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DI  S P U T A N D U M  

Z u m  R e a k t i o n s m e c h a n i s m u s  y o n  O x y d a s e n  

Umse tzungen  mi t  moleku la rem Sauers toff  s ind in der  
Na tu r  meis t  du tch  Meta l lenzyme kata lys ier t .  Dass das an  
eine prosthet ische Gruppe  oder  d i rek t  an  e inen Prote in-  
te l l  gebundene  Metal t  im Oxyda t ionsmechan i smus  eine 
wesentl iche F u n k t i o n  ha t ,  i s t  du t ch  ein grosses Beweis-  
mater ia l  be leg tL  Verschiedene,  Eisen  oder  Kupfe r  als 
essentielles S t r u k t u r e l e m e n t  en tha l t ende  Sauerstoff-  
Transferasen oxyd ie ren  a romat i sche  o -Dihydroxyverb in -  
dungen  un te r  R ingspa t tung  und  E inbau  be ider  Sauerstoff-  
a tome  des Oz-Molekiils in das  Subst ra t .  Als pr im~re  
Reakt ionss tufe  wird hierbei  die Bi ldung eines Perferryl -  
Komplex ions  (Z)Fe l+ .  O~ ~ oder  eines b inuktearen  Kom-  
plexes (Z)Fe 2+ • O~ • Fe2+(Z) angesehen ~. Von den kupfer-  
ha l t igen  E n z y m e n  sei hier  e rw~hnt :  Monophenoloxydase ,  
eine Hydroxy lase ,  die nu t  ein Sauers tof fa tom des O~- 
Molekiils in das Subs t ra t  e inbau t  und z.B.  3 ,4-Dimethyl -  
phenol  zu 4, 5 -Dimethy lbrenzca tech in  oxyd ie r t  a. Gestf i tz t  
auf die Resu l t a t e  kinet ischer  Un te r suchungen  wird in 
diesem Fal l  als reak t ive  Zwischenstufe ein Percupry l -  
Ko m p lex ion  (Z)Cu + .  O~ bzw. dessen binukleares  Ana-  
logon (Z)Cu + ,  O~, Cu+(Z) pos tu l ie r t  5. Ahnl iehe S t ruk-  
turen  liegen ve rmut l i ch  im O2-tibertragenden Hi tmocyan in  
vor,  das in Mollusken und Ar th ropoden  gefunden wird L 

Wi th renddem aber  im Falle  der  E i senenzyme  die Ex i -  
s tenz yon O2-Addukten  an e infachen Modellen b e w i e s e n  
worden  ist  7, muss  die Vors te l lung fiber die Bi ldung yon  
(Z)Cu +"  O~ bzw, (Z)Cu + • O~ • Cu+(Z) als pr imiirer  Reak-  
t ionsschr i t t  im E n z y m m e c h a n i s m u s  als recht  zweifelhaf t  
angesehen werden,  solange es "nicht gelungen ist, solche 
Verb indungen  im e infachen Modell  mi t  f iberbl ickbarer  
S t r u k t u r  nachzubi iden.  I n  der  vor t iegenden Mit te i lung 
wird  fiber den Nachweis  e iner  solchen ]?artikel in wiissriger 
LSsung ber ichte t .  

~¥ie i m m e r  die exak te  Reakt ionsfo lge  im Mechanismus  
einer  Kupfe renzym-ka t a ly s i e r t en  O x y d a t i o n  aussehen 
mag,  in i rgendeiner  Phase  muss  ve rmu t l i ch  das O~-Motekfil 
in d i rekten  K o n t a k t  m i t  der reduzier ten  Stufe  (Z)Cu + 
t re ten  und diese m e h r  oder  weniger  rasch zu (Z)Cu ~+ auf- 
oxydierena.  Aus dieser ~3berlegung heraus haben  wi t  es 
un t e rnommen ,  die Reak t iv i tAt  versch iedener  K o m p l e x e  
(X)Cu + gegenfiber O~ sys temat i sch  zu un te rsuchen  ~. 

Die Oxyda t ion  zu (X)Cu ~+ kann z. B. nach (1) erfolgen, 
wobei  ve rmu t l i ch  nach  Pro ton ie rung  das Rad ika l  HOa 
eine wei tere  Par t ike l  (X)Cu + oxyd ie r t  und so sukzessive 

(X)Cu+ + O ~ - ~  (X)Cu ~+ + O~- (~) 

in 1 -Elek t ronenschr i t t en  zu H~O~, OH und schl iessl ich zu 
HzO reduzier t  wird. Der  erste Reak t ionsschr i t t  kann  aber  
un te r  Auslassung der  energet isch ungi ins t igen Radika l -  
s tufe HOz aueh in einer  2 -E lek t ronenoxyda t ion  (2) beste-  
hen  ~°. U n t e r  Annahme  des Mechanismus (1) e rmi t t e l t en  

2 (X)Cu+ + O~ + 2 H+ - -~  2 (X)Cu ~+ + H~O~ (2) 

wi t  in L6sungen,  in denen  haupts~chi ich Cu(NH~)~+ vor-  
t iegt  n,  fiir die Geschwindigke i t skons tan te  der  bimole-  
kularen  U m s e t z u n g  die Gr6ssenordnung 10~- i0 '  Mol-~Lt  
M i n - h  Die d i rek t  spek t ropho tomet r i sch  zu messende Ge- 
schwindigkei t  d[(X)Cu~+~/dt ist  unabhAngig yon  der  
[Cu*+]. Es  folgt  daraus,  dass die Rf ickreak t ion  von  (1) 
offenbar  vernachli~ssigbar klein ist  gegentiber den  Ge- 
schwindigkei ten der  Folgereak t ionen  yon O~- bzw. HO, .  

Der  Zusatz mehrzi ihniger  Komplexb i ldne r  wie Di-  
~ thy len t r i amin  und T r ig thy l en t e t r amin  h a t  eine Be-  
schleunigung des E lek t ronenab tausches  (1) u m  ca. einen 

F a k t o r  10 zur Folge.  I n  der  gleichen Gr6ssenordnung liegt 
die Geschwindigkei t  der  U m s e t z u n g  yon  Kupfer ( I ) -  
~ thy l end i amin t e t r aace t a t  mi t  O,. Es  ist interessant ,  die in 
diesen Model lversuchen e rmi t t e l t e  Geschwindigkei t  der  
A u t o x y d a t i o n  yon CuI -Komplexen  mi t  der  Gesehwindig-  
kei t  einer  en tsprechenden  E n z y m r e a k t i o n  zu vergleichen.  
NA~A~URA gib t  fiir Reak t ion  (3) den VVert yon 2,8 • 10 ~ 
Mol-~Lt  Sek -x an  ~*. Dass spezielle Bindungsef fek te  die 

4 Lakkase  (Cu I) + O~ ~ 4 Lakkase  (Cu II) + 2 0  2- (3) 

A u t o x y d a t i o n  (1) so s ta rk  zu beschteunigen vermSgen ,  
ha l t en  wir  auf  Grund  unserer  Model lversuche ffir unwahr -  
scheinlich. Es  muss  daher  fiir die E n z y m r e a k t i o n  ein t o t a l  
anderer  Mechanismus a n g e n o m m e n  werden.  Theore t i sch  
denkba r  und energet isch gfinstig w~re eine Reak t ion ,  in 
der  in e inem 4-Elek t ronenschr i t t  g le ichzei t ig  4 durch  den 
Pro te in te i l  r i tumlich gtinstig f ixier te  (Z)Cu+-Gruppen oxy-  
d ier t  werden.  

Mit  einigen Liganden  X fanden wir  einen v611ig unerwar-  
teten,  aber  im Hinbl ick  auf  den Chemismus yon Sauerstoff-  
Transferasen in teressanten  Reak t ionsve r l au f :  

(a) Amide  v o m  Typus  H ~ N - C H 2 - C O - N H R  ver lang-  
samen den E l ek t ronenab t ausch  (1) erheblich. Sie b i lden 
m i t  Cu 2+ Chelate yon der  S t r u k t u r  I, in denen aus der  
Amidgruppe  ein H + freigesetzt  wird. Der  re ta rd ie rende  
E f f ek t  muss der  L i g a n d e n g r u p p e - N ( R ) -  zugeschrieben 
werden.  

,,. R" ~H z f.NH~ 
.J. "'cu++ . . ~  ....... .Cu++ 

I I[ 

(b) In  Gegenwar t  yon  His t idy lh i s t id in  als Komplex -  
bi ldner  X f indet  f iberhaupt  keine A u t o x y d a t i o n  zum ent-  
sprechenden Cu l I -Komplex  star t ,  sondern  der  Komplex -  
bi ldner  wird un te r  Aufspa l tung  des Imidazol r ings  oxy-  
diert .  Das Oa-Molekfil wird somi t  n icht  durch  E lek t ronen-  
t ransfer reakt ionen  zu H , O  reduzier t ,  sondern ve rmu t l i ch  
un te r  E inbau  yon  Sauer s to f i a tomen  zur O x y d a t i o n  des 
L iganden  verwendet .  His t idy lh i s t id in  bi ldet  mi t  Cu ~+ 
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Chelate yon der Struktur  I I  xs, in der wiederum Liganden- 
gruppen -N (R)-  vorliegen, die fiir den v611ig andersartigen 
Reaktionsverlauf verantwort l ich sein dtirften. 

(c) Cystein (RSH) wird dutch Cu =+ fiber eine Radikal- 
zwischenstufe zu Cystin oxydiert.  Bei der Reaktion ~iqui- 
valenter Mengen entsteht  eine violet tbraune Partikel, 
der wir die Struktur  eines Radikalkomplexes V zuschrei- 
ben (5). Im 0berschuss an Cystein finder eine Verdr~Ln- 
gung des Radikalliganden RS durch die st~irkere Base 
R S -  start, wobei unter Dimerisierung des Radikals RS 
Cystin gebildet wird (6). Die Stabilitiit des farblosen Cu I- 
Komplexes n I  ist von KOLTHOFF ZU Ca. 1019 bes t immt 
worden 14. 

Cu 2+ + RSH ~ (RS)Cu + + H+ (5) 

2 (RS)Cu + + 2 RS---~ 2 (RS-)Cu + + RSSR (6) 

.... .... - OOC _NH2 -OOC .NH z -DOG. .NH2 

- - S  ~'" - - S  z '  - - S "  
]~ qV V 

finder unter EntfArbung Oxydation zur Cun-Stufe start, 
und unter Dimerisierung yon RS entsteht  schliesslich 
Cystin. 

In dcr Reaktionsfolge I I I  --~ I V - - ~  V ist bemerkens- 
wert, dass spezifische Bindungseffekte in I I I ,  durch die 
Ligandengruppe R S -  hervorgerufen, das MetaIlion Cu+ 
zur reversiblen Addition von O 2 befAhigen. Die Vermu- 
tung, wonach im HAmocyanin das Metall fiber eine SH- 
Gruppe an das Protein gebunden ist 1,, wird somit durch 
die vorliegenden Resultate best~tigt17. 

Summary. The react ivi ty  of copper(I)-complexes to- 
wards molecular oxygen in relation to some copper con- 
taining enzymes has been studied. The oxydat ion of 
simple amine-complexes proceeds a t  a rate  of about  
10a-10 4 Mol- lLt  Min-L Replacing the amine by  amides 
and peptides has a strong retarding effect, A copper(I)- 
cysteine complex exhibits the interesting proper ty  of add- 
ing O 2 reversibly. 

L. GRAF und S. FALLAB 

Wird eine farblose L6sung yon I I I  mit  Luff gespfilt, so 
entsteht nach kurzer Zeit ein gelbbraunes Addukt  IV is. 
Die Bildungsreaktion (7) muss reversibel sein, denn Ein- 
leiten von N 2 oder Zugabe yon CN-  bewirkt partielle En t -  
fArbung der L6sung, somit Verschiebung des Gleich- 
gewichts (7) nach links, Addukt  IV ist aber sehr unbestfin- 
dig und wird nach wenigen Minuten in irreversibler Weise 

(RS-)Cu+ + O, ~ -  (RS-)Cu+ • O~ (7) 

zum violettbraunen Radikalkomplex V oxydiert. Aber 
auch V ist unstabil. Beim 1Angeren Einwirken yon O, 
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PRO EXPERIMENTIS 

The Direct Conversion of Wood Charcoal to 
Lithium Carbide in the Product ion of 

Acetylene for Radiocarbon Dating 

Most laboratories engaged in radiocarbon dating use gas 
proportional counters filled with pure carbon dioxide, 
acetylene, or methane. The advantage of acetylene lies in 
the fact tha t  i t  contains two carbon atoms per gas mole- 
cule and thus introduces twice as much radiocarbon into 
the counter for a given filling pressure. In addition, 
acetylene has good counting characteristics and is less 
sensitive to impurities than carbon dioxide. Moreover, 
the preparation procedure can be arranged so as auto- 
matically to eliminate any radon present in the sample. 
The disadvantage of acetylene arises from the fact tha t  
the sample preparation takes somewhat longer than it 
does in the case of, for instance, carbon dioxide. 

Two completely different methods have so far been 
used for preparing acetylene for radiocarbon dating. The 
one method, of BARKER t, involves the combustion of the 
sample to carbon dioxide, the reaction of the carbon 
dioxide with lithium, the conversion of the li thium car- 
bide to acetylene by addition of water, and the purifica- 
tion of the sample by passing it  in turn over potassium 
hydroxide solution and phosphoric acid. 

The other method, of SUESS ~, involves the combustion 
of the sample to carbon dioxide, the conversion of the car- 

bon dioxide to strontium carbonate, the reduction of the 
strontium carbonate to s t ront ium carbide with excess 
magnesium, the conversion of the s tront ium carbide to 
acetylene, and the purification of the sample by passing 
it over cooled charcoal. 

I t  is obvious tha t  any method of shortening the sample 
preparation would make acetylene a much more at trac- 
t ive proposition as a counting gas for radiocarbon dating. 
With  this end in view we have successfully developed a 
new method of preparing acetylene from wood charcoal. 

Laboratories engaged largely on archaeological work, 
such as our own, deal predominantly with charcoal 
samples and there appears to be no reason why such sam- 
ples should not be reacted directly with li thium to form 
li thium carbide, thus avoiding the necessity for the initial 
combustion. 

I t  has long been known that  graphite will react directly 
with lithium, to form lithium carbide, at red heat  3. We 
have accordingly reacted samples of dry wood charcoal, 
as supplied to us by archaeologists and pretreated in the 
usual manner, containing 6 g of carbon with excess li- 
th ium (141/~ g) by heating under vacuum at  about  800°C 
in a steel furnace. Some gas is evolved during the reaction 
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and Theoretical Chemistry (1956), vol. V, p. 847. 


