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3 Theoretische Beschreibung der Doppelblitzexperimente

Im Folgenden wird die formale Beschreibung der Reaktionskinetik erster Ordnung
dargestellt. Diese Beschreibung wird dann auf die Doppelblitzexperimente angewandt. Die
daraus resultierenden Zusammenh&nge werden spater bei der Interpretation der
Doppelblitzexperimente benotigt.

3.1 Reaktionskinetik erster Ordnung

Der erste Blitz im Doppelblitzexperiment trifft zunachst nur auf den Grundzustand bR,
und bewirkt eine Bevolkerung des ersten Intermediates K. Der thermische Zerfall von K, tber
die verschiedenen Intermediate des Photozyklus L, M, N und O zurlck nach bR, wird durch
ein lineares Differentialgleichungssystem erster Ordnung beschrieben. Dabei werden die
Intermediatskonzentrationen im Folgenden in dem Spaltenvektor
I =(K,L,M,N,0,bR)" =(I,,1,,...,1,)" zusammengefalt. Das lineare DGI.-System kann

dann folgendermal3en formuliert werden:

(ll (kn Ky le(ll

Q I, _ ki, Ky I, . I. — K| Gl.3.1

In k1n knn In

Die Eintragek; der RatenmatriX sind die mikroskopischen Raten fur Ubergéange vom

Intermediati zum Intermediat j, diese Grof3en legen das Reaktionsmodell fest. Zur
Teilchenzahlerhaltung mussen die Spalteneintrage die folgende Nebenbedingung erfullen:
ki = _Z K; Gl. 3.2
j#i
AuBerdem muf fur jeweils drei Intermediate die ,Detailed Balance* Bedingung (Onsager,
1931) gelten, nach der die Produkte der Ubergangsraten von jeweils drei im Gleichgewicht
stehenden Intermediaten folgende Nebenbedingung erflillen missen:

Koo KocKea = KacKopKpa Gl. 3.3

bcca ac’cb

Unter der Annahme, dal3 der erste Blitz den Tgitler Konzentration bR unmittelbar in
das K Intermediat bringt, erhalt man die Anfangsbedingung zu obigem DGI.-System:
I'(t =0)=(&,0,...01-& ) Gl.3.4

Die allgemeine Losung der DGI. 3.1 erhalt man (bei nicht entarteten Eigenwerten) durch
eine Linearkombination der Eigenvektorén der RatenmatriX jeweils multipliziert mit

einer Exponentialfunktion, die den EigenwettK ) als Argument besitzt.
I'(t)=> bcye™ Gl. 3.5

Dabei muf3 die Linearkombinatidn so bestimmt werden, daf3 die Anfangsbedingung Gl.
3.4 erfillt ist. In Komponentenschreibweise kann dieser Zusammenhang auch folgenderweise
ausgedruckt werden.

L0 =) a6 Gl 3.6
i=1

Das bedeutet, dal3 im allgemeinen zur Beschreibung der Konzentrationszeitspur eines
einzelnen Intermediates sdmtliche Raten des Zyklus bendétigt werden.
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3.2 Die uberlagerte Kinetik der zweiten Anregung

Kommt nun der zweite Lichtblitz zur Zeifst hinzu, so tritt dieser prinzipiell mit allen
Intermediaten der Konzentrationel(At) einschlieRlich den noch im Grundzustand bR
verbliebenen Molekilen in Wechselwirkung. Modchte man nun Photoreaktionen aus
samtlichen mdglichen Intermediaten zulassen, so fuhrt das zu einer untbersichtlichen
Darstellung. Daher wird an dieser Stelle der Spezialfall eingefuhrt, daf3 nur ein Intermediat,
sowie die noch im Grundzustand verbliebenen Molekile mit dem Licht reagieren. Dies ist
experimentell naherungsweise realisierbar, indem entweder die Wellenlange des zweiten
Lichtblitzes so gewahlt wird, dal3 nur dge Intermediat sowie der Grundzustand anregbar
ist, oder dal3 der Zeitabstand der beiden Blitze so gewahlt wird, dal3 zur Zeit des zweiten
Blitzes nur dak-te Intermediat und Grundzustand vorliegen. N

Fur die Zeit nach dem zweiten Blitz werden die Intermediatskonzentrationen mit

gekennzeichnet, wobei der Vektbrum die Anzahiq der durch die Photoreaktion aus dém
ten Intermediat zuséatzlich entstehenden Intermediate erweitert wird:
[ (Y P I U B Gl. 3.7

AuRR3erdem wird der Nullpunkt der Zeitmessung fur die geschlangelten Grél3en auf das
Einsetzen des zweiten Blitzes gelegt. Mit diesen Definitionen kann nun die Wirkung des
zweiten Blitzes als Anfangsbedingung fiur das erweiterte System GI. 3.7 formuliert werden:

(1) (1,(at)yg, (0

0 0
|, (At) — 1 (At)e,
= 0 0
1 (0) = + + Gl. 3.8
I, (At)  -1,(At)g, O
0 0 +1, (At)e,
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0 0 0

Der erste Term in Gl. 3.8 ist die durch den ersten Blitz erzeugte Besetzung zum Zeitpunkt
des zweiten Blitzes. Durch den zweiten Blitz wird dgite Teil des Grundzustandes BR in
das Intermediat I, gebracht, dies beriicksichtigt der zweite Term. Nach der Voraussetzung
oben wird auBerdem dé&ste Intermediat vom zweiten Blitz angeregt, und zwar wird eld¢e
Teil der Intermediatskonzentratidp zugunsten des neuen1)-ten Intermediats erniedrigt,
dies wird im dritten Term berlcksichtigt. Die in das neme1)-te Intermediat gebrachten
Molekile werden im allgemeinen zu anderen neuen Intermediaten., l+q zerfallen. Das
diese Reaktion beschreibende DGI.-System muf3 damit auf folgende Form erweitert werden:

rl Ky Ky K Kinean Knean rl
~2 ko Ky ~2
((jjt ~|~n = ki, Kin  Kienyn Kneayn jﬂ - 1 =KI Gl. 3.9
| na 0 0 0 0 Kuaymey Kieain | 1o
O 0 0O O
I~n+q 0 0 0 0 k(n+1)(n+Q) k(n+q)(n+Q) rn+q

Darin beschreibt der abgegrenzte Teil links oben die Ubergange zwischen den
ursprunglichen Intermediaten und bleibt natirlich unverandert. Die Eintrdge rechts unten
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beschreiben Ubergange zwischen den neuen Intermediaten. Der Teil rechts oben beschreibt
die Ubergange der neuen zu den alten Intermediaten. Wenn auch nach dem zweiten Blitz
samtliche Molekile wieder zum Grundzustand zuriickkehren, muf3 von diesen Eintragen
mindestens eine Rate zur Riickgewinnung von bR von null verschieden sein. Ubergéange der
alten Intermediate zu den neuen sind ausgeschlossen, weil sie sonst schon im
Gleichungssystem fir den ersten Blitz auftauchen mif3ten, daher verschwinden die Eintrage
im Teil links unten. Dieses Gleichungssystem ist nun mit der oben aufgefluhrten
Anfangsbedingung zu loésen. Die Erweiterung des Gleichungssystems umy deuen
Intermediate fuhrt zug zusétzlichen Eigenwerten, wéhrend die urspriunglichen Eigenwerte
wegen der Diagonalform der Ratenmatrix erhalten bleiben. Die neuen Eigenwerte missen
dann in der Mel3gré3e auftauchen (z. B. in Gl. 2.9 oder Gl. 2.22). Dies ist z.B. der Fall bei der
Photortickreaktion von M bR (Kap. 5.3), dort tauchen zwei sehr schnelle Raten auf, die sich
deutlich von den im Photozyklus vorhandenen unterscheiden.

Als weitere vereinfachende Annahme sollen nun die Ubergange der neuen Intermediate
zu den alten ebenfalls verschwinden. Dies kann immer dadurch kunstlich eingefuihrt werden,
dal Intermediate zusatzlich in das untere Gleichungssytem eingefligt werden, z.B. sei nun das
(n+q)-te Intermediat identisch mit dem-ten Intermediat, das fur den Grundzustand steht.
Dann zerféllt das DGI.-System in zwei ungekoppelte Systeme, die sich unabhangig
voneinander I6sen lassen:

(T (ky ke k(T (RO (L@ (@hg, 0
d T K K . T L : 0 0
a .2 — .12 22 o .2 I (0) = I (At) + : + — 1 (At )62
dt : . . : . . O 0
K b T L@y -1, 0
und Gl.
~ - - 3.10
( l n+1 (kll k21 K“I 1 ( l n+1 ( I n+l(0) (I k (At )e2
E l n+2 - k12 k22 : I n+2 l n+2 (O) — 0
dt : : : : :
rr1+q k1n I(nn IT1+q rn+q (O) 0

Das untere System beschreibt den Zerfall des, durch den zweiten Blitz durch
Photoreaktion dek-ten Intermediats erzeugten, neuart)-ten Intermediates, das sich durch

neue Zeitkonstanten bemerkbar macht. Die Lésung hierfuﬁpﬁei) = (rml(t), 1ot ))T.

Die Anfangsbedingung des oberen Systems laf3t sich als Summe von drei Anfangs-
bedingungen schreiben. Da es sich um ein lineares DGI.-System handelt, kann man die
Lésung fur die gesamte Anfangsbedingung als Summe der drei Losungen der einzelnen

Anfangsbedingungen schreiben. Die erste ist die Lbsd?p@) fur die vom ersten Blitz
erzeugte Konzentration die weiter den Zyklus durchlauft. Die zweite ist die Losung flr

zusatzliche Anregung von Grundzustaﬁgt) und die dritte Lbsung~c(t) ist eine Zeitspur
fur eine negative Anfangsbesetzung des Intermediats, das vom zweiten Blitz zur
Photoreaktion angeregt wurde.

Aus den Intermediatskonzentrationen folgen die Zeitspuk) und AA(t), die
experimentell gemessen werden, nach Gl. 2.22 bzw. Gl. 2.7:
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U(t) =Y W1, ()bzwAAA, 1) =dD (& (1) — £,r(A))c (1) Gl. 3.11
i=1 i=1
Dabei ist Uber die vier oben beschriebenen Ldsungen fir die Konzentrationen zu
summieren, so daR man z.B. fur die Spannung des Doppelblitzexperiments erhalt:

n ~ n ~ n _ n+q _
Uq () =szi|A,i +Zwi|B,i +zwilc,i + zwil phi Gl. 3.12
i=1 i=1 i=1 i=n+l
Experimentell mel3bar sind aulRer der Zeitspur des Doppelblitzexperiments auch die
beiden Zeitspuren nach Anregung mit nur einem der beiden Laserblitze. Die

Spannungszeitspur fur die Lbsuri:g(t) ist dadurch mefR3bar, dal3 nur der erste Laser die
Probe anregt, die Datenaufnahme aber erstAimerzdgert einsetzt. Die Spannungszeitspur

fur die Losung TB (t) resultiert aus der zuséatzlichen Anregung von Grundzustand durch den

zweiten Blitz. Diese Zeitspur sollte wegen der vorausgesetzten Linearitat des
Reaktionsmodells dieselbe Form haben wie bei Anregung durch den zweiten Blitz alleine,
ohne vorhergehenden ersten Blitz. Dann ist jedoch ist die Amplitude um den Fakiem

der nach dem ersten Blitz noch im Grundzustand verbliebenen Molekule reduziert.

U,(t) = Zq)i rA,i und f,U,(t) = Zq)i I~B,i Gl. 3.13
i=1 i=1

Zieht man nun vom Doppelblitzexperiment diese beiden Zeitspuren ab, so erhalt man als
Loésung die Uberlagerung der beiden anderen Zeitspuren, die der Photoreaktion des

Intermediates rph(t ) und die der geadnderten Photozykluskinetik mit negativer

Anfangsbesetzungc (t.)
n+q

U ph(t)+UC(t) =ijirc,i + Zq)irph,i Gl. 3.14
i=1 i=n+1

n+q

U, =YW, - 2T, =U,0-U,0- LU,

i=n+l

In der Auswertung der Doppelblitzexperimente wird immer wieder diese Differenz
gebildet und zur Interpretation herangezogen. Betrachtet man den einfachen Spezialfall, dai3
die Photoreaktion sehr schnell zum Grundzustand zurickfihrt, dann sollte man eine schnelle
Komponente fur das Riuckkehren der Spannung und eine langsame Komponente flr den
Zerfall der negativen Anfangsbedingung erhalten, da die Photoreaktion und der Zerfall des
Intermediates weit voneinander getrennte Zeitkonstanten haben (siehe L und M
Ruckreaktion). Bei den elektrischen Experimenten fuhrt die Aufladung der Membran zu einer
Abweichung von diesem Verhalten (Abb. 5.11). Bei optischen Messungen der
Photortickreaktion von M kann man jedoch die schnelle Ruckkehr in den Grundzustand und
einige Zeitdekaden spater den Zerfall der negativen Anfangsbesetzung deutlich getrennt
beobachten (Abb. 5.6).

Findet die Photoreaktion des Intermediates jedoch Uber mehrere Intermediate statt und
mit Zeiten die ahnlich denen im Photozyklus sind, so sind die beiden Uberlagerten Prozesse
(Photoreaktion und Zerfall der negativen Anfangsbedingung) nicht mehr deutlich zu trennen.
In diesem Fall wird versucht die Daten durch Interpretation wenigstens qualitativ zu verstehen
(siehe Photoreaktion von N und O). Im Einzelfall konnte hier auch die Simulation von
speziellen Reaktionsmodellen fur die Photoreaktion und den normalen thermischen Zerfall im
Photozyklus durchgefuhrt werden, wie es zum Beispiel bei Doppelblitzexperimenten an
Phytochrom praktiziert wurde (Scurlock et al., 1993). Bei Bacteriorhodopsin ist dies jedoch
schwierig, da der Photozyklus des ersten Blitzes bereits sehr schwierig zu modellieren ist, da
viele verschiedene Reaktionsmechanismen &hnlich gute Anpassungen an die Mel3daten
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erlauben. Die Doppelblitzexperimente der L und M Rickreaktion stellen jedoch eine
zusatzliche Bedingung an das Reaktionsmodell dar, die es mdglicherweise erlaubt, dem einen
oder anderen Modell den Vorzug zu geben.



34

Die Uberlagerte Kinetik der zweiten Anregung




