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Mehrdimensionale Schwingungsspektroskopie

U ltraschnelle, mehrdimensionale Infrarot-Spektroskopie ist eine
leistungsstarke Methode, um Informationen iiber molekulare Struk-
turen und deren Dynamik zu erhalten, die mit linearer Spektroskopie
nicht oder nur schwer zugdnglich sind. IR-Pulssequenzen mit reso-
nanten oder nichtresonanten UV-, Vis- oder NIR-Pulsen erweitern den
Einsatzbereich der mehrdimensionalen Schwingungsspektroskopie
erheblich und schaffen Moglichkeiten, die weit iiber die eines reinen
IR-Experimentes hinausgehen. Dazu gehort die oberflichenspezifi-
sche 2D-IR-Spektroskopie, deren Empfindlichkeit die Untersuchung
molekularer Monolagen ermoglicht, die ultraschnelle Strukturbe-
stimmung in Nichtgleichgewichtssystemen, die getriggerte Austausch-
spektroskopie, die es erlaubt, Edukt- und Produktbanden miteinander
zu korrelieren, Untersuchung des Zusammenspiels von elektronischen
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und Kernfreiheitsgraden, die Untersuchung von Wechselwirkungen
zwischen Raman- und IR-aktiven Moden, Bildgebung mit chemi-
schem Kontrast, subensembleselektive Photochemie und sogar das
Steuern von Photoreaktionen durch selektive IR-Anregung. Im Fol-
genden stellen wir niitzliche gemischte IR/nicht-1R-Pulssequenzen vor,
diskutieren deren Eigenheiten und veranschaulichen ihr Anwen-

dungspotenzial.

1. Einfiihrung

Die Entwicklungen der letzten Jahre haben eine Vielzahl
ausgefeilter Techniken hervorgebracht, welche Schwingun-
gen als intrinsische Sonden in Molekiilen nutzen, um deren
Struktur und Dynamik zu messen.!'"* Es sind eine Reihe von
Merkmalen, die Schwingungsspektroskopie zu einer leis-
tungsfdhigen und vielseitigen Methode machen. Schwin-
gungsspektroskopie besitzt eine hohe rdumliche Auflosung,
da sie Strukturverdnderungen im Molekiil auf der Ebene von
funktionellen Gruppen und sogar einzelnen Bindungen ver-
folgen kann. Die intrinsische Zeitauflosung liegt dabei unter
einer Pikosekunde.”® Schwingungen sind empfindlich auf
Anderungen in ihrer Umgebung, die ihre Frequenz, Oszilla-
torstdarke und die Schwingungslebensdauer modulieren kann.
Diese Observablen liefern damit Informationen iiber inter-
molekulare Wechselwirkungen, was zur Untersuchung von
Solvatisierungsphdnomenen, Wasserstoffbriicken oder Lig-
andenbindung genutzt wird. Schwingungen detektieren che-
mische Reaktionen oder Ladungstransferprozesse, welche die
Starke von chemischen Bindungen beeinflussen. Des weite-
ren werden Schwingungen als Sonden genutzt, um lokale
Felder innerhalb von Molekiilen zu untersuchen.”! Aufgrund
anharmonischer Kopplungen sind Schwingungen sensitiv auf
mechanische Energie und koénnen verwendet werden, um
intra- und intermolekularen Energiefluss zu messen.®! Pola-
risationsempfindliche Messungen konnen die molekulare
Konformation oder die Orientierung bestimmter funktionel-
ler Gruppen bestimmen.'”! Die Vielfalt der fiir IR-Spek-
troskopie zugdnglichen Proben erstreckt sich von der fliissi-
gen Uber die feste Phase, bis hin zu Oberflichen und Mem-
branen. Dabei erméglicht die hohe zeitliche Auflosung die
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Beobachtung von sich rasch ineinander umwandelnden Spe-
zies als getrennte Signale in IR-Absorptionsspektren. Zeit-
aufgeloste IR-Spektroskopie mit Zeitauflosung im Subpiko-
sekundenbereich ist ein hdufig genutztes Mittel, um Verin-
derungen auf molekularer Ebene zu untersuchen.

Angeregt durch die Fiille an zugénglichen Informationen
in Molekiilschwingungen wurde die Entwicklung mehrdi-
mensionaler Schwingungsspektroskopien vorangetrieben, in
Analogie zur mehrdimensionalen NMR-Spektroskopie.
Diese Methoden nutzen Sequenzen von IR-Laserpulsen um
Kopplungen und Korrelationen von Schwingungen mit einer
Zeitauflosung von unter einer Pikosekunde zu messen. Die
Methoden erschlie3en deutlich mehr Informationen als durch
klassische eindimensionale Spektroskopie zuginglich sind,
wie wir ausfiithrlicher in Abschnitt 2 beschreiben werden. Mit
ihnen ist es z.B. moglich, Strukturbestimmung anhand von
Schwingungskopplung und der Polarisationsabhéngigkeit des
Signals zu betreiben, Gleichgewichtskinetiken mittels Aus-
tauschspektroskopie zu messen oder Schwingungsenergie-
transfer zu verfolgen, was z.B. zur Zuordnung von Banden
verwendet werden kann.

Durch das Erweitern der reinen IR-Pulssequenzen mit
UV-, Vis- oder NIR(Nah-IR)-Pulsen erweitern sich Anwen-
dungsgebiet und Mboglichkeiten der mehrdimensionalen
Schwingungsspektroskopie erheblich. Die zusitzlichen Pulse
konnen verschiedenen Zwecken dienen. Reine IR-Experi-
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mente sind auf den elektronischen Grundzustand beschréankt
und werden normalerweise genutzt, um Systeme im Gleich-
gewicht zu betrachten. Dies schlief3t viele wichtige chemische,
physikalische und biologische Prozesse, die in elektronisch
angeregten Zustinden stattfinden, aus, ebenso Dynamik im
Grundzustand, die durch eine elektronische Anregung aus-
gelost wird. Um solche Prozesse zuginglich zu machen, wird
ein UV/Vis-Puls benoétigt, der die Dynamik des Systems
triggert. Weitergehend konnen gemischte IR/nicht-IR-Puls-
sequenzen so gestaltet werden, dass sie vibronische Kopp-
lungen messbar oder sich diese zunutze machen. Werden
Raman- und Resonanz-Raman-Prozesse einbezogen, erwei-
tert sich die messbare Information um polarisierbarkeitsab-
hidngige Observablen. Diese Techniken sind aufgrund der
Auswahlregeln sensitiv fiir andere Moden und konnen z.B.
genutzt werden, um Chromophormoden zu selektieren. Zu-
sétzliche Vis- oder NIR-Pulse wurden dariiber hinaus ver-
wendet um Oberflichensignale aufzukonvertieren, was
grenzschichtspezifische zweidimensionale Infrarot(2D-IR)-
Spektroskopie mit einer Empfindlichkeit besser als eine
molekulare Monolage ermoglicht.

Durch die anhaltende technische Entwicklung werden
solche gemischten, mehrdimensionalen IR/UV/Vis/NIR-Ex-
perimente immer leichter zugénglich. Im Folgenden werden
wir wichtige Pulssequenzen vorstellen, ihre Eigenheiten dis-
kutieren und Anwendungsbeispiele zeigen, um Anregungen
fir ihre weitere Anwendung zu geben. Hierbei soll der
Schwerpunkt auf dem Informationsgehalt der Experimente
liegen, wobei technische Details und der theoretische Hin-
tergrund bewusst kurz gehalten wurden. Wir beschranken uns
hier auf gemischte Techniken, welche resonante und nicht-
resonante UV-, Vis- oder NIR-Pulse beinhalten und Kopp-
lung oder Korrelation mindestens zweier Schwingungen be-
trachten, wodurch ein 2D-Schwingungsspektrum entsteht. Zu
Anfang geben wir in Abschnitt 2 eine sehr kompakte Ein-
fiihrung in die 2D-IR-Spektroskopie, bevor wir im Anschluss
in Abschnitt 3 Experimente mit gemischten Pulssequenzen
vorstellen.
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2. Eine kurze Einfiihrung in die 2D-IR-Spektroskopie

2D-IR-Spektroskopiel'!l misst Kopplungen und Korrela-
tionen von Schwingungsmoden, um eine Vielzahl von Infor-
mationen iiber die molekulare Struktur und ihre Dynamik
abzuleiten.*1>1! Dabei ist es nicht zwingend notig, dass die
Oszillatoren rdumlich benachbart sind, sie miissen sich noch
nicht einmal im selben Molekiil befinden. Die Interpretation
von 2D-IR-Spektren (Abbildung 1) basiert auf dem Vorhan-
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Abbildung 1. Schematisches 2D-IR-Spektrum von zwei wechselwirken-
den Oszillatoren. Das obere und linke Feld zeigen das lineare Absorp-
tionsspektrum der Oszillatoren. Das 2D-IR-Feld zeigt, dass Schwin-
gungsanregung eines Oszillators zum Bleichen des Grundzustands
und zu stimulierter Emission auf der Diagonalen (negativer Beitrag bei
der Grundfrequenz des Oszillators, in blau) und einer gleichzeitigen
induzierten Absorption (positiver Beitrag bei der Frequenz des ersten
Obertons des Oszillators, in rot) fihrt. Falls die beiden Moden mitein-
ander wechselwirken, kommt es zu Signalen abseits der Diagonalen
(Kreuzsignale). Die Parameter A4 und J sind die beobachteten anhar-
monischen Verschiebungen, von denen die Diagonal- und die Aufler-
diagonal-Anharmonizititen abgeleitet werden kénnen.!

densein oder Fehlen von Signalen, ihrer Form, spektralen
Position, relativen Grof3e und ihrer zeitlichen Entwicklung.
Um den Leser mit der Thematik vertraut zu machen und eine
Grundlage fiir die Diskussion von gemischten 2D-Experi-
menten zu schaffen, gehen wir nun auf die einzelnen Arten
von Information ein, die aus 2D-IR-Spektren erhalten
werden konnen. Der theoretische Hintergrund und Details
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der experimentellen Umsetzung von 2D-IR-Spektroskopie
waren bereits Gegenstand einiger ausgezeichneter Verof-
fentlichungen, Ubersichtsartikel'*!>!*"l und Biicher.[*!°!
2D-IR-Spektroskopie ist eine Spektroskopie 3. Ordnung,
da das detektierte Signal (geschldngelte Linie in Abbildung 2)
durch drei resonante Wechselwirkungen des Lichtfelds mit
der Probe erzeugt wird. Die einfachste Umsetzung sowohl
hinsichtlich der Technik, als auch zur Verdeutlichung des
Konzepts, ist 2D-IR-Spektroskopie in der Frequenz-Doméne
(FD) (Abbildung2A)." Man nutzt einen intensiven,
schmalbandigen Anregungspuls (Pump-Puls) (typischerweise
wenige Wellenzahlen schmal), um den Wellenzahlenbereich
von Interesse abzutasten. Seine Wellenzahl ergibt in Folge die
so genannte Pump-Achse des Spektrums (siche Abbildung 1
fiir eine schematische Darstellung). Nach einer Wartezeit ¢,
folgt jedem Pump-Puls ein schwacher, breitbandiger Abfra-
gepuls (Probe-Puls), welcher die durch die Anregung ausge-
16ste Absorptionsanderung misst. Der breitbandige Puls wird
im Anschluss mittels eines Spektrometers spektral aufge-
spalten, was die Probe-Achse liefert. Der Aufbau eines 2D-
Spektrums kann daher als Aneinanderreihung von 1D-
Spektren der jeweiligen Pump-Wellenzahlen betrachtet
werden. Eine alternative Variante ist die Fourier-Transfor-
mations- oder Zeit-Doménen(ZD)-2D-IR-Spektroskopie
(Pulssequenz dargestellt in Abbildung 2B),??! bei welcher
der schmalbandige Pump-Puls durch ein breitbandiges Puls-
Paar ersetzt wird. Die Wartezeit 7 (die Kohidrenzzeit, siche
Abschnitt 3) zwischen den Pulsen des Paars wird abgetastet
und das dabei erhaltene Signal mit 7 als Transformationsva-
riable Fourier-transformiert, wobei die Pump-Achse des 2D-
IR-Spektrums erhalten wird. Es wurde gezeigt, dass FD-
sowie ZD-Ansatz im Wesentlichen dieselben Informationen
liefern.”” Um die Gleichwertigkeit des schmalbandigen
Pump-Pulses und des Breitband Pump-Pulspaares, getrennt
durch eine Wartezeit 7, zu illustrieren, wurden sdmtliche
schmalbandigen Pump-Pulse in Abbildung?2 mit einem
weillen 7 versehen. Wihrend die FD-Methode erlaubt, aus-
gewdhlte Schnitte durch das Spektrum einzeln zu messen, und
auflerdem leichter zu implementieren ist, bietet das ZD-
Verfahren deutliche Vorteile auf Seiten der spektralen wie
der zeitlichen Auflosung. Fiir einen tieferen Einblick in diese
und andere experimentelle Strategien mit ihren Vor- und
Nachteilen verweisen wir an dieser Stelle auf Lit. [4].

Zusammengefasst zeigt ein 2D-IR-Spektrum die Wirkung
der Anregung einer Schwingungsmode auf die anderen
Schwingungsmoden im Spektrum und auf sich selbst. Letz-
teres, Anregung und Abfrage der selben Schwingung, fithrt zu
einem so genannten Diagonal-Signal. Dieses besteht aus
einem negativen Anteil (blau, Abbildung 1) bei der Frequenz
der Grundschwingung des Oszillators und einem positiven
Beitrag des ersten Obertons, welcher anharmonisch ver-
schoben ist. Infolge von Schwingungsrelaxation klingt das
Diagonal-Signal wéhrend ¢, ab.

Kreuzsignale konnen durch verschiedene Mechanismen
erzeugt werden und damit auch unterschiedliche Riick-
schliisse auf das System zulassen. Im Allgemeinen wird ein
Kreuzsignal beobachtet, wenn ein Oszillator durch die An-
regung eines anderen beeinflusst wird. Dies ist der Fall bei
anharmonischer Kopplung, bei der ein Kreuzsignal bereits bei

Angew. Chem. 2015, 127, 11790 —11807

© 2015 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

o

t; =0 Auftritt. Die Anwesenheit eines solchen Signals zeigt,
dass beide Schwingungen aus ein und demselben Molekiil
oder zwei stark wechselwirkenden Molekiilen stammen.
Kreuzsignale konnen daher verwendet werden, um Banden in
Spektren von Gemischen zuzuordnen und zu gruppieren.?>3!
Die Polarisationsabhéngigkeit der Kreuzsignale ldsst Riick-
schliisse auf den Winkel zwischen den Ubergangsdipol-
momenten der wechselwirkenden Schwingungen zu, was zur
Strukturbestimmung genutzt werden kann.*>¥! Auch die
anharmonische Kopplung, welche aus den beobachteten an-
harmonischen Verschiebungen bestimmt wird, kann verwen-
det werden, um die molekulare Struktur abzuleiten.?**

Doch direkte anharmonische Kopplung ist nicht die ein-
zige Moglichkeit wie Kreuzsignale entstehen konnen. Auch
durch Schwingungsenergietransfer (SET)®! werden solche
Signale erzeugt. Hierbei ist eine Abweichung im zeitlichen
Verlauf des SET-Kreuzsignals vom Verlauf des Diagonal-
signals der angeregten Schwingung zu beobachten. Norma-
lerweise wird SET tber niederfrequente Moden vermittelt,
welche zu einem Kreuzsignal der hochfrequenten Moden
mittels anharmonischer Kopplung fiihren.”” In einigen Fillen
wurde auch ein direkter Populationsaustausch zwischen
durch ein Kreuzsignal verbundenen Oszillatoren disku-
tiert.'’>*="1 Dariiber hinaus wurde die Zeitabhiingigkeit der
durch SET verursachten Kreuzsignale genutzt, um eine
raumliche Beziehung der Oszillatoren abzuleiten,”! Signale
in IR-Spektren zuzuordnen®* und Aussagen iiber inter-[""!
sowie intramolekulare Strukturen zu treffen. Durch SET
entstandene Kreuzsignale sind ebenfalls polarisationsabhéin-
gig, was eingesetzt wird, um Ubergangsdipolwinkel und damit
die molekulare Struktur abzuleiten. Fiir SET wurde gezeigt,
dass eine hohere Anzahl und stirkere Kreuzsignale generiert
werden als bei direkter anharmonischer Kopplung, was die
Menge nutzbarer Observablen in einem 2D-Spektrum be-
trichtlich vergroBert.”

Der dritte, wichtige Mechanismus in der Erzeugung von
Kreuzsignalen ist chemischer Austausch, vergleichbar mit der
NMR-Austauschspektroskopie (EXSY). Wenn zwei Spezies
in einem dynamischen Gleichgewicht vorliegen und die
Umwandlung von einer in die andere Spezies eine Verdnde-
rung der Schwingungsfrequenz zur Folge hat, wird ein
Kreuzsignal zwischen den betreffenden Banden im IR-
Spektrum sichtbar (2D-IR EXSY)."!l Aus der Zeitabhingig-
keit des Kreuzsignals lédsst sich hierbei die Austauschrate der
Spezies herleiten.'*! Bei diesem Verfahren muss die Rela-
xationsrate des angeregten Oszillators von der gleichen
GroBenordnung oder langsamer als die Austauschrate sein,
damit das Signal nicht schon vor dem Austausch abgeklungen
ist. Daher lésst sich solch chemischer Austausch {iiblicher-
weise nur in einem Zeitfenster von einigen Pikosekunden
betrachten. 2D-IR EXSY wurde bislang angewendet, um das
Kniipfen bzw. Brechen von Wasserstoffbriicken!**! oder
Konformationsidnderungen zu verfolgen.[***! Als chemischer
Austausch wird an dieser Stelle in der Regel die Umwandlung
diskreter Zustdnde ineinander bezeichnet. Haufig kommt es
aber zu einer kontinuierlichen Verteilung von Zustidnden,
z.B. unterschiedlicher Wasserstoffbriickenstidrke und -winkel,
was zu einer inhomogenen Linienverbreiterung fiihrt. Im 2D-
IR-Spektrum zeigt sich eine solche inhomogene Verteilung
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durch eine Verbreiterung der Linienform entlang der Dia-
gonalen. Liegt Austausch in einer derartigen Verteilung vor,
wird die 2D-Linienform zeitabhingig, ein als spektrale Dif-
fusion bekanntes Phanomen."**! Diese kann genutzt werden,
um die Dynamik in der Umgebung eines Oszillators, bei-
spielsweise in Losungsmitteln oder einer Proteinumgebung
zu untersuchen.’®> Ferner kann Energietransfer innerhalb
eines Ensembles von Oszillatoren zu spektraler Diffusion
fithren.>>"

3. Gemischte IR/nicht-IR-Pulssequenzen

Wie bereits im letzten Abschnitt beschrieben, ldsst sich
eine Fiille an Informationen durch 2D-IR-Spektroskopie ge-
winnen. Das Einbinden von nicht-IR-Pulsen erweitert die
Moglichkeiten und erlaubt konzeptionell vollig neue 2D-
Schwingungsexperimente. Abbildung 2 fasst einen Grofteil
der verfiigbaren gemischten IR/nicht-IR-Techniken zusam-
men, die mit zwei Schwingungsachsen arbeiten. Sie werden in
den folgenden Abschnitten beschrieben. Die Pulssequenzen
bestehen aus resonanten IR-Pulsen, kombiniert mit weiteren
resonanten (dargestellt durch ausgefiillte Pulse) oder nicht-
resonanten (gestreifte Pulse) UV-, Vis- oder NIR-Pulsen.

Im oberen Teil der Abbildung sind die FD- und ZD-Im-
plementierungen der reinen 2D-IR-Experimente dargestellt.
Wie bereits erwihnt, ist 2D-IR eine Spektroskopiemethode 3.
Ordnung. FD2D-IR nutzt einen durchstimmbaren, schmal-
bandigen Anregungspuls fiir die ersten beiden Wechselwir-
kungen, wohingegen bei ZD2D-IR ein Paar breitbandiger
Pulse, getrennt durch die Kohirenzzeit 7, zum FEinsatz
kommt. Der durchstimmbare Puls wird meist durch ein
computergesteuertes Etalon, ein so genanntes Fabry-Pérot-
Interferometer, erzeugt. Im Gegensatz zu den Breitbandpul-
sen fillt der erzeugte Puls exponentiell ab und ist zeitlich
verlingert. Um die Aquivalenz des schmalbandigen Pulses,
welcher verantwortlich fiir zwei Wechselwirkungen ist, und
dem Pulspaar zu zeigen, ist ersterer in Abbildung 2 durch ein
weilles 7 gekennzeichnet. Ein Austausch des schmalbandigen
IR-Pulses durch ein breitbandiges Pulspaar wurde bereits fiir
die meisten der hier gezeigten Pulssequenzen demonstriert.

Welche Rolle spielen nun die nicht-IR-Pulse innerhalb
der verschiedenen Pulssequenzen? In Abbildung 2 werden
die zwei Kategorien von moglichen Experimenten gezeigt.
Die erste Kategorie nutzt einen nicht-IR-Puls fiir eine elek-
tronische Anregung (Sequenzen C, D und E), wohingegen die
reinen 2D-IR-Experimente (Sequenz A oder B) das System
im elektronischen Grundzustand und tiblicherweise im
Gleichgewicht betrachten. Durch die elektronische Anregung
werden Dynamiken dieser Zustdnde, photochemische Reak-
tionen mit ihren Intermediaten und Produkten, photophysi-
kalische Prozesse oder andere Phinomene, die durch UV/
Vis-Anregung ausgelost werden konnen, (z.B. die Freiset-
zung von photoaktivierbaren (,caged“) Verbindungen,
strukturelle Neuordnung induziert durch eingebaute Kon-
formationsschalter oder die Dynamik lichtsensitiver Protei-
ne) zuginglich gemacht. Durch eine zweifache (daher mit
einem weilen 7 gekennzeichnet) Wechselwirkung eines nicht-
IR-Pulses wird in diesen Experimenten eine Nichtgleichge-
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Abbildung 2. Pulssequenzen der unterschiedlichen Implementierungen
von 2D-IR- und gemischten UV/Vis/NIR-IR-Spektroskopiemethoden.
Die roten, griinen und orangenen Pulse entsprechen IR-, UV/Vis- bzw.
NIR-Licht. Das Muster des Pulses bezeichnet, ob er resonant (ausge-
fiillt), nicht-resonant (diagonal gestreift) oder induziert-resonant (hori-
zontal gestreift) ist. Die geschlingelte Linie stellt das zu messende
emittierte Feld, das Signal, dar. Die Zeitachse ist durch schwarze Pfeile
gekennzeichnet. Mit einem t markierte Abschnitte sind Populations-
zeiten, durch ein 7 markierte sind Kohirenzzeiten. Pulse mit einem
weifden T verursachen zwei Feldwechselwirkungen und kénnten auch
durch ein Pulspaar ersetzt werden, andere Pulse nur eine Wechselwir-
kung. Die verwendeten 2D-IR-Akronyme bedeuten Frequenzdomine
(FD), Zeitdomaine (ZD), transiente (T2D-IR), Austauschspektroskopie
(EXSY), schwingungsunterstiitzte elektronische Resonanz (VIPER),
elektronische schwingungs-schwingungs (EVV, auch bekannt als
doubly vibrationally enhanced four wave mixing, DOVE) und zweidi-
mensionale Summenfrequenzgeneration (2D-SFG). Einige nah ver-
wandte Erweiterungen dieser Experimente werden in den betreffenden
Abschnitten diskutiert.

wichtspopulation erzeugt. Aufgrund dieser zusétzlichen
Wechselwirkungen sind diese Experimente Spektroskopie-
techniken 5. Ordnung. Auch die Anwendung eines NIR-
Pulses zur Erzeugung von Temperaturspriingen in T2D-IR-
Experimenten wurde bereits erfolgreich durchgefiihrt.

In der zweiten Kategorie werden nicht-IR-Pulse verwen-
det, um andere Abfrageprozesse (des Raman-Typs oder
durch Summenfrequenzerzeugung (SFG)) zu nutzen. Die
bereits erwihnten Experimente 5. Ordnung messen Ande-
rungen in der IR-Absorption — mit anderen Worten wird eine
Polarisation, die bei der IR-Frequenz oszilliert, erzeugt und
gemessen. Mit den gezeigten Pulssequenzen F, G und H
werden hingegen Signale im sichtbaren Spektralbereich er-
zeugt. Hierbei interagiert der UV-, Vis- oder NIR-Puls le-
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diglich einmal mit der Probe, um eine geeignete Polarisation
zu erzeugen. Im Unterschied zu Experimenten 5. Ordnung
besteht der Zweck des nicht-IR-Pulses also nicht darin, eine
Nichtgleichgewichtspopulation zu schaffen. Verglichen mit
dem reinen 2D-IR-Experiment oder den vorgestellten Spek-
troskopiemethoden 5. Ordnung gelten fiir die Raman- oder
SFG-Experimente abweichende Auswahlregeln. Folglich
werden auch andere Observablen zugidnglich. Die Puls-
sequenzen F und G sind Techniken 3. Ordnung, die Raman-
aktive Ubergiéinge einbeziechen. Sie erlauben es mit einer
einzelnen Messung einen breiten Spektralbereich (im Ver-
gleich zu den meisten IR-Methoden) abzufragen und er-
moglichen die Untersuchung von niederfrequenten Moden
und die Beobachtung von Kopplung zwischen IR- und
Raman-aktiven Moden. In Pulssequenz G werden zwei IR-
Pulse verwendet, die jeweils einfach mit unterschiedlichen
Oszillatoren wechselwirken (siche Abbildung 7). Bei Vorlie-
gen von anharmonischer Kopplung werden so Kreuzsignale
erzeugt. Pulssequenz H ist eine Spektroskopiemethode 4.
Ordnung, was sie aus Symmetriegriinden oberfldchenspezi-
fisch macht.

Die hier gezeigten Techniken umfassen mehrere Wech-
selwirkungen mit Pulsen um, als Funktion ihrer zeitlichen
Abstinde zueinander, Signale 3., 4. oder 5. Ordnung zu er-
zeugen. Signale niedrigerer Ordnung, etwa entstanden durch
unvollstindige Wechselwirkungen, sind unerwiinscht und
missen unterdriickt werden. Dies kann durch verschiedene
Vorgehensweisen, wie der Verwendung von Lichtzerhackern
(Choppern), Wahl der Strahlgeometrie, zyklischer Phasen-
verschiebung oder einer Kombination der genannten Tech-
niken erreicht werden. %>

Die folgenden Abschnitte diskutieren im Detail den In-
formationsgehalt von Spektren, welche durch die in Abbil-
dung 2 gezeigten Pulssequenzen erzeugt wurden und heben
noch einmal den Effekt der verwendeten UV-, Vis- oder NIR-
Pulse hervor.

3.1. Transiente 2D-IR-Spektroskopie

Der typische Anwendungsbereich von 2D-IR-Spektro-
skopie (Abbildungen 2 A und B) sind Gleichgewichtssysteme,
welche sich im elektronischen Grundzustand befinden. Um
das System in einen Nichtgleichgewichtszustand zu versetzen,
kann ein UV/Vis-Puls genutzt werden, der vor der Aufnahme
des 2D-IR-Spektrums eingestrahlt wird (siche Abbil-
dung 2C)."¥ Die im Abschnitt 2 fiir Gleichgewichts-2D-TR-
Spektren beschriebenen Informationen, beispielsweise iiber
Schwingungskopplungen und Anharmonizitidten, Schwin-
gungslebensdauern und Energietibertragung, spektrale Dif-
fusion und Austausch konnen mit der T2D-IR-Spektroskopie
fir das sich entwickelnde Nichtgleichgewichtssystem als
Funktion der Wartezeit ¢;, welche UV/Vis- und 2D-IR-Pulse
trennt, untersucht werden.

3.1.1. Strukturelle Dynamik

Die T2D-IR-Pulssequenz wurde verwendet zur Charak-
terisierung von Struktur und Dynamik einiger Peptide und
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Proteine, der Isomerisierung des Chromophors in Bakterio-
rhodopsin,® der Isomerisierung von Thiopeptiden,"! der
strukturellen Fluktuation eines Fragments des aktiven Zen-
trums einer durch Licht aktivierbaren Thioreduktase® ! und
der Neuordnung der Sekundérstruktur in einer a-Helix sowie
eines B-Turns.*>¢4

Letztere Arbeit konnte zeigen, dass ein starrer $-Turn in
einem cyclischen, disulfidverbriickten Tetrapeptid durch die
Spaltung der den Ring schlieBenden Disulfidbriicke mittels
UV-Strahlung geoffnet werden kann.®! Hinweise auf den
Entfaltungsmechanismus konnten sowohl aus den T2D-IR-
Spektren als auch aus Molekiildynamik(MD)-Simulationen
gewonnen werden. Der anfangs vorhandene (3-Turn beinhal-
tet eine intramolekulare Wasserstoffbriicke. Die Spektren
zeigen ein transientes Kreuzsignal (gekennzeichnet durch TC
in Abbildung 3, besonders deutlich erkennbar in den spek-
tralen Schnitten in Abbildung 3 C). Dieses Kopplungssignal
entsteht in Folge der Schwichung bzw. des Bruchs der Was-
serstoffbriicke des 3-Turns, der es ermoglicht, dass die C=0O-
Gruppen der zuvor wasserstoffverbriickten Peptideinheiten
sich durch Rotation annihern. Dies geschieht in Uberein-
stimmung mit der MD-Simulation auf einer Zeitskala von
160 ps.

Im Falle der a-Helix nutzte man zur Storung der Struktur
eine S,S-Tetrazin-Verbriickung. Nach Spaltung der Disulfid-
briicke durch einen UV-Puls wird die Wiederherstellung der
helikalen Struktur erméglicht.® An der Knickstelle wurden
zwei benachbarte *C=""0O-Reste eingefiigt. Thre Kopplung
wurde aus dem T2D-IR-Spektrum bestimmt und dazu ge-
nutzt, die zeitabhingige Verdnderung der Diederwinkel des
Riickgrats an der Knickstelle abzuleiten. Die Ergebnisse
zeigen Bewegungen auf der Pikosekunden-Zeitskala, welche
zu einer extrem schnellen Wiederherstellung der helikalen
Struktur fiihren.

Auch Nanosekunden-T-Sprung-2D-IR-Spektroskopie
wurde bereits implementiert und zur Untersuchung von
Proteinentfaltung®-*! sowie bei der Beobachtung von Na-
nosekunden-Tautomerisierungsprozessen genutzt.!””) Bei T-
Sprung-Experimenten wird ein Oberton der OH-Streck- oder
vOD-Streckschwingung des Losungsmittels angeregt, um die
Probe sprunghaft zu erwdrmen. Da hierbei kein nicht-IR-Puls
verwendet wird, um das betrachtete Molekiil direkt anzure-
gen, geht diese Methode iiber den in diesem Aufsatz behan-
delten Themenbereich hinaus.

Im Abschnitt 3.1.3 wird Strukturbestimmung auch an
einem nichtbiologischen Beispiel, ndmlich am Produkt der
Photoreaktion eines anorganischen Komplexes, beschrieben.

3.1.2. Schwingungsdynamik und Solvatation elektronisch ange-
regter Zustinde

Neben der Moglichkeit strukturelle Dynamik zu unter-
suchen, hat sich T2D-IR als iiberaus niitzlich beim Nachweis
von Wechselwirkungen zwischen elektronischen und
Schwingungsfreiheitsgraden erwiesen. Mechanismen der
Energieumverteilung sowohl elektronisch als auch schwin-
gungsangeregter Zustdnde sowie der Einfluss von elektroni-
scher Anregung auf die Wechselwirkung mit dem Losungs-
mittel konnten untersucht werden. Hautpanwendungsgebiet
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Abbildung 3. Transiente IR- und 2D-IR-Spektren eines kleinen cyclischen Peptids (cyclo(Boc-CPUC-OMe)) nach UV-Bestrahlung. Transiente IR-
(UV-Anrege-IR-Abtast) und 2D-IR- (UV-IR-IR) Spektren zu ausgewihlten UV-Zeiten sind in Feld (a) bzw. (b) dargestellt. Durch die Schwichung
einer intramolekularen Wasserstoffbriicke, was den Konformationsspielraum des f-Turns erweitert, wird ein transientes Kreuzsignal (mit TC ge-
kennzeichnet) der Carbonylgruppen der anfangs wasserstoffverbriickten Peptideinheiten sichtbar. Die in Feld (c) gezeigten Spektren sind Schnitte
durch T2D-IR-Spektren entlang der gestrichelten Linien in Feld (b). Wiedergabe aus Lit. [63].

dieses Experiments waren bisher Metallkomplexe, in welchen
Ladungstransfer nach elektronischer Anregung auftritt.

Mit T2D-IR-Spektroskopie konnte man zeigen, dass
zwischen dem SET im elektronischen Grundzustand und im
angeregten Zustand ein erheblicher Unterschied bestehen
kann. Weinstein und Mitarbeiter zeigten fiir [Re(Cl)-
(CO);(4,4-Diethylester-2,2'-bipyridin)], dass der SET zwi-
schen Liganden um den Faktor 8 im elektronisch angeregten
Zustand beschleunigt wird.[®® Wihrend im Grundzustand die
Rate des SET vom Losungsmittel abhéngig ist, zeigt sie im
Ladungstransferzustand eine solche Abhéngigkeit nicht
mehr. Es wurde vorgeschlagen, dass ein effizienter, intramo-
lekularer Kopplungsmechanismus fiir dieses Phdnomen ver-
antwortlich ist, der nach elektronischer Anregung aktiv wird.
Dies wurde Verédnderungen in der Elektrostatik zugeschrie-
ben, wobei man vermutet, dass es sich um ein generelles
Verhalten von Ubergangsmetallkomplexen handelt, was di-
rekte Implikationen fiir deren Anwendung hitte, beispiels-
weise in der Photovoltaik. Eine vergleichbare Beschleuni-
gung wurde auBerdem fiir [Re(CO),(Bipyridin)Cl] beobach-
tet.l””) Dariiber hinaus wurde auch der Einfluss von Photo-
dissoziation auf die Schwingungsrelaxation untersucht.”” Ein
dhnliches Experiment wurde genutzt, um die Schwingungs-
dynamik nach Elektronenriicktransfer in einem Cyano-ver-
briickten gemischtvalenten Ubergangsmetallkomplex
[(NC)sFe"-C=N-Pt"V(NH;),-N=C-Fe"(CN)s]*" nach Anre-
gung im sichtbaren Bereich zu zeigen.""’” Im Zuge dieses
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Prozesses werden weitaus hohere Schwingungszustinde (bis
v=238) der betrachteten Moden besetzt. Mehrdimensionale
Spektroskopie zeigte dabei den Energiefluss zwischen ein-
zelnen Moden wihrend das System nach dem Elektronen-
transfer in seinen Gleichgewichtszustand zuriickkehrte.
Elektronische Anregung kann zu einer betrédchtlichen
Ladungsumverteilung fiithren, daher spielen Wechselwirkun-
gen mit dem Losungsmittel hdufig eine entscheidende Rolle.
Diese Solvatationsprozesse lassen sich detailliert iiber die
Zeitabhéngigkeit der 2D-Bandenformen beobachten, welche
die Dynamik des Losungsmittel in der Umgebung der ge-
messenen Schwingung liefert (,,spektrale Diffusion). Kuba-
rych und Mitarbeiter wendeten dies auf einen Photokataly-
sator im elektronischen Grundzustand und im angeregten
Zustand an.[*) Dabei wurde eine Verlangsamung der spek-
tralen Diffusion nach elektronischer Anregung um den
Faktor 3 beobachtet, was der veridnderten Elektrostatik zu-
geschrieben wurde. Eine weit verbreitete Methode zur Un-
tersuchung der Dynamik von Losungsmitteln basiert auf der
Beobachtung der dynamischen Fluoreszenz-Stokes-Ver-
schiebung. Wihrend bei Messungen der Stokes-Verschiebung
die Dynamik im Grundzustand und im angeregten Zustand
vermischt wird, da die Ubergangsenergie abgetastet wird,
kann bei T2D-IR-Spektroskopie jeder dieser Zustédnde ein-
zeln betrachtet werden.[! Zudem lisst sich lokale Informa-
tion gewinnen, da sich betrachtete Oszillatoren an verschie-
denen Punkten des Molekiils befinden konnen. AuBerdem
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konnen auch Prozesse untersucht werden, bei denen keine
Fluoreszenz auftritt.

3.1.3. Spektroskopisches Auftrennen photochemischer Reaktions-
gemische

Die wohl offensichtlichste Anwendung der T2D-IR-
Spektroskopie ist die Untersuchung von Photoreaktionen, die
durch den UV/Vis-Puls initiiert werden. Chemisch unter-
schiedliche transiente Spezies, wie z.B. Isomere, konnen
durch diese Methode erkannt werden.

Die UV-induzierte Photoreaktion von [(u-Propandithio-
lat)Fe,(CO),], einer Modellverbindung fiir [FeFe]Hydroge-
nase-Enzyme, wurde mit T2D-IR untersucht.™ Kreuzsignale
zwischen allen Produktbanden belegten die Zugehorigkeit
aller Banden zur selben Spezies — ein klarer Beweis, dass nur
ein Photoprodukt entstanden ist. Zusitzlich nutzte man die
Polarisationsabhingigkeit der T2D-IR-Messungen, um die
Ubergangsdipolwinkel der Schwingungsmoden des Produkts
zu bestimmen. Ein Vergleich zwischen experimentell ermit-
telten und berechneten Winkeln ergab, dass ein axiales CO
durch das Losungsmittel ersetzt wurde. Die hier beschriebene
Strukturbestimmung von Intermediaten oder Produkten
bietet erhebliches Potential, ein Anwendungsschwerpunkt
der T2D-IR-Spektroskopie zu werden.

T2D-IR fand auch Verwendung, um die paarweise Re-
kombination eines Metallcarbonyl-Dimers zu untersuchen.
Dabei konnte gezeigt werden, dass von zwei moglichen Iso-
meren des paarigen Komplexes nur eines der Vorldufer fiir
den sich neu bildenden Grundzustand sein kann."" In diesem
Experiment erzeugte man monomere Radikale durch Pho-
toanregung (4,,=400nm) eines Molybdidn-Cyclopenta-
dienyl-Carbonyl-Dimers [{CpMo(CO);},], indem die Mo-
Mo-Bindung gebrochen wurde. Das Dimer kann in trans- und
gauche-Konformation vorliegen. Die Zentralfrequenz der C=
O-Schwingung ist konformationsabhingig (das lineare Ab-
sorptionsspektrum zeigt Banden bei 1912 cm ™!, 1958 cm ™!
und 2013 cm ). Die Bande mit der hochsten Wellenzahl wird
ausschlieBlich der gauche-Konformation zugeordnet. Nichts-
destotrotz lassen sich im 2D-IR-Spektrum Kreuzsignale zwi-
schen allen drei Banden erkennen, was die Beteiligung von
gauche- und trans-Konformere an den Banden bei niedriger
Wellenzahl offenbart. Beide Konformere konnen in einer
Photoreaktion dissoziiert werden. Das T2D-IR-Spektrum,
aufgenommen nach 5 ps (nicht gezeigt), zeigt die Bildung von
Radikalen. Die Beobachtung, dass nur die Bande bei
1958 cm™' und nicht die Bande bei 2013 cm™! wieder zu-
riickkehrt, zeigt, dass die gauche-Form nicht an der Rekom-
bination aus Radikal-Monomeren beteiligt ist, sondern nur
die trans-Form gebildet wird. In Verbindung mit quanten-
chemischen Rechnungen konnte man feststellen, dass bereits
bei groBem Abstand der Mo-Bindung eine Vorauswahl zu-
gunsten dieses Isomers getroffen wird.

Eine weitere geeignete Methode, um Reaktionsnetzwer-
ke koexistierender Spezies zu entschliisseln, sind getriggerte
Austauschexperimente, welche wir in Abschnitt 3.2 vorstellen
werden.

Angew. Chem. 2015, 127, 11790 — 11807

© 2015 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

o

3.1.4. Steuern von Reaktionen

Nicht immer konnen die wihrend eines T2D-IR Experi-
ments angeregten Schwingungen nur als reine Zuschauer
betrachtet werden. Dies ist der Fall, wenn ihre Anregung das
Ergebnis der durch die UV/Vis-Bestrahlung ausgelosten
Reaktion beeinflusst, sprich wenn die Schwingung Teil der
Reaktionskoordinate ist. Weinstein, Towrie und Mitarbeiter
nutzten die T2D-IR-Pulssequenz auf elegante Art, um dieses
Phinomen zu zeigen.”” In ihrem Experiment konnten sie
Elektronentransfer (ET) regulieren, indem sie innerhalb
eines Donor-Briicke-Akzeptor-Systems (DBA) mithilfe eines
durchstimmbaren, schmalbandigen IR-Anregungspulses eine
klar der Briicke zuzuordnende Schwingung nach Anregung
mit UV-Strahlung anregten (Abbildung 4). Eine Anregungs-

Zeit

UV-Pump IR-Pump  IR-Probe

Zeitaufgeloste IR: UVpump, IRprobe
T - T g ®
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Abbildung 4. Die Kontrolle der ET-Pfade durch IR-Anregung bei

1908 cm™" mittels der T2D-IR-Sequenz. Das obere Feld zeigt die zeit-
aufgelésten IR-Spektren zu reprisentativen Wartezeiten. Das untere
Feld zeigt die Differenzspektren Abs(IR;,,,ON)—Abs(IR,,,,OFF) bei
T=100 ps und 2.2 ns nach UV-Anregung (UV,,m-IR;oe-Verzégerungs-
zeit t fixiert bei 2 ps), welche die Unterdriickung des *D*BA -Pfades
und eine Verstirkung des *A-Pfades bei IR-Anregung verdeutlichen.
Wiedergabe aus Lit. [75] mit Genehmigung der AAAS.

wellenldnge von 400 nm fiihrte zur Bildung eines Ladungs-
transferzustands (DB*A™), welcher in einen m-;w*-Intra-
ligand-Triplettzustand (*A) am Naphthalen-Imid-Liganden,
einen ladungsgetrennten Zustand (*D'BA™) oder in den
Grundzustand (GS) zerfallen kann. Die Anregung der C=C-
Briickenschwingung begiinstigt die Bildung des *A-Zustands
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auf Kosten des ladungsgetrennten Zustands *D "BA . Dies ist
sehr schon im Doppeldifferenzspektrum des Signals mit und
ohne IR,,,,-Anregung (Abbildung4D, blaues Spektrum)
erkennbar. Hier fiithrt der IR-Anregungspuls zur Abnahme
des *D'BA -Signals, wihrend das *A-Signal deutlich ver-
starkt wird. Wartet man langer (4D, rotes Spektrum) fiihrt die
IR-Anregung zu einer Zunahme von ‘A auf Kosten der
Riickkehr in den GS. Verschiebt man die IR-Anregung hin-
gegen hin zur v(C=0)-Schwingung, lokalisiert im Akzeptor
im selben angeregten DB A~-Zustand (oder hin zu einer IR-
Absorptionsbande des Losungsmittels), zeigt sich kein
messbarer Effekt. Verschiebt man die Wellenzahl des IR-
Anregepulses entlang der transienten IR-Bande der C=C-
Schwingung im DB*A~-Zustand (Abbildung 4 C, Bande lo-
kalisiert bei 1900 cm™"), wird erkennbar, dass die GroBe des
beschriebenen Effekts der Bandenform des angeregten Zu-
stands folgt. Die quantitative Analyse zeigt, dass der Reak-
tionspfad entlang des *D*BA~-Zustands durch Schwin-
gungsanregung sogar komplett blockiert werden kann. Fiir
ein anderes System wurde auBBerdem die Beschleunigung des
Ladungstransfers nach Schwingungsanregung einer einzelnen
Mode des Donorliganden berichtet.["®]

3.1.5. Ausblick

Fiir die Untersuchung von Nichtgleichgewichtsdynamik
durch 2D-IR-Spektroskopie sind weitere Anregungsmog-
lichkeiten denkbar, wie der schnelle Drucksprung (um bei-
spielsweise die Dynamik von Proteinen zu induzieren),l””"l
der pH-Sprung (eine schnelle pH-Verdnderung kann durch
eine Photosiure ausgelost werden),”*)  Stopped-Flow-
Techniken (genutzt um Proteinfaltung mit ms-Zeitauflosung
zu untersuchen),® das Andern des Redoxpotentials oder
externe elektrische sowie magnetische Felder. Die Anwen-
dung synchronisierter Femtosekundenlaser fiir die Erzeugung
verschiedenster Pulse wird es in Zukunft erlauben, einen
weiten Bereich an Zeitskalen fiir 2D-IR im Nichtgleichge-
wicht abzudecken.

Mit der Moglichkeit, sehr detaillierte Informationen iiber
die Struktur und Dynamik von Intermediaten und Produkten
von Photoreaktionen zu liefern, empfiehlt sich die T2D-IR-
Spektroskopie fiir die Untersuchung von Reaktionsmecha-
nismen. Die Beispiele dieses Abschnitts zeigen, dass die
Analyse von transienten Strukturen mittels T2D-IR bisher
nur auf sehr grundlegendem Niveau betrieben wurde. Hin-
gegen konnte man mit 2D-IR-Spektroskopie in Gleichge-
wichtssystemen bereits detaillierte Strukturanalysen durch-
fithren.P'=*%! T2D-TR-Spektroskopie kann solch detaillierte
Information auch fiir transiente Spezies liefern, bei denen die
hohe Zeitauflosung von Femtosekundenspektroskopie ihren
vollen Nutzen entfalten kann.

Das Konzept, Schwingungen direkt anzuregen, um Re-
aktionen zu steuern, erdffnet neue Wege zur Beobachtung
der Wechselwirkung von elektronischen und Kernfreiheits-
graden. Wihrend gegenwirtige Studien schmalbandige IR-
Pulse nutzen, wire der Einsatz von Pulsformern im mittleren
IR™ zur Erzeugung von Wellenpaketen eine spannende Er-
weiterung, die ein grofleres Mafl an Kontrolle erméglichen
wiirde.
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3.2. Nichtgleichgewichts- oder getriggerte
Austauschspektroskopie

Eine faszinierende Pulssequenz ist die getriggerte 2D-IR-
EXSY-Sequenz (Abbildung 2D),™! bei welcher relativ zur
T2D-IR-Sequenz die Reihenfolge von UV/Vis- und IR-Puls
vertauscht wird, womit der IR-Puls die Probe zuerst erreicht.
Auf diese Weise kann der Einfluss des IR-Pulses auf das
Schwingungsspektrum sowohl im elektronischen Grundzu-
stand als auch im angeregten Zustand verfolgt werden. Diese
Pulssequenz korreliert Schwingungen von Reaktant und
Produkt (oder Intermediat), indem spezifische Schwin-
gungsbanden mit einer schmalbandigen IR-Anregung mar-
kiert werden. AnschlieBend wird ein UV/Vis-Puls nach der
Zeit t; fur die elektronische Anregung eingestrahlt und ab-
schlieBend das Spektrum mit einem IR-Abfragepuls aufge-
nommen.[®*) Bei diesem Vorgehen werden Kreuzsignale
zwischen verwandten Schwingungsmoden von Reaktant und
Produkt erzeugt. Diese Methode ist auch als getriggerte
Austauschspektroskopie bekannt.*”’ Im klassischen 2D-IR-
EXSY-Experiment, bei welchem die Pulssequenzen aus Ab-
bildung 2 A,B verwendet werden, wird das System wéhrend
der Populationszeit ¢, zwischen Anrege- und Abfrage-IR-Puls
durch thermische Bewegung vom einen Zustand in den an-
deren getrieben. Bei getriggerten Austauschexperimenten
treibt der UV/Vis-Puls, welcher wihrend der Wartezeit an-
gewendet wird, das System vom einen Zustand in den ande-
ren. Ahnliche Experimente, bei denen Kreuzsignale zwischen
den Spiniibergdngen von Reaktant und Produkt erzeugt
werden, wurden auch in der NMR-Spektroskopie verwirk-
licht.®™®*! Die instruktive Anwendungen der getriggerten 2D-
IR EXSY, die im Folgenden diskutiert werden sollen, befas-
sen sich mit der Untersuchung von Ladungsinjektion durch
ein inhomogenes Ensemble von Farbstoffmolekiilen auf
einem nanokristallinen Film™! sowie der lichtinduzierten
Ligandenwanderung in koexistierenden Proteinkonforme-
ren.[*!

Im ersten Beispiel erfolgt eine optische Anregung eines
Re-Farbstoffs durch einen Vis-Puls (4,,=400 nm), welcher
einen Ladungstransfer in einen nanokristallinen TiO,-Film
induziert (Abbildung 5a). Die Anregung des Farbstoffs und
die Ladungsinjektion konnen mittels T2D-IR verfolgt
werden. Untersuchungen des elektronischen Grundzustands
durch 2D-IR zeigen drei Diagonalsignale in der Region der
a’(1)-symmetrischen CO-Streckschwingung in Abbildung 5a
(bei 2020 cm ™', 2030 cm ™! und 2042 cm ™). Die Abwesenheit
von Kreuzsignalen belegt, dass die Signale von drei ver-
schiedenen strukturellen Anordnungen der Farbstoffmole-
kiile auf der Oberfldche herriihren. Dariiber hinaus ist hier-
mit gezeigt, dass diese Heterogenitit nicht die Folge einer
Aggregation der Farbstoffmolekiile ist, da die Molekiile in
Aggregaten, in welchen sie nah beieinander ldgen, koppeln
und Kreuzsignale erzeugen sollten. Bei Vis-Anregung (Typ-I-
Sequenz in Abbildung 5b, entsprechend T2D-IR in Abbil-
dung 2 C, jedoch unter Verwendung eines Pulspaares fiir die
IR-Anregung anstelle eines Schmalbandpulses) wird ein
Elektronentransfer initiiert. Alle drei Diagonalsignale aus
dem Grundzustand reagieren auf Anregung, aber nur ein
Signal des angeregter Zustandes zeigt sich bei 2060 cm ™
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Bindungsstelle und die der Protein-
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sich entschliisseln lie3, welche der
beobachteten Signale der Protein-
taschen zu welcher Proteinstruktur
gehoren. Vor der Entwicklung der
getriggerten 2D-IR EXSY wurde
mit spektroskopischen Versuchen
an gleichgewichtsverschiebenden
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Abbildung 5. Ladungsinjektion bei einem mit einem Re-Farbstoffmolekiilen beladenen TiO,-Film.

a) 2D-IR-Spektrum des Systems im Gleichgewicht. b) Pulsschemata, mit denen die Spektren (a), (c)
und (d) erzeugt wurden. Die Pulse sind hier, im Gegensatz zu Abbildung 2, bei der die Darstellung
entlang der Zeitachse verliuft, so angeordnet, wie sie auf die Probe gelangen. Zudem wird hier ein
Pulspaar zur Anregung verwendet, wahrend bei den Experimenten aus Abbildung 2 ein schmalbandi-
ger IR-Puls eingesetzt wird. Wiedergabe aus Lit. [90]. Copyright 2009 American Chemical Society.

(Abbildung 5¢ (D). Nach Anderung der relativen Verzoge-
rungen gemifB Pulssequenz Typ-II (Abbildung 5b, entspre-
chend dem getriggerten 2D-IR EXSY in Abbildung 2D)
erhidlt man ein breites Kreuzsignal (Abbildung 5d ), wel-
ches die beiden Banden aus dem Grundzustand bei 2020 cm !
und 2030 cm ! mit der Bande aus dem angeregten Zustand
bei 2060 cm ' (Pfeile) korreliert. Das entsprechende Kreuz-
signal fiir die Bande bei 2042 cm™" fehlt (Pfeil und Kreuz).
Auf diese Weise offenbart das getriggerte 2D-IR EXSY Ex-
periment, dass der elektronisch angeregte Zustand nur aus-
gehend von zwei der drei Konfigurationen der Farbstoffmo-
lekiile erreicht werden kann. Da fiir alle drei Konformationen
langlebige Grundzustandsbleichsignale erzeugt werden,
schlossen die Autoren, dass die beiden Konformationen, die
fiir die Signale bei 2020 cm ™' und 2030 cm ™' verantwortlich
sind, einer langsamen Ladungsinjektion unterliegen, deren
elektronisch angeregte Zustiande mittels 2D-IR (und transi-
ente IR) beobachtbar sind, die Konformation bei 2042 cm ™!
hingegen einer sehr raschen Ladungsinjektion unterliegt,
sodass die auf dem Farbstoffmolekiil lokalisierte Anregung
nicht beobachtet werden konnte.

Im zweiten Beispiel wird die Migration eines CO-Ligan-
den durch Proteintaschen in Myoglobin nach Losen von
seiner Bindungsstelle durch einen optischen Puls unter-
sucht.® Dabei wird iiber die Frequenz der Streckschwingung
des Liganden Information iiber dessen lokale Umgebung
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2040 2060 Proteinmutanten versucht, solche
Informationen zu gewinnen, was
jedoch nicht zu eindeutigen Ergeb-
nissen fiihrte. Getriggerte 2D-IR
EXSY stellt fiir dieses Problem eine
spektroskopische Losung dar und
ermoglicht die Feststellung von
Verbindungen zwischen den Zu-
stinden (CO-gebundene Unterzu-
stinde und nicht-CO-gebundenen
Unterzustinde), wobei mehrere Konformationen moglich

sind.
Ausblick

Die obigen Beispiele zeigen, dass durch getriggerte 2D-IR
EXSY die Photochemie oder Photophysik von verschiedenen
koexistierenden Spezies, wie etwa Proteinkonformeren oder
Molekiilpopulationen, die auf verschiedenen Arten auf einer
Oberflache sitzen, selektiv untersucht werden kann. Diese
Anwendung der getriggerten Austauschspektroskopie wurde
auch schon auf die 2D-Vis-Spektroskopie iibertragen.”"! Eine
weitere Option der getriggerten 2D-IR EXSY mit hohem
Anwendungspotenzial ist die Zuordnung der Schwingungs-
banden von elektronisch angeregten Zustédnden, von Inter-
mediaten oder Produkten, indem ausgehend vom bekannten
Spektrum des Reaktanten Kreuzsignale zwischen Schwin-
gungen des Reaktanten und der transienten Spezies erzeugt
werden.® Zum Entschliisseln von Spektren photochemischer
Reaktionsmischungen ist dies eine sehr wertvolle Moglich-
keit.

Eine wichtige Einschrinkung der getriggerten 2D-IR
EXSY ist, dass die Kreuzsignale nur innerhalb der Lebens-
dauer der durch den IR-Puls generierten, angeregten
Schwingungszustdnde beobachtet werden konnen. Dies ist
eine schwerwiegende Einschriankung, da es die Anwendbar-
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keit der getriggerten 2D-IR EXSY auf Prozesse limitiert, die
auf der gleichen oder einer kiirzeren Zeitskala ablaufen als
die Lebensdauer der Schwingungen. Typische Lebensdauern
liegen unterhalb von 5 ps, bedeutend ldnger sind sie nur in
Ausnahmefillen (z.B. im zweistelligen ps-Bereich fiir CO in
Metallcarbonylen oder hunderte ps fiir CO bei der Migration
durch ein Protein). Die Einschrinkung durch die Schwin-
gungslebensdauer kann mit der VIPER-2D-IR Pulssequenz
tiberwunden werden, die im folgenden Abschnitt 3.3 disku-
tiert wird.

3.3. VIPER-2D-IR-Spektroskopie

Die VIPER-2D-IR-Sequenz (siche Abbildung 2 E)P”
besteht aus einer IR-Anregung in Resonanz mit einer
Schwingungsmode, gefolgt von einem nicht-resonanten UV/
Vis-Puls nach der Zeit ¢;, mit dem nur ein Unterensemble in
den elektronisch angeregten Zustand befordert wird: Der
UV/Vis-Puls wird so eingestellt, dass er nur mit den schwin-
gungsangeregten Spezies resonant ist. Somit ist zum Errei-
chen des elektronisch angeregten Zustandes sowohl eine IR-
als auch eine anschlieBende UV/Vis-Anregung des Molekiils
notig. Abbildung 6B illustriert diese doppeltresonante An-
regung. VIPER-2D-IR unterscheidet sich daher wesentlich
von der getriggerten 2D-IR EXSY (Abbildung2D), bei
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Abbildung 6. Chemischer Austausch von Spezies jenseits der Schwin-
gungslebensdauer. A) Transientes IR-Spektrum von Cumarin 6 in THF
in der Carbonylregion, mit und ohne deuteriertes Methanol. B) Ener-
gieniveauschema zur Veranschaulichung der doppelt resonanten
VIPER-Anregung. Der nicht-resonante Vis-Puls (gestrichelte Linie)
kommt kurz nach dem resonanten IR-Puls zur Anregung in S,. Die
Schwingungsrelaxation zurtick in den Grundzustand wird somit verhin-
dert (durchgestrichener, nach unten weisender Pfeil). Ohne vorange-
gangene resonante IR-Anregung kann S, nicht durch den Vis-Puls
allein erreicht werden (durchgestrichener, nach oben weisender Pfeil).
C—F) Schnitte durch die transienten VIPER-2D-IR-Spektren einer Mi-
schung (mit MetOH), aufgezeichnet bei verschiedenen IR-Anregefre-
quenzen (farbige Pfeile in (A)). Wiedergabe aus Lit. [59]. Copyright
2014 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim.
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welcher ein resonanter UV/Vis-Puls verwendet wird. Das sich
entwickelnde System wird nach der Zeit £, mit einem IR-
Abfragepuls untersucht. Das auf diese Weise erzeugte
VIPER-2D-IR-Signal klingt mit der Lebensdauer des elek-
tronisch angeregten Zustands ab, welche in vielen Féllen
wesentlich ldnger ist als die Lebensdauer von Schwingungs-
zustdnden. Falls eine bleibende Verdnderung des Molekiils
durch den UV/Vis-Puls verursacht wird, etwa durch Photo-
chemie (geschwungener Pfeil in Abbildung 6B), ist die Le-
bensdauer des Signals sogar ,,unendlich“. Eine Voraussetzung
fiir die Anwendbarkeit der VIPER-2D-IR-Pulsfolge ist, dass
sich das UV/Vis-Spektrum bei Schwingungsanregung éndert.
Als Konsequenz wird mit der VIPER-2D-IR-Pulsfolge die
Information, dass ein Molekiil in einem schwingungsange-
regten Zustand war, in einem elektronischen Freiheitsgrad
gespeichert. Manche Molekiile der Probe werden ohne IR-
Anregung direkt vom UV/Vis-Puls angeregt, jedoch kann
dieses Hintergrundsignal unter Verwendung eines Lichtzer-
hackers abgezogen werden.F”)

3.3.1. Austausch jenseits der Schwingungslebensdauer T,

Das herkommliche 2D-IR EXSY-Experiment untersucht
den Austausch zwischen unterschiedlichen molekularen
Spezies aufgrund der Brownschen Molekularbewegung, wie
beispielsweise die Umwandlung zwischen Konformeren.[*!
Die getriggerte Austauschspektroskopie, wie sie in Ab-
schnitt 3.2 diskutiert wurde, kann Schwingungen vor und nach
der durch elektronische Anregung getriggerten Umwandlung
korrelieren. Beide Verfahren zur Beobachtung des Um-
wandlungsprozesses beruhen auf der Markierung einer
Schwingung durch IR-Anregung und anschlieBender Verfol-
gung der Wellenzahl der angeregten Schwingung. Daher wird
das Beobachtungsfenster durch die Schwingungslebensdauer
begrenzt. Diese wesentliche Einschrinkung kann durch
VIPER-2D-IR-Spektroskopie umgangen werden. Wie oben
beschrieben, klingt das VIPER-Signal nicht mit der Schwin-
gungslebensdauer, sondern mit der Lebensdauer des elek-
tronisch angeregten Zustandes ab (oder tiberhaupt nicht, falls
das System durch den UV/Vis-Puls permanent veridndert
wird).’! VIPER-2D-IR-Spektroskopie wurde demonstriert
anhand der Messung des chemischen Austausches zwischen
wasserstoffverbriicktem und freiem Cumarin 6 unter Bedin-
gungen, bei denen der Austausch auf einer wesentlich ldn-
geren Zeitskala stattfindet als die Relaxation des angeregten
Schwingungszustandes.®! Transiente TR-Spektren der Car-
bonylschwingung des Cumarin-6-Laserfarbstoffs haben ge-
zeigt, dass bei Zugabe von Methanol eine zweite Spezies
gebildet wird, welche sowohl im elektronischen Grundzu-
stand als auch im elektronisch angeregten Zustand bei klei-
neren Schwingungsfrequenzen absorbiert (ersichtlich durch
die negativen bzw. positiven Banden in Abbildung 6 A).>”
Bei den neuen Spezies bildet die Carbonylgruppe Wasser-
stoffbriicken mit dem Alkohol (siche Abbildung 6F fiir die
Markierung der Banden). Unter Verwendung von schmal-
bandigen IR-Anregepulsen kann eine der Spezies (wasser-
stoffverbriickt oder frei) selektiv in den elektronisch ange-
regten Zustand beférdert werden.
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Abbildung 6 C-F zeigt Schnitte durch das VIPER-2D-IR-
Spektrum als Funktion der Zeit. Fiir das rote (schwarze)
Spektrum wurde der IR-Anregepuls auf die Frequenz der
freien (wasserstoffverbriickten) Spezies eingestellt. Der
Austausch zwischen freier und wasserstoffverbriickter Spezi-
es tritt, wie die Pfeile in Abbildung 6F zeigen, sowohl im
elektronischen Grundzustand als auch im elektronisch ange-
regten Zustand auf. Der Austausch ist vollstindig, wenn
schwarzes und rotes Spektrum die gleiche Form haben (wie in
Abbildung 6F). Dies ist nach etwa 135 ps der Fall. Es sei hier
betont, dass die Lebensdauer der Carbonylschwingung nur
1.2 ps betrédgt, weshalb gewohnliche 2D-IR EXSY fiir dieses
System nicht angewendet werden kann.

3.3.2. Ausblick

Der Vergleich des roten VIPER-2D-IR-Spektrums in
Abbildung 6 C, bei welchem eine Mischung von wasserstoff-
verbriickten und freien Molekiilen untersucht wurde, mit dem
schwarzen, zeitaufgelosten IR-Spektrum in Abbildung 6 A,
bei welchem sich nur freie Molekiile in der Losung befanden,
zeigt, dass es mit VIPER moglich ist, aus einer Mischung eine
bestimmte Spezies auszuwihlen (in diesem Fall die nicht
wasserstoffverbriickte), diese selektiv optisch anzuregen und
transiente Absorptionsspektren aufzunehmen. Im Vis-Spek-
trum {iiberlappen die Absorptionen der verschiedenen Mole-
kiilpopulationen (z.B. wasserstoffverbriickt versus frei) oft
stark, wodurch die selektive Vid-Anregung schwer oder sogar
unmoéglich wird. Die VIPER-Sequenz umgeht dieses Problem
durch die vorgeschaltete IR-Anregung einer Spezies in der
Mischung. Die ausgewihlte (d.h. schwingungsangeregte)
Population interagiert mit dem nicht-resonanten sichtbaren
Puls, welcher die schwingungsangeregten Molekiile in den
elektronisch angeregten Zustand befordert. Auf diese Weise
ist es moglich, nicht nur Austausch zu untersuchen, sondern
auch die Photochemie oder Photophysik koexistierender
Molekiile — auch wenn deren UV/Vis-Spektren sehr dhnlich
sind (was sehr oft beispielsweise bei Konformeren oder bei
Molekiilen in leicht unterschiedlichen Umgebungen der Fall
ist) und sogar auch dann, wenn sich die koexistierenden
Molekiile in einem schnellen dynamischen Gleichgewicht
befinden. Getriggerte Austauschspektroskopie macht &hnli-
che Informationen zugénglich, allerdings nur im kleinen
Zeitfenster der Schwingungslebensdauer. Im Gegensatz
hierzu erlaubt das VIPER-Experiment die Verfolgung des
gesamten, durch Licht getriggerten Prozesses fiir das durch
den IR-Puls ausgewéhlte Subensemble. Dies konnte nicht nur
fiir die zeitaufgeloste Spektroskopie, sondern auch fiir die
Durchfithrung selektiver Photoreaktionen interessant sein.

3.4. Mehrdimensionale IR-Raman-Spektroskopien

Alle bisher diskutierten Pulssequenzen tasten IR-Uber-
gange ab. Wird stattdessen nach IR-Anregung ein Raman-
Ubergang abgetastet (Abbildung 2F,G), kénnen Korrelatio-
nen zwischen IR- und Raman-aktiven Moden untersucht
werden. Dies kann durch resonante Anregung von Schwin-
gungsmoden durch einen oder mehrere Pulse und anschlie-
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Bender Aufzeichnung der Raman-Streuung eines sichtbaren
Abtastpulses erreicht werden.

3.4.1. 3D-IR-Raman-Spektroskopie der Schwingungsdynamik

Die unter dem Namen 3D-IR-Raman-Spektroskopie be-
kannte Technik (siehe Abbildung 2F)"> ist im Kontext
dieses Aufsatzes eine 2D-Technik, da das Spektrum von zwei
Schwingungsfrequenzen abhingt, die dritte Dimension ist die
Zeit. Das 3D-IR-Raman-Experiment ist eine Spektroskopie
3. Ordnung, bei der ein IR-Anregepuls verwendet wird und
anschliefend mit einer inkohédrenten Stokes- und/oder Anti-
Stokes-Ramanabfrage das Spektrum aufgenommen wird.
Historisch war das Fehlen von IR-Detektoren die treibende
Kraft zur Entwicklung dieses Experiments. Die Hauptan-
wendung dieses Experiments, dessen Pulssequenz aus einem
IR-Anregepuls und einer Vis-Abfrage besteht, war die Un-
tersuchung der Umverteilung von Schwingungsenergie
(USE). Typischerweise wird eine hochfrequente Mode an-
geregt und die Schwingungsdynamik iiber die zeitabhidngige
Messung der Kreuzsignale mit anderen Schwingungsmoden
verfolgt. Wihrend dies auch durch konventionelle 2D-IR-
Spektroskopie moglich ist,?**! birgt der 3D-TR-Raman-
Ansatz gewisse Stdrken. Die Raman-Detektion fragt ein
breites Spektrum ab, womit viele der niederenergetischen
Moden, die die Schwingungsenergie empfangen, direkt be-
obachtet werden konnen. Dariiber hinaus kommt das inko-
hdrente Raman-Signal ausschlieSlich von angeregten
Schwingungszustinden ohne Bleach-Beitrdge, welche die
gewohnlichen 2D-IR-Spektren komplizieren.” Ein Nachteil
der 3D-IR-Raman-Spektroskopie ist die sehr geringe Sensi-
tivitdt, weshalb iiblicherweise sehr hohe Konzentrationen
verwendet oder die Messungen an reinen Flissigkeiten
durchgefiihrt werden. Die Notwendigkeit von intensiven
Pulsen erfordert oft den Einsatz von Fliissigkeitsstrahlen,
wobei verschiedene Artefakte in Kauf genommen werden
miissen.’ Die durch die Raman-Spektroskopie erhaltenen
Uberginge sind zu den durch IR-Spektroskopie beobacht-
baren Ubergingen komplementir, da die beiden Spektro-
skopien verschiedenen Auswahlregeln gehorchen. Detail-
lierte Untersuchungen zur USE entlang von Alkylketten,!
iiber Mizellen,"”! der Schwingungsdynamik in Wasser,
zwischen DNA-Basenpaaren™ sowie zum Effekt von che-
mischen Modifikationen auf die Schwingungsdynamik!®-1°!
wurden mithilfe der 3D-IR-Raman-Spektroskopie durchge-
fiihrt.

3.4.2. DOVE- oder EVV-2D-IR-Spektroskopie

Die IR-IR-Raman-Sequenz (Abbildung2G), welche
auch DOVE-FWM- (doubly vibrationally enhanced four
wave mixing) oder EVV- (electron-vibration-vibration) 2D-
IR-Spektroskopie genannt wird,?”191% ist ebenfalls eine
Spektroskopie 3. Ordnung. Die Pulssequenz besteht aus zwei
IR-Pulsen und einem Vis-Puls. Im EVV-Prozess treten zwei
IR-Uberginge (angeregt durch die IR-Pulse mit den Fre-
quenzen @, und wy) und ein Raman-Ubergang (angeregt
durch den Vis-Puls mit w,) auf (Abbildung 7). Das Signal wird
bei w, detektiert. Dementsprechend gelten IR- und Raman-
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Abbildung 7. Energieniveaudiagramme der EVV-2D-IR-Spektroskopie.
E, und Eg bezeichnen die IR-Anregungen, E, die Interaktion mit dem
Vis-Puls und E; ist das detektierte FWM (four-wave-mixing)-Feld. Sind
die IR-Felder resonant, wird das FWM-Signal verstirkt. Wiedergabe aus
Lit. [102]. Copyright 2009 American Chemical Society.

Auswahlregeln fiir die verschiedenen Wechselwirkungen.””

Es handelt sich hier um ein kohérentes Experiment ohne
Populationszeiten. Kreuzsignale werden erzeugt, wenn die
IR-Pulse unabhingig voneinander in Resonanz mit zwei an-
harmonisch gekoppelten Schwingungen treten. Die Schwin-
gungen konnen auf dem gleichen oder auf unterschiedlichen
Molekiilen lokalisiert sein. Die Kopplung kann durch me-
chanische und/oder elektronische Anharmonizitit entstehen.
Bei der EVV-2D-IR handelt es sich nicht um eine Diffe-
renzspektroskopiemethode, daher hédngt die Sichtbarkeit der
Kreuzsignale nicht von der Grofe der anharmonischen Ver-
schiebung ab, wie es in der konventionellen 2D-IR der Fall ist.
Bei dieser konnen sich die Beitrdge des angeregten Zustands
und des Grundzustands gegenseitig aufheben, wenn die An-
harmonizitdt zu klein ist. Durch Verdnderung der Reihen-
folge der IR-Pulse — und damit einem Wechsel zwischen
Diagramm 1 und 2 (Abbildung 7) — konnen die Kreuzsignale
der Schwingung entweder bei den Frequenzen der Schwin-
gungsgrundzustinde gemessen oder aber durch die Kopp-
lungsenergie aufgetrennt werden,'™ was zur Vereinfachung
des Spektrums beitragen kann.

Detektion intermolekularer Kontakte und Geometrien

Ein besonderer Vorteil des EVV-2D-IR-Ansatzes fiir die
Untersuchung von schwachen intermolekularen Wechselwir-
kungen im Vergleich zu herkommlicher 2D-IR-Spektrosko-
pie ist die Empfindlichkeit auf die elektrisch vermittelte
Schwingungskopplung durch den Raum. Kreuzsignale zwi-
schen Schwingungen, welche auf verschiedenen Molekiilen
lokalisiert sind, konnen beobachtet und fiir die Geometrie-
bestimmung verwendet werden. Dies wurde fiir die Kom-
plexbildung zwischen Phenylacetylen (PA) und Benzonitril
(BN) nachgewiesen."!1"l Ein direkter Vergleich von Spek-
tren der einzelnen Komponenten mit dem Spektrum der
Mischung offenbart Kreuzsignale, die bei den einzelnen
Komponenten nicht vorhanden sind (Abbildung 8). Nicht nur
die relative Ausrichtung, sondern auch die Abstédnde konnen
durch die EVV-2D-IR-Spektroskopie gemessen werden. So
wurde ein Abstand von 3.60 A zwischen den Bindungszentren
der CC- und CN-Bindung sowie ein Winkel von 31° zwischen
den Bindungsvektoren ermittelt.""”)
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Abbildung 8. Experimentelle EVV-2D-IR-Spektren der reinen Fliissigkei-
ten Benzonitril (BN), Phenylacetylen (PA) und einer 50:50-Mischung
dieser beiden Verbindungen. Die rote Box wurde mit dem Faktor 5
multipliziert und zur besseren Ubersicht verschoben. Die Kreuzsignale
bei 2225/4465 cm ™ liegen zwischen der Fundamentalen der CN-
Streckschwingung von BN und seinem ersten Oberton (linkes Feld).
Das Kreuzsignal bei 2110/4226 cm™' liegt zwischen der Fundamenta-
len der CC-Streckschwingung von PA und seinem ersten Oberton
(mittleres Feld). In der Mischung (rechtes Feld) treten zwei neue
Kreuzsignale bei 2110/4335 und 2225/4335 cm™' auf (CC-CN- und CN-
CC-Kreuzsignale), die auf die elektrische Anharmonizitat zuriickzufiih-
ren sind, verursacht durch die intermolekulare Wechselwirkung der CC-
und der CN-Gruppe. Wiedergabe in Teilen aus Lit. [106] mit Genehmi-
gung der Royal Society of Chemistry.

Optische Fingerabdriicke von Peptiden und Proteinen

2D-Spektroskopie besitzt eine erhohte Spezifitdt im Ver-
gleich zur 1D-Spektroskopie, da wellenzahlabhéngige Infor-
mationen auf zwei Dimensionen verteilt werden. Die oben
beschriebenen Moglichkeiten in der EVV-2D-IR-Spektro-
skopie, das Spektrum weiter zu entzerren als in der 2D-IR-
Spektroskopie, ist auch fiir die Erstellung von optischen
Fingerabdriicken von Peptiden und Proteinen von Vorteil.
Beim Fingerprinting wird eine Bibliothek von Referenz-
spektren (d.h. den Fingerabdriicken) von einzelnen Amino-
sduren aufgebaut, um die eindeutige Bestimmung von deren
Anwesenheit und Konzentration in einem Gemisch von un-
bekannter Zusammensetzung zu ermdglichen. In einer Studie
wurde eine Bibliothek charakteristischer CH,- und CHs-
Banden benutzt und damit die relativen Mengen von Phe-
nylalanin, Tyrosin und Tryptophan in Proteinen bestimmt.
Zusitzlich zur Identifizierung von Proteinen wurde auch ge-
zeigt, dass eine Quantifizierung von Proteinmengen moglich
ist.1%191 Als eine weitere Anwendung wurde die Untersu-
chung von posttranslationalen Modifikationen auf Basis von
charakteristischen Kreuzsignalmustern vorgeschlagen'®? und
zur Quantifizierung der Tyrosin-Nitrierung in Peptiden ge-
nutzt.""!

Bildgebung mit chemischem Kontrast
Bildgebung mit chemischem Kontrast ist fiir viele Berei-
che von grofem Interesse. Chemischer Kontrast bedeutet

hier, dass der Kontrast des Bildes durch das Vorhandensein
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oder Fehlen eines bestimmten Molekiils oder einer funktio-
nellen Gruppe bestimmt wird. Regionen, in denen die Kon-
zentration des Molekiils oder einer Gruppe (z.B. innerhalb
einer Zelle) hoch ist, erscheinen hell und Regionen mit
niedriger Konzentration dunkel. Etablierte Ansétze beruhen
auf eindimensionaler Spektroskopie wie z.B. IR, Raman und
CARS. Diese Ansitze leiden jedoch unter spektraler Uber-
lagerung von Banden. Die zusitzliche Dimension der EVV-
2D-IR-Spektroskopie vereinfacht das Spektrum deutlich.
Dartiber hinaus kann eine hohe rdumliche Auflosung im
Vergleich zu IR-Mikroskopie erhalten werden, da die Auf-
16sung durch den enger fokussierbaren Vis-Puls bestimmt
wird. In einem Proof-of-Principle-Experiment wurde gezeigt,
dass es moglich ist, iiber die Aufnahme von spezifischen
Kreuzsignalen die Verteilung von Hidmatoxylin sowie von
Proteinen in Nierengewebe zu visualisieren.'”

3.4.3. Ausblick

In den obigen Anwendungen ist der Raman-Puls nicht
resonant mit einem elektronischen Ubergang. Durch die
Nutzung von resonanter Raman-Detektion kann eine enorme
Signalverstirkung erzielt werden.™ Der resonante Raman-
Effekt wird beispielsweise bei der TRSF- (triply resonant sum
frequency spectroscopy) Methode verwendet, einer vollstan-
dig kohdrenten Resonanzspektroskopie 3. Ordnung mit zwei
resonanten IR-Pulsen und einem resonanten UV/Vis-Puls.
Die hohe Sensitivitdt von TRSF konnte bei der Aufnahme
von 2D-Spektren des Laserfarbstoffs Styryl 9M in Losungs-
mittel (deuteriertem Acetonitril) bei geringen Konzentratio-
nen (50 um) gezeigt werden, wo das stationdre IR-Absorpti-
onsspektrum der Probe keine Farbstoffsignale zeigt, da die
IR-Absorptionsbanden unterhalb von 0.1 mOD liegen.[''!
Schwingungszustédnde bieten hervorragende spektrale Selek-
tivitit, wihrend elektronische Zustinde im Resonanzfall
enorme Signalverstdrkungen mit sich bringen und eine hohe
rdumliche Auflosung in der Mikroskopie ermoglichen. Die
Erhohung der Sensitivitdt benotigt einen geeigneten elek-
tronischen Ubergang, kann aber fiir biologische Anwendun-
gen wie das hier beschriebene Fingerprinting von grof3er
Bedeutung sein, wenn die Konzentration von Proteinen,
Metaboliten oder Arzneimittelmolekiilen, die nachgewiesen
werden sollen, gering ist und moglicherweise viele verschie-
dene Substanzen in der Probe enthalten sind.

3.5. Grenzflichenspezifische 2D-SFG-Spektroskopie

Viele chemische, biologische und physikalische Prozesse,
wie die heterogene Katalyse, der Transport durch Zellmem-
branen oder die Ladungsinjektion in Solarzellen, treten an
Grenzflichen auf. 2D-SFG-Spektroskopie zielt genau auf
diese Grenzflichensysteme, die nicht oder nur schwer mit
spektroskopischen Bulk-Methoden wie 2D-IR-Spektroskopie
untersucht werden konnen, und weist dabei eine Empfind-
lichkeit auf dem Niveau von monomolekularen Schichten oder
besser auf (Abbildung 9)."? 2D-TR-Spektroskopie ist ein
nichtspezifisches Verfahren, bei dem die Signale sowohl von
Molekiilen der Oberfliche, als auch aus dem Volumen erzeugt
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Abbildung 9. 2D-SFG-Experiment. Die beiden IR-Pulse treffen auf die
Oberfliche. Ein 2D-IR-Signal wird durch Molekiile aus dem Volumen
und von der Oberfliche generiert. Die Aufkonvertierung durch den
NIR-Puls in den sichtbaren Spektralbereich erfolgt nur fir Schwingun-
gen, die keinen spiegelbildlichen Gegenspieler haben, weshalb Molekii-
le aus dem Volumen tblicherweise nicht zum Signal beitragen.

werden, wobei in der Regel das Volumensignal das Oberfla-
chensignal tiberdeckt. Durch die Verwendung von Summen-
frequenzerzeugung von IR mit NIR-Licht (Abbildung 2 H) ist
es moglich, Signale auf eine grenzflachenspezifische Weise zu
erzeugen, da fiir den nichtlinearen Prozess ein nicht-zentral-
symmetrisches System benotigt wird."*!"I Nach eingehender
Schwingungsanregung wird eine Schwingungskohidrenz 3.
Ordnung erzeugt, die nach der Zeit t; im IR-Spektralbereich
gemessen werden konnte. Ein gleichzeitig ankommender,
nicht-resonanter NIR-Puls zum Zeitpunkt ¢, konvertiert nun
jedoch via Summenfrequenzerzeugung die IR-Kohérenz in
eine Kohdrenz 4. Ordnung im sichtbaren Spektralbe-
reich.">!! Die erste Implementierung der 2D-SFG-Spektro-
skopie verwendete homodyne Detektion des emittierten Vis-
Signals.""? Das bei homodyner Detektion gewonnene Signal
hingt quadratisch von der Anzahl der Oszillatoren ab. Inter-
ferenz der emittierten Signale verschiedener Oszillatoren kann
zu sehr komplizierten Spektren fithren, bei denen sogar
Kreuzsignale zwischen nicht gekoppelten Schwingungen auf-
treten konnen!"'” Heterodyne Detektion beseitigt diese
Komplikationen und ist notwendig, um 2D-SFG-Spektren zu
erhalten, welche dquivalent zu Bulk-2D-IR-Spektren sind. So
konnen auf die gleiche Art wie in der 2D-IR-Spektroskopie
anharmonische Verschiebungen gemessen sowie phasensensi-
tive Messungen und Linienformanalysen durchgefiihrt
werden.'""1?% Vorteile der 2D-SFG-Spektroskopie sind, dass
hintergrundfreie Signale erhalten werden und, wie bei der
Aufnahme der 2D-IR-Spektren via Chirped-Pulse-Upconver-
sion, hocheffiziente Vis-CCD-Detektoren verwendet werden
konnen.""! Herkommliche 2D-TR-Experimente an Oberfli-
chen konnten lediglich in Féllen durchgefiihrt werden, in
denen die Signale aus dem Volumen klein oder nicht vorhan-
den waren und die untersuchten Moden grofe Ubergangsdi-
polmomente aufweisen (z.B. an Metallcarbonylen oder ande-
ren kleinen Molekiilen auf Goldoberflachen oder Siliciumdi-
oxid-Schichten).l'”™*!  Durch die 2D-SFG-Spektroskopie
kann die gesamte Palette von Informationen, die in 2D-IR-
Experimenten an Molekiilen aus dem Volumen erhalten
werden konnen, nun auch fiir eine Vielzahl von Oberflichen
und Grenzfliachen zugédnglich gemacht werden.
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3.5.1. Struktur und Dynamik von Wasser an Grenzflichen

Aufgrund der groflen Anzahl von Reaktionen, die an
Grenzflachen von Wasser auftreten, beispielsweise in der
Atmosphirenchemie oder in der Ndhe von Membranen, ist
die Struktur und Dynamik von Wasser an Grenzfldchen von
groBem Interesse. Kiirzlich ermoglichte die 2D-SFG-Metho-
de Einblicke in die verschiedenen Strukturen von Wasser und
seine Dynamik an den Wasser-Luft- und Wasser-Lipid-
Grenzflichen 1201201 Spektrale Diffusion in 2D-SFG-Mes-
sungen an der Grenzfliche von Wasser und Luft zeigte das
Vorhandensein eines inhomogenen Ensembles von schwi-
cher und stirker wasserstoffverbriickten Molekiilen."*! Eine
besondere wasserstoffverbriickte Wasserspezies mit einer
Wellenzahl der OH-Streckschwingung von 3500 cm™' oder
hoher mit einer vergleichsweise langsamen spektralen Dif-
fusion wurde identifiziert (540 fs), wesentlich langsamer als
Volumenwasser (50-180 fs) oder andere Oberflichenspezies
im Bereich von 3200 cm ™! bis 3400 cm ' (240 fs). Die Autoren
folgerten, dass diese wasserstoffverbriickten OH-Oszillatoren
zu Wassermolekiilen gehoren, deren anderes H-Atom in die
Luft zeigt und somit keine Wasserstoffbriicke ausbilden kann.
Thre Moden sind lokalisierter, und die spektrale Diffusion
wird nicht durch Energieiibertragung geméifl Forster domi-
niert wie bei Volumenwasser, sondern durch strukturelle
Dynamik. Die Umlagerung von H-Bindungen fiir diese
Wassermolekiile scheint relativ langsam zu sein. Die Kor-
rektheit dieser Zuordnung wird in einer Studie bestétigt, bei
der die in die Luft zeigenden freien OD-Oszillatoren angeregt
wurden (da schweres Wasser verwendet wurde, sind die
Wellenzahlen nicht direkt vergleichbar).!"”) Diese zeigt einen
instantanes Kreuzsignal mit der blauen Seite des Spektrums
der wasserstoffverbriickten Hydroxygruppen, was auf intra-
molekulare Kopplung der Spezies bei 3500 cm™ zuriickzu-
fiihren ist.

Die 2D-SFG-Antwort der Wasser-Lipid-Grenzfliche
(Abbildung 10) unterscheidet sich von der der Wasser-Luft-
Grenzfliche."™ In dieser Studie wurde schweres Wasser
verwendet um die Frequenz der OH-Streckschwingung auf

Wasser-Luft

Wasser-Lipid

m™)

2600

2600

2200

2200
2200 2400 2600 2800 2200 2400 2800

Anregungsfrequenz (cm')

2600

Detektionsfrequenz (c

Abbildung 10. 2D-SFG-Spektren der Wasser-Luft- und der Wasser-
Lipid-Grenzfliche (DPTAP; 1,2-Dipalmitoyl-3-trimethylammoniumpro-
pan) zeigen in der vOD-Region unterschiedliche spektrale Signale, die
verschiedene Strukturen an der Grenzfliche offenbaren. Interessanter-
weise sind sich die 1D-SFG-Spektren der beiden Grenzflichen (nicht
gezeigt) sehr viel dhnlicher. Es ist zu beachten, dass hier die Achsen
im Vergleich zu den anderen Abbildungen in diesem Aufsatz ver-
tauscht sind. Wiedergabe aus Lit. [127]. Copyright, AIP Publishing LLC.
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etwa 2500 cm ™! zu verschieben. Wihrend sich die 1D-SFG-
Spektren der Wasser-Luft- und der Wasser-Lipid-Grenzfldche
kaum unterscheiden (nicht gezeigt), treten im 2D-SFG-
Spektrum nennenswerte Unterschiede auf. Sowohl das 2D-
SFG-Spektrum der Wasser-Luft- als auch das der Wasser-
Lipid-Grenzschicht zeigen, in Ubereinstimmung mit dem
Volumenabsorptionsspektrum, die breite Bande bei
2500 cm™!, welche wasserstoffgebundenen Wassermolekiilen
entspricht (Ellipse in Abbildung 10). Interessanterweise zeigt
das Wasser-Luft-Spektrum bei einer Anregungswellenzahl
von 2750 cm™! das Vorhandensein von freien Hydroxygrup-
pen (Signal 1 in Abbildung 10: Das markierte Signal ist das
Kreuzsignal zwischen freien und wasserstoffverbriickten
Hydroxygruppen, das zugehorige Diagonalsignal dartiber ist
schwach).""”! Dieses Signal lasst sich im Spektrum des Wasser-
Lipid-Systems nicht finden. Dafiir weist das Spektrum des
Wasser-Lipid-Systems ein Signal von stark wasserstoffver-
briickten Wassermolekiilen bei 2400 cm™" auf (Signal 2 in
Abbildung 10). Dieses Signal wurde den Wassermolekiilen
zugeschrieben, die starke Wasserstoffbriicken mit den Lipid-
kopfgruppen ausbilden. Zeitabhédngige Spektren zeigen, dass
diese lipidgebundenen Molekiile von der lipidnahen Wasser-
schicht weitgehend entkoppelt sind (Ellipse im Wasser-Lipid-
Spektrum, Abbildung 10). Auf einer Zeitskala von Piko-
sekunden kann weder Energietransfer noch ein Austausch
von Wassermolekiilen beobachtet werden.

3.5.2. Ausblick

Die Anwendung der 2D-SFG-Spektroskopie auf andere
Systeme als Wasser ist noch in den Anféngen. Auch liegt der
Fokus der bisher durchgefiihrten Studien auf spektraler Dif-
fusion und Energietransfer, wihrend in theoretischen Ar-
beiten durchaus das Potential gesehen wird, Informationen
iber die Struktur, Ausrichtung und Dynamik von Molekiilen
an Grenzflachen durch die Messung ihrer anharmonischen
Kopplungen, Schwingungslebensdauern, 2D-Linienformen
und Polarisationsabhéngigkeiten in Analogie zur gewohnli-
chen 2D-IR-Spektroskopie am Volumen zuginglich zu
machen.['” 3 Durch die Analyse der Phase ist auch die ab-
solute Orientierung der Ubergangsdipolmomente zuging-
]ich.[132.133]

Erste Studien, die iiber Wasser hinausgehen, untersuchen
Peptide auf Oberflichen.**! Fiir ein Peptid, welches in
Losung weitgehend a-helikal vorliegt, zeigte 2D-SFG, dass
das Peptid sogar auf einer Goldoberfliche im Wesentlichen
a-helikal bleibt; es konnte eine aufrechte Orientierung auf
der Oberfliche festgestellt werden (dies wurde aus einer
kleinen Amid-I-Anharmonizitit und der homogenen Lini-
enform, die eine Denaturierung ausschlieBt, gefolgert).'* In
einem weiteren Beispiel wurde die Amyloidfaserbildung auf
einer funktionalisierten Goldoberfliche verfolgt.'*! Viele
wichtige Anwendungsgebiete wie z.B. den Energiefluss an
Grenzflichen,®  Grenzflichensysteme im Rahmen der
Umwandlung von Solarenergie, die heterogenen Katalyse,
reaktive Oberflichenschichten und Adsorbate, Elektroche-
mie und die molekulare Elektronik konnten durch die 2D-
SFG-Spektroskopie erschlossen werden.
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4. Zusammenfassung und Ausblick

Das Anwendungsspektrum der 2D-IR Spektroskopie
unter zusitzlicher Verwendung von UV-, Vis- oder NIR-
Pulsen ist breit und wichst kontinuierlich. In diesem Aufsatz
prisentieren wir einen Uberblick iiber die wichtigsten expe-
rimentellen Ansdtze mit dem Ziel, ihre weitere Entwicklung
und Nutzung zu fordern. Die entsprechenden Pulssequenzen
wurden in zwei Kategorien unterteilt, bei denen der nicht-IR-
Puls entweder zur Erzeugung eines bestimmten Abtastpro-
zesses oder zum Triggern des untersuchten Systems dient.
Unsere Diskussion konzentriert sich auf den Informations-
gehalt der Spektren und den Anwendungsbereich der jewei-
ligen Experimente. Ein Ausblick am Ende jedes Unterab-
schnitts beleuchtet Herausforderungen und mogliche Ent-
wicklungen der vorgestellten Experimente.

Mehrdimensionale Infrarotspektroskopie ist eine tech-
nologisch anspruchsvolle Disziplin, die stark von der techni-
schen Entwicklung vorangetrieben wird. Dies gilt insbeson-
dere fiir viele der hier vorgestellten gemischten IR-/nicht-IR-
Experimente. Einige wichtige Herausforderungen gilt es an-
zugehen.

Auf Seiten der Hardware gibt es ein kontinuierliches
Streben nach hoherem Signal-zu-Rausch-Verhiltnis und
kiirzerer Messzeit, wodurch bislang unmogliche Experimente
ermOglicht und vormals anspruchsvolle Experimente zur
Routine werden. Neue Lichtquellen werden entwickelt, die
weniger Rauschen verursachen, iiber hohere Pulswiederho-
lungsraten, hohere Pulsintensitdten oder grossere Bandbrei-
ten verfiigen.”*1¥1% Neue Verfahren fiir die Detektion und
Datenerfassung werden entwickelt um die Datenqualitidt zu
verbessern und um Zugang zu neuen Observablen zu erhal-
ten [25:87.140-144)

2D-IR-Spektren zeigen viele Details der molekularen
Welt, dementsprechend miissen die theoretischen Methoden,
die die Interpretation der Spektren stiitzen, sehr leistungsfi-
hig sein. Dies gilt umso mehr fiir die hier diskutierten 2D-
Spektroskopien, die auch elektronisch angeregte Zustdnde
und starke Abweichungen vom Gleichgewicht beinhalten.
Bemiihungen um eine theoretische Beschreibung miissen
Werkzeuge zur genauen Beschreibung der Systemdynamik
(z.B. Molekulardynamik und Quantenchemische Methoden)
mit effizienten Ansédtzen zur Berechnung der spektroskopi-
schen Observablen vereinen. Einige der hier vorgestellten
Experimente bergen gro3e Herausforderungen fiir die theo-
retische Spektroskopie. Die enge Zusammenarbeit zwischen
Experimentatoren und Theoretikern ist daher zur Vertiefung
unseres Verstdndnisses der komplexen Spektren erforderlich.

Bisher waren diese Experimente technisch anspruchsvoll
und wurden daher nur von wenigen spezialisierten Arbeits-
gruppen durchgefiihrt. Somit besteht eine weitere wichtige
Herausforderung darin, die Komplexitdt der Methoden zu
reduzieren und diese, sowohl durch Reduzierung der Kosten
als auch durch die Reduzierung des erforderlichen techni-
schen Know-Hows, zuginglicher fiir eine breite Anwender-
schaft zu machen. Verbesserungen der Hardware haben schon
jetzt durch erhohte Stabilitdt und Automatisierung die An-
wendung vereinfacht.”'* %] Fiir die reinen IR-Pulssequen-
zen gibt es bereits Messaufbauten, die von Nichtspezialisten
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gehandhabt werden konnen. Erste kommerziell erhiltliche
2D-IR-Spektrometer, welche sogar die Implementierung von
gemischten Pulssequenzen erlauben, finden ihren Weg auf den
Markt.'"> 141 Wir sind daher zuversichtlich, dass die Anzahl
der Wissenschaftler, die die Moglichkeiten der hier vorge-
stellten mehrdimensionalen Experimente nutzen konnen
(direkt oder iiber die Zusammenarbeit mit einer spezialisier-
ten Arbeitsgruppe), in naher Zukunft erheblich wachsen wird.
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