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The primary photosynthetic reactions of bacte- 
riorhodopsin are studied with femtosecond 
optical techniques. The experimental results in- 
dicate the following reaction pathway: After the 
absorption of a photon by the retinal chro- 
mophore, the first reactive motion proceeds on 
the excited state potential surface within 200 fs 
(2 x 10-13 s). Afterwards a second process leads 
with a time constant of  500 fs to the first 
groundstate photoproduct.  During these ex- 
tremely rapid reactions, the retinal isomerizes 
from the all-trans to the 13-cis configuration. 

D 
ie Energie far die Lebensvorgfinge der hOheren 

I Organismen stammt vonder  Sonne. In Pflan- 
zen, manchen Bakterien und in Blaualgen wird 

deren Strahlung aber photosynthetische Prozesse in 
chemische Energie umgesetzt. Im Laufe der Evolution 
haben sich dazu in den photosynthetisch aktiven Zel- 
len spezielle Photosysteme entwickelt. In ihnen wird 
ein kompliziert gebautes Molekt~l, das Chlorophyll, 
als funktionell wichtiger Farbstoff  (in einigen chemi- 
schen Varianten) verwendet. Bei der Photosynthese 
mit Hilfe dieser chlorophyllhaltigen Systeme wird die 
Sonnenenergie durch eine extrem schnelle Ladungs- 
trennung und einen anschliei3enden schnellen Transfer 
eines Elektrons fixiert. In weiteren Sekund~trreaktio- 
nen erfolgt dann die chemische Speicherung der Ener- 
gie z.B. in der Synthese von Adenosintriphosphat. 
In speziellen Okologischen Nischen konnten sich je- 
doch auch andere photosynthetische Organismen her- 
anbilden, die Einblicke in alternative Strategien zur 
Lichtenergiewandlung erlauben. Interessante Vertre- 
ter sind dabei Halobakterien, die an extremen Stand- 
orten, zum Beispiel den Kastenstreifen Californiens, 
des Toten Meers oder in Salinen, leben. Die Photosyn- 
these dieser Bakterien soil hier im folgenden behandelt 
werden. 

Photosynthese in Halobakterien 

Halobakterien haben die Form von Stgbchen mit ei- 
nem Durchmesser von 0,5/~m und einer L~nge von ca. 
5 #m. Wichtige Stoffwechselfunktionen dieser Bakte- 
rien werden von Proteinen ausgefiihrt, die in der Zell- 
membran eingebaut sind [1 - 5]. Eine grobe schemati- 
sche Darstellung zeigt Fig. la. Halobakterien besitzen 
die F~higkeit, verschiedene Lichtfarben zu unterschei- 
den: Sie bewegen sich weg vom zellschfidigenden blau- 
en und ultravioletten Licht und hin zu grt~n/gelbem 
Licht. Letztere Eigenschaft erkl~rt sich aus dem Ener- 
giehaushalt des Halobakteriums. Den Halobakterien 
stehen zwei Energiequellen zur Verfagung: Unter nor- 
malen Bedingungen erzeugt die Atmungskette, die mit 
Hilfe von Sauerstoff organisches Substrat ,,ver- 
brennt", einen Protonengradienten t~ber die Zellmem- 
bran. Leben die Bakterien in einer sauerstoffarmen 
Umgebung, tritt eine spezielle Art von Photosynthese 
als Energiequelle hinzu. Dabei wird vom Bakterio- 
rhodopsin, einer lichtgetriebenen Protonenpumpe 
(maximale Aktivitfit far Licht im gelben Spektralbe- 
reich), ein Protonengradient zwischen dem Zellinneren 
und dem ZellauBenraum aufgebaut. Der Ausgleich 
dieses Protonengradienten wird far verschiedene le- 
benswichtige Prozesse im Halobakterium verwendet: 
zum Aufbau des Energiespeichers Adenosintriphos- 
phat (ATP) mit dem Enzym ATP-Synthetase, zur 
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Fig. 1. a) Membranfunktionen des Halobacterium halobium. Dar- 
gestellt sind die Protonenpumpen Bakteriorhodopsin und At- 
mungskette und die dutch einen Protonengradienten angetriebenen 
Systeme wie Natrium-Antiport, Geif~elbewegung und ATP-Synthe- 
tase. b) Darstellung der lichtgetriebenen Protonenpumpe Bakterio- 
rhodopsin. Lichtabsorption verursacht in den prim/iren Schritten 
eine Isomerisation des Retinal-Chromophors. Dadurch wird ein 
Proton aus dem ~tuBeren Protonenleitungskanal in den ZellauBen- 
raum gepumpt. In den nachfolgenden Reaktionen nimmt das Pro- 
tein ein Proton aus dem Zellinnenraum auf und stellt so den Aus- 
gangszustand wieder her 

Aufrechterhaltung der Natriumkonzentration im Zell- 
inneren und schlieBlich zur Bewegung des Bakteriums 
mit Hilfe van GeiBeln. 
In vielen Untersuchungen konnten in den letzten Jah- 
ren wichtige Informationen tiber die mikroskopischen 
Eigenschaften der Protonenpumpe Bakteriorhodopsin 
gefunden werden: Bakteriorhodopsin ist ein Mem- 
bran-Protein, das 248 Aminos/~uren und ein lichtab- 
sorbierendes Farbstoffmolekfil, ein Retinal, enth/ilt. 
Die langgestreckte konjugierte Kette des Retinals liegt 
in der pumpaktiven Form des Bakteriorhodopsins in 
der all-trans-Konfiguration vor (siehe Fig. lb). Es ist 
fiber eine Schiff'sche Base an ein Lysin der Aminos/~u- 
rensequenz des Proteins gebunden. Nach Absorption 
van Licht laufen die folgenden molekularen Vorg~nge 
im Bakteriorhodopsin ab [4-6]"  Retinal wird sehr 
schnell um die 13-Bindung gedreht, d.h. isomerisiert. 
Dadurch wird die Umgebung des Protons an der 

Schiff'schen Base ge~ndert; anschlieBend erfolgt eine 
Deprotonierung der Schiff'schen Base (40 /zs). Mit 
weiteren Isomerisationsbewegungen und einer Repro- 
tonierung der Schiff'schen Base wird anschlieBend in  
ca. 10 ms der Ausgangszustand wieder hergestellt. 
Im Zuge dieses Photozyklus erfolgt der Transport ei- 
nes Protons tiber das Membranprotein, den man sich 
folgendermaBen vorstellen kann: Das Retinalmolekfil 
ist so in das Protein eingebaut, dab es in der N~ihe van 
zwei Protonenleitungskan~len liegt, van denen einer 
mit dem Zellinneren, der andere mit dem Zell~iufSeren 
verbunden ist. Durch die Isomerisierung des Retinals 
werden zun/ichst die Bindungsverh~ltnisse im nach au- 
Ben orientierten Kanal so ge~indert, dab ein Proton an 
den ZellauBenraum abgegeben wird. Durch Rfickbe- 
wegung der deprotonierten Retinal-Schiff's Base wird 
dann ein Proton im zellinneren Kanal zum Retinal 
transportiert und so der Ausgangszustand wieder her- 
gestellt. Lichtenergie wird dabei fiber das Retinal an 
den Transport des Protons tibertragen. Ein Teil der 
Energie liegt schlieBlich in Form eines Protonengra- 
dienten (zwischen Zellinnerem und Zell~iuBerem) ge- 
speichert vor. Da einzelne Schritte dieses Photozyklus 
mit Anderungen des Absorptionsspektrums des Reti- 
nals (d.h. mit einer Nnderung der Farbe des Bakterio- 
rhodopsins) verknfipft sind, lassen sich die reaktiven 
(0berg~nge mit optischen Methoden beobachten. 
In unseren Untersuchungen haben wir zeitaufgelOste 
optische MeBmethoden verwendet, um die prim~iren 
Schritte der Photosynthese van Bakteriorhodopsin 
aufzukl~iren. Diese ersten Schritte sind van besonde- 
rem Interesse, da bei ihnen die wichtigen photophysi- 
kalischen und photochemischen Prozesse, wie Um- 
wandlung van Lichtenergie in elektronische Anregung 
des Retinals und die anschlieBende Anderung der Reti- 
nalkonfiguration, stattfinden, die dann die Vorausset- 
zung ffir die weiteren chemischen Reaktionen darstel- 
lea. 

Methoden zur Untersuchung yon extrem 
schnellen photochemischen Reaktionen 

Im Zug der experimentellen Untersuchungen hat sich 
herausgestellt, dab der Prim~rschritt nach Lichtanre- 
gung van Bakteriorhodopsin auf der Zeitskala van 
10-12 s, d.h. van Pikosekunden, abl~iuft. ZeitaufgelO- 
ste Beobachtungen auf dieser Zeitskala sind nun mit 
den modernsten optischen Methoden mOglich gewor- 
den [7]. Das Prinzip dieser neuen MeBverfahren sei an- 
hand der Skizze im oberen Teil van Fig. 2 erl~utert: 
Man verwendet Lichtimpulse, die kfirzer sind als der 
zu untersuchende molekulare Vorgang. Ein erster An- 
regungsimpuls regt dabei die zu untersuchende Sub- 
stanz an und erzeugt eine _~nderung der Probenab- 
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Fig. 2. Oben: Diagramm zum MefSprinzip, unten: Aufbau der Mel3- 
anordnung. In einem Femtosekundenlaser/Verstarker-System wer- 
den einzelne Lichtimpulse mit extrem kurzer Dauer (80 fs) erzeugt. 
Der Anregungsimpuls wird mit einem teilreflektierenden Spiegel 
(Strahlteiler) vom Ausgangsimpuls abgespalten und in die Proben- 
kiivette fokussiert. Der verbleibende Teil des Ausgangsimpulses 
durchlauft einen Wellenl~ngenwandler und eine optische VerzOge- 
rungsleitung, bevor er den angeregten Teil der Probe abtastet 

sorption. Die ge~inderte Absorption wird dann von ei- 
nem zweiten, um die Zeit tD verz6gerten kurzen Licht- 
impuls abgetastet. 
Der von uns verwendete Versuchsaufbau ist im unte- 
ren Teil yon Fig. 2 schematisch wiedergegeben: In ei- 
nem Femtosekundenlaser werden Lichtimpulse mit ei- 
ner Dauer von 8.10-14 S (80 fs)  hergestellt. Der folgen- 
de Vergleich gibt einen Eindruck for die Kttrze dieser 
Lichtimpulse: In einer Sekunde l~uft Licht etwa von 
der Erde zum Mond, in 80 fs kommt Licht gerade 
0,026 mm (Dicke einer Aluminiumfolie) weit. Der zu- 
nachst schwache Lichtimpuls aus dem Laser durch- 
l~iuft einen Lichtverst~irker [7]. Ein teildurchl~ssiger 

Spiegel spaltet den verstarkten Lichtimpuls in zwei zeit- 
lich synchronisierte Lichtimpulse auf. Der im Bild nach 
rechts laufende Impuls wird in die Probe (L6sung von 
Bakteriorhodopsin-Molekt~len) fokussiert und regt 
dort die Photosyntheseschritte an. Die Wellenl~tnge des 
zweiten Lichtimpulses wird mit Hilfe nichtlinearer op- 
tischer Prozesse ver~indert, ohne dab dabei eine Verl~n- 
gerung der Impulsdauer auftritt [7]. Dieser abtastende 
Lichtimpuls durchl~iuft zun~tchst eine optische VerzO- 
gerungsleitung. In dieser wird durch Verschieben eines 
Spiegelpaares der Abtastzeitpunkt relativ zum Anre- 
gungszeitpunkt verzOgert und diese ZeitverzOgerung 
im Femtosekundenbereich pr~tzise eingestellt. An- 
schliel3end wird das angeregte Volumen der Probe ab- 
getastet. Hinter der Probe mil3t ein Photodetektor die 
transmittierte Energie des Abtastimpulses. So kann die 
zeitabh~ingige Transmission (oder Absorption) der 
Probe far verschiedene Verz6gerungszeiten tD be- 
stimmt werden. In den Mel3kurven tr~igt man dann die 
durch den Anregungsprozel3 erzeugte Absorptions~in- 
derung als Funktion der zeitlichen Verz0gerung tD auf. 
Mit dem vorgestellten Verfahren konnten schnelle Ab- 
sorptions~inderungen mit einer ZeitauflOsung unter- 
sucht werden, die besser war als 10-13 s (100 fs). 

Welche Absorptionskinetiken 
beobachtet man zu Beginn der Photosynthese 
von Bakteriorhodopsin ? 

Ergebnisse von zeitaufgel6sten Messungen an Bakte- 
riorhodopsin sind in Fig. 3 fiar Abtastwellenl~ngen 
von X = 735 nm und X = 850 nm gezeigt [8]. Die Wel- 
lenl~ingen liegen im langwelligen Teil des Spektrums, 
wo ursprttnglich keine Absorption von Bakteriorhod- 
opsin mehr vorliegt. Man beobachtet trotzdem eine 
Absorptionsabnahme, d.h. der Abtastimpuls mul~ 
durch stimulierte Emission in der Probe verstarkt wor- 
den sein. Diese Lichtverstarkung, die ja in jedem Laser 
auftritt, kann nur gefunden werden, wenn sich die 
Molekttle der Probe in einem angeregten elektroni- 
schen Zustand befinden [7]. Wir beobachten also in 
unseren Messungen Anderungen im angeregten elek- 
tronischen Zustand SI des Bakteriorhodopsins. Bei tier 
Wellenl~inge )kpr = 735 nm wird eine Verst~irkungski- 
netik gefunden (Fig. 3a), die mit einer Zeitkonstanten 
7" = 200 fs abf~llt. Messungen bei gr~Beren Wellenl~n- 
gen zeigen einen langsameren Abfall der Verst~irkung 
mit 500 fs (Fig. 3b fttr X = 850 nm). In Qbergangsbe- 
reichen beobachtet man einen biexponentiellen Abfall 
mit den beiden Zeitkonstanten 200 fs und 500 fs. Man 
kann aus diesen Beobachtungen ableiten, dab Bakte- 
riorhodopsin nach optischer Anregung zwei unter- 
schiedliche elektronisch angeregte Zustande einnimmt. 
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Fig. 4. Absorptions~tnderung yon Bakteriorhodopsin, gemessen bei 
660 rim. Hier beobachtet man nach einer schnellen Absorptionser- 
niedrigung am ZeitnuUpunkt eine AbsorptionserhOhung, die dem 
ersten Grundzustandsphotoprodukt  J zuzuschreiben ist. Anschlie- 
Bend erfolgt mit einer Zeitkonstante von 3 ps ein Rfickgang der Ab- 
sorption. In dieser Reaktion geht das Photoprodukt  J in ein zweites 
Photoprodukt  K fiber 

Fig. 3. Absorptions~inderung von Bakteriorhodopsin nach Anre- 
gung mit Femtosekunden-Lichtimpulsen. a) Bei einer Abtastwellen- 
l~tnge X = 735 nm beobachtet man eine Anderung der Probenab- 
sorption mit einer Zeitkonstante von 200 fs. b) Im langwelligen Be- 
reich bei ~k = 850 nm erfolgt der Rtickgang der Absorptionsgnde- 
rung mit einer Zeitkonstante von 500 fs 

Uberraschend ist auger dem Auftreten zweier angereg- 
ter Zustgnde deren kurze Lebensdauer, die auf eine ex- 
trem schnelle photochemische Reaktion hinweist. Zum 
Vergleich: In nichtreaktiven Farbstoffen werden etwa 
100-fach l~tngere S1-Lebensdauern gefunden. 
Weitere Untersuchungen zeigen, dab mit tier Zeitkon- 
stante 500 fs das erste Grundzustands-Photoprodukt 
- genannt J - gebildet wird. Ein Beispiel fiar die 
nachfolgenden Pikosekundenreaktionen gibt eine 
Messung bei 660 nm (Fig. 4): Anschliel3end an eine 
Absorptionserniedrigung nahe am Zeitnullpunkt tritt 
bei dieser Wellenl~nge eine Absorptionszunahme auf. 
Dabei kann eine weitere Dynamik beobachtet werden: 
Mit der Zeitkonstante von 3 ps geht das kurzlebige 
Photoprodukt J in das langlebige Photoprodukt  K 
iaber. Letzteres absorbiert hier (k = 660 nm) schw~i- 
cher als das Produkt J. 
Die 3-ps-Reaktion J--->K beendet die Prim~trreaktio- 
nen. Weitere dynamische Prozesse kOnnen erst auf ei- 
ner sehr viel l~ingeren Zeitskala (Mikrosekunden) be- 
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obachtet werden. Sie sind dann mit den Folgereaktio- 
nen wie der Deprotonierung der Schiff'schen Base, der 
Protonenleitung und den Rtickreaktionen verkntipft. 

Die molekularen Vorgfinge der Primiirschritte 

Neben den vorgestellten Untersuchungen haben wir 
viele weitere Messungen an verschiedenen Abtastwel- 
lenl~ngen und unterschiedlichen Bakteriorhodopsin- 
Proben durchgeftihrt, die die nachstehende Abfolge 
der Prim~irprodukte eindeutig aufzeigen [6, 8 -  10]: 

hv 
B R - - )  BRsl* ) BRslrel ) J ) K " ) . . .  

200 fs 500 fs 3 ps 1,5 Fs 

Anregung Si-Reaktion S1/S0- S 0- 
IJbergang Reaktion 

Die molekularen Vorggmge der Teilreaktionen werden 
im folgenden anhand eines Potentialfl~ichendia- 
gramms (Fig. 5) erl~iutert: Licht der Energie hv regt 
Bakteriorhodopsin (BR) yon der Grundzustands-Po- 
tentialfl~iche ohne Anderung der Kernkoordinaten 
(Franck-Condon-Prinzip) auf die Potentialfl~iche des 
elektronisch angeregten Zustands $I an (Zustand 
BRsl*). Von hier aus fiihrt eine schnelle Reaktion mit 
der Zeitkonstanten rl = 200 fs zum Minimum der Po- 
tentialfl~iche im angeregten elektronischen Zustand $1 



(Zustand BRslrel) .  Ftir diese Reaktion stehen etwa 
15 % der Energie des anregenden Photons zur Verfti- 
gung. Dieser Energiebetrag ist ausreichend, um inner- 
halb der 200 fs den ersten Teil (Rotation um ca. 60 ~ 
einer Isomerisation um die 13-Bindung durchzuftih- 
ren. Die bei dieser Bewegung freiwerdende kinetische 
Energie wird in die vielen anderen Freiheitsgrade des 
Retinalmolekiils dissipiert, so dab eine Rtickbewegung 
l~ings der Reaktionskoordinate nicht mehr m6glich ist. 
Aus dem relaxierten Zustand BRs1 rel erfolgt dann der 
Obergang auf die Grundzustands-Potentialfl~iche. 
Hier wird nun der Rest der Isomerisationsbewegung 
ausgeftihrt, die zum Grundzustandsprodukt J ftihrt. 
Es gibt verschiedene Hinweise daftir, dab bereits hier 
die Isomerisation des Retinalmolektils abgeschlossen 
ist [9, 10]. In der anschliei3enden 3-ps-Reaktion bildet 
sich das zweite Grundzustandsprodukt K. Die spektra- 
len Eigenschaften der beiden Zust~tnde J und K sind 
sehr ~thnlich. Aus diesem Grund kann man annehmen, 
daB w~thrend des J~K-Obergangs  keine wesentlichen 
Anderungen der Retinalkonfiguration auftreten. Of_ 
fensichtlich erfolgen in diesem Schritt Relaxationen, 
die zur Anpassung der Proteinurngebung an die ge~in- 
derte Retinalkonfiguration ftihren. Nach 3 ps sind die 
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Fig. 5. Die Prim~irschritte der Photosynthese von Bakteriorhodop- 
sin, dargestellt in einem Potentialfl~ichendiagramm. Von der 
Grundzustandspotentialfl~iche S O fiihrt das anregende Photon das 
System auf die Potentialflache (Sa) des ersten elektronisch angereg- 
ten Zustandes (Zustand BRsa* ). In einer ersten reaktiven Bewegung 
erfolgt m i t r  = 200 fs der Obergang in den relaxierten Zustand 
BRsl ~e~. Der Rest der Isomerisation erfolgt nach der Rtickkehr auf 
die Grundzustandspotentialfl~che (So) bei der Bildung des ersten 
Grundzustandsphotoprodukts J. Nach 3 ps sind mit der Bildung des 
zweiten Grundzustandsprodukts K die Prim~trreaktionen des Bakte- 
riorhodopsins abgeschlossen 

prim~iren Reaktionen abgeschlossen. Erst nach etwa 
1,5/zs, d.h. mit einer um ca. sechs GrOBenordnungen 
geringeren Geschwindigkeit, laufen die weiteren Fol- 
geprozesse ab. 

Warum sind die Primfirschritte so schnell? 

Die ersten Reaktionen der Photosynthese von Bakte- 
riorhodopsin erfolgen mit einer kaum vorstellbaren 
Geschwindigkeit. Innerhalb von 200 fs nach Absorp- 
tion eines Photons hat das Retinal bereits eine neue 
Anordnung der Kernkoordinaten eingenommen, von 
der aus bereits nach weiteren 500 fs der Obergang in 
ein Grundzustandsprodukt stattgefunden hat. Nach 
weniger als einer Pikosekunde ist also der erste wesent- 
liche Schritt der Photosynthese - die lsomerisation 
um die 13-Bindung des Retinals - beendet. 
Es dr~ingt sich hier die Frage auf, warum die Prim~irre- 
aktion der Photosynthese von Bakteriorhodopsin mit 
dieser extrem hohen Reaktionsgeschwindigkeit ab- 
l~iuft. Wir ftihren dies auf das ganz allgemein in der 
Photosynthese verwendete Reaktionsprinzip zurtick. 
Die Wandlung von Lichtenergie erfolgt tiber einen an- 
geregten elektronischen Zustand S1 eines Farbstoff- 
molektils. AuBer dem gewtinschten photosyntheti- 
schen Reaktionskanal treten Verlustprozesse auf (z.B. 
interne Konversion), die die Anregung schnell (inner- 
halb von 10-11_ 10-10 s) in nutzlose W~irme dissipie- 
ren kOnnen. Dieser Verlust wird vermieden, wenn die 
reaktiven Prozesse bedeutend schneller ablaufen als 
die dissipativen Konkurrenzprozesse. Nut so kann die 
far ein Photosynthesesystem notwendige hohe Quan- 
tenausbeute erzielt werden. 

Die in diesem Beitrag beschriebenen Untersuchungen wurden in Zu- 
sammenarbeit mit Prof. D. Oesterhelt, Prof. W. Kaiser und J. Do- 
bler durchgefiihrt. Die Arbeit wurde von der Deutschen For- 
schungsgemeinschaft im Sonderforschungsbereich SFB 143, ,,Pri- 
m~irprozesse der bakteriellen Photosynthese", gefOrdert. 
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