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A.1 Biologische Grundlagen
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Abbildung A.1: Chemische Formeln ausgewidhlter Aminosduren. Alle Aminosduren weisen
eine Amino- und eine Carboxylgruppe, ein Wasserstoffatom und einen Rest R an demselben
Kohlenstoffatom C auf (links oben). Durch unterschiedliche Seitenketten (Reste) unterscheiden
sich die 20 Aminosduren, die in der Natur vorkommen und aus denen Proteine bestehen. Die
Amino-, die Carboxylgruppe sowie das sie verbindende Kohlenstoffatom stellen die Grundein-
heit der Peptidbindung dar, die das Proteingeriist bilden. Von den aufgefiihrten Aminosauren
(AS) weisen zwei einen geladenen Rest auf. Arginin besitzt eine positive und die Asparaginsiure

(oder Aspartat) weist eine negative Ladung bei neutralem pH auf.
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Abbildung A.2: Chromophorstrukturen von Haferphytochrom [34] in der P, Form und Cphl-
PEB . Der Unterschied der Chromophore zwischen PCB (phycocyanobilin), P¢B (phytochro-
mobilin) und PEB (phycoerythrobilin) besteht zum einen darin, dass in PEB die Cy5 = Cig
Doppelbindung geséttigt ist, zum anderen darin, dass in PCB im Gegensatz zu P¢B und PEB
der Rest am Ring D eine Ethylgruppe anstelle einer Vinylgruppe ist.
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Zerlegung der Grundzustandsabsorption von Cph1-PCB Pr
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Abbildung A.3: Zerlegung der Grundzustandsabsorption von Cph1-PCB P, in Gaufsbanden.
Mit der Annahme, dass die Struktur der Grundzustandsabsorption von Cphl-PCB P, durch
vibronische Kopplung verursacht wird, kann man ermitteln, dass die Schwingungsfrequenz etwa
im Bereich von 500 bis 1100 ¢m ™! liegen muss. Da sowohl in den RR Daten [49] als auch in den
FT-Spektren der Kinetiken (Abbildung 3.27) deutlich Banden um 800 ¢m ! zu sehen sind, habe
ich die vibronische Kopplung mit 800 cm ! gefittet. Der resultierende Fit (bei festgehaltenen
Wellenldngen) stimmt gut mit dem Absorptionsspektrum iiberein.

Vergleich der Cph1-PCB Absorptionsspektren
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Abbildung A.4: Statische Absorptionsspektren von Cphl-PCB P, , Py, , Uberlagerung von
P, mit Py, und P, wdhrend der Messung. Das statische Absorptionsspektrum von Cphl-
PCB P, (schwarz) stimmt gut mit dem Absorptionsspektrum von P, # (blau) iiberein, das
wahrend der Pump-Probe Messungen zu negativen Verzogerungszeiten aufgenommen wurde.
Zum Vergleich ist noch das berechnete Py, Absorptionsspektrum (griin) und eine Uberlagerung
der P, und Py, Form (rot) dargestellt.
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A.2 Physikalische Grundlagen

A.2.1 Kohirente Wellenpaketdynamik

Als Wellenpaket wird eine kohérente Superposition von Eigenzustéinden bezeich-
net, die z.B. bei der Anregung aus dem elektronischen Grundzustand in den
elektronisch angeregten Zustand entstehen kann, wenn innerhalb der spektralen
Breite des Anregungsimpulses eine Reihe vibronischer Uberginge liegen. Bleibt
die Kohérenz fiir einige hundert Femtosekunden substantiell erhalten, so kann die
Bewegung des Wellenpaketes auf den Kinetiken als oszillatorisches Signal beob-
achtet werden. Ein ausgeprégtes oszillatorisches Signal kann z.B. in der Kinetik
von Oxazine 1 in Methanol in Abbildung 2.5 beobachtet werden. Die Fourier-
transformation dieses Signals weist (in Abbildung A.5) bei 567 und 608 cm—!
Eigenfrequenzen auf, die nach Zuordnung von Zinth und Mitarbeiter durch eine
koharente Wellenpaketdynamik aus dem elektronisch angeregten Zustand verur-
sacht wird [60, 108]. Es ist gut zu erkennen, dass in diesem Farbstoffmolekiil
in Losung hauptsichlich zwei Frequenzen vibronisch angeregt werden, wodurch
ein gut erkennbares Oszillationsmuster mit Schwebung in den Kinetiken auftritt.
In den meisten Chromoproteinen tritt die Schwingungs-Dephasierung aufgrund
starker Kopplung mit der Proteinumgebung schnell ein, weshalb meist nur in ei-
ner kurzen Zeitspanne < 1 ps kohirente Wellenpaketdynamik zu beobachten ist.
Da in Chromoproteinen meist sehr viele vibronische Ubergiinge dicht beieinander

liegen, ist das oszillatorische Signal oft nicht so deutlich erkennbar wie in Oxazine
1.
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Abbildung A.5: FT-Spektrum von Oxazine 1 in Methanol. Die Eigenfrequenzen bei 567 und
608 cm~! sind nach [60, 108] einer Wellenpaketdynamik im elektronisch angeregten Zustand

zuzuordnen. Die Systemresponse betrug hier etwa 44 fs.
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A.2.2 Fehleranalyse der globalen Fits - exhaustive search
Methode

Die globalen Fits wurden mit Origin 5.0 durchgefiihrt und alle aufgefiihrten x2-

Werte sind als reduzierte y?-Werte zu verstehen:

X2 _ iv: (fq,tpunktel — da,tenpunktz)2 m : Anzahl der freien Parameter

Al
N —m (A1) N : Anzahl der Datenpunkte

i
Die Standardabweichungen, die sich aus den Origin-Fits ergeben, werden aus der
Varianz-Kovarianz-Matrix am Punkt des optimalen Fits berechnet und ergeben
stets symmetrische Standardabweichungen. Die hier zugrunde liegende Annahme,
dass die x?-Fliche im Punkt des optimalen Fits zur Berechnung der Standard-
abweichung gut linear gendhert werden kann, muss nicht stimmen. M6chte man
die Nichtlinearitit der y?-Fliche mit einbeziehen, so kann man die ezhaustive
search Analyse verwenden, die alle moglichen Korrelationen zwischen den Pa-
rametern beriicksichtigt [109]. Ausgehend vom optimalen Fitresultat wird der
gesuchte Parameter (z.B. die Zerfallszeit) um einen geringen Anteil verringert
oder vergréfert. Daraufthin wird dieser Wert festgehalten und eine neue Fitrou-
tine gestartet, die eine erneute Minimierung der iibrigen Parameter durchfiihrt.
Der Wert der Zerfallszeit wird nun so lange verdndert, bis das resultierende x2,..
signifikant schlechter geworden ist als das x%;;y des optimalen Fits. Die Spanne,
in der die Zerfallszeit hierbei variiert wurde, gibt den Vertrauensbereich an, der
nun auch asymmetrisch um den optimalen Wert liegen kann. Die Signifikanz der
Abweichung von x4,y ergibt sich aus der Fisher-Verteilung (F-Verteilung) und
dem Verhaltnis ;%—I?V Fiir eine gegebene Zahl von Freiheitsgraden, die sich aus
der Anzahl der Datenpunkte minus Anzahl der Fitparameter ergibt und einem
vorgegebenem Vertrauensbereich, den wir zu 95% gewihlt haben, kann ein Fak-
tor F bestimmt werden', um den sich x2. gegeniiber x3,;5 dndern kann, bevor
die Anderung signifikant wird. Mit der ezhaustive search Methode ergeben sich

zuverlassigere Vertrauensbereiche der Fitresultate.

'z.B. tabelliert in Bronstein - Semendjajew, Taschenbuch der Mathematik
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Abbildung A.6: Der Kiivettenhalter besteht aus drei Teilen. Rechts oben ist die Fassung zu
sehen, die in einem Kugellager eingeklebt ist und mit einem O-Ring angetrieben werden kann.
In der Mitte ist der Tréger fiir die Kiivettenfenster abgebildet, der mit einem Deckel (links oben

und unten) die Fenster fixiert und in die Fassung eingedreht wird.

A.2.3 Apparatives

Lock-In:

Signal :  Ug(t) = U,sinwt + Upeq(t)
Referenz : Ug(t) = U(sin(wt +9))
= UsUr = U,Upsinwtsin(wt + 0) + Uyes(t)Up sin(wt + 9)
sinfwt = %(1 — cos 2wt)
sin2wt = 2sinwtcoswt

UsUp = UW2U0 cosd — UWQUO cos(2wt + 0) 4+ UgUyese(t) sin(wt + §)
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Elektronische Antwort und Ramanbeitrag
der Kilvette mit Wasser
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Abbildung A.7: Hier ist die Antwort der mit Wasser gefiillten Kiivette auf die Storung der
Anregung im Pump-Probe-Experiment (Quadrate) und der Fit (Linien) zu sehen (vgl. Abbil-
dung 2.21). Die Abtastimpulse weisen alle nahezu keinen Chirp auf, so dass die Signale gut
durch den Fit (Formel 2.15) reprisentiert werden. Fiir die verschiedenen Wellenléngen sind die
Zeitnullpunkte aus den Kerrgatingmessungen mit 75, und die Zeitnullpunkte aus den Fits mit
7¢ aufgefiihrt. Nimmt man den Mittelwert beider Nullpunkte als echten Nullpunkt, so betragt
die maximal Abweichung £15 fs.

A.3 Erganzungen zur Auswertung
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Abbildung A.8: Residuen der Fits mit verschiedenen Fitfunktionen. An den Residuen sind
die Abtastwellenléngen aufgefiihrt. Die Anregungswellenlinge der Cphl-PCB -Probe betrug

650nm.
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Abbildung A.9: Residuen der Fits mit verschiedenen Fitfunktionen. An den Residuen sind
die Abtastwellenléngen aufgefiihrt. Die Anregungswellenlinge der Cphl-PCB -Probe betrug

650nm.
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Abbildung A.10: Residuen der Fits mit verschiedenen Fitfunktionen. An den Residuen sind
die Abtastwellenléngen aufgefiihrt. Die Anregungswellenlinge der Cphl-PCB -Probe betrug

650nm.

Abbildung A.11: Zerfallsassoziierte Spektren eines 2 Exp.-Fits zu unterschiedlichen Zerfalls-
zeitpaaren (siche Legende). Die ZAS zeigen, dass unabhéngig von den Zerfallszeiten die Spektren
zu allen Zerfallszeiten identischen Verlauf aufweisen (mit Ausnahme der konstanten Komponen-
te). Der 95% Vertrauensbereich der Amplituden der kiirzeren Zerfallszeit A, = 4,7..10mOD
iiberlappt stark mit dem der l&ngeren Zerfallszeit A,, = 3..8,2mOD. Die Anregungswellenlénge
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der Cph1-PCB -Probe betrug 650nm.
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Abbildung A.12: Hier ist die x2,;,, Oberfliche in Abhéngigkeit von den Zerfallszeiten 71 und
Ty fiir einen 2 Exp.-Fit von Cphl-PCB P, dargestellt. Die hier dargestellte Oberfliche ergibt
sich als Summe der x2,;,,-Oberflichen aus den NOPA-Weifllicht und NOPA-NOPA Messungen.

Die dick durchgezogene Linie trennt den inneren Bereich, in dem mit 95% Wahrscheinlichkeit

ERGANZUNGEN ZUR AUSWERTUNG
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die Zerfallszeiten liegen, von dem restlichen ab.

Abbildung A.13: Fourierspektrum des Residuums der 690 nm Kinetik von Cph1-PCB P, .
Die Zeitaufldsung entspricht etwa 760 cm~!. Die Bande bei 800 cm™! ist eine der Markerban-
den fiir die Isomerisierung und wird der C15-HOOP (hydrogen out of plane) Biegeschwingung

Amplitude

zugeordnet[90].
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Abbildung A.14: Residuen des Fits mit einer Exponentialfunktion. An den Residuen sind
die Abtastwellenldngen aufgefiihrt. Die Anregungswellenldnge der Cph1-PCB P, Probe betrug
615nm.
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Abbildung A.15: Residuen des Fits mit einer Exponentialfunktion. An den Residuen sind
die Abtastwellenldngen aufgefiihrt. Die Anregungswellenldnge der Cph1-PCB P, Probe betrug
615nm.
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Abbildung A.16: Residuen des Fits mit einer Exponentialfunktion. An den Residuen sind
die Abtastwellenldngen aufgefiihrt. Die Anregungswellenldnge der Cph1-PCB P, Probe betrug
615nm.
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Abbildung A.17: Residuen des Fits mit einer Exponentialfunktion. An den Residuen sind die
Abtastwellenldngen aufgefiihrt. Die Cph1l-PCB P, Probe wurde bei 615nm angeregt.
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Abbildung A.18: Die Residuen der Fits mit zwei Exponentialfunktionen (rote Kreise), drei
Exponentialfunktionen (blaue Dreiecke) und einer Verteilung von Exponentialfunktion (schwar-
ze Quadrate) sind hier im direkten Vergleich aufgelistet. Die Abtastwellenldngen sind in den
Grafiken aufgefiihrt und die Cph1-PCB P, Probe wurde bei 615nm angeregt.

—=— Verteilungsfit ; —e— 2-exp. Fit ; —a— 3-exp. Fit

DWOWD COWOWNE WO WD OWOWMN©O OUTOUO

Residuals / mOD
(ID(IDOOO 5‘35'35'399_09‘36 oo 5'35'3_(395353 ll—'éOOH

Abbildung A.19: Die Residuen der Fits mit zwei Exponentialfunktionen (rote Kreise), drei
Exponentialfunktionen (blaue Dreiecke) und einer Verteilung von Exponentialfunktion (schwar-
ze Quadrate) sind hier im direkten Vergleich aufgelistet. Die Abtastwellenldngen sind in den
Grafiken aufgefiihrt und die Cph1-PCB P, Probe wurde bei 615nm angeregt.
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Abbildung A.20: Die Residuen der Fits mit zwei Exponentialfunktionen (rote Kreise), drei
Exponentialfunktionen (blaue Dreiecke) und einer Verteilung von Exponentialfunktion (schwar-
ze Quadrate) sind hier im direkten Vergleich aufgelistet. Die Abtastwellenldngen sind in den
Grafiken aufgefiihrt und die Cph1-PCB P, Probe wurde bei 615nm angeregt.
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Abbildung A.21: Die Residuen der Fits mit zwei Exponentialfunktionen (rote Kreise), drei
Exponentialfunktionen (blaue Dreiecke) und einer Verteilung von Exponentialfunktion (schwar-
ze Quadrate) sind hier im direkten Vergleich aufgelistet. Die Abtastwellenldngen sind in den
Grafiken aufgefiihrt und die Cph1-PCB P, Probe wurde bei 615nm angeregt.
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Zerfallsassoziierte Spektren aus globalen 2 Exp.-Fits
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Abbildung A.22: Die drei aufgefiihrten Grafiken zeigen drei zerfallsassoziierte Spektren von
Cphl1-PCB P, , die aus drei verschiedenen globalen Fits mit zwei Exponentialfunktionen re-
sultieren. Als Beispiele wurden hier drei Paare von 71 und 75 ausgewéhlt, die innerhalb des
95%-Bereiches liegen. Die mittlere Grafik stellt den besten Fit mit minimalem x?2 , dar. Die
XZ,in-Werte ergeben sich aus Abbildung A.23.
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Abbildung A.23: In dieser Grafik ist die x2 ;,-Fliche eines Fits mit zwei Exponentialfunktio-
nen in Abhéngigkeit von den Zerfallszeiten 7 und 7» dargestellt. Jeder Punkt ist das Ergebnis
eines globalen Fits, bei dem mit fixierten Zerfallszeiten alle anderen Parameter (Amplituden)
minimiert wurden. Die Wahrscheinlichkeit, dass die Zerfallszeiten aufserhalb der schwarzen Kur-
ve liegen betrigt 5%.
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Abbildung A.24: Auf das berechnete Bleichsignal normierte Differenzspektren nach 650 nm

Anregung oben und Differenzspektren nach 615 nm Anregung unten. Das negative Signal ist

bei 615 nm Anregung um etwa 10 nm auf der hoherenergetischen Seite breiter als bei 650 nm

Anregung und die niederenergetische Seite fillt bei A, = 615 nm nicht so schnell auf Null ab.

Das Maximum des positiven Signals und der isosbestische Punkt sind bei Ay, = 615 nm um

10 nm gegeniiber Ay, = 650 nm blauverschoben. Die zugehdrigen Zeiten der Differenzspektren

sind in den Legenden rechts angegeben.
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Abbildung A.25:
ten ESA Spektren
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Direkter Vergleich der 1 ps Differenzspektren und der daraus berechne-

bei unterschiedlicher Anregungswellenldnge. Die Spektren sind auf das

Bleichsignal normiert worden. Das ESA Spektrum ist etwa 10 nm breiter fiir Ay, = 615nm

als flir Agnr. = 650 nm und zusétzlich leicht rotverschoben. Das 1 ps Differenzspektrum fiir

Aanr. = 615nm ist ebenfalls um etwa 10 nm breiter als fiir A\,,,. = 650nm und zusétzlich

blauverschoben .
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Absorption / mOD
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Spektren der beteiligten Spezies
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Abbildung A.26: Direkter Vergleich der konstanten Differenzspektren und der daraus berech-
neten lumi-R Spektren bei unterschiedlicher Anregungswellenlénge. Die Spektren sind auf 15%

des Bleichsignals normiert worden. Das lumi-R Spektrum aus sub-us Messungen ergibt sich aus

[95].
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Kinetik von PCB in Methanol ; A = 580 nm
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Abbildung A.27: Kinetik und Fit von PCB in Methanol und 0,3% TEA bei 640 nm Abtast-
und 580 nm Anregungswellenléinge. Die Datenpunkte wurden bis 4 ps gefittet. Die Zerfallszeit

T3 reprasentiert alle langeren Zerfallszeiten.
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Kinetiken von PCB in Methanol ; Ao = 580 nm

—e— 470 nm par —e— 470 nm sen

—@ 640 nm par —e— 640 nm sen

A A 211fs 3,6 ps 203ps
640nm : 25 2,6 0,45 B
470 nm : 0,37 1,38 0,52

'8 T T T T T T T T T T T T T T T T

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Zeit / ps

Absorptionsdifferenz / mOD

Abbildung A.28: Kinetik und Fit von PCB in Methanol und 0,3% TEA bei 640 und 470 nm
Abtast- und 580 nm Anregungswellenlénge bei verschiedener Polarisation des Abtastimpulses.
Die Bezeichnungen par und sen bedeuten, dass die Polarisation des Abtastimpulses parallel bzw.
senkrecht zum Anregungsimpulses ausgerichtet war. Die im globalen Fit ermittelten Zeitkon-
stanten fiir die vier Kinetiken von 210 fs, 3,6 ps und 20 ps stimmen gut mit den Zeitkonstanten
aus [71] iiberein.
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Kinetik verschiedener Systeme
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Abbildung A.29: Kinetiken von: PCB in Methanol und 0,3% TEA (blau) Ay, = 580nm,
Aapt. = 640nm; Cphl-PCB P, (orange) Aunr. = 615nm, Agpe. = 660 nm; Haferphytochrom
P, (griin) Ao, = 645nm, \ype. = 680 nm. Die Kinetiken wurden alle mit dem NOPA-NOPA
Aufbau aufgenommen. Eine Zeitkonstante mit 4 ps tritt in den Kinetiken von Cph1-PCB P, und
in Haferphytochrom P, nicht auf. In Cph1-PCB P, liegen die Daten im Spektralbereich von
590..750 nm vor, wahrend fiir Haferphytochrom hier nur Testmessungen um 680 nm durchge-
fiihrt wurden. Der deutliche Unterschied zu PCB in Losung, der mit der 4 ps Zeitkonstante

auftritt, ist gut erkennbar.

Frequenzen aus der Haferphytochrom Kinetik

T L | L | L |
e = 650 nm
]
©
> 0,3 i
=
o
£ b
<
00 W
I I I 1 I I I 1 I I I 1 I I I 1
0 400 800 1200 1600

Wellenzahl / cm™

Abbildung A.30: FT-Spektrum aus der Haferphytochrom P, Kinetik. Der rote Balken stellt
eine Resonanz Raman Bande aus [90] dar. Die Zeitauflosung betrug etwa 50 fs. Die Peaklagen
sind: 80, 205, 285 und 446 cm~'.
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Verteilungsfunktionen f(k) im Zeitbereich der Messung
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Abbildung A.31: Die Verteilungsfunktionen f(k) sind hier mit den Parametern dargestellt, die
sich aus den optimalen Verteilungs.-Fits fiir Anregungswellenlingen um 650 (schwarze Linie)
und 615 nm (rote Linie) ergeben. Die ermittelte Zerfallszeit des 1 Exp.-Fits ist als purpur-

farbener Balken fiir 615 nm (Tl1 = 55 éps) und als braunroter Balken fiir 650 nm Anregung
(# = 3757;) eingezeichnet. Die beiden roten Balken geben die Zerfallszeiten eines 2 Exp.-

Fits mit relativem Amplitudenverhéltnis bei 670 nm und Anregung um 615 nm wieder (ﬁ

und ﬁ) Die beiden schwarzen Balken geben die Zerfallszeiten mit relativem Amplituden-

verhiltnis zueinander bei Anregung um 650 nm wieder ( und ﬁps). Auch hier wurde

1
11,7 ps
die Abtastwellenldnge 670 nm zur Bestimmung des Amplitudenverhéltnisses herangezogen. Die

beiden kleinen Balken an der oberen Achse geben die Schwerpunkte der Verteilung an.
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