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S U M M A R Y  

T h e  st u d i es r e co r d e d  i n  this t h esis b e g a n  w i t h  t h e  

·aim o f  e lucid atin g t h e  e n z y mo l o g y  o f  t h e r e ce n t l y  r e p o r t e d  

o xid atibn o f  2' , 4 , 4' - t r i h y dr o x y c h a l c o n e  ( iso liq u i r i tig e nin ) 

t o  a h y d r a t e d  a u ron e p r o d u ct, iso l at e d  as t he d i ast e r e o -

iso m e rs v1 an d v2 • O n  p a r t i a l  p u r i f i catio n  o f  t h is a c t i v i t y  

f r om c e l l - f r e e  e x t r a cts  o f  s e edl i n gs o f  g a r b a n z o  b e a n  

( C i c er a rietin um ) i t  e m e�ged  t h at a p e r o x i d ase in t h e  e x­

t r a c t  w as r esp o nsi b l e  f o r  th e cat a l ysis i nit i a l l y  o bse r v e d. 

O f  e v en gre at e r  e v e n t u a l  s i g n i f i can c e , h o w e v e r , was t h e  c on -

c u r r e n t  f i ndi n g  t h a t  t h e  p er ox i dase- c a t a l ysed o xida t i o n  o f  

i so l iq u i ritig e n i n  ( c h a l co n e ) l ed ma i n ly t o  p r o du cts o t h e r  

t h a n  v1 and v2• · M u c h  o f  t h e  w o r k  r e c o r d e d  h e r e  i s  c onse­

q u e n t l y  con ce r n e d w i t h  t h e  e l u c i d ation of t h es e m a j o r  

p r o d u c ts o f  t h e  r e a ct i o n , w h i c h  a r e  n e w  c o m p o u n ds, a n d  

w i t h  st u d i es o f  t h e  b i o c h em ist ry o f  t h e i r  f o rm a t i o n . F r om 

t h e  r es u l ts o f  th ese c h e mica l a n d  b i o c h em i c a l  st ud i es a 

s c h eme  w h i ch r a t i o n a l ises t h e  e n z y m i c r ea c t i o n  i s  

p r ese n t e d. 

Pre l i m i n a r y  st u d i es o n  e n zyme  p u r ifi ca t i o n  ar e 

d escr i b e d whi c h  l e d  t o  t h e  f i n d i n g  t h at a p er o x i d ase  i n  

c e l l-free  e x t r a c ts o f  g a r b anz� 1vas r espo nsi b l e  for Y� a n d  
I 

v2 f o rma t i o n  f ro m  a d d e d  c h a l c o ne i n  t he c r u d e  e xt r a c t . A 

f u r t h e r  f indin g was t ha t  w h e n  c er t a i n  so l u b l e  su bst a n c es 

w e r e  r e moved f r o m  t h e  e nz y me p re p a r at i o n, t h e  r e ac t i o n  o f  

c h a l c o n e  be cam� m u c h  m o r e  ext e nsi v e  a n d  t he ma j o r  p ro d u c t  

w as ch e n  a h i t h e r t o  u n k n own c o mp o und  w h i c h  was i so l at ed 

c h r omat o graph i c a l l y  a n d  r e f e r r e� t o  as O C . U n d e r  t h esg 
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con d i t ion s ,  v 1 an d v2 p ro d u c t ion d e c r e a s e d  con s i d erab l y. 

T h e  so l u b l e  s u b s t a n c e s  w e r e  t h u s  s e e n  to ex e r t  t he d u a l  

e f f e ct of  i nh i b i t i n g  DC fo r m a t ion a n d  p ro mot i n g v 1 and  v2 

for m a t ion . D i a l y s i s  of t h e c r u d e  enzy m e  or  p r e c i p i t a t ion 

of  t h e  � rot e i n  ( e n z y me ) t h e r ein by a m mon i um s u l p h at e or 

a c e tone t r ea t m e n t  e f f e c t i v e l y  r emov e d  t h e  sol u b l e  s u b­

s t a n c e s  a n d  wro u g h t  t h e  c h a n g e s  not e d  i n  t he e xt e n t  of  

r ea c t ion  and  p ro d u c t  p a t t e r n. T h e  r e a c t ion w a s  fou n d  to 

b e  a c c e l e r a t e d  by  t h e  a d d i t i o n o f  h y d rog en  p e rox i d e . 

Fol low i n g  t h e  i de nt i fi c a t ion of  p e rox i da s e  a s  t h e  

e nz y m e  r e s pons i bl e  for t h e  a ct i v i t i es o f  i n t e r es t , a p ro­

c e d u r e  for  the  p a r t i a l  p ur i f i c at ion  o f  t h i s  e nzy m e  f rom  

t h e  c e l l - f r e e  e x t rc c t  w as d e v e lop e d  a s  a p r e l u d e  to mo r e  

d e t a i l e d b ioch e m i c a l  s t u d i e s. 

W i th t h e  a v a i l ab i l i t y  of  p ur i f i e d enzy m e , a s y s t em 

w a s  d e v e lop ed  for t h e  s u c c e s s f u l  p rod u ct io n  and  i so l at io n 

of  p r e p a r at i v e  amou n t s  of  t h e  m a jor  p rodu c t , D C ,  hit h e r to 

i so l a t e d  so l e l y  b y  c h romato g r ap h y. I n  h a n d l i n g t h i s  re, 

e v i d e n c e  of  i t s  u n s t a b l e  n a t u r e  was  o b t a i n e d. T h i s  l e d to 

s p e ct ro p hotom e t r i c s t u d y  o f  t he r ea c t ion i n  an a t t e mp t  to 

o b t a i n  q u a n t i t a t i v e  e s t i ma t e s  of p rod u c t  format ion b y  

e l im i n a t i n g as  f a r  a s  pos s i b l e  n n y  p ro d u c t  b r e a k dow n . 

S p ev t ro p hotome t r i c mon i tor i n g  of t h e r e a c t ion 

p ro d u c t  form e d  in  a r a p i d  comp l et e  cons u mp t ion of t h e  a d d e d  

c ha l con e r e ve a l e d s u r p r i s i n g l y  a s p e c t r u m  ot h e r  t ha n  t h a t  

o f  D C  i n  t h e  r e a c t ion  b u f f e r . T h u s  t h e  f i r s t  e v i de n c e  w a s  

o b t a i n e d  t h a t  t h e i n i t i a l r e a ct ion p roo u c t  co ns i s t e d  m a i n l y  

of  a p r e c u r sor o f  D C .  Th i s  i n i t i a l  p rod u c t  r a p i d l y  g a v e  
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ris e  t o  main l y  D C  o n  ca r e f u l  t re a t m e n t  wit h  dil u t e  a l k a l i . 

F uttr.e r ,  it co u l d  b e  r e c o v e r e d  wn c h a nged  b y  s o l v e n t  e x ­

t r a c t i o n  f r o m  w ea k l y  a c i dic m e dia . Ch roma t o gr a p h y  t h e n  

r eve a l e d  t h a t  i t  c o nsis t e d  l a r g e l y  o f  two compo0n ds  e a c h  

giv i ng �is e  to  D C  o n  t r e at m e n t  wit h dil u t e  a l k a l i .  T h e s e  

c o m p o u n ds whic h h a d  c h r omat o g�a p hic p r o p e r ties  t h at o v e r ­

l a p p e d  w it h  t h o s e  o f  v 1 a n d  v2 , a r e  r e f e r r e d  t o  as pY 1 a n d  

0v2 • T h ese s t u dies a l s o  r e v e a l e d  t h a t  t h e  i nitia l p r o d u c t 

c o n t ain e d  sma l l  a�o u n ts o f  v 1 an d v2 
( c o n v e r t e d  t o  t h e  

au r o n e , hispido l ,  o n  a l k a li t r e at m e n t ) . F u r th e r , t he y  

s h o w e d  t ha t  sma l l  a m o u n t s  o f  t he k no w n  f l a v onoid , 4 ' , 7- di­

h y d r o x y f l av o n o1 ( f l av o n o l ) w e r e  a l s o  f o r m e d  on  tr e a t m e n t  

o f  t h e  initia l p r o d u c t  o r  o f  ch�o mat o g r a p h i cal l y  iso l a t e d  

0v 1 and  0v2 p r epa rations w i t h  dil u t e  a l k a l i .  T hus t h e  

i n i tia l p r o d u ct w as ide n t i f i e d as c o nsis t i n g  o f  p r e c u rsors 

o f  t h r e e  dis tin c t  c om p o u n ds ; t h e  n e w  co m p o und  D C  a n d  t h e  

r e co g nis e d  f l av o noids 4 ' , 7-dih y d r o x y f l av o n o l  a n d  h i sp i do l . 

A dditio n a l  s t udies show e d  h o w  t he c h r omat o gr a p hic 

p r o d u c t  p a t t e r n  c h a n g e d  a c c o r din g to  t h e  t r e a t m e n t  t h e  

i nitia l p r o d u c t r e c eiv e d  a t  v arious s t a g e s  p r i o r  t o  or  

d u ring 2 -� c h r o m at o g ra p h y . T h e  hig h l y  u nst a b l e  na t u r e  o f  

t h e  0Y p r e cu rsors o f  D C  w as c l e ar l y  e v i d e n t .  T his w o r k  

u n c o v e r e d  an o t h e r  p re cu�s o r  o f  DC , r e f e r r e d  t o  a s  pD C ,  

w h i c h  ar ose a p p a r e n t l y  f r o m  tr.e  0Y c o m p o u n ds u n d er a ci d i c  

c o n di tions . This e x t e nsiv e  a r ra y  o f  p r o du cts arising  f r om 

t h e  e n z ymic r e a ctio n was gimp l ifie d som e w h at w h e n  it was  

show n t hat  t h e pY c om p o unds w e r e  common  p r e c u rso rs of  D C  

a n d  f l av o n o l . 

I n  t he bio c h e mi c a l  st�dies  t h e  p e r o x i d ase  p r e p a r a t ­

i o n  f ro m  g a r b a n z o  w as c o m pa r e� wit h  th e a c tion  o f  c o mme r cia l 
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h o r s e r a d i s h  p e ro x i d a s e (H R �. V e ry s i mi l a r re s u l t s  w e r e  

o b t a i n e d  t h r o u g h o u t  w i t h t h e s e  t w o  e n z y me s . 

B ot h  e n z y m e s  s h ow e d  a p H  opt i mu m  f o r  c a t a l y s i s  o f  

. ch a l c o n e o x i d a t i o n  a t  s l i g h t l y  a b o v e  n e u t r a l i t y ( g a r b a n z o ,  

p H  7 . 5  2nd  h o r s e r a d i s h , p H  7 . 9 ) . T h e  r a t e o f  r e a c t i o n w as 

f ou n d  t o  b e  d e p e n den t o n  t h e  c o n c e n t ra t i on of  a d de d h)d r o ­

g e n  p e r o x i d e  i n  a m a n n e r  i n d i c at i v e  o f  a s u b s t r a t e  r equ i r e ­

m e n t  f o r  th i s  c om p o un d . U n d e r· t h e  c o nd i t i o ns  e m p l o y e d , 

t h e  c o n c e n t r a t i on o f  h y dr o g en p e r o x i d e  g iv i ng m a x i mu m  

r a t e  w i t h  g a r b a n z o  e n z y m e  ( 0 . 1 5 m M ) w a s  a b ou t  h a l f  t h a t  

r eq u i r e d  w i t h  H R P  ( 0 . 3 0 mM ) . T y p i c a l  s u b st r a t e  c o n c en­

t r a t i o n  c u r v e s  w e r e  o b ta i ne d  o n  vary i n g  t he c o n c e n t rat i o n  

o f  c h a lcone , b o t h  e n z y me s  b e i n g  a p p ar e n t l y  s at u r a t e d  5t  

c o n c e n t r at i o n s  a bo v e  a b o u t  45/UM. A n  o x y g e n  r eq u i r e m e n t  

f o r  t h e  r e ac t i on  w as d em o n s t r a t e d  manome t r i ca liy w i t h  a 

c h a l c o n e:o x y g e n  s t o i c h e i om e t r y  o f  ap p r o x i mat e l y 1 : 1 . T his  

r e s u l t  was  i n d e p e n d e n t  of  the  c o n c e n t r at ion o f  h y d r o g e n  

p e r o x i d e  t e s t e d  a n d  i n d i ca t e d  t h at t h i s  com p ou n d  d i d  n o t  

s u b s t i t u t e  f o r  o x y g e n . T h i s  w a s  d e mon s t r a t e d  b y  i n h i b i t i o n  

o f  t h e r e a c t i o n i n  t h e  a b s e n c e  o f  oxy g e n  but  i n  t h e  p r e sRnc e 

o f  s u b s t r a t e  a m o un t s  o f  h y d ro g e n  � e r o x i d e. D i r e ct m e a s ur e­

m e n t  s ho w e d  o n l y  a v ery s ma l l  ( c a t a ly t i c ) n e t  c o n s u m p t i o n  

o f  h y drogen  p e ro x i de i n  t h e  c o u r s e  o f  t h e  aer o b i c  r e act i o n ,  

i n  k e ep i n g  w i t h  t he s t olc h e i om e tr i c  o x y g en r eq u i r e m e nt. 

T h e  r e acti o n  w a s  f o u n d  t o  b e  s t r o n g l y  i n h i b i t e d  b y  ma n g a n o u s  

i on ,  m e r c a p t o e t hano l a n d  d i et h y l d i t h i o ca r bamat e a n d  b y  t h e  

r e dog en i c  d o nor s ,  h y d r oqu i n o n e , ca t ec h o l ,  p y r o g a l l o l  an d 

p - ph e n y l e n e d i a m i n e . T h e  o x i do g e n i c  d o n o r s  t e s t e d  w e r e  n o t  

f o u n d  t o  b e  s t i mu l a t o r y . Qua l i�a t i ve s t u d i e s  i nd i c a t e� t h e  
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eff e c t  o f  s u b s t i t u t i on p a t t e r n  o n  t he e n zy m i c r e a c tion o f  

a r a n g e o f  c h a l con e s ; f o r  b o t h  e n z y m e s  a f r e e  p h e n o l i c  

g r o u p  i n  t h e  B r i n g ,  p r e f e r a b l y  i n  t h e  4 - p o s i t i o n ,  w a s  

r eq u i r e d . 

W h i l e  t h e  e n z y m i c  r e a c t i o n  w as t r e at ed , f o r  t h e  

p u r p o s e s  o f  t he q u�n t i t a t i v e  b i o c h e mi c a l  s t u d i e s ,  a s  a 

0Y 1 a n d  0Y2 ( CC ) - f o r m i n g  r ea c t i o n , a d d i t i o n a l c h r o m a t o g ra­

p h i c  s t u d ies  of Y 1 , v2 a n d  fl a v o n o l  for ma t i o n  w e r e  m a d e . 

T h u s  Y 1 a n d  Y2 w e r e  f o u n d  t o  b e  u b i q u i t o u s  m i n o r  p ro du c t s  

o f  t h e a e r o b i c  r e a c t i o n ; t h e c o m b i n ed y i e l d  w a s  m e a s u r e d  

( a s  a u r o n e ) a t  ap pr o x i m a t e l y  1 %  o f  t h e  c h a l co n e c o n s u m e d  

un d e r  t y p i c a l  r e a c t i o n  c o n d i t i ons  w i t h  p ur i f i e d  s y s t e ms . 

A s  e x p e c t e d ,  Y 1 a n d  v2 f o rm a t i on w a s  i n h i b i t e d b y  r e d o g e n i c  

d o n o r s  y et w i t h d i e t hy l d i t h i o c a r b a ma t e , en  i n h i b i to r  o f  t h e  

ma i n  (0Y - f o r m i n g ) r e a c t i o n , a r e l a t i v e  i n cr e a s e  was  n o t e d . 

T h e  p romo t o r ( s ) o f  Y1 a n d  v2 f o r m a t i on i n  t h e  c e l l - f r e e  

e x t r a ct w e r e  f o u n d t o  b e  s u b s t a n c e s  w i t h hy d r o p h i l i c  s u g a r ­

l i k e  p r o p e r t i es . T h e y  w e r e  cons i d e r ed t o  h a v e  t h e  a d d e d  

c a p a c i t y  t o  s i mu l t a n eo us l y  i n hib i t  t h e  f o r ma t i o n  o f  0Y 

c o m p o un d s  ( o b s e r v e d  as D C ) . 

T h e  s o u r c e  o f  f l a v o n o l  no t e d i n  s ma l l  amo u n t s  o n  a l l 

c h r o m a t o g r a m s  o f  r e a c t i on p r o d u c t s  was f o u n d  to  b e  t h e  0Y 

c o m p o u n ds . W h e n  t r e at e d  w i t h  a l k a l i  t h e s e  co m p o u n d s  g aVB 

r isp tu b o t h  D C  a n d  f l a v o no l . A c o mp et i t i v e  f o r ma t i o n  o f  

D C  a n d  f l av o n o l  o c c u r r e d  a n d  a t  h i gh er co n c e n t r at i o n s  o f  

a l k a l i  ( D . 1 - D . 5 N)  t h e  f l av o n o l  p r o d u c t  p r e do m i n a tg d . A 

m o r e  f a c i l e  r e a c t i o n  w as o b se r v e d  w i th 0Y1 t h an w i t h  0Y2• 

A n a p p a r en t l y  s p e c i f i c  i n h i bit i on o f  f l a v o n o l f o rm a t i o n  

i n  t h e  en z y m i c r ea c t i o n  b y  c u pr i c  i o n w a s i n i t i a l l y o b s e r v e d  

c h r o m a t o g r a p h i c a l l y a n d  o n  t h e  i de n t i f i ca t i on o f  t h e  
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p r e c u r s o r s  o f  f l a v o n o l , i t  w a s show n  t h a t  c u p r i c i o n  c a u s e d  

e x t en s i v e  d e g r a da t i o n o f  0Y c o m p o u n d s  a n d  co u l d  e f f e c t i v e l y  

i n h i b i t  f l a v o n o l  f o r ma t i o n a t  l o w  a l k a l i con c e n t r a t i o ns . 

T h e  fi n d i n g  t h at  t h e  0Y co m p ou n ds w e r e  t h e  p r e c u r -

s o r s  o� fla v o n o l i n  t h e  p e r o x i d a s e - c at a l y s e d s y s t e m  w as i n  

c o n t r as t  t o  t h e  a c c e p t e d  r o l e  o f  t h e  d i hy drof l a v o n o l  as  

p r e cu r s o r  o f  f l a v o n o l  in  f l av o n o i d  b i o sy n t h e s i s . C o n s e -

q u e n t l y  t h e  p l a c e  o f  th e s p e c i f i c  d i h y dr o f l a v o n o l  ( g a r b a n zo l ) 

i n  t h e  p e r o x i d a s e  r e a c t i o n was  i n v e s t i g at ed .  G a r b a n z o l was  

f o u n d  no t t o  be  o x i d i s e d  to  f l a v o n o l  i n  the  e n z y m i c s y s t e m . 

F u r t h e r ,  w i t h  t h e  a i d  o f  l a b e l l e d  c h a l c o n e1 e v i d e n c e  was  

o b t a i n e d  for  th e p r o d u c t i o n  o f  t ra c e s  o f  g a r b a n z o l  i n  t h e  

p r o d u c t s  o f  t h e  e nz y m i c r e a c t�o n . 

T h e  n e w  c o m p o u n ds w h i ch w er e  i so l at e d  f ro m  t he 

e n z y m i c r e a c t i o n  p r o d u c t ,  n am e l y  0Y1, 0Y2, D C  a n d  0D C ,  w e r e  

ob t a i n e d  i n  p r e p a r a t i v e  a m o u n t s  a nd c h a r a c t e r i s e d  u s i n g u . v . ,  

i . r . ,  NMR  a n d  m a s s s p e c t r a l  t e c h n i qu e s . F r o m  t h e s e  d a t a  

t h e s t r u c�ur es  o f  t h e s e  c l o s e l y  r e l a t e d  c omp o u n ds w e re f o r m­

u l a t e d  as  t h e  b e n z o x e p i n  d e r i v a t i v e s g i v e n  i n  F i g u r e  6 1 . 

T h u s  0Y1 a n d  0Y
2 

a r e  d i a s t e r e o i s o m e r i c  d i a l s  an d D C  i s  t h e  

e n o l i c  f o r m  o f  t h e  �- d i k e t o n e  ( 0D C ) d e r i v e d  f r o m  t h e  d ia l s . 

S c h e m es a r e  p r e s e n t e d t o  r a t i o na l i s e  t h e s e  t r a n s f o r m a t i o n s  

a n d  a l s o  t h e  f o r m a t i on o f  f l a vono l  i n  co m p e t i t i o n  w i t h  D C  

f r o m  t h e 0Y co m p o u n ds . B as e -Lat al y s e d  e l i m i n at i o n  o f  t he 

e l e m e n t s  o f  wa t e r  o cc u r s  i n  t h e  c o n v er s i o n  o f  0Y c o m p o u n d s  

to O C  and t o  f l a v o n o l; i n  t h e  l at t e r  c a s e  sk e l e t a l  r ea r r a n g e­

m e n t  a l s o  o c cu r s . A p i n a co l i c  r ea r r an g e m ent a c c o u n t s  f o r  

t h e  g en e rat i o n  o f  �D C  f r o m  t h e  0Y c o m p o u n ds _ u n d e r  a c ia : c 

c o n d i t i 0 n s  a n d  e n o l i z at i o n  f ol t h e  c o n v e r s i on o f  0D C  t o  t h e 

m o r e  s t ab l e  e n o l , O C . A v er y  s i g n i f i ca n t  f a c e t  o f  t h e  
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c h a r a c t e ris ation  s t u di es was  t h e  r e so l u t i o n  o f  �Y2 i nt o  

e n a n ti o m e r s  b y  p a p e r  c h ro m a t o g r a p h y  a s  c o n f i r m e d  b y  o p ti c a l  

r o t ation a n d  s p e c t r a l  d a t a . N o  sim i l a r  r es o l u tion  o f  t h e  

vir t u a l l y  o p tic a l l y  inact i v e 0Y 1 was  o b s e r v e d . 

· T h e  c h e mic2 l  o xidatio n o f  c ha l c o n e  w i t h  h y d r o g e n  

p e r o xi d e  w a s a l s o  s t u di e d . A t  r o o m  t em p e r a t u r e a n d  s li g h t l y  

a lk a line  p H  ( 7- 1 1 ) i t  w a s  f o u n d  t h a t  t h e  pro d u c t s  is o l a t e d  

w e r e  c hie f l y D C  a n d  f l avo no l . Dir e ct e vide n c e  t h at t h e  

p r e cu r s o r  r e l a ti o n s hi p s  o f  t h e  e nz y mic  r e ac t i o n a ls o  ap p li ed 

t o  t h e  c h e mi c al r e a c tion  w a s o b t ai n e d  wi t h  the i s o l ati o n  o f  

0Y c o m p o u n d s  a s  t h e  o n l y  si gni ficant  p ro du c t  u n d e r  c a r e ­

f u l l y  co nt r o l l e d  c o n di tio n s . T h e  p ro d u c t  o f  t h e  c h e mi c a l  

r e a c tion  u n d e r  A l g a r - r l y n n- D y a m a d a  ( A . r.D . ) co n diti o n s  ( hig h  

p H, l ow t em p e r a t u r e  - D 0 ) was f�u n d , h o w e v er , t o  b e  f l av o n o l  

wit h  n o  trace o f  D C . I t  i s  n e v er t h e l e s s  p r o p os e d  t ha t  u n d e r  

A . r . D .  c o n di ti o n s , t h e  in t e rm e diat e s  ( 0Y c o m p o u n ds ) o f  b o t h  

t h e  e n z y mic  a n d  t he r o o m  t e m p e r at u r e ,  l o w e r  p H ,  c h e mi c a l  

r e a c tion  a r e  s ti l l p r o d u c e d an d t h a t  t h e y  r e a r r a ng e s p o n ­

t a n e o us l y  at  t h e  hig h  p H  a n d  l ow t e mp e r a t u r e  t o  f l a v o n o l . 

T hi s  c o� c l u si o n  is in  c o n t r a s t  t o  t h e  r o l e  n o r ma l l y  a s c ri b e d  

t o  dihy dr o f l av o n o l as t h e  p r e c u r s o r  o f  f l avo n o l  i n  th e A . r . D .  

r ea c tion . 

S che m e s  a r e  p r e s e n t e d  a n d  dis c u s s e d  t o  e x p l ain  the 

e n z y mic a n d  c h e mi c a l  r e acti o n  of c h a l c o n e  t o  f o r m  0Y c o m­

p o u n ds . A c e n t r a l  f e a t u r e  o f  t h e s e s c h em e s  i s  t h e  p os t u l at e d  

� o r m a tio n o f  an e n a n ti o m e ri c  e p o xi de a s  t h e t r u e  i ni ti a l  

r e ac tion  p r o du c t . H y d r o l y ti c  o per.ing o� t h e  e p o xi d e  rin g 

o f  t his  s t r u c t ur e wo u l d  giv e  rise t o  t h e  0Y· ( dio l ) s t r u c tu r e . 

Sin ce 0Y2 o c cu r s  in  e n a n tiomeri c  f orm , i t  is a l s o  p r o pos e d  

t h a t  b o t h  i s o m e r s  o f  0Y 1 simi l ar l y  o c c u r  and  t h er e f o r e t ha t  
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a l l  f o u r  i s o m e r i c  d i a l s  o c c u r  in t h e p r o d u c t . �h e f o r ma t i o n  

o f  t h e s e  f o u r  d i a l s  from  th e e ppx i d e e n a n t i o m e r s  i s  d i s cu s s e d . 

A n  a t t r a c t i v e  f e at u r e  o f  t h e  e p ox i d e as  t r u e  i n i t i a l  p r o d u c t 

� i s  t h a t  i t  p e r m i t s  a s ch em e  f o r  t h e  e n z y m i c  r ea c t i o n  t o  b e  

a d v an ce d  b as e d  o n  a c ha i n  r e a c t i on w h i c h  u t i l i s e s o n l y  

k n o w n  r e d o x  s t a t e s  o f  p er o x idas e a n d  w h i c h  a c co m m o d a t e s  a l l  

f e a t u r e s  o f  t h e b i o c h em i ca l  d a t a. 

T h e  e n z y m i c r e ac t i o n  o f  c h a l co n e  i s  t h u s  a f o u r ­

e q u i v a l e n t  o x i d at i o n  ( d e h y d r o g e nat i on p l u s  oxy g e n a t i o n ) , 

t h e  p os t u l at ed e p o x i de p r e c ur s o r , t h e  �y s t r u ct u r e ,  D C  a n d  

�D C  a l l b e i n g  a t  t h e  o n e  o x id a t i on l e v e l  ( 4 e q u i v a l e n t s  

h i g h e r  t h a n  c ha l c o n e ) . T h e  p r op os e d  o xy g enat i n g  s p e c i e s  

o f  t he e n z y m e  ( f o r ma l l y Com p o� n d  I I I ) i s  d i s�u s s e d  i n  r e­

l at i�n  t o  o t h e r  e x am p l es o f  th i s  a ct i v i t y  o f  p e r o x i d a s e  

a n d  a l s o  w i t h  r es p e c t  t o  s e l e c t ed e x a m pl e s  o f  o xy g e n at i o n  

b y  m i x ed f u n ct i o n o x idas e s . 

T h i s n ew r e a c t i o n  o f  c h a l co n e  i s  h e l d  t o  p ro v i d e  

a p ar t i c u l a r l y c l e a r - c u t  e xa mp l e  o f  t he i nco m p l e t e l y  u n d e r ­

s t o od o x y g e n a ti n g  a c t i v i ty o f  p er o x idas e w h i c h  o c c u r s  i n  

t h i s  c a s e  w i t h o u t  d e t e c t a b l e  r equ i r e m e n t  f o r  a n y  o r g a n i c 

c o fa c t o r s  o r  o f  met al i on s . I n  r e l a t i o n  t o  t h e  o r i g i na l  

s t a r t i n g  p o i nt o f  f l a v o n o id b i o s y n t h e s i s ,  t h e  r e a ct i on 

a c c o u nts f o r t h e  f o r mation  o f  Y1 a n d  v2 i n i t i a l ly o b s e r v e d  

i n  t he c r u d e  s y s t e m  and may  acc o u n t  f o r  t h e  b i osy n t h es i s  

o f  g a r b an z o l  a l s o  p r e v i o u s l y r e c o r d ed i n  t ha t  s y s t e m . 

S i g n i f i ca nt l y ,  t h e  e n z y m i c r e a ct i o n  p r o v i d e s  t h e  f i r s t  e x am p l e  

o f  a n  i n  v i t r o  s y s t e m  l e a d i n g  t o  f l av o n o l  f o r m a t i on t h r o u g h  

t h e  h i t he r t o  u n k n o w n  �y s t r u c t u r e  r a t h e r  t ha n  b y  w a y  c f  

t h e  a n t i c i p at e d d i h ydrof l3V0�8 l� T h e  q u e s t i o n  o f  t h e 

i n  v i vo s i gn i f i can c e  o f  t h i s  c o mp l e x  a c t i v i t y  o f  p e r o x id a s e 

r em a i n s  o p e n . 
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NmR  s p e c t r u m  of 0v2 ( 0Y2b for m )  in a c eton e­
d6 , s w e e p  370 -470 H z  dow n fie l d  f rom TmS ,  1 0  
s w e e p s  on  C A T  

1 0 3 

1 0 8  
1 0 8 

1 08 

1 0 8  
1 0 8 
1 0 8  
1 0 8  
1 0 8 

1 0 8  
1 0 8  
1 0 8  
1 0 8 
1 0 8  
10 8 
1 0 8  
1 0 8  
1 0 8 
1 0 8  
1 0 8 

1 0 8  

1 0 8  

1 0 8 

1 0 8 

1 0 8  

1 0 8 

1 0 8  



F i gu r 8  
n u mber  

6 1  

6 2  

( x x i ) 

H e ad i n g  

St r u c t u�e o f  DC, 0DC, O C- m e t h y l  e t h e r a n d  
0Y C'J;npo u r: ds 

Ca l i b r a t i o n  c u r v es f o r  t h e  est i ma t i o n  o f  
�2 0 2 b y  t e t r a g u a i a c o l  f o rm a t i o n  i n  H R P ­
c a t a l ys e d  r e a c t i on 

A f t er p a g e  

1 0 8 

2 1 0 

6 3 U . v .  abs o r p t i o n s p e c t r a  o f  h is p i do l ,  b e f o r e  2 32 
a nd R f t e r  lig h t  e q u i l i b r at i o n ,  a n d  of  
f lcwuno l 

6 4 F l u o r e s c e n ce emiss i o n  a n d  e xc i t a t i on s p e c t r a  2 3 3  
o f  h is p i d o l  i n  8 5% E t O H  

6 5 F l u o r es c e n ce e miss i on a n d  e xc i t at i on s p e c t r a  2 3 3  
o f  fla v o n o l  i n  8 5% E t O H  

6 6  P a s s  b a n d s  o f  se c o n d a r y  f i l t e r  c om b i na t i ons  2 3 3  
us e d  i n  t h e  f l u o r i m e t r i c  est imat i o n  o f  h is p i ­
do l a n d  f l av o n o l 



T a b l e  
11U mb e r  

1 

2 

( x x i i ) 

L I ST O F  TAB L E S  

H e a d i n g  

C o l o u r s  o f  s p ots  d e t e c t e d  o n  � a p e r  
c h r o mat o g r ams  

� u r i f i c a t io n  o f  p e r o x i d a s e  e n z y m e  f ra m  
g a r b an z o s e e d l i n g  

A f t e r  p a ge 

2 8  

3 2  

3 O xy g e n  c o n s u m p t i o n  i n  p e r o x i d as� c at a l y s e d 56  
r ea c t i o n o f  c h a l c o n e  

4 E f f e c t  o f  a d d i t i v e s  o n  t h e  r a t e  o f  e n z y m i c  6 4  
r e a c t i or. o f  c ha l co n e  

5 Ef f e c t  o f  a d d i t i o n  o f  c u p r i c  i o n t o  t he 8 3  
e n z y m i c r ea c t i o n m i x t u r e  o n  t h e  c hr o m a t o ­
g r a p h i c  r e c o v e r i es o f  D C  a n d  p-h y d r o x y ­
b e n z a l d e h y d e  

6 Opt i ca l  a c t i v i ty o f  0Y2 93  

7 P r o p o r t i o n s  o f  0Y c o mp o u n d s  i n  e n z ym i c  9 5  
r e a c t i on p r o d u c t 

8 M a x i mu m  r a t e s  o f  f o r m a t i o n  o f  D C  f r om  0Y 96 
c o m p ou n d s  i n  a l k a l i n e  b u f f e r s  

9 D i s t r i b u t i o n  o f  p r o d u c t  b e tw e e n D C  an d 9 7  
f l a v o n o l  o n  t r ans f o r ma t i c n  o f  0Y c o m p o u n ds 
w i t h  l ow a n d  h i g h c o n c e n t r at i o n s  o f  a l k a l i 

1 0  pK'  o f  0Y  c o mp o u n d s , D C ,  0D C  and  f la v o n o l  1 0 4 
a 

1 1  E m p i r i c a l f o r m u l a e  o f  i o ns i n  m a s s  1 06 
s p e c t ru m  o f  O C - m e t h y l  e t h e r  

1 2  A mo u n t s  o f  D C  a n d  f l a v o n o l  i s o l a t e d  1 0 9 
c hroma t o g r a p h i c a l l y  f o l l ow i n g  t h e  
c h e m i c a l  r e a c t i o n  o f  c h a l c o n e  a n8 
h y d r o g en p e r ox i de i n  b u f f e r s  p H  J . 2 - 1 1  

1 3  N MR d a t a  f o r  D C ,  O C - mB t h·; l e th e r , ,0'oc , 1 2 5 
,0'v 1 a n d  yf'v2 



Schem e 
n umbe r 

1 

2 

3 

4 

5 

( xxi i i )  

L IST OF  SCHE MES 

H e a d i n g  

Scheme for t h e  f r a gm e n t at i o� o f  D C  an d 
O C- m e t h y l  e t h e r  u pon e l e c t ron i mpact 

T h e  p i n a col i c  r e a r r a n ge m e n t  of  pY 1 and  
0v2 to  ,0oc 

Bas e - c a t a l y s e d  t r ans for ma t ions of 0v1 
and  0v2 to D C  a n d  f l3Vonol  

P ropcs e d  rou t e  for hy d roq u i non e �nd  

chroman-4-on e for mat ion upon c a t a l y t i c  
hy d rog e n a t ion  of DC a n d  O C- me t hyl  e t h e r  

Pos t u l a t ed m e c h a n i sm for ox i d a t ion of 
cha l co n e  by h y drogen  p e rox ide  

A f t e r  
pcg e  

1 1  7 

1 4 1 

1 42  

1 4 8 

1 56 

6 Pos t u l a t e d  r e a r r an g e m e n t s  of e poxych a l con e 1 6 1 
to d i hy drof l a vonol a nd  h y d rate d  au rone 

7 P ropos e d  c ha i n  r e a ct io11 for p e rox i da s e­
cat a l y s e d  ox i da t i on of ch a l con e ( R H2 ) 

1 70 




