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Unter dem Ab-initio-Mikroskop: molekulare Beitrige in der Femto-
sekunden-Stokes-Verschiebung eines Reichardt-Farbstoffs**
Christoph Allolio, Mohsen Sajadi, Nikolaus P. Ernsting und Daniel Sebastiani*

Trotz jahrzehntelanger Forschung sind die Eigenschaften des
flissigen Wassers immer noch nicht vollstiandig verstanden. In
den letzten Jahren wurde entdeckt, dass Wasser in raumli-
chem Confinement sich in seinen Eigenschaften stark von
Wasser im Bulk unterscheidet.!"! Auch zum Verstindnis der
Funktionsweise, des Agglomerationsverhaltens und der Fal-
tung von Proteinen sowie der Stabilitdt von DNA scheint es
notig, die Gegenwart von molekularem Wasser explizit zu
beriicksichtigen.

Mit aktuellen IR-basierten spektroskopischen Techniken
ist es moglich, schnelle photochemische Reaktionen in
Echtzeit zu beobachten.®! Diese Techniken sind jedoch durch
die starke Absorption des Wassers und spektroskopische
Uberlappungen stark eingeschrinkt. Um diese Einschriin-
kungen zu iiberwinden, werden z.B. mit Isotopen markierte
Carbonylgruppen eingesetzt.! IR-Spektroskopie iiberwacht
das Wasserstoffbriickennetzwerk indirekt, durch die Kopp-
lung zu dessen Schwingungsmoden; Fluktuationen des Was-
serstoffbriickennetzwerkes konnen mithilfe der THz-Spek-
troskopie direkt gemessen werden.”! Innerhalb von Biomo-
lekiilen oder Confinements kann der Absorptionshintergrund
des Wassers vollstindig umgangen werden, indem man
stattdessen die Fluoreszenz eines geeigneten Chromophors
iiberwacht. Zu diesem Zweck werden Farbstoffe verwendet,
deren Fluoreszenz stark von der Polaritdt des Solvens ab-
hingt.’! In dieser Hinsicht ist das Sondenmolekiil N-Methyl-
6-oxychinolinium-Betain (MQ) besonders interessant: Auf-
grund seiner geringen Grof3e und hohen Wasserloslichlichkeit
eignet es sich fiir den Einbau in DNA oder Proteine. Seine
Struktur dhnelt der des Reichhardtschen Polaritédtsindika-
tors.”! Das lokale THz-Spektrum kann bis hin zum Bereich
des fernen IR-Spektrums intramolekularer Banden fast
quantitativ aus der zeitabhédngigen Stokes-Verschiebung der
Fluoreszenz entnommen werden. Die Beziehung zwischen
der Stokes-Verschiebung des MQ und dem THz-Spektrum
der Umgebung wird durch einfache dipolare Kontinuums-
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theorie hergestellt.”! Die Stokes-Verschiebung des MQ liefert
eine indirekte Messung der Wasserdynamik. Man sollte daher
nicht vergessen, dass der Chromophor diese Dynamik zu
einem gewissen Grad beeinflussen kann.Die zeitabhingige
dielektrische Antwort kann iiber Molekulardynamiksimula-
tionen auf die Struktur und Dynamik um das Sondenmolekiil
zuriickgefiihrt werden.

Veroffentlichte Arbeiten, in denen zeitabhingige Solva-
tation und Molekulardynamik (MD) kombiniert wurden,
verwendeten entweder einen QM/MM-Ansatz, in dem nur
der Chromophor und einige Wassermolekiile in der quan-
tenmechanischen Beschreibung beriicksichtigt wurden,”
oder ein Modellpotential, das durch quantenchemische
Rechnungen am Chromophor abgeleitet wurde.'”! Fiir unse-
ren Ansatz verwenden wir Dichtefunktionaltheorie (DFT)
fiir Solvens und geldsten Chromophor, wodurch eine genaue
Beschreibung von Solvenseffekten und Wasserstoftbriicken-
dynamik gewihrleistet wird, auch fiir Chromophore im an-
geregten Zustand.'! Anstatt der linearen dielektrischen
Antwort des Solvens oder der zeitabhingigen Solvatations-
energie berechnen wir die zeitabhidngige Fluoreszenzemissi-
onswellenldnge direkt aus der Nichtgleichgewichts-MD. Dies
ermoglicht uns die Ab-initio-Simulation des vollstindigen
TDSS-Experiments — ohne spezielle Parametrisierung oder
Annahmen iiber die Antwort des Losungsmittels, ein-
schlieBlich der vollstindigen elektronischen Polarisierung
und aller intramolekularen Freiheitsgrade. Wir fithren unsere
Molekulardynamiksimulationen im T;-Triplettzustand durch,
der eine effiziente Beschreibung der Dynamik im angeregten
Zustand liefert. Wir haben in einer vorherigen Arbeit verifi-
ziert, dass der T,-Zustand ebenso wie die zeitabhingige
Dichtefunktionaltheorie (TD-DFT) Dipolmoment und an-
geregten S;-Zustand von MQ gut beschreiben.'"” Die Stokes-
Verschiebungen wurden mit TD-DFT berechnet, da sich hier
die Anregungsenergien etwas genauer reproduzieren lieBen.
Weitere technische Details zu den Berechnungen sind in den
Hintergrundinformationen angegeben.

Formal ist MQ ein Zwitterion mit entsprechend gro3em
Dipolmoment (Abbildung 1). In Ubereinstimmung mit vor-
herigen statischen Rechnungen zeigen die hier durchgefiihr-
ten MD-Simulationen starke Wasserstoffbriicken, die durch
elektronische Anregung des Molekiils geschwicht werden.['?!
Die Paarverteilungsfunktionen zeigen, dass die Koordinati-
onszahl (3) von dieser Schwichung nicht beeinflusst wird
(sieche Hintergrundinformationen). Geometrisch konnen wir
in der MD-Trajektorie beobachten, dass MQ sich innerhalb
einer Kavitdt im Losungsmittel befindet, die vom hydropho-
ben, planaren n-System erzeugt wird.

Das Dipolmoment von MQ im angeregten Zustand ist
stark reduziert (Abbildung 1). Vorherige Ergebnisse zeigen
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Abbildung 1. Schematische lllustration der Anderung des Dipol-
moments bei elektronischer Anregung von MQ (oben, nicht maf3stabs-
getreu) und gemittelte Orientierung der Wassermolekiile um das sol-
vatisierte MQ in Grund- (links) und angeregtem Zustand (rechts). Die
Linge der Pfeile entspricht einer Vorzugsrichtung, die durch Ensemble-
mittlung tiber die MD-Trajektorie erhalten wurde (weitere Details siehe
Hintergrundinformationen).

eine Anderung von 102D zu 6.8 D in der Gasphase.'” In
wissriger Losung finden wir eine Verkleinerung von 22 D zu
14 D (berechnet aus den Wannier-Zentren, gemittelt iiber
zehn Konformationen in den entsprechenden relaxierten
Trajektorien). Da das groBe Grundzustandsdipolmoment
eine starke Ausrichtung der Losungsmittelmolekiile um den
Farbstoffdipol erzeugt, fiihrt die elektronische Anregung zu
einer Verringerung dieser Ausrichtung. Die Verringerung der
Orientierung durch schwéchere Dipolare Wechselwirkung ist
in Abbildung 1 dargestellt. Im Grundzustand (links) ist die
Verteilung der Wassermolekiile entlang der Feldlinien des
MQ-Dipols ausgerichtet, mit einer niedrigeren Amplitude an
der Position des Stickstoffs. Um die Orientierung des Lo-
sungsmittels zu quantifizieren, fithren wir einen Ordnungs-
parameter A ein, inspiriert von der Dipol-Dipol-Wechselwir-
kungsenergie:

_ € Pu,0 X e _ 1 _ 1
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Der Einfachheit halber benutzen wir hier die geometri-
sche Ausrichtung der Wassermolekiile anstatt der tatséchli-
chen physikalischen Dipole fiir py,o und das elektrische Feld
von Punktladungen an Sauerstoff- und Stickstoffatom von
MQ. Unsere MD-Simulationen ergeben 4 =0.12 im Grund-
zustand und A=0.08 nach Anregung des Molekiils. Die
durchschnittliche vertikale Anregungsenergie liegt bei
2.97 eV — nahe dem experimentellen Wert von 3.04 eV.'¥l Im
angeregten Zustand liegt die Fluoreszenzenergie bei 2.29 eV,
was etwa 0.2 eV hoher als der experimentell beobachtete
Wert liegt. Wir fithren den Unterschied darauf zuriick, dass
sich der Chromophor in unserem Triplettmodell auf einer
etwas anderen Potentialhyperfldche bewegt als im wirklichen
S;-Zustand.

In unserer Simulation wechseln wir vom Grundzustand in
den angeregten Zustand und folgen dann der Solvensrelaxa-
tion mithilfe der vertikalen Fluoreszenzemissionsenergie
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v"(¢). Um die Ergodizitit zu erhohen, verwenden wir zehn
unabhingige Trajektorien, die von verschiedenen Punkten
der relaxierten Grundzustandstrajektorie aus gestartet
wurden. Um die Unsicherheiten einzuschitzen, die durch
dieses immer noch beschridnkte Sampling entstehen, haben
wir v"(f) nochmals mit der Hélfte der Trajektorien berechnet
(graue Linien in Abbildung 2, vielfache zufillige Auswahl
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Abbildung 2. Dynamik der Stokes-Verschiebung, erhalten durch die
Mittelung von zehn Trajektorien und geglattet durch einen gleitenden
Mittelwert im 10-Punkte-Fenster (schwarz, linke Achse), Stokes-Ver-
schiebung nach Entfernen von fiinf zufilligen Trajektorien (grau, linke
Achse), experimentelle Daten (schwarz, gestrichelt), die Daten sind in
beiden Fillen auf v(t=00) referenziert (gestrichelte Grundlinie)."!

einer Untermenge von Trajektorien). Man sieht, dass eine
gewisse Streubreite vorhanden ist, die Linienform aber we-
sentlichen unverédndert bleibt. Die vollstindig gemittelte
zeitabhéngige Stokes-Verschiebung in unserer Ab-initio-MD
ist in Abbildung 2 abgebildet (durchgezogene schwarze
Linie). Nach Korrektur aufgrund der unterschiedlichen
Gleichgewichts-Fluoreszenzwellenldnge erhalten wir eine
gute Ubereinstimmung mit dem Experiment. Die berechnete
Stokes-Verschiebung enthilt Oszillationen mit einer Wel-
lenldinge von ca. 350 fs. Diese sind im Experiment nicht
sichtbar. Wir glauben, dass es sich um einen Effekt der be-
grenzten Ausdehnung der periodischen Zelle handelt (finite
size effekt).

Ein komplementédrer Ansatz zur Charakterisierung der
Solvatationsdynamik ist die Relaxation aus dem Gleichge-
wicht im angeregten Zustand des Chromophors zum
Gleichgewicht im Grundzustand. Die Form und Relaxati-
onszeit der umgekehrten zeitabhéngigen Stokes-Verschie-
bung, (,,anti-Stokes“-Verschiebung) ist beinahe identisch zur
Fluoreszenz-Stokes-Verschiebung (siche Abbildung S7 in den
Hintergrundinformationen).

Zusammenfassend finden wir eine sehr gute Reprodu-
zierbarkeit des Experiments durch unsere MD-Simulation.
Dariiberhinausgehend zerlegen wird die Stokes-Verschie-
bung weiter in einzelne Beitrdge. Fiir den intramolekularen
Teil berechnen wir die Stokes-Verschiebung indem wir Geo-
metrien des isolierten MQ aus der (voll solvatisierten) MD-
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Trajektorie ausschneiden. Wir beobachten, dass die Emissi-
onsenergie des isolierten MQ nicht mit der Zeit abnimmt.
Stattdessen oszilliert sie mit einer Frequenz von ca. 600 cm !,
andere Moden sind weniger gut auszumachen. Die experi-
mentellen intramolekularen Schwingungsmoden aus den
Maxima der stimulierten Emission®® sind ebenfalls in dieser
Region prisent: Wichtige Banden treten bei 460 cm™,
520cm ™ und 600 cm™! auf (sieche Hintergrundinformatio-
nen).

Neben den intramolekularen Anteilen des Chromophors,
stellt sich die Frage, welche Wassermolekiile signifikante
Beitrédge zur Stokes-Verschiebung liefern. Die Differenz der
Solvatationsenergie AFEg,(¢) fiir einen Cluster mit umge-
benden Wassermolekiilen ist lediglich die Differenz zwischen
den S;—S;-Anregungsenergien des isolierten MQ und des
Clusters, sodass intramolekulare Oszillationen herausproji-
ziert werden.

Wir berechnen AEg,, () der aus den Trajektorien extra-
hierten Solvenscluster, wobei wir die solvatisierenden Was-
sermolekiile in drei Gruppen teilen (Abbildung 3): a) Was-

Abbildung 3. Die erste Solvatationshiille von MQ und ihre Komponen-
ten: Wassermolekiile in einem Torus um N-O (gelbe Kugeln, Fall (a) in
Abbildung 4), H,O-Molekiile, die mit dem MQ-Sauerstoffatom wasser-
stoffverbriickt sind (Kugeln, Fall (b)), und die vollstindige erste Solva-
tationshille (Striche, Fall (c).

sermolekiile, die sich in einem Torus von 10 A Durchmesser
um die N-O-Achse von MQ befinden (Details siche Hinter-
grundinformationen); b) Wassermolekiile, die mit MQ was-
serstoffverbriickt sind; c) die vollstdndige erste Solvatations-
hiille des Wassers. Diese Aufteilung der ersten Solvatations-
hiille wird durch experimentelle Ergebnisse begriindet, die
zeigen, dass die Stokes-Verschiebung hauptséichlich auf die
dipolare Relaxation von Wassermolekiilen zuriickzufiihren
ist®! Wir wihlen daher die Wassermolekiile in der ersten
Solvatationshiille, die am meisten vom Dipolfeld des MQ
beeinflusst werden.

Wir beobachten, dass unter den untersuchten Clustern
nur das Wasser in (a) ein signifikantes Gesamtrelaxations-
verhalten zeigt. Der Beitrag der Wassermolekiile zur Stokes-
Verschiebung betrigt ca. 0.3 eV, was einen wichtigen Teil der
beobachteten dynamischen Stokes-Verschiebung darstellt.
Fiir den Cluster (b) finden wir einen groBen Beitrag fiir das
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Abbildung 4. Berechnete Zeitentwicklung der Solvatisierungsenergie
AEg,,(t) fur die drei Cluster um MQ fiir die Subsysteme, die aus der
vollstindig solvatisierten MQ-Trajektorie extrahiert wurden. Zur Defini-
tion der Subsysteme siehe Abbildung 3 und Text.

statische AEg,, (Abbildung 4 grau gestrichelt); dieser mole-
kulare Solvatochromismus ist konsistent mit unseren vorhe-
rigen Ergebnissen.!'” Statt einer Relaxation finden wir eine
Erhohung von AEs,, innerhalb der ersten 0.1 ps. Fiir Cluster
(c) ist keine Gesamtrelaxation innerhalb der ersten 0.7 ps
sichtbar — trotz einer starken Antwort innerhalb der ersten
0.1 ps.

Insgesamt betreffen die dielektrischen Effekte auf die
MQ-Solvatisierung mehr als nur die erste Solvatationshiille;
die vollstandige Relaxation von AEg () ist wesentlich grofer
als der Beitrag nur der ersten Solvatationshiille. Die Ergeb-
nisse fiir AEg,,(f) erlauben es uns, die Reichweite der Ab-
schirmung auf etwa 8 A innerhalb des Solvens zu schiitzen.
Wenn wir die Entwicklung der Wasserstoftbriicken zum MQ-
Sauerstoff untersuchen, finden wir eine schnelle Verldnge-
rung dieser Briicken, die sich innerhalb der ersten 0.2 ps nach
Anregung des Molekiils abspielt (siche Abbildung S8 in den
Hintergrundinformationen). Diese lokale Dynamik konnte
im Prinzip die schnelle Relaxation der Stokes-Verschiebung
erkldren. Eine hinreichende Kausalitédt hierfiir kann jedoch
durch die Cluster-Zerlegung nicht bestitigt werden (grau
gestrichelt in Abbildung 4). Nur die vollstindige Betrachtung
des Losungsmittels bis ca. 1 nm um die Probe herum kann die
experimentelle Relaxation zuverléssig reproduzieren.

Unsere Schlussfolgerungen lassen sich daher wie folgt
zusammenfassen: Unsere Ab-initio-MD-Simulationen in
Kombinationen mit TD-DFT-Rechnungen sind in der Lage,
den experimentell beobachteten Verlauf der zeitabhéngigen
Fluoreszenz-Stokes-Verschiebung im Femtosekundenbereich
auf molekularer Ebene zu erkldaren. Durch Zerlegen der MD-
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Trajektorien konnten wir zeigen, dass eine wichtige Kompo-
nente der zeitabhingigen Stokes-Verschiebung von einer
Gruppe Wassermolekiile ausgeht, die stark mit dem mole-
kularen Dipol von MQ wechselwirkt (diese Molekiile befin-
den sich innerhalb eines Torus um den aromatischen Kern
von MQ). Unsere MD-Simulationen stellen eine Ab-initio-
Basis fiir die molekulare Interpretation der dielektrischen
Relaxation des fliissigen Wassers dar: Die elektronische
Anregung von MQ erzeugt auf der Zeitskala von Femto- bis
zu wenigen Pikosekunden einen Verlust der dipolaren Ori-
entierung. Der Effekt erstreckt sich bis etwa 1 nm durch die
Losung und ldsst sich mit einem geeigneten Ordnungspara-
meter A beschreiben. Fiir die Relaxation des Grundzustands
aus dem Gleichgewicht im angeregten Zustand sagen wir ein
sehr &dhnliches Verhalten der Relaxationsdynamik voraus.
Unsere Methode, die zeitabhingige Stokes-Verschiebung zu
berechnen, hidngt nicht von nachjustierbaren Parametern ab
und kann daher ohne weitere Anderungen auf komplexere
Systeme iibertragen werden. Einerseits liegt die Analyse von
flussigen Mischphasen und wasserstoffbriickenbildenden
Fluiden in geometrischen Confinements nahe, bei denen sich
die lokale Ordnung in der Femtosekunden-Relaxation nach-
weisen ldsst; andererseits ist auch der Einbau der molekulare
Sonde in Biomolekiile geplant, wo sie Informationen iiber
schnelle Dynamik von eingebetteten Wassermolekiilen lie-
fern kann.

Eingegangen am 11. Juni 2012,
verdnderte Fassung am 30. September 2012
Online verdffentlicht am 2. Januar 2013
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