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1 Einführung

An Bakteriorhodopsin (im Folgenden mit bR
abgekürzt), einem Cytoplasmamembranpro-
tein des Halobakteriums Halobacterium salina-
rium, wird seit Jahren intensiv geforscht und
konnte als erstes Membranprotein strukturauf-
geklärt werden. Als verhältnismäßig einfa-
ches Membranprotein besitzt es in der bio-
chemischen und biophysikalischen Forschung
Modellcharakter, ähnlich dem Wasserstoff-
atom in der Atomphysik und Quantenme-
chanik. In diesem Versuch soll mittels FTIR-
Spektroskopie, einem etablierten und breit
angewendeten Analyseverfahren, das bR nä-
her untersucht werden. Da das bR Protonen
vom Cytoplasma zum Extramedium transpor-
tiert, eine sogenannte Protonenpumpe, stellt
dieses Protein die Energiequelle für die ATP-
Synthase dar. Mit Hilfe der FTIR soll im Rah-
men dieses Versuches die Protonenpumpe un-
tersucht und der Weg des Protons nachvollzo-
gen werden.

– 1 –



701 – Zeitaufgelöste Fouriertransformierte-Infrarot-Spektroskopie
(FTIR) an Bakteriorhodopsin

Paul Katolla
Tobias Krähling

2 Grundlagen

2.1 Biochemische Grundlagen

2.1.1 Proteine

Proteine, auch als einfache Eiweiße bezeichnet,
sind Makromoleküle, die aus Aminosäuren
aufgebaut sind und gehören zu den Grundbau-
steinen aller biologischen Zellen. Abhängig
von der Sequenz der Aminosäuren, d. h. der
Abfolge der einzelnen Aminosäuren in der
Kette, besitzen die Proteine unterschiedlichste
Eigenschaften, wie beispielsweise die Fähig-
keit, Stoffe zu transportieren oder Ionen zu
pumpen, und bestimmen die Zellstruktur.

Basis der Proteine sind die α-Aminosäuren,
die aus dem zentralen C-Atom, einer Carboxyl-
gruppe (−COOH), eine Aminogruppe (−NH2),
einem Wasserstoff sowie einem Aminosäuren-
rest (Seitenkette oder kurz Rest R) bestehen
(siehe Abbildung 1(a)). Mit Ausnahme der ein-
fachsten Aminosäure, dem Glycin, sind alle
natürlichen Aminosäuren asymmetrisch um
das zentrale α-Kohlenstoffatom gebunden –
d. h. die Aminosäuren haben eine Stereoiso-
merie/Chiralität und die beiden Enantiomere1

sind optisch aktiv und drehen die Schwing-
ungsebene von linear polarisierten Licht um
den selben Betrag, jedoch zu entgegengesetz-
ten Richtungen. Üblicherweise werden die bei-
den Enantiomere mit (+) für rechtsdrehend
und (−) für linksdrehend gekennzeichnet. Fi-
scher hatte zur Bezeichnung von konfigurati-
onsisomeren Monosaccharide das D,L-System
eingeführt, die auch in anderen Bereichen ein-
gesetzt wird. Eine D-Konfiguration liegt vor,
wenn die Hydroxylgruppe des Enantiomer
bei der Fischer-Projektion sich auf der rechten

1 Stereoisomere eines chiralen Moleküls, die sich wie
Objekt und Spiegelbild verhalten, werden als Enan-
tiomere bezeichnet.
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Abbildung 1: Struktur der nichtionisierten und
der Zwitterionenform einer Aminosäure

Seite des Verbindungsstamms befindet, ent-
sprechend eine L-Konfiguration, wenn sich
die Hydroxylgruppe auf der linken Seite befin-
det2 (Hauptmann, 1992). Alle α-Aminosäuren,
aus denen Proteine aufgebaut sind, haben L-
Konfiguration und werden auch als proteinoge-
ne Aminosäuren bezeichnet – dabei erfolgt der
Proteinaufbau nur durch 20 verschiedene pro-
teinogene Aminosäuren. Die Aminosäuren lie-
gen in Feststoffen und neutraler, wässriger Lö-
sung als sogenannte Zwitterionen vor, d. h. die
Aminogruppe ist protoniert (−NH+

3 ) und die
Carboxylgruppe deprotoniert (−COO−), siehe
Abbildung 1(b).

Verbinden sich zwei oder mehrere Amino-
säuren, so entsteht zunächst ein Peptid oder
auch Polypeptid unter Abspaltung von Was-
ser (Kondensation, intermolekulare Dehydra-
tisierung, siehe Abbildung 2). Das Struktur-
merkmal der Peptide ist die Peptidbindung,
die planar ist, da die C −N-Bindung partiel-
len Doppelbindungscharakter hat (Mesomerie
oder Resonanz, siehe Abbildung 3). Die sich
so bildenden Aminosäurenketten werden bis
zu einer Länge von ca. 100 Aminosäuren als
Peptide, bei größeren Ketten als Proteine be-
zeichnet – das mit ca. 3600 kDa3 größte be-
kannte menschliche Protein Titin besteht aus
über 30.000 Aminosäuren (Wikipedia, 2009).
Diese Polypeptidketten haben durch die un-

2 Diese Seitenbezeichnung hat jedoch nichts mit der
Drehrichtung des linear polarisierten Lichts zu tun.

3 Ein Dalton (1 Da) ist gleich der atomaren Massenein-
heit u.
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Abbildung 2: Entstehung der Peptidbindung
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Abbildung 3: Mesomerie der Peptidbindung Abbildung 4: Struktur von Aldehyd (links),
Keton (mittig) und Azomethin (rechts)

terschiedlichen Enden (Amino- und Carboxyl-
gruppe) ein festgelegte Richtung. Für die Be-
zeichnung wird an der Aminogruppe begon-
nen und die Sequenz der einzelnen Amino-
säuren bis zur Carboxylgruppe notiert. Als
Hauptkette oder Rückgrat wird die Kette der
sich regelmäßig wiederholende Einheiten be-
zeichnet, an der sich die variablen Seitenket-
ten der einzelnen Aminosäuren befinden. Je
nach Eigenschaften der Seitenketten kann es
zu verschiedenen Faltungen des Polypeptids
kommen, z. B. die α-Helix, bei der die eng
aufgewickelte Hauptkette ein Stabinneres bil-
det und die Seitenketten schraubenartig nach
außen weisen oder das β-Faltblatt, die mehr
eine plattenförmige Gestalt besitzt und bei
der die Polypeptidkette fast völlig gestreckt
vorliegt. Innerhalb eines Proteins können sich
diese Strukturen abwechseln und über eine β-
Schleife auch ihre Richtung umkehren. Diese
räumliche Struktur legt dann die möglichen
Eigenschwingungen des Proteins fest.

2.1.2 Schiff’sche Base

Werden in Aldehyden oder Ketonen das Sau-
erstoffatom durch ein Stickstoffatom ersetzt,
so wird diese Verbindungsklasse als Imine be-
zeichnet. Trägt das Stickstoffatom statt dem
Wasserstoffatom einen anderen zusätzlichen

organischen Rest, so wird dies als Azomethin
oder Schiff’sche Base bezeichnet (siehe Abbil-
dung 4).

2.1.3 Retinal

Das Aldehyd des Retinols (Vitamin A1) wird
als Retinal bezeichnet und gehört zu der Grup-
pe der Carotinoiden und somit zur großen
Gruppe der Terpene. Retinal ist dabei unpolar
und chromophor, absorbiert also Licht. Wird
ein Lichtquant absorbiert, so findet eine Isome-
risierung des Retinals statt. Beispielsweise ist
in den Stäbchen der menschlichen Netzhaut
das Proteid Rhodopsin enthalten, das aus ei-
nem Proteinanteil (dem sogenannten Opsin)
und dem Isomer 11-cis-Retinal aufgebaut ist.
Absorption eines Lichtquants führt zu einer
Konfigurationsänderung von der 11-cis-Form
zur all-trans-Form. Dieses Isomer kann aber
die Bindung zum Opsin nicht aufrechterhal-
ten – die Strukturänderung führt zu einem
elektrischen Impuls, der vom Gehirn als Licht-
eindruck registriert wird. Durch enzymatische
Umwandlung wird die all-trans-Form wieder
in die 11-cis-Form umgewandelt und kann die
Bindung zum Opsin wieder herstellen (Haupt-
mann, 1992; Raven und Johnson, 2001). Bei
dem hier zu untersuchenden bR findet die
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Abbildung 5: Isomere des Retinals

Konfigurationsänderung nicht zu der 11-cis-
Form, sondern zu der 13-cis-Form statt (siehe
Abbildung 5).

2.1.4 Bakteriorhodopsin

bR (siehe Abbildung 6) ist ein integrales Cyto-
plasmamembranprotein des Halobakteriums
Halobacterium salinarium, ein einzelliger Mi-
kroorganismus, der extrem salzhaltige Umge-
bungen bevorzugt (sogenannte extreme Ha-
lophile). Dabei fungiert das bR, das zu den
retinalbindenden Proteinen gehört, bei Licht-
absorption als Protonenpumpe, wobei Proto-
nen aus dem Cytoplasma in das Extramedium
überführt werden und der so entstehende Pro-
tonengradient zur Energiegewinnung für die
ATP-Synthase führt. Wie aus Abbildung 6 er-
sichtlich wird besteht bR aus sieben Helices,
die die Cytoplasmamembran durchspannen,

Abbildung 6: Bakteriorhodopsin

Besonders hervorgehoben sind Retinal (rot), Lysin 216

(cyan), Aspartat 85 (lila), Aspartat 96 (orange), Glutamat

194 (gelb) und Glutamat 204 (blau). Das bR ist in der

Abbildung derart ausgerichtet, das sich oben das extra-

zelluläre Medium und unten das Cytoplasma befindet.

Erstellt aus PDB-Datensatz mit PDB-ID: 1QHJ (DOI:

10.2210/pdb1qhj/pdb)

wobei jeweils drei bR sich zu untereinander
dichtgepackten und hexagonal angeordneten
Trimeren organisieren (siehe Abbildung 7). Je-
des bR besteht aus 248 Residuen (26,8 kD) und
das Retinal (rot in Abbildung 6) ist über eine
Schiff’sche Base kovalent an das Lysin 216 (cy-
an in Abbildung 6) gebunden. Aufgrund der
Trimerorganisation konnte bei bR als erstes
Membranprotein die Struktur aufgeklärt wer-
den und ist Gegenstand intensiver Forschung.
(Kandt, 2003)
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Abbildung 7: AFM-Aufnahme von Bak-
teriorhodopsin. Deutlich zu erkennen ist
die hochreguläre Struktur, in die sich
die Bakteriorhodopsin-Trimere organisieren

(Nelson und Cox, 2004).

Photozyklus

Das Retinal (siehe Abschnitt 2.1.3) besitzt ein
Absorptionsmaximum im nahen Ultraviolett
bei 370 nm und das Opsin im fernen UV bei
280 nm4. Jedoch wird durch die kovalente
Bindung des Retinals an das Protein über
eine Schiff’sche Base das Absorptionsmaxi-
mum des Retinals zu höheren Wellenlängen
in den optischen Spektralbereich verschoben
und das bR erscheint purpurrot (Absorptions-
maximum bei ∼ 560 nm).

Im dunkeladaptierten Zustand liegt das Re-
tinal zu gleichen Teilen in der all-trans- und
der 13-cis-Form vor (Absorptionsmaximum
des bR bei λBR

max = 548 nm), während im licht-
adaptierten Grundzustand nur die all-trans-
Form vorliegt (λBR

max = 568 nm). Wird im licht-
adaptierten Grundzustand ein Photon absor-
biert, so startet der Photozyklus, indem das
Retinal von der all-trans-Form in die 13-cis-
Form übergeht (J-Intermediat). Diese Konfor-

4 Proteine haben im Allgemeinen ihr Absorptionsma-
ximum im UV-Bereich, ihre Farbe erhalten sie nur
durch chromophore Gruppen.

mationsänderung wirkt sich unmittelbar auf
die Schiff’sche Base aus, die zunächst im proto-
nierten Zustand vorliegt. Durch die Isomerisie-
rung des Retinals befindet sich dieses Proton
der Schiff’schen Base nun in einer energetisch
ungünstigen Umgebung und wird an den un-
mittelbaren Wechselwirkungspartner Asp85
abgegeben (M-Intermediat, welches über die
beiden Intermediate K und L erreicht wird).
Zusätzlich wird ein Proton aus der Region
von Glutamat 194 und 204 an die extrazel-
luläre Oberfläche abgegeben. Die deproto-
nierte Schiff’sche Base wird beim M nach N-
Übergang von Asp96, welches sich in der cy-
toplasmatischen Proteinhälfte befindet, repro-
toniert. Asp96 wird seinerseits beim N- nach
O-Übergang reprotoniert, wobei es hier ein
Proton der Cytoplasmaoberfläche aufnimmt.
Im letzten Übergang (O nach BR) wird das
Retinal durch thermische Reisomerisierung
wieder in seine all-trans-Form überführt und
das Asp85 deprotoniert, indem es ein Proton
an die Protonenabgabegruppe in der Region
von Glutamat 194 und 204 abgibt. (Kandt, 2003;
Kuhne, 2008)

Effektiv führt dies pro Photozyklus bei Ab-
sorption eines Photons zu einem Protonen-
transport von der Cytoplasmaoberfläche zur
extrazellulären Oberfläche, wobei jedoch ein
konkretes Proton an der Cytoplasmaoberflä-
che vier Photozyklen benötigt, um an der extra-
zellulären Oberfläche abgegeben zu werden –
in diesem Versuch können jedoch nur drei Zy-
klen beobachtet werden. In Abbildung 8 ist der
Zyklus mit Lage der Absorptionsmaxima in
den einzelnen Intermediaten sowie den Über-
gangszeiten bei Raumtemperatur angegeben
– bei Temperaturen kleiner der Raumtempe-
ratur ist dabei der Photozyklus verlangsamt.
Aufgrund der veränderten Lage der Absorpti-
onsmaxima verändert sich bei einem Photozy-
klus auch die Farbe des bR – während es im
Grundzustand purpurrot erscheint, verändert
es seine Farbe im M-Zustand hin zu gelb.
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Abbildung 8: Der Photozyklus des Bakterior-
hodopsin in vereinfachter Form. Die Indices
der Intermediate geben die Lage der Absorp-
tionsmaxima in nm an, Zeiten bei T = 20 oC

(aus Kandt (2003, S. 18)).

2.2 IR-Spektroskopie

Die Infrarotspektroskopie stellt ein physika-
lisches Analyseverfahren dar und gehört zur
Gruppe der molekülspektroskopischen Ver-
fahren. Bei den molekülspektroskopischen Ver-
fahren wird der Energieaustausch zwischen
elektromagnetischer Strahlung – bei der IR-
Spektroskopie wird Strahlung im Wellenlän-
genbereich von 780 nm bis 1 mm, die Infrarot-
strahlung, verwendet – und den Molekülen
des Analyten beobachtet5. Das Ergebnis wird
dabei in Abhängigkeit von der Frequenz, der
Wellenlänge, der Wellenzahl6 oder der Energie

5 Ausnahme hierbei ist die Massenspektroskopie, die
ebenfalls zu den molekülspektroskopischen Verfah-
ren gehört, jedoch nicht mit elektromagnetischer
Strahlung arbeitet.

6 In der Spektroskopie wird häufig die Wellenzahl statt
der Wellenlänge verwendet und ist definiert als der
Kehrwert der Wellenlänge. Die üblicherweise verwen-
dete Einheit ist cm−1, als Symbol wird häufig ν̃ ver-
wendet.

als Spektrum aufgezeichnet. Moleküle zeigen
bei bestimmten Wellenlängen ein charakteristi-
sches Verhalten, die als sogenannte Banden im
Spektrum sichtbar sind, und erlauben Rück-
schlüsse auf Strukturelemente. Hierdurch ist
es möglich, sowohl eine Identifizierung an-
hand der charakteristischen Banden durchzu-
führen als auch Strukturaufklärung zu betrei-
ben.

Die grundlegende Gesetzmäßigkeit eines ab-
sorptionsspektroskopischen Verfahrens, bei
der die Intensität der transmittierten elektro-
magnetischen Strahlung durch eine Probe be-
stimmt wird – zu dieser Klasse gehört auch die
IR-Spektroskopie –, ist das Lambert-Beer’sche
Gesetz

Iν̃(x) = I0 exp{−κν̃x} (2.1)

mit dem wellenzahlabhängigen Absorptions-
koeffizienten κν̃ und der Probenlänge x. Als
Maß für die Abschwächung der transmittier-
ten Strahlung wird die Extinktion Eν̃ verwen-
det, die definiert ist als

Eν̃ = − log10(Iν̃/I0) (2.2)

und bei Auftragung der Extinktion über die
Wellenzahl (oder Wellenlänge) als Extinktions-
spektrum bezeichnet wird.

Besitzen Moleküle permanente Dipolmomen-
te oder können induzierte Dipolmomente aus-
bilden, so kann durch Absorption von IR-
Strahlung, deren Energie mit den Eigenener-
gien des Moleküls übereinstimmt, das Mole-
kül zu Vibrationen oder Rotationen angeregt
werden. Dies bedeutet, dass der Absorptions-
koeffizient abhängig von der Wellenlänge ist
und somit auch die Extinktion – zu beobachten
sind Extinktionsmaxima und -minima (die Ab-
sorptionsbanden). Je komplexer ein Molekül
ist, desto mehr Banden sind zu beobachten,
die sich auch überlagern können und dadurch
eine Zuordnung der Banden zu den einzel-
nen Strukturen des Moleküls erschweren oder
gar unmöglich machen. Veränderungen des
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Moleküls zeigen dabei direkt ein anderes Ex-
tinktionsspektrum, da dies zu Veränderungen
der Eigenschwingungen führt. Dies wird bei
der Analyse von komplexen Molekülen in der
Differenzspektroskopie ausgenutzt. Durch Än-
derungen von Bindungen bei einzelnen Reak-
tionsschritten oder dem gezielten Austausch
von Atomen mit dessen Isotopen (hier ändern
sich durch die unterschiedlichen Massen die
Eigenschwingungen, jedoch nicht die chemi-
schen Eigenschaften) können die Spektren vor
und nach der Änderung miteinander vergli-
chen werden und die beteiligten Gruppen iso-
liert werden.

2.2.1 IR- versus FTIR-Spektroskopie

Abhängig vom zu untersuchenden Spektral-
bereich kommen für beide Techniken, IR- und
FTIR-Spektroskopie, die selben Strahlungs-
quellen zum Einsatz. Für den nahen bis mittle-
ren Infrarotbereich (NIR/MIR, Wellenlängen-
bereich 0,8 . . . 2,5µm) kommen die kontinu-
ierlichen, thermischen Strahlungsquellen (an-
nähernd Planck’sche Strahler) Globar (λ =

1 . . . 40µm), Nernststifte (λ = 0,4 . . . 20µm)
und Chrom-Nickel-Drähte (λ = 0,75 . . . 20µm)
zum Einsatz (Harvey, 2000) – in diesem Ver-
such wurde ein Globar als Strahlungsquelle
eingesetzt. Auch die Wahl des Detektors unter-
scheidet sich bei den beiden Techniken nicht
grundsätzlich, hier stehen verschiedene Detek-
toren zur Verfügung, die sich hinsichtlich ihrer
Reaktionszeit und Detektionslimit unterschei-
den (siehe z. B. McCarthy und Kemeny (2001)).
Häufig, wie auch in diesem Versuch, wird ein
HgCdTe-Detektor (engl. MCT) eingesetzt, der
eine schnelle Reaktionszeit und eine sehr hohe
Sensitivität aufweist. Nachteil dieses Detek-
tors ist, das dieser mit flüssigem Stickstoff ge-
kühlt werden muß, da die zu detektierenden
Photonenenergien im Bereich der thermischen
Energien bei Raumtemperatur liegen und so-
mit eine Detektion nicht oder nur mit einem

schlechten Signal-zu-Hintergrund-Verhältnis
möglich wäre.

Bei der IR-Spektroskopie wird das von der
Probe transmittierte Licht durch ein dispersi-
ves Element (Prima oder Gitter) spektral zer-
legt und schmale Wellenlängenbereiche durch
Spiegel und Blenden auf den Detektor gelenkt
(die Kombination aus dispersiven Element,
Spiegel und Blenden fungiert als Monochro-
mator). Durch Veränderung des Strahlengangs
(Spiegelstellung) oder der Detektorposition
kann dann der zu untersuchende Wellenlän-
genbereich abgefahren und detektiert werden.
Nachteil dieser Methode ist die Dauer einer
Messung und eignet sich daher nur einge-
schränkt für die zeitkritische Analytik, son-
dern eher für zeitlich stabile Proben.

Im Gegensatz dazu wird bei der FTIR zeit-
gleich das gesamte Spektrum aufgenommen
– in Form eines Interferogramms – und mit-
tels Fouriertransformation in ein Spektrum
umgerechnet – der Vergleich zweier solcher
Spektren liefert anschließend ein Extinktions-
spektrum. Die zeitgleiche Aufnahme erfordert
aber einen wesentlich höheren technischen
Aufwand als bei der IR-Spektroskopie. Neben
der Notwendigkeit, die Fouriertransformation
durchzuführen (mittels Computer) wird ein
Michelson-Interferometer sowie ein Laser zur
genauen Positionsbestimmung des bewegli-
chen Spiegels benötigt (siehe Abbildung 9).

Die kontinuierliche IR-Strahlung der IR-
Strahlungsquelle wird über eine Blende in das
Interferometer eingekoppelt und am Strahltei-
ler in zwei Teilstrahlen, die senkrecht zuein-
ander angeordnet sind, aufgeteilt. Einer der
Teilstrahlen wird an einem festen Spiegel re-
flektiert, durchläuft ohne Richtungsänderung
des Strahlteiler sowie die Probe und trifft auf
den Detektor. Der zweite Teilstrahl wird an ei-
nem beweglichen Spiegel reflektiert, am Strahl-
teiler um 90o abgelenkt, durchläuft ebenfalls
die Probe und trifft auf den Detektor. Beide
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Abbildung 9: FTIR-Spektrometer

Teilstrahlen interferieren miteinander – abhän-
gig von der Position des beweglichen Spiegels
verändert sich die Interferenzamplitude. Bei
monochromatischen Licht würde bei einem
Längenunterschied der beiden Teilarme von
λ/4 eine destruktive Interferenz auftreten, bei
gleichlangen oder einem Längenunterschied
von λ/2 konstruktive Interferenz (maximale
Intensität). Wird stattdessen polychromatische
Strahlung verwendet, ist die maximale Inten-
sität nur bei gleichen Längen der beiden Arme
zu beobachten, da hier alle Wellen konstruktiv
miteinander interferieren. Bewegt man einen
Spiegel nun von dieser Ausgangsposition wei-
ter weg, so wird eine Abnahme der maximalen
Amplitude beobachtet, da nicht mehr alle Wel-
len konstruktiv miteinander interferieren. Aus
der Ortskoordinate des beweglichen Spiegels
und der gemessenen Amplitude kann dann
mittels Fouriertransformation das ortsabhän-
gige Spektrum in ein wellenzahlabhängiges
Spektrum transformiert werden.

Der analysierbare Spektralbereich wird zu
kürzeren Wellenlängen hin durch den Ab-
stand der Messpunkte im Interferogramm be-
grenzt und das erreichbare Auflösungsvermö-

gen hängt, neben der Gesamtweglänge, die der
Spiegel durchläuft, wesentlich von der Ortsbe-
stimmung des beweglichen Spiegels ab. Dies
kann jedoch verhältnismäßig einfach und mit
hoher Präzision über die monochromatische
Interferenz eines Laserstrahls erfolgen. Hierzu
wird (siehe Abbildung 9) zusätzlich ein HeNe-
Laserstrahl in den Strahlengang des Interfe-
rometers eingekoppelt, noch vor der Probe
wieder ausgekoppelt und zu einem eigenen
Detektor gelenkt. Die periodische Modulation
der Laserstrahlintensität durch selbstinterfe-
renz kann für die Positionsbestimmung des
Spiegels verwendet werden, bei entsprechend
stabilen Lasern kann eine sehr hohe Wellen-
zahlgenauigkeit hin bis zu 0,001 cm−1 erreicht
werden.

Zusammengefasst lassen sich folgende Vor-
teile der FTIR- gegenüber der dispersiven IR-
Spektroskopie aufführen:

I Während der Messung trägt stets der
gesamte Spektralbereich zum Signal bei,
während bei einem Monochromator je-
weils nur ein schmaler Ausschnitt dar-
aus auf den Detektor gelangt. Dieser
Multiplex-Vorteil verkürzt die Messzeit
wesentlich.

I Statt schmaler (Monochromator-)Spalte,
die für ein hohes Auflösungsvermögen in
der IR-Spektroskopie erforderlich sind, je-
doch den Strahlungsfluss begrenzen, kön-
nen größere Blenden verwendet werden.
Damit kann die Signalintensität und somit
das Signal/Rausch-Verhältnis verbessert
werden (Jaquinot-Vorteil).

I Durch Einsatz eines Lasers für die Posi-
tionsbestimmung der Spiegel kann ein
sehr hohe Wellenzahlgenauigkeit und so-
mit eine hohe Auflösung erreicht werden
(Connes-Vorteil).

Nachteil dieser Methode ist jedoch, dass es
sich um ein indirektes Messverfahren handelt,
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wodurch die Fehlererkennung erschwert wird.
Zusätzlich stellt dies hohe technische Anforde-
rungen (stabile Laser, aufwendige Transforma-
tion und dadurch bedingten Rechnereinsatz)
und somit Kosten dar.

3 Durchführung der Messung

Bei dem verwendeten FTIR-Spektrometer han-
delt es sich um eine kompakte und abgekapsel-
te Einheit. Die Bedienung des Gerätes ist nahe-
zu vollständig über eine spezielle PC-Software
realisiert, so dass alle relevanten Einstellungen
am PC-Bildschirm zeitsparend durchgeführt
werden können. Vor Beginn der Messung ist
die zu untersuchende bR-Probe einzubauen
sowie die Kühlung des HgCdTe-Detektors mit-
tels flüssigen Stickstoff sicherzustellen. Um die
Wartezeit bis zur Dunkeladaption der Probe zu
vermeiden ist es zweckmäßig, eine vorgekühl-
te und dunkeladaptierte Probe zu verwenden.
Die Temperatur der Probe wird während der
gesamten Messung mithilfe eines Umlaufther-
mostats bei einem konstanten Wert von 5 oC
gehalten – diese Kühlung sorgt einerseits für
konstante Analysebedingungen, andererseits
wird die Protonenpumpe hierdurch verlang-
samt und ermöglicht damit einen besseren
messtechnischen Zugang.

3.1 Beurteilung der Probenqualität

In der (FT)IR-Spektroskopie kann der Wasser-
gehalt einer Probe entscheidend für die Qua-
lität der Messergebnisse sein, da Wasser im
IR-Bereich stark ausgeprägte Banden besitzt
und Banden der Probe hierdurch überlagert
werden können. bR benötigt einerseits Was-
ser, damit der Photozyklus überhaupt durch-
laufen werden kann. Anderseits erhöht eine
hohe Wasserkonzentration die Absorption im
Bereich der Amid-I-Bande bei ca. 1660 cm−1.

Durch die Überlagerung der Absorptionsban-
den von Wasser mit der Amid-I-Bande verrin-
gert sich die Transmittivität in diesem Bereich,
so dass das Signal-Rausch-Verhältnis und so-
mit die Qualität des Messsignals in diesem
Spektralbereich ebenfalls sinken.

Vor Beginn der Messungen konnte anhand des
Wassergehalts der Probe die Probenqualität
abgeschätzt werden. Hierzu wurde ein FTIR-
Einkanalspektrum im Wellenzahlbereich von
1000 cm−1 bis 1900 cm−1 mit einer spektralen
Auflösung von 4 cm−1 aufgenommen. Unter
Zuhilfenahme der PC-Software OPUS sind die
Werte für die Spiegelgeschwindigkeit schritt-
weise auf 320 kHz erhöht worden7, wobei die
Apertur 5 mm und die Anzahl der Mittlungen
200 betrugen. Die gemessene Intensität Imess im
Wellenzahlbereich der Amid-I-Bande soll hier-
bei mindestens 10 % der maximalen Intensität
Imax betragen. Der mit Hilfe der PC-Software
OPUS ermittelte Wert für die Intensität Imess lag
lediglich bei 5 %. Folglich ist der Wassergehalt
der Probe zu hoch und die verwendete Probe
demzufolge von geringerer Qualität (Hauser,
2000). Auf ein drehen oder verschieben der
Probe, um einen Bereich der Probe zu finden,
in dem eine geringere Wasserkonzentration
vorliegt (die Wasserverteilung ist inhomogen
in der bR-Probe), wurde verzichtet und er-
wartet wird für die folgenden Messungen ein
schlechteres Signal-Rausch-Verhältnis.

3.2 Licht-Dunkel-Differenzspektrum

Bei der Differenzspektroskopie werden die
spektralen Unterschiede zwischen zwei ver-
schiedenen Zuständen einer Probe aufgezeigt.
Dazu wird zunächst das Referenzspektrum
der dunkeladaptierten Probe aufgenommen.
Die Einstellungen am Spektrometer entspre-
chen dabei denjenige aus dem vorherigen Ab-

7 Dies ist die Anzahl der abgetasteten Nulldurchgänge
des Lasersignals pro Sekunde, siehe Abschnitt 2.2.1.

– 9 – v1.1 – 15.01.2010



701 – Zeitaufgelöste Fouriertransformierte-Infrarot-Spektroskopie
(FTIR) an Bakteriorhodopsin

Paul Katolla
Tobias Krähling

schnitt. Anschließend wird die Probe mit Hilfe
des zuvor gestarteten Pulslasers eine Minute
lang belichtet. Um eine unbeabsichtigte In-
betriebnahme des Pulslasers zu vermeiden er-
folgt die Lasersteuerung über eine individuelle
PC-Software in Kombination mit einer exter-
nen Steuerungseinheit. Es wurden fünf Trans-
missionsspektren der lichtadaptierten Probe
aufgenommen, siehe Tabelle 1.

i Zeit nach ausschalten des Lasers

1 direkt

2 eine Minute

3 zwei Minuten

4 sieben Minuten

5 zwölf Minuten

Tabelle 1: Zeiten der Messungen für die Licht-
Dunkel-Differenzspektroskopie

Mit Hilfe der PC-Software OPUS konnten die
aufgenommenen Transmissionsspektren mit
dem Referenzspektrum der dunkeladaptier-
ten Probe in Bezug gebracht und die Dif-
ferenzspektren berechnet werden. Anschlie-
ßend wurden diese Differenzspektren in Ab-
bildung 10 (im Anhang) graphisch dargestellt,
wobei den charakteristischen Peaks entspre-
chende Wellenzahlen zugeordnet wurden. Ge-
mäß den Wellenzahlen lassen sich die an der
Reaktion beteiligten Teile des Proteins identi-
fizieren, deren Zuordnung man Tabelle 2 ent-
nehme. Aus der Zuordnung in Tabelle 2 wird
auch ersichtlich, dass die Schwingungen bei
Doppelbindungen von gleichen Atomen bei
höheren Wellenzahlen absorbieren als diejeni-
gen mit Einfachbindungen. Dies ist dadurch
begründet, dass eine Doppelbindung eine stär-
kere und starrere Bindung kennzeichnet, was
einer höheren „Federkonstanten“ zwischen
den beiden Atomen entspricht (wenn man
dass Modell zweier Kugeln mit einer Feder
verwendet). Eine höhere Federkonstante hat
aber eine höhere Schwingungsfrequenz zur

Folge, also einer höheren Wellenzahl. Anzu-
merken sei noch, dass bei Doppelbindungen
keine Rotationsschwingungen auftreten kön-
nen, sondern nur Biege- oder Streckschwin-
gungen.

Zu erwarten ist, dass nach ausschalten der
Belichtung der lichtadaptierte Zustand der bR-
Probe (siehe Abschnitt 2.1.4) in den dunkelad-
aptierten Zustand zerfällt. Abbildung 10 zeigt
also die Veränderung der bR-Probe durch den
lichtadaptierten Zustand, die Peaks sollten auf-
grund der Relaxation in den dunkeladaptier-
ten Zustand im zeitlichen Verlauf niedriger
werden und bei der Rückkehr in den dunke-
ladaptierten Zustand keine Extinktion zu be-
obachten sein. Wie jedoch an Abbildung 10
zu erkennen ist, senkt sich die Grundlinie
bereits im zeitlichen Verlauf (gut im Bereich
ν̃ > 1700 cm−1 zu beobachten), was auf eine
zeitlich instabile Probe oder andere zeitlichen
Instabilitäten im Aufbau hinweist. Der erwar-
tete Verlauf, dass die Höhe der Peaks mit der
Zeit abnimmt, ist unter Berücksichtigung der
Basislinienverschiebung nur bei kleineren Wel-
lenzahlen zu beobachten, bei höheren ist dies
nicht zu beobachten.

3.3 Fast-Scan-Messung

Für die Durchführung der folgenden Mes-
sung wird über die PC-Software OPUS ein Ma-
kro gestartet. Dieses synchronisiert die Bewe-
gung des beweglichen Spiegels am Michelson-
Interferometer mit den Laserpulsen des Belich-
tungslasers. Insgesamt werden während der
Messung 200 Messzyklen durchfahren, wo-
bei 32 Interferogramme je Zyklus aufgenom-
men und gespeichert werden. Nach Abschluss
der Messung erfolgt eine Mittlung über alle
200 Messzyklen. Aus den erhaltenen Interfe-
rogrammen werden automatisch die Spektren
berechnet und in eine einzige Datei als dreidi-
mensionaler Datensatz abgelegt. Für die Aus-
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wertung der Kinetik sind die Hauptbanden
bei folgenden Wellenzahlen von Interesse:

ν̃ [cm−1] Proteinteil

1758 Asp85

1742 Asp96

1527 Rückgrat

1186 Schiff’sche Base

Erwartet wird dabei, das die Extinktion bei
einer Protonierung steigt und bei einer De-
protonierung fällt – dies liegt darin begrün-
det, dass bei einer Protonierung die Absorp-
tionsfrequenz verschoben wird. Durch Aus-
wertung der Kinetik dieser Banden können
Aussagen über deren Protonierungszustand
während des Photozyklus getroffen werden
(Abbildung 13–16). Die weitere Analyse der
Daten wird auf einem Linux-PC unter Zuhilfe-
nahme der numerischen Mathematiksoftware
Matlab durchgeführt, wobei ein sogenanntes
Global-Fit-Modell Anwendung findet. Bei die-
sem Modell geht man davon aus, dass die
einzelnen Übergänge zwischen den Interme-
diaten beim Photozyklus des bR Reaktionen
erster Ordnung darstellen. Demzufolge las-
sen sich deren Zeitverläufe durch eine Sum-
me von Exponentialfunktionen beschreiben
(Bolwien, 2002). Die Global-Fit-Analyse wur-
de zunächst mit nur einer Exponentialfunkti-
on durchgeführt. Dabei zeigte sich, dass eine
monoexponentielle Anpassung der Messdaten
nicht ausreichend ist. Die zeitliche Intensitäts-
änderung der Asp85-Bande wird durch diese
hinreichend gut beschrieben, die Kinetik der
Schiff’schen Base dagegen nicht (siehe Abbil-
dung 11).

Eine gute Anpassung an die Messdaten wurde
mit einer biexponentiellen Funktion erreicht
(Abbildung 12–16). Dies scheint plausibel, da
die eine Exponentialfunktion die Anregung
eines Zustandes, die zweite eine Abregung

beschreibt – daraus folgt auch, dass die Zeit-
konstante der Anregung kürzer sein muss als
diejenige der Relaxation, so dass die Zustands-
änderung sichtbar wird. Mittels der durchge-
führten Global-Fit-Analyse konnten zwei Zeit-
konstanten τ1 = 9,3 ms und τ2 = 37,2 ms ermit-
telt werden. Für die erhaltenen Zeitkonstanten
konnten entsprechende Literaturwerte ermit-
telt werden (Rammelsberg (1999): τ1 ≈ 3 ms,
τ2 ≈ 32 ms bei T = 20 oC; Gerwert et al. (1990):
τ1 ≈ 2 ms, τ2 ≈ 29 ms bei T = 5 oC). Die Ab-
weichung zwischen Literatur und Messwert
ist vor allem bei τ1 relativ groß.

Die Lebensdauer der Intermediaten beim bR-
Photozyklus hängt von der Temperatur ab, bei
der die Reaktion abläuft. Durch Absorption
eines Photons wird beim bR der Photozyklus
initiiert, wobei die nachfolgenden Zwischen-
schritte J bis BR (vgl. Abbildung 8) thermisch
durchlaufen werden. Wird die Temperatur der
bR-Probe verringert, so wirkt sich dieses stabi-
lisierend auf die Lebensdauer der Intermedia-
ten aus. Die Dauer des Photozyklus kann da-
mit wesentlich verlängert werden. Bei hinrei-
chend tiefen Temperaturen ist es möglich, den
Photozyklus in einem bestimmten Interme-
diaten „einzufrieren“. Entsprechend Gerwert
et al. (1990) liegen Literaturwerte vor, die bei
gleicher Probentemperatur bestimmt wurden.
Demnach kann eine mögliche Temperaturdif-
ferenz als Begründung für diese Abweichung
nicht herangezogen werden.

Möglicherweise lässt sich der Unterschied
zwischen Literatur und Messwert auf das
aus der geringen Probenqualität resultierende
schlechte Signal-Rausch-Verhältnis zurückfüh-
ren. Darüber hinaus ist nicht bekannt, bei wel-
chem pH-Wert und gegebenenfalls Druck der
bR-Probe die Messdaten erfasst wurden, so
dass deren Einfluss auf die Lebensdauer nicht
untersucht werden kann. Weiterhin kann man-
gels der erforderlichen Software nicht über-
prüft werden, ob der Fehler an der durchge-
führten Global-Fit-Analyse liegt.
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Wovon hier nicht auszugehen ist – aber prinzi-
piell zu einer Veränderung der Lebensdau-
er führt – ist die Untersuchung eines bR-
Mutanten statt dem Wildtyps. Beispielswei-
se wird beim bR-Mutanten BR-D96N die 96
Aminosäure Aspartat (D) gegen Asparagin
(N) ausgetauscht. Dieser Austausch kann eine
deutliche Verlängerung der Lebensdauer von
Intermediat M bewirken, da bedingt durch die
Abwesenheit von Asp96 die Reprotonierung
der Schiff’schen Base verzögert abläuft. Durch
die Zugabe von Azid lässt sich die Lebensdau-
er des Zwischenzustandes M beim Mutanten
BR-D96N wieder verkürzen.

Die Zeitkonstante τ1 beschreibt die Protonie-
rung der Schiff’schen Base als auch die De-
protonierung von Asp96 beim Übergang von
Intermediat M nach N – das Maximum der
Protonierung bzw. Deprotonierung liegt bei
∼ 20 ms vor. Abbildung 14 und 16 zeigen, dass
diese beiden Vorgänge zeitgleich erfolgen, al-
so Asp96 sein Proton an die Schiff’sche Base
abgibt (vgl. Abschnitt 2.1.4). Die Zeitkonstante
τ2 beschreibt die Deprotonierung von Asp85
und die Wiederherstellung des Grundzustan-
des (Abbildung 13) nach ca. 100 ms. Der Proto-
nenakzeptor Asp85 wird von der Schiff’schen
Base beim Übertritt von L zum M Intermediat
protoniert. Die Deprotonierung von Asp85 er-
folgt während das Protein relaxiert, wobei der
Übergang vom Intermediat O zu BR vollzogen
wird.

Asp96 wird mit der Zeitkonstanten τ1 depro-
toniert, wobei die entsprechende Hauptban-
de entsteht (Abbildung 14). Die Protonierung
wird durch τ2 widergegeben während das Pro-
tein den Grundzustand annimmt. Asp96 wird
beim Übergang von Zwischenzustand M zu
N deprotoniert. Der Protonendonor Asp96 re-
protoniert dabei die Schiff’sche Base. Beim
Übergang von N zum O Intermediat nimmt
Asp96 wieder ein intrazelluläres Proton auf.

Die Kinetik des Peptidrückgrats gibt die Kon-
formationsänderung des Retinals bei der Re-
laxation des Proteins mit der Zeitkonstanten
τ2 wieder (Abbildung 15) – die Relaxation ist
ebenfalls nach etwa 100 ms abgeschlossen.

Die Schiff’sche Base ist ausschließlich im In-
termediat M deprotoniert vorzufinden, wobei
diese beim Übergang von M zum N Intermedi-
at von Asp96 reprotoniert wird (Abbildung 16).
Die Hauptbande der Schiff’schen Base ent-
steht mit einer Zeitkonstanten τ1, wobei dies
die Reprotonierung der Schiff’schen Base aus-
drückt. Der Zerfall der Hauptbande mit der
Zeitkonstanten τ2 kennzeichnet die Rückkehr
des Proteins in den Grundzustand, dabei ist
die Schiff’sche Base immer noch protoniert.
Daraus lässt sich folgern, dass das Retinal die
all-trans-Form angenommen hat. Im Grundzu-
stand ist die Schiff’sche Base immer protoniert,
wobei die Bande nur auftritt, wenn das Retinal
in der 13-cis-Form vorliegt.

Vergleicht man die Amplitudenspektren zu
den Zeitkonstanten τ1 und τ2 mit den realen
Messwerten zu diesen Zeiten, so wird deut-
lich, dass diese unterschiedlich gut überein-
stimmen (siehe Abbildung 17). Das Ampli-
tudenspektrum zu der Zeitkonstanten τ2 ist
bis auf eine Intensitätsdifferenz nahezu ana-
log zu dem Messwert bei 43 ms. Hingegen
weist das Amplitudenspektrum bezüglich τ1

deutliche Unterschiede in Intensität und Ver-
lauf im Vergleich mit dem realen Messwert bei
8 ms – jedoch große Ähnlichkeit mit den realen
Messwerten zu Zeit 43 ms und somit auch zum
Amplitudenspektrum zur Zeitkonstanten τ2.
Diese Unterschiede liegen darin begründet,
da bei späteren Zeiten die erste Exponential-
funktion bereits abgeklungen ist und nur noch
die zweite Exponentialfunktion für die letzten
Änderungen repräsentativ ist. Daher stimmt
das Amplitudenspektrum zur Zeitkonstanten
τ2 mit den Extinktionen zu späteren Zeiten
überein, während bei früheren Zeiten die Ex-
tinktion von beiden Zeitkonstanten beeinflußt
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wird, was zur Folge hat, dass Unterschiede
zu beobachten sind. Zu beachten ist hierbei,
dass sich Differenz- und Amplitudenspektren
auf unterschiedliche Bezugspunkte beziehen
– während sich Differenzspektren jeweils auf
den Grundzustand beziehen, ist bei Amplitu-
denspektren der Bezugspunkt der Zustands-
übergang.

4 Fazit

Bei den durchgeführten Untersuchungen des
Mechanismus der lichtgetriebenen Protonen-
pumpe Bakteriorhodopsin mittels zeitaufgelö-
ster FTIR-Spektroskopie konnte dessen Pho-
tozyklus nachvollzogen werden. Desweiteren
konnte die wissenschaftliche Suche bei der
Identifikation der einzelnen Peaks im Licht-
Dunkel-Differenzspektrum geschult werden.
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Anhang: Tabellen und Spektren

i ν̃ [cm−1] beteiligte Teile des Proteins

1 1665 Amid-I und Wasser, C = O Streckschwingung [2]

2 1642 protonierte Schiff’sche Base, C = NH+ Streckschwingung [4,6]

3 1579 C14 = C15 Streckschwingung [5]

4 1538 Amid-II, N −H Biegeschwingung [1]

5 1526 Ethylenbande des Chromophors, C = C Streckschwingung [6]

6 1445 CH3 Deformationsschwingungen [3,5]

7 1345 N −H Biegeschwingung in der Ebene der Schiff’schen Base gekoppelt mit
C15 −H Deformationsschwingung [6]

8 1254 Kopplung von Moden im Bereich der Schiff’schen Base mit Moden von
Lysin 216 (N −H und C15 −H Biegeschwingungen) [6]

9 1214 Fingerprint-Bereich [5,6], C8 − C9 Streckschwingung

10 1201 Fingerprint-Bereich [2,6], C14 − C15 Streckschwingung (all-trans-Form) [2]

11 1182 Fingerprint-Bereich [2], C14 − C15 Streckschwingung (13-cis-Form) [2]

12 1169 Fingerprint-Bereich [2], C14 − C15 Streckschwingung (all-trans-Form) [2]

13 1124 Fingerprint-Bereich, C − C Streckschwingung vom bR568 [7,8]

14 1075 ?

Tabelle 2: Zuordnung der Peaks im Differenzspektrum

Referenzen für die Zuordnungen:

[1] Kuhne (2008), [2] Herbst (2002), [3] Peters (2005), [4] Gerwert et al. (1990), [5] Smith et al.
(1987), [6] Hauser (2000), [7] Terpugov und Degtyareva (2001), [8] Terner et al. (1977)

Für die Absorptionsbanden bei 1075 cm−1 konnte keine Zuordnung gefunden werden.
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Abbildung 11: Monoexponentieller Global-Fit für Aspartat 85 und Schiff’sche Base. Aus den
Abweichungen zwischen Messwerten und Modell wird ersichtlich, dass ein monoexponentieller

Ansatz für die Beschreibung nicht ausreicht.
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Abbildung 12: Biexponentieller Global-Fit am Beispiel von Aspartat 85 und Aspartat 96,
ersichtlich ist die gute Übereinstimmung zwischen Messwerten und Modell.
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Abbildung 13: Kinetik der Aspartat 85 Hauptbande ist nahezu ausschließlich anhand τ2

widergegeben, nach ∼ 100 ms ist der Grundzustand erreicht.
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Abbildung 14: Kinetik der Aspartat 96 Hauptbande, das Maximum der Deprotonierung wird
nach ∼ 20 ms erreicht.
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Abbildung 15: Kinetik des Peptidrückgrats, invers zu Aspartat 85 (Abbildung 13).
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Abbildung 16: Kinetik der Schiff’schen Base, invers zu Aspartat 96 (Abbildung 14)
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Abbildung 17: Amplitudenspektren (rot) zu den beiden Zeitkonstanten τ1 oben und τ2 unten
mit den jeweiligen realen Messwerten (blau) in diesem Zeitbereich (8,4 ms oben und 43,4 ms

unten.
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