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Вода відіграє велику роль у функціонуванні молекули трансмембранного білка 

– бактеріородопсину. Дослідженню впливу відносної вологості оточуючого сере-
довища на оптичні характеристики плівок бактеріородопсину з різними матриця-
ми і присвячена дана робота. В якості матриць використовувалися водорозчинна 
желатина та водонерозчинні золь-гельні стекла. Спектральні та кінетичні характе-
ристики плівок досліджувались у діапазоні вологості 47 – 100%. Встановлено, що 
для різних типів матриць залежності спектральних та кінетичних характеристик 
плівок від вологості відрізняються. 

 
Вступ 

 
Бактеріородопсин (БР) – світлочут-

ливий трансмембранний білок, виявлений 
у мембранах галофільних бактерій 
Halobacterium salinarium [1]. Поглинання 
кванту світла приводить до конформацій-
них змін у молекулі БР, які носять зворот-
ний характер. Молекула проходить через 
ряд проміжних станів – інтермедіатів, піс-
ля чого повертається у вихідний стан[2]. 
Даний процес називають фотоциклом. У 
результаті проходження фотоциклу енер-
гія поглинутого кванту світла використо-
вується для трансмембранного переносу 
протону з цитоплазми бактерії [3]. Інтер-
медіати БР мають різні часи життя та ха-
рактеризуються зсувом максимуму погли-
нання відносно основного стану БР570. Ін-
термедіат М412 має найбільший час життя 
і максимальний зсув максимуму погли-
нання [4]. 

Відомо [5–8], що зміна вологості 
приводить до зміни оптичних параметрів 
плівок бактеріородопсину. Зокрема, зме-
ншення вологості приводить до: змен-
шення квантового виходу, зміщення тер-
мальної цис-транс ізомеризаційної рівно-
ваги, зміни констант швидкостей прямих 
та зворотних реакцій фотоциклу, виник-
нення прямих шунтуючих реакцій [9] і 
т.д. У переважній більшості досліджень, 
які проводились в даному напрямку, ви-
користовувались плівки на основі водо-
розчинних матриць (желатин, полівініло-

вий спирт). Очевидно, що водорозчинні 
матриці є чутливими до зміни вологості і 
вносять додаткову похибку в експеримен-
тальні результати. 

У зв’язку з цим, дана робота присвя-
чена дослідженню впливу зміни вологості 
на динаміку фотоіндукованих змін у плів-
ках БР, виготовлених з використанням во-
дорозчинних та водонерозчинних мат-
риць. 

 
Методика експерименту 

 
Плівкові структури з капсульованим 

бактеріородопсином у прозору водонеро-
зчинну золь-гельну скляну матрицю 
отримано за допомогою технології одер-
жання золь-гельних матеріалів згідно ро-
боти [10]. Авторами [10] описано методи-
ку виготовлення золь-гельних зразків на 
основі тетраметоксилану (TMOS). Нами 
використовувався тетраетоксисілан 
(TEOS), оскільки TMOS дуже токсичний. 
Для одержання плівкової структури брали 
0,7 мл TEOS, 0,3 мл Н2О та 0,01 мл НCl з 
молярною масою 0,04 М. Все поміщали в 
полістиролову пробірку. Дана суміш 
опромінювалася ультразвуком протягом 
20 хвилин у льодяній  ванні. Після цього 
до суміші додали 1 мл Н2О. З одержаної 
суміші відібрали 0,25 мл в іншу посудину 
і до цього об’єму додали 0,12 мл буфера з 
рН=9 та 0,1 мл водної суспензії бактеріо-
родопсину (з концентрацією с = 14 мг/мл). 
Після перемішування, суміш нанесли ме-
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тодом поливу на попередньо очищену 
скляну підкладинку і помістили для виси-
хання в холодильник з температурою 4ºС. 
Підкладинка знаходилась у закритій по-
судині. Процес висихання тривав 6 діб.  

Виготовлення плівок БР на основі 
желатинової матриці проводилось згідно 
ТУ У 02070832.008 [11]. 

Дослідження оптичних параметрів 
плівок проводились за допомогою устано-
вки, розробленої на основі спектрофото-
метра СФ-46. Використання регулярного 
оптичного світловоду для введення збу-
джуючого випромінювання дозволило 
проводити дослідження фоточутливих ма-
теріалів з точністю, гарантованою техніч-
ними характеристиками спектрофотомет-
ру [12].  

Блок засвітки зразка складається з 
лампи КГМ 4 зі стабілізованим джерелом 
живлення, електромагнітної шторки, сис-
теми лінз та касети світлофільтрів, які фо-
рмують та вводять збуджуюче випромі-
нювання з заданими амплітудними та спе-
ктральними характеристиками у світло-
вод. Для обробки та калібровки вихідного 
сигналу використовувався 8-розрядний 
аналого-цифровий перетворювач Ecotest-
120, сигнал з якого через порт RS-232 по-
дається на ЕОМ, що дозволяє проводити 
реєстрацію фотоіндукованих змін дослі-
джуваних об’єктів у режимі реального ча-
су. 

Для встановлення бажаної вологості 
(47, 58, 66, 87 та 100%) використовували-
ся насичені розчини відповідних солей. 
Пробірка з розчином солі встановлювала-
ся у герметичній кварцовій кюветі, в якій 
знаходилася досліджувана плівка. Для 
встановлення рівноваги парів насиченого 
розчину солі та стабілізації вологості плі-
вка витримувалася не менше 24 годин пе-
ред вимірюванням. Всі дослідження про-
водились при кімнатній температурі. 

Оскільки інтермедіат М412 має най-
більший час життя та характеризується 
максимальним спектральним зсувом від-
носно основного стану молекули, зміни у 
протіканні фотоциклу найлегше відслід-
ковувати, досліджуючи процеси форму-
вання та розпаду М412 при різних умовах. 

Для оцінки впливу вологості на параметри 
фотоциклу обчислювались напівперіод 
життя інтермедіату М412 та фотоіндукова-
на зміна коефіцієнту пропускання ∆Т на 
характеристичних довжинах хвиль 412 та 
570 нм. Фотоіндукована зміна коефіцієнту 
пропускання ∆Т – зміна коефіцієнту про-
пускання плівки (збільшення на 570 нм і 
зменшення на 412 нм) у присутності зов-
нішнього збуджуючого випромінювання. 
Напівперіод життя інтермедіату М412 – це 
час необхідний для зміни пропускання на 
50% при знятті зовнішнього освітлен-
ня[4]. 

 
Результати експерименту 

 
Спектральні дослідження. Нами 

було проведено дослідження впливу воло-
гості на спектри поглинання плівок БР з 
різними матрицями при різних значеннях 
відносної вологості.  

Для експериментів використовува-
лись желатинові плівки, матриця яких є 
водорозчинною, та золь-гельні плівки, які 
не є розчинними у воді. На рис. 1. показа-
но зміни спектрів поглинання в залежнос-
ті від рівня вологості для желатинової (а) 
та золь-гельної (б) плівки. 
Як видно з наведених графіків, поведінка 
плівок при зміні вологості відрізняється 
для різних матриць, хоча для обох видів 
матриць реєструється зростання погли-
нання при збільшенні вологості. Для плів-
ки з желатиновою матрицею суттєве збі-
льшення  висоти максимуму поглинання 
спостерігається лише для вологості 100%. 
У діапазоні 47% – 66% спостерігаються 
несуттєві зміни висоти максимуму погли-
нання. Загальна зміна висоти максимуму 
поглинання при зміні вологості від 47% 
до 100% становить 8%. Спектрального 
зсуву при дегідратації не спостерігалося. 
Отримані результати узгоджуються з лі-
тературними даними[6], де автори спосте-
рігали збільшення поглинання у желати-
нових плівках при збільшенні вологості. 
Разом з тим автори роботи [6] виявили 
значний зсув максимуму поглинання у 
синю область для плівок БР при зменшен-
ні вологості. Однак, зміна положення мак-



Uzhgorod University Scientific Herald. Series Physics. Issue 19. – 2006 

 70

симуму поглинання у роботі [6] спостері-
галася при зменшенні вологості до вели-
чини меншої ніж 43%. Оскільки у нашому 

експерименті значення вологості лежали у 
діапазоні 47%-100%, то зсув максимуму 
поглинання зафіксувати не вдалося. 

 

 
Для плівок, виготовлених по золь-

гельній технології, спостерігалося суттєве 
зростання висоти максимуму поглинання 
при зростанні вологості. При вологості 
47% висота максимуму поглинання стано-
вить 37%, а при зростанні вологості до 
100% - збільшується на 27% і стає рівна 
64%.  

Фотоіндуковані зміни у плівках БР. 
Для дослідження кінетики фотоіндукова-
них процесів у плівках БР при різній во-
логості проводилися дослідження зміни 
пропускання плівок БР при релаксації мо-
лекули БР із збудженого в основний стан. 
Отримані результати наведено на рис. 2 та 
рис. 3.  

На основі отриманих результатів ми 
проводили розрахунок зміни коефіцієнту 
оптичного пропускання ∆T та напівперіо-
ду життя τ1/2 інтермедіату М412 під дією 
зовнішнього освітлення. Отримані резуль-
тати наведено на рис. 4 та рис. 5. 

На рис. 4. наведено залежності на-
півперіоду життя інтермедіату М412 від 
вологості для плівок з різними матрицями.  

Для обох типів плівок спостерігаєть-
ся збільшення τ1/2 при зменшенні вологос-
ті. Величина зміни τ1/2 для желатинової 
плівки становить близько 23 с при зміні 
вологості від 47 до 100%. Для золь-
гельної плівки при даних умовах спосте-

рігається зміна τ1/2 на 28 с. Збільшення τ1/2 
свідчить про зміни у фотоциклі молекул 
БР, спричинені зміною вологості.  

Залежність фотоіндукованої зміни 
коефіцієнта оптичного пропускання ∆T 
від рівня вологості наведена на рис. 5. Як 
видно з результатів на довжині хвилі 570 
нм ∆T для золь-гельної плівки зростає 
майже лінійно при зменшенні вологості, в 
той час як для желатинової плівки не спо-
стерігається чіткої залежності ∆T від во-
логості. На довжині хвилі 412 нм спосте-
рігається зростання ∆T для обох видів плі-
вок. 

Як видно з наших результатів та до-
сліджень авторів [5-8, 13, 14], вода віді-
грає велику роль у функціонуванні моле-
кули БР. З попередніх робіт[3, 9, 14] відо-
мо, що молекули води знаходяться у без-
посередній близькості до хромофорної 
групи – ретиналю і приймають участь у 
функціонуванні протонного каналу. Гід-
ратаційні оболонки служать для вирівню-
вання внутрішньомолекулярних електро-
статичних полів, тим сами стабілізуючи 
молекулу. З точки зору алгоритму функ-
ціонування протонного каналу, вплив змі-
ни вологості на напівперіод життя інтер-
медіату М412, який ми спостерігаємо на 
експерименті, можна пояснити наступним 
чином. 

 

 

Рис. 1. Спектри поглинання плівок на основі бактеріородопсину при різних значеннях відносної вологос-

ті. а) – плівка БР з желатиновою матрицею; б) – плівка БР виготовлена на основі золь-гель технології. 
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Відомо [2, 3, 15], що на етапі розпа-
ду інтермедіату М412 і утворення 
інтермедіату O640 відбувається 
репротонування Шифової основи (ШО) 
ретиналю. Донором протону в даному 
випадку виступає амінокислотний за-
лишок Asp96. На цьому етапі фотоциклу 
pKα Asp96 рівний 11, в той час як pKα  
ШО залишається рівним 8 3,15]. При 
таких значеннях pKα передача протону від 
Asp96 до ШО є енергетично невигідною. 
Однак, депротонування ШО (на етапі 
переходу від інтермедіату M1 до M2) 
призводить до нейтралізації електро-
статичного комплексу ШО-протиіон, що 
зумовлює структурні перебудови у про-
тонному каналі, зокрема, до повертання 

ретиналю та відхилення цитоплазматич-
ного кінця спіралі F [3,7]. Такі перебудови 
приводять до збільшення гідратації цито-
плазматичної сторони спіралі F, в тому 
числі й Asp96 та зменшення його pKα до 
7. Відповідно, кількість молекул води у 
плівці, яка буде визначатися вологістю, 
впливає на pKα Asp96. Якщо ж, при по-
ниженні вологості, кількість води недо-
статня, репротонування ШО стає утруд-
неним. А отже перехід від інтермедіату 
N560 до O640 буде блокуватись. Попередні 
дослідження показали, що переходи 
М2↔N560↔O640 є реверсивними[3, 9, 14, 
16]. Блокування прямого переходу 
N560→O640 буде приводити до зміщення 
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Рис. 2. Зміна пропускання плівки на основі БР з використанням золь-гельної матриці після зняття зов-
нішнього випромінювання при різних значеннях вологості; а) при λ = 412 нм, б) λ = 570 нм. 
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Рис. 3. Криві зміни пропускання плівки на основі БР з використанням желатинової матриці після зняття 
зовнішнього випромінювання при різних значеннях вологості; а) при λ = 412 нм, б) λ = 570 нм. 
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рівноваги прямих і зворотніх переходів у 
бік збільшення констант швидкостей зво-

ротніх реакій. Cаме цей факт, на думку 
 

 

 
дослідників [9, 11, 14-17], приводить до 
сповільнення розпаду інтермедіату М412.  

Цим самим можна пояснити і збіль-
шення ∆T на довжині хвилі 570 нм при 
зменшенні вологості. Оскільки розпад ін-
термедіату М412 сповільнюється все біль-
ша кількість молекул буде “зависати” у 
стані М412, що і буде викликати збільшен-
ня пропускання на довжині хвилі 570 нм. 

 
Висновки 

 
У даній роботі нами проведено до-

слідження впливу вологості на параметри 

фотоциклу плівок бактеріородопсину на 
основі різних матриць. 

Встановлено, що при збільшенні во-
логості спостерігається зростання висоти 
максимуму поглинання для обох видів 
плівок. Для желатинової плівки маємо збі-
льшення на 8%, а для золь-гельної – на 
27%.  

Розрахунки для τ1/2 виявили збіль-
шення напівперіоду життя інтермедіату 
М412 при зменшенні вологості від 100% до 
47%. Для желатинової  плівки τ1/2 збіль-
шився на 23 с, а для золь-гельної плівки - 
на 28 с. Встановлено, що величина фото-
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Рис. 4. Залежність напівперіоду життя інтермедіату М412 - τ1/2 від вологості; а) – желатинова плівка БР; 
б) – плівка БР виготовлена по золь-гельній технології. 
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Рис.5. Залежність величини фотоіндукованої зміни коефіцієнта пропускання плівок БР при різних значен-
нях вологості на характеристичних довжинах хвиль: а) – 412 нм; б) – 570 нм.  
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індукованої зміни пропускання ∆T теж 
залежить від рівня вологості.  

Запропоновано модель механізму 
впливу вологості на фотоцикл бактеріоро-
допсину. 
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INFLUENCE OF HUMIDITY ON PHOTOINDUCED 
PROCESSES IN BACTERIORHODOPSIN FILMS 

I. I. Trikur, O. I. Korposh, N. P. Frolova, V. M. Rizak 

Uzhgorod National University, 88000 Uzhgorod, Voloshina St. 54 

 
The water plays a major role in photocycle BR. Therefore given paper is devoted 

to research of humidity influence on optical properties BR films. Spectral and 
kinetic characteristics were monitored over a range of relative humidity 47-92% for 
films with different types of matrixes. As matrixes were used water soluble gelatine 
and not water soluble sol-gel glasses. The obtained results confirmed our earlier 
suggestion that the type of a matrix influences of feature of light-induced processes 
at change of humidity. 

 


