ANGEWANDTE

CHEMI

ENDOR-Spektroskopie - eine fortschrittliche Methode
zur Strukturuntersuchung organischer Radikale

Von Harry Kurreck*, Burkhard Kirste und Wolfgang Lubitz

Der Name ,,Endor* bezeichnet seit biblischer Zeit einen kleinen Ort in der Nihe des Sees
Genezareth (etwa 1000 v. Chr., 1. Sam. 28, 7ff.). Das Akronym ,,ENDOR* (Electron Nu-
clear DOuble Resonance) kennzeichnet die Erweiterung der Elektronenspinresonanz- zur
Elektron-Kern-Doppelresonanzspektroskopie, einer Methode, die der Untersuchung kom-
plizierterer paramagnetischer Molekile neue Dimensionen erdffnet hat. Erst die im letzten
Jahrzehnt technisch ausgereifte ENDOR-Spektroskopie sprengt die Aufldsungsgrenzen der
EPR-Spektroskopie und ermdglicht so beispielsweise interessante Anwendungen in bioche-
mischen Bereichen. ENDOR-Untersuchungen haben zu neuen Einsichten in den Primir-
prozeB der Photosynthese, die Wirkungsweise von Vitamin E und K sowie den Mechanis-
mus der Katalyse durch Flavoenzyme in biologischen Redoxketten gefiihrt. ENDOR und
die Erweiterung zum Dreifachresonanzexperiment TRIPLE bieten unter anderem die Mog-
lichkeit zur genauen Bestimmung von Hyperfeinkopplungskonstanten einschlieBlich ihrer
oft besonders interessierenden Vorzeichen. Neben Protonen sind viele andere Kerne ,,EN-
DOR-fihig”, z.B. 2H, C, *N. Die ENDOR-Technik ist nicht auf Monoradikale be-
schriinkt, sondern kann auch auf Polyradikale in Spinzustinden hoherer Multiplizitéten an-
gewendet werden (Triplett-, Quartett-, Quintett-Zustand). Die MeBgréBen lassen Aussagen
iber Spin- und Ladungsdichteverteilungen, Radikalstrukturen und die innermolekulare
Dynamik zu. Sie sind fiir die Priifung der Ergebnisse quantenmechanischer Rechnungen
hervorragend geeignet.
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1. Einleitung -
Warum Elektron-Kern-Doppel- und
-Dreifachresonanz?

Die Chemie der ,freien Radikale‘* beginnt im Jahre
1900 mit den klassischen Versuchen von Gomberg zur Er-
zeugung und zum chemischen Nachweis des Triphenyl-
methyl-Radikals. Als Meilenstein auf dem Wege zur Erfor-
schung paramagnetischer Systeme schlechthin kann das
erste, von Zavoisky im Jahre 1945 ausgefiihrte Elektronen-
spinresonanz(EPR)-Experiment  angesehen  werden!!l

[*] Prof. Dr. H. Kurreck, Dr. B. Kirste, Dr. W. Lubitz [*])
Institut filr Organische Chemie der Freien Universitit
TakustraBe 3, D-1000 Berlin 33

{*]1Gegenwirtige Adresse: Department of Physics, University of California,
La Jolla, CA 92093 (USA).
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Heute ist die EPR-Spektroskopie die vielseitigste Methode
zur Untersuchung paramagnetischer Molekiile, deren An-
wendungsbereich sich von der Festkdrperphysik dber das
Studium von Molekilstrukturen und molekularer Dyna-
mik bis hin zur Erforschung paramagnetischer Spezies in
biologischen Systemen erstreckt.

Aufgrund dieser Vielseitigkeit sollten dem Chemiker die
physikalischen Grundlagen der EPR-Spektroskopie durch-
aus bekannt sein, zumal die Prinzipien der Magnetischen
Resonanz eine enge Verwandtschaft zwischen der EPR-
und der geldufigeren NMR-Spektroskopie erkennen las-
sen. Ahnlich wie man in der NMR-Spektroskopie Kern-
spiniiberginge zwischen verschiedenen Kern-Zeeman-Ni-
veaus induziert, werden in der EPR-Spektroskopie Elek-
tronenspiniibergidnge zwischen verschiedenen elektroni-
schen Zeeman-Niveaus erzeugt. Die Observablen in einem
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EPR-Experiment sind der elektronische g-Faktor, die Lini-
enform der Signale und - fiir Chemiker sicher am interes-
santesten — die Hyperfeinstruktur, aus der die Hyperfein-
wechselwirkungsdaten entnommen werden kdnnen. Wie-
derum 14Bt sich eine Briicke zur NMR-Spektroskopie
schlagen: Wihrend dort lokale Strukturinformationen aus
der Spin-Spin-Kopplung von Kernen in unterschiedlichen
Molekiilpositionen erhiltlich sind, fithren bei der EPR-
Spektroskopie die skalare und die dipolare Kopplung des
ungepaarten Elektrons (oder ungepaarter Elektronen) mit
magnetischen Kernen zu einer Aufspaltung der einzelnen
Elektron-Zeeman-Niveaus in Hyperfein-Subniveaus und
damit zu zusitzlichen EPR-Ubergingen. Anders als bei der
NMR-Spektroskopie, in deren Spin-Spin-Wechselwirkung
meistens nur die Kerne relativ kleiner Molekiilteile mitein-
ander koppeln, bewirkt jedoch die Delokalisation des un-
gepaarten Elektrons in einem organischen n-Radikal iiber
ein groBeres n-System dessen Kopplung mit allen magneti-
schen Kernen zu einem (integralen) Multispinensemble.
Daraus resultiert selbst fiir ein vergleichsweise einfaches
organisches Dublett-Radikal wie Triphenylmethyl mit drei
Sidtzen von drei, sechs und nochmals sechs dquivalenten
Protonen ein Liniendickicht von (theoretisch zu erwarten-
den) 4-7-7=196 Einzelkomponenten. Diese groBe spek-
trale Liniendichte ist zweifellos das gréBte Handicap der
EPR-Spektroskopie, der durch das unzureichende Aufls-
sungsvermdgen insbesondere bei der Untersuchung groBe-
rer organischer Radikale enge Anwendungsgrenzen gesetzt
sind.

Eine Moglichkeit, das Aufldsungsvermdgen einer spek-
troskopischen Technik zu verbessern, bieten Doppelreso-
nanzmethoden, bei denen zwei Strahlungsfelder gleichzei-
tig unter Resonanz auf die Probe einwirken. In der NMR-
Spektroskopie sind mehrere Versionen solcher Methoden
wohlbekannt. Sofern das Doppelresonanzverfahren auf
der Anderung der Population bestimmter Spinzustinde be-
ruht, ein Beispiel hierfiir wire INDOR, besteht in der Tat
eine gewisse Verwandtschaft von erweiterten NMR-Tech-
niken mit dem ENDOR-Experiment, das in diesem Fort-
schrittsbericht erl4utert werden soll.

Erstmals wurde die Technik der ,,Electron Nuclear
DOuble Resonance* (ENDOR) im Jahre 1956 von Feher
an Festkdrpern® und spiter von Hyde und Maki® an or-
ganischen Radikalen in Losung angewendet. Mit dieser
Methode kdnnen die Aufldsungsgrenzen der EPR-Spek-
troskopie durch die Einfiilhrung zusitzlicher Auswahlre-
geln gesprengt werden. Dariiber hinaus wird die Empfind-
lichkeit durch Nachweis der NMR-Uberginge im Mikro-
wellenbereich gegeniiber der reinen NMR-Spektroskopie
an Radikalen um mehrere GrdBenordnungen erhoht.

Es ist insbesondere das gegeniiber der EPR-Spektrosko-
pie drastisch verbesserte Aufldsungsvermdgen, das die
ENDOR-Spektroskopie fiir Organiker und Biochemiker so
attraktiv macht. Der Vergleich von EPR- und ENDOR-
Spektrum des Bis(biphenylylen)allyl-Radikals soll den Ef-
fekt illustrieren (Abb. 1): Wiahrend im EPR-Spektrum nur
etwa 400 der theoretisch zu erwartenden 5-5-5-5-2=1250
Einzellinien beobachtet werden kénnen, zeigt das 'H-EN-
DOR-Spektrum alle fiinf der moglichen Linienpaare - je
eines fiir jeden Satz #dquivalenter Kerne. Die Hyperfein-
kopplungskonstanten (Hyper Fine Coupling(s): HFC) kon-
nen problemlos und meistens ohne Spektrensimulation
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eindeutig entnommen werden. Eine Simulation des EPR-
Spektrums mit den aus dem ENDOR-Spektrum gewonne-
nen HFC-Konstanten ergibt sodann die Multiplizitit. Ein-
deutige Zuordnungen der HFC-Konstanten zu bestimmten
Molekiilpositionen werden durch selektive Isotopenmar-
kierung erreicht.
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Abb. 1. a) EPR-Spektrum (in CCl,, 293 K) und b) ENDOR-Spektrum (in Mi-
neraldl, 330 K) des Bis(biphenylylen)allyl-Radikals. Man beachte erstens die
drastische Abnahme der Linienanzahl im Doppelresonanzexperiment (Ver-
gleich ENDOR/EPR), zweitens, dafl haufig unterschiedliche Bedingungen
(Temperatur, Viskositdt des Ldsungsmittels) fdr optimale EPR- und EN-
DOR-Spektren erforderlich sind, und drittens, wie die Lage der ENDOR-Si-
gnale - entsprechend der ENDOR-Resonanzbedingung (Gleichung (3)) -
von der relativen Grofe der HFC-Konstanten beziiglich der Freien Kernfre-
quenz (V) abhingt; vgl. [27].

Die Erweiterung von ENDOR zur Elektron-Kern-Kern-
Dreifachresonanzspektroskopie ,,TRIPLE“ (auch als
»Double ENDOR* bezeichnet™) fiihrt zu einer nochmali-
gen Aufldsungs- und Empfindlichkeitssteigerung!™ und er-
moglicht die Bestimmung der (relativen) Vorzeichen von
Kopplungskonstanten'®.,

2. Physikalische Grundlagen, Instrumentation

Anspruchsvolle Darstellungen der Theorie der Elektron-
Kern-Mehrfachresonanz sind in einer Reihe von Uber-
sichtsartikeln und Monographien zu finden!”. Hier soll das
ENDOR-Experiment auf einfache phinomenologische
Weise beschrieben werden.

2.1. ENDOR

Im ENDOR-Experiment werden mit einem Radiofre-
quenz(RF)-Feld Kernspiniiberginge in paramagnetischen
Molekiilen induziert und durch eine Anderung der EPR-
Signalintensit4t nachgewiesen. Abbildung 2 zeigt ein Ener-
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Abb. 2. Energieniveaudiagramm und ,,Vier-Niveau-Schema* fiir die Hyper-
feinwechselwirkung eines ungepaarten Elektrons (S = 1/2) mit einem Proton
(oder einem anderen Kern mit I =1/2). Ausgezogene Pfeile symbolisieren die
strahlungsinduzierten EPR- bzw. NMR-Ubergénge, gestrichelte Pfeile die
Relaxationsiibergdnge. Das untere Bild soll die ,,Spinakrobatik* im Doppel-
resonanzexperiment verdeutlichen.

gieniveaudiagramm (,,Vier-Niveau-Schema*) fiir den ein-
fachsten Fall eines Radikals mit einem ungepaarten Elek-
tron (S =1/2) und einem magnetischen Kern (I =1/2), bei-
spielsweise einem Proton. Die Wechselwirkung der Elek-
tronen- und Kernspinmomente mit dem #uBleren Magnet-
feld fiihrt zu einer Aufspaltung in zwei mal zwei Zustfinde
(Zeeman-Aufspaltung), deren Lage noch durch die Hyper-
feinwechselwirkung zwischen Elektron und Kern beein-
fluBt wird. Die vier Niveaus sind durch die Vorzeichen der
Magnetischen Quantenzahlen M charakterisiert, ihre Ener-
‘gien in Frequenzeinheiten angegeben. Die ausgezogenen
Pfeile symbolisieren die strahlungsinduzierten Elektronen-
und Kernspiniibergidnge, die gestrichelten Pfeile die strah-
lungslosen Elektronenspin- (W,.), Kernspin- (W,) und
Kreuzrelaxationsprozesse (Wx, und Wx,). Bei den letztge-
nannten Prozessen finden gleichzeitig Elektronen- und
Kernspinrelaxationsiiberginge statt (vgl. Abschnitt 3). Mit
den Auswahlregeln AMs= 11, AM,;=0 ergeben sich die
beiden erlaubten EPR-Uberginge (D« @), @®«~®@) bei
den Frequenzen

Vepr=Veta/2 1)
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und mit den Auswahlregeln AM, = £ 1, AMs =0 die beiden
NMR-Uberginge bei den Frequenzen

Venpor =V, +a/2| 10))

Gleichung (2) 148t sich zur ,,ENDOR-Resonanzbedin-
gung* verallgemeinern:

Venpor =V, —a- Msl 3

Im Falle eines Monoradikals mit Mg=+1/2 treten im
ENDOR-Spektrum fiir jeden Kern oder jeden Satz dquiva-
lenter Kerne zwei Signale auf, die entweder bei der Freien
Kernfrequenz v, im Abstand der HFC-Konstante a zen-
triert sind (dann gilt la/2l <v,) oder bei a/2 im Abstand
2v, (dann gilt {a/2|>v,).

Im ENDOR-Experiment wird zunichst bei der Fre-
quenz eines EPR-Ubergangs (v;) kontinuierlich mit so ho-
her Intensitit eingestrahlt, daB die (Spin-Gitter-)Relaxa-
tion nicht mehr erfolgreich mit der induzierten Rate®® kon-
kurrieren kann. Es kommt zu einem Populationsausgleich,
der Ubergang ist partiell ,,gesittigt*, das thermische Boltz-
mann-Gleichgewicht ist gestort.

Strahlt man nun zusitzlich bei der Frequenz eines
NMR-Ubergangs (vy;) ebenfalls mit hoher Intensitit ein,
so wird die Gesamtiibergangsrate® fiir (1)« (@ erhéht und
das Niveau (1) stirker depopuliert; der Relaxationsweg
schlieBt sich iiber die Prozesse @)« @ und @@ (W,
bzw. W,) oder iiber den ProzeB (3« (2 (Wx,). Die da-
durch bewirkte Entsattigung des EPR-Ubergangs ruft ei-
nen Intensititsanstieg des EPR-Signals hervor, der als EN-
DOR-Effekt registriert wird. Obwohl der ENDOR-Effekt
selbst unter giinstigen Bedingungen nur wenige Prozent
der EPR-Signalintensitit betrigt, ist andererseits eine
NMR-Empfindlichkeitssteigerung mit dem Faktor 10° zu
verzeichnen, die aus dem Nachweis der NMR-Uberginge
im Mikrowellenfrequenzbereich resultiert (,,Quantentrans-
formation‘’).

Die GroBe des ENDOR-Effekts hingt besonders von
der relativen GroBe der Raten W, W,, Wx, und W, ab.
Vernachldssigt man Wx-Prozesse, so erhilt man optimale
ENDOR-Signale, wenn W, und W, dhnlich werden. Da
diese Raten in unterschiedlicher Weise von der sogenann-
ten Rotationskorrelationszeit x (ein MaB fiir die rotatori-
sche Brownsche Diffusion der Molekiile in Ldsung) ab-
hingen®,
W, ox1/tg; Wax1tr
kann man haufig durch Temperaturvariation eine Anglei-
chung der Relaxationsraten erreichen, was sich mit Hilfe
der Debye-Einstein-Gleichung verstehen 148t, die einen
Zusammenhang zwischen dem effektiven Molekiilvolumen
(Ve ergibt sich aus einem gemittelten Radius eines als ku-
gelfdrmig angesehenen Molekiils), der Viskositét n7 des Lo-
sungsmittels und der Temperatur herstellt:

TR= ngf . 'k-ni: (4)

Mit abnehmender Temperatur und zunehmender Viskosi-
tat wird W, kleiner, W, wird gro8er. Das angestrebte Ver-
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hiltnis W,/ W,.=1 kann daher zumeist durch Temperatur/
Viskositats-Optimierung der Losung erreicht werden. Da
W, fir Protonen gewohnlich viel kleiner ist als W,, erhilt
man optimale ENDOR-Signale in diinnfliissigen Losungs-
mitteln wie Toluol, Tetrahydrofuran (THF) oder 1,2-Di-
methoxyethan (DME) erst nahe am Gefrierpunkt der Lo-
sung.

Zusammenfassend ergeben sich folgende Bedingungen
fir die erfolgreiche Durchfiihrung eines ENDOR-Experi-
ments:

- (a) Ein EPR-Ubergang und

~ (b) ein NMR-Ubergang miissen sattigend eingestrahilt
werden; die erforderlichen Mikrowellen- und Ra-
diofrequenzleistungen sind um so gréBer, je hdher
die Relaxationsraten sind!'?,

- (¢) Die Relaxationsraten W, und W, missen dhnliche
GroBe haben, oder es miissen Kreuzrelaxationspro-
zesse wirksam sein.

- (d) SchlieBlich sei betont, daB die Qualitit der Probe
(Konzentration, Abwesenheit von Sauerstoff) von
entscheidender Bedeutung ist.

Am Beispiel des Hyperfeinniveauschemas des p-Benzo-
semichinon-Anions, oder allgemeiner eines Radikals mit
einem ungepaarten Elektron und vier dquivalenten Proto-
nen, soll nun die durch ENDOR erreichbare Spektrenver-
einfachung verdeutlicht werden (vgl. Abb. 3). Wihrend das
EPR-Spektrum aus einem Linienquintett mit binomialer
Intensitétsverteilung (1:4:6 :4:1) besteht, enthilt das EN-
DOR-Spektrum nur zwei Komponenten. Allgemein gilt:
Beim EPR-Experiment wichst die Linienzahl mit der An-
zahl der nichtiquivalenten Kerne multiplikativ, beim EN-
DOR-Experiment hingegen nur additiv. Jeder Satz dquiva-
lenter magnetischer Kerne in einem Monoradikal ergibt
nur ein ENDOR-Linienpaar - unabh#ngig von der Anzahl
der Kerne pro Satz.

Abbildung 4 zeigt unter anderem das EPR- und das EN-
DOR-Spektrum des Phenalenyl-Radikals, das zwei Sitze

f /A
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7EPR
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2 / [/} NMR
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— 0<|#l<vq
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Abb. 3. Energieniveaudiagramm eines hyperfeingekoppelten Spinsystems
aus einem ungepaarten Elektron (S=1/2) und vier 4quivalenten Kemnen
(I=1/2).
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Abb. 4. Spektren des Phenalenyl-Radikals (in Mineraldl, 300 K), die durch
Anwendung der Resonanztechniken EPR, ENDOR, Special-TRIPLE, Gene-
ral-TRIPLE und ENDOR-induzierte EPR (EIE) erhalten werden: ENDOR
erh6ht gegeniiber EPR die Aufldsung, Special-TRIPLE-Resonanz erweitert
den Aufnahmebereich (Temperatur, Losungsmittel), General-TRIPLE-Reso-
nanz ergibt die Vorzeichen der HFC-Konstanten, ENDOR-induzierte EPR
ermdglicht die selektive Registrierung verschiedener Radikalspezies in einer
Probe.

mit drei und sechs 4dquivalenten Protonen aufweist. Dem-
entsprechend besteht sein EPR-Spektrum aus 4.7 =28, das
ENDOR-Spektrum aus nur 4 Signalen. Ein komplizierte-
res und naturgemiB den Aufldsungsgewinn von ENDOR
eindrucksvoller demonstrierendes Beispiel ist bereits in
Abbildung 1 vorgestellt worden.

Die Anzahl der zu jedem Satz gehdrenden Zquivalenten
Kerne, d.h. die Multiplizitit, spiegelt sich in der Intensi-
titsverteilung eines aufgelésten EPR-Spektrums wider;
diese Information geht aber in einem ENDOR-Spektrum
verloren, denn die ENDOR-Signalintensitit wird wesent-
lich von den individuellen Relaxationseigenschaften der
einzelnen Kerne an den jeweiligen Molekillpositionen be-
stimmt. Eine systematische Abnahme der ENDOR-Signal-
intensit4t findet man fiir kleine Hyperfeinkopplungen!'"),
Dadurch wird die Zuordnung der einzelnen ENDOR-Si-
gnale zu bestimmten Molekillpositionen erschwert. Dar-
iiber hinaus ist die hochfrequente Komponente eines EN-
DOR-Linienpaares bei gleicher RF-Leistung hdufig inten-
siver als die tieffrequente. Dieser ,,hyperfine-enhance-
ment*““-Effekt"? ist um so ausgepragter, je grofer der Fre-
quenzunterschied zwischen beiden Komponenten ist. Bei-
spielsweise ist in Abbildung 1 das hochfrequente ENDOR-
Signal (bei =33 MHz) wesentlich intensiver als das zuge-
horige tieffrequente, und auBerdem erscheint dieses Signal
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des einzelnen zentralen Protons mit gleicher Intensitit wie
die zu Sitzen von jeweils vier dquivalenten Protonen geht-
renden ENDOR-Linien der Fluorenyliden-Flagel. Eine
Bestimmung der zu jeder HFC-Konstante gehérenden An-
zahl iquivalenter Kerne gelingt durch Simulation eines
hinreichend aufgelosten EPR-Spektrums mit den aus dem
ENDOR-Spektrum erhaltenen Kopplungskonstanten. Die
eindeutige Zuordnung zu bestimmten Molekiilpositionen
wird durch gezielte Isotopenmarkierung erreicht, wobei
der priparative Aufwand allerdings meistens erheblich ist.
Abbildung 5 zeigt diesen Weg der eindeutigen Zuordnung
von ENDOR-Signalen am Beispiel einiger m-Terphenyl-
Radikalanionen™?. Die Pfeile in den beiden unteren Spek-
tren weisen auf die im 'H-ENDOR-Spektrum durch Deu-
terierung verschwundenen Resonanzlinien hin.

VH 180K, DME
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Abb. 5. 'H- und 2H-ENDOR-Spektren von m-Terphenyl-Radikalanionen. In
den Spektren der selektiv 5'- oder 4,4"-deuterierten Derivate verschwindet je-
weils das zugehdrige (hier durch die Pfeile gekennzeichnete) Linienpaar, was
die eindeutige Zuordnung der entsprechenden HFC-Konstanten zu diesen
Molekilpositionen ermdglicht (13].

2.2. Special-TRIPLE-Resonanz

In Abschnitt 2.1 wurde anhand von Abbildung 2 darge-
legt, daB der ENDOR-Effekt mit dem ,,KurzschluB** von
Kernspiniibergingen gedeutet werden kann. Es ist ein-
leuchtend, daB dieser Effekt wesentlich verstirkt werden
sollte, kénnte man beide Relaxationswiderstinde W, und
W . mittels einer weiteren NMR-Frequenz simultan kurz-
schlieBen™. Die Verwirklichung von solchen TRIPLE-Re-
sonanzexperimenten an organischen Radikalen in Lsung
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ist der in der Entwicklung der ENDOR-Spektroskopie
filhrenden Arbeitsgruppe von Mdbius mit Biehl, Dinse und
Plato in den Jahren 1974 (Special-TRIPLE)* und 1975
(General-TRIPLE)® gelungen.

Im Special-TRIPLE-Experiment wirken auf die Probe
zusdtzlich zur ,sittigenden Mikrowellenstrahlung zwei
RF-Felder ein. Durch Erzeugung von Seitenbiindern um
die Freie Kernfrequenz fihrt man mit dem einen RF-Feld
zu hoheren, mit dem anderen zu tieferen Frequenzen und
WLrfft* so immer gleichzeitig beide NMR-Ubergénge eines
Satzes dquivalenter Kerne. In Abbildung 4c ist dargestellt,
daB jede Hyperfeinkopplung nur zu einem Special-TRIP-
LE-Signal fiihrt, das jeweils im Frequenzabstand {a/2| vom
Ursprung der NMR-Frequenzachse (vmg =0) erscheint.

Die Vorteile der Special-TRIPLE-Version im Vergleich
zu ENDOR sind:

- (a) Erhdhung der Empfindlichkeit (des Signal/Rausch-
Verhiltnisses).

- (b) Verbesserte Auflésung, wie sich experimentell und
auch theoretisch zeigen 1aB8t!*"°,

- (c¢) Die Signalintensitdten spiegeln unter giinstigen ex-
perimentellen Bedingungen (induzierte Rate der
Kernspins » W_>» W) - etwa wie in der NMR-Spek-
troskopie diamagnetischer Verbindungen - das Ver-
hiltnis der Anzahl dquivalenter Kerne pro Satz wi-
der, weil die Entsittigung des EPR-Ubergangs nicht
wie im ENDOR-Experiment entscheidend von der
Kernspinrelaxationsrate W, bestimmt wird.

- (d) Diese Tatsache (c) fiihrt auch zu einer wesentlich ge-
ringeren Temperaturabhingigkeit der Special-TRIP-
LE-Signalintensit4t, weshalb beispielsweise biologi-
sche Systeme unter (physiologischen) Bedingungen
untersucht werden kdnnen, unter denen kein meBba-
rer ENDOR-Effekt mehr auftritt.

Das Special-TRIPLE-Experiment 148t sich in der glei-
chen Weise auch auf solche hyperfeingekoppelten Kerne
anwenden, fiir die |a/2|>v, gilt (siche Abschnitt 2.1), da
~negative* Frequenzen gespiegelt werden. Aus mehreren
Griinden (Frequenzverschiebungen durch Effekte zweiter
Ordnung, hohe Relaxationsraten W,) ergibt sich in diesen
Fillen allerdings meistens kein Vorteil gegeniiber dem EN-
DOR-Experiment.

2.3. General-TRIPLE-Resonanz

Bedingt durch die neben der reinen n-Konjugation wirk-
samen verschiedenen Spindichte-Transfermechanismen
(wie m-n- und n-o-Spinpolarisation oder Hyperkonjuga-
tion), kdnnen sowohl positive als auch negative Spindich-
ten am Kernort und damit durch Hyperfeinkopplung auch
HFC-Konstanten mit positivem bzw. negativem Vorzeichen
auftreten. Es ist daher von groBtem Interesse, neben den
Betrigen auch die Vorzeichen von Kopplungskonstanten
bestimmen zu k8nnen. Die General-TRIPLE-Technik er-
dffnete einen einfachen Weg zur eindeutigen Bestimmung
der relativen Vorzeichen von HFC-Konstanten. Andere
Methoden zur Vorzeichenbestimmung sind hingegen nur
begrenzt anwendbar, wie z.B. Breitlinien-NMR-Spektro-
skopie (NMR-Messung der Fermi-Kontakt-Verschiebung)
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organischer Radikale!'¥ oder EPR-Spektroskopie in fliissi-
gen Kristallen (Richtung der Hyperfeinverschiebung beim
Ubergang von der isotropen in die nematische Phase)!'*,

Im Gegensatz zum Special-TRIPLE- werden beim Ge-
neral-TRIPLE-Experiment die NMR-Ubergiinge verschie-
dener Sitze dquivalenter Kerne derselben Kernsorte oder
auch verschiedener Kernsorten gleichzeitig gesittigt. Prak-
tisch wird zunichst auf eine EPR-Komponente sittigend
eingestrahlt, und es wird mit der einen (unmodulierten)
NMR-Frequenz ein NMR-Ubergang ,,gepumpt*. Mit dem
zweiten (modulierten) RF-Feld wird nun der gesamte
NMR-Resonanzbereich der Probe iiberstrichen. Die zu-
sitzliche Pumpfrequenz bewirkt gegeniiber dem ENDOR-
Spektrum charakteristische Intensitdtsinderungen der Si-
gnale, aus denen auf die relativen Vorzeichen der HFC-
Konstanten geschlossen werden kann (vgl. Abb. 4d). Wird
z.B. die hochfrequente ENDOR-Komponente der kleine-
ren Kopplung des Phenalenyl-Radikals (in Abb. 4d (oben)
durch den Pfeil gekennzeichnet) ,,gepumpt®, so nimmt die
Intensitdt des zugehorigen tieffrequenten Signals zu, weil
dies einem Special-TRIPLE-Experiment entspricht. Hinge-
gen wird dabei die hochfrequente Komponente der groBen
Kopplung verstirkt, und die auf der anderen Seite - bezo-
gen auf die Freie Protonenfrequenz vy - befindliche tief-
frequente Komponente wird intensititsschwicher. Aus
diesem Erscheinungsbild ergibt sich, daB die beiden HFC-
Konstanten unterschiedliche Vorzeichen haben. Wird das
korrespondierende Experiment unter Positionierung der
Pumpfrequenz auf der tieffrequenten ENDOR-Linie der
kleinen Kopplung durchgefiihrt, so kehren sich die Inten-
sitdtsverhiltnisse um (Abb. 4d (unten)). Diese Analyse von
General-TRIPLE-Spektren gilt jedoch nur, wenn die Vor-
zeichen der gyromagnetischen Verhiltnisse der betrachte-
ten Kerne gleich sind.

Fiir heteronucleare General-TRIPLE-Experimente, z. B.
mit 'H und ?Si' oder 'H und *N'!. miissen diese Inten-
sititsregeln gegebenenfalls umgekehrt werden. Da es sich
um eine Methode zur Bestimmung relativer Vorzeichen
handelt, ist fiir die Deutung des Effektes zumindest ein
Acht-Niveau-Schema mit zwei verschiedenen Kernen
(I=1/2; a,#a,) erforderlich. Abbildung 6 zeigt derartige
Schemata fiir gleiche (linkes Diagramm) und ungleiche
Vorzeichen (rechtes Diagramm) der beiden HFC-Konstan-
ten. In beiden Fillen soll v; die Pumpfrequenz und sol-
len v7 und v} die Beobachtungsfrequenzen symbolisie-
ren. Ein Intensititsanstieg ist immer dann zu erwarten,
wenn Pumpfrequenz und Beobachtungsfrequenz verschie-
denen Ms-Zustinden angehdren.

Wie aus einer genaueren Betrachtung von Abbildung 6
hervorgeht, kann nur in dieser Situation eine ,,Relaxations-
schleife* gebildet werden, die ausschlieBlich aus W.-Pro-
zessen und aus kurzgeschlossenen W, -Prozessen besteht,
so daB kein ,,Flaschenhals** W, mehr auftritt. Strahlt man
jedoch Pump- und Beobachtungsfrequenz in denselben
Ms-Zustand ein, so 148t sich die Relaxationsschleife nur
unter Einbeziechung von W,-Prozessen schlieBen; die Si-
gnalintensitit ist dann sogar kleiner als bei einem EN-
DOR-Experiment (,,Nebenschluf*). GroBe TRIPLE-Ef-
fekte werden fiir den Fall W_» W,, also auBerhalb des op-
timalen ENDOR-Bereiches (W.~ W,) erhalten. Im Falle
gleicher (in Abb. 6 links positiver) Vorzeichen beider HFC-
Konstanten befinden sich beide tieffrequenten Komponen-
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Abb. 6. Energieniveaudiagramme filr die Hyperfeinwechselwirkung eines un-
gepaarten Elektrons (S'=1/2) mit zwei nicht iquivalenten Protonen (oder
zwei anderen Kernen mit /=1/2) zur Deutung des General-TRIPLE-Effek-
tes. Die HFC-Konstanten haben im linken Diagramm gleiche (positive), im
rechten entgegengesetzte Vorzeichen. vz bezeichnet die NMR-Pumpfre-
quenz, vy und vi die NMR-Beobachtungsfrequenzen. Links: Zwischen den
beiden Hyperfein-Niveaus des gepumpten EPR-Uberganges
|—,— —> <= |+,— —> kann nur fir den Fall, daB v eingestrahlt wird,
eine geschlossene Relaxationsschleife gebildet werden, die ausschlieBlich
aus W.- und kurzgeschlossenen W,-Prozessen besteht. Rechts: Fiir den Fall
a;> 0> a, gibt es eine solche - wiederum durch die Schlangenlinien symboli-
sierte — Relaxationsschleife nur dann, wenn v eingestrahlt wird.

ten v und v7 im selben Ms-Zustand. Das rechte Dia-
gramm der Abbildung 6 beschreibt z. B. das in Abbildung
4d dargestellte TRIPLE-Experiment fir das Phenalenyl-
Radikal: Die HFC-Konstanten haben ungleiche Vorzei-
chen, somit gehéren die beiden tieffrequenten NMR-Uber-
génge verschiedenen Ms-Zustinden an. In diesem Fall wird
das ENDOR-Signal dann verstirkt, wenn Pump- und Be-
obachtungsfrequenz auf derselben Seite (von vy) liegen.

Neben der Vorzeichenbestimmung 148t sich mit Gene-
ral-TRIPLE-Resonanz zuweilen auch ein Aufldsungsge-
winn erzielen, wenn zwei HFC-Konstanten dem Betrage
nach 4hnlich sind, sich aber im Vorzeichen unterscheiden.
Durch die Pumpfrequenz wird das Signal der einen Kern-
sorte verstdrkt, das der anderen wird geschwicht, was zu
einer geringfiigigen Verschiebung der Resonanz des iiber-
lagerten Signals fiilhrt. Durch sinngeméiBes Umsetzen der
Pumpfrequenz wird eine Verschiebung in die entgegenge-
setzte Richtung erreicht!"®), Zusammenfallende ENDOR-
Signale mit HFC-Konstanten ungleichen Vorzeichens bei
gleicher Anzahl von Kernen sind daran zu erkennen, daB
diese Linien bei wechselnder Positionierung der Pumpfre-
quenz auf den TRIPLE-Effekt nicht ,reagieren*, also
keine Intensitdtsinderung erfahren.

2.4. ENDOR-induzierte Elektronenspinresonanz (EIE)

Bei Untersuchungen zur Radikalchemie treten nicht sel-
ten mehrere radikalische Spezies in einer Probe auf. Das
EPR-Spektrum einer solchen Mischung besteht - zumal im
Falle dhnlicher g-Faktoren - zumeist aus einer nur schwer
analysierbaren Uberlagerung der Einzelspektren. Die indi-
viduellen EPR-Spektren lassen sich jedoch durch Anwen-
dung der Variante ,,ENDOR-induzierte EPR* (EIE) sepa-
rat registrieren, wenn im ENDOR-Spektrum getrennte Si-
gnale der verschiedenen Radikale erscheinen!'®?, In Abbil-
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dung 4 ist das EIE-Experiment fiir das Phenalenyl-Radikal
erldutert: Wihrend man die unmodulierte NMR-Frequenz
auf die Spitze einer ENDOR-Linie positioniert (Abb. 4b),
fahrt man mit dem externen Magnetfeld iber den EPR-
Absorptionsbereich und erhilt sodann das ENDOR-indu-
zierte EPR-Spektrum des Phenalenyl-Radikals, das appa-
rativ bedingt wie ein Absorptionsspektrum aussieht (Abb.
4e). Wie mit der EIE-Technik in der Praxis die Einzelspe-
zies einer Mischung verschiedener Radikale selektiv erfaf3t
werden konnen, sei an einem Beispiel verdeutlicht: Vor
kurzem hatten wir die Frage zu kliren!'®®!, ob ein in Abbil-
dung 7 (oben) wiedergegebenes ENDOR-Spektrum von ei-
nem partiell deuterierten Phenalenyl-Radikal mit H-Ato-
men in 1- und 2-Stellung herriihrt, oder ob die Lisung eine
Mischung von Radikalen mit jeweils nur noch einem H-
Atom in 1- oder 2-Stellung enthilt (die Intensititen der
ENDOR-Signale sollen unbeachtet bleiben). Das EIE-Ex-
periment gibt die eindeutige Antwort: Je nach Positionie-
rung der NMR-Pumpfrequenz (@) oder (®) bekommt man
unterschiedliche EIE-Spektren (@) bzw. (8))! Daher enthilt
die Laosung eine Mischung von Phenalenyl-Radikalen, in
denen immer acht der neun méglichen Positionen deute-
riert sind und sich das restliche H-Atom entweder in 1-
oder in 2-Stellung befindet.

Ergidnzend sei erwdhnt, daB sich die Signalintensitét
durch die Variante ,,TRIPLE-induzierte EPR* erheblich
steigern 14Bt""%. Grundsitzlich ist ein solches Selektionsex-
periment auch mit General-TRIPLE-Resonanz mdglich.
Wenn ein ENDOR-Spektrum Signale mehrerer radikali-
scher Spezies aufweist, so ,,reagieren‘ natiirlich nur dieje-
nigegn ENDOR-Komponenten auf die zusitzliche
Pumpfrequenz, die zum selben Termschema wie die ge-
pumpte Komponente, also zum selben Radikal gehdren.
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Abb. 7. ENDOR (oben) und ENDOR-induzierte EPR-Spektren (unten) von
Phenalenyl-Radikalen mit gleichem Deuterierungsgrad, aber unterschiedli-
cher Isotopenverteilung: Das durch Positionierung der NMR-Pumpfrequenz
auf die hochfrequente ENDOR-Komponente der kleinen Kopplung erhal-
tene E1E-Spektrum (&) stammt vom Radikal mit einem Wasserstoffatom in 2-
Stellung; analog bestitigt das EIE-Experiment @ die Anwesenheit des iso-
topomeren Radikals mit einem Wasserstoffatom in 1-Stellung. Aus den rela-
tiven Intensititen der ENDOR-Signale geht weiterhin hervor, daB die Kon-
zentration der [2-'H}-Spezies groBer ist als die der [1-'H]-Spezies (vgl.
[18b]). ‘
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2.5. Instrumentation und Probenbereitung

Abbildung 8 zeigt das Blockschaltbild des in unserem
Laboratorium verwendeten Spektrometers, mit dem EPR-,
ENDOR-, ENDOR-induzierte EPR- sowie Special- und
General-TRIPLE-Resonanz-Spektren gemessen werden
kénnen. Die Komponenten des kommerziellen EPR-Spek-

Abb. 8. Blockschaltbild eines ENDOR/TRIPLE-Spektrometers. Die gestri-
chelte Linie umgrenzt das EPR-Spektrometer. Fiir besonders anspruchsvolle
EPR-Messungen (Empfindlichkeit, Aufldsung) ist allerdings der ENDOR-
gegen einen EPR-Resonator auszutauschen. Die verschiedenen Betriebsarten
erfordern die folgenden, mit 1-6 bezeichneten Verbindungen: ENDOR: 1, 5
geschlossen: 2, 3, 4, 6 offen. General-TRIPLE: 1, 2, 6 geschlossen; 3, 4, 5 of-
fen. Special-TRIPLE: 3, 4, 5 geschlossen; 1, 2, 6 offen. - Zur Erzeugung der
MW- und RF-Felder dient ein Bruker-ENDOR-Resonator (ER 200 ENB)
vom TM;,o-Typ mit innenliegender NMR-Spule unterschiedlicher Win-
dungszahl, die an einem doppelwandigen Dewar-Temperierrohr aus Quarz
befestigt ist. Fiir die Aufnahme der EPR-Spektren im Feldsweep-Verfahren
(Stabilisierung durch ,,Hall-Sonde*) wird eine 12.5 kHz-Feldmodulation ver-
wendet. Die EPR-Signale werden nach phasenempfindlicher Gleichrichtung
und Verstirkung (Lock-in 1) auf dem Schreiber der Bruker-Konsole darge-
stellt. Fir die Aufnahme von ENDOR-Spektren wird das Spektrometer mit
einem ,,field frequency lock* (Bruker ER 033) auf das EPR-Absorptionsma-
ximum der gewilnschien Linie justiert, und die Feldmodulation wird ausge-
schaltet. Der Frequenzgenerator 1 (hp 8660 C) erzeugt die mit 10 kHz fre-
quenzmodulierie NMR-Frequenz. Sie wird verstarkt (EN1 A 500), durch die
NMR-Spule im Resonator gefilhrt und nach Leistungsmessung (Bird Watt-
meter 43) in einem 50Q-AbschluBwiderstand (Bird 8201) vernichtet. Die
durch NMR-Uberginge in der Probe bewirkte Anderung der EPR-Absorp-
tion wird phasenempfindlich gleichgerichtet, verstirkt (Lock-in 2, Ithaco
393) und in einem Spektrenakkumulator (Nicolet 1170) gespeichert. Die Ka-
nalfortschaltung des CAT ist Qiber einen Zeitgeber mit der Anderung der Os-
zillatorfrequenz (I) synchronisiert. Die ENDOR-Signale, dic in Form der er-
sten Ableitung einer Absorptionskurve erscheinen, kdnnen dann auf einem
x-y-Schreiber (hp 7004 B) tiber der NMR-Frequenz dargestellt werden. - Bei
General-TRIPLE-Experimenten wird zusdtzlich die NMR-Frequenz einer
ENDOR-Linie unmoduliert eingestrahlt (vgl. Abschnitt 2.3). Diese Frequenz
wird im Oszillator IT (hp 675 A) erzeugt und mit einem Summierer (ENI PM
12-2) zur ersten modulierten ,0berstreichenden” NMR-Frequenz addiert. -
Im Special-TRIPLE-Experiment erzeugt der ,,double balanced mixer* (Indu-
strial Electronics SRA-3H) zwei frequenzmodulierte Seitenbinder bei vy,
(vom Oszillator II) + v, (vom Oszillator I). Entspricht die Trigerfrequenz v
der Larmor-Frequenz ciner Kemsorte im Radikal, so werden fir alle HFC-
Konstanten dieser Kemnsorte stets der hochfrequente und der tieffrequente
ENDOR-Ubergang gleichzeitig eingestrahlt; das Verfahren 148t sich sogar im
Fall |a/2|> v, anwenden, lediglich der Bereich v; = vy;(la/2/=v,) ist zu ver-
meiden (vgl. Abschnitt 2.2). - Zur Temperierung der Probe dient meistens ein
Stickstoffstrom (z.B. Temperiereinrichtung Bruker VT-1000), auch die Ver-
wendung eines Helium-Kryostaten ist mdglich [21). Geschlitzte Resonatoren
gestatten die Bestrahlung der Probe in situ [7f, 22a, b]. Neuerdings gibt es
auch rechnergestiitzte ENDOR-Spektrometer, bei denen der Computer die
Geritesteuerung (unter anderem Feldpositionierung, Frequenzsweep, RF-
Leistungsregelung), die digitale Akkumulation sowie ¢inc anschlieBende nu-
merische Verarbeitung und Speicherung der Spektren ermdglicht [7f, 22¢].
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trometers (Bruker ER 220 D) sind im Bild gekennzeichnet.
Der Aufbau des breitbandigen NMR-Kanals ist in seinen
Grundziigen bereits beschrieben worden!= 2%,

Zur Probenbereitung mit den vielfiltigen Mdglichkeiten
der chemischen, elektrolytischen und photolytischen Radi-
kalerzeugung empfehlen sich im wesentlichen die einschli-
gigen Methoden der EPR-Spektroskopie®. Die Anzahl
der ,,LENDOR-giinstigen** Losungsmittel ist allerdings
nicht sehr groB; besonders bewihrt haben sich solche Sol-
ventien, die beim Abk{ihlen in einen Glaszustand iiberge-
hen (Toluol, Ethanol, 2-Methyltetrahydrofuran), weil die
so erreichbare hohe Viskositdt hiufig die Bedingung
W.= W, einzustellen erlaubt.

3. Weitere ENDOR-fihige Kerne
(,,Nichtprotonen-ENDOR**)!**}

ENDOR-Spektroskopie in Losung wurde bis zum Jahre
1970 ausschlieBlich auf die Protonen der Radikale ange-
wendet, die fiir diese Technik besonders geeignet sind:
Das magnetische Moment des Wasserstoffkerns ist relativ
groB, so daB die Resonanzfrequenz vy des freien Protons
(die ,,Freie Protonenfrequenz‘‘) in einem experimentell gut
zuginglichen Bereich liegt (13-15 MHz im Feldbereich ei-
nes X-Band-EPR-Spektrometers); der iiber die C—H-o-
Bindung wirksame n-o-Spinpolarisationsmechanismus
fiihrt zu reiner s-Spindichte in der Ndhe der Protonen und
somit zu einer vergleichsweise kleinen Hyperfeinanisotro-
pie; relativ kleine RF-Leistungen geniigen daher zur Sétti-
gung der NMR-Ubergiinge. Es war jedoch auch fiir die an-
gewandte ENDOR-Spektroskopie von grofitem Interesse,
diese Methode auf andere Kerne wie 2H, >C, '*'°N, °F zu
erweitern. Beispielsweise erwartet man fiir die Hyperfein-
kopplung eines *C-Kerns im 7-System eine wesentlich
groBere Empfindlichkeit gegeniiber Anderungen der
Struktur als fiir die peripherer Protonen. Alle nicht mit
Protonen verkniipften Kerne des n-Skeletts sind fiir die
'H-ENDOR-Spektroskopie ,,blind*‘.

Die ,,Nichtprotonen‘-ENDOR-Spektroskopie ist aller-
dings im Vergleich zur 'H-ENDOR-Spektroskopie mit
groBeren experimentellen Schwierigkeiten verbunden. So
wird zunichst bei magnetischen Kernen mit geringer na-
tiirlicher Hiufigkeit wie 2H, *C und N eine Isotopen-
markierung erforderlich sein'?®. Aus apparativer Sicht sind
das meistens kleinere magnetische Moment und die nied-
rige ,,Freie Kernfrequenz* der ,,Nichtprotonen* proble-
matisch (solange la/2| < v, gilt). Hohe n-Spinpopulationen
an magnetischen Kernen, z B. an im Ringskelett befindli-
chen '>C-Atomen, fiihren zu einer groBen Hyperfeinan-
isotropie und im Falle von Heteroatomen (Stickstoff, Sau-
erstoff, Halogene) oft zu einer grofen g-Faktoranisotropie.
Diese GroBen beeinflussen aber in starkem MaBe die
Kernspin- bzw. Elektronenspin-Relaxationsraten”. Ande-
rerseits nehmen die experimentellen Schwierigkeiten der
ENDOR-Technik besonders bei gleichzeitig erforderlicher
grofer Mikrowellen- (> 100 mW) und Radiofrequenz-Lei-
stung (>200 W) erheblich zu. Wesentliche apparative Ver-
besserungen ermoglichen jedoch heute die ENDOR-Spek-
troskopie einer ganzen Reihe von ,,Nichtprotonen* (vgl.
Tabelle 1).
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Tabelle 1. Eigenschaften der magnetischen Kerne, von denen bisher EN-
DOR-Signale in Ldsung erhalten werden konnten, vgl. Text (*H- und "*N-
ENDOR-Spektroskopie war nur an isotopenangereicherten Radikalen mdg-
lich).

Kern Kemn- Freie Kemn- Magnetisches Natiirliche
spin frequenz [MHz] Moment g, Haufigkeit
1 (By=328.8 mT) (in p,) [%]
'H 172 14.00 2.7927 99.99
H 1 215 0.8574 0.015
Li 3/2 5.44 3.2560 92.58
°B 3 1.50 1.8007 19.78
''B 372 4.49 2.6880 80.22
(o 172 3.52 0.7022 n
“N 1 1.01 0.4035 99.63
“N 1/2 1.42 —0.2830 0.37
¥F 1/2 13.17 2.6273 100
®Na 3/2 3.70 2.2161 100
Al 5/2 3.65 3.6385 100
si 172 2.78 —0.5548 470
p 172 5.67 1.1305 100
*K 372 0.65 0.3910 93.10
¥Rb 5/2 1.35 1.3482 72.15
*Rb 372 4.58 2.7414 27.85
8n 172 4.58 —09132 761
9Sn 172 499 —0.9949 8.58
13Cs 1/2 1.84 2.5642 100
207 172 8.00 1.5960 29.50
M 172 8.08 1.6116 70.50

Die Multikern-EPR- und -ENDOR-Spektren eines mit
Ausnahme des Protons am §-C-Atom perdeuterierten und
zu 90% in der B-Position “C-markierten Bis(biphenyly-
len)allyl-Radikals zeigt Abbildung 9. Aus dem Vergleich
der EPR-Spektren in den Abbildungen 9 und 1 geht die
drastische Abnahme der spektralen Auflésung hervor, die
erstens durch das um 1/6 gegeniiber dem Proton kleinere
gyromagnetische Verhiltnis des Deuteriums, zweitens
durch die groBere Spinquantenzahl des Deuteriums
(In=1, Iy=1/2) und drittens durch die infolge der *C-
Hyperfeinanisotropie vergroBerte Linienbreite verursacht
wird. Das fiir drei Kernarten optimierte ENDOR-Spek-
trum ist dagegen vollstindig aufgelost. Um die Freie Deu-
teriumfrequenz vp als Zentrum erscheinen die *H-EN-
DOR-Linien (la/2|<vp), wihrend die 'H- und die “C-
ENDOR-Signale um die Frequenz, die jeweils der halben
HFC-Konstante entspricht, als Zentrum im Abstand der
doppelten Freien Kernfrequenz vy bzw. vsc auftreten
(la/21>vy).

Kohlenstoff (3C)

Zunichst sollen Charakteristika des fir die Organische
Chemie besonders interessanten 'C-Isotops diskutiert
werden. Der 1*C-Kern in der B-Position des Bis(biphenyly-
len)allyl-Radikals verhilt sich im Hinblick auf den optima-
len ENDOR-Effekt typisch, d.h. im Vergleich zum 'H-
ENDOR-Spektrum der unmarkierten Verbindung wird
eine etwas hohere MW- und RF-Leistung bendtigt (Abb.
9). Die a- und y-Positionen dieser Spezies weisen eine er-
heblich gréBere Spinpopulation als die B-Position auf. Er-
wartungsgemiB werden fiir das *C-ENDOR-Spektrum
wegen der groBeren Hyperfeinanisotropie an diesen Posi-
tionen deutlich héhere Leistungen und Temperaturen er-
forderlich. Abbildung 9 (unten links) zeigt die Mikrowel-
lenleistungsabhidngigkeit der ENDOR-Signalamplituden
der hochfrequenten Protonenlinien fiir zwei unterschied-
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Abb. 9. a) Multikern-EPR- und b) -ENDOR-Spektrum (in Mineral6l, 360 K)
des sclektiv deuterierten und '>C-markierten Bis(biphenylylen)allyl-Radi-
kals. Der Pfeil im EPR-Spektrum bezeichnet die Feldpositionierung fiir das
ENDOR-Experiment. Man beachte, daB die experimentellen Bedingungen
bei der Aufnahme des ENDOR-Spektrums nicht verindert wurden. Unten
links ist die Abhingigkeit der ENDOR-Signalamplitude fiir die hochfre-
quente 'H-ENDOR-Linie der in B- und der in a,y-Position '*C-markierten
Verbindung von der Mikrowellenleistung dargestellt. Unten rechts ist die
ENDOR-Signalamplitude der hochfrequenten '*C-ENDOR-Linie dieser Ra-
dikale als Funktion der Radiofrequenzleistung wiedergegeben. In beiden
Fillen crfordert die a,y-'*C-markierte Verbindung wegen der groBeren Hy-
perfeinanisotropie die groBeren Leistungen zum Erreichen eines optimalen
ENDOR-EfTektes (vgl. [27]).

lich markierte Molekiile sowie auch (unten rechts) die In-
tensititen der hochfrequenten *C-ENDOR-Signale als
Funktion der Radiofrequenzleistung®”.

Ein weiteres instruktives Beispiel bietet die '*C-EN-
DOR-Untersuchung von C-markierten Galvinoxylen
(,,Coppingers Radikal*)®®, Das unsubstituierte, selektiv
deuterierte und '*C-markierte Galvinoxyl-Radikal zeigt
wiederum das typische ENDOR-Verhalten - fiir *C-EN-
DOR werden im Vergleich zu 'H- und >H-ENDOR hdhere
Temperaturen sowie hdhere MW- und RF-Leistungen ver-
langt - hingegen erhilt man fiir das rert-Butyl-substituierte
und C-markierte Galvinoxyl-Radikal ein zunichst vollig
unerwartetes Ergebnis (vgl. Abb. 10): Die optimalen *C-
ENDOR-Intensititen werden bei vergleichsweise tiefen
Temperaturen und mit niedrigeren Leistungen erreicht;
dariiber hinaus 148t sich das tieffrequente '*C-ENDOR-Si-
gnal auch am unmarkierten Molekill, also bei natirlicher
Hiufigkeit (1.1%) nachweisen. Dieses Signal ist im EN-
DOR-Spektrum von Abbildung 10 (Mitte rechts) zusitzlich
abgebildet (die wegen des ,hyperfine-enhancement*‘-Ef-

Angew. Chem. 96 (1984) 171193

fekts!'? sicherlich noch intensivere hochfrequente Kompo-
nente fallt unter den Aufnahmebedingungen zufillig mit
einer 'H-ENDOR-Linie zusammen). Das grundsitzlich
verschiedene 'C-Relaxationsverhalten der beiden Radi-
kale bedeutet, daB sich das tert-Butyl-Galvinoxyl im Ge-
gensatz zu vielen anderen Verbindungen dieses Typs nicht
mehr wie ein ,,echtes* Galvinoxyl mit einem iiber die bei-
den aquivalenten Arylringe vollsténdig delokalisierten n-
System verhilt. Bedingt durch eine unterschiedliche Ver-
drillung der Ringe ist es vielmehr als ein dquilibrierendes
substituiertes Phenoxyl-Radikal zu beschreiben.

Diese Interpretation wird durch die Untersuchung des
an der Carbonylgruppe '*C-markierten 4-Benzoyl-2,6-di-
tert-butylphenoxyl-Radikals bestitigt, bei der ebenfalls ein
solches ungewdhnliches >*C-ENDOR-Verhalten gefunden
wurde™). An diesem Radikal wurden erstmals '*C-EN-
DOR-Signale bei natiirlicher Isotopenhdufigkeit beobach-
tet. HMO-McLachlan- und INDO-Rechnungen ergaben
fiir das Carbonyl-C-Atom eine sehr niedrige p,-Spinpopu-
lation. Daher ist die '*C-Hyperfeinanisotropie in diesem
System extrem klein, was auch experimentell durch EN-

0 o
c +’—3c: = +%
q5 5: ; 0 ;: ;o
290K %3m VH
vy ok 290K 2°C |
l Totuol
o
|
{
r 200K Toluol
4 MHz VH ‘/
1 240K /

294K smektisc

Phase (y-=
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Oﬂ
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| I | | |
10 12 1/za,3c 16 MHz L 6 8 10 12 11.
Abb. 10. 'H-, 2H- und *C-ENDOR-Spekiren von Galvinoxylen. Die Formel-
bilder oben veranschaulichen, daB aus dem Galvinoxyl-Radikal mit dquiva-
lenten Arylringen und vollstindig delokalisiertem n-System durch Einfiih-
rung eines sperrigen Substituenten am zentralen C-Atom ein dquilibrierendes
Phenoxyl-Radikal mit unterschiedlich verdrillten Arylringen wird. Vor dieser
Substitution beobachtet man fiir das Galvinoxy! typisches '>C-ENDOR-Ver-
halten (unten links), hingegen werden fdr das fer-Butyl-Derivat '*C-EN-
DOR-Signale auch bei tieferen Temperaturen (200 K) oder in Lésungsmit-
teln mit hoher Viskositit (smektische Phase eines flissigen Kristalls) erhal-
ten. Man beachte besonders, daB das tert-Butyl-Galvinoxyl auch '*C-EN-
DOR-Signale des unmarkierten Radikals, also bei natiirlicher Isotopenhiu-
figkeit zeigt: Siche die Linie bei 5 MHz im ENDOR-Spektrum bei 200 K
(Mitte rechts), vgl. [28].
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DOR-Untersuchungen in fliissigen Kristallen (vgl. Ab- EPR (tieffrequent)

|++ >

schnitt 4) bestitigt werden konnte. Die '*C-Hyperfein- ® ‘_ a:_0> W’m///’ .
kopplung resultiert fast ausschlieBlich aus einer n-o-Spin- l'| ;’:"' \ |
polarisation, und die Relaxationseigenschaften des '>C- ) ) '\‘/ A J" '\‘ / i \ !
Kerns entsprechen in voller Ubereinstimmung mit dem —— Vo i{ e T :We \ "
Experiment denen der Protonen®?, L "; }s" : W1 ! Tsze,d_

Unser Nachweis einer Kernresonanz an '*C in natiirli- ¥ Y MFlip-Flop)) | EPR
cher Haufigkeit mit der ENDOR-Spektroskopie gibt einen ImT g \\ “
Eindruck von der durch Quantentransformation gegeniiber o D oo D 5 Y
der NMR-Spektroskopie erzielbaren Empfindlichkeitsstei- Toluol Dﬁﬂe 0 ® (hocl',;lfhr/le )
gerung. Kiirzlich fanden wir auch, daB durch '*C-EN- 325K 0, o0 quent I=+>
DOR-Experimente an unmarkierten Radikalen ganze D]:]D
Sitze von "*C-HFC-Konstanten bestimmt werden konnen, ENDOR D B4 >vn “iefﬂzlguem)
wenn diese Radikale moglichst weitgehend deuteriert a> : l+s>
sind®'L 1+-> Wn1 i

Bei der ENDOR-Untersuchung '*C-markierter Radikale \ :
mit groBer p,-Spinpopulation und damit groBer Hyperfein- ta f \\ Wey !
anisotropie treten hiufig ausgeprigte Intensititsunter- 2 T C ) Hochfeld| iWe \ /(Flop-Flop) lwe
schiede in den '*C-ENDOR-Linienpaaren auf, wobei es EPR : \ Wy | Tietfeld-
von der Positionierung des externen Magnetfeldes im ! \(\F“P'F“’P’ | EPR
EPR-Spektren abhiingt, ob die hoch- oder die tieffrequente s \ {
ENDOR-Komponente intensiver ist. Dieser Effekt ist I--> \Vi"i \‘ '
nicht allein mit dem in Abschnitt 2.1 erwdhnten ,hyper- o L. 30 3SMHz (hocm':dezuen” ~ —=

fine-enhancement‘ zu erkléren, er ist vielmehr auf ,, Kreuz-
relaxationsprozesse* zuriickzufiihren. Wie aus Abbildung
2 ersichtlich, kénnen Elektronenspin und Kernspin auch
simultan umklappen. Man bezeichnet den Ubergang
|+ —> «{—+> (Flip-Flop) mit Wy,, den ProzeB
|+ + > <> {— —> (Flop-Flop) mit Wx,. Es ist leicht ein-
zusehen, daB die fiir optimale ENDOR-Signale notwen-
dige Bedingung W.~W, bei wirksamen Wx-Prozessen
(Wx> W,) nicht mehr gilt, da bereits mit der Sittigung ei-
nes NMR-Uberganges eine geschlossene ,,Relaxations-
schleife* entsteht. Kreuzrelaxationsprozesse sind vor allem
bei héheren Temperaturen und groBer Hyperfeinanisotro-
pie (Wx,> Wx,) oder bei zeitlich modulierten isotropen
Hyperfeinkopplungen (Wx;> Wx,) von Bedeutung!!®32,
In Abbildung 11 sind die Verhéltnisse unter Verwendung
entsprechender Termschemata fiir das am zentralen C-
Atom zu 90% '3C-markierte, perdeuterierte Triphenylme-
thyl-Radikal veranschaulicht®. Sittigt man z. B. die Tief-
feld-EPR-Komponente, so ist im *C-ENDOR-Spektrum
das hochfrequente Signal intensiver (Fall ®), wihrend
die Positionierung des externen Feldes auf der Hochfeld-
EPR-Komponente zu dem ENDOR-Spektrum mit dem in-
tensiveren tieffrequenten Signal flihrt (Fall ®). In die-
sem System dominiert also ein Wx,-ProzeB, der durch die
groBe *C-Hyperfeinanisotropie hervorgerufen wird.

Kreuzrelaxationsprozesse von Kernen mit groBer Hy-
perfeinanisotropie, wie sie zum Beispiel in *C-angerei-
cherten Molekiilen auftreten, lassen sich interessanter-
weise auch an solchen Kernen (z.B. Protonen) in diesen
Molekiilen nachweisen, die wegen ihrer geringen Anisotro-
pie normalerweise keine Kreuzrelaxationseffekte zeigen.
Diese Ubertragung erklirt sich aus der Tatsache, daB8 das
ungepaarte Elektron in organischen Radikalen mit allen
magnetischen Kemen zu einem Multispinensemble kop-
pelt. Es sei noch erwdhnt, da durch derartige Untersu-
chungen - dhnlich wie beim General-TRIPLE-Effekt - re-
lative Vorzeichen von HFC-Konstanten bestimmt werden
koénnen. Zur niheren Erlduterung sei jedoch auf die Origi-
nalliteratur verwiesen!5%3%),
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Abb. 11. EPR- und '*C-ENDOR-Spektren des *C-markierten und perdeute-
rierten Triphenylmethyl-Radikals. Die groBe '*C-Hyperfeinanisotropie ver-
ursacht einen dominierenden Wx,-ProzeB, so daB bei der Tieffeld-Positionie-
rung @ im EPR-Spektrum eine gesch! Relaxatic hleife ohne
Einbeziechung von W, erhalten wird, wihrend bei der Hochfeld-Positionie-
rung @ der NMR-Ubergang W., vermieden wird. Man verdeutliche sich
anhand der beiden ,Vier-Niveau-Schemata®, daB im Experiment B die
tieffrequente, im Fall @& die hochfrequente ENDOR-Komponente intensi-
ver ist (vgl. [33]). Dieses Verhalten ist vom Vorzeichen der '*C-HFC-Kon-
stante unabhingig.

Deuterium (°H)

In Multikern-ENDOR-Spektren kénnen Deuteronen
(Tabelle 1) trotz des kleinen magnetischen Momentes h#u-
fig mit hnlicher Intensitit wie die Protonen nachgewiesen
werden (vgl. die Abbildungen 5 und 9)!"%. Wegen der deut-
lich kleineren Hyperfeinanisotropie findet man den opti-
malen 2H-ENDOR-Effekt im Vergleich zum 'H-ENDOR-
Effekt bei tieferer Temperatur. 2H-ENDOR-Linien sind
meistens schmaler als die '"H-ENDOR-Signale, was sich
giinstig auf die Auflédsung z. B. von Quadrupolaufspaltun-
gen (Ip=1) in fliissigen Kristallen auswirkt (vgl. Abschnitt
4).

Stickstoff ('*°N)

Seit dem ersten, im Jahre 1970 von Leniart et al.®® pu-
blizierten, erfolgreichen *N-ENDOR-Experiment hat die
“N-ENDOR-Spektroskopie insbesondere bei der Anwen-
dung auf biologische Systeme zunehmendes Interesse er-
langt (vgl. auch Abschnitt 7). Fiir einen “*N-Kern im n-Sy-
stem ist das ,,ENDOR-Verhalten gut vergleichbar mit
dem des *C-Isotops in dhnlicher Umgebung; die fiir “N
mit Tuy=1 zusitzlich auftretende Quadrupolrelaxation
kann im allgemeinen vernachlissigt werden!”?, da die an-
isotrope Hyperfeinwechselwirkung den Hauptbeitrag zur
Relaxation liefert (eventuelle Quadrupoleffekte lassen sich
durch Vergleich mit *N-markierten Spezies erkennen,
denn dieses Isotop hat kein Quadrupolmoment (s = 1/2)).
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Zwei exemplarische Untersuchungen sollen hier er-
wihnt werden. Durch eine NMR-, EPR-, ENDOR- und
TRIPLE-Studie des ,,Goldschmidt-Radikals** (N, N-Diphe-
nyl-N'-picrylhydrazyl) lieBen sich vier verschiedene dyna-
mische Prozesse im Bereich der NMR- und ENDOR-Zeit-
skalen unterscheiden (in der Formel 1 mit a-d bezeichnet).
Die Bestimmung der kinetischen Daten gelang mit '"H-EN-
DOR- und 2H-NMR-Spektroskopie, nachdem unter ande-
rem *N-ENDOR- und -TRIPLE-Experimente an selektiv
markiertem 1 die vollstindige Ermittlung der HFC-Kon-
stanten und ihrer Vorzeichen erméglicht hatte!”),

b
\
4\
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= J= e !
c/l'/v O\N ~0
o” N
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Die andere “N-ENDOR-Studie am Pyrazin-Radikal-
anion ist besonders bemerkenswert, weil hierbei erstmals
gezeigt werden konnte, daB fliissiges Ammoniak fiir die

ENDOR
200K Vfu
DME
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Erzeugung von stabilen Radikalanionen und fiir die EPR/
ENDOR-Spektroskopie hervorragend geeignet ist (sehr
gutes Signal/Rausch-Verhéltnis, ausgeprdgte TRIPLE-
und Kreuzrelaxationseffekte, die die Bestimmung der rela-
tiven Vorzeichen von “N- und 'H-HFC-Konstanten er-
moglichen)®4,

Alkalimetall-Ionen (M®)

Bekanntlich hat das ,,Gegenion* bei Reaktionen organi-
scher Ionen einen wichtigen Einflu auf Ausbeute und
Stereochemie der Produkte. Deshalb ist die Kenntnis der
Art und Struktur von Ionenpaaren auch fiir die pripara-
tive Chemie von erheblichem Interesse. Fiir die Untersu-
chung radikalischer lonenpaare hat sich die ENDOR-
Spektroskopie insbesondere deshalb als wertvoll erwiesen,
weil sie nicht nur ,,organische** anionische Reste, sondern
auch das Gegenion direkter Beobachtung zuginglich
machte. Lubitz et al.**" konnten "Li-, ?Na-, 8- 8Rb- und
13Cs-ENDOR-Signale an Metallketylen von Fluorenon
nachweisen (vgl. Abb. 12). Am Beispiel des Na-Ketyls ist
ferner zu erkennen, wie gut der heteronucleare TRIPLE-
Resonanzeffekt wirkt®®®; es wird auf einer Protonenlinie
gepumpt, und es reagieren auch die 2>Na-ENDOR-Signa-
le! Interessanterweise #ndert sich das Vorzeichen der
HFC-Konstante von Natrium beim Abkiihlen der MeBIl6-
sung von etwa 230 K auf 170 K. Offenbar ist die Struktur

ENDOR
226 K

VH
| THF
:%ﬁ: v, V,
VZ::NQ | ° 1Nu H

gepumpt

4 226 K o i

General-
TRIPLE

L" 172 K

Abb. 12. Alkalimetall- und 'H-ENDOR-Spektren von Fluorenon-Metallketylen; fiir das **’K-ENDOR-Experiment wurde 1,2-Dimesitoyl-
benzol-kalium verwendet. An den General-TRIPLE-Spektren des Fluorenon-Natriumketyls (unten rechts) ist deutlich die beim Abkiihlen
von 226 auf 172 K auftretende Vorzeichenumkehr der HFC-Konstante des 2?Na-Kations zu erkennen (vgl. [36a, b)).
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des Ionenpaars auch in ausgeprigter Weise von der Art des Der ¥K-ENDOR-Effekt kann aufgrund des sehr

L3sungsmittels und der Temperatur abhiingig. Bei den un- kleinen magnetischen Momentes von *°K (siehe Tabelle 1)
tersuchten Kontakt-Ionenpaaren konnten die Spindichte- nur an Chelatkomplexen mit groBer Spindichte am Kalium
verschiebungen im Fluorenon-Ketyl und am Metall selbst nachgewiesen werden. Abbildung 12 zeigt das **K-EN-
mit Eigenschaften der Gegenionen korreliert werden, und DOR-Linienpaar von 1,2-Dimesitoylbenzol-kalium®*), An
INDO-Rechnungen fiithrten zu Aussagen iiber die Geome- einem dhnlichen Komplex konnte auch erstmals der **Rb-
trie der Ionenpaare!**, ENDOR-Effekt beobachtet werden!*®l.
a)
b) CeHs 1
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Abb. 13. ENDOR-Spektren mit Signalen verschiedener ,,Nichtprotonen‘*-Kerne (siche Text). a) '°F (in Mineraldl, 330 K): b) *'P (in Toluo! mit 2,4,6-Triphenylphe-
noxyl, 225 K); c) 2*2%5T] (in Tetrahydrofuran, 260 K); d) **Si (in Dichlormethan, 235 K).
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Fluor ("°F), Phosphor (*'P), Silicium (**Si), Zinn (""7-'1°Sn),
Bor ("*!'B), Aluminium (¥’ Al), Thallium (?°*2%°T])

Abbildung 13 stellt einen kleinen ,Spektrenatlas* mit
weiteren, bisher nicht behandelten Nichtprotonen-EN-
DOR-Signalen dar. Der '"F-ENDOR-Effekt wurde erst-
mals von Allendoerfer und Maki®®"! erwihnt und spéter von
Lubitz et al.®® im Detail diskutiert. In Zusammenarbeit
mit Haas et al.*” konnten wir das in Abbildung 13 (oben
links) angegebene CF;S-substituierte Pyrrolyl-Radikal
durch "“N- und "F-ENDOR-Spektroskopie identifizieren.
Uber *'P-ENDOR-Experimente berichteten erstmals Steg-
mann et al.“%. Mit Dimroth et al."**" gelang es, *'P-EN-
DOR-Signale an einem aus 2,4,6-Triphenylphosphabenzol
durch Einwirkung von 2,4,6-Triphenylphenoxyl erzeugten
Radikal zu messen (Abb. 13, oben rechts); diese Signale
lassen sich eindeutig identifizieren (der Abstand der Linien
betrigt 2vsp), jedoch ist die Natur des Radikals noch un-
bekannt. Bei Versuchen mit Stegmann et al.?**% konnten
erstmals 2°T1- und 2**TI-ENDOR-Signale (Abb. 13, unten
links) vom Komplex eines o-Semichinons mit Diorgano-
thallium(i1z) erhalten werden. In Zusammenarbeit mit
Bock et al.' wurden erstmals 2°Si-ENDOR-Signale an si-
liciumorganischen Radikalen mit natiirlicher Isotopenver-
teilung nachgewiesen (Abb. 13, unten rechts). Mit West
konnten wir an Radikalanionen von vier- und fiinfgliedri-
gen Cyclosilanen mit natiirlicher Isotopenverteilung neben
2Si- auch '*C-ENDOR-Signale messen'”’, Die Ergebnisse
ermdglichten Aussagen iiber die Bindungsverhiltnisse in
diesen Systemen.

Die Fortentwicklung der ENDOR-Spektroskopie doku-
mentiert sich auch in ihrer stindigen Erweiterung auf neue
magnetische Kerne. So berichteten Stegmann et al."* kiirz-
lich iiber erfolgreiche ''’Sn- und '**Sn-ENDOR-Experi-
mente an o-Benzosemichinonen mit Triphenylzinn(1v) als
Gegenion. Kaim und Lubitz konnten erstmals °B- und
1B-1%l sowie 2’ AI-ENDOR-Signale!***! an Diazaaren-Ra-
dikalanionen mit den entsprechenden Trialkylelement-
Spezies als Koordinationspartner beobachten.

In einer 1981 publizierten theoretischen Untersuchung
zur ENDOR-Empfindlichkeit von magnetischen Ker-
nen" wurden Voraussagen iiber die Chancen getroffen,
ENDOR-Signale von weiteren, sehr interessanten Kernen
wie 170, »*S und ***7Cl zu erhalten, die meistens groBe
Quadrupolkopplungen aufweisen. So wurde abgeschitzt,
daB die auch fiir biologische Studien relevante '"O- und
33S-ENDOR-Spektroskopie in Ldsung wohl nur an weni-
gen Molekiilen mit besonders geeigneter Struktur mdglich
sein dirfte.

4. ENDOR-Spektroskopie in
fliissigkristallinen Losungen

Die bisher beschriecbenen ENDOR-Experimente in iso-
troper fliissiger L8sung ergeben - neben den Freien Kern-
frequenzen - als einzige MeBgroBen die isotropen HFC-
Konstanten. Um detailliertere Informationen iiber Spin-
dichteverteilung und geometrische Parameter erhalten zu
konnen, ist oft die Kenntnis der anisotropen Hyperfein-
wechselwirkungen erforderlich. Durch Spektroskopie in
ungeordneten Feststoffen wie Pulvern oder Glisern wer-
den anisotrope MeBgréBen zwar im Prinzip zuginglich,
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doch ist der Informationsgehalt infolge des drastischen
Aufldsungsverlustes stark eingeschrinkt™. Dagegen sind
durch Einkristalluntersuchungen, bei denen paramagne-
tische ,,Gastmolekille* in hinreichender Verdiinnung in
diamagnetische , Wirtkristalle” eingebaut sind, zumeist
alle isotropen und anisotropen Daten zuginglich. Doch
abgesehen vom hohen Zeitaufwand fiir Ziichtung und
spektroskopische Untersuchung von Einkristallen sind
diamagnetisch verdiinnte Einkristalle nur von wenigen pa-
ramagnetischen Systemen herstellbar. Mit Fliissigkristallen
als Lésungsmittel lassen sich die Vorteile der Spektrosko-
pie in Losung (hohe Auflésung) und an Einkristallen (an-
isotrope Wechselwirkungen werden nicht ausgemittelt)
miteinander verbinden. Fliissige Kristalle eignen sich als
anisotrope Ldsungsmittel, weil sich die in ihnen vorlie-
gende Fernordnung auch auf geldste Molekiile iiber-
tragt*”). Breite Anwendung in der NMR-"® und auch in
der EPR-Spektroskopie!'* haben nematische Phasen gefun-
den, die sich bereits durch ein Magnetfeld von etwa 0.2 T
makroskopisch ausrichten lassen!*?. Smektische A-Phasen
lassen sich durch ein Magnetfeld nicht direkt, aber in eini-
gen Fillen indirekt durch langsames Abkiihlen einer vor-
geschalteten nematischen Phase ausrichten. Das ,,Einfrie-
ren* der Vorzugsrichtung ermdglicht dann die Untersu-
chung von Winkelabhingigkeiten'®®,

Abbildung 14 zeigt schematisch die nematische Phase
und die smektische A-Phase des Fliissigkristalls 4-Cyan-4'-
octylbiphenyl (8CB). Die hervorragende Eignung von
smektischen A-Phasen fiir "H- und *H-ENDOR-Untersu-
chungen konnte erstmals am Beispiel von Coppingers Ra-
dikal demonstriert werden®"\.

Die teilweise Ausrichtung geloster Radikale in fliissig-
kristallinen Phasen, die sich durch eine Ordnungsmatrix
beschreiben 146t hat zur Folge, daB die gemessenen Hy-
perfeinkopplungskonstanten eine Verschiebung Aa durch
einen anisotropen Beitrag erfahren!'"). Fiir den einfachsten
Fall, daB axiale Symmetrie um eine Achse z vorliegt, gilt
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.
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Abb. 14. Schematische Darstellung verschiedener flilssig-kristalliner Phasen
von 4-Cyan-4'-octyl-biphenyl (8CB). ’
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wobei O,, den Ordnungsparameter symbolisiert, der Werte
zwischen —0.5 und 1 annehmen kann (0., =1 entspriche
vollkommener Ausrichtung), und 4/, die axiale Kompo-
nente der dipolaren Hyperfeinwechselwirkung. Je nach
den zusitzlich verfiigbaren Kenntnissen gestatten die MeB-
werte Riickschliisse auf den Ordnungsgrad, die Vorzugs-
orientierung oder die anisotrope Hyperfeinwechselwir-
kung. Messungen in Fliissigkristallen kénnen auch dazu
dienen, zufillige Aquivalenzen von HFC-Konstanten auf-
zuheben, wie die ENDOR-Spektren des 2-Methylphenale-
nyl-Radikals zeigen (Abb. 15). In isotroper Phase (oberes
Spektrum) haben die Methylprotonen- und die kleine
Ringprotonen-HFC-Konstante zufillig fast den gleichen
Wert. Beim Ubergang zur smektischen A-Phase (unteres
Spektrum) ergibt sich hingegen eine deutliche Aufspal-
tung, da die anisotropen Verschiebungen in entgegenge-
setzter Richtung wirken. Die im Bereich der groBen Ring-
protonen-HFC-Konstante beobachtbare Aufspaltung 140t
sich auf eine durch den Methylsubstituenten bewirkte zu-
sitzliche Ausrichtung der Molekiile zuriickfiihren®2,
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Abb. 15. ENDOR-Spektren des 2-Methylphenalenyl-Radikals im fliissigen
Kristall 8CB. Wihrend die isotropen HFC-Konstanten der Methylprotonen
und der Protonen in 5,8-Position (zufillig) nahezu #quivalent sind, tritt beim
Ubergang von der isotropen in die smektische Phase eine deutliche Aufspal-
tung der Resonanzlinien auf (vgl. [52]).

In flissigkristallinen Ldsungen erlangt die Quadrupol-
wechselwirkung von Kernen mit einem Kernspin =1 (*H,
14N) Bedeutung. Ahnlich wie bei der NMR-, jedoch im
Unterschied zur EPR-Spektroskopie, fiihrt diese Wechsel-
wirkung in orientierten Proben (oder in festen Losungen)
zu Aufspaltungen der ENDOR-Linien. Erstmals konnten
Dinse, Mébius et al.® derartige Quadrupolaufspaltungen
fir *N-ENDOR-Linien an Nitroxid-Radikalen in ,Licri-
stal - Nematische Phase IV nachweisen. GemiB der ver-
einfachten Beziehung

5Q=%0“ eZ Gxx Q/h (6)
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(I=1, Vernachlissigung des Asymmetrieparameters) hingt
die Quadrupolaufspaltung §, vom Ordnungsgrad, von der
Orientierung der Bindungsachsen und von der Quadrupol-
kopplungskonstante e*q,, Q/h abl’®, Abbildung 16 zeigt
ENDOR-Spektren des unmarkierten und des in den para-
Stellungen deuterierten Benzilsemidion-Radikalanions im
Fliissigkristall 8CB". Im 2H-ENDOR-Spektrum (Mitte
rechts, 6o=160 kHz) sind die in der smektischen Phase
auftretenden Quadrupolaufspaltungen deutlich zu erken-
nen. Aus der GroBe dieser Aufspaltungen ist zu schlieBen,
daB die C—D-Bindungsachsen annihernd parallel zur Vor-
zugsrichtung des Flissigkristalls liegen, was nur bei einem
trans-konfigurierten Molekiil méglich ist. Weiterhin illu-
striert Abbildung 16 die starke Abhingigkeit der beobach-
teten Hyperfein- und Quadrupolaufspaltungen vom Win-
kel ¥ zwischen der Vorzugsrichtung der smektischen Phase
und dem Magnetfeld. Zwei Messungen in einer smekti-
schen A-Phase bei nicht gedrehter (@(0°)=a + Aa) und bei
um 90° gedrehter Probe (@(90°)=a—3Aaq) gestatten die
Ermittlung der isotropen HFC-Konstante und der aniso-
tropen Verschiebung Aa unter den gleichen experimentel-
len Bedingungen. Die Verwendung nematischer Phasen er-
fordert hingegen eine Vergleichsmessung zur Bestimmung
der isotropen HFC-Konstante, entweder bei hherer Tem-
peratur im gleichen Ldsungsmittel oder aber in einem an-
deren Ldsungsmittel, was naturgemiB zu Fehlern fiihren
kann®",

Quadrupolaufspaltungen von *H-ENDOR-Linien wur-
den erstmals am deuterierten Phenalenyl-Radikal beobach-
tet™, und Untersuchungen an substituierten Phenalenyl-
Radikalen ermdglichten eine Bestimmung der Quadrupol-
kopplungskonstanten (e’qcpQ/h=174+10kHz, Asym-
metrieparameter 7=0.08+0.04)*%, Nach den bisher be-
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Abb. 16. ENDOR-Spektren des Benzilsemidion-Radikalanions im flissigen
Kristall 8CB. In der smektischen Phase findet beim Drehen des Probenréhr-
chens im Magnetfeld keine Reorientierung der Molekdle statt - also kann die
Winkelabhingigkeit der Resonanzfrequenzen, dhnlich wie in Einkristallen,
untersucht werden. Die sclektiv deuterierte Verbindung zeigt eine ausge-
prigte Quadrupolaufspaltung (vgl. [54]).
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kannten H-ENDOR-Untersuchungen an Radikalen sowie
’H-NMR-Messungen an diamagnetischen Molekiilen'**!
weisen 2H-Quadrupolkopplungskonstanten von C—D-Bin-
dungen eine nur geringe Variationsbreite auf. Die beob-
achteten Quadrupolaufspaltungen lassen daher Aussagen
iiber Radikalstrukturen zu, wie bereits am Beispiel des
Benzilsemidions erldutert wurde. Als weiteres Beispiel sei
erwihnt, daB auf diese Weise eine Abschitzung der Ver-
drillungswinkel im Triphenylmethyl-Radikal méglich war
(ca. 30°)5%,

»Nichtprotonen“-ENDOR-Untersuchungen (vgl. Ab-
schnitt 3) in flissigen Kristallen sind wegen der hohen Vis-
kositit von nematischen und erst recht von smektischen
Phasen stark eingeschrinkt. Hohe '*C-ENDOR-Signalin-
tensitdten konnten jedoch in solchen Fillen erhalten wer-
den, in denen die '*C-Hyperfeinanisotropie auBergewdhn-
lich klein ist, wie bei den bereits erwihnten Galvinoxylen
und Phenoxylen® (vgl. Abb. 10). Die hohe Viskositit von
Flissigkristallen 148t sich andererseits zuweilen zunutze
machen, um dynamische Prozesse ,einzufrieren”. So
konnte im Falle von Coppingers Radikal eine Aufspaltung
der Ringprotonen-Signale beobachtet werden, die in Lg-
sungsmitteln mit geringer Viskositit wegen der raschen
Rotation der Phenylgruppen zusammenfallen®!. Ein wei-
teres Problem wirft die geringe Lslichkeit von Radikalio-
nen in fliissigen Kristallen auf. Kiirzlich wurde jedoch
nachgewiesen®, daB in einigen Fillen eine hinreichende
Radikalkonzentration erreichbar ist, wenn das Alkalime-
tall-Gegenion durch Kronenether komplexiert wird, oder
wenn lipophile quaternire Ammonium-Gegenionen ver-
wendet werden (vgl. auch Abb. 16).

5. ENDOR-Spektroskopie an organischen Radikalen
mit mehreren ungepaarten Elektronen

Enthilt ein Molekiil mehr als ein ungepaartes Elektron,
so treten magnetische Besonderheiten auf, die durch die
skalare Austauschwechselwirkung und die dipolare Elektro-
nenwechselwirkung verursacht werden. Am Beispiel von
Molekiilen mit zwei ungepaarten Elektronen sei verdeut-
licht, daB die Stirke der Wechselwirkungen eine sinnvolle
Klassifizierung in ,,Doppel-Dublett-Radikale*, ,,Diradika-
le* und ,.eigentliche Triplett-Systeme* erlaubt. Ein Diradi-
kal liegt dann vor, wenn in isotroper fliissiger Losung ein
EPR-Signal beobachtet werden kann, dessen Habitus sich
von dem eines entsprechenden Monoradikals unterschei-
det’®”. Somit werden Diradikale einerseits von Doppel-
Dublett-Radikalen und andererseits von den eigentlichen
Triplett-Molekiilen abgegrenzt, bei denen die starke dipo-
lare Kopplung einen so groBen Beitrag zur Elektronen-
spinrelaxation liefert, daB in fliissiger L&sung kein EPR-
Spektrum nachweisbar ist’®®l. Ist die Austauschwechselwir-
kung grol gegeniiber der Hyperfeinwechselwirkung
(71> lal), so muB die strenge Kopplung der ungepaarten
Elektronen zu den Spinzustinden S=1, §=3/2, $§=2,...
beriicksichtigt werden. Aus dem einfachen ,,Vier-Niveau-
Schema* eines Dublett-Radikals werden die in Abbildung
17 dargestellten komplizierteren Energieniveaudiagramme.
Die Anzahl der EPR-Hyperfeinkomponenten erhéht sich,
da die ungepaarten Elektronen formal {iber das gesamte
Molekiil delokalisiert sind und jeweils mit allen magneti-
schen Kernen koppeln. Bei gleichbleibender Gesamtauf-
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spaltung nimmt die spektrale Liniendichte zu, und die
Aufldsung wird im Vergleich zum entsprechenden Mono-
radikal schlechter (sieche Abbildung 19). Hier ist der mit
der ENDOR-Spektroskopie erreichbare Auflésungsgewinn
besonders vorteilhaft. Die erste erfolgreiche 'H-ENDOR-
Untersuchung an Diradikalen (z.B. p-Phenylenbisgalvin-
oxyl) in Losung wurde im Jahre 1975 publiziert'®®. Nach
der ENDOR-Resonanzbedingung (Gl. (3)) erwartet man
fir ein Diradikal mit S=1 (/1> lal) und Mg=+1,0 drei
ENDOR-Linien pro Satz iquivalenter Kerne®'l. Es wurde
gefunden, daB die ENDOR-Linien eines derartigen Dira-
dikals, das aus gleichartigen Monoradikalh#lften zusam-
mengesetzt ist, bei den gleichen Positionen auftreten wie
diejenigen des Monoradikals. Allerdings zeigen die EN-
DOR-Signale infolge der durch die dipolare Elektronen-
wechselwirkung verursachten Relaxationsprozesse eine
deutliche Linienverbreiterung und ein anderes Tempera-
tur- und S4ttigungsverhalten. Die erwartete Linie bei der
Freien Protonenfrequenz, die aus NMR-Ubergingen in
der Komponente M =0 resultieren sollte, lieB sich jedoch
nicht beobachten, Ein Triplett-Zustand ist also mit EN-
DOR-Spektroskopie in Losung nicht ohne weiteres ein-
deutig nachzuweisen. Dieser Nachweis gelang aber durch
3C-Markierung/®2, Abbildung 18 zeigt die EPR- und EN-
DOR-Spektren der ersten (Dublett-) und zweiten (Triplett-)-
Dehydrierungsstufe von isotopenmarkiertem p-Phenylen-
bisgalvinol. Wie erwartet (vgl. Abschnitt 3), erscheinen fiir
die erste Dehydrierungsstufe bei der tieferen Temperatur
(210 K) nur die 'H- und 2H-ENDOR-Signale; das '*C-EN-
DOR-Linienpaar ist erst bei htherer Temperatur (250 K)
und hoherer RF-Leistung nachweisbar. Die ausgeprégten
Aufspaltungen der den m-Protonen zuzuordnenden Si-
gnale lassen sich mit einer sterisch bedingten Indquivalenz
dieser Protonen erkliren. Die Untersuchung der zweiten
Dehydrierungsstufe zeigt eindeutig, daB ein Diradikal im
Triplett-Zustand (S = 1) mit |J] > |a| vorliegt: (a) Das EPR-
Spektrum besteht aus einem 1:2:1-Triplett von Nonetts,
somit koppelt jedes der beiden ungepaarten Elektronen
mit allen (acht) m-Protonen und mit beiden *C-Kernen.
(b) Im Zentrum des EPR-Spektrums kénnen nur Mono-
und Diradikale ohne *C-Markierung oder Diradikale mit
zwei '*C-Kernen absorbieren. Positioniert man aber das
externe Magnetfeld in der Spektrenmitte und erhilt man
dann C-ENDOR-Signale, so muB eine zweifach *C-mar-
kierte Spezies, also ein Diradikal vorliegen.

Kiirzlich konnte gezeigt werden, daB ENDOR-Untersu-
chungen auch an unsymmetrischen Diradikalen moglich
sind®®, Sind beispielsweise ein Nitroxid- und ein Galvin-
oxyl-Fragment miteinander verkniipft, so ist von unter-
schiedlichen g-Faktoren und HFC-Konstanten der Radi-
kalfragmente auszugehen. Die Interpretation der EPR-
und ENDOR-Spektren solcher ,,gemischter** Diradikale ist
insbesondere im intermedidren Fall |J] = |a] schwierig. Eine
detaillierte Analyse gestattet die Vorzeichenbestimmung
des Austauschintegrals Ji%%l.

Die durch die dipolare Elektronenwechselwirkung ver-
ursachten Relaxationsprozesse fithren nicht nur zu einer
Linienverbreiterung, sondern infolge der VergréBerung der
Elektronenspin-Relaxationsrate W, auch zu einer Verrin-
gerung des ENDOR-Effektes (vgl. Abschnitt 2.1). EN-
DOR-Untersuchungen in fliissiger Losung gelingen daher
nur an Diradikalen mit verhiltnism#8ig kleiner dipolarer
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Abb. 17. Energieniveaudiagramme fiir organische Mehrspinsysteme im Triplett-, Quartett- und Quintett-Zustand zur Deu-
tung der in Abb. 18 und 19 wiedergegebenen ENDOR-Spektren. Man beachte im Diagramm des Diradikals die gleiche
Pfeillinge (energetische Entartung) fir dic EPR-Ubergéinge |—1> < [0> und |0> < |+ 1>, siehe Text.

Kopplung (Nullfeldaufspaltungsparameter D <100 MHz).
Als Alternative bieten sich jedoch Messungen in glasarti-
ger Matrix an. Die dipolare Elektronenwechselwirkung
wird hierbei nicht mehr durch die Brownsche Molekiilbe-
wegung ausgemittelt, sondern verursacht eine Aufspal-
tung der EPR-Uberginge |—1,M;> <10, M;> und
10, M;> « (1, M, >, die in isotroper fliissiger Losung
entartet sind. Diese Entartung verhindert @brigens, daB
ENDOR-Linien bei den Freien Kernfrequenzen in isotro-
per flissiger Losung nachgewiesen werden kénnen, da
beide Uberginge in gieichem MaBe gepumpt werden und
die thermische Kernspinpolarisation im Zustand Ms=0
ungestort bleibt (vgl. auch Abb. 17). In glasartiger Matrix

186

148t sich diese dritte ENDOR-Komponente hingegen
nachweisen: Man findet im allgemeinen ein intensives
schmales Signal bei der Freien Protonenfrequenz, und eine
ENDOR-Linie bei der Freien '*C-Frequenz konnte sogar
an unmarkierten Radikalen beobachtet werden'®®. Dar-
tiber hinaus 148t sich fiir jeden Satz dquivalenter Kerne
eine weitere, hyperfeinverschobene ENDOR-Linie nach-
weisen, deren Lage von der Wahl der gepumpten EPR-
Komponente abhdngt. Daraus ist die Gr6Be der betreffen-
den Hyperfeinkomponente sowie ihr Vorzeichen relativ zu
dem des Nullfeldaufspaltungsparameters ableitbar!®®, Vor
kurzem gelang es sogar, photoangeregte Triplett-Zustinde
(z.B. von Naphthalin) auf diese Weise zu untersuchen®"\.
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Abb. 18. EPR- und ENDOR-Spektren der ersten (Monoradikal, oben und
Mitte) und zweiten Dehydrierungsstufe (Diradikal, unten) eines isotopen-
markierten Galvinols (vgl. [62]). Die Pfeile bezeichnen die jeweiligen Feldpo-
sitionierungen im ENDOR-Experiment. Das Auftreten der '’C-ENDOR-Si-
gnale im Spektrum rechts unten beweist das Vorliegen eines Triplett-Zustan-
des (vgl. Text).

Am Beispiel eines dreifach '*C-markierten Trisgalvin-
oxyls soll gezeigt werden, daB 'H- und *C-ENDOR-Spek-
troskopie auch an Triradikalen erfolgreich anzuwenden
ist®”. Nach der ENDOR-Resonanzbedingung erwartet

man fiir ein Quartett-Molekiil mit .S =3/2 vier ENDOR-Si- ~
gnale pro Satz dquivalenter Kerne, die aus NMR-Ubergiin- °

gen in den Niveaus Ms= +1/2 und +3/2 resultieren (vgl.
Abb. 17). In Ubereinstimmung mit theoretischen Uberle-
gungen'®’! weisen die zu den Niveaus Mg= +1/2 oder

0 stufe

erste Dehydrierungs-
stufe

zweite Dehydrierungs-

stufe
H
:Qc@ =
H b
dritte Dehydrierungs- J\/
inToluol

Mg= +3/2 gehdrenden ENDOR-Signale unterschiedli-
ches Relaxations- und Sittigungsverhalten auf. Nach den
bisher bekannten Ergebnissen ist der erfolgreiche Nach-
weis von ENDOR-Signalen an einem Quartett-Molekiil in
fliissiger Lésung an dessen dreizihlige Symmetrie gebun-
den. Sind die Beziehungen der einzelnen Spintriger zuein-
ander unterschiedlich (Austauschwechselwirkung, Dipol-

. kopplung), so liegen keine reinen Quartett-, sondern

Mischzustinde vor, wodurch die Relaxationseigenschaften
offenbar entscheidend beeinfluit werden.

Von einem Molekill mit vier Galvinolkompénenten kon-
nen je nach Dehydrierungsstufe Dublett- und, unter be-
stimmten geometrischen Voraussetzungen, Triplett-, Quar-
tett- und Quintett-Zustinde erwartet werden. Ein Tetrara-
dikal mit tetraedrischer Symmetrie sollte zwei ausschlagge-
bende Vorteile bieten: Die Austauschwechselwirkung ist
zwischen simtlichen Paaren von Spintragern gleich, so da
der Bildung eines thermisch populierten Quintett-Zustan-
des nichts im Wege steht, und die Nullfeldaufspaltung ist
gleich Null'*®, Diese Voraussagen wurden durch die EN-
DOR-Untersuchung eines stufenweise oxidierten tetraedri-
schen Tetragalvinols vollauf bestitigt, wie Abbildung 19
demonstriert.

Man erkennt die in den EPR-Spektren vom Dublett-
zum Quintett-Zustand abnehmende Aufldsung (Abb. 19,
links), wihrend die ENDOR-Spektren (Abb. 19, rechts)
alle nach der ENDOR-Resonanzbedingung (Gl. (3) mit
S=1/2 bis 2) erwarteten Signale zeigen (abgesehen von
Linien bei der Freien Protonenfrequenz), siche dazu auch
Abbildung 17. NaturgemiB lassen sich nur die Proben der
ersten und der vierten Dehydrierungsstufe in reiner Form
einstellen; die diradikalische Stufe enthilt noch Mono-
und Triradikal, die triradikalische Stufe noch Di- und Te-
traradikal. Die Fihigkeit der ENDOR-Spektroskopie zur

vierte Dehydrierungs-
stufe
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Abb. 19. EPR- und ENDOR-Spektren der vier Dehydrierungsstufen eines Tetragalvinols. Man beachte die mit zunchmen-
der Multiplizitdt abnehmende Auflésung der EPR-Signale, wihrend die (durch die Dreiecke markierten) erwarteten EN-
DOR-Signale vollstdndig aufgelost sind (vgl. [68]).
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Selektion einer Spezies aus einer Mischung verschiedener
paramagnetischer Molekiile ist auch hier am Beispiel des
Diradikals erkennbar (Abb. 19).

6. Intramolekulare dynamische Prozesse

Die Aussagekraft der ENDOR-Spektroskopie ist nicht
auf statische Molekiileigenschaften beschrinkt, sondern
sie vermag #&hnlich wie die NMR- oder die EPR-Spektro-
skopie auch Einblicke in die molekulare Dynamik zu ver-
mitteln> %, Dynamische Vorginge wie gehinderte Rota-
tion von Molekiilfragmenten, Ringinversion, pyramidale
atomare Inversion, intramolekularer Elektronentransfer,
Ionenpaarumwandlung oder Torsionsschwingungen kdn-
nen die Linienbreiten und -positionen von Resonanzsigna-
len beeinflussen, soweit die Lebensdauvern der Einzelzu-
stinde im Bereich des ,,Zeitfensters** der Methode liegen.
Die Zeitskala der ENDOR-Spektroskopie entspricht mit
10~°-10~*s derjenigen der EPR-Spektroskopie, wahrend
die NMR-Spektroskopie an diamagnetischen Molekiilen
eine ,,langsamere* Methode ist (10~°-10~'s). Abbildung
20 zeigt als typisches Beispiel die Temperaturabhingigkeit
des hochfrequenten ENDOR-Signals der ortho-Protonen
des 4,4”-Dimethyl-m-terphenyl-Radikalanions. Bei ho-
her Temperatur sind diese Protonen infolge rascher Rota-
tion der Tolylgruppen spektroskopisch dquivalent. Mit ab-
nehmender Temperatur wird das Signal breiter und spaltet
sich unterhalb der Koaleszenztemperatur (157 K) in zwei
getrennte Signale, die bei weiterer Temperaturerniedrigung
schmaler werden. Die Rotation der Tolylgruppen ist nun-
mehr langsam beziiglich der ENDOR-Zeitskala, so daf} die
Indquivalenz der ortho-Protonen in diesen Gruppen (Ver-
drillungswinkel ca. 50°) in Erscheinung tritt.

179K | 169K | 159K

4 Wy

T
16 18MHz

T R, 00
H3C CH3

1340-]
—
60 70 V4 103K -
Abb. 20. ENDOR-Teilspektren des 4,4’-Dimethyl-m-terphenyl-Radikal-
anions bei verschiedenen Temperaturen (Koaleszenztemperatur 157 K) in

2-Methyltetrahydrofuran. Aus dem Arrhenius-Diagramm (unten) k8nnen die
Aktivierungsenergie und der Frequenzfaktor entnommen werden (vgl. [13]).
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Die intramolekularen dynamischen Prozesse lassen sich
meistens als Sprungprozesse zwischen zwei bis vier Einzel-
zustinden beschreiben. Dabei wird vorausgesetzt, daf die
Sprungzeit klein gegen die mittlere Lebensdauer eines Ein-
zelzustandes ist. Bei der Ermittlung der Geschwindigkeits-
konstanten durch Linienformanalysen verfihrt man weit-
gehend analog zu den von der dynamischen NMR-Spek-
troskopie her bekannten Methoden"™. Zur Auswertung
kénnen die Linienbreiten oder -abstinde herangezogen
werden!’. Die vom dynamischen Effekt herrithrende Ver-
breiterung ergibt sich (niherungsweise) durch Vergleich
mit einem Referenzsignal derselben Probe, das von diesem
Effekt nicht beriihrt wird. Uber die Temperaturabhingig-
keit der Geschwindigkeitskonstanten lassen sich mit der
Arrhenius-Gleichung die Aktivierungsenergie E, des dyna-
mischen Prozesses (Ink=—E,/RT+1InA,; siche Abb. 20)
und nach der Eyringschen Theorie die Aktivierungsenthal-
pie und -entropie bestimmen (siche dazu %), Im folgen-
den seien einige Anwendungsbeispiele erwihnt.

Die ENDOR-Spektroskopie diente zur Untersuchung
der behinderten Rotation von Alkylseitenketten in den Ra-
dikalanionen von Vitamin K, und Ubisemichinon!™ sowie
von Phenylgruppen in Silol-"** und in Terphenyl-Radi-
kalanionen!’*>” und im N,N-Diphenyl-N’-picrylhydrazyl
(siehe Abschnitt 3)!'”). Im Falle von Phenylnaphthalin-Ra-
dikalanionen konnten zwei dynamische Prozesse unter-
schieden werden, nimlich behinderte Rotation und Ionen-
paarbildung!®. Gegenstand ausfiihrlicher Untersuchungen
war die behinderte Rotation der Aroxylgruppen in Galvin-
oxylen'?®72>76 deren Mechanismus durch systematische
Variation der Substituenten am zentralen Kohlenstoffatom
und durch 3C-Markierung (vgl. Abschnitt 3) weitgehend
geklirt worden ist. Die innere Dynamik in Tetraaryl- und
in Bis(biphenylylen)allyl-Radikalen wurde ebenfalls unter-
sucht?”7), Ein an Triphenylmethyl-Derivaten beobachte-
ter dynamischer ProzeB wurde als Sprung zwischen links-
und rechtsgingigen Propellerformen gedeutet™. Die EN-
DOR-Signalintensitéiten wurden zur Untersuchung des in-
tramolekularen Kationenaustausches in 2,5-Di-tert-butyl-p-
benzosemichinon-Ionenpaaren benutzt™. Eine Reihe von
Arbeiten befafite sich mit der Messung der Temperaturab-
hingigkeit von B-Protonen-HFC-Konstanten, woraus auf
die Hohe der Potentialbarrieren der behinderten Rotation
geschlossen wurde®. Wie aus dieser kurzen Ubersicht
hervorgeht, ermdglicht die ENDOR-Spektroskopie allein
oder in Kombination mit der EPR-Spektroskopie die Auf-
klirung der Mechanismen verschiedenartiger intramoleku-
larer dynamischer Prozesse sowie die Bestimmung der ki-
netischen Daten und Aktivierungsparameter oder der Po-
tentialbarrieren.

7. ENDOR-Spektroskopie an biologischen Systemen

Einem in vielen spektroskopischen Disziplinen erkenn-
baren ,,Zuge der Zeit" folgend, wird auch die ENDOR-
Spektroskopie in zunehmendem MaBe zur Lésung biolo-
gisch relevanter Fragen angewendet. Allerdings wurden
ENDOR-Untersuchungen bisher fast ausschlieflich bei
tiefen Temperaturen (2-100 K) in pulverartigen Festkor-
pern durchgefiihrt; geeignete Einkristalle von biologi-
schem Material sind nur in seltenen Fillen zuginglich®",
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Es hat sich jedoch gezeigt, daB mit der ENDOR-Spektro-
skopie selbst an polykristallinen Proben interessante
Strukturinformationen gewonnen werden kdnnen. Dies
gilt vor allem fiir Protonen in frei rotierenden Methylgrup-
pen; gelegentlich konnten auch ENDOR-Signale von an-
deren Protonensorten und sogar von , Nichtproton-
Kernen erhalten werden®. Bisher wurden vor allem para-
magnetische Abkdmmlinge von photosynthetischen Pig-
menten®, Flavoproteinen’®*, Cobalaminen'®*!, Himo- und
Myoglobinen sowie anderen Metallproteinen®'®82861 yp.
tersucht.

Zweifellos wiren ENDOR-Experimente an biologi-
schem Material am reizvollsten unter physiologischen Be-
dingungen, d.h. bei Raumtemperatur in wiBrigem Medi-
um. Die ENDOR-Theorie lehrt jedoch, da Untersu-
chungen an Ubergangsmetall-Komplexen wie Eisen-, Co-
balt- oder Kupfer-enthaltenden Proteinen und Coenzymen
wegen der sehr ungiinstigen Relaxationseigenschaften die-
ser Systeme in Losung nicht maglich sind. Auch das EN-
DOR-Studium metallfreier Proteine wird dann problema-
tisch, wenn grofle effektive Molekiilvolumina vorliegen -
weil die Rotation in Lésung nicht mehr schnell genug ist,
um die g- und Hyperfeinanisotropien auszumitteln. Bei-
spielsweise 148t sich fiir Molekulargewichte von etwa
100000 eine Rotationskorrelationszeit von 30 ns abschiit-
zen®"!. Damit werden nur noch dipolare Hyperfeinkompo-
nenten ausgemittelt, die kleiner als 5 MHz sind. Fiir Kerne
mit groBerer Anisotropie erhidlt man daher auch in Ldsung
breite und schwer nachweisbare Signale vom Typ der Pul-
ver-ENDOR-Spektren.

Chlorophylle und Bacteriochlorophylle spielen als Pho-
topigmente in allen photosynthetisierenden Organismen
eine wichtige Rolle. Grundlage der Photosynthese ist be-
kanntlich eine lichtinduzierte Ladungstrennung, bei der
Radikalkationen der primiren Donoren und Radikalanio-
nen von Acceptoren gebildet werden. Hier bot sich die
ENDOR-Spektroskopie zur Identifizierung und strukturel-
len Charakterisierung dieser in den ,,Reaktionszentren‘‘®®
auftretenden paramagnetischen Spezies an. Da am Primir-
schritt (Bacterio-)Chlorophylle und mdglicherweise Phi-
ophytine beteiligt sind, erschien eine vorhergehende Un-
tersuchung der Pigmente notwendig. Als Beispiel ist in Ab-
bildung 21 (unten) das 'H-ENDOR-Spektrum des Radi-
kalkations von Bacteriochlorophyll a wiedergegeben, aus
dem elf "H-HFC-Konstanten entnommen werden kénnen.
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Das entsprechende '“N-ENDOR-Spektrum lieferte alle
vier *N-HFC-Konstanten. Kiirzlich ist es gelungen, durch
ENDOR/TRIPLE-Resonanz bei 25°C in wiBriger Lésung
das in situ lichtinduziert erzeugte Radikalkation des pri-
miren Donors P®® in den ,Reaktionszentren* einiger
photosynthetisierender Bakterien zu beobachten!® *, In
Abbildung 21 (oben) ist ein derartiges ENDOR-Spektrum
von P (Rp. sphaeroides R-26) wiedergegeben. Aus die-
sem ,,echten** Losungsspektrum lassen sich sieben isotrope
TH-HFC-Konstanten entnehmen, die durch Vergleich mit
den Daten selektiv deuterierter ,,Reaktionszentren* aus
biosynthetisch markierten Bakterien bestimmten Positio-
nen im Bacteriochlorophyll a zugeordnet werden konnten.
Diese Untersuchung ist ein Beitrag zu der umstrittenen
Frage nach der Bildung eines ,,Supermolekiils**®® (,,special
pair“-Hypothese®),

293K

237K

| | l | ! | l | |
7 9 1 13 15 17 19 21 23 MHz

o -

Abb. 21. a) 'H-ENDOR-in-Ldsung-Spektrum von im ENDOR-Resonator in
situ bestrahlten ,,Reaktionszentren* aus dem Bakterium Rp. sphaeroides
R-26; beobachtet wird das radikalische Kation P$2 (TRIS-Puffer, pH 7.5,
Lauryldimethylaminoxid). - b) '"H-ENDOR-Spektrum des Radikalkations
des aus Rp. sphaeroides R-26 isolierten Bacteriochlorophylls a; Erzeugung
des Radikalkations BChl 2®° in CH,Cl,/CH,OH durch lod-Oxidation (vgl.
[89, 90D.

Das et al.” berichteten iiber ENDOR-in-Lésung-Unter-
suchungen an paramagnetischen Formen einiger biolo-
gisch bedeutender Chinone wie Ubichinon und die Vit-
amine K, K,, E. An elektrolytisch erzeugtem Ubisemichi-
non-10 lieBen sich vier "H-HFC-Konstanten ermitteln®",
Da das Ubichinon in vielen biologischen Prozessen als
Elektroneniibertriger wirkt, bieten sich Vergleiche mit in-
situ-ENDOR-Spektren des Radikals in biologischem Ma-
terial an. Das von Okamura et al.®” an eisenfreien ,, Reak-
tionszentren* des Bakteriums Rp. sphaeroides R-26 erhal-
tene Festkdrper-ENDOR-Spektrum des Ubisemichinons
konnte bisher allerdings noch nicht vollstindig analysiert
werden. In Zusammenarbeit mit Sutcliffe et al.®® haben
wir durch ENDOR-Spektroskopie an den Radikalkationen
von Modellverbindungen der Vitamin-E-Reihe Spindichte-
verteilungen bestimmt und auch interessante dynamische
Effekte beobachtet.

Ganz im Sinne des einleitenden Satzes zu diesem Ab-
schnitt beschiftigt sich die Arbeitsgruppe der Autoren seit
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etwa zwei Jahren mit ENDOR-Untersuchungen an Flavi-
nen und Flavoenzymen. Diese Enzyme haben als Redox-
katalysatoren in biologischen ElektronenfluBprozessen un-
ter anderem die Funktion von Mediatoren zwischen Ein-
und Zweielektronentransferschritten (genauer: zwei konse-
kutiven Einelektronentransferschritten), z. B. zwischen dem
NAD/NADH- und dem Ubichinon-System®, Die Ein-
elektronenschritte fiihren naturgemiB zu Flavin-Radika-
len, fiir deren Studium die EPR- und ENDOR-Spektrosko-
pie benutzt werden kann.

Kiirzlich wurden erstmals an einigen Modellverbindun-
gen, nimlich den Radikalkationen von Isoalloxazin-Deri-
vaten, hochaufgeldste ENDOR/TRIPLE-Spektren in Lo-
sung erhalten. Die vollstindigen Sitze der 'H- und *N-
HFC-Konstanten konnten einschlieBlich der Vorzeichen
ermittelt werden, ihre Zuordnung gelang durch gezielte
Deuterierung®. Abbildung 22 zeigt die 'H-, ’H- und '*N-
ENDOR-Spektren der Radikalkationen einiger Lumiflavi-
ne. Obwohl das Lumiflavin in der Flavin-Biochemie als ge-
eignetes Modellsystem angesehen wird, ist es noch immer
eine Herausforderung, die spektroskopischen Techniken
auch auf echtes natives biologisches Material anzuwen-
den.

Seit Ende der sechziger Jahre wurde vor allem von Hyde
und Ehrenberg™ iiber interessante ENDOR-Untersuchun-
gen an Flavoenzymen in fester Matrix berichtet, die zum
Teil eindeutige Aussagen iiber die Natur der Bindung zwi-
schen prosthetischen Gruppen und Apoproteinen ermog-
licht haben. Wir fiihrten kiirzlich ENDOR-Experimente in
fester Matrix unter wesentlich verbesserten apparativen
Voraussetzungen durch®, Untersucht wurde das War-
burgsche ,,alte gelbe Ferment™ (in der angelsdchsischen Li-
teratur als ,,0ld yellow enzyme** bezeichnet), eine aus Bier-

ENDOR
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Abb. 22. ENDOR-Spektren von Lumiflavin-Radikalkationen. Neben 'H-
und N-Signalen erscheinen in den Spektren der selektiv deuterierten Spe-
zies auch *’H-ENDOR-Signale. Die Pfeile kennzeichnen dic Resonanzposi-
tionen der durch die Deutericrung verschwundenen 'H- ENDOR Linien (vgl.
[95D).
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hefe isolierbare NADPH-Dehydrogenase®. In Zusam-
menarbeit mit Kroneck et al.®® konnten eine Methanol-
Oxidase aus Candida boidinii und eine Enzym-Pseudosub-
strat-Wechselwirkung studiert werden. Mit Miiller’®® wur-
den schlieBlich einige Flavodoxine untersucht (aus 4zoto-
bacter vinelandii und Megasphaera elsdenii). In Abbildung
23 sind als Beispiel die EPR-, ENDOR- und Special-TRIP-
LE-Spektren der NADPH-Dehydrogenase wiedergegeben,
deren radikalischer Zustand durch Bestrahlen in Gegen-
wart von Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA) als Elek-
tronendonor erzeugt wurde. In Ubereinstimmung mit fri-
heren Untersuchungen®* konnte die radikalische Spezies
durch Vergleich mit der authentischen Modellverbindung
als das Radikalanion des ,,Flavinmononucleotids* (FMN)
identifiziert werden. Untersuchungen iiber die Linienbreite
sowie die Abhidngigkeit des Habitus der Festkdrper-EN-
DOR-Spektren der Flavoenzyme von der Positionierung
des externen Magnetfeldes fiihrten zu Informationen ber
die Struktur des Isoalloxazin-Ringsystems und iiber die in-
nermolekulare Beweglichkeit der prosthetischen Gruppe
in der ,,Tasche* des Apoproteins. ENDOR-Untersuchun-
gen in fliissiger wiBriger Losung sind allerdings bisher an
den Flavoenzym-Radikalen nicht gelungen.

—/\ EPR
Coenzym FMN 2r_nl 8 V
ENDOR Special-TRIPLE
130K 130K

FMN  Anion-Radikal

el
HaC N

6 10

'
VH 18 22 MHz 1 3 5 MH2z

Abb. 23. ENDOR- und Special-TRIPLE-Spektren des durch Bestrahlung in
Gegenwart eines Elektronendonors erzeugten Radikals im ,,alten gelben Fer-
ment“, der NADPH-Dchydrogenase (aus Bierhefe, 20 mM TRIS-Puffer, pH
9.0, 10 mM EDTA, 80 min Bestrahlung). Der Vergleich mit den Spektren des
FMN-Radikalanions (unten) ermdglicht die Bestimmung des Protonierungs-
grades der prosthetischen Gruppe (vgl. [96]).

8. Anwendungsgrenzen und Ausblick

Dieser Fortschrittsbericht macht deutlich, daB die Dop-
pelresonanzmethode ENDOR mit ihren Erweiterungen zu
TRIPLE hiufig der konventionellen EPR-Spektroskopie
weit iiberlegen ist. Hervorzuheben sind insbesondere das
grofle Auflosungsvermogen, die elegante Moglichkeit zur
Bestimmung relativer Vorzeichen von Kopplungskonstan-
ten, die Fahigkeit, verschiedene Kernsorten zu identifizie-
ren und ihre Eigenschaften individuell zu studieren, die
Méglichkeit zur Selektion unterschiedlicher Spezies in
flissiger Losung oder unterschiedlich orientierter Mole-
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kiile in fester Matrix und schlieBlich die Fihigkeit, in orga-
nischen Polyradikalen den Spinzustand, d.h. die Multipli-
zitdt, zu ermitteln. Es ist allerdings festzuhalten, daB der
ENDOR-Technik bisher Anwendungsgrenzen gesetzt sind:
Organische Radikale mit groBen g-Faktoranisotropien
und/oder Kernen mit groBen Hyperfeinanisotropien oder
Quadrupolkopplungen sowie Polyradikale mit groBer di-
polarer Elektronenwechselwirkung ergeben in Losung we-
gen ihrer ungiinstigen Relaxationseigenschaften nur
schwer nachweisbare ENDOR-Effekte.

Wenn die Liste der Literaturzitate dieses Beitrags auch
keinen Anspruch auf Vollstindigkeit erhebt, so ist doch
klar zu erkennen, daB es bisher weniger als ein Dutzend
Arbeitsgruppen gibt, die sich intensiv mit ENDOR-in-L&-
sung beschiftigen. Auch die kommerzielle Entwicklung
rechnergesteuerter Geriite hat bisher nichts daran geéin-
dert, daBl die ENDOR-Spektroskopie keineswegs zu den
Routinemethoden gezihlt werden kann. Erfolgreiches Ar-
beiten setzt noch immer langjéhrige Erfahrungen voraus,
was insbesondere dann gilt, wenn kompliziertere als ,,Stan-
dard“-Proben (Phenalenyl, Galvinoxyl) untersucht werden
sollen, die eine sorgfiltige Optimierung der Probenberei-
tung und der Spektrometereinstellung erfordern. Dennoch
wird die ENDOR-Technik zunehmende Verbreitung fin-
den und ein unentbehrliches Hilfsmittel zur Beantwortung
schwieriger strukturanalytischer Fragen in der Chemie pa-
ramagnetischer Molekiile werden.

Zur apparativen Weiterentwicklung der konventionellen
(,,continuous wave*) ENDOR-Spektroskopie erscheint
nach unseren Erfahrungen insbesondere eine Verbesse-
rung des ENDOR-Resonators mit der NMR-Spule, des
Herzstiicks des Spektrometers, wiinschenswert. Wihrend
gepulste NMR-Spektrometer eine weite Verbreitung ge-
funden haben, sind gepulste EPR-Spektrometer erst in
jiingster Zeit kommerziell erhaltlich®”. Es sei erwihnt, dal
Spin-Echo-ENDOR-Experimente an Einkristallen bereits
erfolgreich durchgefithrt worden sind®®, Bei dieser Dop-
pelresonanztechnik wird zu einer bestimmten Zeit der
Elektronen-Spin-Echo-Pulssequenz ein RF-Impuls einge-
strahlt, so daB sich das ENDOR-Spektrum als Diagramm
der Echointensitit iiber der Radiofrequenz ergibt®. Die
Spin-Echo-Technik kénnte den Anwendungsbereich der
ENDOR-Methode wesentlich erweitern, da deren Abhin-
gigkeit von einer kritischen Balance der RF- und Mikro-
wellenleistungen und der verschiedenen Relaxationsraten
tiberwunden wird®®, Spin-Echo-ENDOR-Experimente
sollten auch in Losung durchfithrbar sein, allerdings berei-
ten die kurzen Relaxationszeiten und die deshalb erforder-
lichen hohen Leistungen experimentelle Schwierigkeiten.
SchlieBlich sei angemerkt, daB die Verwendung von
DurchfluBsystemen auch ENDOR-Untersuchungen an
kurzlebigen Radikalen ermdglichen sollte. In diesem Zu-
sammenhang kdnnte sich eine Empfindlichkeitssteigerung
durch Spinpolarisation (,,CIDEP-enhanced ENDOR*) bei
der photolytischen Radikalerzeugung in situ als hilfreich
erweisen?2™'%, Die neuen Techniken erfordern aber noch
umfangreiche Entwicklungsarbeiten und bedeuten ¢ine Er-
hohung des apparativen Aufwandes. Mehr noch als fiir die
konventionelle ENDOR-Spektroskopie gilt fiir diese hoch-
interessanten Varianten, daB sie auf absehbare Zeit keines-
falls als Routinemethoden Eingang in die chemischen La-
boratorien finden werden.
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Lebende Organismen kénnen sich nur entwickeln und erhalten, solange eine wirksame
Kommunikation zwischen ihren Einzelkomponenten — den Zellen - besteht. Diese interzel-
luldre Kommunikation ist hauptsichlich chemischer Natur: Sie benutzt als Botenstoffe
Neurotransmitter und Hormone und als Signalempfianger Rezeptoren. Die Konzentratio-
nen aller beteiligten Komponenten sind gewdhnlich gering. Ausnahmen gibt es bei einigen
synaptischen Kommunikationssystemen wie der Nerven-Muskel-Synapse oder ihrer spe-
ziellen Form, der Nerven-Elektrozyt-Synapse in den elektrischen Organen von Zitteraal
(Electrophorus) und Zitterrochen (Torpedo). Diese Systeme sind der biochemischen Analyse
gut zugénglich, so daB sie sich zur Aufklirung der molekularen Grundlagen derartiger bio-
logischer Kommunikationsprozesse eignen. Auf diese Weise ist gefunden worden, daB der
nicotinische Acetylcholinrezeptor der Muskelzelle nicht nur das von der zugehdrigen Ner-
venzelle ausgesendete Signal empfingt, sondern dieses auch selbst in eine elektrische Akti-
vit4t der Muskelzelle umsetzt. Fluoreszenzkinetische Untersuchungen der Wechselwirkung
des Acetylcholinrezeptors mit seinen Liganden haben zu einem neuen Modell des moleku-
laren Mechanismus der cholinergen Reizung gefiihrt, das auch von physiologischen und

immunologischen Befunden gestiitzt wird.

1. Einleitung!'"

Das zentrale Ereignis im Verlauf der chemischen Rei-
zung erregbarer Zellen ist die Umsetzung des chemischen
Signals in die primire Reizantwort der Zelle. Im Falle der
cholinergen Reizung peripherer Muskelzellen ist hierfiir
ein einziges Makromolekiil, der nicotinische Acetylcholin-
rezeptor der Muskelendplatte, verantwortlich (Abb. 1):
Durch das Binden des von der zugeordneten Nervenendi-
gung abgegebenen Neurotransmitters Acetylcholin emp-
fangt der Rezeptor den Reiz. Die erste Reaktion darauf -
die primire Reizantwort - ist das kurzzeitige Offnen und
SchlieBen des Ionenkanals im Rezeptor. Diese Verkniip-
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fung der fiir Reizempfang und Reizverarbeitung zustindi-
gen Strukturen innerhalb eines Proteins scheint typisch fiir
viele ligandenaktivierte lonenkanalproteine erregbarer
Zellen zu sein. Somit ist der Acetylcholinrezeptor - der
biochemisch am besten charakterisierte Neurorezeptor -
auch ein Modellsystem fiir andere an der schnellen Reiz-
iibertragung im Nervensystem beteiligte, ligandenakti-
vierte Ionenkanile.

Obwohl die in der Nerv-Muskel-Synapse ablaufenden
Reaktionen und die daran beteiligten Komponenten gut
bekannt sind (Abb. 1), ist der molekulare Mechanismus
der cholinergen Reizung noch nicht geklirt. Insbesondere
wird noch nicht verstanden, durch welche Struktureigen-
schaften des Rezeptors es zur Unterscheidung zwischen
Agonisten (kanal-aktivierende Liganden wie Acetylcholin)
und Antagonisten (Liganden ohne kanalaktivierende Wir-
kung) kommt und wie das Binden des Transmitters (und
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