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SUMMARY 

Oxidation of tyrosine and tyrosine-containing peptides or proteins 
by mushroom polyphenoloxidase 

I. Oxidation of tyrosine and tyrosine-containing pep~ides in 
the presence of ascorbic acid 

The earlier steps of the oxidation of L-tyrosine and of tyrosine-containing peptides 
by mushroom polyphenoloxidase in the presence of ascorbic acid have been studied 
by chromatographic analysis. DOPA-quinone formation is an univocal obligatory 
step of the reaction. DOPA~luinone residues are stabilized when included in 'a 
peptide chain. The conditions of the quantitative transformation of several mono- 
phenolic substrates of the enzyme into their o-diphenolic deriva{ives are described. 
The presence of a non-indolic compound, which is an immediate oxidation product 
of DOPA-quinone, has been demonstrated in the oxidation medium of tyrosine. It is 
likely the first compound of the sequence of reactions leading to the formation of 
melanins. 

INTRODUCTION 

L'hydroxylat ion du cycle phdnolique de la tyrosine peut ~tre rdalisde (a) par des 
syst~mes chimiques tels que le rdactif de FENTON 1,z OU le syst~me ascorbate-ions 
mdtalliques-Oz (voir rdfs. 3-7), (b) par'  des agents physiques,. ,~ rayons ultraviolets s, 
rayons X 9 et (c) par des syst~mes enzymatiques tels que les p6lyphdnoloxydases ou 
la peroxydase de raifort 1° en prdsence d 'hydroxyfumarate  n. Certains rdalisent sim- 
plement l 'oxydation de Tyr  en DOPA mais avec un faible rendement (systbanes 

Abrrviations: Tyr, L-tyrosine; DOPA, 3,4-dihydroxy-L-phrnylalanine; DPQ, DOPA-qui- 
none; GT, glycyl-L-tyrosine; LT, L-leucyl-L-tyrosine; GTEE, glycyl-L-tyrosine-dthylester; LTEE, 
L-leucyl-L-tyrosine-dthylester; Thy, DL-thyronine; 3'-OH-Thy, 3"-hydroxy-DL-thyronine; AHI, 
acide L-ascorbique; PPO, po!yphrnoloxydase. 
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chimiques) alors que les syst6mes enzymatiques d6passent ce stade et conduisent 5. 
la formation de produits d'oxydation de la DOPA se polymfrisant en m61anines (PPO). 

L'oxydation par la PPO, que l'on peut obtenir ~ un haut degr6 de puret612, la, 
permet seule d'obtenir une oxydation totale du substrat. L'enchalnement chrono- 
logique des corps form6s au cours de l 'oxydation de la tyrosine serait, selon 
R A P E R  14-16 : 

T y r  ---+ D O P A  ---> D P Q  ~ P i g m e n t s  indol iques  --> M61anines (i) 

alors que pour KERTESZ 17 la DOPA seule serait substrat de l'enzyme, la DPQ form~.e 
6tant l'agent de l 'oxydation non enzymatique de la tyrosine, selon le sch6ma: 

T y r  Non enzymatique PPO D O P A  > D P Q  (2) 

L'unicit4 de l'6tape finale a 6t6 confirm6e par le fait qu'il est possible d'oxyder 
quantitativement Tyr, DOPA et tyramine en m61anines 18. La rdalit6 des autres 
6tapes a 6t6 largement discut6e dans des revues r6centes ~9-21. Toutefois, il a 6t6 
6tabli de fagon k peu pros certaine qu'entre la DPQ et les m61anines, toutes les fitapes 
peuvent ~tre gouvernfies uniquement par des m6canismes autocatalytiques19, ~2. 
L'action propre de l 'enzyme sur la tyrosine pourrait doric se r6sumer k sa transfor- 
mation en DPQ. L'existence de DOPA dans les milieux d'oxydation a 6t6 d6montr~e 
en utilisant la r~action d'ARNOW 16,33; celle de DPQ se heurte £ des diffieult~s tenant 
k son instabilit6 (demi-vie: o.0 7 sec 24) et k sa transformation rapide, par des m6ca- 
nismes non enzymatiques. Ceci rend difficile sa d6tection, m~me apr~s inhibition de 
l'enzyme. Des arguments spectrophotom6triques ont cependant 6t6 apport6g en 
faveur de la presence de DPQ dans les milieux d'oxydation de tyrosine 25 ou de pep- 
tides de tyrosine 26 par la PPO. I1 parait donc ~tabli que la voie Tyr  ---> DPQ, dont 
le m6canisme est pour nous interpr6t~ par l'6quation 2, est emprunt6e au cours de 
l 'oxydation par l'enzyme. Par contre l'unicit6 de cette voie, selon les substrats utilis6s, 
n'a pas 6t6 d6montr6e exp6rimentalement. L'int6r8t d'une telle d~monstration, en 
ce qui concerne le m~canisme d'action de l'enzyme, est 6vident. Le pr6sent travail, 
bas6 sur la propri6t6 que poss~de l'acide ascorbique lorsqu'il est en exc~s dans le 
milieu d'incubation, de bloquer la m61anog6n~se au stade DPQ par r6duction con- 
tinuelle en DOPA de la DPQ form~e au cours de la r~action enzymatique, apporte 
des preuves chimiques directes .en faveur de cette unicit6. I1 permet 6galement 
l'interpr~tation, des r6sultats de l 'oxydation des restes de tyrosine de certaines pro- 
t6ines par la PPO, qui seront d6crits dans l'article suivant. • 

MATI~RIEL ET MI~THODES 
Produits chimiques 

Tyr, DOPA, LT, GT et AH,  provenaient de Hoffmann-La Roche (Bale). LTEE 
et GTEE ont 6t6 obtenus' selon la m6thode classique de FISCHER. TOUS les autres 
produits 6talent de la meilleure qualit6 analytique. L'eau utilis6e 6tait d6sionisde 
puis bidistiU6e dans un appareil enti~rement en Pyrex. La [14Cltyrosine (9 mC/mmole) 
provenait de Radiochemical Center Amersham (Angleterre). 

Enzyme 
La polyph6noloxydase de champignon nous a ~t~ foumie par D. KERTESZ ET 

R. Z]TO qui Font obtenue selon ]a m6thode de purification qu'ils ont d6crite ~3. 
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La solution contenait 13 mg de prot~ine/ml et poss6dait pkr ml une activit6 sp6cifique 
de 57500 Unit6s HOGEBOOM-ADAMS 17, d~termin6e en utilisant la DOPA comme sub- 
strat ou de 87750 Unit6s spectrophotom~triques* (soit 6750 US/rag). Elle 6tait 
homog~ne ~ l'61ectrophor~se et h l'ultracentrifugation. L'inactivation de l'enzyme 
a 6t6 obtenue, de fa~on instantan6e par acidification du milieu (HC1, concentration 
finale o.o5 N) ou, apr~s un d61ai de quelques secondes par addition de HCN (concen- 
tration finale o.oi M) (voir r6f. 28). 

Dosages 

Ceux de DOPA et Tyr  ont 6t6 r~alis6s: 
(a) par chromatographie sur papier selon MORTREUIL ET KHOUVlNE 29 OU par 

estimation visueUe de la surface et de la coloration des taches obtenues avec la ninhy- 
drine en prenant comme r6f~rence une gamme 6talon r6alis6e sur la m~me feuille. 

(b) Apr~s s6paration sur Dowex-5o selon ROLLAND, LASRY ET LISSITZKY 8°. 
L'acide ascorbique a 6t6 dos6 selon EL BAYOUMI ET FR1EDEN 31 par mesure de 

l'absorption a 265 mtz. 

Chromatographie sur papier Whatman No. r 

Solvants: n-butanol-acide acAtique-eau (78: 5:17) et m6thyl6thylc6tone-acide 
ac6tique-eau (75: 25: 30). R6v~lation pa r  la ninhydrine (o.25 % clans l'ac6tone) suivie 
ou non de stabilisation de la coloration au nitrate de cuivre, le r6actif d'ARNow ou 
le nitrate d'argent ammoniacal 3°. Les autoradiogrammes ont 6t6 obtenus avec des 
films sans 6cran (Kodak Kodirex). 

Conditions exp~rimentales des oxydations par la PPO en pr~seme d'acide ascorbique 

Les milieux d'incubation avaient en g~n6rM la composition suivante: substrat 
(Tyr, GT, LT, GTEE, LTEE, Thy): i ml de solution 2.25. Io-3 M; AH 2 (dont la 
solution a 6t6 amen6e ~ un pH voisin de la neutralit6) : IO k 40 moles]mole de substrat ; 
PPO: 0.o04 k 0.02o ml, pour un volume total de 4 ml. Agitation douce continuelle 
des tubes k 20 °. Au d~but de l'exp~rience et toutes les 1.5 min, une parti.e aliquote 
de l'incubat est dilu6e (IOO k 450 lois) et son absorption est lue a 265 mt~ (Beckman 
DU) aussi rapidement que possible pour doser la quantit6 de AH,  pr6sent dans le 
milieu. De plus, k des intervalles de temps d6termin6s, et apr~s inhibition de l'enzyme, 
la composition des milieux est 6tudi~e par chromatographie sur papier. 

Toutes les donn6es pr6sent6es sont la moyenne des r6sultats obtenus au cours 
de plusieurs s6ries d'exp6riences. 

CONDUITE DES EXPI~RIENCES ET R]~SULTATS 

In/tuence de AH~ sur la composition des milieux au cours de l'oxydation de Tyr et de 
peptides la contenant 

L'oxydation d'un monoph6nol ou d'un o-diph~nol par la PPO s'accompagne plus 
ou moins rapidement, selon sa nature, de l'apparition dans le milieu d'incubation 

* D6termination effectu~e selon la m6thode propos~e par les Laboratoires Worthington 
(Worthington Enzymes, descriptive manual No. 9, 1957, p. 36) qui donne pour unit6 enzymatique 
(U.S.), la quantit6 d'enzyme provoquant une augmentation de la densit6 optique ~. 280 m/* de  
o.0oi par rain, darts des conditions op6ratoires d6finies (pH 6.5 en tampon phosphate o.r6 M, 
volume final 3 ml, temp6rature 2o °) en utilisant ]a L-tyr.osine (i.  in -3 M) comme substrat. 
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d'une coloration jaune-orang6e ou rose, puis orang6e ou rouge, due k la formation 
de pigments. Quand la fonction - N H  2 de Tyr  est incluse dans une liaison peptidique, 
la couleur initiale est jaune, puis vire ~ l'orang6, ce qui paratt traduire une 
accumulation temporaire de la forme o-quinone, par impossibilit6 de cyclisation de 
la chatne lat~rale. 

Dans le cas de l 'oxydation en pr6sence de AH 2, le milieu reste incolore pendant 
un temps variable, qui est fonction du rapport moles AHJmole  substrat et de la 
quantit~ d'enzyme utilis6e, puis se teinte en jaune-paille. Cette coloration augmente 

I A  113 

Fig. i A. Au to rad iog raph ie  d ' u n  c h r o m a t o g r a m m e  m o n t r a n t  la  compos i t i on  du  mil ieu d ' i n c u b a t i o n  
au  cours  de l ' o x y d a t i o n  pa r  la p o l y p h 6 n o l o x y d a s e  (o.oio ml /ml  de  subs t r a t )  d ' u n e  so lu t ion  
a q u e u s e  de L- tyros ine  supp l6men t6e  en  [14C]tyrosine g6n6ra lement  m a r q u 6 e  Iconcen t ra t ion  finale: 
2.25" IO - s  M e t  I ~uC). I, en  l ' absence  d ' ac ide  ascorbique ,  aprbs 4 m i n  d ' i n c u b a t i o n ;  2 A 5, en  
pr6sence  de  2o moles  d ' ac ide  ascorb ique /mole  de  s u b s t r a t ;  2, apr~s 4 m i n  d ' i n c u b a t i o n  (milieu 
incolore~ ; 3, apr6s  7 m i n  d ' i n c u b a t i o n  (d6but  de la co lora t ion  jaune)  ; 4, apr~s 8 m i n  d ' i n c u b a t i o n ;  
5, ap rSs  IO m i n  d ' i ncuba t ion .  C h r o m a t o g r a p h i e  en  n - b u t a n o ! - a e i d e  ae6 t i que -eau  (78:5:  I7) pen-  
d a n t  24 h;  t e m p s  d ' expos i t i on :  3 jours.  B, MSme experience,  ma i s  r6v61ation pa r  la n inhydr ine .  
I nh ib i t i on  pa r  K C N  aprbs 12 m i n  pour  l ' i n cuba t i on  en  l ' absence  d ' ac ide  ascorb ique  (Tyr) et  apr~s 
6 m i n  pou r  celle en  pr6sence de 20 moles  d ' ac ide  ascorb ique /mole  de ty ros ine  (Tyr  + AH2). 
T = tdmoins .  La  t ache  de  R v  sup6r ieur  ~ celui de  la ty ros ine  cor respond  g l 'ac ide ascorb ique  
r6siduel  (AH,).  C h r o m a t o g r a p h i e  en  n - b u t a n o l - a c i d e  ae6 t ique -eau  p e n d a n t  48 h. La  l igne en  ba s  

des f igures cor respond  A la zone de d6pot  des  m61anges analys6s .  
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progressivement en intensit~ puis vire assez brusquement k l'orang4 ou au rouge 
apr~s une br~ve phase jaune d'or. 

Pendant la phase incolore de l 'oxydation de Tyr  en presence de AH~, les se,ls 
,compos~s d~tectables par chromatographie sont Tyr  et DOPA (Fig. I). 

L'identification de la DOPA a 4t4 r4alis4e par chromatographie bidimensionnelle 
sur papier suivie des r~ac~ions color6es d6crites pr~c4demment et son dosage apr6s 
s4paration sur Dowex-5o selon ROLLA~/D et al. 8°. La somme I)QPA (ramen~e en 
4quivalent de Tyr) q- Tyr  restante (lorsqu'il en reste) 4quivaut k,95 a xoo % de la 
T y r  initialement pr~sente. Quelques instants (5 a 2o sec) avant le Virage au jaune 
du  milieu, apparait un compos~ (X) de RF interrn4diaire entre o et. celui de la DOPA 
en butanol ac~tique, color~ en violet par la ninhydrine, donnant la r~action d'ARNow 
et  ~ r~duisant ie nitrate d'argent arnmoniacal. Son taux" at~gmente pendant  que la 
c~uleur jaune se developpe. I1 diminue maJs ne disparatt pas compl~tement par 
addition d'une nouvelle quantit4 de AH= alors que la coloration du milieu n'est pas 
influenc4e. (Un compos4 pr~sentant un RF et des r4actions color4es identiques a 
,~galement ~t4 mis en ~vidence au cours des oxydations de Tyr  par la PPO en l'absence 
de AH~.) Presque simultan4ment apparatt une tache Y, de RF o, superposable tt la 
tache de pigments rencontrde dans les incubations en l'absence de r4ducteur. L'utili- 
sation de ~14C]tyrosine permet d'affirmer que X et Y sont bien des d~riv~s de la 
T y r  (Fig. I). La diminution du taux de Tyr  va d'ailleurs de pair avec l 'augmentation 
de ceux de DOPA, X et Y. Au moment du virage au jaune du milieu, la majorit~ 
de AH~ initial est encore pr~sente (voir ci-dessous), tandis que l 'apparition de la 
coloration ult~rieure orang~e ou rouge correspond k la consommation de la totalit4 
de AH= initialement present. 

Les m~mes observations ont ~t~ faites avec Thy, GT; LT, GTEE et LTEE. Dans 
le cas de l 'oxydation de DOPA en presence de AH=, la quantit~ initiale mise en oeuvre 
ne ,¢arie pas pendant la phase incolore. Le seul ph4nom~ne observ4 est la consomrna- 
tion de AH~, ce qui permet de conclure ~ un stade o-quinonique au cours de l 'oxydation 
de DOPA par PPO. 

Facteurs inl~uengant l'apparition de la coloration jaune 

Elle apparaR d 'autant  plus rapidement (a) que la quantit6 d'enzyme mise en 
oeuvre est plus grande (Fig. 2), (b) que l'on est plus pros des conditions optimum de 
pH et de temp6rature. 

L'influence de quantit6s variables de AH 2 sur le temps d'apparition de la couleur 
jaune est illustr6e par la Fig. 3. 

Dans le eas des substrats monoph6noliques, on voit qu'au-del~ d'environ 2o moles 
AH2/mole substrat une augmentation de la quantit6 de r6dueteur ne recule pas 
sensiblement son temps d'apparition. Cette coloration apparait plus tardivement pour 
les peptides de Tyr  que pour Tyr  et plus rapidement pour Thy. Son apparition est 
donc en rapport avee l'oxydabilit6 des substrats par la PPO. 

Dans le eas de la DOPA, on a une droite. 

Influence de la quantit~ de A H  2 sur la transformation Tyr ~ DPQ 

La Fig. 4 montre que l 'oxydation de Tyr  en DOPA (done en DPQ) est d 'autant  
plus rapide que la concentration en AH 2 est plus grande. 
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r i t ion  de la co lora t ion  jaune.  Les mi l ieux  
con tena i en t  i ml  de solut ion aqueuse  de sub- 
s t r a t  (2.25-IO -~ M) et  les quan t i t~ s  d ' e a z y m e  
indiqu6es en abscisse. A g i t a t i o n  manue l l e  con- 

t i nue  ~ 2o °. 

o ~ 

o ~ -6 
u 

_o 
O 
g 

g 
o 

,O 

~s! I / 
rDOPA / 

t y r ,  

/ ~ ) t h y  

[ S 

I0 20 30 40 50 
ac. ascorbique (moles/mole 3ubstrat) 
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Fig. 4- Inf luence de la  q u a n t i t 6  d ' ac ide  ascor- 
b ique  raise en oeuvre  sur  la  v i tesse  de t r ans -  
fo rmat ion  de la  t y ros ine  en DOPA-c~uinone. 
Les mi l i eux  con t ena i e n t  pa r  ml  de so lu t ion  
aqueuse  2. IO -3 M de L-tyrosine,  0.oo4 ml  de 
po lyph6no loxydase  et  les quan t i t 6 s  d ' ac ide  as- 
corbique  indiqu6es  en abscisse. Ag i t a t i on  ma- 
nuelle  con t inue  p e n d a n t  5 ra in  ~ 22 ° su iv ie  de 
l ' i nh ib i t ion  de l ' enzyme.  La  compos i t i on  des 
mi l ieux  a 6t6 6tudi6e pa r  c h r o m a t o g r a p h i c  sur 
pap ie r  et  les dosages de ty ros ine  (disparue) e t  
de  D O P A  (apparue) r6alis6s selon la  m6thode  
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Fig. 5. Cin6t ique  de la d i spa r i t i on  de l 'acidc 
ascorb ique  au cours de l ' i n cuba t i on  d ' u n  mil ieu  
c o n t e n a n t :  i ml  ~le so lu t ion  aqueuse  de L-tyro- 
s ine (z.25' to -a M), 8 mg d 'ac ide  ascorb ique  
(2o moles /mole  de tyrosine) ,  o.o2o ml de poly-  
ph6no loxydase  et  de l ' eau  pour  compl6ter  

4 ml. I n c u b a t i o n  /~ 2o °. Aux t emps  indiqu6s  
en abscisse, d i lu t ion  25o fois d 'une  par t i e  
a l iquo te  du mil ieu et  mesure  de la densi t6  
op t i que  ~ 265 m/~ (voir texte) .  Ire t emps  ind iqu6  
par  la fl~che A correspond au v i rage  au j aune  
du mil ieu  e t  celui indiqu6 pa r  la fl6che B "X son 

vi rage au rose. 
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La Fig. 5 illustre la cin6tique de la disparition de AH 2 dans,le cas de l'oxydation 
de la tyrosine. 

Pendant la phase incolore, on a une droite (I) qui s'infl6chit au moment off le 
milieu vire au jaune pour donner une nouvelle droite (2) de pente plus faible. Cette 
derni~re s'infl6chit ~ nouveau quand AH 2 a presque disparu, en mSrne temps que 
le milieu vire b. l'orang6 ou au rose. 

La pente de la droite (I) est d'autant plus forte (Tableau I) que: (a) la quantit6 
d'enzyme raise en oeuvre est plus grande, (b) le substrat est plus oxydable et (c) la 
quantit6 de AH, est plus grande. 

Ces diff6rents facteurs sont 6galement ceux qui agissent sur la vitesse de formation 
de la DPQ dans le milieu. Ceci confirme que la vitesse de consommation de AH2 
est bien proportionnelle ~ la vitesse de formation de DPQ. 

D'autre part, la quantit6 de AH 2 restant dans le milieu au moment de l'apparition 
de la coloration jaune est proportionr~elle k la quantit6 de AH, mise en oeuvre 
,(Tableau II) et k celle de PPO (Tableau III), 

T A B L E A U  I 

VITESSE DE DISPARITION DE L'ACIDE ASCORBI~UE AU COURS DE 
L'OXYDATION DE DIFF'-RENTS SUBSTRATS 

Composition des tailie~* 
Vilesse de d~parilion 

Substrat ' Enzyme (ml) Moles A H2lmole de A HR** 
sv, Ostravl 

L - T y r o s i n e  O.OLO 20 I7.  5 
o .o2o 20 26.5 

L - T y r o s i n e  0 .020  20 17.0 
G l y c y l - t y r o s i n e  o .o2o 2o 15.o 
G l y c y l - t y r o s i n e - 6 t h y l e s t e r  o .o2o 20 14.o 

O.OLO i o  15. 5 
L - T y r o s i n e  o. o i o 2 o 17.5 

o.0IO 3 ° 19.o 

* "I'Is eontenaient, dans un volume de 4 m l :  I m l  de  s u b s t r a t  (2.25 • IO - s  M ) ,  les q u a n t i t ~ s  d ' e n z y m e  
~ndiqu6es et les quantit6s de A H  2 d6f in ies  p a r  les  r a p p o r t s  m o l e s  A H ~ / m o l e  s u b s t r a t  d o n n 6 s  
c l ans  le t a b l e a u .  T e m p 6 r a t u r e  2o° ;  p H  c o m p r i s ,  se lon  les  g r o u p e s  d ' e x p 6 r i e n c e s ,  e n t r e  6. 4 e t  6.8. 

** E x p r i m 6 e  p a r  l a  pente de l a  d r o i t e  (a) (vo i r  F ig .  5):  d i m i n u t i o n  en  u n i t 6 s  o p t i q u e s / m i n  
de  l'absorption du m i l i e u  h 265 m p  (vo i r  texte). 

T A B L E A U  I I  

INFLUENCE DE LA QUANTIT]~ D'ACIDE ASCORBI~UE MISE EN OEUVRE SUR 
~A QUANTIT]~ D'ACIDE ASCORBI~UE CONSOMM]~ AU MOMENT DE L'APPARITION DE 

LA COLORATION JAUNE DANS L'OXYDATION DE LA L-TYROSINE 

Acid* ascorbiaue* A cide ascerbique consommd au moment 
de la coloration du milieu 

A ci.~e ascorbique restant au moment 
de la coloration du milieu 

En moles A H ~ par En milligrammes En pour cent de En pgurcent de 
mole substrat AH2 initial En milligrammes AH~ inttial En milligrammes 

1o 4.0 5~ 2.o So 2.o 
20 8.0 36 2.9 6~ 5.1 
3 ° 12.o 32 3.8 68 8.2 

* Les  m i l i e u x  conte~. .aient :  i m l  de  s o l u t i o n  de  T y r  2 .25"  IO -3 M,  O.OLO m l  de  P P O  e t  les  
quantit6s de A H  2 ind iqu6es ,  dans un v o l u m e  c o m p l 6 t 6  ~. 4 .mi avec de l ' e au .  T e m p e r a t u r e  2o° ;  
p H  6.~. 
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T A B L E A U  l l I  

INFLUENCE DE LA ~UANTITE DE P P O  MISE EN OEUVRE SUR 
LA QUANTITE D'ACIDE ASCORBIQUE CONSOMMe" AU MOMENT DE L'APPARITION DE 

LA COLORATION JAUNE (OXYDATION DE TYR) 

Composition des milieux" Acide ascorbique consomm~ au Acide ascorbique restant au moment 
moment de la coloration du milieu de ia coloration du milieu 

PPO (ml ) A H  2 (moles/mole En pour cent de En milligrammes En pour cent de 
de substrat) A H  2 (rag) AHt  initial " AH~ initial En milligrammes 

O.OLO i o  4 .0  50  2 .0  50  2 .0  
0 . 0 2 0  i o  4 .0  32 1.3 68 2 .7  
O.OLO 2o 8 .0  3 6  2 .9  64 5.1 
o . o 2 o  20 8 .0  26  2.1 74 5 .9  

* V o i r  l d g e n d e  d u  T a b l e a u  I I .  

T A B L E A U  I V  

INFLUENCE DE LA NATURE DU SUBSTRAT SUR LA ~UANTIT]~ D~ACIDE ASCORBIQUE 
CONSOMM~ AU MOMENT DE L'APPARITION DE LA COLORATION JAUNE 

Composition des milieux* 
A cide ascorbique consommi 
'au moment de la coloration 

du milieu 

A cide ascorbtque restant au 
moment de la coloration 

du milieu 

A H,  (moles/mole En pour cent de En En pour cent de En 
Slgbstrat de substrad) AH,  (rag) A H  s initial milligrammes A H ,  initial mitligrammes 

L - T y r o s i n e  i o  4 . 0  32 i .3 68  2 .7  
G l y c y l - t y r o s i n e  IO 4 .o  68  2 .7  32 1.3 
G l y c y l - t y r o s i n e - 6 t h y l e s t e r  i o  4 .0  70 2 .8  30  1.2 

* L e s  m i l i e u x  c o n t e n a i e n t :  I m l  d e  s o l u t i o n  d e  s u b s t r a t ,  2 . 2 5 .  lO -3  M ;  0 . 0 2 0  m l  d e  P P O  e t  
les  q u a n t i t 6 s  d ' A H  2 i n d i q u 6 e s ,  d a n s  u n  v o l u m e  f i n a l  d e  4 ml .  T e m p 6 r a t u r e  220 ;  p H  6.8 .  

Pour les peptides de tyrosine, on constate (Tableau IV) que la coloration jaune 
et l'inflexion de la courbe de disparition de AH 2 en fonction du temps apparaissent 
apr~s une consommation de AH 2 beaucoup plus 61evde que dans le cas de Tyr. 

Oxydation enzymatique quantitative d'un monoph~nol en o-diph~nol 
L'exp6rience a montr6 qu'en utilisant un exc6s de AH 3, on pouvait  agir sur la 

temp6rature et la quantit6 d'enzyme, de mani6re ~ avoir une vitesse mod6r6e de la 
formation de l'o-quinone. On se place pour cela assez loin de la temp6rature opt imum 
(20 °) et on op~re avec une qualrt.it6 d 'enzyme relativement faible. Si l 'on 6tudie la 
transformation Tyr  --~ DOPA et Thy - ~  3 ' -OH-Thy dans les conditions de la Fig. 2, 
en inhibant la r6action quelques secondes avant  l 'apparition de la coloration jaune, 
on volt que plus les quantit6s de PPO sont faibles, plus la formation de l'o-diphdnol 
est importante. Dans certaines conditions, i! est possible de r6aliser l 'oxydation totale 
du substrat  et sa transformation quanti tat ive en d6riv6 o-diph~nolique avant  l 'ap- 
parition de la coloration jaune. Cette transformation est plus facile k obtenir pour 
Thy et les peptides de Tyr  que pour la Tyr  libre. 

Les meilleurs r6sultats ont 6t6 obtenus dans les conditions suivantes: moles 
A H J m o l e  substrat  (3 ° ~. 5 ° pour Tyr, IO k 30 pour Thy et peptides de Tyr) ; unit6s 
HOGEBOOM-ADAMS de PPO/ml de solution 2.25" lO -3 M de substrat  (IOO k 15o pour 
Tyr  ou Thy;  250 k 500 pour peptides de Tyr); temp6rature 20°; pH, 6.5. 
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DISCUSSION 

Au cours des travaux ant~fieurs sur le r61e des agents r~ducteurs dans.les oxydations 
catalys~es par la PPO, deux compos~s ont ~t6 principalement utilis~s: le DPNH 24, 82, 33 
et l'acide ascorbique s3-4°. Les conclusions que l'on peut tirer de ces travaux sont 
que l'addition de AH,  au milieu d'incubation s'accompagne: (a) d'une tr~s forte 
diminution ou mSme d'une suppression du temps de latence pr~c~dant l 'oxydation 
des monoph~nols 33, 3s-~, (b) d'une transformation continuelle et instantan6e sS, ~ de 
l'o-quinone en diph6nol, qui s'accumule tant que AH 2 est pr6sent, (c) d'une augmen- 
tation de la vitesse initiale de disparition du monoph6nol qui peut ~tre due soit 
~t l'accumulation de l'o-diph6nol jouant le r61e d'activateur de l 'hydroxylation du 
monoph6nol (th6orie de l'o-quinone), soit £ une actiort propre sur l'enzyme, (d) 
d'une inactivation progressive du syst~me oxydant le monoph6nol, m6me en pr6sence 
d'un exc~s de r6ducteur 39,4°. 

Les r6sultats obtenus dans ce travail confirment ces propri6t6s. Lots du stade 
incolore de l 'oxydation de Tyr, de peptides la contenant et de DOPA, par la PPO 
en pr6sence de AH 2, tout se passe comme si l'o-quinone 6tait r6duite en DOPA au 
fur et k mesure de sa formation selon le sch6ma: 

Tyr 

DOPA A 

PPO non 
enzymatique 

DPQ AH,  

Sch6ma I 

ce qui explique la pr6sence de la seule DOPA (ou de peptides de DOPA) dans le 
milieu comme d6riv6s d'oxydation de la Tyr. Lorsqu'apparait la coloration iaune 
(le substrat pouvant ~tre k ce stade totalement ou incompl~tement consomm6), 
il existe dans le milieu d'autres compos6s (X et Y) provenant de l 'oxydation du sub- 
strat. Ces compos6s sont chromatographiquement identiques k ceux qui se forment 
au cours de l 'oxydation en l'absence de r6ducteur. Ceci permet de supposer qu'k ce 
stade de la r6action, une partie de AH 2 ayant 6t6 consomm6e et malgr6 que le pouvoir 
r6ducteur du milieu soit encore important, une fraction de la DPQ form6e 6volue 
vers des formes chimiques (X) dans lesquelles le degr6 d'oxydation est vraisembla- 
blement sup6rieur k celui de la DPQ, et vers la formation de pigments (Y). Le fait 
que l'action d'un r6ducteur ajout6 en cours d'incubation k un milieu d'oxydation de 
Tyr  par l 'enzyme se traduite par un v i r agede  sa coloration du rouge au jaune 
(retrouv6e dans la tache Y de RF = o), indique que la coloration jaune est proba- 
blement due soit aux d6fiv6s r6duits des pigments, soit k des combinaisons entre 
ceux-ci et le r6ducteur (ou certains de ses d6riv6s). Cette coloration jaune serait ainsi 
le t6moin de l'6volution de la r6action. 

Venant k l'appui de cette th~se, nous avons vu pr6c6demment que les facteurs 
qui influent sur la vitesse d'oxydation du substrat (temp6rature, pH, quantit6s 
d 'enzym~'~de  AH2), c'est k dire sur la vitesse de formation de la DPQ sont 6galement 
ceux qui gouvernent l'apparition de ]a couleur jaune dans le milieu et la vitesse de 
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consommation de AH 2 pendant la phase incolore. Ceci d6montre que, plus grande 
est la vitesse de formation de DPQ, plus grande est la quantit6 de AH e n6cessaire 
pour la r6duire en DOPA. Quand DPQ se forme trop rapidement et que AH 2 n'existe 
plus dans le milieu en quantit6 suffisante*, une partie seulement est r6duite, l 'autre 
6voluant vers la formation de pigments. On comprend donc que l 'apparition de la 
coloration jaune ne soit pas li6e ~ la consommation d 'une quantit6 d6termin6e de 
AH 2 (Tableaux II ,  I I I  et IV) puisqu'elle est gouvern6e par un 6quilibre entre la 
vitesse de formation de DPQ et la quantit6 d 'AH 2 encore pr6sente dans le milieu. 

L'acide ascorbique agit donc sur le syst6me PPO-monoph6nols-oxyg6ne en r~dui- 
sant l'o-quinone form6e, mais en mfime temps en augmentant  sa vitesse de formation. 
Pour d.es concentrations relat ivement 'faibles"* (entre 5 et 2o moles AH2/mole de 
substrat) l 'augmentation de la concentration en AH 2 dans le milieu a pour effet de 
retarder l 'apparition de la coloration jaune, mais au del~, l'effet activateur et l'effet 
r6ducteur se compensent et une augmentation de la concentration en AH 2 ne retarde 
pas sensiblement l 'apparition des pigments (Fig. 3). Dans le cas de l 'oxydation des 
o-diph6nols, le temps d'apparit ion de la coloration jaune augmente proportionnel- 
lement ~ la quantit6 d'AH~, ce qui indique que l'acide ascorbique n 'a  aucune influence 
sur la vitesse d 'oxydation des o-diph6nols. Ce r6sultat est en contradiction avec ceux 
obtenus par KRUEGER ~s. 

Les exp6riences d6crites prouvent par ailleurs la stabilisation des restes de DPQ 
form6s au cours de l 'oxydation des peptides de Tyr. Ceci fournit une explication au 
fair ~;onstat6 exp6rimentalement que la transformation des restes de Tyr  en restes 
de DOPA dans les peptides ou les prot6ines est plus facile k r6aliser que la trans- 
formation de Tyr  libre en DOPA. 

I1 a 6t6 6galement montr6 que l 'oxydation enzymatique de certains monoph6nols 
en pr6sence de AH 2 permet d 'obtenir quanti tat ivement l'o-diph6nol correspondant. 
Cette m6thode a 6t6 appliqu6e ~ l 'obtention de [14C~DOPA en, par tant  de [14ClTyr. 
Son utilit6 pour la prfparat ion de eompos6s o-diph6noliques de synth6se difficile, 
dont le monoph6nol correspondant est substrat  de l 'enzyme, sera d6velopp6e ult6- 
rieurement. 

La structure du corps X n 'a  pas 6t6 d6termin6e; il ne s'agit pas d'un compos6 
indolique (positivit6 de la r6action ~ la ninhydrine) mais vraisemblablement d'une 
forme dans laquelle le noyau benz6nique de la tyrosine est ~ un degr6 d 'oxydation 
plus 61ev6 que dans DOPA ' ou DPQ. 

Le pouvoir r6ducteur (nitrate d'argent) e t  surtout la positivit6 de la r6action 
d'ARNOW conduisent ~ penser que ce compos6 poss6de dans sa mol6cule au moins 
deux fonctions ph6nols en position ortho sur un cycle benz6nique. De plus, un raison- 
nement bas6 sur la valeur de son RF en butanol ac6tique permet de supposer qu'il 
s 'agit d 'un corps ayant  la structure d'une tr ihydroxyphfnylatanine:  si l 'on consid6re 
en effet les RF dans ce solvant de Phe (o.41), Tyr  (0.22}, et DOPA (o.io) on voit que 
leur valenr diminue lorsque I puis 2 fonctions ph6nols sont greff6es sur le noyau 

* D a n s  une  s6rie de t r a v a u x  don t  les r6su l t a t s  se ron t  publ i6s  u l t 6 r i eu r emen t  il a 6t4 vu  que 
5 a lo  moles  de AH 2 son t  n6cessaires pour  r6duire  en D O P A  i mole de D P Q  pr6sente  dans  le 
mil i6u d ' i ncuba t i on .  

** La  p l u p a r t  des a u t e u r s  . ayan t  6tudi6 Fac t ion  de AHz sur  l ' o x y d a t i o n  des ph6nols  pa r  la 
PPO u t i l i s a i en t  des q u a n t i t 6 s  tr6s faibles de r6duc teur  ( rappor t  moles  AH 2/mole s u b s t r a t  < i). Seuts 
NEUMANN et aL *° et  KERTESZ et al. aa ont  j u squ '~  pr6sent  employ6  des q u a n t i t 6 s  de AH 2 repr6sea-  
t a n t  en mola r i t6  finale dans  le mi l ieu  p lus ieurs  dizaiiaes de fois celle du subs t ra t .  

B i o c h i m .  B i o p h y s .  A c t a ,  56 (1962) 83--94 



OXYDATION DE LA TYROSINE PAR POLYPH]~NOLOXYDASE 93 

benz6nique de Phe, traduisant une augmentation de leur solubilit6 dans la phase 
aqueuse stationnaire, li6e k la pr6sence des - O H  ph6noliques. La fixation d'un 
troisi~me oxhydryle sur le cycle pourrait expliquer la valeur du Rp du compos6 X. 
Une telle structure, si elle est confirm6e, am~nerait k consid6rer de fa~on diff6rente 
certains stades de la m61anog6n~se, le compos6 X paraissant 6tre. chronologiquement 
le premier corps form6 k partir de DPQ. 

I1 est k noter enfin qu'un corps pr6sentant des caract~res chromatographiques 
identiques a 6t6 mis en 6vidence au cours de l 'oxydation de Tyr  et DOPA par le 
syst~me ascorbate-ions ferreux-oxyg~ne 5. Les caract~res du compos6 X permettent  
6galement de le rapprocher du d6riv6 trihydroxyl6 de la ph6nyl6thylamine carac- 
t6ris6 r6cemment par SENOH et al. 44 comm~ m6tabolite de la 3,4-dihydroxyph6nyl- 
~thylamine. 

R]~SUM]~ 

L'6tude chromatographique des premiers stades de l 'oxydation de la L-tyrosine et 
de peptides la contenant par la polyph6nol6xydase de champignon en pr6sence 
d'acide ascorbique, a montr~ que la formation de DOPA-quinone constituait une 
6tape obligatoire et univoque de la r6action. Les  r6sidus de DOPA-quinone sont 
stabilis6s lorsqu'ils sont inclus dans 'une chalne peptidique. Le~ conditions de ia 
transformation quantitative de divers, substrats fnonoph6noliques de l 'enzyme en 
leurs d6riv6s o-diph6noliques sont d~crites: Un compos6 non indolique d6rivant 
directement de l 'oxydation de la DOPA-quinone a 6t6 mis en 6vidence. I1 constitue 
vraisemblablement le  premier terme de la s6quence de r6actions conduisant k la 
formation de m61anines. 
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