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Abstract

This work is embedded in the framework of the Sonderforschungsbereich 498 ‘Protein-
Cofactor Interactions in Biological Processes’ as part of the project B11 ‘Analysis of light-
induced vibrational structures of photoreceptors and antenna pigments’. It is focused on
a better understanding of the geometrical structures, their changes and the fundamental
interactions of the first reaction steps and the signal transduction of cyclic and linear
tetrapyrroles.

For this purpose, a modified ultrafast polarization-resolved infrared spectroscopy has
been implemented. This experimental method allows the analysis of the ground state,
electronically excited states and initial product states of the photoreceptors and pig-
ments in terms of structural and dynamic aspects. Thus, it can for example determine
relative angles between excited electronic transition dipole moments and probed tran-
sition dipole moments of the molecular vibrations. The transition dipole moments are
directly associated with the conformation of the chromophores. Hence, a combination
of the relative angles with density functional theory calculations provides access to ge-
ometric and dynamic knowledge that would not be accessible to conventional infrared
spectroscopy. The presented experimental approach found its application in the analy-
sis of different tetrapyrroles and the laser dye coumarin 314, which enabled a detailed
characterization.

As the most important representative of the cyclic tetrapyrroles chlorophyll a (Chl
a) was analyzed, a pigment that plays an essential role in the primary energy and
electron transfer in photosynthesis. A prerequisite for the understanding of chlorophyll-
chlorophyll interactions is the knowledge of the exact orientation of the electronic tran-
sition dipole moment fi.; of the Qy-band within the structure of the Chl a. For the
first time, f[i,; was determined in three dimensions of the pigments in soluted form:
fier = (0.19/0.98/0.07). fie differs by (12 4 3)° from the Y-axis and rises by (4 & 2)° out
of the chlorin plane. The rotation of the Chl a molecules in the solvent toluene-dg was
observed with a time constant of 7 = (90 & 10) ps.

The research in the field of bacterial phytochromes is a relatively new field. Their
chromophores, linear tetrapyrroles, are characterized by a reversible photoisomeriza-
tion, by which the phytochromes control many biological processes as photoreceptors.
The phytochrome Agpl of Agrobacterium tumefaciens (wild type and locked) was an-
alyzed in this work. The spectral heterogeneity of the absorption spectrum of Agpl
was proven unambiguously and the absorption band at 644 nm was assigned to the
electronic Sqg — Sy transition for the first time. Furthermore, it was demonstrated that
the most probable conformation of the chromophore in the ground state is the ZZZssa
conformation and that the ZZZasa conformation can be excluded. An electronic ex-
citation of the chromophore also results in a bi-exponential dynamic. The excitation
energy is partly redistributed by localized vibrational relaxation via the ring D in the
electronically excited state with a time constant of 7 = 5,5 ps (with error range of 4 to

8 ps).
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Kurzfassung

Diese Arbeit entstand im Rahmen des Sonderforschungsbereiches 498 | Protein-Kofaktor-
Wechselwirkungen in biologischen Prozessen® als Teil des Projektes B11 ,Analyse der
lichtinduzierten Schwingungsstrukturen der Photorezeptoren und Antennenpigmente®.
Sie dient dem besseren Verstindnis der geometrischen Strukturen, ihrer Veranderun-
gen sowie der grundlegenden Wechselwirkungen der ersten Reaktionsschritte und der
Signalweiterleitung von zyklischen und linearen Tetrapyrrolen.

Zu diesem Zweck wird eine modifizierte Methode der ultraschnellen polarisationsauf-
gelosten Infrarotspektroskopie vorgestellt, deren Verwendung die Analyse des Grundzu-
standes, des elektronisch angeregten Zustandes sowie der ersten Produktzustande der
Photorezeptoren und Pigmente in struktureller sowie dynamischer Hinsicht erlaubt. So
konnen z. B. relative Winkel zwischen den angeregten elektronischen Ubergangsdipol-
momenten und den abgetasteten Ubergangsdipolmomenten der molekularen Schwin-
gungen bestimmt werden. Da diese direkt mit der Konformation der Chromophore as-
soziiert sind, erhalt man durch Kombinationen der bestimmten relativen Winkel mit
Dichtefunktionaltheorie-Berechnungen Zugrift auf weitergehendes geometrisches und dy-
namisches Wissen, welches mit der herkémmlichen Infrarotspektroskopie nicht zugéing-
lich ist. Der hier realisierte experimentelle Ansatz fand seine Anwendung in der Analyse
verschiedener Tetrapyrrole sowie dem Laserfarbstoff Coumarin 314, der eine detaillierte
Charakterisierung ermoglichte.

Als bedeutendster Vertreter der zyklischen Tetrapyrrole wurde das Chlorophyll a (Chl
a) untersucht, ein Pigment, dem eine wesentliche Rolle beim priméren Energie- und
Elektronentransfer der Photosynthese zukommt. Eine Voraussetzung fiir das Verstéand-
nis der Chlorophyll-Chlorophyll-Wechselwirkungen ist das Wissen der exakten Orientie-
rung des elektronischen Ubergangsdipolmoments ji.; der Q,-Bande innerhalb der Struk-
tur des Chl a. Sie wurde erstmalig dreidimensional in geloster Form der Pigmente be-
stimmt zu: fig = (0,19/0,98/0,07). fi, weicht um (12 £ 3)° von der Y-Achse ab und
ragt um (4 & 2)° aus der Ebene des Chlorinringes heraus. Die Eigenrotation der Chl
a-Molekiile innerhalb des Losungsmittels Toluol-dg konnte mit einer Zeitkonstanten von
7 = (90 £ 10) ps beobachtet werden.

Die Forschungen auf dem Gebiet der bakteriellen Phytochrome sind ein relativ neues
Feld. Deren Chromophore, die linearen Tetrapyrrole, zeichnen sich durch eine reversible
Photoisomerisation aus, wodurch die Phytochrome als Photorezeptoren viele biologische
Prozesse steuern konnen. Das Phytochrom Agpl des Agrobacteriums tumefaciens (Wild-
typ sowie sterisch gelockt) wurde in dieser Arbeit analysiert. Es konnte eine spektrale
Heterogenitéit des Absorptionsspektrums von Agpl zweifelsfrei belegt und erstmalig der
elektronische Ubergang Sy — Sy der Absorptionsbande bei 644 nm zugeordnet werden.
Es wurde demonstriert, dass die wahrscheinliche Konformation des Chromophors im
Grundzustand der Konformation ZZZssa entspricht und die Konformation ZZZasa aus-
geschlossen werden kann. Fine elektronische Anregung des Chromophors fithrt ferner
zu einer bi-exponentiellen Dynamik. Ein Teil der Anregungsenergie wird mit einer Zeit-
konstanten von 7 = 5,5 ps (mit Fehlerbereich von 4 bis 8 ps) durch lokal begrenzte
Schwingungsrelaxation am Ring D im elektronisch angeregten Zustand abgeleitet.
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1. Einleitung

Das Licht stellt die Grundlage des Lebens auf der Erde dar. Es liefert die notwen-
dige Energie, steuert mafigeblich das Wachstum und die Entwicklung und beeinflusst
den Stoffwechsel und das Verhalten der Lebewesen angefangen von photosynthetischen
Organismen tber Pilze und Bakterien bis hin zu Sdugetieren und den Menschen. Das
Spektrum der Sonnenstrahlung reicht vom Ultravioletten bis hin zu Mikrowellenstrah-
lung, das Maximum selbst liegt im fiir uns sichtbaren Spektralbereich bei ca. 500 nm.
Das Licht im sichtbaren Spektralbereich kann von den sogenannten Pigmenten auf-
gefangen werden, wodurch ihre charakteristische Farbgebung entsteht. Die Pigmente
besitzen in der Natur mannigfaltige Bedeutung. Neben ihrer offensichtlichen farbgeben-
den Eigenschaft, die zum Zwecke der Tarnung fungieren kann, schiitzen sie ebenso vor
ultravioletter Strahlung, ermoéglichen das Sehen mit den Augen, dienen dem Sauerstoff-
transport im Blut und ermdglichen die Energiegewinnung mittels Photosynthese. In der
lebenden Natur sind die Tetrapyrrole als universelle Pigmente weit verbreitet. Das am
haufigsten vorkommende Pigment auf der Erde ist das Chlorophyll a, ein zyklisches Te-
trapyrrol, das eine wesentliche Rolle bei der Photosynthese von Pflanzen, Algen und
Cyanobakterien spielt [39], der primédre Energie- und Elektronentransfer wird bei pho-
tosynthetischen Komplexen von Chlorophyllmolekiilen bestimmt. Lineare Tetrapyrrole
hingegen sind Bestandteil von Photorezeptorproteinen, der Klasse der sogenannten Phy-
tochrome. Sie detektieren das Licht, verdndern reversibel ihre Struktur und dienen so
als biologische, lichtempfindliche Schalter [110][116].

Eine grofle Herausforderung ist das Erkennen und Verstehen der Zusammenhange
der molekularen Struktur dieser Photorezeptorproteine, ihrer temporéaren strukturel-
len Anderungen oder der Reaktionszwischenprodukte mit den Funktionen und Reakti-
onsmechanismen der biologischen Systeme [109][132][138]. Von grofler Bedeutung bei
Reaktionsmechanismen sind dabei beispielsweise Veranderungen der Wechselwirkun-
gen zwischen Wassermolekiilen und lokaler Strukturen der Proteine im thermodynami-
schen Grundzustand, optimiert durch die natiirliche Evolution [17][128][130]. Zur Ermitt-
lung strukturbezogener Informationen von Molekiilen gibt es eine Vielzahl unterschied-
licher spektroskopischer Methoden, zu nennen wéren z. B.: die Rontgenbeugung [122],
die Neutronenstreuung [134], Elektronenmikroskopie [66], Elektronenspinresonanz- [10)]
und Kernspinresonanzspektroskopie (NMR) [24], Starkspektroskopie [13][93][133] und
Molekularstrahl-Laserspektroskopie [60][102][126]. Aufgrund der unterschiedlichen Stér-
ken der Methoden und deren Anforderungen und Begrenzungen hat jede dieser Metho-
den seine individuellen Anwendungsgebiete, wodurch sie komplementéire Informationen
liefern. Fiir ein vollstandiges Verstandnis der Reaktionskaskade der Photorezeptoren ist



beispielsweise eine Erfassung der Reaktionen auf einer Zeitskala von Femtosekunden bis
hin zu Sekunden notwendig. Das ist nur durch eine Kombination mehrerer Methoden
moglich, NMR operiert z. B. nur im Bereich von Mikrosekunden bis Sekunden.

Es gab in den vergangenen Jahren Bemiihungen in der Entwicklung der Femtose-
kunden-Rontgenbeugung mit der Zielsetzung, ultraschnelle Strukturbestimmungen in
Echtzeit durchfithren zu kénnen. Problematisch ist jedoch der radioaktive Schaden, vor
allem fiir biologische Molekiile, der wihrend der Messungen veriibt wird [99]. Dadurch
konnten die Ergebnisse der Untersuchungen durch die abfragenden Roéntgenpulse selbst
beeinflusst werden. Ferner miissen die Strukturen der Molekiile in kristalliner Phase
oder Gasphase nicht identisch sein zum Vorkommen in lebender Materie. Deswegen ist
es von vorrangiger Bedeutung Methoden zu entwickeln, die es ermdoglichen strukturelle
Informationen der Pigmente in geloster Phase zu erhalten [45][46][69][80][145].

In dieser Arbeit wird demonstriert, dass genau dies mit der Femtosekunden polari-
sationsaufgelosten UV /Vis Pump — IR Probe Spektroskopie (FS-Pol-PPS) realisierbar
ist. Viele Schwingungen einzelner Atome, Gruppen oder Seitenketten der biologischen
Molekiile sind lokal mit der Struktur assoziiert. Tastet man diese mit infraroten (IR)
Laserpulsen polarisationsaufgelost ab, erhalt man Zugriff auf die Lage der Schwingungs-
iibergangsdipolmomente und somit auf strukturelle Informationen. Geht man dann einen
Schritt weiter und kombiniert diese Messungen mit theoretischen Berechnungen der Mo-
lekiile und deren Schwingungen im Grundzustand, so lassen sich sogar Aussagen tiber die
vorliegenden Konformationen treffen, isomere Mischverhéaltnisse bestimmen und die drei-
dimensionale (3D) Lage des elektronischen Ubergangsdipolmoments (UDM) ermitteln.
Die Methode operiert dabei in fliissiger Phase der Molekiile und ist nicht auf spezielle
Praparationstechniken angewiesen, welche die Proben bzw. Molekiile mittels externer
Kréfte ausrichten.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein experimenteller Aufbau realisiert, der die Durch-
fithrung der Femtosekunden polarisationsaufgelosten UV /Vis Pump — IR Probe Spek-
troskopie ermoglicht. Bestehend aus mehrstufigen Optisch Parametrischen Verstarkern
(OPA) zur Erzeugung der Anregungs- (Pump) und Abtastpulse (Probe) in den benétig-
ten Wellenldngen und Pulsbreiten wurden zusatzlich einige entscheidende experimentelle
Verbesserungen der Anlage eingefiihrt. Das Prinzip dieser Methode sowie die praktische
Umsetzung werden im Detail im Kapitel 2 beschrieben. Zur Ermittlung der experi-
mentellen Befunde war die Analyse enormer Datenmengen notwendig und eine Reihe
analytischer Methoden sowie selbstgeschriebene unterstiitzende Programme fanden da-
bei ihre Anwendung. Die grundlegenden Schritte dieser Auswertung werden im Kapitel
3 erlautert.

Eingesetzt wurde die Versuchsanordnung zum einen bei der Untersuchung der Pig-
mente Chl a, Coumarin 314 (C314) sowie verschiedener Corrole und zum anderen bei
Messungen an bakteriellen Photorezeptoren: den Phytochromen des Agrobacteriums tu-
mefaciens (Agpl, sowohl mit sterisch gelockten Chromophor als auch dem Wildtyp) und
einem Phytochrom des Cyanobacteriums Synechocystis sp. PCC 6803 (Cphl), jeweils in
P;- und Pg-Form*. Alle Proben wurden in geloster Form untersucht.

*Das sterisch gelockte Agpl lag nicht in Pg-Form vor.



Kapitel 4 beschaftigt sich mit den polarisations- und zeitaufgelosten Experimenten an
Chl @ und stellt insbesondere die Bestimmung der 3D Lage des elektronischen UDM die-
ses Molekiils vor. Im Kapitel 5 wird die Leistungsfahigkeit der optischen Spektroskopie
im Hinblick auf die Erlangung struktureller Informationen demonstriert. Der Schwer-
punkt liegt dabei auf der Reproduzierbarkeit bzw. Zuverlassigkeit der berechneten 3D
Lagen der UDM sowie der Untersuchung des Einflusses einer isomeren Mischprobe. Ab-
schlieend werden in Kapitel 6 die Resultate der Messungen am Agpl vorgestellt und
das Vorhandensein verschiedener elektronischer Ubergéinge im sichtbaren Spektralbe-
reich aufgezeigt, sowie die Konformation des Chromophors in P.-Form bestimmt.






2. Experimentelle Methoden

Das folgende Kapitel behandelt die praktische Umsetzung des experimentellen Aufbaus
und erlautert die wesentlichen Elemente. Das eigentliche Messprinzip, auf dem die vorge-
stellte Methode beruht, wird im nichsten Abschnitt 2.1 dargelegt. Anschliefend gehe ich
in Abschnitt 2.2 auf den Strahlengang der optischen Versuchsanordnung ein, mit Angabe
der Parameter sowie notwendigen Komponenten. Die Abschnitte 2.3 und 2.4 beinhalten
Informationen iiber die mehrstufigen optisch parametrischen Verstéarker, die der Erzeu-
gung der Anregungs- und Abtastpulse dienten. Ein wichtiger Aspekt beim Bestreben
winkelaufgeloste Messungen durchzufiihren, kommt der Gestaltung des Uberlapps aller
beteiligten Laserstrahlen zu. Er wird deswegen separat im Abschnitt 2.5 besprochen. Die
eigens fiir diese Versuche gebauten Proben- und Messkammern werden im Abschnitt 2.6
thematisiert, gefolgt von der Darstellung der Signaldetektion, -verarbeitung sowie Anga-
ben zur Interpretation der Signale in Abschnitt 2.7. Zum Abschluss werden in Abschnitt
2.8 Anmerkungen zu den Berechnungen mittels Dichtefunktionaltheorie (DFT) gemacht,
die zwar theoretischer Natur sind, jedoch zum Gesamtkonzept der Methodik gehdren.

2.1. Femtosekunden polarisationsaufgeloste UV /Vis
Pump — IR Probe Spektroskopie

An dieser Stelle wird ausfithrlich ein modifizierter Ansatz der Pump- Probe-Spektroskopie
(PPS) [5][97] vorgestellt, um lokale strukturbezogene Informationen von Molekiilen in
geloster Form auf einer Zeitskala von Femto- bis Nanosekunden zu erhalten. Die Me-
thode basiert auf einer Kombination aus Berechnungen mit Dichtefunktionaltheorie
[31][72][107] im Grundzustand und Femtosekunden polarisationsaufgeloster UV /sichtbar
Pump — IR Probe Spektroskopie (FS-Pol-PPS) [51][62][80][81][88][95]. Sie ermoglicht es
z.B. die dreidimensionale (3D) Orientierung von ausgewihlten elektronischen Uber-
gangsdipolmomenten (UDM) des untersuchten Molekiils zu bestimmen [82][83][136],
vorliegende Konformationen zu ermitteln [83][136], die Zuordnung von Banden zu tiber-
priifen [84][149][150] oder Rotationen des gesamten Molekiils bzw. einzelner atomarer
Gruppen des Molekiils* zu beobachten [151].

DFT Berechnungen werden durchgefiihrt, um die 3D-Orientierungen der Vibrations-
UDM im Grundzustand zu berechnen (siche Abschnitt 2.8), parallel dazu wird die FS-
Pol-PPS verwendet, um die relativen Winkel zwischen dem elektronischen UDM des

*z.B. des Rings D wahrend der Photoisomerisation linearer Tetrapyrrole



Ubergangs Sy — Si (jie) und den ausgewihlten bzw. abgetasteten Vibrations-UDM
(flyip) der untersuchten Molekiile zu bestimmen. Die Informationen lassen Riickschliisse
auf verschiedene Strukturinformationen zu.

Messprinzip

Das Prinzip der PPS beruht darauf, dass die zu untersuchenden Molekiile mit einen
Anregungspuls (Pump) vom Grundzustand in einen elektronisch angeregten Zustand
versetzt werden (Sy — S, bzw. Sy — S1) und anschlieend mit einem zeitlich verzoger-
ten Abfragepuls (Probe) die Besetzungsdichte des angeregten Zustandes S,, respektive
Sy tberprift wird [5][23]. Durch eine variable Zeitverzogerung, die experimentell unter
Zuhilfenahme von Verzogerungsstrecken erreicht wird, kann der zeitliche Verlauf der Be-
setzungsdichte ermittelt werden. Ein Vorteil dieser Methode ist, dass die Zeitauflosung
nicht durch Detektor und Elektronik begrenzt wird, sondern nur durch die Dauer der
Pump- und Probe-Pulse, wodurch Dynamiken im Femtosekundenbereich messbar werden
[5][23]. Die Messgrofien der PPS sind anregungsinduzierte Veranderungen der Absorbanz
der untersuchten Molekiile [5][23](siche auch Abschnitt 2.7).

Bei der Femtosekunden polarisationsaufgelosten Pump- Probe-Spektroskopie verwen-
dete ich linear polarisierte Pump-Pulse (horizontal oder vertikal) und Probe-Pulse (hori-
zontal und vertikal) und erhielt neben den Absorptionsédnderungen bzw. den Dynamiken
des angeregten Zustandes niitzliche zusétzliche Informationen iiber die Ausrichtung der
abgetasteten UDM. Das Prinzip der FS-Pol-PPS wird mit den Abbildungen 2.1-2.3 er-
lautert:

Es erfolgt eine Selektion bei der Anregung der Molekiile, Abb. 2.1 skizziert dies. Wéh-
rend der Messungen liegen die Proben in geldster Form in einer Probenkammer (siche
Abschnitt 2.6) vor - Die Molekiile sind in diesem Volumen isotrop verteilt und isotrop
orientiert und werden in a) durch die Pfeile symbolisiert, wobei ein Pfeil jeweils die
Richtung des elektronischen Ubergangsdipolmoments angibt. Die Anregung der Mole-
kiile erfolgt nun durch einen linear polarisierten Pump-Puls’ z. B. vertikal polarisiert.
Es werden dabei bevorzugt die Molekiile angeregt, deren elektronische UDM [i,; parallel
zur Polarisationsrichtung des Pump-Pulses €, sind, also diejenigen, die in diesem Bei-
spiel ebenfalls eine vertikale Ausrichtung des fi.; besitzen, dargestellt durch die blauen
Pfeile in b). Aus dem Ensemble isotrop orientierter Molekiile im Grundzustand entsteht
folglich ein Ensemble anisotrop orientierter, angeregter Molekiile, dessen elektronische
UDM im Mittel parallel zu €, bzw. zur Z-Achse ausgerichtet sind (blaue Pfeile).
Die Wahrscheinlichkeit P der Anregung bzw. des Ubergangs ist dabei proportional zu
P o (fle - é'pump)2 o cos? o, wobei a der Winkel zwischen jie; und €y, ist. Dieses Prin-
zip der selektiven Anregung und Auswahl von Molekiilen ist als Photoselektion bekannt
[2]]6][75][87]. Durch die Verwendung von linear polarisierten Pump-Pulsen erreicht man
folglich mittels der Photoselektion eine definierte Ausrichtung der angeregten Molekiile
in wassriger Losung (z. B. mit Chlorophyll a [82][83]) génzlich ohne praparative Techni-
ken, die die Molekiile der Probe aktiv ausrichten (z. B. [33][142]).

tPolarisationsrichtung des Pump-Pulses definiert in den Abbildungen 2.1-2.3 zugleich die Z-Achse.
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Abbildung 2.1.: a) Verteilung isotrop orientierter ,,Molekiile* im Grundzustand mit Ori-
entierung des elektronischen Ubergangsdipolmomentes (graue Pfeile). b)
Photoselektion: Durch Anregung mit linear polarisiertem Licht (vertikal
polarisiert) entsteht eine Kosinus-Quadrat-Verteilung angeregter Mole-
kiile. Parallel orientierte UDM (0°), bzgl. der Polarisation der Pump-
Pulse, werden bevorzugt angeregt (blau). Bei 45° betragt die Wahr-
scheinlichkeit 50% (blau transparent). Die Molekiile im Grundzustand
werden wieder durch graue Pfeile dargestellt.

Wie bereits in Abb. 2.1 durch die Verkippung der Pfeile angedeutet, besitzen die ange-
regten Molekiile dessen jio-Richtung durch die Photoselektion ,fixiert” ist, immer noch
eine rotationssymmetrische Verteilung der Lage der Molekiile an sich, wobei i bzw.
die Polarisationsrichtung des Laserpulses die Rotationsachse darstellen. Denn die linear
polarisierten Pump-Pulse regen auch rotierte Molekiile an, deren [i.; ebenfalls parallel
ZU €pump sind. Beispielsweise wiirden alle vier, der in Abb. 2.2 dargestellten Molekii-
le (E-Isomer von Coumarin 314), gleichermafien angeregt werden. Die elektronischen
Ubergangsdipolmomente sind in den vier Molekiilen parallel zur Z-Achse, die Lage des
Molekiils aber jedes Mal eine andere. Das Ubergangsdipolmoment der eingezeichneten
Carbonylstreckschwingung zeigt, abhéngig von der Lage des Molekiils, in verschiedene
Richtungen. Die blauen Vektoren stellen in der Darstellung 2.2 die Translationsvekto-
ren der an der Schwingung beteiligten Atome dar und der orangefarbene Vektor ist das
resultierende Ubergangsdipolmoment der Carbonylstreckschwingung. Die durch Photos-
elektion anisotrop ausgerichteten und angeregten Molekiile beinhalten selbst folglich alle
moglichen Molekiillagen, die sich lediglich durch eine Rotation um die Z-Achse oder/und
der Spiegelung an der X-Y-Ebene unterscheiden. Betrachtet man die in Abb. 2.2 gekenn-
zeichnete Carbonylstreckmode mit dem angegebenen [i,; so gibt es infolgedessen eine
isotrope Verteilung der — mit der Struktur verkniipften — ji,;, auf einer Kegelflache um
die Z-Achse (fiyy). Der Offnungswinkel 6 des Kegels (der Winkel zwischen der Z-Achse
und fi,;) wird im Folgenden als relativer Winkel 6 bezeichnet. Thn kann man mittels der
F'S-Pol-PPS bestimmen.

Abb. 2.3 stellt zusammenfassend das Messprinzip dar. Die Vibrationszustidnde im
Grundzustand Sy und ersten angeregten Zustand S; werden, zeitlich verschoben zur



Abbildung 2.2.: E-Isomer von Coumarin 314 in vier verschiedenen Orientierungen, mit
elektronischem Ubergangsdipolmoment fi,; (schwarzer Pfeil), dem Uber-
gangsdipolmoment fi,;; der Carbonylschwingung am Ring (orangefar-
bener Pfeil) und den Translationsvektoren der einzelnen schwingenden
Atome der Carbonylstreckmode (blaue Pfeile).
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Abbildung 2.3.: Messprinzip: Die Probe wird mit einem vertikal polarisierten Pump-Puls
(hellblauer Pfeil) beleuchtet. Molekiile deren p.; (dunkelblauer Pfeil)
parallel zur Pump-Polarisation sind werden bevorzugt angeregt (Pho-
toselektion). Die Lage eine ausgewédhlten Schwingungsmode der ange-
regten Molekiile pi,5 (dunkelroter Pfeil) ist nicht genau bekannt, sie
kann sich iiberall auf einer Kegelfliche um j mit dem Offnungswinkel
0 befinden. Die Probe wird zeitversetzt mit vertikal und horizontal po-
larisierten Probe-Pulsen abgefragt und der relative Winkel 6 bestimmt.



Anregung mittels eines Pump-Puls, gleichzeitig mit horizontal und vertikal polarisierten
Probe-Pulsen abgetastet. Das elektronische UDM [i,; ist durch die Photoselektion entlang
der Z-Achse fixiert“ (dunkelblauer Pfeil) und das UDM der abgetasteten Schwingun-
gen [l (dunkelroter Pfeil) kann sich wie beschrieben tiberall auf der Mantelflache eines
Doppelkegels um die Z-Achse mit dem Offnungswinkel @ befinden. Anhand der Signal-
anteile der beiden Probe-Pulsrichtungen (horizontal und vertikal) bei der Abtastung der
abgefragten UDM [i,; lisst sich der relative Winkel 6 des ji,; beziiglich der Z-Achse
berechnen (siehe Abschnitt 3.4). Da die Richtungen der Ubergangsdipolmomentvektoren
durch die Struktur der Molekiile bestimmt sind, lassen sich eben durch die Analyse dieser
Ubergangsdipolmomentvektoren mit der FS-Pol-PPS zeitlich aufgeléste Informationen
der Molekiilstruktur ermitteln und zwar in geloster Form der Molekiile.

Es gibt eine Reihe alternativer Methoden, die ebenfalls die Bestimmung von Rich-
tungen einzelner UDM ermdglichen. Eine Gemeinsamkeit liegt in der notwendigen Ver-
wendung von Proben bekannter Orientierung, ein wesentlicher Unterschied darin, auf
welche Weise dies erreicht wird. Man kann entweder einzelne Molekiile mit der gewiinsch-
ten Orientierung auswéhlen (z. B. Photoselektion) oder alle Molekiile einer Probe aktiv
ausrichten. Das geschieht z. B. durch das Dehnen diinner Filme [38][52] oder Ausdeh-
nen eines Volumens in definierter Richtung [11], durch Verwenden von fliissigkristallinen
Systemen lamellaren Phasen [63], durch das Trocknen oder/und Zentrifugieren [21][25]
oder iiber das Anlegen eines externen Feldes (z. B. Magnetfeld) [11][105][124]. Jede dieser
Praparationstechniken erzeugt eine uniaxiale Ausrichtung der Molekiile parallel zu einer
bekannten Achse. Analog zur Photoselektion gibt es jedoch eine isotrope rotationssym-
metrische Verteilung der Molekiile um diese Achse. Mit anderen Worten erméglicht keine
der Methoden die Bestimmung einer absoluten Richtung eines abgetasteten Ubergangs-
dipolmoments — Es wird in jedem Fall der relative Winkel des Ubergangsdipolmoments
bzgl. einer Achse bestimmt. Die Verwendung der passiven Photoselektion hat jedoch
den Vorteil, Proben in ihrer natiirlichen Umgebung untersuchen zu kénnen, wohingegen
bei Verwendung aktiver Praparationstechniken immer die Frage bleibt, ob und in wie
weit sich das untersuchte System von dem ,natiirlichen® unterscheidet und wie gut die
Orientierung tatséchlich ist.

Die in dieser Arbeit vorgestellte spektroskopische Methode stellt eine schnelle und
alternative Untersuchungsmethode dar, um strukturelle Informationen zu erhalten. Die
Methode ist nicht angewiesen auf Praparationstechniken, die die Proben makroskopisch
ausrichten. Sie ermoglicht die zeitaufgeloste Beobachtung der Orientierung abgetasteter
Ubergangsdipolmomente. Die Untersuchung von Proben mit geringer Stabilitit bzw.
Lebensdauer in ihrer natiirlichen Umgebung ist moglich.

2.2. UV/Vis - IR - Aufbau

Der bei allen durchgefithrten Messungen verwendete experimentelle Aufbau ist in Abbil-
dung 2.4 vereinfacht dargestellt. Er kam auch bei anderen Untersuchungen zum Einsatz
[78][135][149][151] und wurde entsprechend der jeweiligen Anforderungen modifiziert.
Als Lichtquelle diente das kéduflich erworbene Ti:Saphir Lasersystem Legend USP von
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Abbildung 2.4.: Vereinfachte Darstellung des Messaufbaus. Komponenten: Shutter bzw.
automatisierter Strahlblocker (Sh.), Polarisatoren (Pol.), Chopper be-
trieben bei 544 Hz (Ch.), A/2-Plittchen zur Drehung der Pump-
Polarisation um 90°, Photodiode fiir den sichtbaren Spektralbereich
(PD), Spektrometer (Spec), MCT-Detektoren, Computer (PC), Ver-
schiebestrecken (DL) und einem Periskop (PK). Die Strahlteiler werden
durch weifle Rechtecke dargestellt und die ebenen sowie gekriimmten
Spiegel sind grau.

Coherent mit regenerativem Verstérker (oben links in Abb. 2.4). Die emittierte Wellen-
lange von 800 nm (im Folgenden Fundamentale genannt) und Bandbreite von ca. 30 nm
wurde teilweise nach Bedarf auf 808 nm mit einer Bandbreite von ca. 35 nm verschoben.
Wenn im Folgenden von Breite geschrieben wird, so ist damit immer die Halbwertsbreite
(FWHM) gemeint. Die Pulsrate betrug 1088 Hz, die Pulslange lag bei allen durchgefiihr-
ten Experimenten zwischen 55 fs und 100 fs und die Pulsenergie der Fundamentalen bei
ca. 2,33 mJ. Die Fundamentale wurde nach Emission aus dem Lasersystem und Re-
duktion des Querschnitts mit einem Teleskop (nicht dargestellt) durch eine Reihe von
Strahlteilern aufgespalten: 1,6 mJ wurden fiir Erzeugung der Anregungspulse genutzt
und 0,2 mJ fiir die Generierung der Abtastpulse (Die restliche Energie wurde fiir andere
Experimente verwendet.). Bevor darauf im Speziellen eingegangen wird, erfolgt zunéchst
eine reduzierte Beschreibung des Strahlengangs mit den wesentlichen Komponenten:

11



Pump-Strahlengang

Der Pump-Strahlengang ist in der oberen Haélfte der Abb. 2.4 blau dargestellt. Aus-
gangspunkt sind die Vis-OPA, die zur Vereinfachung als blaue Box abgebildet sind. Die
Pump-Pulserzeugung mit den Vis-OPA wird im folgenden Abschnitt 2.3 beschrieben. Die
erzeugten Pump-Pulse im sichtbaren Spektralbereich waren horizontal polarisiert. Die
lineare Polarisation wurde neben der eigentlichen Bedeutung fiir die Photoselektion auch
zur stufenlosen Abschwéichung der Pump-Leistung ausgenutzt. Zwei Polarisatoren (Pol.)
wurden dafiir verwendet: Wéahrend der erste Polarisator abhéngig von der gewiinschten
Abschwéachung aus der horizontalen Ebene herausgedreht werden konnte, war der zweite
fest eingestellt fiir Transmission horizontal polarisierter Strahlung. Im Anschluss wurde
die Pump-Pulsrate mit einem von der Laserelektronik angesteuerten Chopper (Ch.) auf
die halbe Repetitionsrate der Fundamentalen reduziert, d.h. es konnten pro Sekunde
544 anregungsinduzierte Absorptionsanderungen des Molekiils detektiert werden. Bei
der FS-Pol-PPS mit simultaner Detektion der parallelen und senkrechten Komponenten
der Absorptionsdnderungen ist es notwendig, das Experiment sowohl mit horizontaler
als auch vertikaler Pump-Polarisation durchzufithren (Informationen dazu im Abschnitt
3.1), ein A/2-Plittchen wurde deswegen zur Drehung der Pump-Polarisation um 90°
eingebaut und verwendet. Zur Uberwachung der Pump-Stabilitit diente ein Riickreflex
einer keilférmigen Kombination von Kurzpassfiltern (Grenzwellenldnge: 750 nm), er wur-
de durch eine Photodiode (PD) aufgezeichnet. Zu erwéhnen ist noch der Einsatz eines
Shutters (Sh., hellbraun), um lichtempfindliche Proben nicht unnétig zu beleuchten. Der
Pump-Strahl wurde automatisch immer dann blockiert, wenn das System nicht messbe-
reit war z. B. wahrend des Verwendens der Verzogerungsstrecke im Probe-Strahlengang
und die untersuchten Proben sowie die optischen Komponenten dadurch geschont.

Probe-Strahlengang

Der Probe-Strahlengang ist in der unteren Halfte der Abb. 2.4 rot dargestellt. Er beginnt
mit den IR-OPA (rote Box), die im Abschnitt 2.4 beschrieben werden. Die erzeugten
Probe-Pulse wurden iiber eine Verzogerungsstrecke (DL) gefiithrt, die es ermdglichte,
die zu untersuchende Probe zeitversetzt zur Anregung abzufragen und Dynamiken zu
bestimmen. Die erreichbare Zeitverzogerung war auf wenige Femtosekunden genau ein-
stellbar, als minimale Verzégerungen wurden je nach Experiment 20-50 fs verwendet
und die maximale Verzogerung war durch die Lénge der Verzogerungsstrecke auf ca.
1,8 ns begrenzt. Unmittelbar nach der Verzogerungsstrecke trafen die Probe-Pulse auf
einen Keil und wurden in drei Teilstrahlen aufgespalten. Der transmittierte Anteil, de-
tektiert iiber einen MCT-Einzeldetektor, wurde als Referenz genutzt. Einer der beiden
reflektierten Anteile blieb in der Polarisation unveréndert (horizontal), die Polarisati-
on des anderen wurde mit einem Periskop (PK) um 90° gedreht (vertikal). Eine kleine
Verzogerungsstrecke diente anschlieflend als Ausgleich fiir einen eventuellen Langenun-
terschied der beiden reflektierten Anteile des Keils. Analog zum Pump-Strahlengang
wurden Polarisationsfilter genutzt, um unerwiinschte Polarisationsrichtungen der Probe-
Strahlen zu eliminieren. Der Pump- sowie die beiden Probe-Strahlen wurden in der zu
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Abbildung 2.5.: Schematische Darstellung der Pump-Erzeugung im Bereich 644 - 713 nm
durch optisch parametrische Verstiarkung (OPA) bzw. Frequenzverdopp-
lung (SHG) in Beta-Bariumboratkristallen (BBO). Die Zahlenangaben
entsprechen den Wellenldngen in nm der Laserpulse.

untersuchenden Losung (griines Rechteck) auf einen Punkt fokussiert und tberlagert.
Die Anordnung der drei Strahlen wird in Abschnitt 2.5 beschrieben und die verwende-
te Messkammer/Probenkammer in Abschnitt 2.6. Die durch die Probe transmittierten
Probe-Strahlen wurden in das Spektrometer (Spec) fokussiert und spektral aufgelést
auf einen mehrzeiligen MCT-Detektor abgebildet, dessen Ausgang verstéarkt und mittels
Computer (PC) aufgenommen wurde. Details zur Signaldetektion und -verarbeitung sind
im Abschnitt 2.7 enthalten.

2.3. Erzeugung der Anregungspulse

Zur Anregung von Agpl, Chl a sowie Coumarin 314 wurden Pump-Wellenlangen im
Bereich von 644 - 713 nm sowie bei 400 nm und 455 nm mit Hilfe von nichtlinearen
Prozessen erzeugt.

Anregungspulse im Bereich von 644 - 713 nm wurden durch vier optisch parametri-
sche Verstarker (OPA, optical parametric amplifier [19][108]), schematisch dargestellt
in Abb. 2.5, durch Frequenzkonversion erzeugt. Dabei wurde Beta-Bariumborat (BBO,
[-BaB20y) in verschiedenen Kristalldicken verwendet. Im ersten OPA (Typ I Phasenan-
passung, Kristalldicke d = 1 mm) wurden Idler-Pulse im nahen Infrarot (1288 nm - 1426
nm je nach Experiment) erzeugt, Signal-Pulse mit sichtbarem Spektrum wurde heraus
gefiltert. Angeregt wurde der OPA mit 400 nm, erhalten durch Frequenzverdopplung der
Fundamentalen, sowie einem Weillichtkontinuum (WL) [19][32], welches vorher durch
Fokussierung der Fundamentalen in einen Saphirkristall erzeugt wurde. In den folgen-
den beiden OPA-Stufen (Typ II, d = 5 mm) wurde der Idler der ersten Stufe durch die
Fundamentale bis zu einer Energie von ca. 40 pJ weiter verstéarkt und im letzten Schritt
frequenzverdoppelt (SHG, second harmonic generation [19][35][108]; Typ I, d = 1 mm),
um die gewiinschten Anregungspulse zu erhalten. Reste des Pump-Lichts sowie der nicht
verwendeten Idler-Pulse wurden durch geeignete Optiken heraus reflektiert, respektive
gefiltert.

Zur Erzeugung der Pump-Pulse bei 455 nm wurde der vierstufige Aufbau modifiziert
(Abb. 2.6): Die BBO-Kristalle der zweiten und dritten Stufe wurden wegen der un-
gunstigen Phasenabstimmung (phase matching [19][58][89][108]) durch Kaliumtitanylar-
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Abbildung 2.6.: Schematische Darstellung der Pump-Erzeugung bei 455 nm durch op-
tisch parametrische Verstarkung (OPA) bzw. Summenfrequenzerzeu-
gung (SFG) in Beta-Bariumborat- (BBO) bzw. Kaliumtitanylarsenat-
kristallen (KTA). Die Zahlenangaben entsprechen den Wellenlédngen in
nm der Laserpulse.

senat (KTA, KTiOAsOy,) ersetzt, um Pulse bei 1055 nm besser verstirken zu konnen.
Anschlieflend wurde statt der Frequenzverdopplung in der vierten Stufe die Summenfre-
quenz aus der Fundamentalen und der 1055 nm gebildet (SFG, sum frequency generation
[7][19][108]) und auf diese Weise die 455 nm Pump-Pulse erzeugt.

Anregungspulse bei 400 nm wurden direkt durch Frequenzverdopplung der Funda-
mentalen erzeugt. Der vierstufige OPA wurde dabei nicht verwendet.

Die Leistung der Anregungspulse wurde bei allen Messungen soweit reduziert, dass
weniger als 6% der zu untersuchenden Molekiile angeregt wurden, meist sogar weniger
als 3%. Eine Begrenzung der Anregungsleistung ist notwendig, da es bei hohen Pump-
Pulsleistungen zu Sattigungseffekten der Photoselektion kommt, die die Verteilung an-
geregter Molekiile beeinflussen. Solche Sattigungseffekte sind unterhalb einer Molekiil-
anregung von 10% im beleuchteten Probenvolumen nicht zu erwarten [141][143]. Die
jeweiligen Pump-Spektren sind den Ergebnis- und Diskussionskapiteln zu entnehmen.

2.4. Erzeugung der Abtastpulse

Die infraroten Abtastpulse im Bereich von 1150 - 1800 cm™ wurden durch einen drei-
stufigen Frequenzkonversionsprozess erzeugt. Der Aufbau war analog zu dem von R.
Kaindl et al. vorgestellten Aufbau [64] und eine schematische Darstellung ist in Abb.
2.7, dargestellt.

Ausgangspunkt ist ein zweistufiger OPA (BBO, Typ II, d = 4 mm), angeregt durch die
Fundamentale. Der Seed der ersten Stufe war ein Weifllichtkontinuum, hervorgegangen
durch Fokussierung der Fundamentalen in einen Saphirkristall. Der Signal der ersten
Stufe wurde als Seed der zweiten Stufe verwendet. Die erzeugten Signal- und Idler-
Pulse der zweiten Stufe wurden fiir eine Differenzfrequenzerzeugung (DFG, difference
frequency generation [19][108]) in einem Silberthiogallatkristall (AGS, AgGaS,, Typ I,
d = 1 mm) genutzt, zur Erzeugung des gewtinschten IR-Lichts.

Das Ergebnis waren durchstimmbare Abtastpulse mit einer typischen Pulsdauer von
160 fs und spektralen Breite von 100 cm™ im verwendeten Bereich von 1150 - 1800
cmt. Die Energie der erzeugten Probe-Pulse betrug ca. 0,6 pJ. Die Energie der mit den
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Abbildung 2.7.: Schematische Darstellung der Probe-Erzeugung im Bereich 1150 - 1800
cm™ (5556 - 8696 nm) durch optisch parametrische Verstarkung (OPA)
bzw. Differenzfrequenzerzeugung (DFG) in Beta-Bariumborat- (BBO)
bzw. Silberthiogallatkristallen (AGS). Die Zahlenangaben entsprechen
den Wellenldngen in nm der Laserpulse.

Pump-Pulsen zur Uberlagerung gebrachten Probe-Pulse betrug aber weniger als 20 nJ.
Die durchaus gewollte Abschwéchung ergab sich im Wesentlichen durch die Aufteilung
des Probe-Strahls mittels eines Keils in drei unterschiedlich intensive Anteile und durch
Verluste an den Polarisationsfiltern sowie an den Goldspiegeln und der Probenkammer.

2.5. Uberlagerung zur Signalerzeugung

Eine experimentelle Herausforderung der FS-Pol-PPS besteht in der Gestaltung des
Uberlapps der beiden Probe-Strahlen mit dem Pump-Strahl. Das Messprinzip der FS-
Pol-PPS setzt stillschweigend voraus, dass die Polarisationsrichtungen der beiden Probe-
Strahlen exakt senkrecht zueinander sind und eine klar definierte bzw. bekannte raumli-
che Lage des elektronischen Ubergangsdipolmomentes der angeregten Molekiile vorliegt.
Fiir dieses System lésst sich, wie in Abschnitt 3.4 beschrieben die rdumliche Lage einer
abgetasteten [i,; beziiglich der Z-Achse bzw. dem angeregten ji.; desselben Molekiils
bestimmen. Liegt jedoch eine Abweichung der Polarisationsrichtungen vor, so fiithrt dies
direkt zu verfalschten Ergebnissen.

Um dies zu verhindern, wurden zum einen Polarisationsfilter eingesetzt (sieche Ab-
schnitt 2.2) und die Polarisationsrichtungen der Strahlen auf horizontal und vertikal
eingestellt und zum anderen wurde der Strahlverlauf zur raumlichen Uberlagerung der
Pump- und Probe-Strahlen in bestimmter Weise angeordnet, wie in Abb. 2.8 gezeigt.
In Abb. 2.8 a)-c) sind zwei Strahlen dargestellt, die untereinander den Winkel « auf-
spannen. Liegt die Polarisationsrichtung beider Strahlen innerhalb der Ebene die sie
aufspannen, so unterscheiden sich die Polarisationsrichtungen ebenfalls um den Winkel
a (Abb. 2.8 a)). Um sicherzustellen, dass die Polarisationsrichtungen zweier aufeinan-
der zulaufender Strahlen dennoch immer senkrecht oder parallel zueinander sind, muss
ein Strahl (Abb. 2.8 b)) bzw. miissen beide Strahlen (Abb. 2.8 ¢)) senkrecht zur Ebene
polarisiert sein.

Die Messungen werden immer mit 90° verdrehter Pump-Polarisation wiederholt. Mehr
dazu ist dem Abschnitt 3.1 zu entnehmen. Aus diesem Grund, wurde eine Anordnung
der drei Strahlen, wie in Abb. 2.8 d) gezeigt, gewéhlt. Schaut man in Ausbreitungsrich-
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Abbildung 2.8.: a) Die Polarisationsrichtungen zweier in der Ebene polarisierter Strah-
len weichen um den Winkel a ab, der sich aus dem Strahlverlauf ergibt.
b) Die Polarisationsrichtungen der Strahlen sind immer senkrecht zu-
einander, wenn eine der Polarisationsrichtungen senkrecht zur Ebene
polarisiert ist. ¢) Die Polarisationsrichtungen der Strahlen sind immer
parallel zueinander, wenn beide Polarisationsrichtungen senkrecht zur
Ebene polarisiert sind. d) Verwendete Strahlanordnung bei der raumli-
chen Uberlagerung. Der Pump-Strahl (blau) verliuft zu jeder Zeit mit
dem Probe-Strahl (rot) in einer horizontalen Ebene und mit dem Pro-
be-Strahl (griin) in einer vertikalen. Die Strahlen werden im Proben-
volumen (gelb) zur Uberlagerung gebracht. Die Doppelpfeile geben die
Polarisationsrichtungen der Strahlen an.
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Abbildung 2.9.: Aufsicht und Querschnitt der verwendeten Probenkammern mit Alu-
miniumgehéduse (grau), Teflonringen (blau) als Abstandshalter, BaFs-
Fenstern (gelb) und dem eingeschlossenen Probenvolumen (rot).

tung des Pump-Strahls, so bilden die drei Strahlen die Eckpunkte eines rechtwinkligen
Dreiecks, der rechte Winkel liegt beim Pump-Strahl (blau), die Pump-Pulse sind ver-
tikal oder horizontal polarisiert. Die beiden Probe-Strahlen werden auf das angeregte
Probenvolumen justiert. Der vertikal polarisierte Probe-Strahl (rot dargestellt) verlauft
dabei zu jeder Zeit auf der gleichen Hohe mit dem Pump-Strahl, parallel zum optischen
Tisch und spannt mit dem Pump-Strahl eine horizontale Flache auf. Wohingegen der ho-
rizontal polarisierte Probe-Strahl (griin dargestellt) vor der Probenkammer immer exakt
unter dem Pump-Strahl verlaufen muss.

Auch wenn die Strahlen mit einem Winkel aufeinander zulaufen, so ist bei dieser
Anordnung die Polarisationsrichtung des Pump-Lichtes immer exakt parallel bzw. senk-
recht zu den Polarisationsrichtungen der Probe-Strahlen unabhéngig davon, ob der Pump
gerade die vertikale oder horizontale Polarisationsrichtung inne hat. Wiirde man von
der dargestellten Strahlanordnung abweichen und die Polarisation beider Probe-Strahlen
tauschen bzw. um 90° drehen, so hatte man wieder den systematischen Fehler, den man
gerade vermeiden wollte, dargestellt in a). Der horizontal /vertikal polarisierte Pump-
Strahl wére nicht mehr exakt parallel zum horizontal /vertikal polarisierten Probe-Strahl,
sondern hatte vielmehr den Winkel «, der sich aus dem Strahlverlauf ergibt. Der Winkel
wiirde direkt in das Messergebnis einflieflen.

2.6. Proben- und Messkammer

Im Rahmen der Experimente wurden Chlorophyll a, Phytochrom aus Agrobacterium tu-
mefaciens und Coumarin 314 in geloster Form untersucht. Die verwendete Probenkam-
mer ist in Abbildung 2.9 dargestellt. Die Probe befand sich zwischen zwei BaF,-Fenstern
(Dicke: 1 mm bzw. 2 mm, Durchmesser: 2,5 ¢cm) mit einem Teflonring als Abstandshal-
ter (Dicke: 50 bzw. 100 pm je nach Experiment). Ein Aluminiumgehduse und weitere
Teflonringe pressten die Fenster zusammen. Das Probenvolumen betrug 25 bzw. 50 pul.
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Abbildung 2.10.: Messkammer mit zwei elektronisch angesteuerten Schrittmotoren fiir
beliebige Bewegung der Probe (wird zentral eingesetzt) in horizontaler
und vertikaler Richtung.

Um mit jedem Pump-Puls ein jeweils anderes Probenvolumen zu beleuchten, wurde
die Probenkammer standig bewegt. Das geschah mit Hilfe einer neu entwickelten Mess-
kammer, dargestellt in Abbildung 2.10, in welche die Probenkammer arretiert wurde.
Die Messkammer ermoglicht eine beliebige Bewegung der Probenkammer in horizontaler
und vertikaler Richtung iiber die Ansteuerung zweier Schrittmotoren.

Fiir die Experimente wurde ein Bewegungsmuster in Form von Lissajousfiguren ge-
wahlt, um den zeitlichen Abstand einer Doppelbeleuchtung des gleichen Probenvolumens
zu maximieren. Ein zeilenweises Abrastern der Probe zeigte sich durch die scharfen Um-
kehrpunkte als unvorteilhaft. In Abb. 2.11 ist die Relativbewegung zwischen der Probe
und den Laserstrahlen dargestellt bzw. das bereits beleuchtete Probenvolumen nach 2 s
(links), 18 s (mitte) und kurz vor Vollendung des kompletten Zyklus nach 5 min. (rechts),
wo nur noch wenige Spuren zu beleuchten sind.

2.7. Signaldetektion und -verarbeitung
Die beiden Abtaststrahlen, die sowohl parallel als auch senkrecht zum Anregestrahl pola-

risiert sind, wurden nach dem Beleuchten der Probe mit einem Spektrograph (Triax 320,
Jobin Yvon Horiba) aufgeweitet (Gitter: 150 1 mm™, =320 mm) und separat auf einem
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Abbildung 2.11.: Beispiel fiir eine Relativbewegung zwischen der Probe und den Laser-
strahlen nach 2 s (links), 18 s (mitte) und 5 min. (rechts).

zweizeiligen MCT-Detektor mit jeweils 32 Elementen abgebildet. Die Auflésung des mit
fliissigem Stickstoff gekiihlten Detektorarrays betrug bei den durchgefiihrten Experimen-
ten 1,6 cm™, mit einer Messung konnte ein Bereich der spektralen Breite von etwa 50
em™! untersucht werden. Die verwendete Verstirkerelektronik bzw. der Analog-Digital-
Wandler (A/D-Wandler) begrenzte die minimal bestimmbare Absorptionsédnderung auf
ca. 22 pOD.

Die rechnergesteuerte Datenerfassung und Verarbeitung der vorverstérkten Signale
erfolgte iiber ein mit LabView 7.1 geschriebenes Programm mit folgenden Messgleichun-
gen:

AODMr = 1 0o = Ingma 1000 (2.1)
B & Igm - IBgrnd .
vert _ 1, 1" = IBgrna
AOD"™ = —lg %1000, (2.2)
Igert - IBgrnd

wobei AOD die Absorptionsanderung in mOD (Faktor 1000) ist. I und [, sind die de-
tektierten Signalamplituden mit Pump-Licht respektive blockiertem Pump-Licht jeweils
horizontal und vertikal polarisiert, Ipg,nq stellt die Amplitude der Hintergrundstrahlung
dar, die einmalig vor der Messung bei blockiertem Pump- sowie Probe-Licht aufgezeich-
net wurde.

Aufgenommen wurden 2x32 Transienten iiblicherweise im Bereich von -20 bis 4100
ps, teilweise jedoch bis +1200 ps Verzogerungszeit! mit einer minimalen Schrittweite
von 20-50 fs. Fiir jede Verzogerungszeit innerhalb eines Durchlaufs (scan) wurden 750
Absorptionsanderungen aufgenommen. Die scans selbst wurden ebenfalls mehrere Male
wiederholt und die gesamte Messung wurde wiederum tiber mehrere Tage mit jeweils
frisch angesetzten Proben wiederholt. Die Daten liegen in gemittelter und mit der wei-
ter oben angegebenen Messgleichung verarbeiteten Absorptionsanderungen vor sowie je

st die Verzogerungszeit negativ, wird die Probe zuerst vom Abtaststrahl beleuchtet.
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nach Experiment auch als Rohdaten, also den ungemittelten A/D-gewandelten Span-
nungswerten der vorverstirkten Signale fiir jeden einzelnen Laserpuls. Dieses speicherin-
tensive Vorgehen ermoglichte eine nachtréigliche Untersuchung der Daten auf Storungen
wie z. B. Frequenzstorungen mittels Fourieranalyse.

Abschlieflend einige Bemerkungen zur Messgleichung und der Interpretation der Mess-
groffe Absorptionsanderung fir die drei moglichen Félle:

o [ = Iy; AOD = 0 — Die bestimmte Absorptionsdnderung ist anregungsinduziert
d.h. sie ist Null, wenn die gemessene Intensitéat sich nicht durch die Beleuchtung der
Probe mit den Pump-Pulsen éndert. Probe-induzierte Ubergénge zeigen demnach
kein Signal. Des Weiteren konnen Kompensationen positiver und negativer Signale
auftreten, die von einem ,Nullsignal“ nicht zu unterscheiden sind.

e [ > [y; AOD < 0 — Die Absorptionsianderung ist negativ, wenn durch die Anre-
gung der Molekiile mehr Photonen den Detektor erreichen. Entweder geschieht dies
durch die Entstehung zusétzlicher Photonen oder durch eine verminderte Absorpti-
on der abgetasteten Banden nach der Anregung. Ersteres wére z. B. ein Zeichen von
Fluoreszenz. Letzteres entsteht z. B. durch die Entvolkerung des Grundzustandes
durch die elektronische Anregung von Sy, — Sp; abgetastete Schwingungsiibergén-
ge innerhalb des Grundzustandes Sy gehen deshalb mit negativen Signalen einher,
da die Besetzungsdichte durch die Pump-Pulse verringert wird. (Haufig verwendet
man die Begriffe , Bleichbande“ oder , bleach*.)

o | < Iy; AOD > 0 — Positive Absorptionsidnderung hingegen erhélt man bei der
Abtastung von Schwingungsiibergiangen innerhalb des angeregten Zustandes Sy,
da hier eine Bevolkerung von S; durch Anregung mit Pump-Pulsen stattfindet,
wodurch mehr Ubergangsméglichkeiten entstehen und die Absorption steigt. Des
Weiteren haben Produktbanden ebenfalls eine positive Absorptionsdnderung. Un-
ter Produktbanden versteht man Banden, die erst durch eine lichtinduzierte struk-
turelle Verdnderung der Probe entstehen, wie bei der Bildung von Lumi-R durch
die elektronische Anregung von Phytochrom in Pr-Form.

2.8. Berechnung von Struktur und
Ubergangsdipolmomenten im Grundzustand

Die theoretischen Berechnungen dieser Arbeit zu Chl a, C314 und Agpl entstanden
in Kooperation mit Angelica Zacarias und Mohamed El-Amine Madjet. Es wurde eine
auf Dichtefunktionaltheorie (DFT) [72][107] basierende Methode verwendet. Anwendung
fanden dabei die Programme Gaussian 03 [36], Gaussian 09 [37] sowie Jaguar [1] und
Q-Chem [74] mit den implementierten Funktionalen B3LYP (Becke-3-Parameter-Lee-
Yang-Parr) [8][79](92][131] und den Basisséitzen 6-31G", 6-31G™" [49][131].

Die Ziele der theoretischen Berechnungen im Grundzustand waren: Die Bestimmung
der jeweiligen Struktur der untersuchten Molekiile, die Untersuchung der energetischen
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Stabilitiat sowie die Ermittlung der Schwingungsmoden, ihrer Frequenz, Stéirke und Ori-
entierung der Ubergangsdipolmomente.

Grundlage der theoretischen Berechnungen waren die Molekiilstrukturen von Chl a
[91][114], C314 [54][152] und Agpl. An diesen wurden im ersten Schritt eine Geometrie-
optimierung durchgefiihrt, bei der die Kernkoordinaten solange variiert werden, bis ein
stationarer Punkt bzw. Minimum auf der Potentialenergieoberfliche gefunden wurde.
Die Kernkoordinaten des ermittelten Grundzustandes der jeweiligen Molekiile sind in
den Anhang A, Anhang B und Anhang C enthalten. Nach der Geometricoptimierung
darf die Frequenzanalyse durchgefiithrt werden, die eine Vorhersage der IR- und Raman-
spektren sowie der Frequenz, Stiarke und Richtung der Schwingungsmoden ermoglicht
[31].

Wiéhrend die experimentell ermittelten relativen Winkel zwischen den abgetasteten
Schwingungsiibergangsdipolmomenten und dem angeregten elektronischen Ubergangsdi-
polmoment bereits Aussagen iiber die Zuordnung von Banden ermoglichen (siehe Kapitel
6), so konnen durch Kombination (siehe Abschnitt 3.5) der theoretisch ermittelten Ori-
entierungen der UDM der abgetasteten Schwingungen mit den experimentell bestimmten
relativen Winkeln dieser bzgl. des angeregten elektronischen UDM, Aussagen iiber die
vorliegende Struktur der Molekiile getroffen werden (siehe Kapitel 5, 6) oder sogar die
3D-Lage des elektronischen UDM im Molekiil bestimmt werden (siehe Kapitel 4, 5).

Neben den Berechnungen im Grundzustand wurden zum Vergleich der Ergebnisse bei

Coumarin 314 zuséatzlich Berechnungen im elektronisch angeregten Zustand durchge-
fithrt. Eine ndhere Beschreibung dieser erfolgt im Kapitel 5.
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3. Analytische Methoden

Das folgende Kapitel behandelt analytische Konzepte, die bei den Auswertungen der Da-
ten und Berechnungen der Ergebnisse verwendet wurden. Beginnend wird im Abschnitt
3.1 ein notwendiger Korrekturschritt des riumlichen heterogenen Uberlapps vorgestellt,
der systematische Fehler hervorgerufen durch den Uberlapp selbst sowie zeitlich verzo-
gerter Messungen behebt. Abschnitt 3.2 erlautert den Perturbed Free Induction Decay.
Dieser koharente Effekt ermoglicht den Zugang zu spektralen Informationen der Probe
durch Analyse der Signale vor der eigentlichen Anregung und wurde deswegen komple-
mentar zur Untersuchung der Dynamiken nach der Anregung der Probe verwendet. Die
Fehlerrechnung, genauer gesagt die Ezhaustive Search Analyse wird in Abschnitt 3.3
dargestellt. Sie verhilft nicht nur zu realistischeren Fehlergrenzen, sondern ist auch im
Hinblick auf eine moglichst genaue Berechnungen der Lage eines elektronischen Uber-
gangsdipolmomentes von Vorteil. Die Herangehensweise dieser Berechnung und Vorstel-
lung des verwendeten Algorithmus erfolgt im Abschnitt 3.5 und vorangestellt wird im
Abschnitt 3.4 zunachst die Berechnung der relativen Winkel aus den gemessenen Signa-
len erklért.

3.1. Korrektur der heterogenen Uberlagerung der
Anrege- und Abtaststrahlen

Wie in Kapitel 2 beschrieben, werden bei der Femtosekunden polarisationsaufgelosten
UV /Vis Pump — IR Probe Spektroskopie ein Anregestrahl sowie zwei Abtaststrahlen
iiberlagert. Dabei lédsst es sich experimentell nicht vermeiden, dass weder Groéfie noch
Form aller Strahlen am Ort des Uberlapps perfekt aufeinander abgestimmt sind. In der
Regel dahnelt die Uberlagerung dem in Abbildung 3.1 dargestellten Schema. Alle drei
Strahlen haben einen leicht ovalen bis runden Querschnitt (spot). Der Pump-Spot ist
dabei grofer als die beiden Probe-Spots, um sicher zu gehen, dass kein nicht angeregtes
Probenvolumen abgetastet wird. Die Form der Probe-Spots ist, als Folge des Periskops,
zueinander um 90° verdreht. In Konsequenz dessen miissen die gemessenen Signale des
vertikalen und horizontalen Probe-Strahls mit Faktoren korrigiert werden, die sie unter-
einander vergleichbar machen. Die Durchfithrung einer weiteren Messung ist notwendig.
Entweder handelt es sich dabei um eine Art Eichmessung, mit der man die beiden Pro-
be-Strahlen in Abhingigkeit vom Uberlapp zueinander korrigieren kann oder um eine
Messung unter veranderten Bedingungen, die es erméglicht, den Einfluss der Uberlage-
rung heraus zurechnen.
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Abbildung 3.1.: Exemplarischer raumlicher Uberlapp des Pump-Strahls (blau) und der
beiden Probe-Strahlen (grin und rot) betrachtet in Ausbreitungsrich-
tung der Strahlen.

Jeder scan einer Messreihe wurde deshalb mit veranderter Pump-Polarisation wieder-
holt. Ich nutzte das in Abschnitt 2.2 erwdhnte A/2-Plattchen zur Drehung der Pump-
Polarisation um 90°. P sei nun die ermittelte Absorptionsidnderung der Probe, bestimmt
mit dem in Abbildung 3.1 rot dargestellten Probe-Strahl, seine Polarisation ist in diesem
Fall parallel zur Polarisation des Pumpstrahls. S wire folglich das Signal des ,roten
Probe-Strahl, bei senkrechter Polarisation bzgl. des Pump-Strahls. Nehmen wir an, die
Polarisation des in Abbildung 3.1 rot dargestellten Probe-Strahls sei in der ersten Mes-
sung parallel zur Pump-Polarisation (P1), so wiirde sie in der zweiten Messung durch
die Polarisationsénderung des Pump-Strahls senkrecht zur Pump-Polarisation (S55) sein.
Analog gilt fiir den griin dargestellten Probe die Umkehrung: 5; — /75. Aus beiden
Messungen lasst sich das isotrope Signal berechnen zu:

ISOH == (P1—|—2 1)/3 (31)
[SOQQ = ( 2+252)/3 (32)

Der Korrekturfaktor a wird nun eingefithrt, um einem eventuellen GroBenunterschied
des roten und griinen Probe-Querschnitts entgegen zu wirken. Des Weiteren gleicht a
auch mogliche Einfliisse durch anisotrope Energie- und Wellenlangenverteilung innerhalb
des Pump-Spots aus bzw. Signalunterschiede aufgrund der heterogenen Uberlagerung.
Ein zweiter Korrekturfaktor b berichtigt globale Amplitudendnderungen der Signale der
zeitversetzten zweiten Messung. Mogliche Ursachen fiir eine Amplitudenénderung sind:
Drift des Lasers und der damit verbundenen Anderung der Pump- und Probe-Leistungen
sowie Verdnderungen der Probe z. B. leichte Konzentrationsinderung durch Ausdampfen
des Losungsmittels. Die Gleichungen 3.1 und 3.2 verdndern sich zu:

Isoy; = (aP1+251)/3 (3.3)
18022 = b( 2+CL252)/3 (34)

Bei beiden Messungen wird derselbe physikalische Sachverhalt untersucht, im Idealfall
bzw. nach der Korrektur des realen Falls sollten beide Messungen identische isotrope
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Signale aufweisen. Aus diesem Grund darf man die Terme der Gleichungen 3.3 und 3.4
mischen und erhalt die beiden zuséatzlichen Bedingungen:

[8012 = (aP1 +&b252) /3 (35)
18021 = (b 2+2 1)/3 (36)

mit deren Hilfe sich a und b tiber die Bedingung der Konstanz des dichroitischen Ver-
héltnisses D mit D = P/S herleiten lasst zu:

_ 291

a = .5, (3.7)
P15,

b = . 3.8
3, (3:8)

Ein Algorithmus wurde programmiert und auf die Datenmatrizen angewandt, um a
und b zu berechnen, sowie die Daten damit zu korrigieren. Alternativ zeigte sich, dass
intuitives Schéatzen ebenfalls sehr schnell zu den Korrekturfaktoren fithrte. Im idealen
Fall sind a und b eins. Je weiter die ermittelten Werte davon abweichen, desto schlechter
war der Uberlapp der drei Strahlen bzw. desto instabiler ist das System. Man kann a und
b als Qualitatsparameter der durchgefiihrten Messung betrachten. In der Regel wichen
die ermittelten Parameter nur wenige Prozent vom Idealfall ab.

3.2. Perturbed Free Induction Decay

Der Perturbed Free Induction Decay (PFID) ist ein kohdrenter Effekt der bei der Fem-
tosekunden Pump- Probe-Spektroskopie z.B. an Halbleitern [29][59], Farbstoffen [44],
Quantenpunkten [41] oder Hamoglobin [104] beobachtet wurde. Er tritt nur im negati-
ven Zeitbereich auf (d. h. der Probe-Puls erreicht die Probe vor dem Pump-Puls) und
er zeichnet sich durch ausgepréigte Oszillationen im Spektrum um die Position der ab-
getasteten Absorptionsbande aus. Anschauliche Darstellungen dieser Oszillationen sind
unter anderem in [44] und [104] enthalten.

Die Ursache dieses ,, Artefakts® ist durch die Tatsache begriindet, dass die Laserpulse
der Femtosekunden Pump-Probe-Spektroskopie mit einer Pulsbreite von etwa 160 fs (in
meinem Fall) wesentlich kiirzer sind als die Dephasierungszeit T eines Schwingungs-
iibergangs, die von der Groflenordnung einer Pikosekunde ist. Abb. 3.2 erldutert das
Prinzip:

a) Ein Probe-Puls kann beim Abtasten eines Schwingungsiibergangs eine kohérente
Polarisation anregen. Die Polarisation zerfallt mit ihrer intrinsischen Dephasierungszeit
T, und emittiert Licht. Diese Strahlung ist unter dem Begriff Free Induction Decay (FID)
gelaufig. Sowohl Probe-Puls als auch FID werden vom Detektor aufgefangen, fithren zu-
néachst aber zu keinem Signal, da nur Pump-induzierte Absorptionsinderungen ermittelt
werden.

b) Ein Pump-Puls erreicht die Probe zeitlich nach dem Probe-Puls und beeinflusst
den FID, angeregt vom Probe-Puls. Die ,,Storung“ des FID (PFID) durch Veranderung
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Abbildung 3.2.: a) Elektrisches Feld eines eingehenden Probe-Pulses, das eine kohérente
Polarisation anregt, die Licht emittiert (FID). b) Ein zeitlich nach dem
Probe-Puls eingehender Pump-Puls verdndert das FID-Signal (PFID).
Dies duflert sich durch eine Absorptionsdnderung der Probe im negati-
ven Zeitbereich.

der Resonanzenergie, Oszillatorstarke und/oder Dephasierungsrate [41] fithrt zu einem
Signal (Absorptionsédnderung), das zum zeitlichen Nullpunkt (beide Pulse erreichen die
Probe gleichzeitig) hin mit der Zeitkonstante T, wéchst [44]. Das Signal ist keine reale
Dynamik oder kinetische Komponente der Probe wie z.B. Relaxationsprozesse, Dre-
hungen einzelner Molekiile bzw. Molekiilgruppen oder photochemische Reaktionen. Der
PFID ist vielmehr ein , Artefakt“, hervorgerufen durch die Dephasierung.

Durch die Superposition der PFID-Signale mehrerer Absorptionsbanden entsteht mit-
unter ein kompliziertes Gesamtsignal. Es ist aber moglich die Oszillationen der PFID-
Signale aus dem Datensatz mittels geeigneter Filtermechanismen zu entfernen [104].
Andererseits enthalten sie aber auch Informationen spektraler Eigenschaften der Probe.
Durch Untersuchen geeigneter Transienten im negativen Zeitbereich kann man sowohl
die Position als auch die Halbwertsbreite von Schwingungsbanden ermitteln. Die Halb-
wertsbreite Av ergibt sich durch Bestimmung der Zeitkonstante Ty tiber Tp = 1/ (rAv).
Prinzipiell ist es sogar moglich durch eine Analyse des PFID das Spektrum der Ab-
sorptionsanderungen der Probe zum Zeitnullpunkt (bis auf einen vertikalen Versatz) zu
konstruieren [44]. Bei der Auswertung der Messwerte hat man somit sowohl bei der Ana-
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lyse des negativen Zeitbereichs* durch den PFID als auch der des positiven Zeitbereichs’
durch die Dynamik der Probe Zugang zum urspringlichen Spektrum (Spektrum zum
Zeitnullpunkt, DAS). Die Messpunktdichte wurde entsprechend so gewihlt, dass eine
Analyse des negativen Zeitbereichs moglich war (ca. 1/3 aller Messpunkte wurden im
negativen Zeitbereich aufgenommen).

3.3. Fehlerbehandlung durch Exhaustive Search Analyse

Ermittelte Fehlerbereiche kénnen von der verwendeten Analysemethode abhédngen und
variieren, insbesondere bei Korrelationen einzelner Parameter untereinander [61][117].
So wird z. B. der 1-o-Fehlerbereich der Standardmethode beispielsweise von Origin bei
mehrdimensionalen Parameterrdumen zu optimistische Fehlergrenzen abschétzen. Es
wird nicht der komplette multidimensionale Losungsraum betrachtet, sondern nur der
Gradient vom Punkt der optimalen Anpassung (Fit). Um sinnvolle Fehlerbereiche zu
erhalten fithrte ich die im Folgenden beschriebene Exhaustive Search Analyse (ExSeAn)
[117] durch und erhielt grofere, realistischere und asymmetrische Fehlergrenzen.

Fiir jeden funktionalen Zusammenhang unabhéngig von Nichtlinearitdten oder Asym-
metrien des Varianzraumes kann der Vertrauensbereich der Fit-Parameter durch den
F-Test bestimmt werden [61][86]. Dabei verwendet man die F-Verteilung oder Fisher-
Verteilung (nach Ronald Aylmer Fisher), um festzustellen, ob sich die um die jeweiligen
Freiheitsgrade (DoF) reduzierten x%_ n-Werte mit x4, » = x?/DoF zweier Fit innerhalb
eines gewissen Vertrauensbereiches signifikant unterscheiden. Man vergleicht hierzu den
Quotienten der beiden x%,p-Werte Fiest = XDop st/ X Dorpest Mit dem F-Wert, der sich
aus den jeweiligen Freiheitsgraden und der gewiinschten Wahrscheinlichkeit bzw. dem
geforderten Vertrauensbereich ergibt.

Bei der durchgefithrten ExSeAn wurden, abhingig von den vorliegenden freien Pa-
rametern der jeweiligen Analyse, fiir die Vertrauensbereiche (VB) von 52,5%, 55,0%,
57,5%, 60,0%, 62,5%, 65,0%, 67,5%, 70,0%, 72,5%, 75,0%, 80,0%, 85,0%, 90,0%, 95,0%,
99,0% die zugehohrigen Fyg-Werte bestimmt. (Der Vertrauensbereich von 67,5% kor-
respondiert etwa zum 1-c-Bereich, 95% zum 2-0-Bereich und 99% zum 3-o-Bereich.)
Anschliefend wurde im gesamten Parameterraum der Fit nach Varianzen gesucht, deren
Fiess mit den Fyg-Werten der jeweiligen Vertrauensbereiche iibereinstimmt, das bedeu-
tet ich identifizierte fiir jeden Vertrauensbereich die jeweiligen Grenzen in welchen die
untersuchten Parameter ohne signifikante Erhéhung des x3%,, .-Wertes variiert werden
konnen. Auf diese Weise kann man jeden Vertrauensbereich in Abhéngigkeit der unter-
suchten Parameter kartografieren und erhélt fiir jeden Vertrauensbereich mehrdimensio-
nale asymmetrische Grenzflachen.

In Abbildung 3.3 sieht man exemplarisch die graphische Darstellung der durch ExSe-
An bestimmten Fehlerbereiche einer Losung. Jeder Farbwert korrespondiert mit einem
Vertrauensbereich bzw. der ,Grenzlinie“ innerhalb derer der Wert mit der geforderten

* Probe zeitlich vor dem Pump.
t Pumyp zeitlich vor dem Probe.
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Abbildung 3.3.: Exemplarisches Ergebnis einer Fehlerkartographie durch ExSeAn. Die
einzelnen Farbwerte des asymmetrischen Fehlerbereiches korrespondie-
ren zu verschiedenen Vertrauensbereichen bzw. Wahrscheinlichkeiten
der Losung. Der Farbwert 100 wurde dem Bestwert des F'it zugeordnet.

Wahrscheinlichkeit Teil der Losung ist. So reprasentieren beispielsweise alle Punkte in-
nerhalb des griinen , Kreises* Losungen innerhalb des 1-o-Bereiches und alle Punkte in-
nerhalb des dunkelblauen Bereichs Losungen innerhalb des 3-o-Bereiches. Zu erwahnen
ist noch, dass im Rahmen der ExSeAn bei jeder Datenauswertung die oben aufgezihl-
ten 15 Vertrauensbereiche bestimmt wurden und das grobe Raster anschlieend durch

Interpolation in ein feineres tiberfithrt wurde, was im Zuge der 3D-Lageberechnungen
der elektronischen UDM hilfreich war.

3.4. Dichroitisches Verhaltnis und Winkelberechnung

In diesem Abschnitt wird beschrieben, welcher funktionale Zusammenhang zwischen den
experimentell registrierten Intensititen eines abgetasteten UDM und seiner Ausrichtung
im Raum besteht.

Der Abfrageprozess der Messung erfolgte gleichzeitig mit zwei Strahlen, von denen
einer horizontal und der andere vertikal polarisiert war (dargestellt in Abb. 2.3). Die
registrierte Intensitit des UDM ist dann jeweils die Projektion auf den vertikal bzw.
horizontal polarisierten Probe-Strahl. Anhand dieser beiden Signalanteile lésst sich der
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Winkel 6 berechnen, der von der Polarisationsrichtung des abgefragten UDM mit der
Polarisationsrichtung eines der beiden Probe-Strahlen gebildet wird. Zu beachten ist
dabei, dass die Projektion keine eindeutige Aussage tiber die rdumliche Lage des [y
zuldsst, sondern lediglich die relative beziiglich einer Pump-Polarisationsrichtung (Z-
Achse), weswegen der Winkel 6 auch als relativer Winkel bezeichnet wird.

Die Pump-Polarisation selbst ist immer parallel zur Polarisation einer der beiden Pro-
be-Strahlen und sie entspricht zudem aufgrund der Photoselektion (siche Abschnitt 2.1)
der Polarisationsrichtung des angeregten elektronischen UDM [i,;. Ich definiere deshalb
den Winkel 6 entsprechend der Darstellung als Winkel zwischen fi,; und fiy;. Somit
stellt der Winkel 6 eine duflerst niitzliche Information dar, die sich mit der Struktur des
untersuchten Molekiils, unter Zuhilfenahme von DFT-Berechnungen der ji,;, (Abschnitt
2.8), verankern ldsst. Wie ich im néchsten Abschnitt zeigen werde, ist es beispielsweise
moglich durch Kombination mehrerer Winkel die 3D-Orientierung eines elektronischen
UDM zu berechnen.

Die Berechnung der relativen Winkel # an sich erfolgt iiber das dichroitische Verhaltnis
D mit

p = =1 (3.9)

wobei A und A, die Absorptionséinderungen AOD der Abtastungen sind, die iiber die
Messgleichungen 2.1 und 2.2 in Abschnitt 2.7 aus den gemessenen Probe-Intensitaten
bestimmt werden. Der Index || und L gibt dabei an, wie die Polarisation des betreffenden
Probe-Strahls zum Pump-Strahl ist. Der relative Winkel 6 léasst sich in Abhéangigkeit von
D berechnen zu

2D -1

0 = . 3.10
arccos |/~ (3.10)

Herleitungsskizze: Ausgangspunkt ist die Definition der Anisotropie r, welche sich
mit Gl. 3.9 (und / « A) umformen lésst zu
]H—IL_D—l _1+2T

= = = D= .
"T 1,420, D+2 =7

(3.11)

Die Anisotropie 7 selbst ist das Produkt der Anfangsanisotropie bzw. Grenzanisotro-
pie 7o und der Anisotropie der achsialsymmetrischen Ausgangsverteilung r (). Fir die
Grenzanisotropie ergibt sich 7o (t = 0) = 0,4, wenn Absorption und Emission zum bzw.
vom gleichen Zustand erfolgen [75]. Zur Bestimmung der Anisotropie der achsialsymme-
trischen Ausgangsverteilung muss die Verteilungsfunktion der Photoselektion beachtet
werden fiir die gilt P () o< cos? §. Somit ergeben sich die Intensititen zu

I = Iy-cos?6 (3.12)
I, = Iy -sin?6-sin®¢. (3.13)
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Einsetzen dieser Intensitdaten in die Definition der Anisotropie r ergibt mit der Verein-
fachung aufgrund der Achsialsymmetrie (sin? ¢ = 1/2)

. 20 _ . qin2
" (0) = Iy-cos?0 — Iy/2 - sin” 0

_ my (3.14)
I - cos?0 +2I,/2 - sin? 0

Verwendet man den Satz des Pythagoras sin? 6+ cos® 6§ = 1, so vereinfacht sich r (6) zum
P, Legendre-Polynom.

r(0) =1/2- (3-cos?0 — 1) = P, (cos ) (3.15)

Somit folgt insgesamt r (t = 0) = 1o -7 (0) = 2/5- Py (cosf), eingesetzt in D (r) Gl. 3.11
ergibt sich nach einigen Umformungen 3.10.

Die Funktion 6 (D), dargestellt in Abbildung 3.4 , ist eine nichtlineare, monoton fal-
lende Funktion, definiert im Bereich: 0,5 < D < 3. Ist die Absorptionsanderung A
dreimal so grofl wie A, so ist i, parallel zu fi,; und 6 = 0°, ist sie nur halb so gro8,
so steht fi,; senkrecht auf /i, (0 = 90°) und fir D = 1, also gleichstarker paralleler und
senkrechter Amplituden, ergibt sich der magische Winkel von 6 = 54, 7°.

Um einen realistischen Fehlerbereich der Winkel zu bestimmen, wurde eine ExSeAn
der Amplituden durchgefiithrt. Entsprechend ihrer Unsicherheit ergeben sich fiir jeden
Vertrauensbereich der Amplituden Winkelbereiche mit den Grenzwinkeln

emin = Q(Dmaz) (316)
emaz - 0<Dmm) (317)

wobei D,,q, und D,,;, durch eine obere Abschiatzung angenommen wurden zu

Dy = I (3.18)
max ATZYL .
Do = ™ (3.19)
min ATQ‘T. .

3.5. 3D-Lageberechnung durch Winkelkombination

Die Kombination mehrerer Winkel ermoglicht es, die 3D-Orientierung des elektronisch
angeregten UDM im Molekiil zu ermitteln. Eine eindeutige Bestimmung der 3D-Orien-
tierung im Molekiil erfordert die Messung von mindestens drei Winkeln zwischen linear
unabhéngigen Orientierungen von Vibrationsiibergangsdipolmomenten (fi,;) und dem
angeregten elektronischen UDM (ji.;) sowie der theoretischen Berechnung der i, mit-
tels DFT (Abschnitt 2.8), um die Winkel mit der molekularen Struktur verkniipfen zu
konnen. Im Folgenden wird beschrieben, wie die Lageberechnung durchgefiihrt wurde.
Abb. 3.5 veranschaulicht das simple Prinzip am Beispiel des Chlorophyll a. Die durch-
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Abbildung 3.4.: Relative Winkel 6 in Abhéngigkeit vom dichroitischen Verhaltnis D (Gl.
3.10).
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a)

Q)

Abbildung 3.5.: Bestimmung der 3D-Lage des elek. Ubergangsdipolmomentes ji.;: a) Mit
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DFT ermittelte geometrieoptimierte Struktur sowie Ubergangsdipolmo-
mente der Schwingungsiibergange fiyip1 (grin), flyie (ocker) und fiyips
(blau). b) jiy muss sich auf dem Kegel um i s befinden, Offnungs-
winkel 61 exp. bestimmt. ¢) Bestimmung eines weiteren Winkels 0y (—
ocker Kegel) reduziert Losungsmenge des ji; auf 2 Schnittgeraden bei-
der Kegel. d) Exp. Bestimmung eines dritten Winkels fixiert Lage des
fie; (grauer Vektor).



gefithrten theoretischen Berechnungen im Grundzustand an der bekannten Struktur er-
moglichen die Bestimmung der Schwingungsmoden und ihrer Ubergangsdipolmomente
(Abb. 3.5 a)) eine exp. Ermittlung der relativen Winkel zum angeregten elektronischen
Ubergangsdipolmoment anschlieBend die Bestimmung der 3D-Lage des i, (Abb. 3.5 b)-
d)). Durch Verwendung der Photoselektion ist die Richtung des fi,; im Raum gegeben
(parallel zur Pump-Polarisation) und durch die polarisationsaufgeloste Abtastung einer
[Lvip1 der relative Winkel 6, zwischen ji.; und fi,;1 bekannt. Demzufolge kann fi,;; tiber-
all auf einem Kegel um fi,; mit dem Offnungswinkel 6; liegen; Die Kegelfliiche gibt alle
moglichen Orientierungen an, die i1 haben kann. Umgekehrt gilt natiirlich auch, dass
fier auf einem Kegel (griin) mit dem Offnungswinkel 6; um ji,;; (griiner Vektor) liegen
muss, dargestellt in Abbildung 3.5 b). Die Abtastung eines zweiten linear unabhéngigen
Ubergangsdipolmomentes [y (ocker Vektor) definiert einen zweiten Kegel (ocker) mit
Offnungswinkel 0y, auf welchem fi,; ebenfalls liegen muss (Abb. 3.5 ¢)). Die Losungsmen-
ge fiir die 3D-Orientierung des ji.; reduziert sich durch die zweite Messung bestenfalls
auf zwei Schnittgeraden der beiden Kegel. Ein dritter Kegel (blau) mit dem Winkel 65
fir das dritte ji,43 (blauer Vektor) kann nicht zu mehr als einer einzigartigen Schnitt-
geraden (grauer Vektor in Abb. 3.5 d)) aller drei Kegel fiihren, die die dreidimensionale
Lage des fi¢ in der molekularen Struktur eindeutig fixiert [82][83][136]. Die Hinzunahme
von weiteren Vibrations-UDM zur Analyse reduziert potenziell den Fehlerbereich der
bestimmten Orientierung des elektronischen UDM, wie in Kapitel 5 und [136] gezeigt
wird.

Die Berechnung der 3D-Lage des [i,; anhand der Daten nach dem vorgestellten Prinzip
erfolgte unter Verwendung eines selbst geschriebenen Programms. Ausgangspunkt fiir
den Algorithmus ist das Skalarprodukt aus fi,; und ji,;

cosf = M (3.20)
|Fet] - | i)
Durch die zweite und dritte Messung ergeben sich zuséatzliche Bedingungen, die erfiillt
werden miissen und zum Gleichungssystem

) M) A1)

COS 91 Hoyibe  Huoiby  Huib,z ﬁel,x
~(2 ~(2 ~(2 ~
COS 62 = :ul()zl)),:c Ml(zil)),y lul()il)a,z Fely <321>
cos 05 A(B% A(:’?g A(??l)) Hel, -
vib,x 10,y V10,2 ’

fiihren, deren analytische Losung

~1) A1) A\t

ﬁel,x luvib,:zz lum'b,y luvib,z COs 91

ﬂel,y = ﬁgl)z,x Af)al)),y AE)%I);,Z cos 02 (322>
1 ~(3 ~(3 ~(3

Hel,z luq()il)),x z()zl);y luq()zl)Jz cos B

ist. i stellt dabei jeweils den normierten Vektor ji/|ji| dar.
Nun sind die relativen Winkel 6 fehlerbehaftete Groflen, weswegen die Losung nicht
mehr ein einzelner Vektor sondern vielmehr eine Losungsmenge ist. Die Losungsmethode
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musste deshalb modifiziert werden. Anhand der in Abschnitt 3.3 beschriebenen ExSe-
An wurden fiir mehrere Vertrauensbereiche VB zwischen 0,525 und 0,990 der jeweils
zugehorige Winkelbereich bzw. Winkelfehlerbereich ermittelt und jedem Bereich eine
Wahrscheinlichkeit p nach folgendem Prinzip zugeordnet:

Jedem Vertrauensbereich VB wurde die Wahrscheinlichkeit p = 1 — V' B zugeordnet,
beispielsweise hatte der 1-o-Bereich bzw. der Vertrauensbereich VB von 0,675 die zu-
geordnete Wahrscheinlichkeit p = 0,325. Jedem ausgewahlten Winkel wiederum wird
die Wahrscheinlichkeit des kleinsten Vertrauensbereiches zugeordnet, indem der Winkel
noch enthalten ist, z. B. wenn der ausgewahlte Winkel # im Vertrauensbereich VB von
0,700 aber nicht in dem von 0,725 liegt, dann ist die zugeordnete Wahrscheinlichkeit
p=0,3.

Fir alle drei fi,; wurde der zum 3-0-Bereich (VB = 0,990) gehérende Winkelbe-
reich beziiglich fi,; in bis zu 201 dquidistante Winkelabschnitte unterteilt*. Der Algo-
rithmus iiberpriifte jede der 201% = 8.12 Mio. moglichen Winkelkombinationen unter
Verwendung der Gleichung 3.22 auf Lésungen und ordnete jeder gefundenen Loésung®
die Gesamtwahrscheinlichkeit p, = py - p2 - p3 zu, wobei p; 2 3 die Einzelwahrscheinlich-
keiten der Vertrauensbereiche der fiir die jeweilige Losung verwendeten Winkel sind. Es
wurde auf die Summe aller Losungen normiert, da mathematisch eine Losung vorliegen
muss. Somit lassen sich die gefundenen Losungen der 3-o-Loésungsmenge hinsichtlich
ihrer Wahrscheinlichkeit differenzieren.

Die Losungsmenge selbst stellt einen Ausschnitt der Kugeloberfliche einer Einheitsku-
gel (siehe Abb. 3.6) dar, deren Mittelpunkt der Koordinatenursprung des verwendeten
Koordinatensystems fiir die DFT-Berechnungen der Struktur und Schwingungen der je-
weiligen Molekiile ist. Alle Vektoren vom Mittelpunkt der Kugel zur Losungsfliache sind
3D-Orientierungen des ji.; innerhalb des 3-o-Vertrauensbereiches. Jeder Losung ist wie
bereits geschrieben eine Wahrscheinlichkeit p, zugeordnet. Allen Wahrscheinlichkeiten
pg wurden wiederum Farbwerte zugeordnet. Zur Bestimmung des 1- und 2-o-Bereiches
der Losungsflache wurden die nach Grofle sortierten Wahrscheinlichkeiten p, aller Lo-
sungen bis zu 0,675 respektive 0,95 aufsummiert und dargestellt (hier nicht gezeigt). Der
1-0-Bereich entspricht in allen Darstellungen immer dem griinen bis roten Bereich.

tGenauer gesagt wurde der Kosinus des Winkelbereichs unterteilt.

$Eine analytische Losung aus einer willkiirlichen Kombination dreier gerundeter relativer Winkel genau
zu treffen, ist nahezu unmoglich. Deshalb wurden nédherungsweise Losungen mit einer Abweichung
von max. 1/3° zugelassen. D.h.: &fie;, fiviv1.3 — 01.3 < 1/3°.
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Abbildung 3.6.: Beispiel fiir die wahrscheinlichste Losung der 3D-Lage eines untersuch-
ten fi., (Pfeil). Alle Vektoren vom Mittelpunkt der Einheitskugel zur Lo-
sungsflache sind Losungen, deren Wahrscheinlichkeiten farbcodiert sind.
Das Koordinatensystem wird von den theoretischen Berechnungen der
Struktur sowie der fi,; libernommen.
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4. Chlorophyll a — Dreidimensionale
Orientierung des Qy
Ubergangsdipolmoments

4.1. Intention

Die Umwandlung des Sonnenlichts in biochemische Energie durch die Photosynthese
dient als Hauptenergiequelle der Pflanzen und einiger Bakterien und stellt damit die
Grundlage allen Lebens auf der Erde dar. Zur Nutzbarmachung dieser Energiequelle
wird das Sonnenlicht mit speziellen Proteinkomplexen den sogenannten Lichtsammel-
oder Antennenkomplexen aufgefangen und die elektromagnetische Anregung zu den Re-
aktionszentren weitergeleitet, wo die Ladungstrennung stattfindet. Die Lichtsammel-
komplexe beinhalten eine spezielle Anordnung photosynthetischer Pigmente wie Chlo-
rophylle bzw. Bakteriochlorophylle und Carotinoide. Die Effizienz des Energietransfers
zwischen z.B. den Chlorophyllmolekiilen hangt von der Starke und Orientierung der
elektronischen Ubergangsdipolmomente der Q-Bande ab. Das Wissen der genauen 3D-
Orientierung des Q,-Ubergangsdipolmomentes innerhalb der Struktur der Chlorophylle
ist deswegen von grofer Bedeutung. Das Q,-Ubergangsdipolmoment ist ein wichtiger
Parameter, um den Energietransfer zu studieren [106]. Es ist Voraussetzung zur Berech-
nung optischer Spektren und exzitonischer Kopplungen in den Lichtsammelkomplexen
bzw. zur Berechnung der Chlorophyll-Chlorophyll Wechselwirkungen [91][106]{114].
Frithere theoretische Berechnungen sagen voraus, dass das Qg-Ubergangsdipolmoment
parallel zur Y-Achse* ist [85]. Neuere Berechnungen ergeben hingegen eine leicht abwei-
chende Lage des Q,-Ubergangsdipolmoments von der Y-Achse um 2,3° und von der
Chlorinebene um 1,5° [106]. Abhéngig von der verwendeten Methode, der betrachteten
Molekiilstruktur und Seitengruppen sowie der Umgebung des Molekiils ergeben sich un-
terschiedliche Resultate. Eine weitere Schwierigkeit der theoretischen Vorhersagen be-
steht zudem in der erforderlichen Berechnung der Wellenfunktionen des elektronisch
angeregten Zustandes. Solche Berechnungen sind weniger zuverlassig als Berechnungen
der Wellenfunktionen des elektronischen Grundzustandes. Auf Grundzustandsberech-
nungen basierende Methoden, wie die in dieser Arbeit vorgestellten Moglichkeit der
3D-Bestimmung von Ubergangsdipolmomenten, erméglichen somit solidere Ergebnisse.

*Konvention der Achsen in den Abb. 4.5-4.7, 4.13 enthalten.
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Experimentell ist die Thematik der Orientierung von Ubergangsdipolmomenten be-
reits Ende der 70er Jahre oft bearbeitet worden. Es gibt beispielsweise eine Reihe op-
tischer Untersuchungen an Proteinkomplexen mit Pigmenten, die sich mit einer Be-
stimmung der Orientierung verschiedener Ubergangsdipolmomente zueinander beschéf-
tigt haben z. B. [111][125][143]. Auch wurden Experimente mit Magnetophotoselektion
durchgefiihrt und die relative Orientierung von Ubergangsdipolmomenten bzgl. magne-
tischer Achsen im Pigment bestimmt [15][34] sowie Messungen an Chlorophyllid ent-
haltenden Einkristallen mit der Ermittlung der Orientierung bzgl. der Kristallachsen
[14]. Erste Ergebnisse der Orientierung des Q,-Ubergangsdipolmoments bzgl. der Struk-
tur selbst statt relativ zu anderen Ubergangsdipolmomenten, magnetischen Achsen oder
Kristallachsen wurden einige Jahre spéater erzielt. So wurden optische Experimente zur
Bestimmung der Orientierung des Q,-Ubergangsdipolmoments von Chl a in der moleku-
laren Struktur an teilweise ausgerichteten Proben durchgefiihrt, z. B. an gedehnten diin-
nen Filmen (van Zandvoort et al. [142]) oder ausgerichteten Fliissigkristallen (Fragata et
al. [33]). Moog et al. [94] sowie Kleima et al. [68] untersuchten die Orientierung des Qy-
Ubergangsdipolmoments mittels Fluoreszenzanisotropie an einem Hamoglobin-Hybriden
mit substituierten Chlorophylliden respektive an Peridinin-Chlorophyll-a-Protein. Fra-
gata et al. folgerten aus ihren Experimenten einen Winkel von 70° zwischen dem Q-
UDM und der X-Achse des Chl a, wohingegen van Zandvoort et al. einen Winkel von
(105 & 2)° erhielten. Kleima et al. ermittelten eine Abweichung der Orientierung des
Q,-Ubergangsdipolmoments von der Y-Achse zwischen 2-7°. In den drei Fillen wurde
jedoch eine Lage des Q,-Ubergangsdipolmoments innerhalb der Chlorinebene postuliert.
Moog et al. zogen zumindest eine mogliche Abweichung von der Ebene um =+ 5° in Be-
tracht und ermittelten eine Orientierung des Ubergangsdipolmoments bzgl. der X-Achse
von 93-97°.

Eine tatsdchliche 3D-Bestimmung der Orientierung des Q,-Ubergangsdipolmoments
verkniipft mit der molekularen Struktur von Chl a war ein Ziel dieser Arbeit und wurde
durch die Kombination von DFT-Berechnungen im Grundzustand sowie Femtosekunden
polarisationsaufgeloster UV /Vis Pump — IR Probe Spektroskopie erstmals erreicht. Er-
gebnisse dieses Kapitels wurden in J. Am. Chem. Soc. 2008 [82] und ChemPhysChem
2010 [83] veroffentlicht.

4.2. Proben und Durchfiihrung

Das untersuchte Chl a (Abb. 4.1) stammt von Spinat und wurde bei Sigma-Aldrich
Chemie GmbH erworben und unverdndert verwendet. Fiir die Messungen wurde es in
geloster Form mit einer Konzentration von 1-2 mM eingesetzt. Als Losungsmittel diente
deuteriertes Toluol (Toluol-dg), ebenfalls erworben bei Sigma-Aldrich Chemie GmbH.
Bei den Experimenten wurde die Probenkammer (siehe Abb. 2.9 auf S. 17) mit einer
Dicke von 100 um benutzt. Sie wurde wahrend der Messungen durchgehend bewegt, um
Doppelbeleuchtungen dergleichen Molekiile zu vermeiden.

Anregung von Chl a fand bei einer Wellenldnge von 665 nm mit einer horizonta-
len/vertikalen Ausdehnung des Pump-Strahls im Fokus von 350/450 pm statt. Der Fokus
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Abbildung 4.1.: Struktur von Chl a, Graphik entnommen vom Datenblatt des Vertrei-
bers.

der beiden Probe-Strahlen betrug 280/210 pm bzw. 210/300 pm. Die Pump-Intensitét
wurde so eingestellt, dass weniger als 3% der Chl a - Molekiile angeregt wurden. Die
Chl a-Proben wurden im Bereich von 1150 bis 1800 cm™ abgetastet, jeweils 50 cm™
pro Experiment. Die Zeitauflosung der Experimente betrug etwa 300 fs und war haupt-

séchlich durch die verschiedenen Gruppengeschwindigkeiten der Pump- und Probe-Pulse
begrenzt (Group Velocity Mismatch, GVM [19][108]) begrenzt.

Es wurde jeweils eine Eichmessung mit einem Polymerfilm durchgefithrt und das
Spektrometer gegebenenfalls spektral korrigiert. Die Bestimmung des Zeitnullpunktes
der Verzogerungsstrecke d.h. die Position der Verzogerungsstrecke, bei der Pump- und
Probe-Strahlen die gleiche Lange haben, wurde durch eine Eichmessung mit einem Ger-
maniumplattchen durchgefithrt und der Zeitnullpunkt entsprechend neu gesetzt. Alle
Pump- Probe-Experimente wurden bei Raumtemperatur ca. 23 °C und niedriger Luft-
feuchtigkeit (iiblicherweise 10% im Labor und <5% am optischen Tisch) durchgefiihrt.
Vor und nach jedem FS-Pol-PPS-Experiment wurden Vis- und IR-Absorptionsspektren
von der untersuchten Chl a-Probe aufgezeichnet. Die Aufnahme der Absorptionsspektren
erfolgte ebenfalls bei Raumtemperatur ca. 23 °C, das Fourier-Transform-Infrarotspektro-
meter (FTIR [5]), welches zur Bestimmung des IR-Absorptionsspektrums diente, wurde
zusatzlich mit entfeuchteter Luft gespiilt.

Informationen zum Messaufbau und Durchfiihrung der Femtosekunden polarisations-
aufgelosten UV /Vis Pump — IR Probe Spektroskopie sind im Kapitel 2 angegeben.
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VIS-Absorptionsspektrum

— Chlorophyll a, gelést in Toluol-d,
Pump-Profil
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Abbildung 4.2.: Vis-Absorptionsspektrum von Chl a gelést in Toluol-dg (schwarz) sowie
Pump-Profil des Anregungslichts (rot).

4.3. Vis- und IR-Absorptionsspektren

Ein gemessenes Vis-Absorptionsspektrum des Chl ¢ ist in Abbildung 4.2 schwarz darge-
stellt. Es zeichnet sich durch zwei charakteristische Absorptionsbanden aus: Der Soret-
Bande im blauen Spektralbereich und der Qy-Bande im roten. Die elektronische An-
regung des Chl a erfolgte mit linear polarisierten Pump-Pulsen in der Qy-Bande der
Molekiile. Das Maximum des Pump-Spektrums (rot dargestellt) lag bei 665 nm und die
Breite betrug ca. 14 nm.

Abbildung 4.3 zeigt einen Ausschnitt gemessener IR-Absorptionsspektren der Chl a-
Losung (schwarz), des reinen Losungsmittels (grau) und der Differenz (griin). Die Spek-
tren sind hauptséachlich durch starke Absorptionen des Losungsmittels geprégt, die auf
Kohlenstoffstreckschwingungen des aromatischen Rings sowie Biegeschwingungen zwi-
schen Kohlenstoff und Deuterium zurtickzufithren sind. Durch die Ungenauigkeit des
Spektrometers bei hohen Absorptionen und durch evtl. Unterschiede der Probenkam-
mern und ihrer Position/Ausrichtung im Spektrometer ist die Differenz in Abb. 4.3 c)
nicht ganzlich vom Loésungsmittel bereinigt. Die signifikantesten Absorptionen im Dif-
ferenzspektrum liegen im Bereich von 1680 bis 1760 cm™, in diesem Bereich erwartet
man Carbonylschwingungen des Chl a. Es sind in den IR-Spektren keine Anzeichen ei-
ner Wasserabsorption sichtbar, ferner wurde keine starke Schwingungsbande bei 1650
cm™! beobachtet, die auf aggregierte Chl a-Molekiile hinweisen kénnte [22]. Da zudem
das Vis-Spektrum (siehe Abb. 4.2) ein Absorptionsmaximum bei 665 nm aufwies ohne
zusatzliche Absorptionsbande oder einer Schulter zu héheren Wellenldngen, kann die
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Abbildung 4.3.: a) IR-Absorptionsspektrum von Chl a gelést in Toluol-dg (schwarz).
b) IR-Absorptionsspektrum von Toluol-dg (grau). c¢) Differenzspektrum
(griin), abgetastete Schwingungsbanden markiert.

Méglichkeit einer Chl a-Aggregation vernachléssigt werden [55].

Aufgrund der Tatsache, dass nur anregungsinduzierte Absorptionsinderungen regis-
triert werden (siehe Abschnitt 2.7), unterscheiden sich die entsprechend aufgenommenen
Absorptionsanderungsspektren von IR-Absorptionsspektren. Nicht jede IR-Absorptions-
bande des Chl a-Spektrums in Abb. 4.3 fithrt zu einem auswertbaren Signal, ebenso
miissen die Signalstédrken der IR-Absorptionsbanden und deren Verhéltnisse zueinander
nicht unbedingt mit den entsprechenden Signalen der Absorptionsdnderungen tiberein-
stimmen. Durch die Anregung der Qy-Bande ist zu erwarten, dass primar die Schwin-
gungsbanden des Chlorinringes von Chl a einer messbaren Absorptionsdnderung unter-
liegen.

Die drei starksten Signale der polarisationsaufgelosten Pump- Probe-Messungen waren
Bleichbanden mit den Wellenzahlen: v, = 1288 cm™, v = 1698 cm™ und v¢, = 1739
cm™. Die entsprechenden IR-Absorptionsbanden sind in Abb. 4.3 mit Pfeilen kennt-
lich gemacht und in Abbildung 4.4 vergrofert dargestellt. Die Linienform wird durch
Stofiverbreiterung dominiert und sie ldsst sich sehr gut durch Lorentzkurven der Breite
Ave. = 8 cmt, Av? = 33 em™ und A’ = 19 em™ beschreiben. Die Schwingungsmode
Vee ldsst sich einer Biegeschwingung des Tetrapyrrolrings zuordnen [4][118] und die cha-
rakteristischen Banden v% sowie 1% entstehen durch Streckmoden der Carbonylgruppen
des Chlorinrings sowie der Estherseitengruppe [4][16][40][43][118].

DFT-Berechnungen wurden durchgefithrt mit Gaussian03 [36], um die Struktur des
Chl a-Molekiils im Grundzustand zu bestimmen sowie die Normalmoden der Schwin-
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Abbildung 4.4.: VergroBerter Ausschnitt der IR-Absorptionsspektren der Abb. 4.3. Chl
a gelost in Toluol-dg (schwarz), Toluol-dg (grau). a) Mit Faktor 10 ska-
liertes Differenzspektrum (griine Dreiecke) im Bereich der abgetasteten
Schwingungsbande v,. sowie dessen Lorentzanpassung (blau). b) Mit
Faktor 5 skaliertes Differenzspektrum (griine Dreiecke) im Bereich der
abgetasteten Schwingungsbanden % und 2, sowie dessen Lorentzan-
passungen (blau bzw. hellgriin).

gungen im Grundzustand und deren Vibrations-UDM. Es wurde das Austausch-Korre-
lations-Funktional BSLYP und der Basissatz 6-31G" benutzt. Die Berechnungen fanden
in Gasphase statt. Die Darstellungen 4.5, 4.6 und 4.7 zeigen die theoretischen Berech-
nungen der drei Schwingungen v.., v% und 2, innerhalb des Chl a-Molekiils. Die diinnen
blauen Pfeile geben die Amplitude der an der Schwingung beteiligten Atome an und der
dicke orangene Pfeil das resultierende Ubergangsdipolmoment der jeweiligen Schwin-
gungsmode. Die Schwingungen v.., v% und v’ lassen sich molekularen Schwingungen
im Chlorinring zuordnen, in Ubereinstimmung mit der Literatur ([4][16][40][43][118]).
Die Atomkoordinaten von Chl a sind der Tabelle A1 im Anhang A zu entnehmen. Die
Koordinaten der drei Vektoren sind in Tab. A2 im Anhang A angegeben und beziig-
lich des in Abb. 4.5-4.7 dargestellten Koordinatensystems (nidheres hierzu in Abschnitt
4.7) in Tab. 4.1 sowie in Tab. A5 Anhang A angegeben. Die Vibrations-UDM [i.., ji%
und /%, zu den Frequenzen v,., v% und v% sind linear unabhéngig. ji.. liegt in der X-
Y-Ebene, die vom Chlorinring aufgespannt wird und teilt diese nahezu, wohingegen i
und ji%, deutlich nach oben bzw. unten aus der Ebene herausragen bei dhnlich starken Y-
Komponenten. Zu beachten ist, dass die Ubergangsdipolmomente auch durch Vektoren
mit umgekehrtem Richtungssinn reprasentiert werden, sie sind gleichwertig. Fiir spate-
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Abbildung 4.5.: Theoretische DFT-Berechnung des Chl a-Molekiils mit der Schwin-
gungsmode v, = 1288 cm™. Relative Atombewegung (blaue Pfeile),
Ubergangsdipolmoment der Schwingung (orangefarbener Pfeil).

2

be

9

Abbildung 4.6.: Theoretische DFT-Berechnung des Chl a-Molekiils mit der Schwin-
gungsmode 1% = 1698 cm™. Relative Atombewegung (blaue Pfeile),
Ubergangsdipolmoment der Schwingung (orangefarbener Pfeil).
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Abbildung 4.7.: Theoretische DFT-Berechnung des Chl a-Molekiils mit der Schwin-
gungsmode 1% = 1739 cm™. Relative Atombewegung (blaue Pfeile),
Ubergangsdipolmoment der Schwingung (orangefarbener Pfeil).

Schwingungsmode v in [cm™] X Y Z
Bece 1288 0,66 —0,75 —0,03
iie, 1698 011 —091 0,39
i 1739 0,33 —089 —0,31

Tabelle 4.1.: Normierte Vektoren der DF'T Berechnungen der abgetasteten Ubergangsdi-
polmomente ji.., i und ji’,. Richtung von .. gegeniiber der Berechnung
(Abb. 4.5) invertiert (siche Text).
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re Berechnungen ist es sinnvoll, Ubergangsdipolmomente mit d&hnlichem Richtungssinn
zu verwenden, um dies zu gewéhrleisten, wurde der in Abb. 4.5 dargestellte Vektor fi,.
invertiert verwendet, wie in Tab. 4.1 angegeben.

4.4. Dynamik im elektronischen Grundzustand und
angeregten Zustand

Zur Ermittlung der Dynamik von Chl a nach der Anregung der Qy-Bande wurden Simu-
lationen der polarisationsaufgelosten Transienten sowie der errechneten isotropen Signale
Iso = (P + 28) /3 durchgefiihrt.

Alle polarisationsaufgelosten Transienten des gesamten spektralen Bereichs incl. der
drei signalstirksten Schwingungsmoden v, v% und v, lassen sich sehr gut global durch
zwel Zeitkonstanten beschreiben. Sie betragen 7 = (90 & 10) ps sowie 75 = 5 ns. Die
langere Zeitkonstante war wesentlich grofler als der gemessene Zeitbereich und wurde
deshalb bei der Analyse auf 5 ns festgesetzt. Es handelt sich dabei um die Lebensdauer
des angeregten Zustandes von Chl a [73][98].

Abbildungen 4.8 und 4.9 zeigen die simulierten polarisationsaufgelosten Transienten
der drei Bleichbanden. Die Transienten bei den Frequenzen 1740, 1698 und 1288 cm™
zeigen unterschiedliche dichroitische Verhaltnisse, wobei das dichroitische Verhaltnis D
immer grofer eins ist, d.h. der Winkel des zugehorigen abgetasteten Ubergangsdipolmo-
ments bzgl. des angeregten Ubergangsdipolmoments ist immer kleiner als der magische
Winkel 6 = 54,7°. Wahrend das dichroitische Verhéltnis D in Abb. 4.8 a) tiber 100 ps
nahezu konstant bleibt, so verdndert es sich in Abb. 4.8 b) und ¢) mit der Zeitkonstante
71 insbesondere bei 1698 cm™ deutlich. Das parallele Signal der Bleichbande nimmt mit
zunehmender Verzogerungszeit ab, wohingegen das senkrechte Signal zunimmt. Dieses
Verhalten kann durch Rotation der Chl a-Molekiile im Loésungsmittel mit der Zeit-
konstanten 71 = (90 & 10) ps erklért werden, bei der der senkrechte Signalanteil der
abgetasteten Bande des Molekiils auf Kosten des parallelen Anteils steigt.

Rotationen der Molekiile miissen nicht zwangslaufig, wie beobachtet, alle abgetasteten
Schwingungsbanden gleichermafien beeinflussen. Von den drei moglichen Tragheitsmo-
menten des Molekiils und den zumeist fiinf Rotationskorrelationszeiten [20][26] konnte
innerhalb der untersuchten Zeitspanne lediglich die schnellste Rotation mit dem kleins-
ten Tréagheitsmoment beobachtbar sein. Ob und wie stark der Effekt der Rotation ist,
hangt sowohl von der Grofie der Molekiile, deren viskosen Eigenschaften im Losungsmit-
tel, aber auch von dem Winkel des abgetasteten UDM beziiglich der Rotationsachse ab.
Rotationen haben keinen Einfluss auf die polarisationsaufgelosten Signale, wenn eine der
drei Geometrien vorliegt: a) das abgetastete f[i,;, liegt parallel zur Rotationsachse, b) das
angeregte iy liegt parallel zur Rotationsachse oder c¢) Rotationsachse und fi,;, schlie-
Ben den magischen Winkel 54,7° ein. Durch die Drehung zerféllt zwar, abgesehen von
Fall b), die durch die Photoselektion erreichte Anisotropie der Molekiile, jedoch hat dies
keinen Einfluss auf das dichroitische Verhéaltnis. Fall b) kann anhand der vorliegenden
Ergebnisse ausgeschlossen werden, da hierbei keine der abgetasteten Transienten eine
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Abbildung 4.8.: Dynamik der polarisationsaufgelosten Signale. Probe-Polarisation par-
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allel bzgl. Pump-Polarisation (schwarze Punkte), senkrecht (rote Dreie-
cke). Daten bi-exponentiell simuliert (Linien) mit 77 = 90 ps und 7 =
O ns.
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Abbildung 4.9.: Vergroflerte Dynamik der polarisationsaufgelosten Signale bei 1288
cm™ (Abb. 4.8 ¢)). Probe-Polarisation parallel bzgl. Pump-Polarisati-
on (schwarze Punkte), senkrecht (rote Punkte). Daten bi-exponentiell
simuliert (Linien) mit 7, = 90 ps und 7 = 5 ns fiir positive Verzo-
gerungszeiten und mono-exponentiell mit 7,74 = 1080 fs fiir negative
Verzogerungszeiten (PFID).

starke Veranderung des dichroitischen Verhaltnisses D mit der Zeitkonstanten 7, zeigen
diirfte. Die beobachtete Rotation kénnte demnach entweder um eine Achse parallel zu
i, erfolgen oder um eine Achse, die mit (i% den magischen Winkel bildet.

Die Zeitkonstante 77 trat nur bei den polarisationsaufgelosten Transienten in Erschei-
nung. Die isotropen Transienten lassen sich vollsténdig mit der langen Zeitkonstante
von 5 ns beschreiben (hier nicht gezeigt), ein weiter Beleg dafiir, dass 7, ein Effekt der
Molekiildrehung im Losungsmittel wihrend der Messung ist.

Theoretische Berechnungen von Karki et al. am Chlorophyll a gelost in Wasser, Me-
thanol und Benzen ergaben Rotationszeitkonstanten von 99, 125 und 192 ps [65] und
stliitzen meinen experimentell ermittelten Wert fir 7 = (90 £ 10) ps von Chl a in
deuteriertem Toluol. Sazanovich et al. bestimmten experimentell die Rotationsrelaxa-
tionszeiten verschiedener Chlorophyll dhnlicher Verbindungen (Kupfer(II)Porphyrine)
in Benzen im Bereich von (96 £ 30) bis (140 £ 30) ps [120] und Wiederrecht et al. ermit-
telten Zeitkonstanten von 111 und 114 ps [147] fiir verschiedene Chlorophyll-Derivate
(Zink-Phaophorbide) in Tetrahydrofuran.

Abb. 4.9 zeigt einen vergroferten Ausschnitt von Abb. 4.8 ¢) um den Zeitnullpunkt.
Das ansteigende Signal im negativen Zeitbereich ist der Perturbed Free Induction De-
cay. Er lasst sich mit einer Exponentialfunktion simulieren, deren Zeitkonstante die
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Ts-Dephasierungszeit der abgetasteten Bande ist und die Bestimmung der spektralen
Breite der Bande ermdoglicht (siche Abschnitt 3.2). Durch eine PFID-Analyse ldsst sich
zudem die spektrale Position der Bande ermitteln. Die Ergebnisse dienten als Eingangs-
bzw. begrenzende Parameter bei der Auswertung der zerfallsassoziierten Spektren, die
im néchsten Abschnitt besprochen werden.

4.5. Zerfallsassoziierte Spektren

Fiir eine strukturelle Untersuchung des Chl a miissen die dichroitischen Verhéltnisse D
zum Zeitnullpunkt ermittelt werden. Nur zu diesem Zeitpunkt ist aufgrund der Pho-
toselektion die Lage des angeregten elektronischen UDM bekannt und somit ein aus D
berechneter relativer Winkel 6 aussagekriftig fiir die 3D-Lage des Q,-UDM. Die anisotro-
pe Verteilung der angeregten Molekiile geht nach dem Zeitnullpunkt mit zunehmender
Verzogerungszeit durch die Orientierungsrelaxation wieder in eine isotrope Verteilung
tiber (siehe Abb. 4.8 b)).

Um die dichroitischen Verhéltnisse D zum Zeitnullpunkt bestimmen zu kénnen, miis-
sen zundchst die zerfallsassoziierten Spektren (DAS) aus den Transienten extrahiert wer-
den. Dies geschieht iiber die Simulation aller Daten nach dem Abklingen des Losungs-
mittelsignals und Extrapolation zum Zeitnullpunkt. Es finden sowohl die in Abschnitt
4.4 vorgestellte Dynamik des positiven Zeitbereichs als auch PFID-Analysen des nega-
tiven Zeitbereichs Verwendung. Bedenkt man die begrenzte Zeitauflosung des Systems,
Einfliisse nichtlinearer Effekte und die Signale vom Losungsmittel und evtl. der Fenster
innerhalb der ersten 300-400 fs (Daten nicht gezeigt) ist dies eine praktischere Vorge-
hensweise gegeniiber der Alternative, die verschiedenen Einfliisse heraus zu rechnen.

Die erhaltenen Spektren im Bereich der Schwingungsmoden v, 1% sind in Abb. 4.10
dargestellt und fiir die Schwingungsmode v,. in Abb. 4.11. Die Spektren in Abb. 4.10
lassen sich mit einer Uberlagerung von vier Lorentzprofilen

B +2A w
y yO T ($—$C)2+w2

(4.1)

anpassen, wobei A der Flacheninhalt des Lorentz-Profils ist (Hohe H = 2A/7w), w die
Halbwertsbreite und z. die zentrale Lage der Bande bzw. des Maximums/Minimums
des Profils ist. Die spektrale Position der beiden negativen Signale wurde zu x. = v =
1698 ecm™ und v8, = 1739 cm! mit der Breite w = Av? = 28 cm™ und Av’, = 11
cm™t bestimmt. Es handelt sich hierbei um die Bleichbanden der Carbonylschwingun-
gen bzw. entstehen sie durch Schwingungsiibergénge im Grundzustand Sy. Die positiven
Signale liegen bei *1/% = 1677 cm™ und *1% = 1714 cm™ und besitzen die Breiten
*Ave = 34 cm! respektive *Av® = 41 cm™. Es handelt sich hierbei um Schwingungs-
iibergénge im elektronisch angeregten Zustand S;. Die Zuordnung erfolgte im Hinblick
auf einen Vergleich der dichroitischen Verhéltnisse der vier Banden. Diese Verhéltnisse D
und damit die relativen Winkel zwischen angeregten und abgetasteten UDM sollten bei
Schwingungsiibergingen im Grundzustand und den analogen Ubergangen im angeregten

Zustand von éhnlicher Grofe sein. Bei v¢ und *v2 erkennt man ein Verhéltnis von etwa
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Abbildung 4.10.: Zerfallsassoziierte Spektren (DAS) im Bereich der Carbonylschwingun-
gen v und v% . Probe-Polarisation parallel bzgl. Pump-Polarisation
(schwarze Punkte), senkrecht (rote Punkte). Daten mit vier Lorentz-
profilen angepasst (Linien).

2:1 und wohingegen es bei 1/, und *1% eher bei 1,5:1 bis 1:1 liegt. Die Simulation mit
der besten Anpassung (kleinstem x?) der Lorentzprofile an die Daten ergab die Winkel
6% = 33° und *6% = 31° fiir v2 bzw. *v% sowie die Winkel §° = 42° und *6° = 40° fiir 1%,
bzw. *v¢,. Niheres zur Winkelbestimmung wird im néchsten Abschnitt erlautert.

Die polarisationsaufgelosten Spektren der Schwingungsmode v,. in Abb. 4.11 wurden
durch eine Uberlagerung von zwei Lorentzprofilen simuliert, einer schmalen negativen
bei v, = 1288 cm™ mit der Breite Av,. = 9 cm™ und einer breiten positiven bei *v,, =
1330 cm™ mit der Breite *Av,. = 160 cm™. Das negative Signal ist die Bleichbande
der Schwingung v,. und das breite positive Signal wird einer Absorptionsidnderung im
elektronisch angeregten Zustand zugeordnet.

4.6. Dichroitische Verhaltnisse und relative Winkel

Zur Berechnung der dichroitischen Verhaltnisse D der untersuchten Banden verwendete
ich die Fldacheninhalte A der einzelnen Lorentz-Profile, bestimmt im vorangegangenen
Abschnitt, statt der (abgelesenen) Amplituden der DAS oder der zugehorigen Transi-
enten. Durch die teilweise spektrale Uberlagerung der einzelnen Signale kommt es in
den DAS und in den Transienten zu Mischwerten der dichroitischen Verhéltnisse D. Das
Ermitteln eines ,reinen® dichroitischen Verhéltnisses D aus diesen Mischwerten ist nicht
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Abbildung 4.11.: Zerfallsassoziierte Spektren (DAS) im Bereich der Schwingung v...
Probe-Polarisation parallel bzgl. Pump-Polarisation (schwarze Punk-

te), senkrecht (rote Punkte). Daten mit zwei Lorentzprofilen angepasst
(Linien).

trivial. Die vorhandene spektrale Uberschneidung der Signale selbst wird jedoch durch
die Simulation mit Lorentz-Profilen trennbar, wodurch sich die ,reinen® dichroitischen
Verhéltnisse D direkt tiber A bestimmen lassen.

Zu diesem Zweck wurde eine ExSeAn (siehe Abschnitt 3.3 S. 27) bei der Simulati-
on der Lorentz-Profile durchgefithrt, um die Fliachenbereiche A,,;, — Amaes in Abhén-
gigkeit der Vertrauensbereiche zu ermitteln. Unter Verwendung der Gleichungen 3.18
und 3.19 wurden anschlielend die Fehlergrenzen fiir D ebenfalls fiir viele Vertrauens-
bereiche berechnet. Zu beachten ist, dass die Abweichung der Grenzwerte A,.in,Amaz
beziiglich des Parameters A mit dem geringsten x%,_ . in der Regel asymmetrisch waren
(Apaz — A # A — Apin), dementsprechend sind auch die Fehlerbereiche der dichroiti-
schen Verhéltnisse D sowie der relativen Winkel 6 in der Regel asymmetrisch.

Mit den Gleichungen 3.10, 3.16 und 3.17 ergeben sich nun fiir die Schwingungsmoden
fiir jeden Vertrauensbereich die zugehorigen Winkelbereiche. Sie sind der Tab. A6 im

Anhang A zu entnehmen. Die maximalen Winkelbereiche fiir den 3-o-Vertrauensbereich
(99%) ergaben sich zu:

e = 35,2°—60,3° (4.2
e, = 29,8 —36,7° (4.3)
0, = 26,3°—65,8°. (4.4)

Beachte: Es ist nicht moglich mit der FS-Pol-PPS die Winkel 46 und 180° 4 6 bzw.
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90° + ¢ und 270° + ¢ mit ¥ = 90° — 0 zu unterscheiden, man betrachte hierzu die
Abbildungen 2.2 und 2.3 sowie der zugehorigen Erlduterungen im Abschnitt 2.1. Eine
absolute Winkelbestimmung ist nicht méglich. Das Ergebnis ist stets ein relativer Winkel,
der kleinste eingeschlossene Winkel zweier Vektoren, im Bereich 0°—90°. Dieses Problem
besteht auch fir Experimente mit der Methode der Fluoreszenzanisotropie [68][94] sowie
der priparativen Ansitze zur Bestimmung der 3D-Lage des Q,-UDM von Chl a in
orientierten Proben z.B. [33][142]. Die Orientierung der Molekiile iiber Fliissigkristalle
oder dem Strecken von Polymerfilmen lésst eine Unterscheidung der vier Moglichkeiten:
+6 und 180° £ 0 nicht zu.

4.7. 3D-Lage des Q,-Ubergangsdipolmoments von Chl a

Femtosekunden polarisationsaufgeloste UV /Vis Pump — IR Probe Spektroskopie ist ein
alternativer Ansatz zur Ermittlung strukturbezogener Informationen. Sie erlaubt es un-
ter anderem die 3D-Lage von Ubergangsdipolmomenten geléster Molekiile zu bestimmen
und ist nicht auf spezielle Praparationstechniken zur Orientierung der Molekiile wie in
[33] oder [142] angewiesen.

Die Ermittlung der 3D-Lage erfolgt durch die Kombination der experimentell ermittel-
ten relativen Winkelbereiche # mit den theoretisch bestimmten Ubergangsdipolmoment-
vektoren der abgetasteten Schwingungen innerhalb der Struktur des Chl a. Zu diesem
Zweck wurde der im Abschnitt 3.5 vorgestellte Algorithmus programmiert und erstmalig
die 3D-Lage des Q,-UDM von Chl a in deuteriertem Toluol bestimmt.

Abb. 4.12 verdeutlicht die Vorgehensweise: Dargestellt ist die Struktur von Chl af so-
wie die theoretisch berechneten Vektoren? ji*, (blauer Doppelvektor), % (gelb) und ji%
(griin) der Dipolmomente der drei signalstarksten Schwingungsmoden mit den relativen
Winkeln® 0. (Offnungswinkel des blauen Kegels), 0% (gelb) und 6°, (griin) dieser Dipol-
momente zum elektronischen UDM der Q,-Bande des Chl a. Der Schnittpunkt der drei
Kegel definiert die 3D-Lage des Q,-UDM von Chl a (orangefarbener Doppelvektor) im
Molekiil und ist in Abb. 4.13 separat dargestellt. Der Vektor hat in dem zur Berechnung
verwendeten Koordinatensystem die Koordinaten /i, = (0,92/0,13/0,37)%. Alle mit x
markierten Groéflen beruhen auf ein uniibliches Koordinatensystem. Das Koordinaten-
system ergab sich durch die Nutzung von Gaussian03 Revision B.04 [36]. Alle Berech-
nungen wurden in diesem Koordinatensystem durchgefiihrt, dass bei den theoretischen
Berechnungen des Chl a-Molekiils und der Schwingungsmoden eingefiihrt wurde. Dieses
uniibliche Koordinatensystem ist unpraktisch fiir einen direkten Vergleich der Ergebnisse
mit anderen Veroffentlichungen oder weiterfithrenden theoretischen Berechnungen. Aus
diesem Grund wurde ein praktikableres Koordinatensystem eingefithrt. X- und Y-Achse
werden durch die normierten Verbindungsvektoren der Stickstoffatomell des Chl a de-

f Atomkoordinaten siehe Tab. Al.

Vektorkoordinaten siehe Tab. A2.

§Relative Winkel aller Wahrscheinlichkeitsbereiche siehe Tab. A6.
TSiche auch Tab. A7.

ISiche Tab. A3.
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Abbildung 4.12.: Chl @ mit den Ubergangsdipolmomenten der Schwingungen v,., v°
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und v? (blaue, gelbe und griine Doppelvektoren). Das elektronische

Ubergangsdipolmoment muss auf den Kegeln mit den Offnungswinkeln
Oce, 02 und 6% (blaue, gelbe und griine Doppelkegel) liegen und wird
durch die Kegelschnittpunkte definiert (orangefarbener Doppelvektor).



Abbildung 4.13.: Chl a mit dem bestimmten Vektor des elektronischen Q,-Ubergangs-
dipolmomentes. Einfiithrung des iiblichen Koordinatensystems definiert
durch die Stickstoffatome des Chlorinringes.
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finiert, wie in Abb. 4.13 dargestellt. Die Z-Achse ergibt sich aus dem Vektorprodukt.
Es wurden die zur Koordinatentransformation notwendigen Drehmatrizen® bestimmt
und verwendet. Nach der Koordinatentransformation besitzt die bestimmte 3D-Lage
des Q,-UDM von Chl a, d.h. der normierte Vektor mit der hochsten Wahrscheinlichkeit
innerhalb des Fehlerbereichs, die Koordinaten'T:

fie, = (0,19/0,98/0,07) . (4.5)

Die innerhalb des 3-0-Bereiches moglichen Vektoren des Q,-Ubergangsdipolmoments
tiberstreichen auf einer Einheitskugel (siehe Abb. 3.6 S. 35) einen kleinen Bereich. Diese
sogenannte Losungsflache stellt die Menge aller moglichen 3D-Lagen dar. Die Projek-
tionen der gesamtem Losungsfliche des Q,-Ubergangsdipolmoments von Chl a auf die
in Abb. 4.13 definierten Koordinatenebenen sind in Abb. 4.14 dargestellt. Die Wahr-
scheinlichkeit der Losung sinkt von rot bis blau. Der wahrscheinlichste Wert erhielt den
,Farbwert“ 100, und die anderen Losungen wurden auf ihn normiert. Der 1-o-Bereich
wird durch die Losungen innerhalb des griinen Rings symbolisiert (siche Abschnitt 3.5).
Die 1-o-Fehlerbereiche variieren stark innerhalb der einzelnen kartesischen Koordinaten,
ca. 0,06 fir X im Vergleich zu 0,01 fiir Y. Wiirde man aber die Losungsflache auf der
Einheitskugel um den Koordinatenursprung betrachten, so erhielte man eine anndhernd
symmetrische Form des 1-o0-Bereichs der Losungsflaiche und der Raumwinkel.

Bemerkenswert ist, dass die experimentell bestimmten Fehlerbereiche der relativen
Winkel 6 teilweise fast 40° iiberstreichen, wohingegen das elektronischen Ubergangsdi-
polmoments im Vergleich dazu einen recht kleinen Fehlerbereich hat. Eine Erklérung da-
fiir ist, dass nicht jede Winkelkombination geometrisch zu einer Losung fithren kann. Der
Fehlerbereich des Ubergangsdipolmoments wird dadurch erheblich reduziert. Er ist durch
den kleinsten Fehlerbereich eines der verwendeten relativen Winkeln (in diesem Fall 62))
nach oben begrenzt. Gute Ergebnisse konnen folglich mit der in dieser Arbeit vorge-
stellten spektroskopischen Methode bereits mit einem einzelnen starken Signal erreicht
werden.

Berechnet man die Winkel ¢ des fi,; beztiglich der kartesischen Koordinatenachsen
(innerhalb des 1-0-Bereiches), so ergeben sich die Werte:

0, = (78+3)° zur X-Achse, (4.6)
o, = (12£3)° zur Y-Achse und (4.7)
0, = (86+2)° zur Z-Achse. (4.8)

Altere Untersuchungen ergaben einen Winkel ¢, des Q,-UDM von Chl a zur X-Achse
von 70° [33], (105 £ 2)° [142], (95 & 2)° [94] bzw. zur Y-Achse von 2 — 7° [68]. Der pra-
parative Ansatz von [142] bzw. die Methode von [94] lassen jedoch keine Unterscheidung
zwischen £6 und 180° £6 zu, weswegen (105 + 2)° und (75 & 2)° fiir [142] bzw. (95 + 2)°
und (85 + 2)° fiir [94] gleichwertige Losungen sind. Des Weiteren konnten keine Aussa-
gen dariiber getroffen werden, ob und wie weit das Qy,-UDM von Chl a aus der Ebene

**Siehe Tab. A4.
t1Siehe auch Tab. A7.
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Abbildung 4.14.: Projektionen der Losungsfliche des elektronischen Qg -Ubergangsdipol-
momentes auf die drei Koordinatenebenen (3-o-Fehlerbereich).
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des Chlorinrings herausragt, in [94] wurde zumindest eine mogliche Abweichung von
+5° in Betracht gezogen. Innerhalb des 1-0-Bereiches zeigt nur das Ergebnis von [142]
Ubereinstimmung mit der ermittelten 3D-Lage des fi,;.

Die in dieser Arbeit verwendete Methode kann im Gegensatz zu den éalteren Unter-
suchungen die 3D-Lage des Q,-UDM von Chl a bestimmen: Die auf die Chlorinebene
projizierte Orientierung des ji,; bzgl. der Y-Achse liegt zwischen den Ergebnissen von
[33][142] und [68][94] und zeigt zudem mit (4 & 2)° leicht aus der X-Y-Ebene heraus.

4.8. Zusammenfassung und Ausblick

Chl a wurde mit der Methode der Femtosekunden polarisationsaufgelosten UV /Vis
Pump — IR Probe Spektroskopie untersucht. Diese Methode ermdglicht es, die Ausrich-
tung eines oder mehrerer Ubergangsdipolmomente im Raum in Echtzeit zu beobachten,
wobei die Molekiile selbst nicht fixiert sind, sondern frei beweglich in Losung vorliegen.
Die Ubergangsdipolmomente der untersuchten Molekiile und deren Struktur sind direkt
miteinander verkniipft. Dadurch erhalt man mit dieser optischen Messmethode Zugang
zur vorliegende Struktur sowie Bewegungen des gesamtem Molekiils oder einzelner Mole-
kiilgruppen auf einer Zeitskala von wenigen Femtosekunden bis hin zu Nanosekunden*.

Die Rotation von Chl a in Toluol-dg konnte zeitaufgelost beobachtet werden. Die
Zeitkonstante der Rotation wurde zu 71 = (90 & 10) ps bestimmt und die Lage der Ro-
tationsachse lief} sich eingrenzen. Prinzipiell ist es sogar moglich, durch das Abtasten
geeigneter Schwingungsbanden, die Rotationsachse des Molekiils zu ermitteln. Neben
der Rotation des gesamten Molekiils konnte kiirzlich durch Anwendung der FS-Pol-PPS
von Yang et al. [151] auch die lichtinduzierte Rotation des vierten Pyrrols eines Cyanob-
acterium Phytochroms (Cphl) beobachtet und die Quantenausbeute der Isomerisierung
ermittelt werden.

Eine Kombination der experimentellen Ergebnisse mit DFT-Berechnungen im Grund-
zustand des Chl @ erlaubte die erstmalige 3D-Bestimmung des elektronischen Ubergangs-
dipolmoments der Q,-Bande im Molekiil, einem Parameter von enormer Bedeutung fiir
das Verstindnis des Energietransfers zwischen Chlorophyllmolekiilen bei der Photosyn-
these. Das Qy-Dipolmoment liegt weder exakt in der Chlorinebene noch verlauft es
entlang der Y-Achse, es ragt vielmehr um (4 4 2)° aus der Ebene des Chlorinringes her-
aus und die Projektion des Vektors auf die Chlorinebene schliefit mit der Y-Achse einen
Winkel von (12 + 3)° ein. Seine Koordinaten betragen fi.; = (0,19/0,98/0,07).

Die bestimmte Orientierung des elektronischen UDM der Q,-Bande des Chl a ermog-
licht nun die Durchfithrung verfeinerter Berechnungen exzitonischer Kopplungen sowie
Simulationen von Energietransferprozessen oder Absorptionsspektren von Chlorophyll
enthaltenden Systemen. Protein-Kofaktor-Wechselwirkungen kénnten Stérungen der 3D-
Lage des UDM bewirken, weshalb vergleichende Experimente an Chl @ in verinderter
Umgebung bzw. Proteinumgebung zu einer Analyse der Wechselwirkungen beitragen
konnten.

HDie Zeitliche Begrenzung ergibt sich zum einen durch die Zeitauflssung und zum anderen durch die
maximale Wegstrecke der verwendeten Verzogerungsstrecke.
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Ein Vorteil der vorgestellten Methode ist, dass die Fehlerbereiche der 3D-Bestimmung
des elektronischen Ubergangsdipolmoments nach oben begrenzt sind, durch das experi-
mentelle Einzelergebnis (relativer Winkel) mit der hochsten Genauigkeit. Im néchsten
Kapitel werde ich am Beispiel von Coumarin 314 zeigen, dass die Abtastung einer weite-
ren (vierten) Schwingungsbande die Genauigkeit der Berechnung der 3D-Lage des elek-
tronischen Ubergangsdipolmoments nochmals erhoht. Zudem wird demonstriert, dass
sich sowohl verschiedene Isomere unterscheiden lassen, als auch deren vorliegendes Mi-
schungsverhaltnis ermittelt werden kann.
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5. Coumarin 314 — Einfluss einer
isomeren Mischung

5.1. Intention

Coumarin 314 (kurz C314; vollstindige Bezeichnung: Ethyl 2,3,6,7-tetrahydro-11-oxo-
1H,5H,11H-[1]benzopyranol6,7,8-ij|quinolizine-10-carboxylate) ist ein gut charakterisier-
tes planares Aminocoumarinderivat [54][115][119][152][154] und es findet aufgrund seiner
Eigenschaften Verwendung als Laserfarbstoff. Die vergleichsweise einfache Struktur er-
leichtert den Zugang theoretischer Berechnungen des elektronischen Grund- sowie des
angeregten Zustands. Trotz der einfachen Struktur und der vielen Erkenntnisse, die zu
diesem Molekiil existieren, stellt C314 Molekiil gegeniiber Chl a jedoch eine zuséatzliche
Herausforderung bei der Analyse der mit Femtosekunden polarisationsaufgeloste UV /Vis
Pump — IR Probe Spektroskopie detektierten Signale dar. Die Schwierigkeiten ergeben
sich durch die beiden isomeren Konformationen, die C314 annehmen kann: Z-C314 und
E-C314 (siehe Abb. 5.1). Welche der beiden Konformationen C314 geldst in Acetoni-
tril annimmt bzw. welches Verhéaltnis eine evtl. Mischung hatte war nicht bekannt und
wurde im Rahmen dieser Arbeit erstmals experimentell mit einer optischen Methode
bestimmt.

Generell ist die Moglichkeit experimentell zwischen d&hnlichen Strukturen unterschei-
den zu kénnen von besonderer Relevanz z.B. fiir die Bestimmung der 3D-Konformationen
der Proteinkofaktoren, die mit spezifischen aktiven Zusténden verkniipft sind [53][67]
[91][112]. Polarisationsaufgeloste Messungen beinhalten die dafiir notwendigen Informa-
tionen und erlauben es verschiedenen Strukturen auseinander zu halten, wie ich in diesem
und dem néchsten Kapitel darstellen werde.

Moritz Theisen bestimmte im Rahmen seiner Diplomarbeit [135] erstmals die Orien-
tierung des elektronischen Ubergangsdipolmoments von C314 in Acetonitril. Ich werde
an diesem Punkt ansetzen und C314 als exemplarisches System verwenden, um die Mog-
lichkeit der Bestimmung des vorliegenden Isomerverhéaltnisses von C314 zu untersuchen
(Abschnitt 5.5). Des Weiteren gehe ich der Frage nach, welchen Einfluss die Verwen-
dung von mehr als drei Schwingungsiibergangsdipolmomenten bei der Bestimmung des
elektronischen UDM hat (Abschnitt 5.4) und wie zuverlissig die Bestimmung durch
die parallele Anregung beider Konformationen des C314 ist (Abschnitt 5.6). Ergebnisse
dieses Kapitels wurden in J. Chem. Phys. 2009 [136] und ChemPhysChem 2010 [83]
veroffentlicht.
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5.2. Proben und Durchfiihrung

Coumarin 314 (C314) sowie das verwendete Losungsmittel Acetonitril wurden bei Sigma-
Aldrich Chemie GmbH erworben und unverdndert verwendet. Die Schichtdicke der Pro-
benkammer betrug ca. 100 gym. Die Probenkammer wurde, zur Verhinderung von Dop-
pelbeleuchtungen desgleichen Probenvolumens, durchgehend bewegt mit einem Bewe-
gungsmuster bestehend aus Lissajousfiguren.

Anregung von C314 fand bei einer Wellenldnge von 455 nm statt weit weg von der Sét-
tigung, d.h. die Intensitat wurde begrenzt, so dass weniger als 3% der Molekiile angeregt
wurden. Die Abtastung wurde schrittweise im Bereich von 1500 bis 1800 cm™ durchge-
fiihrt mit einer spektralen Breite von jeweils 50 cm™ pro Messung. Die Zeitauflosung des
Vis Pump — IR Probe Experiments betrug ca. 360 fs.

Die Bestimmung des Zeitnullpunktes der Verzégerungsstrecke wurde durch eine Fich-
messung mit einem Germaniumpléattchen durchgefiihrt und der Zeitnullpunkt wenn not-
wendig angepasst. Alle Pump-Probe-Experimente wurden bei Raumtemperatur ca. 23
°C und niedriger Luftfeuchtigkeit (iiblicherweise 10% im Labor und <5% am optischen
Tisch) durchgefiihrt.

Vor und nach jedem FS-Pol-PPS-Experiment wurden Vis- und IR-Absorptionsspek-
tren von Coumarin 314 aufgenommen. Die Aufnahme der Absorptionsspektren erfolgte
ebenfalls bei Raumtemperatur ca. 23 °C, das Fourier-Transform-Infrarotspektrometer
(FTIR), welches zur Bestimmung des IR-Absorptionsspektrums diente, wurde zusétzlich
mit entfeuchteter Luft gespiilt.

Informationen zum Messaufbau und Durchfiihrung der Femtosekunden polarisations-
aufgelosten UV /Vis Pump — IR Probe Spektroskopie sind im Kapitel 2 angegeben.

5.3. Theoretische Berechnungen

Grundzustandsberechnungen

Coumarin 314 kommt in zwei verschiedenen Konformationen vor. Es wurden theore-
tische Berechnungen durchgefiihrt, um die Struktur der beiden Isomere im Grundzu-
stand zu ermitteln bzw. zu tiberpriifen, die energetische Stabilitat zu untersuchen sowie
die Schwingungsmoden und deren UDM im Grundzustand zu erhalten. Die Berechnun-
gen erfolgten mit Gaussian03 sowie dem Austausch-Korrelations-Funktional BSLYP und
den Basissitzen 6-31G”, 6-31G™". Ausgangspunkt der DFT-Berechnungen war die 3D-
Struktur des C314, die experimentell in den Arbeiten [9][71][100][154] vorgestellt wurde.
Eine Geometrieoptimierung wurde ausgefithrt, um sicherzustellen, dass diese Struktur
den Grundzustand darstellt (siehe hierzu Supp. Inv. von [136]). Die Atomkoordinaten
fiir E-C314 und Z-C314 sind in den Tab. B1 und B2 im Anhang B enthalten.

Abb. 5.1 zeigt die beiden Isomere des C314. Sie unterscheiden sich hinsichtlich der
Orientierung der Ethoxycarbonylgruppe. Die Carbonylgruppen an den Kohlenstoffato-
men C2 und C19 liegen bei dem Isomer Z-C314 (Abb. 5.1 (a)) auf dergleichen Seite,
wohingegen sie bei Isomer E-C314 (Abb. 5.1 (b)) auf unterschiedlichen Seiten liegen.
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Abbildung 5.1.: Die beiden isomeren Strukturen des C314 (a) Z-C314 und (b) E-C314.

Abb. 5.2 zeigt die relative Energie (blau) sowie den Bindungsabstand (violett) zwischen
den Kohlenstoffatomen C3 und C19 in Abhéngigkeit vom Rotationswinkel um die Bin-
dung C3-C19. C314 liegt im globalen Energie- und Bindungsldngenminimum (bei 0°,
grimer Punkt) als E-C314 vor. Durch Rotation der C3-C19-Bindung um 180° wird das
E-Isomer in das Z-Isomer iiberfiihrt und ein weiteres lokales Energieminimum (roter
Punkt) erreicht, die Bindungslinge C3-C19 nimmt zu. Der Grundzustand des E-C314
liegt energetisch um 0,07 eV niedriger als der des Z-C314. Die bei der Rotation zu iiber-
windende Energiebarriere hat eine Hohe von etwa 0,24 eV.

Die Frequenzen und Ubergangsdipolmomente der Schwingungsiibergéinge im Grund-
zustand wurden fiir beide Isomere des C314 berechnet. Im Rahmen der experimentellen
Untersuchung konnten sechs Schwingungsbanden im Bereich von 1500 bis 1800 cm™
beobachtet werden. Abb. 5.3 zeigt die zugehorigen® berechneten Molekiilschwingungen
(blaue Pfeile) und Ubergangsdipolmomente (orangene Pfeile) dieser sechs beobachte-
ten Schwingungsbanden innerhalb der Molekiilstruktur fir das E-C314-Isomer (Abb.
5.3 (a) bis (f)). Im Folgenden werden diese Schwingungen aufsteigend sortiert nach der
Frequenz mit v{¢, v5°, vs¢ v, v und vg° bezeichnet. v{¢ bis v{¢ sind hauptsachlich
Schwingungen der Kohlenstoffatome, v£° und v§° sind Carbonylstreckschwingungen. Die
entsprechenden Ergebnisse fiir das Z-Isomer weichen davon wenig ab mit Ausnahme der
Carbonylstreckschwingung der Atome C19-0O20 (v£°), aufgrund der um 180° gedrehten
Ethoxycarbonylgruppe unterscheiden sich die Orientierungen der UDM dieser Schwin-
gung fiir die beiden Isomere des C314 stark voneinander. Dargestellt ist die angesproche-

*Detaillierte Zuweisung in [136].
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Abbildung 5.2.: Abhangigkeit der Energie (blau) sowie der Bindungsliange (lila) vom
Torsionswinkel der Bindung zwischen C3 und C19. Die Bindungslangen
fiir Z-C314 und E-C314 sind durch den roten bzw. griinen Punkt bei 180°
bzw. 0° gegeben. Die Barrierehohe der Rotation vom E-C314 zum Z-
C314 betragt ca. 0,24 eV, der Grundzustand des E-C314 liegt energetisch
0,07 eV tiefer als der des Z-C314.

ne Schwingung fiir E-C314 in Abb. 5.3 (e) und fiir Z-C314 in Abb. 5.3 (g). Anhand dieses
Unterschieds lésst sich unter Verwendung der Femtosekunden polarisationsaufgeldsten
UV/Vis Pump — IR Probe Spektroskopie untersuchen, welches Isomer bzw. in welchem
Verhéltnis die Isomere des C314 in Acetonitril vorliegen (Abschnitt 5.5 und 5.6).

In Abschnitt 5.4 wird das elektronische Ubergangsdipolmoment des C314, ausge-
hend von den signalstérksten bzw. rauscharmsten Grundzustandsschwingungen v{¢, v§,
ve® und v§°, experimentell ermittelt. Die theoretisch berechneten (normierten) UDM-
Vektoren der vier Schwingungen sind in Tab. 5.1 sowie in Tab. B3 jeweils fiir E-C314
sowie Z-C314 angegeben.

Berechnungen im elektronisch angeregten Zustand

Berechnungen mit angeregten Zusténden des C314 wurden durchgefiihrt, um das elektro-
nische Ubergangsdipolmoment vergleichend zur experimentell gestiitzten Analyse (siehe
Abschnitt 5.4) zu bestimmen. Eine theoretische Bestimmung des UDM ist schwieriger
und ungenauer als Berechnungen beziiglich des elektronischen Grundzustandes Sy. Es
werden Annahmen und Niherungen (z.B. fiir die Wellenfunktionen, deren Uberlapp,
Born-Oppenheimer-Néherung, Frank-Condon-Prinzip, Wechselwirkungen zwischen den
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Abbildung 5.3.: Berechnete IR Schwingungsmoden mit atomarem Versatz (blaue Pfeile)
sowie den zugehérigen Ubergangsdipolmomenten (orangefarbene Pfei-
le). (a)-(f) Schwingungsmoden des E-C314: v{¢, v5¢, v5¢, v§¢, vE° und v§°.
(g) Schwingungsmode v£° des Z-C314.
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Schwingungsmode X Y Z

7 —0,9966 0,0653 —0,0512
Z e —0,9981 0,0414 —0,0460
Epge 0,9900 —0,1375 0,0316
Z e 0,9889 —0,1468 0,0233
7 0,4797 0,8723 0,0950
7% —0,9665 0,2320 —0,1095
Epeo —0,5673 0,8204 0,0713
2o —0,6482 0,7596 0,0527

Tabelle 5.1.: Berechnete Ubergangsdipolmomente und deren Orientierungen fiir ausge-
wahlte Schwingungsmoden. Direkter Vergleich fiir E-C314 und Z-C314.

Zustanden) verwendet, die die Komplexitéit reduzieren, jedoch eine gewisse Unsicherheit
darstellen.

Fiir die Bestimmung des elektronischen UDM muss zunichst die Molekiilstruktur des
(C314 im elektronisch angeregten Zustand S; ermittelt werden. Zur Re-Optimierung der
geometrischen Struktur wurde DFT verwendet mit dem Programm Jaguar [1| sowie
B3LYP und 6-31G™. Es wurden basierend auf dieser Struktur Berechnungen zur elek-
tronischen Struktur mit Q-Chem [74] durchgefithrt. Die Bestimmung der permanenten
Dipolmomente und der Ubergangsdipolmomente wurde fiir beide Isomere durchgefiihrt.
Die normierten Vektoren sind in Tabelle 5.2 angegeben. Die theoretisch berechneten

Bezeichnung Zustand X Y Z
E iy So 0,9267 —0,3755 —0,0190
Z 1y So 0,8071 —0,5903 —0,0138
Bl So— S1 —0,9822  0,1854 —0,0298
2ty So— S1 —0,9900 0,1400 —0,0164

Tabelle 5.2.: Berechnete permanente Dipolmomente /iy und Zji; sowie elektronische
Ubergangsdipolmomente £ ji,; und i, jeweils fir E-C314 und Z-C314.

permanenten Dipolmomente sind nicht parallel zu den berechneten elektronischen Uber-
gangsdipolmomenten. Sie verlaufen mit einem Winkel zueinander von ca. 12° fiir E-C314
und 28° fir Z-C314. Dies steht im Widerspruch zu den Angaben in [9][154], die besagen,
dass beide Dipolmomente parallel zueinander seien. Die theoretisch berechneten elektro-
nischen Ubergangsdipolmomente /i,; und Zi,; haben untereinander einen Winkel von
nur 2,8°. Man muss folglich davon ausgehen, dass eine selektive Anregung eines einzel-
nen Isomers durch Photoselektion nicht méglich sein wird. Eine elektronische Anregung
wird immer bei beiden Isomeren gleichermaflen erfolgen.
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5.4. 3D-Lage des elektronischen
Ubergangsdipolmoments — 4-Vektoren-Analyse

Eine Auswertung von drei Schwingungsbanden ist notwendig zur eindeutigen Bestim-
mung des elektronischen UDM. Im Folgenden wird demonstriert, dass sich, durch die
Hinzunahme einer weiteren Schwingung, die Genauigkeit der 3D-Lagebestimmung des
elektronischen UDM erhéht. Zur Behandlung dieses Abschnitts wurden die Messergeb-
nisse von Moritz Theisen (siehe [135]) aufgegriffen und fortgesetzt.

Analog zur Vorgehensweise beschrieben in Kapitel 4 wurden von Moritz Theisen Mes-
sungen an C314 durchgefiihrt, die Dynamik des C314 ermittelt sowie die DAS konstru-
iert. Die DAS wurden mit Lorentz-Profilen (Gl. 4.1) angepasst, um die Lage, Breite und
Flache der untersuchten Banden zu bestimmen. Die Fehlerbereiche ergeben sich durch
ExSeAn wihrend der Simulationen. Aus den Flachen bzw. Amplituden der polarisations-
aufgelosten Banden wurden die dichroitischen Verhéltnisse D sowie die entsprechenden
relativen Winkel (siehe Abschnitt 3.4) als Funktionen des Vertrauensbereiches bestimmt
(sieche Abschnitt 4.6). Die Ergebnisse fir die Schwingungen mit den kleinsten Fehlerbe-
reichen v{¢, v{¢ und v§° wurden von ihm verwendet zur Berechnung des elektronischen
Ubergangsdipolmoments von C314.

Diese Berechnung (des elektronischen Ubergangsdipolmoments) wurde von mir mit
erhohter Genauigkeit wiederholt, dazu wurden die Vertrauensbereiche fiir die relativen
Winkel in feineren Abstufungen bestimmt (siehe Tab. B4) und anhand der in Abschnitt
3.5 beschriebenen Methode unter Zuhilfenahme der theoretisch berechneten Orientie-
rungen der Ubergangsdipolmomente der betrachteten Schwingungen v{¢, v§¢ und vg§°
(siche Tab. B3) die wahrscheinlichste 3D-Lage des elektronischen Ubergangsdipolmo-
ments bestimmt zu fig3 = (—0,987/0,159/ — 0,029). Die zugehorige Losungsfléche,
d.h. alle Losungen der 3D-Lagen innerhalb des Fehlerbereichs, wurde im Anschluss ana-
log zur Vorgehensweise in Abschnitt 3.5 mit den Winkelbereichen der vierten Schwin-
gungsbande v£° abgeglichen und die wahrscheinlichste 3D-Lage des elektronischen Uber-
gangsdipolmoments basierend auf den vier Banden v{¢, v{¢ v£° und v§° bestimmt zu
fler,s = (—0,994/0,107/ — 0,020). Die angegebenen Ergebnisse basieren auf den Schwin-
gungsvektoren des E-C314. Eine Verwendung der theoretisch berechneten Schwingungs-
ibergangsdipolmomenten des Z-C314 fiihrte nur im Falle des Vektors fi. 3 zu einem
Resultat, jedoch nicht fiir ji; 4. Von den verwendeten Banden ist 15 die einzige Ban-
de, deren Ubergangsdipolmoment sich fiir beide Isomere signifikant in der Orientierung
unterscheidet und somit auch eine Unterscheidung der beiden Isomere ermoglicht. Aus
diesem Grund muss C314 in einer Majoritdat des Isomers E-C314 vorliegen. Die The-
matik einer moglichen Mischung beider Isomere mit geringen Anteilen des Z-C314 wird
gesondert in den nédchsten Abschnitten 5.5 sowie 5.6 behandelt.

Eine graphische Gegeniiberstellung des Losungsbereiches fir fie; s und fie; 4 ist in Dar-
stellung 5.4 gegeben. Die Losungsflache wurde auf die drei kartesischen Koordinatene-
benen projiziert. Die einzelnen Punkte reprasentieren mogliche 3D-Lagen des elektroni-
schen UDM, die Farbskalierung gibt Auskunft iiber die Wahrscheinlichkeit des jeweiligen
Losungspunktes. Es wurde der Losung mit der hochsten Wahrscheinlichkeit der ,,Farb-
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Abbildung 5.4.: Mogliche Orientierungen des elektronischen Ubergangsdipolmoments
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des E-C314 ausgehend vom Koordinatenursprung. Die 3D-Losungsfla-
chen wurden jeweils projiziert auf die drei Koordinatenebenen mit farb-
codierten Wahrscheinlichkeiten, skaliert auf den jeweiligen Bestwert
(dunkelrot). (a) Losung fur fi 3 basierend auf den Schwingungsiiber-
gangsdipolmomenten F¢, £pge Fee und (b) fig4 basierend auf e,

E —7cc FE co FE —co
V¢, Vg% und ",



wert 100“ bzw. ,,dunkelrot® zugeordnet, der ,Farbwert 50“ bzw. ,griin“ wird entspre-
chend Losungen zugewiesen, deren Wahrscheinlichkeiten nur 50% des Maximalwertes
betragen. Die 1-o-Bereichsgrenze entspricht etwa der griinen Farbe. Die Bestimmung
erfolgte durch Integration der absteigend sortierten Wahrscheinlichkeiten aller Losun-
gen bis der Wert 0,6827 erreicht wurde, die Summe aller Wahrscheinlichkeiten war auf 1
normiert. Die Anzahl der Losungen ist jedoch nicht gleichverteilt tiber die verschiedenen
Wahrscheinlichkeitsbereiche und es gibt beispielweise mehr Losungen im dunkelblauen
Bereich von 0 bis 20% als im roten von 80 bis 100%. Deswegen ist die 1-o-Bereichsgrenze
bei tieferen Farbwerten als man erwarten konnte. Die Darstellung 5.4 zeigt, dass zum
einen der 1-0-Bereich fiir fie 4 kleiner ist als fiir ji.; 3, zum anderen ist die wahrscheinlichs-
te Losung scharfer definiert. Bei beiden Varianten hat die X-Komponente den kleinsten
Fehlerbereich und die Z-Komponente des Vektors den hochsten Fehlerbereich. Die Ur-
sache besteht darin, dass C314 ein planares Molekiil ist deren Ubergangsdipolmomente
kaum von der Ebene abweichen, die verwendeten Vektoren der Banden v{¢,v{¢, v£° und
v¢® haben nur schwache Z-Komponenten (Tab. 5.1) wodurch eine grofiere Unsicherheit
bei Berechnungen in dieser Richtung die Folge ist.

Eine quantitative Gegeniiberstellung von ji,; 3 und i 4 ist in Tab. 5.3 gegeben. fic; 4

X Y Z 1-o0-Flache bzgl. Halbkugel in [%)]
fas —0987 0,159 —0,029 2,34
fer,a —0,994 0,107 —0,020 2,24

Tabelle 5.3.: Wahrscheinlichste 3D-Lage des elektronischen Ubergangsdipolmoments be-
stimmt mit drei respektive vier betrachteten Schwingungsbanden sowie die
Grofle des jeweiligen 1-o-Bereiches bezogen auf den Flicheninhalt einer
Halbkugel mit Radius 1.

hat gegentiber ji; 3 schwéchere Y-, Z-Komponenten und liegt dichter an der X-Achse.
Der 1-0-Bereich von ji.; 3 bedeckt 2,34% der Oberfliche einer halben Einheitskugel. Der
1-o-Bereich von fi,; 4 ist um ca. 4% kleiner, er bedeckt 2,24% der gleichen Referenzflache.
Unter der Annahme einer symmetrischen 1-o-Fléache, entspréiche der Wert 2,24% fur fiz; 4
einem Raumwinkel von £8°. Der Winkel zwischen /i, 3 und fic; 4 betragt ca. 3° und zwi-
schen fi; 4 und dem theoretisch berechneten elektronischen Ubergangsdipolmoment fiir
E-C314 i, (Tab. 5.2) ca. 5°. Innerhalb des Fehlerbereichs stimmen das experimentell
und das theoretisch bestimmte elektronische UDM von C314 iiberein.

5.5. Mischungsverhadltnis der Isomere

Im letzten Abschnitt wurde das elektronische Ubergangsdipolmoment fiir C314 geldst in
Acetonitril bestimmt, basierend auf den Vektoren der Schwingungsiibergangsdipolmo-
mente P, Frge) Py und Fis° des E-C314-Isomers. Diese Vektoren unterscheiden sich
kaum von den entsprechenden Vektoren des Z-C314-Isomers mit Ausnahme des Vek-

tors fiir die Bande v£°. Erwartungsgemés fithrte eine Bestimmung des ji,; basierend auf
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Zyee, Z¢e und Z75° zu einem identischen Ergebnis im Rahmen des Fehlerbereichs (hier

nicht gezeigt). Eine Bestimmung unter Hinzunahme des strukturbedingt vom E-Isomer
abweichenden Vektors 7 fithrte jedoch zu keiner Losung. Aus diesem Grund, kann da-
von ausgegangen werden, das C314 iiberwiegend als E-C314 vorlag. Im Folgenden wird
die Moglichkeit des Vorliegens einer Z-C314 Minoritat untersucht, die im Rahmen des
Fehlerbereichs denkbar wére und dieses Mischungsverhéltnis beider Isomere bestimmt.

Aus den theoretischen Untersuchungen ist bekannt, dass bei gleichzeitigem Vorliegen
beider Isomere in Losung auch beide durch die Pump-Pulse angeregt wiirden (siehe
Abschnitt 5.3). Gemafi den DFT-Berechnungen in Gasphase sollte das E-C314 um 0,07
eV stabiler sein und es wére zu erwarten, das im thermodynamischen Gleichgewicht
nur 7% der C314-Molekiile in der Konformation Z-C314 vorliegen wiirden. Der relative
Winkel zwischen P7¢° und i, betréigt ca. 108,2° (gleichwertig mit 71,8°), das entspricht
einem dichroitischen Verhéltnis von etwa D = 0,628, welches man experimentell
erwarten wiirde bei einer reinen E-C314-Konformation der zum Signal beitragenden
Molekiile. Fiir Z-C314 ergibt sich der relative Winkel zwischen # Vg% und 2y zu ca.
7,6°, korrespondierend zu einem dichroitischen Verhéltnis von etwa 2D = 2,913, das
man fur 100% Z-C314-Anteil experimentell bestimmen miisste. Tatsichlich wurde fir
die Bande v£° jedoch ein dichroitisches Verhaltnis von ca. De;, = 0,833 bestimmt,
korrespondierend zu einem Winkel von etwa 61°.

Bei einer Mischung beider Isomere wiirde man eben diese beobachtete Erhéhung des
experimentell bestimmten dichroitischen Verhéltnisses D gegeniiber ¥ D = 0,628 er-
warten. Eine Berechnung des tatsachlichen Mischungsverhéltnisses beider Isomere aus
den gemessenen polarisationsaufgelosten Amplituden der abgetasteten Schwingungsban-
den ist jedoch nicht trivial. Bedingt durch die Messmethode sind die Messwerte Projek-
tionen sich tiberlagernder Signalanteile im betrachteten Frequenzintervall, die sich ohne
externe Annahmen oder Kenntnisse nicht separieren lassen. Die Extinktionskoeffizienten
der Uberginge beider Isomere miissen bei gleichen Anregungs- bzw. Abtastwellenlingen
nicht identisch sein. Hinzu kommt, dass die angeregten elektronischen Ubergangsdipol-
momente beider Isomere geméfl der theoretischen Berechnungen untereinander einen
Winkel von ca. 3° haben und somit bereits eine Anregungsunschéirfe bei Verwendung
der Photoselektion entsteht. Unter der Annahme gleicher Signalamplituden beider Iso-
mere bei gleichen Konzentrationen und Anregungsleistungen, ist eine Ermittlung des
Mischungsverhéltnis beider Isomere jedoch durch eine Naherung durchfithrbar: Formal
lasst sich das experimentell bestimmte dichroitische Verhaltnis D.,, zerlegen in zwei Si-
gnalanteile De,, = Fp* D + Zp « 2D, wobei der erste Summand den Signalbeitrag
zu Dy, von E-C314 darstellt und der zweite dem Anteil von Z-C314 entspricht. Es gilt
0<Ep Zp<1und Fp+ Zp=1.In Abbildung 5.5 ist der relative Winkel zwischen 7¢°
und fi.; dargestellt in Abhéingigkeit vom steigenden Signalanteil #p des Z-C314-Isomers.
Der experimentell bestimmte Winkel betrug 61° (414°/ — 12°) und ist in der Graphik
als fehlerbehafteter Punkt eingetragen (b). Er entspricht einem Signalbeitrag von 91%
des E-C314 und 9% des Z-C314. Betrachtet man den 1-o-Fehlerbereich, so konnten aber
0-25% des dichroitischen Verhéltnisses D.,, vom Z-Isomer stammen. Die Bestimmung
des Mischungsverhaltnis beider Isomere des C314 durch die vorgenommene Abschétzung
deckt sich mit dem theoretisch erwarteten Wert eines Z-C314-Anteils von etwa 7%.
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Abbildung 5.5.: Abhéngigkeit des relativen Winkels zwischen dem elektronischen Uber-
gangsdipolmoment und der Schwingungsbande 7£° in Abhéngigkeit vom
steigenden Signalanteil Zp des Z-C314-Isomers. (b) gibt den experimen-
tell ermittelten Wert an mit den Fehlergrenzen (a) bis (c).

5.6. Einfluss einer isomeren Minoritat

Im letzten Abschnitt wurde gezeigt, dass der Anteil des Z-C314 ca. 9% betragt mit
einem Fehlerbereich, der von 0-25% reicht. In diesem Abschnitt wird untersucht, welchen
Einfluss ein in dieser Groflenordnung vorliegendes Z-C314-Isomer auf die Berechnung
der 3D-Orientierung des elektronischen Ubergangsdipolmoments hat. Zu kliren ist, wie
vertrauenswiirdig die Bestimmung des elektronischen UDM bei der Verwendung einer
isomersensitiven Schwingungsbande ist und wie hoch die Abweichung der elektronischen
UDM bei einem Isomerenanteil von bis zu 25% ist.

Zu diesem Zweck wurde die im Abschnitt 5.4 bestimmte 3D-Lage des elektronischen
Ubergangsdipolmoments fiir das C-314 mit einem modifizierten Ansatz neu kalkuliert.
Im Gegensatz zur vorangegangenen Bestimmung, bei der die Schwingungsbanden v{¢, v{
und v§° verwendet wurden, wird diesmal die Bande v£° statt v{¢ benutzt. Aulerdem wird
der relative Winkel der Bande v£° reguliert (die relativen Winkel der Banden v{¢ und v§°
bleiben bestehen), um unterschiedliche Isomeranteile zu simulieren. Es werden dabei drei
Falle vorgestellt, die in Abb. 5.5 entsprechend bezeichnet sind: (a) Es wird ein relativer
Winkel zwischen 7£° und fi, von 49° verwendet, dem unteren Grenzwinkel des 1-o-
Winkelbereiches, der experimentell fiir die Bande v£° bestimmt wurde. Er wiirde einem Z-
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Abbildung 5.6.: Projektionen der Lésungsflichen des elektronischen Ubergangsdipol-
moments von C-314. Verwendete Schwingungsiibergangsdipolmomente:
Epee Bpee und Fre. Der relative Winkel fiir v£° wurde fiir die dufie-
ren Spalten auf 49° bzw. 72° verschoben. Die mittlere Spalte mit 61°

entspricht dem experimentellen Ergebnis fiir v£°.

C314-Anteil von ca. 25% entsprechen. (b) Der experimentell bestimmte wahrscheinlichste
relative Winkel von 61° wird genutzt, ensprechend einem Anteil des Z-C314 von ca. 9%.
(¢) Es wird angenommen es liegt ausschlielich E-C314 vor und der relative Winkel
betragt folglich 72° (gleichwertig zu 108°). In den drei Fallen wird jeweils dergleiche
Fehlerbereich verwendet, d.h. in jedem der drei Félle wird von einer Abweichung nach

oben von 14° und nach unten von 12° ausgegangen, entsprechend des experimentellen
Befunds zu Fall (b).

Der programmierte Algorithmus wurde wie in Abschnitt 3.5 beschrieben verwendet
und ca. 8,12 x 10° Winkelkombinationen nach méglichen Losungen untersucht. Fall (a)
mit 49° ergab ca. 12,5 x 10® mogliche Losungen innerhalb des Fehlerbereiches (der Lo-
sungsflache), der gemessene Fall (b) mit 61° ergab ca. 13,9 x 10® mogliche Losungen
und fiir Fall (¢) mit 72° wurden ca. 18,9 x 10% Losungen ermittelt. Der Losungsbe-
reich fir i, wurde auf die drei kartesischen Koordinatenebenen projiziert (Abbildung
5.6). Die Farbcodierung gibt wieder die Wahrscheinlichkeit der jeweiligen Losung an,
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wobei der hochste Farbwert (dunkelrot) dem wahrscheinlichsten Wert insgesamt, tiber
alle drei Fille, zugeordnet wurde. Er wurde im Fall (b) ermittelt und entspricht erwar-
tungsgeméf auch der wahrscheinlichsten Losung des fi.; angegeben in Abschnitt 5.4. Die
Losungsflache fiir den Fall 72° weist im Zentrum ein Plateau auf. Im Vergleich zu den
Losungsflachen fiir 49° und 61° ist die Wahrscheinlichkeit innerhalb dieses Plateaus viel
geringer und fiy; ist dort viel unschérfer definiert und das obwohl fiir diese Analyse die
meisten Winkelkombinationen eine moégliche Losung innerhalb des 3-o-Bereichs darstell-
ten. Die Losungsflachen fir die Félle (a) und (b) sind einander hingegen dhnlich. Das
Vorliegen eines reinen E-C314-Isomers ist folglich der unwahrscheinlichste Fall und wird
entsprechend ausgeschlossen. Des Weiteren lasst sich, bestédtigend zu den Ergebnissen
des Abschnitts 5.5 aus den Ergebnissen folgern, dass das tatsdchliche Isomerverhaltnis
Z-/E-C314 eher 1/10 denn 1/4 betrégt.

Ein qualitativer Vergleich der Projektionen fiir 49° und 61° mit den Ergebnissen der
Abb. 5.4 zeigt anndhernd gleiche Koordinatenbereiche der Losungsflichen, die Form
der Projektionen fiir 49° und 61° selbst besitzt eine gréfiere Ubereinstimmung mit der
4-Vektor Losung (5.4 (b)) als mit dem 3-Vektor Ergebnis. ji.; 4 basiert wie die Berech-
nungen dieses Abschnitts unter anderem auf 75° im Gegensatz zu [i; 3, das ohne 7g°
bestimmt wurde, wodurch die verdnderte Form der Losungsfliche zu erklaren ist. Die
Berechnungen in Abb. 5.6 wurden zu Gunsten einer kleineren Berechnungszeit mit ei-
ner hoheren Intervallgrofie des Algorithmus durchgefithrt. Die Folge sind weifle Ringe
bzw. Flecken. Die Losungen an diesen Punkten sind sozusagen durch das grobe Raster
,gerutscht®.

Die wahrscheinlichsten Lésungen *%¢fi,; fiir die drei Fille sind in Tabelle 5.4 ange-

X Y 7Z  Winkel mit ®jie 5 in [°]
“aGa  —099 0,11 0,00 0,4
b7, —0,99 0,11 0,01 0
°i, —098 0,18 0,05 5,1

Tabelle 5.4.: Bestimmte wahrscheinlichste 3D-Lagen des elektronischen Ubergangsdipol-
moments von C-314 fiir verschiedene Isomeranteile ((a)-(c): 25%, 9% und
0%) von Z-C314, sowie deren Winkelabweichung bzgl. des exp. Ergebnisses

(b).

geben. Die Vektoren fiir die Félle a) und b) mit 49° respektive 61° unterscheiden sich
praktisch nicht voneinander und liegen um nur 0,4° auseinander. Die Losung fiir den
Fall ¢) mit 72° weicht um 5,1° von experimentellen Fall b) ab. Zu beachten ist aber auch
die wesentliche schlechtere Auspragung eines Maximums in diesem Fall.
Zusammenfassend lédsst sich feststellen, dass eine Variation des Winkels einer Bande
in einem Bereich von insgesamt 49° bis 72° die wahrscheinlichste Richtung des elek-
tronischen UDM /i,; um maximal 5,1° verinderte. Eine bestimmte 3D-Lage des ji¢ ist
gegeniiber solchen Winkelvariationen einer einzelnen Bande ziemlich stabil. Eine Erkla-
rung fiir dieses Verhalten besteht darin, dass zum einen der Fehlerbereich des fi.; nach
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oben begrenzt ist durch die Schwingungsbande mit dem kleinsten Winkelbereich (siehe
Abschnitt 4.7) und zum anderen das ji,; im Wesentlichen bereits durch zwei Vektoren, in
diesem Fall 77 und 7§°, und deren relative Winkel bestimmt ist. Die Losung besteht in
diesem Fall aus maximal zwei Bereichen und ist durch die Wahl der Vektoren fiir beide
[somere nahezu identisch. Ein dritter Vektor wiirde einen Bereich als eindeutige Losung
auswahlen und die Genauigkeit der Losung selbst erhohen, er verdandert aber nicht mehr
stark die wahrscheinlichste 3D-Lage, auch wenn er sensitiv fiir verschiedene Isomere ist.
Jeder weitere Vektor, der zur Bestimmung von i, herangezogen wird, verbessert die
Genauigkeit der Losung weiter, wobei davon auszugehen ist, dass der absolute Gewinn
an Genauigkeit mit jedem weiteren Vektor sinkt.

5.7. Zusammenfassung und Ausblick

Das planare Molekiil C314 wurde als ein Beispielsystem mit zwei isomeren Strukturen
untersucht und dessen elektronisches Ubergangsdipolmoment mit verschiedenen Ansit-
zen bestimmt. Zur eindeutigen Bestimmung der 3D-Lage sind drei relative Winkel des
elektronischen UDM zu abgetasteten Schwingungsbanden notwendig, verschiedene Kom-
binationen von bis zu vier Schwingungsiibergangsdipolmomenten hingegen wurden ver-
wendet. Die Orientierung des elektronischen UDM konnte in allen Variationen reprodu-
ziert werden. Eine Gegeniiberstellung der verschiedenen Losungen sowie die Ergebnisse
der rein theoretischen Berechnungen sind in Tab. B5 enthalten.

Die Bestimmung der Orientierung eines elektronischen UDM mit der vorgestellten
Methode ist erstaunlich robust. Sowohl die Fehlerbereiche als auch die 3D-Lage sind
bereits durch zwei relative Winkel stark eingeschrankt. Ein dritter, vom Isomerverhaltnis
abhédngender Winkel, verandert die Orientierung der Losung max. um ca. 5° bei einer
Variation des Isomerverhéltnisses von 0% bis 25% Z-C314-Anteil und die Einbeziehung
eines vierten Vektors erhoht weiter die Genauigkeit der bestimmten Losung.

Durch Kombination experimenteller Ergebnisse und DFT-Berechnungen der isomeren
Strukturen konnte gezeigt werden, dass C314 nicht ausschlieBlich in der Konformation E-
C314 vorliegt, die Z-C314-Konformation aber nur eine geringe Konzentration aufweisen
kann. Der vorliegende Z-C314-Anteil des C314 in Acetonitril ldsst sich durch Hinzunah-
me der DFT-Berechnungen aus dem experimentell bestimmten Winkel der Schwingungs-
bande v£° bzgl. des elektronischen UDM zu 9% abschitzen und stimmt im Rahmen der
Fehlergrenzen mit dem theoretisch erwarteten Wert von 7% tiberein.

Es wurde demonstriert, dass polarisationsaufgeloste Experimente vorliegende geome-
trische Heterogenitaten der Molekiile nachweisen konnen. Dieser Umstand ist von be-
sonderer Bedeutung beim Verstédndnis der Reaktionsmechanismen biologischer Molekiile,
da sie oft verschiedene Zustinde annehmen kénnen, deren Unterscheidung mit der IR
Absorptionsspektroskopie oft schwierig ist.

Neben den strukturellen Heterogenitéaten lassen sich aber auch Heterogenitéaten der
elektronischen Uberginge und Absorptionsbanden nachweisen. Beide Aspekte werden
im néchsten Kapitel am bakteriellen Phytochrom Agpl behandelt. Dieses Molekiil kann
ebenfalls verschiedene Konformationen annehmen. Die vorliegende Konformation wird
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mittels Femtosekunden polarisationsaufgeloste UV /Vis Pump — IR Probe Spektroskopie
bestimmt und auBerdem zwischen verschiedenen elektronischen Ubergéngen unterschie-
den.
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6. Agrobacterium Phytochrom Agpl -
Heterogenitat der
Absorptionsbanden

6.1. Intention

Das Licht steuert in der Natur eine Vielzahl biologischer Prozesse und Verhaltenswei-
sen, zur Detektion und Verarbeitung des Lichts dienen unter anderem Phytochrome als
lichtempfindliche Schalter [110][116]. Sie wurden erstmalig bei Pflanzen nachgewiesen
[18], sind aber nicht auf photosynthetische Lebewesen beschréankt und kommen auch
bei Pilzen und Bakterien vor [116]. Die Phytochrome selbst lassen sich hinsichtlich ih-
rer Struktur und Funktion in zwei Regionen unterteilen: der N-terminalen Sensorregion,
verantwortlich fiir die photosensorischen Eigenschaften und der C-terminalen Regula-
torregion, die der Weiterleitung des Signals dient. Die Sensorregion enthélt den Chro-
mophor, ein kovalent gebundenes lineares Tetrapyrrol, das zwei stabile Konformationen
die sogenannte P,- und Pg-Form annehmen kann und durch Absorption von Photo-
nen geeigneter Wellenlange reversibel zwischen beiden Zusténden konvertiert wird. Das
Phytochrom des Agrobacteriums tumefaciens (Agpl) [77] besitzt Biliverdin (BV) als
natiirlichen Chromophor einem Vorldufer anderer Chromophore [76], deren Absorpti-
onsmaximum der Q-Banden bei ~ 703 nm (P,-Form) bzw. ~ 760 nm (Pg-Form) liegt.
Eine Anregung der P.-Form eines Chromophors in der Q-Bande fithrt zunéchst zu einer
schnellen Photoisomerisation (/ 5-100 ps [50]) der Doppelbindung C;5=C4 (siche Abb.
6.1) zwischen den Ringen C und D des Tetrapyrrols von 15 Z zu 15 E [3][28][90][113], be-
gleitet durch eine Rotation des Rings D [151]. Die Weiterleitung dieses ,,Signals“ fithrt zu
Verédnderungen der Proteinkonformation und beeinflusst am Ende des Signalnetzwerks
z. B. die Photomorphogenese: das Wachstum und die Entwicklung der Pflanzen [110].
Die tatsichliche Struktur der Chromophore in den beiden stabilen Konformationen
war und ist Gegenstand der Forschung. Kneip et al. [70] und Mroginski et al. [96] schlu-
gen aufgrund eines Vergleiches der Resonanz-Raman-Spektren pflanzlicher Chromophore
mit den theoretisch erwarteten Spektren fiir die P.-Form die Konformation C4=C5 Z,
C9=C10 Z, C15=C16 Z, C5-C6 anti, C10-C11 syn, C14-C15 anti (ZZZasa) vor und
Borucki et al. [12] schlossen wegen der Ahnlichkeit der Resonanz-Raman-Spektren des
Agpl ebenfalls das Vorliegen der Konformation ZZZasa fiir BV. Neuere Untersuchungen
an bakteriellen Phytochromen mittels Rontgen-Kristallographie, Kernspinresonanzspek-
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troskopie (NMR) sowie Absorptionsspektroskopie an sterisch blockiertem BV favorisie-
ren hingegen in P,-Form die Konformation ZZZssa [27][42][57][146][148]. Durch das Ab-
tasten unterschiedlicher Schwingungsbanden bei Anregung des gleichen elektronischen
Ubergangsdipolmoments erméglicht die FS-Pol-PPS eine Unterscheidung zwischen ver-
schiedenen Konformationen. Dies wurde in dieser Arbeit an einem sterisch blockiertem
BV des Agpl durchgefithrt und wird in Abschnitt 6.9 behandelt.

Neben der Struktur der Phytochrome ist auch eine eventuelle Heterogenitat bis heute
nicht umfassend geklart. Eine strukturelle Heterogenitét fithrt zu einer Reihe verschie-
dener Wechselwirkungen zwischen dem Chromophor und der umgebenden Proteintasche
des Phytochroms, was verdnderte spektrale Eigenschaften bewirken kann. Es wird auch
immer noch diskutiert, ob die bi-exponentielle Dynamik [50][123] der Photoisomerisa-
tion der P,-Form und die Schulter in der hochenergetischen Flanke der Q-Bande des
Absorptionsspektrums von Phytochromen (ca. 644 nm bei Agpl) ihren Ursprung in ei-
ner strukturellen Heterogenitiat haben. Spillane et al. [129] zeigten durch die Berechnung
des Absorptionsspektrums eines Cyanobacterium Phytochroms (Cphl) basierend auf der
Analyse von Resonanz-Raman-Messungen, dass sich die Q-Bande incl. der Schulter durch
vibronische Uberginge einer einzelnen Konformation des Cphl in P,-Form simulieren
lasst. Andere Studien demonstrierten hingegen strukturelle Heterogenitéten, beispiels-
weise untersucht durch temperaturabhéingige Absorptionsspektroskopie am Phytochrom
A [121] oder Agpl [103], Resonanz-Raman-Spektroskopie an Kristallen bakterieller Phy-
tochrome [144], Einzel-Molekiil-Fluoreszenz-Emissions-Spektroskopie bei tiefen Tempe-
raturen am Agpl [101] oder NMR-Spektroskopie an Cphl [127].

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Messungen an Agpl durchgefiithrt, um den Ur-
sprung der Schulter in der Q-Bande des Absorptionsspektrums nédher zu beleuchten
(sieche Abschnitt 6.8). Konkret wird darauf eingegangen, ob es sich um eine vibronische
Progression, eine andere Chromophorstruktur oder einen anderen elektronischen Uber-
gang handelt. Zu diesem Zweck, wurde sterisch blockiertes Agpl jeweils im Maximum
der Q-Bande, in der Schulter und in der Soret-Bande angeregt und die Schwingungsban-
den polarisations- und zeitaufgelost abgetastet, wodurch eine Unterscheidung der drei
Varianten moglich wird. Eine Veroffentlichung der Ergebnisse ist derzeit in Bearbeitung
[84].

6.2. Proben und Durchfiihrung

Untersucht wurde das bakterielle Phytochrom des Agrobacteriums tumefaciens mit dem
sterisch blockiertem Chromophor 18-Ethyl-Biliverdin (18-Et-BV). Die Proben wurden
von Inomata et al. und Lamparter et al. zur Verfligung gestellt. Informationen zur
Synthese sind in [47][48] enthalten. Die gebriuchliche Bezeichnung der Proteinproben
ist Agpl-M15 ZZZ-anti 18-Et-BV und wird im Folgenden mit Agpl-15Za abgekiirzt.
Die Konformation der Doppelbindungen von Agpl-15Za war C4=C5 Z, C9=C10 Z,
C15=C16 Z und die der Einzelbindung C14-C15 anti. Abb. 6.1 zeigt den sterisch ge-
lockten Chromophor 18-Et-BV in der Konformation ZZZssa. Eine zuséatzliche Kohlen-
stoffkette (rot) zwischen dem Ring C und D verhindert eine Photokonversion von 15 Z
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Abbildung 6.1.: Konformation des Chromophors 18-Et-BV (schwarz). Die Modifizierung
der Struktur mit der zusétzlichen Kohlenstoffkette (rot) zwischen Ring
C und D blockiert die Z—E Photoisomerisation.

zu 15 E [56][57]. Mit anderen Worten: Der Chromophor ist photostabil und liegt dauer-
haft in P,-Form (ZZZ) vor, er transformiert nicht durch Anregung der Q-Bande, dessen
Maximum bei 713 nm liegt, zur Pg-Form (ZZF).

Agpl-15Za wurde in Losung verwendet. Losungsmittel und Puffer waren schweres
Wasser (D20O) und Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS). Die Konzentration be-
trug etwa 2 mM und die Schichtdicke der Probe 50 pm. Eine hohere Schichtdicke konnte
wegen der starken Absorption der Probe-Pulse im untersuchten Bereich (1640-1750 cm™)
durch das Losungsmittel nicht verwendet werden. Die Probenkammer wurde wéhrend
der Messungen durchgehend mit einem Bewegungsmuster in Form von Lissajousfiguren
bewegt (Siehe Abschnitt 2.6), um Doppelbeleuchtungen desselben Probenvolumens zu
verhindern.

Zur Untersuchung von Agpl-15Za wurden Anregungspulse bei 713 nm, 644 nm sowie
400 nm erzeugt und jeweils verwendet. Tabelle 6.1 enthalt die Durchmesser der Pump-
und Probe-Strahlen im Fokus bzw. im Probenvolumen. Die Anregungsleistung wurde
begrenzt, um eine Sattigung zu vermeiden (Molekiilanregung <6%). Die Schwingungs-
banden im Bereich von 1640-1750 cm™ wurden in drei Etappen polarisationsaufgeldst
abgetastet mit einer spektralen Breite von jeweils 50 cm™ pro Messung. Die Auflo-
sung des Spektrometers betrug 1,5 cm™. Die Experimente wurden mit Pump-Probe-
Pulsverzégerungszeiten von -20 bis 100 ps sowie im erweiterten Zeitbereich von -20 ps
bis 1,2 ns durchgefithrt mit einer minimalen Schrittweite von 50 fs. Die Zeitauflosung
aller Experimente war besser als 400 fs.
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Pump-Wellenlange Pump-Fokus Probe-Fokus Probe-Fokus

in nm H/Vinym H/Vinpgm H/Vin pm
713 270 x 200 160 x 180 230 x 180
644 330 x 370 130 x 200 230 x 200
400 400 x 400 130 x 200 230 x 200

Tabelle 6.1.: Uberblick der Strahldurchmesser (H/V) im Fokus fiir den Pump-Strahl so-
wie den vertikal und horizontal polarisierten Probe-Strahlen jeweils fiir Ex-
perimente mit der Anregungswellenlange 713 nm, 644 nm und 400 nm.

Vor und nach jeder Untersuchung der Proben mittels FS-Pol-PPS wurde jeweils ein
Vis- sowie IR-Absorptionsspektrum aufgezeichnet. Die Eichung des Spektrometers des
FS-Pol-PPS-Aufbaus wurde téglich mit einer Eichmessung eines Polymerfilms iiberprift.
Zur Eichung der zeitlichen Verzogerung der Pump- sowie Probe-Pulse wurden Messungen
an einem Germaniumpléttchen durchgefiihrt und der Nullpunkt entsprechend gesetzt.

Alle Messungen wurden bei Raumtemperatur ca. 23 °C durchgefiihrt. Die Luftfeuchtig-
keit im Labor betrug iiblicherweise 10% und war <5% innerhalb des verdeckten Messauf-
baus auf dem optischen Tisch.

Untersuchungen an nattirlichem Agpl Wildtyp in P,-Form wurden ebenfalls durchge-
fithrt. Die Proben wurden von Lamparter et al. zur Verfliigung gestellt und als Losungs-
mittel diente wieder D,O. Agpl Wildtyp wurde in der hochenergetischen Flanke des
Maximums der Q-Banden angeregt bei 680 nm. Durchgehende Hintergrundbeleuchtung
der Proben mit Licht oberhalb der Wellenldnge von 760 nm wurde zur Unterdriickung
der Pg-Form verwendet. Alle {ibrigen Parameter der Experimente entsprachen denen
der Messungen an Agpl-15Za.

6.3. Absorptionsspektrum von Agpl-15Za

Die Q-Banden des natiirlichen BV in P,-Form besitzen zwei charakteristische Absorp-
tionen, das Maximum liegt bei =703 nm und in der hochenergetischen Flanke dieser
Bande liegt die zweite Absorption bei ~644 nm [12][77]. Das Absorptionsspektrum des
BV zeigt bis zu einer kritischen Temperatur im sichtbaren Spektralbereich eine reversi-
ble Temperaturabhangigkeit. Die Position der Banden bleibt dabei unverédndert, jedoch
steigt die Absorption in der Soret-Bande wohingegen sie im Maximum der Q-Bande mit
steigender Temperatur féllt. Die Absorption in der Schulter (644 nm) nimmt aber im Ge-
gensatz dazu nur gering ab [103]. Eine Temperaturabhangigkeit wurde nicht beobachtet
bei gleichartigen Messungen an Agpl-15Za [103].

Abb. 6.2 zeigt exemplarisch ein gemessenes Absorptionsspektrum von Agpl-15Za so-
wie die Pump-Profile. Angeregt wurden die beiden Q-Banden im jeweiligen Maximum
bei 713 nm und 644 nm sowie die Soret-Bande bei 400 nm. Spektrale Veranderungen
der Absorptionsbanden durch die Anregung der Proben wurden nicht beobachtet.

Das Absorptionsmaximum der Q-Banden (713 nm) des sterisch blockierten Agp1l-15Za
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Abbildung 6.2.: Absorptionsspektrum von Agpl-M15 ZZZ-anti 18-Et-BV (Agpl-15Za,
schwarz), Pump-Profile mit Maxima bei 713 nm (rot), 644 nm (griin)
und 400 nm (blau).

ist gegentiber dem des natiirlichen (ungeblockten) BV-Agpl um ca. 10 nm zu hoheren
Wellenldngen verschoben wohingegen die Position der zweiten Absorptionsbande (644
nm) nahezu unveréndert bleibt [56], der Abstand der beiden Banden zueinander steigt
und das Amplitudenverhéltnis ebenfalls zu Gunsten des Absorptionsmaximums bei 713
nm [56]. Die Ursache dieser spektralen Verdanderung ist nicht bekannt.

Das unterschiedliche Verhalten beider Q-Banden durch die Verdnderung der Tempe-
ratur sowie die inhomogene spektrale Verschiebung der Banden durch Modifizierung des
Chromophors deuten auf eine Heterogenitiat der P,-Form des BV hin. Der Abstand der
beiden Absorptionsbanden des Agpl-15Za mit ~1500 cm™ liegt aber auch im moglichen
Bereich fiir eine vibronische Progression des Maximums der Q-Bande und das Absorpti-
onsspektrum lasst sich auch auf diese Weise interpretieren [129]. Polarisationsaufgeloste
Messungen wurden durchgefithrt, um die Herkunft beider Q-Banden zu untersuchen.
Die Bestimmung des relativen Winkels zwischen dem jeweils angeregten elektronischen
Ubergangsdipolmoment und dem abgetasteten Schwingungsiibergangsdipolmoment lie-
fern dafiir weitere niitzliche Informationen zur Klarung dieses Sachverhalts.

6.4. Anregung bei 713 nm: Transiente Signale

Abb. 6.3 zeigt polarisationsaufgeloste transiente Signale der abgetasteten Carbonyl-
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Abbildung 6.3.: Polarisationsaufgeloste transiente Signale von Agpl-15Za, parallel
(schwarzes stehendes Dreieck), senkrecht (rotes hangendes Dreieck). Da-
ten bi-exponentiell simuliert: 7y = 5,5 und 7 = 540 ps (durchgezogene
Linie). Anregungswellenlange: 713nm.
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schwingungen des Agpl-15Za (Pump-Wellenlange 713 nm). Die positiven Signale bei
1684 und 1688 cm™ reprisentieren C19g=0 Streckschwingungen im elektronisch angereg-
ten Zustand und die negativen Signale bei 1698 cm™ die zugehoérigen Schwingungen im
Grundzustand. Das dichroitische Verhaltnis D ist von dhnlicher Grofle und stiitzt diese
Zuordnung (siche Abschnitt 6.7). Messungen an natiirlichem Agpl (siehe Abschnitt 6.10)
ergaben analoge Bandenpositionen. Untersuchungen an natiirlichem Agpl gelst in H,O
ergaben demgegeniiber jedoch blauverschobene Absorptionen der C19=0 Streckschwin-
gungen zu 1698 bzw. 1712 cm™ im elektronisch angeregten Zustand bzw. Grundzustand
[123], eine Blauverschiebung in dieser Grofienordnung ist durch die Verwendung von HyO
statt DoO zu erwarten. FTIR Spektroskopie an Phycocyanobilin (PCB) und Phytochro-
mobilin (P®B) bestimmten die Position der C;9=0 Streckschwingung im Grundzustand
zu 1696 bis 1704 cm™ [30][139], zeitaufgeloste IR-Spektroskopie am Phytochrom Cphl
ergab hingegen 1716 cm™ [140].

Die Signale bei 1712 und 1725 cm™ in Abb. 6.3 d) und e) werden C;=0 Streck-
schwingungen im elektronisch angeregten bzw. im Grundzustand zugeordnet. Die C;=0
Streckschwingung wurde in [123] nicht aufgelést und die Position bei strukturell dhnli-
chen Chromophoren wurde zu 1720 bis 1736 cm™ bestimmt [30][139][140].

Das dichroitische Verhéltnis D der C;=0 Bleichbande bei 1725 c¢cm™ unterscheidet
sich deutlich zum dichroitische Verhaltnis D der Cy9=0 Bleichbande bei 1698 cm™.
Sie verhalten sich nahezu invers zueinander. Das anomale dichroitische Verhéaltnis D <
0 bei 1712 cm™ entsteht durch eine Superposition mit den Signalen zu kleineren und
hoheren Wellenzahlen. Zu erwarten wéren positive parallele und senkrechte Signale*,
deren Verhéltnis in etwa dem bei 1725 cm™ entspricht. Die starke negative parallele
Bande bei 1698 cm™ bewirkt jedoch ein insgesamt negatives paralleles Signal bei 1712
cm™t.

Alle dargestellten Signale zeigen ein anndhernd mono-exponentielles Zeitverhalten mit
einer Zeitkonstanten 7 > 100 ps mit Ausnahme des parallelen Signals bei 1688 cm™ in
Abb. 6.3 b), dass eine weitere Dynamik im Bereich weniger ps aufzeigt. Zur Bestimmung
der Dynamik wurden deshalb die starksten Signale der durchgefiihrten Messungen von
-20 ps bis 1,2 ns verwendet und im Bereich von 350 fs bis 1,2 ns analysiert (nicht
gezeigt), um die lange Zeitkonstante genauer bestimmen zu kénnen. Die beste Anpassung
wurde fiir eine bi-exponentielle Simulation mit 7 = 5,5 und 7 = 540 ps erzielt. Eine
Hinzunahme einer dritten Zeitkonstante verbesserte die Anpassung nicht signifikant.
Abb. 6.4 zeigt den 2D-Fehlerbereich, ermittelt mit ExSeAn. Die dargestellten Punkte
kennzeichnen dabei die 71 /7o-Parameterpaare an der Grenze des 1-o-Fehlerbereichs. Der
Fehlerbereich von 71 reicht von ca. 4 bis 8 ps und der von 75 von ca. 510 bis 570 ps.
Der einzelne Punkt im Zentrum gibt die Kombination mit dem geringsten x? an. Eine
globale bi-exponentielle Simulation der transienten Signale der Messungen im Bereich
von -20 bis 100 ps mit 7, = 5,5 und 7 = 540 ps erzielt ebenfalls die beste Anpassung
(sieche Abb. 6.3).

Schuhmann et al. ermittelten bei der Photoreaktion von nattirlichem Agpl in P,-Form
eine tri-exponentielle Dynamik (siehe auch Abschnitt 6.10) mit zwei Zeitkonstanten dhn-

*Polarisation der Probe-Pulse parallel bzw. senkrecht zur Polarisation der Pump-Pulse.
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Abbildung 6.4.: 1-o-Fehlerbereich fiir die bi-exponentielle Simulation der polarisations-
aufgelosten transienten Signale mit dem besten Signal- zu Rauschver-
héltnis, ermittelt mit ExSeAn. Optimaler Wert durch Punkt innerhalb
der Flache angegeben.

lich zu 7. Sie betrugen 2,0 und 4,3 ps (die dritte 46,8 ps) [123]. Sie waren starkste
Komponenten der bestimmten Dynamik, 71 zeigt in meinem Fall bei Agpl-15Za jedoch
nur einen Anteil von etwa 10% zur Amplitude. Da Agpl-15Za durch die zusétzliche
Verbindung zwischen Ring C und D keine Photoreaktion zeigt, wird 7; einem Relaxa-
tionsprozess zugeordnet (mehr dazu im Abschnitt 6.6 und 6.7) ibereinstimmend mit
Untersuchungen an Bacteriophytochrom (4 ps) [137] und Cphl (3 ps) [140] . 75 wird der
Fluoreszenzlebensdauer zugewiesen.

Bei Untersuchungen am Chromophor Phycoerythrobilin (PEB) des Cphl, das eben-
falls keine Photoisomerisation zeigt, wurde 7 nicht beobachtet [50] und 7 liegt im
Bereich von 0,7 bis 2 ns. Die niedrigere Fluoreszenzlebensdauer des Agpl-15Za steht in
Ubereinstimmung mit einer geringeren Quantenausbeute gegeniiber PEB-Cphl [153].

6.5. Anregung bei 644 nm: Transiente Signale

Abb. 6.5 zeigt polarisationsaufgeloste transiente Signale der abgetasteten Carbonyl-
schwingungen des Agpl-15Za bei einer Anregung mit Pulsen der Wellenldnge 644 nm.
Die Zuordnung der Transienten erfolgt analog zum vorangegangenen Abschnitt: Die
positiven Signale bei 1684 und 1688 cm™ entstehen durch C;9=0 Streckschwingungen
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Abbildung 6.5.: Polarisationsaufgeloste transiente Signale von Agpl-15Za, parallel
(schwarzes stehendes Dreieck), senkrecht (rotes hangendes Dreieck). Da-
ten bi-exponentiell simuliert: 73 = 5,5 und 75 = 540 ps (durchgezogene
Linie). Anregungswellenlange: 644 nm.
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im elektronisch angeregten Zustand und die negativen Signale bei 1698 cm™ durch die
zugehorigen Schwingungen im Grundzustand. Bei 1712 cm™ liegen C;=0 Streckschwin-
gungen im elektronisch angeregten Zustand vor, die durch eine Uberlagerung mit der
Bleichbande der C19=0 Streckschwingungen eine insgesamt negative Absorptionsédnde-
rung zeigen.

Die Amplituden der Signale sind gegeniiber denen, der Anregung mit 713 nm Pump-
Pulsen etwa drei mal kleiner, bedingt durch die geringere Absorption des Agpl-15Za
in der Schulter der Q-Bande, die Form und das Zeitverhalten sind aber &hnlich. Die
Daten wurden bi-exponentiell simuliert mit den Zeitkonstanten 7, = 5,5 und 7 =
540 ps (durchgezogene Linien), ermittelt durch Analyse der Messungen mit 713 nm
Anregungswellenldnge. Der Parametersatz mit der besten Anpassung der Daten (1, =
4,6 und 15 = 540 ps, nicht gezeigt) unterscheidet sich praktisch nicht davon.

Vergleichend mit Abb. 6.3 stellt man in Abb. 6.5 ein grofleres dichroitisches Verhéltnis
D fest. Aulerdem zeichnet sich die kurze Zeitkonstante bei 1688 cm™ deutlicher ab, der
Anteil von 7 an der Amplitude betragt 14% gegeniiber 10% bei 713 nm Anregung.

6.6. Anregung bei 400 nm: Transiente Signale

Abb. 6.6 zeigt polarisationsaufgeloste transiente Signale der abgetasteten Carbonyl-
schwingungen des Agpl-15Za bei einer Anregung mit der Pump-Wellenldnge 400 nm.
Diese Daten wurden ebenfalls bi-exponentiell mit = 5,5 und m = 540 ps simuliert
(durchgezogene Linie). Man erkennt aber eine Abweichung der Anpassung bei grofien
Verzogerungszeiten (Abb. 6.6 ¢)). Die optimale Anpassung ergab 71 = 4,4 ps und
79 = 1,2 ns, wobei der 1-o-Fehlerbereich in diesem Fall von 4 bis 8 ps fiir 7y und von 0,5
bis 2,0 ns fiir 75 reicht und die dargestellte Simulation enthélt. Der groflere Fehlerbereich
gegeniiber der Analyse in Abschnitt 6.4 ergibt sich durch die geringere Signalstarke bzw.
dem schlechteren Signal- zu Rauschverhéltnis sowie der kiirzeren Verzogerungszeiten
(100 ps gegeniiber 1,2 ns).

Deutlich zu erkennen ist in Abb. 6.6 b) eine starkere Amplitude der kiirzeren Zeit-
konstante 71 deren Anteil 33% betriagt (Vergleich: 14% bzw. 10% bei 644 bzw. 713 nm
Anregung). Diese Erhohung kénnte Folge der hoheren Anregungsenergie sein. Je mehr
Energie im Chromophor deponiert wird, desto stiarker sollten die Signale der Relaxati-
onsprozesse werden. Das stiarkste zu erwartende Signal sollte bei Anregung mit 400 nm
detektiert werden, da die Soret-Bande von Agpl-15Za dort absorbiert und eine Anre-
gung dieser Bande zu elektronischen Ubergingen zu héheren Niveaus fithrt (Sg — Sy
mit x>2). Eine weitere Untersuchung des Ursprungs der Zeitkonstanten 71 erfolgt im
nachsten Abschnitt.

Zu beachten sind ebenfalls die deutlichen Unterschiede der dichroitischen Verhalt-
nisse D gegeniiber denen in Abb. 6.3 und 6.5. Die senkrechten Signalanteile sind durch
Anregung bei 400 nm starker als die parallelen im Gegensatz zur Anregung des Chromo-
phors bei 713 oder 644 nm. Bei allen Anregungsexperimenten wurden jeweils die gleichen
Schwingungsiiberginge abgetastet. Die beobachtete Verdnderung des dichroitischen Ver-
héaltnisses D geht demnach mit einer grofen Winkeldnderung iiber den magischen Winkel
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Abbildung 6.6.: Polarisationsaufgeloste transiente Signale von Agpl-15Za, parallel
(schwarzes stehendes Dreieck), senkrecht (rotes hangendes Dreieck). Da-
ten bi-exponentiell simuliert: 73 = 5,5 und 75 = 540 ps (durchgezogene
Linie). Anregungswellenlange: 400 nm.
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von 54,7° einher. Demzufolge miissen die Orientierungen der elektronischen Ubergangs-
dipolmomente der Q- und Soret-Banden drastisch voneinander abweichen. Die relativen
Winkel, die dies quantitativ belegen werden im néchsten Abschnitt ermittelt.

6.7. Zerfallsassoziierte Spektren und relative Winkel

Zerfallsassoziierte Spektren

Mit Hilfe der globalen Simulationen aller Daten mit 7 = 5,5 und 7 = 540 ps lassen
sich die zerfallsassoziierten Spektren (DAS) konstruieren. Sie stellen die Spektren zum
Zeitnullpunkt dar und sind durch die Vorfaktoren der Exponentialfunktionen gegeben.
Abb. 6.7 b)-d) zeigt die DAS der beiden Zeitkonstanten 71 (leeres Symbol) und 7 (vol-
les Symbol) fiir die jeweils verwendete Anregungswellenldange 713, 644 und 400 nm. Die
DAS wurden jeweils auf das Minimum der parallelen Bleichbande der C19=0 Streckmo-
de normiert. Der spektrale Bereich von 1721 bis 1742 cm™ wurde bei den Messungen der
Pump-Wellenldnge von 644 und 400 nm nicht aufgelost und weitergehend untersucht.
Man erkennt in allen DAS einen vertikalen Versatz der Datenpunkte bei bestimmten
spektralen Positionen z. B. bei 1676, 1685, 1696 und 1701 cm™, die auf Wasserdampf-
absorptionen zurtickzufiihren sind (siche differenziertes HoO-Spektrum in Abb. 6.7 a)).
Die Tatsache, das Absorptionsbanden des Wassers die Messungen bei <5% Luftfeuchte
beeinflussen, demonstriert wie klein die gemessenen Signale der polarisationsaufgelosten
Experimente waren. Die Molekiilanregung muss unterhalb von 10% bleiben [141][143],
um Sattigungseffekte der Photoselektion zu vermeiden. Die Anregungsleistung wurde
deswegen reduziert. Ferner ldsst sich Agpl-15Za nicht beliebig hoch konzentrieren, um
groflere Signalamplituden zu erreichen.

Die DAS der m-Komponenten unterscheiden sich kaum in ihrer Form untereinander
sowie im Vergleich zu gemessenen Differenzspektren (Abb. 6.8). Man erkennt zwei posi-
tive Banden bei ca. 1684 und 1712 cm™ sowie zwei negative Signale bei 1698 und 1725
em™. 7 = 540 ps stellt die Lebensdauer der angeregten Zustinde dar. Die negativen
Banden bei 1698 und 1725 cm™ sind die Bleichsignale der beiden Carbonylstreckmo-
den am Ring D bzw. Ring A, d.h. sie entstehen durch Entvolkerung der entsprechenden
Schwingungszustande im Grundzustand Sy. Die positiven Banden bei 1684 und 1712
cm! reprisentieren die analogen Uberginge im angeregten Zustand S;, die bevélkert
werden und deswegen ein positives Signal aufweisen. Die vier Banden lassen sich durch
vier Lorentzprofile simulieren (durchgezogene Linien). Die Position und Breite der ver-
wendeten Lorentzprofile sowie deren Toleranzbereiche sind in Tabelle 6.2 angegeben. Die
Fehlerbereiche wurden durch ExSeAn ermittelt.

Die DAS der 7-Komponenten zeigen nur unterhalb von ca. 1694 cm™ wesentliche
Beitrage. Die Amplitude steigt mit zunehmender Pump-Frequenz und ist bei Anregung
mit 400 nm Pump-Licht am starksten (Abb. 6.7 d)). Unterhalb von 1680 cm™ zeigen
die DAS ein positives Signal, was auf ein dort schwindendes Signal hindeutet; zwischen
1684 und 1694 cm™ gibt es eine negative Amplitude (Minimum bei 1688 cm™, FWHM:
7 cm™!), entsprechend eines ansteigenden Signals. Dieses Verhalten ldsst sich als Kiih-
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Abbildung 6.7.: a) Differenziertes Absorptionsspektrum von HyO. b)-d) Zerfallsassoziier-
te Spektren (t=0) jeweils fur 7 = 5,5 ps (leeres Symbol) und 7 = 540
ps (volles Symbol), parallel (Kreis, schwarz), senkrecht (Dreieck, rot).
T1-Spektren mit einem und 7,-Spektren mit vier Lorentzprofilen simu-
liert (durchgezogene Linien).
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Schwingung C19=0 C1o=0 C,=0 C,=0

Zustand St So St So
Position
Best 1683,3 1697,2 1712.,3 1724.0
l-o 1683,1 - 1683,7 1696,8 - 1697,4 1705,5 - 1716,5 1723,1 - 17254
2-0 1682,7 - 1684,0 1696.,5 - 1697,7 1696,0 - 1719,5 1721,9 - 1726,8
3-0 1682,6 - 1684,1 1696,3 - 1697,9 1694,4 - 1720,5 1721,4 - 1727.,6
FWHM
Best 17,5 16,6 37 14
1-0 16,3 - 18,9 15,1 - 18,1 27 - 45 10 - 19
2-0 15,2 - 20,4 13,8 - 20,2 14 - 56 6 - 26
3-0 14,8 - 21,2 13,3 - 22,2 11 - 63 5-30

Tabelle 6.2.: Position und Breite der abgetasteten Schwingungsbanden, ermittelt durch
Simulation der zerfallsassoziierten Spektren mit vier Lorentzprofilen sowie
ExSeAn. Angegeben ist jeweils der Bestwert mit minimalem y? sowie die
1- bis 3-o-Fehlerbereiche. Alle Angaben in cm™.

lungsprozess lokalisiert am Ring D, an der C;9=0 Streckschwingung im angeregten
Zustand, interpretieren. Unterstiitzt wird dies durch die dichroitischen Verhaltnisse D
der 7-Komponenten, welche dem Verhaltnis der C19=0 Bande im angeregten Zustand
entsprechen.

Dieser Zusammenhang ist auch den eigentlichen Absorptionsédnderungsspektren zu
entnehmen. Abb. 6.8 zeigt Spektren angeregt bei 713, 644 bzw. 400 nm bei verschiedenen
Verzogerungszeiten. Gut zu erkennen sind wieder die kleinen Einbriiche hervorgerufen
durch Wasserabsorptionen. Die Form aller Spektren ist sehr &hnlich und entspricht denen
der 7-Komponenten. Abb. 6.8 ¢) zeigt analog zu den 7-Komponenten ein Sinken des
Signals unterhalb von 1680 cm™ mit steigender Verzogerungszeit und gleichzeitig ein
Ansteigen bei ca. 1688 cm™. Insgesamt fiihrt dies zu einer Blauverschiebung der C19=0
Bande im angeregten Zustand durch den Kiihlungsprozess mit 71 = 5,5 ps. Im Bereich
von ca. 1700 bis 1716 cm™ gibt es in Abb. 6.7 d) und 6.8 ¢) Anzeichen fiir einen analogen
Prozess am Ring A, der C;=0 Streckschwingung, man beachte das positive Signal der
7i-Komponenten in diesem Bereich.

Spektrale Verschiebungen oder Verdnderungen, die iiber den Kiihlprozess hinaus ge-
hen, wie beispielsweise entstehende Banden, wurden nicht beobachtet. Es gibt infolge-
dessen keine Anzeichen fiir einen Energietransfer via Proton-Transfer im untersuchten
Bereich von 1670 bis 1740 cm™ fiir Agpl-15Za [137][153]. Des Weiteren ist durch die
zusétzliche Verbindung zwischen Ring C und D der Chromophor nicht mehr in der La-
ge eine Photoisomerisation zu zeigen und iiber diesen Weg Energie zu transferieren.
Der Energieiiberschuss der sich dadurch, insbesondere bei Anregung mit Pulsen héherer
Wellenzahlen bzw. Frequenzen, aufbaut, wird im ersten Schritt iber Schwingungen des
Chromophors sowie gekoppelter Schwingungen des Proteins umverteilt. Diese Relaxa-
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Abbildung 6.8.: a)-c) parallele Spektren von Agpl-15Za, angeregt bei 713, 644 und 400
nm, fiir verschiedene Verzogerungszeiten zwischen Pump- und Probe-
Puls. Minimum der 400 fs Spektren jeweils auf -1 gesetzt, andere Spek-

tren entsprechend skaliert.
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tion verlduft in erster Linie iiber den angeregten Zustand der Carbonylschwingung am
Ring D, tbereinstimmend mit [137][153]. Inwieweit die Carbonylschwingung am Ring
A an den Relaxationsprozessen beteiligt ist, vor allem im Vergleich zwischen nattirlich
vorkommenden Agpl und Agpl-15Za, bleibt eine interessante Fragestellung.

Relative Winkel

Die Simulation der DAS der m-Komponenten erméglicht das zerlegen der Spektren in die
einzelnen Banden und damit die Berechnung der tatséchlichen dichroitischen Verhéaltnis-
se bzw. relativen Winkel ohne Beeinflussung durch benachbarte Banden. Dazu wurden
die DAS (Abb. 6.7) mit den in Tab. 6.2 angegebenen Positionen und FWHW der vier
Lorentzprofile simuliert. Die ebenfalls mit ExSeAn ermittelten Amplituden ergeben mit
den Gleichungen 3.9, 3.10 und 3.16 bis 3.19 die relativen Winkel der angeregten elektro-
nischen Ubergangsdipolmomente beziiglich der abgetasteten Ubergangsdipolmomente
der Streckschwingungen C;9=0 bzw. C;=0 jeweils im elektronisch angeregten Zustand
S; und dem Grundzustand Sy (siehe Tab. 6.3). Abhéngig von der Anregungswellenlénge

Anregungswellenlinge 713 nm 644 nm 400 nm 713 nm

Schwingung Clgzo Clgzo Clgzo C1:O

relativer Winkel (S;)

Best 36,3 20,2 67,4 73,3

l-o 342-383 153-249 648-70.2 64,9-90

%0 31.9-404 53-290 62,0-73,6 57,8-90

3-0 30,1-421 0,0-32,1 599-76,6 52,7-90
relativer Winkel (Sy)

Best 40,3 28,6 63,4 90

l-o 38.6-422 237-322 60,8-655 70,9 - 90

%0 36,6-43,9 188-364 532-685 56,2-90

3-0 35,1-454 129-39,6 56,3-70,7 46,8-90

Tabelle 6.3.: Vergleich der relativen Winkel zwischen den angeregten elektronischen
Ubergangsdipolmomenten und den Ubergangsdipolmomenten der C;o=0
Streckschwingung bei 1697 cm™ bzw. der C;=0 Streckschwingung bei 1724
cm™ (im Zustand S; sowie Sy). Angegeben ist jeweils der Bestwert mit mi-
nimalem y? sowie die 1- bis 3-o-Fehlerbereiche. Alle Winkelangaben in °.

bzw. der abgetasteten Schwingungsbande unterscheiden sich die relativen Winkel gravie-
rend. Die 1-o-Fehlerbereiche iiberlappen nicht bei gleicher Abtast- oder Anregungswel-
lenldnge. Im Vergleich der Ergebnisse im angeregten Zustand bzgl. des Grundzustands
zeigt sich eine groSere Ahnlichkeit mit meist tiberlappenden 1-o-Fehlerbereichen, ein
weiterer Beleg fiir die Bandenzuordnung der vorangegangenen Abschnitte.

Grofle Winkelunterschiede offenbaren strukturelle Unterschiede oder verschiedene elek-
tronische Ubergangsdipolmomente. Betrachtet man die Ergebnisse der Anregungswellen-
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ldnge 713 nm, so ergaben sich relative Winkel von (40 £ 2)° und 90° (mit Fehlerbereich
von 71° — 90°) zwischen dem elektronischen Ubergangsdipolmoment und dem Schwin-
gungsiibergangsdipolmomenten der Carbonylschwingungen am Ring D respektive am
Ring A. Diese deutliche Abweichung ermdglicht die Uberpriifung der Chromophorstruk-
tur im Grundzustand und erfolgt im Abschnitt 6.9. Ein Vergleich der Abtastung der
Carbonylschwingungen des Ring D mit einer Anregung im Maximum der Q-Bande bei
713 nm sowie in der Soret-Bande bei 400 nm bestatigt, wie zu erwarten, die unterschied-
liche Natur der elektronischen Uberginge mit Sq — S; fiir Absorption innerhalb der
Q-Bande und Sy — Sy mit x>2 fiir die Soret-Bande. Interessanterweise ergeben sich
aber bei Abtastung der Carbonylschwingungen des Ring D und Anregung im Maximum
der Q-Bande bei 713 nm bzw. in der Schulter der Bande bei 644 nm ebenfalls unter-
schiedliche relative Winkel von (40 + 2)° bzw. 29° (mit Fehlerbereich von 24° — 32°).
Dieser Umstand wird im folgenden Abschnitt weiter untersucht.

6.8. Heterogenitit der Q-Bande

Mit FS-Pol-PPS lisst sich die Existenz verschiedener elektronischer Ubergangsdipolmo-
mente des Agpl-15Za im Maximum der Q-Bande bei 713 nm und in der Schulter bei 644
nm untersuchen. Spillane et al. [129] demonstrierten am Cphl, dass in der Schulter der
Q-Bande eine starke vibronische Progression zu erwarten ist, aber auch die Moglichkeiten
einer anderen Chromophorstruktur [101][121][127][144] oder gar eines anderen elektro-
nischen Ubergangs wiren denkbar. Wenn die Schulter ausschlieSlich durch eine starke
vibronische Progression zustande kommen sollte, so wéren die dichroitischen Verhéltnisse
einer abgetasteten Bande bei Anregung im Maximum bzw. in der Schulter identisch, dies
liegt daran, dass die Orientierungen der Ubergangsdipolmomente der niedrigen Schwin-
gungsniveaus in harmonischer Naherung gleich sind. Die relativen Winkel zwischen dem
abgetasteten Schwingungsiibergangsdipolmoment und dem elektronischen Ubergangsdi-
polmoment sollten demnach gleich sein. Wie in den Abb. 6.3, 6.5 und 6.7 ersichtlich, ist
genau dies nicht der Fall. Die Abb. 6.9 und 6.10 zeigen zum besseren Vergleich die paral-
lelen und senkrechten Signale der C19=0 Streckschwingung im elektronisch angeregten
Zustand S; bzw. im Grundzustand Sy bei Anregung mit 713 bzw. 644 nm Pump-Pulsen.
Die Signale wurden auf gleiche parallele Signalstarke skaliert. Es ist offensichtlich, dass
die senkrechten Signale innerhalb der einfachen Streuung der Datenpunkte keinen Uber-
lapp zeigen. Dichroitische Verhéaltnisse und relative Winkel unterscheiden sich deutlich.
Im letzten Abschnitt wurden die zugehorigen relativen Winkel (Tab. 6.3) bestimmt zu
(36 £ 2)° (713 nm) bzw. (20 + 5)° (644 nm) im elektronisch angeregten Zustand und
(40+2)° (713 nm) bzw. 29° mit Fehlerbereich von 24° — 32° (644 nm) im Grundzustand.

Demzufolge kann die Schulter nicht alleine durch vibronische Progression eines einzel-
nen elektronischen Ubergangs von Sy — S; erklirt werden. Ferner wird ausgeschlossen,
dass der elektronische Ubergang bei 644 nm der Syp — S; Ubergang eines ungebunde-
nen Chromophors bzw. eines Chromophors mit anderer Konformation ist. Dies wiirde
sich in Emissions-, Anregungsspektren bemerkbar machen und wurde nicht beobachtet
[153]. Deshalb ist davon auszugehen, dass der elektronische Ubergang bei 644 nm den
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Abbildung 6.9.: Vergleich polarisationsaufgeloster transienter Signale fiir die Anregung
bei 713 nm (Quadrate) bzw. 644 nm (Kreise), parallel (leeres Symbol),
senkrecht (volles Symbol). Signale bi-exponentiell simuliert: 7, = 5,5
ps, T2 = 540 ps (durchgezogene Linie) und auf die simulierten parallelen
Maxima normiert.
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Abbildung 6.10.: Vergleich polarisationsaufgeldster transienter Signale fiir die Anregung
bei 713 nm (Quadrate) bzw. 644 nm (Kreise), parallel (leeres Symbol),
senkrecht (volles Symbol). Signale bi-exponentiell simuliert: 7 = 5,5

ps, 72 = 540 ps (durchgezogene Linie) und auf die simulierten parallelen
Minima ,normiert*.
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Ubergang Sy — S, von Agpl-15Za reprisentiert, der sich in seiner Orientierung vom
Ubergang Sy — S; bei 713 nm unterscheidet.

Es ist denkbar, dass der elektronische Ubergang bei 713 nm bis hin zur Schulter der
Q-Bande bei 644 nm nichtverschwindende Beitrage hat (z. B. vibronische Progression).
Eine alleinige Anregung des Sy — S, Ubergangs bei 644 nm wire in diesem Fall nicht
moglich, es wiirden sowohl der Ubergang Sy — Ss als auch Sy — S; zu unterschiedlichen
Anteilen angeregt werden. Im Folgenden wird anhand der Messergebnisse naherungs-
weise ermittelt, wie gro8 der Anteil des Sy — Sy Ubergangs mindestens sein muss bei
Anregung der Q-Bande mit 644 nm Pulsen:

Betrachtet man die wahrscheinlichsten relativen Winkel zwischen dem angeregten
elektronischen UDM und dem UDM der C9=0 Streckschwingung bei 1697 cm™ im
Grundzustand, so ergeben sich die experimentell ermittelten dichroitischen Verhéltnisse
zu Dg¥s = 1,53 (entspricht 40°) und Dg;, = 2,07 (entspricht 29°) fir die Anregungs-
wellenldngen 713 und 644 nm. Geht man davon aus, die Q-Banden bei 713 bzw. 644
nm wiirden nur durch die Beitrdge der Uberginge So — S; und Sy — S, reprisentiert,
sowie deren Progressionen, so setzen sich die experimentell ermittelten dichroitischen
Verhéltnisse Dg+y5 und DG, ndherungsweise zusammen aus

exp. _ Q@713 theo. Q@713 theo.

Darns = Psosse - Dsossa + Pso—st - Dsosst (6.1)
exp. _ Q@644 theo. @644 theo.

Dagss = Psoss2 - Dsoasa + Psosst - Dsosst (6~2)

oder anders gesagt iiberlagern sich die Absorptionsbanden beider Uberginge sowohl
bei 713 als auch bei 644 nm zu unterschiedlichen Anteilen. Die dichroitischen Verhéalt-
nisse D¢ symbolisieren die zu den Ubergéngen gehorenden theoretischen Werte und
P93 bzw. p@%4* deren Absorptionsbandenanteile bei 713 bzw. 644 nm. Die theoretisch
erwarteten dichroitischen Verhaltnisse D¢ sind nicht bekannt. Es ist aber davon aus-
zugehen, dass der Einfluss des Ubergangs Sq — S, im Maximum der Q-Bande bei 713
nm verschwindend gering sein wird, d. h. es gilt:

Q713 Q713
Psoss1 > Psoss2 (
exrp. _ theo.
D@713 - DSO—>SI‘ (64)

Mit pgotle, + pSots, = 1 ldsst sich der Signalanteil pgits, der Anregung bei 644 nm

ermitteln zu:

exp. exp.
Q644 _ ‘D@644 — ‘D@713 (6 5)
Pso—s2 = Dtheo_ _ Dezp, . .
S0—S52 Q713

Variiert man nun das unbekannte dichroitische Verhéltnis D%, innerhalb des Defi-

nitionsbereiches von 0,5 bis 3, so ergeben sich nur zulassige Losungen im Bereich von
Diheo-o, = 2,07 — 3. Demzufolge hat der Ubergang Sy — Sy bei 644 nm einen Anteil
(pSe*,) von 37 bis 100% und der Restanteil des Sy — S; Ubergangs liegt zwischen
0 und 63%. Die Orientierung des elektronischen UDM des Ubergangs Sy — S, sollte
demnach einen relativen Winkel von 0° bis 29° gegeniiber dem Ubergangsdipolmoment
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der Streckschwingung des C19=0 im Grundzustand besitzen, da D%, zwischen 2,07
und 3 liegt. Demgegeniiber betrigt der Winkel zwischen dem elektronischen UDM des
Ubergangs Sp — S; und der Streckschwingung des Cy9=0 im Grundzustand (40 4 2)°.

6.9. Konformation im Grundzustand

FS-Pol-PPS gewéhrt einen Zugang zu strukturgebundenen Informationen und Aussagen
wie 3D-Orientierungen von Ubergangsdipolmomenten oder Konformationen von Mole-
kiilen, wie in den vorangegangenen Kapiteln 4 und 5 gezeigt wurde. In diesem Ab-
schnitt wird untersucht, ob Agp1-15Za im Grundzustand in der Konformation C4=C5 Z,
C9=C10 Z, C15=C16 Z, C5-C6 syn, C10-C11 syn, C14-C15 anti (ZZZssa) oder ZZZasa
vorliegt. Zu diesem Zweck wurden DFT-Berechnungen im Grundzustand an Agpl-15Za
durchgefiihrt. Die Atomkoordinaten der Konformation ZZZssa bzw. ZZZasa sind im
Anhang C in den Tab. C1 bzw. C2 enthalten. Die ermittelten und normierten Vektoren
der Ubergangsdipolmomente der Carbonylstreckschwingungen Ci9=0 und C;=0 sind
in Tab. C3 fiir die jeweiligen Konformationen angegeben. Die experimentellen Ergebnisse
(Winkel) zur Bestimmung der Konformation stammen aus den Anregungsexperimenten
bei 713 nm Pump-Wellenlange (Tab. 6.3), da nur hier die Carbonylschwingungen des
Rings A und D aufgelost werden konnten.

In Abb. 6.11 a) ist die geometrieoptimierte Struktur des Agpl-15Za in der Konforma-
tion ZZZssa dargestellt. Die vier Pyrrole sind durch rote Bereiche gekennzeichnet (Ring
A B,C,D von links nach rechts) und der Ring, der durch die zusétzliche Kohlenstoftkette
entsteht durch den griinen Bereich. Die roten bzw. blauen Doppelvektoren reprasen-
tieren die berechneten Orientierungen der Ubergangsdipolmomente der Schwingungen
von C;=0 bzw. C19=0. Sie sind zur besseren Ubersicht ebenfalls als kleine Vektoren
direkt an den betreffenden Molekiilgruppen angegeben. Abb. 6.11 b) enthélt neben der
Struktur und den Vektoren die Doppelkegel, die sich durch die experimentell ermittelten
relativen Winkel ergeben.

Zur Erinnerung:
Ein relativer Winkel wird durch die Orientierungen des angeregten und abgetasteten
Ubergangsdipolmoments aufgespannt. Die Lage des abgetasteten Ubergangsdipolmo-
ments wurde mit DFT berechnet und ist fixiert, die Lage des angeregten Ubergangsdi-
polmoments ist demnach bis auf eine Rotation um das abgetastete Ubergangsdipolmo-
ment durch den relativen Winkel eingeschréankt, wodurch sich ein Kegel als Menge aller
méglichen Orientierungen des angeregten Ubergangsdipolmoments ergibt.

Die beiden blauen (blau, cyan) Doppelkegel stellen die 1-o-Bereichsgrenzen der Orien-
tierung des angeregten elektronischen Ubergangsdipolmoments bzgl. der C;9=0 Schwin-
gung dar, d.h. die Offnungswinkel betragen 38° und 42° (siehe Tab. 6.3). Die beiden
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Abbildung 6.11.: Agpl-15Za in ZZZssa Konformation. Rote Flachen markieren die Pyr-
rolringe A-D, die griine Flache den zuséitzlichen Ring, hervorgerufen
durch die ,,blockierende“ Kohlenstoftkette. Orientierungen der Schwin-
gungsiibergangsdipolmomente der C;=0 bzw. C1g=0 Mode durch ro-
te bzw. blaue Pfeile angegeben. b) Rote, rosa bzw. blaue, cyan Ke-
gel reprasentieren die 1-o-Bereichsgrenzen der Orientierung des ange-
regten elektronischen Ubergangsdipolmoments bzgl. der C;=0 bzw.
C19=0 Schwingung. Moglicher Schnittbereich und Lage des elektroni-
schen UDM orange markiert.
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roten Doppelkegel (rot, rosa) sind analog dazu die 1-0-Bereichsgrenzen bzgl. der C;=0
Schwingung mit den Offnungswinkeln von 71° und 90°. Da jeweils das gleiche elektro-
nische Ubergangsdipolmoment angeregt wurde, muss es eine gemeinsame Schnittmenge
aller Kegel geben, die Orientierung des elektronischen Ubergangsdipolmomentes liegt so-
wohl zwischen den blauen als auch zwischen den roten Doppelkegeln. Diese Bedingung
wird in der Konformation ZZZssa fiir acht Bereiche erfiillt, von denen einer in Abb. 6.11
b) orange kenntlich gemacht ist.f

Abb. 6.12 a) zeigt in analoger Farbgestaltung Agpl-15Za in der Konformation ZZZa-
sa sowie die Orientierungen der Ubergangsdipolmomente der Schwingungen C;=0 und
C19=0 jeweils ohne a) und mit b) Kegel der Offnungswinkel 38°, 42°, 71° und 90°. Dies-
mal besitzen die Schwingungsiibergangsdipolmomente aufgrund der verédnderten Kon-
formation eine ahnliche Richtung mit einem kleineren Winkel zueinander im Vergleich
zu Abb. 6.11. Dies fiihrt dazu, dass innerhalb des 1-o-Bereiches keine Schnittmenge exis-
tiert Abb. 6.12 b). Agpl-15Za in der Konformation ZZZasa widerspricht dem Befund,
d. h. der Kombination der experimentell ermittelten Winkel mit den theoretischen Be-
rechnungen im Grundzustand, die Konformation ZZZssa hingegen nicht und wird somit
favorisiert.

6.10. Messungen an natiirlichem Agpl

Isotrope Absorptionsanderungsspektren des natiirlichen Agpl zu verschiedenen Verzo-
gerungszeiten sind in Abb. 6.13 dargestellt. Sie sind im Vergleich zu den Spektren des
Agpl-15Za von dhnlicher Form und weisen im Bereich von 1670 bis 1695 cm™ sowie bei
ca. 1716 cm™ positive Signale auf und zwischen 1695 und 1713 cm™ negative Absorpti-
onsédnderungen nach Anregung mit 680 nm Pump-Licht. Die positiven Signale unterhalb
von 1695 cm™ sind jedoch starker ausgepragt als bei Agpl-15Za und der Nulldurchgang
ist um ca. 5 cm™ zu hoheren Wellenzahlen verschoben.

Das Maximum der positiven Signale liegt bei ca. 1680 cm™ und wird hauptséchlich
durch C19=0 Streckschwingungen im elektronisch angeregten Zustand hervorgerufen.
Die Lage der entsprechenden Agpl-15Za-Bande wurde bei ca. 1683 cm™ lokalisiert (siche
Tab. 6.2). C19=0 Streckschwingungen im Grundzustand zeigen ein Minimum bei ca.
1702 cm™ fiir frithe Verzogerungszeiten und 1697 cm™ bei spéiten Verzogerungszeiten.
Ein Vergleich mit Agpl-15Za zeigt eine Lage der entsprechenden Bande bei ca. 1697
em™. Die positiven Signale bei ca. 1716 cm™ werden C;=0 Streckschwingungen im
elektronisch angeregten Zustand zugeordnet.

Eine globale Simulation der Transienten ergab fiir ein bi- sowie ein tri-exponentielles
Modell gute Resultate, deren 2 sich nicht signifikant unterschieden. Die Zeitkonstanten
beider Modelle betragen 71 = (1,0 +0,4) ps und 7 = (20 £ 3) ps bzw. 73 = (1,0 £ 0, 6)
ps, 2 = (9£3) ps und 73 = (40 £ 10) ps. Das tri-exponentielle Modell passt gut zu
den Ergebnissen von Schuhmann et al. [123], représentiert die Daten aber nicht besser

fAufgrund des grofien Fehlerbereichs bzgl. der C;=0 Schwingung grenzen jeweils zwei Bereiche un-
mittelbar aneinander, d. h. es gibt vier ,,groflere“ Bereiche, zwei je Kegel und damit zwei ,, groflere®
Bereiche, in denen die Orientierung des elektronischen Ubergangsdipolmoments erwartet wird.
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Abbildung 6.12.: Agpl-15Za in ZZZasa Konformation. Rote Fldchen markieren die Pyr-
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rolringe A-D, die griine Flache den zusatzlichen Ring, hervorgerufen
durch die ,,blockierende“ Kohlenstoffkette. Orientierungen der Schwin-
gungsiibergangsdipolmomente der C;=0 bzw. C19=0 Mode durch rote
bzw. blaue Pfeile angegeben. b) Rote, rosa bzw. blaue, cyan Kegel re-
prasentieren die 1-o-Bereichsgrenzen der Orientierung des angeregten
elektronischen Ubergangsdipolmoments bzgl. der C;=0 bzw. Ci9=0
Schwingung. Kein Schnittbereich existent.
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Abbildung 6.13.: Isotrope Absorptionsdnderungsspektren des natiirlichen Agpl fir ver-
schiedene Verzogerungszeiten. Anregung erfolgte bei 680 nm.

als das bi-exponentielle Modell und wird deswegen nicht weiter in Betracht gezogen.
Die polarisationsaufgelésten Transienten im Maximum bei 1680 cm™ und Minimum bei
1702 cm™ sind in Abb. 6.14 a) bzw. b) enthalten. Die durchgezogenen Linien zeigen die
bi-exponentielle Simulation der Daten des positiven Zeitbereichs.

In Abb. 6.15 a) sind die zerfallsassoziierten Spektren, hervorgegangen aus der globalen
Simulation der Transienten, des natiirlichen Agp1l dargestellt. Simulationen der Spektren
mit Lorentz-Profilen (oder anderen; nicht gezeigt) ergaben keine eindeutigen Ergebnisse.
Es ist nicht klar, ob neben den Absorptionen des Wasserdampfes noch weitere Banden
Teil der Spektren sind. Die positiven und negativen Signale sind breit genug, um mehrere
Signale beherbergen zu kénnen. Ein Anzeichen dafiir ist das verdnderte dichroitische
Verhéltnis D zwischen 1690 und 1695 cm™.

Abb. 6.15 b) zeigt die berechneten relativen Winkel zugehorig zu den spektralen Po-
sitionent. Zwischen 1674 und 1685 cm™ liegt der Winkel bei ca. 35°, zwischen 1685
und 1694 cm™ bei ca. 49° und im Bereich von 1700 bis 1713 cm™ bei ca. 20°. Die
Bleichbande der C19=0 Schwingung zeigt mit einem einzelnen Winkel bei ca. 20° kei-
ne Anzeichen einer Heterogenitdt. Messungen an Cphl ergaben fiir die entsprechende
Bande iibereinstimmend einen Winkel von (17 £ 7)° [151], bei Agpl-15Za betrug er je-
doch (40 £ 2)°. Die Absorptionsinderungen im angeregten Zustand hingegen deuten auf

'Bei fehlenden Winkelangaben z. B. zwischen 1695 und 1700 cm™ lag das dichroitische Verhaltnis D
auflerhalb des Definitionsbereiches von 0,5 bis 3.
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Abbildung 6.14.: Polarisationsaufgeloste Transienten des natiirlichen Agpl mit paralle-
len (schwarze volle Dreiecke) und senkrechten Signalanteilen (rote leere
Dreiecke). Daten bi-exponentiell simuliert (durchgezogene Linien) mit
71 = 1,0 ps und 7 = 20 ps. Agpl-Anregung bei 680 nm. Abtastung
bei a) 1680 cm™ und b) 1702 cm™.

das Vorhandensein von zwei unterschiedlichen Schwingungsiibergangen. Der Winkel der
C19=0 Schwingung im elektronisch angeregten Zustand mit ca. 35° entspricht eben-
falls den Ergebnissen von Untersuchungen an Cphl mit (32 & 3)° [151] und der Winkel
des sterisch gelockten Chromophors wurde ebenfalls in Ubereinstimmung zu (36 + 2)°
bestimmt. Die Herkunft der Schwingungsbande mit dem Winkel um 49° ist nicht be-
kannt und sie wurde weder bei Cphl noch bei Agpl-15Za beobachtet. Es kénnte sich
um Beitrage hochfrequenter Amid I Banden handeln.

Die Ubereinstimmung der relativen Winkel zwischen dem elektronischen UDM und
dem UDM der C19=0 Streckschwingung sowohl im Grundzustand als auch im elektro-
nisch angeregten Zustand bei natiirlichem Agpl sowie Cphl lésst eine dhnliche Konfor-
mation der Chromophore BV und PCB in P,-Form vermuten. Die Abweichung des ent-
sprechenden relativen Winkels im Grundzustand des sterisch gelockten Agpl-15Za um
ca. 20° gegentiber natiirlichem Agpl oder Cphl resultiert vermutlich aus einer verén-
derten Wechselwirkung zwischen dem Chromophor und der umgebenden Proteintasche,
die zu einer anderen Ausrichtung des Rings D und damit der Orientierung(en) der UDM
fithrt. Die zuséatzliche Kette zwischen den Ringen C und D konnte sich beispielsweise
auf das Netzwerk der Wasserstoftfbriickenbindungen auswirken und die Bindungsstérke
beeinflussen.
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Abbildung 6.15.: a) Zerfallsassoziierte Spektren (DAS) des natiirlichen Agpl, parallel
(schwarze volle Dreiecke) und senkrecht (rote leere Dreiecke). Anregung
bei 680 nm. b) Relative Winkel direkt berechnet aus den DAS mit drei
ausgewiesenen Plateaus.

6.11. Zusammenfassung und Ausblick

Die Methode der Femtosekunden polarisationsaufgelosten UV /Vis Pump — IR Probe
Spektroskopie wurde auf Agpl-15Za und Agpl angewendet und dabei die Proben in den
drei Absorptionsbanden des sichtbaren Spektralbereichs bei 713, 644 und 400 nm sowie
bei 680 nm angeregt.

Die zeitaufgeloste Abtastung der nahinfraroten Schwingungsbanden des Agpl-15Za
ermoglichte die Beobachtung einer bi-exponentiellen Dynamik mit 7y = 5,5 ps (mit Feh-
lerbereich von 4 bis 8 ps) und 7 = (540 £ 30) ps. Der Beitrag der kurzen Zeitkonstante
am Spektrum wuchs mit steigender Photonenenergie der Pump-Pulse und hatte sein
Maximum bei Anregung mit Licht der Wellenlinge 400 nm. Die kurze Zeitkonstante
lasst sich als Kithlungsprozess interpretieren und liegt in der Groflenordnung der in [137]
und [140] ermittelten Relaxationszeitkonstanten natiirlicher Chromophore. Eine Pho-
toisomerisation des Agpl-15Za findet nicht statt und so erfolgt die Umverteilung der
Anregungsenergie iiber den Ring D, analog zu den Analysen in [137][153]. Die spektra-
le Lage sowie das dichroitische Verhaltnis D der Signalbeitrage zugehorig zur kurzen
Zeitkonstante belegen einen Relaxationsprozess im elektronisch angeregten Zustand d.h.
heifler Schwingungszustidnde der Carbonylschwingung am Ring D. Ein entsprechender
Prozess am Ring A ist wegen der geringen Signalstéirke zu vernachlissigen. Die lange

101



Zeitkonstante stellt die Fluoreszenzlebensdauer des Agpl-15Za dar.

Die Winkelaufgeloste Abtastung der Carbonylstreckschwingungen am Ring A und
D erlaubte die Bestétigung der Konformation ZZZssa fiir die P,-Form des untersuch-
ten Phytochroms Agpl-15Za. Eine Struktur der Konformation ZZZasa hingegen wider-
spricht den ermittelten Ergebnissen. Somit wurden, mit einer optischer Spektroskopie-
methode, die neueren Ergebnisse [27][42][57][146][148] dieser Fragestellung bekraftigt.

Die Anregung des Agpl-15Za bei verschiedenen Wellenldngen erlaubte die Untersu-
chung des Ursprungs der Schulter in der Q-Bande. Obwohl an dieser spektralen Posi-
tion das Maximum der Q-Bande Beitrage haben kann, wurde dennoch ein Anteil eines
anderen elektronischen Ubergangs, Sy — Ss, von mindestens 37 % ermittelt. Das Uber-
gangsdipolmoment dieses Ubergangs hat einen relativen Winkel kleiner als 29° bzgl.
des Ubergangsdipolmoments der C19=0 Schwingung im Grundzustand, wohingegen das
Ubergangsdipolmoment von Sy — S; einen relativen Winkel von ca. (40 4 2)° besitzt
und fir Sg — Sy mit x>2 ergab sich (63 £ 3)° (siehe auch Tab. 6.3).

Diese Heterogenitdt der Q-Banden hat zur Folge, dass eine Anregung der hochener-
getischen Flanke zugehorig zum S, — S; Ubergang zu einer zusitzlichen Anregung
des Sy — S Ubergangs fithrt und somit weitere Photoreaktionswege sowie Dynamiken
initiiert werden. Untersuchungen an Cphl [50] ermittelten beispielsweise unterschiedli-
che Dynamiken bei Anregung des Chromophors in der Schulter und im Maximum der
Q-Bande. Dieses Verhalten geht auf die Anregung weiterer Ubergénge zuriick, weiterfiih-
rende Experimente mit Anregung in der Flanke der Q-Bande sollten dieser Problematik
Beachtung schenken. Dieser Aspekt muss auch bei der Interpretation der hier vorge-
stellten Ergebnisse zu nattirlichem Agpl beachtet werden sowie beispielsweise in den
Untersuchungen [101] und [123].

Messungen an Agpl ergaben eine bi-exponentielle Photoreaktion auf einer Pikosekun-
denzeitskala mit den Zeitkonstanten 7 = (1,1+0,4) ps und » = (20 £ 3) ps. Eine
tri-exponentielle Simulation mit der in [123] vorgestellten Dynamik war von dhnlicher
Qualitat. Anhand der globalen Anpassung der Transienten mit dem bi-exponentiellen
Modell lieflen sich die polarisationsaufgelosten zerfallsassoziierten Spektren erzeugen und
die relativen Winkel der Banden analysieren. Die C19=0 Schwingung im elektronisch
angeregten Zustand besitzen einen Winkel von ca. 35° zum angeregten elektronischen
UDM iibereinstimmend mit Agpl-15Za und Cph1-PCB. Der entsprechende Winkel bzgl.
der C19=0 Schwingung im Grundzustand betragt fiir Agpl ca. 20° ibereinstimmend mit
Cph1-PCB, bei Agpl-15Za ergab sich jedoch der Wert (40 + 2)°. Des Weiteren wurden
ein positives Signal mit einem Winkel von ca. 49° bei Agpl beobachtet.

Die identischen relativen Winkel der Carbonylstreckschwingung am Ring D bzgl.
der elektronischen UDM bei den natiirlichen Phytochromen Agpl und Cphl lassen
eine dhnliche Orientierung des Rings D in der jeweiligen Proteintasche bzw. &hnliche
Protein-Chromophor-Wechselwirkungen vermuten. Der sterisch blockierte Chromophor
des Agpl-15Za zeigt mit einer Winkelabweichung von ca. 20° im Grundzustand der
Carbonylstreckschwingung des Rings D andere oder veranderte Wechselwirkungen auf-
zuweisen. Die Wechselwirkungsmechanismen werden durch die geometrische Blockierung
des Chromophors eingeschriankt, umgekehrt bedeutet dies aber auch, dass die Protein-
Chromophor-Wechselwirkung selbst die Ausrichtung des Rings D bestimmt. Welcher Art
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diese Wechselwirkungen sind und zwischen welchen Molekiilgruppen des Proteins und
des Chromophors diese Wechselwirkungen bestehen, bleibt in zuktnftigen Experimenten
zu bestimmen.
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7. Zusammenfassung

In dieser Studie wurde eine gemischt experimentell-theoretische Vorgehensweise vorge-
stellt, mit der die Grundzustande sowie elektronisch angeregte und Produktzustédnde und
deren Dynamiken von infrarotaktiven Molekiilen analysiert werden kénnen. Dies ermog-
licht beispielsweise Anderungen der Molekiilstruktur oder deren Orientierung zeitaufge-
l6st auf einer Femto- bis Pikosekundenzeitskala zu ermitteln.

Die experimentelle Methodik beruht auf einer optischen Spektroskopie, der ultraschnel-
len und polarisationsaufgelosten Infrarotspektroskopie (FS-Pol-PPS). Sie operiert analog
zur iiblichen Infrarot- oder Ramanspektroskopie mit Proben geloster Molekiile. Die de-
tektierten Signale sind in jeder der Methoden Mittelwerte des untersuchten Ensembles,
jedoch ist der Informationsgehalt der F'S-Pol-PPS héher. Durch das parallele Abfragen
ausgewahlter Schwingungsbanden mit horizontal sowie vertikal polarisierten Abtastpul-
sen lasst sich im Gegensatz zur Infrarotspektroskopie die mittlere momentane relative
Lage des untersuchten Schwingungsiibergangsdipolmomentes bestimmen.

Diese Dipolmomente sind mit der Molekiilstruktur assoziiert. Durch unterstiitzende
Berechnungen der untersuchten Molekiile mit Dichtefunktionaltheorie im Grundzustand
erlangt man Zugriff auf eine Reihe strukturbezogener Informationen. Solche Erkenntnisse
lieBen sich in der Vergangenheit zwar mit strukturabbildenden Methoden wie beispiels-
weise Rontgenbeugung oder Kernspinresonanzspektroskopie untersuchen, allerdings ist
dies nicht in nativer Umgebung von biologischen Molekiilen méglich im Gegensatz zur
FS-Pol-PPS.

Die Kombination beider Aspekte, des experimentellen und theoretischen, gewéhrt ein
tieferes Verstdndnis der untersuchten Molekiile, im Besonderen bei der Analyse der bio-
logisch bedeutsamen Antennenpigmenten und Photorezeptoren. Von diesen wurden in
der vorliegenden Arbeit die Ergebnisse zum Chlorophyll a (Chl a) sowie zu verschie-
denen Chromophoren (nativ und sterisch blockierte) eines Agrobacterium-Phytochroms
(Agpl) vorgestellt sowie das Potenzial der F'S-Pol-PPS mit Coumarin 314 (C314) weiter
charakterisiert.

Bei Chl a gelang durch die Kombination erstmals die dreidimensionale (3D) Bestim-
mung der Orientierung des Q,-Ubergangsdipolmomentes. Es wurde gezeigt, dass die-
se Lage sowohl von der Y-Achse als auch leicht von der Chlorinebene abweicht. Die
Bedeutung dieses Ubergangsdipolmomentes (UDM) liegt in seiner Funktion bei der
Photosynthese und die genaue Kenntnis der Orientierung stellt einen wichtigen Ein-
gangsparameter fiir theoretische Analysen dar. Sowohl Berechnungen der Absorptions-
spektren, als auch von exzitonischen Kopplungen und Energietransferprozessen sind von
ihm abhéangig. Es lassen sich zudem Stérungen, hervorgerufen durch Protein-Kofaktor-
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Wechselwirkungen, untersuchen.

Die Vorgehensweise der 3D Bestimmung der Orientierung des elektronischen UDM ist
sehr robust. Die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse bei Verwendung unterschiedlicher
Schwingungs-UDM sowie die Genauigkeit beim Vorliegen einer isomeren Mischung der
untersuchten Molekiile wurde mit C314 demonstriert. Ferner liefl sich die strukturelle
Heterogenitét des gelosten C314 nachweisen und das Mischungsverhéltnis ibereinstim-
mend mit theoretischen Vorhersagen ermitteln.

Der Nachweis der vorhandenen strukturellen Heterogenitét erfolgte direkt aus den po-
larisationsaufgelosten Signalen der abgetasteten Molekiile. So besitzen die Isomere des
(C314 aufgrund einer verédnderten Konformation eine unterschiedliche Orientierung des
UDM einer bestimmten Carbonylstreckschwingung, die sich in veranderten Signalantei-
len widerspiegelt. Durch die Abtastung geeigneter Schwingungen ist es demnach maoglich
verschiedene Konformationen zu unterscheiden.

Dieser Umstand wurde bei Agpl genutzt und die Konformation des sterisch blockier-
ten Chromophors in P,-Form im Grundzustand als ZZZssa Geometrie bestimmt. Neben
der Ermittlung geometrischer Informationen ist auch die Untersuchung elektronischer
Ubergénge, ihrer Absorptionsbanden, ihrer Zuordnung und die Bestimmung der Mi-
schungsverhaltnisse sich Uiberlagernder Absorptionsbanden durchfiihrbar. So konnte bei
Agpl mit sterisch blockiertem Chromophor eine Heterogenitiat der Q-Banden bestimmt
werden. Das Hauptmaximum der Q-Bande wird reprisentiert durch den Ubergang S,
— 51, wohingegen die Bande der hochenergetischen Flanke aus einer Mischung zweier
unterschiedlicher elektronischer Uberginge (dem Sy — S; und dem Sy — S, Ubergang)
hervorgerufen wird. Diese Tatsache sollte bei der Wahl der Anregungswellenlinge sowie
der Interpretation der Ergebnisse zu Untersuchungen dieser Molekiile beachtet werden
und kann direkt als Grund fiir abweichende Phytochromdynamiken bei variierender An-
regungswellenlange herangezogen werden.

Des Weiteren bieten polarisationsaufgeloste Signale die Moglichkeit Aussagen iiber
Dynamiken zu treffen. Abhéngig von der Art, der zu Grunde liegenden Prozesse, un-
terscheiden sich die Signalanteile bzw. deren Orientierung. Eine Unterscheidung und
Zuordnung verschiedener Prozesse wird dadurch zugéanglich. Die bei allen Molekiilen er-
mittelte bi-exponentielle Dynamik* liefl sich somit hinsichtlich ihrer Prozesse trennen
in Zeitkonstanten der Orientierungsrelaxation, beobachtet bei Chl ¢ und C314, Zeitkon-
stanten der jeweiligen Fluoreszenzlebensdauern und Zeitkonstanten hervorgerufen durch
Kiihlungsprozesse bestimmt bei Agpl. Letztere konnten zuriickgefiihrt werden auf Rela-
xationsprozesse im angeregten Zustand der Molekiile, die lokal begrenzt am Ring D der
Chromophore in Erscheinung treten und iiber den der primére Energieiiberschuss nach
der Anregung der Molekiile umverteilt wird.

Die hier vorliegende Arbeit und die weiteren Arbeiten, die im Rahmen meiner Disserta-
tion entstanden, zeigen deutlich, dass mit der von mir entwickelten Methode strukturelle
Informationen iber Molekiile und Proteine gewonnen werden kénnen, die essentiell fiir
das Verstandnis der funktionellen Dynamik dieser Molekiile sind.

*Der untersuchte Zeitbereich erstreckte sich bis maximal 1,2 ns. Die Zeitauflosung war zu keiner Zeit
schlechter als 400 fs.
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A. Anhang A

Tabelle Al:

Optimierte Atom-Koordinaten fiir Chl a, bestimmt mit Gaussian 03[36]

B3LYP sowie 6-31G* und entnommen aus der log-Datei.

Atom ‘ X Y Z
0,729675765 0,332520958 | —1,854756438
0,964035072 | —0,609986002 | —0,769736700

QOOOZEQQOZQQQOOQQQZOZQOOOOQO

2,203207584
3,039030867
2,070843603
0,375445164
1,406872681
2567871759
4,365886006
5,079891332
6,369179391
6,643689619
5,235912928
7,362099212
7,291359093
8,381184404
7.805058775
6,503008032
6,181617539
8,563816318
9,875108899
9,737292404
4,375449208
3,608272103
4,293533969
3,444772592
2,224492183
2,340750152

—0,448049008
0,550073661
1,202627313

—1,620565497

—2,036845961

—1,292990540
0,838068142
0,170857125
0,594127641
1,601842272
1,855965395
0,189343918

—0,761505899

—1,116117628

—2,096500214

—2,322149173

—1,493146965

—2,784485863

—3,048806159

—0,479246013

—1,377540766

—2,870774762

—3,510099358

—4,496038754

—4,436599594

—3,411234510

—0,294329566
—0,964818984
—1,953412338
—0,017742887
0,911240615
0,704003301
—0,702895560
0,268167172
0,286089033
—0,825992940
—1,430267697
1,171216022
2,209718401
3,101146427
3,045881109
3,565581458
2,511013279
5,045278975
5,153372337
3,102762020
1,591642468
2,813406331
3,805821029
4,446244467
3,808772381
2,786783106

Fortsetzung auf der ndchsten Seite
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Atom ‘ X Y 7
5,637411143 | —3,243858899 4,145136422
7,658673953 1,069366468 | —1,852339509

asasanBar N ONONONONONORONONONORONONONORONONONONONONCRONOCRORORONONONORONONCRORONO NGNS

4,742917860
5,568946952
4,920348337
3,902454372
3,857556470
1,326043615
0,982358268
0,005563630

—1,014006958
2519877161
3,394299510

—0,242676438
1,785711876
2,010323968
5,542860726
6, 764899806
6,529255004
7.323388339
6,947936134
8,641653727
6,564903324
6,291083811
5,870082914
6,963248546
4,497611209
6,763498699
7922822336
7,818382199
9,149136904
6,625033992
9,250985074

10,639323002
10,835487406
12,306506916
9,921064671
8,327863224
6,045848960
5,233307237
0,377874858

3,310425980
4,287270599
5,666353959
5,955932499

—5,383874481

—3,025738709

—5,227945536

—4,496644269

—2,165602524
1,299234417
0,637516696
0,494651814
2,224047129
2,340483340
6,624037027
6,382675171
5,631546186
4,709651169
4,090475908
4,251016595
2,596144730
2,012235824
0,524416879

—0,409093667
0,284663463

—1,896854178

—2,776440711

—4,272010717

—4,089174341

—4,949075109

—6,435445839

—7,051281847

—8,465432368

—8,894255880

—9,508986830
0,665498788

—3,843904181
1,603074519

—3,548354292

—1,285160014
—2,129266148
—2,206303048
—1,639417488

5,583013727

1,897000803

4,111830706

5,053451416
—0,134875619
—3,398124398
—3,923027613
—2,564595022
—4,042728924
—5,455043413
—2,955759349
—3,687542887
—4,968888994
—5,538311250
—6,871259179
—4,958935941
—6,801778333
—8,196683870
—8,252732684
—7,688839085
—7,603092466
—8,015503870
—7,524874166
—7,893121774
—7,581047403
—7,199532142
—8,087881413
—7,859238580
—8,441747114
—8,329818356
—7,781695329

1,032596327

4,951933650
—2,498175907

1,984502238

Fortsetzung auf der ndachsten Seite



Atom ‘ X Y Z
7,048267962 2,522678992 | —0,384446869
7,914764344 | —3,118286478 5,854551721
1,774149340 2,211149605 | —1,638488359
7,294261991 0,144631589 | —2,313671257
7,821398100 1,803447351 | —2,650390907

asjasijasijasfiasfasiiasiiasfasiiasiasiiasjiasfasiiasiiasfasiiasfasijasjasfasiiasiiasiasiiasasiies s asiiasiiasfasiias asiiasfias asiiasfiasfan

8,626584229
3,031099612
1,288800707
1,847648405
9,687252760
10,435101789
10,181428260
3,608523226
4,764316020
5,689816267
6,587659231
—1,576909433
—1,556033171
—1,008029074
7506150994
7,124386282
4,034308324
3,089406418
4,785043566
1,260309797
0,463015998
—0,887058185
0,479234724
—0,315662993
10,269235334
10,589597088
5,619450025
8,700348740
9,471485887
8,833037995
6,114663129
7,796418700
7,371117645
5,682633861
5,507990039
7,195439939

0,855193961
2,677764598
3,079655069
1,379871318
0,569982670
—0,985395098
—0,512713147
3,389631480
3,614399611
3,905841041
4,387386074
—2,041313258
—1,648840601
—3,238274131
5,902942447
7.396270279
—4,811771303
—6,129953784
—5,925504592
—6,188605383
—5,477609651
—5,105096478
—4,281508484
—3,541707728
—3,558716731
—2,795612419
5,933271691
3,156776436
4,582708107
4,633915797
4,650636145
4,198525125
2,028953812
2,482980539
2,612333000
2,141629458

—1,386513598
—5,656072194
—5,803588927
—5,949548387
2,792832579
2,420994560
4,102951485
—1,598176915
—0,231602287
—3,151325685
—1,730658383
0,799157359
—0,930819123
—0,366936308
—3,041673127
—3,898082369
6,503636210
5,807362897
5,358656706
4,561981294
3177715647
5,230729258
6,017551688
4,623347823
6,027658355
4,376682761
—5,488106905
—4,919167137
—5,598351892
—3,953429119
—7,313648536
—7,564805542
—6,320792702
—6,158347334
—8,683518713
—8,809780093

Fortsetzung auf der ndachsten Seite
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Tabelle A2:

Atom ‘ X Y 7
5,769106396 0,286450353 | —9,323371948
4,135167968 | —0,730031231 | —7,799514154
4,519942845 0,416223673 | —6,515054269
3,751324644 0,978473217 | —8,010994878

7,938818363
7,024094600

10,088968967
10,120123095
8,860164602

—0,090249530
—0,289764378

—10,504082165
—9,575388148
—9,269826642

—8,086798219
—6,597465614

—8,210784710
—6,703603852
—17,910998450

H
H
H
H
H
H
H 5,821283555 | —2,243071409 | —7,575060388
H 6,657145259 | —2,015979761 | —9,104583310
H 8,860448699 | —2,379239958 | —7,941320513
H 8,014411899 | —2,682753987 | —6,431621046
H 7,658460176 | —4,334150538 | —8,982074145
H 6,522419044 | —5,997227118 | —7,499174044
H 6,746155437 | —4,924341741 | —6,108113766
H 5,679657982 | —4,451460656 | —7,439588199
H 9,969923713 | —4,406590057 | —8,024831720
H 9,320429613 | —4,971277374 | —6,493414428
H 8,489438021 | —7,054242132 | —7,598898385
H 9,020221786 | —6,456717157 | —9,164056646
H 11,395085788 | —6,385484228 | —8,301594013
H 10,854854121 | —7,077192284 | —6,779574942
H 10,579600029 | —8,421747924 | —9,512163737
H 12,469271314 | —9,882084499 | —8,777328757
H 12,970509245 | —8,182884013 | —8,835557892
H 12,619064004 | —8,951206630 | —7,278725550
H
H
H

Dipolmomentvektoren der abgetasteten Schwingungen des Chl a, bestimmt
mit Gaussian 03[36] B3LYP/6-31G*. Sie wurden aus der log-Datei entnom-
men und nachtriglich normiert.

Mode ‘ # log-Datei ‘ X Y Z
s 251 0,4329 | —0,4923 0,7551
e 331 0,8915 | —0,3982 0,2158
5 332 0,5885 | —0,0661 0,8058
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Tabelle A3:

Festlegung eines neuen Koordinatensystems fiir die Atom-Koordinaten von
Chl a (Tab. A1) sowie der Dipolmomente der Schwingungsmoden (Tab. A2).
Die Definition erfolgt iiber die Verbindungsvektoren der Stickstoffatome im
Chl a bzw. dem Vektorprodukt, die Vektoren sind normiert.

Bestimrnung‘ Achse ‘ X Y Z

N9=N23 | X-Achse | —0,3479 | —0,7190 0,6017
N18=NT7 Y-Achse | —0,8933 0,0495 | —0,4467
ITXY Z-Achse 0,2914 | —0,6929 | —0,6596

Tabelle A4:

Berechnete Drehmatrizen zur Koordinatentransformation der Chl a-Analyse.
Beispiel: ji.. =D, - D, - D, - [i,.

—0,43553 —0,90018 0O

D.=| 0,90018 —0,43553 0
0 0 1
0,79875 0  0,60167

D,= 0 1 0
—0,60167 0 0,79875

1 0 0

D,=|0 —0,82569 —0,56412
0 0,56412 —0,82569

Tabelle A5:

Normierte Dipolmomentvektoren der abgetasteten Schwingungen des Chl a
aus Tab. A2 beziiglich des Koordinatensystems definiert in Tab. A3.

Mode ‘ # log-Datei ‘ X Y 7
e 251 0,66 | —0,75 | —0,03
JT5 331 0,11 | —0,91 0,39
il 332 0,33 | —0,89 | —0,31
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Tabelle A6:

Winkelbereiche 0,,;,, — 0,,.. in Abhingigkeit des Vertrauensbereiches VB fiir
die relativen Winkel zwischen dem Qy-Ubergangsdipolmoment von Chl a
und den Ubergangsdipolmomenten der Schwingungsmoden v, v% und %,
alle Winkelangaben in °.

a b
Vee v co co

VB emm emam emm em(zm emzn emam

0,990 | 35231 60,326 | 29,842 36,712 | 26,287 65,844
0,089 | 35,285 60,233 | 29,859 36,695 | 26,362 65,682
0,088 | 35,339 60,139 | 29,875 36,677 | 26,437 65,519
0,087 | 35,392 60,045 | 29,802 36,659 | 26,512 65,356
0,086 | 35446 59,951 | 29,909 36,641 | 26,587 65,193
0,085 | 35500 59,857 | 29,926 36,624 | 26,662 65,031
0,084 | 35554 59,763 | 29,942 36,606 | 26,737 64,868
0,083 | 35,607 59,669 | 29,959 36,588 | 26,811 64,705
0,082 | 35,661 59,576 | 29,976 36,570 | 26,886 64,543
0,081 | 35715 59482 | 29,993 36,553 | 26,961 64,380
0,080 | 35,768 59,388 | 30,009 36,535 | 27,036 64,217
0,979 | 35,822 59,294 | 30,026 36,517 | 27,111 64,054
0,078 | 35876 59,200 | 30,043 36,499 | 27,186 63,892
0,977 | 35,930 59,106 | 30,060 36,482 | 27,260 63,729
0,076 | 35,983 59,012 | 30,076 36,464 | 27,335 63,566
0,975 | 36,037 58,019 | 30,003 36,446 | 27,410 63,403
0,974 | 36,091 58,825 | 30,110 36,428 | 27,485 63,241
0,973 | 36,144 58,731 | 30,127 36,411 | 27,560 63,078
0,072 | 36,198 58,637 | 30,143 36,393 | 27,635 62,915
0,971 | 36252 58,543 | 30,160 36,375 | 27,710 62,752
0,070 | 36,306 58,449 | 30,177 36,358 | 27,784 62,590
0,069 | 36,359 58,355 | 30,194 36,340 | 27,859 62,427
0,968 | 36,413 58,262 | 30,210 36,322 | 27,934 62,264
0,967 | 36,467 58,168 | 30,227 36,304 | 28,009 62,101
0,966 | 36,520 58,074 | 30,244 36,287 | 28,084 61,939
0,965 | 36,574 57,080 | 30,261 36,269 | 28,159 61,776
0,964 | 36,628 57,886 | 30,277 36,251 | 28,233 61,613
0,963 | 36,682 57,792 | 30,294 36,233 | 28,308 61,451
0,062 | 36,735 57,698 | 30,311 36,216 | 28,383 61,288
0,061 | 36,789 57,605 | 30,328 36,198 | 28,458 61,125
0,060 | 36,843 57,511 | 30,344 36,180 | 28,533 60,962
0,959 | 36,806 57,417 | 30,361 36,162 | 28,608 60,800
0,058 | 36,950 57,323 | 30,378 36,145 | 28,682 60,637
0,057 | 37,004 57,229 | 30,395 36,127 | 28,757 60,474

Fortsetzung auf der ndchsten Seite
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VB

‘gmin

emax

‘gmin

co

emax

Qmax

0,956
0,955
0,954
0,953
0,952
0,951
0,950
0,949
0,948
0,947
0,946
0,945
0,944
0,943
0,942
0,941
0,940
0,939
0,938
0,937
0,936
0,935
0,934
0,933
0,932
0,931
0,930
0,929
0,928
0,927
0,926
0,925
0,924
0,923
0,922
0,921
0,920
0,919
0,918
0,917

37,057
37,111
37,165
37,219
37,272
37,326
37,380
37,403
37,427
37,451
37,474
37,498
37,522
37,545
37,569
37,592
37,616
37,640
37,663
37,687
37,711
37,734
37,758
37,782
37,805
37,829
37,852
37,876
37,900
37,923
37,047
37,971
37,094
38,018
38,042
38,065
38,089
38,112
38,136
38,160

57,135
57,041
56,048
56,854
56,760
56,666
56,572
56,536
56,499
56,462
56,426
56,389
56,352
56,316
56,279
56,243
56,206
56,169
56,133
56,096
56,059
56,023
55,086
55,950
55,913
55,876
55,840
55,803
55,766
55,730
55,693
55,657
55,620
55,583
55,547
55,510
55,473
55,437
55,400
55,364

Fortsetzung auf der ndachsten Seite

30,411
30,428
30,445
30,462
30,478
30,495
30,512
30,519
30,527
30,534
30,542
30,549
30,556
30,564
30,571
30,579
30,586
30,594
30,601
30,609
30,616
30,623
30,631
30,638
30,646
30,653
30,661
30,668
30,675
30,683
30,690
30,698
30,705
30,713
30,720
30,727
30,735
30,742
30,750
30,757

36,109
36,091
36,074
36,056
36,038
36,020
36,003
35,995
35,987
35,979
35,971
35,964
35,956
35,048
35,940
35,932
35,925
35,917
35,909
35,901
35,894
35,886
35,878
35,870
35,862
35,855
35,847
35,839
35,831
35,823
35,816
35,808
35,800
35,792
35,784
35,777
35,769
35,761
35,753
35,745

60,311
60,149
59,086
59,823
59,660
59,498
59,335
59,275
59,215
59,155
59,096
59,036
58,976
58,916
58,856
58,797
58,737
58,677
58,617
58,557
58,497
58,438
58,378
58,318
58,258
58,198
58,139
58,079
58,019
57,59
57,899
57,839
57,780
57,720
57,660
57,600
57,540
57,481
57,421
57,361
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114

VB

gmin

emaz

emin

co

emam

Hmam

0,916
0,915
0,914
0,913
0,912
0,911
0,910
0,909
0,908
0,907
0,906
0,905
0,904
0,903
0,902
0,901
0,900
0,899
0,898
0,897
0,896
0,895
0,894
0,893
0,892
0,801
0,890
0,889
0,888
0,887
0,886
0,885
0,884
0,883
0,882
0,881
0,880
0,879
0,878
0,877

38,183
38,207
38,231
38,254
38,278
38,302
38,325
38,349
38,372
38,396
38,420
38,443
38,467
38,491
38,514
38,538
38,562
38,578
38,594
38,610
38,626
38,642
38,659
38,675
38,691
38,707
38,723
38,740
38,756
38,772
38,788
38,804
38,820
38,837
38,853
38,869
38,885
38,901
38,917
38,934

55,327
55,290
55,254
55,217
55,180
55,144
55,107
55,071
55,034
54,997
54,961
54,924
54,887
54,851
54,814
54,778
54,741
54,717
54,604
54,670
54,647
54,623
54,600
54,576
54,553
54,529
54,506
54,482
54,459
54,435
54,412
54,388
54,365
54,341
54,318
54,294
54,271
54,247
54,224
54,200

Fortsetzung auf der ndachsten Seite

30,765
30,772
30,779
30,787
30,794
30,802
30,809
30,817
30,824
30,831
30,839
30,846
30,854
30,861
30,869
30,876
30,884
30,889
30,894
30,900
30,905
30,910
30,916
30,921
30,926
30,932
30,937
30,942
30,048
30,953
30,958
30,964
30,969
30,974
30,980
30,985
30,990
30,996
31,001
31,006

35,738
35,730
35,722
35,714
35,706
35,699
35,691
35,683
35,675
35,667
35,660
35,652
35,644
35,636
35,628
35,621
35,613
35,607
35,602
35,596
35,591
35,585
35,579
35,574
35,568
35,563
35,557
35,552
35,546
35,540
35,535
35,529
35,524
35,518
35,513
35,507
35,501
35,496
35,490
35,485

57,301
57,241
57,181
57,122
57,062
57,002
56,942
56,882
56,822
56,763
56,703
56,643
56,583
56,523
56,464
56,404
56,344
56,304
56,265
56,225
56,185
56,146
56,106
56,066
56,027
55,087
55,047
55,908
55,868
55,828
55,789
55,749
55,710
55,670
55,630
55,591
55,551
55,511
55,472
55,432



VB

‘gmin

emax

a
VCO

‘gmin

emax

Qmax

0,876
0,875
0,874
0,873
0,872
0,871
0,870
0,869
0,868
0,867
0,866
0,865
0,864
0,863
0,862
0,861
0,860
0,859
0,858
0,857
0,856
0,855
0,854
0,853
0,852
0,851
0,850
0,849
0,848
0,847
0,846
0,845
0,844
0,843
0,842
0,841
0,840
0,839
0,838
0,837

38,950
38,966
38,082
38,998
39,015
39,031
39,047
39,063
39,079
39,095
39,112
39,128
39,144
39,160
39,176
39,193
39,209
39,225
39,241
39,257
39,273
39,290
39,306
39,322
39,338
39,354
39,371
39,383
39,394
39,406
39,418
39,430
39,442
39,454
39,466
39,478
39,490
39,502
39,514
39,526

54,177
54,153
54,130
54,106
54,083
54,059
54,036
54,012
53,089
53,965
53,942
53,018
53,895
53,871
53,848
53,824
53,301
53,777
53,754
53,730
53,707
53,683
53,660
53,636
53,613
53,589
53,566
53,549
53,533
53,516
53,499
53,483
53,466
53,450
53,433
53,416
53,400
53,383
53,367
53,350

Fortsetzung auf der ndachsten Seite

31,012
31,017
31,022
31,028
31,033
31,038
31,044
31,049
31,054
31,060
31,065
31,070
31,076
31,081
31,086
31,092
31,097
31,102
31,108
31,113
31,118
31,124
31,129
31,134
31,140
31,145
31,151
31,155
31,159
31,163
31,167
31,171
31,176
31,180
31,184
31,188
31,192
31,197
31,201
31,205

35,479
35,474
35,468
35,463
35,457
35,451
35,446
35,440
35,435
35,429
35,424
35,418
35,412
35,407
35,401
35,396
35,390
35,385
35,379
35,373
35,368
35,362
35,357
35,351
35,346
35,340
35,334
35,330
35,326
35,321
35,317
35,313
35,308
35,304
35,300
35,295
35,291
35,287
35,282
35,278

55,392
55,353
55,313
55,273
55,234
55,104
55,154
55,115
55,075
55,035
54,996
54,956
54,917
54,877
54,837
54,798
54,758
54,718
54,679
54,639
54,599
54,560
54,520
54,480
54,441
54,401
54,361
54,332
54,303
54,273
54,244
54,214
54,185
54,155
54,126
54,097
54,067
54,038
54,008
53,979
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116

VB

gmin

emaz

emin

co

emam

Hmam

0,836
0,835
0,834
0,833
0,832
0,831
0,830
0,829
0,828
0,827
0,826
0,825
0,824
0,823
0,822
0,821
0,820
0,819
0,818
0,817
0,316
0,815
0,814
0,813
0,812
0,811
0,810
0,809
0,808
0,807
0,806
0,805
0,804
0,803
0,802
0,301
0,800
0,799
0,798
0,797

39,538
39,550
39,562
39,574
39,586
39,598
39,609
39,621
39,633
39,645
39,657
39,669
39,681
39,693
39,705
39,717
39,729
39,741
39,753
39,765
39,777
39,789
39,801
39,813
39,825
39,836
39,848
39,860
39,872
39,884
39,896
39,908
39,920
39,932
39,044
39,956
39,968
39,980
39,993
40,005

53,333
53,317
53,300
53,284
53,267
53,250
53,234
53,217
53,200
53,184
53,167
53,151
53,134
53,117
53,101
53,084
53,068
53,051
53,034
53,018
53,001
52,084
52,968
52,951
52,935
52,918
52,901
52,885
52,868
52,852
52,835
52,818
52,802
52,785
52,768
52,752
52,735
52,718
52,702
52,685

Fortsetzung auf der ndachsten Seite

31,209
31,213
31,218
31,222
31,226
31,230
31,234
31,239
31,243
31,247
31,251
31,255
31,259
31,264
31,268
31,272
31,276
31,280
31,285
31,289
31,293
31,297
31,301
31,306
31,310
31,314
31,318
31,322
31,326
31,331
31,335
31,339
31,343
31,347
31,352
31,356
31,360
31,364
31,368
31,372

35,274
35,269
35,265
35,261
35,256
35,252
35,247
35,243
35,239
35,234
35,230
35,226
35,221
35,217
35,213
35,208
35,204
35,200
35,195
35,191
35,187
35,182
35,178
35,174
35,169
35,165
35,161
35,156
35,152
35,147
35,143
35,139
35,134
35,130
35,126
35,121
35,117
35,113
35,109
35,105

53,950
53,920
53,801
53,861
53,832
53,802
53,773
53,744
53,714
53,685
53,655
53,626
53,596
53,567
53,538
53,508
53,479
53,449
53,420
53,390
53,361
53,332
53,302
53,273
53,243
53,214
53,184
53,155
53,126
53,096
53,067
53,037
53,008
52,979
52,949
52,920
52,890
52,863
52,837
52,810



VB

‘gmin

emax

a
VCO

‘gmin

emax

Qmax

0,796
0,795
0,794
0,793
0,792
0,791
0,790
0,789
0,788
0,787
0,786
0,785
0,784
0,783
0,782
0,781
0,780
0,779
0,778
0,777
0,776
0,775
0,774
0,773
0,772
0,771
0,770
0,769
0,768
0,767
0,766
0,765
0,764
0,763
0,762
0,761
0,760
0,759
0,758
0,757

40,018
40,030
40,043
40,055
40,068
40,080
40,093
40,106
40,118
40,131
40,143
40,156
40,168
40,181
40,193
40,206
40,218
40,231
40,243
40,256
40,268
40,281
40,293
40,306
40,318
40,331
40,343
40,356
40,368
40,381
40,393
40,406
40,418
40,431
40,443
40,456
40,468
40,481
40,493
40,506

52,668
52,651
52,635
52,618
52,601
52,584
52,567
52,551
52,534
52,517
52,500
52,484
52,467
52,450
52,433
52,416
52,400
52,383
52,366
52,349
52,333
52,316
52,299
52,282
52,265
52,249
52,232
52,215
52,198
52,182
52,165
52,148
52,131
52,114
52,098
52,081
52,064
52,047
52,031
52,014

Fortsetzung auf der ndachsten Seite

31,376
31,380
31,384
31,388
31,392
31,396
31,400
31,404
31,408
31,412
31,416
31,420
31,424
31,428
31,432
31,436
31,440
31,444
31,448
31,452
31,456
31,460
31,464
31,468
31,472
31,476
31,480
31,484
31,488
31,492
31,496
31,500
31,504
31,508
31,512
31,516
31,521
31,525
31,529
31,533

35,100
35,096
35,092
35,088
35,084
35,080
35,076
35,071
35,067
35,063
35,059
35,055
35,051
35,047
35,042
35,038
35,034
35,030
35,026
35,022
35,017
35,013
35,009
35,005
35,001
34,997
34,993
34,088
34,084
34,980
34,976
34,972
34,968
34,964
34,959
34,955
34,951
34,047
34,043
34,939

52,783
52,756
52,729
52,702
52,676
52,649
52,622
52,595
52,568
52,542
52,515
52,488
52,461
52,434
52,407
52,381
52,354
52,327
52,300
52,273
52,246
52,220
52,193
52,166
52,139
52,112
52,085
52,059
52,032
52,005
51,078
51,951
51,925
51,898
51,871
51,844
51,817
51,790
51,764
51,737
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118

VB

gmin

emar

a
VCO

emin

emam

Hmam

0,756
0,755
0,754
0,753
0,752
0,751
0,750
0,749
0,748
0,747
0,746
0,745
0,744
0,743
0,742
0,741
0,740
0,739
0,738
0,737
0,736
0,735
0,734
0,733
0,732
0,731
0,730
0,729
0,728
0,727
0,726
0,725
0,724
0,723
0,722
0,721
0,720
0,719
0,718
0,717

40,518
40,531
40,543
40,556
40,568
40,581
40,593
40,606
40,619
40,632
40,645
40,658
40,671
40,684
40,696
40,709
40,722
40,735
40,748
40,761
40,774
40,787
40,799
40,812
40,825
40,838
40,851
40,864
40,877
40,890
40,902
40,915
40,924
40,933
40,942
40,951
40,960
40,969
40,978
40,987

51,997
51,980
51,963
51,047
51,930
51,913
51,896
51,880
51,863
51,846
51,829
51,812
51,796
51,779
51,762
51,745
51,728
51,712
51,695
51,678
51,661
51,644
51,628
51,611
51,594
51,577
51,560
51,544
51,527
51,510
51,493
51,476
51,465
51,453
51,442
51,430
51,419
51,407
51,396
51,385

Fortsetzung auf der ndachsten Seite

31,537
31,541
31,545
31,549
31,553
31,557
31,561
31,564
31,566
31,569
31,572
31,575
31,578
31,581
31,584
31,587
31,590
31,593
31,596
31,599
31,602
31,605
31,608
31,610
31,613
31,616
31,619
31,622
31,625
31,628
31,631
31,634
31,639
31,643
31,648
31,652
31,657
31,662
31,666
31,671

34,935
34,930
34,926
34,922
34,918
34,914
34,910
34,907
34,904
34,901
34,898
34,804
34,801
34,888
34,885
34,882
34,879
34,876
34,873
34,870
34,867
34,864
34,861
34,858
34,855
34,852
34,849
34,846
34,843
34,840
34,837
34,834
34,829
34,824
34,820
34,815
34,810
34,805
34,801
34,796

51,710
51,683
51,656
51,629
51,603
51,576
51,549
51,530
51,511
51,492
51,473
51,453
51,434
51,415
51,396
51,377
51,358
51,339
51,320
51,301
51,281
51,262
51,243
51,224
51,205
51,186
51,167
51,148
51,129
51,109
51,090
51,071
51,041
51,011
50,981
50,952
50,922
50,892
50,862
50,832



VB

‘gmin

emax

‘gmin

co

emax

Qmax

0,716
0,715
0,714
0,713
0,712
0,711
0,710
0,709
0,708
0,707
0,706
0,705
0,704
0,703
0,702
0,701
0,700
0,699
0,608
0,697
0,696
0,695
0,604
0,603
0,602
0,601
0,690
0,689
0,688
0,687
0,686
0,685
0,684
0,683
0,682
0,681
0,680
0,679
0,678
0,677

40,996
41,005
41,014
41,023
41,032
41,040
41,049
41,058
41,067
41,076
41,085
41,094
41,103
41,112
41,121
41,130
41,139
41,153
41,167
41,182
41,196
41,210
41,224
41,239
41,253
41,267
41,281
41,296
41,310
41,324
41,338
41,353
41,367
41,381
41,395
41,410
41,424
41,438
41,452
41,467

51,373
51,362
51,350
51,339
51,327
51,316
51,304
51,293
51,281
51,270
51,258
51,247
51,235
51,224
51,212
51,201
51,189
51,171
51,153
51,135
51,117
51,099
51,081
51,063
51,045
51,027
51,009
50,991
50,973
50,955
50,937
50,919
50,901
50,883
50,865
50,847
50,829
50,811
50,793
50,775

Fortsetzung auf der ndachsten Seite

31,676
31,680
31,685
31,690
31,604
31,699
31,703
31,708
31,713
31,717
31,722
31,727
31,731
31,736
31,740
31,745
31,750
31,753
31,756
31,760
31,763
31,766
31,770
31,773
31,776
31,780
31,783
31,786
31,790
31,793
31,796
31,800
31,803
31,806
31,809
31,813
31,316
31,819
31,823
31,826

34,791
34,786
34,782
34,777
34,772
34,767
34,763
34,758
34,753
34,748
34,743
34,739
34,734
34,729
34,724
34,720
34,715
34,711
34,708
34,705
34,701
34,698
34,694
34,601
34,688
34,684
34,681
34,677
34,674
34,671
34,667
34,664
34,660
34,657
34,653
34,650
34,647
34,643
34,640
34,636

50,802
50,772
50,742
50,712
50,682
50,652
50,622
50,592
50,562
50,532
50,503
50,473
50,443
50,413
50,383
50,353
50,323
50,302
50,281
50,260
50,239
50,218
50,197
50,176
50,155
50,134
50,113
50,092
50,071
50,050
50,029
50,008
49,987
49,966
49,945
49,924
49,903
49,882
49,861
49,840
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VB

gmin

emaz

emin

co

emam

Hmam

0,676
0,675
0,674
0,673
0,672
0,671
0,670
0,669
0,668
0,667
0,666
0,665
0,664
0,663
0,662
0,661
0,660
0,659
0,658
0,657
0,656
0,655
0,654
0,653
0,652
0,651
0,650
0,649
0,648
0,647
0,646
0,645
0,644
0,643
0,642
0,641
0,640
0,639
0,638
0,637

41,481
41,495
41,506
41,516
41,526
41,536
41,547
41,557
41,567
41,578
41,588
41,598
41,608
41,619
41,629
41,639
41,650
41,660
41,670
41,680
41,691
41,701
41,711
41,722
41,732
41,742
41,752
41,766
41,779
41,793
41,806
41,820
41,833
41,847
41,860
41,874
41,887
41,901
41,914
41,928

50,757
50,739
50,726
50,713
50,700
50,688
50,675
50,662
50,649
50,637
50,624
50,611
50,598
50,585
50,573
50,560
50,547
50,534
50,522
50,509
50,496
50,483
50,470
50,458
50,445
50,432
50,419
50,403
50,386
50,370
50,353
50,337
50,320
50,304
50,287
50,271
50,254
50,238
50,221
50,205
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31,829
31,833
31,836
31,840
31,843
31,847
31,850
31,854
31,857
31,861
31,865
31,868
31,872
31,875
31,879
31,882
31,886
31,889
31,893
31,896
31,900
31,903
31,907
31,910
31,914
31,018
31,921
31,027
31,933
31,938
31,044
31,950
31,956
31,961
31,967
31,973
31,979
31,084
31,990
31,996

34,633
34,630
34,626
34,622
34,619
34,615
34,611
34,608
34,604
34,601
34,597
34,593
34,590
34,586
34,582
34,579
34,575
34,572
34,568
34,564
34,561
34,557
34,553
34,550
34,546
34,543
34,539
34,533
34,527
34,521
34,515
34,509
34,504
34,498
34,492
34,486
34,480
34,474
34,468
34,462

49,819
49,798
49,776
49,754
49,733
49,711
49,690
49,668
49,646
49,625
49,603
49,582
49,560
49,538
49,517
49,495
49,474
49,452
49,430
49,409
49,387
49,366
49,344
49,323
49,301
49,279
49,258
49,223
49,187
49,152
49,117
49,082
49,047
49,012
48,977
48,941
48,906
48,871
48,836
48,801



VB

‘gmin

emax

‘gmin

co

emax

Qmax

0,636
0,635
0,634
0,633
0,632
0,631
0,630
0,629
0,628
0,627
0,626
0,625
0,624
0,623
0,622
0,621
0,620
0,619
0,618
0,617
0,616
0,615
0,614
0,613
0,612
0,611
0,610
0,609
0,608
0,607
0,606
0,605
0,604
0,603
0,602
0,601
0,600
0,599
0,598
0,597

41,941
41,955
41,968
41,982
41,995
42,009
42,022
42,036
42,049
42,063
42,076
42,090
42,103
42,117
42,130
42,144
42,157
42,171
42,184
42,198
42,211
42,224
42,238
42,251
42,265
42,278
42,292
42,305
42,319
42,332
42,346
42,359
42,373
42,386
42,400
42,413
42,427
42,436
42,445
42,455

50,188
50,172
50,155
50,139
50,122
50,106
50,089
50,073
50,057
50,040
50,024
50,007
49,991
49,975
49,959
49,942
49,926
49,910
49,894
49,878
49,861
49,845
49,829
49,813
49,797
49,781
49,764
49,748
49,732
49,716
49,700
49,683
49,667
49,651
49,635
49,619
49,603
49,591
49,580
49,569
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32,002
32,007
32,013
32,019
32,025
32,031
32,036
32,042
32,048
32,054
32,059
32,065
32,069
32,074
32,078
32,082
32,087
32,091
32,096
32,100
32,104
32,109
32,113
32,117
32,122
32,126
32,130
32,135
32,139
32,143
32,148
32,152
32,156
32,161
32,165
32,169
32,174
32,176
32,178
32,181

34,456
34,450
34,445
34,439
34,433
34,427
34,421
34,415
34,409
34,403
34,397
34,392
34,387
34,383
34,378
34,374
34,369
34,365
34,360
34,356
34,352
34,347
34,343
34,338
34,334
34,329
34,325
34,321
34,316
34,312
34,307
34,303
34,298
34,204
34,289
34,285
34,281
34,278
34,276
34,274

48,766
48,731
48,695
48,660
48,625
48,590
48,555
48,520
48,485
48,449
48,414
48,379
48,353
48,328
48,302
48,276
48,250
48,225
48,199
48,173
48,147
48,121
48,096
48,070
48,044
48,018
47,993
47,967
47,041
47,915
47,889
47,864
47,838
47,812
47,786
47,761
47,735
47,721
47,707
47,693
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VB

gmin

emaz

emin

co

emam

Hmam

0,596
0,595
0,594
0,593
0,592
0,591
0,590
0,589
0,588
0,587
0,586
0,585
0,584
0,583
0,582
0,581
0,580
0,579
0,578
0,577
0,576
0,575
0,574
0,573
0,572
0,571
0,570
0,569
0,568
0,567
0,566
0,565
0,564
0,563
0,562
0,561
0,560
0,559
0,558
0,557

42,464
42,474
42,483
42,492
42,502
42,511
42,520
42,530
42,539
42,549
42,558
42,567
42,577
42,586
42,595
42,605
42,614
42,624
42,633
42,642
42,652
42,661
42,678
42,695
42,712
42,729
42,746
42,762
42,779
42,796
42,813
42,830
42,847
42,864
42,881
42,898
42,915
42,931
42,048
42,965

49,558
49,547
49,536
49,525
49,514
49,503
49,492
49,481
49,470
49,458
49,447
49,436
49,425
49,414
49,403
49,392
49,381
49,370
49,359
49,348
49,337
49,326
49,306
49,286
49,267
49,247
49,227
49,208
49,188
49,168
49,149
49,129
49,109
49,090
49,070
49,051
49,031
49,011
48,992
48,972
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32,183
32,185
32,188
32,190
32,192
32,194
32,197
32,199
32,201
32,204
32,206
32,208
32,211
32,213
32,215
32,217
32,220
32,222
32,224
32,227
32,229
32,231
32,236
32,242
32,247
32,252
32,257
32,262
32,267
32,273
32,278
32,283
32,288
32,293
32,298
32,304
32,309
32,314
32,319
32,324

34,271
34,269
34,267
34,264
34,262
34,260
34,257
34,255
34,252
34,250
34,248
34,245
34,243
34,241
34,238
34,236
34,234
34,231
34,229
34,227
34,224
34,222
34,217
34,212
34,206
34,201
34,196
34,190
34,185
34,180
34,175
34,169
34,164
34,159
34,154
34,148
34,143
34,138
34,132
34,127

47,679
47,665
47,652
47,638
47,624
47,610
47,596
47,582
47,568
47,555
47,541
47,527
47,513
47,499
47,485
47,472
47,458
47,444
47,430
47,416
47,402
47,388
47,358
47,328
47,298
47,268
47,238
47,209
47,179
47,149
47,119
47,089
47,059
47,029
46,999
46,969
46,939
46,909
46,879
46,849



VB

‘gmin

emax

‘gmin

co

emar

Qmam

0,556
0,555
0,554
0,553
0,552
0,551
0,550
0,549
0,548
0,547
0,546
0,545
0,544
0,543
0,542
0,541
0,540
0,539
0,538
0,537
0,536
0,535
0,534
0,533
0,532
0,531
0,530
0,529
0,528
0,527
0,526
0,525

42,982
42,999
43,016
43,033
43,050
43,067
43,084
43,097
43,110
43,123
43,136
43,149
43,162
43,175
43,188
43,201
43,214
43,227
43,240
43,253
43,266
43,279
43,292
43,305
43,318
43,331
43,344
43,357
43,370
43,383
43,396
43,409

48,952
48,933
48,913
48,893
48,874
48,854
48,835
48,820
48,805
48,790
48,775
48,760
48,746
48,731
48,716
48,701
48,686
48,672
48,657
48,642
48,627
48,612
48,597
48,583
48,568
48,553
48,538
48,523
48,509
48,494
48,479
48,464

32,330
32,335
32,340
32,345
32,350
32,355
32,361
32,367
32,373
32,379
32,385
32,391
32,397
32,403
32,409
32,415
32,421
32,427
32,434
32,440
32,446
32,452
32,458
32,464
32,470
32,476
32,482
32,488
32,494
32,500
32,507
32,513

34,122
34,117
34,111
34,106
34,101
34,096
34,090
34,084
34,078
34,072
34,066
34,059
34,053
34,047
34,041
34,035
34,029
34,022
34,016
34,010
34,004
33,998
33,992
33,985
33,979
33,973
33,967
33,961
33,955
33,048
33,942
33,936

46,819
46,789
46,759
46,729
46,699
46,669
46,639
46,605
46,571
46,537
46,503
46,469
46,435
46,401
46,367
46,333
46,299
46,265
46,230
46,196
46,162
46,128
46,094
46,060
46,026
45,992
45,958
45,024
45,890
45,856
45,822
45,788
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Tabelle AT:

Normierte Vektoren der 3D-Lage des Qy-Ubergangsdipolmomentes in Chl
a mit der héchsten Wahrscheinlichkeit jeweils vor (*) und nach der Koor-
dinatentransformation mit den Achsen und Drehmatizen aus Tab. A3 und
A4.

Vektor | X Y Z
iy | 092] 013] 037
fie | 0,19| 098] 0,07
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B. Anhang B

Tabelle B1:

Optimierte Atom-Koordinaten fiir E-C314, bestimmt mit Gaussian 03[36]

und entnommen aus der log-Datei.

Atom ‘

X

Y

Z

asiasasBergNONONONOCHONONO RO HONONONCHONONORONORONORONON®)

—0,3592894383
—1,7740431599
—2,3913262408
—1,6036582877
0,6593057928
2,0312641940
2,6199352643
1,7932703543
0,4135242031
—0,1900520625
—2,2959139253
2,9306622245
4,1810846556
4,8910388797
3,9886362755
4,6503481068
3,7892852259
2,4005640991
—3,8629776013
—4,3600733483
—4,5810334634
—6,0174772209
—6,4932816957
—2,1045676623
0,2110904942
2,3866959173
3,2369506919
4,8737547268

Fortsetzung auf der ndchsten Seite

1,8801634553
1,8854174889
0,5698320888
—0,5492423733
—1,6200038126
—1,5059731660
—0,2127466262
0,9351325445
0,7654409474
—0,4980884646
2,9664071382
—2,7129651379
—2,5277075594
—1,2390937278
—0,0885935117
1,2119180059
2,3451837090
2,3069936791
0,3593402063
—0,7472257338
1,4905129673
1,3515905668
1,3273866923
—1,5046971383
—2,6022751035
—3,6200808953
—2,8497800331
—3,3687689314

0,1152996844
0,0535688651
—0,1239735921
—0,2249537980
—0,2675324570
—0,2122784087
—0,0144941794
0,0922860218
0,0100473219
—0,1643785314
0,1556040991
—0,3447181552
0,5183923833
0,1153727771
0,0694555151
0,1740732439
—0,3735678428
0,2680356956
—0,2099198106
—0,3531585594
—0,1119997781
—0,1912695970
—1,6366735088
—0,3582886328
—0,4017155282
—0,0587980523
—1,3932276144
0,4039339729
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Tabelle B2:

Optimierte Atom-Koordinaten fiir Z-C314, bestimmt mit Gaussian 03[36]
und entnommen aus der log-Datei.

126

Atom ‘ X Y Z
3,8959225937 | —2,4774525320 1,5765756755
5,3760114161 | —1,3674486632 | —0,8664074492

asjasijasijaniiasjacijasfiasjasiiasiiasjasiiasias

5,6894876069
4,9141148752
5,5943426893
3,6968870314
4,2876050235
2,4802177501
1,7435126625
—6,3174087039
—6,3974515539
—7,5890722709
—6,1197724806
—6,1472720382

—1,0105156324
1,4098868051
1,1512723739
2,2400260437
3,3010598792
25567375808
3,0622840762
0,4445490687
2,2280767426
1,3093983910
0,4364839022
22172498540

0,8337498118
1,2262879541
—0,3830860587
—1,4617608790
—0,1784989476
1,3366491647
—0,1715915614
0,3394716775
0,3391409801
—1,6679273329
—2,1490915674
—2,1724432672

Atom ‘ X Y Z
O —0,4233630825 1,7503259110 0,1118732983
C —1,8378685915 1,7031669962 0,0528843551
C —2,4101721345 0,3653259446 | —0,1283883841
C —1,5835260662 | —0,7256064966 | —0,2288313679
C 0,7173383039 | —1,7108289139 | —0,2739318860
C 2,0845311041 | —1,5490952077 | —0,2184580901
C 2,6272865665 | —0,2363865189 | —0,0189387820
C 1,7607238602 0,8815093170 0,0869988560
C 0,3876077325 0,6638391956 0,0049383036
C —0,1711540891 | —0,6198717772 | —0,1697041200
O —2,4032127336 2,7589788737 0,1632589105
C 3,0265840675 | —2,7229603298 | —0,3506487232
C 4,2650459296 | —2,4957096565 0,5195521081
C 4,9325255771 | —1,1826501380 0,1221802608
N 3,9906483774 | —0,0646224889 0,0670756173
C 4,6064889254 1,2583257532 0,1717257095
C 3,7066177915 2,3605486817 | —0,3769436984
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Tabelle B3:

Atom ‘

X

Y

Z

a=fjasiasiiasjasiiasjiasjasjasijasijasiasjiasfiasfias oo Bacfan N O HONORONO N

2,3195306870
—3,8874030853
—4,6945138660
—4,2475109377
—5,6641309534
—6,3080269484
—2,0205877295
0,3045405448
2,5140164560
3,3428653924
4,9871311465
3,9721601981
5,4306264380
5,7160350004
4,8623328916
5,5524961554
3,6190208933
4,1707338771
2,3892302096
1,6367845935
—6,1303237673
—5,7286059495
—7,3645843500
—6,2507682592
—5,8111591757

2,2737838932
0,2249397564
1,1289249290
—1,0906908603
—1,3554693933
—1,4102622712
—1,7062099693
—2,7085875633
—3,6498972958
—2,8455105197
—3,3121032700
—2,4568334660
—1,2938175437
—0,9258276948
1,4655871688
1,2301351156
2,2522533314
3,3333602306
2,5260230459
3,0055998249
—0,5861711784
—2,3207851043
—1,6880615470
—0,4333786190
—2,1530191455

0,2634214145
—0,2036945403
—0,1928490839
—0,2970744319
—0,3840104292

0,9940188044
—0,3614442325
—0,4087308814
—0,0701074744
—1,3979915684

0,4082433974

1,5761071718
—0,8550679038

0,8475619330

1,2240980077
—0,3846631883
—1,4652162763
—0,1814607500

1,3321173299
—0,1767083898
—1,0044589798
—0,8936963690

0,9014881825

1,4817023803

1,6272285100

Dipolmomentvektoren der abgetasteten Schwingungen des C314, bestimmt
mit Gaussian 03[36]. Sie wurden aus den log-Dateien entnommen und nach-
traglich normiert.

Mode ‘ # log-Datei ‘ X Y Z

Egee 96 —0,9966 0,0653 | —0,0512
Z e 96 —0,9981 0,0414 | —0,0460
Eee 99 0,9900 | —0,1375 0,0316
Z e 99 0,9889 | —0,1468 0,0233
Epreo 100 0,4797 0,8723 0,0950
Zpee 100 —0,9665 0,2320 | —0,1095
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Epeo 120 —0,5673 0,8204 0,0713
7% 120 —0,6482 0,7596 0,0527

Tabelle B4:

Winkelbereiche 0,,;,, — 0,,.. in Abhingigkeit des Vertrauensbereiches VB fiir

die relativen Winkel zwischen dem elektronischen Ubergangsdipolmoment

von C314 und den Ubergangsdipolmomenten der Schwingungsmoden ¥,

Epee Egee und Frs°, alle Winkelangaben in °.

E ijc E D’ZC E D’go E D’go
VB Hmm Qmax emzn ema:c emin emax emin emax
0,950 0 32,020 0 32,066 | 42,503 90 34,933 61,014
0,949 0 31,964 0 32,011 | 42,539 90 34,961 60,962
0,948 0 31,908 0 31,956 | 42,575 90 34,989 60,910
0,947 0 31,852 0 31,900 | 42,611 90 35,017 60,858
0,946 0 31,796 0 31,845 | 42,647 90 35,045 60,807
0045 | 0 31,740 | 0 31,790 | 42,683 90 35,073 60,755
0,944 0 31,684 0 31,735 | 427720 90 35,101 60,703
0,943 0 31,628 0 31,680 | 42,756 90 35,130 60,651
0,942 0 31,572 0 31,624 | 42,792 90 35,158 60,599
0,941 0 31,516 0 31,069 | 42,828 90 35,186 60,547
0,940 0 31,460 0 31,014 | 42,864 90 35,214 60,496
0,939 0 31,403 0 31,459 | 42900 90 35,242 60,444
0,938 0 31,347 | 0 31,404 | 42,936 90 35,270 60,392
0,937 0 31,291 0 31,348 | 42972 90 35,298 60,340
0,936 0 31,235 0 31,293 | 43,008 90 35,326 60,288
0,935 0 31,179 0 31,238 | 43,045 90 35,354 60,236
0,934 0 31,123 0 31,183 | 43,081 90 35,382 60,185
0,933 0 31,067 | 0 31,127 | 43,117 90 35,410 60,133
0,932 0 31,011 0 31,072 | 43,153 90 35,438 60,081
0,931 0 30,955 0 31,017 | 43,189 90 35,466 60,029
0,930 0 30,899 0 30,962 | 43,225 90 35,494 59,977
0,929 0 30,843 0 30,907 | 43,261 90 35,522 59,926
0,928 0 30,787 1 0 30,851 | 43,297 90 35,550 59,874
0,927 0 30,731 0 30,796 | 43,334 90 35,579 59,822
0,926 0 30,675 0 30,741 | 43,370 90 35,607 59,770
0,925 0 30,619 0 30,686 | 43,406 90 35,635 59,718
0024 0 30563| 0 30,631 | 43442 90 35,663 59,666
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0,923 0 30,507 0 30,075 | 43,478 90 35,691 59,615
0,922 0 30,451 0 30,520 | 43,514 90 35,719 59,563
0,921 0 30,395 0 30,465 | 43,550 90 35,747 59,511
0,920 0 30,338 0 30,410 | 43,586 90 35,775 59,459
0,919 0 30,282 0 30,355 | 43,622 90 35,803 59,407
0,918 0 30,226 0 30,299 | 43,659 90 35,831 59,355
0,917 0 30,170 0 30,244 | 43,695 90 35,859 59,304
0,916 0 30,114 0 30,189 | 43,731 90 35,887 59,252
0,915 0 30,058 0 30,134 | 43,767 90 35,915 59,200
0,914 0 30,002 0 30,078 | 43,803 90 35,943 59,148
0,913 0 29,946 0 30,023 | 43,839 90 35,971 59,096
0,912 0 29,890 0 29,968 | 43,875 90 35,999 59,045
0,911 0 29,834 0 29913 | 43,911 90 36,027 58,993
0,910 0 29,778 0 29,858 | 43,948 90 36,056 58,941
0009 | 0 20722| 0 29,802 | 43,984 90 36,084 58,889
0,908 0 29,666 0 29,747 | 44,020 90 36,112 58,837
0,907 0 29,610 0 29,692 | 44,056 90 36,140 58,785
0,906 0 29,554 0 29,637 | 44,092 90 36,168 58,734
0,905 0 29,498 0 29,582 | 44,128 90 36,196 58,682
0,904 0 29,442 0 29,526 | 44,164 90 36,224 58,630
0,903 0 29,386 0 29,471 | 44,200 90 36,252 58,578
0,902 0 29,329 0 29,416 | 44,237 90 36,280 58,526
0,901 0 29,273 0 29,361 | 44,273 90 36,308 58,475
0,900 0 29,217 0 29,306 | 44,309 90 36,336 58,423
0,899 | 0 29,182 | 0 29258 | 44,336 89,893 | 36,357 58,388
0,898 0 29,147 | 0 29,210 | 44,362 89,786 | 36,377 58,354
0,897 0 29,112 0 29,162 | 44,389 89,679 | 36,397 58,320
0,896 0 29,077 0 29,115 | 44,416 89,573 | 36,418 58,285
0,895 0 29,042 0 29,067 | 44,443 89,466 | 36,438 58,251
0,894 0 29,007 0 29,019 | 44,470 89,359 | 36,459 58,216
0,893 0 28,972 0 28,971 | 44,496 89,252 | 36,479 58,182
0,892 0 28,936 0 28,924 | 44,523 89,145 | 36,500 58,148
0,891 0 28,901 0 28,876 | 44,550 89,038 | 36,520 58,113
0,890 0 28,866 0 28,828 | 44,577 88,932 | 36,541 58,079
0,889 0 28,831 0 28,780 | 44,604 88,825 | 36,561 58,044
0,888 | 0 28,796 | 0 28,733 | 44,630 88,718 | 36,582 58,010
0,887 | 0 28,761 0 28,685 | 44,657 88,611 | 36,602 57,976
0,886 0 28,726 0 28,637 | 44,684 88,504 | 36,622 57,941
0,885 0 28,691 0 28,5089 | 44,711 88,397 | 36,643 57,907
0,884 0 28,655 0 28,042 | 44,738 88,291 | 36,663 57,873
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0,883 0 28,620 0 28,494 | 44,764 88,184 | 36,684 57,838
0,882 0 28,585 0 28,446 | 44,791 88,077 | 36,704 57,804
0881 | 0 28550 | 0 28398 | 44,818 87,970 | 36,725 57,769
0830 | 0 28515| 0 28351 | 44,845 87,863 | 36,745 57,735
0,879 0 28,480 0 28,303 | 44,872 87,756 | 36,766 57,701
0,878 0 28,445 0 28,255 | 44,899 87,650 | 36,786 57,666
0,877 0 28,410 0 28,207 | 44,925 87,543 | 36,807 57,632
0,876 0 28,374 0 28,160 | 44,952 87,436 | 36,827 57,597
0,875 0 28,339 0 28,112 | 44,979 87,329 | 36,847 57,563
0,874 0 28,304 | O 28,064 | 45,006 87,222 | 36,868 57,529
0,873 0 28,269 0 28,017 | 45,033 87,115 | 36,888 57,494
0,872 0 28,234 0 27,969 | 45,059 87,008 | 36,909 57,460
0,871 0 28,199 0 27,921 | 45,086 86,902 | 36,929 57,426
0,870 0 28,164 0 27,873 | 45,113 86,795 | 36,950 57,391
0,869 0 28,129 0 27,826 | 45,140 86,688 | 36,970 57,357
0,868 0 28,093 0 27,778 | 45,167 86,581 | 36,991 57,322
0,867 0 28,058 0 27,730 | 45,193 86,474 | 37,011 57,288
0,866 0 28,023 0 27,682 | 45,220 86,367 | 37,031 57,254
0,865 0 27,988 0 27,635 | 45,247 86,261 | 37,062 57,219
0,864 0 27,953 0 27,587 | 45,274 86,154 | 37,072 57,185
0,863 0 27,918 0 27,5639 | 45,301 86,047 | 37,093 57,150
0,862 0 27,883 0 27,491 | 45,327 85,940 | 37,113 57,116
0,861 0 27,848 0 27,444 | 45,354 85,833 | 37,134 57,082
0,860 0 27,812 0 27,396 | 45,381 85,726 | 37,154 57,047
0,859 0 27,7177 0 27,348 | 45,408 85,620 | 37,175 57,013
0,858 0 27,742 0 27,300 | 45,435 85,513 | 37,195 56,979
0,857 0 27,707 0 27,253 | 45,461 85,406 | 37,216 56,944
0,856 0 27,672 0 27,205 | 45,488 85,299 | 37,236 56,910
0,855 0 27,637 0 27,157 | 45,515 85,192 | 37,256 56,875
0,854 0 27,602 0 27,109 | 45,542 85,085 | 37,277 56,841
0,853 0 27,567 | 0 27,062 | 45,569 84,979 | 37,297 56,807
0,852 0 27,531 0 27,014 | 45,595 84,872 | 37,318 56,772
0,851 0 27,496 0 26,966 | 45,622 84,765 | 37,338 56,738
0,850 0 27,461 0 26,918 | 45,649 84,658 | 37,359 56,703
0,849 0 27,422 0 26,865 | 45,671 84,533 | 37,375 56,678
0,848 0 27,383 0 26,811 | 45,692 84,408 | 37,391 56,652
0,847 | O 27,344 1 0 26,757 | 45,714 84,282 | 37,408 56,626
0,846 0 27,304 0 26,703 | 45,736 84,157 | 37,424 56,601
0,845 0 27,265 0 26,649 | 45,757 84,032 | 37,440 56,575
0,844 0 27,226 0 26,595 | 45,779 83,907 | 37,457 56,549
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0,843 0 27,187 0 26,541 | 45,800 83,781 | 37,473 56,5024
0,842 0 27,147 0 26,487 | 45,822 83,656 | 37,489 56,498
0,841 0 27,108 0 26,433 | 45,844 83,531 | 37,505 56,472
0,840 0 27,069 0 26,379 | 45,865 83,406 | 37,522 56,447
0,839 0 27,030 0 26,325 | 45,887 83,280 | 37,538 56,421
0,838 0 26,990 0 26,271 | 45,908 83,155 | 37,554 56,395
0,837 0 26,951 0 26,217 | 45,930 83,030 | 37,571 56,370
0,836 0 26,912 0 26,163 | 45,952 82904 | 37,587 56,344
0,835 0 26,873 0 26,109 | 45,973 82,779 | 37,603 56,318
0,834 0 26,834 0 26,055 | 45,995 82,664 | 37,620 56,292
0,833 0 26,794 0 26,001 | 46,017 82,529 | 37,636 56,267
0,832 0 26,755 0 25,947 | 46,038 82,403 | 37,652 56,241
0,831 0 26,716 0 25,893 | 46,060 82,278 | 37,668 56,215
0,830 0 26,677 0 25,839 | 46,081 82,153 | 37,685 56,190
0,829 0 26,637 0 25,785 | 46,103 82,028 | 37,701 56,164
0,828 0 26,598 0 25,731 | 46,125 81,902 | 37,717 56,138
0,827 0 26,559 0 25,677 | 46,146 81,777 | 37,734 56,113
0,826 0 26,520 0 25,623 | 46,168 81,652 | 37,750 56,087
0,825 0 26,480 0 25,569 | 46,189 81,527 | 37,766 56,061
0,824 0 26,441 0 25,615 | 46,211 81,401 | 37,783 56,036
0,823 0 26,402 0 25,461 | 46,233 81,276 | 37,799 56,010
0,822 0 26,363 0 25,407 | 46,254 81,151 | 37,815 55,984
0,821 0 26,323 0 25,354 | 46,276 81,026 | 37,831 55,959
0,820 0 26,284 0 25,300 | 46,298 80,900 | 37,848 55,933
0,819 0 26,245 0 25,246 | 46,319 80,775 | 37,864 55,907
0,818 0 26,206 0 25,192 | 46,341 80,650 | 37,880 55,881
0,817 0 26,167 0 25,138 | 46,362 80,525 | 37,897 55,856
0,816 0 26,127 0 25,084 | 46,384 80,399 | 37,913 55,830
0,815 0 26,088 0 25,030 | 46,406 80,274 | 37,929 55,804
0,814 0 26,049 0 24976 | 46,427 80,149 | 37,946 55,779
0,813 0 26,010 0 24,922 | 46,449 80,024 | 37,962 55,753
0,812 0 25,970 0 24,868 | 46,470 79,898 | 37,978 55,727
0,811 0 25,931 0 24,814 | 46,492 79,773 | 37,995 55,702
0,810 0 25,892 0 24,760 | 46,514 79,648 | 38,011 55,676
0,809 | 0 25853 | 0 24,706 | 46,535 79,523 | 38,027 55,650
0,808 0 25,813 0 24,652 | 46,557 79,397 | 38,043 55,625
0,807 | 0 25,774 0 24,598 | 46,578 79,272 | 38,060 55,599
0,806 0 25,735 0 24,544 | 46,600 79,147 | 38,076 55,573
0,805 0 25,696 0 24,490 | 46,622 79,022 | 38,092 55,548
0,804 0 25,656 0 24,436 | 46,643 78,896 | 38,109 55,522
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0,803 0 25,617 0 24,382 | 46,665 78,771 | 38,125 = 55,496
0,802 0 25,578 0 24,328 | 46,687 78,646 | 38,141 55,471
0,801 0 25,539 0 24,274 | 46,708 78,521 | 38,158 55,445
0,800 0 25,500 0 24,220 | 46,730 78,395 | 38,174 55,419
0,799 0 25,473 0 24,183 | 46,751 78,321 | 38,190 55,396
0,798 0 25,446 0 24,147 | 46,772 78,246 | 38,205 55,372
0,797 0 25,419 0 24,110 | 46,794 78,171 | 38,221 55,348
0,796 0 25,393 0 24,073 | 46,815 78,096 | 38,237 55,325
0,795 0 25,366 0 24,036 | 46,836 78,022 | 38,253 55,301
0,794 0 25,339 0 23,999 | 46,857 77,947 | 38,269 55,277
0,793 0 25,313 0 23,962 | 46,879 77872 | 38,285 55,254
0,792 0 25,286 0 23,925 | 46,900 77,797 | 38,300 55,230
0,791 0 25,259 0 23,888 | 46,921 77,723 | 38,316 55,206
0,790 0 25,232 0 23,852 | 46,943 77,648 | 38,332 55,183
0,789 | 0  25206| 0 23815 | 46,964 77,573 | 38,348 55,159
0,788 0 25,179 0 23,778 | 46,985 77,498 | 38,364 55,135
0,787 0 25,152 0 23,741 | 47,006 77,423 | 38,380 55,112
0,786 0 25,126 0 23,704 | 47,028 77,349 | 38,395 55,088
0,785 0 25,099 0 23,667 | 47,049 77274 | 38,411 55,064
0,784 0 25,072 0 23,630 | 47,070 77,199 | 38,427 55,041
0,783 0 25,045 0 23,593 | 47,092 77,124 | 38,443 55,017
0,782 0 25,019 0 23,557 | 47,113 77,050 | 38,459 = 54,993
0,781 0 24,992 0 23,520 | 47,134 76,975 | 38,475 54,970
0,780 0 24,965 0 23,483 | 47,155 76,900 | 38,490 54,946
0,779 0 24,939 0 23,446 | 47,177 76,825 | 38,506 54,923
0,778 0 24,912 0 23,409 | 47,198 76,751 | 38,522 54,899
0,777 0 24,885 0 23,372 | 47219 76,676 | 38,538 54,875
0,776 0 24,858 0 23,335 | 47,241 76,601 | 38,554 54,852
0,775 0 24,832 0 23,299 | 47,262 76,526 | 38,570 54,828
0,774 0 24,805 0 23,262 | 47,283 76,452 | 38,585 54,804
0,773 0 24,778 0 23,225 | 47,304 76,377 | 38,601 54,781
0,772 0 24,752 0 23,188 | 47,326 76,302 | 38,617 54,757
0,771 0 24,725 0 23,151 | 47,347 76,227 | 38,633 54,733
0,770 0 24,698 0 23,114 | 47,368 76,152 | 38,649 54,710
0,760 | 0 24671 | 0 23,077 | 47,390 76,078 | 38,665 54,686
0,768 | 0  24,645| 0 23,040 | 47411 76,003 | 38,680 54,662
0,767 | 0O 24,618 0 23,004 | 47,432 75,928 | 38,696 54,639
0,766 0 24,591 0 22,967 | 47453 75,853 | 38,712 54,615
0,765 0 24,565 0 22,930 | 47475 75,779 | 38,728 54,591
0,764 0 24,538 0 22,893 | 47,496 75,704 | 38,744 54,568
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0,763 0 24,511 0 22,856 | 47,517 75,629 | 38,760 54,544
0,762 0 24,484 0 22,819 | 47,539 75,554 | 38,775 54,520
0,761 0 24,458 0 22,782 | 47,560 75,480 | 38,791 54,497
0,760 0 24,431 0 227745 | 47,581 75,405 | 38,807 54,473
0,759 0 24,404 0 22,709 | 47,602 75,330 | 38,823 54,450
0,758 0 24,378 0 22,672 | 47,624 75,255 | 38,839 54,426
0,757 0 24,351 0 22,635 | 47,645 75,181 | 38,855 54,402
0,756 0 24,324 0 22,598 | 47,666 75,106 | 38,870 54,379
0,755 0 24,297 0 22,561 | 47,688 75,031 | 38,886 54,355
0,754 0 24,271 0 22,524 | 47,709 74,956 | 38,902 54,331
0,753 0 24,244 0 22,487 | 47,730 74,881 | 38,918 54,308
0,752 0 24,217 0 22,451 | 47751 74,807 | 38,934 54,284
0,751 0 24,191 0 22,414 | 47773 74,732 | 38,950 54,260
0,750 0 24,164 0 22,377 | 47,794 74,657 | 38,965 54,237
0,749 | 0 24125 | 0 22,322 | 47810 74,611 | 38,977 54,220
0,748 0 24,085 0 22,267 | 47,826 74,565 | 38,988 54,203
0,747 0 24,046 0 22,212 | 47,842 74,519 | 39,000 54,187
0,746 0 24,007 0 22,157 | 47,857 74,473 | 39,011 54,170
0,745 0 23,967 0 22,102 | 47,873 74,427 | 39,023 54,154
0,744 0 23,928 0 22,047 | 47,889 74,381 | 39,035 54,137
0,743 0 23,889 0 21,992 | 47,905 74,335 | 39,046 54,120
0,742 0 23,849 0 21,937 | 47921 74,289 | 39,058 54,104
0,741 0 23,810 0 21,882 | 47937 74,243 | 39,069 54,087
0,740 0 23,771 0 21,827 | 47,953 74,197 | 39,081 54,070
0,739 0 23,732 0 21,772 | 47968 74,151 | 39,092 54,054
0,738 0 23,692 0 21,717 | 47984 74,105 | 39,104 54,037
0,737 0 23,653 0 21,662 | 48,000 74,059 | 39,115 54,021
0,736 0 23,614 0 21,606 | 48,016 74,013 | 39,127 54,004
0,735 0 23,574 0 21,551 | 48,032 73,967 | 39,138 53,987
0,734 0 23,535 0 21,496 | 48,048 73,921 | 39,150 53,971
0,733 0 23,496 0 21,441 | 48,064 73,875 | 39,161 53,954
0,732 0 23,457 0 21,386 | 48,080 73,829 | 39,173 53,937
0,731 0 23,417 0 21,331 | 48,095 73,783 | 39,184 53,921
0,730 0 23,378 0 21,276 | 48,111 73,737 | 39,196 53,904
0,729 0 23,339 0 21,221 | 48,127 73,691 | 39,207 53,888
0,728 | 0 23,299 | 0 21,166 | 48,143 73,645 | 39,219 53,871
0,727 | 0 23,260 0 21,111 | 48,159 73,599 | 39,230 53,854
0,726 0 23,221 0 21,056 | 48,175 73,553 | 39,242 53,838
0,725 0 23,181 0 21,001 | 48,191 73,507 | 39,253 53,821
0,724 0 23,138 0 20,940 | 48,216 73,440 | 39,272 53,795
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0,723 0 23,095 0 20,879 | 48,242 73,374 | 39,291 53,769
0,722 0 23,052 0 20,817 | 48,267 73,307 | 39,309 53,743
0,721 0 23,009 0 20,756 | 48,292 73,241 | 39,328 53,716
0,720 0 22,965 0 20,695 | 48,318 73,174 | 39,346 53,690
0,719 0 22,922 0 20,633 | 48,343 73,107 | 39,365 53,664
0,718 0 22,879 0 20,572 | 48,369 73,041 | 39,383 53,638
0,717 0 22,836 0 20,511 | 48,394 72974 | 39,402 53,612
0,716 0 22,793 0 20,449 | 48,420 72,908 | 39,420 53,586
0,715 0 22,750 0 20,388 | 48,445 72,841 | 39,439 53,559
0,714 0 22,706 0 20,327 | 48,471 72,775 | 39,458 53,533
0,713 0 22,663 0 20,266 | 48,496 72,708 | 39,476 53,507
0,712 0 22,620 0 20,204 | 48,521 72,641 | 39,495 53,481
0,711 0 22,577 0 20,143 | 48,547 72,575 | 39,513 53,455
0,710 0 22,534 0 20,082 | 48,572 72,508 | 39,532 53,428
0,709 | 0 22490 | 0 20,020 | 48,598 72,442 | 39,550 53,402
0,708 0 22,4471 0 19,959 | 48,623 72,375 | 39,569 53,376
0,707 0 22,404 0 19,898 | 48,649 72,309 | 39,588 53,350
0,706 0 22,361 0 19,836 | 48,674 72,242 | 39,606 53,324
0,705 0 22,318 0 19,775 | 48,699 72,175 | 39,625 53,298
0,704 0 22,274 0 19,714 | 48,725 72,109 | 39,643 53,271
0,703 0 22,231 0 19,652 | 48,750 72,042 | 39,662 53,245
0,702 0 22,188 0 19,591 | 48,776 71,976 | 39,680 53,219
0,701 0 22,145 0 19,530 | 48,801 71,909 | 39,699 53,193
0,700 0 22,102 0 19,468 | 48,827 71,843 | 39,717 53,167
0,699 0 22,078 0 19,435 | 48,845 71,799 | 39,731 53,148
0,698 0 22,055 0 19,401 | 48,864 71,755 | 39,744 53,130
0,697 0 22,032 0 19,367 | 48,882 71,711 | 39,757 53,112
0,696 0 22,008 0 19,334 | 48,901 71,667 | 39,771 53,093
0,695 0 21,985 0 19,300 | 48,919 71,623 | 39,784 53,075
0694 0 21,961| 0 19,266 | 48,937 71,579 | 39,797 53,057
0,693 0 21,938 0 19,233 | 48,956 71,535 | 39,811 53,038
0,692 0 21,915 0 19,199 | 48,974 71,491 | 39,824 53,020
0,691 0 21,891 0 19,166 | 48,993 71,448 | 39,837 53,002
0,690 0 21,868 0 19,132 | 49,011 71,404 | 39,851 52,983
0680 0 21,845| 0 19,098 | 49,030 71,360 | 39,864 52,965
0,688 0 21,821 0 19,065 | 49,048 71,316 | 39,877 52,947
0,687 | 0 21,798 0 19,031 | 49,067 71,272 | 39,891 52,928
0,686 0 21,775 0 18,997 | 49,085 71,228 | 39,904 52,910
0,685 0 21,751 0 18,964 | 49,104 71,184 | 39,917 52,892
0,684 0 21,728 0 18,930 | 49,122 71,140 | 39,931 52,873
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0,683 0 21,705 0 18,896 | 49,141 71,096 | 39,944 52,855
0,682 0 21,681 0 18,863 | 49,159 71,052 | 39,957 52,837
0,681 0 21,658 0 18,829 | 49,178 71,009 | 39,971 52,818
0680 | 0 21,635| 0 18,795 | 49,196 70,965 | 39,984 52,800
0,679 0 21,611 0 18,762 | 49,214 70,921 | 39,997 52,782
0,678 0 21,588 0 18,728 | 49,233 70,877 | 40,011 52,763
0,677 0 21,565 0 18,694 | 49,251 70,833 | 40,024 52,745
0,676 0 21,541 0 18,661 | 49,270 70,789 | 40,037 52,727
0,675 0 21,518 0 18,627 | 49,288 70,745 | 40,051 52,708
0,674 0 21,493 0 18,590 | 49,308 70,701 | 40,065 52,689
0,673 0 21,468 0 18,553 | 49,328 70,658 | 40,079 52,670
0,672 0 21,442 0 18,516 | 49,348 70,614 | 40,094 52,650
0,671 0 21,417 0 18,479 | 49,367 70,570 | 40,108 52,631
0,670 | 0 21,392 | 0 18442 | 49,387 70,527 | 40,122 52,612
0,669 0 21,367 0 18,405 | 49,407 70,483 | 40,137 52,592
0,668 0 21,342 0 18,368 | 49,427 70,439 | 40,151 52,573
0,667 0 21,317 0 18,331 | 49,447 70,395 | 40,165 52,554
0,666 0 21,292 0 18,294 | 49,466 70,352 | 40,180 52,534
0,665 0 21,267 0 18,257 | 49,486 70,308 | 40,194 52,515
0,664 0 21,241 0 18,220 | 49,506 70,264 | 40,208 52,496
0,663 0 21,216 0 18,184 | 49,526 70,221 | 40,223 52,476
0,662 0 21,191 0 18,147 | 49,546 70,177 | 40,237 52,457
0,661 0 21,166 0 18,110 | 49,565 70,133 | 40,251 52,438
0,660 0 21,141 0 18,073 | 49,585 70,089 | 40,266 52,418
0,659 0 21,116 0 18,036 | 49,605 70,046 | 40,280 52,399
0,658 0 21,091 0 17,999 | 49,625 70,002 | 40,294 52,380
0,657 0 21,066 0 17,962 | 49,645 69,958 | 40,309 52,360
0,656 0 21,041 0 17,925 | 49,664 69,915 | 40,323 52,341
0,655 0 21,015 0 17,888 | 49,684 69,871 | 40,337 52,322
0,654 0 20,990 0 17,851 | 49,704 69,827 | 40,352 52,302
0,653 0 20,965 0 17,814 | 49,724 69,783 | 40,366 52,283
0,652 0 20,940 0 17,777 | 49,743 69,740 | 40,380 52,264
0,651 0 20,915 0 17,740 | 49,763 69,696 | 40,394 52,245
0,650 0 20,890 0 17,703 | 49,783 69,652 | 40,409 52,225
0,649 0 20,833 0 17,618 | 49,816 69,585 | 40,432 52,194
0,648 0 20,777 0 17,534 | 49,850 69,5018 | 40,456 52,163
0,647 | O 20,720 0 17,449 | 49,883 69,451 | 40,480 52,132
0,646 0 20,664 0 17,364 | 49,916 69,383 | 40,503 52,101
0,645 0 20,607 0 17,280 | 49,950 69,316 | 40,5027 52,070
0,644 0 20,551 0 17,195 | 49,983 69,249 | 40,551 52,039
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0,643 0 20,494 0 17,110 | 50,017 69,182 | 40,574 52,008
0,642 0 20,437 0 17,025 | 50,060 69,114 | 40,598 51,977
0,641 0 20,381 0 16,941 | 50,083 69,047 | 40,622 51,946
0,640 0 20,324 0 16,856 | 50,117 68,980 | 40,645 51,915
0,639 0 20,268 0 16,771 | 50,150 68,913 | 40,669 51,884
0,638 0 20,211 0 16,687 | 50,183 68,845 | 40,692 51,853
0,637 0 20,155 0 16,602 | 50,217 68,778 | 40,716 51,822
0,636 0 20,098 0 16,517 | 50,250 68,711 | 40,740 51,791
0,635 0 20,042 0 16,432 | 50,283 68,644 | 40,763 51,760
0,634 0 19,985 0 16,348 | 50,317 68,576 | 40,787 51,729
0,633 0 19,929 0 16,263 | 50,350 68,509 | 40,811 51,698
0,632 0 19,872 0 16,178 | 50,383 68,442 | 40,834 51,667
0,631 0 19,815 0 16,094 | 50,417 68,375 | 40,858 51,636
0630 0 19759 | 0 16,009 | 50,450 68,307 | 40,882 51,605
0620 0 19,702 | 0 15924 | 50483 68,240 | 40,905 51,574
0,628 0 19,646 0 15,839 | 50,517 68,173 | 40,929 51,543
0,627 0 19,589 0 15,755 | 50,550 68,106 | 40,952 51,512
0,626 0 19,533 0 15,670 | 50,584 68,038 | 40,976 51,481
0,625 0 19,476 0 15,585 | 50,617 67,971 | 41,000 51,450
0,624 0 19,444 0 15,534 | 50,642 67,925 | 41,018 51,427
0,623 0 19,411 0 15,483 | 50,667 67,878 | 41,035 51,405
0,622 0 19,379 0 15,432 | 50,693 67,832 | 41,053 51,382
0,621 0 19,346 0 15,381 | 50,718 67,785 | 41,071 51,359
0,620 0 19,314 0 15,329 | 50,743 67,739 | 41,089 51,337
0,619 0 19,281 0 15,278 | 50,768 67,692 | 41,107 51,314
0,618 0 19,249 0 15,227 | 50,794 67,646 | 41,124 51,291
0,617 0 19,217 0 15,176 | 50,819 67,5099 | 41,142 51,269
0,616 0 19,184 0 15,125 | 50,844 67,553 | 41,160 51,246
0,615 0 19,152 0 15,073 | 50,870 67,5006 | 41,178 51,223
0,614 0 19,119 0 15,022 | 50,895 67,459 | 41,196 51,201
0,613 0 19,087 | 0 14971 | 50,920 67,413 | 41,214 51,178
0,612 0 19,054 0 14,920 | 50,945 67,366 | 41,231 51,155
0,611 0 19,022 0 14,869 | 50,971 67,320 | 41,249 51,132
0,610 0 18,989 0 14,818 | 50,996 67,273 | 41,267 51,110
0,609 0 18,957 0 14,766 | 51,021 67,227 | 41,285 51,087
0608 0 18,925| 0 14,715 | 51,046 67,180 | 41,303 51,064
0,607 | 0O 18,892 0 14,664 | 51,072 67,134 | 41,320 51,042
0,606 0 18,860 0 14,613 | 51,097 67,087 | 41,338 51,019
0,605 0 18,827 0 14,562 | 51,122 67,041 | 41,356 50,996
0,604 0 18,795 0 14,510 | 51,147 66,994 | 41,374 50,974
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E ﬁ‘fc Eﬁz('jc Eﬁgo Eﬁgo

VB gmm gmam em”m Qmam emzn Qmax emzn Qmax

0,603 0 18,762 0 14,459 | 51,173 66,948 | 41,392 50,951
0,602 0 18,730 0 14,408 | 51,198 66,901 | 41,410 50,928
0,601 0 18,697 0 14,357 | 51,223 66,855 | 41,427 50,906
0,600 0 18,665 0 14,306 | 51,248 66,808 | 41,445 50,883
0,599 0 18,628 0 14,245 | 51,262 66,784 | 41,455 50,871
0,598 0 18,591 0 14,184 | 51,276 66,760 | 41,465 50,858
0,597 0 18,554 0 14,124 | 51,290 66,736 | 41,474 50,846
0,596 0 18,517 0 14,063 | 51,304 66,712 | 41,484 50,834
0,595 0 18,480 0 14,002 | 51,318 66,687 | 41,494 50,822
0,594 0 18,443 0 13,942 | 51,332 66,663 | 41,504 50,810
0,593 0 18,407 | O 13,881 | 51,346 66,639 | 41,514 50,797
0,592 0 18,370 0 13,820 | 51,360 66,615 | 41,523 50,785
0,591 0 18,333 0 13,760 | 51,374 66,091 | 41,533 50,773
0,590 0 18,296 0 13,699 | 51,387 66,5066 | 41,543 50,761
0580 | 0 18259 | 0 13,638 | 51,401 66,542 | 41,553 50,749
0,588 0 18,222 0 13,578 | 51,415 66,518 | 41,562 50,736
0,587 0 18,185 0 13,5617 | 51,429 66,494 | 41,572 50,724
0,586 0 18,148 0 13,456 | 51,443 66,470 | 41,582 50,712
0,585 0 18,111 0 13,396 | 51,457 66,445 | 41,592 50,700
0,584 0 18,074 0 13,335 | 51,471 66,421 | 41,602 50,688
0,583 0 18,037 | 0 13,274 | 51,485 66,397 | 41,611 50,675
0,582 0 18,000 0 13,214 | 51,499 66,373 | 41,621 50,663
0,581 0 17,963 0 13,153 | 51,5613 66,349 | 41,631 50,651
0,580 0 17,927 0 13,092 | 51,526 66,324 | 41,641 50,639
0,579 0 17,890 0 13,032 | 51,540 66,300 | 41,650 50,626
0,578 0 17,853 0 12,971 | 51,554 66,276 | 41,660 50,614
0,577 0 17,816 0 12,910 | 51,568 66,252 | 41,670 50,602
0,576 0 17,779 0 12,850 | 51,582 66,228 | 41,680 50,590
0,575 0 17,742 0 12,789 | 51,596 66,203 | 41,689 50,578
0,574 0 17,645 0 12,605 | 51,627 66,152 | 41,711 50,551
0,573 0 17,548 0 12,420 | 51,668 66,101 | 41,733 50,525
0,572 0 17,451 0 12,235 | 51,689 66,050 | 41,754 50,498
0,571 0 17,354 0 12,051 | 51,721 65,999 | 41,776 50,472
0,570 0 17,257 0 11,866 | 51,752 65,948 | 41,798 50,445
0,569 0 17,160 0 11,682 | 51,783 65,897 | 41,820 50,419
0,568 0 17,063 0 11,497 | 51,814 65,845 | 41,841 50,392
0,567 | 0O 16,966 0 11,313 | 51,845 65,794 | 41,863 50,366
0,566 0 16,869 0 11,128 | 51,876 65,743 | 41,885 50,339
0,565 0 16,773 0 10,943 | 51,908 65,692 | 41,906 50,313
0,564 0 16,676 0 10,759 | 51,939 65,641 | 41,928 50,286
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E ﬁfc E ﬁic E ﬁgo E ﬁgo
VB szn Qmax ‘gmzn emam emzn emax emzn ‘Qmam
0,563 0 16,579 0 10,574 | 51,970 65,590 | 41,950 50,260
0,562 0 16,482 0 10,390 | 52,001 65,5039 | 41,971 50,233
0,561 0 16,385 0 10,205 | 52,032 65,487 | 41,993 50,207
0,560 0 16,288 0 10,021 | 52,064 65,436 | 42,015 50,180
0,559 0 16,191 0 9,836 | 52,095 65,385 | 42,036 50,154
0,558 0 16,094 0 9,652 | 52,126 65,334 | 42,058 50,127
0,557 0 15,997 0 9,467 | 52,157 65,283 | 42,080 50,101
0,556 0 15,900 0 9,282 | 52,188 65,232 | 42,101 50,074
0,555 0 15,803 0 9,098 | 52,219 65,181 | 42,123 50,048
0,554 0 15,706 0 8,913 | 52,251 65,129 | 42,145 50,021
0,553 0 15,609 0 8,728 | 52,282 65,078 | 42,166 49,995
0,552 0 15,512 0 8,044 | 52,313 65,027 | 42,188 49,968
0,551 0 15,415 0 8,360 | 52,344 64,976 | 42,210 49,942
0,550 0 15,319 0 8,175 | 52,375 64,925 | 42,231 49,915
0549 | 0 15244 | 0 7916 | 52,413 64,867 | 42,257 49,884
0,548 0 15,170 0 7,656 | 52,452 64,810 | 42,283 49,854
0,547 0 15,095 0 7,397 | 52,490 64,752 | 42,309 49,823
0,546 0 15,021 0 7,138 | 52,528 64,695 | 42,335 49,792
0,545 0 14,946 0 6,878 | 52,566 64,638 | 42,361 49,761
0,544 0 14,872 0 6,619 | 52,604 64,580 | 42,387 49,731
0,543 0 14,797 | 0 6,360 | 52,642 64,523 | 42,413 49,700
0,542 0 14,723 0 6,101 | 52,680 64,465 | 42,439 49,669
0,541 0 14,648 0 0,842 | 52,719 64,408 | 42,465 49,638
0,540 0 14,574 0 5,082 | 52,757 64,350 | 42,491 49,608
0,539 0 14,499 0 0,323 | 52,795 64,293 | 42,517 49,577
0,538 0 14,425 0 5,064 | 52,833 64,235 | 42,543 49,546
0,537 0 14,350 0 4,805 | 52,871 64,178 | 42,569 49,515
0,536 0 14,276 0 4,545 | 52,909 64,121 | 42,595 49,485
0,535 0 14,201 0 4,286 | 52,947 64,063 | 42,621 49,454
0,534 0 14,127 0 4,027 | 52,986 64,006 | 42,647 49,423
0,533 0 14,052 0 3,768 | 53,024 63,948 | 42,673 49,392
0,532 0 13,978 0 3,508 | 53,062 63,891 | 42,699 49,362
0,531 0 13,903 0 3,249 | 53,100 63,833 | 42,725 49,331
0,530 0 13,829 0 2,990 | 53,138 63,776 | 42,751 49,300
0,529 0 13,754 0 2,731 | 53,176 63,718 | 42,777 49,269
0528 | 0 13,680 | 0 2471 | 53214 63,661 | 42,803 49,239
0,527 | 0 13,605 0 2,212 | 53,253 63,603 | 42,829 49,208
0,526 0 13,531 0 1,953 | 53,291 63,546 | 42,855 49,177
0,525 0 13,456 0 1,694 | 53,329 63,489 | 42,881 49,147




Tabelle B5:

Normierte Vektoren des elektronischen Ubergangsdipolmomentes des C314
fiir die Anregung Sy — S;. Fji; und Zji,; sind mit Gaussian 03[36] theore-

tisch berechnet. /i, 3 ist die experimentelle Losung unter Verwendung der

Schwingungen 7, ¥ und £, i, ist die experimentelle Lésung unter

Verwendung der Schwingungen 7, £y Egce und P, b, ist die experi-

mentelle Losung unter Verwendung der Schwingungen £7¢¢, ¥7¢° und £75°.

Vektor ‘ X Y Z
Eliy —0,9822 0,1854 | —0,0298
e —0,9900 0,1400 | —0,0164

fles | —0,987 0,159 | —0,029
flea | —0,994 0,107 | —0,020
i | —0,99 0,11 0,01
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C. Anhang C

Tabelle C1:

Optimierte Atom-Koordinaten fiir Agpl 18-Et-BV in der Konformation ZZZ-

ssa, bestimmt mit Gaussian 09[37] und entnommen aus der log-Datei.

Atom | X Y //

C | —2,049 1,1217 | —0,2605
N | —2,2931 | —0,2372 | —0,0784
C | -3,6362 | —0,466 | —0,0164
C | —4,3059 0,7968 | —0,1464
C | —-33319 1,7691 | —0,3041
C | —4,3388 | —1,706 0,0589
C | =39567 | —3,0212 | —0,0482
N | —2,6972 | —3,5671 | —0,0877
C | —2,7681 | —4,9713 | —0,0973
C | —4,2157 | —5311 | —0,1568
C | —4,9223 | —4,1494 | —0,1492
O | —1,8201 | —57328 | —0,0632
C | —4,6747 | —6,7257 | —0,2707
C | —6,3807 | —4,0534 | —0,2493
C | —7,0886 | —3,1629 | —0,9579
C | —5,7956 0,9783 | —0,1346
C | —3,548 3,2499 | —0,4298
C | -33813 3,9683 0,932

C | —3,6458 5,4507 0,8039
O | —26121 6,2033 1,2967
C | —0,835 1,7782 | —0,4778
C 0,507 1,3846 | —0,4936
N 1,0208 0,1657 | —0,1038
C 2,3693 0,1456 | —0,2552
C 2,7717 1,404 | —0,7949
C 1,622 2,1753 | —0,9441
C 1,5677 3,5608 | —1,5303
C 1,9887 | 4,6973 | —0,5674
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Atom ‘ X Y Z

C 0,9589 5,0958 0,4719
O —0,271 5,2734 —0,079
C 4,1891 1,7816 —1,1179
C 5,0162 0,6284 —1,7055
N 5,3499 —0,4058 —0,7387
C 4,4643 —1,1967 —0,0182
C 5,2372 —2,3096 0,5641
C 6,5353 —2,1674 0,1958
C 6,6395 —0,9664 —0,6743
C 3,1268 —0,9923 0,1593
C 4,619 —3,3569 1,4382
C 7,75 —2,9749 0,5326
C 8,6751 —2,27 1,5441
O 7,6187 —0,5232 —1,2543
O 1,186 5,2943 1,6429
O —4,6295 5,9579 0,3217
Cl —0,2657 —2,1844 1,3972
H —6,9244 —4.,8396 0,2747
H —0,9627 2,8316 —0,704
H 2,5697 —1,7567 0,6932
H —5,4098 —1,5728 0,1391
H 0,5183 —0,6019 0,3818
H 0,5722 3,7793 —1,9254
H 2,245 3,5958 —2.,3925
H 2,1849 5,5983 —1,1646
H 2,9091 4,4488 —0,0343
H 4,2066 —2,9177 2,3547
H 3,7917 —3,8667 0,9305
H 5,3541 —4,1117 1,728
H 7,4529 —3,9557 0,9201
H 9,5622 —2,8815 1,7423
H 8,1606 —2,096 2,4957
H —1,8439 —3,113 0,2688
H —5,6175 —6,897 0,2602
H —4.835 —7,008 —1,3201
H —3,9087 —7,3944 0,1325
H —6,6189 —2,3909 —1,5596
H —8,1734 —3,2085 —0,9821
H —1,5895 —0,9181 0,2483
H —6,0711 2,0283 —0,2638
H —6,2806 0,4128 —0,94
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Tabelle C2:

Atom ‘ X Y Z

H —6,2385 0,6384 0,8098
H —4.,5497 3,4631 —0,8125
H —2.,8462 3,685 —1,1509
H —2,3874 3,7911 1,3486
H —4,1107 3,5662 1,6452
H —0,8701 5,6141 0,6212
H —2,8665 7,1396 1,1795
H 4,1937 2,6031 —1,8452
H 4,478 0,1831 —2,5536
H 5,977 0,997 —2,073

H 4,7052 2,1603 —0,2245
H 8,314 —3,1518 —0,3921
H 9,0074 —1,3044 1,1508

Optimierte Atom-Koordinaten fiir Agpl 18-Et-BV in der Konformation ZZZ-

asa, bestimmt mit Gaussian 09[37] und entnommen aus der log-Datei.

Atom | X Y Z

H | —43181 | —57736 0,6364
Cl 0,0691 | —2,6901 0,1105
C | —0,2992 1,7888 | —0,6587
H | —0,3894 2,8472 | —0,8793
C 3,4859 | —1,2476 | —0,1881
H 2,8431 | —2,1179 | —0,0877
C | =3,5079 | —1,7904 0,1291
H | —27121 | —2,4344 0,4934
N 1,4582 0,053 | —0,3544
H 0,8995 | —0,7969 | —0,1412
C 1,0186 1,3305 | —0,6507
C 2,1978 2,1147 | —0,9225
C 3,3011 1,2831 | —0,775

C 2,8104 | —0,0105 | —0,4151
C 4,7537 1,6128 | —0,9763
C 2,2459 3,5661 | —1,3202
H 1,4188 3,8183 | —1,9914
H 3,1589 3,7313 | —1,9002
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Atom ‘ X Y Z

C 2,2522 4,5721 —0,1321
H 2,679 5,5184 —0,485
H 2,8631 4,2004 0,6931
C 0,8692 4,8766 0,4039
O 0,4677 4,6183 1,5196
O 0,1066 5,4788 —0,5375
N 5,834 —0,4823 —0,1294
C 4,8346 —1,4448 —0,1138
C 5,4912 —2.,7636 —0,031
C 6,834 —2,5728 —0,0095
C 7,092 —1,1085 —0,0427
C 4,7231 —4,0491 —0,0185
H 4,0363 —4,0945 0,8352
H 4,1109 —4,157 —0,9217
H 5,394 —4,9095 0,0418
C 7,966 —3,5507 0,0556
H 7,6092 —4.,5538 —0,2032
C 8,6525 —3,5781 1,4356
H 9,4868 —4,2881 1,4333
H 7,9493 —3,8799 2,2197
O 8,1591 —0,5165 0,0006
N —5,8094 —1,8806 —0,7815
H —5,8356 —1,0037 —1,2789
C —6,7762 —2.8717 —0,9962
C —6,2376 —4,0983 —0,3478
C —4,9996 —3,8229 0,1376
C —4,6913 —2,405 —0,1501
C —7,0414 —5,3559 —0,3169
H —7,8516 —5,2865 0,421
H —7,5185 —5.,5243 —1,2885
H —6,4304 —6,2271 —0,065
C —4,0706 —4,7359 0,8866
H —3,0387 —4.,5769 0,551
C —4,1406 —4.,5526 2,4158
H —3,8738 —3,5309 2,7048
H —5,1494 —4,7579 2,7909
H —3,4435 —5,2361 2,9116
O —7,8209 —2,7153 —1,604
N —1,7671 —0,1878 —0,2491
H —1,0864 —0,9707 —0,24
C —3,096 —0,4289 —0,0896
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Atom ‘ X Y Z

—3,7752 0,8296 | —0,1231
—2,8068 1,8069 | —0,3448

—1,529 1,1601 | —0,4294
—5,234 1,0815 0,1409
—5,8261 1,1641 | —0,7822
—5,675 0,286 0,7464

—3,3777 2,0219 0,6823
—3,0494 3,2898 | —0,3651

—4,0456 3,488 | —0,7765
~2,339 3,7945 | —1,0276
—2,055 3,912 1,0572

—1,9274 3,8302 1,4307
—3,6158 3,3869 1,75
—3,3577 5,3655 1,079
—4,2966 5,8549 1,6551
92,5131 6,1405 0,3153
—0,767 57009 | —0,1411
—2,8365 7,059 0,3855
5,6816 0,9523 0,0551
5,0847 1,3156 | —1,9813
6,6923 1,3596 | —0,0261

95,3141 1,159 1,0695
4,9001 2,6967 | —0,9103
8,711 -3,2709 | —0,7002

axfjasizsiiasaacl@Na=R-HONON@ R R NNz N @Ruizai=s HO RO NGO N O]

9,0455 —2,5886 1,6871

Tabelle C3:

Dipolmomentvektoren der Carbonylstreckschwingungen C;9=0 sowie C;=0
des Agpl 18-Et-BV in den Konformationen ZZZssa sowie ZZZasa, bestimmt
mit Gaussian 09[37]. Sie wurden aus den log-Dateien entnommen und nach-
traglich normiert.

Mode ‘ # log-Datei ‘ X Y Z
¥ e19=0 200 0,973700 0,064337 | —0,218550
1 —o 201 0,250350 | —0,967900 | —0,022173
5 Jo19=0 204 0,996570 0,061379 0,055428
¥ a1 —o 205 0,921910 0,211120 0,324820
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