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Separation of rhodamine‐B isomers. Mixed isomers of rhodamine B POPE were separated into the pH‐

sensitive,  ortho‐,  and  insensitive,  para‐isomers  via  thin  layer  chromatography  (TLC).  To  do  this,  the 

mixed  isomers were dissolved  in chloroform and spotted onto a TLC plate  (EMD, 5715‐7, silica gel 60 

F254) and developed with a mixture of ammonium hydroxide solution and n‐propanol in a volume ratio 

of 35:65. 

Peptide synthesis. The amino acids, Fmoc‐Lys(Boc)‐OH and Fmoc‐Arg(Pbf)‐OH, were used to synthesize 

H2N‐KKKKKKKKK‐NH2 (Lys9)  and  H2N‐RRRRRRRRR‐NH2 (Arg9)  by  traditional  Fmoc  solid  phase  synthesis 

methods. Rink amide MBHA resin was used to obtain a C‐terminal amide. Amino acid coupling reactions 

were performed  in glass synthesis vessels with N2 bubbling  for agitation. Deprotection of the resin by 

removal of  the  Fmoc  group was performed by addition of 20% piperidine  in DMF. This  reaction was 

performed a first time for 5 min, followed by a DMF wash, then a second time for 15 min, also followed 

by a DMF wash. Subsequent additions of amino acids were carried out in sequential coupling reactions. 

Each  coupling  reaction  consisted of  the Fmoc‐amino acid, HBTU, and DIEA  (4, 3.9, and 10‐fold molar 

equivalent to resin amino groups, respectively) in DMF for 4 hrs. After each coupling reaction, the resin 

was washed with DMF, followed by Fmoc deprotection (same as above) for the next coupling reaction. 

After  completion  of  the  peptide  sequences,  the  N‐terminal  Fmoc  group  was  deprotected  and  the 

peptide was cleaved from the resin. The peptide cleavage reaction was performed with TFA containing 

2.5% H2O and 1% triisopropylsilane for 2 hr  in order to remove all side chain protecting groups and to 

cleave  the peptide  from  the  resin. Crude peptide  in  the  resulting TFA solution was  then washed with 

cold anhydrous ethyl ether to induce peptide precipitation. After three washes of ethyl ether, the ether 

was poured off and the crude peptides were dissolved in acetonitrile and lyophilized. Lys9 and Arg9 were 

purified by reversed phase C18 HPLC and their masses were confirmed by MALDI‐TOF. The Lys9 expected 

mass was 1170.58 amu and  its observed mass was 1170.96 amu, while Arg9 has an expected mass of 

1422.70 amu and the observed mass was 1422.74 amu. 

 

pH  Titration  Curves.  Supported  lipid  bilayers  containing  0.5  mol%  ortho‐rhodamine  B  and  varying 

amounts of POPC and POPG were  formed within  flow  cell devices. Excess vesicles were  then  flushed 

away with  10 mM  PBS with  150 mM NaCl  at  different  pH  values.  The  fluorescence  signal  from  the 

bilayers was monitored  and measured  after  stabilization.  A  sample  fluorescence micrograph  and  its 

corresponding linescan are shown in Figure S1. These measurements were used to form titration curves 

of  the pH sensitive dye as a  function of  the POPG concentration  in  the bilayer. The data points were 
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