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1 Motivation

Viele Reaktionen in biologischen Molekulen verlaufen so schnell, dal} sie mit der Aufnahmezeit
ublicher Spektralphotometer nicht verfolgt werden konnen. Die Blitzlichtspektroskopie ist eine
Methode, bei der transiente Absorptionsanderungen nach einer photochemischen Anregung mit
hoher Empfindlichkeit und Zeitauflésung aufgenommen werden konnen. Im Versuch
charakterisieren die Praktikanten mit einem Blitzlichtphotometer die Elektronentransportreaktionen
bei den priméren Prozessen in der Photosynthese und messen Differenzspektren im Kurzzeitbereich
bis zu Mikrosekunden. Sie lernen dabei die Eigenschaften der am Elektronentransfer beteiligten
Molekule kennen und untersuchen die Wirkung von Herbiziden.

2 Grundlagen

2.1 Bakterielle Photosynthese

2.1.1 Uberblick

Bei Purpurbakterien befindet sich der Photosyntheseapparat in speziellen, in sich geschlossenen,
intracytoplasmatischen Membransystemen, den Chromatophoren. Im ersten Schritt der
Photosynthese wird Lichtenergie durch die Lichtsasmmlerkomplexe eingefangen und zum
Reaktionszentrum (RC) weitergeleitet. Dort wird die Lichtenergie in rhumliche getrennte Ladungen
umgewandelt und in dieser Form gespeichert. Dies ist die Vorraussetzung fur die Umwandlung der
eingefangenen Lichtenergie in eine chemisch gebundene, physiologisch verwertbare Form.

2.1.2 Lichtsammlerkomplexe

In der Photosynthese wird fast die gesamte Lichtenergie durch Antennensysteme eingefangen. Die
Photonen werden durch Antennenpigmente absorbiert und in Richtung abnehmender
Anregungsenergie durch strahlungslosen Energietransfer ("Forster-Mechanismus", s.u.) uber weitere
Antennensysteme zum Reaktionszentrum (RC) geleitet; das Reaktionszentrum wirkt hierbei als
Energiefalle.

Bei den photosynthetisch aktiven Purpurbakterien, dienen zwei Antennensysteme zum Einfang der
Lichtenergie. Sie werden als light harvesting (engl.: ernten) complex | (LHC 1) und LHC I, bzw.
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nach ihren Absorptionsmaxima im nahen Infrarot as B875- und B800-850-Komplex bezeichnet.
Beide bestehen bei Purpurbakterien jeweils aus zwel kleinen hydrophoben Proteinuntereinheiten in
die die Antennenpigmente (Carotenoide und Bakteriochlorophylle) eingelagert sind.

Der B875-Komplex ist fest mit dem Reaktionszentrum assoziiert und wird in einer festen
Stochiometrie dazu gebunden. Das molare Verhéltnis von Reaktionszentrum zu B875-Komplex
betragt ca. 1:12, die genaue Zahl ist jedoch unbekannt. Im Gegensatz zum B875-Komplex kann der
B800-850-Komplex je nach Lichtverhéltnissen und Wachstumsbedingungen in einer variablen
Menge gegenuber dem Reaktionszentrum gebildet werden. Er dient zur VergroRerung des
Einfangquerschnittes fiir Photonen bei schlechten Lichtverhéltnissen.

Abb. 1. Schematische Darstellung der Anordnung der Antennenkomplexe um das
Reaktionszentrum. 1: B800-850-Komplex, 2: B875-Komplex, 3: Reaktionszentrum

Anregungsenergie, die im Reaktionszentrum nicht umgesetzt werden kann, wird durch Fluoreszenz
abgestrahlt oder dissipativ abgeleitet, um die Zerstérung von Pigmenten durch photochemische
Nebenreaktionen zu verhindern. Fluoreszenz ist somit ein wesentlicher Schutzmechanismus fir die
Pigmente der Photosynthese.

2.1.3 Weiterleitung der Lichtenergie in den Lichtsammlerkomplexen

Bevor ein absorbiertes Lichtquant zum Reaktionszentrum gelangt, wird es im Antennenkomplex
von einem Pigment-Molekil zum anderen strahlungslos weitergegeben. Dies laRt sich durch den
Forstermechanismus beschreiben. Eine andere Bezeichnung ist Fluoreszenzenergietransfer. Da die
Wahrscheinlichkeit fur den Energietransfer mit R® vom Abstand R zwischen den Fluorophoren
abhangt, wird dieses physikalische Prinzip in der Fluoreszenzspektroskopie oft zur
Abstandsbestimmung verwendet.

Fur Physiker und sonstige Interessierte: Nach Forster 18Rt sich dieser Strahlungstransfer durch den Grenzfall einer sehr
schwachen Kopplung zwischen induzierten Dipolen beschreiben (O Rechnung wird mit den unabhéangigen
Molekulwellenfunktionen durchgefiihrt, die Gesamtwellenfunktion ist der Produktzustand aus Donorwellenfunktion und
Akzeptorwellenfunktion, nicht eine Linearkombination, wie im Falle starker Kopplung). Die Wechselwirkung zwischen
den induzierten Dipolen I&Bt sich als Storpotential auffassen. Solche "Stérungen™ des Hamiltonoperators fiihren dazu,
dass die Energieeigenzustande des ungestérten Hamiltonoperators nicht stationar sind und damit dazu, dass eine gewisse
Wahrscheinlichkeit fiir den Ubergang besteht. Somit wird Anregungsenergie vom Donor auf den Akzeptor (ibertragen.



Wegen der schwachen Kopplung bleibt die Form der Absorptionsspektren unverdandert, im Gegensatz zur
Excitonenaufspaltung, die im Grenzfall starker Kopplung ebenfalls zwischen induzierten Dipolen auftritt. In der
guantenmechanischem Rechnung ist dann zwar das Storpotential gleich, aber hier ergibt sich die Gesamtwellenfunktion
aus einer Linearkombination der beiden Molekulwellenfunktionen.

Zur Ableitung der Transferwahrscheinlichkeit wollen wir Fermis goldene Regel verwenden. Diese besagt, dass die
Wahrscheinlichkeit k proportional zum Quadrat des Skalarprodukts [1|V|OC] Hierbei sind 0 und 1 der Anfangs- bzw. der
Endzustand, V der Operator des Storpotentials V' (Kursivschrift deutet Operatoren an). Dieses ergibt sich aufgrund der
Dipol-Dipolkopplung zu:

V =1 (UpHa)/R® - 3(UpR) (MAR)/R®

p sind die Dipolmomente von Donor und Akzeptor, R ist der Abstand zwischen beiden, n der Brechungsindex. Man
kann dies vereinfachen, indem alle Effekte der Orientierung in einen Parameter k gepackt werden. Damit ergibt sich:

V = nKpppa/R®
wobei mit p hier der Betrag des Dipolmoments gemeint. Jetzt erhalten wir mit Fermis goldener Regel
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|Wo1Waollist der Ausgangszustand (Donor angeregt, Akzeptor nicht) und |WpoWai0der Endzustand (Donor abgeregt,
Akzeptor angeregt). Dies l&Bt sich noch weiter vereinfachen, wenn man beriicksichtigt, dass der Dipolmomentoperator
von D nur auf die Donorzustande einwirkt. Analoges gilt fiir den Akzeptor.
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Ausrechnen der Skalarprodukte und Zusammenfassen einiger GroRen in Rq ergibt:

o< L [Ralf
T[RU

mit T der Fluoreszenzlebensdauer des Donors, R: Abstand zwischen Donor und Akzeptor, Ry: der Abstand zwischen D
und A, bei dem strahlende Relaxation in den Grundzustand (Emission eines Lichtquants) und Dipol-Dipol-Ubertragung
nach dem Forster-Mechanismus in gleichem AusmaR stattfinden. Die Ubertragungsrate k ist ~ R, und hangt damit
extrem vom Abstand zwischen D und A ab. Fiir Chlorophylle wurden Ry-Werte von ~ 70 A gefunden.

Der Energietransfer zwischen den Antennenpigmenten verlduft von solchen mit hoher
Anregungsenergie zu solchen mit niedriger Anregungsenergie. Die Absorptionsspektren der
Akzeptoren sind also generell rotverschoben gegeniiber denen des Donors. Insbesondere hat das
Reaktionszentrum eine besonders niedrige Anregungsenergie. Dies liegt daran, dass der angeregte
Donor vor dem Energietransfer in den Schwingungsgrundzustand des ersten elektronisch angeregten
Zustands Sq relaxiert. Die Energie, die fir den Strahlungstransfer zur Verfligung steht, ist also
geringer, als die Energie die der Donor absorbiert hat.
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Abb. 2: Schematische Darstellung des LHCII-Komplexes von PSII (nach Richter)

2.1.4 Das bakterielle Reaktionszentrum

Sehr gut charakterisiert und zum Teil in ihrer atomaren Struktur aufgeklart sind die
Reaktionszentren einiger photosynthetischer Bakterien. Das Reaktionszentrum (siehe Abb. 3),
ebenfalls ein membranstandiger Pigment-Protein-Komplex, wird von den drei Proteinen H, M und
L und einer Reihe von Redoxkomponenten gebildet: einem “special pair” von 2 Bakteriochlorophyll
a oder b Molekillen (BChl, Dimer), zwei einzelnen Bakteriochlorophyllen a oder b (BChl),
Bakteriopheophytin (BPheo), den Chinonmolekiilen Qa und Qg und einem Eisen (Fe)-Atom. Diese
Kofaktoren und Pigmente sind zum Teil aktiv an der Ladungstrennung beteiligt. Die redoxaktiven
Kofaktoren bilden eine Elektronentransportkette, mit deren Hilfe senkrecht zur Membranebene
Ladungen getrennt werden. An diese Ladungstrennung sind protolytische Reaktionen gekoppelt, die
letztendlich zur Synthese von ATP fiihren, womit die eingefangene Lichtenergie in chemisch
gebundene Energie umgewandelt worden ist.

Der priméare Donor (P), ein Bakteriochlorophyll (BChl)-Dimer, wird durch Lichtanregung zu
einem starken Reduktionsmittel. Dies hat eine Ladungstrennung zur Folge, die zur Reduktion des
priméaren Akzeptors Qa, einem Ubi- oder Menachinon, fihrt. Im Verlauf dieser sehr schnellen
Reaktion (Pikosekunden-Bereich) werden der intermedidre Akzeptor I, ein Bakteriopheophytin
(BPheo)-Monomer und méglicherweise auch ein akzessorisches BChl (B) kurzzeitig reduziert und
wieder oxidiert. Durch die Anordnung der Pigmente im Reaktionszentrum wird eine transmembrane
Ladungstrennung erreicht, die die erste, zeitlich stabile Form in der Elektronentransportkette
darstellt, da alle weiteren Schritte im Elektronentransport wesentlich langsamer sind. Vom priméren
Akzeptor Qa wird das Elektron weiter zum sekunddren Akzeptor Qg, einem Ubichinon, im
Zeitbereich von ca. 100 psec tbertragen. In der intakten Membran wird der oxidierte primére Donor
durch ein losliches Cytochrom cp, bei manchen Bakterien auch durch eine mit dem
Reaktionszentrum fest assoziierte Cytochrom c-Untereinheit, zurlckreduziert. Das sekundéare
Chinon Qp ist nach einem zweiten Durchlauf der Reaktionsfolge zweifach reduziert. Es verl&sst als
elektrisch neutrales Hydrochinon das Reaktionszentrum und gibt seine Elektronen an die sekundare
Elektronentransportkette ab. Die freie Qg-Bindungsstelle wird wieder durch ein neutrales Chinon
besetzt.

BChI ay BChl by,

BPheoy, BPheo by,




Abb. 3: links: Anordnung der Pigmente im bakteriellen Reaktionszentrum. Der Elektronentransfer
findet nur Gber den rechten Zweig statt. Rechts: Schema des Elektronentransfers. Nach neueren
Erkenntnissen verldauft der Weg des Elektrons auch tiber den Bakterionchlorophyllmonomer B.

In zeitlicher Abfolge entstehen wéhrend der Ladungstrennung also folgende Zustdnde im
Reaktionszentrum:

hu
Cyt:edP1QaQe — C¥tredP 1"QaQe — CYtredP 1Qa™Qe — CYtredP 1QaQe™ — CytoxP1QaQs"

Im isolierten Reaktionszentrum fehlt das Cytochrom und die getrennten Ladungen rekombinieren
zum Ausgangszustand. Die Ladungsrekombination erfolgt dabei aus dem Zustand PT*Qg~ mit einer
Halbwertszeit von ca. 0.3 s bis 1.5 s, und falls kein Qg vorhanden ist, aus dem Zustand P*Qa~ mit
einer Halbwertszeit von ca. 60 ms (die angegebenen Halbwertszeichen beziehen sich auf die
vorgestellte Spezies Rb. capsulatus).

P'Qa™ - PQa P"QaQs™ - PQaQs.

Mit den priméren Elektronentransportschritten sind kurzzeitige spektrale Veranderungen im
ultravioletten und sichtbaren Spektralbereich, sowie im nahen Infrarot (bis ca. 1000 nm) verbunden.
Sie haben ihre Ursache in der voriibergehenden Bildung der Radikale (BChl)o*, BPheo-, Q-, aber
auch in der indirekten Einwirkung des elektrischen Feldes auf benachbarte Pigmente
("Elektrochromie-Effekte™). Aus der spektralen Abhangigkeit der lichtinduzierten Anderungen,
ihrer Kinetik und ihrem Verhalten gegeniiber &uReren Parametern (z.B. Redoxpotential,
Hemmstoffe etc.), kann auf die Natur der am Elektronentransport beteiligten Pigmente und den
Mechanismus ihrer Reaktionen geschlossen werden.

2.2 Elektronische Ubergénge

Wechselwirkung zwischen elektromagnetischen Wellen und Molekdilen fiihrt bei der Absorption im
Bereich des UV- und sichtbaren Lichtes zur Anregung von Elektronen, im allgemeinen von
Valenzelektronen. Trifft Licht mit geeigneter Frequenz v auf ein Molekil im Grundzustand, kann
Absorption erfolgen und das Molekul in einen elektronisch angeregten Zustand angehoben werden.
Die Riickkehr in den Grundzustand kann durch spontane bzw. stimulierte Emission erfolgen. Das
Wort "kann" driickt dabei Ubergangswahrscheinlichkeiten fir die beiden Strahlungsprozesse
Absorption und Emission aus.

Die photophysikalischen Prozesse bei elektronischen Ubergangen sind im Jablonski-Ter mschema
zusammengefalt. Vom Grundzustand, hier Sg, kommt man durch Absorption in die hoéheren
Singulett-Zustande S1, So usw.. Die Ruckkehr zu Sy kann von Sq1 und von héheren Singulett-
Zustanden Sp aus durch Emission von Strahlung (Fluoreszenz) oder durch strahlungslose
Desaktivierung (internal conversion, ic) erfolgen. Meist erfolgt zunéchst eine strahlungslose
Relaxation in den Schwingunggrundzustand von S; bevor ein Fluoreszenzphoton emittiert werden
kann. Strahlungslose Spin-Umkehrprozesse flihren zu Triplett-Zustdnden Ty, (intersystem crossing),
die entgegen dem Spin-Verbot durch Strahlungsemission (Phosphoreszenz) oder durch erneutes
intersystem crossing nach Sg zurtickkehren kénnen.
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2.3 Lichtabsorption und Spektrum

Fallt ein Lichtstrahl der Intensitat 1o auf ein homogenes, isotropes Medium der Schichtdicke d, dann
kann er, abgesehen von Reflexions- und Strahlungsverlusten, durch Absorption geschwécht werden.

Fir die Intensitat des austretenden Strahls gilt dann | = Iy - Iy, Aus dem differenziellen Ansatz
dl =-aldx  fir die Abnahme der Intensitat dl im Schichtdickenbereich dx erh&lt man durch
Integration: I = Ioe'O(d mit a als substanzspezifischem Absorptionskoeffizienten. Fir Losungen,

bei denen ausschlieBlich der geloste Stoff der Konzentration ¢ absorbiert, gilt:

| .
In—i1 =2,303excxd mit a =2,303sxd oder

lo
A= IogT = gxcxd; Lambert-Beersches Gesetz

A : Absorption (optische Dichte, dimensionslos), ¢ : Konzentration [mol I1], € : molarer
Extinktions-  koeffizient [I cm1 mol?l] (korrekterweise sollte man eigentlich vom
Absorptionskoeffizienten sprechen, dies hat sich aber bisher nicht durchgesetzt).

Das Lambert-Beersche Gesetz gilt fur monochromatisches Licht; bestimmt man fir alle
Wellenldngen A die Extinktion und daraus die substanzspezifische GroRe €, erhdlt man eine
Absorptionskurve €(A) und damit ein Absorptionsspektrum.

Eine Klassifizierung der elektronischen Ubergiange 148t sich mit Hilfe der beteiligten
Molekdlorbitale vornehmen. Aus besetzten bindenden o- oder TeOrbitalen oder aus nichtbindenden
n-Orbitalen (einsame Elektronenpaare) kann ein Elektron in die leeren antibindenden Tt*- oder o*-
Orbitale angehoben werden. Entsprechend werden die elektronischen Ubergidnge (Banden im
Absorptionsspektrum) kurz als co™*, Tut*, ntt*, no* bezeichnet.

Die Lage der Absorptionsbanden hangt von der Natur des elektronischen Ubergangs ab. Die 00*-
und ro*-Ubergénge sind sehr energiereich, sie spielen in vivo bei photosynthetischen Vorgangen



und auch in der VIS-Absorptionsspektroskopie keine Rolle, wahrend ntes- und Tor*-Ubergéange fir
die Photochemie der Pigmente in vivo und in vitro verantwortlich sind.

Im elektronischen Grundzustand ist praktisch ausschlieBlich das unterste Schwingungsniveau
besetzt (v"" = 0). Beim Ubergang nach S1 erreicht man verschiedene hohere Schwingungsniveaus v’
= 1,2,3... mit unterschiedlicher Wahrscheinlichkeit (Frank Condon Prinzip). Dies fuhrt zu einer

Feinstruktur im Spektrum des elektronischen Ubergangs, die sich bei Raumtemperatur meist in
einer Verbreiterung der Absorptionsbande aufert.

2.4 Spektroskopie der photosynthetischen Pigmente im sichtbaren Spektralbereich

Die Spektren der photosynthetischen Porphin-Pigmente zeigen im wesentlichen zwei Paare von
Ubergangen; ein Paar im blauvioletten oder UV-Bereich (Soret-Bande B) und ein Paar im roten
oder nahen UV-Bereich (Q-Ubergédnge). Diese Ubergange kénnen mit einem Vier-Orbital-Modell
beschrieben werden; danach erfolgen die vier Uberginge zwischen den beiden obersten gefiillten
und den beiden untersten ungefillten Orbitalen. Bei den ausgedehnten, nahezu ebenen, konjugierten
Molekiilen wie den Porphinpigmenten liegen die Dipolmomente der Ubergénge in der Ebene des
Molekuls. Zwei von ihnen sind in x-Richtung, zwei in y-Richtung polarisiert, wobei die
Polarisationsrichtungen entlang der beiden Molekuldiagonalen durch die N-Atome des
Porphingeriistes verlaufen und die langerwelligen Ubergéange als y-Ubergénge bezeichnet werden.
Der Qy-Ubergang entspricht damit einem Sp-S1-Ubergang, der Qy-Ubergang einem
hoherenergetischen So-S,-Ubergang. Der Q,-Ubergang ist ein Ubergang relativ geringer Intensitét,
da er aus Symmetriegrinden nur schwach erlaubt ist. Qx- und Qy-Bande zeigen im
Absorptionsspektrum Schwingungsfeinstruktur.

Die B-Ubergange der Soret-Region sind weniger gut aufgelost als die Q-Ubergénge. Die By- und
By-Bande bilden zusammen die Soret-Bande; auf der Seite zu kleineren Wellenlangen ist eine kleine
Schulter, die n-Bande zu erkennen; sie wird einem weiteren tot*-Ubergang zugeordnet.
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Abb. 5: links: Strukturformel von BChl a
rechts: Absorptionsspektren von BChl a und Chl a in Ather

2.5 Pigmente in L6sung oder im "strukturierten” Losungsmittel Protein

Die genaue Lage der Absorptionsbanden im Spektrum hangt in charakteristischer Weise von der
Umgebung der Pigmente ab: in Losung ist es ein Ldsungsmittel bestimmter Polaritat
(Dielektrizitatskonstante) und Protizitat (pKg-Wert), im Protein ist es die heterogene, strukturierte
Umgebung, die durch das Polypeptid mit seinen vielfaltigen Aminoséureseitenketten gebildet wird.
Die Komplexierung der Chlorophylle in einer Proteinumgebung dient dazu,

1. die Chlorophylle in geordneten Strukturen zu organisieren, d.h. an den Orten der Lichtreaktion zu
halten;

2. die Energietibertragung moglichst effizient zu gestalten;

3. die photochemischen Eigenschaften der Chlorophylle zu modifizieren, um sie den Anforderungen
des Energietransfers anzupassen; im Antennensystem rund um das PSI (Pflanzen) beispielsweise
leiten Chlorophylle bei 660nm, 670 nm, 680-85nm, 690nm, 700nm die Energie an das RC weiter;

4. die Redoxeigenschaften der Chlorophylle zu modulieren.

Prinzipiell lassen sich folgene Einflisse der Umgebung auf die Lage der Absorptionsbanden
erkennen: nte*-Ubergénge werden in einen Lésungsmittel hoher Polaritat blauverschoben; die
Elektronenverteilung im Grundzustand weist ein groReres Dipolmoment auf, als im angeregten 1r*-
Zustand. In einer polaren Umgebung wird der Grundzustand daher relativ zum angeregten Zustand
abgesenkt und der nr*-Ubergang daher energiereicher. tot*-Ubergénge werden in Losungsmitteln
hoher Polaritét rotverschoben; die Elektronenverteilung ist im angeregten rt*-Zustand polarer als im
TeGrundzustand; der angeregte Zustand wird daher relativ zum Grundzustand abgesenkt und der
Ubergang energiearmer.

Aus der Lage der Absorptionsbanden, besonders der Qx- und Qy-Ubergéange, kénnen Aussagen tiber
die physiko-chemische Umgebung der Pigmente gemacht werden. Das Maximum des Qy-
Uberganges reagiert auf Polaritat und Protizitit (Fahigkeit zur H-Briickenbildung) des
Losungsmittels.  Ausserdem  reagiert das Maximum des Q,-Uberganges auf den
Aggregationszustand des Molekuls (Bildung von Dimeren oder héheren Aggregaten). Aus der
Wellenliange des Qy-Uberganges kann vor allem der Koordinationszustand des zentralen Mg-Atoms
in den metallhaltigen Porphinpigmenten abgeleitet werden. Bei Ubergang von 5-facher zu 6-facher
Koordination findet eine Rotverschiebung des Q,(0,0)-Uberganges statt.

2.6 Absorptionsspektren von Chlorophyll-Dimeren

Das Absorptionsspektrum von Chlorophyll-Dimeren weist gegenuber dem Monomer-Spektrum
folgende Veranderungen auf:

1. Rotverschiebung und Verbreiterung der Absorptionsbanden auf der Seite zu hdheren
Wellenzahlen;

2. Die langwellige Dimer-Absorption, der Qy(0,0)-Ubergang, weist eine Schulter auf der
langwelligen Seite der Bande auf.

Die Verbreiterung der Absorptionsbanden und die Aufspaltung des langwelligen Q,(0,0)-Uberganges im Dimer-
Komplex kommt dadurch zustande, daB die Monomer-Zustdnde koppeln und auferdem Charge-Transfer- (CT-)
Zustande berticksichtigt werden miissen. Fur den Q,(0,0)-Ubergang ergeben sich daraus 6 Dimer-Anregungen, die aus
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gekoppelten Ubergangen der Monomer-Komponenten und deren Kopplung mit CT-Zusténden (PM+PL‘ und PL+PM')
resultieren.

Als Beispiel sind unten ein Monomerspektrum in Ather und ein Dimerspektrum in CCly4 verglichen.
Bei Dimerisierung in CCl, verschieben sich die Chlorophyll-Absorptionsbanden.
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Abb. 6: Absorptionsspektren von BChl a als Monomer in Ather (gestrichelt) und als Dimer in CCl,
(durchgezogene Linie).

Insgesamt ergibt sich fuir das Reaktionszentrum folgendes Spektrum:
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Abb. 7: Absorptionsspektrum des bakteriellen Reaktionszentrums einer carotenoidfreien
Mutante von Rb.sphaeroides.

3 Versuchsaufbau

Eine gebrauchliche MeRmethode zur Erfassung kurzzeitiger spektraler Anderungen, ist die
Blitzlichtphotometrie. In den durchzufiihrenden Experimenten wird sie zur Messung der
Absorptionsanderungen die beim Elektronentransport im Reaktionszentrum stattfinden verwendet.
Mit der verwendeten Apparatur sind allerdings die sehr schnellen VVorgange der Ladungstrennung



(Halbwertszeiten im Piko- und Sub-Mikrosekundenbereich) nicht mefbar. Beobachtet werden
kdnnen jedoch die Prozesse der Ladungsrekombination.

Blitzlampe
oder
Laser
o —Filter
)\ exc Vv |
P> Y —
Wolframlampe Probe
p M onochromator Detektor

Speicher-Oszilloskop

Abb. 8: Versuchsaufbau

Licht von einer Wolframlampe wird in einem Monochromator spektral zerlegt (Ay,) und auf die
Probe abgebildet. Der Anteil, der die Probe durchsetzt, wird in einem Detektor in einen Strom
umgewandelt, der der Lichtintensitdt | proportional ist. Mit einer kurzen, intensiven
Zusatzbeleuchtung (Laserblitz, Fotoblitz oder Lampe mit FotoverschluB) bei einer geeigneten
Anregungswellenlange (bzw. in einem geeigneten Wellenlangenbereich) Ag wird der
Elektronentransport angeregt. Die durch ihn hervorgerufenen Absorptionsanderungen AA werden
bei der MeRlichtwellenlange A, als Intensitatsanderungen Al vom Detektor registriert. Durch
optische Filter werden Anregungs- und Melilichtwellenldénge voneinander getrennt, so daR der
Detektor kein Anregungslicht registriert. Das Detektorsignal wird verstarkt und mit einem
Speicheroszilloskop aufgezeichnet. Fir kleine Intensitdtsanderungen Al besteht ein linearer
Zusammenhang mit der Absorptions- (AA) bzw. Konzentrationsanderung Ac, d.h. AICAAACc,
wobei Ac fir die durch die Zusatzbelichtung erzeugte Konzentrationsénderung steht.
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5 Vorbereitung

Elektromagnetisches Spektrum (UV, sichtbarer Spektralbereich, nahes Infrarot), Absorption,
Lambert-Beersches Gesetz, Absorptionsspektrum, Reaktionskinetik (Reaktion erster Ordnung),
Zeitkonstante, Halbwertszeit, Reduktion, Oxidation, Radikal, (Bakterio-) Chlorophyll / Pheophytin.

6 Versuchsdurchflihrung

Fur die Messungen zur Ladungsrekombination werden Membranen von Mutanten des
Purpurbakteriums Rhodobacter capsulatus oder Rhodobacter sphaeroides verwendet. In diesen
Mutanten befindet sich als photosynthetischer Komplex nur das Reaktionszentrum in den
Membranen.

* Messung eines Absorptionsspektrums (in 100 mM Phosphatpuffer pH 7, 0,02 % LDAO).
Notieren Sie sich die Positionen der Absorptionsmaxima.

» Messung der blitzinduzierten Ladungsrekombination im Maximum des primaren Donors (Filter
RG 695 und BG 18)

» Messung der spektralen Abhangigkeit der Signale zwischen 740 nm und 1000 nm (Messung der
Messlichtintensitat und der maximalen blitzinduzierten Anderung kurz nach dem Blitz)

* Rekonstitution der Qg-Bindungsstelle mit Ubichinon 0 (UQq) (-80°C Truhe, 10 pl in 1 ml
EtOH)

» Bestimmung der Wirkung des Herbizids Antrazin (5 mM, entspricht 1 mg auf 1 ml EtOH)

» Einflul des Redoxpotentials auf die Ladungstrennung und -rekombination: a) Oxidation mit
FeCy (Kaliumhexacyanoferrat 111, 10 mM, entspricht 3,3 mg auf 1 ml H,0), b) Reduktion mit
Ascorbat (etwa 100 mM, entspricht 18 mg auf 1 ml H,0)

7 Auswertung

» Erklaren Sie die Absorptionsbanden des Absorptionsspektrums

» Erklaren Sie die Wirkungsweise der optischen Filter

» Konstruieren Sie aus den zeitabh&ngigen Signalen bei verschiedenen Wellenldangen ein
Differenzspektrum der primaren Ladungstrennung P1Qa h_[f P*IQa"

» Schatzen Sie die Halbwertszeit der Ladungsrekombination mit und ohne Qg ab.

» Erklaren Sie die Herbizidwirkung

» Beschreiben Sie den Einfluss des Redoxpotentials auf die Versuchsergebnisse
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