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Die Einzelmolek�lfluoreszenzspektroskopie (SMFS; single-
molecule fluorescence spectroscopy) wurde in den letzten
beiden Jahrzenten sehr erfolgreich zur Untersuchung mole-
kularer Heterogenit�ten in der Festkçrperphysik und der
Biophysik eingesetzt sowie zur Charakterisierung von
Strukturen mit hoher r�umlicher Auflçsung.[1–7] Obwohl die
SMFS das Wort „Molek�l“ und damit die Verbindung zur
Chemie bereits im Namen tr�gt, fand sie – abgesehen von
fr�hen Berichten �ber die selbstinduzierte Photooxidation
einzelner Terrylenmolek�le in p-Terphenylkristallen – bislang
nur wenig Anwendung in Experimenten zum Studium von
Reaktionsdynamiken.[8] Bisher wurden Einzelmolek�l-
methoden vor allem zur Messung katalytischer Ums�tze von
Enzymen eingesetzt.[9–11] Seit kurzem wird die SMFS zur
Untersuchung chemischer Reaktionen in der heterogenen
Katalyse verwendet. Beispielsweise wurde die Spaltung
fluorogener Ester genutzt, um die r�umliche Verteilung der
katalytisch aktiven Zentren der Esterhydrolyse auf kristalli-
nen Partikeln zu visualisieren,[12, 13] oder um das katalytische
Verhalten einzelner Enzyme zu charakterisieren.[14] Ein �hn-
licher Ansatz mit fluorogenen Substraten wurde zum Studium
katalytischer Redoxreaktionen auf der Oberfl�che von
Goldnanopartikeln[15] und Titansilicat-Zeolithen[16] genutzt.
�hnliche Studien �ber die Dynamik des Ligandenaustauschs
an Pt-Komplexen haben den direkten Einblick in molekulare
Prozesse im Bereich der heterogenen Organometallkatalyse
zum Ziel.[17] Außerdem konnte die hohe Pr�zision der
r�umlichen Lokalisation von SMFS eingesetzt werden, um
homogenkatalytische Prozesse von Reaktionen an Oberfl�-
chen zu unterscheiden.[18]

Alle erw�hnten Einzelmolek�lstudien basieren auf dem
gleichen experimentellen Prinzip. Individuelle chemische
Reaktionen werden durch das Auftreten einzelner fluores-
zierender Spots erkennbar, die durch den erfolgreichen
Umsatz farbloser Leukofarbstoffe oder gelçschter Substrate
zu hell fluoreszierenden Produktmolek�len entstehen. Hier-
bei erfolgt die Emission von Licht erst am Ende einer Abfolge
elementarer Reaktionsschritte.

Mithilfe der SMFS konnten wir bereits in fr�heren Ar-
beiten die reversible Komplexierung von Metallionen an
immobilisierten fluoreszenzmarkierten Liganden charakteri-
sieren.[19] Die Bindung des Metallions an den Liganden f�hrt
dabei zu einer spezifischen Lçschung der Fluoreszenz, sodass
durch zeitaufgelçste Messung der Fluoreszenzintensit�t ein-
zelner Molek�le die Hinreaktion (Komplexierung) und die
R�ckreaktion (Dissoziation) quantitativ untersucht werden
kçnnen. Mit einer �hnlichen Herangehensweise wurde eine
reversible Redoxreaktion an immobilisierten Perylendiimid-
Farbstoffmolek�len beobachtet.[20] In der vorliegenden
Arbeit haben wir dieses Konzept auf den allgemeineren Fall
irreversibler Reaktionen erweitert. Um die Detektion des
initialen und des finalen Zustands zu ermçglichen, mussten
wir dabei sicherstellen, dass die reaktive Einheit Teil der
chromophoren Gruppe des Farbstoffs ist.[21] Insbesondere
waren wir daran interessiert, bei der bekannten Epoxidie-
rungsreaktion einer Doppelbindung mit m-Chlorperbenzoe-
s�ure (mCPBA) den �bergang einzelner Substratmolek�le
entlang des Reaktionspfades bis hin zum finalen Produkt zu
verfolgen.[22]

Der Reaktionsverlauf wird hierbei durch das Verschwin-
den des fluoreszierenden Substrats und die darauf folgende
Entstehung des fluoreszierenden Produkts signalisiert. Der
Farbwechsel in der Emission stellt aus experimenteller Sicht
den �berzeugendsten und zuverl�ssigsten Indikator f�r einen
vollst�ndigen Reaktionsablauf dar.[8,23] W�hrend wir uns beim
Sondendesign f�r die Epoxidierung auf vorausgegangene
Arbeiten mit BODIPY-Farbstoffen[23, 24] st�tzen konnten,
mussten zur experimentellen Umsetzung weitere Herausfor-
derungen bew�ltigt werden.

So ist es zur verl�sslichen Detektion einzelner Molek�le
notwendig, dass die Konzentration des fluoreszierenden
Substrats um mehrere Grçßenordnungen geringer ist als in
Experimenten mit fluorogenen Substraten. Dagegen m�ssen
andere an der Reaktion beteiligte Reagentien in hohem
�berschuss eingesetzt werden, um signifikanten Reaktions-
umsatz zu ermçglichen. Eine kontinuierliche Beobachtung
der Sonde bis zum reaktiven Stoß kann durch Verwendung
von wenig mobilen oder gar immobilen Substratmolek�len
erreicht werden. Außerdem muss das Substrat bis zum er-

[*] A. Rybina, K. Grußmayer, Dr. A. Kurz, Dr. D.-P. Herten
Cellnetworks Cluster & Physikalisch-Chemisches Institut
Universit�t Heidelberg
Im Neuenheimer Feld 267, 69120 Heidelberg (Deutschland)
E-Mail : dirk-peter.herten@urz.uni-hd.de

Dr. C. Lang, F. Maier, Prof. O. Trapp
Organisch-Chemisches Institut, Universit�t Heidelberg
Im Neuenheimer Feld 270, 69120 Heidelberg (Deutschland)

M. Wirtz, Dr. A. Schmitt, Prof. G. Jung
Biophysikalische Chemie, Universit�t des Saarlandes
Campus Geb. B2.2, 66123 Saarbr�cken (Deutschland)

[**] Wir danken der Deutschen Forschungsgemeinschaft (DFG) f�r fi-
nanzielle Unterst�tzung (EXC81, SFB623), Stephen Hashmi (Uni-
versit�t Heidelberg) f�r hilfreiche Diskussionen, Volker Huch f�r die
rçntgenkristallographische Charakterisierung sowie Michael
Schwering und Dominik Brox, die das Projekt mit ihrem Fachwissen
in Mikroskopie unterst�tzt haben.

Hintergrundinformationen zu diesem Beitrag sind im WWW unter
http://dx.doi.org/10.1002/ange.201300100 zu finden.

Angewandte
Chemie

6445Angew. Chem. 2013, 125, 6445 –6449 � 2013 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

http://dx.doi.org/10.1002/ange.201300100


folgten Umsatz fluoreszieren. Hierf�r sind Fluorophore nçtig,
die sich ohne Zusatz von Stabilisatoren durch hohe Photo-
stabilit�t auszeichnen. Im Folgenden stellen wir ein System
vor, welches die angesprochenen Anforderungen erf�llt.

F�r die Untersuchung der Epoxidierungsreaktion mit
SMFS, haben wir das Fluorophor Oxy-allyl BDP (1; 1-
Methyl-(E)-3-(2-allyloxy)styryl-4,4’-difluor-bora-3a,4a-diaza-
(s)-indacen) entwickelt und synthetisiert (Abbildung 1 a). Es
besteht aus einem BODIPY-Grundger�st, das um eine Oxy-
allylstyryl-Einheit verl�ngert ist. Die Synthese von 1 erfolgt
�ber eine konventionelle Knoevenagel-Kondensation.[25,26]

Das in fr�heren Arbeiten vorgestellte Styryl-BODIPY-
System hatte bereits vielversprechende Ergebnisse in Epoxi-
dierungsreaktionen gezeigt,[24] w�hrend der hier zus�tzlich

angeh�ngte Oxyallyl-Rest lediglich als Linker f�r die kova-
lente Bindung an die Oberfl�che dient (Abbildung 2a).

Die spektralen Eigenschaften von 1 unterscheiden sich
kaum von denen des bereits untersuchten Derivats, da die
Einf�hrung der neuen Einheit keinerlei Verl�ngerung des
chromophoren p-Systems zur Folge hat. Des Weiteren wird
durch die fehlende Konjugation sichergestellt, dass mçgliche
Einfl�sse auf elektronische Eigenschaften des Substrats nach
der Immobilisierung gering gehalten werden.

Die Epoxidierung der gelb fluoreszierenden BODIPY-
Einheit (lem = 572 nm) mit einem �berschuss an mCPBA
f�hrt durch Verk�rzung des chromophoren Systems zur Bil-
dung eines gr�n fluoreszierenden Produkts 2 (lem = 518 nm)
(Abbildung 1b).[23, 24] Die resultierende Blauverschiebung des
Emissionsspektrums um etwa 50 nm liefert die erforderliche

Abbildung 1. Epoxidierung von 1 mit einem 200-fachem �berschuss
an mCPBA f�hrt zur Bildung von 2, das deutlich andere Emissions-
eigenschaften als 1 aufweist. a) Kristallstruktur des Oxyallyl-BDP-Sub-
strats 1. b,c) Die Epoxidierung von 1 (rot) mit mCPBA zum Produkt 2
(gr�n) kann durch die spektrale Verschiebung der Emission bei der
Umsetzung verfolgt werden. Die rot und gr�n markierten Fl�chen ver-
anschaulichen die Wellenl�ngenbereiche der Emissionsfilter, die in den
Einzelmolek�lexperimenten f�r die Detektion von Substrat und Pro-
dukt verwendet wurden. Die dargestellten Emissionsspektren wurden
nach Zugabe eines 200-fachen �berschusses an mCPBA (ca. 0.2 mm)
in CH2Cl2 �ber 6 h mit der Anregungswellenl�nge von 470 nm aufge-
nommen.

Abbildung 2. Postulierter Reaktionsverlauf immobilisierter Substrat-
molek�le von 3 und charakteristische Signatur unterschiedlicher Pro-
zesse und Reaktionswege, die in zeitaufgelçsten Einzelmolek�lexperi-
menten beobachtet wurden. a) Reaktionsschema f�r die Epoxidierung
immobilisierter Substratmolek�le von 3 zum Produkt 4. b) Schemati-
sche Veranschaulichung der drei relevanten Klassen von detektierten
Einzelmolek�ltrajektorien. c–e) Repr�sentative Einzelmolek�ltransien-
ten der Substrat- (570–615 nm, rote Linie) und Produktemission (500–
525 nm, gr�ne Linie) zeigen charakteristische Signaturen, die spezi-
fisch f�r einen verzçgerten Umsatz �ber einen dunklen, intermedi�ren
Zustand (c), einen direkten Umsatz (d) und die Photozerstçrung von
3 sind (e).
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Farb�nderung, durch die das Edukt 1 und das Produkt 2 in
einem experimentellen Aufbau mit zwei Detektionskan�len
eindeutig zugeordnet werden kçnnen. Das Verhalten des
Farbstoffs bei Epoxidierung bleibt von der Immobilisierung
unber�hrt.

F�r die Einzelmolek�lexperimente wurde 1 zun�chst
durch Hydrosilylierung der allylischen Doppelbindung ko-
valent an das Polysiloxan-Polymer HMPS (Hydrido-
methyldimethylpolysiloxan) gebunden.[27–29] Das resultieren-
de fluoreszenzmarkierte Polymer wurde anschließend auf
einem Deckglas immobilisiert. Wir haben unterschiedliche
Lçsungsmittel auf ihre Tauglichkeit f�r SMFS untersucht und
festgestellt, dass Dichlormethan (CH2Cl2) sich f�r die Ep-
oxidierungsreaktion am besten eignet, w�hrend Toluol und
Ethylacetat eine hohe Hintergrundfluoreszenz aufweisen.
Die Reaktion einzelner Substratmolek�le 3 mit mCPBA in
CH2Cl2 zum oxidierten Produkt 4 wurde auf einem TIRF-
Mikroskop mit simultaner Laseranregung bei 532 nm und
488 nm aufgenommen (Abbildung 2a,b). Die Detektion
beider Emissionsfarben in den Wellenl�ngenbereichen 570–
615 nm f�r die gelbe und 500-525 nm f�r die gr�ne Fluores-
zenz (Abbildung 1 c) wurde mithilfe einer emCCD-Kamera
mit einer Bildaufnahmefrequenz von 7.4 Hz, d. h. 135 ms pro
Bild verwirklicht. Hierdurch konnte sowohl das Verh�ltnis
Signal/Rauschen optimiert als auch Photozerstçrung und
Blinken minimiert werden. Die immobilisierten Substratmo-
lek�le weisen eine f�r l�ngere Aufnahmezeiten ausreichende
Photostabilit�t auf (bis etwa 1 min, Abbildung 2 e). Dar�ber
hinaus f�hrt die bei der Polymerpr�paration am Rande auf-
tretende Hydrierung der Doppelbindung bereits vor der Re-
aktion zum Auftreten eines gr�nen Fluoreszenzsignals, das
zur Optimierung der Justage beider Detektionskan�le be-
nutzt werden kann.

Die Epoxidierung wurde durch Zugabe einer 0.2 mm

mCPBA Lçsung in CH2Cl2 ausgelçst. Anschließend wurde
die Probe mit einem zweiten sauberen Deckglas abgedichtet
und f�r die Bildaufnahme unverz�glich (nach ca. 2 min) auf
dem TIRF-Mikroskop platziert. Wir haben insgesamt 1595
Einzelmolek�lspuren untersucht, die manuell ausgewertet
und in drei relevante Klassen eingeteilt wurden (Abbil-
dung 2b). Die in Abbildung 2c–e dargestellten Intensit�ts-
spuren zeigen die korrigierte zeitaufgelçste Fluoreszenz-
emission (siehe Hintergrundinformationen) der beiden De-
tektionskan�le f�r das Substrat (rote Linie) bzw. das Produkt
(gr�ne Linie). Bei mehr als 90 % der Einzelmolek�lspuren
verschwand die Substratemission innerhalb eines Einzelbil-
des ohne das Auftreten einer Emission des Produkts. Wir
f�hren dieses Verhalten auf die Photozerstçrung einzelner
Substratmolek�le oder die oxidative Zerstçrung des chro-
mophoren Systems zur�ck. Letztere wurde auch als Neben-
reaktion in Ensembleexperimenten beobachtet (Abbil-
dung 1c). Dennoch zeigt ein relativ hoher Anteil der Spuren
(115 Spuren, d.h. ca. 7%) eine deutliche spektrale Verschie-
bung der Emission vom Substrat- zum Produktkanal (Abbil-
dung 1c), die meist direkt und selten �ber einen dunklen
Zwischenzustand erfolgt.

In allen Experimenten erfolgt nach kurzer Zeit eine dis-
krete Abnahme der Emission des Produkts auf Hinter-
grundniveau innerhalb eines Einzelbildes (Abbildung 2 c,d),

was ein deutlicher Hinweis auf den Einzelmolek�lcharakter
des untersuchten Systems ist. An dieser Stelle mçchten wir
die bekannten Vorteile der Einzelmolek�ltechniken zur Un-
tersuchung chemischer Reaktionen unterstreichen, durch die
eine gezielte Auswahl relevanter Trajektorien zur Analyse
mçglich ist.

Die Wahl der spektralen Bereiche der Einzelmolek�l-
detektion legt nahe, dass die beobachtete spektrale Ver-
schiebung der Umwandlung der Doppelbindung in 3 zum
Epoxid 4 entspricht (Abbildung 2c,d). Um diese Interpreta-
tion zu st�tzen, haben wir Kontrollexperimente mit immobi-
lisiertem Substrat 3 ohne Zugabe von mCPBA durchgef�hrt
(siehe Hintergrundinformationen, Abbildung S17). Dabei
wurde bei den meisten Einzelmolek�lspuren ausschließlich
diskrete Photozerstçrung des immobilisierten Substrats be-
obachtet. Nur ein sehr geringer Anteil der Spuren (< 0.4%
von > 1200 Spuren) weist eine spektrale Verschiebung auf.
Die Zugabe von mCPBA erhçht die Wahrscheinlichkeit einer
spektralen Verschiebung um das ca. 20-fache. In Einklang mit
den bisherigen Erkenntnissen[23, 24] ist dies als Hinweis auf die
Epoxidierung der exocyclischen Doppelbindung unter Er-
haltung der fluorophoren BODIPY-Struktur zu werten.

Im Allgemeinen geht man heute von einem konzertierten
Mechanismus der Epoxidierungsreaktionen mit mCPBA
aus.[22] Hierbei nimmt man einen cyclischen �bergangszu-
stand an, der binnen weniger Pikosekunden durchlaufen wird
und damit wesentlich unterhalb des zeitlichen Auflçsungs-
vermçgens unseres Mikroskops liegt. Die meisten von uns
beobachteten Umwandlungen folgen dieser erwarteten digi-
talen �nderung der Fluoreszenzemission von Gelb auf Gr�n.
Allerdings haben wir auch viele Einzelmolek�ltransienten
gefunden, die l�nger andauernde Dunkelzust�nde zwischen
Substrat- und Produktemission aufweisen (Abbildung 2c).
Zur Untersuchung dieser �berg�nge haben wir die Dauer Dt
der dunklen Zust�nde (Abbildung 2c) in einem Histogramm
gesammelt und ihre Verteilung als normierte Wahrschein-
lichkeitsdichte (Abbildungen S14 und S15) in einem semi-
logarithmischen Diagramm dargestellt (Abbildung 3a).

Das einfachste Modell, mit dem die Daten mit gleich-
m�ßig verteilten Residuen gut beschrieben werden konnten,
ist eine biexponentielle Funktion, die zwei Zeitkonstanten
liefert: 120 ms und 1.4 s mit den zugehçrigen Amplituden von
75% und 25%. Dieses Ergebnis der zwei Zeitkonstanten
spricht f�r das Auftreten von zwei verschiedenen Reakti-
onswegen, die zum selben Produkt 4 f�hren. Der am h�u-
figsten eingeschlagene Reaktionspfad mit der k�rzeren
Zeitkonstanten kann einer Reaktion zugeordnet werden, die
unterhalb der Zeitauflçsung unseres Instruments abl�uft und
damit dem anerkannten konzertierten Reaktionsmechanis-
mus folgt (Abbildung 3b).

Das Auftreten eines intermedi�ren Zustands mit einer
gen�herten Lebensdauer von etwa 1 s bedarf allerdings einer
alternativen Erkl�rung. Experimente mit erhçhter Laser-
anregungsleistung haben keine Hinweise auf einen lichtin-
duzierten Prozess geliefert (Abbildung S16). Des Weiteren
haben wir einen mçglichen Zusammenhang zwischen der
Dauer Dt des dunklen Zwischenzustands und der Reakti-
onszeit (ab Start der Reaktion) untersucht. Hierbei zeigen die
Daten aus nacheinander aufgenommenen Filmen sehr �hnli-
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che Wahrscheinlichkeitsverteilungen f�r Dt (Abbildung S15).
Die Lebensdauer des intermedi�ren Zustands ist demnach
unabh�ngig vom Reaktionsfortschritt im Ensemble. Damit
sind Reaktionswege durch sich anreichernde Nebenprodukte
unwahrscheinlich. Dies wird auch durch Kontrollexperimente
best�tigt, in denen keine weiteren, �hnlich fluoreszierende
Nebenprodukte nachgewiesen werden konnten (Abbil-
dung S4).

Die grçßere Zeitkonstante l�sst vermuten, dass w�hrend
der Epoxidierung der konjugierten Doppelbindung mit
mCPBA ein intermedi�rer Zustand gebildet wird. Obwohl
unsere derzeitigen Ergebnisse eine Unterscheidung beider
Reaktionswege erlauben, kçnnen wir �ber die Natur dieses
intermedi�ren Zustands nur spekulieren.

Durch Experimente bei hçheren Anregungsleistungen
konnten wir eine lichtinduzierte Reaktion zur Erzeugung der
Dunkelzust�nde ausschließen. Als mçgliche Erkl�rung f�r
das Auftreten eines intermedi�ren Zustands verbleiben
demnach alternative Reaktionswege. Hierbei halten wir das
Auftreten eines radikalischen Intermediats f�r eher unwahr-
scheinlich, da Radikale �berwiegend keine Fluoreszenz-
emission aufweisen und hierdurch im Widerspruch zu der
beobachteten schwachen Emission stehen. Eine weitere
Option, die Fluoreszenzlçschung durch Bildung eines p-
Komplexes zwischen Substrat und mCPBA, konnte in Titra-
tionsexperimenten mit dem inerten Derivat meta-Chlorben-
zoes�ure nicht best�tigt werden (Abbildung S18). Alternativ
zu dem bekannten konzertierten Mechanismus wurde bereits
1990 ein erweiterter Mechanismus f�r die Epoxidierung
durch Pers�uren postuliert und diskutiert, der �ber ein pro-
toniertes Epoxidintermediat abl�uft.[30] Dieses Postulat
konnte vor kurzem durch quantenmechanische Rechnungen

gest�tzt werden.[31] Die kurzlebige Natur des postulierten
Intermediats erschwert bislang seinen experimentellen
Nachweis. Eine vollst�ndige Charakterisierung des Mecha-
nismus d�rfte daher zus�tzliche theoretische Studien der en-
ergetischen Reaktionsprofile und denkbarer Intermediate
erfordern.

Zusammengenommen haben wir die irreversible Um-
wandlung von einem Substrat zum Produkt mithilfe der
SMFS visualisiert. Hierf�r haben wir einen vielseitigen ex-
perimentellen Ansatz konzipiert, der das Design der Sonde,
ihre Immobilisierung und Einhaltung der experimentellen
Randbedingungen umfasst und hohes Potential f�r das Stu-
dium zahlreicher chemischer Reaktionen an Doppelbindun-
gen aufweist. Die Interpretation unserer Experimente basiert
auf der Korrelation der spektralen Verschiebung in Ensem-
ble- und Einzelmolek�lexperimenten, die die erfolgte Reak-
tion an der Doppelbindung anzeigt. Der genaue Ablauf der
Reaktion kann aber nur mithilfe weiterf�hrender chemischer
Analyse verstanden werden. F�r zuk�nftige Experimente
erwarten wir die Entwicklung weiterer Fluoreszenzsonden,
mit denen die direkte Beobachtung verschiedenster chemi-
scher Reaktionen mçglich sein wird. Ein derartiges Reper-
toire aus unterschiedlichen Sonden und Einzelmolek�ltech-
niken hat hohes Potential f�r die Entwicklung neuer Per-
spektiven im Hinblick auf die Beobachtung, das Verst�ndnis
und letztlich die Kontrolle chemischer Reaktionen.[32] Dar-
�ber hinaus erçffnet die direkte Beobachtung der stochasti-
schen Natur chemischer Reaktionen neue Wege, um Chemie
wahrzunehmen, sie zu verstehen und zu realisieren.

Eingegangen am 6. Januar 2013,
ver�nderte Fassung am 25. Februar 2013
Online verçffentlicht am 29. April 2013
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