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Die Anwendung der Elektronenspinresonanz in der Biochemie*

1. paramagnetischen Komplexen oder Chelaten der 
Ubergangselemente,

2. freien Radikalen,
3. Charge-Transfer- oder Elektronen-Donator-Akzeptor- 

Komplexen und
4. in Molekülen im Triplettzustand.

* Vortrag, gehalten in Basel am 24. Februar 1966 auf Einladung der 
Basler Chemischen Gesellschaft.

Von G.Schoffa

Physikalisches Institut der Technischen Hochschule Karlsruhe (dbb)

Die Bedeutung der Elektronenspinresonanz (esr) 
auf dem Gebiete der Biochemie nahm in den letzten 
Jahren laufend zu, nicht zuletzt infolge der Erhöhung 
der Empfindlichkeit der esr-Spektrometer und durch 
die Entwicklung spezieller, für Arbeiten an biochemi­
schen Systemen erforderlicher Meßtechniken. Die Auf­
gabe dieser zusammenfassenden Darstellung soll es vor­
wiegend sein, die verschiedenen Möglichkeiten für die 
Anwendung der esr in der Biochemie zu skizzieren. Das 
inzwischen stark angeschwollene Schrifttum kann hier 
nicht vollständig berücksichtigt werden, sondern es 
wird auf die bisher erschienenen zusammenfassenden 
Darstellungen verwiesen1’213. Hier soll vorzugsweise das 
inzwischen erschienene, in diesen Monographien nicht 
enthaltene Schrifttum berücksichtigt werden. Die An­
wendung der esr auf dem Gebiete der Photosynthese 
wird hier nicht behandelt, da erst neulich darüber eine 
zusammenfassende Arbeit veröffentlicht wurde4.

I. Die physikalischen Grundlagen der ESR-Spektroskopie

Es soll hier nur soweit auf die physikalischen Grund­
lagen der ESR-Spektroskopie eingegangen werden, als 
dies für das Verständnis der nachfolgenden Kapitel un­
erläßlich ist.

Die esr ist ein physikalisches Verfahren zur Messung 
der ungepaarten Elektronen in der Materie. In Bio­
chemikalien findet man ungepaarte Elektronen in

Zur Messung der ESR werden die Substanzen mit unge­
paarten Elektronen in ein homogenes Magnetfeld einge­
führt (Abb. 1), wodurch die ungepaarten Elektronen in 
Richtung des Magnetfeldes polarisiert werden. Die 
Projektion des Vektors des magnetischen Moments des 
Elektrons ist dann z.B. bei freien Radikalen entweder 
entlang oder entgegengesetzt zum Vektor des äußeren 
Magnetfeldes gerichtet (Abb. 2). Dabei präzessieren die

Abb. 2. Die zwei möglichen. Orientierungen und die Präzession der 
magnetischen Momente von ungepaarten Elektronen mit S = 1/2 in 
einem äußeren Magnetfeld. Die Orientierung 7n§ = —^ß ist energe­
tisch günstiger. Bei Einstrahlung der elektromagnetischen Strahlung, 
deren Frequenz der Präzessionsfrequenz des Elektrons gleich ist, ge­
hen einige Elektronen aus der Orientierung m$ = —1/2 in die Orien­
tierung ms^-j-1^ über. Dabei wird die elektromagnetische Strah­
lung absorbiert und die Absorptionsrate mit einem esr-Spektrome­

ter gemessen

Abb. 1. Prinzipieller Aufbau eines esr- Spektrometers

ungepaarten Elektronen um die Richtung des äußeren 
Magnetfeldes. Die Präzessionsfrequenz nimmt mit der 
zunehmenden Magnetfeldstärke zu. Strahlt man nun 
senkrecht zum äußeren Magnetfeld in die Substanz 
elektromagnetische Strahlung ein, deren Frequenz genau 
der Präzessionsfrequenz der ungepaarten Elektronen im 
Magnetfeld entspricht, so ändern einige in Richtung des 
äußeren Magnetfeldes liegende Elektronen ihre Polari­
sationsrichtung, und zwar entgegengesetzt zum äußeren
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Magnetfeld. Hierbei wird ein Teil der eingestrablten 
elektromagnetischen Strahlung absorbiert.

In der esr-Spektroskopie wird also die Schwächung 
der eingestrahlten elektromagnetischen Strahlung durch 
die im Magnetfeld sich befindenden ungepaarten Elek­
tronen gemessen. Hierbei hält man meist die Frequenz 
der elektromagnetischen Strahlung konstant und ver­
ändert die magnetische Feldstärke solange, bis die 
Präzessionsfrequenz der im Magnetfeld sich befindenden 
Elektronen der Frequenz der Strahlung gleich ist, also 
eine Resonanz zwischen dem Elektronenspin und der 
elektromagnetischen Strahlung eintritt. Die Größe der 
Magnetfeldstärke, bei der diese Resonanz zu erwarten 
ist, beträgt

worin h die Plancksche Konstante, v die Frequenz der 
elektromagnetischen Strahlung, ß das Bohrsche Magne­
ton und g der g-Faktor oder spektroskopischer Aufspal­
tungsfaktor ist.

Bei freien Radikalen ist der g-Faktor annähernd gleich 
dem Wert des Lande-Faktors und beträgt 2,0. Setzt man 
die bekannten Konstanten h, ß und g=2 in die obige 
Gleichung ein, so erhält man

H (in Gauß) =21nMHz) , 
v ' 2,8045

d. h. bei Einstrahlung von z. B. 9240 MHz würde die 
Resonanz bei 3300 Gauß liegen. Es ist heute üblich, 
diese Frequenz und diese Feldstärke in der esr-Spek­
troskopie anzuwenden.

In vielen Komplexen oder Chelaten der Übergangs­
elemente befinden sich die ungepaarten Elektronen von 
Übergangselementen in elektrischen und magnetischen 
Kraftfeldern, die von den sie umgebenden Liganden er­
zeugt werden. Diese Kraftfelder können u.a. bewirken, 
daß die ESR-Absorption bei einer anderen Feldstärke 
als oben angegeben stattfindet. Dieser von der Substanz 
herrührende Sachverhalt wird dadurch beschrieben, daß 
jeder Substanz ein sogenannter g-Faktor zugeschrieben 
wird. Man erhält ihn aus dem Experiment nach der Be­
ziehung

hv n a a . v (in MHz) g =------ = 0,71444 — — - ,6 ßH„ ’ Ho (in Gauß)

wobei Ho die Magnetfeldstärke ist, bei der das Maximum 
der Absorption der elektromagnetischen Strahlung er­
halten wurde.

Im folgenden Abschnitt wird gezeigt, daß man aus den 
Messungen des g-Faktors verschiedene Schlußfolgerun­
gen über die Natur der gemessenen Substanz ziehen 
kann. Dies bezieht sich aber vorwiegend auf die Sub­
stanzen mit stark abweichenden g-Faktoren.

Die ungepaarte Elektronen beeinflussenden elektri­
schen und magnetischen Felder führen jedoch nicht nur 
zur Verschiebung der Lage der esr-Linien, sondern 
auch vielfach zur Aufspaltung der Linien. Für bioche­

mische Anwendung besonders wichtige Aufspaltung ist 
die Hyperfeinstruktur (Hfs). Sie beruht darauf, daß die 
ungepaarten Elektronen sich nicht nur in einem äußeren 
Magnetfeld, sondern gleichzeitig in wesentlich schwä­
cheren Magnetfeldern befinden, die von den magneti­
schen Momenten einiger Atomkerne herrühren. Die 
Atomkerne, die ein resultierendes magnetisches Moment 
aufweisen, haben die magnetische Spinquantenzahl 
I ¥= 0. Dazu gehören z.B.

‘H mit I=!/2 
2H mit 1=1

14N mit 1=1
1BN mit 1=^2

19F mit I=1/2 
35C1 und 37C1 mit I = 3/2

65Mn mit I=5/2
57Fe mit 1 = ^2 usw.

Viele andere, in organischen Stoffen häufig vorkommen­
de Kerne haben 1=0, z.B. 12C, 16O, 3aS usw., und geben 
daher keine Hyperfeinstruktur.

Die Zahl der Hfs-Linien ist im Falle eines Kerns in 
Nachbarschaft des ungepaarten Elektrons gleich 21+1- 
Die Position der zwei Hfs-Linien auf der Magnetfeld­
skala ist bei I = x/2

H12=^-±AH,
1,2 gß

wobei AH das vom Atomkern erzeugte Magnetfeld ist.
Bei mehreren benachbarten Kernen mit I #= 0 findet 

man kompliziertere Hfs-Spektren. Auf die Deutung die­
ser Spektren kann hier nicht eingegangen werden.

II. Komplexe oder Chelate der Übergangselemente

Die esr-Untersuchungen an biochemischen Kom­
plexen oder Chelaten (künftig nur als Komplexe be­
zeichnet) erstrecken sich hauptsächlich in zwei Richtun­
gen:

1. Die Identifizierung der paramagnetischen Ionen und 
2. die Wertigkeitsbestimmungen von paramagnetischen

Ionen.

Die Identifizierung von paramagnetischen Ionen in bio­
chemischen Komplexen ist in günstigen Fällen möglich:

a) durch die typische Position des e s R - Spektrums auf 
der Feldstärkeskala, d.h. durch die Messung des 
g-Faktors, und

b) durch die Messung der für einige Übergangselemente 
typischen Hyperfeinstruktur.

Die Identifizierung der paramagnetischen Ionen in bio­
chemischen Komplexen durch die Bestimmung des 
g-Faktors gelingt oft besonders gut bei Eisenkomplexen. 
Man kann hier verschiedene Fälle unterscheiden.

Typisch für die Fe (III)-Komplexe sind die oft gefun­
denen g=4,3 oder aber auch gn = 2 und g±=6. Solche 
starken Abweichungen vom g= 2,0023 für ein freies 
Elektron beruhen darauf5, daß bereits ohne Einwirkung 
eines äußeren Magnetfeldes die ungepaarten Elektronen 
des Fe (IH)-Ions ihre Spins im Kristallfeld der Liganden 
teilweise ausrichten. Beim Zuschalten des äußeren
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Magnetfeldes präzessieren sie daher mit einer anderen 
Frequenz als im Falle des freien Elektrons.

Verschiedene biochemische Fe (III)-Komplexe mit 
g=4,3 sind in der Tabelle I zusammengestellt.

gen vom reduzierten Hämoglobin oder Myoglobin. Bei 
4,2 °K dürfte in vielen Fällen die Spin-Gitter-Relaxa­
tionszeit länger werden, so daß man die esr-Spektren 
von vielen Fe (II)-Komplexen registrieren könnte.

Tabelle I. Fe(III)-Komplexe mit g ^ 4,3

Hämatin G. SCHOFFA6
F errihämoglobin G. SCHOFFA6

F errimyo globin A. Ehrenberg7
Peroxydase A. Ehrenberg7

Y. Mobita und H. S. Mason9
Xanthinoxydase G. Palmer, R. C. Bray und H. E. Bei­

nert19, Lit. 1, Zitate 121,122
Pyrocatechase T. Nakazawa, Y. Kojima, H. Fujisawa 

M. Nozaki und O. Hayashi11
Fe-Transferrin und R.Aasa, B.G.Malmström, P.Saltman
Fe - Conalbumin und T.Vänngard12
Fe-Fructose R.Aasa, B.G.Malmström, P.Saltman 

und T.Vänngard14
Ferrichrom A H.H.Wickman, M.P.Klein und 

D.A. Shirley13

Im Falle der Fe (II)-Komplexe erhält man bei Zim­
mertemperatur gewöhnlich keine ESR-Äbsorption. Dies 
kann einmal darauf beruhen, daß es sich um kovalent 
gebundene Fe (II)-Komplexe handelt, bei denen die 
sechs Elektronen auf der 3d-Elektronenschale des 
Eisen-Ions gepaart und die Komplexe daher diamagne­
tisch sind. Das Fehlen des ESR-Signals bei ionogen 
gebundenen Fe (II)-Komplexen mit vier ungepaarten 
Elektronen auf der 3d-Schale beruht meist auf einer 
sehr kleinen Spin-Gitter-Relaxationszeit bei Zimmer­
temperatur. Die Fe (II)-Komplexe sind daher kaum un­
tersucht. So kennt man noch heute keine ESR-Messun­

Dopamin-jö-Hydroxylase W. E. Blumberg, M. Goldstein, E. Lau­
ber und J.Peisach15

Cytochrom-Reduktase H. E. Beinert und R.H.Sands16
H.E. Beinert und G. Palmer17

DPNH-Dehydrogenase H.E.Beinert und R.H.Sands18
Suhmitochondreale Partikel R.H.Sands und H.E.Beinert19 Abb. 3

Die Fe (III)-Komplexe mitgn = 2 undg±=6 kommen 
ebenfalls in vielen biochemisch interessanten Substan­
zen vor (Tabelle II). In Einkristallen, z.B. des Ferri- 
myoglobin-Fluorids, findet man parallel zur Symmetrie­
achse des Porphyrinringes gM = 2 und senkrecht dazu 
gJL=6. Die beiden g-Faktoren kann man auch in poly­
kristallinen Proben erhalten (Lit. 1, S. 35).

Tabelle II. Fe(III)-Komplexe mit g|| «s 2 und g± «s 6

Hämoglobin- und Lit. 1, Zitate 69, 71, 73, 74, 76, 212, 253, 
Myoglobin-Verbindungen 245, 254, 271, 330, 332, 333, 604 sowie 

G.Schoffa6 
H.Rein und 0. Ristau20
H.Rein, 0. Ristau und F.Jung21
A. Ehrenberg 22

Hämoglobin M A.Hayashi, A.Shimizu, Y.Yamamura
und H. Wat Ari 24

Bakterielle Häm-Proteine A.Ehbenberg und M.D.Kamen23
Peroxydase A. Ehrenberg7

Y.Morita und H.S.Mason9 
Cytochrom c W. Gordy und H.N.Rexroad,

Lit. 2, Seite 263

A. Das esr-Spektrum von nativer Pyrocatechase. Das Signal bei 
g —4,2 stammt vom dreiwertigen Eisen in Pyrocatechase

B. Das Verschwinden des Signals bei Titration mit Catechin infolge 
des Wertigkeitswechsels Fe (III) —► Fe (II)

C. Die Reoxydation des Fe (II) durch Luftsauerstoff. Alle Messungen 
wurden bei —150°C ausgeführt und, wie in der esr-Spektrosko­
pie üblich, als erste Ableitung der Mikrowellenabsorption regi­
striert11.

Das Fehlen des esr-Signals in Fe(II)-Komplexen 
wurde oft zur Untersuchung der Wertigkeitsänderung 
Fe^-e^Fe11 ausgenutzt. Ein Beispiel dafür ist auf der 
Abb. 3 zu sehen11. Aus den ESR-Spektren ist zu ent­
nehmen, daß die Oxydation des Catechins durch die 
Pyrocatechase mit der Reduktion des Fe (III) zum 
Fe (II) einhergeht. Das Fe (II) läßt sich dann durch den 
Luftsauerstoff zum Fe (III) reoxydieren.

Ein weiteres Beispiel ist das Verschwinden des esr­
Signals bei g=4,3 bei Titration der Cytochromreduktase 
mit d p N H16 sowie bei der Titration der d p n h - Dehydro­
genase mit dpnh oder Succinat18.

Die Fe(III)-Komplexe mit gn = 2 und g±=6 gehören 
zu den sogenannten «High spin»-Komplexen. Bei diesen 
Komplexen ist oft einer der Liganden stärker elektro­
negativ (z.B. F, CI, OH", usw.). Ihre magnetische 
Suszeptibilität entspricht ungefähr der des freien Fe (III)- 
lons.

Eine andere Gruppe der Fe (III)-Komplexe bilden die 
sogenannten «Low spin»-Komplexe. Die magnetische 
Suszeptibilität dieser Komplexe ist gegenüber der 
Suszeptibilität des freien Fe(III)-Ions stark reduziert 
und entspricht ungefähr der Suszeptibilität eines freien 
Elektrons. Der g-Faktor der «Low spin»-Komplexe 
liegt bei etwa 2. So sind z.B. die g-Faktoren des typi­
schen «Low spin»-Komplexes Ferrihämoglobin-Azid28: 
gx = 1,72, gy = 2,22 und gz = 2,80.
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Die Theorie der «High spin»- und «Low spin»- 
Komplexe ist von Griffith26 und anderen gegeben 
worden. Verschiedene Fe (III)-Komplexe des «Low 
spin »-Typs sind in der Tabelle III zu sehen.

Die Identifizierung des Cu(II)-Ions in unbekannten 
Biochemikalien aus dem g-Faktor ist mit einiger Un­
sicherheit verbunden. Die typischen g-Faktoren der
Cu(II)-Komplexe liegen zwar oft bei g±=2,2 und gN = 
2,04, aber es gibt noch andere paramagnetische Über­
gangselemente mit ähnlichen g-Faktoren. Immerhin 
konnte die in atp gefundene ESR-Linie durch den Ver­
gleich mit dem esr-Spektrum des Cu (Il)-Phthalo-
cyanins als von den Cu (Il)-Ionen stammende Verun­
reinigung identifiziert werden44. In einigen Fällen ist die
Identifizierung des vermutlichen Cu(II)-Ions durch die
Hyperfeinstruktur möglich. Das Kupfer zeigt unter
günstigen Versuchsbedingungen infolge des Kernspins
I=3/ä für 63Cu und 65Cu vier Hfs-Linien. 66Fe hat da­
gegen wegen 1=0 keine Hfs, 55Mn wegen I=5/2 sechs
Linien, 59Co wegen I=7/2 acht Linien usw. Die vier Hfs- 
Linien des Kupfers sind auch in polykristallinen Proben 
oft gut aufgelöst. Man konnte z.B. im Falle der Laccase
(Tabelle IV) die vom Kupferkern stammende Hfs er­
halten. Mit zunehmender Denaturierung der Laccase 
kam die Hfs deutlicher heraus, bevor noch andere 
Effekte als Folge der Denaturierung beobachtet wur­
den 34.

Keine esr-Signale von kupferhaltigen Enzymen 
wurden im Falle des einwertigen Kupfers z.B. bei
Tyrosinase erhalten. Auch im Hämocyanin konnte die
umstrittene Wertigkeit des Kupfers zugunsten des Cu+
mit der esr-Spektroskopie entschieden werden.

Beim Wertigkeitswechsel Cu (II) —► Cu (I) verschwindet
das ESR-Signal. So schließt man aus dem Verschwinden
des esr-Signals bei der katalytischen Wirkung der 
Laccase auf Catechin auf den Valenzwechsel des Kupfers

Cytochromoxydase
Tabelle III. Fe(III)-Komplexe mit den «Low spin »-g-Faktoren

gx Sy g:

Ferrimyo globin-Azid 1,72 2,22 2,80 Lit.l, Zitate 73, 
253,254,330,333

Ferrimyoglobin-Azid 1,75 2,25 2,80 A. Ehrenberg7
Ferrihämo globin-Azid 1,70 2,20 2,82 Lit.l, Zitate 69, 

254,330
Peroxydase-Hydroxyd 1,67 2,12 2,86 Y. Morita und

H.S.Mason9

Coeruloplasmin

Tyrosinase

In vielen Fällen findet man sowohl die für «High 
spin»- als auch für «Low spin»-Komplexe typischen 
esr-Linien im gleichen Fe(III)-Komplex. Dies ist z.B. 
der Fall bei Ferrihämoglobin-scN20. Die magnetische 
Suszeptibilität dieses Komplexes liegt ebenfalls zwi­
schen der «Low spin»- und der «High spin»-Suszepti- 
bilität27, 28. «Low spin»- und «High spin»-g-Faktoren 
fand man auch bei Cytochrom c2 sowie bei Peroxydase7’9. 
In allen diesen Komplexen besteht anscheinend ein 
thermisches Gleichgewicht der Komplexe mit «Low 
spin» und der Komplexe mit «high spin».

In der letzten Zeit wurden durch die Reduktion ver­
schiedener biochemischer Eisenkomplexe esr-Spektren 
erhalten, deren g-Faktoren kleiner als zwei waren, 
z.B. gr=:l,93, g2=l,94, g3 = 2,00 18’29’30’31. Da man 
ein ähnliches Spektrum durch die Reduktion des 
[Fen(CN)5NO]2- zum [Fe^CN^ND] 3~ im pH-Bereich 
zwischen 5 und 10 erhielt, wurden die niedrigen g-Fak­
toren durch die Bildung der Fe (I)-Komplexe erklärt. 
Diese Deutung scheint jedoch nicht voll gesichert zu 
sein. Zu beachten ist, daß durch die polarographische 
Reduktion des [Fen(CN)5NO] 2~ zum [FeI(CN)5NO]3- 
die esr-Spektren mit g±=2,0313 undgN = 2,0059 erhal­
ten wurden32. Bei der Reduktion der Einkristalle des 
Na2[Fen(CN)5NO] • 2H2O durch die Bestrahlung erhielt 
man ebenfallsg-Werte, die größer als 2 waren (g^ = 2,0069, 
g±= 2,0374)33. Nach neuesten Ergebnissen48 scheinen die 
g-Faktoren, die kleiner als 2 sind, mit der Bindung des 
Eisens an Schwefelatome zusammenzuhängen, was auch 
z.T. theoretisch belegt wurde.

Die den Kupfer enthaltenden biochemischen Kom­
plexe sind im Falle der Cu(II)-Komplexe paramagnetisch 
und lassen sich mit der esr gut nachweisen. Die Cu(I)- 
Komplexe haben dagegen kein ungepaartes Elektron am 
Kupferatom und geben daher keine esR-Äbsorption. 
Die Cu (II)-Komplexe der Porphyrine, des Tetraphenyl­
porphins, des Phthalocyanins und des Chlorophylls ge­
hören heute zu den bestuntersuchten biochemischen 
Komplexen (s. Lit. 1). Einige für die Enzymologie in­
teressante und mit der esr gemessene Kupferkomplexe 
sind in der Tabelle IV zusammengestellt.

Tabelle IV. Biochemische Kupferkomplexe

Laccase

Adenosintriphosphat
Hämocyanin
Azurin

Lit.l, Zitate 443, 444, 497, 498
L.Broman, B.G.Malmström, R.Aasa 
und T.Vänngard31’35
Lit.l, Zitate 585, 214
H.E. Beinert, D.E. Griffith,
D.C.Wharton und R.H.Sands36
M.Morrison, S.Horie und H.S.Mason37
N. Atherton, Q. H. Gibson und
C. Greenwood38
Lit. 1, Zitat 444
H.E.Beinert, D.E.Griffith,
D.C.Wharton und D.H.Sands36
C.B. Kasper, H.F. Deutsch und
H.E.Beinert39
T.Vänncard und R.Aasa10
M.Fling, N.H. Horowitz und
S. F. Heinemann 11
S.Bouchilloux, P.McMahill und
H.S.Mason13
D.B.Russel und S. J.Wyard11
T.Nakamura und H.S.Mason15 
L.Broman, B.G.Malmström, R.Aasa 
und T.Vänngard35

Protein von Pseudomonas H.S.Mason16
Monoamin-Oxydase

Dopamin-/J-Hydroxylase

H. Yamada, K.T. Yasunobu, T. Yamano 
und H.S.Mason17
W.E. Blumberg, M. Goldstein, E. Lau­
ber und J.Pbisach18
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(Lit. 1, S. 129). Auch kinetische Studien am Ceruloplas- 
min ergaben die Reduktion des Cu (II) zum Cu (I) durch 
das Substrat und die erneute Reoxydation durch den 
Sauerstoff36.

In der Xanthinoxydase konnte mit der esr-Spektro­
skopie das Molybdän gemessen werden. Die Xanthin­
oxydase enthält jedoch neben Molybdän noch Eisen un­
bekannter Wertigkeit. Zur Identifizierung des Molyb­
däns müßte man sechs schwache Hfs-Linien nachweisen, 
die von den natürlich vorkommenden stabilen Isotopen 
B5Mo(I = 5/2, natürhche Konzentration 15,78%) und 
97Mo (I=5/2, natürliche Konzentration 9,60%) her­
rühren. In älteren Arbeiten wurden sie mangels der 
Empfindlichkeit der Spektrometer noch nicht gefunden 
(Lit. 1, Zit. 121, 122, 699 sowie Lit. 49). In einer neueren 
Arbeit konnte H.E. Beinert10 die Hfs in den während 
der Reaktion der Xanthinoxydase mit dem Xanthin bei 
pH 9,6 eingefrorenen Lösungen nachweisen. Hier han­
delt es sich wahrscheinlich um einen Mo (V)-Komplex. 
Die bei der Xanthinoxydase angewandte Technik ist 
bezeichnend für die Anwendung der e s r in der Bioche­
mie. Die Lösungen, z.B. der Xanthinoxydase und des 
Xanthins, wurden durch die sogenannte Durchfluß­
technik unmittelbar vor der Messung gemischt und dann 
in einer Zeit zwischen 1 und 8 msec eingefroren. Durch 
schnelles Einfrieren konnten die Reaktionen gestoppt 
werden. Die Wichtigkeit des schnellen Einfrierens wird 
z.B. in der Arbeit10 demonstriert, in der völlig verschie­
dene ESR-Spektren bei Einfrieren 0,026 sec und 1,4 sec 
nach der Mischung des Enzyms mit dem Substrat er­
halten wurden.

III. Freie Radikale und Charge-Transfer-Komplexe

Ein freies Radikal ist ein durch geeignete Modifikation 
aus einem normalen Molekül mit gerader Elektronenzahl 
entstandenes Molekül mit einem ungepaarten Elektron. 
Gewöhnlich ist die Bindungsstruktur mit einem unge­
paarten Elektron weniger stabil als die normale Bin­
dungsstruktur mit gepaarten Elektronen. Die Stabilität 
der freien Radikale kann jedoch z.B. durch die ebene 
Struktur des Moleküls begünstigt werden, da hierbei 
durch die Wechselwirkung der ^-Elektronen Resonanz­
energie gewonnen wird. Der beachtliche Gewinn an 
Resonanzenergie wurde z.B. von E. Hückel60 im Falle 
des relativ stabilen Radikals Triphenylmethyl theore­
tisch berechnet. Solche günstigen Bedingungen sind in 
biochemischen Systemen nur selten zu finden. Die mei­
sten biochemischen Radikale in der flüssigen Phase sind 
daher sehr kurzlebig.

Zur Messung der kurzlebigen Radikale mit der esr 
wurden in den letzten Jahren verschiedene Verfahren 
entwickelt. Bei der sogenannten Durchflußtechnik wer­
den die Reaktionspartner unmittelbar vor dem Meß­
resonator des esr-Spektrometers gemischt und wäh­
rend der ablaufenden Reaktion durch den Resonator 
geschickt61’ 52, 53. Zur Verlängerung der Lebensdauer der

Radikale werden oft die Lösungen unmittelbar nach 
dem Mischen eingefroren53, um die Reaktion zu stoppen 
bzw. zu verlangsamen. In wäßrigen Lösungen wird 
außerdem noch die Empfindlichkeit der Messungen er­
höht, da Wasser und andere stark polarisierbare Flüssig­
keiten im nichteingefrorenen Zustand zu starken Ver­
lusten der Mikrowellenenergie führen.

10 mH, 50% reduziert 
pH 12

Abb. 4. Die ESR-Spektren der verschiedenen, mit Thiosulfat redu- 
zierten. Isoalloxazin-Abkömmlinge zeigen eine aus vielen Linien be­
stehende Hyperfeinstruktur, deren Ursprung inzwischen weitgehend 

geklärt ist8

Besonders groß ist die Zahl der mit der esr unter­
suchten Radikale, die durch Reduktion oder durch 
Oxydation von Biochemikalien erzeugt werden1. Zu den 
bestuntersuchten Substanzen gehören hier das reduzierte 
Riboflavin und andere Isoalloxazin-Abkömmlinge. Die 
Reduktion erfolgt entweder durch Thiosulfat54’ 55, durch 
metallisches Aluminium66 oder durch die elektrolytische 
Reduktion56. Die ESR-Spektren zeigen hierbei eine 
Hyperfeinstruktur, die auf der Wechselwirkung .des un­
gepaarten Elektrons mit den verschiedenen Atomkernen 
im Molekül beruht (Abb. 4). Eine Aufklärung der Hyper­
feinstruktur gelang zuerst Guzzo und Tollin66, die fan­
den, daß das ungepaarte Elektron am meisten am Stick­
stoffkern in Position 10 lokalisiert ist, wodurch eine 
isotrope Hfs-Aufspaltung von 7 Gauß resultiert. Am 
Stickstoffkern in Position 9 und an Protonen ist das un­
gepaarte Elektron nur zur Hälfte lokalisiert und führt 
zur Aufspaltung der Hfs von 3,5 Gauß. Erikson und 
Ehrenberg56 sicherten und erweiterten diese Ergebnis­
se durch die Berechnung des esr-Spektrums für Lumi­
flavin mit Hilfe einer elektronischen Rechenmaschine.

Eines der Beispiele für die Erzeugung der Radikale 
durch Oxydation ist in der Arbeit von D.C.Borg67 ge­
geben. Mit der Durchflußtechnik werden hier z.T. in 3 
Sekunden ESR-Spektren von Radikalen registriert, die 
durch die Oxydation des Epinephrins, Adrenochroms, 
Insulins, der Östrogene und verschiedener anderer
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Hormone entstanden waren. Die Radikale waren sehr 
kurzlebig, weshalb eine besonders schnelle Durchfluß­
technik angewandt werden mußte58.

Die langlebigen Radikale kommen in der flüssigen 
Phase sehr selten vor, dagegen häufiger in der festen 
Phase infolge stark behinderter Rekombination. Zu den 
langlebigen Radikalen gehört z. B. das Melanin, welches 
in der Haut, in Haaren oder in anderen tierischen und 
menschlichen Organen vorkommt. Auch bestrahlte 
feste Biochemikalien geben Radikale, die monate- oder 
jahrelang stabil bleiben.

Eine wesentliche Erhöhung der Stabilität und damit 
der Lebensdauer der freien Radikale ist bei der Bildung 
der molekularen Charge-Transfer-Komplexe (künftig 
als CT-Komplexe bezeichnet) zu erwarten. Ein großer 
Teil der Radikale in biochemischen Systemen ist durch 
die Bildung der CT-Komplexe stabilisiert.

Die ct-Komplexe sind Komplexe zwischen zwei Mole­
külen, von denen eines ein Elektronendonator, das an­
dere ein Elektronenakzeptor ist. Sie werden daher auch 
als Elektronen-Donator-Akzeptor-Komplexe oder eda- 
Komplexe bezeichnet. Die Moleküle in einem CT-Kom­
plex werden durch die van der Waalsschen Kräfte, aber 
insbesondere durch die infolge der Elektronenübertra­
gung

D + A -* D+ + A“ -<- D+A"

ins Spiel kommenden Coulombschen Kräfte und Elek­
tronenaustauschkräfte zusammengehalten.

Die Theorie der ct - Komplexe wurde von Mulliken59 
entwickelt. Gute Elektronendonatoren zeichnen sich aus 
durch niedriges lonisationspotential, so z. B. Benzol und 
alle Polyzyklen. Aber auch Alkohole, Äther, Amine und 
unter Umständen sogar Kohlenwasserstoffe können 
Elektronendonatoren sein. Viele biologisch wichtige 
Substrate sind Elektronendonatoren. Gute Elektronen­
akzeptoren sind Moleküle mit relativ großer Elektronen- 
affinität. Dazu gehören z. B. aromatische Kohlenwasser­
stoffe mit elektrophilen Substituenten, Halogenchinone, 
Nitrobehzole, Nitrile, Anhydride usw. Von biologisch 
wichtigen Substanzen sind Riboflavin, dpn+, aber auch 
Sauerstoff gute Elektronenakzeptoren. So bildet der bio­
logische Elektronenakzeptor dpn + oder tpn + mit vielen 
Substraten CT-Komplexe, die ESR-Signale geben, z.B.

Tryptophan + dpn + oder
Tryptophan + tpn+6°.

Zahlreiche mit der esr-Spektroskopie gemessene freie 
Radikale bei enzymatischen Prozessen

Substrat + dpn+ ———► oxydiertes Substrat-)-dpnh 

(s. Lit. 1, Tab. 13, S. 118) werden anscheinend durch die 
Bildung der ct-Komplexe stabilisiert. Hollocher61 
zeigte durch Messungen der Temperaturabhängigkeit 
der Linienintensität der esr-Spektren von dpnh- 
Glycylglycin-Cytochromreduktase, daß infolge der Ab­
weichung der Linienintensität vom 1/T-Gesetz eine Bil­

dung der ct-Komplexe vorliegen müßte. Die Tempera­
turabhängigkeit der Linienintensität entsprach hier dem 
von Bijl, Kainer und Rose-Innes62 gegebenen Ver­
lauf für die CT-Komplexe. In diesen und anderen Arbei­
ten sprechen die Autoren im Falle der CT-Radikale von 
Biradikalen, ausgehend von dem Gedanken, daß bei der 
Elektronendelokalisation am Donator ein Elektron fehlt 
und am Akzeptor ein Elektron zu viel ist. Ob man in 
diesem Falle von Biradikalen sprechen kann, ist um­
stritten. Ein Biradikal wäre bewiesen, wenn man statt 
des für freie Radikale typischen magnetischen Moments 
von etwa 1,73/zB das magnetische Moment für ein Bi­
radikal, nach der Theorie ]/6 = 2,45 ijb. messen würde. 
Bei intermolekularem Abstand zwischen den beiden Mole­
külen in einem ct-Komplex von 2,8 Ä bis 3,5 Ä müßte 
man auch im Falle zweier Elektronen eine elektrische 
Dipol-Dipol-Wechselwirkung erwarten, die zu einer er­
heblichen Verbreiterung der ESR-Linien führen würde. 
Statt dessen wurden meist schmale Linien gefunden.

Die ESR-Signale, die beim Hinzufügen verschiedener 
Inhibitoren (Phenazinmethosulfat, Streptonigrin, Rubi­
flavin) zu den Bakteriensuspensionen beobachtet wur­
den63, werden wahrscheinlich ebenfalls durch die Bil­
dung der CT-Komplexe stabilisiert.

CT-Komplexe verschiedener Purin- und Pyrimidin­
basen mit dem Chloranyl untersuchten optisch Slifkin64 
und mit der esr-Spektroskopie Duchesne u.a.65.

Riboflavin und andere Flavine, einschließlich Flavin- 
Enzyme sind gute Elektronenakzeptoren. CT-Komplexe 
des Flavinmononucleotids (fmn) mit Serotonin oder mit 
Tryptophan wurden von Isenberg, Szent-Györgyi und 
Baird66 gemessen. lodkomplexe des Riboflavins und 
des Lumiflavins untersuchten Fleischmann und Tol- 
LIN67.

CT-Komplexe spielen eine wesentliche Rolle bei bio­
chemischen Prozessen, insbesondere bei Elektronenüber­
tragung68’ 69.

IV. Triplettzustände

Die Untersuchung der Triplettzustände mit der esr- 
Spektroskopie steht zur Zeit im Mittelpunkt des In­
teresses. Moleküle im Triplettzustand haben zwei unge­
paarte Elektronen, deren Spins im Magnetfeld gleichge­
richtet sind. Während bei Radikalen die Spinquanten­
zahl S = 1/2 ist, hat man bei Molekülen im Triplettzu­
stand S=l. Die beiden ungepaarten Elektronen stehen 
in magnetischer Dipol-Dipol-Wechselwirkung miteinan­
der, die stark anisotrop ist, weshalb in polykristallinen 
Proben die ESR-Linien stark verbreitert sind, so daß 
man mitunter den Triplettzustand nicht nachweisen 
kann. Die wichtigsten Ergebnisse über die Triplettzu­
stände wurden daher an Einkristallen erhalten. Aber 
auch in eingefrorenen Lösungen konnten in vielen Fäl­
len brauchbare esr- Spektren gemessen werden. Typisch 
und für den Nachweis der Triplettzustände sehr wesent­
lich ist eine Linie bei etwa halber Feldstärke als die nor-
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male esR-Resonanz. Sie stammt vom verbotenen Über­
gang dm = 2 und ist daher meist sehr schwach, dennoch 
in vielen Fällen noch nachweisbar. Ein Überblick über 
die Theorie der Triplettzustände ist an verschiedenen 
Stellen gegeben worden, z.B. bei70,7S.

Die durch uv-Strahlen angeregten Triplettzustände 
des Tryptophans, Phenylalanins und des Tyrosins wur­
den von Douzou und Ptak71 gemessen. Smaller72 un­
tersuchte neben vielen anderen aromatischen Verbin­
dungen auch die biochemisch interessanten Riboflavin, 
3,4-Benzpyren, Tryptophan und Mg-Phthalocyanin. Die 
Triplettzustände des Uracils, Thymidins, Cytosins u.a. 
Pyrimidine wurden von Haug und Douzou74 gemessen.

Die Bedeutung der Triplettzustände für die Biochemie 
liegt darin, daß über Triplettzustände der Energietrans­
port erfolgen kann. Hierfür kommen insbesondere die 
CT-Komplexe in Frage. Im CT-Komplex aus Phenan­
thren und Naphthalin konnte der Energietransport in 
sehr eleganter Weise nachgewiesen werden76. Die Am= 2 
esr-Linien liegen bei beiden Substanzen an verschie­
denen Stellen. Regte man nun den Triplettzustand des 
Phenanthrens durch eine kurzzeitige Belichtung an, so 
konnte man unmittelbar nach der Entstehung der Linie 
des Phenanthrens ihre Abnahme und gleichzeitig die Zu­
nahme der Linie des Naphthalins beobachten.

Im kristallinen Zustand ist auch der Energietransport 
durch Triplettexcitonen möglich. Der wichtigste Me­
chanismus ist hierbei der quantenmechanische Elektro­
nenaustausch. Der Elektronenaustausch erfolgt so 
schnell, daß die Anisotropie der Hyperfeinstruktur oder 
gar der Dipol-Dipol-Wechselwirkung der Elektronen aus­
gemittelt wird. Triplettexcitonen geben daher auch in 
polykristallinen Proben meist sehr schmale Linien. 
Solche Linien konnten z. B. im polykristallinen ct- 
Komplex aus Thymin und Chloranil76 nachgewiesen 
werden.

Die Arbeiten über den Energietransport durch Tri­
plettexcitonen sind erst am Anfang, aber man widmet 
diesem Problem in der letzten Zeit große Aufmerksam­
keit.
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