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8.1 Übergangsraten in Abhängigkeit von der Fluoreszenzamplitude α2 . . 78
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Kapitel 1

Einleitung

Photoautotrophe Organismen, wie beispielsweise Grünalgen und grüne Pflanzen,
sind in der Lage, aus anorganischen Nährstoffen alle Substanzen, die für den nor-
malen Ablauf der Stoffwechselprozesse nötig sind, selbständig zu produzieren. Die
dazu notwendige Energie gewinnen sie durch Absorption von Photonen in speziel-
len Pigment–Protein–Komplexen, den sogenannten Antennen, und der Wandlung
in chemische Energie in der Photosynthese. Ein Teil der absorbierten Energie wird
von diesen Antennenpigmenten jedoch wieder als Fluoreszenz abgestrahlt. Dabei
hängt die Fluoreszenzquantenausbeute von der Gesamtbilanz aller konkurrierender
Folgeprozesse ab, also auch von der Effizienz der Photochemie. Zustandsänderungen
des Photosyntheseapparates haben also auch Einfluß auf dessen photophysikalische
Eigenschaften. Daher kann die Messung der Fluoreszenz Informationen über den
Zustand und die Funktionsweise des Photosyntheseapparates liefern.

Neben der Auswertung von Fluoreszenzuntersuchungen ungestörter Organismen
können weitere Erkenntnisse zur Entwicklung und Überprüfung von Modellen für
die Photosynthese gewonnen werden, indem gezielte Eingriffe am System vorgenom-
men werden und deren Wirkung auf Fluoreszenzparameter beobachtet wird. Solche
Veränderungen werden in der Regel entweder durch chemische Präparation oder
durch die Züchtung von Mutanten mit den gewünschten Eigenschaften erreicht. Der
Nachteil dieser Methoden liegt in der Irreversibilität der Eingriffe und damit der
dauerhaften Veränderung oder Zerstörung der Proben. Das kann unerwünschte und
kaum abschätzbare Nebenwirkungen zur Folge haben.

Durch geeignete additive Beleuchtung eines photosynthetischen Systems vor oder
während der Messung ist es jedoch möglich, solche gezielten Zustandsänderungen des
Photosyntheseapparates auch noninvasiv zu präparieren. So kann mit der neu ent-
wickelten Methode des optischen Pumpens mit zusätzlichen sättigenden Pulsen der
Elektronentransport in photosynthetischen Organismen reversibel blockiert werden.
Aus Messungen an derart präparierten Proben können Rückschlüsse auf Wirkungs-
weise und –ort verschiedener Störungen gewonnen werden, ohne die Organismen
durch den sonst notwendigen biochemischen Eingriff zu zerstören.

Neben solchen Zustandsänderungen, die durch äußere Parameter induziert wer-
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den, zeigen photosynthetische Organismen nach Dunkeladaptation ein besonderes
dynamisches Verhalten: mit Beginn der Beleuchtung setzt ein über mehrere Minuten
dauernder Einschwingvorgang des Photosyntheseapparates ein. Dieser sogenannte
Kautsky–Effekt spiegelt sich in Variationen der Fluoreszenzintensität vom Mikrose-
kunden- bis in den Minutenbereich wider und wird daher auch Fluoreszenzinduktion
genannnt. Möchte man neben der transienten Messung dieser Intensitätsänderungen
detailliertere Untersuchungen während des nichtstationären Übergangs vornehmen,
steht man vor dem Problem, daß sich der Zustand des Organismus in viel kleineren
Zeitintervallen ändert, als sie für die Durchführung einzelner Messungen notwen-
dig sind. So benötigt zum Beispiel die Aufnahme von Fluoreszenzabklingkurven
nach dem Prinzip des zeitkorrellierten Einzelphotonenzählens typischerweise mehre-
re Minuten, innerhalb derer sich das zu untersuchende System in einem stationären
Zustand befinden muß. Daher werden solche Messungen während nichtstationärer
Übergänge möglich, wenn es gelingt, stationäre Zwischenzustände zu erzeugen und
für eine ausreichend lange Zeit zu erhalten.

Zur Untersuchung der Fluoreszenzinduktion wurde daher ein Fließsystem zum
variablen optischen Pumpen von Grünalgen entwickelt, mit dem diese für eine de-
finierte Zeit vorbeleuchtet und für die notwendige Meßdauer von Fluoreszenzab-
klingkurven und Fluoreszenzspektren in einem dieser Zwischenzustände festgehalten
werden können.

In der vorliegenden Arbeit werden die Entwicklung und Anwendung des opti-
schen Pumpens mit zusätzlichen Pulsen und im variablen Fließsystem beschrieben.
Dazu wird nach dieser Einleitung ein kurzer Überblick über die molekülphysikali-
schen Grundlagen zur Interpretation von Fluoreszenzparametern gegeben (Kapitel
2). Die beiden folgenden Kapitel 3 und 4 befassen sich mit dem physiologischen
Aufbau des Photosyntheseapparates sowie den Ursachen und Erklärungsmodellen
der Fluoreszenz photosynthetischer Antennen. Danach folgt die Beschreibung der
Aufzuchtbedingungen der verwendeten Algen (Kapitel 5).

In Kapitel 6 werden die neu entwickelten Meßmethoden und –aufbauten ausführ-
lich vorgestellt. Im folgenden Kapitel 7 werden zunächst die Messungen zur Spezifi-
kation der neuen Meßaufbauten gezeigt. Unter Anwendung der Methode der zusätz-
lichen sättigenden Pulse werden Messungen und Ergebnisse zu den Auswirkungen
von Wasserstreß auf den Photosyntheseapparat vorgestellt. Den Abschluß bilden
detaillierte Untersuchungen der Fluoreszenzinduktion im Fließsystem zur variablen
Vorbeleuchtung an Grünalgen. Die Messungen werden in Kapitel 8 diskutiert und
bewertet.

Abschließend werden die Ergebnisse zusammengefaßt und ein Ausblick auf mögli-
che weiterführende Arbeiten gegeben (Kapitel 9).
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Kapitel 2

Molekülphysikalische Grundlagen

2.1 Energetische Zustände, Anregung und Rela-

xation eines Moleküls

Ein Molekül kann verschiedene stationäre energetische Zustände einnehmen. Dabei
hat es grundsätzlich drei verschiedene Anregungszustände (Haken und Wolf, 1992;
Weidlein et al., 1982):

1. Elektronische Anregungszustände: Man unterscheidet Singulett-Zustände mit
antiparalleler Spinausrichtung (Si, Gesamtspin sges = 0) und Triplett-Zustände
mit paralleler Spinausrichtung (Ti, sges = 1). Der Grundzustand ist meistens
ein Singulett-Zustand und wird mit S0 bezeichnet. Elektronische Anregungs-
energien liegen typischerweise in einem Bereich zwischen 1 und 20 eV.

2. Vibronische Anregungszustände: Innerhalb der elektronischen Zustände kann
ein Molekül verschiedene Schwingungszustände νi einnehmen, die energetische
Abstände zwischen 0.01 eV und 0.1 eV haben.

3. Rotatotorische Anregungszustände: Innerhalb der vibronischen Zustände wie-
derum existiert eine Rotationsfeinstruktur, die Energiedifferenzen um 10−3 eV
aufweist.

Das Verhältnis der Anzahl Ni, Nj von Molekülen in zwei Zuständen i und j mit den
Energien Ei und Ej ist durch die Boltzmannverteilung gegeben

Ni

Nj

= exp

(
−Ei − Ej

kT

)
, (2.1)

wobei k die Boltzmannkonstante und T die Temperatur ist. Bei Zimmertemperatur
ist praktisch nur der elektronische Grundzustand besetzt, nur etwa jedes einhundert-
ste Molekül besetzt einen Schwingungszustand über dem Schwingungsgrundzustand.
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Die Anregung eines Moleküls in einen höheren Singulett-Zustand Si kann durch
Wechselwirkung mit elektromagnetischer Strahlung erfolgen. Dabei wird die Energie
eines Photons absorbiert. Danach erfolgt eine sehr schnelle Energiedissipation in
den Schwingungsgrundzustand des ersten elektronisch angeregten Zustandes S1. Die
verschiedenen Relaxationsmechanismen von dort aus sind im Jablonski-Diagramm
(Abb. 2.1) dargestellt.

E
n

e
rg

ie

�����

�����
�

�

�

Interkombinations-
übergang

Energietransfer/
Photochemie

Phosphoreszenz

Fluoreszenz

Absorption

Innere Konversion

S0

S1

S2

T1

Abbildung 2.1: Jablonski-Diagramm

1. Fluoreszenz: Mit einer Rate kf relaxiert das Molekül unter Emission eines
Fluoreszenzphotons in den S0-Zustand. Die Relaxation kann in verschiedene
Rotations- und Schwingungsniveaus des S0 erfolgen (Fluoreszenzspektrum).

2. Interkombinationsübergang (Intersystem Crossing): Durch die nichtverschwin-
dende Spin-Bahn-Kopplung ist ein spinverbotener Übergang in den Triplett-
Zustand möglich. Von dort aus ist wieder die Relaxation unter Abgabe eines
Photons möglich (Rate kisc). Aufgrund oft geringerer Übergangswahrschein-
lichkeiten ist dieser Weg jedoch meistens mit einer geringen Quantenausbeute
behaftet.

3. Innere Konversion (Internal Conversion): Strahlungslose Energiedissipation
durch Energieübertrag durch Stöße an Nachbarmoleküle (Rate kic).

4. Energietransfer an Nachbarmoleküle: Relaxation durch Dipol-Dipol-Wechsel-
wirkung oder Elektronentransfer (Rate ket).
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5. Photochemie: Die Anregungsenergie wird für chemische Reaktionen verwendet
(Rate kp).

2.2 Fluoreszenzparameter und Übergangsraten

Die zeitliche Entwicklung der Anzahl angeregter Moleküle N(t) eines solchen Sy-
stems läßt sich beschreiben durch

dN(t)

dt
= −

∑
i

ki(t)N(t), (2.2)

wobei die ki(t) die im vorherigen Abschnitt angegebenen, in der Regel zeitabhängi-
gen Raten sind (kf , kisc, kic, kp und ket).

Die Lösung dieser Differentialgleichung liefert Informationen über energetische
Zustände bzw. Relaxationsmechanismen. Im Folgenden werden der stationäre (zeit-
unabhängige Raten) und der nichtstationäre Fall (zeitabhängige Raten) untersucht.

2.2.1 Stationäre Systeme

Befindet sich das zu untersuchende System im energetischen Gleichgewicht, so sind
die Übergangsraten konstant, d.h. es gilt

ki(t) = ki = const. (2.3)

Damit läßt sich Gl. 2.2 integrieren zu

N(t) = N(0) exp

(
−
∑

i

kit

)
, (2.4)

wobei N(0) die Anzahl angeregter Moleküle zum Zeitpunkt t = 0 sei. Die Anzahl
emittierter Fluoreszenzphotonen F (t) ist zur Anzahl angeregter Moleküle N(t) pro-
portional, also gilt auch

F (t) = F (0) exp

(
−
∑

i

kit

)
(2.5)

oder mit τf = 1/
∑

i ki

F (t) = F (0) exp

(
− t

τf

)
(2.6)

Die Fluoreszenzlebensdauer τf beschreibt die Zeit, nach der die Anzahl der emittier-
ten Fluoreszenzphotonen F (t) auf 1

e
gesunken ist, F (0) ist die Fluoreszenzintensität

zur Zeit t = 0 nach einer Anregung. Die Fluoreszenzquantenausbeute ist definiert als
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Verhältnis von emittierten zu absorbierten Photonen, was auch dem entsprechenden
Verhältnis der Raten entspricht:

Φf =
kf∑
i ki

= kf · τ (2.7)

Komplexere Systeme mit verschiedenen Molekülsorten und demzufolge zusätzlichen
Relaxationkanälen erfordern ein komplizierteres Modell. Die Lösung der Ratenglei-
chungen, die ein solches System beschreiben, kann zu einem Multiexponental-Ansatz
für das Fluoreszenzabklingen führen (vgl. Kapitel 4) :

F (t) =
∑

i

αi exp

(
− t
τi

)
(2.8)

Man kann nun den Schwerpunkt der Abklingkurve angeben, die mittlere Fluores-
zenzlebensdauer τm, nach der im Mittel ein Photon emittiert wird. Diese mittlere
Fluoreszenzlebensdauer kann als intensitätsgemittelte Fluoreszenzlebensdauer be-
zeichnet werden:

τm = < t >

=

∞∫
0

tiFi(t) dt

∞∫
0

Fi(t) dt

=

∑
i αiτ

2
i∑

i αiτi
(2.9)

Die Anzahl der emittierten Fluoreszenzphotonen erhält man durch Integration von
Gl. 2.8 zu

F =
∑

i

αiτi (2.10)

Daraus lassen sich die relativen Anteile der einzelnen Exponentialkomponenten
an der Gesamtfluoreszenz bestimmen:

Φj =
αjτj∑
i αiτi

(2.11)

Durch Messung von Fluoreszenzabklingkurven in Verbindung mit einem entspre-
chenden physikalischen Modell können so Informationen über molekulare Vorgänge
gesammelt werden.

2.2.2 Nichtstationäre Systeme

Werden Systeme untersucht, deren energetische Übergangsraten ki(t) zeitabhängig
sind, ist die Lösung von Gl. 2.2 je nach zugrundeliegendem Modell entsprechend
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kompliziert oder sogar nicht exakt möglich. So kann sich beispielsweise die Gesamt-
rate der Fluoreszenz kf und somit die Fluoreszenzquantenausbeute während eines
Einpendelns in ein Gleichgewicht ändern.

Wie bereits einleitend erwähnt, kann man jedoch über solche Einschwingvorgänge
weitere Informationen erhalten, indem man Messungen zu verschiedenen Zeitpunk-
ten entlang der Zeitachse des Einschwingens durchführt. Der variable Zustand wird
sozusagen in viele stationäre Einzelzustände zerlegt. Dazu muß entweder die Meß-
dauer kurz im Vergleich zu den beobachteten Veränderungen am untersuchten Sy-
stem sein, oder das zu untersuchende System muß für die Dauer der Messung im
jeweiligen Übergangszustand festgehalten werden. Die entsprechenden Zustandsglei-
chungen und die Fluoreszenzkinetik werden für jeden Zeitpunkt einzeln bestimmt
und es kann so die zeitliche Entwicklung des Systems untersucht werden.

Photosynthetische Organismen, die nach einer Dunkeladaptation beleuchtet wer-
den, zeigen in ihrer Chl a–Fluoreszenz ein solches Einschwingverhalten, das als Fluo-
reszenzinduktion oder Kautsky–Effekt bezeichnet wird. In Kapitel 4 werden die not-
wendigen Begriffe und Modelle zu seiner Beschreibung erläutert, Kapitel 6 beschreibt
die experimentellen Techniken, die solche Messungen ermöglichen.
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Kapitel 3

Zweistufige Photosynthese

Photosynthetische Organismen können mit Hilfe spezieller Pigment-Protein-Kom-
plexe, den sogenannten Antennen, Umgebungslicht absorbieren und die so aufge-
nommene Energie verwenden, um die zum Wachstum notwendigen Kohlenhydrate
aus anorganischen Nährstoffen herzustellen. Grüne Pflanzen und Grünalgen führen
dazu eine zweistufige Photosynthese aus, bei der die Energie der Photonen über viele
Zwischenschritte in chemische Energie umgewandelt wird.

In der vorliegenden Arbeit wurden Experimente an Erbsenblättern und einzelli-
gen Grünalgen vorgenommen, die sich im Aufbau des photosynthetischen Apparates
sehr ähnlich sind. Daher wird im Folgenden ein Überblick über den allgemeinen Auf-
bau des Photosyntheseapparates grüner Pflanzen und Algen gegeben.

3.1 Aufbau von Chloroplasten

Bei der zweistufigen Photosynthese von grünen Pflanzen und Algen wird aus Licht
gewonnene Energie in mehreren Stufen umgeformt und zum Wachstum verwendet.
Sie wird in die Lichtreaktionen, bei denen die Energie absorbierter Photonen in
chemische Energie umgewandelt wird und die Dunkelreaktionen, bei denen diese
Energie zum Aufbau von Kohlenhydraten verwendet wird, unterteilt. Die Photosyn-
these spielt sich innerhalb von kleinen Organellen, den sogenannten Chloroplasten
(Abb. 3.1) ab. Sie sind von einer äußeren Doppelmembran umgeben, die innere
Membran ist ebenfalls ein lamellenartiges Membransystem, das aus geschichteten
sogenannten Grana–Thylakoiden und aus einzelnen Stroma-Thylakoiden besteht.
Der Photosyntheseapparat ist innerhalb dieser Membranen lokalisiert, während die
Dunkelreaktionen im Stroma stattfinden.
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Grana-ThylakoidStroma-Thylakoid

Stroma

Äußere Chloroplastenmembran

Abbildung 3.1: Aufbau von Chloroplasten, nach Ort (Ort, 1986)

3.2 Der Photosyntheseapparat

Der Photosyntheseapparat von Grünalgen und anderen Organismen, die eine zwei-
stufige Photosynthese durchführen, läßt sich zunächst in drei funktionelle Bestand-
teile untergliedern: die Photosysteme I und II und die Elektronentransportkette, die
die beiden Systeme koppelt. In Abb. 3.2 ist die räumliche Organisation dieser drei
Bestandteile innerhalb der Thylakoidmembran schematisch dargestellt (die periphe-
ren Antennenkomplexe sind hier nicht eingezeichnet, die einzelnen Bausteine und
deren Abkürzungen werden in Kap. 3.2.3 erläutert).

Im Folgenden wird nun ein Überblick über die Physiologie und Funktionalität
dieser drei Bausteine gegeben.

3.2.1 Das Photosystem I

Das Photosystem I besteht aus zwei unterschiedlichen Pigment–Protein–Komplexen,
dem äußeren Antennenkomplex LHC I (LHC = light harvesting complex) und dem
inneren Kern–Komplex CP I. Dabei sind jeweils acht LHC I–Komplexe ringförmig
um einen CP I-Komplex angeordnet (Abb. 3.3). Die innere Antenne CP I ist aus
zwei Polypeptiden aufgebaut, die das Reaktionszentrum des Photosystems I, die
Elektronenakzeptoren A0 und A1 sowie mehrere Eisen–Schwefel–Komplexe binden
(vgl. Abb. 3.2). Das Zentrum bilden zwei als Heterodimer organisierte Proteine der
Massen 82 und 83 kDa. Dieser Dimer ist nach seinem Absorptionsmaximum bei
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Abbildung 3.2: Organisation des Photosyntheseapparates innerhalb der Thylakoidmembran, nach
Witt (Witt, 1996)
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Abbildung 3.3: Räumliche Organisation des Photosystems I, nach Boekma (Boekma et al., 1990;
Boekma et al., 1994)
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λ = 700 nm mit P 700 benannt. Weiterhin sind in der inneren Antenne etwa 100
Chl a– und 15 β–Carotin–Moleküle gebunden , die ebenfalls wie die äußere Antenne
der Absorption von Licht dienen und die Energie schnell an das P 700 weiterleiten.

3.2.2 Das Photosystem II

Das Photosystem II besteht aus mehreren Protein–Komplexen, ähnlich wie beim
PS I läßt sich jedoch eine grobe funktionelle Unterteilung in das Antennen–System
und einen zentralen Kern–Komplex vornehmen.

Dieser zentrale D1/D2–Komplex bindet das Reaktionszentrum RZ II mit dem
photoaktiven Zentralpigment P680 in der Thylakoidmembran (Abb. 3.2). Das Re-
aktionszentrum besteht aus dem photoaktiven Zentrum, das ebenfalls nach seinem
Absorptionsmaximum mit P680 bezeichnet wird, zwei Pheophytin–Molekülen, wo-
von das eine den primären Elektronenakzeptor (im Weiteren mit Pheo bezeichnet)
bildet, sowie dem primären Chinon QA. Als Elektronendonator für das PS II dient
das Tyrosin 161 (oder Tyrosin Z), das seinerseits Elektronen über Mangan2+-Spei-
chergruppen aus der Wasserspaltung erhält. Weiterhin befindet sich die Bindungs-
nische für das sekundäre Chinon QB am D1–Protein (vgl. auch Abb. 3.5).

Die Antenne des PS II ist weiter in innere (CP43/CP47) und äußere Pigment–
Protein–Komplexe (LHC II) unterteilt. In den äußeren Antennen befinden sich ne-
ben einigen Carotenoiden hauptsächlich Chl a und Chl b, während in den inneren
Antennen kein Chl b vorhanden ist (Yamamoto und Bassi, 1996).

In Abb. 3.4 ist die räumliche Anordnung des PS II schematisch gezeigt, wie sie
aus elektronenmikrospopischen Aufnahmen bestimmt wurde. Besonders auffällig ist
dabei die dimer–artige Organisation von jeweils zwei Photosystemen II.

LHC II

D1/D2CP43/
CP47

CP43/
CP47

D1/D2

LHC II

5 nm

Abbildung 3.4: Paarweise räumliche Organisation des Photosystems II, nach Hankamer (Hankamer
et al., 1997)

Neben den oben beschriebenen sogenannten PS IIα–Zentren kommt das PS II in
einer weiteren Modifikaton (PS IIβ), sowie in einer weiteren inaktiven Form vor.
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Die α–Zentren befinden sich in den stapelförmigen Grana–Thylakoiden, während
die β–Zentren in den Stroma–Thylakoiden lokalisiert sind. Die oben beschriebene
paarweise Organstaion findet sich nur bei den α–Zentren. Die β–Zentren haben eine
etwa zweieinhalbmal kleinere Antenne, denen das Chl b komplett fehlt (Percival
et al., 1984; Thielen et al., 1981), während inaktiven Zentren die Andocknische für
das sekundäre Chinon QB fehlt (s.u.).

Sowohl der Anteil als auch die Funktion der PS IIβ–Zentren ist bis heute unklar:
je nach Präparation wurden Anteile an β–Zentren zwischen 25% und 50% festgestellt
(Roelofs et al., 1992; Melis, 1985). Die wahrscheinlichste Deutung der PS IIβ– und der
inaktiven Zentren wurde bisher von Melis vorgeschlagen, der beide Modifikationen
als Zwischenstufen während des Aufbaus neuer PS II ansieht (Melis, 1985; Melis,
1991).

3.2.3 Elektronentransport

Die beiden Photosysteme sind durch die sogenannte Elektronentransportkette ge-
koppelt. Diese gesamten Lichtreaktionen dieser nun vollständigen zweistufigen Pho-
tosynthese sind im sogenannten Z-Schema (Abb. 3.5) dargestellt. Die Antenne des
PS II absorbiert ein Photon, dessen Energie sehr schnell an das P 680 weitergelei-
tet wird und dieses anregt Es kommt dort zu einer Ladungstrennung, bei der es
ein Elektron an den primären Elektronenakzeptor, das Pheophytin (Pheo), abgibt.
Das Pheophytin gibt das Elektron an das primäre Chinon QA ab (Ladungsstabili-
sierung), das seinerseites das sekundäre Chinon QB zum Semichinon Q−

B reduziert.
Das oxidierte P 680 wird durch ein Elektron aus der Wasserspaltung (M) über das
Tyrosin Z wieder reduziert. Im wasserspaltenden Komplex (M) werden jeweils 2
Wassermoleküle in vier Schritten unter Abgabe jeweils eines Elektrons in Sauer-
stoff und H+-Ionen gespalten (Joliot et al., 1971; Joliot und Kok, 1975, siehe Abb.
3.6). Anregung, Ladungstrennung und –stabilisierung wiederholen sich, das Semi-
chinon wird durch Aufnahme eines weiteren Elektrons weiter reduziert. Das Q2−

B

wird doppelt protoniert, koppelt so als Plastochinon vom PS II ab und wandert in
den Plastochinon-Pool (PQ).

Von dort gelangen die Elektronen über den Cytochrom b6/f–Komplex zum Pho-
tosystem I. Die Funktionsweise dieses Komplexes ist im Einzelnen noch nicht geklärt.
Er dient unter anderem der Verlagerung von Protonen, die für die ATP-Synthese
benötigt werden (s.u.). Die Absorption in der Antenne des P 700 führt zu dessen
Anregung und zum Elektronenübertrag an einen weiteren Chlorophyll a–Monomer
A0, den primären Akzeptor des PS I. Von dort gelangt das Elektron zum Phyllo-
Chinon A1 und über verschiedene Eisen–Schwefel–Komplexe (FeSA, FeSB und FeSX)
und Ferredoxin (Fd) zum Ferredoxin–NADP+–Oxidoreductase–Enzym (FNR). Die-
ses reduziert das NADP+, das dann als NADH für die weiteren Dunkelreaktionen
zur Verfügung steht. Das P700 wird durch ein Elektron vom Plastocyanin (PC) re-
duziert, das Elektronen über den Cyt b6/f–Komplex vom Plastochinon–Pool erhält.

Neben diesem Weg der Elektronen durch den Photoyntheseapparat findet zusätz-
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Abbildung 3.6: Wasserspaltung photo-
synthetischer Organismen, nach (Joliot
et al., 1971): Die Elektronen werden je-
weils an das Tyrosin Z (Z) abgegeben.
Zwei Wassermoleküle werden in vier
Schritten gespalten, dazu müssen vier
Photonen im Reaktionszentrum absor-
biert werden.

lich der sogenannte zyklische Elektronentransport am PS I statt. Er ist in Abb. 3.5
durch den gestrichelten Pfeil angedeutet. Dabei werden Elektronen vom Ferredoxin
(Fd) wieder zurück an den Plastochinon–Pool oder den Cytochrom b6/f–Komplex
abgegeben, wobei ADP zu ATP phosphoriliert wird. ATP wird ebenfalls für die
Dunkelreaktionen der Photosynthese benötigt.

Diese zweistufige Phontosynthese kann auf verschiedene Arten gestört d.h. rever-
sibel oder irreversibel geschädigt werden. So können verschiedene Umweltparameter
wie Temperatur, Lichtintensität oder auch Luft– und Wasserqualität z.B. direkt
die Elektronentransportkette beeinflussen und so die Effektivität der Photosynthe-
se verändern. Verschiedene Herbizide greifen ebenfalls direkt in diese Mechanismen
ein. Eine wichtige Rolle spielen dabei die beiden Chinone QA und QB. Wird die Bin-
dungsnische des QB durch einen Antagonisten belegt, kann der Elektronenfluss aus
dem PS II blockiert werden, das QA bleibt im reduzierten Zustand zurück, erhöhte
Fluoreszenz des PS II bzw. von dessen Antennenpigmenten wird beobachtet.

Im folgenden Kapitel wird nun gezeigt, inwieweit die Fluoreszenz photosynthe-
tischer Systeme als indirekte, noninvasive Methode der Bestimmung der photosyn-
thetischen Aktivität dienen kann.
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Kapitel 4

Fluoreszenz photosynthetischer
Organismen

Photosynthetische Organismen absorbieren Licht mit Hilfe von verschiedenen Pig-
menten, die in ihren Antennen in Protein–Komplexe eingebettet sind (s. Kap. 3.2).
Entsprechend zeigen sie die für die Pigmente charakteristische Fluoreszenz, die aber
zum einen durch die Proteinumgebung und zum anderen durch die Anwesenheit
verschiedener Fluoreszenzlöscher (im Folgenden Quencher) im Vergleich zu freien
Pigmenten in Lösung verändert ist.

Wie in Kapitel 3 beschrieben, ist das im Photosystem II und dessen Antennen-
komplex mit Abstand am häufigsten vertretene Pigment das Chlorophyll. Die Fluo-
reszenz von Chl a aus dem ersten elektronisch angeregten Zustand S1 in Lösung
zeigt unter geeigneten Bedingungen (Abwesenheit von externen Quenchern, geringe
Konzentration, rotationsdepolarisationsfreie Messung) ein monoexponentielles Fluo-
reszenzabklingen mit einer Fluoreszenzlebensdauer zwischen 5 ns und 7 ns (Hoff und
Amesz, 1991; Keller, 1986; Connolly et al., 1982). Dabei ist die Fluoreszenz norma-
lerweise, d.h. bei nicht zu hohen Intensitäten, unabhängig davon, ob das Pigment
vor der Messung beleuchtet wurde oder dunkeladaptiert war.

Die Fluoreszenz photosynthetischer Organismen unterscheidet sich davon grund-
legend: Zum Einen verändert sich das Fluoreszenzabklingverhalten im Gleichge-
wichtszustand durch die komplexe Proteinumgebung, verschiedene neue Relaxati-
onskanäle entstehen, die Abklingkurven lassen sich nicht mehr durch einen simplen
monoexponentiellen Ansatz beschreiben. Zum Anderen wird die sogenannte Fluo-
reszenzinduktion beobachtet: nach Dunkeladaptation des Organismus über mehre-
re Minuten zeigt die Fluoreszenz vom Beginn der Beleuchtung an ein charakte-
ristisches Anschaltverhalten, die Intensität variiert nach dem Beleuchtungsbeginn
vom Nanosekunden– bis in den Minutenbereich, bis nach etwa zwanzig Minuten ein
Gleichgewichtszustand erreicht wird. Dieser Effekt wurde zuerst von Kautsky und
Hirsch genauer untersucht und wird nach einem der Autoren auch Kautsky–Effekt
genannt (Kautsky und Hirsch, 1931).

Im Folgenden wird ein Überblick über Art und Herkunft der Fluoreszenz photo-
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synthetischer Organismen gegeben und aufgezeigt, inwiefern Messungen der Ände-
rung dieser Fluoreszenz als noninvasive Sonde für Untersuchungen am Photosynthe-
seapparat dienen können.

4.1 Spektrale Verteilung — PS I–Fluoreszenz

Abbildung 4.1 zeigt ein Fluoreszenzspektrum von Chlorella vulgaris in Nährlösung
im langwelligen Spektralbereich (für Spektren im gesamten sichtbaren Bereich sie-
he z.B. (Forster et al., 1997)) und ein Absorptionsspektrum von Pigmentextrakt in
Methanol (vgl. Kapitel 5: Algenaufzucht und Pigmentextraktion). Diese spektrale
Verteilung ist typisch für viele Chl a/b –haltige photosynthetische Organismen bei
Zimmertemperatur. Die in der vorliegenden Arbeit untersuchte Fluoreszenzindukti-
on von photosynthetischen Organismen wird lediglich in der langwelligen Fluores-
zenzbande oberhalb von 650 nm beobachtet. Daher wird im Folgenden ausschließlich
dieser Spektralbereich betrachtet.
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Abbildung 4.1: Spektren von Chorella vulgaris: Absorptionsspektrum von Pigmentextrakt in Me-
thanol und Fluoreszenzspektrum der Algen in Nährlösung.

16



Die variable Fluoreszenz hat ihren Ursprung nahezu komplett im Chl a–haltigen
PS II. Bei Zimmertemperatur hat die Chl a–Fluoreszenz im roten Spektralbereich
ein Maximum bei 683 nm bei einer Halbwertsbreite von 20 nm und eine breite Schul-
ter zwischen 700 nm und 750 nm (Dau, 1994). Der Anteil der Fluoreszenz des PS I
im Maximum ist sehr gering, selbst bei minimaler variabler Fluoreszenz des PS II
(Zustand F0, s.u.) hat sie lediglich einen Anteil von 5%. Bei maximaler variabler
Fluoreszenz (Zustand Fm, s.u.) liegt der Anteil an der Gesamtfluoreszenz sogar nur
bei 1% (Dau, 1994; Roelofs et al., 1992).

Die Gründe für die Abwesenheit von variabler Fluoreszenz im PS I sind bis heute
nicht vollständig verstanden. Es wird vermutet, daß die Erniedrigung der Fluores-
zenz des PS I durch eine höhere Konzenztration an oxidiertem P700+ einen ähnlichen
Wirkungsgrad hat wie die primäre Ladungstrennung und somit die Photochemie
(Dau, 1994; Butler und Kitajima, 1975). Oxidierte Reaktionszentren stehen nicht
für eine Anregung zur Verfügung und können so nicht strahlen. Dies hätte ähnli-
che Fluoreszenzquantenausbeuten für offene und geschlossene Reaktionszentren zur
Folge. Weiterhin wird von einem nahezu irreversiblen Energietransfer von den An-
tennen des PS I an das P700 ausgegegangen, so daß bei der Messung von Fluo-
reszenzabklingkurven ein monoexponetielles Abklingen für das PS I erwartet wird
(Valkunas et al., 1995). Experimentell wird für das PS I eine Fluoreszenzlebensdauer
von τ ≈ 80 ps beobachtet (Trissl et al., 1993c; Holzwarth, 1991).

4.2 PS II–Fluoreszenz

4.2.1 Fluoreszenzabklingen stationärer Systeme

Die Relaxation des Photosystems II nach einer Anregung und die damit verbundene
zeitliche Entwicklung der Chlorophyll-a-Fluoreszenz kann Aussagen über Energie-
transferraten liefern (siehe Kapitel 2). Das heute anerkannte Modell für stationäre
Systeme wurde von Schatz et al. entwickelt (Schatz et al., 1988; Roelofs et al., 1991;
Krieger et al., 1992). Dieses sogenannte Exzitonen–Radikalpaar–Gleichgewichtsmo-
dell (im Folgenden ERPM) ist in Abb. 4.2 dargestellt. Die Energie eines in der An-
tenne absorbierten Photons ist nach diesem Modell nicht an einem Antennenpigment
lokalisiert, sondern ist in Form eines Exzitons über das gesamte Antennensystem des
PS II verteilt. Die Energie kann sehr schnell (t < 10 ps) an das Reaktionszentrum und
auch vom Reaktionszentrum zurück an die Antenne übertragen werden. Mit der Rate
k1 findet im angeregten Reaktionszentrum eine Ladungstrennung statt, das Radi-
kalpaar P 680+Pheo− wird gebildet. Durch eine Rekombination mit der Rate k−1

kann so der angeregte, strahlende Zustand wiederbesetzt werden.
In Abb. 4.3 sind die Einzelschritte für einen einmaligen Umlauf abgebildet. Dabei

ist P 680 das Reaktionszentrum, Pheo der primäre Elektronenakzeptor Pheophytin,
QA und QB das primäre bzw. sekundäre Chinon und Chln die Antenne des PS II. An-
geregte Zustände sind mit * gekennzeichnet. Der Zustand A zeigt den Grundzustand
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des PS II.
Nach Absorption eines Photons der Energie Wph = h ·ν befindet sich die Antenne in
einem angeregten Zustand Chl∗n. Das Gleichgewicht zwischen den zusammengefas-
sten angeregten Antennenmolekülen Chln und dem angeregten Reaktionszentrum
ist mit Zustand B bezeichnet. Von hier aus kann eine Relaxation in den Grundzu-
stand mit der Rate kA entweder strahlungslos (knr) oder unter Aussendung eines
Fluoreszenzphotons (kf) stattfinden. Mit der Rate k1 findet im angeregten Reak-
tionszentrum die Bildung des Radikalpaares P 680+Pheo− statt (Zustand C). Mit
einer gewissen Wahrscheinlichkeit kommt es zur Ladungsrekombination, die Anre-
gungsenergie wird zurück auf die Antenne übertragen (Rate k−1). Neben weiteren
strahlungslosen Relaxationsprozessen (kD) erfolgt die Ladungsstabilisierung durch
Elektronentransfer vom Pheo− zum primären Chinon QA (Rate k2, Zustand D).
Hier sollte unter normalen Umständen eine Rückreaktion nicht möglich sein, da die
Energiebarriere extrem hoch ist (trap limited kinetics). Das QA gibt das Elektron an
das sekundäre Chinon QB und damit in die Elektronentransportkette ab (kpc).

Die zeitliche Entwicklung dieses Systems gegeben durch die folgenden Ratenglei-
chungen:

dB

dt
= −(k1 + kA)B + k−1C (4.1)

dC

dt
= −(k−1 + kD + k2)C + k1B (4.2)

wobei B und C die Besetzungswahrscheinlichkeiten der Zustände B und C sind. Die-
ses Gleichungssystem läßt sich durch Laplace-Transformation lösen ((Schatz et al.,
1988; Berg, 1995)). Faßt man dazu die den Zustand B bzw. den Zustand C entvölkern-
den Raten als

kB = k1 + kA (4.3)

kC = k−1 + k2 + kD (4.4)

kd

knr

kf

k2

Chln R
k1

k-1

Abbildung 4.2: Das Exitonen–Radikalpaar–Gleichgewichtsmodell nach Schatz et al. Teil I: R: Ra-
dikalpaar P 680+Pheo−; Chln: Antenne + P680; kf : Fluoreszenz; knr: nichtstrahlende Relaxation
(Antenne) ; k2: Photochemie; kD nichtstrahlende Relaxation (Reaktionszentrum)
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Abbildung 4.3: Das Exzitonen–Radikalpaar–Gleichgewichtsmodell nach Schatz et al. Teil II: P680:
Reaktionszentrum; Pheo: Pheophytin; QA bzw. QB: primäres bzw. sekundäres Chinon; Chln: An-
tenne; * angeregte Zustände

zusammen, so erhält man für die Entvölkerung des Zustands unmittelbar nach einer
Anregung (B(0) = 1 und C(0) = 0):

B(t) = α1 exp

(
t

τ1

)
+ α2 exp

(
t

τ2

)
(4.5)

mit

τ1 = 2 ·
(
kB + kC +

√
(kB + kC)

2 + 4 (k1k−1 − kBkC)

)−1

(4.6)

τ2 = 2 ·
(
kB + kC −

√
(kB + kC)

2 + 4 (k1k−1 − kBkC)

)−1

(4.7)

α1 =
kCτ1τ2 − τ2
τ1 − τ2 (4.8)

α2 =
kCτ1τ2 − τ1
τ2 − τ1 (4.9)

Nach diesem Modell wird also ein biexponentielles Fluoreszenzabklingverhalten mit
den Abklingdauern τi (i = 1, 2) für das PS II erwartet. Durch Umformung kann der
Zusammenhang zwischen den Übergangsraten im Modell, die direkt physikalischen
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Prozessen zugeordnet sind, und den experimentell bestimmbaren Parametern αi und
τi angegeben werden:

k1 = α1τ
−1
1 + α2τ

−1
2 − kA (4.10)

k−1 =
α1α2(τ

−1
2 − τ−1

1 )2

k1
(4.11)

k2 + kD = α1τ
−1
2 + α2τ

−1
1 − k−1 (4.12)

Da experimentell lediglich drei unabhängige Größen zugänglich sind – die Lebens-
dauern τ1, τ2 und das Amplitudenverhältnis (α1/α2) – muß ein Parameter aus an-
deren Experimenten ermittelt werden. Aufgrund von Messungen anderer Gruppen
wird der strahlungslose Anteil knr der Rate kA mit knr = 0.3 ns−1 angesetzt (Roelofs
et al., 1992; Wagner et al., 1996). Diese Rate kann als konstant angesehen wer-
den, solange es nicht zu einer zusätzlichen strahlungslosen Relaxation innerhalb der
Antenne kommt (Terjung, 1998). Weiterhin werden die Raten k2 und kD zusammen-
gefaßt.

Wird nun der Elektronenfluß aus dem PS II gestört, indem z.B. das Andocken
des QB verhindert wird, so wird zunächst die Rate kpc zu Null, das Chinon QA

bleibt nach einer Anregung, Ladungstrennung und –stabilisierung im reduzierten
Zustand. Wird in diesem Zustand erneut ein Photon absorbiert und findet Ladungs-
trennung statt, so führt die starke elektromagnetische Wechselwirkung zwischen Q−

A

und Pheo− zur Ladungsrekombination des Radikalpaars P 680+ Pheo−, die Rate k2
verschwindet, die Rate k−1 wächst, der Zustand B wird erneut besetzt und es wird
erhöhte Fluoreszenz beobachtet (Kap. 7.1.2).

Die Heterogenität des PS II (vgl. Kap. 3.2.2: PS IIα- und PS IIβ-Zentren) erfordert
formal die Berücksichtigung weiterer Raten und damit weiterer Fluoreszenzparame-
ter. Inwieweit dies notwendig ist und in eigene Messungen eingeht, wird in Kapitel
8 untersucht.

4.3 Fluoreszenzinduktion nicht–stationärer Syste-

me: Der Kautsky–Effekt

Neben dem oben beschriebenen Fluoreszenzabklingen im Gleichgewichtszustand nach
kurzzeitiger Anregung werden, wie bereits erwähnt, auch Variationen in der In-
tensität und spektralen Verteilung der Fluoreszenz von Pflanzen und Algen über
mehrere Minuten beobachtet. So zeigen dunkeladaptierte photosynthetische Orga-
nismen charakteristische Änderungen in der Chlorophyll-a-Fluoreszenz, wenn man
sie mit kontinuierlichem Licht beleuchtet. Diese Änderungen werden als Fluores-
zenzinduktion, Fluoreszenztransiente oder auch Kautsky–Effekt bezeichnet. Die In-
tensitätstransiente wird in die schnelle (bis zu 1 s) und die langsame Phase (bis zu
mehreren Minuten) unterteilt. Abbildung 4.4 zeigt eine exemplarische Messung der
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schnellen Phase, der sogenannten OJIP–Transiente, die Gegenstand der vorliegenden
Untersuchungen ist.
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Abbildung 4.4: Die OJIP-Transiente. Diese Kurve wurde an Chlorella bei einer Anregungswel-
lenlänge von λ = 650nm und einer Intensität von I = 25W/m2 aufgenommen. Vom Zustand
minimaler Fluoreszenz unmittelbar nach dem Zuschalten des Lichts (O) steigt die Intensität über
die beiden Flexionen I und J bis zu einem Maximum P an. Unter geeigneten Umständen ist ein
Zwischenminimum (Dip D) zu beobachten.

In erster Näherung spiegelt dieser Anstieg der Fluoreszenzintensität die kon-
tinuierliche Reduktion des Elektronenakzeptor-Pools des PS II (QA, QB und PQ)
wieder. Dabei kann das Paar aus primärem und sekundärem Chinon die verschie-
denen Zustände schrittweise durch Aufnahme jeweils eines weiteren Elektrons aus
dem PS II einnehmen

QAQB → Q−
A QB → QAQ−

B → Q−
A Q−

B → QAQ2−
B → Q−

A Q2−
B (4.13)

Eine Untersuchung der Art des Anstiegs und der verschiedenen Flexionen kann so
weitere Informationen über Funktionsweise und Organisation des Photosyntheseap-
parates liefern.

Da sich während der Induktion das Gesamtsystem nicht in einem stationären
Zustand befindet, sich also verschiedene Photosysteme in verschiedenen Zuständen
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befinden können, muß die Gesamtheit vieler solcher Systeme betrachtet werden.
Bilden viele photosynthetische Einheiten (PSE) zusammen einen Verbund, so wird
die Ratenbilanz und damit auch die Gesamtfluoreszenz dieses Systems davon ab-
hängen, ob die einzelnen Subsysteme untereinander Energie austauschen können.

Über viele Jahre wurden verschiedene Modelle vorgeschlagen und anhand von
Messungen überprüft. Dabei beschreiben viele Modelle zunächst nur die oxidierende
Seite des PS II in Abwesenheit eines Elektronenakzeptors, einige vor allem neuere
Ansätze schließen die reduzierende Seite ebenfalls ein.

Im Folgenden soll ein kurzer Überblick über die wichtigsten Modelle gegeben
werden (Dau, 1994; Govindjee, 1995a; Govindjee, 1995b).

4.3.1 Modellierung ohne Elektronenakzeptor

Neben sehr einfachen Gittermodellen (z.B. Pearlstein (Pearlstein, 1982)) oder Trich-
termodellen (z.B. Seely (Seely, 1973)) wurden auch komplexere Ansätze wie z.B. das
bipartite bzw. tripartite Modell von Butler (Butler et al., 1983; Butler und Strasser,
1977; Butler, 1978) oder das Sequential Hit–Modell von Valkunas (Valkunas et al.,
1992) entwickelt, konnten aber jeweils nur Einzelmessungen erklären oder lieferten
unphysiologische Ergebnisse (siehe z.B. Review von H. Dau (Dau, 1994)). Trissl et
al. (Trissl et al., 1993a) und Lazár et al. (Lazár et al., 1997; Lazár et al., 1998; Lazár
und Posṕı̌sil, 1999) berücksichtigten erstmals konsequent das ERPM und erweiterten
es entsprechend.

In Abb. 4.5 sind verschiedene denkbare Organisationsformen der Antennen meh-
rerer PSE skizziert. Neben den beiden Extremzuständen nichtverbundener Einzelsy-
steme (Separated Units, Abb. 4.5 (a)) und einem gemeinsamen Pigment-Pool (Lake,
Abb. 4.5 (b)) sind dort zwei Zustände mit begrenztem Exzitonenaustausch zwischen
verschiedenen PSE gezeigt: das zuerst von Joliot und Joliot eingeführte Connected
Units Model (Joliot und Joliot, 1964) und das Domain Model (Paillotin, 1976a;
Paillotin, 1976b; Den Hollander et al., 1983, Abb. 4.5 (c) bzw. (d)).

Die umfassendste Behandlung wurde in den letzten Jahren von Trissl et al. mit
einem Connected Units Model vorgenommen und soll hier kurz umrissen werden
(Abb. 4.6). In diesem Zwei–Zustands–Modell kann jede PSE genau zwei Zustände
einnehmen:

• Das Reaktionszentrum (RZ) der PSE ist geschlossen und kann in diesem Zu-
stand keine weitere Energie strahlungslos dissipieren, die Fluoreszenz ist ma-
ximal (Fm). Im ERPM entspricht dies dem Zustand mit verschwindender Rate
für die Photochemie k2 = 0.

• Das Reaktionszentrum der PSE ist offen, Energie kann aufgenommen werden
und sowohl strahlend als auch strahlungslos disspiert werden, die Fluoreszenz
ist minimal (F0).
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Das Modell wurde in seiner allgemeinen Form in (Trissl et al., 1993a; Trissl et al.,
1993b; Trissl, 1994) dargestellt, in späteren Veröffentlichungen wurden weitere Modi-
fikationen wie z.B. die Einführung heterogener Antennen vorgenommen (Trissl und
Lavergne, 1995a; Trissl und Lavergne, 1995b; Lavergne und Trissl, 1995; Bernhardt
und Trissl, 1999). Für die hier vorgestellten grundlegenden Eigenschaften eines sol-
chen Zwei–Zustands–Modells ist dies jedoch ohne Bedeutung.

RZ RZ

RZ

RZ

RZ

RZ

(a)

RZ RZ

RZ

RZ

RZ

RZ

(c)

RZ RZ

RZ RZ

RZ RZ

(d)

RZ RZ

RZ

RZ

RZ

RZ

(b)

Abbildung 4.5: Verschiedene Modelle der Antennenorganisation nach Bernhardt (Bernhardt und
Trissl, 1999). (a) Separate Units Model: kein Exzitonenaustausch zwischen separaten Antennen,
(b) Lake Model: alle Reaktionszentren teilen sich einen gemeinsamen Antennenpool, in dem Exzi-
tonen frei wandern können, (c) Connected Units Model: begrenzte Rate für Exzitonenaustausch,
(d) Domain Model: innerhalb begrenzter Domänen (hier Domänengröße λ = 2) ist freier Exzito-
nenaustausch möglich.

Das Modell berücksichtigt das ERPM und führt eine zusätzliche Rate kUU für den
Exzitonenaustausch zwischen verschiedenen PSE ein. Diese Erweiterung beinhaltet
die beiden oben beim stationären ERPM beschriebenen Fälle (F0: alle PS II offen
und Fm: alle PS II geschlossen), da in diesen Fällen die treibende Kraft für einen
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Abbildung 4.6: Connected Units Model für das PS II nach (Trissl und Lavergne, 1995a). Chln:
Antennensysteme; R: Radikalpaar; ox bzw. red: offene bzw. geschlossene PSE; q Anteil offener RZ;
kUU : Rate für Exzitonenaustausch; kA: strahlungslose Antennenverluste (knr) + Fluoreszenz (kf )

Exzitonenaustausch fehlt und somit kUU = 0 ist. Hier wird noch keine Aussage
über die Art des Energietransfers in Hinsicht auf physiologische Abstandsparameter
gemacht.

Das Reaktionsschema läßt sich wiederum als System von Ratengleichungen dar-
stellen (Trissl und Lavergne, 1995a, S. 185, Gl. (1a) - (1d), die Nomenklatur wurde
an die in dieser Arbeit verwendete angepaßt):

dzox

dt
= − (kA + kox1 + (1− q)kUU) z

ox + kox−1R
ox + qkUUz

red (4.14)

dzred

dt
= − (kA + kred1 + qkUU

)
zred + kred−1R

red + (1− q)kUUz
ox (4.15)

dRox

dt
= − (kox−1 + k2 + k

ox
D

)
Rox + kox1 z

ox (4.16)

dRred

dt
= − (kred−1 + kredD

)
Rred + kred1 zred (4.17)

Dabei stehen zox, zred, Rox und Rred für die Konzentration von Exzitonen und Radi-
kalpaaren in offenen bzw. geschlossenen PSE. Ist nun z0 die Anfangskonzentration
an Exzitonen, dann ergeben sich die Quantenausbeuten für die Fluoreszenz φf und
die Photochemie φp zu
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φf =
kf

z0

∞∫
0

z dt (4.18)

φp =
kf

z0

∞∫
0

Rox dt (4.19)

Die analytische Lösung des Gleichungssytems führt zu folgendem Ausdruck für die
Fluoreszenzinduktionskinetik:

− dq

dt
= Iφp(q), (4.20)

wobei I die Exzitonenerzeugungsrate ist (absorbierte Photonen pro PSE und s−1)
(Lavergne und Leci, 1993). Daraus läßt sich dann die Fluoreszenz als Funktion des
Anteils offener PSE φf(q) herleiten:

φf(q) =
Fm − q[Fm − F0(1 + J)]

1 + Jq
(4.21)

Dabei ist J der sogenannte Konnektivitäts-Parameter, der die Sigmoidität der F (t)-
Kurve bestimmt. Definiert man den effektiven Wirkungsquerschnitt σ(q) eines offe-
nen Zentrums als

σ(q) =
φp(q)

q
, (4.22)

dann gilt
σ(0)

σ(1)
= J + 1 (4.23)

Somit kann J+1 als Anstieg im Wirkungsgrad beim Schließen benachbarter Zentren
angesehen werden.

Als Grenzfälle des Connected Units Modell ergeben sich :

– kUU = 0: es findet kein Energieaustausch statt. Die Fluoreszenzinduktionskur-
ve hat die Form einer simplen exponentiellen Sättigung mit der konstanten
Rate Iφp(1).

– kUU → ∞: Exzitonen können ungestört durch einen Antennenpool wandern
(lake model). Die Fluoreszenz steigt sigmoidal bis zu einem Maximum an.

Diese beiden Extremfälle gelten nicht nur für das Connected Units Modell, sondern
für alle Zwei–Zustands–Modelle in Abwesenheit eines Elektronenakzeptors.

Weiterhin konnten Trissl et al. zeigen, daß das Connected Units Model und das
Domain Model sehr ähnliche Voraussagen für Fluoreszenzinduktionskurven liefern
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und daher die tatsächliche Organisationsform aus Fluoreszenzdaten wahrscheinlich
kaum ermittelt werden kann (Bernhardt und Trissl, 1999).

Durch Anpassung der Modellparameter an Messungen von Fluoreszenzindukti-
onskurven an Organismen mit blockiertem Elektronentransport aus dem PS II wurde
für die Rate des Exzitonenaustauschs kUU = 0.5 ns−1 gefunden, was im Domänen-
Modell einer Domänengröße von 4–5 PSE pro Domäne entspricht (Trissl und La-
vergne, 1995a). Nach heutigen Kenntnissen über die Struktur des PS II (Hankamer
et al., 1997, vgl. Abb. 3.4, S. 11) wäre eine Domänengröße von λ = 2 zu erwar-
ten gewesen; die Ergebnisse deuten also auf PSE–Dimere hin, die durch begrenzte
Konnektivität verbunden sind (Jahns und Trissl, 1997).

Der Ansatz von Lazár et al. (Lazár et al., 1997; Lazár et al., 1998; Lazár und
Posṕı̌sil, 1999) geht im Prinzip einen ähnlichen Weg (Zwei–Zustands–Modell), for-
dert aber keine heterogenen Antennen, sondern modelliert die Wasserspaltung und
berücksichtigt so Fluoreszenzquenching durch oxidierte Reaktionszentren P680+. Bei
geringen Anregungsintensitäten, d.h. bei absorbierten Photonen unterhalb von etwa
1 Photon · (µs · Zentrum)−1, sollte die Konzentration von P680+ jedoch verschwin-
dend gering sein (Lavergne und Trissl, 1995). Da die wird in dieser Arbeit verwen-
deten Anregungsintensitäten um drei Größenordnungen unter diesem Wert liegen,
wird der erste Ansatz berücksichtigt.

4.3.2 Modellierung mit Elektronenakzeptor

Modelle zur Beschreibung der Fluoreszenzinduktion in vivo erfordern die Berück-
sichtigung der reduzierenden Seite des PS II. So wird meist neben der zweistufigen
Reduktion des QB (two-electron-gate) ein Einfluß des Zustandes des wasserspalten-
den Komplexes Si, vgl. Abb. 3.6, S. 14) auf die Rate der Reduktion des QA bzw. QB

berücksichtigt.
Erste differenzierte Versuche, die Fluoreszenzinduktion in Anwesenheit eines Elek-

tronenakzeptors zu modellieren, wurden von Hsu vorgenommen (Hsu, 1992), der bei
begrenzter Konnektivität der Antennen die Auswirkungen von Variationen verschie-
dener Parameter auf der reduzierenden Seite des PS II auf die Fluoreszenztransiente
numerisch simulierte. In seinem Modell wird für die Reduktion des primären Chinons
QA unabhängig vom Redoxzustand des sekundären Chinons QB (Gl. 4.13) jeweils
dieselbe Rate angesetzt, im Ergebnis wird so eine heterogene Größe des PQ-Pools
(Plastochinons) postuliert.

Die bislang komplexesten Modelle wurden von Strasser et al. (Strasser et al.,
1995; Srivastava et al., 1995; Strasser et al., 1998; Stirbet und Strasser, 1996; Stirbet
et al., 1998) sowie Lebedeva et al. (Riznichenko et al., 1999; Lebedeva et al., 2000)
entwickelt. Dabei berücksichtigt Strasser zusätzliches Fluoreszenz–Quenching durch
oxidiertes PQ, Lebedeva setzt insgesamt sogar 26 verschiedene Übergangsraten für
mögliche Übergänge zwischen allen denkbaren Konfigurationen an. Mit beiden Mo-
dellen lassen sich simulierte Kurven erzeugen, die qualitativ sehr gut mit Messungen
über den gesamten Verlauf der schnellen Phase der Fluoreszenzinduktion überein-
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stimmen. Allerdings reagieren diese Modelle aufgrund der hohen Anzahl an Para-
metern sehr empfindlich auf Variationen einzelner Kenngrößen, die in der Umkehr
eine Gewinnung von Modellparametern aus Meßdaten sehr schwierig macht.

Weitere Ansätze von Goltsev et al. (Goltsev und Yordanov, 1997) und Vredenberg
(Vredenberg, 2000) gehen ebenfalls von fester, aber begrenzter Konnektivität der
Antennen aus, modellieren die reduzierende Seite aber mit verschiedenen Raten für
die Reduktion der sekundären Elektronenakzeptoren des PS II, ohne heterogene PQ–
Pools anzunehmen. Dabei führt Goltsev eine weitere Rate zur doppelten Reduktion
des QB durch das Q−

A ein, wohingegen Vredenberg lediglich bis zum primären Chinon
QA modelliert und stattdessen einen neuen halbgeschlossenen Zustand des PS II
im Gegensatz zum geschlossenen Zustand einführt. Dieses Modell von Vredenberg
kann bisher als einziges elektrophysiologische Messungen während der Induktion mit
Fluoreszenzdaten in Einklang bringen.

Abbildung 4.7: Quanten-
ausbeuten und Fluoreszenz
am PS II nach Vreden-
berg (Vredenberg, 2000).
Chln: Antenne(n); M-Z:
wasserspaltender Komplex;
P680: Reaktionszentrum;
Pheo: Pheophytin; QA:
primäres Chinon; I: Rate
für Exzitonenerzeugung;
If , ID: strahlende, nicht-
strahlende Enegiedissipation;
φ1, φ−1, φ2: Wahrscheinlich-
keiten für Ladungstrennung,
Radikalpaar–Rekombination,
und QA–Reduktion (Photo-
chemie). Die Nomenklatur
wurde an die in dieser Arbeit
verwendete angepaßt.
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Im Folgenden soll daher dieses Drei–Zustands–Modell (Abb. 4.7) weiter erläutert
werden (Vredenberg, 2000). Die Antennenmoleküle sind hier zusammengefaßt, eine
globale Rate für begrenzte Konnektivität wird angenommen. Weiterhin wird zur
Vereinfachung angenommen, daß ein Exziton im RZ entweder zur Ladungstrennung
und -stabilisierung führt oder durch Rekombination zur Antenne zurücktransferiert
wird (φ2+φ−1 = 1). Strahlungslose Verluste werden hier nicht im RZ sondern neben
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der Fluoreszenz (If ) in der Antenne (ID) angesiedelt. Der geschlossene Zustand ist
hier nicht dargestellt, da dort φm

2 = 0 gilt.
Nun sei im dunkeladaptierten Zustand φ02 ∼ 1 (jede Ladungstrennung k1 führt

zur Ladungsstabilisierung k2), dann lassen sich Energiezustrom in die Antenne Ji

und Energieabfluß Je für die Anfangsphase der Induktion (Übergang vom offenen in
den halbgeschlossenen Zustand) beschreiben durch

Je = If + ID + φ1 · I (4.24)

Ji = I + (φ0−1 + φ
sc
−1) · φ1 · I · 0.5 (4.25)

Im Gleichgewicht Je = Ji erhält man mit φ−1 = φ0−1 + φ
sc
−1 und φD = ID/I die

Fluoreszenzquantenausbeute φf zu

φf =
If
I

= 1− φ1 ·
(
1− φ−1

2

)
− φD (4.26)

In Abb. 4.8 ist der gesamte zweistufige Prozeß, der zum Schließen einer PSE
nötig ist, im Ratenmodell dargestellt. Zunächst befinden sich alle PSE im offenen
Zustand (F0), der wasserspaltende Komplex befindet sich im S1–Zustand, sämtliches
QA liegt oxidiert vor (a). Nach Absorption eines ersten Photons und Energieübertrag
an das P680 findet die Ladungstrennung statt (b). Nach der Ladungsstabilisierung
(c) wird das P680+ durch ein Elektron aus der Wasserspaltung reduziert (d), der
wasserspaltende Komplex geht in den Zustand S2 über. Dieser Zustand (d) wird
als halbgeschlossen bezeichnet. Er zeichnet sich dadurch aus, daß Ladungstrennung
bei reduziertem QA weiterhin möglich ist, jedoch bei einer niedrigen Rate für Ex-
zitoneneinfang aus der Antenne. Nach Absorption eines weiteren Photons, erneuter
Ladungstrennung (e) und Reduktion des P680+ befindet sich die PSE im geschlos-
senen Zustand (f).

Bei Beleuchtung eines dunkeladaptierten photosynthetischen System steigt nun
die Fluoreszenz von F0 bis zur maximalen Fluoreszenz Fm an. Seien nun [φf ]0,
[φf ]sc und [φf ]m die Fluoreszenzquantenausbeuten im offenen, halbgeschlossenen und
geschlossenen Zustand und α, β und γ die jeweiligen Konzentrationen (α+β+γ = 1),
so läßt sich die Gesamtfluoreszenzquantenausbeute φf darstellen als

φf = α[φf ]0 + β[φf ]sc + γ[φf ]m (4.27)

Daraus ergeben sich direkt die zwei Extremzustände F0 und Fm (α = 1 bzw.
γ = 1) und ein weiterer, quasistationärer Zustand wenn sich alle PSE im halbge-
schlossenen Zustand befinden (β = 1). Dieser Zustand ist erreicht, wenn die Elektro-
nentransferraten auf der Donorseite kS1 und der Akzeptorseite k2 klein im Vergleich
zur Rekombinationsrate des Radikalpaares k−1 sind. Somit würde die Wahrschein-
lichkeit für die Radikalpaar-Rekombination zu

φsc
−1 =

k−1

k−1 + k2 + ks + kD

∼ 1 (4.28)
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Abbildung 4.8: Drei–Zustands–Modell des PS II nach Vredenberg (Vredenberg, 2000). P680: Reak-
tionszentrum; Pheo: Pheophytin; QA: primäres Chinon; Chln: Antenne; Si: S–Zustand des wasser-
spaltenden Komplexes; e−: Elektron; * Exziton. Die Nomenklatur wurde an die in dieser Arbeit
verwendete angepaßt.

und die Fluoreszenzquantenausbeute (Gl. 4.26) wird zu

φf =
If
I

= 1− φ1 ·
(
1− φ−1

2

)
− φD ∼ 1− φ−1

2
(4.29)

Das Modell (Vredenberg, 2000, S. 35f) liefert dann für φf bei β = 1

[φf ]sc = 0.5 · ([φf ]m − [φf ]0), (4.30)

also eine Fluoreszenzquantenausbeute, die 50% der maximalen Ausbeute bei ge-
schlossenen PSE (γ = 1) beträgt. Dies gilt allerdings nur für hohe Anregungsinten-
sitäten, d.h. wenn die Exzitonenerzeugungsrate deutlich höher ist als die Rate k2,
oder bei einer Blockade des Elektronentransports aus dem PS II (k2 = 0). Anderen-
falls wird sich während der Induktion ein Zustand mit β < 1 einstellen.

Weiterhin zeigt dieses Modell, daß der Zustand F0 sehr empfindlich auf Licht
reagiert, d.h. schon sehr geringe Anregungsintensitäten verschieben die gemessene
minimale Fluoreszenz F0 durch Erhöhung der Rate k−1 nach oben (F ′

0, vgl. Kap.
7.3.4).
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Kapitel 5

Algenaufzucht und
Pigmentextraktion

Alle Messungen wurden an Chlorella vulgaris durchgeführt. Sie wurden aus der Al-
gensammlung der Universität Göttingen bezogen (Stamm SAG 211-11b, (Schlösser,
1994)). Die Algen wurden in einem Medium nach Kuhl und Lorenzen (Kuhl und Lo-
renzen, 1964) aufgezogen. Sie wurden mit gefilterter Luft geblubbert, der 3% CO2

zugesetzt wurde. Die Beleuchtung erfolgte durch Leuchtstoffröhren Osram 15W/77
Fluora 12 Stunden täglich mit 10W/m2. Die Temperatur wurde konstant auf 20 ◦C
gehalten.

Die Grünalge Chlorella vulgaris wurde gewählt, da sie relativ einfach kultivierbar
ist und viele Vergleichsmessungen zur Chlorophyll-Fluoreszenz in der Literatur vor-
handen sind. Weiterhin hat sie sich als relativ unempfindlich gegen ein schwankendes
Algen-Medium-Verhältnis erwiesen, was aufgrund der hier realisierbaren Aufzucht-
bedingungen für große Mengen bei ständiger Verfügbarkeit unabdingbar war (vgl.
Kap. 7.3).

Für die Messungen im Fließsystem wurden jeweils 25 l Algen benötigt. Da es
schwierig die somit benötigte Gesamtmenge von ca. 50 l Algen ständig in einem
definierten Zustand maximalen Wachstums zu halten, wurden die Algen zweimal
wöchentlich im Verhältnis 1:1 mit Medium aufgefüllt, jeweils einen Tag danach wur-
den die Messungen durchgeführt.

Als Maß für die Algendichte wurde die Chlorophyllkonzentration nach Pigment-
extraktion herangezogen. Zunächst wurden 10ml Algen in Medium fünf Minuten
lang bei 4000 rpm zentrifugiert und das Algenpellet mit 10ml Methanol p.A. +
0.5% v/v Triton–X–100 gelöst (Winkler, 1996). Nach Inkubation im Wasserbad
(60 ◦C) wurde die Zellmasse abzentrifugiert und das Pigmentextrakt im Absorp-
tionsspektrometer vermessen. Die Chloropyllkonzentration erhält man durch Mes-
sung der Absorptionskoeffizienten A665.2 und A652.4 bei 665.2 nm bzw. 652.4 nm nach
(Lichtenthaler, 1987) zu

Ca+b = (1.44 · A665.2 + 24.93 ·A652.4)
mg

l
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Kapitel 6

Meßmethoden und Meßaufbauten

6.1 Absorptionsspektrometer

Die Absorptionsmessungen in der vorliegenden Arbeit wurden mit einem Zweistrahl-
absorptionsspektrometer Uvikon 820 der Fa. Kontron durchgeführt. Die spektrale
Bandbreite betrug 2 nm. Die Windows–Software zur Steuerung des Spektrometers
sowie zur Datenaufnahme und –visualisierung wurde im Rahmen der Arbeit ent-
wickelt.

6.2 Meßaufbau zur transienten Erfassung von In-

duktionskurven

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein Aufbau zur transienten Messung von Fluores-
zenzinduktionskurven entwickelt. Der schematische Versuchsaufbau ist in Abb. 6.1
dargestellt.

Das Licht einer Laserdiode (Philips CQL-820D, 5mW, 650 nm) wird mit der Lin-
se L1 auf die Probe gelenkt. Mit einem Neutralglas-Keil (Schott) kann die Intensität
variiert werden. Die Fluoreszenz wird unter einem Winkel von etwa 60◦ detektiert,
um eine direkte Reflexion des Lasers in die Detektionsoptik zu vermeiden. Die Fluo-
reszenz wird durch den Einsatz von zwei Kantenfiltern (Schott RG695) oberhalb
von 695 nm detektiert und mit der Linse L2 auf eine schnelle Photodiode (OSI 5k)
abgebildet. Das Signal wird verstärkt und mit einem digitalen Sampling Oszilloskop
(DSO, LeCroy 9350AM) im Einzelschußverfahren aufgezeichnet.

Die variable Fluoreszenz soll hier über eine Zeitraum von bis zu mehreren Sekun-
den bei einer maximalen Auflösung von 1µs aufgezeichnet werden, wobei jedoch die
volle Zeitauflösung über den gesamten Meßbereich weder benötigt noch erwünscht
ist (hohe Anzahl an Meßpunkten). Daher wurde der Meßaufbau von einem Com-
puter PC/AT mit einer programmierbaren I/O-Karte (Kolter Electronic Multi–72)
mit integriertem 4MHz-Schwingquarz gesteuert. Die Software wurde im Rahmen
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Abbildung 6.1: Meßaufbau zur transienten Erfassung von Kautskykurven

der vorliegenden Arbeit entwickelt.
Mittels eines Startpulses vom PC wird der Shutter geöffnet und zeitgleich das

DSO im Einzelschußmodus über die Sync-Leitung gestartet. Über einen weiteren
I/O-Kanal der PC-Steckkarte wird dem DSO eine externe Zeitbasis zugeführt. Die-
se Zeitbasis kann in sechs Stufen während der Messung mit einer Auflösung von 1µs
variiert werden. Somit kann die Abtastrate frei an das zu messende Fluoreszenzsignal
angepaßt werden, indem in Bereichen starker Signaländerungen eine feinere Abta-
strate gewählt wird als in Bereichen unveränderter Fluoreszenz. Die so erhaltenen
Spannungskurven werden in den Computer übertragen und mit der angewandten
nichtlinearen Zeitbasis gespeichert. Die zeitliche Auflösung dieses Aufbaus liegt bei
etwa 70µs bedingt durch die Öffnungszeit des Shutters und vor allem durch die An-
stiegszeit der verwendeten Photodiode. Die tatsächliche Auflösung liegt bei niedrigen
Intensitäten durch die dann notwendige elektronische Verstärkerschaltung deutlich
niedriger (vgl. Kap. 7.3.5).
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6.3 Meßaufbau zur Aufnahme von Fluoreszenz-

abklingkurven und Fluoreszenzspektren

Im folgenden Abschnitt werden das Lasersystem und die Detektionseinheiten vorge-
stellt, mit denen Fluoreszenzabklingkurven und cw-Fluoreszenspektren1 aufgenom-
men wurden.

S1

S2
S3

Nd:Yag - Laser   +  KTP

Farbstoff-Laser + Cavity Dumper

Auto-
korrelator

zur Probe

Abbildung 6.2: Pikosekunden-Lasersystem. S1, S2: Spiegel; S3: Strahlteiler

Die Anregung erfolgte mit dem in Abb. 6.2 dargestellten Lasersystems. Als Pump-
laser dient ein aktiv modengekoppelter Nd:YAG–Laser (Spectra Physics Serie 3000)
bei einer Wiederholrate von 82MHz, dessen Emissionswellenlänge von 1064 nm mit
einem KTP-Kristall frequenzverdoppelt wird. Mit den ausgekoppelten Pulsen der
Wellenlänge von 532 nm wird ein durchstimmbarer Farbstofflaser (Spectra Phy-
sics 375B) mit dem Laserfarbstoff DCM (600-680 nm) gepumpt. Mit einem akusto-
optischen Auskoppler innerhalb des Resonators (Cavity Dumper) kann die Wieder-
holrate der aus dem Laser ausgekoppelten Laserpulse variiert werden. Die Qualität
der Laserpulse kann mit einem Autokorrelator überprüft werden.

Die Messungen der vorliegenden Arbeit wurden mit Laserpulsen einer Wellen-
länge von 650 nm, einer Halbwertsbreite von 15 ps bei verschiedenen Intensitäten
durchgeführt. Die Wiederholrate betrug 800 kHz.

Abb. 6.3 zeigt den schematischen Aufbau zur Detektion von Fluoreszenzabkling-
kurven und cw-Fluoreszenzspektren.

6.3.1 Aufnahme von Fluoreszenzabklingkurven

Die Fluoreszenzabklingkurven wurden mit der Methode des inversen zeitkorrellierten
Einzelphotonenzählens aufgenommen (O’Connor und Phillips, 1984).

1cw = Continuous Wave
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Abbildung 6.3: Fluoreszenzmeßplatz zur Detektion von Fluoreszenzabklingkurven und cw-
Fluoreszenzspektren

Ein kleiner Teil der Intensität der Laserpulse wird über den Strahlteiler BS aus-
gekoppelt und dient so als Stoppsignal (s.u.). Die Intensität des Hauptanteils wird
über einen Neutralglas-Graukeil (Schott) auf die gewünschte Meßintensität ange-
paßt und auf die Probe gelenkt. Die von der Probe abgestrahlte Fluoreszenz wird
über die Linsen L1 und L2 auf den Eingangsspalt des Doppelmonochromators (2
× Jobin Yvon H25, 1200 Lines/mm, 500 nm Blaze) abgebildet. Zusätzlich kann
ein Polarisationsfilter (Spindler & Hoyer 10k) in die Detektionsstrecke eingebracht
werden um Rotationsdepolarisationseffekte zu beobachten bzw. auszuschließen. Die
Photonen der gewünschten Wellenlänge werden von einem schnellen Photomulti-
plier (MCP Hamamatsu R1564u-07) detekiert. Das Signal wird verstärkt (EG & G
VT110), mit einem Constant Fraction Discriminator (Quad-CFD, Tennelec TC454)
aufbereitet und an einen Time-to-Amplitude Converter (TAC, Tennelec TC864) als
Startsignal weitergeleitet. Aus dem anregenden Laserpuls wird ein kleiner Anteil
mit einem Strahlteiler BS ausgekoppelt und mit einer schnellen Photodiode (Am-
ko S171P) detektiert. Das verstärkte (EG&G ESN VT110) Signal wird mit einem
Delaykabel verzögert, mit einem zweiten CFD aufbereitet und dient dem TAC als
Stopp. Der TAC konvertiert den Zeitunterschied zwischen Start- und Stoppuls in
eine dazu proportionale Spannung zwischen 0V und 10V. Dieses Spannungssignal
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wird an einen PC/AT mit einer integrierten Pulshöhen-Analysator- und Vielkanal-
Analysator-Einsteckkarte (PHA/MCA, Oxford PCA3) weitergeleitet. Der PHA bil-
det dieses Spannungsintervall auf die Kanäle des MCA ab und erhöht den Kanalin-
halt des entsprechenden Kanals bei jedem Meßereignis um Eins. So erhält man nach
hinreichend vielen Einzelmessungen die Fluoreszenzabklingkurve.

Die so erhaltene Abklingkurve I(t) stellt eine Faltung der wahren Fluoreszenzab-
klingkurve F (t) mit der Apparatefunktion des Gesamtsystems dar (O’Connor und
Phillips, 1984).

I(t) =

t∫
0

dt′F (t− t′)A(t′) (6.1)

Um daraus das wahre Fluoreszenzabklingen der Probe F (t) zu erhalten, muß die
Apparatefunktion ermittelt und aus der gemessenen Kurve I(t) herausgefaltet wer-
den. Die Apparatefunktion wurde mit Hilfe der Messung des Fluoreszenabklingens
eines Standards mit einer bekannten, möglichst kurzen Fluoreszenzlebensdauer ge-
wonnen. Aus dieser Abklingkurve läßt sich die wahre Apparatefunktion durch Rück-
faltung der bekannten Fluoreszenzabklingdauer des Standards iterativ bestimmen.
Als Fluoreszenzstandard wurde DQTCI in Ethanol (1 · 10−5M) mit einer Fluores-
zenzlebensdauer von 40 ps verwendet (Algermissen, 1994).

Die Eichung der Zeitachse wurde durch Messung der bekannten Fluoreszenzle-
bensdauer τ eines Farbstoffes, hier Oxazin 1 in Ethanol (5 · 10−6M, τ = 1024 ps)
vorgenommen (Fleming und Waldeck, 1981).

Die Datenanalyse wurde mit einem von Tom Weber geschriebenen Computer-
programm durchgeführt (Weber, 1992). Eine Abklingkurve wird durch Faltung einer
Summe aus Exponentialfunktionen mit der wahren Apparatefunktion modelliert und
mit der gemessenen Abklingkurve verglichen. Die Variation der Parameter führt un-
ter Verwendung des Marquardt-Algorithmus sehr schnell zu Konvergenz. Die Güte
der Fits wird durch Summe der gewichteten quadratischen Abweichungen χ2red und
die Verteilung der Residuen bewertet. So soll χ2red zwischen 0.8 und 1.2 liegen und
die Residuen sollen gleichmäßig um Null streuen (O’Connor und Phillips, 1984).

Als weiterer Meßplatz für Aufnahme von Fluoreszenzabklingkurven kam in Kap.
7.2 eine modifizierte Version des in der Arbeitsgruppe MOBI entwickelten ’Mobilen
Pikosekundenfluorimeters’ zum Einsatz. Es ist an anderer Stelle ausführlich beschrie-
ben (Berg, 1995; Maier et al., 1995; Terjung et al., 1997; Berg et al., 1995; Oellerich
et al., 1999). Das Fluorimeter beruht ebenfalls auf dem Meßprinzip des inversen zeit-
korrellierten Einzelphotonenzählens, wobei jedoch die Anregung durch eine gepulste
Laserdiode erfolgt (Philips CQL 820/D, 655 nm, 80 ps FWHM) und die Detektions-
wellenlänge mit Filterkombinationen aus Kanten– und Interferenzfiltern selektiert
wird. Die Detektion erfolgt mit einem Photomultiplier Hamamatsu R5600U-01. Die
zusätzlichen sättigenden Pulse (s.u.) wurden mit einer zweiten Laserdiode (Philips
CQL 820/D, 655 nm, 20 ns FWHM) erzeugt.
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6.3.2 Aufnahme von cw-Fluoreszenzspektren

Zur Aufnahme von cw-Spektren von Algen nach verschiedenen Vorbeleuchtungszei-
ten (s.u.) diente ebenfalls der in Abb. 6.3 gezeigte Aufbau mit den Modifikationen,
die in dem gestrichelten Kasten dargestellt sind. Weiterhin wurde der Detektor durch
einen besonders rotempfindlichen Photomultiplier (RCA C31034A) ersetzt, der auf
-20◦C gekühlt wurde.

Für die externe Steuereinheit des Doppelmonochromators (ISA Spectralink) wur-
de eine Einsteckkarte entwickelt, die über eine I/O-Einsteckkarte in einem PC/AT
angesteuert werden kann. Der Monochromator wird zur gewünschten Startwellenlänge
des Spektrums gefahren. Mit einem Zähler (Ortec Photon Counter 9315) werden
die innerhalb einer vorgegebenen Integrationszeit detektierten Fluoreszenzphotonen
gezählt. Dieser wird mit der I/O-Einsteckkarte im PC/AT ausgelesen und zurück-
gesetzt. Der Doppelmonochromator wird zum nächsten Meßpunkt gefahren und die
Messung wiederholt sich bis das gesamte Spektrum im PC vorliegt.

Die Software zur Versuchssteuerung und Datenvisualisierung wurde im Rahmen
der vorliegenden Arbeit entwickelt und programmiert.

Die spektrale Korrekturfunktion für den verwendeten Aufbau wurde durch Ver-
gleich des Fluoreszenzspektrums von Oxazin 1 in Ethanol (5 · 10−6M) mit dem ent-
sprechenden Normspektrum ermittelt. Das Normspektrum wurde von Lutz Ressel
im Rahmen seiner Diplomarbeit gewonnen (Ressel, 1998).

Weitere cw-Spektren über den gesamten sichtbaren Spektralbereich wurden mit
einem in der AG Mobi entwickelten Standard-Fluoreszenzmeßplatz durchgeführt,
der an anderer Stelle beschrieben ist (Berg, 1995; Terjung, 1998).

6.4 Optisches Pumpen

Wie bereits einleitend erwähnt, ist es zur Überprüfung und Erweiterung von Mo-
dellvorstellungen des Photosyntheseapparates neben der Untersuchung ungestörter
Organismen interessant, gezielte Eingriffe am System vorzunehmen um deren Wir-
kung auf Meßgrößen zu beobachten. Solche Veränderungen können entweder durch
chemische Präparation oder durch die Züchtung von Mutanten mit den gewünsch-
ten Eigenschaften erreicht werden. Die Proben werden so aber in der Regel irre-
versibel beeinflußt oder sogar zerstört. Weiterhin können unerwünschte und schwer
abzuschätzende Nebenwirkungen den gewünschten Effekt verdecken oder sogar ver-
fälschen. So wird beispielsweise Hydroxylamin eingesetzt, um die Elektronentrans-
ferrate aus der Wasserspaltung an das PS II künstlich abzusenken. Damit soll ein
Elektronendefizit auf der oxidierenden Seite erzeugt werden. Bei höheren Konzentra-
tionen und längeren Einwirkdauern wird jedoch zusätzlich die reduzierende Seite des
PS II geschädigt (Canaani et al., 1986; Terjung et al., 1995b). Darüberhinaus ist eine
Präparation von Übergangszuständen zur Untersuchung nichtstationärer Systeme,
wie in Kap. 2.2.2 beschrieben, nicht zu erreichen.
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Durch geeignete Beleuchtung eines photosynthetischen Systems vor oder während
der Messung ist es aber möglich, solche gezielten Zustandsänderungen des Photosyn-
theseapparates noninvasiv zu präparieren. Im Folgenden werden zwei neu entwickelte
Meßverfahren vorgestellt, die auf diesem Prinzip des optischen Pumpens beruhen.

6.4.1 Optisches Pumpen mit zusätzlichen sättigenden Pul-
sen

Bei vielen Fluoreszenzstudien am Photosyntheseapparat ist es wünschenswert, den
Elektronentransport aus dem PS II zu unterbrechen, um so die oxidierende und die
reduzierende Seite des PS II möglichst getrennt zu untersuchen. Dies kann durch die
Anwendung von DCMU erreicht werden, das die Bindungsnische des sekundären
Chinons QB am D1/D2–Protein–Komplex blockiert. Dieses Verfahren kann aber
dann nicht angewendet werden, wenn eine irreversible Schädigung vermieden wer-
den muß, oder schon die Anwendung des Lösungsmittels Wasser die Messungen
verfälschen würde, z.B. bei der Untersuchung von Wasserstreß.

PC/AT

CFD CFD

TAC

Stopp   Start Zähler

PHA/MCS
Input

I/O-Karte
Input

Spectra
-link

Puls-
generator

Gate-
generatorTrigger

Gate In

Stopp-
signal

Start-
signal

Mono-
chromator

 Pump-
LED/

Laserdiode

Abbildung 6.4: Optisches Pumpen: Modifikationen zur Messung mit zusätzlichen sättigenden Pulsen

Um nun Messungen bei blockiertem Elektronentransport noninvasiv durchführen zu
können wurde in Zusammenarbeit mit Frank Terjung die Methode des optischen
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Pumpens mit zusätzlichen sättigenden Pulsen in der Arbeitsgruppe Molekül– und
Biophysik entwickelt (Berg et al., 1995; Terjung et al., 1995b; Terjung et al., 1997).

Dabei wird die zu untersuchende Probe bei Fluoreszenzmessungen zusätzlich mit
Lichtpulsen hoher Intensität beleuchtet, um den Photosyntheseapparat zu sättigen.
Diese zusätzlichen Pulse werden jeweils zwischen zwei Meßpulsen auf die Probe
gelenkt, damit die von ihnen erzeugte Fluoreszenz nicht in das Meßfenster des TAC
fällt und somit diese Photonen nicht direkt detektiert werden, sondern lediglich
deren Wirkung auf die von den eigentlichen Meßpulsen erzeugte Fluoreszenz.

Zusätzlich muß dabei die Probe während der Messung verschoben werden, um
nur eine möglichst geringe Anpassung des Organismus an die hohe Lichintensität
der zusätzlichen Pulse zuzulassen. Die nötige Verschiebegeschwindigkeit kann bei
verschiedenen Organismen variieren, liegt aber typischerweise um 0.5mms−1.

Abb. 6.4 zeigt die Modifikationen, die an der Detektionsseite zur Realisierung
dieser Meßmethode vorgenommen wurden. Mit dem Ausgangssignal des Stopp-CFD
wird zum Einen ein Pulsgenerator (HP 80138) getriggert, der wiederum die Pump-
LED (HP HLMP-8150) betreibt. Die so erzeugten LED-Pulse werden auf die Probe
gelenkt. Die Pulsdauer beträgt hier tLED = 800 ns, die Pulse liegen exakt zwischen
den anregenden Laserpulsen. Die Intensität wird an die jeweils gewünschten Meß-
bedingungen angepaßt. Zum Anderen wird mit dem Stopp-CFD ein Gategenerator
(Ortec 416 A + EG&G GG202/NL) getriggert, der den Start-CFD nur für die Zeit
der Fluoreszenz der Laserpulse aktiviert (tGate = 100 ns, siehe Abb. 6.5). So werden
im Falle von cw-Spektren keine Fluoreszenzphotonen gezählt, die von der Pump-
LED erzeugt werden, im Fall von Fluoreszenzabklingkurven wird der TAC nicht
unnötig von diesen Photonen gestartet. Dies würde wegen der relativ hohen Totzeit
des TAC zu einer erheblichen Senkung des Signal-Rausch-Verhältnisses innerhalb
des Meßfensters führen.

0 1 2 3Zeit (µs)

Abbildung 6.5: Puls-Pausen-
Verhältnis beim optischen
Pumpen. Oben: Anregende
Laserpulse (tLas = 15ps).
Mitte: Zusätzliche Pulse der
Pump-LED (tLED = 800ns).
Unten: Gate zur Akti-
vierung des Start-CFD
(tGate = 100ns)
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6.4.2 Variables Vorbeleuchtungssystem

Zur Untersuchung des Kautsky–Effekts durch die Messung von Fluoreszenzabkling-
kurven und cw-Spektren während der Fluoreszenzinduktion war es notwendig, einen
Meßaufbau zu entwickeln, der es ermöglicht, photosynthetische Organismen für eine
definierte Zeit vorzubeleuchten und den so erzeugten Zustand für die Dauer ei-
ner Messung nach einem der obigen Verfahren (typischerweise mehrere Minuten) in
diesem Zustand zu halten. Dabei soll die Vorbeleuchtungszeit in möglichst kleinen
Schritten (idealerweise wenige Mikrosekunden) bis über das Maximum der Kauts-
kykurve hinweg (im Sekundenbereich) verlängert werden können. Dies ist durch ein
einfaches Verschieben fester Proben nicht zu erreichen. Deswegen wurde dies mit
einem Fließsystem realisiert, in dem Grünalgen, bevor sie in den Meßpuls des Lasers
treten, mit variablem Tempo durch eine beleuchtete Kapillare veränderlicher Länge
gepumpt werden. Der Aufbau und die Spezifikationen dieses Fließsystems werden
im Folgenden erläutert.

Aufbau des Fließsystems

Der schematische Aufbau des Fließsysstems ist in Abb. 6.6 dargestellt. Einzellige
Grünalgen werden aus einem Reservoir (25 l) mit einer Jetpumpe (Micropump Con-
cord Calif) in Richtung des Beleuchtungsrohres gepumpt.

Bypass

Vorbeleuchtungs-
rohr

Pumpe Durchflußmesser

Algenreservoir

Laser
Detektion

Abbildung 6.6: Die Vorbeleuchtungsstrecke

Durch Variation der Pumpengeschwindigkeit und Öffnen des Bypass an der Pum-
pe kann die Fließgeschwindigkeit verändert werden. Der Durchflußmesser (Kobold
DPL-060) liefert ein Frequenzsignal νK , das proportional zum Volumenfluß ist. Nach-
dem sie das gesamte System durchflossen haben, werden die Algen zurück in das
Reservoir gepumpt. Innerhalb des Reservoirs müssen die Algen zwischen Aus– und
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Einströmöffnung ein Labyrinth durchlaufen, um eine möglichst lange Verweildauer
zurückgeflossener Algen zu gewährleisten, bevor sie erneut in das Beleuchtungssy-
stem gepumpt werden.

Mit der so eingestellten Geschwindigkeit fließen die Algen in das Vorbeleuch-
tungsrohr (Abb. 6.7). Dieses besteht aus einem V2A-Rohr, das zur Verspiegelung
innen elektropoliert wurde, und einer Glaskapillare (Innendurchmesser 4mm) im
Inneren. In das Rohr sind von außen drei Reihen mit je 70 Power-LEDs (Farnell
253-662) unter einem Winkel 120◦ zueinander eingebaut. Die LEDs wurden einzeln
vermessen und entsprechend ihres individuellen Wirkungsgrades mit einem Strom
betrieben, der jeweils gleiche optische Ausgangsleistung erzeugt. Innerhalb der Glas-
kapillare ist eine V2A-Kapillare angebracht, die mit einer Verschiebeeinheit (ISEL)
verschoben werden kann, so daß jeweils nur ein Teil der Algen in der Glaskapillare
innerhalb des LED-Rohrs beleuchtet wird, der Rest wird von der V2A-Kapillare
abgeschattet. Die Windows-Software zur Steuerung der Verschiebeeinheit wurde im
Rahmen dieser Arbeit entwickelt.

Laser

Detektion
Algen

(Pumpe)

Algen
(Reservoir)

Glaskapillare

Pulsgenerator

Verschiebeeinheit

Power-LEDs (120°)

Verschiebbare
V2A-Kapillare

Poliertes
V2A-Rohr

Pump-LED

Abbildung 6.7: Das Vorbeleuchtungsrohr

In Abb. 6.8 ist ein Halbschnitt durch das Vorbeleuchtungsrohr dargestellt. Nach
dem Verlassen der V2A-Kapillare fließen die Algen von links nach rechts mit der
nach Gl. 6.5 ermittelten Geschwindigkeit durch die beleuchtete Glaskapillare. Am
Austritt aus dem Beleuchtungsrohr wurde die Glaskapillare unterbrochen und 1mm
schwarzes Glas als Lichtfalle eingesetzt.

So wird sowohl die Streuung des Vorbeleuchtungslichtes in die Detektionsoptik
als auch die Störung des Signals durch die dadurch erzeugte Fluoreszenz vermieden.
Etwa 8mm nach dem Verlassen des Rohres fließen die Algen in den eigentlichen
Meßbereich, wo Anregung durch den Laser und Detektion der Fluoreszenz erfol-
gen. Dieser Meßbereich wurde mit einer Blende auf eine Strecke von 1mm begrenzt.
Die Strecke zwischen Austritt aus dem Rohr und dem Meßbereich wird mit einer
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(Lichtfalle)

Pump-LED

Abbildung 6.8: Schnitt durch das Vorbeleuchtungsrohr

Pump-LED (HP HLMP 8150) gepulst beleuchtet. Dies wird durch Anwendung der
neu entwickelten Methode des optischen Pumpens mit zusätzlichen sättigenden Pul-
sen erreicht, wobei lediglich die Intensität der gepulsten LED an die Erfordernisse
angepaßt wird (siehe Abschnitt 6.4.1). Sie ist hier um 90◦ gedreht dargestellt. Im
Meßaufbau war sie

”
über der Zeichenebene“ angebracht, so daß sie nicht direkt in

Richtung des Monochromators (Detektion) leuchtete. Die Intensität der Pump-LED
wurde jeweils der Intensität innerhalb des Vorbeleuchtungsrohres angeglichen. Diese
andere Art der Beleuchtung führt zu veränderten Bedingungen auf den letzten 8mm
der Beleuchtungsstrecke, deren Effekt schwierig abzuschätzen ist. Die Auswirkung
auf Messungen wurde daher anhand von Testmessungen in Kapitel 7.3 untersucht.

Beleuchtungsqualität und -intensität

Die maximal erreichbare Intensität im Inneren des Rohres liegt bei Imax = 24W/m2.
In Abb. 6.9 ist das Spektrum der LEDs im Vergleich zum terrestrischen Sonnen-
spektrum abgebildet. Mit AM1, AM2 und AM5 werden Sonnenspektren unter dem
Einfluß verschiedener Athmosphärendicken bezeichnet, wobei AM1 bei senkrechtem
Sonneneinfall, AM2 bei einem Einfallswinkel von 60,1◦ und AM5 unter einem sehr
flachen Winkel (Sonnenuntergang) gemessen wird. Die maximale Intensität der Vor-
beleuchtungsstrecke im Emissionsbereich der LEDs entspricht etwa der Intensität
des Sonnenspektrums AM2. Im unteren Teil des Bildes ist als Vergleich die Ex-
tinktion eines Pigmentextraktes von Grünalgen in Methanol dargestellt.Wie man
sieht, wird nahezu optimal in die langwellige Absorptionsbande (vgl. Abb. 4.1) der
Pigmentsysteme eingestrahlt, die ihre absorbierte Energie direkt dem Photosynthe-
seapparat zuführen. Mit dem Beleuchtungssystem können so Lichtbedingungen für
die Algen erzeugt werden, die bei maximaler Intensität zu einer Anregung der Pho-
tosysteme ähnlich wie unter starker Sonneneinstrahlung führen.
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Abbildung 6.9: Spektrum der Vorbeleuchtungs-LEDs im Vergleich zum terrestrischen Sonnenspek-
trum (Sonnenspektren von Iqbal (Iqbal, 1983)). Als Vergleich ist die Extinktion eines Pigmentex-
traktes von Grünalgen in Methanol dargestellt.
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Vorbeleuchtungsdauer

Zur Berechnung der Vorbeleuchtungszeit der Algen tbel muß neben der mittleren
Vorbeleuchtungstrecke s̄bel auch die mittlere Fließgeschwindigkeit v̄f bekannt sein.
Es gilt dann

tbel =
s̄bel
v̄f
. (6.2)

Die Vorbeleuchtungsdauer ist dabei mit einem Fehler von

∆tbel =

√(
∂tbel
∂s̄bel

)2

·∆s2bel +
(
∂tbel
∂v̄f

)2

·∆v̄2f

=

√√√√ 1

v̄2f
·∆s2bel +

(
s̄bel
v̄2f

)2

·∆v̄2f (6.3)

behaftet. Die beiden Einzelfehler für die Beleuchtungsstrecke ∆sbel und die Fließ-
geschwindigkeit ∆vf setzen sich ihrerseits wieder aus jeweils zwei Teilen zusammen:
einem makroskopischen Anteil, der durch apparative Fehler bzw. Toleranzen ensteht
und für alle Teilchen gleichermaßen gilt, und einem mikroskopischen Anteil, der aus
der Charakteristik einer Rohrströmung resultiert und so auf jedes Teilchen einzeln
wirkt. Diese beiden Anteile werden zunächst gesondert untersucht. Dazu wird hier
die mittlere Fließgeschwindigkeit v̄f definiert als Volumenfluß V̇ durch eine Fläche,
hier die Kreisfläche des Rohres mit dem Rohrradius R

v̄f =
V̇

π R2
=

2

R2

R∫
0

v(r) r dr (6.4)

Makroskopischer Anteil Bei der Bemessung der Vorbeleuchtungsstrecke ent-
steht ein Fehler durch die Festlegung des Nullpunktes, da der eigentliche Meß-
bereich einen Durchmesser von 1mm hat. Die weitere Positionierung der inneren
V2A–Kapillare erfolgt mit einer schrittmotorgesteuerten Verschiebeeinheit, deren
Toleranz deutlich unter dieser Unsicherheit des Nullpunktes liegt. Daher wird der
Fehler großzügig mit ∆sbel = 1mm angesetzt.

Durch direkte Messung der jeweiligen Durchflußmenge durch das Fließsystem
bei verschiedenen Frequenzen am Durchflußmesser νK kann der Volumenfluß V̇ und
somit v̄f bestimmt werden. Dabei wird ein Fehler von ∆νK = 5Hz angenommen,
wie er als maximale Schwankung am Frequenzzähler (Philips PM 6675) während der
Eichmessungen beobachtet wurde. In Abb. 6.10 ist der gemessene Zusammenhang
zwischen νK und v̄f für eine Kapillare mit R = 2mm gezeigt. Lineare Regression
ergibt

v̄f = 5.4 · 10−3m · νK (6.5)
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Abbildung 6.10: Eichung des Durchflußmessers. Mittlere Fließgeschwindigkeit v̄f und Reynoldszahl
Re als Funktion der Frequenz am Durchflußmesser νK in einer 4mm–Kapillare. Die Fehlerbalken
ergeben sich aus der beobachteten Schwankung der Frequenz am Durchflußmesser während der
Messung. Der gestrichelte Bereich markiert den Übergangsbereich von laminarer zu turbulenter
Strömung (s.u.)

bei einem Korrelationskoeffizienten von c2 = 0.999.
Daher wird die mittlere Fließgeschwindigkeit im Folgenden aus dieser Gerade

berechnet. Die maximale Fließgeschwindigkeit liegt bei vfmax ≈ 2.15m/s. Bei der
maximalen Fließgeschwindigkeit fließen etwa 1.5 l/min Suspension durch das System.

Mikroskopischer Anteil Die Vorbeleuchtungsdauer nach Gl. 6.2 ist mit einem
weiteren Fehler behaftet, der aus den Strömungsverhältnissen im Rohr resultiert. In-
nerhalb der Glaskapillare bildet sich ein nicht-gleichförmiges Geschwindigkeitsprofil
aus, so daß nicht alle Teilchen mit gleicher Geschwindigkeit durch das System fließen
und somit auch eine unterschiedliche Zeit für diese Strecke benötigen.

Zur Fehlerabschätzung der Fließgeschwindigkeit muß die Geschwindigkeitsvertei-
lung v(R) in einer Kapillare mit dem Radius R untersucht werden. Dazu werden
zunächst folgende Voraussetzungen angenommen:

- Eine Glaskapillare kann als völlig glattes Rohr betrachtet werden (Gerhart
und Gross, 1985),

- Algen in Nährlösung seien eine wasserähnliche, nichtkomprimierbare, Newton-
sche Flüssigkeit, da die Grünalgen lediglich eine Größe von wenigen Mikrome-
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tern haben und die Nährstoffe in Form von Salzen nur in geringen Konzentra-
tionen im Wasser gelöst sind,

- die Strömung sei stationär, d.h. an verschiedenen Orten kann die Geschwindig-
keit verschieden sein (v(r1) 	= v(r2)), die Geschwindigkeit an einzelnen Stellen
des Strömungsfeldes ist aber zeitunabhängig (∂v(r)/∂t = 0).

Mit diesen Annahmen gilt für die Bewegung der Flüssigkeit die Navier–Stokes–
Gleichung für stationäre Strömungen:

ρ/a = −gradp + η∆v (6.6)

Dabei ist ρ die Dichte der Flüssigkeit, /a die Beschleunigung, die ein Teilchen erfährt,
wenn es zu einem Ort anderer Geschwindigkeit translatiert wird, p der Druck und
η die Viskosität.

Wirkt nun lokal eine kleine Störung der Größe l auf eine zunächst laminare
Strömung, so bewirkt sie dort eine lokale Erhöhung der Fließgeschwindgkeit. Aus
der Bernoulli-Gleichung

p+
1

2
ρ v2 = const. (6.7)

folgt eine lokale Druckerniedrigung proportional zu 1
2
ρ v2. Dies hätte eine Vergröße-

rung der Störung zur Folge, die Strömung wird instabil, also turbulent. Dem entgegen
wirkt die innere Reibung ηv/l, die das Geschwindigkeitsgefälle entlang der Störung
abzubauen versucht. Je nachdem, ob der Trägheitseinfluß oder der Reibungseinfluß
überwiegt, bildet sich laminare oder turbulente Strömung aus. Setzt man für Rohr-
strömungen die Abmessung der Störung gleich dem Rohrradius l = R dann ist das
Verhältnis beider die sogenannte Reynoldszahl Re:

Re =
2 ρ v R

η
(6.8)

Der Übergang zwischen laminarer und turbulenter Strömung findet bei Re ≈ 2000

laminar turbulent

Abbildung 6.11: Strömungsarten

statt (Truckenbrodt, 1968). In Abb. 6.11 sind die un-
terschiedlichen Geschwindigkeitsprofile qualitativ dar-
gestellt. Das turblente Profil ist ’völliger’, es kommt
einer konstanten Geschwindigkeit über den gesamten
Rohrquerschnitt näher als das laminare Profil. Nähe-
rungsweise läßt sich die Geschwindigkeit v(r) in einem
Abstand z vom Rohrrand in einer voll ausgebildeten
turbulenten Strömung mit einer maximalen Fließge-
schwindigkeit vmax in der Rohrmitte durch die Inter-
polationsformel

v

vmax

=
( z
R

)n

= rn (6.9)
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beschreiben (Truckenbrodt, 1968). Dabei ist r der relative Abstand von der Rohr-
wand. Der Exponent n = n(Re) hängt von der Reynoldszahl ab und variiert von
n = 1/6 bei Re = 4 · 103 bis zu n = 1/10 bei Re = 3, 2 · 106. Dabei wird die Ge-
schwindigkeitsverteilung mit steigender Reynoldszahl immer gleichförmiger (siehe
Abb.6.12). Setzt man diesen Potenzansatz in Gl. 6.4 ein und integriert über r, dann
erhält man für n = 1/6

v̄

vmax
=

2

(1 + n)(2 + n)
= 0.79 =

1

1.26
(6.10)
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Abbildung 6.12: Geschwindigkeits-Potenzprofile für turbulente Rohrströmungen für verschiedene
Exponenten bzw. Reynoldszahlen. Zum Vergleich ist das Geschwindigkeitsprofil einer laminaren
Strömung abgebildet

Während also bei laminarer Rohrströmung die maximale Geschwindigkeit in der
Rohrmitte noch doppelt so hoch ist wie die mittlere Fließgeschwindigkeit, so zeigt
das Verhältnis bei turbulenter Strömung ein deutlich homogeneres Strömungsprofil
(Truckenbrodt, 1968). Diese Interpolationsformel berücksichtigt nicht die viskose
Randschicht. Die Dicke dieser viskosen Randschicht δ0 in einer voll ausgebildeten
turbulenten Strömung läßt sich berechnen zu

δ0 = 5η ·
(√

λ

8
· v
)−1

, (6.11)
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wobei die Rohrreibungszahl λ für Re < 105 recht gut durch das Blasius’sche Gesetz

λ = 0.316 · R−1/4
e (6.12)

gegeben ist. Bei den hier vorliegenden geometrischen Verhältnissen (R = 4mm)
und Fließgeschwindigkeiten (2000 < Re < 8000) beträgt die Dicke der Randschicht
zwischen 4% und 12% des Rohrdurchmessers.

Im hier entwickelten Fließsystem kann basierend auf den bisherigen Ausführungen
jedoch nur eine grobe Fehlerabschätzung vorgenommen werden, da die Querschnitts-
erweiterung beim Übergang von der verschiebbaren V2A-Kapillare in die Glaskapil-
lare eine starke Störung darstellt und die turbulente Strömung daher nicht als voll
ausgebildet bezeichnet werden kann. Durch diese große Störung kann andererseits
von einer recht starken Durchmischung quer zur Flußrichtung auch in Randnähe
ausgegangen werden, durchströmende Partikel werden während ihrer Durchflußzeit
verschiedene Fließgeschwindigkeiten annehmen.
Für diese grobe Abschätzung werden daher folgende Annahmen gemacht:

- Die Geschwindigkeitsverteilung über den gesamten Rohrquerschnitt folge dem
Potenzansatz aus Gl. 6.9 mit n = 1/6,

- bei Re = 2000 haben Wirbel eine typische Abmessung von rw ∼ 1
40
R (R:

Rohrdurchmesser) (Gerthsen et al., 1986),

- nach Durchfließen der Strecke in Flußrichtung, die eben einer solchen Wirbel-
abmessung entspricht, kann ein Teilchen seine Position quer zur Flußrichtung
um genau diesen Betrag ändern oder die aktuelle Position beibehalten und
fließt dann mit der neuen Geschwindigkeit nach Gl.6.9,

- ändert ein Teilchen seinen Abstand vom Rohrrand r, so legt es dabei die
Strecke s = rw · √2 zurück, als ob es sich diagonal durch ein Quadrat bewegt,
in das ein Wirbel mit dem Durchmesser rw einbeschrieben ist.

Mit diesen Vorraussetzungen wird der Durchfluß von vielen Teilchen durch ein Rohr
simuliert: Jedes Teilchen fließt durch einer Rohr der Länge l und legt dabei eine
Anzahl von

lR = l/rw = 40 · l/R (6.13)

Simulationsschritten zurück, die ab hier als relative Rohrlänge lR bezeichnet wird.
Beim j–ten Schritt hat es einen relativen Abstand rj vom Rohrrand, die Geschwin-
digkeit vj und legt die Strecke sj zurück. Die Durchflußzeit ti für das i–te Teilchen
ist dann

ti =

lR∑
j=0

sj
vj

. (6.14)
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Mit dem Potenzansatz für die Geschwindigkeiten vj (Gl. 6.9) folgt dann

ti =

lR∑
j=0

sj
vmax · rn

j

(6.15)

Sei nun pj ein lR–dimensionaler Vektor mit Zufallszahlen aus {−1, 0, 1}, der für
das Teilchen i bestimmt, ob es nach Durchlaufen eines Simulationsschrittes seinen
Abstand vom Rohrrand beibehält oder um den Betrag rw ändert. Dann gilt für alle
Teilstrecken sj und Abstände vom Rohrrand rj mit j = 1..lR

sj = rw · (1 + |pj| · (
√
2− 1)) (6.16)

rj =




2− (rj−1 + |pj| · rw) für rj−1 = 1

|rj−1 + pj · rw| sonst
(6.17)

mit der zufälligen Anfangsposition r0. Der erste Teil von Gl. 6.17 sorgt dafür, daß
rj ≤ 1 bleibt, das Teilchen verläßt die Rohrmitte in Richtung der anderen Rohrwand.
Der zweite Teil gewährleistet rj ≥ 0, das Teilchen tritt an der anderen Rohrwand
wieder ein. Quer zur Flußrichtung wird somit eine Zufallsbewegung (random walk)
ausgeführt. Einsetzen liefert

ti =
rw
vmax

·
lR∑

j=0

1 + |pj | · (
√
2− 1)

rn
j

(6.18)

Der erste Term beschreibt einfach die benötigte Zeit für die Strecke rw in Fluß-
richtung bei maximaler Fließgeschwindigkeit, der Zähler der Summe korrigiert die
Strecke gegebenenfalls um den Faktor

√
2 und der Nenner korrigiert die Fließge-

schwindigkeit im Abstand r.
Diese Bedingungen wurden für die Simulation in einem C–Programm implemen-

tiert und so der Durchfluß für 106 Teilchen durch ein Rohr berechnet. Dabei wurden
zufällige Startpositionen r0 über den Querschnitt des Rohres durch eine Monte-
Carlo-Simulation ermittelt. Daraus wurden folgende Werte für die Durchflußzeit t
und die Fließstrecke s, bzw. deren Mittelwerte und Standardabweichungen ermittelt:

∆t

t̄
= 0.11

s̄ = 1.26 · lR
∆s

s̄
= 0.009

Hierbei ist zu beachten, daß die Verlängerung der Gesamtfließstrecke s̄ im Vergleich
zur geradlinig in Flußrichtung zurückgelegten Strecke slin zu einer Spreizung der
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Zeitachse gegenüber den linear gerechneten Fließzeiten führt. Die Durchfluß– bzw.
Beleuchtungszeit berechnet sich dann zu

tbel = fkorr · slin
v̄f
. (6.19)

Der Korrekturfaktor fkorr wird, da die Annahme für die Verlängerung der Strecke
sehr vereinfachend gewählt wurde, die Verhältnisse in der Fließstrecke aber wahr-
scheinlich wesentlich komplizierter sind, experimentell bestimmt.

In Abb. 6.13 sind der makroskopische und der mikroskopische Anteil am relativen
Fehler ∆tbel/tbel als Funktion von Vorbeleuchtungsstrecke sbel und Fließgeschwin-
digkeit v̄f dargestellt. Dabei ist zu beachten, daß der mikroskopische Anteil der
Anschaulichkeit wegen auch im Bereich laminarer Strömung (v̄f < 0.5 m/s) als
konstant eingezeichnet ist. Es ist deutlich zu sehen, daß der makroskopische Fehler
erst unterhalb von v̄f = 0.5 m/s zum Tragen kommt. Unterhalb dieser Geschwin-
digkeit steigt dieser Anteil stark an, der Fehler der Pumpe überwiegt.

Als niedrigste Fließgeschwindigkeit wurde im Folgenden vfmin
= 0.5m/s gewählt,

um immer im Bereich turbulenter Strömung zu bleiben (vgl. Abb. 6.10) und den
Bereich des großen Pumpenfehlers zu meiden. Lediglich zwei Meßpunkte wurden
innerhalb der Meßreihen bei niedrigeren Fließgeschwindigkeiten aufgenommen, um
den weiteren Verlauf der Induktionsverlauf zumindest qualitativ zu zeigen.

Der gesamte Fehler in der Vorbeleuchtungszeit ∆tbel gilt nun für jedes einzelne Teil-
chen bzw. hier für jede in den Meßbereich einfließende Alge. Jedes detektierte Fluo-
reszenzphoton kann also von einem Teilchen stammen, dessen Vorbeleuchtungszeit
tbel um einen Betrag δt von der mittleren Vorbeleuchtungsdauer t̄ abweicht. So-
mit sind alle aufgenommen Fluoreszenzspektren zusätzlich zum Poisson-Rauschen
um diesen Betrag verrauscht. Insbesondere bei den Multiexponentialanalysen der
Fluoreszenzabklingkurven wird sich dies in der Güte und Sicherheit der Fits nieder-
schlagen.
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Abbildung 6.13: Makroskopischer und mikroskopischer Anteil am relativen Fehler für die Vorbe-
leuchtungszeit ∆tbel/tbel in Abhängigkeit von Vorbeleuchtungsstrecke sbel und Fließgeschwindig-
keit v̄f
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Kapitel 7

Messungen und Ergebnisse

Im ersten Teil dieses Kapitels werden grundlegende Messungen zu photosyntheti-
schen Eigenschaften gezeigt, danach werden Messungen mit der neu entwickelten
Methode des optischen Pumpens mit zusätzlichen sättigenden Pulsen vorgestellt. In
Kap. 7.3 werden Messungen zur Charakterisierung des hier entwickelten variablen
Fließsystems und im letzten Teil Messungen zur Fluoreszenzinduktion gezeigt.

7.1 Grundlegende Messungen

7.1.1 Absorption und cw-Fluoreszenz von Grünalgen

In Abb. 4.1, S. 16 sind ein Extinktionsspektrum der Pigmente von Chlorella in Me-
thanol und ein korrigiertes Fluoreszenzspektrum von Chlorella-Algen in Nährlösung
dargestellt. Aufgrund der Absorptions– und Emissionsmaxima wurden für die wei-
teren Fluoreszenzmessungen 650 nm als Anregungswellenlänge und 685 nm als De-
tektionswellenlänge gewählt. Die Anregungswellenlänge wurde unterhalb des Ab-
sorptionsmaximums gewählt, um noch selektiver in das PS IIα–Pigment Chl b einzu-
strahlen, zu längeren Wellenlängen würde hingegen die Absorption des Chl a weiter
zunehmen (vgl. Kap. 3.2.2 und 8.3.1). Weiterhin wird der Streuanteil des anregenden
Lichts vermindert.

Um den Anteil der PS I–Fluoreszenz an der Gesamtfluoreszenz abzuschätzen,
wurden Fluoreszenzspektren von Algen mit intaktem und unterbrochenem Elektro-
nentransport aus dem PS II aufgenommen (Abb. 7.1). Die Blockade wurde durch
Kontamination mit 10−3M DCMU erreicht, das die Bindungsnische des sekundären
Chinons QB blockiert.
Dabei ändert sich unter DCMU-Einfluß lediglich die Gesamtfluoreszenzausbeute,
wobei die spektrale Verteilung jedoch nahezu konstant bleibt (siehe normierte Kurve
frischer Algen).

51



670 690 710 730 750
Wellenlänge (nm)

0.5

1

1.5
R

el
. I

nt
en

si
tä

t
Chlorella mit DCMU
Chlorella frisch
Chlorella frisch, normiert

Abbildung 7.1:
Korrigierte Fluor-
eszenzspektren von
Chorella vulgaris
in Nährlösung mit
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7.1.2 Fluoreszenzabklingkurven von Algen

In diesem Kapitel werden Fluoreszenzabklingkurven von Chlorella-Algen in den
beiden Extremzuständen F0 (bzw. F ′

0, vgl. Kap. 7.3.4) und Fm des photosynthe-
tischen Apparates bzw. des PS II gezeigt und für spätere Vergleiche im Exzitonen-
Radikalpaar-Gleichgewichts-Modell betrachtet.

Die Fluoreszenzabklingkurven von Chlorella vulgaris für die beiden Extrem-
zustände bei intaktem (F0: kein reduziertes QA) und blockiertem Elektronenfluß
(Fm: sämtliches QA reduziert, k2 = 0) sind in Abb. 7.2 dargestellt. Hier sind exem-
plarisch sowohl die Apparatefuntion (APD: FWHM = 60ps) als auch die Residuen
der Fits gezeigt. Die Fitparameter und berechneten Übergangsraten gemäß Gl. 4.10–
4.12 sind in Tab. 7.1 angegeben.

Tabelle 7.1: Fitparameter von Fluoreszenzabklingkurven von Chlorella vulgaris in F0 und Fm. In Fm

verschwindet die Rate k2 für die Ladungsstabilisierung, die vorletzte Spalte entspricht in diesem Fall
somit der strahlungslosen Dissipation im Reaktionszentrum kD. In den mit PS II gekennzeichneten
Spalten wurde die Summe der dem Photosystem II zugeordneten Amplituden auf 100% skaliert.

τ1 τ2 τ3 α1 α2 α3 α1 α2 τm k1 k−1 k2 + kD

(ps) (ps) (ps) PSII PSII (ps) (ns−1) (ns−1) (ns−1)

F0 264 508 80 0.28 0.34 0.38 0.45 0.55 395 2.4 0.26 2.6
Fm 998 2393 80 0.17 0.40 0.43 0.3 0.7 2121 0.29 0.24 0.58
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Abbildung 7.2: Fluoreszenzabklingkurven von Chlorella vulgaris in F0 und Fm. APD: Apparate-
funktion
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7.2 Optisches Pumpen mit zusätzlichen sättigen-

den Pulsen

Das in Kap. 6.4.1 beschriebene optische Pumpen mit zusätzlichen sättigenden Pul-
sen wurde als neue Meßmethode in der Arbeitsgruppe Molekül– und Biophysik im
Rahmen der vorliegenden Arbeit und der Dissertation von Frank Terjung (Terjung,
1998) entwickelt. Mit dieser Methode konnten zuvor gewonnene Erkenntnisse und
Modellvorstellungen (Berg, 1995; Terjung et al., 1995a; Berg et al., 1997) überprüft
und erweitert werden.

Die Ergebnisse wurden in verschiedenen Postern vorgestellt (Berg et al., 1995;
Terjung et al., 1995b) und zusammenfassend publiziert (Terjung et al., 1997). Da-
her werden die grundlegenden Messungen hier lediglich kurz vorgestellt und exem-
plarisch die auf eigenen Vorarbeiten basierenden Messungen zu Auswirkungen von
Wasserstreß auf den Photosyntheseapparat gezeigt (Berg, 1995; Berg et al., 1997).

Die Messungen dieses Kapitels wurden mit dem modifizierten ’Mobilen Pikose-
kundenfluorimeter’ durchgeführt. Die Intensität der Meßpulse betrug 2·108 Photonen·
Puls−1· cm−2 bei einer Wiederholrate von 740 kHz, die Intensität der zusätzlichen
sättigenden Pulse 1012 Photonen· Puls−1· cm−2.

Erbsen-Pflanzen (Pisum sativum) wurden zwei Wochen lang bei 20◦C in einem
natürlichen Hell-Dunkel-Rhythmus gezogen. Zu Beginn der Meßreihen wurden die
Blätter von der Pflanze abgetrennt. Die Verschiebegeschwindigkeit während der Mes-
sungen mit den zusätzlichen sättigenden Pulsen betrug 0.5mms−1.
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Abbildung 7.3: Optisches Pumpen: Fluoreszenzabklingkurven eines frischen Erbsenblattes mit und
ohne zusätzliche Pulse im Vergleich mit dem Abklingen eines DCMU-vergifteten Blattes
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Abb. 7.3 zeigt zunächst den Vergleich zwischen optischer (zusätzliche Pulse) und
chemischer (DCMU) Blockade des PS II. Dazu wurden Fluoreszenzabklingkurven
eines frischen Erbsenblattes mit und ohne zusätzliche Pulse sowie eines DCMU-
vergifteten Blattes aufgenommen. Durch optisches Pumpen wird hier nicht ganz der
Zustand der chemischen Blockade erreicht, die mittleren Fluoreszenzlebensdauern
sind jedoch sehr ähnlich. Die Abweichung entsteht durch die einsetzende Fluores-
zenzinduktion während die Blätter in das Meßlicht geschoben werden. Durch gute
Anpassung der Verschiebegeschwindigkeit kann diese Abweichung weiter minimiert
werden. (Zur Verdeutlichung wurde hier eine Kurve mit sättigenden Pulsen darge-
stellt, bei der die Verschiebegeschwindigkeit nicht ganz optimal angepasst wurde).

7.2.1 Anwendung des optischen Pumpens: Wasserstreß

Um die in einer früheren Arbeit entwickelte Modellvorstellung zu Auswirkungen
von Wasserstreß auf den Photosyntheseapparat (Berg et al., 1997) zu überprüfen,
wurden entsprechende Messungen unter Anwendung der neuen Methode wiederholt.

Erbsenblätter wurden zu Beginn der Meßreihen von der Pflanze abgetrennt und
auf Küvetten aufgebracht. Die Blätter wurden bei einer relativen Luftfeuchtigkeit
von 30% getrocknet. Währenddessen wurden sie in Dunkelheit gehalten, um den
Einfluß konkurrierender Prozesse wie z.B. verstärkte Anfälligkeit gegen Photoinhi-
bition zu minimieren (Demmig-Adams, 1990; Horton et al., 1994; Kyle, 1987; De
Las Rivas et al., 1993).

Nach verschiedenen Trockenzeiten wurden Fluoreszenzabklingkurven mit und oh-
ne zusätzliche Pumppulse aufgenommen und der relative Massenverlust

∆mrel =
mfr −mtr

mfr
(7.1)

bestimmt, wobei mfr die Masse des frischen Blattes und mtr die Masse des getrock-
neten Blattes ist.

In Abbildung 7.4 sind die mittleren Fluoreszenzlebensdauern τm der einzelnen
Messungen als Funktion der Trockenzeit dargestellt. Ohne Pumppulse ist zunächst
nur ein leichter Anstieg mit zunehmender Trockenzeit zu beobachten, bis nach etwa
70 Stunden ein starker Anstieg beobachtet wird. Nach dem Erreichen eines Maxi-
mums fällt die mittlere Fluoreszenzlebensdauer wieder stark auf ähnliche Werte wie
vor dem Maximum ab. Mit Pumppulsen fällt τm zunächst langsam und nimmt nach
70 Stunden Trockenzeit denselben Verlauf wie ohne Pumppulse. Nur bis zum Errei-
chen des Maximums ohne Pumppulse führt ein Einlegen der Blätter in Wasser zu
einer vollständigen Erholung, die Fluoreszenzparameter gehen auf die anfänglichen
Werte zurück.

Werden Blätter bei verschiedenen relativen Luftfeuchtigkeiten dem Wasserstreß
ausgesetzt, so wird das charakteristische Maximum ohne Pumppulse nach verschie-
denen Trockenzeiten erreicht, es tritt jedoch immer bei einem relativen Massenver-
lust von etwa ∆mrel = 80% auf (Abb. 7.5).
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Abbildung 7.4: Mittlere Fluoreszenzlebensdauer τm von Erbsenblättern unter dem Einfluß von
Wasserstreß als Funktion der Trockenzeit
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Abbildung 7.5: Mittlere Fluoreszenzlebensdauer τm von Erbsenblättern unter dem Einfluß von
Wasserstreß als Funktion des relativen Massenverlustes ∆mrel

56



7.3 Charakterisierung des Fließsystems

Bei dem in Kapitel 6.4.2 vorgestellten Fließsystem zur variablen Vorbeleuchtung von
flüssigen Proben handelt es sich um eine im Rahmen der vorliegenden Arbeit durch-
geführte Neuentwicklung. Das Fließsystem wurde unter der Vorgabe entwickelt, eine
möglichst hohe Zeitauflösung über eine große Zeitspanne bei extrem konstanten Be-
leuchtungsbedingungen zu ermöglichen.

Hier werden nun nach theoretischen Fehlerbetrachtungen zur Vorbeleuchtungs-
zeit sowie Messungen zur Homogenität der Beleuchtungsintensität (siehe Kap. 6.4.2)
innerhalb des Systems Messungen zur Genauigkeit und Reproduzierbarkeit vorge-
stellt. Zunächst wird der Einfluß verschiedener Meßparameter auf die Qualität der
Meßergebnisse untersucht.

7.3.1 Einfluß der Algendichte

In vorbereitenden Messungen an Algen wurde der Einfluß der Algen– bzw. Choloro-
phyll-Konzentration auf die Meßergebnisse im Fließsystem untersucht. Dazu wurden
Meßreihen mit verschiedenen Cholorophyll-Konzentrationen zwischen 8mg/l und
30mg/l (vgl. Kap. 5) durchgeführt, jedoch keine signifikanten Änderungen beobach-
tet. Daher konnte in allen weiteren Meßreihen darauf verzichtet werden, eine jeweils
identische Algendichte vor den Messungen einzustellen.

7.3.2 Messungen zur Anregungsintensität im Vorbeleuch-
tungsrohr

Für die Messungen im Fließsystem ist es von höchster Wichtigkeit, daß die Beleuch-
tungsintensität im Vorbeleuchtungsrohr möglichst homogen ist, um systematische
Fehler zu minimieren. Daher wurden die LEDs einzeln vermessen und entsprechend
ihres individuellen Wirkungsgrades mit einem individuellen Strom betrieben, der
jeweils gleiche optische Ausgangsleistung erzeugt. So konnte durch Messungen mit
einer empfindlichen Photodiode innerhalb des Rohres ermittelt werden, daß in der
Rohrmitte die Intensitätsschwankungen in axialer Richtung unter 1% liegen. In
radialer Richtung konnten von der Mitte ausgehend bis zum doppelten Kapillar-
durchmesser keine Änderungen in der Intensität festgestellt werden.

7.3.3 Einfluß von Streulicht aus der Vorbeleuchtungsstrecke

Zunächst wurde die spektrale Korrekturfunktion des in Abb. 6.3 gezeigten Aufbaus
unter dem Einfluß der zusätzlichen optischen Anregung durch die Pump-LED au-
ßerhalb des Vorbeleuchtungsrohres bestimmt. Der CFD zur Pulsformung wird bei
diesen ebenso wie bei zeitaufgelösten Messungen gegated betrieben, d.h. es werden
nur Fluoreszenzphotonen detektiert, die nach Anregung durch den Pulslaser, nicht
jedoch nach Anregung durch die Pump-LED, emittiert werden (vgl. Kap. 6.4.1).
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Der Detektor ist nicht gatebar und wird daher bei der Meßmethode mit zusätzli-
chen Pulsen sehr stark belastet. Bei Wellenlängen nahe dem Emissionsmaximum
der Pump-LED wird der maximal zulässige mittlere Anodenstrom kurzeitig knapp
überschritten. Um einen eventuellen Einfluß auf die Messungen zu untersuchen, wur-
den cw-Spektren von Oxazin 1 in Ethanol (5 · 10−6M) mit und ohne zugeschaltete
Pump-LED aufgenommen und mit einem korrigierten Oxazin 1 Normspektrum nach
(Ressel, 1998) verglichen (Abb. 7.6 links).
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Abbildung 7.6: Spektrale Korrektur mit und ohne Pump-LED

Die daraus resultierenden Korrekturfunktionen sind in Abb. 7.6 rechts abgebildet.
Ein geringer Einfluß der Pump-LED ist lediglich ab 680 nm zu kürzeren Wellenlängen
hin zu beobachten. Es muß je nach Meßart (mit bzw. ohne zugeschaltete Pump-LED)
jeweils die entsprechende Korrekturfunktion angewendet werden, die Pump-LED
beeinflußt die Qualität der Spektren jedoch nicht weiter.

7.3.4 Einfluß der Laserintensität

Messung von Fluoreszenzabklingkurven erfordern die Durchführung vieler Einzel-
messungen, die zusammen typischerweise mehrere Sekunden bis Minuten dauern.
Daher muß sich die untersuchte Probe für die gesamte Meßdauer in einem statio-
nären Zustand befinden.

Da photosynthetische Organismen ein Induktionsverhalten bei Beleuchtung zei-
gen (vgl. Kap. 4.3) erfordert dies, daß sie vor einer Messung an die vorliegenden Be-
leuchtungsbedingungen adaptiert werden müssen. Daher können Fluoreszenzspek-
tren im dunkeladaptierten Zustand F0 nicht ohne weiteres gemessen werden. In
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der Praxis wird dazu die Intensität des anregenden Lichts so niedrig gewählt, daß
eine weitere Erniedrigung zu keiner signifikanten Änderung der Fluoreszenzspek-
tren von adaptierten Organismen mehr führt. Jedoch auch bei geringsten Inten-
sitäten (I < 106 Photonen· Puls−1· cm−2) verschwindet das Induktionsverhalten
nicht vollständig das System befindet sich in einem undefinierten Zustand F ′

0.
Das hier entwickelte Fließsystem ermöglicht Messungen im Zustand F0, indem

Algen bei maximaler Fließgeschwindigkeit vfmax = 2.15m/s ohne Vorbeleuchtung in
den Meßbereich gepumpt werden. Dabei werden sie lediglich der Beleuchtung durch
die anregenden Laserpulse mit einer Pulslänge tl = 15ps und einer Wiederholrate
von fl = 800 kHz ausgesetzt. Damit sind sie zur Zeit der Messung maximal (am
Ende des Meßbereichs der Breite d = 10−3m) für

tbel =
d

vfmax

· fl · tl ≈ 5.5 ps (7.2)

vorbeleuchtet. Nach dieser kurzen Zeit kann davon ausgegangen werden, daß sich
das PS II noch im dunkeladaptierten Zustand befindet, d.h. sämtliches QA liegt noch
im oxidierten Zustand vor (Strasser et al., 1995; Stirbet et al., 1998).
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In Abb. 7.7 sind die mittleren Fluoreszenzlebensdauern τm gemäß Gl. 2.9 von
Chlorella bei verschiedenen Anregungsintensitäten gezeigt. Die Messungen wurden
jeweils im Fließsystem (Erhaltung des dunkeladaptierten Zustands F0) und ohne
Fließsystem (an das Meßlicht adaptierter Zustand F ′

0) durchgeführt.
Man sieht deutlich die Unabhängigkeit von der Intensität der Meßpulse im Fließ-

system und im Gegensatz dazu den Einfluß selbst schwächster Anregungsinten-
sitäten auf die Spektren bei an das Meßlicht adaptierten Proben. Daher können
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Messungen im wahren Zustand F0 im Fließsystem im Gegensatz zu herkömmlichen
statischen Aufbauten korrekt durchgeführt werden.

Alle weiteren Messungen in diesem Kaptiel wurden bei einer Vorbeleuchtungs-
intensität der Pump-LED und/oder der LEDs im Vorbeleuchtungsrohr von I =
24W/m2 durchgeführt um die jeweils maximale Auswirkung der Vorbeleuchtung
zu untersuchen. Die Meßpulse hatten jeweils eine Intensität von 2 · 108Photonen·
Puls−1· cm−2, was einer mittleren Intensität von I = 0.5W/m2 entspricht. Sie wurde
damit so niedrig gewählt, daß die Pulse selbst keinen nennenswerten Einfluß auf den
Zustand der Algen haben (s. Kap. 7.1.2).

7.3.5 Eichung und Genauigkeit der Vorbeleuchtungsstrecke

Vor den Messungen wurden jeweils 25 l Algen in Nährlösung aus den Aufzuchtkol-
ben entnommen und in das Reservoir des Fließsystems gefüllt. Bei der maximal
möglichen Fließgeschwindigkeit (1.5 l/min) verweilen die Algen so nach einmaligem
Durchfließen der Meßstrecke für 16.7 Minuten im Reservoir in Dunkelheit, bevor sie
erneut in das Vorbeleuchtungsrohr gepumpt werden. Es kann also von einer Dunke-
ladaptation der Algen beim Eintritt in das Fließsystem ausgegangen werden.
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Abbildung 7.8: Ver-
gleichsmessungen bei
verschiedenen Fließge-
schwindigkeiten, Teil I:
Mittlere Fluoreszenzle-
bensdauer von Chorella
vulgaris mit verschiedenen
Vorbeleuchtungsdauern.
Die obere Skalierung
der X-Achse zeigt die
Vorbeleuchtungsstrecke
für die langsamste Ge-
schwindigkeit, für höhere
muß entsprechend mit
vmin/vfl skaliert werden.

Abb. 7.8 und Abb. 7.9 zeigen zwei Meßreihen zur Konsistenz der empirischen Glei-
chung 6.5, S. 43, zur Berechnung der Fließgeschwindigkeit innerhalb der Kapillare.
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Zunächst wurden Fluoreszenzabklingkurven von Chlorella mit verschiedenen Vorbe-
leuchtungsdauern bei drei verschiedenen Fließgeschwindigkeiten aufgenommen. Da-
bei wurde die Vorbeleuchtungsstrecke so eingestellt, daß für die drei Fließgeschwin-
digkeiten jeweils die gleiche Vorbeleuchtungsdauer erreicht wurde. In Abb. 7.8 sind
die mittleren Fluoreszenzlebensdauern aufgetragen. Die X-Achsen wurden geteilt
und im vorderen Bereich gespreizt. Die Fehlerbalken nach Gl. 6.3 sind der Über-
sichtlichkeit wegen nur für die niedrigste Fließgeschwindigkeit von vmin = 0.54m/s
eingezeichnet, für die beiden anderen sind sie entsprechend um einen Faktor zwei
bzw. vier kleiner. Theoretisch müßten alle drei Kurven übereinstimmen, es ist je-
doch im Bereich kürzerer Vorbeleuchtungszeiten eine deutliche Abweichung zu er-
kennen. Dies ist einerseits konsistent mit dem Verlauf des zu erwartenden Fehlers
(vgl. Abb. 6.13), andererseits sind die Abweichungen sehr groß. Dies wird darauf
zurückgeführt, daß sich die Beleuchtungsbedingungen auf den letzten 10mm der
Vorbeleuchtungsstrecke von denen innerhalb des Rohres unterscheiden. Nach etwa
60ms liefern alle drei Versuchsbedingungen die gleichen Ergebnisse, ab diesen Meß-
punkten arbeitet das System sehr genau.

Dies bedeutet umgerechnet in die Vorbeleuchtungsstrecke, daß das System bei
einer Fließgeschwindigkeit von vfl = 0.54m/s erst nach einer Beleuchtungsstrecke
von 35mm korrekte Ergebnisse liefert, bei höherer Geschwindigkeit entsprechend
früher. Dies führt zu einer maximalen Auflösung bzw. zu einem ersten ’verläßlichen’
Meßpunkt nach einer Vorbeleuchtung von 15ms bei maximaler Fließgeschwindig-
keit von vmax = 2.16m/s. Die feiner gerasterten Kurven in Abb. 7.9 bei den höheren
Fließgeschwindigkeiten zeigen jedoch, daß schon ab 10ms mit verläßlichen Ergeb-
nissen gerechnet werden kann und bei kürzeren Vorbeleuchtungszeiten zumindest
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qualitative Aussagen getroffen werden können. Weiterhin kann der erste Meßpunkt
als sehr genau angesehen werden, da die Algen mit maximaler Geschwindigkeit ohne
Vorbeleuchtung direkt in den Strahl des Meßlasers gepumpt werden. In den loga-
rithmischen Darstellungen wurde dieser Punkt auf 10−1ms verschoben.
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Abbildung 7.10: Vergleich transienter Messungen mit im Fließsystem durchgeführten Messungen
bei verschiedenen Vorbeleuchtungsintensitäten. Die im Fließsystem gemessenen Meßpunkte sind
mit Symbolen gekennzeichnet, die transient gemessenen Kurven sind nur als Linien dargestellt.

Mehrfache Wiederholung dieser Messung zeigte eine hohe Reproduzierbarkeit
der Ergebnisse auch im Bereich von Vorbeleuchtungsdauern bis zu 20ms innerhalb
gleicher Fließgeschwindigkeiten. Dies deutet weiter auf einen systematischen Fehler
aufgrund der gepulsten Vorbeleuchtung der letzten 10mm hin, der aber nicht zu eli-
minieren war. Eine Variation der Intensität der Puls-LED von ±5% zeigte keinerlei
Veränderungen.

Zur Ermittlung des Korrekturfaktors fkorr der Zeitachse aus Gl. 6.19 S. 49 wur-
den Induktionskurven unter verschiedenen Bedingungen sowohl transient, als auch
im Fließsystem gemessen. Dazu wurden Fluoreszenzabklingkurven nach unterschied-
lichen Vorbeleuchtungsdauern aufgenommen und die Fläche unter der jeweiligen
Kurve, die zur Gesamtfluoreszenz proportional ist, nach Multiexponentialanalyse
aus den Fitparametern gemäß

F ∝ A =
∑

i

αiτi

bestimmt. In Abb. 7.10 sind die Messungen dargestellt. Die durchgezogenen Kurven
zeigen die transienten Messungen, die zentrierten Symbole kennzeichnen Meßpunkte,

62



die im Fließsystem gemessen wurden. Zur optimalen Anpassung an die transient
gemessenen Kurven wurde dabei der Korrekturfaktor der Zeitachse ermittelt zu

fkorr = 1.1

Ähnlich wie bei den vorangegangenen Meßreihen ist zu beobachten, daß das Meß-
system ab einer Vorbeleuchtungszeit von ca. 20ms Ergebnisse liefert, die sehr genau
mit den transienten Messungen übereinstimmen. Im vorderen Bereich der ersten Fle-
xion (J-Phase) weichen die beiden Meßmethoden jedoch voneinander ab. Die Flexion
J und das Zwischenminimum D sind in den transienten Messungen nur im Ansatz zu
erkennen. Die zeitliche Ausdehnung dieser Intensitätsvariationen liegt jedoch weit
über dem Auflösungsvermögen der in Kap. 6.2 beschriebenen Meßapparatur, wenn
man nur die Anstiegszeit der Photodiode betrachtet. Hier zeigt sich ein grundsätz-
licher Vorteil der Messungen Fließsystems gegenüber der transienten Meßmethode:
wird die Fluoreszenzintensität bei geringen Anregungsintensitäten in kurzen Zeitin-
tervallen gemessen, so steigt das Poisson–Rauschen mit sinkender Integrationszeit
durch die sinkende Anzahl an Photonen pro Integrationsschritt. Dies wird durch die
Transformation des transienten Einschwingvorgangs in viele stationäre Einzelmes-
sungen vermiedenen.

7.4 Messungen zur Fluoreszenzinduktion

Das folgende Kapitel beschreibt die Messungen zur Fluoreszenzinduktion, die an
Chlorella vulgaris im hier entwickelten Fließsystem durchgeführt wurden.

Algen wurden unter den identischen Meßbedingungen wie bei den Eichmessun-
gen (Kap. 7.3.5) durch das Fließsystem gepumpt. Durch verschiedene Kombinatio-
nen aus Vorbeleuchtungsstrecke und Fließgeschwindigkeit wurden nacheinander 40
verschiedene Vorbeleuchtungsdauern zwischen tbel ≈ 0 s (maximale Fließgeschwin-
digkeit, keine Vorbeleuchtung) und tbel ≈ 1.5 s (maximale Vorbeleuchtungsstrecke,
minimale Fließgeschwindigkeit) gewählt und Fluoreszenzabklingkurven bzw. Fluo-
reszenzspektren aufgenommen. Dabei ist der kleinstmögliche Abstand zwischen zwei
Meßpunkten tmin

bel begrenzt durch die minimale Variation der Vorbeleuchtungsstrecke
smin bei maximaler Fließgeschwindigkeit vmax:

∆tmin
bel =

∆smin

vmax
≈ 0.5ms.

Eine Serie von Messungen bei diesen 40 Vorbeleuchtungsdauern und ansonsten glei-
chen Meßbedingungen wird im Folgenden als eine Meßreihe bezeichnet.
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7.4.1 Fluoreszenzabklingkurven

Meßreihen mit Fluoreszenzabklingkurven wurden für drei verschiedene Vorbeleuch-
tungsintensitäten (I1 = 24W/m2, I2 = 12W/m2 und I3 = 6W/m2) durchgeführt.
Sie wurden zur Überprüfung der Reproduzierbarkeit jeweils mehrfach wiederholt
(jeweils 10 Meßreihen bei 24W/m2 und 12W/m2, fünf Meßreihen bei 6W/m2).
Die Meßzeit für jeden einzelnen Meßpunkt betrug 10 Minuten, die anregende La-
serintensität wurde während der gesamten Messungen kontrolliert und nachgere-
gelt. Die Spaltbreite am Monochromator betrug 1mm bei I1 = 24W/m2, 3mm bei
I2 = 12W/m2 und 4mm bei I3 = 6W/m2.

Abbildung 7.11: Fluoreszenzabklingkurven von Chlorella vulgaris nach verschiedenen Vorbeleuch-
tungsdauern. Entlang der Achse der Vorbeleuchtungsdauer in Millisekunden sind die einzelnen
Fluoreszenzabklingkurven in einem Fenster von 10ns dargestellt. Für die Meßkurve, die ohne Vor-
beleuchtung bei maximaler Fließgeschwindigkeit aufgenommen wurde, ist in der logarithmischen
Darstellung tbel = 0.1ms gesetzt.

In Abb. 7.11 ist eine solche Meßreihe bei der maximalen Vorbeleuchtungsinten-
sität von I = 24W/m2 exemplarisch dreidimensional dargestellt. Alle Abklingkurven
wurden mit einer Summe aus drei Exponentialfunktionen mit den Amplituden αi

und den Abklingzeiten τi gefittet (i = 1, 2, 3), dabei lag χ2red jeweils zwischen 0.8
und 1.2.

Während der Fits wurde die Zeitkonstante τ3, die dem PS I zugeordnet wird und
somit von der Fluoreszenzinduktion nicht beeinflußt wird, bei 80 ps festgehalten (vgl.
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Kap. 4.1). Aufgrund der hohen Anzahl an freien Parametern ist die Sicherheit der
ermittelten Fitparameter jedoch nicht sehr hoch, trotz eines vorgegebenen Konver-
genzradius von 10−8 können einzelne Parameter beim Fit entweder in lokalen Minima
gefangen werden oder durch die große Breite des Minimums unscharf bleiben. Zur
Erhöhung der Signifikanz der Fitparameter wurde daher über mehrere Meßreihen,
die bei gleichen Vorbeleuchtungsintensitäten durchgeführten wurden, gemittelt: es
wurde das arithmetische Mittel der gefitteten Abklingdauern τi von Abklingkurven,
die bei gleicher Vorbeleuchtungsdauer und –intensität aufgenommen gebildet. Sämt-
liche Fits wurden dann mit diesen gemittelten Abklingdauern als feste Parameter
wiederholt. Alle Messungen ließen sich mit sehr hoher Güte fitten, die Streuung der
übrigen Parameter wurde so verringert und der Verlauf der Fitparameter während
der Fluoreszenzinduktion wurde jeweils deutlich glatter. Weiterhin wurde trotz einer
Abhängigkeit der Fluoreszenzamplituden von extrinsischen Parametern wie Meßzeit
und Meßgeometrie sowie Probenkonzentration im Weiteren versucht, die im freien
Fit leicht schwankende (ca. ± 10%) Amplitude α3 ebenfalls im Fit festzuhalten, da
die eine Mittelung über Fluoreszenzquantenausbeute des PS I φ3 = α3 · τ3 konstant
bleibt. Um auch hier eine Mittelung über mehrere Meßreihen, die bei gleichen Vor-
beleuchtungsintensitäten durchgeführten wurden, durchführen zu können, wurden
mußten die verschiedene Meßreihen wurden zuvor untereineinander skaliert werden.
Durch verschiedene Algenkonzentrationen in verschiedenen Meßreihen können sich
trotz jeweils gleicher Meßdauer die Kurven um einen Faktor unterscheiden. Daher
wurden alle Meßkurven innerhalb einer Meßreihe mit der normierten Fluoreszenz-
quantenausbeute bei tbel = 0 skaliert. Die daraus erhaltenen Amplituden α3 wurden
gemittelt und als fester Wert beim neuerlichen Fit vorgegeben. Dadurch konnte
die Streuung weiter verringert und somit die Signifikanz der übrigen Fitparameter
deutlich erhöht werden.

In Abbildung 7.12 sind zunächst der Verlauf des Verhältnisses der aus den Fit-
parametern errechneten mittleren Fluoreszenzlebensdauer zur Gesamtfluoreszenzin-
tensität Iges/τm sowie der Verlauf der Gesamtfluoreszenzamplitude ages =

∑
i αi

bei verschiedenen Vorbeleuchtungsintensitäten Ibel gezeigt. Beide Parameter bleiben
über den gesamten Bereich der Fluoreszenzinduktion nahezu konstant. Insbesondere
läßt sich also der Intensitätsverlauf der Induktionskurve Iges auch in der Repräsen-
tation der mittleren Fluoreszenzlebensdauer τm darstellen (Abb. 7.14 (a)), was den
Übergang von einem extrinsischen zu einem intrinsischen Parameter erlaubt.

Den Verlauf der einzelnen Fitparameter der beiden dem PS II zugeordneten Kom-
ponenten mit den Amplituden α1 und α2 und den Abklingzeiten τ1 und τ2 zeigt Abb.
7.13. Lediglich die Abklingdauer τ1 zeigt bei einer Vorbeleuchtungsintensität von 6
W/m2 immer noch eine relativ hohe Streuung, was wahrscheinlich an der geringeren
Anzahl an Meßreihen, die zur Mittelung herangezogen wurden, liegt (fünf Meßrei-
hen, bei den beiden anderen Vorbeleuchtungsintensitäten jeweils zehn Meßreihen).

Die Variation der Parameter in Abhängigkeit von der Anregungsintensität Ibel
ist sehr gering, lediglich bei beiden Abklingzeiten τ1 und τ2 zeigt sich ein Effekt im
Bereich zwischen 10ms < tbel < 100ms, sowie in τ2 im Bereich bis 10ms. Die beiden
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Abbildung 7.12: Fluoreszenzamplitude ages =
∑

i αi und Verhältnis von Fluoreszenzintensität Iges

zu mittlerer Fluoreszenzlebensdauer τm während der Fluoreszenzinduktion bei verschiedenen Vor-
beleuchtungsintensitäten Ibel. Die Messungen wurden bei verschiedenen Spaltbreiten am Mono-
chromator durchgeführt und sind daher untereinander nicht skaliert

Abklingzeiten folgen dem Anstieg der Fluoreszenzinduktion, wobei die Flexionen
sich vor allem in der längeren Zeit τ2 widerspiegelt. Der Verlauf des Amplituden-
verhältnisses zeigt eine starke Verschiebung zugunsten der ersten Komponente α1
während der ersten Flexion I und des Zwischenminimums D.

In Abb. 7.14 (b) – (d) sind die nach dem Exzitonen–Radikalpaar–Gleichgewichts-
modell berechneten Übergangsraten (Gl. 4.10 - Gl. 4.12, S. 20) dargestellt. Die Rate
für die Ladungstrennung k1 fällt bis zur ersten Flexion um ca. 30% und bleibt
zunächst konstant, bis sie ab tbel = 10ms stark weiter bis zu ihrem Minimum fällt.
Die Rate der Ladungsstabilisierung k2 + kD fällt sofort sehr stark ab. Setzt man die
strahlungslose Dissipation im Reaktionszentrum kD als konstant an (Vredenberg,
2000), so kann sie mit dem aus Messungen mit DCMU-behandelten Algen ermittel-
ten Wert bei kD ≈ 0.6 festhalten (vgl. Tab. 7.1, S. 52). Das bedeutet, daß die Rate
k2 in diesem Bereich nur noch sehr klein ist und bis auf einen kurzen Anstieg um
8ms während der gesamten Fluoreszenzinduktion sehr niedrig bleibt. Die Werte für
die Rekombinationsrate k−1 streuen sehr stark, da die formale Abhängikeit von den
Meßparametern (Gl. 4.11, S. 20) sehr empfindlich ist.
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Abbildung 7.13: Fitparameter von Fluoreszenzabklingkurven während der Fluoreszenzinduktion bei
verschiedenen Vorbeleuchtungsintensitäten. Als Vergleich sind die Werte für an Meßlicht adaptierte
Algen mit und ohne DCMU angegeben.
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Abbildung 7.14: Mittlere Fluoreszenzlebensdauer τm und Übergangsraten nach dem Exzitonen–
Radikalpaar–Gleichgewichtsmodell während der Fluoreszenzinduktion. Als Vergleich sind die Werte
für an Meßlicht adaptierte Algen mit und ohne DCMU angegeben.
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Eine signifikante Abhängigkeit der Übergangsraten von der Vorbeleuchtungsin-
tensität Ibel ist hier nur für die Rate k1 im Bereich von 10ms < tbel < 100ms zu
beobachten. Für die Rate k2 + kD zeigt sich im Bereich bis tbel ∼ 30ms darüber-
hinaus eine abnehmende Ausprägung des Zwischenmaximums, die aber lediglich als
Tendenz betrachtet werden kann.

Im Folgenden wurden Messungen mit DCMU-vergifteten Grünalgen im Fließsy-
stem durchgeführt, um bei blockiertem Elektronentransport die Mechanismen der
Fluoreszenzinduktion auf der Donorseite des PS II möglichst getrennt zu untersu-
chen. Abbildung 7.15 zeigt eine Vergleichsmessung von im Fließsystem gewonnenen
Daten mit transient gemessenen Fluoreszenzinduktionskurven (vgl. Abb. 7.10 ohne
DCMU).
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1/2 h
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Abbildung 7.15: Vergleich
transienter Messungen
mit Messungen im Fließ-
system aufgenommen
bei verschiedenen Vor-
beleuchtungsintensitäten
unter DCMU–Einfluß. Die
im Fließsystem gemes-
senen Datenounkte sind
mit großen nichtgefüllten
Dreiecken (∇) gekenn-
zeichnet, die übrigen
Kurven wurden nach ver-
schiedenen Einwirkdauern
von DCMU transient
gemessen.

Ab dem Erreichen des Fluoreszenzmaximums Fm ist hier eine deutliche Abwei-
chung der Messungen, die im Pumpsystem gewonnen wurden, von den transien-
ten Daten nach halbstündiger Einwirkzeit des DCMU zu beobachten. Obwohl eine
komplette Hemmung des Elektronentransportes durch das DCMU vorliegen sollte,
scheint die Gesamtfluoreszenz nach dem Erreichen des Maximums P im Gegensatz
zur transienten Messung wieder zu sinken. Dies zeigt sich auch in den weiteren tran-
sienten Messungen nach längeren Einwirkdauern des DCMU. Die Betrachtung des
Verlaufs der einzelnen Fitparameter sowie der mittleren Fluoreszenzlebensdauer und
der Fluoreszenzintensität (Abb. 7.16) zeigt aber, daß sich hier nicht lediglich die
Algenkonzentration durch Absinken der geschädigten Algen im Vorratsgefäß ver-
ringert: auch der intrinsische Parameter τm sinkt, wobei die Proportionalität zur
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Abbildung 7.16: Fitparameter von Fluoreszenzabklingkurven während der Fluoreszenzinduktion
unter DCMU–Einfluß

Gesamtfluorszenzintensität jedoch verloren geht. Die Ursache hierfür liegt wahr-
scheinlich in der langen Einwirkdauer des DCMU. Der Zustand der Algen kann
nicht über die Zeit einer gesamten Meßreihe (etwa dreizehn Stunden) konstant ge-
halten werden: neben der Blockade des sekundären Chinons QB kommt es offenbar
zu weiteren Schädigungen am Photosyntheseapparat der Algen. Da Teilmessungen
untereinander kaum skalierbar sind und bei jeder (Teil–)Meßreihe mit DCMU etwa
25 l Grünalgen benötigt werden, können keine Meßreihen über den gesamten Bereich
der Induktionskurve berücksichtigt werden. Daher werden nur die Meßpunkte der er-
sten zwei Stunden bis zu einer Vorbeleuchtungsdauer von etwa 10ms betrachtet, die
aber schon den interessanten Bereich des Anstiegs der Induktionskurve beinhalten.

Es ist bemerkenswert, daß die Induktionskurve auch hier eine Flexion zeigt, die
allerdings früher endet als bei Algen ohne DCMU und sich durch eine deutlich höhere
Fluoreszenzintensität Fsc bzw. mittlere Fluoreszenzlebensdauer τ sc

m auszeichnet. Sie
liegt bei

τ sc
m − τ 0m = 0.54 · (τm

m − τ 0m), (7.3)

wobei τ 0m die mittlere Fluoreszenzlebensdauer ohne Vorbeleuchtung und τm
m diejenige

im Maximum der Induktionskurve ist.
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7.4.2 cw-Fluoreszenzspektren

Meßreihen mit cw-Fluoreszenzspektren wurden für zwei verschiedene Vorbeleuch-
tungsintensitäten (I1 = 12W/m2 und I2 = 6W/m2) durchgeführt. Die Integrati-
onszeit pro Meßpunkt betrug 2 s bei einer Schrittweite von 1 nm, die Spaltbreite am
Monochromator betrug 1mm.

In Abb. 7.17 ist exemplarisch eine Meßreihe bei einer Vorbeleuchtungsintensität
von Ibel = 12W/m2 dargestellt. Die scheinbaren Nebenmaxima bei Vorbeleuchtungs-
dauern von tbel > 300ms sind Artefakte, die durch den großen Fehler bei den dort
angewendeten niedrigen Fließgeschwindigkeiten entstehen können (vgl. Kap. 6.4.2).

Sowohl im Bereich der maximalen Fluoreszenzemission um 685 nm als auch im
langwelligeren Spektralbereich um 740 nm ist ein Induktionsverhalten zu beobach-
ten.

Betrachtet man das Verhältnis der beiden Emissionsmaxima F685 und F740, so
steigt die Fluoreszenz im Hauptmaximum bis zu einer Vorbeleuchtungsdauer von
∼ 20ms deutlich stärker an als bei 740 nm. Dieser Effekt verstärkt sich bei höherer
Vorbeleuchtungsintensität (Abb. 7.18).

Abbildung 7.17: Korrigierte cw-Fluoreszenzspektren von Chlorella vulgaris nach verschiedenen Vor-
beleuchtungsdauern. Für die Meßkurve, die ohne Vorbeleuchtung bei maximaler Fließgeschwindig-
keit aufgenommen wurde, ist in der logarithmischen Darstellung tbel = 0.1ms gesetzt. Die Neben-
maxima bei tbel > 300 sind Artefakte (siehe Text).
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Abbildung 7.18: Verhältnis der Fluoreszenzintensitäten bei 685 nm und 740 nm während der Fluo-
reszenzindukion bei verschiedenen Vorbeleuchtungsintensitäten.
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Kapitel 8

Diskussion

In diesem dreiteiligen Kapitel werden zunächst die Leistungsfähigkeit und Grenzen
der neu entwickelten Meßmethoden des optischen Pumpens untersucht. Danach wird
die Anwendung zusätzlicher sättigender Pulse zur Untersuchung der Auswirkungen
von Wasserstreß auf den Photosyntheseapparat diskutiert, und im dritten Teil die
Modellvorstellung zur Fluoreszenzinduktion anhand von Messungen im Fließsystem
überprüft und besprochen.

8.1 Analyse der Möglichkeiten des optischen Pum-

pens

Ein Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit war es, noninvasive Meß– bzw. Präpara-
tionsmethoden zu entwickeln, mit denen sich gezielte Zustandsänderungen an pho-
tosynthetischen Systemen vornehmen und deren Auswirkungen auf Fluoreszenzpa-
rameter untersuchen lassen.

Dazu wurden zwei neue Meßmethoden entwickelt, deren Möglichkeiten in Eich–
und Standardmessungen überprüft wurden. Hier werden nun Leistungsfähigkeit und
Grenzen dieser Methoden diskutiert.

8.1.1 Methode der zusätzlichen sättigenden Pulsen

Zunächst wurde die Methode des optischen Pumpens mit zusätzlichen sättigenden
Pulsen entwickelt, die es unabhängig vom physiologischen Zustand des Organismus
erlaubt, Messungen bei blockiertem Elektronentransport aus dem PS II (Fm) vor-
zunehmen. Im Vergleich der optischen mit der chemischen Blockade konnte gezeigt
werden, daß die sättigenden Pulse es ermöglichen, eine vollständige Blockade auf
der reduzierenden Seite zu erzeugen und so einen chemischen Eingriff unnötig zu
machen (Abb. 7.3, S. 54). Dies ermöglicht Meßreihen, bei denen über einen längeren
Zeitraum immer wieder Messungen im normalen und blockierten Zustand am selben
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Organismus vorgenommen werden können, ohne weiter in das System einzugreifen
oder es sogar zu zerstören.

In weiteren Messungen wurde gezeigt, daß diese neue Methode eine Unterschei-
dung von Hemmungen auf der oxidierenden und reduzierenden Seite des PS II ermög-
licht (Terjung et al., 1995b; Terjung et al., 1997, siehe auch Kap. 8.2).

Das Problem dieser Methode liegt in der Notwendigkeit, die Verschiebegeschwin-
digkeit der Probe entsprechend der Lage des Maximums der Induktionskurve, die
sich von Organismus zu Organismus unterscheidet, genau anzupassen. Weiterhin
muß die Probe derart beschaffen sein, daß sie für die notwendige Meßdauer eines
Spektrums oder einer Fluoreszenzabklingkurve in den Meßbereich nachgeschoben
werden kann, sehr kleine oder flüssige Proben scheiden also aus.

8.1.2 Variables Vorbeleuchtungssystem

Zur Untersuchung der Fluoreszenzinduktion wurde das optische Pumpen mit va-
riabler Pumpdauer entwickelt. Dies wurde mit einem Fließsystem realisiert, das es
ermöglicht, dunkeladaptierte Algen für eine definierte Zeit vorzubeleuchten, bevor sie
in den eigentlichen Meßbereich fließen. So konnte die Fluoreszenztransiente in viele
stationäre Zwischenzustände zerlegt werden, um in jedem dieser Zustände Fluores-
zenzabklingkurven und –spektren aufnehmen zu können. In Kap. 7.3 wurde gezeigt,
daß dieses Fließsystem bis in den Millisekundenbereich mit hoher Genauigkeit und
Reproduzierbarkeit arbeitet.

Darüberhinaus erlaubt der Aufbau genaue Untersuchungen des dunkeladaptier-
ten Zustandes F0, in dem die Reaktionszentren aller PS II geöffnet sind. Dies ist
mit herkömmlichen Meßmethoden nicht möglich, da selbst geringste Anregungsin-
tensitäten bereits eine Veränderung dieses Zustandes hervorrufen (Kap. 7.3.4).

Weiterhin wurde in Kap. 6.4.2 generell gezeigt, daß in ähnlich gearteten Fließsy-
stemen unbedingt darauf geachtet werden muß, die Fließgeschwindigkeit so hoch zu
halten, daß sich eine turbulente Rohrströmung ausbildet. Bei laminarer Strömung
wäre die mittlere Durchflußzeit mit einem extrem hohen Fehler behaftet, der mit
der durchflossenen Strecke zunimmt, da dann alle Teilchen mit gleichbleibender Ge-
schwindigkeit v(r) bei gleichbleibendem Abstand von der Rohrmitte r durch das
System fließen würden.

Für die Anwendung dieser Methode scheiden feste Proben, wie z.B. Blätter aus:
wollte man Blätter mit einer Zeitauflösung im Bereich von Millisekunden variabel
vorbeleuchten müßten sie entsprechend schnell durch eine Vorbeleuchtungsstrecke
geschoben werden. Bei Meßzeiten von mehreren Minuten kann so, begrenzte Größe
von Blättern, nicht ständig dunkeladaptieres Blattmaterial nachgeführt werden. Die
weiteren Grenzen des Fließsystems liegen in der begrenzten Auflösung, der ma-
ximal erreichbaren Vorbeleuchtungsdauer und der maximalen Vorbeleuchtungsin-
tensität. Die ersten beiden Parameter könnten mit einem technisch entsprechend
höheren Aufwand relativ einfach optimiert werden, indem einerseits mit einer lei-
stungsfähigeren Pumpe für eine höhere Fließgeschwindigkeit gesorgt und anderer-
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seits die Fließstrecke verlängert wird. Einer Erhöhung der Vorbeleuchtungsintensität
hingegen sind Grenzen gesetzt. Für viele Messungen wäre eine Vorbeleuchtungsin-
tensität von 1000W/m2 und mehr interessant, eine sehr homogene Beleuchtung der
relativ langen Strecke mit einer 50fach höheren Intensität ist jedoch nicht ohne wei-
teres realisierbar. So ist einerseits die optische Ausgangsleistung von LEDs begrenzt,
andererseits lassen sich rein geometrisch nicht beliebig viele kommerziell erhältliche
LEDs um die Fließkapillare anordnen.

8.2 Auswirkungen von Wasserstreß auf den Pho-

tosyntheseapparat

Die Auswirkungen von Wasserstreß auf den Photosynthesapparat lassen sich in drei
Phasen untergliedern (Abb. 7.5, S. 56). Bis zu einem relativen Massenverlust von
∆mrel ≈ 70% sind in den Messungen sowohl mit als auch ohne zusätzliche sättigen-
de Pulse nur geringe Änderungen in den Fluoreszenzparametern zu beobachten. Ein
Einlegen eines Blattes mit ∆mrel < 70% in Wasser führt zur vollständigen Wieder-
herstellung der Fluoreszenzparameter wie zu Beginn der Messung. Erstaunlicherwei-
se nimmt der Photosyntheseapparat also trotz des hohen Grades an Dehydrierung
bis zu diesem Zeitpunkt keinen irreversiblen Schaden. Dies ist in Übereinstimmung
mit Fluoreszenz– und Gasaustauschmessungen von Stuhlfauth et al. (Stuhlfauth
et al., 1988). Die Auswirkungen konkurrierender Prozesse wie z.B. Photoinhibition
konnten durch die Meß– bzw. Trocknungsbedingungen minimiert werden (vgl. Kap.
7.2.1).

Der Anstieg der mittleren Fluoreszenzlebensdauer τm nach länger anhaltendem
Wasserstreß zeigt eine beginnende Hemmung des Elektronenflußes aus dem PS II
wie er unter DCMU-Einwirkung zu beobachten ist (Terjung et al., 1997). Dies ist
wahrscheinlich die Folge des Zusammenbruchs des D1–Kreislaufs, es wird kein aus-
reichendes D1–Protein nachgebildet, der Anteil an zerstörtem D1 verdoppelt sich
(Moran et al., 1994). Eine weitere Bestätigung findet sich in Experimenten an einer
Mutante mit fehlendem Wasserspaltungskomplex (Bowyer et al., 1992). Bowyer et
al. stellten fest, daß ohne aktive Wasserspaltung kein D1–Protein umgesetzt wird.

Jedoch werden die Fluoreszenzparameter eines DCMU-vergifteten Blattes nie
erreicht, sondern τm fällt in den Messungen ohne sättigende Pulse innerhalb weniger
Stunden auf Werte, wie sie bei gesunden Blättern gemessen werden. Daher muß ein
neuer quenchender Prozeß einsetzen. Bereits in Vorarbeiten (Berg, 1995; Berg et al.,
1995; Berg et al., 1997) wurde daher angenommen, daß dieses Fluoreszenzquenching
ein durch Wassermangel induziertes Elektronendefizit auf der oxidierenden Seite
des PS II als Ursache hat: das P 680 kann angeregt werden, Ladungstrennung und
–stabilisierung (Reduktion des primären Chinons QA) finden statt (vgl. Abb. 4.3):

hν−→ P680∗ PheoQA −→ P680+ Pheo− QA −→ P680+ PheoQ
−
A
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Das oxidierte Reaktionszentrum P680+ kann jedoch nicht wieder reduziert werden
und kann so nicht erneut ein Photon absorbieren. Somit kann keine erneute La-
dungstrennung stattfinden, es kann nicht zu einer Besetzung der Form

P680+ Pheo− Q
−
A

kommen, die unter DCMU-Einfluß durch die starke elektrostatische Wechselwir-
kung zwischen dem Pheo− und dem Q−

A für die hohe Wiederbesetzung des strahlen-
den Zustands verantwortlich ist. Es kommt zu einer Stabilisierung das Radikalpaars
P 680+ Pheo−. Dadurch sinkt die Rate k−1 der Rekombination unter Besetzung des
strahlenden Zustands zugunsten der Rate kD der strahlungslosen Rekombination
(Krieger et al., 1992; Krieger und Weis, 1992).

Diese Hypothese wird nun durch die Messungen mit zusätzlichen sättigenden
Pulsen bestätigt: Nach der ersten Phase, in der nur sehr geringe und reversible
Änderungen in den Fluoreszenzabklingkurven zu beobachten sind, sinkt der Einfluß
der sättigenden Pulse auf die Meßergebnisse, es werden nahezu identische Fluores-
zenzparameter ermittelt, wie ohne sättigende Pulse. Ein Vergleich dieser Meßergeb-
nisse mit in derselben Arbeit veröffentlichten Messungen nach DCMU-Inhibition auf
der reduzierenden Seite des PS II sowie nach einem künstlich herbeigeführten Elek-
tronendefizit auf der oxidierenden Seite des PS II durch Anwendung von 10−1M
Hydroxylamin (NH2OH) (Canaani et al., 1986) zeigt die Ursache: Das Absinken der
mittleren Fluoreszenzlebensdauer τm, sowohl mit als auch ohne zusätzliche Pump-
pulse, liegt in dem oben beschriebenen Elektronenmangel; zwar führen beide Arten
der Hemmung der oxygenen Photosynthese zu einem Verschwinden der Wirkung
der Pumppulse, im Falle des Elektronendefizits werden jedoch Fluoreszenzparame-
ter wie die eines frischen Blattes gemessen, wohingegen die Anwendung von DCMU
zu den bekannt langen Fluoreszenzlebensdauern führt (Terjung et al., 1997).

8.3 Analyse der Fluoreszenzinduktion

8.3.1 Fluoreszenzabklingkurven

Bei der Auswertung der Fluoreszenzabklingkurven, die nach verschiedenen Vorbe-
leuchtungsdauern während der Fluoreszenzinduktion aufgenommen wurden, konn-
ten alle Meßkurven mit einer Summe aus drei Exponentialfunktionen gefittet werden.
Trotz der Heterogenität des PS II scheint eine Berücksichtigung weiterer Komponen-
ten (für PS IIβ–Zentren) nicht notwendig zu sein, da überwiegend PS IIα–Zentren
angeregt werden: neben der geringeren Größe der Antennen bei den PS IIβ–Zentren
trägt auch die Anregung bei 650 nm zu einer noch selektiveren Anregung bei, da
verstärkt in das Chl b eingestrahlt wird, das den β–Zentren fehlt. Es wurden von an-
deren Gruppen zwar auch Versuche unternommen (Roelofs et al., 1991), zusätzliche
Raten für PS IIβ–Zentren zu berücksichtigen, jedoch steigt die Unsicherheit einzel-
ner Komponenten mit der Anzahl freier Parameter so stark an, daß hier versucht
wurde, mit möglichst wenigen Parametern auszukommen.
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Zunächst konnte für den gesamten Verlauf der schnellen Phase der Fluoreszenzin-
duktion festgestellt werden, daß die gefittete Gesamtamplitude (ages =

∑
i αi) der

Fluoreszenzabklingkurven bei allen Vorbeleuchtungsintensitäten nahezu konstant
bleibt (Abb. 7.12, S. 66). Da diese Fluoreszenzamplitude proportional zur Anzahl
angeregter (strahlender) Antennenmoleküle direkt nach einer Anregung ist, kann
daraus geschlossen werden, daß sich der Absorptionswirkungsquerschnitt des Ge-
samtsystems aller photosynthetischer Antennen nicht wesentlich ändert. Ebenfalls
konstant bleibt das Verhältnis zwischen der Gesamtfluoreszenzintensität Iges und der
mittleren Fluoreszenzlebensdauer τm, was bei Betrachtungen der Fluoreszenzquan-
tenausbeute den Übergang von der extrinsischen Größe Intensität zur intrinsischen
Größe Abklingdauer erlaubt.

Während der Fluoreszenzinduktion steigt τm direkt mit Einsetzen der Vorbe-
leuchtung an und bleibt bis zu einer Vorbeleuchtungsdauer von tbel ∼ 8ms konstant,
wobei das Niveau mit steigender Vorbeleuchtungsintensität etwas höher liegt. Dieses
quasistationäre Niveau wird im Folgenden als Zustand Fsc bezeichnet. Es ist auch im
Verlauf der Übergangsraten der Ladungstrennung k1 und der Ladungsstabilisierung
k2 + kD zu beobachten (Abb. 7.14, S. 68). Dabei bleibt k1 unabhängig von der Vor-
beleuchtungsintensität noch sehr hoch im Vergleich, die Rate k2 + kD fällt hingegen
sofort stark ab, steigt aber zu einem Zwischenmaximum an, dessen Ausprägung bei
niedrigeren Intensitäten steigt.

Wie im Meßkapitel bereits erwähnt, ist die Unsicherheit in der Rate der Re-
kombination k−1 aufgrund der formalen Abhängigkeit von den Fitparametern recht
groß, für die weitere Betrachtung ist eine Abschätzung von k−1 jedoch notwendig.
Dazu wird das Amplitudenverhältnis der beiden Exponentialfunktionen, mit denen
die Fluoreszenz des PS II beschrieben wird, eingehender betrachtet. Im Zustand Fsc

verschiebt sich dieses Verhältnis stark zugunsten der ersten Komponente α1. Da
sich die Änderung einzelner Fitparameter nicht direkt in eine Auswirkung auf Über-
gangsraten übersetzen läßt (vgl. Gl. 4.6 - Gl. 4.9, S. 19), werden die Raten nun auf
ihre Abhängigkeit vom Amplitudenverhältnis α1/α2 untersucht (vgl. Gl. 4.10 - Gl.
4.12, S. 20). Da für die Summe der relativen Amplituden α1 + α2 = 1 gilt, kann
im Folgenden die äquivalente Repräsentation durch die Amplitude α2 der zweiten
Komponente mit der längeren Lebensdauer τ2 gewählt werden.

Stellt man die drei Übergangsraten als Funktion von α2 dar, so läßt sich die
Abhängigkeit von den beiden Abklingdauern τ1 und τ2 in Diagrammen verdeutlichen,
indem man für fest gewählte Abklingdauer-Tupel (τ1, τ2) die Raten für alle theore-
tisch möglichen Amplituden 0 ≤ α2 ≤ 1 berechnet. So erhält man Abklingdauer-
Tupel-Isolinien, die alle denkbaren Werte der Raten für feste Abklingdauern zei-
gen. In Abb. 8.1 sind solche ki(α2)–Diagramme abgebildet. Es wurden Isolinien für
Abklingdauer-Tupel von frischen Algen (F0) und DCMU-behandelten Algen (Fm)
berechnet, sowie die gemessenen Punkte mit dem tatsächlichen Amplitudenverhält-
nis eingetragen. Zusätzlich sind die Isolinien und Meßpunkte für den Zustand Fsc

(Abklingdauern aus Abb. 7.13, S. 67) für verschiedene Vorbeleuchtungsintensitäten
angegeben, der experimentell abgedeckte Bereich wurde grau eingefärbt. Wie sich
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Abbildung 8.1: Übergangsraten in Abhängigkeit von der Fluoreszenzamplitude α2.
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zeigt, fällt hier die Rekombinationsrate k−1 im Zustand Fsc sogar für die beob-
achteten Minimalamplituden (αmin

2 = 0.2 bei Ibel = 24W/m2 und αmin
2 = 0.25

bei Ibel = 6W/m2) nicht unter Werte der Rate k−1 im Zustand F0 (die formale
Ursache liegt in der von der Vorbeleuchtungsintensität unabhängigen Abklingdau-
er τ2 ∼ 400 ps). Subtrahiert man von der Rate k2 + kD den konstanten Anteil
kD = 0.6 ns−1, so sieht man, daß k−1 insbesondere bei höheren Vorbeleuchtungsin-
tensitäten größer als die Rate k2 werden kann. Damit sind die Bedingungen erfüllt,
die Vredenberg für den halbgeschlossenen Zustand in seinem Drei-Zustands-Modell
des PS II postuliert (Vredenberg, 2000, siehe Kap. 4.3.2): nach einem sogenannten
single turnover, der Absorption eines Photons, Ladungstrennung und –stabilisierung,
befinden sich alle PS II im halbgeschlossenen Zustand (Abb. 4.8 (d), S. 29).

Die 100%-ige Besetzung des halbgeschlossenen Zustands gilt jedoch nur für hohe
Anregungsintensitäten, d.h. wenn die Exzitonenerzeugungsrate deutlich höher ist als
die Rate k2. Bei geringen Anregungsintensitäten kann sich daher kein stabiler Zu-
stand Fsc ausbilden, der Zustand wird durch das Schließen halbgeschlossener Zentren
und durch Rückreaktioneen in den offenen Zustand entvölkert. Dies spiegelt sich im
Verlauf der Rate k2 (Abb. 7.14 (d), S. 68) wieder, die bei niederigeren Intensität
nicht konstant niedrig bleibt.

In den Messungen an DCMU-vergifteten Algen wird durch die Blockade des Elek-
tronentransports aus dem PS II die Rate k2 = 0, alle PS II werden sich nach einem
single turnover im halbgeschlossenen Zustand befinden. Für diesen Zustand fordert
das Vredenberg-Modell eine Fluoreszenzquantenausbeute, die halb so groß ist wie
im Zustand Fm (vgl. Gl. 4.30, S. 29). Dies stimmt sehr gut mit dem hier ermittelten
Faktor von 0.54 überein (vgl. Gl. 7.3, S. 70).

Abb. 8.2 zeigt dieselben Diagramme wie Abb. 8.1, in denen zusätzlich der Verlauf
der einzelnen Raten während der Fluoreszenzinduktion bei einer Vorbeleuchtungsin-
tensität von Ibel = 12W/m2 dargestellt ist. Verfolgt man die Entwicklung der Rate
k−1(α2) mit wachsender Vorbeleuchtungsdauer vom mit dem Kreuz (×) gekennzeich-
neten Meßpunkt (tbel = 0) zum letzten Meßpunkt (♦, tbel = 1.5 s), so fällt zunächst
die Amplitude α2 stark ab, gefolgt von einem Anstieg der Amplitude und der Rate
k−1. Danach sinkt die Rate wieder bei gleichbleibender Amplitude. Über die schnelle
Phase der Fluoreszenzinduktion ist somit ein Verlauf von k−1(α2) im Uhrzeigersinn
zu beobachten. Als Vergleich ist in Abb. 8.3 die Rate k−1(α2) aus oben erwähn-
ten Messungen an Erbsenblättern (Terjung et al., 1997) gezeigt, bei denen selektiv
entweder die Elektronentransferrate aus der Wasserspaltung zum PS II (NH2OH)
oder der Elektronentransport aus dem PS II (DCMU) gehemmt wurde. Dort kann
der zeitliche Verlauf mit steigender Kontaminationszeit der Hemmstoffe beobach-
tet werden. Vom gemeinsamen Startpunkt (×, tkont = 0) aus entwickelt sich die
Rekombinationsrate k−1 zunächst verschieden. Wie zu erwarten ist, sinkt durch den
NH2OH-induzierten Elektronenmangel auf der oxidierenden Seite des PS II sofort die
Rekombinationsrate, da das oxidierte P 680+ nicht wieder reduziert wird, während
das erste Elektron über die Chinone in die Elektronentransportkette abgegeben wird
(Krieger et al., 1992; Berg et al., 1997). Erst nach längerer Einwirkdauer schädigt
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Abbildung 8.3: Rekombinationsrate k−1 in Abhängigkeit von der Fluoreszenzamplitude α2 unter
DCMU- und NH2OH-Einwirkung nach verschiedenen Kontaminationszeiten tkont. Diese Messungen
wurden an Erbsen blättern durchgeführt (Terjung et al., 1997).

das NH2OH ebenfalls die reduzierende Seite des PS II, die Raten nähern sich denen
von DCMU-behandelten Blättern an. Es ist deutlich zu sehen, daß k−1(α2) während
der Fluoreszenzinduktion qualitativ den gleichen Verlauf nimmt wie ein Organismus
unter DCMU-Einwirkung und sich deutlich vom Verlauf unter NH2OH-Einfluß mit
entgegengesetztem Umlaufsinn unterscheidet.

Bei den hier verwendeten niedrigen Vorbeleuchtungsintensitäten ist also die Hem-
mung des Elektronenflußes auf der reduzierenden Seite des PS II der dominierende
Effekt zur Stabilisierung des Zustands Fsc. Bei höheren Anregungsintensitäten müßte
sich auch die vom Vredenberg-Modell geforderte niedrige Rate kS1 für die Reduk-
tion des P680+ bemerkbar machen, ein sofortiges Absinken der Rate k−1 wäre zu
erwarten (vgl. Abb. 4.8, S. 29).

Im Modell von Vredenberg werden die beiden Anstiege in den halbgeschlossenen
Zustand und von dort in den geschlossenen Zustand jeweils durch ein Produkt aus
zwei Exponentialfunktionen beschrieben (Vredenberg, 2000, S. 33, Gl. 3 u. 4), die
bei einer verschwindenden Konnektivität übergehen in exponentielle Anstiege der
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Abbildung 8.4: Mittlere Fluoreszenzlebensdauer beim Übergang von Fsc zu Fm. Die Symbole kenn-
zeichnen Meßpunkte aus Abb. 7.14 (a), die Linien zeigen Exponentalfunktionen gemäß Gl. 8.1. Der
Korrellationskoeffizient beträgt 0.99 für alle drei Kurven.

Form

F (t) = b ·
(
1− exp

(
− t
τ

))
(8.1)

Der Anstieg von F0 nach Fsc ist mit dem hier entwickelten Fließsystem zeitlich nicht
aufzulösen, Vredenberg konnte in derselben Arbeit jedoch eine sehr gute Überein-
stimmung des Modells mit transienten Messungen zeigen. Der Übergang vom halb-
geschlossenen in den geschlossenen Zustand wird dem Anstieg von der ersten Flexion
J zur zweiten Flexion I zugeordnet.

Der weitere Anstieg von I zum Maximum P wird bei DCMU-behandelten Orga-
nismen nicht beobachtet. Daher muß dessen Ursache auf der reduzierenden Seite des
PS II liegen. Der Anstieg wird mit Änderungen im Fluoreszenzquenching durch den
Plastochinon-Pool (Vernotte et al., 1979) in Verbindung gebracht, die Interpretation
ist aber im Vredenberg-Modell noch völlig unklar.

Betrachtet man nun die Meßdaten für den Übergang vom halbgeschlossenen
Zustand Fsc zur zweiten Flexion J (4ms < tbel < 100ms), so ist eine deutliche
Abhängigkeit von der Anregungsintensität zu beobachten (Abb. 8.4). Dieser An-
stieg läßt sich sehr gut mit einem einfachen exponentiellen Anstieg der in Gl. 8.1
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Abbildung 8.5: Rate k1 für die Ladungstrennung beim Übergang von Fsc zu Fm. Die Symbole
kennzeichnen aus Meßpunkten berechnet Raten aus Abb. 7.14 (b), die Linien zeigen Exponental-
funktionen gemäß Gl. 8.2. Der Korrellationskoeffizient beträgt zwischen 0.96 und 0.98.

angegebenen Form beschreiben. Bei den hier verwendeten niedrigen Intensitäten
und somit niedriger Exzitonenerzeugungsrate läßt sich dieser Übergang also hervor-
ragend durch ein System von getrennten photosynthetischen Einheiten beschreiben.
Dies spiegelt sich auch in der Rate für die Ladungstrennung k1 wieder (Abb. 8.5):
sie fällt nahezu monoexponentiell mit ähnlichen Zeitkonstanten, wie die Fluoreszenz
zunimmt. Dabei muß Gl. 8.1 modifiziert werden zu

F (t) = b · exp
(
− t
τ

)
(8.2)

Erst bei höheren Intensitäten könnten nicht mehr alle erzeugten Exzitonen zum
direkten Schließen einer PSE genutzt werden, immer mehr Exzitonen besuchen be-
reits geschlossene PSE, die nichtverschwindende Konnektivität zwischen verschiede-
nen PSE würde zum Tragen kommen. Messungen bei höheren Vorbeleuchtungsin-
tensitäten wären also sehr interessant, um die Voraussagen des Vredenberg-Modells
in Bereichen zu überprüfen, in denen sigmoidale Anstiege erwartet werden.
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Interessanterweise scheint der Anstieg von I nach P analog wie in Messungen an
DCMU-behandelten Organismen auch bei niederigeren Vorbeleuchtungsintensitäten
zu verschwinden. Dies kann ein Hinweis darauf sein, daß sich bei niedrigen Inten-
sitäten die Konzentrationen im Plastochinon-Pool nicht ändern, also alle Elektronen
direkt vom PS I aufgenommen werden und sich somit das Fluoreszenzquenching duch
den Plastochinon-Pool nicht ändert.

Nach Erreichen des Maximums P der Induktionskurve sinkt die Fluoreszenzin-
tensität über Minuten ab, bis sich ein Gleichgewicht einstellt und die Photosynthese
optimal arbeitet. In den hier durchgeführten Messungen ist nur der Beginn des Ab-
sinkens zu sehen, zunächst scheint vor allem die Rekombinationsrate k−1 unabhängig
von der Vorbeleuchtungsintensität zu sinken (Abb. 7.14, S. 68), was im Vergleich
mit den oben gezeigten Messungen mit Hydroxylamin auf eine Limitierung der Re-
duktion des P680+ in diesem Bereich hindeuten könnte. Im weiteren Verlauf pendeln
sich auch die Ladungstrennung k1 und –stabilisierung k2 über Minuten auf Werte
frischer Algen ein (F ′

0). Um den weiteren Verlauf der Fluoreszenzinduktion, die soge-
nannte langsame Phase, im Detail zu untersuchen, wäre es nötig, ein Fließsystem zu
entwickeln, in dem längere Vorbeleuchtungsdauern möglich sind. Da eine niedrigere
Fließgeschwindigkeit zu sehr großen Fehlern führen würde (vgl. Kap. 6.4.2), wäre
dies nur durch eine längere Vorbeleuchtungsstrecke realisierbar.

Vor allem die Ratenbilanz während der ersten Flexion J bestätigt das Modell
von Vredenberg sehr gut. Der weitere Anstieg unterstützt das Modell weiter; oh-
ne Messungen der postulierten sigmoidalen Form der Induktionskurve bei höheren
Intensitäten kann aber keine eindeutige Aussage getroffen werden.

8.3.2 cw-Fluoreszenzspektren

In den cw-Spektren von frischen und DCMU-vergifteten Algen (Abb. 7.1, S. 52),
sowie in den cw-Spektren, die im Fließsystem während der Fluoreszenzinduktion
aufgenommen wurden (Abb. 7.17 S. 71), zeigt sich eine Abhängigkeit der Spektren
vom Zustand des Photosyntheseapparates, die den erwarteten Variationen bei ei-
nem Übergang von offenen zu geschlossenen PS II widerspricht. Ein Schließen des
PS II sollte lediglich die Fluoreszenzintensität des PS II erhöhen, während die des
PS I unverändert bleiben sollte (vgl. Kap. 4.1). Folglich müßte sich das Intensitäts-
verhältnis der beiden Emissionsmaxima F685 und F740 zugunsten des kurzwelligeren
Maximums verschieben, da das PS I bei 685 nm nur einen verschwindend geringen
Anteil an der Gesamtfluoreszenz hat, wohingegen sein Anteil bei 740 nm bis zu 30%
betragen kann (Dau, 1994; Roelofs et al., 1992). Vor allem in den Messungen im
Fließsystem zeigt sich jedoch, daß dieses Intensitätsverhältnis nicht den erwarteten
Verlauf hat (Abb. 7.18, S. 72).

Das Verhältnis der Fluoreszenzintensitäten F∆ läßt sich durch die Anteile der
beiden Photosysteme F I

λ bzw. F II
λ an der Gesamtfluoreszenz bei der Wellenlänge λ

beschreiben:
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F∆(t) =
F685(t)

F740(t)
=
F II
685(t) + F

I
685(t)

F II
740(t) + F

I
740(t)

(8.3)

Dies kann unter der Annahme, daß die PS I-Fluoreszenz bei 685 nm sehr gering ist,
vereinfacht werden zu

F∆(t) =
F II
685(t)

F II
740(t) + F

I
740(t)

(8.4)

Hier beschreibt F II
685(t) den bekannten Verlauf der Fluoreszenzinduktion, der bei

685 nm detektiert wurde (Abb. 7.14 (a), S. 68).
Nimmt man nun zunächst die spektrale Verteilung der PS II-Fluoreszenz als zeit-

unabhängig an, dann unterscheiden sich die Spektren jeweils nur um einen Faktor
c(t):

F II(t, λ) = c(t) · F II(λ) (8.5)

und für jeden beliebigen Zeitpunkt ti gilt dann

F II
740(ti) = n · F II

685(ti) (8.6)

Damit läßt sich der reziproke Wert von F∆(t) vereinfacht darstellen als

1

F∆(t)
=
n · F II

685(t) + F
I
740(t)

F II
685(t)

= n+
F I
740(t)

F II
685(t)

(8.7)

Ist nun darüberhinaus die PS I-Fluoreszenz zeitunabhängig, so kann F I
740(t) durch

den konstanten Wert zum Zeitpunkt t0 = 0 ersetzt werden. Da der Anteil des PS I
an der Gesamtfluoreszenz bei 30% liegt kann so F I

740(t) = 0.3 ·n ·F II
685(t0) eingesetzt

werden.
Somit erhielte man für F∆(t)

F∆(t) =
1

n
·
(
1 +

0.3 · F II
685(0)

F II
685(t)

)−1

(8.8)

Im Wesentlichen spiegelt sich in dieser Gleichung der Verlauf der Induktionskurve
wider. Setzt man für n und F II

685(t) Meßwerte ein so erhält man den in Abb. 8.6
gezeigten Verlauf für F∆(t). Im Vergleich mit den aus den gemessenen cw-Spektren
gewonnenen Daten (Abb. 7.18, S. 72) zeigt sich gute Übereinstimmung nur bis zu
einer Vorbeleuchtungsdauer von tbel ≈ 10ms. Bei längeren Vorbeleuchtungsdauern
dagegen widersprechen sich berechnete und gemessene Daten grundsätzlich.

Daher können nicht gleichzeitig die PS I–Fluoreszenz und die spektrale Verteilung
der PS II-Fluoreszenz zeitunabhängig sein. Also gilt

d(F II
685(t)/F

II
740(t))

dt
	= 0 und/oder (8.9)

dF I
740(t)

dt
	= 0 (8.10)
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Abbildung 8.6: Berechnetes Verhältnis der Fluoreszenzintensitäten bei 685nm und 740nm für nach
Gl. 8.8. Die Werte für n und F II

685(t) wurden aus Messungen der mittleren Fluoreszenzlebensdauern
bei 685nm entnommen (Abb. 7.14 (a), S. 68)).

Für eine Änderung des Spektrums der PS II-Fluoreszenz nach Gl. 8.9 in dieser
Zeitdomäne von ca. 10ms finden sich keine Hinweise, sie kann aber hier nicht aus-
geschlossen werden.

Die zweite Möglichkeit (Gl. 8.10) fordert Fluoreszenzinduktion beim PS I bei
740 nm. Ein solches Induktionsverhalten kann theoretisch durch eine variierende
Konzentration oxidierter Reaktionszentren [P700+] enstehen: positiv geladene Zen-
tren stehen für eine Anregung nicht zur Verfügung und senken so die Konzentration
aktiver, strahlender Zentren. Allerdings wurde in bisherigen Messungen keine PS I-
Induktion beobachtet.

Betrachtet man die zeitliche Entwicklung der Konzentration [P700+], so steigt sie
zu Beginn der Fluoreszenzinduktion unmittelbar auf ein Maximum an, die Ladungs-
trennung am PS I findet innerhalb weniger Pikosekunden statt (vgl. Abb. 3.5, S. 13).
In Messungen nach kurzer Blitzanregung konnte Haehnel zeigen, daß der Beginn der
P700+–Reduktion jedoch erst mit einer Verzögerung von 2-3ms einsetzt (Haehnel,
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1984). Diese Verzögerungszeit stimmt sehr gut mit dem Beginn des Schließens der
halbgeschlossenen PS II-Zentren überein: ein zweites Elektron wird an das sekundäre
Chinon QB übertragen, es wird doppelt protoniert und kann abkoppeln, die ersten
Elektronen aus dem PS II können an das PS I weitergegeben werden.

Nach dieser Verzögerung könnte simultan zum Anstieg der PS II-Fluoreszenz
durch das sukzessive Schließen der Reaktionszentren ein Anstieg der PS I-Fluoreszenz
durch die Reduktion der oxidierten Zentren erfolgen. So kann die Intensität der PS I-
Fluoreszenz in diesem Bereich in erster Näherung exponentiell ansteigend angesetzt
werden als

F I
740(t) =



F I
740(0) für t < 3ms

F I
740(0) · (1 + vI · [1− exp (−t/τ)]) sonst

(8.11)

Dabei beschreibt der Faktor vI die Variabilität der Fluoreszenz und τ die Zeitkon-
stante der Induktion. Setzt man Gl. 8.11 in Gl. 8.7 ein, so läßt sich das Verhältnis der
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Abbildung 8.7: Berechnetes Verhältnis der Fluoreszenzintensitäten bei 685nm und 740nm bei nicht-
verschwindender PS I-Induktion gemäß Gl. 8.7 und 8.11. Die relative Fluoreszenz des PS I ist mit
den Kurven ohne Symbole gekennzeichnet. Die Zeitkonstanten wurden analog zur PS II-Induktion
aus Abb. 8.4 entnommen.
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Fluoreszenzintensitäten F∆ erneut aus dem gemessenen Verlauf von F II
685(t) berech-

nen. Dabei wird F I
740(0) wieder mit 30% der gesamten Fluoreszenz bei 740 nm zur

Zeit t = 0 angesetzt. In Abb. 8.7 sind die Ergebnisse für zwei verschiedene Vorbe-
leuchtungsintensitäten abgebildet. Als Zeitkonstante τ wurde dieselbe Zeitkonstante
wie für das Schließen der PS II-Zentren (vgl. Abb. 8.4) angenommen, die Variabilität
der Fluoreszenz wurde als freier Parameter mit vI = 3.6 angepaßt.

In den so berechneten Kurven ist eine deutlich bessere Übereinstimmung mit den
aus den cw-Spektren gewonnenen Daten auch bei längeren Vorbeleuchtungszeiten
zu beobachten.

Jedoch muß dieser Ansatz sehr kritisch betrachtet werden. Mit höheren Zeitkon-
stanten und/oder einem späteren Einsetzen der PS I-Induktion können die berech-
neten Daten sogar noch besser an die gemessenen Daten angepaßt werden, es gibt
aber keine Hinweise aus der Physiologie oder Messungen anderer Gruppen, die sol-
che Anpassungen rechtfertigen würden. Weiterhin ist, wie bereits erwähnt, bisher
kein Induktionsverhalten beim PS I bekannt. Auch in den eigenen Messungen von
Fluoreszenzabklingkurven bei 685 nm konnte kein Hinweis für variable Fluoreszenz
des PS I gefunden werden (vgl. Kap. 7.4.1). In der Amplitude α3 der dem PS I zu-
geordneten Exponentialfunktion ließen sich auch im freien Fit nur zehnprozentige
Schwankungen beobachten. Der geringe Anteil des PS I an der Gesamtfluoreszenz
bei 685 nm läßt aber keine abschließende Aussage zu.

Diese kritische Betrachtung ändert jedoch nichts an der Gültigkeit der Gleichun-
gen 8.9 und 8.10: um die gemessenen Daten erklären zu können, muß der starke
Anstieg von F II

685(t) während der Fluoreszenzinduktion in Gl. 8.4 im Nenner kom-
pensiert werden. Ob diese Kompensation tatsächlich durch PS I-Induktion oder doch
durch eine Änderung der spektralen Verteilung der PS II-Fluoreszenz entsteht, kann
hier nicht entschieden werden.

Eine weitere denkbare Ursache wäre Fluoreszenz der hier nicht berücksichtigten
PS IIβ-Zentren. Aufgrund der Ähnlichkeit der cw-Spektren der beiden Modifikatio-
nen des PS II (Roelofs et al., 1992) scheint dies aber unwahrscheinlich zu sein; die
Folge wäre nur ein additiver Beitrag in Zähler und Nenner von Gl. 8.4.

Um weitere Hinweise für die tatsächliche Ursache zu finden, könnten Fluoreszenz-
abklingkurven bei einer Wellenlänge von 740 nm dienen, die während der Fluores-
zenzinduktion aufgenommen werden. Durch den deutlich höheren Anteil des PS I an
der Fluoreszenz müßte sich dort variable Fluoreszenz in den Fitparametern finden
lassen.

Solche Messungen waren im hier entwickelten Aufbau nicht möglich, da einerseits
die Photokathode des zur Aufnahme von Fluoreszenzabklingkurven zur Verfügung
stehenden Detektors bei dieser Wellenlänge nur noch eine sehr schlechte Quanten-
ausbeute hat, und andererseits die Effizienz der Monochromatorgitter ebenfalls ab
etwa 710 nm stark nachläßt.
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Kapitel 9

Zusammenfassung und Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurden zwei neue Methoden zur gezielten und noninva-
siven Präparation und Untersuchung von Zustandsänderungen photosynthetischer
Systeme eingeführt. Beide beruhen auf dem Prinzip des optischen Pumpens, bei dem
durch geeignete additive Beleuchtung vor, beziehungsweise während der Messung in
den Ablauf der Photosynthese eingegriffen wird. So konnten mit diesen Methoden
grundsätzlich neue Erkenntnisse zur Funktionsweise des Photosyntheseapparates ge-
wonnen werden.

Die neu entwickelte Methode des optischen Pumpens mit zusätzlichen sättigen-
den Pulsen ermöglicht es erstmals, Fluoreszenzabklingkurven von Blättern bei ge-
schlossenen Reaktionszentren des Photosystems II aufzunehmen, ohne den Orga-
nismus durch eine chemische Blockade zu stören und somit für weitere Messungen
unbrauchbar zu machen.

Unter Anwendung dieser Methode wurden die Auswirkungen von Wasserstreß
auf den Photosyntheseapparat untersucht. Dabei konnte mit zunehmender Dauer
des Wassermangels der zeitliche Verlauf von Hemmungen der Photosynthese aufge-
zeigt werden und zwischen Schädigungen auf der oxidierenden und der reduzieren-
den Seite des Photosystems II diskriminiert werden. Es konnte ein Nachweis für die
in eigenen Vorarbeiten bereits vorgeschlagene Modellvorstellung der Wirkung von
Wasserstreß erbracht werden: erst nach starker Dehydrierung zeigen sich irreversible
Schädigen auf der reduzierenden Seite des Photosystems II, während das Reaktions-
zentrum selbst sogar bei einem relativen Massenverlust der untersuchten Blätter
von 80% noch intakt ist. Die Ladungstrennung bleibt nach wie vor möglich. Durch
das wassermangel-induzierte Elektronendefizit auf der oxidierenden Seite wird die
Schädigung auf der reduzierenden Seite des Photosystems II überdeckt: es werden
ähnliche Fluoreszenzlebensdauern wie bei intakten Blättern gemessen. Erst mit der
Methode des optischen Pumpens mit zusätzlichen sättigenden Pulsen kann eine sol-
che Hemmung auf der oxidierenden Seite detektiert werden.

Das Fließsytems zur variablen Vorbeleuchtung flüssiger Proben ermöglicht es
erstmals, detaillierte Fluoreszenzuntersuchungen während des Einschwingvorgangs
des Photosyntheseapparates, der sogenannten O–J–I–P–Transiente, von dunkelad-
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aptierten Grünalgen durchzuführen. Algen können in diesem Fließsystem mit einer
Zeitauflösung bis in den Millisekundenbereich für eine definierte Zeit vorbeleuchtet
werden und in diesem Zustand sofort in den eigentlichen Probenbereich überführt
werden, an dem die Fluoreszenzmessungen vorgenommen werden. Damit kann der
nichtstationäre Übergang der Fluoreszenzinduktion in verschiedene stationäre Zwi-
schenzustände zerlegt werden. So können Fluoreszenzspektren und Fluoreszenzab-
klingkurven, deren Aufnahme jeweils mehrere Minuten in Anspruch nimmt, nach
verschiedenen Vorbeleuchtungsdauern aufgenommen werden, indem die photosyn-
thetische Aktivität dieser Algen in jedem dieser Zwischenzustände festgehalten wird.

Aus den während der Fluoreszenzinduktion gemessenen Fluoreszenzabklingkur-
ven konnten Daten zur Überprüfung eines von Vredenberg neu entwickelten Drei-
Zustands-Modells für das Photosystem II gewonnen werden. Der von Vredenberg
vorgeschlagene semistabile Zwischenzustand beim Übergang vom offenen zum ge-
schlossenen Reaktionszentrum des Photosystems II konnte experimentell bestätigt
werden. Die ermittelte Ratenbilanz für die Be– und Entvölkerung dieses Zwischenzu-
stands erfüllt die geforderten Voraussetzungen. Insbesondere konnten Abschätzun-
gen zur Rate der Ladungsrekombination am Reaktionszentrum gemacht werden,
deren Größe aus den üblichen transienten Messungen nicht ermittelbar ist.

Weiterhin konnte aus Messungen an Algen mit biochemisch blockiertem Elek-
tronentransport ermittelt werden, daß im Vergleich zum offenen Zustand die Fluo-
reszenzquantenausbeute des Zwischenzustands etwa halb so groß ist wie die des
geschlossenen Zustands des Photosystems II. Der gemessenene Faktor 0.54 stimmt
sehr gut mit dem von Vredenberg postulierten Faktor 0.5 überein.

Es konnte nachgewiesen werden, daß sich der weitere Anstieg der Fluoreszenz-
transienten vom Zwischenzustand zur zweiten Flexion I bei niedrigen Anregungs-
intensitäten mit einem monoexponentiellen Anstieg beschreiben läßt. Daraus kann
geschlossen werden, daß in diesem Bereich kein Energieaustausch zwischen benach-
barten Photosystemen II stattfindet.

Durch das Verschwinden des I–P–Anstiegs der Transienten bei niedrigen Anre-
gungsintensitäten läßt sich, in Analogie zu Messungen bei biochemisch blockiertem
Elektronentransport, die Ursache für diesen Anstieg auf die reduzierende Seite des
Photosystems II nach dem sekundären Elektronenakzeptor QA eingrenzen. Dies deu-
tet darauf hin, daß das Schließen der Reaktionszentren bereits beim Erreichen der
Flexion I abgeschlossen ist. Dadurch wird eine weitere Forderung der Modellvorstel-
lung Vredenbergs erfüllt.

Als überraschend müssen die Ergebnisse der nach verschiedenen kurzen Vorbe-
leuchtungsdauern aufgenommenen Fluoreszenzspektren angesehen werden. Es konn-
te der Nachweis geführt werden, daß sich die Meßwerte nur durch eine bisher nicht
bekannte Fluoreszenzinduktion des Photosystems I oder durch eine Änderung der
spektralen Verteilung der PS II-Fluoreszenz während der Induktion erklären lassen.
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Zur weiteren Überprüfung der Mechanismen während der Fluoreszenzinduktion
wäre es interessant, das hier entwickelte Fließsystem bezüglich seiner Spezifikationen
zu verbessern:

Eine Erhöhung der Zeitauflösung bis in den Mikrosekundenbereich würde Un-
tersuchungen in der ersten Phase der Fluoreszenzinduktion (Anstieg O–J) ermögli-
chen. Damit könnte die sukzessive Besetzung des halbgeschlossenen Zustands im
Vredenberg-Modell überprüft werden.

Zur Untersuchung der begrenzenden Faktoren auf der oxidierenden Seite des Pho-
tosystems II während der Fluoreszenzinduktion muß die Anregungsrate und die da-
mit verbundene Konzentration oxidierter Reaktionszentren so hoch werden, daß sie
die Rate der Reduktion durch die Wasserspaltung übersteigt. Dazu wäre eine Vorbe-
leuchtungsstrecke mit deutlich höheren Vorbeleuchtungsintensitäten notwendig. Mit
höheren Anregungsdichten könnten auch weitere Informationen zur Konnektivität
der Photosysteme II gewonnen werden.

Darüberhinaus könnte so das Vredenberg-Modell bezüglich des Übergangs vom
halbgeschlossen in den geschlossenen Zustand des Photosystems II überprüft werden,
da bei höheren Anregungsintensitäten ein sigmoidaler Anstieg vorausgesagt wird.

Um eine Erklärung für die hier gemessenen Fluoreszenzspektren zu finden, könn-
te eine Erweiterung der Detektionseinheit des verwendeten Aufbaus dienen. Eine
Messung von Fluoreszenzabklingkurven bei einer Emissionswellenlänge von 740 nm
könnte Hinweise zum besseren Verständnis der hierfür verantwortlichen Mechanis-
men liefern.
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deling of Changes in Chlorophyll Fluorescence Induction Caused by Herbicides.
Pest. Biochem. Physiol., 57:200–210.
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