, 3J=9.79 Hz, 1H), 9.25 (d, 3J = 9.54 Hz, 1H), 9.12 (d, 3J=9.79 Hz, 1H), 9.05 (d,
8J=9.79 Hz, 1H), 8.75 (s, 1H), 7.76 (m, 2H), 7.52 (m, 2H), 7.44 (m, 1H), 5.87 (s, 2H) 4.89
(m, 6H). 3C NMR (100 MHz, acetone-ds) & (ppm) = 156.49, 136.82, 134.94, 134.13,
132.38, 130.43 (s, 2C), 129.79 (s, 3C), 129.51, 128.98 (s, 2C), 128.88, 127.62, 126.00,
125.90, 124.67, 124.15, 122.02, 123.35 (q, 'J (C,F) = 265.00 Hz, 3 CF3), 115.33, 72.83,
66.63 (g, 2J (C,F) = 37.00 Hz, 3 CH2CF3). MS (ESI): m/z calc. for C2sH19F9010S3: 794.00
[M - H]", found: 794.1.

Bis(2,2,2-trifluoroethyl)3-hydroxy-8-(N-methyl-N-(3-(trimethoxysilyl)propyl)-
sulfamoyl)-pyrene-1,6-disulfonate (1c). Compound 1c was synthesized according to
existing procedures.lSTMS (ESI): m/z calc. for C27H28FsNO12S3Si: 796.05 [M — H]™, found:
795.9.

Bis(2,2,2-trifluoroethyl)3-allyloxy-8-(N-methyl-N-(3-(trimethoxysilyl)propyl)-

sulfamoyl)-pyrene-1,6-disulfonate (2c). 2 ml of the solution of compound 1c in
anhydrous DMF (2 ml, 26.0 mmol) were added to potassium carbonate (200 mg, 1.44
mmol) and tetrabutylammonium iodide (30 mg, 0.09 mmol), stored under inert
atmosphere. Then an excess amount of allyl bromide (140 mg, 100 ul, 1.14 mmol) was
added. The reaction mixture was stirred for 2-3 h at 60 °C. Reaction progression was

followed by fluorescence spectroscopy, i.e. loss of orange fluorescence.

Reprinted with permission from J. A. Menges, A. Grandjean, A. Clasen, G. Jung, ChemCatChem 2020, 12, 2630-2637.
Copyright 2020 The Authors. Published by Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA. DOI: 10.1002/cctc.202000032

192



Bis(2,2,2-trifluoroethyl)3-benzyloxy-8-(N-methyl-N-(3-(trimethoxysilyl)propyl)-
sulfamoyl)-pyrene-1,6-disulfonate (3c). 2 ml of the solution of compound 1c in
anhydrous DMF (2 ml, 26.0 mmol) were added to potassium carbonate (200 mg,
1.44 mmol) and tetrabutylammonium iodide (30 mg, 0.09 mmol), stored under inert
atmosphere. Then an excess amount of benzyl bromide (144 mg, 100 pl, 0.84 mmol) was
added. The reaction mixture was stirred for 2-3 h at 60 °C. Reaction progression was
followed by fluorescence spectroscopy, i.e. loss of orange fluorescence.
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3. Characterization of substrates via optical spectroscopy

UV/Vis and Fluorescence Spectroscopy

Absorption spectra were recorded using a commercial spectrophotometer (Jasco, V-650),
and fluorescence emission and excitation spectra with a commercial spectrofluorometer
(Jasco, FP-6500) at micromolar concentrations, if not stated otherwise. Resolution was

setto 1 nm.

Time-correlated single-photon counting

TCSPC measurements were performed as reported elsewherel? with a home-built setup.
Excitation was done with pulsed (40 MHz) laser diodes (Pico-Quant, LDH-P-C-405, A =
405 nm and PicoQuant, LDH-P-C-470, A = 470 nm respectively) which were controlled by
a diode laser driver unit (PDL 808 MC SEPIA, PicoQuant). A single-photon avalanche
detector (PDM 100ct SPAD, Micro Photon Devices) in combination with a photon counting
device (PicoHarp 300, PicoQuant) was used for detection. The overall instrumental
response function was ~300 ps (FWHM). Experimental data were analysed using the

SymPhoTime (PicoQuant) software. IRF was taken with LUDOX solution.

Fluorescence quantum yield measurements

Determinations of fluorescence quantum yield were conducted in a commercial quantum
yield spectrometer (Quantaurus-QY, Hamamatsu) at micromolar dye concentrations. The
wavelengths of absorption were scanned in 10 nm steps and the median of measured

values around the peak of absorbance was taken.
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Optical properties and spectra of substrates

Optical spectra of fluorescent dyes 3a and 3b were taken at 1 micromolar concentration
in ethanol and are shown in figure S1. Furthermore, fluorescence spectra of dye 6 were
obtained. Quantified values of optical properties of all utilized compounds are shown in

table S1.
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Figure S1. Optical spectra of 3a, 3b and 3c a) Absorption spectra; b) fluorescence
excitation spectra; c) fluorescence emission spectra.
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Table S1. Optical properties of all synthesized dyes in ethanol. *immobilized on spherical
silica particles, **discrepancy of values presumably due to partial agglomerization of
silanes in solution

™/ ns o1

Compound Aabs/exc max / NM Aemmax / NM €xmax / 104 M cm™™
(£0.08)  (+0.1)

1c (ROH)S! 416/ 421** 451 0.59/2.88 -

1c (RO)S 511 /506 546 5.74 0.84*
2alS1] 419 450 2.13+0.07 1.76 0.39
2bls1 426 462 4.44 +0.22 3.80 0.89
2¢(s1] 419 448 2.59 0.56*
3a 419 449 1.66 0.40
3b 426 463 3.74 0.79
3c 418 448

10
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4. Ensemble experiments with synthesized dyes and Pd°

Solvent preparation for measurements with Pd®

All measurement which involved Pd® were performed in pretreated ethanol: oxygen was
removed and nitrogen added in three freeze-pump-thaw cycles. The solvent was stored
subsequently under nitrogen.

Experimental procedure for ensemble experiments

Dyes were dissolved in pretreated ethanol at uM concentrations under nitrogen using
standard Schlenk techniques. Tetrakis(triphenylphosphine)palladium(0) was dissolved in
pretreated ethanol in high pM concentrations under nitrogen using standard Schlenk
techniques. In each case, a cuvette was charged with the respective solution, which would
take the larger volume fraction in this experiment and sealed under nitrogen atmosphere.
The second compound was then added by a syringe to initiate the experiment.

Data analysis for steady-state fluorescence quenching experiments
The data obtained in fluorescence quenching experiments was analyzed via linearized

Stern-Volmer equation (1).[53

F,
F°= 1+ Kgy[Pd] )

11
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5. Fluorescence Correlation Spectroscopy (FCS) experiments

Fluorescence Correlation Spectroscopy Setup

Fluorescence Correlation Spectroscopy (FCS) curves were measured with a custom-built
setup.l5¥ The excitation was realized by a continuous wave laser at 445 nm (Coherent,
OBIS 445) or 488 nm (Piccaro, Soliton), which was guided into an inverted microscope
(Zeiss, Axiovert 200). The laser beam was reflected by a dichroic mirror into the multi-
immersion objective (Zeiss, LCI Plan-Neofluar 63x/1.3 Imm Korr DIC M27 in water
immersion mode) and then focused through the cover slide (Assistent, 0.17 £ 0.01 mm)
of a self-constructed sample cell (see Fig. S6). Emitted fluorescence was collected by the
same objective and passed the dichroic mirror. It was then focused through a pinhole of
50 um diameter and parallelized. After filtering by a band pass filter (educt: HQ 470/30
product: HQ 570/60), the fluorescence light passed a 50:50 beam splitter and was focused
onto two avalanche photodiodes (Perkin Elmer Optoelectronics, SPCM-14-AQR). The
photodiodes were connected to a hardware correlator (correlator.com, FLEX-02-01D/C),
operated in the cross-correlation mode.

a) B
v .
T Nscrews
Q__
’ closing cap
microscope : A\
objective T~ sealing ring

. “chamber body

sealing ring

~——— cover slip

Figure S6. Scheme of FCS-measurement chamber; a) in detail including all involved

parts; b) assembled as whole.
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FCS sample preparation and measurement

All measurements were conducted in the self-constructed sample cell (see Fig. S6), which
allowed to measure under nitrogen atmosphere and prevented evaporation of the solvent.
10 nM dye-solutions of 2b and 3b, respectively, were prepared in degassed ethanol and
measured with additional 100 uM tetrakis(triphenylphosphine)Pd0 and excitation at
Aexc = 445 nm. To examine the interaction of Pd® with the reaction product 1b,
measurements of substrate 2b after initiation of the reaction with illumination at Aexc = 488
nm (product) were conducted.

For reference measurements, the dye-solutions in pure degassed ethanol were utilized.
To study the reaction product without Pd-catalyst a 10 nM solution of compound 1b with
100 pM NaOH for deprotonation was prepared in degassed ethanol.

An intensity dependent dark state was observed in the pure dye-solution of 1b with NaOH
as well as in solutions with additional Pd-catalyst or 1 mM ligand PPhs (data not shown),
as long as the sample was degassed. This dark state disappeared after streaming air
through the solution. Obtained autocorrelation curves were fitted with eq. (2).

k
G(7) = 1 : 1 T : <1 = Zdarkeff e—(kdark,eff+kbrigm)‘1> 2)
<N > 1+ kbright
Taiff
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Figure S7. Normalized fluorescence correlation curves of a) compound 1b in ethanol with
addition of base for deprotonation (left) in comparison to the situation as product of the
reaction of 2b with Pd? (right); b) compound 2b in ethanol in comparison to the situation
in presence of Pd® (fig. 1b main text); ¢) compound 3b in ethanol in comparison to the
situation with influence of Pd®. All compounds were recorded at varying illumination

intensities; solid lines represent fits with eq. (2).
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A faint , intensity-dependent reduction of 7, is seen in a), b) and c¢), which is interpreted
as signature of photobleaching.!S5 Addition of Pd® to compound 2b reduces the apparent
diffusion time z4;¢f by a factor of 4 (fig. 1c main text).
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6. Single-molecule (SM) microscopy

Surface cleaning and sample preparation

Quartz slides were at first exposed to hot peroxy monosulfuric acid, (“piranha” solution;
75% conc. sulfuric acid, 25 % hydrogen peroxide solution (33 %)), which was left to cool
off over night. Afterwards the slides were washed with deionized water and immersed in
a bath of 2 % Hellmanex Il for 30 min at 50 °C and thoroughly rinsed with deionized water.
Finally, the glass supports were brought into a bath of methanol for 1 h. The glasses were
dried and stored in a desiccator under reduced pressure.

For immobilization of silanized compounds 5 and 6, the previously demonstrated
immobilization routine B on methyl silane was used.[S']

Microfluidic device

Single-molecule experiments were conducted in a custom designed flow chamber.[S']

In brief, quartz supports with immobilized dye molecules served as the housing cover of
a microfluidic device. The housing base was a microscopy coverglass (thickness
0.17£0.01 mm, Menzel). Both sides were inserted into a 3D-printed frame with integrated
channels and sealed off with PMMA. Through these channels pure degassed ethanol or
an ethanolic solution of 100 uM Pd-catalyst was pumped in low pressure (to prevent
leakage) in a flow rate of 1 ml/min through teflon tubing by a peristaltic pump (ISM795,
Ismatec, IDEX).

Single-Molecule Microscopy

Single-molecule measurements were conducted with a custom-built prism-based TIRF
microscope in combination with custom built microfluidic devices as utilized in
references!S'S¢l (see fig. S9). Fluorophores were simultaneously excited with continuous-
wave lasers (Coherent, Cube, A = 405 nm resp. Picarro, Soliton, A = 488 nm) at roughly
50 W - cm™. Videos were recorded with a time resolution of 100 ms with an area of

observation of 78 x 39 um?2. Fluorescence detection was achieved in spatially separated
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“blue” (417 — 477 nm) and “orange” (500 — 600 nm) detection channels. Images of

immobilized substrates in water are seen in figure S10.

focusing
lens
\ prism
lasers microfluidic e ——
current * — probe
E objective .
microscope slit ’ EMCCD
; Camera
"

Figure S9. Scheme of TIRF-microscopy-setup.
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corresponding single-molecule emission trajectories are shown.
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Single-molecule experiments and data extraction

Single-molecule reference measurements of starting materials 2imm and 3imm were
conducted in ethanol on 12 samples for 2imm from three independent preparations and
three samples for 3imm. 3 videos were recorded in each measurement with one sample,
one video before, one during and one after addition of Pd®. This was done with dual-
wavelength, cw excitation. In the case of samples with 2imm One measurement per sample
on product 1imm was executed after rinsing the sample with ethanol.

Two samples showed no significant reactivity due to low dye concentration, and one
sample exhibited two separated events of fluorescence rise in the orange channel. From
the rest of the samples (9 samples), 73 to 407 single-molecule trajectories were obtained
per video. For trajectory selection, the criterion of single bleaching steps, i.e. loss of blue
substrate fluorescence in a single frame was utilized. In total, 2330 trajectories of 2imm
were obtained in pure ethanol and 1741 after addition of Pd®. In addition, 842 trajectories
of 3imm were extracted from measurements in pure ethanol and 410 trajectories of 3imm
were extracted from measurements after addition of Pd°.
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Correlation analyses
The obtained trajectories were stacked successively to obtain one paired data set per
measurement. Correlation curves from these data sets were calculated using

autocorrelation function eq. (3) and crosscorrelation function eq. (4), implemented in

Matlab.
1 =
(@ =5 ) 0= Gue=) @)
t=0.1s

T—Ti'j

2 1

G(ti) = T Z (Vi — )" (}’j,tﬂ'i,j = yj) (4)
t=0.1s

The correction of correlation curves was done as described by Bacia et.al.[5”] For that
purpose, first bleed-through ratios were estimated, kg, as the brightness of the “blue” dye
in the “orange” channel and k,,, vice versa. This was done from integrated SM brightness
over the first 3 s. HE constitutes the brightness from the “blue” emitting dyes 2imm and
3imm, respectively, in the “orange” channel and Hf from the “blue” emitting dyes in the
“blue” channel. HY and HY for “orange” emitting dye 1imm were determined the same way.
As input, the data from reference measurements before and after the reaction, i.e. without
PdO, was taken.

s o
= ﬁ_f ; Kop = ﬁ_oo

(®)

Kpo

With these bleed-through ratios around 12 % in both cases, the corrected correlation
curves were determined with eq. (6) for blue autocorrelation and (7) for cross-correlation.

Gy (1) = Gy (1) + Kop?Go (T) + 205G (71 ;) ©
G(71,7) = KpoGp(T) + KopGo(7) + (1 + Kpokop)G (T 5) )
Obtained curves are shown in fig. S11 and extracted rate constants are compiled in fig.

S16.
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Figure S11. a) Mean autocorrelation curves of fluorescence trajectories of immobilized
substrates on 9 samples for 2imm resp. 3 samples for 1imm and 3imm in their associated
emission channels; b) mean cross-correlation of fluorescence trajectories between the
,blue“ and ,orange“ channel of compounds 3imm in pure ethanol and 3imm with Pd® with
associated standard deviations for each curve, calculated from the results of 3 different
measurements; ¢) Mean cross-correlation of fluorescence intesities in the ,blue“ and
,orange“ channel of compound 2imm without and with Pd® with standard deviations from 9

measurements (fig. 3a main text).
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Threshold analysis

The trajectories were analyzed through thresholding to extract last points in time for
fluorescence emission related to the starting material and first points in time for emission
of formed product of every trajectory. Here, modification of single-molecule trajectories
was performed to reduce error due to noise and simplify data extraction at the cost of time
resolution. To single out fluorescence trajectories with a change from starting material to
product fluorescence, a threshold (fig. S12) was introduced. This was done similar to
previous analysis to identify the times of a clear change in optical properties. The threshold
was deduced by fitting the normalized intensity histogram with a gauss fit at zero emission
and taking the intensity at ~2.6 0. That means, > 99 % of values, which are expected to
correspond to zero emission are excluded through the threshold. A binary signal from
fluorescence trajectories was then created through this threshold. Observation of orange
emission for at least one second was counted as product formation. Last points in time of
blue fluorescence and time of emergence of orange emission were extracted with neglect
of blinking events. From this data, count histograms (fig. S13) were created. From these
curves, kinetic parameters with their related standard deviations were derived and
compared relative to each other.
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Figure S12. Histogram of normalized fluorescence intensities in SM trajectories with
deduced thresholds: the blue line for starting material 2imm and the orange line for product

1imm (see Sl p. 26 for details).
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Signal-pair analysis

In a signal-pair analysis($8S% the intensities of all trajectories were filled in a 2-D histogram
of blue against orange intensity with one histogram for every point in time. From these
histograms signal-pairs of starting material and product were deduced and their
population progression over time was extracted. This method shows the development of
spectroscopic species over time (fig. S14). Starting material and product populations are
followed (S| fig. S15), still accompanied by a large noise. Although spectral diffusion(S%
during transformation to the product was noticed, its amplitude is a constant fraction of
the product formation signal in measurements with Pd® as well as reference
measurements, i.e. in pure ethanol. Therefore, it could not be traced back to the catalytic
cycle (see main text, scheme 2).
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Figure S14. Signal-pair histograms from over 100 SM-trajectories at a time delay of 3 s;
a) of 2imm in a reference measurement without Pd?; b) of 2imm with addition of Pd®; c) of
1imm created through reaction of 2imm after removal of Pd?; d) of 3imm in a reference
measurement; e) of 3imm with addition of Pd binned for 1 s; solid squares represent
ranges of signal-pairs for starting material (blue) and product (orange); solid red lines
represent formal thresholds for starting material and product separation, in regard to
deduced thresholds from fig. S12. From drawn boxes, populations of substrates 3imm, 2imm
(cyan) and 1imm (orange) were extracted. Ranges of boxes were set according to minimal

offset of resulting noise.
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The extracted rate constants are compiled and compared in fig. S16.
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Determination of kinetic parameters
For a comparative analysis of single-molecule data, obtained curves were fitted mono- or
biexponentially,lS6! see figures S11, S13 and S15. For this purpose, eq. (8) or a

biexponential equivalent was used.

1

K=
Thlue decay
2imm
—_—

3imm -

t

[A]t — [A]O . e—Tblue decay (8)
Product formation in threshold analysis (fig. S13) were fitted monoexponentially with eq.
(9).

1

k=
Tform orange

9 = Mimm
S S
[B]t = [B]oO 3 <1 —e Tform,orange) (9)

For analysis of product formation, the corresponding signal-pair population and
crosscorrelation of trajectories was fitted with a biexponential equation (10). Here rising
and decaying kinetic constants were received.

1 1

ks = ko =
e Tform orange Torange decay 0
1
T : :
[B]t = [B]O . 1 formorange 1 . (e Tformorange — o Torange decay) (10)

T orange decay Tform,orange
Error margins of resulting reaction times were calculated according to variations between

the various measurements.
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Comparison with reaction rate from fluorogenic approach

The predicted reduced reaction time t,.., was calculated from average survival time 7,
prior to bleaching from the autocorrelation decay and the monoexponential product
formation rate k’ from previous ensemble measurements(S'l in ethanol in eq. (11).

1 1

1bleachlng Treact
Q ~ @ - = ‘ 1imm (fluorogenic)

1
=—+k (11)
Tred Tav

Treq Was calculated with k' = (1.58 + 0.38) - 10725~ from S and 7, = 6.9 + 2.3 s.

1

Efficiency of photoactivated deallylation of 3imm
Deallylation quantum yield @, .o Was calculated according eq. (12) from the photolytic
deallylation rate kpp,eqc and excitation rate k.., i.e. illumination intensity I;;,,, and

estimated absorbtion cross section gy, (~0.65 A2).

kPh,reac o 1 . hv

(12)

Pph,reac =
' kexc Tform,orange ]illumUAbs

34

Reprinted with permission from J. A. Menges, A. Grandjean, A. Clasen, G. Jung, ChemCatChem 2020, 12, 2630-2637.
Copyright 2020 The Authors. Published by Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA. DOI: 10.1002/cctc.202000032

220



T
analysis

a) : r
60 «j- 2,,,m Pure EtOH 50
2., + Pd° ] correlation
50+ " P threshold |59 (1)
(I signat-pair Ao = 0.3+0.05
40 @) L 40 Aong =0.7£0.05
» (2)
= 304 ) 130 Agor =0.280.01
Ang =072+ 0.01
204 L0 (3)
X Agon =0.38 £0.01
105 F10 A, =0.62+0.01
0 Lo
» @ Ky N
s s ¢ N AN
i 2 & & & &
S 4 O & RIS
b) . —
604 [ 3, Pure EtOH analysis 60
s, + P [Jcorrelation
E e V7 threshold | (1)
50 5 i
(I signal-pair Agho = 0.34 £0.04

Ang = 0.66 + 0.04

Figure S16. Obtained kinetic constants 7, . for 1. decay of blue fluorescence, 2. the lag

time, i.e. dark state, 3. orange fluorescence formation and 4. orange fluorescence decay.

These constants were extracted from SM trajectories through correlation, thresholding

and signal-pair analyses of experiments with a) 2imm (fig. 4 main text) and b) 3imm. For

biexponential fits, the corresponding amplitudes for the short and the long components

are shown under (1), (2) and (3); *experiments with no significant correlation amplitude.
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Photochemical pathways

From obtained results in photochemical decomposition pathways for compounds 2a, b
and 3a, b as well as 2imm and 3imm were assumed. Through Pd°, the formation of a
stabilized non-fluorescent species X may be catalyzed as seen in scheme S2 with respect
to the elongated dark state depletion kinetics in experiments with 2imm and 3imm with Pd°.
Yet, no other evidence for the existence of such a species or other indications towards its

hv CHz  ~(20s)"
+ Oe
&

constitution exists.

\

R
Pd°Lx\ /(- (30 s)"
X

Scheme S2. Supposed reaction mechanism of photochemical bypass reaction.
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Figure S6. Scheme of FCS-measurement chamber; a) in detail including all involved
paris: b) assembled as Wholg: . s s 16
Figure S7. Normalized fluorescence correlation curves of a) compound 1b in ethanol with
addition of base for deprotonation (left) in comparison to the situation as product of the
reaction of 2b with Pd° (right); b) compound 2b in ethanol in comparison to the situation
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intensities; solid lines represent fits With €. (2)....ccoovviiiiiiii e, 18
A faint , intensity-dependent reduction of tdif f is seen in a), b) and c), which is interpreted
as signature of photobleaching.!$5 Addition of Pd® to compound 2b reduces the apparent
diffusion time tdif f by a factor of 4 (fig. 1c main text)........ccceoiiiiii e 19
Figure S8. a) Scheme of dark state equilibrium of compounds 1b, 2b and 3b, depicted as
A; extracted rates for b) dark state formation kdark,ef f, c) decay of dark state kbright,
i.e. bright state formation, d) scheme of contributions to measured mean diffusion times
tdif f and e) =dif f from fits of autocorrelation functions with eq. (2) of 1b, 2b and 3b with
and without influence of Pd®, dependent on illumination intensities (measurements of 3b
with no observable dark state formation are not included)............ccceeiiiiiiiiiiiiieenn. 20
Figure S9. Scheme of TIRF-mMiCroSCOPY-SEIUP. .....eeiiiiiiiiiiiiiieiie e 22
Figure S10. Images of labeled surface with a) 2imm in water at pH 3 and b) 1imm in water
at pH > 12 in the blue and orange detection channels respectively at the bottom

corresponding single-molecule emission trajectories are shown. ..........ccccoeeeeiiiiininnens 23
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Obtained curves are shown in fig. S11 and extracted rate constants are compiled in fig.
BB, inismmmissorssmimassssis s S S A T N S 25
Figure S11. a) Mean autocorrelation curves of fluorescence trajectories of immobilized
substrates on 9 samples for 2imm resp. 3 samples for 1imm and 3imm in their associated
emission channels; b) mean cross-correlation of fluorescence trajectories between the
,blue“ and ,orange“ channel of compounds 3imm in pure ethanol and 3imm with Pd® with
associated standard deviations for each curve, calculated from the results of 3 different
measurements; ¢) Mean cross-correlation of fluorescence intesities in the ,blue“ and
,orange“ channel of compound 2imm Without and with Pd® with standard deviations from 9
measurements (fig. 3a Main teXt). ......ccoiiiiiiii e 26
Figure S12. Histogram of normalized fluorescence intensities in SM trajectories with
deduced thresholds: the blue line for starting material 2imm and the orange line for product
Timm($€e:S] P: 26 FOr details): sy s s s s as s s s ey 28
Figure S13. Histograms of summarized a) last blue emission times t1, b) lag times At and
c) first orange emission times t2 (fig. 3c, d main text) of all traces, where an orange
fluorescence rise was recognized, regarding the previously set intensity thresholds; d)
Weibull analysis of dark state kinetics; e) resulting B-values and f) kef-values of Weibull
BUNAY SIS s wussnsimneusamtns s s s S S ¥ A4 6 S 0 R S S S S 29
Figure S15. a) Summarized decaying signal-pair populations of the various immobilized

species 1imm, 2imm and 3imm with and without influence of Pd; b) summarized signal-pair

populations of product formation during the different experiments. ........ccccccccoeeeeiinnnns 32
The extracted rate constants are compiled and compared in fig. S16. ......ccceeeeeeeeennes 32
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Figure S16. Obtained kinetic constants t1/e for 1. decay of blue fluorescence, 2. the lag
time, i.e. dark state, 3. orange fluorescence formation and 4. orange fluorescence decay.
These constants were extracted from SM trajectories through correlation, thresholding
and signal-pair analyses of experiments with a) 2imm (fig. 4 main text) and b) 3imm. For
biexponential fits, the corresponding amplitudes for the short and the long components

are shown under (1), (2) and (3); *experiments with no significant correlation amplitude.
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Scheme S2. Supposed reaction mechanism of photochemical bypass reaction. ......... 36
Figure S17. '"H NMR spectrum of compound 3a in trichloromethane-d. ....................... 37

Figure S18. Enlarged domains of '"H NMR spectrum of compound 3a in trichloromethane-
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Experimente auf Einzelmolekulniveau

6. EXxperimente auf Einzelmolekulniveau

In weiterfihrenden Experimenten zu den Publikationen aus Kapitel 5.2 und 5.3 wurde die
Anwendung der Photosdure-Base-Komplexe als molekulare Sonde auf das Einzel-
molekilniveau Ubertragen. Wie in Kapitel 5.4 gezeigt, eignen sich die Photosaurederivate
ausgezeichnet zur Beobachtung einzelner Molekiile. Im Falle des Komplexes mit Phosphinoxid
Uberlappen jedoch die zu untersuchenden Emissionsbanden von CPX und HBIP stark. Die
Verwendung von mehreren Farbkanalen in der Detektion liefert daher keine ausreichend hohe
spektrale Auflosung mehr. Aus diesem Grund wurde ein objective-type TIRF-Setup mit
zusétzlichem Transmissionsgitter aufgebaut (Abbildung 17), welches die Aufnahme von
Emissionsspektren einzelner Molekule ermdglichte. Im Folgenden soll zundchst dessen Aufbau
und Kalibrierung préasentiert werden, wobei letztere durch Messungen der Modellsystemen mit
Perylendiimid und Terrylen verifiziert wurde. Anschliel3end folgen im letzten Kapitel die ersten
Messungen der Photoséure-Base-Komplexe. Experimentelle Details zur jeweiligen Proben-
vorbereitung sind im Anhang (siehe Kapitel 9.1) zu finden.

6.1. Aufbau des Einzelmolekilspektrometers

Experimenteller Aufbau

Der Aufbau des Einzelmolekilspektrometers basiert auf einem objective-type TIRF Mikroskop
(Abbildung 17), in dem der Laser (442 nm OBIS 445, Coherent; 488 nm Picarro Cyan, Soliton
bzw. 470 nm LDHP-C-470B, PicoQuant) durch das Objektiv (o-Plan-Apochromat, 100X,
NA 1,57, Zeiss) eingekoppelt und auf dessen riickseitige Fokalebene durch eine achromatische
Linse fokussiert wird (AC254-400-A-ML, Thorlabs, fi =400 mm). Die hohe numerische
Apertur des Objektivs und die verwendeten Deckglaser (HI Spezialdeckglédser, Zeiss)
ermdglichen auch TIRF Bedingungen in Probematerialien mit erh6htem Brechungsindex, wie
beispielsweise PMMA. Die emittierten Photonen des Chromophors werden vom Objektiv
aufgesammelt und durch einen entsprechenden dichroitischen Spiegel (ZT442dcrb-UFL1,
z405/470rpc XT bzw. ZT405/488rpc, AHF Analysetechnik) und einen Langpassfilter
(ET 460Ip bzw. 500lp, AHF Analysetechnik) vom Laserlicht getrennt. Fir die Anregung mit
dexc = 488 nm wird der Langpassfilter (Age: > 500 nm) um einen Notch-Filter (ZET405/488,
AHF Analysetechnik) ergéanzt. Anschlielend wird das Fluoreszenzlicht mit Hilfe einer
achromatischen Linse (AC254-200-AB-ML, Thorlabs, f>=200mm) und durch das
Transmissionsgitter (GT25-03, 300 grooves/mm, Thorlabs) hindurch auf den Kamerachip
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Aufbau des Einzelmolekilspektrometers

(sSCMOS Orca-Flash 4.0 LT+, Hamamatsu) fokussiert. Das Transmissionsgitter ist 2 cm vom
Detektorchip entfernt auf einer Kipphalterung montiert und kann so nach Bedarf aus dem
Detektionsstrahlengang entfernt werden, ohne beim Wiedereinsetzen eine erneute Kalibrierung

durchzufihren.

sCMOS L\
Kamera|

Transmissionsgitter f,

Abbildung 17: Darstellung des experimentellen Aufbaus des Einzelmolekilspektrometers: schematische
Seitenansicht (links) und tatséchliche Draufsicht auf das experimentelle Setup (rechts). Anregungsstrahlengang
(blau) und Detektionsstrahlengang (griin) sind in Letzterem nochmals ergdnzend eingezeichnet. Der Aufbau basiert
auf einem invertierten Mikroskopstativ von Zeiss (AxioVert 200). Weitere Details zu den einzelnen Bauteilen sind

im Text angegeben.

Kalibrierung

Zur Wellenldngenkalibrierung des Einzelmolekiilspektrometers wurde ein Standard aus
fluoreszenzmarkierten Nanopartikeln mit mehreren bekannten Emissionsmaxima verwendet
(TetraSpeck™, 0.1 um, Thermo Fisher Scientific). Durch Aufnahmen mehrerer einzelner
Partikel wurde die mittlere Distanz Ax; zwischen Bildpunkt und jeweiligem
Fluoreszenzmaximum i auf dem Kamerachip ermittelt (Abbildung 18). Dazu wurden nach einer
Untergrundkorrektor des Mikroskopiebildes (rolling ball algorithm, 50 Pixel Radius,
ImageJ)? jeweils die entsprechenden Pixel-Zeilen eines Nanopartikels aufsummiert und
anschlieBend diese summierte Intensitdt gegen Ax aufgetragen (Abbildung 18a-b). Eine
Ensemble-Referenzmessung (Abbildung 18a, unten) der Nanopartikel durch das kommerzielle
Fluoreszenzspektrometer (FP-6500, JASCO) ermdglichte anschlielend jedem Ax; die
Wellenldnge des entsprechenden Maximums zuzuordnen und eine Kalibriergerade fur den

gesamten Wellenlangenbereich zu erstellen (Abbildung 18c).[?621 Die Unsicherheit der
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Wellenlange im Bereich von 450-750 nm betrug weniger als £ 3 nm (95 % Prognoseintervall).
Eine Abhangigkeit von der (x,y)-Koordinate auf dem Kamerachip konnte aufgrund von

Vergleichsmessungen ausgeschlossen werden.

a LIJ b AX; b
:?:' 10, ——— 1 544 Pixel
f:ﬁ 0,81
E’ 061 /622Pixe\
[ [R—
E 0.4 EJiIdpunkt 726 Pixel 100 pixels
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= & 600
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E g 5501
£
S 500 1
500 550 600 650 700 500 550 600 650 700 750
Wellenlange / nm Ax | Pixel

Abbildung 18: Wellenlédngenkalibrierung des Einzelmolekilspektrometers. (a) Intensitit eines fluoreszenz-
markierten Nanopartikels entlang der x-Achse und das entsprechende Ensemble-Emissionsspektrum in Wasser.
Ersteres ist in Ax angegeben, was der Differenz zwischen Bildpunkt und jeweiligem Pixel in der spektral aufgeldsten
Domane des Mikroskopiebildes entspricht. Zur Verbesserung des Signal-zu-Rauschen-Verhéltnisses werden, wie im
Mikroskopiebild (b) durch die grine Markierung eingezeichnet, jeweils mehrere Zeilen aufsummiert. Durch
Zuordnung der einzelnen Maxima Axi zu den jeweiligen Fluoreszenzpeaks des Ensemble-Spektrums in (a) kann die
Kalibriergerade in (c) erhalten werden (A4 = 0,921(2) nm-Ax + 10(1) nm). Dessen Prognoseband (95 %,
ca. = 3 nm) ist in hellgriin eingezeichnet und beruht auf der Messung von 51 individuellen Nanopartikeln mit jeweils
drei unabhangigen Axi-Werten. Zur besseren Ubersicht sind lediglich die Mittelwerte mit den entsprechenden

Fehlerbalken angegeben. Details zur Probenvorbereitung sind in Kapitel 9.1 angegeben.

Einzelmolekilspektren anhand von Modellsystemen

Zur Verifizierung des Aufbaus wurden zunéchst Messungen mit Perylendiimid (N,N*-di(7-
tridecyl)perylene-3,4,9,10-tetracarbonsdurediimid) in PMMA und Terrylen in p-Terphenyl
durchgefiinrt.! Die verwendeten Fluorophore zeichnen sich insbesondere durch ihre hohe
Photostabilitat aus, was eine lange Belichtungs- bzw. Integrationszeit fir die Aufnahme eines

Einzelmolekilspektrums —ermdglicht.’  Um aus den Mikroskopieaufnahmen die

1 Die Messungen von Terrylen in p-Terphenyl entstanden zu Teilen in Zusammenarbeit mit Matthias Jourdain und Ronja Priester.
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Aufbau des Einzelmolekilspektrometers

Emissionsspektren der einzelnen Molekile zu erhalten, wurde analog zu den Nanopartikel-
Messungen vorgegangen. Zundchst wurde eine Untergrundkorrektur durchgefuhrt und
anschlieflend fiir das jeweilige Molekil die entsprechenden Pixel-Zeilen aufsummiert. Die
Umrechnung von x bzw. Ax in die Wellenlangenskala erfolgte mit einer wie in Abbildung 18c

gezeigten Kalibriergeraden.
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Abbildung 19: Einzelmolekilaufnahme von  Perylendiimid  (N,N*-di(7-tridecyl)perylene-3,4,9,10-tetra-
carbonsaurediimid) in PMMA (Aexc = 470 nm): Zeitspur mit einer Auflosung von 3 s (links) und summiertes
Einzelmolekulspektrum bis zum Bleichen (rechts). In Letzterem ist zum Vergleich das Ensemble-Spektrum von
Perylendiimid in PMMA gezeigt (rot).
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Abbildung 20: Zeitaufgeldste Einzelmolekilspektren (3 s Integrationszeit, dexc =470 nm) eines Perylendiimid-
Molekiils in PMMA (links) und die entsprechenden Mikroskopieaufnahmen des rdumlich bzw. spektral aufgeldsten
Bereiches (rechts) zur jeweils angegebenen Zeit (vgl. Abbildung 19, links).
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In Abbildung 19 ist beispielhaft eine Aufnahme eines einzelnen Perylendiimid-Molekils
gezeigt. Die Zeitspur folgt eindeutig dem fur einzelne Molekdile typischen Verhalten und bleicht
mit einem abrupten stufenférmigen Abfall des Signals nach 192 s. Das Emissionsspektrum des
Molekiils weist die aus dem Ensemble-Spektrum bekannte Feinstruktur auf, mit einem
Hauptmaximum von 541 nm und einer Nebenbande von 582 nm. Im Vergleich zum Ensemble-
Spektrum sind die beiden Maxima um ca. 7 nm bathochrom verschoben. Hier muss jedoch
sowohl die Wellenldngenunsicherheit in der Kalibriergeraden wie auch die Heterogenitat des
amorphen PMMA-Films berticksichtigt werden. So konnte bereits flir PMMA gezeigt werden,
dass die Ensemblespektren von 9-(Diethylamino)-5H-benzo[a]-phenoxazin-5-on (Nilrot) je
nach molarer Masse des verwendeten Polymers um bis zu 6 nm voneinander abweichen.[?7!]
Ursache daftr sind unterschiedliche Anordnungen der Polymerketten und damit einhergehende
Variationen in der dielektrischen Konstante. Dabei sind die angegebenen molaren Massen
Durchschnittswerte, tber welche in einer Ensemblemessung gemittelt wird. Fir ein einzelnes
Molekil hingegen wird das Emissionsspektrum nur durch die individuelle molekulare
Umgebung bestimmt. Folglich sind auf dem Einzelmolekilniveau leichte Variationen der
Emissionsspektren und damit leicht unterschiedliche spektrale Lagen der Maxima zu finden. In
Abbildung 20 sind die zugehdrigen zeitlich aufgeldsten Spektren und die entsprechenden
Mikroskopieaufnahmen des Perylendiimid-Molekils gezeigt. Dabei kann zusétzlich eine
spektrale Diffusion des Spektrums beobachtet werden, welche mit 10 nm knapp Uber dem

spektralen Auflésungsvermdgen des Setups liegt.

Im Vergleich zu Perylendiimid in PMMA, zeichnet sich Terrylen in p-Terphenyl durch eine
feste geometrische Orientierung des Farbstoffes aus.[*l In dem dotierten p-Terphenyl-Kristall
substituiert jeweils ein Terrylen-Molekiil ein bis zwei p-Terphenyl-Molekiile.?’>-2741 Djes fiihrt,
zusammen mit der bevorzugten Wachstumsorientierung, zu einer gegeniiber der Glasoberflache
senkrechten  Ausrichtung der Terrylen-Langsachse. Dartber hinaus liegt das
Ubergangsdipolmoment von Terrylen entlang dieser Langsachse, was dadurch als molekulare
Dipolantenne angesehen werden kann. Die Ubergéange zwischen elektronischem Grundzustand
und angeregtem Zustand entsprechen dann der Umpolung einer solchen Antenne. Die
Aussendungsrichtung eines emittierenden Photons wird daher analog dazu durch eine sin?-
Funktion beschrieben (Abbildung 21b). Dadurch ist keine Aussendung parallel zur
Antennenachse mdoglich. Aufgrund der zusétzlichen Parallelitdit von Langsachse und
Beobachtungsachse ergibt sich im Mikroskopiebild die fur dieses System typische Donutform
mit reduzierter Signalstérke in der Mitte des Farbstoffes. In Abbildung 21 ist das tber 25s
aufsummierte Einzelmolekdilspektrum eines einzelnen Terrylen-Molekiils in p-Terphenyl und

die entsprechende donutférmige Mikroskopieaufnahme gezeigt. Das erhaltene Maximum liegt
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Aufbau des Einzelmolekilspektrometers

bei Amax =575 nm und ist damit zum Ensemblespektrum um lediglich 4 nm hypsochrom
verschoben, und in Ubereinstimmung mit dem Literaturwert des Ensemblespektrums von
Amax = 576 nm.[242]

1,01 — Einzelmolekiil-Spektrum Terrylen in p-TerphenyI
— Ensemble in p-Terphyenyl

norm. Intensitat / w.E.

0,0

550 600 650 700
Wellenlange / nm

Abbildung 21: (a) Aufsummiertes Einzelmolekilspektrum {iber 25 s (schwarz) und entsprechendes Ensemble-
Spektrum (blau) von Terrylen in p-Terphenyl. (b) Links ist schematisch das Aussendungsmuster einer Dipolantenne
dargestellt, welches durch eine sin2-Funktion beschrieben wird. Es erfolgt keine Strahlungsabgabe parallel zur
Antennenachse. Da das Ubergangsdipolmoment von Terrylen der Léngsachse des Molekiils entspricht und in p-
Terphenyl senkrecht zur Glasoberflache steht, folgt daraus das rechts gezeigte typische Donutmuster in einer TIRF-

Aufnahme von Terrylen in p-Terphenyl.

In Abbildung 22 und Abbildung 23 sind beispielhaft Zeitspur, Summenspektren und
zeitaufgeltste Spektren eines Terrylen-Molekils in p-Terphenyl gezeigt, welches nach 20 s
reversibel in einen Dunkelzustand wechselt. Nach dem Dunkelzustand zeigt sich eine
verringerte Intensitat, welche mit einer bathochromen Verschiebung des Einzelmolekiil-

spektrums um 10 nm (Amax = 582 nm / 592 nm) einhergeht.
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Abbildung 22: Einzelmolekiilaufnahme von Terrylen in p-Terphenyl (Aexc = 488 nm): Zeitspur mit einer Auflésung
von 0,5 s (links) und summierte Einzelmolekulspektren vor bzw. nach dem Dunkelzustand (rechts). In Letzterem ist

zum Vergleich das entsprechende Ensemble-Spektrum von Terrylen in p-Terphenyl gezeigt (blau).
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Abbildung 23: Zeitaufgeldste Einzelmolekilspektren (0,5s Integrationszeit, Aexc =488 nm) eines blinkenden
Terrylen-Molekdls in p-Terphenyl (links) und die entsprechenden Mikroskopieaufnahmen des rdumlich bzw.
spektral aufgeldsten Bereiches (rechts) mit der jeweils angegebenen Zeit (vgl. Abbildung 22, links).

Die geringe spektrale Verschiebung ist aufgrund ihrer Nahe zum spektralen
Auflésungsvermogen nur mit Vorsicht zu interpretieren, wohingegen die Erniedrigung der
Fluoreszenzintensitat um 25 % eindeutiger ist. Eine mogliche Erklarung ware eine leichte
geometrische Umorientierung des Molekiils. Dies wiirde die Ubergangsdipolmoment-Achse
und somit auch die Fluoreszenzintensitat verdndern, jedoch nicht signifikant die Lage des
Maximums beeintrachtigen. Innerhalb der festen Kristallstruktur ist dies jedoch eher
unwahrscheinlich und die Herkunft des Dunkelzustandes wiirde dies ebenfalls nicht erkléren.
Als Erklarung wahrscheinlicher sind dagegen die bereits von Christ!2*224%1 et al. beschriebenen
Photo-Oxidationsreaktionen des Terrylens, welche von ihm durch Einzelmolekulspektren eines

konfokalen Aufbaus und theoretische Rechnungen untersucht wurden.

Zusammenfassend zeigen die Einzelmolekil-Messungen von Perylendiimid und Terrylen die
Funktionstlichtigkeit des konstruierten Einzelmolekil-Fluoreszenzspektrometers.  Die
erhaltenen Emissionswellenldngen stimmen im Rahmen der Messunsicherheit mit den
Ensemble-Spektren Uberein und bieten eine spektrale Auflésung von unter 10 nm, was als

ausreichend genau fir die Protonentransferreaktionen angenommen werden kann (siehe
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Kapitel 5.3). Darlber hinaus zeigt sich keine signifikante Wellenlangenabhangigkeit der
Detektion. Fur beide Fluorophore stimmt das Verhéltnis von Haupt- und Nebenbande, sowie
die Form des Emissionsspektrums, mit der jeweiligen Ensemble-Messung tberein (Abbildung
19). Dies ermdglicht eine qualitative Interpretation der Emissionsbanden ohne eine weitere
Intensitatskorrektur der Spektren. Im Folgenden Kapitel soll nun die Ubertragung des

Photosaure-Base-Komplexes auf das Einzelmolekilniveau thematisiert werden.
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6.2. Photosaure-Base-Komplex auf Einzelmolekllniveau

In Kapitel 5.2 wurden wasserstoffbriickengebundene Photosédure-Base-Komplexe zur
Untersuchung der Umgebungsabhangigkeit des Protonentransfers etabliert. Darin zeigte sich
im Rahmen der verwendeten Ldsungsmittel eine exponentielle Abhangigkeit zwischen der
Gesamtpolarisierbarkeit f(e) des Losungsmittels und dem Verhdltnis der Fluoreszenz-
intensitdten von HBIP und CPX (Kapitel 5.2, Figure 4b). Diese Funktion kann nun in einem
nachsten Schritt, und unter der Voraussetzung, dass keine Dissoziation des lonenpaars im
angeregten Zustand erfolgt, als Referenz fiir unbekannte Umgebungspolaritten eingesetzt
werden. Bei bekanntem Verhaltnis von HBIP und CPX im Emissionsspektrum des Komplexes
kann so die Polaritat der Umgebung bestimmt werden. Im Folgenden wurden erste Experimente
durchgefihrt, um dieses Sonden-System auf das Einzelmolekilniveau zu Ubertragen. Wie in

Kapitel 5.4 gezeigt, eignet sich die Photosaureklasse der Pyrene dazu ausgezeichnet.
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Abbildung 24: Ubersicht iiber die Ergebnisse der Bachelorarbeit von Elias GieRelmann.[27% (a) Verwendete Polymere
zur Einbettung des Photosdure-Base-Komplexes (ROH:TOPO). (b) Emissionsspektren des Komplexes in
unterschiedlichen Polymerfilmen bzw. Toluol oder polykristallinem TOPO (Aexc = 380 nm). (c) Mittlere Bleichzeiten
des Komplexes auf Einzelmolekiilniveau bei Beobachtung mittels TIRF-Mikroskopie (Aexc = 442 nm, 400 uW).
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Photosaure-Base-Komplex auf Einzelmolekilniveau

Im Rahmen der Bachelorarbeit von Elias GieRelmann?®! wurden dazu erste Vorarbeiten
geleistet. Das in Kapitel 5.2 und 5.3 vorgestellte System aus der Photosaure 5 (Tris(2,2,2-
trifluoroethyl)-8-hydroxypyren-1,3,6-trisulfonat, Abbildung 3) und dem Liganden Tri-n-octyl-
phosphinoxid (TOPO) wurde dazu in verschiedene feste Matrizes eingebettet (Abbildung 24).
Bei der Untersuchung der Ensemble-Spektren ergaben sich fur die Emissionsspektren in
Celluloseacetatbutyrat (CAB) und Polycarbonat (PC) Bandenformen, die denen des Komplexes
in Toluol &hneln, jedoch um ca. 25 nm breiter sind. Wie in Kapitel 5.2 gezeigt, findet in Toluol
nahezu kein ESPT statt und das entsprechende Fluoreszenzspektrum kann in erster Naherung
als Bandenform der CPX-Spezies angenommen werden. Ob der Unterschied der Spektren
gegenuber Toluol von einer zusétzlichen HBIP-Bande herrihrt, oder es sich um eine allgemeine
Verbreiterung der CPX-Bande durch die feste heterogenere Matrix handelt, kann nicht
eindeutig bestimmt werden. Im Gegensatz dazu weichen die Emissionsspektren in den anderen
Polymeren und in polykristallinem TOPO deutlicher von der reinen CPX-Bande ab. Neben
einer Schulter von 520-560 nm, die einer zusatzlichen HBIP-Bande zugeordnet werden kann,
wurde auch die Emissionsbande der deprotonierten Photoséure bei 570 nm beobachtet. Dies ist
ein deutlicher Hinweis darauf, dass in diesen Polymeren ESPT stattfindet. In einem zweiten
Schritt wurde mittels TIRF-Mikroskopie die Photostabilitit der Komplexe in den
unterschiedlichen Polymeren untersucht. Daflr wurden fur jedes Polymer {ber 100
Einzelmolekilspuren aufgenommen und anschlieBend aufsummiert. Aus dem sich ergebenen
exponentiellen Intensitatsabfall konnte jeweils die in Abbildung 24c angegebene Bleichzeit
bestimmt werden, nach der 64 % der Molekiile geblichen sind (e*-Abfall). Aus diesen Zeiten
ergab sich eine mdgliche Beobachtungszeit eines einzelnen Fluorophors von 22 bis 34 s.
Interpretationsfahige Unterschiede zwischen den Polymeren konnten nicht beobachtet werden.
TIRF-Messungen in reinem TOPO waren aufgrund der polykristallinen Struktur und dem
dadurch resultierenden starken Untergrund aus Streulicht nicht durchfiihrbar. Uber die Zahlrate
der Einzelmolekiilspuren und die ermittelten Bleichzeiten konnte abgeschétzt werden, dass eine
einzelne molekulare Sonde ca. 750 000 Photonen emittiert bevor der Fluorophor bleicht.[27]

Diese Anzahl an Photonen sollte ausreichend flir die Aufnahme eines gesamten Spektrums sein.

Aufbauend auf diesen Ergebnissen wurde die Photosdure in eine Mischung aus PMMA und
TOPO eingebettet und mittels des neu konstruierten Einzelmolekiilspektrometers untersucht.
Details zur Probenvorbereitung sind in Kapitel 9.1 gegeben, jedoch sei angemerkt, dass die
Matrix aus TOPO (40 mg/mL) und PMMA (20 mg/mL) ein Kompromiss zwischen moglichst
hoher Polaritat, und damit einhergehender hoher Protonentransfereffizienz, und noch immer
transparenten amorphen Filmen darstellt. Erste proof-of-concept Messungen der molekularen

Polaritatssonde auf Einzelmolekilniveau sind in Abbildung 25 und Abbildung 26 gezeigt.
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Experimente auf Einzelmolekulniveau
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Abbildung 25: Einzelmolekilaufnahme der Photoséure 5 in PMMA/TOPO (lexc = 442 nm): Zeitspur des spektral
aufgeldsten Bereichs mit einer Auflésung von 0,3 s (links) und summiertes Einzelmolekilspektrum bis zum Bleichen
(rechts). In Letzterem ist zum Vergleich das Ensemble-Spektrum der reinen Photosaure (ROH, blau) bzw. des
Komplexes (ROH:TOPO, grun) in PMMA gezeigt. Nach 2s wurde das Transmissionsgitter in den
Detektionsstrahlengang eingebracht, wodurch die Aufnahme des Spektrums erst nach 5 s begann.
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Abbildung 26: Zeitaufgeldste Einzelmolekilspektren (3 s Integrationszeit, Aexc =488 nm) einer einzelnen mole-
kularen Sonde in PMMA/TOPO (links) und die entsprechenden Mikroskopieaufnahmen des raumlich bzw. spektral
aufgeldsten Bereiches (rechts) zur jeweils angegebenen Zeit (vgl. Abbildung 25, links). Aufgrund eines geringen
Signal-zu-Rauschen-Verhéltnisses wurde zunéchst die Bildposition ermittelt und anschlieRend nach 2 s das
Transmissionsgitter in den Detektionsstrahlengang eingebracht und die Aufnahme des Spektrums gestartet. Eine

simultane Aufnahme von rdumlich und spektral aufgel6stem Bereich war nicht mdglich.
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Aufgrund des gegeniiber Terrylen oder Perylendiimid geringeren detektierten Signals wurden
die Koordinaten des Bildpunktes (Ax = 0) zunachst ohne Transmissionsgitter bestimmt und
anschlieend erst das Einzelmolekulspektrum aufgenommen. Dadurch ist, wahrend des
Einbringens des Transmissionsgitters in den Detektionsstrahlengang, die in Abbildung 25
gezeigte Zeitspur zwischen 2 und 5 s unterbrochen. Die ermittelten Einzelmolekulspektren sind
mit einem Emissionsmaximum von ca. 490 nm im Vergleich zum Ensemble um etwa 10 nm
bathochrom verschoben und zeigen eine um 15 nm verringerte Halbwertsbreite (Abbildung 25).
Letzteres ist vermutlich darauf zurlickzufiihren, dass im Ensemble die Heterogenitét der Matrix
zu einer Verbreiterung des Spektrums fiihrt. Diese Ensemble-Mittelung tber viele Fluorophore
und deren individuelle molekulare Umgebung entféllt, wie bereits erwdhnt, in einem
Einzelmolekilspektrum. Nach 21s bleicht das beobachtete Molekil mit dem fir einzelne
Molekdile typischen digitalen Abfall der Intensitdt. Die zeitlich aufgeldsten Emissionsspektren
zeigen leichte Fluktuationen in der Intensitat, jedoch keine signifikanten Anderungen in der
spektralen Lage (Abbildung 26). Weder fiir die HBIP-Spezies noch fir die deprotonierten
Spezies konnte eine entsprechende Bande deutlich in den Spektren beobachtet werden. Es ist
zu beachten, dass das Detektionsfenster erst ab ca. 460 nm beginnt, weshalb die Spektren
vermutlich an der blauen Flanke abgeschnitten sind. Auf eine Zerlegung der Spektren in die
einzelnen Spezies des Protonentransfers, wie in Kapitel 5.2 und 5.3 gezeigt, wurde daher
verzichtet. Des Weiteren sollte fiir eine quantitative Analyse eine wellenlangenabhéngige
Intensitatskorrektur implementiert werden, auch wenn diese, wie in dem vorangegangenen
Kapitel gezeigt, keine groRen Anderungen hervorrufen sollte. Aufgrund der noch limitierten
Anzahl an erhaltenen Einzelmolekilspektren und der daraus ungentigenden Statistik ist diese

Korrektur hier noch nicht verfugbar.

Zusammenfassend kann jedoch festgehalten werden, dass das System aus Kapitel 5.2 und 5.3
erfolgreich auf das Einzelmolekdilniveau tbertragen wurde. Durch die hohe Photostabilitat und
Fluoreszenzquantenausbeute konnten mittels TIRF-Mikroskopie lange Beobachtungszeiten
einzelner Molekile erreicht werden. Diese ermdglichten die Aufnahme von ersten
Einzelmolekilspektren des Komplexes. Deutliche Hinweise auf andere Spezies wie CPX sind
zwar im Ensemble-Spektrum zu erkennen, bisweilen jedoch noch nicht auf Einzelmolekiil-
niveau zweifelsfrei zu beobachten gewesen. Eine quantitative Zerlegung in die einzelnen
Spezies des Eigen-Weller-Modells ist noch nicht mdglich, da dazu ein breiteres spektrales
Fenster und eine bessere Statistik zur wellenl&éngenabhdngigen Intensitatskorrektur notig sind.
Durch eine Matrix mit héherer Polaritét (z.B. festes DMSO) sollte mit dem vorgestellten System
die Beobachtung des ESPT auf Einzelmolekilniveau einfacher mdglich sein. In dieser sollten

die Spektren bathochrom verschoben sein und der Protonentransfer deutlicher hervortreten.
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Zusammenfassung und Einordnung

7. Zusammenfassung und Einordnung

In dieser Arbeit wurden erfolgreich neue Systeme zur Untersuchung des Protonentransfers und
dessen Umgebungsabhéngigkeit entwickelt. Durch das breite Spektrum von kompatiblen
Losungsmitteln und Protonenakzeptoren ertffnen diese einerseits neue Mdoglichkeiten das
Verstandnis des Mechanismus zu vertiefen und andererseits die gewonnenen Erkenntnisse

zukunftig auf andere Reaktionen zu Ubertragen.

Unter anderem gelang die Charakterisierung einer neuen Ammoniumpyrenphotoséure, welche
mit einem experimentell (!) bestimmten pKs™-Wert von -9,9 + 0,1 die bis heute starkste
bekannte Photosaure darstellt. Damit eroffnet diese Wege zur Untersuchung von
Protonentransferreaktionen zu weniger basischen Molekiilen wie beispielsweise Aceton oder
Methansulfonat.[**@ Durch ihre duRerst hohe chemische Stabilitat konnte der Protonentransfer
sogar in konzentrierter Schwefelséure untersucht werden. Dabei zeigte sich ein kinetischer
Isotopeneffekt von 1,9 £ 0,2 und eine im Vergleich zu den bisherigen Aziditats-Rekordhaltern
fiinfzehnfach langere Fluoreszenzlebensdauer von 1,4+0,1ns, was eine langere
Beobachtungszeit mittels zeitaufgeldster Spektroskopie ermdglicht. In dieser bis dato fir
Photoséduren nicht zugéanglichen Umgebung konnte das schwach basische Hydrogensulfat
HSO,~ als Protonenakzeptor identifiziert werden. Die Schwefelsdure stellt hier mit einer
relativen Permittivitdt von & =101 ein Extremfall an polarer Umgebung dar, dessen

Untersuchung erst durch die neu entwickelte Ammoniumpyrenphotosaure moglich wurde. 278!

Kern der Arbeit war die erfolgreiche Entwicklung, Charakterisierung und Verwendung von
wasserstoffbriickengebundenen  Photosdure-Base-Komplexe — zur  Untersuchung  der
Umgebungsabhéngigkeit des Protonentransfers. In der ersten Publikation zu diesen Systemen
wurden verschiedene Komplexe aus Hydroxypyrenderivaten und Phosphinoxiden mittels
UV/VIS-, Fluoreszenz-, NMR- und IR-Spektroskopie charakterisiert. Insbesondere die
Verwendung von Phosphinoxiden als Ligand und Protonenakzeptor ermdglichte dabei die
Uberwindung der Unzulanglichkeiten bisheriger Systemel164165.267-26% (sjehe Kapitel 4): Die
neuen Systeme zeigten Komplexbildungskonstanten von 103-10” M, gute Loslichkeiten und
hervorragende Fluoreszenzquantenausbeuten in einer breiten Palette von aprotischen
Ldsungsmitteln. Anhand des Komplexes aus Photosaure 5 und Tri-n-octylphosphinoxid konnte
daher die Untersuchung des ESPT in Abhéngigkeit der Umgebung erfolgen. Durch eine
Solvatochromieanalyse nach Lippert-Mataga in Losungsmittelgemischen von Toluol/DCM und
DCM/Benzonitril wurde flr diesen Komplex hachgewiesen, dass die Fluoreszenzspektren zwei
unterschiedliche Spezies beinhalten. Deren jeweilige Anderung des Ubergangsdipolmoments

wéhrend der Anregung Ap unterschied sich dabei. Diese Differenz der beiden Spezies AAu
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betrug 3,3 + 0,6 D, beziehungsweise 2,9 £ 0,6 D fiir die verfeinerten Bandenformen, was der
Verschiebung einer Elementarladung von ca. 60-70 pm entspricht. Dies ist in hervorragender
Ubereinstimmung mit dem Protonentransfer innerhalb einer Wasserstoffbriickenbindung und
einer Anderung der Konfiguration von O-H--O zu -O--H-O*. Somit konnten die
entsprechenden Fluoreszenzbanden den Spezies CPX und HBIP des Eigen-Weller-Models
zugeordnet werden. Das Intensititsverhadltnis der Banden zeigte eine exponentielle
Abhéngigkeit von der molekularen Gesamtpolarisierbarkeit f(e) des Ldsungsmittels. Die
zugrundeliegende Exponentialfunktion konnte quantitativ bestimmt werden und kann zukdinftig
als Referenz bzw. Kalibrierfunktion genutzt werden. In einer darauffolgenden Publikation
wurde der Komplex mittels zeitaufgeldster Spektroskopie in Acetonitril untersucht. In diesem
sehr polaren Losungsmittel zeigte sich neben der Bildung von HBIP auch die vollstandig
deprotonierte Photosdure RO", wodurch der gesamte Eigen-Weller-Mechanismus abgedeckt
werden konnte. Transiente Absorptionsmessungen ergaben, dass der elementare Protonen-
transferschritt, d. h. die Bildung von HBIP, mit einer Zeitkonstanten von 0,82 = 0,02 ps
l6sungsmittelkontrolliert ablauft. Die Umorientierung der Losungsmittelmolekile ermdglicht
erst die Ubertragung des Protons, was in Ubereinstimmung mit Studien ist, die den
Protonentransfer zu einem Ldsungsmittelmolekil untersuchten.® Es zeigte sich auch, dass
dieser Prozess hdchstwahrscheinlich adiabatisch  ablguft. Zusatzlich konnte eine
Zeitkomponente von 30 ps identifiziert werden, in der die Population von HBIP nochmals um
10-20 % zunimmt. Diese Komponente konnte jedoch noch keinem Prozess endgltig
zugeordnet werden. Mdglicherweise handelt es sich hierbei um eine Umorientierung einer
Akzeptor-Donor-Anordnung, dessen Geometrie ungunstig fir den Protonentransfer ist, oder um
Schwingungsrelaxationen der langkettigen Alkylreste des Phosphinoxids. Durch die
zeitaufgeltsten Fluoreszenzspektren und dessen Zerlegung in die einzelnen Spezies des Eigen-
Weller-Models konnten die Bandenformen der vorangegangenen Publikation (siehe Kapitel
5.2) bestatigt werden und die Gleichgewichtskonstante des elementaren Protonentransfers
zwischen CPX und HBIP im angeregten Zustand mit Ker = 1,2 + 0,2 M ermittelt werden.
Interessanterweise ist das entstehende Gleichgewicht zwischen CPX und HBIP mit mehreren
Nanosekunden duBerst langlebig, wodurch sich ein langes Zeitfenster zur Beobachtung ergibt.
Die darauffolgende Dissoziation des lonenpaars verlduft irreversibel. Das Ausmal dieser
Dissoziation, zunachst zum SSIP und danach zum FSIP, wurde mit ~30 % bzw. ~40 %
abgeschatzt. Auch wenn die Werte fir eine quantitative Einordnung zu grof3e Fehlerintervalle
aufweisen (x 60-90 %), sind die dahinterstehenden Prozesse eindeutig zu beobachten und

konsistent mit den Antibunching-Experimenten von Vester et al. in DMSO.26!
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Zusammenfassung und Einordnung

In der letzten hier vorgestellten Publikation wurde auf Einzelmolekilniveau ein an der
Hydroxyfunktion allylgeschitztes Analogon der Photosdure 5 mittels TIRF-Mikroskopie
beobachtet. Sie stellt das Bindeglied zwischen den bisherigen Ensemblemessungen und
zukunftigen Einzelmolekdilstudien der Komplexe dar. Die an diesem Modellsystem
durchgefuhrte Deallylierung nach Tsuji-Trost wurde auf ihre méglichen Reaktionspfade hin
untersucht. Ein groRer Vorteil des Systems ist die Mdglichkeit sowohl Edukt als auch Produkt
durch spektral voneinander getrennte Emissionskanéle zu beobachten. Darin zeigte sich, dass
nach der Komplexierung der Photosaure mit dem Pd-Katalysator (K = 102 M) in 88 % der
Falle zwischen dem Verschwinden des Eduktsignals und der Bildung des Produktsignals ein
Dunkelzustand zu beobachten ist. Dieses Intermediat wéare ohne Einzelmolekildetektion
hochstwahrscheinlich nur schwer auszumachen und kann der Insertion des Pd-Katalysators in
die C-O-Bindung zugeschrieben werden. Mittels Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie konnte
eine obere Grenze fir die Geschwindigkeitskonstante der C-O-Insertion von 1,5 = 10%s™
ermittelt werden, wahrend aus den TIRF-Aufnahmen die Lebensdauer des dadurch
entstehenden Intermediates mit 2-3 s hervorgeht. Ein direkter Sy2-artiger Mechanismus scheint
daher in der Tsuji-Trost-Deallylierungsreaktion nur eine untergeordnete Rolle zu spielen. Im
Kontext der vorliegenden Arbeit zeigt diese letzte Publikation die Verwendbarkeit der auf
Hydroxypyren basierenden neutralen Photoséurederivate fiir die fluoreszenzspektroskopische
Einzelmolekildetektion und die Mdglichkeit mit ihnen Reaktionsmechanismen auf dem
Einzelmolekilniveau zu untersuchen. Im Falle der wasserstoffbriickengebundenen Photosaure-
Base-Komplexe und der darin erfolgenden Protonentransferreaktion ergibt sich jedoch eine
weitere Herausforderung: Die Fluoreszenzbanden von Edukt und Produkt, d. h. CPX und HBIP,
liegen hier spektral nah zusammen und Uberlappen stark. Die spektrale Auflosung einer
Zweikanaldetektion ist daher nicht mehr ausreichend. Um dies zu berwinden, wurde, wie im
letzten Kapitel gezeigt, erfolgreich ein auf TIRF-Mikroskopie basierendes Einzelmolekiil-
spektrometer konstruiert. Mit diesem Aufbau konnten Einzelmolekilspektren der
Modellsysteme Perylendiimid in PMMA und Terrylen in p-Terphenyl erfolgreich
aufgenommen werden und damit die Funktionstlchtigkeit des Einzelmolekilspektrometers
gezeigt werden. Das Spektrometer zeigte im Bereich von 450-750 nm lediglich eine
Wellenldngenunsicherheit von =3 nm. Im Rahmen der Bachelorarbeit von Elias
GieBelmann®?™® wurden bereits erste Vorarbeiten zur Untersuchung des Komplexes aus
Photoséure 5 und Tri-n-octylphosphinoxid in verschiedenen festen Matrizes geleistet. Es
ergaben sich mittels TIRF-Mikroskopie durchschnittliche Beobachtungszeiten von 22-34 s auf
dem Einzelmolekilniveau und damit verbunden ca. 750 000 emittierende Photonen pro
molekulare Sonde, bevor diese jeweils irreversibel bleicht. Die Ergebnisse zeigten die

Moglichkeit auf das gesamte Einzelmolekilspektrum mit dem neu konstruierten Setup
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aufzunehmen. Dafir wurde der Komplex im nachsten Schritt in einer Matrix aus PMMA und
TOPO eingebettet, was einen Kompromiss zwischen hoher Polaritét, und damit moéglichst hoher
Protonentransfereffizienz, und der Handhabung und Herstellung transparenter Filme darstellte.
Darin konnten als Proof of Concept die ersten Einzelmolekulspektren des Komplexes
aufgenommen werden. Wenn auch der Protonentransfer, d. h. die HBIP oder RO™-Spezies, hoch
nicht eindeutig auf Einzelmolekilniveau beobachtet wurde, zeigte sich ein gutes Signal-zu-
Rauschen Verhaltnis und eine ausreichend lange Lebenszeit der einzelnen molekularen Sonden.
Dies zeigt das groRRe Potential des Systems: Durch weitere Optimierung der Matrix und des
Setups sollte eine direkte Beobachtung des Protonentransfers und aller daran beteiligten Spezies
auf Einzelmolekulniveau moglich sein. Zwar gibt es bereits vereinzelte Untersuchungen von
Protonentransferreaktionen auf Einzelmolekiilniveau, jedoch beruhen diese meist nur auf einer
indirekten Beobachtung des Protonentransfers. So verwendeten beispielsweise Mason?"" et al.
Cumarin 6 als nicht-invasive Sonde zur Untersuchung von Séure-Base-Reaktionen in
Polymerfilmen fir die Fotolithografie, wahrend Ristanovi¢®?"! et al. verschiedene Produkte
einer séurekatalysierten Oligomerisierung von Styrol in Zeolithe beobachteten. Kahr und
Reid[?7°28 et al. konnten dagegen einen photoinduzierten Protonentransfer zur kristallinen
Umgebung nachweisen, dessen Mechanismus jedoch durch die Bildung von nicht-fluoreszenten
Spezies (Lactonbildung) recht komplex ist. Alternativ zu den fluoreszenzmikroskopischen
Ansdtzen konnte der photoinduzierte Protonentransfer auch bereits durch Einzelmolekdil-
Leitfahigkeitsmessungen untersucht werden.?! Dabei wurde ein photoazides Medium genutzt,
um den Protonentransfer zu einzelnen Molekilen von Azulen-Derivaten zu initiieren und deren
Leitfahigkeit zu messen. All diese Systeme ermdglichen zwar erste wichtige Einblicke auf
Einzelmolekilniveau, jedoch ist bei keinem eine Abkopplung von Protonenakzeptor und
Umgebung mdoglich. Dieser Schritt wurde, fir das in dieser Arbeit entwickelte System aus
Photosaure und Phosphinoxid, bereits flir Ensemble-Experimente erfolgreich demonstriert
(siehe Kapitel 5.1 und 5.2) und ist nun durch die ersten erfolgreichen Messungen in greifbarer

Néhe fiir das Einzelmolekilniveau (siehe Kapitel 6.2).
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Ausblick und offene Fragen

8. Ausblick und offene Fragen

Die stabilen Photosdure-Base-Komplexe und die im Ensemble ermittelte Polaritatsabhangigkeit
des Protonentransfers er6ffnen in Kombination mit den gezeigten Einzelmolekdilspektren die
Chance zur Etablierung einer molekularen Polaritatssonde auf Einzelmolekilniveau. Der
néchste Schritt sollte dabei in der Optimierung der Matrix liegen. Durch eine Matrix mit einer
hoheren dielektrischen Konstante wiirde die Protonentransfereffizienz erhéht und die
Beobachtung von HBIP bzw. RO vereinfacht werden. Die Bandenformen aller beteiligten
Spezies sind durch die vorliegende Arbeit bereits in guter N&herung bekannt, was eine
Quantifizierung ermdglicht. Auch im Falle der zeitaufgeldsten Experimente bieten die
gewonnenen Ergebnisse Raum flr weitere Untersuchungen. So ist beispielsweise der Prozess
hinter der 30 ps Komponente noch ungeklart. Zeitaufgeloste Vergleichsmessungen in
unterschiedlichen Losungsmitteln bzw. mit unterschiedlichen Liganden konnten deren
Ursprung aufdecken. Ebenfalls von grofRem Interesse ist die Durchfiihrung von zeitaufgelsten
IR-Experimenten, fiir welche die lange Lebensdauer des Gleichgewichtes zwischen CPX und
HBIP ein groRes Beobachtungsfenster liefert. Durch eine zeitaufgeldste Verfolgung der P=0
Streckschwingung  konnte eventuell geklart werden, inwiefern das Proton der
Wasserstoffbriickenbindung in stark polaren Losungsmitteln eher einem oszillierenden
Charakter unterworfen ist und ob eine strikte Trennung in die zwei diskreten Spezies CPX und
HBIP noch haltbar ist.

Dariiber hinaus kénnen mit diesen Systemen zukinftig auch andere Einflisse der Umgebung
auf den Protonentransfer untersucht werden. Durch Einbettung der Photosauren in photonische
Materialien konnte beispielsweise das Protonentransfergleichgewicht durch die Struktur des
umgebenden Materials beeinflusst werden. Eine erste Studie dazu konnte kirzlich
verdffentlicht werden, jedoch muss hier der Protonenakzeptor noch von der Polymermatrix
bereitgestellt werden.[?82l Dies kénnte mit einem der in dieser Arbeit gezeigten Photosaure-
Base-Komplexe deutlich vereinfacht werden. Eine weitere zu untersuchende Abhéngigkeit des
Protonentransfers stellt die Temperatur dar. Aus ihr konnten die thermodynamischen Grofi3en

fiir den Protonentransfer entlang der Wasserstoffbriickenbindung gewonnen werden.

Die notwendigen Werkzeuge zur Untersuchung all dieser Phdnomene sind durch die Ergebnisse

der vorliegenden Arbeit bereits gro3tenteils gegeben.
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9. Anhang

9.1. Experimenteller Teil: Einzelmolektlaufnahmen

Verwendete Materialien

Die Farbstoffe Terrylen und Perylendiimid (N,N‘-di(7-tridecyl)perylene-3,4,9,10-tetracarbon-
séurediimid) wurden kommerziell von den Firmen Kentax (Seelze, Deutschland) bzw.
Lambdachem (Burgkirchen, Deutschland) erhalten, wahrend die Photosaure 5 (Tris(2,2,2-
trifluoroethyl)-8-hydroxypyren-1,3,6-trisulfonat) nach der bekannten Literatur synthetisiert
wurde.[% Die Losungsmittel Toluol (99,85 %, extra dry, Acros Organics), Dichlormethan
(99,9 %, extra dry, Acros Organics) und Wasser (ultrapure, spectr. grade, Alfa Aesar), sowie
die Matrizes PMMA (Polymethylmethacrylat, My = 350.000, Sigma Aldrich), p-Terphenyl
(>99,5%, Sigma Aldrich) und TOPO (Tri-n-octyl-phosphinoxid, 99 %, Acros Organics)
wurden ebenfalls kommerziell erworben und ohne weitere Aufreinigung verwendet. Die
Trifluoressigsaure (TFA, >99 %, anhydrous) wurde von Sigma Aldrich und die
fluoreszenzmarkierten Nanopartikel (TetraSpeck™, 0.1 um) von Thermo Fisher Scientific
bezogen.

Probenvorbereitung

Zur Kalibrierung des Einzelmolekilspektrometers wurde die kommerziell erhaltene
Stammldsung aus Nanopartikel nach der Anweisung des Herstellers in Wasser verdinnt
(1:100), auf ein Deckglas aufgebracht (ca. 100 uL) und anschlielend das Lésungsmittel bei RT
abgedampft. Fir das Ensemblespektrum wurde dagegen direkt die wassrige Stammldsung
verwendet, wobei die Emissionsmaxima den Angaben des Herstellers zur Kalibrierung des
Spektrometers entsprachen. Es konnte kein spektraler Unterschied zwischen den Nanopartikeln

in Wasser und an Luft beobachtet werden.

Fur die Einzelmolekulspektren von Perylendiimid und Terrylen wurden jeweils nanomolare
Farbstoffldsungen in Dichlormethan bzw. Toluol angesetzt und die entsprechende Matrix darin
gelost (PMMA: 60 mg/mL, p-Terphenyl: 2-3 mg/mL). Die Perylendiimid-PMMA-LGsung
wurde auf ein Deckglas aufgetropft und das Dichlormethan anschlieRend fiir 90 min bei 50°C
abgedampft. Das Toluol der Terrylen-p-Terphenyl-Losung wurde dagegen nach dem
Aufbringen auf ein Deckglas durch einen eigens konstruierten Spin-Coater entfernt (ca. 10 s,
3000 U/min).
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Anhang

Die Probenvorbereitung der Photosdure 5 im PMMA/TOPO-Gemisch (TOPO: 40 mg/mL,
PMMA: 20 mg/mL) erfolgte analog zu Terrylen in p-Terphenyl mit zusétzlichen 300 uM TFA,
zur Vermeidung der Deprotonierung der Photosdure im Grundzustand (siehe Kapitel 5.2).
Durch Auftropfen der Losung (3-5 Tropfen) auf ein bereits rotierendes Deckglas (Spin-Casting)

konnte die Bildung dunner transparenter Filme verbessert werden.

Die Sauberung der Deckgléser erfolgte analog zu der in Kapitel 5.4 verwendeten Methode und
wurde jeweils durch Messung einer Blindprobe ohne Farbstoff verifiziert. Das Verhaltnis der

Signale zwischen Farbstoff- und Blindprobe lag typischerweise im Bereich von 50:1.
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Beitrage der Koautoren

Toward Magic Photoacids: Proton Transfer in Concentrated Sulfuric Acid

J. Phys. Chem. A 2018, 122, 9025-9030.

Daniel Maus: Konzeption, Visualisierung und Verfassung des Manuskriptes; Synthese und
Charakterisierung der Photosduren; Durchfiihrung und Auswertung der pKs-Wert-Titrationen,
NMR-Messungen, TCSPC-Messungen und Stabilitatsuntersuchungen.

Alexander Grandjean: Durchfuhrung und Auswertung der Sulfat-Titration; Mitwirken bei der
Durchfiihrung der TCSPC-Messungen.

Gregor Jung: Mitwirken bei der Verfassung und Konzeption des Manuskriptes; Anleitung der
Promotionsarbeiten von Daniel Maus und Alexander Grandjean; Projektverwaltung.
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Beitrage der Koautoren

Steady-State Spectroscopy to Single Out the Contact lon Pair in Excited-

State Proton Transfer

J. Phys. Chem. Lett. 2021, 12, 1683-1689.

Alexander Grandjean: Konzeption, Visualisierung und Verfassung des Manuskriptes;
Durchfihrung  der  experimentellen  Messungen:  komplexometrische — Titrationen?,
I6sungsmittelabhéngige Absorptions- bzw. Fluoreszenzspektren, Brechungsindizes, FTIR-
Spektren, NMR-Spektren, TCSPC-Kurven?; Erprobung verschiedener Photosaure-Base-Paare
und Ldsungsmittelgemische; Mathematische Herleitungen; Analyse und Auswertung der
Daten: Komplexbildungskonstanten, Auflosung der einzelnen Fluoreszenzbanden,

Protonentransfereffizienz, Lippert-Mataga-Analyse.

J. Luis Pérez Lustres: Mitwirken bei der Datenauswertung zur Auflésung der
Fluoreszenzbanden; Mitwirken bei der Verfassung des Manuskriptes.

Stephan Muth: Berechnung des ,,solvent excluding volume ““ a3.
Daniel Maus: Synthese und Charakterisierung der verwendeten Farbstoffe.

Gregor Jung: Mitwirken bei der Verfassung und Konzeption des Manuskriptes; Anleitung der

Promotionsarbeiten von Alexander Grandjean und Daniel Maus; Projektverwaltung.

! Teilweise basierend auf Ergebnissen aus: Alexander Grandjean, Masterarbeit, Universitat des Saarlandes, Saarbriicken, 2016.
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Solvent-Controlled Intermolecular Proton-Transfer Follows an Irreversible

Eigen-Weller Model from fs to ns

ChemPhotoChem 2021, 5, 1094-1105.

Alexander Grandjean: Konzeption, Visualisierung und Verfassung des Manuskriptes;
Durchfiihrung der stationdren und zeitaufgelosten Messungen; Datenauswertung und
Interpretation: globale Anpassungen der zeitaufgelosten Spektren, Erzeugung von SAS und
DAS, Zerlegung der TRES-Daten in die einzelnen Spezies, Anisotropie-Vergleich zwischen

Photosaure und Komplex; Modellentwicklung zum Protonentransfersystem.

J. Luis Pérez Lustres: Gleichberechtigte Visualisierung und Verfassung des Manuskriptes mit
A. Grandjean; Anleitung zur Durchflihrung der zeitaufgeldsten Messungen; Datenauswertung
und Interpretation in gleichberechtigter Zusammenarbeit mit A. Grandjean: globale
Anpassungen der zeitaufgelosten Spektren, Erzeugung von SAS und DAS, Zerlegung der
TRES-Daten in die einzelnen Spezies; Modellentwicklung zum Protonentransfersystem

gleichberechtigt mit A. Grandjean; Projektverwaltung.

Gregor Jung: Mitwirken bei der Verfassung und Konzeption des Manuskriptes; Anleitung der
Promotionsarbeit von Alexander Grandjean; Projektverwaltung.
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Beitrage der Koautoren

Kinetics of Palladium(0)-Allyl Interactions in the Tsuji-Trost Reaction,

derived from Single-Molecule Fluorescence Microscopy

ChemCatChem 2020, 12, 2630-2637.

Johannes A. Menges: Konzeption, Visualisierung und Verfassung des Manuskriptes;
Durchfuhrung der Stern-Volmer (SV)-Ensembleexperimente und TCSPC-Experimente;
Durchfiihrung der TIRF-Einzelmolekiilexperimente; Erprobung und Anwendung verschiedener
Methoden zur Auswertung von Einzelmolekildaten; Interpretation der Ergebnisse zum Erhalt

und Vergleich der SV-Gleichgewichtskonstanten sowie kinetischer Zeitkonstanten.

Alexander Grandjean: Durchfiihrung der FCS-Experimente; Auswertung der gewonnenen
Daten zur Bestimmung kinetischer Konstanten und Mitwirken bei deren Interpretation;
Verfassung des Abschnittes zur Beschreibung der FCS Methode im experimentellen Teil.

Anne Clasen: Synthese und Charakterisierung der verwendeten Farbstoff-Precursor;
Durchfiihrung der Ensemble-Kontrollexperimente zur Reaktivitat und Stabilitat der Substrate.

Gregor Jung: Mitwirken bei der Verfassung und Konzeption des Manuskriptes; Anleitung der
Promotionsarbeiten von Johannes A. Menges, Alexander Grandjean und Anne Clasen;

Projektverwaltung.
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Abkurzungsverzeichnis

a3

abs

CAB
const.
CPX
DMSO
DSE

E(30)
Eo

el

em
ESA

ESPT

ET
etal.
f(n)
f(e)
fs
FSIP

HBIP
HPTA
HPTS

IRF

Ky
Keg
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Volumen der Lésungsmittelkavitat
Absorption

Protonenakzeptor, Base
Celluloseacetatbutyrat

Konstante

reaktiver Komplex

Dimethylsulfoxid
Debye-Smoluchowski-Gleichung
Energie

Parameter der Reichardt-Skala
Dissoziationsenergie

elektronisch

Emission

Angeregter Zustand Absorption
(engl. excited-state absorption)
Protonentransfer im angeregten Zustand
(engl. excited-state proton transfer)
Elektronentransfer

und andere (lat. et alia / et alii / et aliae)
hochfrequente Polarisierbarkeit
molekulare Gesamtpolarisierbarkeit
Femtosekunden

vollstandig getrenntes lonenpaar
(engl. fully separated ion pair)
wasserstoffbriickengebundenes lonenpaar
(engl. hydrogen-bonded ion pair)
8-Hydroxy-N,N,N NN *“,N ‘-
hexamethylpyren-1,3,6-trisulfonamid
8-Hydroxypyren-1,3,6-trisulfonat
Instrumentenantwort-Funktion

(engl. instrument response function)
Gleichgewichtskonstante
Boltzmannkonstante

Komplexbildungskonstante



Abkilrzungsverzeichnis

KIE
;VSXC

or
PAINT

PC
PMMA
ps

PS

PT
PTTS

R

RO
ROH
ROH:TOPO
SA

SAN

SB

SdP

SE

SP
SPAINT

SSIP

TA

TCSPC

TFA
TIRF

TOPO

kinetischer Isotopeneffekt
Anregungswellenlange
Brechungsindex

Orientierung

engl. point accumulation for imaging in
nanoscale topography

Polycarbonat
Polymethylmethacrylat
Pikosekunden

Polystyrol

Protonentransfer

Protonentransfer zum Ldsungsmittel
(engl. proton transfer to solvent)
Reaktionsfeld

Basenform der Photoséure

Saureform der Photosdure

Komplex aus Photosaure und TOPO
Aziditat nach Catalan
Poly(styrol-co-acrylnitril)

Basizitat nach Catalan

Dipolaritat nach Catalan

stimulierte Emission

Polarisierbarkeit nach Catalan

engl. spectral-resolved point accumulation
for imaging in nanoscale topography
Losungsmittelgetrenntes lonenpaar

(engl. solvent-separated ion pair)
Temperatur

Transiente Absorption

Zeitkorreliertes Einzelphotonenzahlen
(engl. time correlated single photon counting)
Trifluoressigséure

Interne Totalreflexionsfluoreszenz

(engl. total internal reflection fluorescence)

Tri-n-octyl-phosphinoxid
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Wellenzahl

Parameter der Kosower-Skala
Solvatationskoordinate

Aziditat nach Kamlet-Taft

Basizitat nach Kamlet-Taft
Transiente Absorption (Messgrofie)
Aktivierungsenergie
Orientierungspolarisierbarkeit

freie Enthalpie, Gibbs-Energie
Stokes-Verschiebung (in Wellenzahl)
Anderung des permanenten Dipolmoments
durch die elektronische Anregung
Dielektrizitatskonstante

kritischer Einfallswinkel
Wellenldnge

Reorganisationsenergie nach Marcus
permanentes Dipolmoment
permanentes Dipolmoment

des elektronisch angeregten Zustandes
permanentes Dipolmoment

des elektronischen Grundzustandes
Polarisierbarkeit und Dipolaritét

des Solvens nach Kamlet-Taft
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