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SUMMARY 

Demonstration o/the/ree radical o/catechol by photochemical or enzymic oxidation 

A spectrographic study of the oxidation of catechol showed that in a rigid medium 
(9 6o alcohol at ioo ° K), after brief exposure to intense irradiation with the wave- 
length absorbed in u.v. light, a transitional configuration existed, the properties of 
which were those of the corresponding free radical (semiquinone). 

The same observation can be made when catechol is exposed to the action of 
pure polyphenol oxidase of mushroom, under similar experimental conditions. 

INTRODUCTION 

L'oxydation des orthodiph6nols catalys6e par la polyph6noloxydase de Champignon 
conduit & la formation de compos6s de structure classiquement orthoquinonique dont 
l'~volution en milieu aqueux aboutit, par des m6canismes discut6s, ~ la formation 
de pigments de type m~lanique. La r6alit6 de l'existence des o-quinones correspon- 
dants ~t certains o-diph6nols (tels que le cat~chol et la 3,4-dihydroxyph~nylalanine) 
comme produits de leur d6shydrog6nation enzymatique n'a pu ~tre 6tablie qu'in- 
directement (6tant donn6 l'instabilit6 de ces corps en solution aqueuse) grace A des 
donn~es spectrophotom6triques ou par r~g6n6ration partielle d'o-diph~nol, ~ partir 
des milieux d'incubation suppl6ment6s en r6ducteurs (acide ascorbique, hydrosulfite 
de sodium). 

L'oxydation o-diph6nol-o-quinone implique un transport de deux ~lectrons vers 
le milieu solvant avec formation de deux protons. Or certains faits exp6rimentaux 
observ6s dans l 'oxydation du cat6chol par la polyph6noloxydase ou l 'oxyde d'argent 
ne paraissent interpr6tables que si l'on suppose un processus de transfert k un 
61ectron, c'est-~-dire la formation d'un radical PH.  (semi-quinone) entre l'o-diph6nol 
(PH,) et la quinone (P). En effet, FORSYTH ET QUESNEL 1 pu i s  BOUCHILLOUX ET 
LISSITZKY z ont montr~ que dans des conditions exp6fimentales tr~s vari~es (pH, force 
ionique, rapport enzyme/substrat) on pouvait mettre en 6vidence chromatographique- 
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merit, la formation intermddiaire des trois isom~res t6trahydroxyl6s du diphdnyle, 
compos6s eux-m~mes oxydables ult6rieurement par l'enzyme. La pr6sence de ces 
composds ne peut ~tre expliqu6e que par la dim6risation des formes de r6sonance 
du radical P H . .  

L'objet de ce travail est de rapporter les r6sultats obtenus dans la recherche 
exp6rimentale de cette configuration transitionnelle form6e soit par vole photo- 
chimique, soit par vole enzymatique. 

METHODE ET MATI~RIEL 

Les radiations 61ectromagn6tiques qu'absorbe s61ectivement un compos6 donnd sont 
le plus souvent caract6ristiques de celui-ci, et sont responsables de son spectre. Dans 
la majorit6 des cas, ces radiations provoquent une simple activation de la mol6cule 
et n'ont un int6r6t photochimique que dans la mesure oh leur multiplication est 
r6alis6e par l'utilisation d'arcs tr6s puissants. 

L'intensit6 de ces sources de lumi~re assure l'6ventuelle absorption cons6cutive 
de plusieurs quanta, mais la probabilit6 d'un tel processus est limit6e par la vie 
moyenne d'un 6tat excitd (IO-~-! o-s sec). Les transitions d'int6r6t photochimique 
demeurent de ce fait indiscernables, tant par cette base de temps que par leur 
caract~re "exceptionnel". 

Les t ravaux de LEwis 3, JABLONSKY* et KASHA ~ ont n6anmoins d6montr6 que 
les compos6s organiques non satur6s pouvaient donner des configurations m6tastables 
et parfois quasi-stables qu'il est possible &observer dans des conditions exp~ri- 
mentales que voici: 

Certains syst~mes de solvants, tels que le mdlange 6ther-alcool-pentane (2:5:5) 
ou l'alcool 6thylique k 96°, cong~lent sans cristalliser, ce qui autorise leur investigation 
spectrale aux basses temp6ratures ( +  IOO ° K). 

La rigidit6 de telles solutions permet d'am61iorer l'intensit6 de l'absorption 
lumineuse et att6nue certaines 6ventualit6s de d6sactivation: la proportion des 
transitions d'int6r6t photochimique s'accroit dans des proportions telles que l'exis- 
tence d'une configuration m6tastable ne peut alors passer inaper~ue. 

Elle est caract6ris6e par sa couleur, parfaitement stable $ basse temp6rature, 
mais disparaissant par r6chauffement. 

Nos recherches relatives aux configurations transitionneUes du cat6chol ont 6t6 
rdalisdes sur ces bases thdoriques et exp6rimentales. 

Ce compos6 pr6sente un spectre d'absorption caract6ris6, dans le domaine 
spectroscopiquement accessible, par une bande tr~s intense culminant $ 2800 A. Les 
radiations centr6es sur ce domaine provoquent une photo-oxydation de rendement 
m6diocre (pourvu que l'on s'adresse ~ des solutions aqueuses ou alcooliques pures 
et d6gaz6es) : on perqoit la coloration du d6riv6 quinonique et le spectre ultra-violet 
se transforme, la bande initiale s'6talant vers les courtes longueurs d'onde et le 
maximum s'att6nuant. 

Pour l '6tude des configurations transitionnelles on a choisi un syst~me solvant 
qui glace sans cristalliser et n'affecte donc pas la densit6 optique du milieu irradi6 
et spectrographi6: l'6thanol ~ 960 spectroscopiquement pur, Le cat6chol y est soluble 
aux concentrations propres k l'analyse spectrale (5. lO-4 a- I .  IO,-4M). 

La solution plac6e dans une euve de quartz k faces parall~les, est immerg6e dans 
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un bain d'azote liquide. Apr~s avoir effectu6 la d6termination spectrale* de ce milieu, 
on proc~de k des irradiations intenses au moyen d'un tube spiral6 & vapeur de mercure 
fonctionnant sous haute tension (IO watts de puissance lumineuse). Les temps d'ir- 
radiation s'6chelonnent entre 3 ° sec et 3 min. On r6alise alors une nouvelle d6termi- 
nation spectrale, puis on laisse la temp6rature s'6quilibrer avec ceUe du milieu ambiant 
(20 °) et l'on proc~de k l'enregistrement photographique du dernier spectre. 

Le cat6chol utilis6 a 6t6 purifi6 par deux recristallisations dans le benz~ne. 
La polyph6noloxydase de Champignon a 6t6 pr6par6e par KERTI~SZ ~ que nous 

remercions pour cette pr6paration. Elle est homog~ne ~ l'ultracentrifugation et 
l'61ectrophor~se. Son activit6 sp6cifique exprim6e selon HOGEBOOM ET AI)A~S ~ est de 
90,900 unit6s/ml (chaque ml contenant 13.3 mg de mati~re non dialysable). 

RISSULTATS 

(I) La cong61ation des solutions alcooliques, port6es k IOO ° K ~ l'aide d'un bain 
d'azote liquide, permet d'accroitre l'intensit6 du maximum d'absorption du spectre 
caract6ristique du cat6chol pur. 

La comparaison des spectres a et b de la Fig. I souligne la diff6rence qui affecte 
les intensit6s ~ 293 ° K et ~ IOO ° I~. 

(2) En m~me temps, elle r6vble la modification qui affecte le spectre du cat6chol 
ainsi pi6g6: en g6n6ral, les conditions qui pr6sident ~ l'enregistrement du spectre et 
qui sont invariables (temps de pose 30 sec dont 5 sec d'illumination ~ 1'aide d'un 
arc au cadmium destin6 & 6talonner les longueurs d'onde des clich6s) favorisent 
l'apparition d'un 6paulement situ6 sur le flanc de la bande orient6 vers les grandes 
longueurs d'onde. 

On a trac6 en pointill6 l'~volution que peut subir cet 6paulement en fonction 
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Fig. I. Spectres d ' absorp t ion  en lumi~re ul traviolet te  des d 
solutions de cat6chol (5" lO-4 ZI¢) dans l 'alcohol 5̀  96 °. a: 5. 

o 288 ° K. b:  ~. Ioo ° K (azote liquide), c: 5̀  I o o ° K  apr~s une 
irradiation de 3 ° sec. Ordonn6es:  unit6s arbitraires.  

Fig. 2. Spectres d ' absorp t ion  du cat6chol dans  l 'alcool 5̀  
96o (5" Io-4 ~V/). a : 5̀  288 ° K. b : 5, ioo  ° K apr~s 3 ° sec d'ir- 
radiation, c: 5̀  ~oo ° K apr~s 90 sec d ' irradiation, d: 5̀  288 ° 

K apr~s r6chauffement.  300 280 2~0 m~ 

• On a utilis6 un spect rographe Jobin-Yvon-Z61ande 5, opt ique de quartz ,  de 16 cm de dis- 
persion entre 23o0 et 4000 i .  L '6talonnage de la plaque pho tograph ique  a 6t6 effectu6 au moyen  
d 'un  grada teur  de glan Job in -Yvon  et l ' enregis t rement  photomdtr ique  5, l 'aide du microphoto-  
mbtre de Chalonge. 
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des modifications qui affectent l'enregistrement (prolongation du temps de pose, par 
exemple). 

(3) La courbe c repr6sente le spectre d'absorption enregistr6 £ l'issue d'une 
intense et br~ve illumination: la bande qui se laissait auparavant deviner, apparalt 
fort nettement. Elle culmine ~ 2875 A, d6montre une forte intensit6 et, de plus, 
para~t se former puis se d6velopper au d6triment de la premiere qui culmine k 2800 A 
(d4tail des trac6s Fig. 2). 

(4) Enfin, le r4chauffement des solutions ainsi exp6riment6es permet d'observer 
que le spectre d'absorption a recouvr6 ses caract6ristiques initiales et que la solution 
ne pr6sente plus la coloration jaune pMe qu'elle d6veloppait en milieu rigide irradi~. 

INTERPRI~TATION DES R]~SULTATS PRt~CEDENTS 

I. Si l'on adopte les crit~res par lesquels MICHAELIS s conclut k la caract6risation 
de radicaux semi-quinoniques, la r6versibilit4 des trac6s spectraux et des mani- 
festations de coloration ici observ4es permettent d'envisager l'existence de la con- 
figuration transitionnelle PH. .  

~ a I 
3000 2800 2~00 

A ~ ] N 

Fig. 3. Fond  continu du spectre d 'une solution 
rigide de cat6chol dons l'alcool g 96 °, a : avan t  

irradiation, b:  apr~s irradiation. 

I 
--[;~-M ............ ]6tot de photo- 

>dissociatlon 
J rodical" 

Fig, 4. SchEma des processus d 'absorpt ion.  N = 
4tat  fondamenta l  de la molecule, F = Etat 
d 'exci tat ion sans consequences photochimi-  

ques, M = configuration m~tastable. 

2. Cependant, de s6rieuses rfserves doivent ~tre formul6es dans le cas pr6sent: 
si l'on examine la Fig. 3, il apparalt que la coloration est le fait d'une bande dont 
le flanc ~tal6 p~n~tre dans le domaine visible et non d'une bande culminant dans 
celui-ci. 

En outre, l'6cart s4parant les deux bandes observ6es en milieu rigide irradi6 pose 
un dflicat probl~me d'interprftation. 

D'ordinaire, l'6cart 6nerg6tique s4parant les niveaux 51ectroniques excit6 (G) et 
m6tastable est assez faible, ce qui se traduit par un important effet bathochrome sur 
le spectre caract4ristique d'une telle transition par rapport ~ celui qui repr4sente la 
transition: 6tat fondamental N ~ Ier 6tat excit6 F. 

En r6sum6, les processus successifs d'absor.ption se sch6matisent ainsi: 

N-----> F > G (radical), et  ceux de d~sactivation: (Fig. 4). 

N <---- F <--- M __7 G 

3. La nouvelle bande observ6e en milieu rigide pourrait ~tre 6galement attribu4e 
A un 4tat vibratoire particulier (et excit6) de la mol6cule revenue k son 6tat 61ec- 
tronique fondamental ~ l'issue d'une transition d'excitation pure et simple. 
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Toutefois il apparait qu'une nouvelle transition affectant un tel 6tat vibratoire 
provoque la dissociation de la fonction ph@nol et le transfert de l'un de ses 61ectrons 
vers la solution. 

Telle est du moins la conclusion que permet de formuler la photo-oxydation de 
solutions fluides et rigides, intensement irradi@es par des sources @mettant des radi- 
ations en sol d6pourvues d'int@rdt photochimique et qui devraient donc subir deux 
processus d'absorption successifs. 

4. L'addition aux solutions alcooliques de cat6chol ~ basse temp@rature (--IO ° 
--20°) * de polyph@noloxydase pure de Champignon (o.I ml darts 5 ml de solution 

de cat@chol lO -4 M) et la cong@lation imm6diate d'un tel milieu ont pour effet 
d'amorcer puis d'immobiliser les r@actions qui opposent cet enzyme au cat6chol. 

Malgr6 la temp@rature initiale et les conditions du milieu d6favorables ~t l 'oxy- 
dation, celle-ci n'en est pas moins intense et rapide si, au lieu de pi@ger instantan@ment 
les r6actifs, on laisse la r6action se poursuivre & la temp@rature ambiante, ce qui 
indique que l'enzyme n'a pas @t6, au moins totalement, d@natur6 au cours des manipu- 
lations. 

Les spectres obtenus apr~s cong61ation ( +  ioo ° K) sont consign@s dans la Fig. 5. 
La mol6cule de cat6chol est dans un 6tat identique ~ celui que lui conf6rait pr6c6dem- 
ment une intense et br~ve irradiation. 

2800 2800 .~$, 

Fig. 5. Spectres d 'absorpt ion du cat6chol dans ] 'a lcoo]  ~ 96 ° ( i .  i o  -4 M )  en ] 'absence et  en presence 
de po lyph6noloxydase,  a:  5 ml  de solut ion de cat6chol ~ 288 ° K .  b :  5 ml  de cat~chol i .  i o  -4 M 
dans l 'a ]cool  ~ 96 ° + o. i m] de so]at /on de polyph@noloxydase pure ~ IOO ° K .  Ordonn@es arb i t ra i res.  

Nous en concluons que sa configuration, et sa nature radicalaire, sont identiques 
quel que soit l 'agent qui provoque l 'oxydation. 

La coloration jaune est la re@me que celle observ@e soit par photooxydation, 
soit dans les premiers stades de l 'oxydation en milieu aqueux dans les conditions 
de milieu optimum (tampon aux phosphates o.I M de pH - 6.8, 0.005 ml de solution 
enzymatique pour 3 ml de solution de cat6chol o.o25 M, 37°). On a par ailleurs 
v6rifi~ que dans l'alcool A 960 les re@rues interm@diaires diph@nyliques peuvent ~tre 
mis en 6vidence. 

On peut conclure de ces exp@riences que la nature radicalaire du compos6 jaune 
obtenu est la re@me quel que soit l'agent qui provoque l 'oxydation du cat@chol 
(radiations @lectromagn@tiques ou polyph@noloxydase). 

I1 se confirmerait ainsi que le terme de "complexe activ@" attribu6 aux r@actifs 
un certain stade du chemin d'une r6action correspond en fait ~ la forme potentielle 

maximum de l'un d'eux, en l'occurence A l'@tat de radical. Dans le cas pr@sent, 
l'affinit@ des r~actifs permet de tiger une proportion d@celable de telles formes. I1 ne 

Cette  va l eu r  e s t  o b t e n u e  en  p l a q a n t  les cuves  ~ exp6r ience  r empl i e s  de la so lu t ion  de cat@chol 
pr61alablement  refroidie h - - 2 0  °, d a n s  l ' a t mosph~re  du va se  Dewar  c o n t e n a n t  l ' azo te  l iquide au  
se in  duque l  on proc@dera h l ' i m m e r s i o n  des  c a v e s  aus s i t 6 t  apr~s add i t ion  de polyph@noloxydase.  
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doit pas en 6tre ainsi de toutes les rfactions, mais on peut penser que nombre de 
r6actions enzymatiques b6n6ficieraient d'un tel concours de circonstances favorables. 

R~SUM£ 

L'gtude spectrographique des milieux d'oxydation du cat6chol en milieu rigide (alcool 
9 6° h IOO ° K) apr6s une intense et br6ve irradiation par la longueur d'onde qu'il 

absorbe en ultraviolet, montre l'existence d'une configuration transitionnelle que ses 
propri6t6s permettent d'assimiler au radical libre (semiquinone) correspondant. 

L'action de la polyph6noloxydase pure de Champignon sur le cat6chol dans les 
m~mes conditions conduit k des constatations exp6rimentales identiques. 
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S U M M A R Y  

Three preparations of DNA which did not dissolve in water were rendered soluble 
by treatment with chymotrypsin; the light-scattering molecular weights proved to 
be about 6 million. For eleven soluble preparations whose molecular weights ranged 
from 6 to 15 million, the molecular weights were likewise reduced to about 6 million. 

Moreover, whereas the reciprocal of the reduced light scattering of several of 
the original samples decreased with increasing concentration of DNA, this abnormal 
behavior disappeared on treatment with chymotrypsin. The results are interpreted 
as meaning that  a DNA unit exists with a molecular weight of about 6 million and 
that samples whose molecular weight is appreciably higher are aggregates of DNA 
molecules linked by protein. 

* P r e s e n t  add res s :  C h e m i s t r y  D e p a r t m e n t ,  Cornetl .  Un ive r s i ty ,  I thaca ,  N.Y. 
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