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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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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  
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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  
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1 0 8  
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1 0 8  
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1 0 8  
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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  
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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 
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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  
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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  
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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 
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C h apt er 1 

I N T R ODUCT I ON 

T h i s t h e s i s  d e a l s  w i t h  s t u d i es w h i c h h a v e  a s  tb ei r 

o r i g i n  i h e  i n t e nt i o n t o  i n v e s t i g a t e  s e l e ct a s p e c t s  o f  t h e  

e n z y m o l o g y  o f  f l a von oid  b i o sy n t h es i s  a n d  w h i c h  l e a d  t o  t h e  

f i n d i n g  t h a t  a p e r o x i da s e - c a t a l y s e d  r e a c t i o n  i s  o f  c e n t r a l  

i mp o r t a n c e  i n  t he s y s t e m u n de r  s c r u t i ny . I n  t h e  c o u rs e  o f  

t h i s  I nt r o d u c t i o n , t h e r e f o r e ,  a b r i e f  b a ck g r o u n d  i s  d e v e�

o p e d  i n  r e l a t i o n  t o  n o t  o n l y  f l a v o n o i d s b u t  a l s o  p e r o x i d a s e 

c a t a l y s ed r e a ct i o n s . 

1 A  CHEmiST R Y  A ND  B I O CH E� I ST R Y  O F  F L AVON D I D S  

1 A-1 S t r u c t u r e  a n d  c l a s s e s  o f  f l a v o n o i ds  

F l a v o n o i ds a r e  n a t u r a l  p h e n o l i c  co m p o u n d s  h a vi n g  i n  

c o m m o n  t h e  1 , 3 - d i p h e n y l p r o p an e  s k e l e t o n  o f  1 5  c a r b o n  a t o m s  

s h o w n  b e l ow . 

T h e  � r i n g  c h a ra c t e r i s ti c a l l y b e a r s  ?n  o r t h o - h y d r o xy l s u b 

s t i t u e n t  w h i ch i s  u s u a l l y  i nv o lv ed i n  h e t e ro c y c l i c  r i n g  f o r m 

a t i o n  w i t h  t h e  3 - c a r b o n  l i nk b e t w e e n  t h e  A a n d  8 r i n gs . 

O x i da t i on s t a t e  a n d  s u b s t i t ut i o n i n  t h e  c en t r a l  3 - c a r b o n  

f r a gm e nt d e f i ne t h e  d i f f e r e n t  c l a s s e s  o f  f l a v o n o i ds ( 1 ) , f o r  

w h i c h  s k e l e t a l  s t r u c t u r e s  a r e  p r e s e nted i n  f i g u r e  1 .  (NB T h e  

n u m b e ring  sy s t ems  e m p l oy ed for c h a l c o n e  a n d  a u r o n e  d i f f e r  
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f r om t h o s e  o f  t h e  ot h e r  c l as s e s , w h i c h f o l l ow t h e  fla v

a n o n e  p a t terry . 

2 . 

I n d i v i du a l  c o m p o u n ds w i t h i n c l a s s e s  a r i s e  b y  v a r i e d  

s u b s t i t u t i o n  of  t h e  A a n d  B r i n�s w i t h  h y d r o xy l g r o u p s  

w h i c h m ay b e  f u r t h e r  m odi f i ed  b y  et h e r  o r  g l y c os i d e fo r m

a t i o n  ( 1 ) . 

1 A - 2  O cc u r r e n c e o f  f l a v on o i ds 

V i r t u a lly a l l  h i g h e r  p l a n t s  s y n t h es i z e f l a v o n o i d s 

as  s e c ondary  m e t a b o l i t e s . (2 , 3 ) . many f l a v o n o i ds  a r e  k now n 

i n  a n g i o s p e r ms ,  g y m n o s p e r m s  a n d  f e r n s  a n d  a f e w  i n  m o s s e s , 

but  t h e s e  c o mp o u n d s  a r e  a p p ar e n t l y  a b s e nt f r o m  b a c t e r i a ,  

f u n g i  and  a l ga e  ( 2 , 3 ) . 

T h o s e  f l a v o n o i d  c om p o u n d s  m o st =ommon l y  f o u n d  a n d  

w i d e l y  d i s t r i b ut e d  i n  p l an t s  b e l o n g  t o  t h e  f l av o n o l , f l a v o n e 

a n d  a n t h o cy an i n  c l a s s e s  ( 4, 5 ) .  m a n y  r e p r e s e n t at i v e s  o f  a 

c l as s  may  e x i s t  i n  o n e  p l a nt ; f o r  e x a mp l e ,  c o mp l e x m i x t u r e s  

o f  a n t h o c y an i n  p i g m e n t s  i n  f l ow e r s  ( 4 ) . T h e  n u m b e r  o f  c o m 

p ou n ds n ow k n own  i s  i m p r e s s ive . T h e  f l a v o n es a n d  f l a vo n o l s  

f o r  e x amp l e  n u m b e r  b e tw e e n  2 0 0  an d 3 0 0  ( 5 ) . 

T h e  o th e r  c l a s s e s  o f  f l a vo n o i ds a r e  c u r r e nt l y  r e p 

r es e n t e d b y  f ew e r  k n o w n  c o mp o u n d s  f o r  a v ar iety  o f  r ea s o n s  

( 6 ) . For s o m e  c l as s e s , s u ch a s  c h a l co n e  a n d  d i hy d r o f l a v o n o l ,  

c o mp o u n ds h a ve b e e n f o u n d  i n  q u a n t i t y i n  o n l y  a f e w  s p eci e s  

o f  p l a nt s  y e t  r e p r e s e n t a t i ves  o f  t h e s e  c l as s e s  p r o b a b l y  

o c c u r  i n  t r a c e  amou n t s  i n  m o s t  p l an t s  i n  v i ew o f  t h e i r  p r o b 

a b l e b i os y n t h e t i c  r o l e s . F l a v a n o n e s  may  h a v e  b ee n  o v e r l o o k e d  

f r eq u e n t l y  i n  $Ur v e y s  b e c ause t h e y  are d i ff i c u l t  t o  d e t e ct . 

Y e t  o t he r  c l a s s e s  a r e  o f  l i m i t e d  t ax o no m i c d i s t r i b u t i o n w i t h

i n  t h e  p l a n t  k i n g d o m ; i s o f l avo n e s  a r e  r e s t r i c t e d  l ar g e l y  t o  



3 . 

t h e  l e g u m e s , w h i l e a u r o 11 e s  a r e  t h u s  f a r  f o u n d  f r e q u e n t l y  

o n l y  i n  t h e  fl ow e r s  o f  t he Compos i t a e . 

F l av o n o i ds n o rm a l l y  e x is t  i n  p l a n t s  i n  a c o m b i n e d  

f o r m , usua l l y a s  g l y c os i d es w h e r e  t h e  l i nk ag e  t o  t h e  

s u ga r  i s  t hrou g h  o n e  o r  mo r e  o f  t h e  h y d r o xy l g r o u p s  ( 1 ) . 

A s i m p l e  p h e n o l  ( a g l y c o n e ) may  o c c u r  i n  s e v e r a l  d i f f e r e n t 

g l y c o s i d i c f o rm s  i n  t h e  p l an t  ( 4 , 5 ) . 

1 A - 3  B i o syn t h e s i s  o f  f l a v o n o i ds 

T o  da t e ,  t h e  b i os y n t he s i s  o f  f l a v o n o i d  c o m p o u n d s  

h a s  b e e n i n ve s t i g a t e d  l a r g e l y  b y  m e a n s  of  i n  v i v o t r a c e r  

e x p e r i m e nt s . P r o g r e s s  h a s  b e e n  ma d e  t o  t h e  p o i n t  w h e r e  

t h e  ori g i n  o f  t h e  f l av o n o i d s k e l e t o n  f r o m  p r i ma r y  m e t a b o 

l it e s  i n  t h e  p l an t  ha s b e e n d e f i n e d  a nd pr o b a b l e i n t e r r 

e l at i ons h i p s b e t w e e n  t h e  c l a s s e s  o f  f l av o no i ds d e d u c e d  

w i t h  s o m e  c e r t a i n t y  ( 7 , 8 , 9 , 1 0 ) , 

B i o g en e s i s  o f  t h e C 1 5  f l av o n o i d  s k e l e t o n  f r om a 

c om b i n a t i on o f  two  d i f f e r e n t  p at h w a y s  t o  a r o m a t i c c o m p o u n d s  

h a s  b e e n  f i rm l y  e s t a b l i s h e d  ( 7 ) ,  T h e  A r i n g  o f  f l a von o i d s 

i s  a c et a t e- d e r i v e d , w h i l e  t h e  C6 C3 u n i t  fo r m i n g  t h e  8 

r ing a n d  t h e  c e n t r a l  3 - c a r b on a t o m  f r a gm e n t  i s  o f  p h e n y l 

p r o p a no i d  o r i g i n .  T he p he ny l p r o p a n o i d p r e c u r s o r ,  p r o b a b ly 

a c i n nam i c  a c i d ,  a r i s e s  b y  w ay o f  t h e  s h i k i m i c  a c i d  p a t �

w ay ( 1 1 ) l G a d i n g  t o  t h e a r o m a t i c  ami n o  a c i ds p h en y l a l a

n i n e a n d  t y ros i n e . S p e c i f i c  e nzy m i c d e am i n a t i o n s  o f  

p h e n y l a l a n i n e  a n d  t y ro s i n e  l e a d  t o  t h e  i rr e v e rs i b l e  f o r m a t 

i o n  o f  t r a n s- c i n na m i c a n d  p - h y d ro x ycinnami c a c i d s  r e s p e c t 

i v e l y  ( 1 2 ) .  

G r i s e b a c h  a n d  o t h e rs h a ve p os t u l at e d  ( 7 , 8 )  t h a t  t h e  

f l avo n o i d  s k e l e t o n  i s  f o r m e d  a s  o u tl i ne d  i n  F i g u r e  2 .  
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4 .  

T h r e e  mo l e c u l es o f  m a l o n y l-CaA ( a c t i vat e d  f o r m  of a c e t a t e  

a s  i n  f at t y  a c i d b i osy n t h es i s ) c o n de n s e  w i t h  a mo l e c u l e  

o f  c i nnam i c a c i d ,  a c t i v a t e d  p r o b a b l y  a s  t h e  C o A  e s t e r . 

T h u s  t h e  � - po l y k e t i d e p r o g e n i t o r  of  t h e  aromat i c  A r i n g  

i s  f o rm e d . O n  i n t r am o l e c u l a r  r i n g  c l o s u r e  o f  t h i s  p o l y k e-

t i d e ,  a c h a l c o n e  i s  f o r med a s  th e f i rst s t ab l e  p r o du ct 

a n d  f l av o n o i d . 

Wh i l e  n o  e n z y me s y s t e m  c a t a l y s ing any  p a r t  o f  t h i s  

c h a l c one- f o r m i ng  r e a c t i on h a s  y e t b e e n  fou n d , i t  i s  o f  

i nt e r e s t  t h a t  r e c e n t l y  a n  e n z y m e  c a t a l y s i n g  a c l o s e l y  re-

l a t e d  cy c l i z a t i o n of  t h e  p o l y k e t i d e c o m p o u n d , c i n n am o y l 

t r i a c e t at e , tc t h e  s t i l b ene , p i n o s y l v i n ,  h a s  b e e n  r e p o r t e d  

( 1 3 ) • 

0 0 

H DY:,D 
e n z  � \ HO 

__. � CODH --+ 

HO 

C i n n amoy l t ria c e t at e  P i nos y l v i n  

T h e  c om m o n  p h l o r o g l u c i nLl - t y p e  A r i n g o xy g e n a t i on 

p a t t e r n i n  f l a v on o i ds c an no w b e  s e e n  t o  r e f le ct t h e  b i o -

s y n thet i c  o r i g i n  o f  t h e  A r i ng f r o m  ace t a t e . I n  t h o ss cam-

p o u�ds w h i c h  h a v e  r e s o r c i no l - t ype  A r i n g  sub st i t u t i o n  

( 5 - d e oxy  c o m p o u n d s ) , t h e oxy g en f u n ct i o n n o r m a l l y  i n  t h e  

5- p as i t  i on ( f 1 a v a n o n e  n u m b e r i n g ) i s  p rob  a b  1 y l o st .  b y  r e 

d u c t i on a t  t h e  p o l y k et i�e  s t a g e  ( 7 ) . p- Hy d r o x y l at i o n i n  

t h e  B r i ng m a y  o c c u r  a t  t he c i n n a m i c  a c i d  p r e cu r s o r  l e v e l  

b u t  f u r t h e r  hy d r oxy l a t i o n  p r o b ab l y  t a k e s  p l a ce s u b s e4u e n t  

t o  th8 c h a l co n e  f o r mat i on .  T h e s e  f i n e r  d et ai l s  a r e  h ow e v e r  



5 .  

u n c e r t a i n  an d d i f f e r e n c es may  e x i s t  b e t w e en p l a n ts ( 8 ) . 

M e t hy l a t i o n a n d  g l y c osy l a t i o n  o f  hy d r o x y l  g r ou ps a r e  v e r y  

l ike l y  s om e  o f  t he f i n a l  st eps i n  t he e l ab o r at i o n o f  t h e  

f l a v o no i d  mo l e cu l e  ( 9 ) . 

. 
R es u l t s  f r o m  � a n y  t r a c e r  GXp e r i me nts  o v er a n umb e r  

o f  y ea rs h av e  e n a b l e d  c e r ta i n  b i os y n t h e t i c r e l a t i o nsni ps 

b etw e e n  t h e  c l ass es o f  f l a v o no i ds t o  b e  d e du c e d  ( 7 , 8 , 1 0 , 1 4 ) . 

T h e s e  i n t e r c l ass r e l at i o nsh i pp a r e  c u r r e n t l y  h e l d  t o  b e  

a s  shown  i n  Fig u r e 3 ( 8 , 1 0 ) . 

T h e  r e l at i v e  r o l es o f  c h a l co nes a n d  f l a v a nones as 

p r e c u rs o rs of ot h e r  c l ass es of f l a v o noids h a v e  r e c e n t l y  

b e e n  c r i t i c a l l y  e va l u at ed b y  Wo n g  ( 1 0:1 4 ) i n  t r a c e r  s tu d i es 

a n d  t h e  r es u l ts h a v e  i mp l i ca t e d  c h a l c o n es as t he m o r e  d i r e ct 

p r e c u rs o rs of t he o t h e r c l ass es i n v es t i gat ed . T h is i nt e r

p r e t a t i o n  of  int e r c l ass r e l at i o ns h ips s h i f ts f l av a n o n es 

f r om t he i r  for me r , c e n t r al r ol e  i n  f l av o n o i d  b i os y n t h e s i s  

( 8) t o  a s i d e-b r a n c h  p os i t i o n  a n d  i s  o f  major  s i gn i f i c a n c e  

i n  r e l a t i o n  t o  p r o b ab l e  me c h a n i s ms f o r  t he b i os y n t h es i s  

o f  the o t h e r  f l av o n o i d  c l ass es ( 1 0 ) . 

L i t t l e  is  k n o w n  o f  t h e  e nzy mo l o gy o f  f l a v on o i d b i o

s y nt h es i s  o r  o f  t h e  c h em i c a l  d e t a i ls o f  t h e  pr e s u m a b l y  

m u l t i -s t e p  t r a ns f o rm a t i o ns r equ i r e d  i n  t h e  i nt er c l ass c o n 

v e rs i o ns s p ann e d  b y  s i n g l e  a rr o ws i n  F i g u r e  3 .  Enzy m i c 

s t u d i es ,  wh er. p oss i b l e ,  w i l l  o bv i o us l y  p l ay  a k e y  r o l e  i n  

t ho f u r th e r  e l u c i d at i o n o f  f l a v o n o i d  b i os y n t h es is . 

A f i rs t  s t e p  t aken  i n  t h e  s tu d y  o f  e nzy m es i n  

f l a v o n o i d  b i os y n t h es is w as t h e  p a r t i a l p u r i f i c at i on a n d  

s t u d y  o f  t h e
.
p r o p e r t i es o f  t h e i s o m e r as e  e nzy m e  f r om  s oy b ea n  

( S oja  h i spi da ) w h i c h  c at a l ys es t h e  r e v e rs i b l e  i nt e r- c o nv e rs 

i on o f  c h a l co n es a n d  f l av a n o nns ( 1 5 ) . Mor e d e t a i l e� s t u di es 



( - ) F l a v a n o n e  
F l av o n e  

C 9  1l � � . � C h a l co n e  � 
3 ( C2 ) 1 

Is o f l a v o n e  
Auro n e  

D i h y d r o f l a v o n o l  

Fla v o n ol 
"1 

� 
Ant h o c y a n i n  

F l a v a n - 3- o l  

F l a v a n - 3 , 4 - d i o l  

F�gu r e  3 .  P ro b a b l e  i n t e r r e l at i o n s h i p s o f  f l a v o n o i d c l as s e s  
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on  i s om e r as e  i s o e n z y m e s  f r o m  � v a r i e t y o f  p l a n t s  h a v e  

s i n c e  b e e n  m a d e  ( 1 6 ). W i t h t h e  r e c e n t  d i s p l ac e m e n t  o f  

f l a v a n o n e s  f r o m  t h e  ma i ns t r ea m· o f  f l av o no i d  b i o s y n t h e s i s  

( 1 0 ), t h e  r o l e  o f  t h e  i s o m e r a s e  �ou l d  n o t  n ow b e  o f  

c e nt r a l  i mp o r t a n c e  t o  f l av o n o i d  b i osyn t h es i s .  

W o n g  h a s  a l s o  o p e n e d  u p  t h e  poss i b i l i t y o f  s t u d y i ng 

t h e  e n z y mo l o gy o f  b i os y n t h es i s  n o t  o n l y  o f  au r on e  b u t  

a l s o  o f  d i hy d r o f l a v c n o l . C el l - f r e e  e x t r a c t s  o f  s oy b e a n  

s e e d l i n g s  c a t a l y s e  t h e  e n zym i c o x i dat i o n  o f  2 ' , 4 , 4 ' - t r i -

hy d r o x y� h n l c o n e  ( i s o l i q u i r i t i g en i n ) t o  t h e  c o r r e sp o n d i n g  

4 '  , 6 - d i hy d r o x y a u r o n e  ( h i s p i do l ) ( 1 7 ) , p ro b a b l y  b y  w ay o f  
* 

t h e  i n t e r me d i a t e  h y dra t e d  a u r o n e , 4 ' ,6 - d i h y d r o xy - 2 -

( a - h y dr o x y b e n z y l ) c o u m a r an o n e , w h i c h e x i s t s  i n  d i as t e r e o

i s o m e r i c  f o r rn:.; ,  v 1 and  v2 
( 1 8 ) . S i m i l ar c e l l - f r e e  e n z y mG 

p r e p a r a t i on s  o f  C i c e r  ar i e t i n u m  s e e d l i n gs c a t a l y s e  t h e 

o x i d a t i on o f  t he same  c h a l c o n e  t o  4' , 7- d i h y d r o x y d i h y d r o-

f l a v o n o l  ( g a r b a n z o l ) , b e s i d e s  v 1 a n d  v2 a n d  h i s p i d o l  ( 1 9 ) . 

T h e s e  e n z y m e  p r o du c t s  o f  c h a l c o n e  o xi d a t i o n  ar e s e t  o u t  

* 

T h e  " h y d r at e d  a u r o n e" s t ru ct u r e  r e f e r r e d  t o  i n  t h i s  

t h e s i s  i s  t h e  � - hy dr o x y k e t o n e  ( A )  r a t h e r t h an th e a l t e r n a t 

i v e  a - h y d r ox y k e t on e  ( B ) i s o m e r , b o t h  o f  w h i c h  m a y  b e  fo rm-

al l y  c on s i dG r e d  a s  a h y dr a t e d  

OH 

w�H-o 
0 ( A )  

a u r on e . 

I s o m e r  (A) s h o u l d  d e h y d r a t e  r e a d i l y  t o  a u r o n e , w h i l e  i so m e r 

(B) is l i k e l y  t o  b e  r e s i s t a n t  t o  d ehy d r a t i o n  ( s e e  F . M .  D e a n , 

"N a t u ra l l y  O c c u r r i n g  O x y g e n  R i ng C o mp ou n ds " ,  1 96 3 ,  p 6 1 4 ,  

L o n d o n , B u t t e rw or t h  arid Co . ) 
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i n  F i g u r e  4 .  

S t u d i e s  r e c o r d e d  i n  t h i s  t hes i s h a v e  d e vel o p e d f r o m  

t a f u r t h e r  i n v e sti g a t i o n  o f  t h e  e n z y mic  co nv e r s i o n i n  c e l l -

f r e e  sy s t effis o f  i s o l i q u i r i t i ge n i n int o Y 1 a n d  Y 2 a n d  

h i s p i d o l . Fo l l owi n g  a s e r i es o f  enz y m e  p u r i f i c at i o n ex-

p e r i me n t s  i t  b e came  a p p a r e n t t h a t  Y 1 a n d  Y2 f o rm a t i o n 

c o n s t i t u t e d  hu t p a r t  o f  a c o m p l e x  s y st e m . I n  t h i s  s y s t e m  

t h e c h a l c one w a s  u n d e r g o i n g  a p e r o xi d a s e-cat a l y s e d  o x i d a t -

i o n t o  y i e l d , i n  a dd i t i o n t o  Y1 and Y2 , s e v e r a l  o t he r  

p r o d u c t s , s o m e  o f  w h i c h t u r n e d  o u t  t o  b e  n e w  v a r i a n t s  o f  

f l a v o n o i d c o mp o u n ds . 

A n  i n t r o d u c t i o n  t o  t h e  f e a t u r e s  o f  p e r o x i d a s e -

c a t a l y s e d  r e a c t i o ns w h i c h  w i l l  bo r e l e v a n t  t o  a n  a p pre c -

i at i o n o f  t h e  c h a l c on e - o x i d i s i n g  r e a c t i on w i l l  n ow b e  

p r e s e n t e d . 

1 8 PE R O X I D A SE E N Z YME AND I T S  C A T A L Y T I C  FU N CT I O N S  

P l a n t  p e r o x i das e s  a r e  i n  g en er a l  h a e mo p r o t e i n s  o f  

m o l e c u l a r  w e i g h t  a b o u t  4 0 , 000; w i th o n e  haem  g r o u p  a:1 d a 

c a r b o h y d r a t e  c o m p o n e n t  i n  t h e  m o l ecu l e  ( 2 0 ) . O n e  o f  th e 

r i c h es t , a n d  a t r a d i t i o n a l  s o u r c e  o f  p e r o x i d a s e  i s  h o r s e 

r a d i sh r o o t  ( A rm o r a c i a ru s t i c a n a ) , t h e  f i rs t  s ou r c e  o f  

t h e  cry s t a l l i ne e n z y m e  ( 2 1 ) . A p a r t  f r o m  i t s  e n zy m i c 

f u n cti o n , h o r s e r a d i s h  p e r o x i d as e ,  as a h ae m o p r o t e i n ,  h as 

mary s i mi l a r i t i e s t o  h a e mo g l o b i n a n d  my o g l o b i n  ( 2 2) . 

P e r o x i d a s e s  a r e  w i d e s p r e a d  i n  h i g�er p l a n t s  ( 23,2 4 )  a n d  

h a v e  b e e n  e x t e n s i ve l� p u r i f i e d  f r om a n u mb e r  o f  s o u r c e s  

(21). A n i ma l  s o u r c e s  o f  p e r o x i d a s e  enz y m es a r e  a l s o  w e l l  

kn own  (24). 

I n  t h e  d i s c u s s i o n  w h i c h  f o l l ows , per o x i d a s e  w i l l  



F i 9 u re 4 .  P r o d u c t s  o f  c h a l co n e  o x i d a t i o n w i t h  c e l l - f r e e  

HO 

HO 

e n z y � e  p r e p a r a t i o n s  f r o m  s oy b e a n  and  c i c e r  

0 
I s o l i q u i r i t i g e n i n  

( c h a l c o n e ) 

0 
G a r b a n zol 

( d i hy d rof l avon o l ) 

H 
) 

HO OH 

OH �H-o- O H  0 
Y 1 a n d  Y 2 

( h y d r a t e d  a u r o n E ) 

C H-o-D H  0 
H i s p i dol  

( au ro n e )  
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r e f e r  c h i e f l y  t o  t h e  p r ep a r a t i o n  f ro m  h o r s e r a d i s h , w h i c h 

i s  t y r i c a l  o f  mo s t  p l a n t  p e r o x i d a s e s  i n  p r o p e r t i e s an d 

m o d e  o f  ac t i o n ( 2 4 ) . 

1 8 - 1  E n zym e a c t i v i ty 

P e r o x i das e i s  a c a t a l y s t  i n  s e v e r a l  t y p 8s o f  

o x i d a t i v e  r e a c t i ons i n  w h i c h a g r e at v ar i e ty  o f  m o l e cu l e s 

a r e  o x i d i s e d  t o  y i e l d  an  e v e n  g r e a t e r  v a r i e t y  o f  p r o d u c t s  

( 2 1 , 2 4 ) . 

F i r s t l y ,  i n  i t s c l a ss i c a l  p e r o x i d at i c  a c t i v i ty ,  

t h e  e n z y m e  ca t a l y s e s  t h e  o x i d at i on o f  e l e c t r o n  ( h y d r o g e n ) 

d o n o r s  b y  hy d r o g en p e r ox i d e ,  t h e  e l e c t r o n  a c c e p t o r . 

+ 
e n z y me 

� A + 2 H  0 2 

T h i s  c o ns t i t u t e s  t h e  c o m m o n  a c t i v i t y o n  w h i c h  t h e c l as � i 

f i cat i o n o f  t h e  e n z y m e  r es t s ,  ( d o n o r : H2 o2 o x i d o r e d u c t as e , 

E C  1 . 1 1 , 1 . 7 ) . 

A s e co n d , mo r e  c o mp l e x ,  r e a c t i o n  c a t a l y s e d  i s  t h e  

o x i d a t i c  o n e , ( p e r o x i da s e- o x i d a s e  r e a c t i o n ) . I n  t h i s c as e ,  

m o l e c u l a r  o x y g e n  r e p l a c e s  h y d r o g en p e r o x i d e a s  t h e  e l e c t r o n  

a c c e p t o r  i n  t h e  o x i dat i on o f  a r e s t r i c t e d  n u m b e r  o f  e l e c t r o n  

d o n o r s  ( 2 5 ) .  

e nz y m e  V + + 

F i n a l l y , a d i r e c t  o x y ] e n a t i o n  r e ac t i o n , i n  t h e  f o r rn  

o f  n o n- s p e c i f i c  an d n o n - s t o i c h e i om e t r i c a er o b i c  a r o m a t i c  

h y d r o x y l a t i o n , i s  s u p p o r t e d  i n  a s y s t e m  bas e d  o n  t h e e n z y m e

c a t a l y s e d o x i da t i c r e a c t i on ( 2 6 ) , 

+ e n z y m e  

+ 
- ---- -. 

V + 

A rO H  

+ ( D ) 
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1 8 - 2  E n zym e-pe r o x i d e  c � mpou n ds 

P e r o x i d a s e  c o � t a i n s  t h e  i ro n  p o r p h y r i r, ,  p � o t o h a e -

mat i n  I X ,  as  a p r o s t h e t i c g r o u p  wh i ch fu n c t i o ns i n  t h e  

e n zy m e  a c t i on  ( 2 4 ) . O f  t h e  s i x  c o - o r d i na t i o n p os i t i o n s  

o f  t h e  h a e m a t i n i r o n ,  f o u r  a r e  o c c u p i e d  by  t h e  p o r p h y r i n  

n i t r o g e ns , a f i f t h  b y  t h e  l i n k ag e  t o  a p r o t e i n  g r o u p  an d 

t h e  s i x t h  b i n ds a mo l e cu l e  o f  w a t e r . D i s p l ac e m e n t  o f  

t h i s  gro u p  i n  t he s i x th  p o s i t i o n  b y  a m o l e c u l e  o f  hy d r o-
,. 

g e n  p e r o x i d e ( .s u b s t r a t e ) l e a ds t o  t he f o rm at i on o f  d i s -

t i n c t  en z y me- s u b s t r a t e  cb mp o u n d s  t h r ou g h  w h i c h t h e  e n z y me 

m e c h a n i s m o p s c a t es ( 2 1 , 2 4 , 2 6 ) , T h e s e  r e do x  c omp o u n d s  o f  

t h e  e n z y m e  a r e  c on v en i e n t l y  m o n i t o r e d  b y  t h e i r  d i s t i n c t i v e  

a b s o r p t i o n s p e c t r a  ( 2 7 , 2 8 ) . 

T h r e e  r e d o x  c o m p o u n d s , k n own  R S  Compou n d s  I , I I an d 

I l l ,  a r e  f o r m e d  on  t r e a tm e n t  o f  t h e  e nz y m e  w i t h  h y d r o g en 

p e ro x i d e u n d e r  c er t a i n  c o nd i t i o n s . Comp o u n d  I ,  t h e  g r e e n  

p r i ma r y  c o m p o u n d  d i s c o v er e d  b y  T h e o r e l l ,  i s  f o rm e d  o n  

r e a c t i o n  o f  t h e  n o r m a l  f e rr i c  f o rm o f  t he f r e e  e n zy m e  

w i t h  a n  e q u i mo l ar a m o u n t  o f  h y dr o g en p e r o x i d e  ( 2 4 , 2 7 ) . 

G i v e n  an  o x i d a t i on s t a t e  o f  + 3  f o r  t he f r e e  f e r r i c  e n z y m e , 

C o m p o u n d  I has  f o r ma l l y  a n  o x i da t i o n s t at e o f  + 5 . C a m -

p o u n d  I I ,  w h i c h  has  a f o r ma l o x i d a t i o n s ta t e  o f  +4 , m a y  

b e  f o �m e d  e i t h e r  b y  a o n e - e l e c t r o n  r e du ct i o n  o f  C o m p o u n d  

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

e n zy m e  w i t h  a s l i gh t  e x c ess  o f  h y d r o g e n  p e ro x i d e  ( 2 1 r 2 4 , 2 7 ) , 

K i ne t i c  e v i d e n c e  has  b e e n  p r e s e nt e d  by  Cha n c e  t h a t  i n  t h e  

l a t t e r  c a s e  C o m p o u n d  I I  i s  s t i l l  f o r m e d o n l y  t h r o u gh 

Comp o u n d  I ( �1 ) .  H i gh l y  p u r e  e n z y m e  p r ep a r a t i o n s  a r e  r e -

q u i r e d t o  o b s e r v e  Comp o u n d  I f o r m a t i on s i n � e  a n y  e n do g e n o u s  

e l e 8 t r o n  d o n o r  p r e s e nt w i l l  c o nver t C o m p o u n d  I t o  C o m p o u n d  I I .  
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A o n e- e l e c t r o n  r e du ct i o n  o f  Comp o u n d  I I  r e l e a s e 3  f r e e  

e n z y m e .  R e d o x  C o m p o u n d s  I a n d  I I  f u n c t i o n  a s  n o r m a l  

i n t e r m e d i a t e s  i n  t h e  p er o x i da t i c  r e a ct i o n  ( s e e  n e x t  

s e c t i o n ) ( 2 7 ) . W i t h  h i g h e r  c o n c e n t r at i o n s  o f  h y d r o g e n  

p e r o x i d e t h e  e n z y me f o r m s  t h e  r e d- c o l o u r e d  C om p Q u n d  I l l  

( 2 1 , 2 4 , 2 7 ) w h i c h  i s  c a t a l y t i c a l l y  i n a c t i v e i n  t h e  p e r o x 

i d a t i c  r e a c t 5 o n b u t  w h i c h  may  b e  a c t i v e  i n  t h e  o x i d at i c  

r e a c t i on ( 2 8 ) . C o m p ou n d  I l l ,  as  sho w n  b y  G e o r g e , i s  

f o rm e d  i n  t h e r e a c t i o n o f  a m o l e c u l e o f  h y d r o g e n  p e r o x i d e  

w i t h a mo l e c u l e  o f  Comp o u n d  I I  ( 2 7 ) a n d  has  f o r ma l l y  a n  

o x i da t i on s t a t e  o f  +6 ( 2 8 ) . E l e ct r o n  i o n o r s  i n v a r i a b l y  

r e a c t  f a s t e r  w i t h  C o m p o u n d s  I a n d  I I  t h a n  w i t h  Com p o u n d  

I I I ( 2 8 ) • 

F e r r o p e r o x i d as e , o b ta i n e d  on r e d u ct i o n  o f  t h e  

f e r r i c  e n z y me e i t h e r  c h e mi c a l l y  o r  b y  t h e  f r e e r a d i c a l s 

o f  s em i - o x i d i s e d  b i o l o g i c al e l e c t ron d o n or s ,  r e a c t s  

r ap i d l y  w i t h  o x y g e n  t o  f o r m  a c o m p o u n d , oxy p e r o x i d as e , 

w hi c h  i s  p r o b a b l y  i de n ti c a l  w i t h  Comp o u n d  I l l  ( 2 2 , 2 8 ) . 

D i s s o c i a t i on o f  o x y p e r o x i das e o r  o f  C o m p ou n d  I l l  i n t J  

f e r r o u s  e n z y m e  a n d o x y g en c o u l d  not  b e  d e t e c t e d  ( 2 2 , 2 8 ) . 

R e c e n t l y  N ob l e  a n d  G i b s on ( 2 9 ) h a v e  s h own  t h a t  f er r o p 

e r o x i oa s e  i s  c o n v e r t e d  t o  o x y p e r o x i d a s e  b y  h y d r o g e n  

p e r o x i d e  i n  t wo s t e p s , e � c h  o f  w h i c h  i s  a t w o - e l e c t r o n  

o x i da � i on ,  C o m p o u n d  I I  b e i n g  a n  i n t e r � e di a t e  i n  t h i s  

c o n v e r s i o n . A f u r t h e r  mo d e  o f  C o m p o u n d  I l l  f o r m a t i o n 

s u g g es t e d  ( 2 8 ) i s  t h e  r e a c t i o n  o f  p e r h y d ro x y l  r ad i c a l  

( H D2 ) ,  o r  s u pe r ox i d e  a n i o n  ( 02 ' ) ,  t h e  i o n i c  e q u i v a l e n t , 

w i t h  f r e e  e n z y m e . T h i s  r a d i cal  i s  a p o s t u l a t e d  i n t e r 

m e d i a t e  i n  t h e o x i d a t i c  r e a c t i o n  ( 2 5 ) . 

I n t e r r e l a t i o n s h i p s  b & t w e e n  t he f i ve o x i d at i o n s t at e s  



1 1  . 

o f  p e r o x i d a s e  a r e  s u m m a� i s e d  i n  F i g u r e  5 ( 2 8 ) . O x y p e r o x

i d a s e  a n d  Com p o u n d  I l l h a v e  b e e n  e q u a t e d  i n  t h e  � i g u r e  

( 2 2 , 2 9 ) , T h e  n u m b e r  i n  p a r e n t h e s i s  g i v e s  t h e  f o r m a l  

o x i d at i o n l e v e l  o f  e a c h  s t a t e , 

1 8 -- 3 P e r o x i d a t i c  r e a c t i o n  

T h e  m e c h a n i s m  o f  t h i s  c l ass i cal  r e a ct i o n c a t a l y s e d  

b y  p e r o x i d a s e  e m b o d i es t h e  cy c l e  o f  r e a c t i o n s  l i n k i n �  t h e 

f r e e  e n z y m e , Co m p o u n d  I a n d  Comp ou n d  I I  i n  F i g u r e  5 a n d  

i s  s e t  o u t  i n  t h e  e q u a t ibns  b e l ow ( 2 1 , 2 7 , 2 8 ) . 

P e r o x i d a s e  + H2 D2 
C o m p o u n d  I + H2 A 

C o m p ou n d  I I + H2 A 

2 H A ' 

O v e r a l l :  

Com p o u n d  I 

Com p o u n d  I I 

P e r o x i d a s e  

A + H2 A 

A 

+ H A ' + H2 0 

+ H A '  + H2 0 

+ 2 H2 0 

T h e  d o n o r  m o l e cu l e  ( H2 A )  b e i n g  o x i d i s e d b y  h y dr o g e n  p e r o x

i d e s u pp l i es t h e  e l e ct r o n s  t o  r e d u c e  C o m p o u n d  I t o  f r e e  

e n zy m e  i n  two o n e - e l e c t ro n  s t e p s  t h r o u g h  Comp o u n d  I I .  

F r e e  r a d i c a l s  o f  th e d o n or w h i c h  a r e  co n s e q u e n t l y  f o r m e d  

a r e  t h o u g h t  t o  r em a i n  f r e e  i n  s o l ut i on a n d  t o  u n d e r g o  a 

d i s m u t at i o n  r ea ct i o n , b e i n g  a p p a r e nt l y  p o o r  e l e c t r o n  d o n o r s  

f o r  C o mp o u n d s  I a n d  I I  ( 2 8 , 3 0 ) . T h e  a b o v e  p e r o x i d at i c  

m e c h a n i s m i s  f o u n d e d rin t h e  s t u d i e s  of  C h a n c e  a n d  G e � r g e  

w h o  s h ow e d  t h a t  t h e  t r a n s i t i ons , C o m po u n d  I t o  Co m p o u n d  I I  

t o  f r e e  en z y m e , w e r e  b o t h  o ne - e l e c t r o n  r ed u ct i ons  ( 2 1 , 2 7 , 2 8 ) , 

I n  t h e c o u r s e  o f  t h e  r ea c t i o n ,  f r ee r a d i ca l s  o f  d o n o r s  

h a v e  b e e n  d e t e c t e d  b y  t i t r at i o n. w i t h  su i t a b l e e l e c t r o n  

a c c e p t o rs  a n d  mo r e  r e c e n t l y  by  e l e c t r o n  p a r a m a g n e t i c  r e

s o n a n c e  ( E P R ) s p e c t r o s co p y  ( 2 8 , 3 0 ) , Ty p i c a l  d o n o r s  i n  t h e  



* 

r i q u r o  5 .  I n t e r r e l a t i o n s h i p s  o f  t h e f i v e  

r e G o x  s t a t e s c f  p e r o x i d a s B  

F 8 r r o p e r o x i d a s e  

. ( + 2 ) 

H 2 02l 02 

VJ 
( C o m p d  I I )  

( + 4) 

e 
P e r o x i d a s e  o::JE'-""./:::___ 

( + 3 )  

C o m p d  I I I  
( + 6 )  

C o m p d I I  
( +4) 

H2 02 

T h e  number  i n  p ar e n t h e s i s g i v e s  t h e o x i d a t i o n  

l e v e l  o f  t h a t  r e d o x  s t a t e . 



I L ,  

p e r o x i da t i c  r e a c t i o n  i n c l u d e  gu a i a co l ,  a s co r b a t e , 

p - p h e n y l e n e d i a m i n e ,  p y r o g a l l o l  a n d  h y dr o q u i n o n e . 

1 8 - 4  O x i d a t i c  r e a c t i o n  

W h i l e  t h e  m e c ha n i s m  o f  t h e  � er o x i dat i c  r e a c t i o n i s  

w e l l e s t ab l i s h e d  t h a t  o f  the  o x i d at i c  r e a ct i o n  i s  s t i l l  

s o m e w h at i n d e f i n i t e ( 2 8 ) . T h e  f i rs t  e xa mp l e  o f  t h e  

o x i d a t i c  r e a ct i o n  was  t h e  a e r o b i c  o x i dat i o n of d i h y d r o x y -

f u m ar i c a c i d �  r ep o r t e d  b y  Sw e d i n  a n d  T h e o r e l l ( 3 1 ) .  S i n c e  

t he n ,  t h e  r e a c t i o ns o f  s e v e r a l  a d di t i o n a l e l e c t r o n  d o n o r s  

h a v e  b e e n  i n v � s t i ga t e d  ( s e e  r e f . 2 5 ) . B as i ca l l y , t h e  

o x i d a t i c  r e a c t i o n  o c c u rs b y  v i r t u e  o f  mo l e c u l a r  o x y g e n  

a cc e p t i n g e l e c t r o n s  f ro m  t h e  d o n o r  m o l e cu l e  i n  t h e  p r e s -

e n c e  o f  e n zy me ,  t o  y i e l d  mo s t  s i m p l y  hy d r o g e n  p e r o x i d e  

an d o x i d i s e d d o n o r  a s  p r o d u c t s . T h i s  mu l t i - s t e p  s e q u en c e  

may b e  s u m m a r i s e d  i n  e s s e n c e  i n  e q u a t i o n  1 .  

e n z y me y + E q n . 1 

S i n c e  t h e  d o n o r s  a r e  no t a p p r e c i a b l y a u t o x i d i s a b l e u n d e r  

t h e  c o n d i t i o n s  o f  t h e  r e a c t i o n , i t  i s  t h e  f u n c t i o n  o f  t h e  

e n z y m e  t o  a c t i v at e  do n o r  o r  o x y g on o r  b o t h  ( 2 8 ) . 

P ro p os e d  m e c h a n i s ms ( 2 5 ) fo r t h e  o x i d at i c  r e a c t i o n 

h a v e  b e e n  r e v i 8w ed b y  Y a m az a k i  a n d  eo- w o r k e r s  ( 2 8 , 32 ) . 

I n  F ig u r e 6 , t h e  f r e e  r a d i c a l  me c h a n i s m  p o s t u l a t e d  b y  t h j s 

g r o u p  t o  e x p l a i n  th e es s en t i a l  f ea t u r e s  o f  t he o x i d a t i c  

r e a c t i o n w i t h  a n u m b e r  o f  d o n o rs ( Y H2 ) i s  r e p r od ' J c e d .  

Do n o r s  s p e ci f i ca l l y  i n c l u d e d  a r e  d i h y d ro x y f u m a r i c  a c i d ,  

i n �o l e  a c e t i c  a c i d , t r i os e  r e du ct o n e  a n d r e du c e d  n i c o t i n-

ami d e  a d e n i n e  d i n u c l eo t i d e  ( NAOH ) .  A n  a dd e d  c o mp l i c � t i o n  



F i g u r e  6 , P o s t u l a t e d  m e c h a n i s �  f o r  t h e  o x i d a t i c  

J +  P e r - F e  

r e a c t i o n  c a t a ly s e d  b y  p B r o x i � a E e . 

P e r o x i da t i c r ea c t i o n  

... - - - - - - - - - - C h a i n  
I 
I 

�· o-- H L 
__ .., '--- y H2 

Co m p d  I I I  

= f e r r i p 8 � o x i das e 
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i s  t h a t  t h e p r op e r t i es o f  t h e  o v er a l l  r e a c t 1 o n  d i ff e r 

s o me w h at f o r  e a c h  d o n o r  ( 2 5 , 3 3 ) . R e l at i v e  v e l o c i t i e s f o r  

t h e  c o mp o n e n t  s t e p s  o f  t h e  o v e r a l l  r ea c t i o n w i t h  e a c h  o f  

t h e  f o u r  d o n o r s  m e n t i o n e d  a b ov e h�v e b e e n  s u m � a r i s e d  ( 3 3 )  

a n d i lJ u s t r a t e t h e  s i g n i f i c an c e  o f  t hi s  d o n o r  e f f e c t . 

To  i n i t i at e  t h e  c x i d a� i c  r e a c t i o n , t h e  do n o r  f r e e  

r a d i c a l  ( s e m i q u i n o n e ) i s  t h ou g ht t o  � e  f or m e d  i n  a c l a s s 

i c a l  p e r o x i d a t i c  r e a c t i o n  u s i n g h y d r og en pe r o x i d e , S u c h  

f r e e  radi ca l s  h a v e  n o t  ye t b e e n  f o u n d ,  h o w e v e r ,  i n  m e a s u r 

a b l e  c o n c e n t r a t i o n s  ( E S R ) u n d er a e r o b i c  c o nd i t i o n s , b u t  

i n d i r e c t  e v i d e n c e  f o r  t h e i r  e x i s t e n c e  h a s  b e e n ob t ai n e d  

( 2 8 , 34 ) . S e m � q u i n o n es o f  d o n o r s  i n  t h e  o x i d a t i c  r ea c t i o n  

a r e  c o n s i d e r e d  a b l e  t o  r e du c e  m o l e cu l a r oxy g a n  t o  s u p e r

o x i d e  a n i o n  ( p e r h y d r ox y l  r ad i c a l ) , a p o s t u l a t e d  k ey i n t e r 

m e d i a t e . T h i s r e a c t i o n  h as b e e n i n d i c a t e d  e x p e r i m e n t a l l y  

f o r  t h e  s e m i q u i n o n es o f  d i hy d r oxy f u ma r i c a c i d ,  t r i o s e  

r e du c t o n e  ( 2 5 ) and  v i t am i n K 3 ( 2 8 ) , u s i n g  E S R  t e c h n i q u e s . 

I n  t h e n e x t  s t e p , s u p e r o x i d e  may  t h en o x i d i s e  an o t h e r  

d o n or m o l e c u l e  t o  t h e  s e m i q u i n o n e , b ei r1 g  i t s e l f  r e du c e d  

t o  h y d r o g e n  p e r o x i d e  ( 2 8 ) , A n o n - e n zy m i c ch a i n  r e a ct i o n ,  

e x p r e s s e d  i n  t h e  s i mp l e  s t o i c h e i o m e t ry o f  e q u at i o n  1 a b o v e ,  

i s  t h e r e b y  e s t a b l i sh ed . R e c en t l y , i t  h a s  b e e n  p o s s i b l e . t o  

d e m o n s t ra t e ,  b y  E S R ,  s u s p e c t e d  s u p e r o x i d e  r a d i c a l  f o r m a t 

i o n  d u r i n g  t h e  o x i d a t i o n  o f  � i t 1 y d r o x y f u m ar i c  a c i d  c at a l y s e d  

b y  h o r s e r ad i s h  p e r o x i d a s e  ( 3 5 ) . T h e  co r r e c t n e s s  o f  t h e  

i d en t i f i ca t i o n  o f  t h is r a d i c a l  h a s  s i n c e  b e e n  c o n f i rm e d  

( 35 ) ,  F u r t h e r ,  s u p e r o x i de h a s  a l s o  b e en s h own  t o  r e a c t  

w i t h  d i hy d r o x y fumar i c  a c i d  ( 3 7 ) . T h e s e  r e c e n t  f i n d i n g s , 

t h e r e f o r e , g r ea t l y  s t r e n g t h s �  t h s  a r gu m e nt f o r  t h e  m e c h a n 

i s m  p r e s e nt e d  i n  F i g u r e  6 ,  



1 4 . 

W h i l e  � sm e l l  amo u n t  o f  hy d r o g en p e r o x i d e ,  p os s i b l y  

a l r e a dy p r e s e nt  i n  s o l u t i o n s  o f  t h e  d o n or , i s  ne c e 3 s a r y  

t o  s t a r t  t h e  o x i d a t i c  r e a c t i o n , t h e s y s t e m i s  a u t o c at a l y 

t i c ,  g i v e n  a n  e f f i c i e n t  ch a i n  r eact i o n  ( 34 ) . E f f i c i en cy 

o f  t h e  c h a i n  r e a c t i o n  m a y  b e  i n c r e a s e d  by  m a n g a n o u s  i o n , 

p os s i b l y  f u n c t i o n i n g as  s h ow n  i n  F i g u r e  7 t o  i n c r e a s e  

t h e  e f f e ct i v e n es s  o f  t h e  c h a i n - ma i n t e n an c e  r e a c t i o n o v e r  

t h e  p o t e n t i a l l y ra p i d  c ha i n - b r eak i n g d i s m u t a t i o n o f  s u p e r 

o x i d e t o  p e r o x i de a n d  o x y g 8 n  ( 2 5 , 2 8 ) , M t  h i g h e r  p H , m a n g 

a n o u s  i on i s  e s p e c i a l l y  e f f e c t i v e  to  b r i d g e  b e t w e e n  t h e 

m u t u a l l y  r ep u l s i v e s u p e r o x i d e  an d i o n i � e d  d o n o r  a n i o n s . 

A c t i v at i o n  b y  man g a n o u s  i on i s  s t r o n g  i n  d i h y d r o x y f um a r i c  

a c i d ,  i n do l e  ace t i c ac i u  a nd N A D H  o x i d a t i o n s , b u t  i s  w e ak 

i n  t he t r i o s e  r e du c t o n e  s y s t e m  ( 2 5 ) . 

A f u r t h e r  ch a i n- b r e ak i n g  r e a c t i on ,  d i s mu t a t i on o f  

t h e  s e m i q u i n o n e  a s  i n  t h e  p e r o x i d at i c  s eq u e n c e , d e p e n ds 

o n  t h e  n a t u r e  of  t h e  d o n o r , b e i n g  p r o m i n e n t  i n  t r i o s e  

r e du c t o n e  o x i d at i o n ( 2 5 ) . 

R e d u c t i o n  o f  t he f r e e  f e r r i c  e n zy m e  t o  t h e  f e � r o u s  

s t a t e  b y  t h e  s e mi q u i n o n e  i s  s h own s i m p l y  as a n  a p p a r e n t  

c ha i n- b r e a k i ng r e act i o n  i n  F i g u r e  6 .  T h i s  r e ac t i o n i s  o f  

m u c h  f u r t h e r  i n t er e s t , h o w e v e r ,  f o r  i t  i s  t h e  s t a r t i n g  

p o i n t  o f  a n  a l t er n a t i v e  p at h w a y  p r op os e d  f o r  o x y g e n  r e

d u ct i 0 n i n  t h e  o x i d a t i c  r e ac t i on . U n l i k e  t h e  p r e v i o u s l y  

c o n 3 i d e r e d  r e act i o n s equ e n c � , t h i s  a d d i t i o na l c ha i n  r e

a ct i o n i s  e n zy m e  m e d i at e d . T h u s  two  p a t h w a y s  o f  e l e c t r o n  

f l ow f r o m  t h e  d o n o r  m o l e c u l e  t o  mo l e cu l a r o x y g e n  a c ce p t or , 

0 1 1 e  b as i c a l l y  n o n - e n z y m i c a n d  t h e  o t h e r  e n z y m i c ,  may  

o p e r a t G  i n  t he o x i da t i c  r e a ct i on as d e p i c t e d  in  F i g u r e  8 

( 2 8 , 3 2 , 3 3 ) . T h e  d i s t r i b u t 1 on o f  t h e  t o t a l  e l e c t r o n  f l ux 



' 

F i gu r e  7 .  S u g g e s t e d  m e c h a n i s m o f  a c t i v at i o n  o f  t h e  

o x i d a t i c  r ea c t i on b y  m a n g a n ou s  i o n . 

YH ' 

y YH ' 



F i g u r e  8 ,  C o 1 11 p e t i n g  p a t hw a ys  o f  e l e c t r on f l ow i n  

t h e  o x i d a t i c r e a ct i on .  
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b e t w e en t h e s e  c o m p e t i ll ';J  p a t h w a y s  i s  d o n o r  d e p e n d e n t  

( 3 2 , 3 3 ) ; t h e  e n z y m i c p a t h w ay b e i n g  p a r t i c u l ar l y c o mp e t i 

t i v e w i t h i nd o l e  a c e t i c a c i d  as d on o r  ( 2 8 , 3 3 ) . T h e  e n v i s -

a g e d  m o d e  of o p e r a t i o n o f  t h e  e n z y m i c  p a t h w a y  d e p e n d s  o n  

t h e  s e m i q u i n o n e  o f  t h e  d o n or r e d u c i n g  f r e e  e � z y m e  r a t h e r 

t h a n  mo l e c u l a r  o x y g e n  d i r e c t l y  ( r i g u r e  8 ) . Mo l e c u l a r  

o x y g e n  t h en r e a c t s  w i t h t h e  f e r r o p e r o x i d a s e  t o  f o r �  o x y -

p e r o x i da s e , o r  C o m p o u n d  I I I ,  i n  w h i c h  o xygen i s  c on s i d e r e d  ,. 
a c t i v a t e d  p o s s i b l y  b y  a p ar t i al mo v em e n t  of  a n  e l e c t r o n  

f r o m  i r o n  t o  o x y g e n  ( 2 5 , 2 8 ) . T c  c o mp l et e  t h e  c h a i n r e a c t -

i o n  i n  r i gur8  8 ,  C o m p o u n d I I I  i s  c on s i d e r e d t o  r e a c t  w i t h  

a n ot h e r  m o l e cu l e  o f  h y d r o g en do n o r  t o  y i e l d  f r e e  e n zy m e 

a n d  s am i q u i n o n e  o f  t h e  d o n o r . T h u s  t h e  c ha i n  r e a ct i o n 

a g a i n a c c o u n t s  f o r  t h e  o x i d at i c  r e a c t i on  as  e a r l i e r s u mm a r -

i s e d  i n  e q u a t i o n 1 .  

T h e  d e g r e e  o f  e x p e r i m e n t a l  s u p p o r t fo r t h i s e n z y me -

m e d i a t e d  c h a i n  r e a c t i o n  v a r i e s  d e p en d i ng o n  t h e  h y d r o g e n  

d o n o r . T hus  w h i l e  r e act i on o f  c e r t a i n  h y d r o g e n  d o n or s  

w i t h  C o m p o u n d  I I I  i s  r a p i d ,  a s  i n  t h e  c a s e  o f  i n do l e  

a c e t i c a c i d ( 2 8 ) , i t  r e ma i ns tha t w i t h  d i h y d r o xy f u m a r i c 

a c i d  ( 2 5 , 3 2 )  a n d  NADH  ( 1 5 ) do no r s , C om p o u n d  I I I  f o r m e d  

d u r i n g  t h e  o x i d a t i c r e a ct i o n  i s  e v i de n t l y  no t i nv o l v e d  

i n  t ha c h a i n  r ea ct i on s eq ue n c e . T h i s  l a t t er s i tu a t i o n 

may  r e f l e ct e s s e nt i a l l y t h e  e xc l u s i v e  � p e r a t i on o f  t h e  

n o n - a n z y m i c c ha i n  r e a ct i o n  s e q u e n ce i n  d i hy d r o xy f u mar i c  

a c i d o x i d a t i o n . F o r m a t i on o f  C o m p ou nd I I I  m a y  s t i l l  

o c cu r ,  n o t  b y  o x y g e n at i o n  of  th e f e r r o u s  e n z y m e  b u t  b y  

r e a c t i o n o f  th e f e r r i c e nz y m e  w i t h  p e rhyd r o x y l r a d i c a l  

( s e e  F i g u r e  5 ) , I n  F i gu r e  8 ,  a n  e s s e nt i al  r o l e  o f  t h e  

f e r r o u s  e n z y m e  i n  t h e c h a i n  r e B c t i o n  i s  en v i s a g e d ,  y e t  
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t h e  ro l e  o f  t h e f e r r o u s  e n z y me i n  th e o x i d a t i c  r R a c t i o n 

h a s b e e n  m u c h  c on t e s t e d i n  t he p as t ,  n o  do u b t  p a r t l y  as  

a r e s u l t  of  t h e v ar i ab l e e f f e c t s  of c a r b o n m o n o x i d e o n  

t h e  sy s t e m ( 2 5 , 2 8 ) , 

1 8 - 5  C l a s s i f i c at i o n o f  hyd r�gen  d o n or s 

W h i l e a g r eat  v ar i e t y  o f  c o mp o u n ds a r e  e l e c t r o n  

d o n o r s  i n  p e r o x i d a s e - c a t a l y s e d  r e a c t i o ns , t h e y  c a n  b e  

s i m p l y  c l a s s i f i e d  i n t o  t w o  t y p e s  o n  t he b as i s  o f  t h e · 

r e d o x  p r o p e r t i es o f  t h e i r  f r e e  r a d i ca l s . T h i s  c l a s s 

i f i c at i o n  i s  o f  i n t e r e s t i n  t h e s t u d y  n f  p e r o x i d a s e 

c a t a l y s ed r e a c t i o n s  f o r  i t  i n d i ca t es t h os e d o n o r s  whi c h  

m a y  o p e r a t e  e i t h e r  t o  p r o m o t e o r  i nh i b i t  t h e  r e a c t i o n o f  

a n c t h 8 r  d o n o r , 

Y a m a z ak i has  c l as s i f i e �  h y d ro g e n  do no r s  i n  t h e  

p e r o x i d a t i c  r e a c t i o n  a s  r e d o g e n i c  o r  o x i do g e n i c ,  a c c or d i n g  

t o  w h e t h e r t h e i r  f r e e  r a d i c a l s  e x h i b i t  r e du c i n g  o r  o x i d i s 

i n g  a ct i v i t y  r e s p e ct i v e l y  ( 3 8 , 2 7 , 2 5 ) . 

H A ' 

X '  � D i m e r s e t c . 

R e d o g e n i c d o n o r  

D x i d o g e n i c  d o n o r  

S u b s t r at e s f o r  t h e  o x i d a t i c r ea c t i o n  ar e a l w ay s  r e d o g e n i c  

d o n o r s , � u t  b o t h  t y p e s  o f  d o r. o r  may u n de r g o  p e r o x i d at i c  

r e a c t i o n . 

O x i d o g e n i c  d o n o r s  c a n  a c c e l e ra t e  b o t h  p e r o x i d at i c  

a n d  o x i d at i c  r e a c t i o ns b y  v i r t u e  o f  t h e  o x i d i s i n g  pow e r  o f  

t h e  e n z y m i c a l l y g e n e r a t e d  f r e e  r a d i cal , as  s ho w n  i n  F i g u r e  

9 ( 2 7 , 3 9 ) . O n  t h e o t h e r  h a n d , r e dog e n � c  d o n o r s  ar e n o r m

a l l y i n h i b i t o ry , b e i n g  c o m p e L i t i v e w i t h  t h e  o t h e r  d o n o r  i n  

t h e  r e a c t i o n  ( 2 7 ) . 



F i g u r e 9 .  M e c h a n i s m  o f  a c c e l e r a t i n g a c t i o n o f  

o x i do g en i c d o n o r s . 

H A • 

1 
( Pe r o x i da t i c  o r  

o x i d a t i c  r ea c t i o n ) 

X . 

P e r o x i d a s e  
+ 

Hz D2 

H X _-/ 
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1 8 - 6  A e 1 o b i c  a r o m a t i c  hy d r o x y l a t i o n  

I n  t h e  a e r o b i c  d i h y d r o x y f u ma rat e- p er o x i d a s e  s y s t e m ,  

Mas o n  a n d  e o- w o r k e r s  h a v e  r e p dr t e d  n o n - s p e c i F i c  a r o ma t i c 

h y d r o x y l a t i o n i n  w h i c h  t h e  o x y g e n  i � c o r p o ra t e d  o r i g i na t e d 

f r o m mo l e c u :i. a r  o x y g en ( 2 6 ) . T h e  o x i da t i c  r ea c t i o n  o f  d i 

hy d r o x y f u m ar a t e  w h i c h o c c u r s  s e r v e s  n o t  s i mp l y  a s  a 

s o u r c e  o f  h y dr o g e n  p e r o x i d e , b u t  o f  s o me  o xy g e n - d e r i v e d  

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

S u p e r o x i d e  ( p e r hy d r o x y l  r a d i c a l ) h a s  b e e n  su Q g e s t e d  as  t h e  

h y d r o x y l a t i n g  a g e n t  ( 2 5 , 2 6 , 2 8 ) , b u t  as th i s  r a d i c a l  a p p e ar s  

i n c a p a b l e  o f  h y d r o x y l a t i n g  b e n z e n e o r  n a p h t h a l e n e ,  D a l y  

a n d  J e r i n a  h a v e  r e c e n t l y  su g g e s t e d  t ha t  a m o r e  r e a c t i v e ,  

p o s s i b l y e n z y m e- b o u n d , r a d i c a l  i s  i n v o l v e d  ( 4 0 ) . 

A d d i t i o n o f  m an g a n o u s  i on t o  t h e  s y s t em i n h i b i t s 

h y d r o xy l a t i o n c o mp l e t e l y  d e s p i t e  t h e  i n c r e as e d  r a t e o f  

d i h y d r o x y f u m a r a t e  d i s ap p e a r a n c e . T h is e ff e c t  o n  h y d r o x y 

l at i o n h a s  b e e n  e x p l a i n e d  a s  a d e p l e t i o n  o f  t h e o xy g e n

d e r i v e d  h y d r o xy l a t i n g  r a d i cal , a c t i v e  i n  t h e  c ou p l e d  

h y d r o x y l at i o n ,  a s  a r e s u l t  o f  c a t a l y s i s  b y  m a n g a n o us i o �  

o f  t h e  c ha i n  r e a c t i o n w h i c h  r e d u c e s  su p e r o x i d e  t o  hy d r o g e n  

p e r o x i d e  ( 2 6 )  ( s e e  F i g u r e  7 ) . f h i s  e x p l anat i o n ,  o f  c o u rs e ,  

e q u at es t h e  h y d r o x y l a t i n g  s p e c i e s  w i t h  s up e r o x i d e . 

· A b s en c e  o f  t h e  N T H  s hi f t ,  b o t h  � n  t h i s  p e r o x i da s e  

s y s t e rr. an d i n  mo d e l  s y s t e ms i n •J o l v i r t g  r a d i c a l  s p e c i es , 

s u p p o r t s  t h e  v i e w  t h a t  t h e h y d r o xy l a t in g  a g e n t  i s  r a d i c a l  

i n  n a t u r e  ( 4 0 ) . T he p e r o x i d a s e  h y d r o x y l at i n g  s y s t em i s  

u n i q u e i n  t h e  a b s e n c e  of  t h e  N I H  s h i ft ,  f o r  t h e  s h i f t i s  

a l w ays  o b s e r v e d  i n  s i m i l a r  h y d r o xy l a t i o ns o f  a r o ma t i c  s u b 

s t r a t e s  c a t a l y s e d b y  m i x e d- f u n ct i o n  o x i d as e s ( 4 0 ) . 
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T h e  s t u d y r ep o r t e d  i n  t h i s t h e s i s  h a s  u n co v e r e d  

a n e w  e xamp l e  o f  p e r o x i d a s e  a c t i n g  a s  a c a t a l y s t  i n  a 

r e a c t i on t JJ :l i � h c o m b i n e s  i n  t h e  s a 1n e s u b s t r a t e ,  f e a t u r e s 

o f  b o t h  t h e o x i d at i c  a n d  h y d r u xy l a t i o n r e a c t i o n s  d i s -

c u s s e d  a b o v e . P r o d u c t s  o f  c h a l c o n e  o x i d a t i o n  i n  t h i s  

n ew r e a c t i o n i n c l u d e  no t o n l y  r e c o gn i s e d  f l a v o n o i ds b u t  

a l s o  n ew v a r i a n t s  o f  f l a v o n o i d c o m p o u n d s . 



. , y .  

C hapt e r  2 

R E S U L T S  

2 A  N AT U R E  A N D  P R O DU CT S o r  T H[ EN Z Y M I C R E A CT I O N  

W o n g  has  p r e v i ou s l y  r ep o T t e d  th at  C G l l - f r e e  e n z y m e  

e x t r a c t s  o f  garban z o  s e e d l i ng s  c a t a l y s e  t h e  c o n v e r s i o n  o f  

2 ' , 4 , 4 ' -t r i h y d r o x y c h a l co n e  ( i s o l i q u i r i t i g e n l n ) i n t o  

4 ' , 6 - d i h y d r o x y - 2 - ( a - h y d r o x y b en z y l ) couma r a n o n e  i s o m e r s  

( Y 1 
a n d  v

2
) a n d  4 ' , 7- d i hy d r o x y d i h y d r o f l a v o n o l  ( g a r b a n z o l ) 

s e e  I n t r o d u c t . o n , F i g u r e  4 ( 1 4 , 1 8 , 1 9 ) . T h e  y i e l d s  o f  

v 1 , v
2 

a n d  p a r t i c u l a r l y  g a r b 3 n 7 o l  a r e  l o w ; mo s t  o f  t h e  

c h a l co n e  c o n s u m e d  i s  i s o me r i s e d t o  f la v a n o n e  b y  t h e i s o m e r -

as e e n z y m e  ( 1 5 , 1 6 ) w h i c h  i s  a l s o  a c t i v e  i n  t h e s e  c e l l - f r e e  

e x t r a c t s . 

T h e  p r e s e n t  w o r k  Was  c o m m e n c e d  a s  an  i n v e s t i g at i o n  

o f  t h e  e n z y m o l o g y  o f  v 1 a n d  v2 f o r m a t i o n  i n  t h is ga r b a n z o  

s y s t e m .  H o w e v e r , i t  e x p a n d e d  t o  i n c l u de t h e  s t u dy o f  a 

h i t h e r t o  u n k n o w n  p r o d u c t  w h i ch f i rs t  b e c a m e  p r o m i n e n t  f o l l ow -
' 

i n g  c e r t � i n  f r a ct i o na t i o ns o f  t h e  p r o t e i n  o f  t h e  g a r b a n z o  

s y s t e m . S u b s eq u e nt l y ,  i t  w a s  r e co g n i z cl d  t h at v 1 , v2 , 

gar b a n z o l ,  t h i s  n ew cc m p o u � d  an d 4 ' , 7- d i h y d r o x y f l a v on o l  

w e r e  a l l e o- p r o d u c t s  o f  a c o  . . � p l e x r e a c t i o n sy s t e m . T h e  

e n z y m e  r e s p o ns i b l e  f o r  t h e i r f o r ma t i on w a s  r e co gn i s e d  t o  

tl e  a p a r o x i das e .  
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* 2 A- 1 E f f e c t  o f  fo n zy m e  pu r i  t v  o n_E_r o d u c t s  c � s a .r v e d  

A t  t h e  o u t s e t , c G l l - f � e e  o x t r a c t s o f  g a r b a n z o  s e e d -

l i n g s  w e r e  s u b j e c t e d  t o  a v ar i e t y o f  p r o t e i n  f r a c t i o n at -

i o n  p r o c e d u r e s  a n d  t h e  r e s u l t i n g � r a p 3 � a t i o n s  w e r e  a s s a y ed 

f o r  e � z y m e  a c t i v i ty b y i n � u b a t i o n  w i t h  c hs l c o n e  i n  0 . 0 5 M 

t r i s  b u f f e r , p H  7 . 5 , a t  3 '7 °  f o r  1 . 5 h o u r s . P r o c u c t s  a n d  

u n c ha n g e d  c h a l co n e , r e c ov e r e d  a f t e r  i r su b at i o n b y  e t h e r  

e x t r a c t i o n , w e r e  s e p ar a t e d  b y  2 -D  p a p e r  c h r om a t o g r ap h y . 

R e s u l t s  w e r e  a s s e s s e d  v i s u 3 l l y  b y  i n s p e c t i o n  o �  t h e 

c h r omat o g r ams e i t h e r  i n  u . v .  l i g h t  or  a f t e r  s p r ay i n g  w i t h  

d i a z o t i s e d s u l p h an i l i c  a c i d .  

W i t h  c e l l - f r e e  e x t r a c t s , t h e  e � p e c t e d  l o w  y i e l ds 

o f  Y 1 a n d  v2 w e r e  o b t a i n e d . H e at  t r e a tme n t  o f  t h e  c e l l -

f r e e  e x t r a c t  ( 5 0 ° f o r  6 0  m i n )  was  w i t hout  a p p a � e n t  e f f e c t  

on  t h e  Y 1 a n d  Y 2 - f o r m i n g  s y s t e m ,  y e t  m u c h  p r o t e i n  w a s  

d en a t u r e d  a n d  r e mov e d  by  c e n t r i f u g at i on a n d  t h e i s o m e r a s e  

e n z y me  i n a c t i v a t e d . Co n s e q u e n t l y , t h i s  h eat  t r e a t m e n t  

w a s  a p p l i e d  r o u t i n e l y  i n  s u b s e q ue n t  f r a c t i o n a t i o n  e x p e r i -

men � s  s i n c e  t h e  a b s e n c e  o f  i s o me r a s e  a c t i v i t y i n  t h e  s u �J e r -

n at a nt m e a n t  e c onomy  i n  t h e  ch a l c on e  s u b s t r a t a  r e qu i r e d . 

F r a c t i o n a t i o n of  t h e  h e at- t r ea t e d  s up e r n at ant  w i th  

s o l i d  ammo n i u m  s u l p h a t e  i n  s eq u e n t i a l  i D% s at u r at i o n  

i n c r e m e n t s  f r o m  3 0  - 1 0 0% ,  y i e l d e d  p r ot e i n  f r a c t i o n s  w h i c h 

a l l  s h o w e d  u n e x p e c t e d ,  t h ou g h  s i m i l a r , c a t a l y t i c a c t i v i t y 

* 
U n l es s  s p e c i f i c a l l y  s t a t e d  o t h e rw i s e ,  i n  t h e  r e s t o f  t h i s  

t h e s i s  ' c h a l co n e '  r e f e r s  t o  i s o l i q u i r i t i g en i n  w h i l e ' f l av o n o l ' 

a n d  ' a� r on e '  r e f e r  t o  th e co r r e s p o n d i n g  4 : , 7 - d i hy d r o x y 

c o m p o u n d s , 4 ' , 7 - d i hy d r o x y f l a v o n o l a n d  h i s p i do l  r e s p e c t i v e l y . 
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t o w a r d s  c h a l c o n e . F i rs t l y v 1 a n d  v 2 - f o r m i n g  a c t i v i t y  

�as  v e r y  l ow i n  a l l fr a c t i o n s  a n d  a co n s i d e r a b l e  o v er a l l  

l o ss  o f  t h i s  a c t i v i t y was  e v i d e n t . S e c o nd l y ,  a n  u n-

k n oLV :-1 , e x t r a  p r o d u c t  was  f o r m e d  i 'l c. l l C ases  i n  a n1 ou n t s  

ma ny  t i m e s  g r e a t e r  t h � n  v 1 a n d  v 2 • T h i s  n e w  compo u n d ,  

d es i gn a t e d  D C  ( o x i d i s e d  c h a l c o n e ) , was r e a d i l y  d e t e c t e d  

o n  ch roma t o g r a m s  u n de r  u . v .  l i g h t  a s  a du l l  p u r p l e  s p o t  

w h i c h  t ur n e d  b r i g h t  b l u e  o n  f um i ng �i t h  ammo n i a . T h e  

o c c u r r e n c e  o f  D C  w a s  accompa n i e d  b y  g r e a t l y  i n c r e as e d , 

a n d  s om 8 t i m es  c o m p l e t e , u t i l i s at i o n  of  ch a l con e s u b s t r at a  

du r i n g  i n cu b a t i o n . I n  c o n t ras t ,  m u c h  c h a l co n e i n v a r i ab l y  

r e ma i ne d  a f t e r  i n c u ba t i o ns w i t h  h e a t - t r e at e d  p r e pa r at i o ns 

i n  w h i c h  o n l y  Y 1 a n d  v2 f orm at i o n was  e v i d e n t . 

I n  a dd � t i o n ,  p r ot e i n  w h i ch was f i rst  pr s c i p i t a t e d  

fro m h e a t - t r e a t e d  s u pe r n a t ant  w i t h  ammo n i u m  s u l p h a t e  

a d d e d  t o  ? D% s a t u r a t i o n  a n d  t h e n  f r a ct j o na t e d  b y  f i v e  

s u c c es s i v e  i n c r e m e n t s i n  a ce t o n e  c o n c e n t r a t i o n ,  p r o v i d e d  

e n z y m e  p r e p a r a t i o ns wh i c h  di s p l ay e d  ca t a l y t i c  a c t i v i ty 

s i m 1 l a r  t o  t h e am m o n i u m  s u l p h a t e- d e r i v e d  f r a c t i o n s  a b o v � .  

S ome  c o n c e n t r at i o n  o f  O C- f o r m i n g  a c t i v i ty w a s  

e v i d e nt p a r t i c u l a r l y  i n  th e p r ep a r a t i o ns  pr e c i p i t at e d  

a t  l ow e r  a c e t o n e  co n cent r a t i o n s , bu t n o  cl ea r s e p a r a t i o n  

o f  v 1 � n d  Y� f r om t h e  D C - f o rm i n g  a ct i v 1 ty  co u l d  b e  d e t e � t e d  

i n · a n y  p re p a r a t i o n . 

F o l l ow i n g  s u c c ess f u l  r e p e t i t i o n  o f  t h e s e  e x p e r i m e n t s  

i n  p r o t e i n  f r a c t i o n a t i o n w i t h  ammo n i um su l p h a t e  a n d  a c eto ne , 

i t  w a s  c l e a r  t hat  w h e r e  t h e  e n z y m e  p r e p a rat i o n  h a d  b e e n  

t h r o u g h  a p r e c i p i t a t i o n  s t ep  b e f o r e a s say , t w o  e f f e c t s  

w o u l d  i n v a r i a b l y  s h ow  u p  i n  t h e  a s s ay r e s u l t s ; f i r s t l y , 

v e r y  s u b s t an t i a l  a p p ar e n t  l os s  o f  v 1 a n d  v2 - fo rm i n g a � t i v i t y  



2 2 . 

a n d  s e c on d l y , ap p e a r a n c e  o f  t h e  D C pr o du ct . 

2 A - 2  E v i de n c e  fo r t h e  pre s e n c e· o f  pro m o t e r s  a n o  i n h i b i t o r s  

I n  a n  i n v e s t i g a t i o n  o f  t h e  c a u s e o f  l o w r e c o v e r i es 

o f  Y 1 a � d  v2 - f o rm i n g  a c t i v i t y i n  a m m� n i u m s u l p h at e - p r e c i 

p i t a t � d f r a c t i ons , i t  w a s  f i r s t  c h e ck e d  t ha t  t h e  e n zy m e  

r e s p o n s i b l e  h a d  n o t  r e ma i n e d  l a r g e l y  i n  s o l u t i on  i n  t h e  

p r e s e n c e  o f  ammo n i u m  s u l p h a t e  a n d  h � d  t he r e by e s c a p e d  

d e t e ct i on . T h us , d i a l y s i s  o f  t h e  f ra c t i o n  o f  h e at - t r ea t e d  

s u p e r n a t a n t  wh i ch w as s o l u b l e  a t  70% s a t u r a t i o n  w i t h  

ammo n i u m s u l p ha t e , a g a i n s t  0 . 0 5 M t r i s  p H  7 . 5  t o  r emo v e  

t h e  ammon i u m s a l t ,  g a v e  a n  e n zy m e p r e p a r at i o n  w i t h  a c t i v i t y  

ch a r a ct e r i s t i c  o f  a n  ammon i um su l p h a t e - p r e c i p i t a t e d  f r a ct i o n . 

A c t i v i � y i n  t h i s  d i a l y s e d  p r e p a r a t i o n  t y p i c a l  o f  3 

p r e c i p i t a t e d  p r e p a r a t i o n , r a t h e r t h an o f  t h e  o r i g i n a l  h e a t 

t r ea t e d  o n e , s u g g e s t e d  t he ab s e n c e  u f  d i a l y s a b l e  f a c t o r ( s ) 

co u l d  b e  r e s p o ns i b l e  f o r  t h e  c han g e s  a s s c c i a t e d  w i th p r e

c i p i t a t e d  e n z y m e . A s  a t e s t  o f  t h i s h y p o t he s i s ,  b o i l e d  

s u p e r n a t a n t , pr e p a r e d  f r o m  c e l l - f r e e  e xt r a c t  i na c t i v a t e d  

b y  h e at i n g a t  1 0 0 °  f o r  1 5  m i n u t e s ,  was  a d d e d  i n  v ar y i n g  

am o u nt t o  a n  ammo n i u m  s u l p h8 t e- p r e c i p i t a t e d  e n z y m e  p r e p a r a t 

i on ( h e a t - t r e at e d  s u p e r na t ant  s a t u rat e d  t o  7 0% )  a nd t h e  

m i xt u r e  i n c u b a t e d w i t h c h a l co n e .  C h r o .ilat o g r am s  o f  t h e 

p r o uu ct s  s h o w e d  c l e ar l y  t ha t  t he s u � e r n a t a n t  p r e p a ra t i o n  

h a d  t he d u a l  e f f e c t  o f  r es t or i n g  Y 1 a n d  v2 y i e l ds t o  no r ma l  

a n d  e l i m i n a t i n g  e v i d e n c e  o f  t h e  D C  pr o d u ct . A p p ro p r i a t e  

c o n t ro l s  d em o n s t ra t e d  t h e  e x p e c t e d  p r o ou c t  d i s t r i b u t i o n  

w i t h  t h e  ammo n i u m  s u l p ha t e- p r e c i p i t a t e d  e nzy m e  a n d  t h e  

a b s e n c e  o f  e n z y me a c t i v i t y  i n  b o i l e d  s u p e r na t a n t  a l o n e . 

T h e  co n c e n t r at i o n o f  b o i l e d  s u p e rn a t a n t  i n  t h e 
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i n cu b a t i o n mi x t u r e  h a d  a n  i mp o � ta n t  e f f e c t  o n  t h e c h r n m a t o -

g r a p h i c p a t t e r n of  p r o 8 u c ts ; v 1 a n d  Y2 l e v e l s  i n c re a s e d  

a n d  D C  l e v e ls d e c r e a s e d  p r o g r e s s i v el y  a s  t h e  co n c e n t r at i on 

of  t h i s  sup e r n a t a n t  i n c r e as e d  i n  t h e  i n cu b at i o n  v o l u �e . 

L e v G l s  of  v 1 a n d  v2 i n c r e as e d  d e t e s t a b l y  a t  s up e r n a t a nt 

c o n c e n t r a t i on s  w e l l a b o v e t ho s e  a t  w h i c h  D C  f i r s t  d i s -

ap p e a r e d . O n  t h e b as i s  o f  q u an t i t i e s a dd e d  i n  t h e s e  r u ns , 

c e l l - f r e e  e x t r a c t s  a s  r o u t i n e l y  p r ep ar e d  w e r e  est i m at e d  
,. 

t o  c o n t a i n  n o r ma l l y a c o n c e n t ra t i o n o f  i n h i b i t o r y f a c to r ( s ) 

s l i g h t : y  g r e a t e r  t h a n  r eq u i r e d f o r  c omp l e t e s u p p r e s s i o n  o f  

D C . T h B  co n � en t r at i o n d e p e n d e n c e  o f  D C  i n h i b i t i o n  w a s  

a l s o  c l ea r l y  s h o w n  w h e n  c e l l - f r e e  e x t r a ct , n o rma l l y  as s ay e d  

w i t h  mi n i mum  d i l u t i o n , w a s  d i l u t e d  s e r i a l l y  u p  t o  8 - f o l d  

a nd  a s s a y e d . P r o d u ct i o n o f  D C  a p p ea � e d  w i t h  t h e  fi r s t  

2- f o l d  d i l ut i o n a n d  i n c r ea s e d  wi t h  d i l u t i o n t h e r e a f t e r . 

C h a l co n e  rema i n i n g d e c r e a s e d  as  D C  i n c r e a s e d , t i l l  f i n a l l y  

a l l  c h a l c o n e  a d d e d  w a s  c o n s u me d ,  i nd i c at i n g  t ha t  t h r o u g h-

out  t h i s  s e r i e s  o f  i n cu b at i o n s  t h e  l e v e l  o f  i n h i b i t or 

ra � h e r  t han  t h e  l e v e l  o f  e n 7y me f o r  D C  f o rm a t i on w a s  l i m i t -

i n g  t h e  r e ac t i o n . W i t h i n  t h e  d i l u t i ons  e m p l o y e d ,  l i t t l e  

e f f e c t  o n  v 1 a n d  v2 l e v e l  w a s  e v i d en t . 

2 A - 3  T r e a t m e n t  e f f e c t s  o n  Y 1 and_12 - a n d  O C- f o r m i ng a ct i'v i t i e s  

F u r t h e r  e xp e r i me n ts  w e r 8  u n d e r t a k e n  t o  o b ta i n  e v i -

d e n c e  o n  t h e  p os s i b l e  r e l a t i onsh i p s o f  t h e Y
1 

an d Y2 a n d  

O C- f o rm i ng a ct i v i t i e s . A c h e ck w a s  ma d e  for  bo t h  a ct i v i t i e s  

i n  e n z y m e  p r e p a r at i o n s  w h i ch h a d  b e e n  s u b j e c t e d  t o  a v ar i e t y  

o f  t re a t m e n t s  w i t h  t h e  v i ew t o  f i n � i n g  a ny ma jo r d i f f e r e nt 

i a l  e f f e c t s o f  t h e t re a t m e n t s  o n  t h e t w o  a c t i v i t i e s . A s s ay s 

o f  O C- f o r m i ng a c t i v i t y w e r e  m a L e  a f t e r  t he p r o t e i n  h a j  b e e n  
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p u t  t h � o u g h  a p r e c i p i t At i o n s t e p , norma l l y  w i t h  ammo n i u m 

s u l p h a t e ( t o  7 0% s A t u r a t i o n ) w h i l e b o i l e d s u p e r n a t a n t  w a s  

a d d e d  t o  p r e c i p i t a t e d  e n zy m e  t o  c h eck v1 a n d  Y2 - f or m i n g 

a c t i v i t y . S i n c e  ma � o r  e f f e c t s  � e r e  b e i n g  l o o k e d  f o r ,  

a c t i v i t i e s w e r e  ass e s s E d  v i s LJ a l l y  on 2 - D  c h r o � a t o g r am s  

o f  t h e  p r o d u c t s . 

B o t h  � c t i v i t i e s p e r s i s t e d  after  h e at t r e a t m e n t  o f  

a c e l l - f r 8 e  e x t ra ct  a t  5 0 ° f o r  2 h o u r s , L i k ew i s e ,  t h e  

e f f e c t o f  l ow e r p H  t r e a t m e n t s  d o w n  t o  p H  3 . 5 ,  f o r a t i m e 

o f  abo u t  1 0  m i n u bs  ae 0 ° d u r i n g  w h i c h  t h e  p r e c i p i t a t e d  

p r ot ei n w as r e m o v e d  b y  c e n t r i f u ga t i on � nd t h e  a c i d  s u p e r

n a t ant  t h e n  t i t r at e d  b a ck t o  p H  7 . 5 , s h o w e d  n o  d i f f e r e n t 

i a l  e f f a c t  o n  t h e  a c t i v i t i e s a s s a y ed . F r a c t i o na l  p r e c i p i 

t a t i o n  o f  p r o t e i n  w i th e i t h e r  a mm o n i u m  s u l p ha t e  o r  a c e t o n e , 

a s  m e n t i on e d e a r l i e r , f a i l e d  t o  s e pa r a t e  t h e  a c t i v i t i e s . 

E n zy m e  p r e c i p i t a t e d  f r o m  s o l u t i o n 70% s a t u r a t e d  w i th 

a m mo n i. u m  s u l p ha t e  w a s  f o u n d  to s t o r e  at 0 - 4 ° i n  s o l u t i o n 

i n  0 . 0 5 M t r i s  b u f f e r  p H  7 . 5  f o r  u p  t o  6 m o n t h s  w i t h c o n 

s i d e r ab l e  r e t e n ti o n  o f  b o t h  a c t i v i t ie s . B o i l e d  s u p e r n a t a n t  

w a s  a l s o  f u l l y  a ct i v e  a f t e r  s e v e r a l  mon t h s  i n  s i m i l a r  

s t or a g e . 

C o l l e c t i v e l y , t h e s e  s tu d i e s i n d i c a t e d  t ha t  b o t h  

a c t i v i t i e s  w e r e  v e r y  s t 2 b l e  and  w e r e  r e t a i n e d  i n  a si n g l e  

p r e oa � a t i o n  a f � e r  a w i d e v a r i e t y  o f  t r u a t m e n t s  a n d  a 

co n s i d e r a b l e t i me i n  s to r a g e . O n  the L as i s  o f  t hi s  

p a r A l l e l  b e h av i o u r  i t  was b el i e v e d  pos s i b l e  th a t  t h e  s a m e  

e n zy m e  w a s  r es p o ns i b l e  f o r  b o t h  a c t i v i t i es .  

2 A - 4  D e t e c t i o n  and  i d e n t i f i c at i o n of O C- form i ng e n zyme  

P o l y a c r y l a m i d e  g e l  e l d ct r o p h or e s i s  o f  an  e n z y me 
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p r e p a r a t i o n  p r e c i p i t a t e d  f r o m  7 0% s a t u r a t e d  a m m o n i u n1 

su l p h a t e  s o l u t i o n wa s u n d e r t a k e n  u s i n g a t r i s - g l y c i n e  

b u f f er s y s t em , t o  e f f e c t  r a p i d  a nd e f f i c i e r 1 t  ::> e p a r at i o n 

o f  e n z y m g s  p r e s A n t  i n  a m e d i u m  i n  w h i c h a n y ? o n e s  o f  Y 1  

and  v 2  a n d  CJ C  f o r ;n a t i on c uu l d  b e  d o t e c t G d  b y  d e co l o r i -

s a t i o n  o f  a y e l l o w  c h a l c o n e  s t a i n . 

A f t e r  t h e  g e l  h a d  b ee n  r u n w i t h  n o r m a l p o l a r i t y  

s e t t i n gs s o  t h a t  o n l y  n e t - n e g a t i v e l y  c h a r g e d  m o l e cu l e s 

e nt e r e d  t h e  v e r t i c a l  g e l  s l a b  f r o m  w e l l �  f o r me d  i n  i t s  

u p p e r  e d g e ,  a c ha l c o n e  s t a i n  a p p l i e d s h o wed  g r a d u a l  

b l e a c h i n g  t o  o c c u r  o v e r  t he n e x t  3 0 m i  ' u t es i n  o n e  z o n e  

a s ma l l d i s t an c e  w i t h i n  t h e  g e l  f r o m  t h e  s a m p l e  p o s i t i o n .  

V i ew e d  u � de r  u . v .  l i g h t , t hi s  b l e a ch i n g  a p p e a r e d  t o  b e  

due  t o  D C  f o rm a t i o n . I n  f u r t h e r s i m i l �r r u n s  t h i s  a c t i v e  

z o n e  w a s  s h o w n  t o  c o i n c i d e  w i t h  p e r o x i d a s e  a c t i v i t y as  

d e t e c t e d  b y  a b e n z i d i n e  s t a i n i n g r e ac t i on i n  t h e  p r e s e n c e  

o f  h y d r o g e n  p e r o x i d e . A d d i t i o n  o f  a l i t t l e  h y d r o g en p e r o x -

i d e t o  a f u r t h e r c h a l c o n e - s t a i n e d  g e l  i n  t r i s  b u f f e r  a t  

p H  7 . 5  p r o d u c e d  v e ry rap i d  c h a 1_ c cm e  d e c o l o r i s a t i on i r . 

t h e  z o n e  w h e r e  s l ow f o rma t i o n o f  U C  h a d  pr e v i o u s l y  b e en 

s u s p e c t e d . U s i n g  a s t ai n e d  gu i d e s t r i p ,  t h e  a p p r o p r i a t e  

z o n e  was  e x c i s e d  f r o m  the  r es t  o f  a n ot h e r  g e l  a n d  t h e 

e n z y me · e l u t e d  b y  c r us h i n g  t h e  y e l  s e gm e n ts i n  b u f f e r . I n

c u � at • o n  o f  f i l t e r e d  a l i q u o t s  o f  t h i s  e l u t e d  e n z y m e  w i th 

c h a l c o n e  s h ow e d , o n  c h r o ma t o g r a p hy , t h at a l ow p r o du c t i o n  

o f  D C  o c c u r r e d , w h i c h  was g r e a t l y  s t i m u l a t e d  o n  t he a d d i t i o n  

o f  a l i t t l e  h y d ro g en p e r o x i d e . A d d i t i o n  of  b o i l e d s u p e r-

n a t a n t  t o  t h e  e n z y m e  a p p e a r e d  t o  $ U p p r e s s  a l l r e a c t i o n ; 

n o  Y1 a n d  v2 w e r e  e v i d e n t  a s  pr o d u c t s  o f  any  o f  t h e s e  i n c u b 

a t i o n s . 
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U n s u c c e s s fu l a t t em p t s  t o  l o ca t e  a z o n e o f  Y 1 a n d  Y 2  

f o rma t i on i n  t h e  g e l  w e r e  m ad e  by i n c u b a t i o n  for up t o  

s e v e r a l  h o u r s  o f  c h a l co n e- s t a i n e d  g e l  s t r i p s  i n  b o i l e d  

s u p e r n a t a n t , w h i ch  � as k n own  t o  p r omo t e t h e  Y 1 and  Y 2 -

f o r m i n g  r e a c t i on . N o  e v i d e n c e  o f  cha l cone  d e c a l o r � s a t i o n 

i n  v i s i b l e  o r  u . v . l i gh t  c o u l d  b e  d e t e c t e d ;  D C  f o rma t i o n 

i n  t h e  p r e v i o u s l y  d e t e c t e d  z o n e  was  i n h i b i t e d  b y  t h e  

b o i l e d  s u p e r n a t ant . S i n c e  t h� Y 1 an d Y2 - f a r m i n g  r ea c t i o n  

w a s  n o t e x p e c te d ,  o n  p r e v i o u s  c h r omat o g r a ph i c  e v i d e n ce , 

t o  c a u s e  comp l e t e r e m o v a l  of t h e  c h a l c on e ,  a fu r t h e r  c h e ck 

f o r  l aw l e v e l t. o f  v1 a n d  v2 w a s ma d e  u n d er u . v .  l i g h t  b y  

c a u t i ou s  t re a tm e nt o f  t h e  i n cubat e d  g e l  s t r i p s  w i th  d i l u t e  

( D . 1  N )  a l k a l �  f o r  a f ew mi n u t e s . N o  e v i de n c e  o f  t h e  fo r m

a t i o n  o f  t h e  c h a r a c t e r i s t i cal l y  f l uo r e s c e n t  a u r on e  p r o d u c t  

w a s  n o t e d  o n  a c i d i f i c at i o n o f  t h e a l k a l i - t r e a � e d  g e l  s t ri p s . 

G e l s  w e r e  t h e n  r u n  a s  b e fo r e ,  e x c e p t  w i t h  r e v e r s e  

p o l a r i t y  i n  o r d e r  t ha t  n e t - p o s i t i v e l y  c h ar g e d  mo l e c u l e s  

w o u l d  e n t e r  t h e  g e l . A p p l i c at i o n  o f  th e p r o c e du r es u s e d  

w i t h  a 1 o rma l p o l a r i t y  g e l s  s h ow e d  t h at t w o  d i s t i n c t  z o n e s  

o f  D C  f o rmat i o n  c o i n c i d e d  w i t h  s i m i l ar z o n e s  of  p e r o x i das e 

a c t i v i ty ,  a s h o r t  d i s t a n c e  w i t h i n  t h e  g e l  f r om t h e  s a m p l e  

p o s i t i o n . S a m p l e s  o f  t h e  l e ss m o b i l e  a nd m u c h  s t r o n g e r  

p e r o x i das e b a n d  w e r e  e l u t e d  a n d  t h e e n z y m e  a s s a y e d  w i t h 

c h a l c o n e  to  c0 n f i r m ,  u p o n  c h r o ma t o gr a p h y , D C  fo rmat i o n . 

A g a � n ,  n o  e v i d en c e  f o r  v 1 a n d  Y2 - f o r m i n g  ac t i v i t y  cou l d  b e  

d e t e c t e d  i n  t h e s e  g e l s . 

Thus , f ro m  t h i s  w o rk  w i t h  p o l y a c r y l am i d e  g e l s ,  D C  

f o r ma t i o n a p p � a r e d  t o  b e  c a ta l y s e d  b y  t �o a n d  p r o b a b l y  

t h r e e  s e p a r at e p e r o x i d a s e  i s o e n z y mes  p r es ent  i n  t h e  g � r b a n z o  

s e e J l i ng e n z y me p r e p a rat i o n . F u r t h e r , a dd e d  h y d r o g e n  
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p e r o x i d e  g r ea t l y  a c c e l e r a t e d  t h e r e a ct i o n  a s  j u d g e d  b y  

i t s  e f f e c t  o n  t he r a t e  o f  d e c c l o r i s at i o n  o f  t he c h a l c o n e  

s t a i n  i n  t h e  act i v e z o n es i n  t h e  g e l . 

T o  e x t e nd  t h B s e  r e su l t s ,  t h e  ammo n i u m  s u l p h at e

p r e c i p i t a t e d  e n z y m e  u s e d  in  ge l  o l e c t r o p h o r e s i s  w a s  i n

cu b a t e d  w i t h c h a l c on e  ( D . 7 5 /Umo l e )  i n  D . D 5 M t r i s  b u )" f e r  

p H  7 . 5  ( 4  m l ) a t  r o om  t e mp e r a t u r e  a n d  t h e  n o r m a l l y  s l ow 

r e a c t i o n  w a s  f o u n d  t o  p r o c e e d  by  r a p i d  d e c o l o r .i s at i o n  o n  

a d d i t i o r1 o f  h y-G ro g e n  p er o x i d e ( 1 ,/Umo l e ) . I n c u b at i on t i m e 

w a s  t h e r e f o r e  r e d u c e d  to  2 m i n ut e s  i n  e xp er i me n ts  o f  t h i s  

nat ur e . C h rc .�� at o g r a ms o f  t he e t he r  e xt r a c t e d  p r o du c t s  

sh o w e d  m u c h  i n c r ea s e d  D C  a n d  d e c r e a s e d  r e s i d u a l  c h a l c o n e 

wh e r a  h y d r o g e �  p e r o x i d e  h a d  b e en  a d d e d . 

I n  a f� r t h e r  ot her w i s e  i d en t i ca l  e x p e r i m en t ,  t h e  

g a r b a n z o  e n z y me i n  t he a b o v e  r e a c t i o n  m i x t u r e  w a s  r ep l a c e d  

b y  h o rs e r a d i s h p e r o x i d a s e  ( H R P )  e n z y me o f  e q u i va l e n t  p e � o x 

i da t i c  a c t i v i t y i n  t h e  g u a i a c o l  a s say . P r o d uc t c h r om a t e 

g r ams  d e mons t r at e d  t h at t h e  H R P  e n z yme  g a v e  r e s u l t s  wh i c h  

w e r e  � e r y  s i m i l a r  t o  t h o s e r o r t he g a r b a n z o  p r e p a r a t i o n . 

A t  t h l s  p o i nt i t  w a s  a c c e p t e d  t h at  t y p i ca l  p er o x i d a s e  

e n z y me i n  t h e  g a r b a n z o  p r e p a r a t i o n s  c a t a l y s e d  D C  f o rmat i on . 

2 A - 5 R e a c ti o n  pr o du c t s  i n  a d di t i o n  t o  D C  

T h e  c h r o ma t o gr ams o f  p r o d u c t s  o f  r ap i d  i n c u b a t i c � s  

c a r r i e d o u t  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  a d d e d  h y dro g e n  p e r o x i d e 

( n o t o n l y  t h o s e  o f  t h e  e x p er i m e n t s  m e n ti o n e d  a b o v e  b u t  a l so 

n u m e rou s o t h e r s i m i l ar o ne s ) r e v e a l e d  a p a t t e rn o f  s p o ts 

m u c h  mo r e  c o m p l e x t h a n  w as e x p ec t e d  from  t h e  e a r l i e r p a t t e r n  

e s t a b l i s h ed  f r o m  i n c u bat i on s  o f  p r e c i p i t at e d  g a r b a n z o  e n zy m e  

f o r  1 . 5 h ours  a t  3 7 ° w i t h o u t  a dd e d  h y d r o g e n  p e r o x i d e , 



2 8 . 

A t y p i ca l  c h r o � a t o g r a p h i c  p a t t e rn f o r  t h e  l a t t er 

t y p e  o f  i n c u b a t i o n  i s  s h uwn i n  F i g u r e  1 0 .  I d e n t i f i c a t i o n  

an d c o l o u r s  o f  t he s p o t s  a r e  g i v e n  i n  T a b l e  1 .  T h e  ma i n  

p r o du ct w a s  D C ;  Y 1 a n d  v 2 w e r e  d e t e c t a b l e  s p o t s  e i t h e r  

a f t e r  t h e  c hr o � a t o g r am w as s p r ay A d w i t h d i a z o t i s e d  s u l p h

a n i l i c  a c i d  o r  k e p t  f o r  a t i m e  to  p e rm i t  s p o n t a n e o u s  f o rm

at i o n o f  a u r o n e  a r t i f a ct . A r 1 a u r o n e  spot  ( A ) , c l e a r l y 

v i s i b l e  b u t q u a n t i t at i v e l y  v er y  m i n o r , w a s a l s o  p r es e n t , 

p r e s u m a b l y  a s  8 r e s u l t o f  d eh y d r a t i o n � f  Y 1 and  v 2 p r i or  

t o  c h romat o g r a p h y . R e s i
.
d u a l  c h a l c o n e ( C )  and  a t r a c e  o f  

f l a v a n o n e  ( F )  co u l d  a l so  b e  p r e s e n t . S ome  w e ak  b a ck g r ound  

s p o t s  r e p r e s e n t i ng n a t i v e  p h e n o l i c  c om�ounds  p r es e nt i n  

t h e  ga r b a n z o  e n zy m e p r ep a r at i o n , d e s p i t e  p r e c i p i t at i on 

t r e a t m en t s , w g r e  a l s o  p r es e nt b u t  a r e  om i t t e d  f r o m  F i g u r e  

1 0 i n  t h e  i n t e r e s t  o f  c l a r i ty . 

T h e  p a t t er n  t y p i c a l  o f  s h o r t - t i m e  i n c u b at i o n  i n  t h e  

p r e s e n c e  o f  a d d e d  h y d r o g en p e r o x i d e  i s  s h ow n i n  F i gu r e  1 1 .  

( S e e  a l s o  T a b l e 1 fo r co l o u r  r e a c t i o n s ) . T h e  ma j o r  s p o t 

wa s a ga i n D C . mos t s i gn i f i c a n t  a n d  v a r i ab l e w e r e  t h e  

o c c u r re n c e s  o f  t h e  t h r e e  q u an t i t a t i v e l y  m i n o r  n ew s p o t s , 

Y 1 , Y 2 a n d  Y O L . T h e Y '  s p o t s  o c cup i e d  a p p r o x i ma t e l y t h e  

p o s i t i o ns  o f  t he t r u e  Y s po t s  ( h y d r a t e d  au r o n e  i s o m e r s ) , 

w h i l e t h e Y O L  a n d  a u r o n e  s pot s p a r t i 3 l l y  ov e r l ap p e d .  

N o r ma l l y  t h e  � u ro n e  s p pt w a s  v e r y  w e ak , b e i n g  f r e q u e n t l ;  

b a r e l y· d i s c e r n i b l e ,  i n  c ont r a s t  t o  t he s i t u a t i o n  i n  F i g u r e  

1 0 .  A n u m b e r  o f  q u an t i t a t i v e l y m i n or b a c k g r o u n d  s po t s , n o t  

s h own  i n  F i g u r e  1 1 , w e r e  i nv ar i a b l e  p r e s ent , i n  a dd i t i on 

t o  t h e  t r a c e s  o f  n a t i v e  p h en o l i cs w h e n  t h e  g a r b a n z o  e n z y m e  

p r ep a r a t i o n s  w e r e  us e d . 

I de n t i f i c at i o n  of  Y O L  a s  t h e  k now n co m p o u n d  



F i gu r e  1 0  

P a t t e r n , o n  2 - D  c h r o ma t og r gm �  o f  p ro d u c t s  o f  i n cu b a t 

i on o f  c h a l c on e w i t h  p r e c i p i t a t e d  g a r b a n z o e n z y me f or 

1 1 /2 h o urs  at 3 7 ° , h y d r o g en p e r o x i d e  n ot a d de d . S e e  

T a b l e  1 a n d  t e x t  f o r  i d e n t i f i c at i o n o f  s p o t s . B e AW, 

b e n z e n e - a c e t i c a c i d- w at e r , 1 2 5 :  7 2 : 3 .  H A, a c e t i c  

a c i d  i n  w a t e r . 

F igu r e  1 1  

P at t e r n ,  o n  2 - D  c hr omat o gram , o f  p ro du ct s  o f  i n cu b a t i o n  

o f  c h a l co n e  i n  t h e  p r es e n c e  o f  add e d  h y d r o g e n  p e ro x i de 

f o r  � w o  m i n u t e s w i t h  e i t h e r  p r e c i p i t a t e d  g a r b a n z o  o r  H R P  

e n z y me . S e e  T a b l e  1 a n d  t e xt  f o r  i d e n t i f i ca t i o n  o f  s po t s . 
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T a b l e 1 

Co l o u r s  o f  s p o t s  d e t e c t e d  o n  pap e r  ch r o ma t o g r a m s ' '  

--

X 
S p o t  I d e n t i - co l o u r  i n  

c 

D C  

y 1 

A 

Y D L  

Y '  1 

F 

f i c a t i o n U , V , + V i s i b l e  LJ • V • I ' J  • V • + N H 3 v i s i b l e  

C ha l c o n e  C o l d  d k O r  b O - Y  -

- - d k P u  b 8  -
* 

o r  y2 H y d r a t e d  - - - -

au r o n e  

A u r o n e  y b C r - Y C c l d  f l C r- 8  

F l a v o n o l  f Y - C r  b Y  b Y  f l Y  

o r  y r P IYl i x t L r e  I f d u l l y 8 - C r - Y  d u l l y du l l  2 

F l a v a n o n e - V V 

l 
R e f e r  t o  F i g u r e s  1 0  a n d  1 1 

x d k  = d a r k , f = f a i nt , 1 = l i gh t ,  b = b r i g h t , 

-

f l Y  

f l  = f l u o r e s c e n t ,  Y = y e l l o w , C r  = g r e e n , 8 = b l u e ,  
0 = o r a n g e ,  8 r  = b r own , P u  = pu r p l e  

* D e t e c t e d  as  a u  ran  e art  i f t3 c t o r  ur i t l1 d i a z o t  i s e d  
s u l p h a n i l i c  a c i d 

p C o l ou rs r ep r es e n t  a r t i f c c t s  wh i c h  f o r m  r a p i d l y  

I C o ns i s t s  of  p r e c u r s o r s  o f  D C  a n d  f l av o n o l , b es � d e s  
h y d r a t e d  a u r o n e  

. 



4 ' , 7 - d i hy d r o x y f l a v on o l  ( f l a v on o l ) w as r e adi l y  m a d e  b y  

c o m p a r i s o n  w i t h  a n  c.. u t h e r 1 t i c sy n t h e t i c  s amp l e . 

2 9 . 

C h i e f l y  o n  t he b a s i s  o f  c o l o u r  react i o n s  i n  u . v .  

l i g ht , t h e  Y ' s p ot s w e r e  f i r s t d i s t i n g h i s h e d  f r o m  t h e  t r u e  

Y s p ot s . E l u t i o n a n d  r e ch r om a t o g r a p hy o f  t h e  Y '  s p ot s ,  

s e p a r a t e l y , i n d i c a t e d  e a ch g a v e  r i s e  to  a n umb e r  o f  � t h er 

s p o t s , t h o s e  r e c o gn i s e d  b e i n g  v 1 o r  v2 , A ,  D C  a n d  V O L . 

T h i s  comp l e x r e su l t  w i l l b e  r at i o n a l i s e d  i n  t he c ou r s e  o f  

t h i s  t h 2 s i s .  · H ow ev e r , t h e  i mm e di a t e l y s i g n i f i c a nt  f i n d

i ng s  w e r e  as  f o l l ow s . t i r st l y ,  t h e  e x i s t en c e  o f  v 1 a n d  

v 2 i n  t h e  r e ,ne c t i v e Y '  s p ot s ,  f r om H R P- cat a l y s e d  r e c c t 

i o n s  i n  p a r t i c u l ar , s t r o n g l y  s u g g e s t e d  t hat t h e s e  i s ome r s  

w e r e  a l s o  p r o d u c e d  i n  th e p e r o x i das e- c a t a l y s e d  r ea c t i o n  

w h i c h  f o r m e d  O C . R e c h r o m a t o g r aphy  o f  t h e  Y '  s p o t s  s h ow e d  

c o m p l e t e  t r a n s f o r m at i o n o f  t he or i g i na l  comp o n e n t s  h a d  

o c cu r r e d  e x c e p t  f o r  v 1 and  v2 , t h e  r e s i d ua l amo u n t s  of  

w h i c h  th e n  b e c am e  c l e a r l y  v i s i b l e . A t  the  s a m e  t i m e ,  

s o m e  d e h y d rat i o n  o f  v
1 

a n d  v2 h a d  a l s o  oc cur r e d  a s  s h o w n  

b y  t h 3 a p p e a r a n c e  o f  a u r o n e  o n  r e c h r om a t o g r a p hy . S e c o n d l y , 

t he o s cu r r en c e  o f  a n e w  p r o d u c t , f l a v o no l ,  w a s  c l e ar l y  

s h own ; i t s  p r e s e n c e  i n  t h e  H R P  r ea ct i o n  p ro d u c t s  a ga i n  

i mp l i c at e d  p e r o x i d a s e  e n z y me c at a l y s i s .  T h i r d l y , p r e c u r 

s o r s  u f  b o t h  D C  a n d  f l a v o n o l  e x i s t e d  i n  e a c h  Y '  s p o t , 

t o g e t he r  w i t h  t h e  r e c og n i s e d  a u r o n e  p r a c u r s o r , v 1 o r  v 2 • 

T hu s , i n  t h e  l i g h t  o f  t h ese  r es u l t s , t h e  p e r o x i 

d a s e- cat a l y s e d  r e ac t i o n  o f  c h a l c o ne p o t en t i a l ly a s s u m e d  

n e w  di men s i o n s i n  r e l a t i o n t o  no t o n l y  v a r i e ty o f  p r o d u c t s  

b u t  a l s o p r e c u r s o r  r e l a t i o ns h i p s . 

T he i nt e r p r e t a t i o n t hat  a p e r ox i d a s e  e n z y m e  was  

r e s p o n s i b l e fo r c a t a l y s i s  w h i c h  r esu l t e d  i n  t h e f or ma t i o n  



j U , 

of  a l l  compou n ds s h own  l n  F i gu r e 1 1  w a s  t e s t e d w i t h  c e l l 

f r e e  g a r b a n z o  e n z y me a n d  f ou n c  t o  b e  s u p po r t e d  by  t he 

r e su l t s . I n  t h i s t e s t ,  r e d o g e r. i c  d0 n o rs , c a t e c h o l  a n d  

h y d r oq u i n o ne , w e r e  u s e d  i n  s e o a rat e e xp e r i m e n t s  t o  

s p e c i f i ca l l y i n h i b i t  p e r o x i das e- r. at a l y s e d  r e a c t i ons  o f  

c h a l c on e .  P r e l i mi n a r y  i n ves t i g at i o n  s h ow e d  a n  a c i d

t r e at e d  c e l l - f r e e  e nz y m e  p r e p a r at i o n ( s e e  s e c t i o n 2 A- 6 

F i qu r e  1 2 )  c a t a l y s e d  c h a l co n e , o x i d a t i o n  v e r y  r a p i d l y  o n  

a d d i t i o n  o f  hy� r o g e n  p e r o x i d e  t o  y i e l d  a ch r o ma t o g r ap h i c  

p a t t e i n  o f  p r o du c t s  a s i n  F i g u r e 1 1 . T h e r e f o r e  t h e  

i n h i b i t i on o f  D C  f o r ma t i o n  o f  t hi s a c i d- t r e at e d  p r e p 8 r at 

i o n ,  a s say e d  i n  t h e  a b s en c e  o f  a d d e d  h ; d r og en p e r o x i d e , 

c o u l d  b e  o v e r c o m e  s at i s f a c t o r i l y  by  t h e  a d d i t i on  o f  t h at  

c o m p o u n d . W h an th e s am e  r e a c t i o n  m i xt u r e  o f  c h a l co n e  

( D . 7 5 � mo l e )  a n d  a c i d - t r ea t e d  c e l l - f r e e  e n zy m g  ( 4  m l  i n  

p H  7 . 5  t r i s ) w as s u p p l i e d s e p a r at e l y  w i t h  c a t e c h o l  a nd 

h y d r oq u i n o n e  ( 1 mM  f i na l  c o n cen t r at i on )  a n d  h y dr og e n  

p e r o x i d e  ( 1 /U mo l e )  f i na l l y a d d e d ,  o n l y  a v e r y  s l i g h t 

r e a c t i o n o f  c h a l c o n e  w a s  n o � e d  f r o m  p r o duct  c h r oma t o g r a ms , 

e v e n  f o r  a n  i n cu b at i o n t i me  o f  3 D  m i n u t e s  i n  t he cas e o f  

h y d r oq u i none . A v er y  f a i n t D C  s p ot w a s  p r e s e nt , t o g e t h er 

w i t h  p o s s i b l y  a t r a c e  o f  v 1 a n d  v2 , bu t  no f l a v o n o l . B o t h  

r e d o g e n i c  d on o r s  w e r e  t h e r e f o r e  f o u n d  t o  a l mo s t c o mp l e t e l y  

i n h i b i t  cha l c� n e  co n ve r s i on t o  O C , v 1 a n d  v2 a n d  f l av o n J l , 

w h i sh s u pp o r t e d  e a c h  o f  t h es e  c o m p o u n d s  b e i n g  p r o du c t s  

o f  p e r o x i d a s e- ca t a l y s e d  co n v e r s i o n s . 

P u r i fi cat i o n o f  th e p e r o x i d a s e  e n z y m e  f rom  g a r b a n z o  

s e e d l i n g s was - t h e r e f o r e  u n d e r tak e n  i n  r e a s o n a b l e  c e r t a i n t y  

t h a t  t h e  d es i r e d  e n z y me a ct i v i t i e s w ou l d  b e  i s o l a t e d  i n  t h i s  

on e p r ep ara t i o n . 



3 1 . 

2 /l, - 6  Pa r t i a l  p u -r:- i � i c a� i o n o �e r o x i das e e n zy m e  r- r o m  ga r b an z o  

s e e d l i nE 

A p r o c e du r e w as d e v e l o p e d  to  p u r i f y t h e  s o l u b l e 

p e r o x i d a s e  � r e s e n t  i n  c e l l - f r e e b u f f e r  o x t r a c t s  o f  g a r b a n z o  

s e e d l i n gs  i r 1 p r ep a r a t i tJn  f o r  s t u d i e s o n  t he e n z y m e - ca t a l y s e d 

t r a � s f o r m a t i o n s  o f  c h u l c o n e . 

E n z y m e  a ct i v i ty w a s  as s ay e d  s p e c t r o p h o t o m e t r i c a l l y  

t h r o u gh o u t  t h e  p u r i f i c a t i o n p r o c e du r e s  u s i n g g u a i a c o l a s  

t h e  p e r o x i d a t i c  hy d r o � e n d o n o r . P e r i o d i c t e s t s o f  a c t i v i t y 

t o w a r d c h a l c o n e  co n f i r m e d  t h a t  t h e  d e s i r e d  a c t i v i t y w a s  

b e i n g  m o n i t o r e d  i n t h i s  m an n e r .  

A f l ow s h e e t  o f  t h e s t a n d a r d  p u r i f i ca t i o n  p r o c e d u r e  

( s e e  E x p E r i me n t a l ) i s  p r e s e n t e d  i n  F i g t J r e  1 2 .  A l l  man i p u l 

a t i o n s  w e r e  c a r r i e d  o u t  a t  0 - 4 °  i n  t � i s  b u f f e r s , p H  7 . 5 .  

P u r i f i e d e n z y m e  cou l d  b e  o b t a i n e d  30 - 3 6 h ou r s  a f t e r  t he 

p u r i f i ca t i o n  b e gan . 

A f t e r  t he a c e t o ne p r a � i p i t at i o n s t e p  o f  t h e  pu r i 

f i c a t i o n ( F i g u r e  1 2 ) t h e  r e d i s so l v e d  e n z y m e  w a s f i l t e r e d  

t h r o u gh S e p h a d e x  G- 7 5 ,  ( c o l u m n  3 5  x 3 c m ) ov e r n i g h t . 

E n z y me a c t i v i t y  and  p r o t e i n  c o n t e n t  i n  e a ch  a p p r o x i ma t e l y  

8 . 5  m l  f r a c t i o n  c o l l e c t e d  f r o m  t h i s  co l u m n  a t  3 0  m i n u t e 

i n t e r va l  a r e  � e c or d e d  i n  F i gu r e  1 3 .  F r a c t i o ns 1 5 - 1 8  i n-

e l u s i v e , w h i c h a c c o u n t e d  fo r 8£% of  t he e n z y m e  a c t i v i t y 

i n -� e s a  m p 1 e a p p  1 i e d t o · t h e c o 1 u m n , w e  :r e b u 1 k e d f o r f u r t h e r  

p u r 5 f i c a t i on b y  i o n- e x c h a n g e  c h r om a to g r a p hy o n  D E A E - A 50 

S e p ha d e x s  e i t h e r  i mm e d i a t e l y  o r  � f t er s to ra g e  i n  f r e e z e

a d r i e d  fo rm  a t  - 1 0 , 

A 5 m l  a l i q u o t  o f  t h e  e n z y m e , f r a c t i o n s  1 5- 1 8 , f r o m  

S e p h a d e x  f i l t r a t i o n  w a s  a p p l i e d  t o  t h e  i o n- e x c h a n g e  c o l u m n  

( 1 0  x 1 c m ) w h i ch w a s  e l ut e d  w i t h  fu r t h e r  0 , 0 5 M t r i s  p f l  
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S c h e m e  f o r  p a r t i a l  p u r i f i c a t i o n  o r  p e r o x i d a s e  f r om g a r b a n z o  

s e e d l i. 11 g s 

H o m o 9 e n  i z e s· e e d 1 i n g s ( 6 7 g ) i n 0 • 0 1 IY1 t r i s , p H 7 • 5 ( 5 0 m l ) 

I 
H o m o g e n a t e  

Sq u e e z e  t h r o u g h  c h e e s e c l o t h  

E x p r e s s ed l i q u i d 

j 
S . X f 3 0  p 1 n  o r  

S u p e r n a t a n t  

( c e l l - f r e e  e x t r a c t ) 

m i n  

A d d  0 . 5  N H C 1 t o  p H  4 . 5  

S p i n  f o r 1 0  m i n  

S u p e r n a t a n t  ( a c i d ) 

A d d  0 . 5  N K O H t o  p H  7 . 5  

) 

S t an d  1 0  m i n ,  t h e n  s � i n  f o r  1 5  m i n  

S u p e r n a t a n t  

A d d  e o u a l  v o l u m e  a c e t o n e  a t  0 ° 

S t i r  5 m i n ,  t h e n  s p i n  f o r  2 0  � l n 

( c o nt i n u e d ) 

S o l i d  

S o l i d  

S o l i d  

S o l i d  

S u p e r n atan t 



1 �r e 1 2  c o n t i n u e d 

P r e c i p i t a t e  

S u s p e n d  i n  4 m l  0 . 0 5 M t r i s  p H  7 . 5  

S p j n f o r  2 0  m i n  

S o l i d  

S u p e r n at a n t  

F i l t e r  t h r o u g h  S e p h a d e x  G - 7 5 ,  0 . 0 5 M 

t r i s  p H  7 . 5  

C o l l e c t  f r a c t i o n  e a c h  3 0  m i n  

P o o l  4 m o s t  a c t i v e  f r a c t i o n s  

( s e e  F i g . 1 3 ) 

'V 
P o o l e d f r a c t i o n s  

C h r o ma t o g r a p h  o n  D E AE A - 5 0  S e p h a d e x  

A p p l y  5 m l  s am p l e ,  e l u t e  0 . 0 5 M t r i s  

p H  7 . 5  

C o l l e c t  f r a c t i o n  e c c h  � 5  m i n  

U s e  a c t i v e  f r a c t i o n s  

( s e e  F i g .  1 4 ) 

x C en t r i fu g e  a t  5 , 0 0 0 g  i n  a l l i n s t a n c e s  

O t h e r  f r a c t i o n s  

O t h e r  f ra c t i on s  
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F i qu r e  1 3 

S e p ha d e x  C - 7 5  f i l t r a t i o n of  a c e t o n e  p r e c i p i t a t e d  

p e r o x i d a s e  e n z y m e  p r P p ar a t i o n  f r o m  g a r b a n z o  s e e d 

l i n g s  ( S e e  F i g u r e  1 2 ) .  
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• 1 0  1 2  1 4  1 6  , .  .1 0  2 2  2 4  26 2 8  3 0  3 2  

Fraction number 

.., _ . P e ro x i da s e  a c t i v i t y  p e r  8 . 5m l  f r a c t i o n ,  

1 0 - 3 x g u a i a co l u n i t s . 

0- - - 0 P r o t e i n  p e r  f r a ct i o n , m g . 
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7 . 5  b u f f e r . T h e  E n z y m e  w as r e c o v e r e d  l a r g e l y  i n  t h e e a r l y  

f r a c t i o n s  ( a b o u t  2 . 5 m l  e a c h ) s l i g htl y a he a d  o f  a v e r y  

sm a l l p r ot e i n  p e a k  ( F i g u r e  1 4) . Mos t  o f  t h e  p r o t e i n  i n  

t h e a p p l � e �  s a m p l e  r e ma i ne d  f i r m l y  b o u n d  at t h e  t o p  o f  t h e  

c o l u m n  a n d  c o u l d  b e  e l ut e d  on l y  w i t h t h e  us e o f  a s a l t  

g r ad i e n t . N o  e n z y m e  p e a k b e y o n d  t h e f i r s t  w a s  d e t e c t e d .  

A b o u t  B D% o f  t h e  a c t i v i ty ap p l i e d to  t he c o l u mn  w a s  r e -

c o v e r e d  i n  f ra c t i o n s  3 - 6 i nc l u s i v e . 

A s u mma rv o f  t he o u t com e o f  th i s  p ur i f i ca t i o n  o f  

p e r o x i d a s e  f r o m  g a r ban z o  s ee d l i n g s  i s  r e co r d e d  i n  T a b l e  2 .  

A c t i v e  f r a c t i o n s  f ro m  t h e  D E AE - � e p h a d e x  c o l u m n  w e r e  

0 k ep t  s e p a � a t o l y  a t  D - 4 a n d  t h e  pu r e s t  us e d  n o r m a l l y  

wi t h i n  a w e ek as  a s o u r c e  o f  e nz y me i n  d e t a i l e d s t u d i e s  

o f  t h e r e a c t i o n  w i t h  c ha l co n e . F u r t h e �  s am p l es o f  t h e 

e n z y m e  w e r e  p u r i f i e d as  r eq u i r e d f r om e i t h e r  a f r e e z e -

d r i e d  p r ep a ra t i o n , p r e v i o u s l y  p u r i f i ed t h r ou g h  t h e  S e p h a d e x 

G- 75  s t e p , o r  a f r e s h  b a t c h  o f  s ee d l i n g s . 

W h i l e  t h a  f i n a l  y i e l d  o f  p u r i f i e d  e n z y m e  w a s  j us t  

3 D% o f  t h e  act i v i t y e x t r a c t e d  i n  t h e c e l l - f r e e  p r e p a r a t i o n ,  

t he am o u n t  w h i c h  c o u l d  b e  q ui ck l y  pu r i f i e d  a d e q u a t e l y m e t  

r e q u i r e m e n t s . P o l y a c r y l cm i d e  g e l  e l e ct r o p h o r e s i s  o f  s am p l e s  

o f  t h e  e n z y m 8  a t  v ar i o u s  s t a g e s  o f  p u r i f i ca t i o n  s h ow e d  t h a t  

s ome d i f f e r e n t i a l  l os s e s  o c cu r r e d  at t h e  i s o e n z y m e  l e v e l . 

A t  t h L  mo s t ,  3 a c i d i c  a n d  4 b as i c  i s o e r 1 z y m e s  w e r e  n o t e d . 

2 A - 7  D C  as majo r ,  u n s t a b l e  pro d u c t  

P r e l i m i na r y  work  h a d  e s t a b l i s h e d  D C  a s  t h e  ma j o r  

c h r omat o g r a p h i cal l y  i s o l a t e d  p r o du ct o r  c h a l co n e  o x i d a t i on 

c a t a l y s e d  b y  e i t h e r  ga r b a n z o  o r  h o r s e r a d i s h  p e r o x i d a s e . A s  

a p r e l u d e  t o  m o r e  d e t a i l e d s t u d i e s , a n  i n v e s t i g at i on o f  



F igu r e  1 4 

D E A E  A - 5 0  S e p h a d e x  c h r o ma t o g r a p h y  o f  e n z y m e  

f r o m  S e p h a d e x  G - 7 5  f i l t r a t i o n ( S e e  F i g . 1 3 ) .  
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P e r o x i d a s e  a c t i v i t y  p e r  2 . 5m l  f r a c t i o n , 

1 0- 3 x g u a i a c o l  u n i t s . 

. o - 1 
P r ot e i n  p e r  f r a ct 1 o n ,  1 X JU g .  
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T a b l e  2 

" 
P u r i f i c at i o n o f  p e r o x i das e e n zy m e  f r o m  g a r b a n z o  s e e d l i n g s  

P r e p a r a t i o n 
.V o l u m e  Co n c n . T o t a l  u n i t s  P r o t e i n  S p . A c t . Y i e l d  

ni l  u n i t s/m l  x 1 o - 3  m g/m l  u n i t s/mg  % P u r i t y 

C e l l - f r e e  5 7  2 5 2 0  1 4 4 9 4  2 7  1 0 0 1 

A c i d  t r e a t e d  4 9  1 96 0 96  R . 8  2 2 3  6 7  8 . 3  

A c e t o n e  p p t . 4 1 76 0 0  7 0 . 5  34 . 5  5 1 0 4 9  1 9 

S e p h a d e x  C - 7 5 x 3 4  1 72 0 5 9  1 . 1  9 1 4 4 5  4 1  54 

D E A E- S e p h a. d e x  
X X  4 9 . 5  8 6 5  4 3 0 .  0 1 1 7 7 3 0 0  3 0  2 8 8 0 

D E A E - S e p h . ,  f r n  3 1 6  8 8 0  0 . 0 04 2 0 4 5 0 0  76 2 0  

" " f r n 4 1 6 . 5 1 06 0 0 . 0 1 0  1 0 5 0 0 0  3 92 0  

" " f rn 5 1 7 6 6 0  0 . 0 1 9  3 5 3 0 0  1 3 2 0  

X V a l u e s  r e c o r d e d  a r e  f o r  f r a c t i o n s  1 5- 1 8 p o o l e d ( s e e  F i g u r e  1 3 ) 

X X  V a l u e s a r e  t h o s e  c a l cu l a t e d f o r  f r a c t i ons  3 - 5  c o l l e c t i v e l y  
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m e t h o J s  f o r  t h e  p r o d u c t i on o f  ma x i m u m  y i e \ ds  an d p r e p a r a 

t i v e amc u n t s  o f  t h is comp o u n d  w a s  u n d c r t a k Gn . 

Sm a l l s c a l e r e a ct i o n s  w i t h p u r i f i G d g a r b a n z o  e n z y me , 

i n  a t o t a l  v o l u m e  o f  4 m l  o f  O . D 5 M t r i s  b u f f e r  i n c u b a t e d  

3 t  r o o m  i e m p e r a t u r e  ( 2 0 - 2 5 ° ) w e r e  e m p l o y e d  i n  t h s s e l B c t l o n  

o f  w o r k a b l e  c o n d i t i o n s  a n d  m e t h ods . E v a l u a t i o n  o f  r e l a t i v e  

y i e l ds o f  D C  w a s  d o n e  b y  m e as u r e m e n t  o f  t h e  a b s o r b a n c e  a t  

32 5 n m  ( �  m a x . ) o f  8 5% e t h a n o l  e l u a t s s  o f  D C  s p o t s  . t ak e n  

f ro m  2 - D  c h r o mat o g r am s  o f  p ro d u c t s .  V i s u a l  i n s p e c t i o n  o f  

t h e s e  c h r o ma t o g r a ms  a l s o  p er m i t t e d  a n  a s s e s s m e n t o f  s i d e 

r e a c ti on s a n d  r e s i du a l ch a l co n e  t o  b e  mGd e . 

F r o m  t h e  p r o c e d u r e s t es t e d :  t h e  b B st  y i e l d  o f  D C  w a s  

o b t a i n ed o n  t h e  a d d i t i o n o f  h y d r o g e n  p e r o x i d e  ( 4 /U mo l e s ) 

t o  c h a l c o n e ( 3 . 6 /U mo l e s ,  1 m g ) i n  t h e  p r e s e n c e  o f  e n z y me 

( 1 D 0 - 2 0 D u n i t s ) i n  4 m l  t o t a l  v o l u m e  U . D 5 m t r i s  b uff e r  

p H  8 , 5 .  T h e r e a c t i o n w en t  t o  c om p l e t i o n  i n  a b o u t  4 m i n u t e s . 

Q u a n t i t a t i v e  e x t r a c t i o n  o f  p r o d u c t s  i n t o  2 x 5 m l  v o l u m e s  o f  

e t h e r  w a s  r e a l i s e d  a f t e r  a c i d i f i c at i o n  o f  the  b u f f e r  t o  p H  

7 . 5 .  S t r o n g a c i d i f i cat i o n t o  a t  l e a s t  p H  1 r e s u l t e d  i n  

d r a s t i c a l l y  r e d u c e d  r e c o v e r y  o f  D C a n d  t h e  ap p e a r a n c e  o f  

man y b a ck g r o u n d  s p o t s  o n  th e c h r o m a t o g r am w h i c h i n di ca t e d  

i n s t a b i l i t y  o f  p ro d u c t  u n d e r  s u c i 1 c o n d i t i o n s . T h e  Y '  s p o t s  

( F i g u r e  1 1 ) a p p e a r e d  r e gu l ar l y  o n  c h r om a t o grams  wh e n  r e a c t 

i on s  w e r e  c a r r i e d  o u t  a nd p r o du c t e xt r a c t e d  a t  p H  6 . 8 ,  b u t  

t h i s  p h e n o m e n on , m u ch l e s s  ma r k e d  a n d  o c c as i o n a l l y  a b s 8n t  

u n d e r  p H  7 . 5  c ond i t i o ns o f  r ea c t i o n  a n d  e xt ra c t i o n , w a s  

a v o i d e d  u n d e r  t h e  c o nd i t i o ns s e l e c t e d  o f  r e a c t i o n  a t  p H  8 . 5 

a n d  e x t r a c t i o n a t  r H  7 . 5 .  

P r e p a r at i v e q u a n t i t i e s o f  D C  w e r e s u cc e s s f u l l y 

o b t a i n e d  w h e n  t h e  s ma l l � s ca l e  r e a c t i o n  m i xtu r e  g i v e n  a u ov e 
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w a s  s c a l e d  u p  f i f t y - f o l d .  F o r  e a c h  5 0  m g  b a t c h  o f  c h a l c o n e  

i n c u b a t e d , y i e l ds  o f  D C  w e r e  d e t e r m i n e d  s p e c t r o p h o t o m e t r i 

c a l l y  o n  a n  a l i q u o t  o f  t he t ot a l  e t h e !' - e x t r a c t 8 d  p r o du c t 

a f t e r  r e 1 1H 1 V c:J. l  o f  t h e  e t h e r  s o l v ent  a n d  d i ss o l ut i o n o f  t h e 

s o l i d  i n  a s t a n d a r d  v o l L J m e  o f  8 5% e t h a n o l .  I n  t h e c a l cu l a t -

i o n � f  y i e l d s ,  t h e  a b s 8 r b an c e  o f  c r u de pr o d u c t  a t  3 2 5  n m  

( A  m a x . o f  D C ) w a s  t ak en a s  a d i r e c t  m e as u r e  o f  D C  co n t e n t  

s i n c e  t h e  u . v .  s p e c t r u m  o f  t h i s  c r u d e  p r o d u c t  c l o s e l y  

m a t c h e d  t h a t  f o r  D C  p u !' i f i e d  wi t h  m i n i m u m  d e l ay b y  2 - D  

c h r o m a t o g r a p h y . I n  t h e  f o u r s e p a r a t e  p r ep a r a t i v e  i n c u b a t 

i o n s �  t h e y i e l d  o f  D C  r a n g e d  f ro m  7 0  - ·: 6% o f  t h e  c h a l co n e 

c o n s u m e d . 

E x ami n a t i o n  o f  q u3 n t i t2 t i v e 2 - D  c h r o ma t og r a m s  o f  

t h e  p r o d u ct f r o m  e a c h  p r e p a r a t i v e  ru n c o nf i r m e d  t h e  c o n c l u s 

i o n  f r o m  u . v .  s p e c t r o s co py t ha t  D C  was  t h e  o n l y  q u a n t i t a t i v 

e l y  s i g n i f i c an t c om p o n e n t  o f  t h e c r u d e p r o du ct . B e s i d es 

t r a c e s  o f  t h e  k n ow n  a d d i t i o n a l  p r o d u ct s , n a m e l y , f l a v o n o l , 

a u r o n e  a n d  Y '  s p o t s , a n u mb e r  o f  m i n o r  b a c k g r o u n d  s p o t s  

w e r e  p r 9s e r 1 t  o n  th e c h r o m a t og r a:.s . Co  1 1  e c t i  v e l  y ,  t h e  s a  

s p o t s , a l o n g  w i t h  s om e  f ur t h e r  a m o u n t s  f o u n d  t o  s t i l l  r e

mai n i n  t h e aq u eo u s  r ea c t i o n  me d i u m  a f t er q ua n t i t at i v e  

e t h e r  e A t r a ct i o n  o f  D C ,  � e r e  t h o u g h t  t o  a c c o u nt f or t h e 

d i f f e r e n c e  b et w e e n  c h a l co n e  c o n s u m e d  a n d  e s t i ma t e d  D C  

f o r ma t i � n  i n  t h e p r e p a r a t i v e  r u n s . 

E st i ma t i o n  o f  D C  e l u t e d  f r o m  t h e q u an t i t a t i v e  2 - D  

c h r o m a t o g r ams o f  t h e  p r e p a r at i v e  r u n s  p r o v i d e d t h e f i r s t  

d i r e c t  e v i d e n c e  o f  s u s p e c t e d  i ns t a b i l i ty o f  D C  u n d er t h e  

c o n d i t i o n s  o f  c h r o ma t o g r a p hy . T h u s  on t h e  b a s i s  o f  D C  

e l u t e d  f r om t h e s e  c h r o m a t o g r a m s , y i e l ds r a n g e d  f r o m  2 D  - 2 4% 

o f  c h a l c o n e  c dn s u me d  i n  co n t ra s t  t o  v a l u e s  o f  7D  - 7 6%  
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d e t e r m i n e d  d i r e c t l y  b y  u . v .  a b s o r p t i on m e a su r em e � t s  f o r  

t h e  s am e  s a mp l e s . C o n f i r ma t i o n o f  th i s  e xt e nt  o f' l os s  o f  

D C  o n  c h r o m a t o g r Bphy  a n d  r e c o v e r y  was  o b t ai n e d  f r o �  t h e  

r e s u l t s  o f  c h ro mato g r a p hy o f  k n ow n  awo u n t s  o f  t h e p u � i f i e d  

c o m p o u n d .  L os s es o f  t h e  c o m p o u n d  w e r e  a p par en t l y  c au s e d  

by  c h e m i c al c h a n g e  r a t : 1 e r  t h e :m t h r o ugh t a i l i n g o n  c h r o m a t e

g r a m s  o r  i n e f f i c i en t  e l u t i o n . Fu r t h e r  t e s t s  i n d i c at e d  

l o s s G s c ou l d  b e  r e du c e d  v e r y  c o n s i d era b l y  a n d  u p  t o  a b o u t  

B D� o f  t h e  D C  s am p l e  a � p l i e d c o u l d  b e  r e co v e r e d  i f  t h e 

t i me f o r  w h i c h  c h r o m a t o g r ams w e r e  ' d r i e d '  i n  a i r  a t  r o o m  

t e m p e r at u r e  W Cl S  mi n i m i s e d  b o t h  b e tw e e n  . � o l v e n t  d i r e c t i o ns 

i n  7. - D  c h ro m a t o g ra p hy a n d  b e fo r e  e l ut i o n  f o r  q u a n t i t at i v e  

e s t i ma t i o n . P u r i t y  o f  t h e  e l u t e d  c omp o u n d  was  a l s o  e n h an c e d  

b y  t h e m o r e  I· a p i d  h a n d l i n g  a s  j u d g e d  b y  c ha n g e s  i n  t he s ha p e  

o f  t h e  u . v .  s p e c t r u m . 

P u r i f i c at i o n o f  th e c ru d e  D C  f r o m  t h e  f o u r  p r e p a r a

t i v e  r u ns a b o v e  was a r. h i e v e d  b y  c ry s t a l l i s a t i o n  f rom e t h a n o l / 

w a t e r  ( 1  : 1 ) ,  t o  y i e l d  o r a n g e - y e l l ow s o l i ds ( 5 6 m g ) . T h e  

m o t h e r  l i q u o r  c o n t a i n e d  m u c h  i m � u r i t y  a n d  p r o v e d  u n su i t a b l e  

a s  a s ou r c e o f  mo r e  D C  s o l i ds . F u rth e r  p ur i f i c a t i o n  o f  t he 

s o l i ds ( 5 6  m g ) w as a c h i e v e d  u p o n  s l ow c o n c e n t r at i o n o f  t h e  

s o l u t i o� i n  a c et on e u n d e r  a n  a i r  j et t o  y i e l d  a l i g h t  y e l l ow 

p r e c i p i t a t e  o f  D C  s o l i d  ( 1 7 m g ) a n d  an o r an g e- b r ow n  m o t h er  

l i q L.: o r  Th i s  s o l i d  D C  w a s  r ec o v e r e d ,  w � s h e d  w i t h  c o l d  s o l v e n t  

a n d  r e t ai n e d  at  - 1 0 ° f o r  c h a r a c t e r i s at i o n . 

M a n i p u l at i o n o f  D C  i n  s o l u t i on , a s so c i a t e d  w i t h  t h e  

p r e p a ra t i on o f  t h i s  p ur i f i e d sam p l e ,  l e d  t o  n o t i c e ab l e  d a r k 

e n i n g  o f  . t h e co l ou r  o f  t h e  s o l u t i o n a n d  r at h e r  e xt e n s i v e  

i ns t a b i l i t y o f  t h e  D C  a s  r e v e a l e d  by 2 - D  c h r o ma t o g ra p hy o f  

s a m p l e s  o f  m ot h e r  l i q u o r s . A n u mb e r  o f  c o mp et i n g p a t hw ays  



o f  D C  l o s s  ap p e a r e d  t o  op e r a t s  s i n c e  many  u n � n o w n  s p o t s  

w e r e  p r e s e n t  o n  c h r o m a t o g rams  a nd n o n e  W a 3  e x c e p t i o n a l l y 

p r o m i n ent q u a n t i t a t i v e l y . 

F r o m  t h e  s e v e r a l  l i n es o f  8 V � d e n c e  a v ai l ab l e  o n  

t h e  i n s t a b i l i t y o f  D C  i t  was  t h e r e f or e  a l s c  c on s i d e r e d  

p r o b a b l e  t h a t  y i e l ds o f  c � u d e O C ,  m e as u r e d  a f t e r  s o i v e n t 

e x t r a c t i o n , w ou l d b e  d e p r e s s e d t o  an  e x � e n t . S t u d i e s o n  

a s pe c t r o p h o t o m e t r i c me t h o d  w e r e  c c n s Bq u e n t l y  u n d e r t a k e n  

so t h at t h e  e xt e n t  o f  D C  f o �ma t i G n i n  t h e  r e a c t i o n m i g h t  

b e  d e t e r n1 i n e d  d i r e ct l y  an d a c c u r a t e l y  a n d  t h e  b a ck g r o u n d  

p r o v i d e d  f o r  mo r e  d e t a i l e d  b i o ch e m i ca l  w o r k . 

2 A - B  Spe c t r oph o t o m e t r i c  e v i d e n c e f Q r  t h e  pr e s e n c E of  a n  

i n i t i a l  r e a c t i c n  pr o d u ct 

[ n z y m e  r ea c t i ons  w e r e  r u n  i n  D . D 5 � t r i s b u f f e r  

p H  B . D  i n  2 m l  t o t a l  v o l u me a t  2 5 ° , us i ng c u v e t t e s  c f  

1 c m  l i g h t  p a t h . U n d e r  t h e  r e a ct i o n  cond i ti o ns s e l e ct e d ,  

a l l  c h a l co n e  w a s  c o n s u m e d  i n  t h e  r ea c t i o n . R e f e r e n ce 

s p e c t r a  ( F i g u r e  1 5 )  w e r e  d e t e r m i n e d  f o r  c h a l c o n e and  D C  

i n  p H  8 . 0  t r i s b u f f e r  a n d  f or  D C  i n  t h i s  me d i u m  a c i d i f i e d 

t o  p H  2 - 3 . 

T h e  a b s o r p t i o n s p e c t r u m  a f  t h e p r od u c t  of  a r ap i d  

r e ac t i o n  ca t a l y s e d  b y  e i t h e r  g a r b a n zo 0 1  H R P  e n z y me i s  

p r es e n t e d  i n  F i gu r e  1 6 ,  to g e t he r  w i t h  d e t ai l s  o f  t h e  r e-

a c t i o n m i x t u r e s  e m p l o y e d . I n  t he n e xt 2 h o u r s  t h i s  p r o d u c t  

s p e ct ru m  w as o b s e r v e d  t o  u n d e r go a c om p l e x  p a t t e rn o f  c h a n g e . 

A p p r e c i a b l e  a l t e ra t i o n o c c u r r e d  i n  e v en t he f i r s t  f i v e  m i n

u t e s . I n c l u d e d  i n  F i gu r e  1 6  a r e  s o m e  e xa mp l e s  o f  t h e s p e c 

t ru m  a t  t h e po s t - r e a c t i o n t i m e s  n o t e d .  A t  n o  t i m8 d i d t h e  

c h an g i n g  s p e ct ru m  m a t c h . o r  c l o s e l y  a p pr o a c h  t ha t  f o r  D C  



F i gu r e  1 5  

R e f e r e n c e  s p e c t r a  of  c h a l co n e a n d  D C  i n  t r i s b u f f e r . 

1 = C h a l c o n e  i n  0 . 0 5 M t ri s  b u f f e r  p H  B . D  
2 = D C  i n  0 . 0 5 M � r i s  b u f f e r  p H  B . D  
3 = Sa mp l e  as  i n  s p e c t r u m  2 , b u f f e r  a c i d i f i e d  t o  p H  2 - 3 

F i gu re 1 6  

S p e c t r u m  o f  i n i t i a l  p r o du c t  o f  p er o x i d a s e - ca t a l y s e d  r e a c t i o n 

o f  c h a l co n e  a n d  s u b s e q u e n t  c h a n g es t h e r e i n  w i t h  t i m e  i n  p H  

8 . 0  t r i s  b u f f e r . 

1 = S p e c t r u m  o f  i n i t i a l  p r o d u ct r G c o r d e d  i m m e d i a t e l y  a f t er 

c o mp l e t e  c h a l c o n e  c o n s umpt i o n i n  r e a c t i o n  m i x t u r e s  w h i ch 

c on t a i n e d  i n i t i al l y  c h a l c o n e  ( 0 . 0 9 /U mo l e ) , e n z y m e  ( e i t h e r  

1 u n i t  H R P  o r  3 u n i t s  ga r b a n z o ) a n d  H2 o 2 ( 0 . 1 1 /U mo l e ) 
0 i n  0 . 0 5 M t r i s  p H  8 . 0 , t o t a l  v o l u m e  2 m l , at  2 5  • 

2 ,  3 a n d  4 = S p e c t r a  o b s e r v e d  a f t e r  i n i t i al p r o d u c t  h e l d  

i n  b u f f e r  f o r  1 2 , 2 4  a n d  ·1 2 0 r. 1 i n u t e s  r e s p e c t i v e l y . 
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i n  p H  8 . 0  b u f f e r . H o w e v e r , s o m e  D C  f or m a t i o n  c o � l d  h a v e  

b e e n  i n d i c a t e d  b v  t h e  ob s e r v e d  i n c r eas e i n  a b s o r p t i o n a t  

3 8 D  n m  ( F i g u r e  1 6 ) , F r o m  t h i s b e h a v i ou r  i t  w � s c l e a r  

t h a t  t h e j n i t i a l  r e a c t i o n  pr o d u c t  w as no t D C ,  a f a c t w h i ch 

g a v e  p o t c nt i 8 l  s u p p o r t  t o  e a r l i e r c h r o ma t o gra p h i � i n d i c a t 

i o n s  t h a t  p r e cu r s o r s  of  D C  ma y e x i s t  i n  t h e  Y '  s p o t s . 

T h e  s e a r c h for  c o nd i t i o n s  u n der  w h i c h  a h i g h  a mo u n t 

o f  D C  c o u l d  b e  d e r i v e d  f r om t h e  i n i t i a l  p r o d u c t  r e v e a l e d  

t ha t  c o n t ro l l e d a d d i t i o n  o f  a l k a l i  ( 2 5 /U l  o f  2 . 5  N N a D I�/2 m l  

r ea c t i o n  v o l u me ) r ap i d l y  t r a n s f o r m e d  t h e  i n i t i al p r o du c t  

t o  D C .  T h i s  q u a n t i t y o f  a l k a l i  w a s  c r i :  i c al  f or g o o d  

r es u l t s  i n  t e rm s  o f  D C  f o r ma t i o n . I n  F i g u r e  1 7 , t h e 

s p e c t r a  a s s o c i a t e d . w i t h  t h i s  t r ans f o rma t i o n a r e  p r es en t e d ; 

i n  t h e  a l k a l i n e m e d i um 1 D C  a p p ea r E d  i n  t h e  i o n i s e d  f o r m  

an d  t h e c h a r a ct e r i s t i c  D C  s p e c t r u m  ( F i g u r e  1 5 ) w a s  o b s e r v e d  

o n  a c i d i f i c a t i o n . T h e  e f f e c t o f  a c i d i f i ca ti o n  o n  t h e  s p e c t 

r u m  o f  t h e  i n i t i a l  p r o d u ct  i s  . a l so s hown  i n  F i g u r e  1 7 ; b a ck 

t i t r at i o n  t o  pH  8 r e s t or e d t h e  i n i t i a l s p e c t r u m  w h i l e  

a d d i t i o n a l  a l k a l i , as a bo v e ,  r e �u l t e d  i n  t h e  an t i c i p a t e d  D C  

fo r m a t i o n . T hu s  t h e  s p e c t r u m  o f  t h e i n i t i a l  p r o d u c t  a t  p H  8 

was  h e l d  t o  r ep r e s e nt  t h e  i o n i s e d f o r m  and  t h at at  a c i d  p H  

t h e  u n i o n i s e d  f o rm . 

D e l a y  b ey ond  a f ew m i n u t e s  b e tw e e n  t h e  r ap i d  p ro d u c t 

i on o f  t h e  i n i t i a l p r od u c t a n d  a d d i t i on of  a l k a l i  t o  t h e  

c u v e t t e  r e s u l t e d  i n  t h e  a p p e a r an c e  o f  a s h o u l d e r  o r  e v e n  

a s e co n d  p e ak a r o u n d  34 D n m  o n  t h B  a l k a l i  s p e ct r u m  o f  D C  

( co m p a r e  F i gu r e 1 8 ) . T h is p h e n om e n o n  was a t t r i b u t e d  t o  

i mp u r i t i es f o r m e d  s p o n t a n e o u s l y  f rom  t h e  u n s t a b l e  i n i t i a l  

p r o du c t  o n  s t an d i n g  i n  p H  8 b u f f e r . T h e s e  i mp u r i t i e s  c a u s e d  

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



S p G c t r a l  e v i d e n c e  o f  t h e  t r a n s f o r m a t i o n o f  i n i t i a l  p r o d u c t  

o f  r e a c t i o n  t a  l a r g E l y D C  u p o n  co n t r o l l e d  a d d i t i on o f  a l k a l i . 
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3 5 0  4 0 0  4 5 0  

1 = I n i t i a l  p r o d u c t  i n  p H  8 , 0  t ; i s b u f f e r ,  f r o m  c h a l co n e  

( s p e c t r u rn a ,  O , D 9,/1J m o l e ) us i n g  r e a ct i o n  m i x t u r e  a n d  

c o n d i t i o n s  g i v e n  i n  F i gu r e  1 6 . 
2 = I on i s e d  D C  f or m e d  o n  i mm e d i a t e  a d d � t i o n  o f  2 5/U l  2 . 5 N 

Na O H  t o  i n i t i al p r c du c t . 

3 = D C  c o n v e r t e d  t o  u n i o n i s e rl f or m  o n  a o d i t i on o f  7 5/U l  

1 . 4 4 N H C1 t o  t h e  p r o du c t  o b s e r v e d  i n  2 . 

4 = U n i o n i s e d  f o r m  o f  i n i t i a l  pr o du ct o b s er v e d  o n  a d d i t i o n  

o f  3 D /U l  1 • 4 4  N H C l  t o  i n i t i a l  p r o d u c t  i n  p H  8 . D  t r i s  

b u f f e r  ( s p e ct r u m  1 ) I 



3 8 . 

u n i c :-; i s e d  s p e ct r a  o 7"  b o t h  t h e  i n i t i a l p r o d u c t  a n d  t h e  

d er i v e d D C . I n  s u b s e q u e n t  w o r k  o :. t h e  i s o l a t i o n  of  t h e  

i n i t i a l p r o du c t , s p e c t r a l  a s s e s sm e n t  o f  p u r i t y  w a s  t h e r e-

f o r e  b a s e d  o n  t h e  d e rJ r '3 e  o f  d i s t o :c "l:. i o n  o f  t h e  i o n i s e d  D C  

s p e c t r u m tu h i c h f o r me d o 1 1  a d d i t  i o n o f a 1 k a l i .  

2 A- 9  I s o l a t i o n  o f  t h e  i n i t i a l pr od u c t  

S p e c t r o p h o t o me t r i c  o b s e r v a t i on s h o w e d  t h e  i n i t i a l 

p r o du c t  w a s  mo s t  s t a b l e i n  ac i d i f i e d  b u f f e r , p H  2 - 3 ,  

a n d  q u i t e  u ns t a b l e  at  p H  7 . 5  as  p r e v i o u s l y  u s e d  f o r  s o l -

v e n t  e x t r a c t i o n  i n  t h e  i s o l at i on  o f  D C . 

S u c ce s s f u l  r e co v e r y  of  f r e s h l y - fo rm e d  i n i t i a l 

p r o d u c t  w e s  a c h i E v e d  b y  e t h e r  e x t r a c t i o n  f r o m  b u f f e r  f i rst  

a c i d i f i e d  t o  p H  2 - 3 .  T h e  r ea c t i o n  mi x t u r B  u s e d  to  p r e p a r e  

t h e  i n i t i a l  p r o d u c t con t ai n e d  c h a l c o n e  ( 0 . 7 5 /U mo l e ) g a r b 

a n z o  e n z y rn e  ( 4 7  u n i t s ) h y d r o g e n  p e r o x i d e  ( 0 . 2 2 /U ma l e ) an d 

O . D 5  m t r i s  b u f f e r  p H  8 . D  t o  m a k e  4 m l . I mm e d i at e l y  a f t er 

r ap i d  d e co l o r i s at i o n ( l e s s  t h an  1 m i n u t e ) , t he mi x t u r e  w a s  

a c i d i f i e d  wi t h  7 5 /U l  1 . 4 4  N H C 1  an d t h e  i n i t i a l  pr o d u r t  

q u a n t i t a t i v e l y  e x t r a c t e d  i nt o  2 x 5 m l  v o l u m e s  o f  e t h e r  

w h i c h  w e r e  comb i n e d . T he q u a n t i t y  o f  aq u e o u s  p ha s e  p r 8 s e n t  

i n  t h i s e t h er e xt r a c t  � a s  no t r em o v e d  b y  a n y  dry i n g p r o c e d-

u r e  s i n c e  i t  s e r v e d a v i t a l  r o l o  o f  p r o v i d i n g  a l as t i n g , 

s l i g h t " y a c i d i c ,  e n v i r o n m e n t  w h i c h  s t a b i l i s e d  t h e  i n i t i a l 

p r o d u c t  i n  t h e  c o u r s e  o f  s ub s eq u e n t  man i p u l a t i o n s . F o l l ow 

a 
i ng r em o v a l  o f  t h e  e t h e r c l os e  t o  0 , t h e e x t r a c t e d  p ro d u c t  

w a s  t ak e n  u p  i n  a s m a l l v o l u me o f  e t h an o l  an d a l i q u ot s  

u s e d  t o  c h eck  s p e c t r a l  p r o p e r t i e s  a g ai n s t  t h o s e  k n o w n  f o r  

t h e  i n i t i a l  p r o d u c t  a s  d i r e ct l y  f o r m e d  i n  a q u e ou s  m e d i a . 

I n  8 �% e t h a n o l , t h e  s p e c t r u m  w a s  a p p r o x i mat e l y t h at o f  



...) ;:J .  

i n i t i a l  p r o d u c t  i n  a c i d i f i e d  bu f f G r ( F i o u r e  1 7 , s p e c t r u m  4 ) . 

A d d i t i o n o f a l k a l i , ( 5 /U l 1 . 2 5 N N a U 1 1/2 rr1 l c u v e t t e ) r e s u l t e d . 

i n  t h e  r a p i d  f o r m a t i o n  of  i o n i s e d  D C  a n d  on a c i d i f i c at i o n 

( 1 0 /".J l o f 1 . 4 4 N H C 1 ) , t y p i c a l 0 C a b  s o r p t i o n VJ a s r e c o r d e d , 

F u r t r , e r , a n  i n i t i a l  p r o d u c t  l i k e  s p e c c r u m  Lv as n o t e d  vJ he n an  

a l i q u o t  of  t h e  e x t r a c t e d  p r o d u c t  was  a dd e d  to  t r i s  b u f f e r  

p H  8 . 0 .  F or m a t i o n o f  D C  o n  a p p r o p r i at e  a d d i t io n  o f  a l k a l i  

t o  t h i s b u f f e r  s o l u t i o n  a l s o  o c c u r r e d . B a s e d  o n  t h e  c o r r e s 

p o n d e n c e  i n  s p e c t r a l  p r op e r t i es an d b e h a v i o u r  i n  a l k a l i n e 

m e d i a ,  t h e  e x t r a c t e d  p r o d u c t  w a s  d e g m e d  i d e n t i f i e d w i th 

t h e i n i t i a l  p r r du c t  o b s e r v e d  d i r e c t l y  i n  s o l u t i o n . P u r i ty 

o f  t h e e xt r a c t e d  p r o du c t w a s  d i m i n i s h e d  c o n s i d e r a b l y  b y  

d e l a y s  i n  t h e e x t r act i o n p r o c e s s  o r  b y  e x p o s u r e  t o  t emp e ra

t u r e s  a b o v e  0 °  for  s i g n i f i c a n t  p e r i o d s  � f  t i m e t h e r e a f t e r . 

T hu s , r a p i d  e x t ra c t i o n  a f t er f o r m c t i o n  o f  th 6 i n i t i a l  p r o d u c t  

w a s  d e ma n d e d  a nd l i m i t e d w a r m i n g  d ur i n g e t h e r  r e m o v a l  by 

r o t a r y  e v a p o r a t o r w as p r a c t i s e d to goo d e f f e c t . T h e  r e c o v 

e r e d  p r o du ct w a s  h e l d  s u c ce s s f u l l y  o n  i c e f o r  a n u m b e r  o f  

h ou r 3 . 

E t h e r  e x t r a c t i o n  o f  i n i t i a l  p r o d u c t f ro m  b u f f e r  

a c i d i f i e d  t o  p H  7 r a t h e r  t ha n  t o  p H  2 - 3 ,  p r o v i d e d  e v i d e n c e  

o f  s p o n t a n e ou s  g e n e r at i o n o f  D C ,  f o l l ow i n g  t � e  e x t r a c t i on 

o f  i n i t i a l  p r o d u ct , w h e n  a c i d i c  c o n d i t i o ns w e r e  n o t  ma i n

t a i n e d . W h i l e  t he s p e c t r u m  t a k e n  of  t h e  w e t  e th e r  e x t r � ct 

i t s e l f  c l os e l y  mat c h e d  t h a t  o f  t h e  u n i on i s e d  i n i t i a l  p r o d u c t  

i n  e t h an o l , t h e  s p e ct r u m  i n  e t h a n o l  o f  t h e  p r o d u ct o b t ai n e d  

i mm e d i a t e l y  a f t er e v a p o r a t i on o f  th e e t h e r  s ho w e d  t ha t  

a l r ea d y  a p a r t � al  c o n v e r s i o n  o f  i n i t i a l p r o d u c t  t o  D C  h a d  

o c c u r r e d . W i t h  e x t r act i o n  a ga i n s t a mor e a l k al i n e  p H  7 . 5  

b u f f e r  m e d i u m ,  th e c a r r y - o v e r  o f  t h e  a q u e o u s  p h a s e  i n  t h e  



L� U ,  

w e t e t h e r  e x t r a c t  w o u l d  p r o v i d e  a s l i g h t l y  b as i c  e n v i r· o n

m e n t  w h i ch w o u l d  b e  e xp e c t e d  t o  p r omot e e � en g r e a t e r  i n-

s t a b i l i t y  o f t h e i n i t i a l  p r od u c t . F r o m  e 3 r l i e r e xp er i e n c e  

o f  O C  r e c o v e r y  u n d e r  s u c h co n d i t i o r 1 s  of  e x t r a c t i o n ,  t h e  

con v e r s i o n o f  i n i t i a l  p r o du c t  t u  D C  a pp a r ent l y  o c c u r r e d  

r a p i d l y  a n d  a l mo s t  com p l e t e l y i n  t h e env i ro n m e n t  p r o v i d e d  

d u r i n g  t h e  i s o l at i o n o f  t h e  c r u d e  s o l i d  p r o d u c t . 

2 A- 1 0 C h r o m a t ogr aph i c i d e n t i f i ca t i o n  o f t h e  i r i t i a l  p r o du c t  

as  l a rge l y D C  p r e c u r s o r s  

Two- d i m e n s i o n al  ch r om a t o g r a p hy o f  t he i n i t i a l  p r o d u c t  

i s o l a t e d  by  e t h e r  e x t r a c t i o n ,  g a v e  r i s e  t o  t w o  ma j o r  s p o t s  

l o cat e d  i n  t he p o s i t i on s  of  t h e  p r e v i o u s l y n o t e d  Y '  s p o t s  

( F i g u r e  1 1 ) ,  T h e  e l u a t e  o f  e a c h  o f t h e s e  s p o t s  w a s f ou n d  

( s e e  b e l ow ) t o  y i e l d  ma i n l y  D C ,  o n  c o n t ro l l e d  a l k a l i t r e a t 

me n t . T h e  c o m p o u n d s  p r e s e n t  i n  t h e  Y 1  a n d  Y2 s p o t s w h i c h  

g a v e  r i s e  t o  D C  a r e  h e r e a f t e r  r e f 8 r r e d t o  a s  0Y 1 a n d  0Y2 

r· e s p e c t i v e 1 y • F r o m  t h i s  w o r k  i t  w a s  con c l u d e d  t hat t h e  

i n i t ; a l  p r o du c t  c o n s i s t e d  l a r g e l y o f  a m i x tu r e  o f  t h e t w �  

com po u n ds , 0Y 1 . a n d  0Y2 . 

O n  a c c o u n t  o f  t h e  k n ow n  i ris t ab i l i t y o f  t h e  i n i t i a l 

p ro d u c t , r a p i d  o n e - G i me n s i on a l  c � r o ma t o g r a p h y  w as u s e d  t o  

d ef i n e  i t s n a t u r e . Thus , s a m p l e s  o f  i n 1 t i a l  p r o d u c t  w h i c h  

w e r e  p r e p a r e d  a n d  i s o l a t e d  a s  d r · s c r i b e d  i n  t h e  p r e v i ou s  

s e c t i o n ,  w e r e  f i r s t  c h r o m at o g r a p h e d f o r  1 hou r i n  B e AW 

( b e n z e n e : a c e t i c  a c i d : wat e r ) , w i t h ou t p r i o r  e q u i l i b r a t i o n  o f  

t h e  c h r o m at o g r a m . A f t e r  d r y i n g  f o r 1 h o u r , t he c h r o m a t o g r am 

was  i n s p e c t e d  u n d er u . v .  l i g h t  an d a l i gh t  b l u e  s p o t  e l u t e d 

f r o m  l ow R f ' e q u i v a l ent  t o  t h at  o f  s p o t s  Y 1 an d Y2 ( c o i n c i 

d e n t  i n  B e AW ) , T h e  s pe c t r u m  d e t e r m i n ed a f t e r  1 0  m i n u t G s 



4 1  . 

e l u t i o n  i n  8 5% e t h a � o l , w a s  s i m i l a r t o  t h a t o f  t � c  u n i o n i s e d 

i n i t i a l  p r o d u c t ; a d d i t i o n  o f  mi n i m u m  a l k a l i ( d a t a r mi n e d  

t m p i r i c a l l y  o n  a c c o u n t  o f  t h e  a c e t i c  a c i d  p r e s B n t  f ro m  

c h r o m a t o g � a � h y ) i n d i c a t e d  t he f o r m a t i on o f  D C  c o n t a m i n a t 8 d  

w i t h  m u c h  i m � u r i t y ( F i g u r e  1 8 ) . S i m i l a r  c h r o m a t � g r a p h y  i n  

1 D% H A  ( a c e t i c  a c i d  i n  w a t e r ) r e v e a l e d  t w o  m a j o r  s p o t s , 

b o t h  l i g h t  b l u B - g r e y  i n  u . v . l i g h t , at  R f s e q u i v a l e n t  t o  

E a c h  s p o t  w a s  e l ut e d  an d fo u n d  t o  h a v e  

a n  a b s o r p t i o n s p e c t r u m  s i m i l a r t o  t h e  o t h e r  a n d  t o  t h e  

e l u a t e  f r o m  t h e  B e AW c h r o ma t o g ram ; a l k a l i  t r e a t m e n t  p r o v i d e d  

s p e c t r a l  e v i d E: n c e o f  s i m i l ar  D C  f o r m at L' n ,  a g a i n  i n  t h e 

p r e s e n c e  o f  m u c h  i m p u r i t y . R a p i d  2 - D  c h r o ma t o g r ap h y , w i t h  

1 5 m i nut  e s d r y  i n g b e t vJ e e n  s o 1 v G r 1 t s , t h e  n d i r e c t 1 y d e m  o n  -

s t r a t e d  t h at t h e  i n i t i a l  p r o d u c t  c h r o ma t o g ra p h e d  l ar g e l y  

a s  t h e  t wo Y '  s p o t s  a n d  t ha t  t he s e  h a d  b e e n  e l u t e d  s e p a r a t 

e ly a n d  i n  c o m b i n a t i o n  f r o m  t h e  1 D% H A  a n d  B e AW c h r o m a t e -

g r a m s  r e s p e c t i v e l y . T h e  i n i t i al p r o du c t  s am p l e ,  a s  a p p l i e d  

t o  t h e s e  c h r o ma t o g r am s , was ob s e r v e d  s p e c t r o p h o t o me t r i c a l l y 

t o  g i v e r i s e t o c 1 e a n  D C o n  c o n J.: r o 1 1  e d a 1 k a l  i t r e a t m e r  , t . 

T h e r e f or e ,  t h e  r e c o v e r y  i n  e l u a t e s o f  t h e Y '  s po t s  o f  o n l y 

i mp u r e  sam p l e s  o f  p r e cu r s o r s  o f  D C  was  i n t er p r e t e d  a s  e v i 

d e n c e o f  p a r t i 3 1  b r e a k down  o f  t h e s e  p r e cu rso r s , �v 1 a n d  

�Y2 , f o l l ow i n g  c h r o ma t o g ra p hy a r 1 d  p r i o r  t o  s p e c t r o p h o t o -

m e t r i c  e xami n at j on .  T h e  e x t e n t  o f  t h i s b r e ak d ow n , b es t  

o b s e � v e d  s p e ct r o p h o t o m e t r i ca l l y  a s  d i s t o r t i on o f  t h e  d e r i v e d  

D C  a n i o n  s p e c t ru m ,  i nd i cat e d  t h e s e  p r e c u r s o r s  w e r e  v e ry 

l a b i l e  c o mp o u n d s  e v e n  u n d e r  t h e  r e l a t i v e l y  m i l d ,  n e c e ss a r i l y  

a c i d i c ,  c o n d i t i o n s  e m p l o y e d  i n  c h r o ma t o g r a p h y . I n  a dd i t i o n  

t o  t h e  Y �  a n d Y �  s p ot s o n  t h e  2 -D c h r o m a t og r ams  o f  i n i t i a l 

p r o du c t , a n u m b e r  o f  o t h er m i 1 1 0 r s p o t s  w e r e  n o t e d ,  i n c l u d i ng 



F i gu r e  1 8  

S p e c t r a  f o r  Y '  s p o t  e l u t e d  f r o m  1 - D c h r o m a t o g r a m o f  i n i t i a l  

p r o d u c t  r u n  i n  R e AW . 
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1 = E l u a t e  i n  8 5% E t D H  o f  Y '  s p o t  

2 = I mp u r e  D C  a n i on f o r m e d  u p o n  ad d i t i o n  o f  5 /U l  1 . 2 5  N 

N a D H  t o  Y '  s p ot  e l u at e ; i � p u ri t i e s  a r e  r e p r e s e n t e d  

b y  3 4 5  n m  p e ak . 

3 = U n i o n i s e d  f or m  o f  i mp u r e  D C ; s am p l e  f o r  s p e c t r u m  2 

p l u s  1 D /U l  1 . 33  N H C 1 . 



4 2 . 

t r 8 c es o f  D C  � n J  f l a v o n o l  b u t n o t o f  a u r o n e . U n i d e n t i f i e d 

m i n � r  s p o t s  w e r a  c on s i d e r e d  t o  a r i s e ma i n l y  f r o m  b r e a k d o w n  

o f  0v 1 a n d  0v ?  p r i o r  t o  c h r o m a t o g r a p h y . 

F � o m  t h e s e  c h r o ma t o g ra p h i c  s tu d i e s t h e  m o s t d i r e s t 

co n c l u s i o n uJ a s  d r a Lv n , 1l ame l. y , t ha t  t h e  0v 1 a n d 0 Y
2 

p r e c u l' -· 

s o r s  o f  D C  p r R s e n t  i n  t r. e r e s p e c t i v e  Y '  s p o t s a c t u a l l y  

c on s t i t u t e d  t � e  s p e c t r o p h o t o m e t r i c a l l y  o b s e r v e d  i n i t i a l  

p r o du c t  � n  t h e  ma i n .  T h e  b a s i s f o r  t h i s  co n c l u s i o n  w a s  

t h e  l a ck  o f  s p e c t r o p h o t o m e t r i c  e v i d e n c e f o r  a n y  c h a ng e  i n  

t h e  p r e c u r s o r s  o f  D C  b e t w e e n  t h e  s p e c t r o p h o t o m e t r i ca l l y  

d e  t 9 c t a b  l e i n i t i a l p r o  du c t  a n d  c h r o m a Lj g r a p h  i c p h  a s  e s o f  

t h e  o b s e r v a t i o n , w i t h  d u e  a l l o �an c e  b e i n g  ma d e  f o r t h e  

p r e s s n c R  u f  i m p u r i t i e s ( e xp e c t e d ) i n  t :1 e  chr o m a t o g ra p hi c  

e l u a t e s . A l l  s u b s e q u a n t  r e s u l t s  w e r e  � o u n d t o  s u p p o r t  t h i s  

a s s e s s m e n t . 

2 A - 1 1  C h r o m a t o qr a ph i c s tu d i G s  o f  o t h e r  p r e cu r s o r  c o mpo u n d s  

i n  i n i t i a l pr o d u c t  

E a r l i e r , i t  w a s  r e c o r d e d  t h at r e c hro m a t o g r a p h �· o f  

t h e  Y '  s p o t s  p r ov i d e d  e v i d e n c e  fo r t h e  e x i s t en c e  t h e r e i n 

o f  p r e c u r s o r s ,  n o t  o n l y  o f  D C  b u t  a l s o of f l av o n o l  an d 

a u r o n e  ( s e e  s e c t i o n  2 A- 5 ) . T o  f u r t he r  i nv es t i ga t e  t h i s 

f i n d i n g , s am p l e s e q u i v a l e n t  t o  e a c h  Y '  s p o t  w e r e  p r ep a r e d  

b y  1 . . ') c h r om a t o g r a p h y  o f  i n i t i a l  p r o d u c t  i n  5 %  H A . T h e  

r e q ui r e d  i n i t i a l p r o d u c t  was  p r e p a r e d  f ro m  4 m g  o f  c h a l c o n e 

w i th t h e  r e a c t i o n m i x t u r e  as d e t a i l e d i n  s e c t i o n  2 A- 9  a bo v e  

s c a l e d  u p  2 D - f o l d .  



T h i s  p r o d u c t w a s  r e s o l v e d  i n t o  Y � a n d  Y � b an d s  ( c q u i � a l e n t  

� o  t h e  r e s p e c t i v e Y '  s p o t s ) o n  a f u l l  
-)(· 

s i z e c h r o m a t o g r a m  

:r:- u n  f o r  3 h o u r s  a n d  d r i e d  f o r  1 . 5  h o u r s . E a c h  Y '  b a n d  

d e t e c t e d o n  t h e  c h r o m a t o g r a m  u n d e r  1 1 . V ,  l i g h t  was  s x c i s e d  

an d e l u -L e d  r a p i d l y  L y  i mm e r s i on  i n  e t h a n o l . O n  r e m o v a l  

o f  t he s o l v e n t  b t  l ow t em p e r 3 t u r e ,  t he p ro d u c t  o b t a i � a d  

f r o m  e a c h  b a n d  w a s  t ak e n u p  i n  a s m a l l v o l u m e  o f  e t h a n o l 

an d a samp l e  r e ch r o m a t o g r a p h e d  i n  2 - D  n o t  on l y  i n  t h e 

r e co v e r e d  s t a t e b u t  a l s o  a f t e r  t r e a t m e n t  w i th  a l k a l i  a s  

r e qu i r e d  f o r  D C  f o r m at i o n . T h e  a m ou n t  o f  a l k a l i  a d d e d  

was  d e t er m i n e d  � m p i r i c al l y o n  a c c o u n t  o f  th e a c e t i c  a c i d  

p r e s e n t  i n  t h e  s a m p l e s b u t  w a s  r e s t r i c t e d  t o  t h e  m i n i mu m  

r eq u i r e d  t o  e n s u r e  r a p i d ,  c o mp l e t e  f o rm a t i o n  o f  D C . 

T h e r e s u l t i n g  2 - D c h r om a t o g r ams s ho w e d  t h a t  d i r e c t 

r e c h r o m a t o g r a p h y  of  e a c h  Y '  p r e p a r at 1 o n r e s u l t e d  i n  r e t e n-

t i o n o f  t h a t  Y '  p r e parat i on a s  t h e  ma i n  sp o t . N o n e  o f  t h e  

ot h e r  Y '  p r e p a r a t i o n was d e t e c t e d . Many  b a ck g r o u n d  s p o t s 

w e r e  a l s o  p r es e n t  t o g e t h e r  w i th t ra c e s  o f  D C  b u t  n o t o f  

a u r 'l n e  o r  f l a v o no l . W h e r e  a l k a l i t r e a t m e n t  h a d  b e e n  g i ' ' e n 

pr i o r t o  r e c h r o m a t o g r a p h y , D C  was  t h e  mai n p r o d u c t , a l o n g  

w i t h  s o m e  au r o n e  a n d  f l a v o no l ; t h e r e su l t  w a s  t he s am e  

f o r  b o t h  Y '  p r e p a r a t i o n s . A g a i � , m a n y  b ac k g r o u n d  s p o t s 

w e r e  p r e s e n t . . F r o m  t h e s e  r e su lt s a n u mb er  o f  s i gn i f i c a r , t 

p o i n t s  w e r e  c o n f i r rn e d . F i r s t l � · ,  a l k a l i - l ab i l e p r e c u r s o r s  

e x i s t e d  i n  t w o  f or m s  i n  e a c h  c as e .  S e c on d l y , t he f l a v o n o l  

* 
T h i s s i z e  c h r o ma t o g r a m  p er m i t t e d  a d i s t a n c e  o f  u p  t o  � 0  c m  

f r o m  o r i g i n  t o  s o l v e n t  f r o n t  w h e r e a s  t h e co m m o n l y  e m p l oy e d  

c h r o ma � o g r a m  p r o v i d e d  h a l f  o f  t h i s  d i s t an c e  ( s e e  E x p e r i m e n t a l ) . 
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p r � c u r s o r s , 1 i k e 't' 1 an  r] Y 2 , a p p e a r e d q u a n t  i t a t i v e 1 y 

m i n o r . T h i r d l y , i n t o r co n v e r s i on o f  t h e  q u a n t i t a t i v e l y  

i m p o r t a nt  D C  p r e cu r s o r s , 0Y 1 a n d  0Y 2 , h a d  a p p a r e n t l y  n o t  

o c c u r r e d  i n  t h e p r o c e s s e s  a s s � c i a t e d  w i t h  r e c o v e r y  a n d  

d i r e c t  r e c h r o m ? t o g r a p h v . 

2 A - 1 2 E f f e c t  o f  pr e - c h r o m a t oq r aph i c  t r e a t me n t  o n  p r o d u c t  

..e.a t t e r n  

F r om  t � e  p r e c e d i n g  s p e c t r o p h o t o m e t r i c ,  p r o d u c t  

i s o l a � i o n a n d  l i m i t e d  c h r omat o g ra p h i c  s t u d i es , i t  w a s  

c l e a r  t h a t  t h 8 c h r o m a t o g r a p h i c p a t t e r n  o f  r ea ct i o n  

p r od u c t s  o b s e r v e d  w ou l d  b e  a f f e c t e d  d r a m at i c al l y  b y  t h e 

t r e a t m e n t  t h e  p r ep a r a t i o n  r e c e i v e d  p r i o r  t o  c h r o m a t e -

g r a p h y . I t  w c. s  t h e r e f o r e  d e e m e d  e s s R , I -I: i a l t o  e s t a b l i s h  

t h e  e c f e ct s  o f  c e r t a i n  p r e - c h r o ma t o g ra p h i c  t r e a t m e n t s  o n  

a s t a n d a r d  i n i t i a l  p r o d u c t  p r e p a r a t i o n  s o  t ha t  s u c h  s e c

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

p r i m a r y  c h a n g e s  i n  p r o d u c t  c o m p o s i t i o n  d ur i n g c h r o m a t o

g r c.t r h i c  as s e s s .n e n t  of  p r o d u c t s  f r o m  r e a c t i o ns c a r r i e d  ou t 

u n d e r  a v a r i e t y  o f  c o r1 d i t i o n s . T h us , f o r  b o t h  g a r b a n z o  

a n d  H R P  e n z y m e - c a t a l ys e d  r ea c t i o n s , 2 - D  c h r o ma t o g r a m s  

w e r e  p r ep a r e d  u s i n g  a n  o r i g i n a l l y s t a n d a r d  � r ep a r a t i on o f  

i n i t i a l p r o d u c t  w h i c h  h a d  t h e n  b e e n  e x p o s e d  t o  v a r i o u s  

d i f f e r ent  t r e a t me n t s  p r i o r  t �  u n i f o rm c h rom a t o g r a p hy . T he 

s t an d ar d  r e a c t i o n  m i x t u r e  u s e d  t o  p r ov i d e t he p r e p a ra t i o n 

f o r  e a c h  c h r om a t o g r a m  con t a i n e d  c h a l co n e  ( 0 . 7 5 /U mo l e ) , 

e n z y m e - e i t h e r g a r b a n z o  ( 1 9 u n i t s ) o r  H R P  ( 1 2  u n i t s ) a n d  

h y d r o g e n  p e r C' : � i d e  ( 0 . 2 2 /Llmol e ) i n  0 , 0 5 iYi t r i s  p H  8 , 0 ,  4 rn l 

t o t a l  vo l u m e . A f t e r  t h e r ap i d ,  c o mp l e t e  c o ns u mp t i o n o f  

c h a l c o n e , t h r e e t r e a t m e n t s  w e r e  a p p l i e d  p r i o r  t o  e t h e =  
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e x t r a c t i o n  o f  p r o d u c t s ; ( i ) a c i d i f i ca t i o n  t o  p H  2 - 3 ,  

( i i ) a d d i t i o n  o f  a l k s l i  r e q u i r e d  t o  t r an s f o r m  0Y 1 a n d  

0 Y  t o  D C ,  t h en a c i d i f i c a t i o n to  p H  2 - 3 , ( i i i ) a c i d i f i c a t -2 

i o n t o  p n  7 .  

R es u l t s w e r e  f ou n d  t o  b e  i n d e p e n d e n t  o f  t h e e n z y m e  

u s e j  i n  t h e r e a c t i o n .  D i � e c t  e x t r a c t i o n  a t  p H  2 - 3  ( t r e a t -

m e n t  ( i ) ) � 2 J e  t h e  e x p e c t e d  p at t e r n  o f  Y '  s p o t s  a n d  

t r a c e s  o n l y  o f  D C , v e r y f a i n t  f l a v o n o l  a n d  n o  a u r o n e  ( s e e  

F i g u r e  1 9 ) .  W i L h 3 l k a l i  t r e a t m e n t , h o w e v e r ,  t h e  m a j o r  

p ro du c t w a s  D C  ( F i gu r e  1 9 ) a s  e x p e c t e d  o n  p r e vi o u s  

s p e c t r o p h o t o m e t r i c e v i d en c e . N o  Y '  s p o t s  r e m a i n e d .  B o t h  

a u r o n e  a n d  f l a v o n o l  s p ot s  w e r e  p r e s e n t , t h o u g h q u an t i t a t -

i v e l y  m i n o r j  w i t h t h e f o r m e r  l a r g e l y  c o n c e a l e d  u n d e r  t h e  

l a t t e r . A n  i n t e r m e d i a t e  p r o d u c t  p a t t e r n  w a s  n o t e d  ( F i g u r e 

1 9 ) f o r  d i r e c t  e x t r a ct i o n a t  p H  7 .  W i t h  t h i s t r e a t me n t , 

t h e Y '  s p o t s  w e r e  a l wa y s  p r e s e n t  t o g e t h e r  w i t h  a s t r o n g  

D C  s p o t . C o n s i d e r a b l e  v a r i at i o n i n  Y '  s p ot i n t e n s i t y w a s  

n o t e d  b e t w e e n  r e p l i c at e  c h r omat o g r a ms s o  t hat th e v i s u a l  

p a t t e rn o s c i l l a t e d  s om e w h a t  i n  t h e r a n g e  i nt e r � e d i a t e  

b et w e e n t r e at me nt  ( i ) a n d  ( i i ) p a t t e r n s . A f l a v o n o l  s p o t  

w a s  i n v a r i a b l y  p r om i n e n t , h ow e v e r , b u t  a n  a u r o n e  s p ot 

w a s  n ot n o r ma l l y c l e a r l y  d e t e c t a b l e  s i n c e  t h e  Y 1 a n d v2 
p r e c u r s o r s  r ema i n e d  l n r g e l y  i n t a c t , T h i s  i n d i ca t e d  t h a t  

t h s  f l a v o n o l  p r e c u r s o r s  w e r e , �k i n  t o  0v 1 a n d  0v2 , mo r e  

l a b i l e  t h a n  Y 1 a n d  v2 . O n  c n r o m a t o g r a m s  w h e r e  t h e  Y '  

s p o t s  w e r e  w e ak , d i r e c t  e v i d e n c e  o f  t h e p r e s e n c e  u f  v 1 o r  

y2 i n  t he c o r r e s p on d i n g  Y '  s p o t  c o u l d  � e  s e e n  o n c e  t h e  

a u r o n e  a r t i f a c t  h a d  f o rm e d . 

I n  a n  e x t e ns i o n  o f  t h e  a b o v e  w o r k , a n  a d d i t i o n a l  

c h r o m a t o g r a p h i c p r o d u c t  p at t e r n  w a s  d e t e ct e d  a n d  ,t h e  c a u s e  
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( i ) = A c i d i f i ca t i o n  t o  p H  2 - 3  a n d  d i r e c t  e x t r a c t i o n . 

( i i ) = F i r s t  b a s i d i f i c a t i o n ,  t he n  a c i d i f i cat i on t o  

p H  2 - 3  a n d  e x t r a c t i o n . 

( iiD = N e ut ra l i zati o n  t o  p H  7 a nd d i r e ct  e x t r ac t � o n . 
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a t t r i b u t e d  t o  t i l e  p r e s en c e ,, f a n  a d d i t i o n a l  D C  p r e c u r s o r 

p r o b a b l y  d e r i v e d  f r o m  0Y
1 

a n d  0v 2 . T h e  p a t t e r n  i n  q u e s t i o n  

( F i g u r e  2 0 )  w a s  t y p i f i e d by  t h e  s e c o n d  D C  sp ot  w h i c h  d i s 

p l a y e d a n  R r  h i g h e r  t h a n t r u e  D C  i �  l h e f i r s t d i r e c t i o n  

s o l v e n t  ( B e AW ) . T h e i n t e n s i t y  o f  t h e  a d d i t i o n a l D C  s p o t  

VJ 8 s v a r i 8 b l e b u t c o u l d e x c e e cl t !1 a t o f t h 8 t r u e 0 C a n  d Y ' 

s p ot s .  E x p e r i m e n t  s h o w e d  t h a t  t h i s  n e ; ' •  p at t er n  was  b e s t 

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

e t h e r  e x t r a c t e d  f r o m  p H  2 - �  s o l u t i o n  w e r e  h e l d  a s  m o � s t  

s o l i d ,  a f t e r  r em o v a l  o f  t h e  e t h e r ,  f o r  a n  h o u r  o r  t wo a t  

r o o m  t em p e r a t u r e  p r i o r t o  c h r o m a t o g r a p hy . W i t h s u i t a b l y  

p r e pa r e d  s a r11p l P.  ma t e r i a l , 1 - D c h r c m a t o g r a p hy i n  B e AW 

r e v e a l e d  a fa s t e r- r u n n i n g  du l l  b l ue  s p o t  j u s t  c l e a r  o f  

t h e D C  s p o t . T h i s  d u l l  b l u e  s p ot  w a s  e l u t e d  a f t e r m i n i ma l  

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

r u m  d i f fe r en t  t o  D C  a n d  0Y c o m p o u n d s .  H o w e v e r , a d d i t i o n 

o f  a l k a l i ( 5 AJ l  1 . 2 5 N p e r 2 m l ) r a p i d l y  t r a n s fo r m e d  t h e  

c o m p o u n d  i r r e v e rs i b l y i n t o  cl e a n  D C ,  o b s er v e d  a s  t h e  a n i o n . 

O n  � - D  c h r o m a t o g r am s , t h i s  co n v e r s i o n  t o  D C  p r o b a b l y o c c u r r e d  

b e t w e e n  t h e f i r s t  a n d  s e c o n d  d i r e c t i o n  c h r o ma t o g r a p hy a n d  

t h e r e fo r e ,  i n  t h e  s e co n d  d i r e c t i o n , o n l y  a n  a d d i t i o n a l  D C  

s p o t  w as s e e n . T h i s n ew c o mp o u n d  ( 0D C ) w a s  t h o u g h t  t o  

a r i s e  f r om  o n e  o r  b o t h  o f  t he 0Y c o m p o u n ds i n  th e i n t e r v a l  

t h e  s am p l e  o f  � r o d u c t , i n i t i a l l ;  a m i x t � r e  o f  0v 1 a n d  0v2 , 

w a s  h e l d p r i o r  t o  c h r o ma t o g r s p hy . 

O n  s i m i l a r  h an d l i ng o f  p r odu c t  d i r e c t l y  e x t ra ct e d  a t  

p H  7 ,  o n l y  f a i n t  0D C- d e r i v e d  s po t s  o f  D C  c ou l d  b e  d e t g c t e d ,  

w h i c h s u g g es t e rl  t h a t  u n d er l e ss a c i d i c  h o l d i ng c on d i t i o n s  

p r i o r  t o  c h r o m a t o g r ap h y , e i t h e r  t he 0D C  com p o u n d  w a s  f o r me d  

t o  o n l {  a v e ry m i n o r  d e g r e e  o r  t h at i t  c onv e r t e d  t o  D C  a s  
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f a s t  as i t  w as f o r m e d . 

T h e  mos t co m p l e x  c h r c m a t o g r a p h i c  p a t t e r n  d e r i v e d  

f r o m  a s a m p l e  e x t r a c t e d  i n  t h e  i n i t i a l  p r o d u c t  f o rm m a y  

n o w  b e  a p p r e c i a t e d  ( F i gu r e 2 1 ) .  T h i s w a s  b e s t  o b s e r v e d 

w h en a s a mp l e  e q u i v a l e n t  t o  1 m y  c h a l co na a n d t r e a t e d  a s  

d e s c r i b e d  a b o v e  t o  p ro m o t e  0 D C  f o r m a t i o n , w a s  c h r o m a t o

g r a p h ed on  a f u l l - s i z e  2 - D  c h r o m a t o g ra m  wh i c h w a s  d r i e d  

b e t w e e n  s o l v en t  d i r e c t i ons  o v e rn i g h t , r a t h e r  t h a n  a f ew 

h o u r s  at  m o s t  � s p r e v i o u s l y . E v i d e n c e w a s  p r e s e n t  f o r  

t h e  o c cu r r e n c e  o f  b o t h D C  a n d  �D C ,  t h e l at t er a s  t he 

d e r i v e d  s e c o n d  D C  s p o t . S m a l l  amou n t s  o f  a u r o n e  a nd 

f l a v o n o l , p r e s e n t  a t  t he o u t s e t  o f  c h r �mat o g r a p h y  w e r e  

a l s o  n o t e d  i n  t h e  e xp e c t e d  p o s i t i on s . T h e  a d d i t i o n a l  

f l av o n o l  a n d  O C  s p o t s  i n  l i n e  w i th t he Y '  s p ot s ,  r e p r e s e n t e d  

c o m p o u n d s  p r o d u c e d  fro m t he c o mb i n e d  Y '  s p ot  : n  t h e  i n t e r v a l  

b e t w e e n  f i r s t a n d  s e co n d  d i r e c t i o n  c h r o m a t o g r a p h y . O n  i< e e p -

i n g  t h e  c h r o m a t o g r am , p a r t i a l  s e p a r at i o n  o f  t h e  v 2 c o m p o u n d  

f r o m  t h e  Y2 s p ot w a s  r e c o r d e d � S u c h  s e p a r a t i o n w a s  e n

h a n c e d  b y  t h e  l ow a m o u n t  o f  �Y2 w h i c h  r em a i n e d  d u r i n g 

s e c o n d  d i r e ct i o n  c h r om at o g ra p h y  a n d  t he fu l l - s c a l e d i m en s i o ns 

t o  w h i c h t h e  c h r oma t og r a� w as r u n . U n i f orm  d e v e l op m e n t o f  

a u r o n a  c o l o u r  i n  t h e  Y1 s p o t  i n d i c at ed  c o - c h r o ma t o g r ap h y  

o f  Y 1 i n  t h e  Y 1 m i x t u r e .  N o  e v i d e n c e  f o r  e v e n  a p a r t i a l 

s e p a r at i o n  o f  f la v o n o l  a n d  D C  p r e c u r s o r s  o n  th i s  c h rc m a t o 

g r am c o u l d  b e  d e t e c t e d . T h e  p r e s e n c e  o f  f l av o n o l  p r e c u r 

s o r s  i n  t h e Y '  s po t s  c ou l d  b e  d i r e c t l y  o bs e r v e d  o n  t h e  

c h r o ma t o g r ams , a f t e r  k e e p i n g  f o r  a d a y  o r  t w o , b y  t h e  

a p r e a r a n c e  o f  c h a r a c t e r i s t i c f l a v on o l  f l u o r es c e n c e  i n  t h e  

s p o t s . 



C o m p l e x  c h r o m a t o g r a p h i c p a t t e r n  a s s o c i e t e d  b o t h  w i t h  t h e  

o c c u r r e n c e  o f  0o c a n d o f  e x t e n d e d  d r y i n g  t i m e  b e t w e e n  

s o � v e n t  d i r e c t i o n s , 
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2 A - 1 ::5 S u mm a ry o f  p r o d u c t s  a n d t h e i r i n t e :r. r e l a t i o r J s : l i ps 

F r o m  a co m b i n at i o n o f  t h e  fo r e g o i ng s p e c t r o p h o 

m e t r i c  a n d  c h r o ma t o g r a p h i c s t u d i e s , t h e  i mm e d i at e l y  

d e t e c tab l e  p r o du c t s  o f  c ha l c o n e  u t i l i s a t i o n i n  t h e  r e a c t 

i o n  c a t a l y s e d  b y  p e r o x i d a s e , e i t h e r f r o m  g a r b a n z o  o r  

h o r s e r a d i s h ,  w e r e  f o u n d  t. o i 1 c l u d e p r e c u r s o r s  u f  n o  l e s s  

t h a n  t h r e e  d i s t i n c t compo u n d s , D C ,  f l a v o no l  a n d  a u r o n e  

( F i g u r e  2 2 ) . F o r  e a c h  o f  t h e s e  c o m p o u nds , t w o  a l k a l i -

l a b i l e  p r e cu r s o r s  w e r e  d e t e ct e d ,  w i t h c h rom a t o gr a p h i c 

p r o p e r t i e s  a k i n  t o  t h e  p r e vi o u s l y  k n ow n  au r o n e  p r E c u r s o r s , 

v 1 a n d  v2 . 

T h e  p r e cu r s o r s o f  D C  w e r e  n e v e r  r eso l v e d  c h r o ma t o 

g r a p h i c a l l y  f r o m  t h e  f l a v o n o l  p r e cu rs o r s . H o we v e r ,  b o t h  

f l a v o n o l  p r e cu r s o r s  w e r e  d i s t i n c t  i n  c h romat o g r a p h i c  

p r o p e r t i e s  f r o m  t h e  d i hy d r o f l a v o n o l , g a r b an z o l , a p r e v i o u s l y 

e x p e ct e d  b i o s y n t h e t i c  p r e c u r s o r  o f  f l a v o n o l  ( s e e  I n t r o du c t i o n ,  

s e c t i on 1 A- 3  a n d  F i gu r e  3 ) . W h i l e  t h e  r e l a t i o n s h i p  o f  D C  

a n d  f l a vo n o l  p r e c u r s o r s  was  n o t  c l e a r  a t  t hi s  s t a g e , i t  

w a s  l at e r  d i s c o v e r e d  ( s e e  s e c t i o n  2 C- 3) t h a t  pY 1 a n d  �Y 2 

c o u l D  g i v e  r i s e ,  u n d e r  a l k a l i n e  c on d i t i o ns , t o  e i t h e r  D C  

o r  f l av o n o l . T h u s , as  summar i s e d  i n  F i gu r e 2 2 ,  0v 1 a n d  �Y 2 

w e r e  b o t h  c o m m o n  p r e cu rs o r s  o f  u C  a n d  f l avon o l  a n d  n o  

e v i d e n c e  w a s  o b ta i n ed t ha t  e a c h  Y '  s p o t  r ep r e s e n t e d  o t h e r  

t h an t h e  ap p r o p r i a t e  0Y a n d  t r L · e Y c o m p o u n ds . T h e  a d d i t i o n a l  

c h r o ma t o g ra p h i c a l l y  i s o l a t e d  p r o du c t ,  �D C ,  w a s  a p p a r en t l y  

f o rm e d  f r o m  �y c o m p ou n d s  u n d e r  s l i g h t l y  a c i d i c  cbn d i t i o ns 

a n d  w as c on s i d e r e d  t o  r ep r e s e n t  an  i n t e rmed i a t e  c o m p ou n d ,  

n o t  n ece s s a r i l y o b l i gatory , i n  t h e  f o rm at i o n o f  D C  f r om pY 

co m p o u n d s  ( F i g u r e  2 2 ) . 

Q u a n t i t at i v e l y , · t h e  i n i t i a l  p r o d u ct w as i n di c a � e d  t o  
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b e  e s s e nt i a l l y a m i x t u r e  o f  0'Y 1 a n d  0Y 2 . O n l y  s ma l l  

a m o u n t s  o f  v 1 a n d  v2 w e r e  f o r me d . C o n t r o l l e d  a l k a l i  t r an s 

fo rm at i o n , o r  s p o n t a n e o u s  t r a n� f o r m a t i o n  o f
_
0v 1 a n d  0v2 

a f t e r  e t h e r  e x t r a c t i on f r o m  p H  7 . S  b � f f e r ,  r es u l t e d  c h i e f l y  

i n  D C  f o r ma t i o n  a n d  l i t t l e f l a v o n o l p r o d u c t i o n f r o m  t h e s e  

c o m m o n  p r e c u r s o r s . 

F r o m a b i o c h e mi c a l  s t an d p o i n t , t h e r e fo r e ,  t h e  r ea c t -

i o n  cou l d  b e  s i mp l i f i e d f o r  s t ud y  t o  on e o f  0Y 1 a n d  0v2 

f o rm a t i o n f r o m  c ha l co n e . H ow e v e r , f rom  th e c h g m i c a l  a s p e c t , 

a n u m b e r  o f  n e w  c o m p ou n ds , 0Y 1 , 0Y 2 , D C  a n d  0D C ,  w e r e  e n

co u n t e r e d  a n d  c o n s e q u e n t l y  s t u dy w a s  r e q u i re d  t o  e l u c i d at e  

t h e i r  i n t e r r e l a t i o n s h i ps a n d  s t r u c t u r e s . 

2 B  B I O CH E M I ST R Y  O F  T H E  M A I N  � E A CT I D N 

I n  t h i s  p ar t ,  t he r e s u l t s a r e  r e c o r d e d  o f  s t u d i es 

of  t he b i o c h em i s t ry o f  0v 1 a n d  0Y2 f or m a t i o n f r o m  c h a l c o n e ,  

c a t a l y s e d  by  p e r o x i d a s e  e i t h e r  f ro m  g a r b an z o  o r  h o r s e r a d i s h . 

A s p e c t s  o f  t h e  r e a c t i o n wh i ch w e r e  i n v e s t i g a t e d  i n c l u d e  t he 

e f f 3 ct o f  r e a c t i o n  pH  a n d  c h a l c o n e  a n d  h y d r o g e n  p e r o x i d 3  

c o n c e nt r a t i o n o n  r e a c t i on r a t e . F u r th e r , t he r e q u i r em e �t  

f o r  mo l e c u l a r  o xy ge n  i s  sh o w n  a n d , i n  a d d i t i on ,  t h e c o n-

s u m p t i o n  o f  c a t a l y t i c  rat h e r  t h a n  s t o i c h e i o m e t r i c  a mo u n t s  

o f  h y d r o g e n  p e r o x i d e . T h e  f i r s t  s e c t i o n s  w h i c h  f o l l o w  

d e t a i l  t h e  o u t come  o f  p r e l i m i n · r y  s t u d i es  w h i c h  w e r e  r e-

q u i r e d  i n  o r de r  t o  d e v e l o p  a �1 a c cu r a t e  s p e c t r o p h o t ome t r i c  

m e t h o d  f o r  m o n i t or i n g  t h e  r e a c t i o n . 

2 8 - 1  Spe c t r oph ot o me t r i c  m e t h o d  f o r  mo n i t o r i ng c h a l c o n e  

A s p e c t r o p h o t om!3 t r i c  n ; e t h o d  was  d e v e l o p e d  t o  
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c o n t i n u o u s l y  m o n i � o r  t h e  p r o g r e s s  of t h e e nz y m i c r e a c t i o n 

o f  c h a l c o n e  o v e r  t i me i n  o r d e r  t o  f c. c i l i t a t e  b i o c h em i ca l  

s t u d i e s . I n  t h e  m e t h o d  a d o p t e d ,  t h e  t i m e c o u r s e  o f  c h a l -

c o n e  d i s a p p e a r a n c e  w a s  r e c o r d 8 d  at t h e  w a v e l e n gt h  o f  t h e  

a b s G r p t i o n m a x i mu m  o f  t h i s c o � p o u n � , w h i ch v a r i e d w i t h  t h e  

p H  o f  t h e  r e a c t i o n  b u f f e r  f r o m  3 7 1 n m  a t  p H  6 . 2 t o  4 1 8 n m  

a t  p H  8 . 9 .  A t  t h e  s e l e c t e d  w a v e l e n g th , t h e i n i t i a l 

p r o d u c t  s ho w e d n e g l i g i b l e  a b s o rp t i o n ,  i r r e sp R c t i v e o f  t h e 

p H  o f  t h e  r e a c t i on bu f f e r  i n  t he r a n g e  p H  5 . 8  - 8 . 9  

( co m p a r e  a b s o r p t i o n  s p e c t ra  f o r  c ha l c o n e  and i n i t i a l p r o 

du c t  i n  t r i s  r; u f fe r  p H  8 , 0 ,  F i gu r e  1 7 ) , R e a c t i o n  r at e ,  

t ak e n  a s  t h e  s l o p e  o f  th e p r o g r e s s  cu r v e  o f  c h a l c o n e  d i s 

a p p e a r a n c e  a t  t h e  s t e e p e s t  p a r t , was  t h e  i n i t i a l  r a t e  

e x c e p t  i n  a m i n o r i t y  o f  r e a c t i o n c o nd i � i o n s w h e r e  p ro gr e s s  

cu r v e s w e r e  s i gmoi d a l , e . g . s u b o p t i ma l  p H . S e c t i o n s  o f  

r r o g r e s s  c u r v es u s e d  f or t h e  m e a s u r e m e n t  of  r e a c t i o n  rat e s  

w e r e  a l w a y s  r e c o r d e d  w i t h i n  s h o r t  t i me s  ( 1 0 - 6 0  s e co n d s ) 

of  t h e  s t a r t  o f  t he r ea c t i o n a n d  w e r e  c o n s e q u e n t l y  n o t  

d i s to r t e d  by  i ns t a b i l i t y  o f  t h e  i n i t i a l p r o d u ct c o nt r i b u t 

i n g  a b s o r p t i on a t  t h e  m o n i t o r e d  w a v e l e n g t h  ( c o m p a r e  F i gu r e  

1 6 ) • 

2 8 - 2  E f f e c t  o f  pr e i n cu b a t i o n  o f  c h a l c o n e  on  r e a c t i on  r a t e  

F o r  t h e  H R P - c at a ly s e d  r s a c t i o n  i n  0 , 0 5 � t r i s  

b u f f e r  p H  8 , 0 ,  p r e i n cu b a t i o n o f  c h a l co n e  i n  t h i s  b u f t e r , 

p r i o r t o  t h e  a d d i t i o n o f  e n z y m e  and  h y d r og e n  p e r o x i d e  t o  

s t a r t  t h e  r ea c t i on , c au s e d  c ha n g e s  t o  o c c u r  i n  t t : e p r o gr e s s  

c u r v e  o f  c h a l � o n e  d i s a p p e a r an c e . T he two c h an g e s  n o t e d  i n  

r e � p on s e t o  t h i s  p r e - i n c u b a t i o n w e r e  d e v e l o p m e n t  o f  a 

s i g m o i da l  p r o g r es s  c u r v e  a n d  2. 1 1  a ss o c i a t e d  d e c r e o.s e  i n  
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m a x i mu m  r e a c t i o n  r a t e  ( F i g u r e  2 3 ) . B o t h  t h e  d e g r e e  of  

s i g mo i d a l  c h a r a c t e r a n d  the  d e c r e a s e  in  r e a c t i o n  r a t e 

i n t e n s i fi e d  g r a d u a l l y as  t h e  d u r a t i o n  o f  c h al c o n e  p r e 

i n c u b at i n n  i n c r e a s e d . W i th t h e  r e act i o n  mi x t ur e  g i v en 

i n  F i g u r e  2 3 ,  t h e  o b s e r v e d  ma x i mu m  r a t e  d e c r e a s e d  s t e a d i l y  

w i t h  i n c r E a s e  i n  p r e i n cu b 3 t i o n  t i m e u p  t o  1 0  m i n u t e s . A t  

t h i s p o i n t t h e  ob s e r v e d  r a t e  h a d  fal l e n t o  75% o f  t h e 

r a t o  o b t ai n e d  f o r  z e ro p r e i n cu b a t i on t i me . E x t en d e d p r e 

i n cu b a t i o n s  o f  u p  t o  3 0  m i n u t e s  h a d  l i t t l e  f u r t h e r  e f f e ct 

o n  r e a c t i o n  r a t e .  A d d i t i o n a l  s t u d i e s  s h o w e d  t h at t h e  

s i g mo i da l  c h a r a c t e r  an d d e c r e a s e d  r e a 8 � i o n r a t e o c cu r r e d  

o n l y  w h en c h a l co n e  was  p r e i n c u b at e d  wi t h  bu f f e r ; p r e 

i n cu b at i c n o f  e n z y m e  a r 1 d  h y d r o g e n  p e r o x i de w i t h  b u f f e r  

f o l l ow e d  b y  a d d i t i o n o f  c h a l c o n e ,  f or  8 X am p l e ,  g a v e  a 

p r o g r e s s  cu r v e  ty p i c al o f  r ap i d  s eq u e n t i a l  a dd i t i o n  o f  

c h a l c o n e  t h e n  e n z y m e  and  hy d ro g e n  p e r ox i d e . W h e n  t h e  

r e a c t i o n  m i x t u r e u s e d  abo v e  w a s  a l t e r e d  b y  i n cr e a s i n g t h e  

H R P  e n zy me t o  0 . 2 a nd 0 . 4 u n i t ,  c o up l e d  w i t h  hy d r o g e n  

p e r o x i d e  a d d i t i o n s  o f  0 . 4  a n d  0 . 04 /U mo l e  a t  t h e  l o w e 1  

e n zy me a c t i v i t y an d 0 . 02 AJ m o l e  o n l y a t  t h e  h i gh e r a c t i v i t y ,  

t h e  p r e v i o u s l y  n o t e d  e f f e c t s  o f  c h a l c o n e  p r e i n cu b at i o n  o n  

t h e  p r o g r e s s  r. u r v es w e r e  a l w a y s  e v i de n t  q u a l i t at i v e l y . 

T h e s e  r e s u l t s  i n di cat e d  t h e  g a 1 1 e r a l  v al i di t y o f  t h e  p h e n o m 

e n a  a : s o c i at e d  w i t h  p r e i n c u b a t i o n  of  c h a l c o n e  i n  p H  8 . 0  

t r i s  b u f f e r  u s i n g H R P  en zym e . H e n c e  i n  t h i s H R P  s y s t em , 

d e l ay b e t w e en a d d i t i o n o f  c h a l co n e  and  t h e  s t ar t  o f  t h e  

r e a c t i o n  w o u l d  h a v e  a s i g n i f i c a n t  e f f e c t  o n  o b s e r v e d  r ea c t 

i o n r a t e . 

W i t h  p h o s p ha t e bu f f e r  p H  8 . 0  i n  p l a c e  o f  t r i s , 

p r o g r e s s  c u r v e s  w h i c h w e r e  a l w ay s  s l i g h t l y  s i g mo i d a l  w e � e 



F i gu r e  2 3_ 

E f f e c t  o f  p r e i n c u b a t i on o f  c t ; a l c o n e  i n  t r i s  b u f f e r  p H B  

o n  p r o g r e s s  c u r v e  o f  H R P - c a t a l y s B d  r e a c t i o n  
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T i m e  

T h e  r e a c t i on m i x t u r e  con t a i n e d  c ha l c on e  ( 0 . 0 9 /U m o l e ) , 

H R  P o n  z y m e  ( 0 • 0 5 u n i t  ) a nd H 2 0 2 ( 0 . • 4 /Um o 1 e ) i n  0 • 0 5 IY1 

t r i s  b u f f er p H  B . O ,  t o t a l  v o l u m e  2 , , 1 1 , t em p e r a t u r e  2 5° . 

C u r v e s  r e c o r d t he t i me c o u L s e  o f  c h a l c o n e  d i s ap p e a r a n c e  

a t  f i x e d  w a v e l en g t h ,  3 9 6  n m . N u m b e r s  r ef e r  t o  t i m e 

( m i nu t es ) c h a l co n e  w a s  p r e i n c u b a t e d  i n  b u f f e r  b e fo r e  

t h e  r e a c t i o n  was  s t a r t e d  b y  a dd i t i o n o f  e n z y m e  a n d  
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ma d e  m o r e  s o  u p o n  p r e i n c u b at i o n o f  c ha l c one . R e a c t i o n  

r a t e ,  ho w e ve r ,  was  n o t  a f f e c t e d . I n  c o n t r as t ,  a t  p H  7 

i n  b o t h t r i s  a n d  p h os p ha t e bu f f e r s  and  at  p H  8 . 9  i n  

t r i s o n l y , pr e i n cu b at i o n o f  c h a l cn n e  was w i t h ou t  e f f e c t , 

w h e n  t h 1::1 r e a c t i o n c o m p on e n  t s g i v e n  i n F i g u :r e  2 3 w e  l' e 

a g a i n us e d . W i t h  b o t h  b u f f e r s  a t  p H  7 ,  pr o g r e s s  c u r v e s  

w e r e  a l w a y s  s i g m o i d a l . A t  p H  8 . 9  i n  t r i s , h o w e v e r ,  t h e  

c u r v e s  w e r e  n e v e r  s i gmoi d a l . 

T h u s  t h e  p r o gr e s s c ur v e  o f  t he r e act i o n w as 

s p e c i f i ca l l y a f f e c t e d  b y  c h a l c o n e  p r e i n cu b at i o n  w h e n  t h e 

r e act i o n  w a s  r u n  i n  0 , 0 5 M t r i s  p H  8 . 0 .  Si n c e  t h i s b u f f e r  

was  u s e d  i n  m o s t  b i o ch e m i c a l  i n v es t i gat i on s  ( s e e  s e ct i o � 

2 8 - 3 ) , t h e  a b o v e  s t u d i e s  s h o w e d  t ha t  i t  was n e c es s a r y  t o  

a d o p t  a p r o c e uu r e  t o  a v o i d  t h e  e f f e c t o f  c h a l c o n e  p r e 

i n cu b at i on w h e n  r a t e dat a w e r e  r e q u i r e d . T h e  a do p t e d  

p r o c e du r e  w a s  t o  a d d  c h a l c o n e  t o  b u f f e r  i mm e d i a t e l y  b e f o r e  

t h e  a d d i t i o n o f  e n z y m e , f o l l ow e d  b y  hy d ro gen  p e r o x i d e  t o  

s t a r t  t he r ea c t i o n . T h i s s am e  p r o c e du r e  was  u s e d  w i t h  

g a r ' J a n z o  e n z y m e , a l t h o u g h  w i t h  t h i s  e n z y me p ro g r es s  cu r ·; e s  

b e c a m e  s l i g h t l y  s i gm o i da l  o n l y  f o r  r e a c t i on at  p H  7 a n d 

b e l ow . 

2 8 - 3 pH - a c t i v i ty pr of i l e s 

A c t i v i ty a s  a f u n ct i on o f  p H  w i t h  c h a l c o n e  s u b s t r a t a 

w a s  f o u n d  t o  b e  a s  s hown  i n  F i gu r e  2 4  f o r  g a r b a n z o  a n d  

H R P  e n z y m e s . B o t h  e n zy m e s  d i s p l a y e d  d e fi n i t e  o p t i ma a t  

s l i gh t l y  a l k a l i n e  p H  v al � e s . A p p r e c i ab l e  r e a c t i o n  rat e s  

w e r e  o b s e r v e d  e v e n  a t  t h e  e x t r e m e s  o f  p H  t e s t e d . I n  f u r t t-. e r 

s t u d i e s li.J i t h e i t h e r e n z >' m e , r e a c t i o n s L\J e r e  g e n  e r ::J. l  l 'I r 'm 

in  p H  t3 . 0  t r i s  b u f f e r . 
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o- - o H R P  e n z y m e • - • C a r b anz  o e n z y me 

F o r  g a r b a n z o  e n z y m e , t h e  r e a c t i o n  m i x t ur e  c o n t a i n e d  

c h a l c o n e  ( 0 . 0 9 ,/Umo l e ) 1 e n z y m e  ( 1 u n i t ) a n d  H 2 o
2 

( 0 . 6 

,/U mo l e ) i n  0 . 0 5 M b u f f e r  a s  i nd i c at e d ,  t o t a l  vo l u m e  'Z m l . 

0 t em p e r a t u r e  2 5  • 

F o r  H R P  e n z y m e  t h e  r ea c t i o n  m i x t u r e  c o ns i s t e d  o f  c h a l c o n e  

( 0 , 0 9/l.J m o l e ) , e n zy m e  ( 0 . 1  u n i t ) a n d  H 2
o

2 ( 0 . 5/U m o l e ) i n  

0 . 0 5 M b u f f F- 1.' p H  i n d i c at e d ,  2 m l  t o t a l  vo l u m e , t em p e r a t u r e  

2 r .J 
::J • 
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A c h e c k  w a s  ma d e  t o  e n s u r e  t ha t  t h e  r e a c t i o n  

p r o d u c t w a s u n c h a  1 1  g e d i n t h e p H r an g e 6 - 9 a n  d T. h a  t t h e 

r a t e s  m e a s u r e d  on  t h e b a s i s o f  c h a l co n e  d i s a p p e a r a n c e 

t h e r e f o r e  r e f l e c t e d  c h a n g e s i n  t h e  r a t e o f  t h e  s a m e  

r e a c t i on . C o n s e q u e n t l f , a r ea c t i o n  w a s  r u n  i n  d u p l i ca t e  

i n  a s e r i e s o f  0 . 0 5 M b u f f e r s , w h i c h  r a n g e d  f r o m  p H  S . B  -

9 , 0  a t  0 . 4  u n i t  i nt e r v a l . P h o s p ha t e  b u f f e r s  w e r e  u s e d  i n  

p H  5 . 8  - 7 . 0 ran g e  a n d  t r i s  b u ff e r s  i n  p H  7 . 0  - 9 . 0  r an g e  . .. 
T h e  r e a c t i o n m"i x t u r e  a t  e a c h  pH  co n t a i 1 1 e d  c ha l c o n e  

( 0 . 7 5 /U mo l e ) , h y d ro g en p e r o x i d e  ( 1 . 5 /U m o l e ) , H R P  e n z y m e  

( 2  . 5  un i t s ) c:. � d  b u f f e r  t o  ma k e  4 m l  t o t a l  v o l u m e . R e a c t -

i o ns 3 t  p H  7 a n d  a b o v e  w e r e  c o mp l e t e d  � n  a b o u t 2 mi n u t es  

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

h a  d b e e n a c i d i f i e d t o  p H 7 . R ea  c t i o ,-, s at  a c i d p H w e  r e 

l e f t l o n g e r u n t i l  t h e  c h a l c o n e  w h i c h r emai n e d  i n  s o l u t i o n  

w a s  c o n s u m e d  a nd t h e  p r o duc t s  w e r e  t h e n  ext r a c t e d  at  t h g  

r e a c t i o n  p H . P r o d uc t s  v i ew e d  a f t er 2 - D  c h r o mat o g r a p h i c  

s e p a r at i o n  w e r e  r e a d i l y  i d e n t i f i e d  a s  h a v i n g  o r i g i n a t e d  

f r o m  t h e  0Y c o mp o u n d s , m a i n � y , at e a c h  p H  w h e n  t h e pat t e rn s  

s h ow n i n  F i g u r e s  1 9  a n d  2 0  w e r e  u s e d  a s  gui d e s . T h u s  

p a t t e r n  ( i i i ) o f  F i gu r e  1 9  w a s  t y p i c al o f  t h e  p r o d u c t s  

e Y t r a c t e d  at  p H  7 w h i l e  s o m e  m o v e m e n t  t o w a r d  p a t t e r n  ( i i ) 

w as e v i d en t  w h e r e t h e  r e a ct i o n c o n d i t i ons  h a d  a p p r o a c h e d  

p H  9 .  H o w e v :- n ,  f o r  p.r o du c t s  e x t r a c t  e Ll  b e l ow pH  7 ,  p a t  t e r n  

( i ) of  F i gu re 1 9  w as a p p r oa c h e d  mo r e  s t ron gl y as  t h e  r e a c t i o n  

p H  f e l l , w h i l e  a t  t h e t wo l ow e s t  p H  v a l u e s , a s m a l l s e c o n d  

D C  s p o t , i nd i c at i v e o f  0o c f or mat i o n ( F i gu r e 2 0 ) , w a s  a l s o  

p r e s e nt . 

T h i s c o n c l u s i o n f r om c h r o ma t o g r a p h i c e x am i n at i o n 

t h a t t h e  0Y c o m p o u n d s  w e r e  c o n3 i s t en t l y  th e ma i n  p r o d u c t  



5 4 . 

a t  e a c h  r e a c t i o n  p H  t e s t e d  was  a l s o s u p p o r t a d  b y  d i r e c t  

s p e c t r o p h o t o m e t r i c  o b s e r v a t i o n  o f  t h e  i n i t i a l  p r o du c t  i n  

t h e s a m e  p H ran  g e , ·( h u s  , t h E s p e c t ::- u m o b s e r  v e d a t  e a c h 

r e a ct i o n  p l-i w as t h e  s am e  as  t h a t  g i v a n  a t  t h a t  p H  by  a 

s t a n d a r d  s am p l e  o f  0Y c o m p o u n d s  r e c o v e r e d  by s o l v e n t  

e x t r a c t i o n  a s  p r ev i o u s l y d e s c r i b e d  ( s e c t i o n 2 A- 9 ) . � h e  

s p e c t r um o bs e r v e d  a t  p H  7 and  a b o v e  c l o s e l y r es e m b l e d  

s p e c t r u m  1 F i g u r e  1 6 ,  w h i l e  b.!3 t w e e n  p H  7 a n d  5 . 8 ,  t h B  

s p e c t r um  g r a d u� l l y c h a n g e d  t o  f i n a l l y  � e s emb l e  s p e c t r u m  

4 F i gu r e  1 7 . Ra p i d , c o mp l e t e  r e a c t i o n s  o f  c h a l c o n e  

( 0 . 0 9/L) m o l e ) ,"v e r e  o b t a i n e d  f o r  t h e s e s p e ct r o p h o t o m e t r i c 

o b s e r v a t i o n s  w i t h  h i g h  e n z y me a c t i v i ty  ( H RP , 1 0  u n i t s ) 

i n  th e p r e s e n 2 e  o f  h y d ro gen  p e r o xi d e  ( 0 , 5 /U m o l e ) i n  b u f f e r ,  

2 m l  t o t a l  v o l u m e . 

2 8 - 4  E f f e c t  o f  hyd r ogen  per o x i d e  c on c e nt rat i o n  o n  r e a c t i o n  

r a t e 

A s  t h e  co n c e n t r a t i o n o f  hy d r o g en p er o x i d e  was  i n-

c r e a s e d  i n  t h e  r e a c t i o n m i x� u r e ,  t he r a t e o f  c h al c o n e  d i s -

a p p e � ran c e  a l s o  i n c r e a s e d  t o  a ma x i mu m  a n d  t h e n  g r a du a l l y  

d e c r e a s e d . T h i s e f f e c t  w as ob s e r v e d  w i th b o t h  g a r b a n z o  

e n z y m e  ( F i g u r e  2 5 ) a n d  H R P  e n z y m e  ( F i gu r e  2 6 ) , T h e  c u r v e s  

r e s e m� l e d  s u b s t ra t a  c o n c e nt r a t i o n  c u r v e s  w i t h  i n h i b i t i o n  

b y  h i g h e r  s u bs t r a t a  c o n c e nt r a t i o n s . D i f fe r e n c e s  w e r e  

a p p a r e n t  b e t w e e n  t h e  two  e n z y m e s , f i r s t l y  i n  r e l at i o n  t o  

t h e  o p t i ma l  c o n ce n t ra t i on o f  h y d r o g en p e ro x i d e  ( a b o u t  0 , 1 5 

m M  a n d  0 . 3 0  m M  f o r  g a r b a n z o  and  H R P  e n z y me s  r es p e c t i v e l y ) 

a n d · s e c o n d l y , . i n  t h e i r  a c t i v i ty t ow a r d s  c h a l co n e  p e r  u n i t  

o f  p e r o x i da t i c  a c t i v i t y ass�y e d  w i t h  g u a i a c o l . T h e  g a r b an z o  

e n zy m e. w a s  a l s o  i n h i b i t e d  s o m ew ha t m o r e s t r o n g l y t h a n  t h e  



F i gu r e  2 5  

E f f e c t  o f  c o n c e n t r a t i o n  o f  H 2 o 2 o �  t h e  r a t e  o f  c ha l c o n e  

c o n s u mp t i o n  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  gar b a n z o  p e r o x i d a s e  

c e 
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Concentration of hydrogen perox-i-le, mM 

T h e  r e  a c t  i o n  m i x t u  r e  c o n  t a i ,, e d c h a  1 c o n e  ( 0 • 0 9 ./'U m o l e ) , H 2 0 2 

a s  s h own  a nd e n z y m e  ( u ni t s  i n d i ca t e d  b y  n um b e r s  o n  t h e  c u r v e s ) 

i n  � . 0 5 M t r i s  b u f f e r  p H  8 . 0 ,  t o t a l  v o l u m e  2 m l , t e mp e r a t u r e  

C h a 1 cn n e  d i s a p p ea r a n c e  was  moni t o r e d  a t  3 96 n m .  



F i gu r e  2 c  

E f f e c t  o f  c o n c e n t r a t i o n o f  1-12 02 o n  t h e r a t e  o f  c h a l c o n e  

c o n s u m p t i o n  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  H R P  e n z y m e . ,, 

0.3 
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Concentration of hydrogen p�rox ide, m M  

T h e  r e a c t i o n m i x t u r e  c o n t a i n e d  c h a l co n e  ( 0 , 0 9 �mo l e ) , 

H2 o 2 a s  s h ow n  a n d  e n z y me ( u n i t s  i n d i ca t e d  b y  n um b e r s  o n  

t h e  c u � v e s ) i n  0 , 0 5 m t r i s  b u ff e r  p H  8 . 0 , t ot a l  v o l um e  

2 m l , t emp e r a t u r e  2 5 ° . C h a l c o n e  d i s a p p 9 a r a n c e  w a s  m e n -

i t o r e d  a t  3 96 n m . 



s s . 

H R P  e n z y m e  a t  h i g h e r  h y d r o g e n  p e � o x i d e  c o n c 8 n t r a t i o n . 

M a x i m u m  r e a c t i o n r a t e s  w e r e n o t  s t r i c t l y  p r o p o r t i a n a l  

t o  e n z y m e c o n c e n t r a t i o n . I n  f a c t  i t  w a s  u s u a l  t o  f i n d  

t h a t  max i mu �  r at e s  w e r e  no t h i g h l �  r e p r o d u c i b l e  wh e n  

f r e s h  d i : u t i o n s  o f  r ea c t i o n c o m p o n e nt s  a n d  p a r t i c u l a r l y  

e n zy m e ,  w e r e u s e d a s , f o r  e x �mp l e ,  b et w e en d ay s . 

C o n t r o l r e a c t i o ns w e r e  r u n  i n  w � i c h  e n z y m e  w a s  n o t  

o n l y  o m i t t e d  b u t  a l s o  r e p la c e d  b y  an e q u a l  a m o u n t  of  h e a t 

i na c t i v a t e d  e n zy m e  ( 1 5  m i n u t e s  a t  1 0 0° ) . T h e  ch e m i c a l  

r e a c t i on  w i t h  e n z y m e  o m i t t e d , a s  m e as u r e d  b y  c h a l c o n e  

di s a p p e ar a n c e , w a s  s l ow a n d  i n c r e a s e d  f r o� 0 . 00 1 /U m o l e/m i n 

w i t h 0 . 1 5  m M  r ; d r o g e n  p e r o x i d e  t o  0 , 0 0 2 /UfTIO l e/m i n  w i t h  

0 . 7 5 m M  h y d �o g e n  p e r o x i d e . T h i s r a t e  w a s  1 %  o r  l e ss o f  

t h e e n zy m i c r R t e e x c ep t  w h e n  h i g h e r  h y d r o g en p e r o x i d e  an d 

l o w e r  e n zy me c o n c e n t r a t i o n s  w e r e  c om b i n e d  i n  w h i c h c a s e  

t h e  co m p a r a t i v e  f i g u r e  c o u l d  t h e n  a p p ro a c h 4% . W i t h  

h e a t - i n a c t i v a t e d e n z y m e  p r es e n t , r e a ct i o n  r at es  a p p r o x i ma t e l y  

5% o f  t h e e n z y m i c  r a t e s  w e r e  fou n d  w i t h  t h e  H R P  p r e p a r at i o n , 

wh i l e  t h e  g a r b a n z o  p r e p a r at i o n g a v e  r a t e s  a b out  1 - 1 . 5� 

o f  t h e  e n zy m i c  on e s . T h e s e  v a l u e s w i t h  h e a t - i na c t i v a t e d  

e � z y m e  w e r e  c o n s i s t e n t  ov e r  t he r an g e  o f  e n zy m e  a r. d  h y d r o

g e n  p e r o x i d e  c o n c e n t r a t i o n s  i n  F i g u r e  2 5  and  2 6 . P r o d u c t s  

w e r e  e x t r ac t e d  ( a t  p H  7 ) f ro m  a s e r i e s o f  t h e s e  c o n t r o l  

r e a c t i ons  a f t e r  2 m i n u t es i n cu L at i o n t i �e a n d  w e r e  a s s e s s e d  

on  2 - D  c h r o m a t o g r a p h i c s e p ar cl t i o n . T h e  p r e s e n c e  o f  s ma l l  

a m o u n t s  o f  D C  a n d  f l a v o n o l  i n  t h e  p r o d u ct s  w e r e  n ot e d . 

2 8 - 5  E f f e c t  o f  c h a l co n e  ( s u b s t r a t e ) co n c e n t r a t i on o n  r ea c t i o n  

ra t e  

A c o m p a r a b l e  r e s u l t  w a s  o b t a i n e d  fo r g a r b a n z o  ( F i gu r e  2 7 ) 



5 6 , 

a n d  H R P  e n z y m 8  ( F i gu r e  2 8 )  w h e n  ch al c o n e  c o n c e n t r a t i o n  i n  

t h e  r ea c t i o n m i x t u r e  was  v a r i e d w i t h i n  t h e  u p p e r  a n d  l ow e r  

l i m i t s  i m p o s e d  L e s p o c t i v e l y b y  t h e  a b s o r b an c e  o f  t h e  c o m 

p ou n d  a n J  r e a c t i o n  r a t e s  a t  h i g h e s t  e n z y m e l e v e l s .  

Ty p i c a l  s u b s t r a t e  c o n c e n t r a t i on c u r v e s  w er e  ag a i n  a p p a r e n t . 

B o t h  e n z y me s  r e s p o n d e d  s i m i l a r ly a n d  a p p ear e d  t o  b e  s a t u r

a t e d  a t  c h a l c o n e  c o n c e n t r at i o n s  a l i t t l e  a b o v e  4 0 /U m .  

R e a c t i o n  r a t e s  w e r e  d e t e r mi n e d  f o r  c h a l c on e  c o n c e n t r a t i o n s  

u p  t o  6 0 /U m b u t  t h e va l u e s w e r e  unch a n g 8 d  fo r c o n c e nt r a t 

i o n s  a b o v e  5 0 /U m . 

Co n t r o l  r e a c t i o n s  w i t h  bo i l ed E . -. z y m e  g a v e  r a t e s  

a b o u t  5%  a n d  1 . 5% o f  t h e  act i v e  e n z y m e  rat e s  f o r  H R P a n d  

g a r b a n z o  e n z y m e s  r e s p e ct i v e l y , t h ro u g h �u t t he r an g e  o f  

c h a l c o n e  c o n c e n t r a t i ons . 

2 8 - 6  O xygen c o n s u mpt i o n  i n  t he r e a ct i on  

man om e t r i c e x p e r i me n t s  s ho w e d  t h a t  o x y g en w a s  c o n 

s u m e d i n  s t o i c h e i o m e t r i c  a m o u n t  i n  t h e r ea c t i o n  ( T a b l e  3 ) . 

W i t h  g a r b a n z o  e n z y m e , t h e  mo l ar r a t i o  o f  o x y g e n  c o n s um e d 

t o  c h a l c o n e  a d d e d  w a s  a b o ut 0 . 8 5 o n  a v e r a g e , w h i l e  f o r  

H R P  e n z y m e , i t  w a s  c l os e  t o  1 . 0 .  T h e  r e a s o n  f o r  t h e  l ow e r  

r a t i o  w i t h  g8r b a n z o  e n zy m e  w a s  a p par ent l y  t h e  i n c o mp l e t e  

c o n s u mp t i on  of c ha l con e a d d e d  s i n c e  r e a ct i o n m i x t u r e s  w e r e 

c o rnp L : t e l y  d e c 'J l o r i s e d  o n l y  w i t h  HRP  e q z y m e . I t  w a s  n o t  

c l e 3 r  w h y  t h e  s e r i e s o f  r e a c t i o n s  cata lys e d  b y  g a r b a n z o 

e n z y m e  d i d n o t  p r o c e e d  n ea r e r  tc  c o mp � e t i o n . T h e  r e s u l t s 

i n  T a b l e  3 t h us i n d i ca t e d  t h a t  o n e  m o l e of o x y g e n  w a s  c o n

s u m e d  i n  t h e  c o n v e rs i o n  o f  o n e  m o l e  o f  c h a l c o n e  t o  0Y c o m

p o �t n d s , 

R es u l t s  i n  Ta b l e 3 f u r t h e r  s ho w e d  t h a t  t h e  s t o i c h e i o

m e t ry o f  o xy g e n  u p t ak e  i n  t h e  r e a cti o n  was  i n d e p e n d e n t  o f  



F i gu r e  2 7  

E f f e c t  o f  c h a l c o n e  s u b s t r a t a  co n c e nt r a t i o n o n  r e a c t i o n 

ra t e  i n  p r e s e n c e  o f  g a r b a n z o  p e r o x i da s e ,  
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Concentrallon of chalcQne, ,uM 

T h e  r e a ct i o n  m i x t u r e  c o n t a i n e d  c h a l = o n e  a s  s ho w n , e n z y m e  

( u n i t s  i n d i ca t e d  b y  n um b e rs o n  t h e  cur v e s ) a n d  H2 o 2 
( 0 , 3 

,A.Jmo l e ) i n  0 , 0 5 IYI t r i s  b u f f er p H  8 . 0 ,  t o t a l  v o l u m e  2 m l , 

t em p e r a t u r e  2 5° , C h a l co n e  d i s a p p earan c e  w a s  r e c o r d e d  a t  

3 96  n m . 



£.ig_u r e  2 8 

E f f B c t  o f  c h a l c o n e  s u b s t r a t e  c o n c e n t r a t i o n o n  r e � c t i u n 

r a t e  i n  p r e s e n c e  o f  H R P  e n z y m e . 
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Concentration of chalcone, AJM 

T h e  r e a c t i o n m i x t u r e  co n t a i n e d c ha l co n e  as s h ow n , e n z y � e  

( u n i t s  i n d i c a t e d  b y  n u m b e r s  o n  t h e  c u r v e s ) a n d  H 2 o 2 

( 0 , 6  ,/U mo l e ) i n  0 . 0 5  IYl t r i s  b u f f e r  p H  8 . 0 ,  t o t a l  v o l um e  

0 2 m l , t em p e r a t u r e  2 5 • 

r e c o r d e d  a t  3 9 6  n m . 

C ha l co n e  d i s a p p e ar a n c e  w a s  



T a b l e  3 

O xy g e n  c o n s u mp t i o n i n  p er o x i das e- ca t a l y s e d  r e act i o n o f  c h a l c o n e
x 

H 2
02 (/l.J mo  1 e s ) I .  0 1 . 0 0 . 5  1 . 0 0 . 5  0 , 5  0 .  2 5  3 . 0  3 . 0  3 . 0  1 . 5 

C h a l c o n e  (/l.J m o l es ) 2 . 1  5 1 • 9 0  1 . 5 9  1 • 5 2  1 • 1 6 0 . 94 0 . 9 0 2 . 6 6  2 . 4 7 1 • 8 7  0 . 9 0 

0
2 

u p t a k e  (/l.J mo l es ;  1 . 79  1 • 7 1  1 . 34  I .  32  0 . 96 0 . 78 0 . 7 5 2 . 74 2 .  52 1 . 8 0  0 . 8 8 

�2 u p t a k e  0 . 8 3 0 . 9 0 0 . 84 0 . 8 7  0 . 8 3 0 . 83 0 . 84 1 .  0 3  1 • 0 2  0 , 96  0 . 9 8 
c h a l co n e 

E n z y m e  ( u n i t s) 
C a r b a n z o  5 3  2 6  2 6  5 3  2 6  2 6 · 1 0  

H R P  - - - - - - - 1 3 1 3 1 3 1 3 

X 
S e e  E x p e r i m e n t a l  f o r  d e t a i l s . 



5 7 . 

t h e  c o n � e n t r a t i o n  o f  h y d r o g en p e r o xi d e  a d d e d  w i � h i n  t h e 

l i m i t s u s e d  i n  t h e  e x p e r i m e n t s  w i t h  g ar b a n z o  e n z y m e . I n  

a d d i t i o n ,  n o  s t r i c t  s t o i c h s i o m e t r i c  r e q u i r e m e n t  f o r  hy d r o 

g e n  p e r o � i d e  w a s  i n d i c at e d . A d d i t i o n a l  m a n o m e t r i c e x p e � i 

m e n t s  w i t h  H R P  e n z y m e  p � o v i d e d  f u r t h e r e v i d e n c e  i n  su p p o r t  

o f  8 0 t h  o f  t h os e  f e a t u r e s  o f  t h e r ea ct i o n . T h u s , c o n s u m p 

t i on o f  a f i :u d  am o u n t  o f  ch a l co n e  ( 1 . 5 AJ mo l e s ) w h e n  t h e  

h y d r o g e n  p e r o x i d e a d d e d . t o  t h e  r ea ct i o n  m i xt u r e  w a s  r e

d u c e d  f ro m  3 . 1 t o  0 . 2 2 AJ mo l e ,  t h ro ugh  t h r e e i n t e rm e d i a t e  

l e v e l s , w a s  a l w a y s  c o m� l e t e a n d  was  ma t c h e d  b y  s t o i c h e i o

m e t � i c  o xy g e n u p t ak e .  

2 8 - 7  C o n s u mpt i o n o f  hy d r oge n pe r o x i d e  i n  t h e  r ea c t i on 

IY1 a n n  n1 e b� i c r e s  u l t s ( s e c  t i  o n  2 B - b ) h a  d p o i n t e d t o  a 

s t o i c h e i o m e t r i c  r e q u i r e m e n t  f o r  oxyg e n  r a t h e r  t h a n  hy d r o g En 

p e r o x i d e i n  t h e  e n z y m i c f o r ma t i o n of 0Y co m p o u n ds f r o m  

c h a l c on e . H ow e v er , t h e  r e a c t i o n  r a t e  w a s  a f f e c t e d  b y  t he 

h y d r o g e n  p e r o x i d e c o n c en t r a t i o n i n  a m a n n e r  c o m p a t i b l e  

w i t h  t h i s c o m p ou n d  b e i n g  a c o - s u b s t ra t e i n  t h e  r e a c t i o n 

( F i g u r e s 2 5  a n d  2 6 ) . T h e r o l e  o f  hy d r o g e n  p e r o x i d e  w a s  

t h e r e fo r e  f u r t h e r  i n v e s t i g a t e d  i n  exp e r i m e n t s  w h i c h  m e as u r e d  

i t s  n et c o n s u mp t i on  i n  t h e  r ea c t i o n .  T h es e  e x p e r i m e n t s  

s h ow e d  t h a t  a c at a l y t i c  r a t h e r  t h an  s t o i c h e i o me t r i c  n e t 

c o q s u , p t i o n of  h y dro g en p er o x i d e  occ u r r e d .  

T o  f a ci l i t a t e  t h e s e  e xp er i me n t s , a r ap i d  s p e c t r o p h o t o 

m e t r i c  m e t hu d  w a s  d e v g l o p e d  ( s e e  E x p &r i m e n t al ) t o  A s t i m a t e 

h y d r o� e n  p e r o x i d e i n  t he c o n c e n t r at i o n  r an g e  0 . 1  - 0 . 5  m iYl . 

T h i � m e t h o d  was  b a s e d  on  me asu r e m en t  a t  4 7 0  n m  o f  th e 

o x i d a t i o n p r o d u c t  o f  g u a i a c o l , r e fe r r e d  t o  a s  t e t r a g u a i a c o l , 

f o r m e d  u p o n  q ua n t i t a t i v e u t i l i s a t i o n  o f  hy d r o g e n  p e r o x i de 
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i n  a rap i d  e n z y me- c a t a l y s e d  p e r o x i d a t i c  r e ac t i o n . A 

c a l i b r a t i on c u r v e  w a s  c o n s t r u c t e d  i n  t h e  p r e s en c e o f  

p r o d u c t s  o f  t he c h a l co n e r e a c t i o n . T h i s  w a s  n e c e s s a r y  t o  

c o r r e c t f o r  t e t r a g u a i a c o l  f or m a t i o n  b e i n g  s i gn i f i c an t l y  

l o w e r  u n d e r  t h e s e  c o n d i t i o ns t ha n  i n  th e s t r a i g h t  b u f f e r  

sy s t e m  ( s e e  E x p e r i m e n t a l ) . T h i s  me t h o d  was  t h en a p p l i e d  

t o  es t i ma t e  t h e  r e s i d u a l  am o u n t  o f  h y d r o g en p e r o x i d e  

a f t e r  t h e  r e a c t i o n o f  c h a l co n �  a nd ,  f ro m  t he k n o w n  amou n t  

o f  h y d r o g e n  p e i o x i d e  a d d e d t o  s t ar t  t h e  c h a l c o n e  r e a c t i O I I , 

t h e  n et h y dr o g e n  p e r o x i d e  c o n s u m p t i on i n  t he  r e a c t i on w a s  

d e t e r m j n e d  b y  d i f f e r en c e . 

U s i ng t h e  s am p l e s o f  h y dr o g e n  p n r o x i d e  w h i c h w e r e  

a l s o  emp l o y e d i n  t h e  c o ns t ru c t i o n o f  t h e c a l i b r at i o n c u r v e , 

t h e  c o mp l e t e  1· e a ct i o n o f  c h a l c o n e  ( 0 . � 7/U mo l e ) w a s  c a r r i e d 

o u t  i n  th e p r e s e n c e  o f  e a c h  c o n c en t r a t i o n of h y d r o g e n  

p e r o x i d e  i n  t u r n ,  u n d e r  ot h e r w i s e  s t a n d a r d  c o n d i t i o n s  ( s e e  

F i g u r e  2 9 ) . U n d e r  t h e  c o n d i t i o n s  s e l e c t e d ,  a r a pi d 

r e a c t i on o f  c h a l c o n e  w a s  a l w ay s  e n s u r e d .  O n  a c c o u n t  o f  t h e  

r e l at i v e l y  h i gh c o n c en t r at i on o f  c h a l c o n e  u s e d ,  i t s  d i s 

a p p e a ran c e  c ou l d  b e  c o n v e n i e n t l y  m o n i t o r e d  s p e c t r o p ho t o 

m e t r i c a l l y  at  t h e  w a v e l e n g t h  ( 4 70 n m ) u s e d  s u b s eq u e n t l y  

t o  r e co r d  t e t r a gu a i a c o l  f o rm a t i o n  i n  t he es t i m at i o n  o f  

r 8 s i dua l h y d ro g en p e r o x i d e . T h i s  e s t i mat i o n  wa s ma d e  

i mm e d i at e l y  t ' 1 e  c h a l c on e  h a d  d i s ap p e ar e d . T e t r a g u a i a c G l 

f o r mat i on o b s o r v e d  on  e s t i ma t i o n o f  hy d r o g e n  p e r o x i d e  a f t e r  

t h e  cha l c o n e  r e a c t i o n  a n d  f o r  a n  i d en t i cal  a l i q u o t  o f  t h e  

s a� e  h y d r o g e n  p e r o x i de p r e pa r at i o n i n  t ho c a l i b rat i o n  s t ep , 

g a v e  an  a c c u ia t e  m e a s u r em e n t , b y  d i f f e � e n c e , o f  t h e  n e t  

c o n s u mp t i o n  o f  h y d r o g en p e r o x i d e i n  th e r ea c t i on o f  0 . 3 7 

/U mo l e  o f  c h a l co n e . T h u s  n et c un s u m p t i o n o f  hy d r o g en p e r ox i d e  



N e t  co n s u mpt i o n  o f  H 2 o2 i n  t h e  cha l c o n e  o x i da t i o n  

c a t a l y s e d  b y  H R P  e n zy m e . 
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T h e  r e a c t i o n  m i x t u r e  c o n t a i n e d  c ha l co n e  ( 0 , 3 7 /u m o l o ) , 

H R P  e n z y m e  ( 1 u n i t ) a n d  H 2 o 2 , as i n d i c a t e d ,  i n  a t o t a l  

v o l u m e  o f  2 m l  0 , 0 5  M t r i s  b u f f e r  p H  8 , 0 ,  t e mp e r a t u r e  2 5° , 

S ee E x p e r i m en t a l  an d F i gu r e  62  f a r  d et a i l s  o f  t h e  e s t i ma t -
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w a s  f ou n d t o  b e  u � i f o r m l y  s rn a l l  at abou t 0 . 0 2 /u mo l e  w h e n  

0 . 3 7 /U mo l e  o f  cha l c o n e  w a s  r e a c t e d  i n  t he p r e s e n c e  o f  H R P  

e n z y m e  ( F i g u r e  2 9 ) . W h e n  t h e  s am e  e x p e r i m e n t  w as r e p e at e d 

w i t h  c ha l cc. n e r o du c e d  t o  0 . 2 7  an d 0 . 1 8 AJ m o l e , t h e  a v e r a g e  

n e t  c o n s u m p � i o n n f  h y d ro g en p o r o x i d e  w a s  co n s i s t e n t l y  l o w 

at 0 . 02 a r1 d  0 . 0 1 /LJ mo l e  r es p e c t i v e l y . C o mp a r a b l e  r e s u l ts 

w e r e  a l s o  o b t a i n e d  w h e n  g a r b a n z o  e n z y m e  ( 9 . 5  u n i t s ) w a s  

s u b s t i t u t e d  f o r  H R P  e n z y m e . I n  t h i s  c a s e  t h e a v e r a ge n e t  

c o n s u mp t i o n o f  h y d r o ge n  p e r o x i d e  w a s  O . Q 3 ,  0 . 0 1 a n d  0 . 02 

,.....u rr.o l e  f o r  r e a c t i on o f  0 , 3 7 ,  0 . 2 7  an d 0 . 1 8 /LJ m o l e  o f  c ha l cc n e  

r e s p e c t i v e l y . 

O n  a c cou nt  of  t h e  l ow amount  of  h y d r o g en p e r o x i d e 

c o n s u m e c i t  was  n o t  p o s s i b l e  f r o m  t h e  8 b o v e  d a t a  t o  d e t e c t  

any  m e a n i n g f u l  r e l a t i o ns h i p  b e t w e e n  t h 8  c o n s u mp t i o n o f  

h y d r og e n  p e r o x i d e  a n d c h a l co n e . H o w e v e r , an o t h e r  l i n e  o f  

e v i d e n c e  s u g g P. s t e d  t h at  h y d r o g e n  p er o x i d e  c o n s u mp t i o n 

v a r i e d  w i t h  r e a c t i o n c o n d i t i ons . S i n c e  t h e  m i n i mu m  am o u n t  

o f  h y d r o g e n  p e r o x i d e  w h i c h  h a d  to  b e  a d d e d  f o r  t he r e a c t i o n 

t o  g o  t o  c o m p l e t i o n d e c r eas e d  a s  t he e n z y m e  c o n c e n t r u t i o n 

i n c r e a s e d ,  i t  w a s  f o u n d  t h at in  t h e  r e a c t i o n  s y s t em g i v en 

i n  F i g u r e  2 9 ,  h y d r o g en p e r o x i de a d d e d  c o u l d  b e  r e du ce d  t o  

0 . 04 ,/ll m o l e  m i n i mu m  w h en H R P  e n z y m e  w a s  i n c r e as e d  t o  5 u n i t s  

( c o m p a r e  m i n i mu m  h y d ro g en p e r o x i d e n e a r  0 . 2 2 ,.....u mo l e  w i t h  

1 u n i i-. o f  e n z y m e ) . N e t  c o n s u m p t i o n  o f  h y d r o g en p e r o x i d e  i n  

t h e  r e ac t i on w i t h  t h i s  h i g h e r  am ou nt  o f  e n z y m e  f e l l t o  

v i r t u a l l y  z e ro  u n d e r  co n d i t i o n s  w h er e  t h e  h y d r o g e n  p e r o x i d e  

a d d e d  r a n g e d  f r om 0 . 04 t o  D . 74 ,� m o l e .  

T h u s , t h e s e  d i r e c t m e a 8 u r e m e n ts e s t a b l i s h e d  a n e t  

r e q u i r e m e n t  f o r  c a t a l y t i c a m o u n t s  o f  hy ri r o g en p e r o x i d e  i n  t h e  

r e a c t i o n , a r e s u l t  w h i c h  w a s  i n  a g r e e ment  w i t h  n o t  on l y  t h e 
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d e m on s t r a t e d  c o n s u m p t i on o f  0 . 3 7 /U m o l e  o �  c � a l c o n e  u p o n  

a dd i t i o n  o f  o n l y  0 . 0 4 AJ mo l e  o f  hy d r o g e n  p e r o x i d e  i n  t h e  

s y s t e m  j u s t  m en t i on e d , b u t  a l s o  e a r l i e r f i n d i n g s  o f  a 

s t o i c h e i o m e t r i c  oxy g en r e q u i r e m e n t  w i1 i r: h  w as i n d e p en d e nt 

o f  h y d r o g e n  p e r o x i d e  co n c e n t r a t i o n . 

2 8 - 8  E f f e c t  o f  ana e r o b i c  c o n d i t i o n s 

E x p e r i me n t s  w e r e  ru n u n d e r  a n a e r o b i c  c o n d i t i o n s  t o  

t es t  w h e t h e r  o x y g e n  w a s  o b l i g at o r y  f o r  t he f o r ma t i o n o f  

t h e  0 Y  c o mp o u n d s  f r o m  cha l co n e  o r  w h e t h e r  u n d e r  t h e s e  

c o n d i t i o n s  s t o i ch e i ome t r i c  a m o u n t s  o f  h y d r o g e n  p e r o x i d e  

c o u l d  s u b s t i t u t e  i n  t h e  r e a c t i o n . T h e  r e s u l t s  p r o v e d  an  

o b l i ga t o r y  r eq u i r e m e n t  f o r  o x y ge n . 

I n  a t ) p i ca l  e x p e r i m en t , c h a l co n G  ( 1 . 4 6 AJ mo l es ,  

4 0 0 /U g ) a n d  H R P  e n zy me ( 2 0 0  u n i t s ) w e r e  a d d e d t o  4 m l  o f  

0 . 0 5 IYl t r i s  b u f f e r  p H  7 ,  i n  a T h u n b e r g  t u b e  a n d  hy d r o g e n  

p e r o x i d e  ( 4 /U mo l es i n  0 . 1  m l  w a t e r ) was  p l a c e d  i n  t h e  

s t o p p e r . T h e  s y s t e m  was  t h e n  ma d e  ana e r o b i c  ( s e e  

E x p e r i m e n t a l ) , t h e  t u b e  w a rm e d  t o  2 5 °  i n  a w a t e r  b a t h  an d 

t h e  c o n t e nt s  6 f t h e  a s s e m b l y  m i x e d . A f t e r  i n c u b at i o n fo r 

30  m i n u t e s , du r i ng w h i c h  t i me t h e  so l u t i on r em a i n e d  y e l l ow ,  

hy d r oq u i n o n e  ( 2 0 AJ 1 of  0 . 04 IYl s o l u t i o n i n  e t h a n o l ) w a s  

a d d e d r a p i d l y  and  m i x e d w i t h  t h e  c o n t e1 1 t s  o f  t h e  t u b e  t o  

p r e � e n t  a e r o b i c  r e a c t i o n  o f  c hn l cb n e  i n  t h e  e x t ra c t i o n  

p r e l i mi n a r i e s , ( A e ro b i c  c o n t r o l s  s h ow e d  al l c ha l c o n e  w a s  

c o n s u m e d  w i t h i n  3 0  s e co n d s ; h e n c e  a e rat i o n i n  t he e x t r a c t 

i o n s t e p  w o u l d  pro b a b l y  h a v e  p e r m i t t e d  a r ap i d  r e a c t i o n  o f  

c h a l c o n e ) . T h e  ma t e r i a l  r e c o v e r e d  b y  e t h e r e x t r a c t i o n a t  

p �  7 w a s  s u b j e c t e d  t o  2 - D  c h r om 2 t o g r a p h y  a n d  f o u n d  t o  c on s i s t 

l a r g e l y  o f  u n c ha n g e d  c h a l co n e . A v e r y  s 1 na l l  a m o u n t  o f  D C  
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w a s  p r e s en t  ( 1 . 7  a n d  3 . 1 /tJ Q  i n  d 1J p l i c a t. e  ru ;-1 s ; t h a t  i s ,  

l e s s  t h an 1 % o f  c h a l c o n e  a d d e d ) b u t  0Y c o m p o u n d s  d i d  n o t  

p e r s i s t  i n  d e t e c t a b l e  a mo u n t s . T h i s  D C  was  t h o u g h t t o  

r e p r e s en t  0Y c o mp o u n ds f o r m e d  i n  l h e  v e ry s l ow r ea c t i o n  

w h i c h  w o u l d  h a ve  o c cu r r e d  w h e n  t he ch a l c o n e  a n d  H R P  

e n z y m e w e r e  o r i g i na l l y m i x e d  i n  t h e a e r a t e d  b u f f e r  a n d  

p o s s i b l y a l s o  b e ca u s e  t r a c e s  o f  o x y g en may  h a v e  b e e n 

av a i l ab l e  i n  t h e a n a e r o b i c  i n cu b at i o n .  

S p e ct r o p h o t o me t r i c  o b s e r v at i o n s  o f  t h e i n h i b i t i o n 

o f  t h e  r e a c t i o n u n d e r  a n a e r o b i c  co n d i t i ons  w e r e  a l s o m a d e  

us i n g  T h u n b e r g - ty p e  cu v e t t e s , T h e  c o m p l e t e  r e a c t i o n m i x 

t u r e  c o n t a i n e ci , c ha l con e ( 0 . 7 3/Umo l e ) , H R P  e ;-1 z y m e  ( 1  u n i t ) 

an d hy d r o g e n  p e r o x i d e  ( 0 . 5 5 - 1 . 5 /U mo l es ) i n  0 . 0 5 M t r i s  

0 
b u f f e r  p H  8 . 5 ,  t o t a l  v o l u m e  3 m l , t e �p e r at u r e  2 5  • O n c e  

t h e  s y s t e m  ha d b e en m a d e  a na e r o b i c ,  t h e  hy d r o g en p e r o x i d e  

w a s  m i x e d  i n  a s  b e f o r e . I n  o r d e r  t h at t h e c u v e t t e  wo u l d  

f i t i n t o  t h e  s p e c t r o p h o t o me t e r  t h e  T h u n b e r g  s t o p p e r  w a s  

r e p l a c e d  u n d e r  a s t r e a m  o f  n i t ro gen  b y  a l ow - r i s e  s t o p p e r , 

t o  c h e  u n d e r  e n d  o f  w h i c h  f u r t h 8 r  h y d r o gen  p e r o x i d e  

( 0 . 8 8 /U mo l e  i n  5 /U l ) h a d  b e e n  a d d e d . T he n , w h e n  a v e r y  

s l i g h t  r e a ct i o n  w h i ch s c a ve n g e d  t h e  l a st a v a i l ab l e o xy g e n  

i n  t h e  s y s t e m  ha d s ub s i dB d ,  a s  s h ow n  b v  t h e  t h e n  s t e a dy 

c h a l c o n e  a b s o r b a n c e  a t  4 5 0  n m ,  . t h e  e xt r a  h y d r o g e n  p e r o x i d e  

o n  t h e  s t o pp e r  w a s  add e d  b y  s h �k i n g  t h e  c u v e t t e . No  

f u r t h e r  d e c r e a s e  in  c h al� o n e  a b s o r b an c e  w a s  n o t e d  w h i � h  

i n d i c a t e d  t h a t  i n  t h e  f u l l y R n a e r o b i c  sy s t e m  t h e r e a c t i o n  

w a s  i nh i b i t e d  c omp l e t e l y a n d  d i d n o t  r es p o n d  t o  i n c r e m e n t s  

i n  h y d r o g en p e r o x i d e  c o n c e n t r a t i o n . A e r a t i o n o f  t h e  r e a c t -

i o n  m i x t u r e , b y  b u b b l i n g w i t h  a i r , r esu l t e d  i n  i mm e d i a t e  

c o n s u mp t i o n  o f  c ha l c o n � ,  i n  a m o u n t  r e l a t e d  a s  e x p e c t e d  t o  



t h e  du r a t i on o f  a e r a t i � � a nd t h e r e f o r e  t o  t h e  o x y g e n  

su p p l i e d .  

6 2 . 

L i m i t a t i o n o f  t h e  e x t e n t  of  t h e  r e a ct i o n b y  o xy g en 

s u p p l y  was a l t e r n a t i v e l y  o b s e r v e d  a t  4 70 n m  w l 1 e n  H R P  e n z y m e  

( 1 4 u n i t s ) and  h y d r o g e �  p er o x i d e  ( 0 . 2 2  - 2 . 2 �� mo l e s ) w e r e  

� d d e d  t o  an o p e n  cu v e t t e  wh i c h c on t a i ne d  c h a l co n e  ( 1 . 1  

/U m o l e s ) i n  n o r m a l l y - a e r a t e d  0 . 0 5 M t r i s  b u f f e r  p H  8 . 5 , 

2 m l  t o t a l  v o l u m e . T h e  r e a c t i o n , r ap i d w i t h  t h e  l ow e r  2 n d  

v e r y  r ap i d  w i t� t h e  h i g h e r  hy d ro g en p e r o xi d e  c o n c e n t r a t i o n s  

u s e d ,  e n d e d  a b r u p t l y  aft �r a f i x e d  q u ant i t y o f  c h a l co n e 

d i s a p p e a r e d  a . � d c ou l d  b e  r e s t a r t e d  r e p e at e d l y  by  a e r a t i o n 

f o r  a f e w  s e c o n ds at  a t i m e . 

2 8 - 9  E x t E n t  o f  r e a c t i o n  a nd e v i d en ce f � r pr o d u c t  i nh i b i t i o n  

T h e  c o m p o s i t i o n o f  t h e r e a c t i on m i x t u r e h a d  a m a r k e d  

e f f e c t , n o t  o n l y  o n  t h e  r a t e  o f  r e a c t i o n  as p r e v i o u s l y  

n o t e d , b u t a l s o  o n  t h e  e x t e n t  o f  c h a l c o n e  c o n s u m p t i o n b e f or e 

t h e  r ea c t i on v i r t u a l l y c e as e d . O n l y  w i t h  c e r t a i n  r e a c t i on 

m i x t u r e s  w a s  c ha l c o n e  c o n s u m p t i o n comp l e t e  o r  n e a r l y  s o . 

T h e  e x t B n t  o f  r ea c t i o n as  r e v e a l e d  s p e c t r o p h o t o m e t r i c a l l y , 

w a s  s e n s i t i v e t o  l e v e l s  o f  e a c h  co m p o n e n t  u n d e r  c e r t a i n  

c on d i t i o n s . F o r  e x am p l e ,  as  t h e  co n c e nt r a t i o n  o f  h y d r o g en  

p e r Q x j_ d e i r1 c r e as e d ,  the  e xt e n t  of  r e act i o n ,  m i n o r  i n  

a b s e n c o  o f  a d d e d  h y d r o g e n  p e r o x i d e ,  i nc r e a s e d  r ap i d l y  

b e f o r e  b e i n g  c u r t a i l e d a ga i n  a t  h i g h e r  c on c e n t r at i o n s  i n  

a m a n n e r  ak i n  t o  r e a ct i o n  r a t e  ( F i gu r e  26 ) ,  T h e  e x t e n t  

a l s o  i n c r e as e d  w i t h  e n zy m e  l e v e l ; i n  a r e a c t i o n  m i x t u r e  

w h i c h c o n t a i G � d  c h a l c o n e  ( 0 . 3 7 � m o l e ) , h y d r o g e n  p e r o x i d e  

( 0 . 2 /U m o l e ) a n d  H R P  e n zy m e  i n  0 . 0 5 M t r i s  bu f f e r  p H  8 . 0 , 

2 m l  t o t a l  v o l u me , c o n s u mp t i o n  o f  c ha l co n e co n t i n u e d  t o  



a b o u t  4 5 , 70  an d 9 0% c o m p l e t i n n  wi t h  e n z v m e l e v e l s  o f  

0 . 0 5 ,  0 . 1  a n d  0 . 2 u n i t r e s p e c t i v e l y . 

U n d e r  a r an g e  o f  c ha l co h e c o n c e n t r a t i o n s  a t  a l o w  

e n z y m B  l e v e l , t h e r e a c t i o n  s t o p p e d a f t e r  a f i x e d  a m ou n t  

o f  c h a l � o n e  w a s  c o n � ume d p r o v i d e d  t ha t  t h e  c h a l c o n e  c o n 

c e n t r a t i o n d i d  n o t  f i r s t  b e come  l i � i t i n g  a n d  s t o p  t h A  

r e a c t i o n s o o n e r .  H e n c e , w h e n  th e r e a c t i o n  m i x t u r e c o n 

t a i n e d  c h a l co n e  ( r a n g e  0 , 0 9 - 0 . 1 3 ,/U mo l e ) , H R P  e n z y m e  

( 0 . 0 5 u n i t ) a n d  h y d r o g en p er o x i d e  ( 0 . 4 ,/U mo l e ) i n  0 . 0 5 m 

t r i s  b u f f e r  p H  8 . 0 ,  2 m l  t o t a l  v o l um e ,  t he r e a c t i o n  

a l w a y s  v i r t u a l l y  c e as e d  a f t e r  0 . 04 8 /� mo l e  o f  cha l c on e  

h a d  b e e n  c o n s u m e d . W i t h  l ess  c h a l. c o n e  i n i t i a l l y  a d d e d  

( 0 . 0 5 5 /U mo l e ) , t h e  q u an t i t y  o f  c h e. l co n e  cons u m e d  b e f o r e  

t h e  r e a ct i o n  G t o p p e d  w a s  l e s s . T h e  r e a = t i o n  cou l d  b e  

r e s t ar t e d , a f t e r  t h e  f i x e d  q u an t i t y o f  c ha l co n e  h a d  b e e n  

c o n su m e d ,  o n  a dd i t i o n o f  f u r t h e r  e n z y m e . A e r a t i o n  a n d  

h y d r o g e n  p e r ox i d e w e r e  no t l i m i t i ng w h e n  t h e  r e a c t i o n  

f i r s t  s t o p p e d . R e s t or at i o n o f  c h a l c o n e  t o  t h e  i n i t i a l  

l e v g l  h a d  a p pa r e n t l y  n o  e f f e c t , b u t  e xa c t  m e a s u r e m e n t s  

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

i n i t i a l  p r o du c t , a b s o r p t i on w a s  i n c r e a s i ng i n  th e s t o p pe d  

r e a c t i o n a t  t h e w a v e l e n g t h  u s e d  t o  o b s e r v e c h a l c o n e  d i s 

a p p e a r an c e  ( c o mp a r e  F i g u r e  1 6 ) . T h e  r d t e  o f  t h e  r e s t a r � e d  

r e a c t i on w a s , h o w e v e r , v e ry  s l �w i n  c o m p a r i s o n  w i t h  t h at 

e x p e c t e d  fo r t h e  e x t ra  q u an t i t y o f  e n zy m e  a d d e d  a n d  t h e . 

l e v e l s  o f  c h a l c o n e  a n d  h y d ro g e n  p e r o x i d e  p r e s en t . I t  w a s  

c o n cl u d e d  t h a t  p r o d u ct i n h i b i t i o n  w a s  t h e  mo s t  l i k e l y  

ca u s e  o f  t h e  o b s e r v e d  i n i t i a l  c e s s a t i o n  o f  t h e  r e a c t i o n  

w h e n  a f i x e d  q u a n t i t y o f  p r o d u c t  ha d b e e n  f o r m e d a n d  a 

va r i ab l e  q u a n t i t y o f  cha l cone  r e m a i n e d .  F u r th e r , s L a c h  
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i n h i b i t i on e x p l a i n e d  t h e l i m i t e d  r e a ct i o n  w t t h a d d � t i o n a l  

8 n zy m e . T h i s  l i m i t e d r e a c t i o n w a s  a l s o  tak e n  a s  e v i d e n c e  

t h a t  t h e  r e a ct i o n w as n o t  s to p p e d  i n i t i a l l y t h r o u g h  

g r 3 d � a l  e n z y me d e s t r u c t i o n  o n l y ,  s i � = e  i n  t h a t  c a s e t h e  

a d d i t i o n a l  e n z y m e  w uu l d  h a v e  b e en e xp e c t e d  t o  b B  f u l l y  

a c t i v e  a t  f i r s t . 

2 8 - 1 0 E f f e c t  o f  v a r i ou s  a d d i t i v e s  on t h e  r e a c t i o n  

U s i n g t h e  e s t ab l i s h e d  s p e c t r o p h o t o m e t r i c  m e t ho d s  

t o  f o l l o w c h a l c o n e d i s a p p e a r an c e ,  t h e  e f f e c t s  o f  a s e l e c t 

i o n  o f  a d d i t i v e s  o n  t h e  r a t e  o f  r e a c t i o n s  c a t a l y s e d  b y  

g a r b a n z o  a n d  H R P  e n z y m es w e r e  f o u n d  t o  b e  a s  s u m ma r i s e d  

i n  T a b l e 4 .  W he r e  pr o g r e s s  cu r v e s  w e r e  s i g m o i d a l ,  ma x i mu m  

r a t h e r  t h an i r i t i a l r a t e s  w e r e  u s e d  i n  ca l cu l at i n g t h e  

v a l u e s  p r es e n t e d . T h e  r e a ct i o n m i x t � r e s  � s e d  ( T a b l e  4 )  

w e r e  s e l e c t e d  t o  g i v e  ma x i mu m  r e a c t i on  r at e s  i n  t h e  a b s e n c e  

o f  a d d i t i v e s  ( s e e  F i gu r e s  2 5 a n d  2 6 ) e x c e p t  f or t h o s e  

w i t h  t h e  l a s t  t h r e e  a d d i t i v e s  i n  t he T a b l e . H e r e ,  t h e 

h y d r o g en p e ro x i d e  a d d e d w a s  c u t  to  on e - s i x t h  of  pr e v i o u s  

a mo u n t s  t o  r edu c e  t he c o n t r o l  r ea c t i on r a t e s  a n d  ma k e  t h e  

sy s t em b e t t e r  s u i t e d  t o  t e s t i n g f o r  p os s i b l e  s t i mu l a t o r y  

e f f e c t s  o f  t h e  t h r � e  a d d i t i v e s . A s  a n  a d d i t i v e ,  cya n i d e 

cou l d  n o t  b e  u s e d  satis fa c t o r i l y s i nc e  3 r a p i d ch e m i c a l  

r e a c t i on w a s  o b s e r v e d  w h e n K C N was  a d d e d  t o  c h a l co n e  i n  

t h e  p H  8 , 0  b u f f e r . 

Cu p r i c  a n d  m a ng a n o u s  i o n s  w e r e  i nh i b i t o ry ,  t h e  

l at t e r s t r o n g l y  s o  w h e n  a d d e d  a t  a con c e nt r a t i o n  w h i c h  

ap p r o a c h e d  t ha t  o f  t h e  a d d e d  c hal c o n e . S i g m o i d a l  p r o g r e s s  

cu r v e s  w e r e  o b s e r v e d  i n  t h e  p r e s en c e  o f  cu p r i c  i o n ,  e x c ep t  

a t  t h e  l ow e r  c o n c e n t r at i on w i t h  gar b a n z o  e n zy me . I n  t he 



I 

T o b l e  4 

E f f e c t  o f  g d d i t i v e s  o r. t h e  r a t e  of  e nz y m i c 

r e a c t i o n  o f  c h a l c o n e  

R e a c t i o r1 r a t e  as  % 
A d d i t i v e  F i n a l  Co n e 

n o f  co n t r o l  

r 2 + � U  ( as Cu2 s o4 ) 

fYln2 + ( a s  fYl n C 1 2 ) 

E D T AY 

SE D C z 

2 - M e r  cap  t o  e t  � . u n o  1 

Hy d r o q u i n o n e  

C a t e c h o l  

P y r o g a l l o l  

p - P h e n y l e n e d i a m i n e  

Ph e n o l  X 

R · l x e s o r c 1 n o 
r l x p- � r e s o  

1 

0 . 2  

0 . 2 

8 0  

1 

4 
2 

2 0  

8 

0 . 1  

2 0  

2 

5 0  
5 0  

5 0  

0 . 1  

0 . 1  

0 . 1  

C a r b a n z o e n z , H R P  e n z . 

m M  3 4  5/t 
m M  4 9 4 L  
m M  3 4 . 5  

/UfYl  9 1 3  

m M  8 1  8 7  

,ILJ fY!  1 2 4 0  

,;u fYl  4 8  6 0  

/UfYl 1 0 
" 

1 '"7, 

/U fYl  2 5  3 0  

m M  0 . 3  0 . 4 

/U fYl  1 . 3 2 . n 
,ILJ fY!  1 LJ.  1 6  

/U fYl  0 . 3  0 . 4 

,11-l fYl 0 . 3  0 . 4  

/U fYl 0 .  1 0 . 2 

m M  1 0 0 92 

m M  2 7  2 9  

m M  6 4 6 3 

B as i c  r � a c t i o n  m i x t u r e s  c o n t a i n e d ,  e n z y m e  ( � ar b a n z o  1 u n i t , 
HR P 0 . 2 u n i t ) , c ha l co n e  ( 0 . 0 9A.J m o l e - 4 5 AJ fYl ) a n d  H 2 D2 ( 0 . 3  

AJ m o l e  w i t h  g a r b a n z o  a n d  0 , 6 AJ m o l. e  w i t h  H R P  e n z y m e ) i n  0 , 0 5 
fYl t r i s  b u f f e r  p H  8 . 0 ,  t o t a l  v o l u m e  2 m l , t em p e r a t u r e  2 5 ° . 
A d d i t i v e s  w e r e  f r e s h l y  d i ss o l v e d  i n  H2 0 o r  E tO H  a t  c o n c e n 
t r a t i :m s  s u c h t h a t  5 - 2 5 AJ 1  a l i q u o t s  w e r e  c o m b i n e d  i n  t h e 
r e a c t i on m i xt u r e s . E n z y m e  a n d  a d d i t i v e w a r e  m i x s d  w i t h 
b u f f e r  a l r e a dv  at  2 5 ° a n d  i n c u b a t e d  f o r  2 m i n u t e s ; ch a � c o n e  
w a s  t � e n  a d d e d  f o l l dw �d i mm e d i at e l y b y  H2 o2 t o  c o m p l e � e  t h e  
s y s t e m . 

x 
W i t h  t h e s e  a d di t i v e s , t h e  H 2 0 a d d e d  was  c u t  t o  o n e - s i x t h  

o f  t ha t  g i v e n  i n  t h e  b as i c  r ea ct i o n  m i x t u r e s  a b o v e . C ha l c on e  
a n d a d d i t i v e  w e r e  m i xe d  w i t h  b u f f e r  at  2 5° , t h e n  e n zy m e  a nd 
H 2 07 w e r e  a d d e � i mm e d i a t e l y . R e s u l ts a r e  e xp r e s s e d  i n  t er m s  
of t h e  a p p r o p r 1 a t e n e w  c o n t r o l  �at e s . 

Y E t hy l e n e d i a m i n e t e t ra a c e t i c  a c i d ,  d i s o d i um s a l t . 

z D i e t hy l d i t h i o ca r b a ma t e ,  d i s o d i um s al t . 
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I � R P - c a t a l y s e d  s y s t sm 1 t he r e a c t i o n  s ho w e d  a m o r a  p r o n o u n c e d  

l a g  p h a s e  b u t  a t t a i n ed a g r e a t e r  rat e a t  t h e  i 1 i y h o r  c o m o � 1 b d  

wi t h  t h e l ow e r  c u p r i c  i o n c on c e n t r a t i on . T h u s  t l1 8  v a l u e s 

r e c o r d e d  i ,l T a b l e  4 s u m m a r i s e  b u t  o n e f e a t u r e  o f  t h e  r e 

s p o n s e  o f  t h e  s y s t e m  t o  cu p r i c  i o n . W i. l h  m a n g a � o u s  i o n , 

h o w e v e r ,  t h e i n i t i a l  r a t e s  w e r e  ma x i mu m  r a t e s . E D T A  w a s  

s l i g h t l y  i n h i � i t o r y a n d  w a s  w i t h o u t  e f f e ct  o n  t he s ha p e  

o f  l h e  p r o g r e s s  c u r v es . O n  t h e o t h e r  han d ,  S E D C  i n du c e d 

i �  a l l  c a s e s  s t r o n g l y  s i gmo i da l  p r og r e s s  c u r v e s , t he 

v e ry m a rk e d  l a g  p h a s e  of w h i ch l a s t e d  f o r  a b ou t 5 0  s e c o n � s  

f o r  t h e  l o w e �  an d a b ou t  1 50 s e c o n ds fo .· t h e  h i g h e r  c o n c e n 

t r a t i o n o f  t h e c o m p o u n d . M e r c ap t o et ha n o l ,  l i k e  S E D C ,  · w a s  

a v e r y p o t e n t  i n h i b i t o r , y e t  p r o g r es s  c u r v e s  w e r e  n o t  

s i gmo i d a l . 

T h e  r e d o g en i c  d o n o r s , h y d r o q u i no n e ,  c a t e c h o l , 

p y r o ga l l o l  a n d  p - p h e n y l en e d i am i n e ,  w e r e  a l l f o u n d  to  b e  

s t r o n g l y  i n h i b i t o r y  a t  a c o n c e n t r a t i o n s i m i l a r t o  t h e  

c h a l con e . W h e n  t h es e  d o n o r s  w e r e  i n c u b a t e d  s e pa r at e l y  

i n  t h e  r ea c t i o n m i x tu r e  w i t h  o .1 l y  t h e  c h a l c o n e  om i t t b u , 

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

t i on  a t  3 96 n m , t h e  wav e l e n g t h  u s e d  t o  m o n i t o r  c ha l. c o n e  

d i s a p p e a r a n c R . T h e  r a t e  o f  r e a c t i o n  f o u n d  w i t h c ha l c o n e  

i n  t h e p re s e n c e  o f  py r o g a l l o l w a s  co rr e c t e d  a c c o r d i n g l y . 

T h e  r : ac t i o n  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  t h e  l c v1 e s t  c o n c e n t r a t i on 

o f  � y d r oq u i n o n e  w a s  s t i l l  s t r o n g l y  i nh j b i t e d  b u t  p r o g r es s e d  

w i t h o u t  a ny l ag . 

N o  s t i m u l a t or y  e f f e c t  w a s  r ec o r d e d  f o r t h e  o x i d o g e n 

i c  d o n o r s  t e s t e d , p h e n o l , r es o r c i n ol a n d  p - c r e s o l . P h e n o l  

w a s  w i t h o u t  e f f e c t  b u t  t h e  ot h e r  comp o u n ds , p a r t i cu l a r l y  

r es o r c i n o l , w e r e  i n h i b i t o r y . P r o g re s s  c u r v e s  r e t a i n e d  t h e i r  
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n o r m a l  s h a p e . R e s o r c i n o l  a n d  p- c r e s o l  m ay h a v o  b e e n  

i n h i b i t o r y  i n t r i n s i c a l l y  o r  b e c a u s e  o f  u n s u s p rJ c t e cJ i m p u r i --

t i e s  p r es e nt i n  t he c h e m i c a l s  u s e d .  H o w e v er 1 t h e  k n own 

h i g h p u :- j ty o f  p h e n o l  u s e d  Uj o u l d  p e rm i t t h e  d e f i n i t e  

c o n c l u s i on t h a t  t h i s  o x i d o g en i c do n o r  UJ C1 S  no t s t i m u l a t o r y . 

R e s u l t s a s  a w h o l e  s u g g e s t e d  t ha t  o x i d o g e n i c  d o n o r s  i n  

g e n e r a l  w o u l d  n o t  b e  s t i mu l a t or y . 

2 8 - 1 1 Cha l c on e s u b s t r a t e spe c i f i c i ty 

E i g h t  c h a l c o n e s  ( F i g u r e  3 0 ) w e r e  t es t e d  i n  t h e  

s p e c t r o p h o t o m e t r i c  s y s t e m  t o  d e t e r m i n e  w h i ch  comp o u n d s  

w o u l d  s e r v e  a s  s u b s t r a t e s  i n  a p e rox i d a s e - c a t a l y s e d  r e a c t 

i o n . P r o d u c t s  w e r e  n o t  i s o l a t e d ; o n l y  d i s a p p e a ran c e  o f  

c h a l co n a  w a s  mo n i t o r e d . A l l  t h e  c h a l c 8 n e s  e x c e p t  ( I I )  a n d  

( V )  w e r e f o u n d  t o  u n � e r go e n z y � i c  r e a c t i o n .  N o  d i ff e r e n c e  

w a s  a p p a r e n t  i n  t h e  s p e c i f i c i t i e s  o f  H R P  and  g a r b a n z o  

e n z y m es . 

S i n c e  o n l y  v er y  s m a l l a mou n ts o f  a n u m b er o f  t h e s e  

c h a l c o n es w e r e a v a i l a b l e  a s a m p l e  o f  e a =h c omp o u n d  t e s t e d , 

e x c e p t  ( V I )  a n d ( V I I ) ,  w a s  p u r i f i 8 d  b y  p a p e r  c h r o ma t o g r a p hy 

( s e e  E xp e r i me n t a l ) .  D es p i t e  t h e  u s e  o f  s p e c i a l l y w a s h e d  

p a p e r ,  h ow e v e r , t h e  p r e p a r e d  c om po un d s  w e r e  c o n t am i n a t e d  

w i t h  i mp u r i t i gs e l u t e d  f rom  t he p a p E r . T h i s  w a s  s h o w n  

by  t h e  o c c u r r e n c e  o f  s i gmo i d a l  p r o g r e s s  c u r v e s  a n d r e d u .: e d  

r a t e s w h e n  t h e  con t r o l  samp l e  o f  i s o l i q u i r i t i g e n �, w h i c h  

h a d  b e en t hr o u g h  t h i s  p u r i f i c at i o n ,  w a s  r e a c t e d  i n  t h e  

p r es e n c e  o f  e i t h e r  g a r b a n z o  o r  H R P  e n z y me . As  t h e  e f f e c t  

o f  i mpu r i t i es w ou l d  h a v e  v a r i e d  b e t w e P . 1  s amp l es ,  o n  c o n

c e n t rat i o n  d i ff e r e n c es  a l o n 8 , n o  a t t e m p t  was  m a d e  t o  

m e a � u r e  q uant i t a t i v e l y  d i f f e r e n c es i n  r e act i on r a t es b e

t w e e n  t h e  ch a l c o n e s . 
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R e a c t i o n m i x tu r e s  u s e d  c o � t a i n e d  c h a l co n e  ( a b o u t  

0 . 0 9 /U m o l e  f o r  e a ch  co m p 2 u n d ) E :m z y m 2  ( H ;i P  0 . 2  o r  3 4  u n i t s , 

g a r b a n z o 1 . 0 o r  2 5  u n i t s ) a n d h y d r o g e n  p E n o x i d e  ( 0 . 6 /U m o l e  

wi t h  H R P  an d 0 . 3 AJ mo l e  w i t h g ; n b a n z o  e n z y mes ) i n 0 . 0 5 IYl 

t r i 3  b u f f e r ,  p H  8 . 0 ,  2 m l  t o t a l  v o l u m G , t emp e r a t u r e  2 5 ° . 

T h e  h i g h e r e n z y me a c t i v i t i e s  w e r e  u s e d  w i t h  a l l  c h a l c o n e s  

e x c e p t  ( I )  a n d  ( I I ) . Co n t r o l s  w e r e  a l ways  r u n , b o t h  w i t h  

b o i l e d  e n z y m e  a n d  w i t h  en z y m e  om i t t e d . 

N o n e  c f  t he c h a l c o n e s  w a s  f o u n d  t o  r e a c t  a s  r ap i d l y  

a s  i s o ! i q u i r i t i g e n i n ( I )· . C ha l c o n e  ( I I I )  r e a c t e d  r e a d i l y  

b u t  a t  a r at e  r o u g h l y  2 5% o f  t ha t  o f  ( I ) ,  w i t h  b o t h  

g a r b a n z o  a n d  H R P  e n z y m es . A n o t h e r  t o  r e act  r ap i d l y  w a s  

( V I I I ) .  H ow e v e r , t h e  p r o du c t  i n  t h i s  c a s e  w a s  e x t r em e l y  

u n s t a b l e  a n d  a b s o r p t i o n r a p i d l y  r e a p � e a r e d a t  2 7 5  nm , t h e 

wa v e l e n gt h  mo n i t o r e d  wi t h  t h i s c omp o u n d . H e n c e  t h e h i g h  

e n z y m e  a c t i v i t i es w e r e  n e e d e d  t o  c l e ar l y  s h o w  e n z y m i c  

r e a c t i o n .  Cha l co n a r i n g e n i n ( V I I )  w a s  u s e d  d i r e c t l y f r o m  

t h e b o t t l e  a n d  r e a c t e d  r e a d i l y  i n  t h e  e n z y m i c  r e a c t i o n . 

T h e  m ar k e d  i n s t a b i l i t y o f  t h i s  c h a l c o n e  in t r i s  b u f f e r  

p r e c l u de d  t h e e f f e c t i v e u s e  c f  t h e  l ow en z y m e  a c t i v i t i es . 

C o n s i de r a b l y  l es s  e f f e c t i v e  t h an t h e  f o r e g o i n g  a s  a s u b 

s t r a t a  w a s  c h a l c o n e  ( V I ) ,  w h i l e  ( I V )  r e a c t e d  b u t  s l o w l y . 

C o m p o u n ds ( I I ) a n d  ( V )  f a i l e d t o  r e a c t  at  a l l .  

T h e s e  r es u l t s  s u g g e s t e d  t h a t  a f r e e  p h en o l i c  h y rr o x y l  

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 he gar a  p o s i t i o n  

( c o m p a r e  ( I I I ) a n d ( I V ) ) w a s  r eq u i r e d  f o r  a c t i v i t y  i n  t h e  

e n z y m e - c a t a l y s e d  r e ac t i o n . I t  sh o u l d  b e  p o i n t e d  o u t  h ow e v e r , 

t ha t  s i n c e  s �e c t r o p ho t om e t r i c  e v i d e n c e  o n l y  w a s  a v a i l a b l e ,  

i t  c a n n o t  b e  a s s u m e d  t h a t  t h e  e n z y m i c  r e a c t i o n o b s e r v e d  f o r  

t h e  a d d i t i on a l  c h a l co n e s  w a s  n a c e s s a r i l y  e q u i v a l e n t  t o  t h a t  
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u n d e � g o n e  b y  t h e  i s o l i q u i r i t i g e n i n c ha l c G n e . 

2 C  B I O CH E M I S T R Y O F  T H E  F O R MAT I O N  O F  M I N O R  P R O D U CT S  

W h i l e  t h e r e a c t i o n  w a s  j u s t i f i a b l y  s i mp l i f i e d t o  

o n e  1 n  � h i c h  c h a l c o � e  i s  c o n v e r t e d  i nt o  t h e  �y c o m p o u n d s  

f o r  t h e pu r p o s e o f  c o n du c t i n g  t h e  b i o c hemi c a l  s t u d i e s 

r e co r d e d  i n  t h e f o r e g o i n g  s e c t i o n s , i t  n e v e r t he l e s s  r e -

ma i n e d  t ha t  t h e  a d d i t i ona l m f n o r  p r o du c t s  ( s e c t i o n  2 A - 1 3 

and  F i g u r e 2 2 ) w e r e  of  e q u a l  i n t e r e s t  i n  a q u a l i t a t i v e 

s e ns e . T r i s  w a s l a r g e l y  b e c au s e  r e c o g n i s e d  c o m p o u n d s  o f  

t w o  d i s t i n c t  f l a v o n o i d  c l ass e s . a u ro n e  a n d  f l a v o no l ,  w e r e  

b e i n g g e n e ra t e d  a p p a r e nt l y  i n  t h e  f o r m  o f  a l k a l i - l a b i l e  

p r e cu r s o r s . I n  a d d i t i o n ,  t h e  q u e s t i on  of  t h e  p l a c e  o f  

t h e  d i h y d r o f l � v o no l ,  g a r b an z o l , i �  t h i s sy s t e m  b e c a m e  o f  

i n t e r es t . F u r t h e r  s t u d i e s  o n  a l l o f  t h ese  m i n o r  p r o d u c t s  

w e r e  p u r s u e d  t h e r e f o r e , e i t h e r  i n  c o n j u n ct i o n  w i t h  w o r k  

on  t h e  0Y c o m p o u n ds r e p o r t e d i n  p r e v i o u s  s e c t i o n s o r  i n  

new  e x p e r i m e n t s  d e s i gn e d t o  p r o v i d e  mo r e  s p e c i f i c  i nf o r m a t-

i o n . V ar i ou s  o b s e r v a t i o n s  w e r e  ma d e  on  t h e  f o rmat i o n  o f  

Y 1 a n d  v2 wh i l e t h e p r e c u r s o r s  o f  f l a v o n o l  w e r e  e v e n tu a l l y  

r e c o g n i s e d  t o  b e  i d e n t i ca l  w i t h  t he e s t a b l i s h e d  p r e cu r s o r s  

o f  D C ,  n ct m e l y , �Y 1 a n d  0v2 . E v i d e n c e  f o r  t h e  f o r m a t i o n  o f  

t r a c e  a m o u n t s  o f  g a r b an z o l  i n  t h e  r ea ct i on w a s  a l s o  

o b t a i n e d . 

2 C- 1  F l u o r i me t r i c e s t i ma t i o n  o f  a u r o n e  and  f l a v o n o l 

T h e  o n l y  s a t i s f a c ·( o r y  w a y  i n  w h i ::h  th e s p e citlc a l k a l i -

l a b i l e  p r e c u r s o r s  co u l d  b e  e s t i ma t e d  q ua nt i t at i v e l y  w a s 

a f t e r  t h e i r  c on ve r s i o n t o  a u r o n e  o r  f l a v o n o l ,  s i n c e  n o  

e f f 8 c t � v e  c h r o m at o g r ap h i c s e p �r a t i o n o f  t h e  p r e cu r s o r s  f r o m  
I . 
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t h e  c m z y rii i. C  r e a c t i o n  p r o d u c t  c o u l d  b e  2 C I""' i e v e d . A s  a u r o n e  

n. n d  f l a vo n c l  bo t h  f l u o r e s c e d  i n  t h e v i s i b l e  ( T a b l e  1 ) a n d  

a b s o r b e d ma x i ma l l y i n  t h e  u . v . · , a f l u o r i m e t r l c  m et h o d  o f  

e s t i ma t i o n  w a s  d e v e l op e d t o  e n a b l e  t �1 e  e xp e c t e d  q u a n t i t i e s , 

t o o  l c w  f o r  a b s o r p t i o n m e asu r e m e n t s  a n d  po s s i b l y  co n t a m i n 

at e d  v.ii t h  u . v . - a b s o r b e n t  b u t  n on - f l u o r e s c e n t  m n. t e r i a l s , t o  

b e  m e a s u r e d  ( s e e  E x p e r i me n t a l ) . 

2 C- 2 O b s e r va t i o n s  o n  Y 1 �Y2 f o r m a t i o n  

Q u a l i t at i v e  i n f o r m at i o n o n  Y 1 a n d  Y2 f or m a t i o n  i �  t h e  

r e a c t i o n cou l d  b e  o b t a i n e d  o n l y  a f t e r  2 - D  c h r o m a t o g ra p h i c  

s e p a ra t i o n  o f  t he p ro d u c t s a n d  t h e n  o n l y  i f  o v e :c l ap p i 1 1 g  }6Y 

co m p o u n ds w e r e  s u f f i c i e n t l y w e ak fo r t h e  f l u o r e s c en t  au ro n e  

ar t i f act  t o  b e  v i s i b l e  i n  t h e  Y '  s p o t s  a f t e r  s t o r a g e  o f  t r e  

c h r r Hnat o g r ams . U n d e r  co n d i t i o n s  w h e r e  t he Y '  s p o t s  w e r 8  

s t r o n g  ( i . e .  m u c h  �y 1 mu ch  �y 2 h a d  p e r s i s t e d ) , P. l u t i o n  

f o l l ow e d b y  a l k a l i t r e a t m en t  a n d  r e c h r o ma t o g r a p h y  t o  c h e c k  

f o r  a u r o n e f o rm at i o n w o u l d  h a v e b e e n  n e c es s a r y  t o  d em on -

s t r a t e  t h e  p r e s e n c e  o f  Y 1 and  Y2 . O n  a c co u nt of  t.. h e  l ow 

a m o u n t s  g e n e ra l l y  f o r m e d ,  q u a n t i t at i v e  e st i m at e s o f  Y 1 a no 

v
2 

c o u l d  on l y  b e  m a d e  f l u o r i m e t � i c a l l y ,  a f t e r  t h e  c o m p o u n d s  

h a d  b e e n  c o n v e r t e d  t o  au r o n e  b y  a l k a l i  t r e a t m e n t . T he r e f o re , 

i n  v i e w o f  t h e  l ab o u r t h i s  i n v o l v e d , f ew q u an t i t a t i v e m e a s u r e-

m e n t s  o f  Y 1 and  Y2 f o r m a t i o n  w e r e  m a d e . I n s t e a d , n u m e r ou s 

v i s u a l  ob s e r v a t i o n s  o f  a q u a L i t at i v e n a t u r e  w e r e  r ou t i n e l y  

ma d e  a f t e r  t h e  2 - D  c h r o m a to g r a m s  h a d  b e e n h e l d  f o r  u p  t o  

s e v e r a l  w e ek s  a n d  au r o n e  a r t e f a c t  h a d  f or m e d  i n  t h e  Y '  s p o t s . 

F r e q u e n t l y , t h e  c o n d i t i o ns o f  p r o d u ct e xt r a ct i o n ( e . g .  f r o m  

p H  7 o r  7 . 5  b u f f e r  - s e e  s e c t i o n  2 A - 1 2 ) e n s u r e d t h at � n l y  

m i no r  �m o u n t s  o f  t h e  0Y co m p� u n d s  r e m a i n e d  t o  a p p e a r  o n  t h e 
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c h r o m a t o g r ams  uJ h i l e  mo s t  o f  t h e m u c h mo r e  s t a b l e  Y 1 a n d  Y 7 

p e rs i s t e d a n d  h e n c e  a u r o � e  a r t i f a c t  f o r m a t i o n  i n  t h e  Y '  

s p o t s  w a s  o f t e n  r e a d i l y  d e t e c t ab l e . T h e  p r es e n c e  o f  e v e n 

s u b - m i c r o g r a m  amo u n t s  o f  v 1 2. ,1d  v2 i n  t h e p r o d u c t c o u l d 

b e  d e t e c t e d  w h e n  �y  c o m p o u n ds W 8 r e  v i r t u a l l y  a b s e n t o n  

c h r o m a t o g r ams . W h e r e  p r o du c t h a d  b e en  t r e a t e d  w i t h  � l k a l i  

p r i o r  t o  e x t r a c t i on a n d c h r o mat o g r a p h y the  Y 1 a n d  Y2 
p r e 

c u r s o r s  h a d b e e n  l a r g e l y  co nv e r t e d  t o  a u r on e  b e f o� e  c h r o m a 

t o g r a p hy a n d  th e s e  c h r o ma t o g rams  were  of  n o  i n t e r e s t  i n  

t h e  p r 8 s e n t  c o n t e x t . 

( a ) T h_-� en  z y m i c n at  u r e o f Y 1 an d Y 
2 

f o r  m a t  i o n w a 3 

d e m o n s t r a t e d  o n 2 - D  c h r o ma t o g r ap h i c  c o m p a r i s o n o f  t he 

pr o d u c t s  o f  r e a c t i o n s  c a r r i e d  o u t  i n  t h e p r e s e n c e  o f  a c t i v e  

e n  z y m e  ( g a r b  a r ,  z o a n  d H R P ) , h e  a t - i n a c i; i J at  e d e n  z y m e ( 1 5 

m i n u t es a t  1 0 0 ° ) a n d  w i t h  e n z y me o m i t t e d . T h e  c o m p l e t e  

r e a c t i on m i x tu r e  c on t a i n e d  i n  a t o t a l  v o l u m e  o f  4 m l  o f  

0 . 0 5 M t r i s  b u f f e r  p H  8 . 0 ,  c h a l c o n e  ( 0 . 1 8 ,A..Jmo l e ) , h y d r o

g e n  p e r o >: i d e  ( 0 , 6  o r  0 . 3 ,AJ mo l e  w i t h  H R P  e n z y m e  ( 0 . 4  u n i t ) 

a n u  g a r b a n z o  8 n z y m e  ( 2  u n i t � ) r e s p e ct i v e l y ) a n d  e n z y m e  

( a s  g i v e n ) . C o mp l e t e  a n d  con t r o l  r e a c t i o n m i x t u r e s  w e r e  

i n c u b at e d  a t  r o o m  t em p e r a tu r e f or 2 m i n u t e s  t h e n  a c i d i f i e d  

t o  p H  7 a n d  t h e  e t h e r - e x t r a c t e d  p r o d uc t s  s u o j e c t e d  t o  

c h r o m � t o g ra p h y . I n s p e c t i on o f  t h e s t o r e d  c h ro m a t o g r am s  

c l e a r l y  s ho w e d  t ha t  v 1 _ a n d  v2 f o r mat i o n  w a s  g r e a t e s t  i n  

t h e  c o m p l e t e  s y s t e ms a n d  t ha t  v e r y  l ow amou n t s  w e r e  a l s o 

f o r m e d  i n  a l l  t h e  c o n t r o l r ea ct i on s . C ha l c o n e  c o n s u mp t i o n  

w a s  a l mo s t  co m p l e t e  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  a ct i v e  e n z y me , b u t  

was  s l i gh t  i n . t h e c o n t ro l  r ea c t i o n s . 

( b ) U b iqu i ty o f  Y 1 a n d  Y2 i n  r ea c t i o n pr od u c t , 

I ns p e ct i o n o f  a l a r g e  n u m b er o f  2 - D  c h r o ma t o g r am s  o f  
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p r o d uc t s  o f  t h e  r e a c t i o n  car r i e d o u t  u n d e r  a c c n s i d er a b l e  

r a n g e  o f  e n z y m e  ( b o t h  g a r b a r- 1 2 0 a n d  H R P ) , c ha l c c n e  a n d  

h y d r o g e n  p e r o x i d e co n c e n t rat i o n s  s ho w e d  t h at Y 1 a n d  v2 

w e r e ii- . v a r i a b l y  f o r m e d  as  m i n o r  p r o rl u c t s  w h e n  th e ma i f l 

c h r o m a t o g r a p h i c pr o d u c t w�3  O C . F u r t h e r ,  as  a n  e x amp l e  

o f  t h e c o n s i s t e n t p r e s en c e  o f  v
1 

and  v 2 i n  t h e  r e a c t i o n  

p r o du c t s , t h e  a b s e n c e  o f  a n  o b s e r v a b l e  e f f e c t  o f  r e a c t i o n  

p H  a n  th e o c c u r r e n c e  o f  t h e s e  p r o du cts  may  b e  s p e c i f i c a l l y  

c i t e d . F r om t h e 2 - D  c h romat o g r ams  o f  p r od u c t s  o f  a 

s t a n d a r d  r e a c t i o n r u n  i n  a b u f f e r rang e p H  6 - 9 a p p r o x

i m a t e l y  ( s e e  s e c t i o n 2 8 - 3  fo r d e t a i l s ) . i t  w a s  p o s s i b l e 

t o  d e t e c t  c l e a r l y  v 1 a n d  v2 o c cu r r e n c e  f ro m  p H  6 , 6 u p -

w a r ds . A t  l ow e r  p H  t h e  Y '  s p o t s  w e r e  h e a v y  a n d  d i r e c t  

e v i de n ce o f  v 1 an d v2 c o n t en t  W d S  n o t  s o  d e f i n i t e , b u t  

p r esu m a b l y  a l k a l i  t r e a t m e n t  o f  t h e  Y '  s p o t  e l u a t e  f o l l ow e d  

b y  r e c h romat o g r ap hy w o u l d  h a v e  c o n f i rm e d  t h e  p r e s e n c e  o f  

t h e  a u r o n e  p r e c u r s o r s . A n o t i c e a b l e  r e l a ti v e  i n c r e a s e  

i n  a u r o n e  a n d  d e c r e a s e  i n  v 1 an d v2 s p o t  i n t en s i t i e s w a s  

e v i d e n t  o n  t h e  c h romat o g rams  oF  p r o du c t s  f r o m  p a r t i c L l a r l y  

r e a c t i o n  a t  p H 9 . T h i s  w a s  i n t a r p r et e d  a s  r e f l e c t i n g  

a c c e l e r at e d c h em i cal  f o r m a t i o n o f  aur o n e  f r om Y 1 a n d  Y2 i n  

t h e  c o� r s e  o f  t h e  e n zy � i c  r e a c t i o n  due  t o  t h e  h i g h  r ea c t i o n  

p H . C o u p l e d w i t h t h e  e a r l i e r 8 X p er i e n c e  th a t  n o  a u r o n e  

s p c t  1 1 a s  o b s e r v e d  w h e n  t h e  ma j o r  r ea c t i o n  p r o d u c t s  w e r e  

p r e s e r v e d  a n d  c h r oma t o g r a p he d a s  t he 0Y co m p o u n d s  ( s e c t i o n  

2 A - 1 2 a nd  F i gu r e  1 9 ) ,  i t  w a s  c o n c l u d e d  t h a t  Y 1 a n d  v2 w e r e  

i n i t i a l ly f o r m e d  i n  t he r e a ct i on a t  a l l p H  l e v e l s  a n d  t h a t  

a l l  au r o n e  f o und  o n  c h r o m a t og r a m s  was s u b s e q u e n t l y  d e r i v e d  

f r o m  t h e s e  p r e cu r s o r s . 
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( c ) T h e  comb i n e d  yi_e l d  o f  Y 1 and  Y 2  i n  t h e  r ea c t i o n  

u n d e r  t y p i c a l  con d i t i o ns  w i th b o t h  ga r b an z o  a n d  H R P  e n z y m e s  

w a s me  a s  u r e d f l u o r j_ me t r i c a l l y , · a s a u r o n e , an d w as  f o u n d t o 

a c c o � nt f o r  a b ou t 1 %  of  t h R  ch a l c o n e  w h i ch r e a c t e d . D e -

t a i l s  of  t h e r e a c t i o n  mi x tu r e s  u s e d 3 n d  p r o c u du r e s  a d -

op t e d  f o r  t h e  i s o l a t i o n  a n d  f l u o r i � et r i c  e s t i m a t i o n o f  Y 1 
and  Y2 as  a u r o n e  a r e  c o n t a i n e d  i n  t ho E xp er i m en t a l . 

( d )  E v i d e n c e  f o r  an e f f e c t  o f  o xygen o n  t h e  f o r m at i o n 

o f  Y 1 and  Y 2 w a s  o b t a i n e d  f r om  t h e  res u l ts o f  t he a n a e r o b .i c  

r e a c t i on s  p r e v i o u s l y  d e t a i l e d  ( s e c t i o n  2 8 - 8 )  i n  c o nn 8 c t i o n 

w i t h  t h e  m a j o r  r ea ct i o n  p r o d u c t . T h u s , c o m p a r e d  w i t h  t h e  

a e r o b i c c o n t i' o l , l e v e l s o f  Y 1 an d Y2 w e r e  c o n s id e r a b l y  

r e d u c e d  b u t  s t i l l  d e t e c t a b l e  u n d e r  a n a e r o b i c  c o n d i t i o n s . 

S i m i l a r  l o w l u v e l s  w e r e  f o r m e d  w h e n  b o i l e d e nz y m e  W B S  

p r es e n t  i n  a n ae r o b i c  c o n t r o l s  b u t  w hen  e nz y m e  w a s  o m i t t e d  

l e v e l s  d e c r e a s e d  a l mo s t  t o  t h e  l i m i t o f  d e t e c t i o n . 

A p r o m i n e n t  ad d i t i o na l  f e a t u r e  o f  t h es e a n a e r o b i c  

r e a c t i o n s  w as t h e  f o rmat i on o f  au r o n e w h i c h  o c cu r r e d p r e s -

uma � l y b y  a d i r e ct ,  an d p o s s i b l y n on- e n zymi c ,  p a t hway  f T om 

c h a l c o n e  a n d  not  by  w a y  o f  Y 1 a n d  Y2 . T h i s  a u r o n e w a s  

r e c ov e r e d  f ro m  2 - D  c h r o m a t o g r a m s  a n d  was  e st i m a t e d  

f l u o r i me t r i cal l y  b y  t h e  p r oc e du r e  o u t l i n ed i n  t h e  E xp e r i -
I 

me n t a l  f or t h e  e s t i mat i o n o f  Y 1 a n d  Y2 - d e r i v e d s am p l e s . 

T h i s  e n s u r e d  t h at  t h e  s m a l l  amn u n t s  o f  f l a v ono l i n c lu d e d  

i n  t h e  e xt r em i t i e s o f  t he a u r o n e  s p o t , t o g et h e r w i t h  s o m e  

c ha l co n e  ( n o n- f l u o r e s c e ri t ) ,  d i d  n o t  i nt e r f e r e . R e su l t s , 

c o r r e c t e d  f o r  l os s e s  i n  i s o l a t i o n  a n d  samp l e  p r e p a r at i o n ,  

in d i c a t e d  a n  a v e r a g e  a n a e r o b i c f o r mat i on o f  2 1 /U g  au r o n e  

i n  t h e  c omp l e t e  r e a c t i o n m i x t u r e  b u t  on l y  a b o u t  1 /U Q  w h e n  



I ..)  • 

e n z y m e w aa o m i t t e d ,  H o tA: e v r1 r , i n t h e  p r C! s e n  c e o f  h c.: a t --

i n a c t i v a t e d  e n z y m e  t l 1 e  a v e r a g e  a n a e r o b i c  b U r o n e  f c r m 8 t i o n 

o f  1 9 AJ g VJ a s  s i 1.1 i l a ... � t o  t h a t  w i t h  a c t i v e  e n z y m e . I n  

c o n t r a s t  t o  t h e s e  a n a e r o b i c  r e s u l t s  t h e l e v e l  o f  d i r e c � l y  

r e  c o v e r  e d a 1 1 r o n e i " a e r o b  i c c: o n t r o l s w a :; a 1 w a y  s 1 '  e r y l o LIJ 

a t  a p p r o x j ma t e l y  1 /U g f o r  t h e  c h e m i c a l  r 8 a c t i o n a n d  a b ou t  

2 /U g i rl t he p r e s e n c e o f  e i t h e r  a c t i v e  o r  h e a t - i n a c t i v A t e d  

e n z v m e . F u r t h e r  s t u d i es w i t h t h e c om p l e t e  a n a e r o b i c 

r e a c t i on m i x t u r e  s h o w e d  t hat  m o s t  o f  t h e o b s e r v e d  a u r b n e  

f o r ma t i o G  a p p a r e n t l y  o c cu r r e d  i r , t h e  f i r st f e w  m i n u t es o f  

i n c u b a t i o n , s i n c e  i n cu b at i o n  t i me s  o f  F r o m  S t o  1 � 0  m i n u t e s 

r e su l t e d  i n  s i m i l a r  o b s e r v e d a u r o n e  l e v e l s . A fo u r - f o l d  

i n cr e a s e  i n  e n z y me c o n c e n t r a t i o n ( t o  8 0 0  u n i t s  o f  H R P ) 

r e s u l t e d  s u r p r i s i n g l y i r 1 n o  a u r o n 5  f o r m a t i o n  a n d  t h e  

ap p ea r an c e  o f  a t  l e a s t  o n e  u r J k r, o LIJ n  p r o du ct o f  n o w  e xt en s i \.' e  

c h a l c o n e  c c n s um p t i o n . I n  v i ew o f  t h e a p pa r e n t  c om p l e x i t y 

o f  t h e  a n a e r o b i c  r e a ct i o n ,  n o  f u r th er s t u dy o f  t h i s a s p e c t  

w a s  u n d e r t ak e n . 

T h at a n a e r o b i c  a u r o n e  f o r ma t i o n  was  c a t a l y s e d  w i t h  

a b o u t  e q u a l  e f f e c t i v e n e s s  b y  bo t h  a ct i v e a n d  h e a t - i na c t i v a t e d  

e n z y me w ou l d  i n di ca t e  c h e m i cal  r a t h e r  t h a n e n z y m i c c a t a l y -

s i s . H o we v e r , m o r e  w o r k w o u l d  b e  n e c e s s a r y  t o  f u l l y s u b -

s t an t i a t e  t h i � c o n c l us i o n . 1\J e ' ' e r t h e l e s s , t h e  r es u l t s  

c l e a r l. y  s h c w e d  t h a t  i n  b o t h  t h e  a c t i v e  a nd h e a t- i n a c t i v a t e d  

e n z y m e  s y s t em s f a n  a n a e r o b i c  m e c h a n i s m  o f  au r on e  f o rm a t i o n  

f r om c ha l c o n e  e x i s t e d i n  c o n t r a s t  t o  t h e  a l t e r n a t i ve p a th w ay 

t h r o u g h  Y 1 a nd Y
2 

o f  t h e  a e r o b i c  r ea c t i on .  

( e ) E f f e c t  o f  a d d i t i v e s . T h e  e ,· f e c t s  of t h e  p r e s e n c e  

l h  t h e  r e a c t i o n m i x t u r e  o f  c e r t a i n  add i t i ve s  o n  t h e  f o rm a t -

i o n  o f  Y 1 a n d  Y 2 w e r e  b r i e f l y  i n v e s t i g a t e d  w i th r e s u l t s  a s  
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i n d i c a t e C:  b e l o w . T h e  r e a c t i on m i x t u r e  c o n t a i n e d :  ch a l c o n e  

( 1 . 8 .AJ m o l e s ) , g a r b a n z 'l e n z y m e  ( <J 5 u n i t s ) , h y d r o g e n p e r o x i d e 

( 8  ...... -u rn o l es ) a nd a d d i t i v e ( s e e  b e.l O Lv ) i n  4 rn l t o t a l v o l u me o f  

0 . 0 5 M t r i s  b u f f e r  p H  8 . 5 ,  a t  r o o m  t e mp e r a t u r e .  A d d i t i v e 

was  c o m b i n e d  w i th  e n z y me i n  b u f f e r  a n d  t h e n , a f t e r  2 m 1 n u t e s ,  

c h a l c o n e  w a s  a d d e d  f o l l o w e d  by  h y d r � g e n  p e rox i d e  t o  c a m-

p l e t e  t he s y s t em . A f t e r  i n cu b a t i o n ,  t h e b u f f e r  w a s  a c i d i -

f i e d  t o  p H  7 . 5  p r i o r  t o  e x t r a c t i o n o P  t h e  p ro du c t s  i nt o  

e t h e r . E x t r a c t i on a t  t h i s  p H  e ns u r e d  t h a t  0 Y  com p o und s w e r e  

v i r t u a l l v a b s e n t  o n  t h e  2 - D  c h r o ma t c g r ams of p r o d u c t s . 

W h e n t h e  r e d o g e n i c  d o no �s h y d r o � u i n o n e  an d ca t e c h o l  

w e r e  s e pa r a t 8 l y  a d d e d t o  t h e  r e a c t i on  sy s t e m  a b o v e  a t  a 

f i n a l  co n c e n t r a t i on o f  1 m M , p r o d u c t  c h r oma t o g rams s h o w e d  

t h a t  c o mp l e t e  i n h i b i t i o n o f  Y
1 

a n d  v2 a n d  D C  f o r m a t i o n  h a d  

o c cu r r e d  d u r i n g  t h e  1 0  m i n u t e  i n cu b at i o n  p e r i o d . D o n o r  

co n c e n t r at i o ns  o f  D . 5  and  D . 2 m M  p e r rn i t t e d  s m a l l  a rno u n t s  o f  

b o t h  v 1 a n d  v2 a n d  D C  to  b e  f or m e d ; i n  t h e  c a s e  o f  h y d r o -

q u i n o n e  t h e  r e a c t i on w a s  no t i c e a b l y  m o r e e x t e ns i v e . H o w e v e r , 

Y 1 a n d  v 2 f or ma t i o n w a s  a l w a y s  m u c h  r e d u c ed  c o m p a r e d  w i t h  

t ha t  o b s e r v e d  i n t h e  c o n t r o l  r ea c t i o n w h i ch ,  i n  t h e  a b s e n c e  

o f  a n y  a d d i t i v e , w e n t  t o  com� l e t i o n . 

M e r c ap t o e t h a n o l  a n d  d i t h i o t h r s i t o l  e a c h  h a d  a 

s i m i l a r e f f e ct  o n  t h e r e a c t i on a t  a f i na l  c o n c e n t rat i o n  c f  

1 m M . P r o d u c t  c h r o m a t o g r ams  f o r a 5 m i n u t e  i n c u b a t i o n  t i m e  

w e r e  v e r y  s i m i l ar i n  p a t t e r n  t o  t ho s e o r i g i n a l l y  o b s e r v e d  

w h e n  c h a l c o n e  w a s  i n c u b at e d wi t h  c r u d e  c e l l - f r ee g ar b a n z o  

e n z y m e  i n  t h e a b s e n c e  o f  a d d e d  h y d r o g en  p e r o x i d e . T h u s  Y 1 

a n d  v2 w e r e  p r e s e n t  i n  l ow a m o u n t  an d D C  was  a b s e n t . F u r t h e r , 

m u c h  c h a l c o n e  w a s  r e c o v e r e d  u n cha n g e d  o n  a c c o u n t  o f  t h e  

r e a c t i o lr b e i n g  s t r o n g l y . i nh i b i t e d . D e s p i t e  t he a b s e n c e  o f  
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D C  o n  t h e s e  c h r o M a t o g r a ms , f o rma t i on  of  D C  p r e c u r s o r s  

p r o b a b l y o c c u r r e d s i n c e  a n u mb e r  o f  u n k n o w n  b a c k :;:J r f1 u n d 

s p o t s  w e r e  p r e s e n t , � r 8 s u m a b l y  as a c o n s e q u e n c e  of  c h em i c a l  

r e a c t i o n  a t  t h e  p r e c u r s o r  l ev e l  w i t h  t h e  t h i o l s . T h u s  

th e r e  W d S  c o ns i d e r e d  t o  b o  n o  o e f i n i t e  e v i d e n c e  i n  t h o s e  

r e s u l t s f o r  t h e  s e p a r a t i o n of  t h e  Y 1 a n d  v2 - a n d  0Y 1 a n d  

0Y2 - f o r m i n g  e n z y m e  r e R c t i o n s . T h e  e x t ent  o f  r ea c t i o n 

p r e v i ou � l y  m eas u r e d  s p e c t r o p h o t o me t r i c a l l y  i n  t h e  p r e s e n c e  

o f  l o w c o n c e n t r a t i o ns o f  m e r c a p t o e t h ano l ( s e c t i o n  2 8 - 1 D ) 

was  f u r t h 8 r  i nd i � e c t  e v i d e n c e  f o �  t h e p r e s u m e d  f o r m at i o n 

o f  D C  p r e c u r s o r s  i n  a d d i t i o n t o  Y 1 a n d  Y2 . 

W h i 1 e s o d i u m d i e t h y l d i t h i o c a r b ama t e  s t ro n g l y  i n

h i b i t e d t h e  r e a c t i o n  o f  c h a l c c n e  o v e r a l l ,  a s i g n i f i c a n t  

e f f e c t  o n  p r o d u c t  d i s t r i b u t i o n b e t w ee n  1 1 p l u s  Y2 a n d  D C  

w a s  n ot e d  o n  t h e  c h romat o g r a ms , nam e l y  a pr o p o r t i o na t e  

i n c r e a s e  i n  Y 1 a n d  v2 f o r mat i o n . T h e  l e v e l s o f  Y 1 a n d  Y 2 

ob s e r v e d  w e r e  i n  e x c e s s  o f  ( p ro b a b l y  at  l e a s t  d ou b l e ) t h o s e 

f o r  t h e  c o nt r o l  r e a c t i o n  d e s p i t e  m u c h  cha l co ne b e i n g  r e

co v e r e d  u n c h an g e d  a f t e r  a n  i n c u b a t i o n  t i me wh i ch  e x t e n d e d  

t o  2 5  m i n u t e s . 

F i na l l y , t h e  o v e r a l l r ea c t i on o f  c ha l co n e  was  i n

h i b i t e d  v e r y  s t r o n g l y  b y  ma n ga n o u s  i o n ( 1  m�  f i n a l  c o n 

c e n t r a t i o n )  du ":' i n g  i n cu b a t i o n fnr  5 n: i n u t es a n d  t he l e v e l s 

o f  v 1 A n d  YL. w e r e  m u c h  l o w e r  t h a n  i n  t h e  c o n t r o l s . U s e  

o f  c u p r i c  i o n  i n  a n  i de n t i ca l  man n e r  t o  man g a n o u s  i o n 

a l s o i n h i b i t e d  t h e  o v e r a l l  r e a c t i on  s omewha t , w i t h  a n  

a q u i v a l e n t  e f f 5 c t  o n  t h e  l e v e l s  o f  v 1 a n d  Y2 • 

( f ) P r o  mo t o r ( s ) o f  Y 1 a n d  Y 2 f c 1.' mat  i o n  i n c e 1 1 - f r e e  

..9_§,r b a n z o e n z v me', T h e  c a o a c i t y  of  s up e r n a t a n t  of  b o i l e d  

g a r b � n z o  c e l l - f r e e  e n zy m e  ( b o i l e d  s u p e r n a t an t ) t o  p ro m u t cl  
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Y 1 a r. d Y 2 f o r 11 1 at i o n , w h i  l e  a. l s o i n h i  b i t i n g 0 C f G r lil a t i o n 

a n d  t h e r e by s p a r i n g c h a l c o n e , has  b e e n  m e n t i on e d  e ar l i e r 

( s e c t i o n 2 A- 2 ) i n  r e l a t i o n to  t h e s y s t e m  i n  w h i c h  g a r b a n z o  

e n z y m e , p 3r t i a l l y  p u r i f i e d  b y  pr e ci p i t a t i on , w a s  i n c u b a t e d  

w i t h  c h a l c o n e  i n  t h e  ab s e n c e  o f  a d ded  h y d r og e n  p e r o x i d e . 

T h i s a c t i v i t y i n  t h e  b o i J. e d su p e r n at a n t  w as f u r t h e r  i n v e s t i 

ga t e d  b r i e f l y i n  a s e r i e s o f  f r a c t i onat i o n  e x p e r i me n t s  

w h i c h  d emo n s t r a t e d t h a t  t h e  c o m p o u nd ( s ) r e s p o ns i b l e  w a s  

h i g h l y  w a t B r  s o l u b l e ,  p r o bab l y n o n - i o n i c an d n o n  e x t r a c t

ab l e  b y  o r ga n i c  s o l v en t s  su ch  a s  e t he r  and  e t h y l  a c e t a t e . 

S i n c e  i t  was  a p p a r e n t l y  v al i d  t ha t  t h e  Y 1 a n d  Y2 - p r o m o t i n g 

a c t i v i t y of i n t e r es t  w a s  c a us a l l y  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  i n

h i b i t i on o f  c h a l c o n e  c o n s u iT'pt i 'J I 1 , f ra c t i o ns p r e pa r e d  f ro m  

bo i l e d  su p e � n at a n t  w e r 3  c o n v e n i e n t l y  a s s ay e d  o n  t h e b as i s  

o f  t h e i r  c a p a c i t y  t o  i n h i b i t c h a l co ne  c o n s u m p t i o n . T h e  

a s s a y  r e a c t i o n  m i x t u r e  c o n t a i n e d  t h e  m i n i mu m  o f  h y d r og en 

p e r o x i d e n e e d e d  f or t h e  r e a c t i o n  t o  go  t o  c omp l e t i o n i n  t h e  

abs e n c e  o f  a n y  i n hi b i t i o n . W h e n a l i q u o t s  o f  t h e  f ra c t i ons  

from  b o i l e d  s u p e r n at a n t  were  a d j e d , a n y  s i g n i f i c an t  i r , h i b i 

t i o n  was  t h e n  r e a d i l y  d e t e c t e d  v i s u al l y  by p e r s i s t en c e o f  

t h e  c ha l c on e c o l o u r  a f t e r  a r e a ct i on t i me o f  a f ew m i n u t e s . 

T h i s  a s s ay p � o � e du r e  j n d i c a t e d  t h a t  the  a c t i v i t y w a s  n o t  

e x t r a c t e d  i n t o  e t he r  o r  e t h y l a c e t a t e  f r om p H  7 . 5  t r i s  

b u f f e r s o l u t i o n �  e i t h e r d i r e c t l y  o r  a f t e r  a c i d i f i c a t i o n . 

F o l l ow i n g  c h r o mat o g r a p h y i n  5% H A  of  a s a mp l e  o f  b o i l e d 

s u p e r n a t a n t  w h i c h h ad  b e en e v a p o r a t e d  t o  d r y n ess , t h e 

a c t i v i t y  w a s  d e t e c t e d  i n  t he h e av i l y  c o n t am i n a t e d  z o ne a t  

t h e  s o l v e n t  f r o n t . P r e l i m i na r y  r u ns i n d i ca t e d  t ha t  t h e  

a c t i v i t y p a s s e d  d i r e c t l y  t h r o u gh c o l u m n s  o f  b o t h a n i o n a nd  

c a t i o n e x c h a n g e  r e s i n s . A l l a v i d e n c e  i n di c a t e d  t h a t  t h e  
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a c t i v 8  c o m p o u n ci ( s )  p o s s e s s e d  p r o p e r t i e s c h a ,� a c t e r l s -L i c 

o f  s i m p l e s u g a r s . 

2 C- 3  S t u d i e s  o n  f l a v o n o l f o r m a t i o n  

P r e l i m i na r y  w o r k  h� d 8 S l. a b l i s h e d  t h a t  p r �cu r s o r 3  

o f f 1 a v ·o no  1 , p r e s e n  t i n t h e Y ' s p o t s o n  2 - D c h r o m a t  o g r a m s , 

w e r e  f o r m e d i n  t h e  e n z y m i c r e act i o n o f  c ha l c o n e  ( s e c t i o n  

2 A- 1 1 ) .  T h e s e  p r e c u r s o r s  w e r e  co n s i d e r e d  t o  b e  t h �  s o u r c e  

o f  r e c o v e r e d  f l a v o n o l , j u s t  a s  v 1 a n d  v 2 w e r e  t h e  s ou r c e  

o f  a u r o n e  i n  th e a e r o b i c r e a c t i or, . T h e  p r e s e n c e  o f  t h e  

d i h y d r o f l a v o n o l , g a r b a n zo l , a s  a n  e x p e c + e d  p r e c u r s o r  o f  

f l a v o n o l  w a s  no t n o t e d  o n  c h r om a t o g rams . T h i s c o m p o u n d  

w o u l d  b e  c l e ar l y  r e s o l v e d  f r o m  t h e  Y '  s p ot s  u n d e r  t h e  2 - D  

c h r o 1n a t o g r a p h i c  c o n d i t i o ns  u s e d  ( 1 9 ) .  

F u r t h e r  w o r k  on  t h e  p r e c u rs o r s  o f  f l a v o n o l  w h i c h  

o c c u r r e d  i n  t h e Y '  s p o t s  c ame  t o  a s a t i s f act o r y  c o n c l u s i o n 

f r om a b i o c h e m i c a l  v i e w p o i n t w h e n  i t  w a s  d i s c o v er e d  ( s e e  

b e l ow )  t h at  t h e s e  p r e c u r s o r s  w e r e  i n  f a c t  t he s a m e  0Y 

co m p o u n ds w h i c h  g a v e  r i s e  to D C . M e a s u r eme n t  o f  t h e  v a r i ou s  

s ma l l am o u n t s  o f  f l a vo n o l  w h i ch w e r e  fo r me d  o n  p r o d u c t  

c h r c ma t u g r ams  u n d e r  t h e  n o rm a l  c o n d i ti o n s o f  r e a c t i o n  a n d  

e xt r a c t i on was  t h e r e f o r e  o f  no b i o c h em i ca l  s i gn i f i c an c e . 

a s  O C . 

( a ) 0 Y ,1 a n  d 0 Y 2 as  p r 8 c L l  r s o r  s o f  f 1 a v o no  l as  w e l l 

T h e  e f f e c t i v e  t r a n s fo r ma t i o n  o f  0Y c o m po u n d s  i n t o  

D C  u p on t r e a t m e n t  w i t h  a l ow c o n c e n t ra t i o n  o f  a l k a l i  w a s  

r e c o r d e d e a r l i e r ( s e c t i o n 2 A - 8 ) , H ow e v e r , i n  a mor e e x-

� e n s i v e i n v es t i g at i o n ,  i t  w a s  d i s c o v er e d  t h at t h e a l k a l i 

c o n c e n t r a t i on e x e r t e d  a p r o f o u n d  e f f e ct  o n  t h e  t r a n s fo r ma t -

i o n o f  t h e  0 Y  c o m p o u n d s . Th u s , a s  t h e  a l k a l i  con c en t r at i o n 

i n c r E a  s e d , t he e s t ab l i s h e d p r o  d u c t at 1 o w a 1 k a l i c o n c en  t �· 21 t i o n s 



7 8 . 

D C ,  g r a o ua l l y g a v e  way  t o  a not h er p r u d u c t , w h i c h  w a �  

i � e n t i f i e d  a s  f l a vo n o l  ( s g e  E x p e r i me � t a l ) . F i gu r e  3 1  

s h o w s  t he q u a n t i t at i v e  r e l a t i o n s h i p b e t w e e n  t h e s e  m u t u a l l y 

e x c l u s i v e t r a n s f ormat i o n  p r od u c t s  a s  q f u nc t i o n o f  t h e  

c o n c e n t r b t i � n o f  t h e  aq u e o u s  a l k a l i tc  w h i c h  a s t a n d a r d  

m i x t u r e  a n d  a m o u n t  o f  0Y  c o m p o u n ds w as a d d e d  ( s Ee [ Y p e r i 

m e n t a l  f o r  t h e  p r ep ar at i o n o f  0 Y  c ompou n d s  i n  b u l k ) . T h e  

r e c o v e r y  of  O C  and  f l av o n o l  c o m b i n e d ,  c o r r e s p on d e d  o n  

a v e r a g e  t o  a b o u t  7 5% o f  t ha t  a m o u n t  of  D C  w h i c h w a s  

s p e c t r o p h o t o m e t r i c a l l y  m e a s u r e d  as  e q u i v a l e nt t o  t h e  q u a n t -

i t y o f  0Y comp o u n ds t r a n s f o r m e d . W h e r 1 a l l o w a n c e  w a s  m a d e  

f o r  t h e  l o s s e s  n o t e d  i n  s e p a rat e ma� i p L1 l a t i o ns  i nv o l v i n g  

t h e  p r o d u c t s , t h i s  r e c o v e r y  w a s  i n  a g r e em ent  w i t h  D C  and  

f l a v o n o l b e i n g t h e  o n l y  q u an t i t at i v e l y s i g n i f i c a n t  p r o d u ct E  

o f  t r a n s f o rmat i o n i n  a l k a l i , a c o n c l u s i o n w h i c h w a s  s u b -

s t a nt i a t e d  o n  2 - D  c h r o m a t o g r a p h i c e x ami n a t i o 11 o f  a p or t i o n  

o f  e a c h  o f  t h e  p r o d u c t  m i x t u r e s . S p e c t r o p h ot o m e t r i c  e x am

i na t i o n  of  t he cru d e  p r o d u c t  of t r a ns for mat i on of 0Y c o m

p ou n rl s  t hr o ugh ou t  t h e  a l k a l i  c o n c e nt rat i o n  r a r 1 g e  s h o w e d  P 

g r a d u a l  c h an g e  f rom  a n  D C  s p e c t ru m  t o  t h a t  of  f l a v o n o l , 

t h r o u g h  a ran g e  o f  o b v i o u s l y  c o m p o s i t e  s p e c t r a  ( s e e  

E x p e r i me n t a l ,  F i gu r e  6 3  fo r r e f e � e n c e  s o e ct r u m  o f  f l a v o n o l ) . 

F r o m  t h e  q u a n t i t a t i v e  a s pe c t s  o f  p ro du c t  f o rma t i on i t  w a s  

i mm e d i a t e l y  c l e a r  ( F i gu r e  3 1 ) t r a t  b o t h  0Y 1 a n d  0Y2 w e r e  

t ra n s f o r m e d  i n  a p a r a l l e l  m a n n e r  i n  a l k a l i .  

D i r e ct c o m p a r i s o n  o f  t h e  t r a n s f o r ma t i on o f  t h es e t w o  

. c om p o u n d s  b y  r e p e t i t i o n o f  t h e  a b o v e  e x p e r i m e n t  w i t h  s e p a r a t e  

s a m p l e s  o f  0v 1 a n d  0Y2 ( s e e  E xp e r i me n t al f o r  m e th o d  o f  

p r e p a r a t i o n ) ,  w i t h i n  a s o me w h a t  c u r t a i l e d p H  r a n g e , d e mon 

s t r a t e d  c o n v i n ci n g l y  ( F i gu r e  32 ) t h a t  f o r  a ny g i v e n  p H  w i t h i n  



C o m p s t i t i v e  f o r ma t i o n o f  D C  a n d  f l a v o n o l  f r o m  0Y  c o m p o u n ds  
a s  a f u n c t i o n of  t h o  c o n c e n t r a t i o n  of  a l k a l i .  
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Concentration of alkal i ,  N 

I n  t h e a l k a l i  t r a n s f o rma t i o n ,  a n  a l i q u o t  o f  a n  e n z y m e  
p r o du c t  m i x t u r e o f  0 Y  c o m p o u n d s , di s s o l v e d  i n  8 5% E t D H  
( 1 D D /Ul ,  e q u i v a l e n t  t o  3 5 0 /Ug o f  D C ) , w a s  a d d e d  w i t h  
r a p i d  m i x i n g  t o  3 . 9  m l  o f  f r e s h l y  p r e p a r e d  N a D H , ( f i n a l  
con c e n t r at i o n  g i v e n  i n  F i gu r e )  a t  r o om t emp e r at u r e . 
A f t e r  3 D  s e c o n ds , t h e s o l u t i on was a c i d i f i e d  w i t h  a m i n i 

mum  o f  H C 1 a nd t h e n  e t h e r  e x t r a c t e d  ( 2  x 5 m l ) .  P ro du c t  
r e c o v e r e d f ro m  t h e  c omb i n e d  e t h � r  e x t r a ct w a s  e x am i n e d  
ch r o ma t o g ra p h i c a l l y  f o r  e a c h  s amp l e .  D C  a n d  f l av o n o l  w er e  
s e p a r a t e d  b y  1 - D  c h r o ma t o gra p h y  o f  a p o r t i o n  o f  e a c h  
p r o d u c t  m i x t u r e  i n  B eA W . T h e  q u a n t i t i e s  me as u r e d  s p e c t r o 
p ho t o m et r i ca l l y  o n  e l u t i o n  o f  t h e s e  p r o d u c t s  i n  8 5% E t O H  
w e r e  u s e d , u n co r r e c t e d  f o r  l os s es w h i ch wo u l d  h a v e  b e e n  
s i m i l a r f o r  a l l  s amp l e s ,  i n  t h e  p r e p a r a t i o n o f  t h e F i g� r e .  



F i o u r e  3 2  

Comp a r i s o n  o f  t h e t r ans f o r ma t i o n o f  �Y 1 a nd  �Y2 i n  a r a n g e  

c f  a : k a l i c o n c e n t r at i o n s  i n  r e l at i o n  t o  t h e  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  a n d  f l a vo n o l . 
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Concentrat ion of al kal i ,  N 

I n  t h e  t r a n s fo r m a t i on r e a c t i o n , t he c hr o m at o g r a p h i c a l l y 

p r e p a r e d �y c o m p ou n d  ( i n 5 0 /U l  8 5% E t D H  a n d e q u i v a l e nt 

t o  1 1 6 /l.! g o f  D C ) was  t r ea t e d  a s  d e t a i l e d  i n  F i gu r e  3 1  

f o r  t h e m i x t u r e  o f  �y compou n d s , u s i ng o n l y  t he l ow er 

c o n c e n t r a t i o n s  o f  a l k a l i  g i v en i n  t h e  F i gu r e . A t  t h e  

l ow e s t  a l k a l i  c on c e nt r a t i o n , 2 m i n u t es e l ap s e d  b e t o r e t h e  

s o l u t i on w a s  � c i d i f i e d . A s  b e f o r e , p r o d u c t s  w e r e  e s t i m a t e d  

s p e c t r o p h o t om e t r i cal l y  f o l low i n g  c h r o ma t o g r a p h i c s e p a r a t i on . 
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t h e  r a n g e , 0v 1 g a v e r i s e  t o  f l a v o n o l  i n  � P l a t i v e l �  g r e a t e r 

q c an t i t y  t h an  d i d  0v2 . A s  r e q u i r e d  b y  t h e  r e s u l t f o r  t h e  

m i x t u r e  o f  0Y · c o m p o u n d s , h o w e v e � , t h e O C  a n d  f l av o n o l  

p r o d u r: t s w e r e  a l vJ ay s  mu t u a l l y  e x c l u s :i ': e a n d  t h e r e f o r e  t h e  

o s s e n t i a ::.. d i f f e r e n c e  appa r e nt i n  b e h a v i o u r  o l"  yi Y .1 a n d  )6· v 2 

w a s  t h e m o r e  f a ci l e  r e a c t i o n o f  l h e  f o r m e r . 

T h e  f o r m a t i o n  o f  D C  and  f l a v o n o l fro m 0Y c o m p o u n d s  

w a s s h o wn t o  b e  b y  m u t u a l l y  e Y c l u s i v e  r o u t e s  r a t he r  t h a n  b y  

a s e q u e n t i a l  o n e  t h r o u g h  D C  a s  a n  i n t e rm e d i a t e ,  i n  a n  e x

p e r i me n t  w h i c h  i n v e s t i g at e d  t h e  e f f e c t o f  mak i n g  a t w o -

s t a g e  a d d i t i o n o f  t h e  t ot a l a l k s l i . I n  t h e f i r s t  s t a g e ,  

t h e  m i n i mu m  a l k a l i  r e q u i r e d  f o r  t h e  t r ans fo r m a t i on o f  0 Y  

c o m p o u n d s  e s s e n t i a l l y  t o  D C  was  a d j e d .  A f t e r  t w o  m i n u t e s 

at  t h i s  l ow a l ka l i  c o n c e n t r at i o n , t h e  s e c o n d  s t a g e  a d d i t 

i o n o f  a l k a l i was m a d e  t o  a c h i e v e a ran g e  o f  f i n a l  c on ce n -

t ra t i o n s  a s  b e f o r e . I s o l a t i o n  an d est i mat i o 11 o f  t h e  p r o -

d u c t s  b y  t h e  u s u a l  p r o c e du r e s  s h o w e d  t hat  t h e r e  h a d  b e e n  

l i t t l e e f f e c t o f  t he s e c o n d  s t a g e  a d d i t i on o f  a l k a l i  s i n c e  

i n  a � l  s a m p l e s D C  w a s  t h e  ma j o r  a n d  f l av on o l  t h e  m i n o r  c n m

p o n en t . 

( b ) E f f e ct o f  c upr i c  i o n o n  f l a vo no l f o rmat i o n . I t  

h a s  a l r e a d y  b e e n  o b s e r v e d  t h at i n  t h e  p r e s e n c e  o f  a d de d 

c up r i c  i o ns t h e  e n z y m i c  r ea c t i o n  w a s i n h i b i t e d  ( Ta b l e 4 ) . 

I n  a s e p a r a t e s t u d y  i n  wh i c h  t h r  r e ac t i o n  p r o d u ct s  r a t h e r  

t ha n  r a t e s  w e r e  m o n i t o r e d , c h r o m a t o g ra p h i c  e v i d e n c e  f o r  a 

s t r o n g ,  a pp a r e n t l y  s p e c i f i c ,  i n h i b i t i on o f  f l G v o n o l  f o r ma t 

i on wa s o b s e r v e d  w h e n  c op p e r w as p r e s en t  i n  t h e e n z y m i c  

r e ac t i o n m i x t u r e . F o r  examp l e ,  f l a vo n o l  w a s  v i r tu a l l y  

a b s e n t  o n  2 - D  c h r o ma t o g r a ms o f  p r o du c t s  w h e n  c u p r i c  i o n at  

a f i n a l c o n c e n t r at i o n  o f  1 m M  w a s  i n c l ud e d  in  th e r ea c t i o n 
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:n i x t u r e  ( g 1  v e n  i n  s e c t i o n  2 l. - '2 ( e ) ) a n d  t ! 1 e  ;: n o d u c � s  

e x t r a c t e d  f r om b u f f e r a c i d i f i e d  t o  p H  7 . 5 .  S i n c e  t h e  

co n d i t i o n s  c f · p r o d u c t  e x t r a c t i o n e n su r e d  v i r t u a l l y  n o  

p r e cu r s ors  o f  f l a vo n o l  a n d  D C  p e rs � s t e d  t o  a p p e a r  o n  p r o du c t 

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

f l a v o n o l  p r e c u r s o r  a n d  t h e r e f o r e f l a v o n o l  f o r m a t i o n . T h i s 

r e s u l t  was  o b t a i n e d b e f o r e  t h e  f l av o n o l  p r e c u r s o r s  w e r e  

k n o w n  t o  b e  t h e  0Y c o m p ou n d s . S i n c e  t h e  p r o d u ct ch r o m a t o 

g r a m s  d i s p l ay e d  a p r o m i n e n t  D C  s p o t , t h e  e x i s t e � c e  o f  

c o m m o n  f l a vo n o l  a n d  D C  p r e cu r s o r s  was  n o t  a t  a l l  e v i d e n t , 

i n  f a c t  t h e  s u p e r f i c i a l i n d i c q t i o n s  w e r e  o f  d i st i n c t p r e-

c u r s o r s  r o r  t h e s e  two  c o m p o u n d s . � o we v e r , w h e n  t h e  amo u � t  

o f  D C  p r o d u c t  o n  c h r o m a t o g rams  w a s  m ea s u r e d s p e c t r o p h o t o 

m e t r i c a l l y i t  w a s  f ou n d  t ha t  t h e  y i e � d  i n  t e rms  o f  c h al c o n 8  

c o n s u m e d  w a s  m u c h  r e d u c e d  w h e n  c o p p e r  w a s  p r e s e n t  i n  t h e  

e n z y m i c  r e a c t i o n  mi x t u r e . T h u s , t he w i d e r  e f f e c t  o f  c o p p e r , 

b ey o n d  t h e  v i s u a l l y  ob v i o u s s u p p r e s s i o n o f  f l a v o n o l  w a s  

r e c o g n i s e d . S u b s e q u ent  s t u d i e s  ( s e e  b e l o� ) r e v e a l e d  t h at  

i n  t �e p r e s e n c e  o f  c o p p er the  e n zy m i c r e a ct i o n p r o d u ct s , 

t h e  0Y c o mp ou n ds , u nd e r w e n t  e x t ens i ve c h em i c a l  d e g r a da t i o n . 

T h i s p os t - e nz y mat i c  c he m i cal  e f f e c t  w a s  f o u n d  t o  b e  r e s 

p on s i b l e  f o r  t h e  o r i g i na l l y o b s e r v e d  c h � omat o g r a p h i c  p r o d u c t  

p a t t e r n i n  w h i c h  f l a v on o l  was  v i r t u a l l y  a b s e nt and  t h e  

q u an t i t y o f  t h s  s t i l l  p r o mi n e n t  D C  mu c h · r e d u c e d . H en c e t h e  

e ff e ct o f  a d d e d  c u p r i c  i on w a 3  e x t e n d e d  i n  t h i s  d i r e ct i o n 

b e y o n d  s i m p l e  i n h i b i t i on o f  t h e  r e a c t i o n r at e . 

E v i d e n c e  t h a t a d d e d  c o p p e r  c au s e d  d e s t r u c t i o n  o f  t h e 

0Y c o m p o u n d s  f i rst  came  f r om a 2 - D  c h r o m a t o g r ap h i c e xa m i na t 

i o n o f  t h e  p r o d u c t s o f  a n  e n z y m i r  r ea c t i o n w h i ch w a s  r u n  i n  

t h e  p r E s e n c e  o f  a h i gh t o n c en t r at i o n o f  c o p p e r . T hu s  t h e  
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p r o du c t  e xt r a c t e d  d i r e c t l y  a t  p H  2 - 3 f o l l ow i n g  t h A  e r, z y m i c  

r e  a c t i o n o f  c h a  1 c o n e  ( 1 . 8 /'U m o 1 e s ) at  p H  8 . 0 i n  t he p r e s e n c e  

o f  a d d e d  cu p r i c  i on ( 5 m iYl  f i n a l  c o n  c e n t r a t i  0 11 )  w a s  f o u n d  

t o  c o n t a i �  n e i t h e r 0 Y  c o m p o u n d s  n o r  f l a v o n o l  a n d  o n l y  t r a c E s  

o f  D C . N o r m a l l y th e p r o d u c t  wou l d  h a v e  b e en o b s er v e d  

c hr o m a t o g r a p h i c a l l y  a s  p r e do m i n a n t l y t h e  Y '  s p o t s  ( 0Y com-

p o u n d s  ma i n l y ) under  the  c o n d i t i o n s  e mp l o y e d . I n s t ea d , 

ma n y  b a c k g r o u n d  s p o t s  we r e  p r e s e n t ,  i n  a g r e e m e n t  w i t h  t h s  
� 

p r o p o s e d  e x t ens i v e  c o p p e r - p romot e d  b r e ak d ow n  o f  t h e  u s u a l  

e n z y m i c r e a c t i o n p r o d u c t
·
. T h i s  r e su l t  s h ow e d  t ha t  b o t h  

0Y 1 a n d  0v2 , i �  f o r me d  a s  e x p e c t e d  i n  t h e  e n z y m i c  r e a r. t i o n ,  

h a d  b e e n  d e s t r oy e d i n  t h e  p r e s e n c e  o f  c o p p e r . 

T h e  c o n t en t i o n t h a t  0Y compo u n ds w e r e  s t i l l  f o rm e d  

n or m a l l y  i n  t h a  e n z y mi c r e a c t i on i n  t h e  p r e s e n c e  of c o p p e r  

a n d  t ha t  t h e i r  a b s e n c e i n  e x t r a c t e d  p r o d u ct w a s  d u e  t o  a 

s u b s e q u e n t  c o p per- p r omot e d  d e s t r uc t i on w as s u p p o r t e d  b y  

t h e  r e su l t s o f  t h e f o l l o w i n g  e x p e r i m e n t  w h i c h  d i r e c t l y  

i n v e s t i g a t e d  t h e  c h e m i c a l  d e st ru c t i o n o f  0Y c o mp o u n ds i n  

t h e  p r e s e n c e  o f  c o p p e r . I n  c h i s . e xp e r i ment  0Y  c o mp o u n d s  

w h i c h  h a d  b e en r e c o v e r e d  f r om a l a r g e  s c a l e  e n zy m i c  r e a c t i on  

w e r e  i n cu b a t ed w i t h  a d d e d  co p p e r  in  0 . 0 5 M t r i s b u f f er pH  8 , 0 .  

T h e  i n cu b at i on mi x t u r e  i n  4 m l  t o t a l  v o l ume  c o n t a i ne d  0Y 

c o� p ou n d s  f o r m e d  f r o m 0 . 5  mg c h a l c o n E  ( a d d e d  i n  0 . 1  ml 8 5% 

e t  h a  n o  1 ) a n d  c ·J p r i c i o n  ( a s  0 • 2 M C u S 0 4 i n w a t  e r  ) a t  a ·� ' i n a 1 

c o n � e n t ra t i o n  o f  1 , 3 o r  5 m M . A c o n t r o l  m i x t u r e  ha d c o p p e r  

o m i t t e d . E a c h  r e a ct i on m i x t u r e  was  i n cu bat e d  f o r  1 0  m i n u t e s  

a t  � o om t e mp e rat u r e . T h e n  t h e  u n c h a n g e d  0Y c o mp ou n d s  p r es en t  

w e r e  s t ab i l i s e d  f o r  e xt r a c t i o n  a n d  c h r o� a t o g r a p h y  b y  t r a ns -

f o r ma t i o n to  D C ,  p r e d omi n a n t l y , w i t h  a mi n i m u m  a d d i t i o n  c f  

a l k a l i  ( 5 0� 1 o f  2 . 5  N N a O H  p er s am p l e ) . E a c h  s am p l e  w a s  
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t h e n  a c i d i f i e d ( 1 SD /U l  of 1 . 4 4  N H C 1 ) t w o  m i n u t e s  l at e r  

and  e t h er e xt r a c t e d . F r o m  t h e  2 - D  ch r o mat o g r a ,ns o f  t he 

e t h e r - e x t r a c t e d  c o m p o u n ds i t  w a s  c l e ar t h a t  t h e  p r e s en c e  

o f  co p p e r  d u r i n g  t h e i n cu b at i o n a t  p H  8 h a d  r e s u l t e d  i n  a n  

a c c e l e r a t e d  d e s t r u c t i on o f  0Y c o m p o u n ds s i n c e  i n  th os e 

cas 8s  t h e r e  was  a v e r y  mark e d  d e c r e a s e  i n  t h e  a m o u n t  o f  

D C  r e c o v e r e d  2 n d  h e n c e  i n  th e 0Y c o mp o u n d s  r em a i n i n g  at 

t h e  e n d  o f  t h e  i n c u b a t i o n . T h e  e x t en t  of  d e s t r uc t i o n  o f  

0Y c o m p o u n d s  i n cr e a s e d  w i t h  i n c r e a s i n g  c cp p e r  co n c e n t r a t i on . 

T h e  a m o u n t  o f  f l a v o n o l  � e co ve r e d ,  a l r e ady  l ow i n  t h e c o n 

t r o l  b y  v i r t u e  o f  t h e  c o n t r o l l e d a l k a l i  t r a n s f o r m a t i o n ,  

d e c r e as e d  g r a d u a l l y  as t h e c o p p e r  c o n c e nt ra t i o n  i n c r e as e d  

t o  b e c ome  a l m o s t  n o t h i n g  at  t h e  h i g h e s t  c o p p er l e v e l . T h i s 

mo r e  i n t e n s e  d e c r e a s e  i n  f l a v o n o l  t h an  i n  D C  r e c o v e ry was  

mo s t  n ot i c e ab l e  and  c o n s i s t e n t . A con t r i b u t i n g cau s e  w a s  

u n d o u b t e d l y  t h e e f f e ct  w h i ch t h e  p r es e r. c e  of  i n c r e a s i n g  

amo u n t s  o f  c op p e r  h a d  on t h e  p H  a t t a i ne d  w h en a f i x e d  

amo u n t  o f  a l k a l i  w a s  a d d e d  a f t e r  t h e  i ncu b a t i on  t o  t r an s f or m 

r e s i d u a l  ,0Y  c o m p o u n ds . T hus  t L e  f i na l  p H  VJOu l d  ha v e  u e e n  

l ow e r  t h e  h i g h e r  t h e  con c en t r at i o n o f  c o p p e r  p r e s en t  a n d  

t h i s  w o u l d  f a v o u r  D C  f o rmat i on a t  th e e xp e n s e  o f  f l a vo n o l  

f o r ma t i o n i n  t h e  t r an s f or m a t i o n  o f  0Y co mpo u n d s  ( F i gu r e  3 1 ) .  

An  i n d e p e n d e n t  c h e ck o f  t he v a l i d i t y of  t h i s  l ow e r i n g  o f  p H  

was  t h .3 g r e a t e r  p e r s i s t en c e  o f  Y 1 ·a n d  v 2  n o t e d  i n  t h e p r o d uc t s  

o f  t ra n s f o r ma t i o n s  a t  t he h i � h er co p p er con c e n t r at i o n s . 

H o w e v e r , t h e  p H  a t t a i n e d  w as a l wny s a d e q u a t e l y  h i g h  t o  e n

s u r e  e f f i c i e n t  and  c o m p l et e  t r a n s fo r ma t i on  o f  t h e  r emai n i n g  

0Y c om p o u n ds . A n  a d d i t i on a l  e � p l anat i on  f o r  t h i s  s t r o n g  a n d  

a t  t i me s  a b s o l u t e  s u p p r e s s i on o f  f l av o n o l  f o r mat i o n  i n  t h e  

c o u r s e o f  t r a n s f o r ma t i o n  o f  0Y c o m p ou n ds i n  t he p r e s e n c e  o f  
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c o p p e r  i s  c o n s i d e r e d  i n  t h e  D i s c u s s i o n . 

A f u r t h e r  e xp e r i me n t  i n d i c a t e d  t h at  a p ro du c t  o f  

t h e  e x t en s i v e c o p p e r - p r o m o t e d  d es t ru c t i o n  of  0Y  c o m p o u n ds 

d e m o n s t r a t e d  i n  t h e  f o r e g o i n g  i n v es t i g a t i o n s  wa s p - hy d r o x y 

b en z a l d e hy d e . H e r e  t h e  e n zy m i c r e a ct i o n  w as ru n i n  t h e  

p r e s e n c e  o f  i n c r e as i n g  �m o u n t s  o f  a d d e d  cu p r i c i o n ( D . 5  -

4 . D mM f i n a l  c o n c e n t r a t i o n ) t o  ens u r e  � �  i n c r ea s i n g  a m o u n t  

o f  p r o du c t  d e s t ru ct i on .  T h e  e x t e n t  o f  t hi s  w as a ga i n  

a s s e s s e d  by  a l k a l i  t r an s f o r mat i on o f  t h e  r e s i d u a l  0Y c om

p ou n ds to  D C  w h i c h  w as i s o l at e d  a n d  e s t i ma t e d . T a b l e 5 

s h o w s  t h e  r e s u l t s  o f  s p e c t r o p h o t o me t r i c  e s t i m a t i o n s  o f  

p - h y d r oxy b e n z a l d e hy d e  a n d  D C  r e co v e r e d  f r o m  t h e  p r o d u c t  

c h r omat o g r a ms i n  r e l a t i on to  t h e  con c en t r a t i o n  o f  c u p r i =  

i on a d d e d  t o  t h e  r e a c t i o n  m i x t u r e . D e t a i l s  o f  t he r e a c t i o n  

m i x tu r e s  a r e  g i v e n  w i t h  t h e  T a b l e . T he i n c r e a s e  i n  p - h y d r o xy �  

b e n z a l d e h y d e  a s  t h e  d e s t r u ct i o n  o f  t h e  0 Y  c o m p o u n d s  i n

c r e a s e d  ( d e cr ea s e  i n  D C  r e c ov e r e d ) s u g g e s t e d  t h i s  w a s  o n e  

c o m p ou n d  f o rm e d  a s  a co n s e q u e n c e  o f  t he c op p e r - p r o mot e d  

d e s t ru c t i o n . T h e  i n i t i a l l y  l o w  l e v e l  o f  f l a v o n o l  r e c o v 5 r e d  

w a s  c o m p l e t e l y  s u p p r e s s e d w h e n  t h e  c o n c e n t r at i o n  o f  a d d e d  

c u p r i c  i on e x c e e d e d  3 m M .  I de n t i f i ca t i o n  o f  p - h y d r ox y 

b e n z a l d e h y d e  r es t e d  on  a c o m p a r i s o n  o f  u . v .  sp e ct r a l  a n d  

c h r om a t og r a p h i c p r o p e r t i e s  o f  e l u t e d  a n d  r e f e r e n c e  s a mp l e s . 

( c ) T h l:::l po s s i b i l i ty o f  J i hyd r o f l 3 V o n o l b e i ng a 

f l a v o n o l  p r e c u rs o r . D e s p i t e  t h e  f i n d i n g s  d e s c r i b e d  2 b o v e  

o n  t h e  o r i g i n  o f  f l a vo n o l  i n  t he p e r o x i d a s e - c a t a l y s e d  sy s t e m ,  

i t  r e ma i n e d  o f  i nt e r e s t  t o  i n v e s t i g a t e  t h e p o s s i b i l i t y  o f  a 

p e r o x i d a s e - c a t c l y s e d  r e a c t i o n  o f  t h e  d i h y d r o f l a v o n o l , g a r b an 

z o l , t o  a l s o  f o r m  f l avo n o l  u n d e r  t h e  c on d i t i o n s  o p t i mu m  f o r 

c h a l co r 1 e r e a c t i o n . l h u s , g a r b a n z o l  w as f o u n d  n o t  t o  
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T a b l e 5 

[ f f e ct  o f  a � d i t i o n o f  c u p r i c i o n t o  t h s  e n z y m i c 

r e a c t i o n m i x t u r e o n  t h e c h r o mat o g ra p h i c  r e c o v e r 

i s s 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  

2 + 
C o m p o u n d  F i. n a l  co n c e n t r a t i o n  o f  Cu  a d d e d  ( mfYl ) 

r e c o v e r e d  (AJ ;) ) 0 0 . 5  1 . 0 2 . 0 3 . 0  4 . 0  

p - h y d r o x y -

b e n z a l d e h y d e  2 . 7 2 5 . 2  2 9 . 3  3 1 . 2 3 5 . 8  36 . 7  

D C  2 3 9  1 7 8 1 5 5 9 9  76 5 9  

T h e  r 8 a c t i o n  m i x t u ;:- e  c o n t a i n e d  cha l c o r 1 e  ( 1 , 8 /U mo l e s ) , 

H R  P e n z y me ( 6 u n i t s ) , cu p r i c i o n  ( a s  0 , 2 �1 C u S  0 4 , s e e  a lJ o v e ) 
a n d  h y d r o g e n  p e r o x i d e ( 4 /U m o l e s ) i n  4 n1 l t o t a l  v o l u m e  0 . 0 5 

fYl t r i s  b u f f e r  p H  8 . 0 .  I n c u b at i o n  was  f o r  1 5  m i n u t es a t  

r o o m  t em p e r a t u r e  ( 6 m i n u t e s  f o r  r e a c t i o n  w i t h  c u p r i c  i o n 

o m i tt e d ) i n  w h i c h  t i m e  t h e c h a l c o n e  c o n s u m p t i o n w a s  c o mp l e t e . 

A l k a l i ,  ( 5 0 /U l 2 . 5 N N a D H ) w as a d d e d  a fl d  t h e n 2 m i n u t e s 

l a t e r , a c i d ( 1 5 0 /U l  1 . 4 4  N H C1 ) ,  p r i o r  t o  e t h e r  e x t r a c t i o n 

a n d  2 - D  c h r om a t o g ra p hy o f  t h e  p ro d u c t s . 

. 



84 . 

f u n c t i on  a s  a hy dro g e n  d o n o r  i n  t he p e r o x i d a t i c  r e a c t i o n 

a t  p H  8 .  T h e  r e a c t i o n m i x t u r e  co n t a i n e d  gar b a n z o l  

( 0 . 0 9/U m o l e ) , H R P  e n z y me ( 5 0 u n i ts ) 21nd  h y dro g e n  p e r o x j_ d e  

( 0 . 5 /U mo l e )  i n  2 m l  t o t 2 l  v o l u me  o f  0 . 0 5 M t r i s  b u f f e r  p H  

8 0 t t 2 5 0 . . , emp e r a u � e  D u r i n g t he i n c u bat i o n t i m e  o f  s e v-

e r a l. m i n u t es , the  s p e c t r u m  of  ga r b a n z o l  i n  bu f f e r  ( s i r:� .i. l a r  

t o  t h at  o f  t h e  i n i t i a l p r o d u c t  of t h e  c h a l c on e  r e a c t i o n , 

F i g u r e  1 7 ) r em a i n e d  u n c ha n g e d . E x t r act i o n o f  t he n e u t r a -
o 

l i s e d  r e ac t i o n · m i x tu r e  w i t h  e t h e r  r e c o v 3 r e d  u n c h a n g e d  

g a r b a nz o l  a s  d e t e r m i n e d b y  subs e � u e n t  2 - D  c h r o m a t o g r a p hy . 

A d d i t i o n o f  g2 : b a n z o l  to t he c h al c o n e  r e a c t i on s y s t em w a s  

f o u n d  t o  i n d u c e  a l a g  p ha s e  i n  t h e  r e a c t i on a n d  c au s e  a 

d e c r e a s e  i n  t h e  m a x i mum  r R t e  o f  c h a l co n e  co n s u m p t i o n . T h e  

r e a c t i o n  m i x t u r e  t o  w h i ch g a r ban z o l  w a s  a d d e d  c o n t a i n e d  

c h a l c o n e  ( 0 , 06 5/U mo l e ) ,  H R P  e n z y m e  ( 0 . 1  u ni t )  a n d  h y dr o g e n  

p er o x i d e  ( 0 , 5/U mo l e )  i n  2 m l  t o t a l  v o l u m e  o f  0 . 0 5 t r i s  

b u f f e r  p H  B . O .  A d d i t i o n s  o f  g a r b a n z o l  ( p r i o r  t o  h y d ro g en 

p e r o x i d e ) o f  0 . 02 2 , 0 . 0 44 , 0 . 06 6  a n d  0 . 0 8 8 /U mo l e  r e du c e d  

ma x i mL m  r e a c t i on  r a t e  t o  7 1 , 5 5 , 4 2  a n d  35%  r e s p e c t i v e l y  

o f  t he c o nt r o l  r a t e  i n  t h e a b s e n c e  o f  g a r b a n z o l . E x t r a c t -

i on o f  t h e  r e a c t i o n  mi x t u r e s  as  b e f o r e  ( du p l i c a t e s  c omb i n e d  

p r i o r  t o  e x t r a c t i o n ) f o l l ow e d  b y  2 - D  c h ro ma t o g r a p hy o f  t h e 

p r o d u c t s  s ho w e d  u n c h a n g e d  g a r b an z o l t o  b e  p r e s en t  i n  a l l 

c as e s . E l u t i o n  a n d  u . v .  a b s o r b an ce m eas u r e m e n t  i n d i ca t � d  

b e t tH e e n  5 0  a n d  6 5% o f  t h e  i n i t i a l l y  a d d e d  g a r b a n z o l W 3 S  

r e c ov e r e d .  T h e s e  r e s u l t s  i n d i c at e d  g a r b a n z o l  i s  n o t  a 

p r e G u r s o r  of  f l a v o n o l  i n  t hi s p e r o x i d a s e - c a t a l y s e d  s y s t e m . 

( d )  O c c u r r e n c e  o f  a d d i t i o n a l  f l a v o n o l -pr o d u c i ng 

s u b s t a n c e s  i n  t r a c e  amou n t s . S i g n s  o f  t h e  e x i s t en c e  o f  

p r e c u r s o rs o f  f l a v o n o l  o t h e r t ha n  t h e  w e l l - es t a b l i s h e d  0Y 
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c o m p o u n d s  w e r e r e p e a t e d l y  n o t e d  o n  r e- i n s p e c t i o n  o f  2 - D  

c h r o ma t o g r ams  of  e n z y m e  r e a c t i o n  p r o du c t  af t e r  s e � e r a l  

d a y s  i n  s t o r a g e . A f t e r t h i s  t i m e  t ra c e s  o f  f l a v on o l  w e r e  

d e t e c t e d  i n  u . v .  l i g h t  b y  t h e  a p p e a r a n c e  o f  c h a r a c t e r i s t i c  

f l u o r e s c e n c e  i n  u p  to t h r e e  s p o t s  on  Th e c h r o m a t o g r a m , 

l o c a t e d a s  d e p i c t e d  i n  F i g u r e  3 3 . T h i s  d e l a y e d  a p p e a � a n c e  

w a s  t ak e n  a s  e v i d en c e  f o r  t h e  e x i s t e n c e  i n  t h e  m i x t u r e s  

c h r o m at o g r a p h e d  o f  t r a c e a mo u n t s  o f  d i s t i n c t  n ew f l a v o n o l  

p r G c u r s o r s . E lu t i o n a n d  r e c h r o m a t o g r a p �y d e m on s t r a t e d  

t h a t  f l av o n o l  h a d  b e e n d � f i n i t e l y  f o r m e d  i n  e a c h  p r e cu r s o r  

s p o t . T h e  amc J n t s  o f  f l a v on o l  f o rm e d  a n d  p r e s um a b l y  t h e r e -

f o r e  a l s o  o f  t h e  p r e c u r s o r s , w e r e  v e r y  l ow ; d e t e c t i o n w a s  

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

p r e m i t t e d  r e a dy l o c a t i o n of  l e s s  t h a n  0 . 1 /U g o f  t h e  c am-

p ou n d  on  a c h r o m a t o gr a m . No  s p e c i f i c s t u dy o f  t h e  o r i g i n  

o f  t h e s e  t r a c e  p r e c u r s o r s  o f  f l a v o n o l  w a s m a d e , b u t  o n e  o r  

m o r e  o f  t h e m  w e r e  p r e s e nt a f t e r  m o s t  e x t r a c t i o n t r e a tm e n t s  

w h i c h  w e r e  a p p l i e d  to  t h e  r e a ct i o n  p r o d u c t . A l l  w e r e  p e r-

haps  t e s t  d e t e c t e d  o n  th e ona  c h r o m a t o g r a m  a f t e r  p r o d u c t  

e xt r a c t i on a t  p H  7 .  S p o t  1 o c c u r r e d  e v e n  a f t e r  e x t r a c t i o n  

a t  p H  2 - 3  a n d  a p p ea r e d  t o  b e  a b s e n t  f ro m  ma n y  a l k a l i - t r e at e d  

p r e p a r a t i o n s . H o w e v e r , f o r  t h e  s a mp l e s  on  w h i c h  F i g u r e  3 1  

w a s  b as e d ,  i t  w a s  n o t e d t h a t  a d e f i n i. t e  i nc r e a s e  i n  i n t en-

s i t y of  s p o t 2 o c cu r r e d  as  t h e  a l k a l i  c o n c e n t r at i o n  us e }  

i n  t h e  t r a n s f o r ma t i on o f  0Y c om p o u n ds i n c r e a s e d  a n d a l o n g  

w i t h  i t  t h e  y i e l d  o f  f l a v o n o l . R e c h r o ma t o g r a p hy o f  s p o t  1 

s u g � es t e d  t ha t  t h i s  p r e c u r s o r  c o u l d  g i v e  r i s e  t o  t h a t  i n  

s p o t  2 ,  i n  a d d i t i o n  t o  f l a vo n o l . P a r t i c u l a r l y  s p o t s  1 a n d  

3 w e r e  a l s o r e a d i l y o b s e r v e d  i n  t h e p ro d u c t s  w h e n  0Y  c o m-

p ou 1 1 d s , i s o l a t e d  b y  s o l v en t  e x t r a ct i on ,  w e r e  t h e n  i nc u b at e d  



F i gu re 3 3  

L o c a t i o n o f  t r a c e  f l a v o n o l - p r o d u c i n g  s u b s t a n c e s e n  

s t a n d a r d  2 - D  c h r o m a t o g r a m s  
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S p o t s  1 ,  2 and  3 a r e  t h e  t r a c e  p r e c ur s o r s  o f  f l a vo no l 

w h i c h w e r e  l o c a t e d  a f t e r  s po nt an e o u s  f or m at i o n  o f  f l a v o n o l 

h a d  o c r. u r r e d  o n  t h e s t o r e d  c h r o ma t o g r ams . S e e  f i gu re 1 0  

a n d  T a b l e  1 f o r  e x p l a n a t i o n  o f  t h e  o t he r  s y m b o l s . 
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w i t h  a d d e d  cu p r i c  i o n  i n  b u f f e r p H  B ( s e e  a b o v e ) , d e s r i t e  

t h e  m i l d  a l k a l i  t r e a t m a n t  p r i o r t o  f i na l  e x t r a c t i o n . T h e  

p o s s i b i l i t y  t ha t  t h e s e  t h r e e  p r e c u r s o r  s u b s t a n c e s  w e r e  

d e r i v e d f r o m  0 Y  c o mp o u n d s  i s  c o ;1 s i d e � e d  i n  th e D i s cu s s i o n . 

2 C- 4  E v i d en c e  f o r  ga r b a n z o l f o r m a t i o n i n  t h e  e n zym i c r�9 c t i o n  

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

t r a c e  am o u n t s  w i t h  c e l l - f r e e  e n z y m e  p r e p a r a t i o n s  f r om  g a r b -

a n z o  s e e d l i n gs  h a s  b e e n  w e l l e s t ab l i s h ed ( 1 0 , 1 4 , 1 9 ) . S i nc e  

i n  t h e p r e s en t  w o r k  a p e io x i d a s e  e n z y m e  l 1 as  b e e n  i m p l i c a t e d  

i n  t h e  f o r m at i • n  o f  v 1 a n d  v2 w h i c h a l s o  o c cu r r e d  i n  t h e  

a b o v e  c e l l - f r e e  p r ep a r a t i o ns , i t  b e c�me  o f  m u c h  i n t e r e s t  t o  

d i s c o v e r  w h e t h e r  g a r b a n z o l f o r ma t i o n  t oo c ou l d  p o s s i b l y  b e  

a c c o u n t e d  f o r  b y  p e r o x i d a s e  c a t a l y s i s ,  

T h e  a i m  o f  t h i s  i n v e s t i g at i o n w a s  s o l e l y to  o b t a i n a 

r e s u l t  w h i c h  w o u l d  p r o v i d e  a q u a l i t a t i v e  an s w e r . T w o  a p p-

r o a c h e s  w e r e  a do p t e d  t o  c h e ck t h e  i n vo l v em e n t  o f  pe r o x i d a s e  

i n  g a r b a n z o l  f o r m at i o n . F i rs t l y  a c h e ck w a s  m a d e  ! o r  g a r 

b anz o l  a s  a p r o d u c t i n  t h e  n � rmal  r e a c t i o n  c a t a l y s e d  b y  

H R P  e n z y m e  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  l 1 y d ro g e n  p e r o x i d e an d s e co n d l y , 

t h e  e f f e c t  o f  s p e c i f i c i n h i b i t i o n  o f  p B r o x i d a s e  a ct i v i t y  i n  

t h e  g ar b an z o  c e l l - f r e e  e n z y me p r e p e r at i o n  w a s  i n v e s t i g a t e d . 

T h e  r e du l t s o f  b ot h  t h e s e  l i ne s  o f  i n v e s t i g a t i o n  s u p p or t e d 

g a r b a n z o l  f o r mat i on a s  _ a  v er y  mi n or p ro du c t  o f  p e r o x i d a � · e -

c a t a l y s e d  r e a ct i o n  o f  c h a l c o n e  a n d  s t r o n g l y  s u g g es t e d  t h i s  

e n z y m e  w a s  r e s p o n s i b l e  f o r  g a r b a n z o l  fo rm a t i o n  p r e v i ou s l y  

r e c o r d e d  w i t h  c e l l - f r e e  e n z y m e  s y s t ems . 

T h e  r e a c t i o n  m i x t u re u s e d  t o  f i rs t l y  c h e ck f o r  

g a r b a n z o l  f o rm a t i o n  i n  t h e  p u r i f i e d  s y s t em c on t a i n e d  c h a l c o n e 

( c a r b o ny l -
1 4 c ) ( 0 , 9� mo l e ) , H R P  e n z y m e  ( 5 u n i t s ) a n d  hy d r o g e n  
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p e r o x i  d e ( 2 /U m o 1 e s ) i n 4 m 1 t o t a 1 v o 1 u m e  t r i s b u f f e !.' , p H 

7 . 5 .  I n  t he c o n t ro l ,  e n z y me i n  bu f f e r  w a s h e a t e d  ( 1 5  � i n 

u t e s a t  1 0 0 ° ) a n d  a l l ow e d t o  co o l  t o  r oo m  t e mp e r a t u r e  b e -

fo r e  t h e  o t h e r  co m p o n e n t s  w e r e a d d e d . A f t e r  t h e r ap i d  

r ea c t i on i n  t h e  c omp l e t e  s y s t en 1  a t. r o o m  t e m p e r a t u r e , t h e  

p r o d u c ts  w e r e  e x t r a c t e d  d i r e c t l y  i n t o  e t h er  a n d  c h r o m J -

t og r a p h e d  i n  2 - D  on  f u l l - s i z e  pap e r s , w i th c a r r i e r  g a r b an z o l  

( 5 0,./l.J g )  p r e s e n t . R a d i o au t o g ra p hy s h o w e d  t he c l e c. r l y  r B s o l v e d ,. 
g a r b a nz o l  s p ot  · t o  b e  w e ak ly  a c t i v e  i n  t h e  e n z y me r u n . 

C o u n t i n g  o f  t h e  e l u t e d  gar b a n z o l  on  p l an c he t t e s  g a v e  a c t i v -

i t i e s o f  1 2 70 3 n d  4 5 0  c p m  f o r  t h e  e n z y m e  a n d  c on t r o l  r u n s  

r e s p e c t i v e l y . S i n c e  t h e  s p e c i f i c  a c t i v t t y o f  t h e  l a b e l l e d  

c h a l c o n e  w a s  72 7 c pm}u g  ( 2 3 . 5% c o u n t i n g  e ff i c i e n cy ) t h e  

y i e l d  o f  g a r b a � z o l  w a s  v e r y  l ow a n d  t h e  p r o d u c t  w o u l d  n o t  

b e  d e t e c t e d  v i s u a l l y  o n  c h r o m a t o g rams . 

I n  t h e  s e co n d  e x p e r i m e n t  w i t h  g a r b a n z o  c e l l - f r e e  

e nz y me a n d  n o  a d d e d  h y d r og e n  p e r o x i d e , t y p i c a l  o f  t h e  c o n -

d i t i o n s  p r e vi o u s l y  u s e d  t o  o bs e r v e  g a r b a n z o l  f o r m a t i o n ,  

t h e  i � h i b i t o r s  h y d r o q u i n o n e  � n d  d i e t h y l di t h i o c a r b ama t e  

w e r e .  u s e d  s e p a r at e l y  a t  5 m M  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n . T h e  

r e a ct i o n m i x t u r e  c o n ta i n e d c e l l- f r ee e nz y me ( 4  m l ) ,  i n h i b i to r  

( 5  m M  f i n a l c o n c ent r a t i o n , i n  0 . 1  ml ) a n d  r a d i o a c t i v e  c h a l -

c o� e - ( 3 , 5  - T2 ) ( 0 . 9/Umo l e )  i n  p H  7 . 5  t r i s  b u f f e r , 5 m l  

t o t a l vo l u me . T h e  i n h i b i t o r  was  mi x e d  � i th  t he e n z yme  

b e fo r e  a d d i t i o n o f  c h al c o n e  and  t he mi x t u r e  was  i n cu b a t e d  

f o r  2 0 m i n u t e s  a t  3 7 ° . I n h i b i t or w as om i t t e d  f r o m  t h e  

c o n t r o l s  wi t h  b o t h  a c t i v e  a n d  h e a t - i n a c t i v a t e d  ( 1 5 m i n u t e s  

a t  1 0 0 ° ) e n z y m e . P r o d u c t s  w e r e  e t h e r  e xt r a c t e d  f r o m  t h e  

p H  7 . 5  b u f f e r  a f t e r  r e m o v al o f  p r o t e i n ( s e e  E x p e r i m e n t a l ) 

a nd  s u b j e c t e d  t o  2 - D  c h ro ma t o gra p hy on f u l l - s i z e  p a p e r s  i n  



t h e p r e s e n :: 8  o f  ca r r i e :c  gar b an z o l  ( 5 0/U g )  a s  p r e v i o u s l y . 

T h e  g a r b a n z o l  s p o t , c l ear l y  s e p a r a t e d  ne a r  t he Y � s p o t  

p o s i t i o n , w a s  e l u t e d  a n d  t h e  a c t i v i t y  d e t e r m i n e d b y  l i q u i d  

s c i n t i l l a t i o n  c oun t i n g . T o t a l  a c t i v i t y i n  �e g ar b a n z o l  

s p o t  w a s  c a l c u l a t e d a s  36 8 0 ,  1 5 5 ,  7 3 3  a n d  9 2  c p m  r e s p e c t -

i v e l y  f or a c t i v e  en z y me w i t h  n o  i n h i b i t o r , w i t h hy d r o q u i n o n e  

i n h i b i t o r , w i t h  d i e t hy l d i t h i o c a r b a m a t e  i n h i b i t o r ,  a n d  b o i l e d  

e nz y me w i t h  n o  i n h i b i t o r . S p e c i f i c  a ct i v i t y  o f  t h e  ch a l co ne 

was  5 . 1 3 x 1 03 c pmtu g and  t h e  c o u n t i n g e f f i c i e n c y  3 0% . 

2 D  C H A R A CT E R I S AT I O N S TUD I E S  O N  0�1 ��2 ,  D C  an d 0D C 

T h e  s tu di es  r ep o r t e d  i n  th e p r e c e d i n g  p a r t s  c o n t r i b 

u t e d  t o  t h e  d e v e l o p m e nt o f  a g e n e r a l  u n d e r s t an d i n g  o f  t h e  

r e q L J i r e m e n t s  fo r t h e e n z y m i c  r e a c t i o n  o f  cha l c o n e a n d  f or 

t h e  i s o l a t i o n o f  ma jo r p r o du c t s  e i t h e r  a s  t h e  p r e c u r s o r s  

0Y 1 a n d  0v2 o r  a s  t h e  d e r i v e d  D C .  E mp h as i s w a s t h e n  d i v e r t 

e d  f rom  b i o ch e m i ca l  to  c he m i c a l  a sp e c t s  o f  th e r e a c t i o n  t o  

p r o v i d e  i n f o r m a t i on o n  t he st r u c t u r es o f  t h e  n ew c o mp ou n d s  

p r e v i o u s l y  d e t e c t e d  o n  p r e l i mi n a r y  map p j ng  o f  t he as s o r t m ent 

o f  r e a c t i o n  p r o d u c t s . T h i s  a p p r o a c h  w as al s o  e xp e c t e d  t o  

p ro v i d e  d a t a  i n v a l u a b l e  i n  t he i nt er p r e t at i o n  o f  t h e  b i o 

c h e m i s t ry o f  t h e  r e a ct i o n  a n d  i n  t he e l u ci d i t i o n o f  i n t e r r a 

l at i on s h i p s  b et w e e n  t h e  r a n g e  o f  c o mpou n ds f o rm e d  du r i n g or  

s ub s e q u e n t  to t h e  e n z y m i c r e a ct i o n . I n  t he p r e s e n t  p a rt , 

t h e r a f or e ,  r es u l t s  o f  e f f o r t s  t o  p r e p a r e  c om p o u n d s  f or 

c h a r a c t e r i s a t i o n a r e  r e c o r d e d  f o l l ow e d  by  t h e  f i n d i n g s  o n  

t h e  p r o p e r t i e s  o f  t h e s e  c o m p o u n d s  f r o m  wh i c h  p r o p o s e d  s t r u c t 

u r e s  h a v e  b e en a d v a n c e d . 

2 D- 1 P repa r a t i o n  a n d  pu r i f i c a t i o n  o f  i nd i v i d u a l  c ompo u n ds 

( a )  D C  pr epa r at i on and  pu r i f i ca t i o n . T h e  p r e l i � i na ry 



8 9 . 

p r e p a r a t i v 8 m e t h o d  o f  D C  p r o d u ct i o n  ( s e c t i o n 2 A - 7 )  was  

d e v e l op e d ,  o f  n e c e s s i t y , b e f o r e  b i o c h e mi c a l  a n d  s p e c t r o 

p h o t o m e t r i c  s t u d i es h a d  b e en  c o ndu c t e d  t o  r e v e a l  t h e  

o x y g en r e q u i r em e n t  f o r t h e r e a c t i o n a. 11 d  t h e e x i s t e n c e  o f  

0Y c o m p ou �ds  a s  a l k a l i - l a b i l e  p r e c u r s o r s o f  O C , I mp r o v e d  

y i e l d s o f  D C  w e r e  t h e r e f o r e  s o u g h t  no t o n l y  b y  b u t, b l i n g  

a i r t h r ou g h  t h e  r e a c t i o n m i x t u r e  i n  t h e  c ou r s e  o f  i n c u b a t 

i o n  b ut a l s o b y  co n t r o l l e d a dd i t i on o f  a l k a l i i mm e d i at e l y  

t h e c ha l c one  h a d  b e e n  c o n s u m e d  i n  o r d e r  t o  m a x i � i s e  t h e  

e f f i c i e n cy o f  c o nv e r s i o n o f  0v c o m p o u n d s  t o  D C . A c i d i 

f i c a t j on  w i t h  H C 1 , 2  m i n u t es a f t e r  t h i s  a dd i t i o n o f  a l k a l i , 

p r e c e ded  r e c o v P r y  o f  t h e  DC  p r o du c t  b y  e t h e r  e x t r a ct i o n . 

F o r  a d d e d  c on v e n i e n c e , H R P  e n z y me w as n o w  u s e d  e x c l u s i v e l y  

i n  t h e p r e p a � a t i v e s c a l e  r e a c t i o ns ( s e e  E x per i m e n t a l ) .  

W i t h  t h i s  i mp r o v e d  m e t h o d , y i e l ds o f  D C ,  meas u r e d  s p e c t r o 

p h o t ome t r i c a l l y  o n  t he e t h e r - e x t r a c t e d  p rodu c t ,  w e r e  8 5  - 9 0% 

o f  t h e  c ha l co n e  c o n s umed  c ompa r e d  w i t h  7 0  - 76% f o r  t h e  

p r e l i mi n ary  m e t h o d . 

I t  w a s  d i f f i cu l t  t o  p u r i f y D C  b y  c o nv en t i o n a l  r E 

c ry s t a l l i s a t i o n b e c a u s e  o f  t h e  i n s t a b i l i ty o f  t h e  c omp o u n d . 

T h e D C  s o l i d  o bt a i n e d  f r o m  t h e  p r e p a r a t i v e r e a ct i on w a s  

f o u n d  t o  b e  b e s t  p u r i f i e d w i t h  t h e  ma x i mum r e c o v e r y  ( a b o u t  

6 0% )  b y  p r e c i p i t at i o n f r o m  a c e t o n e  s o l u t i on w h i c h  w a s  b e i n g  

c o n c e n t r at e d  u n d e r  a n  a i r  j e t  ( '> e e  E xp er i me n t a l ) .  S o l i ds 

d e p o s i t e d  w e r e  a l w a y s  i n  t h e  f o rm o f  f i ne an g u l a r  y e l l ow 

p a r t i c l es ,  n o t  c r y s t a l s . M e l t i n g w a s  n ot s h a r p ; f o r  t h e  

s p e ct r o s co p i c s a m p l e  ( s e e  s e c t i o n  2 A - 7 )  i t  b e g a n  a t  2 ?. 3° 

a n d  w as v i r t u a l l y  c o mp l e t e  a t  2 3 4 ° . 

( b )  P r epa r a t i o n and  pu r i f i ca t i o n  o f  0Y c o mpou n d s . 

A p p l i cat i o n  o f  t h e  t e ch n i q u e  w h i ch  h ad  b e e n  p r e v i o u s l y  



d e v e l u p e d  f o r s m a l l - s c a l e  s a mp l es o f  e x t L a c t i n g  0v � o m p o u n d s  

w i t h o u t  d e l a y  a f t er t he r ea c t i o n b u f f e r ha d b e e n  a c i d i f i e d  

t o  p H  2 - 3 ( s e c t i o n 2 A - 9 )  w a s  � u c c e s s f u l  w i t t 1 p r e p a r a t i v e -

s c a l e  r u n s . T h u s  t h e  r e a c t i o n was  r u n  a s  i n  D C  p r o d u c t i o n 

a b o v e , e � c e p t  t n a t  a c i d  a n d n o t  a l k a l i  w a s  a d d 2 d  i mme d i a t e l y 

t h e  r ea c t i on  w a s  o v e r  a n d  t h e  p r o d u c t ,  p r es e r v e d  as  0Y c o m 

p o u n d s , was  i mm e di at e l y  e x t r a c t e d  i nt o  e t h e r . Y i e l d s o f  

0Y  c o m p o u n ds , m e as u r e d  a s  D C  a f t er c on t r o l l e d  a l k a l i  a d d i t -

i o n t o  t h e s p e c t r o p h o t o m et r i c  s am p l es ,  ma t c h e d  t h os e  r e-

p a r t e d  a b o v e  f o r  d i r e ct i s o l a t i o n  o f  D C  f r o m t h e  s qm e  r e -

a c t i o n s y s t e m . 

T h e  h i g h  i n s t ab i l i t y  o f  t h e  0Y c om p o u n ds me a n t  t h a t  

a n  a p p r e c i a b l e  amou n t  o f  d e v e l o p m e n t  w o r k  w a s  r eq u i r e d  b e -

f o r e  s a t i s fa c t u ry p r e p a r a t i o ns  o f  t h e i n d i v i du a l  c o m p o u n d 3  

c o u l d  b e  o b t a i G e d  f r o m  t he r e a c t i c n p ro d u c t  m i xt ur e . E v e n -

t u a l l y  a p a p e r  c h r o ma t o g r ap h i c s e p a r at i o n u s i n g D . 5% a c e t i c  

a c i d  ( H A )  s o l v e n t  a t  l ow t em p e r a tu r e  ( a b o u t  4 ° ) , c oup l e d 

w i t h  s p e c i f i c  t e ch n i q u es o f  r e c o v e r y  o f  t h e  c o m p ou n ds , w a s  

d ev e l o p e d  f o r  t h e  i s o l a t i on o f  mg  amo u n t s  o f  �Y 1 a n d  0Y 2 

i n  a c c ep t a b l e  y i el d  an d a t  q u i t e  h i g h p u r i t y , c o n s i d e ri r, g  

t h e  nat u r e  o f  t h e  c o m p o u n d s  ( s e e  E x p e r i me n t a l ) .  A c e t o n e  w a s  

u s e d  t o  e l u t e  t h e  c o m p o u n ds f ro m  t h e  s t r i p s  o f  s t i l l - w e t  

c h � o m a t o g r a p h y  p ap e r . D r y i n g  o f  t h e  c h r o m a t o g r ams b e f o r 3  

e l u t i on was  a v o i d e d  s i n c e  i t  r e �u l t e d  i n  p a r t i a l  d e g ra d a t i o n 

o f  t he 0Y comp o u n d s  a n d  i mp u r2 p r e p ar at i o n s . T h e  o r ga n i c  

s o l v e n t  w a s  r em o v e d  a t  D0  f ro m  t h e  a c e t o n e  e l u a t e  a n d  t he 

s ma l l  a m o u n t  o f  a q u e o u s  ac i d i c  s o l u t i on ( w e t  c h r o m a t o 

g r a p h y - p a p e r  e l u t e d )  w h i ch r em ai n e d  w a s  b u l k e d  u p  w i t h  d i s -

t i l l e d w a t e r  i f  n e c e s s a r y  and  w a s  tw i ce e x t r a c t e d  w i t h  an  

e q u a l v o l u me  of  e t h e r . The  t o t a l  e t h e r  e x t r a c t  w a s  
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e v a p o r a t e d  a r o u n d  0 °  t o  � r o v i d e  t h e  r e c o v e r e d c o m po u n d . 

T h e  0 . 5% H A  c h r oma t o g r a p h i c  s o l v e n t  w a s  s e l e c t e d  n o t  fo r 

a n y  f e a t u r e  o f  t h G  s e p a r at i o n of  t h e  0Y c o m p o u n d s  a c h i e v e d , 

b u t  t o  s u p p l y a u t o m a t i c a l l y f rom  t h e  mo i s t  c h r o ma t o g r a p hy 

p a p e r  e l u t e d ,  s m a l l  amo u n t s  of  a c i d f o u n d  t o  b e  v i t a l  f o r  

t h e  p r e s e r vat i o n o f  t he � y  c o m p ou n d s  t h r o u gh o u t  t h e  s u p -

a r a t i o n a n d  r e c o v e r y p r o c e s s e s . I n a d eq u a t e  a c i d l e d  n o t  

o n l y  t o  a pp r e c i a b l e  s p o n t a n eo u s  D C  f o rm a t i o n  b u t  a l s o t o  
,. 

g e n e r a l  b r eak d d w n  o f  t h e  0Y c o mp o u n ds  a n d  s a m p l e  c o n t am-

i n a t i o n  a s  t he e l u a t e  w a s  m a n i p u l at e d and  t h e  r e c o v e r e d  

s a mp l e  s u b m i t l � d  t o  f u r t h e r  i n v e s t i g at i o n .  B y  t h i s m e t ho d ,  

0Y2 w as p r e p ar e d  as  a w h i t i s h  s o l i d ap p � r e n t l y  f i n e l y  

c ry s t a l l i n e ,  w h i c h  s l o w l y  d e v e l o p e d  a d e f i n i t e  y e l l ow c o l o ra -

0 t i o n o n  s t andi n g  at  0 , H ow e v e r ,  
0 

i t  k P. p t  w e l l a t  - 1 0 . F o r  

0v 1 o n  t h e ot h er ha n d , a s l i gh t l y  y e l l ow ,  g l a s s y  s o l i d  w a s  

a l wa y s o b ta i n e d  a n d  c ry s t a l l i s a t i o n n e v e r  d e v e l o p e d . 

( c ) P r epa r at i on a n d  pu r i f i ca t i o n o f  0D C .  A m e t h od 

fo r t h e  p r e p a r a t i o n o f  0D C ( s e e  E x p e r i me n t a l ) was  d i s co v er e d  

w h e n  a s o l u t i o n  o f  a r ea c t i o n  p r o d u c t  m i x t u r e  o f  0Y 1 a n d  

0Y2 i n  aq u e o u s  a c e t o n e  o r  e t h a n o l  w a s  c o n c e n t ra t e d  u n d e r  

a n  a i r  j et a n d  p l a c e d  i n  i c e  f o r  a f e w  h ou r s . T h e  w h i t e  

s o l i d  wh i c h p r e c i p i t a t e d  was  a so m ew h a t  i mp u r e  s a m p l e  o f  

0 0 C • Y i e l  d s o f  0 0 C f ro m t h i  s p r o  c e d L; r e  w e r e  l o w , b e  i n g n o  

m o r e  t h an  1 2% � f  t ha t  a m o u n t  o f  D C  e q u i v a l e n t  t o  t h e  q u L nt i t y 

o f  /V c o m p ou n ds t ak e n . I n e a r  1 i e r  w o r  k ( s e c t i on  2 A- 1 2 ) /u g 

a m o u n t s  of  t h e  s a m e  c o m p o u n d , a p r e c u r s o r  o f  D C ,  w e r e  d e t -

e c t G d  s p e c t r o p h o t om e t r i c a l l y  f o l l ow i n g  1 - D  c h r o m a t o g r a p h y  

i n  B e AW o f  a �u i t a b l y  p r e - t r e a t e d  s a m p l g  o f  � y  c o mp ou n d s . A 

p r ob l e m a s s o c i a t e d  w i t h a t t e m p t e d  p u r i f i c at i o n  o f  �D C b y  

r ep e a t e d  d e p o s i t i o n  f ro m  ho t s o l ve nt w a s  t he t en d e n cy , 
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s o m e t i m e s  v e r y  mark e d ,  f o r  t h e  c o m p o u n d  t o  b e  c o n v e r t e d  

l a r g e l y  t o  D C . E v i d e n c e  t h a t  0D C was f o r m e d  f r o m  b o t h  

0 Y 1 a n d  0 Y 2 w a s o b t a i n e d tu h e n  c h r o mat o g r a p hi c a l 1 y i s o l a t  e d 

s a m p l e s o �  t h e s e  c o m p ou n ds , wh i c h had b e e n  he l d  f o r  s ome  

0 t i me  i n  s t or a g e  o f  0 , w a r e  c h r o ma t ogra p h e d  i n  B e AW a nd  

f o und  t o  c o n t a i n  sma l l  amo u n t s  of 0D C .  

2 0- 2 S t u d i es  o n  0v 1 a n d  ii2 

( a )  D e t e ct i o n  a n d  r e s o l ut i o n o f  two f o r m s  of  0v2 • 

T h e e x i s t e n  c e o f 0 Y 2 in two c h r o mat  o g r a p h i c a 1 1  y d i s t i n c t f o r  m s 

w a s  f i r s t  o b s e r v e d  w h e n  a r e a ct i o n  p r o d�c t  mi x t u r e w a s  

c h r o mat o g r a p h e d  i rt 1 - D  i n  5 %  H A  o n  a f u l l - l en g t h  c h roma

t o g r a m . W i t h  a l ow l oa d i n g  of  0Y  compou n ds ,  e q u i v a l e n t  t o  

a b o u t  1 DD /U g  o f  D C ,  a p p l i e d  a s  a s h o r t  band  ( 2 c m ) , t h i s 

c h r omat o g r a p h y r es o l v e d  t h e  n o rn 1 a l l y  s o mewha t e l o n g a t e d ,  

u n i f o r m l y  d e n s e ,  �v2 s pot i n t o  two  di s t i n c t  b u t  p ar t i a l l y  

o v e r l a p p i n g z o n e s . H e a v i e r  l o a d i n g s  o b s c u r e d  e v i d e n c e  o f  

t h i s  s ep a r at i o n .  E v i de n c e  w as s u b s eq u e n t l y  ob t a i n e d  ( s e e  

b e l ow )  t h a t  b o t h  c h r omat o g r a p hi c compo n e nts  o f  0v2 e x � i b i t e d 

i d e n t i ca l  c h emi ca l  a n d  s p e c t r a l p r o p e r t i es .  T h e s e  f i n d i n gs 

i nd i cat e d  t h a t  s t e r e o c h em i c a l  m od i f i ca t i on s  o f  t h e  0v2 

c o mp ou r. d  ha d b e e n  c h romR t o g r a p h i ca l l y  r e s o l v e d , a c o n c l u s i o n 

w h i c h  w a s  f u r th er  s u p p o r t e d  b y  8 p t i cal  a ct i v i t y  me a s u r e m e n t s . 

T h e  fo rm o f  t he c o mp ou n d  i n  t h e  mo r e  mo b i l e  z o n e  w a s  a e s i g-

n a t e d  0v2 a a n d  t h e  o t h e r  0Y2 b .  C omp l e t e  s e p a r a t i o n  o f  t h e s e  

t w o  f o r m s  w a s  a ch i e v e d  i n  t w o  w ay s . F i rst l y , a r e a c t i o n  

p r o du c t  m i x t u r e  o f  0Y c o m p o u n d s , e q ui v a l e n t  t o  2 5 0 /U g  o f  D C ,  

w as r u n o n  a fu l l - s i z e 2 - D  c h ro mat ogram  d e v e l o p e d  w i t h t h e 

5% H A  s o l v e n t i n  b o t h  d i r e c t i o ns . On t hi s  c h r o ma t o gram , t h e  

0Y2 a an d 0Y 2 b f o rm s  a p p e a r e d  a s  c on t i g uo us s p o t s .  S e c o r. d l y , 
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fu l l - l e n g t h  1 - D  c h r o ma t o g ra p h y  o f  f u r t h e r  p c r t i o n s  o f  t h e  

s am e  m i x t u r e , a r p l i e d  a s  s ep a r at e  2 c m  l o n g  b a n ds , i n  0 . 5% 

H A  s o l v e n t  at  4 °  f o r  1 6  h ou r s  ( so l v ent  h a d  r u n  o f f  f o r  a t  

l e ast  1 0  ho u r s ) , a l so e f f e c t i v e l y  3 G p ar3t e d  t h e  t w o  f o rm s . 

N o  ev i d o n c e  o f  any  s e par a t i o n  o f  th e 0v 1 c o m p o n e n t  i r1 t o 

t wo f o r m s  was  e v er o b s e r v e d . 

( b )  Opt i c a l  a ct i v i ty o f  t h e  0Y co�o u n ds . W h i l e  

n o t  o n l y  t h e m i x tu r e  of 0v 1 a n d  �Y2 w� i c h co n s t i t u t e d  t he 

e n z y m i c r e a c t i o n p r o du c t  b u t  a l s o  �Y 1 a n d  �Y2 as  g e n e ra l l y  

i s o l a t e d w e r e  f o u n d  t o  b e  v i r t u a l l y  o pt i c a l l y  i n a c t i v e , t h e  

0Y2 a a n d  0Y2 b f o rm s  o f  0v2 w e r e  h o w e ver  o pt i c a l l y  a c t i v e ,  

t he f o r m e r  b e i n g  d e x t ro r o t a t o r y  a n d  th e l at t e r  l e v o r o t a t c r y  

a t  t h e w a v e l e 1 1 g t h  o f  th e s o d i u m  D l i n e . T r a n s f o r ma t i o n  o f  

t h e s e  f o rm s  t o  D C  w i th  a l k a l i  r e s u J t ed i n  t he l o s s  o f  t h i s  

o p t i c a l  a c t i v i t y . 

P r e p ar a t i v e  c h roma t o g r a p hy of  t h e r e a ct i o n p r o d u c t  

i n  0 . 5% H A  ( s e c t i o n  2 D- 1 ( b )  ) s e p a r at e d 0v 1 a n d  0v2 a s  

e x p e c t e d ,  b ut i n  t h e b a n d  o f  t h e  l at t e r  c ompo u n d  t h e  t wo 

com p o n e n t  f o rm s  w e r e  not  v i sual l y  r es o l v e d  o n  a c co u n t  o f  the  

h i gh l oa d i n g . H o w e v er , s o m e  r e s o l u t i o n had  o c c u r r e d ,  s i n c e  

t h e  b an d  o n  b e i ng h a l v e d  i nt o  h i g h e r  a n d  l ow e r  R f p o rt i o n s , 

p r o v i d e d  s e p a r at e e l u a t e s  w h i c h  w e r e  f o und  t o  p os s e s s  o p t i c a l  

a ct i v i t y i n d : ca t i v e  o f  a n  e n r i c h e d  0Y2 a a n d  0Y2 b c o n t e n t  

r e s p e c t i v e l y . R e p ea t e d  p r e p ar a ;. i v e  c hro :na t o g r a p h y  o f  e a c h 

of  th es e e l u a t es  g ra dua l l y e n �a n c e d  t he o p t i c a l  p u r i ty o f  

t h e  p r e d o m i nan t f orm  i n  t h e  r em a i n i ng s a mp l e  a s  i n d i c a t e d  

i n  T a b l e  6 ,  T h e  m i nor  qu a nt i t i es o f  t h e  o t h er f o r m  w� i c h  

s e p a r a t e d  o n  r e c h r o m a t o g r a p h y w e r e a l way s d i s car d e d  on  

a c c o u n t of  d i m i n i s h e d  c h e m ic a l  p � r i t y . L i m i tat i o n s  w er e  

i mp o s e d  o n  t h e  e x t e n t  of t h i s  c h r o m a t o g r ap h i c  p u r i f i c a t i o n 



Tab l e  6 

O p t i c a l  ac t i v i t y  o f  0Y2 

S p e c i f i c  r o t a t i o ns , [ � ] 0 , w i t h  p r o g r e s s i v e  c h r o ma t o g r a p h i c  

r e s o l u t i o n o f  0v2 a a n d  0Y 2 b f o rms  

S p e c i f i c  r o t a t i o n  [o< J D 
C o m p o u n d  a f t e r  c h roma t o g r a p h i c  p u r i f i c a t i o n  s t e p 

a n d  f G r m  1 2 3 4 

0v 2 a ( + ) 7 2 ° ( + ) 1 7 0 ° ( + ) 1 92 ° ( + ) 2 4 1 ° 

0Y2 b ( - ) 1 4 3 ° ( - ) 1 9 5 ° ( - ) 2 2 4 ° 
-

E n z y m i c r e a c t i o n p r o d u c t  c on s t i t u t e d  t h e  mi x t ur e o r i g i na l l y  

c h r o mat o g r a p h e d  i n  0 . 5% H A . S e e  t e xt f or d e t a i l s  o f  t h e 
o r i g i n  o f  0v2 a a n d  0Y2 b s amp l e s . I n  th e s e co n d  a n d  t h i r d  
p u r i f i ca t i o n s , c h r om a t o g r ams  w e re  r u n  f o r  5 h ou r s  ( f u l l 
l e n g t h  d e v e l o p m e n t , n o  so l v e n t  ru n - o f f ) b u t  i n  t h e  f o u r t h  
p u r i f i c a t i o n , d e v e l op ment  w a s  e x t e n d e d  t o  1 6  h o u r s  t o  r e 
m o v e  t h e  l a s t  o f  t h e  0Y2 b f o r m  f r o m  t h e  0Y2 a p r e p a r at i o n . 
1Yl e a s u r e 11: e n t  o f  t h e q u ant i t y  o f  0Y c o m p ou n d  w a s  b a s e d  o n  
t h e Q C  c o nt en t o f  t h e  s a mp l e , det e rm i n e d  s p e c t r o p h o t o - · 

m e t r i c a l l y  u p o n  a l k a l. i  t r a n s f o rmat i o n  ( s ee E x p er i m e n t a l ) . 
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b y  t h e  l u s s e s o f  c o m p o u n d  i n  e a c h  cy c l e  a r . d  b y  t h e  d j  f f i c u l t y  

i �  a v o i d i n g  a n  i n c r e a s e  � n  i m p u r i t i e s w h i c h c o - c h r o m a t o -

g r a p h e d  me r e  p ar t i c u l a r l y w i t h ·t h e  0Y 2 a f o r m . f1 n a l y t i c a l  

· 1  - D c �; r o ma t o g r a p h  y i n d i cat  e d t h at  t h P  f i n a 1 s a m p 1 e s o f  

0v 2 a a n d  0Y2 b f o rms  w e r e  e a ch  e s s en t i 3 l l y f r e B  o f  t h e  o t h e r  

f o r m . T h u s  t h e f i n a l l y o b s e r v e d  s p 8 c i f i c r o t a t i o n s w s r e 

a s s u m e d  t o  r e p r e s e n t  t h o s e  f o r  t h e  o p t i c a l l y  p u r e  f o rms , 

w i t h i n  t h e l i m i t s  o f  c h em i ca l p u r i ty  i m p os e d  b y  t h e  nat u r e  

o f  t h e  co m p ou nd . T h e s e  r e s u l t s ,  t o g e t h e r  w i t h  t h e c h e m i c a l 

a n d  s p e c t r 3 1  e v i d e n c e  ( s e e  b e l ow )  t h us c ha r a c t e r i s e d  0Y2 a 

a n d  p Y2 b a s  ena n t i o m e r s  o f  0v2 . 

E l u t i o n  of  t h e  b a n d  o f  0Y 1 o b t a i n e d o n  i n i t i a l  

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

o r  i n  s e p a r a t e  h al v es o n  a n  R f b a s i s ,  a s  i n  t h e cas e o f  

0v2 c o m p o u n d ,  fa i l e d  t o  u n c o v e r  s i g n i f i c an t  o p t i c a l  a c t 1 v i t y 

i n  t h e  c om p ou n d . S u c c e s s f u l  r e c h roma t o g r a p hy w a s  e f f i c 

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

c o- c h r o m a t o grap h e d  w i t h  0v 1 • 

( c )  A b s e n c e  of  i n t e r con v e r s i o n o f  0Y compo u n ds . 

P r e l i m i n a r y  w� rk  i n d i ca t e d  t h a t  0v 1 a n d  0v2 d i d n o t  i n t e r

c o n v e r t  i n  t he c o u r s e o f  e l u t i o n a n d  r e c h r o m a t o g ra p hy i n  

5% H A  s o l v en t . O f  e q u a l i nt e r e s t  w a s  t h e  p o s s i b i l i t y o f  

i n t e r c o n v e r s i o n  o f  t h e  c o m p o u n ds i n  O . G 5 M t r i s b u f f er p �  

8 . 0 ;  � h a t  i s ,  u n d e r  en z y m i c  r e a c t i on con d i t i o ns . S amp l e s  

o f  0Y 1 a n d  o f  0Y2 ( as t h e  �Y2 a f o r m ) w e r e  d i s s o l v e d  i n  

t h i s  b u f f e r  a t  r o o m  t e mp e r a t u r e  and  4 m l  s am p l es ,  w h i c h  

c on ta i n e d  i n i t i a l l y 0Y c o m p o u n d  e q u i v a l ent  t o  a b o u t  2 0 0 /U g  

o f  D C ,  . w e r e w i t h d rawn  a t  v a r i ous  i n t e r v a l s u p  t o  3 0  m i n u t e s 

l a t e r , a c i d i f i e d  t o  p H  2 - 3 and  e t h e r  e x t r a c t e d  i n  p r e p 

a ra t i o f l  fo r f u l l - l e n g t h  1 - D  c n r o ma t og raphy  i n  5% H A . T h i s 
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d ev e l o p e d  c h r o ma t o g r am ,  w hen  dry , sh ow ed  no e v i d e n c e o f  

a ny i n t e r c o nv e r s i o n  of 0v 1 and  0Y2 o r  o f  0Y2 a t o  th e 0Y2 b 

f o r m . T h e  e f f e c t  o f  t h i s  i n cu b at i o n  o f  0Y c o m p o u n d s  i n  

_p H 8 b u f f e r  h a d  b e e n  to  p r o mo t e t he g r a d u a l  c o nv e r s i on t o  

a n u m b e r  o f  c o m p o u n ds i n c l u d i n g  t h e  k n own  p r o d u c t  D C .  I n  

t h e  a b s e n c e  o f  a r 1 y  d e t e ct a b l e  i n t e r c o n v e r s i o n  t h e � e f o r e ,  

0v 1 , 0Y2 a a n d 0Y2 b can  a l l b e  c o n s i d e r e d  e qu a l l y l i k e l y  

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

( d )  P r o p o r t i o n s o f  �y co m p o u n ds f o r m e d  i n  t h e 

e n zym i c  r e a ct i on . U s i n g  1 - D  c h r oma t o g r a p hy i n  0 . 5% H A  a n d  

a l l  o f  t h e  t e ch n i q u es r e qu i r e d  t o  e n s u r e  r e c o v e r y  o f  t he 

c ompou n d s  at  t h e  b e s t  p o s s i b l e  p ur i t y , � h e  p r o p o r t i o n s  o f  

0Y c o m p o u n d s  w e r e  d e t e r m i n e d  i n  t h e  p ro d u c t s  o f  a s e r i e s  

o f  e n z y m i c r e a c t i o n s  ( T a b l e  7 ) . E ac h  s amp l e  o f  p r o du c t  
0 was  t w i c e  c h r o m a t o g r a p h e d  at 4 ; o n  on e o c cas i u n  f o r 5 

h o u r s  to s e p a r at e 0v 1 a n d  0Y2 a n d  o n  t h e o t he r f o r  1 6 h o u r s  

t o  s e p a r a t e  t h e  l at t e r  c o m p o u n d  i n t o  i t s  0Y2 a a n d  0Y2 b f o rms . 

I n  t hi s s e p a r at i o n , 0Y1 was  l ar g e l y  l o st  i n  t h e  s o l v e n t  r u n -

o f f . C o m p o u n d s  w e r e  q � i ck l y v i s u a l i s e d o n  th e w e t  c h r oma-

t o g r � m s  by  m i n i ma l  u . v . i r r a d i at i o n ( t o  d e v e l o p  a b l u e  

f l u o r e s c e n c e  i n  t he l o c at i o n o f  t � e  o r i g i na l l y  i n v i s i b l e  

s po t s - s e e  E x p e r i m e n t a l )  a nd t he m a rk e d  s p o t  a r e a s  w e r e  

e x c i s e d  i mm e di a t e l y  a n d  e l ut e d  f o r  3 0  m i n u t es i �  s ta n da r d 

vo l u m e s  o f  8 5% e t ha no l : R el a t i ve q uan t i t i e s  o f  t h e  Cu�p o u n d s  

w e r e  o b t a i n e d  d i r e c t l y  f r o m  t h e  a b s o rban c e  r e a d i n g s  a t  2 7 5  

n m , t h e  c o m mon  w ave l en gt h  o f  t h e  a b s o r p t i on max i mu m . T h i s  

w as p o ss i b l e  s i n c e  E 1
1 % v a l u e s  a t  t h i s  w a v e l e n g th  w e r e  a l l  cm  

p r a c t i ca l l y  t h e  same  ( s e e  E x p e r i me nt a l ) on  t h e b as i s  o f  

s p e c t r o p h o t om e t r i c  me a s u r em e n t  o f  t h e  a b s o r b a n c e  o f  e 8 s h  0 Y  

c omp o u n d  a t  2 7 5  n m  a n d  o f  th e d 8r i v e d  D C  a t  32 5 n m . 
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P r o po r t i o � s  o f  0Y c o � p o u n ds i n  en z y m i c r e a c t i o � p ro d u c t 

- ----�---------�------- ----.--- ---- -�-- --- ------------------------

1\l o • I R e a c t i o n I p H 

A d d G d  
c ha l co n e  
(/\.JmO 1 es ) 

E n z y m e  P r o p o r t .i. o ns i n  P r o d u c t s  

1------�------- -----------+---------+-------------+---------------- 1 

1 8 , 0  

2 8 . 0  

3 7 . 0  

4 7 . 0  

5 8 . 0  

6 8 . 0  

7 7 . 0  

8 7 . 0 

1 • 8 

1 . 8 

1 . 8 

1 • 8 

3 . 6 

3 . 6 

3 . 6 

3 . 6  

H R P  0 . 8 5 1 . 3 0  

0 .  8 1  1 . 3 0 

H R P  0 , 8 0 0 . 92 

c o . c. o 0 . 94 

H R P 0 .  8 1  1 • 1 2 

c 0 . 6 0  1 • 1 3 

H R P  1 • u o  0 . 9 3 

c 0 , 6 9  0 . 9 3 

L-----L---------�----------�--------�------------�----------------

X C a r b a n z o  e n z y me  

R e a c t i o n  m i x tu r es co n ta i n e d ,  i n  a t o t a l  vo l um e  of  4 ml  of  
0 . 0 5 m t r i s  bu f fe r  ( p H a s  a b o v e ) ,  c ha l cone  ( g i v e n  a b o v e ) , 
e n z y m e , ( H R P  34  u n i t s , g a r b a n z o  6 6  u n i t s )  a n d  H2 0 2 
( 2/"U m o l e s  w i t h  H R P  a n d  1 /U mo l e  w i t h  g a r b an z o  e n z y m e ) . 
R e a c t i o n  t i me w a s  3 m i n u t e s  B t  r o o m  t em p e r a t u r e  a n d  t h e  
h i g h e �  c ha l co n e  c o n ce n t r a t i on w a s  a e r at e d  d u r i n g  t h i s  t i me . 
P r o d u l ' t s  w e r e  s x t r a c t e d  w i t h  e t h e r  a f t £" r  a c i d i f i c at i o n o f  
t h e  r e a c t i on m e d i u m  t o  p H  2- 3 . A p p r e c i ab l e  r e s i d u a l  
c ha l c o n e  w a s  r e cov e r e d  f r om r u ns n u m b e r  7 a n d 8 .  
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T h e s e  r es u l t s s ho w e d t hat  whi l e  s ome v a r i a t i o r. 

w as p os s i b l e ,  t h e r e  w a s  no  g r ea t  p r e p o n d e r a n c e  o f  e i t h e r  

0v 1 or 0v2 i i l t h e  r e a ct i o n  pr o du c t  u n d e r  g e n e r a l l y  t y p i c a l  

r e a c t i on c o n d i t i o n s . How e v er , i t  w as ap p a r e n t l y  u s u a l  f o r  

a sma l l  b u t  d e f i n i t e  e x c e s s  o f  0V L  t o  b e  f oun d .  F o r  0v2 , 

t h e  two  f o r ms  0Y2 a a n d  0Y2 b w e r e  q u i t e  c l o s e l y  b a l a n c � d , 

w i t h  r e act i on c o n d i t i o n s , ch i e f l y p H ,  i n f l u e n c i n g  t h e  

p r e p o n d e r a n c e  o f  o n e  o r  o t h e r  o f  t h e s e e n a n t i o mers . 
V 

( e ) R a t� s  o f  t r a n s format i o n  o f  0Y comp o u n d s  t o  D C  

u n d e r  a l k a l i n e  co n d i t i o ns . I n  t h e  p H  9 - 1 1  r an g e  wh e r e  

D C  w a s  t h e  o n l 1  s i gn i f i c a nt t r ans f o rma t i o n  p r o d u ct , t h e  

r a t e s  o f  t r ans f o r mat i o n o f  0Y compounds  c o u l d  b e  c o n v e n -

i E n t l y  d e t e r mi � e d  s p e c t r o p ho t o me t r i c a l l y  b y  mo n i t o r i n g  t h e  

a p p e a r a n c e  o f  � C  an i o n a t  375  n m  and  3 8 D  n m  a t  p H  8 , 9  and  

p H  a b ou t  1 1 , r e s p e c t i v e l y  ( Ta b l e 8 ) . T h e  r a t e s  o f  D C  f o rm

a t i o n  were  t hus  g r e at er  f o r  �Y 1 t h an f or 0Y2 and  b o t h  f o �ms 

o f  t he l a t t e r  d i s p l a y e d s i m i l ar r at e s . B e l ow p H  8 , 9  t h e  

� y  c om p ou n d s  n o t  o n l y  t r a ns f o r m ed m o r e  s l ow l y  b u t  a l s o g a v e  

r i s e  t o  e x t r a n e ou s  p r od u c t s 1 n  s i gn i f i c ant  q ua nt i t i e s 

w h i ch d i s t o r t e d  t h e  u . v .  s p e c t r u m  o f  t h e  t ra n s f or m a t i o n  

p ro du c t . A b o v e  p H  1 1 , t h e  r a t e  o f  t ra n s f o r mat i on i n c r e a s e d  

r ap i d l y  an d a t  p H  1 2  w a s  t o o  f a s t  t o  me a s u r e ,  I n  a dd i t i o n , 

a t  p H  · 1 2 s i gn i f i ca n t  a mo un t s  o f  f l a v o n o l w e r e  f o rm e d  p a r t 

i cu l a r l y  f ro m  �: h e  0v 1 s am p l e  an d t h e  r a t e  o f  p r o d u c t  

a p p e a r an c e  co u J. d  n o  l on g e r  b e  mo n i to r ed m ean i ng fu l l y a t  

a n y  o n e  w av e l en gt h .  

(f ) P r o du c t  d i s t r i b u ti o n  f ro m  s epa r a t e  0v2 f o r ms 

t r e a t E d  w i t h  al k a l i .  F o r  0Y 1 and  0v2 , t h e  c om p a r a t i v e  d i s 

t r i b u t i on o f  p r o d u c t  b e t w e en D C  an d f l a v on o l  as a f u n c t i o ; 1  

o f  t h e  a l k a l i  c o n c e n t r a t i o n  a t  w h i ch  t h e t r an s f o r m a t i o n  
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Ma x i mu m  r a t e s  o f  f o rmat i o n o f  D C  f r o m  0Y c o mp o u n d s  
i n  a l k a l i n e b u f f e rs  

B u f f e r  R a t e s  o f  D C  f o rm a t i on (.,-'t.l g /m i n )  f r om : 

m e d i u rr. 0Y 1 0Y" a 0Y2 b 

D . D 5 m t r i s  4 .  ::? 0  3 . 44 3 . 5 6  
p H - 8 . 9  

0 . 0 5 m t r i s  b a s e  
p H  1 1 a p p rox . 1 6 . 2 0 1 1  . 40  1 1  . 7 0  

T h e 0 Y c o m p o u n d , i n 5 D /U l E t 0 H 1 was  r a p  i d 1 y m i x e d 1.u i t h 
1 , 9 5  m l  o f  b u f f e r  i n  a cu v e t t e  at  r o om t e m p e r a t u r e  and  
the  t i m e c o u r s e  of  O C  an i o n f o rmat i o n  w a s m o n i t o r ed at  
3 7 5  n m  ( p H 8 . 9 )  o r  3 8D nm  ( p H 1 1 ) .  T h e a b ov e s am p l e  of  
e a c h  0Y c o mp ou n d  g e n e rat e d  2 7 /U g  of  DC  o n  c o n t r o l l e d  
t r a n s f o rmat i o n  w i t h  a l k a l i  i n  E t D H . P r o g r e s s  c u r v es 
r e c o r d e d  w e r e  s i g mo i d a l  a n d  m a � i mum  r a t es w e r e  u s e d  1 n  
c a l c u l at i n g t h e  val u e s r e co r d e d  i n  t h e  Ta b l e . r o r  t h e  
p u r p o s a  o f  t h i s  c a l c u l a t i o n , t h e  E 1

1
% v a l u e  o f  D C  a n i o n  

. 3 c m  
w a s  d e t e r m i n e d a s  1 . 1 x 1 0  at  t h e  mo n i t o r e d  w av e l e n g t h  
i n  e ach  b u f f e � . S a mp l e s  o f  0v2 a a n d  0Y 2 b w e r e  p r ep a r e d

. 
d i r e c t l y  f r om  e n z y me r ea c t i o n  p r o du c t  b y  c h r o ffia t o g r a p h y  
i n  0 . 5% H A  f o r  1 7  h o u r s  a t  4 ° . 
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o c c u r r G d  h a s  al r e ady  b e e n  e s t a b l i s h ed ( F i gu r e  32 ) .  T h u s  

t h e  r e a ct i o n of  t h e s e  t wo c om p o u nds , t h o u gh  q u a l i t a t i v e l y 

s i m i l a r , w a s  mor e f a c i l e  f o r  0Y 1 • 

W i t h t h e  d i s c o v e r y  a n d  a v a i l ab i l i ty o f  s e p a r g t e 

0Y2 a a nd  0Y2 b f o rm s of  0v2 , t h e  p r o du c t s  o f  t r a n s f o r m a t i on 

of  t :l e s e  s e p o. r a t e fo rms a t  l o w  ( D . D D3 N )  a r1 d at  h i g h ( D . D 5 N )  

a l k a l i c on c e n t � a t i o ns w e r e  d e t e rmi n e d  a n d  c ompar e d  w i t h  t h e  

r es u l t s  s i m i l a r l y o b t a i n e d  f o r . 
0v 1 ( Ta b l e  9 ) . A t  l o w  a l ka l i  

c o n c e nt rat i o n t h e  p L o d u c t  d i s t r i b u t i ons  f r o m  b o t h  f o rms  o f  

0v2 w e r e  s i m i l a r , y e t  d i s t i n ct l y  d i f f e r e n t  f r o m  t h a t fo r 

0v 1 , i n  a g r e e m e nt wi t h  t h e  r e s u l t  o f  t h e  p r e v i o u s  c o mp a r i 

s on o f  0Y 1 a n d  0Y2 ( F i g u r e  32 ) .  P r e di c t a b l y , a t  h i gh a l k a l i  

c o n c 9 n t r a t i o n ,  t he p r o d u c t  p a t t e r n  was  c omm o n  f o r  a l l t h r e e  

p r e c u r s o r  p r e p a r a t i o n s . T h u s , t h e  0Y2 a a n d  0Y2 b f o r ms , 

i n  ad d i t i o n  t o  d i s p l ay i n g s i m i l a r r a t e s  of  f o rm a t i o n o f  D C  

at  l ow e r  p H  ( s e e  abo v e ) , w er e  a l s o  f ound  t o  gi v e  r i s e  t o  

s i m i l a r b a l a n c e s  i n  t he c o mp e t i n g p rodu= t s , D C  a n d  f l a v o n o l , 

u p on  t ra n s f orm a t i on a t  l o w a l k a l i  c o n c e n t r a t i o n . 

( g) Coppe r-pr omot e d  d e s t r u c t i o n  o f  0Y c ompo u n d s  i n  

b u f f e r  o H  8 .  I n  t h e  c o u r s e  o f  b i o c h em i ca l  stu d i e s , c o p per  

w as f o u n d  to  not  on l y  i �h i b i t  the  e n zymi c r ea c t i o n  ( Ta b l e  4 )  

b u t  a l s o  t o  f U 1 1 c t i o n  a s  an  a p p a r en t l y s p e c i f i c  i n h i b i t o r  .o f  

f l a v o n o l  f o rma t i o n  ( s e c t i o n  2 C- 3 ( b )  ) .  H o w ev e r , t h i s  v i r t -

u a l l ;  c o m p l et e  f l a v o n o l  i n h i b i t i o n  w a s  a c c o m p an i e d  b y  m u c h  

r ed u c e d  r e c o v e r i e s o f  D C .  S u o s eq u e nt l y  i t  w a s  s h o w n  t ha t  

t h e  r e du c t i o n s  i n  b o t h  f l a v on o l  an d DC  r e c o v e r i e s  w e r e  

l i nk e d  e f fe c t s  c au s e d  b y  t h e  c o p p e r-promot e d  d es t r u ct i o n  o f  

0Y c o m p o u n d s  i n  a c h e m i c a l  r e g c t i o n . I t  w a s  f u r t h e r a p p a r e n t  

f r o m  s o m e  r e su l t s t h a t  t h i s  d e s t r u c t i o n  a f f e c t e d  b o t h  �y�  

and  0Y2 ( s a e  s e ct i o n  2 C- 3 ( b )  f o r  d e tai l s ) .  I n  t he cou r s e  



--
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D i s t r i b u t i o n  o f  p r o du ct  b e t w e e n  D C  an d f l a vo no l  
o n  t r a n s f o � ma t i on o f  0Y c o m p o u n ds wi t h  l ow a n d  

h i g h con c e r. t r a t i o n s  o f  a l k a l i  

% Y i e l d  X o f  p r o d u c t s  ( D C  f l a v o no l ) A l k a l i  : 

c o n c en t r a t i on 
0Y! 0Y2 a )<1'Y2 b 

X 

D . D D J  N 54  : 1 5 6 3  : 3 5 9  . 4 . 

D . 5  5 6 4  5 9  
·> 

4 6 3 N . 4 : : . 

I 
Y i e l ds w e r e  ca l c u la t e d  f r o m  t h e q u a n t i t i e s r e co v e r e d  
a f t e r  1 - D c h r o ma t o g r a p hi c s e p a r at i o n o f  t he p r o d u c t  
m i x t u r e ,  e x p r es s e d a s  a p e r c e n t a g e  o f  t h e  s p e c t r o 
p ho t o me t r i c a l l y  m easu r e d  D C  co n t e n t  o f  t h e 0Y s amp l e  
t r an s f o r me d ; ( 2 5 D , 2 1 D , a n d  2 4 0 /L.l g  o f  D C  fo r t h e  
s amp l e s  o f  0v 1 a n d  0Y2 a an d 0Y2 b f o r ms o f  )<1'v2 r e s
p e c t i v e l y ) . S am p l e s  w e r e  t r e a t e d  �s  o u t l i n ed i n  
r i g u r e 3 1 , 
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o f  t h i s  wo rk i t  was  a l s o c on c l ud e d  that  o n e p r o du c t  of  t h e 

c o p p e r - p romot e d  d e s t r uc t i o n  o f  �y compou n d s  w as p - h y d r o x y 

b e n z a l d e h y o e . 

( h ) A t t e �rt e d  m e t hyl a t i on  o f  0Y c ompou nds . A t t e mp t e d  

m e t hy l at i o n o f  t he 0Y c om p ou n d s  wi t h  di a z om e t ha n e  a t  0 °  w a s  

u n s u c c e s s f u l  s i n c e  t h e  c o m p ou ,1 d s  a p p ear e d  t o  b e  u n s t a b l e  t o  

t h e  t r e a t m en t . 

2 D - 3  S ome  r e a c t i o n s  o f  D C  

A t t em p t s  w e r e  ma d e  t o  p r e p a r e  a d e r i v at i v e  o f  D C  

w h i c h  w ou l d  b e  co n s i d e ra b l y  mo re  s t ab l e  t h an t h e p a r e n t  co m

p o u n d  and w h i cr  c o u l d  t h e r e f o r e  b e  u s e d  to a d v an t a g e  i n  

c ha r a c t e r i s at i o n  s t u d i e s . 

( a ) At t e mpt e d  f o rm at i o n  o f  a c e ty l  d e r i v a t i v e . 

A c e t y l a t i o n  o �  D C  i n  ? c e t i c  a n h y d r i d e  c o nt a i n i n g a d r o p  o f  

p y r i d i ne , o v e r n i g h t  a t  r oo m  t em � e r a t u r e  w a s  n o t  s u c c e s s f u l  

o n  a c co u n t  o f  d i f f i c u l t i e s e n c o u n t e r e d  i n  w o rk i n g  u p  th e 

p ro d u c t  an d t h e  l ow y i e l d of c r y s t a l l i n e  ma t e r i a l  ( n o t  

c h a r a ct e r i s e d ) f i n a l l y  o b t a i ne d . 

( b ) P r epa ra t i on o f  s t a b l e  m e t hy l  e t h e r . � e t hy l a t 

i o n  w i t h  d i a z o m e t h a n e  a t  0 ° , h o w e v e r , w a s  s u c c es s fu l an d a 

s t a b l e  m e t h y l e t h e r  o f  D C  was  f o rm e d . T h e  c r y s t a l l i n e  

p r o du c t  was  o b t a i n e d  i n  83%  y i e l d  i n  a t y p i c a l  p r ep a r a t i on 

f r o m  9 0  mg  o f  O C  a n d  f u r th er  o u � i f i ed b y  r e c r y s t a l l i s a t i o n  

f r o m  a c et o n e - e t h a n o l  a s  f i ne l i g h t - y el l ow n e ed l es . N M R  

a n d  ma s s  s p e ct r a  ( s e e  s e c t i o n  2 D- 6 ) i n d i c at e d  t ha t  t he c o m 

p o u n d  was  a m o n o- me t hy l  e t h e r  o f  OC . T L C  o f  t he o r i g i n al 

c r y s t a l l i n e  p r e p a r a t i on o n  s i l i c a · g e l  l ay ers  i n  t h e  s o l v e n t  

s y s t em b e n z e n e - a b s o l u t e  e t h ann l 1  1 0 : 1 , r e v e a l e d  o n l y  o n e  

s po t ,  b r own- �u r p l e  i n  u . v  . . l i gh t , c o l o u r  u n a f f e c t e d  o n  f u m i n g  
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w i t h  ammo n i a ,  R
f 

0 . 4 8 ,  c om p a r e d  w i t h  D C , R f 0 . 3 5 . Char r i n g  

t h e  s u l p hu r i c  a c i d - s p r ay e d  p l a t e  r e v e al e d  on l y  t he s am e  

s p ot . T h e  p u r i f i e d  c r y s t a l s  m e l t e d  abou t 2 1 0 - 2 2 0 ° o n  r a p i d  

.h e a t i n g  o n l y ; w i t h  no r m a l r a t e s  o f  h e a t i n g t he y  g r a d u a l l y  

g a v e  r i s e , b et w e e n  2 0 5 - 2 2 5 ° , t o  a s u b l i m a t e  o f  co l o u r l ess  

n se d l e s  and  s om e  c h a r r e d  ma t er i a l . T h e  c o l o u r l e s s  n e r· d l es 
0 m e l t e d  a t  2 70- 2 7 3 . T h e s e  s a m e  n e e d l e s  co u l d  a l s o  b e  o b -

s e r v e d  t o  f o rm i f  t h e  m e l t  o b t a i n e d  b y  r a p i d  h e a t i n g  o f  

O C- me t hy l  e t h e r  t h r o u gh 2 2 0 ° w a s  h el d  a t  2 2 0 - 2 3 0 ° f o r  a f ew 

m i n u t e s . 

( c ) H ydro  g en  o 1 y s i  s o f  0 C a r1 d 0 C- m e t  h y l e t  h e r  . 

Ca t a l y t i c  r e du c t i on o f  D C  i n  9 5% e t h a n G l o v e r  a 1 0% p a l l a d i u m  

o n  c h a r c o a l  cat a l y s t ( s e e  E xp e r i m e n t a l ) w a s  f ou n d  t o  p roc e e d  

v e r y  r a p i d l y a n d  t o  r e s u l t  i n  v e ry e x t 8n s i v e h y d r o g e n o l y s i s  

o f  t h e  c o m p oun d . U p t ak e  o f  t h e  f i r s t  mo l e  e q ui v a l e n t  o f  

hy d r o g e n  o c cu rr e d  i n  t h e  f i r s t  t h r e e  m i n u t e s . A f t e r  t h e  

u p t ak e  o f  a t  l e a s t  a f u r t h er m o l e  e q u i v a l e n t  o f  h y d ro g e n i n  

t h e  n e x t  f e w  m i n u t e s , e xam i n a t i on o f  t h e  p r o du c t  b y  2 - D  

c h r o ma t o g r a phy  r e ve a l e d  n u me r ous  c o m p o u n d s , a l l  q u an t i t a t -

i v e l y  m i n o r , a n d  n o  r e s i d u a l  D C .  A mong  t he m o s t  s i gn i f i c a n t  

p r o d u c t  q ua n t i t a t i v e l y w as h y droq u i n o n e , w h i c h o c cur r e d i n  

a b o u t  1 1 % y i e l d . O t h e r  p r od u c t s  ma i n l y  e x h i b i t e d c hr o m a t o-

g ra p h i c p ro p e r t i e s a n d  c o l ou r  r e a c t i o n s  w i t h  d i a z o t i s � d  

s u l p h a n i l i c  a c i d  t y p i c al o f  l ow m o l e cu l a r  w e i g h t  p h en 2 l i c  

c o m p o u n ds . Sm a l l  a m ou n t s  o f  2 , 4- d i hy d r ox y b e n z o i c a c i d  w e r e  

d e t e ct e d ,  f o r  e x a mp l e . 

l l  ; ' 
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2 , 4 - d i hy r o x y b e n z o i c  a c � d  

O n  a c cou nt  o f  t h i s e x t ens i v e  d e g r ada t i o n o f  D C ,  a 

s e c o n d  s a m p l e  w a s  h y d ro g en a t e d  u n t i l  o n l y  o n e  m o l e  e q u i va-

l en t  o f  h y d r o g en h ad  b e e n  t ak e n  up  and  t h e  c a t a l y s t  w a s  

q u i ck l y  f i l t e r e d o f f . T h e  p ro du c t , on  2 - D  c h r o ma t o g r a p h i c 

e xa m i n at i o n , s h owed  t hat  h y d r o g en o l y s i s  had  b e e n  a g a i r , e x-

t ens i v e ,  d es p i t e  t h e  p re s e n c 8  o f  c o n s i d e r ab l e  u n c h a n g e d  D C . 

W i t h  t h i s  r e s u l t , n o  f u r t he r  a t t empt  w a s  ma d e  t o  a c h i e v e  

co n t r o l l e d c a t a l y t i c  r e du c t i o n  o f  t h e D C  mo l e cu l e . 

W h en O C- me t h y l  e t h e r  w as h y d r o g e n a t e d  i n  a s i m i l a r  

s y s t e m  t i l l i n  e x ces s o f  o n e  mo l e  e qu i v a l en t  o f  h y d r o g e n  

h ad b e e n  t ak e n u p , t h e  p r o d u c t  s h ow e d ,  o n  T L C  o n  s i l i c a g e l  

l ay e rs  ( d e v e l o p e d w i t h  b e n z e n e - a bs o l ut e  e t h a no l , 1 0 : 1 )  t � a t  

h y d r o g e n o l y s i s  h a d  a gai n o c c u r re d . F r o m  a p o r t i o n  o f  t h e  

p ro d u ct m i x tu r e ,  s ma l l  s amp l es o f  t w o  o f  t he m o s t  p r e v a l e n t  

c ompou n d s  w e r e  s e p a r a t e d  b y  p r e parat i v e  T L C ,  u s i n g  t he a b o v e  

s y s t e m . T h e  f i r s t  comp ou n d , w h i c h w a s  t h e  s l ow e s t  r u n ,l i n g  

c ompo n en t  i n  t h e  a b o v e  s o l v e n t  s y s t e m , w as i s o l a t e d  as  

co l o u r l e s s  n e e d l e s  a n d  w a s  i d e nt i f i e d  as  h y d r oq u i � o n e . T h e  

s e co n d , i s o l at e d a s  a n  o i l ,  w a s  t h e  fa s t es t  m o v i n g  c om p o n e n t , 

R f 0 . 9  a p p r o x i m at e l y , an d ap p e a r e d  on  t h e l a y e r  a s  a l i g h t , 

b r i ght  b l u e , b a n d  i n  u . v . l i ght  T h i s  c ompou n d  d i s p l a y e d 
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p r o m i n e � t  u . v .  a b s o r p t i o n max i ma i n  8 5% e t ha n o l  a t  2 3 0 , 

2 7 0  a n d  3 1 5 nm  a nd t h e s p e c t r u m  w a s  u n c h a n ged  u p o n  a d d i t i o n 

o f  a l k a l i  ( 0 . 0 0 3  N f i na l  con c en t r a t i o n ) . Ma s s  s p e c t r o m e t r y 

r e v e a l e d  a r 1 emp i r i c a l  f o r mu l a  c 1 0 H 1 0 o 3 f o r  t he mo l e c u l a r 

i o n  a t  .m/e  1 7 8 a n d  i n d i c a t e d  t h e  c o mp o u n d  was p o s s i b l y 

7- m e t h o x y ch r o ma n - 4 - o n e . 

0 

7 - m e t h o x y c h roman- 4 - o n e  

( d )  Hyd r ogu i n o n e  a s  a c o m m o n  degradat i o n  pr o d u c t  

o f  O C . A numb e r  o f  e xamp l es o f  t h e  f orm a t i o n o f  sm a l l  

a m o u n t s  o f  hy d r o q u i n o n e  i n  t h e  c ou r s e  o f  ma n i p u l a t i o n  o f  

D C  w e r e  no t e d . F or e x amp l e , t h e  c o mp ou nd ap p e a r e d  i n  D C  

w h i c h had  b e e n  r e cov e r e d  f r o m  c � r o m a to g r ams r u n  i n  1 D� H A . 

I t  a l s o  a p p e a r e d  t o  b e  f o r m e d  d� r i n g c h r omat o g r a p hy o f  D C  

o n  p o l y am i d e  c o l umns  e l u t e d  w i t h  a q ueous  e t h a n o l . 

2 D-4 F u r t h e r  o � s e rvat i ons  o n  00 C 

T h e  o b s e r v e d  b e hav i ou r  o f  p ur i f i e d �D C u n d e r  var i o u s  

e x p e r i ffie n t a l  c o n d it i o n s  ( e s s en t i a l l y  p H  ef f e c t s ) w a s  a s  

f o l l ow s . A l k a l i  t r e at m e n t  was  s h own  t o  t r a n s f o r m  �D C 

r ap i d l y  and  e f f i c i e n t l y  t o  D C  i n  b o t h  u . v .  s p e c t r a l  a n d  

c h r o m a t o g r a p h i c  s t u d i e s . T h e  l a t t e r  i � Ji ca t e d  t h a t f l a v o n o l  

w a s n o t  f o rm e d  f ro m  0D C .  T hu s , on  add i t i o n  o f  a l k a l i  ( N a O H , 

f i n a l  con c e n t r a t i on 0 , 0 0 3  N )  t o  a s o l u t i on o f  �D C i n  8 5% 
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e t h a n o l  i n  a cu ve t t e , t h E  ra p i d  f o rmat i o n o f  D C  a n i o n  w as 

o b s e r v e d . T r a n s f o r ma t i o n o f  0D C to  D C  p r o c e e d e d  � l ow l y i n  

D . D 5 M t r i s  b u f f e r ,  p H  8 , 9 ,  A t  a l ow e r  a l k a l i n e p H , o t h e r  

r e a ct i o n s  b E came  s i gn i f i c ant a n d  t he i r  p r o du c t s  d i s t o r t e d  

t h e  D C  a n i o n  s p e c t r u m  o n  f u r t h e r  2 dd i t i o n o f  a l k a l i . T o  

c h e c k  ch r omat ogra p h i c al l y  o n  t h e  p r o d u ct o f  t r a n s f o r m a t i o n , 

0D C ( e q u i v a l ent  t o  1 3 D /U g  D C  i n  5 D /U l  o f  e t h a n o l )  w a s  

a d d e d  t o  4 m l  o f  s o d i u m  hy d r o x i d e , c o n c e nt ra t i o ns O . D D 6 , 
. . 

D . 0 3 a n d  0 . 1 2 5 � .  _ A f t e r  4 5  s e co n ds , e a c h  m i x t u r e  w a s  a c i d i 

f i e d s n d  t h e p r o d u c t  e xt r a c t e d  i n t o e t he r . C h r omat o g r a p h y  

i n  B e AW s h ow e c  t h e  p r o du ct  w a s  O C  i n  a l l  c a s e s  a n d  t h a t  

n o  f l av o n o l  h ad b e e n  f o rm e d . 

T h e  r e� dy c on v e r s i on o f  0D C to  D C  w a s  e x p e r i e n c e d  

o n  a n u mb e r  o f  o cc a s i o n s  w h e n  t he co m p o u n d  w as b e i n g  m a n i -

p u l at e d  i n  s o l u t i o n  i n  a c e t o n e  o r  a l co h o l . I n  s o m e  c a s e s  

m o s t o f  t h e  s amp l e  w a s  c o n v e rt e d ,  e s p e c i a l l y  i f  t h e  s o l u � i o n  

w a s  h eat ed  i n  a n  a t t em p t  t o  i n c r e as e  s o l u b i l i t y . 

C h r omat o g ra p h y  o f  0D C i n  B e AW c o u l d  b e  c a r r i e d  o u t  

a n d  m u �h o f  t h e  co m p o un d  r e cov e r e d  u nc h a n g e d  i f  t h e  e n t i r e  

p ro c e s s  was  p e r f o rm e d  wi th  a m i n i mum  d e l ay a n d  o n ly p a r t i a l 

d ry i n g  o f  t h e  c h r o ma t og r a m . M o b i l i t y i n  B e AW w as s l i gh l y 

g r ea t e r  t h a n  t h at  o f  D C  ( s e e  F i g u r e  2 1 ) . O n  c h r o ma t o g r a p h y  

i n  5% H A  t h e  c o m po u n d  b ar e l y  m o v e d  f r o m  t h e  o r i g i n .  W h e n  a 

s am p l e was  subm i t t e d  t o . 2 - D  chromat og r a � h y  i n  th e a b ov e 

s o l v e n t  p a i r ,  w i t h 3 0  m i n u t e s  d r y i ng t i me b e tw e en s o l v a n t s , 

a w e a k  s t r e ak e x t en d e d  t o  a b ou t  R f 0 . 6 f r om t he 0D C s p o t  i n  

t h e  f i na l  5%  HA  s o l v e n t . W i t h i n t hi s s t r e ak , s o m e  w e a k  s p o t s  

w e r e  e v i d e n t , i n c l u d i n g D C . T h e  s t r eak  w a s  t h o u g h t  t o  

r e p r e s ent  b r eak down  o f  0D C a f t e r  f i r s t  d i r e c t i on ch romat e - . 

g r a p hy . 
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2 D- 5  T r i me t hy l s i l yl d e r i v a t i v e s of  0Y c c mpo u n d s , D C  a r 1 d 

f l a v o n o l  

A n  a t t e mp t  w a s  m a d e  t o  s t ab i l i s e t h e  0 Y  c o m p o u n d s b y  

t h e  p r e p a r a t i o n o f  t he v o l a t i l e t :c i m8 t h y l s i l y l  ( T IYl S ) e t h e r s  

a n d  t h e r e b y  f a c i l i t a t o  c h a r a c t e r i s a t i o n o f  t he s e  u n s t a b l e  

c o m p o u n d s b y  mass  s p e c t r ome t r y . S o l i d  s am p l e s o f  t h e s e p 

a r a t e  0 Y  comp o u n ds w e r e  t r e a t e d  w i t h  t h e  s i l y l a t i n g  r ea g e nt , 

N , D , - b i s - ( t r i m e t hy l s i l y l ) - t r i f l u o r oa c e t a m i d e  ( B STF A )  a n d  

a f t e r  t h e r e a c t·i o n  h a d  oc c ur r e d , a s  i n d i c a t e d  b y  s o l u t i o n 

o f  t h e  s o l i d , t h e  s o l u t i on w a s  ana lys e d  for p r o d u c t s  b y  

C L �  ( s e e  E x p e r i m en t a l ) . O n e  ma jo r an d s e v e r a l  m i n o r  p e ak s 

w e r e  p r e s e n t  o n  t h e  c h r om a t o g r am s  af t h;  r e a c t i on p r o d u c t  

f o r  e a ch  0 Y  c o m pou n d  ( F i gu r e 34 ) .  T h e  m a j o r  p e ak ,  i f  n o t  

a m i x t u r e ,  i n d i c a t e d  t h e r e f o r e  t h at o ne p r e d o m i n a n t  T IYlS 

e t h e r  p r o d u c t  h a d  b e e n  f o r m e d f r o m  each  0 Y  c om� ou n d . 

D C  a n d  f l a v o n o l  w e r e  a l so s e p a r a t e l y  t r e a t e d  w i t �  

B ST F A  a n d  t h e  r e s u l t i ng p r o d u c t s  a na l y s e d  b y  C L C . A g ai n ,  

o n e  ma j o r  T IYlS - e t h e r  p r o du c t  w a s  i n di cat e d  i n  e a c h  c a s e  

a n d  t h a  c h r omat o gr am s , b y  t h e a b s e n c e  o f  a d d i t i o na l m i n o r  

p e ak s ( e x c e p t  t h o s e  f r o m  t h e  r e a g e nt ) ,  i n d i ca t e d  t h at , i n  

c o n t r a s t  t o  t he r e s u l t s w i th t h e  0Y c ompoun d s , c l e an  r e 

ac t i o n s  h a d  o ccur r e d . 

F u r t h e r  G L C  i n  w h i c h  m i x t u r e s  o f  t h e  T IYlS d e r i va t i v e s  

o f  t he d i f f e r en t  c o m p o u n d s  w e r e  e x ami n e d  u n d e r  t h e p r e v i Jus  

c o nd i t i o n s  ( F i Qu r e  3 4 ) , r e v ea l e d that  t h e  ma j o r  TIYlS- e t h e r  

p ro d u c t  f r o m  e a c h  o f  t ha 0 Y  c o mp o u n ds was  c h r o ma t o g ra p h i c a l l y  

i n d i s t i ngu i s ha b l e  f r o m  t h a t  o f  f l avon o l . H o w e v e r , t h e  

p r o d u c t f r o m  D C  h a d  a s l i g h t l y  l ow e r  r e l a t i v e  r e t e n t i o n  

t i m e  a n d  w a s  r e a s o n a b l y  c l e a r l y  r e s o l v e d  f r o m  t h e s e  o th e r  

T IYlS- e t h ers . I n  F i g u r e  34 , i t s  �r es e n c e  i n  s ma l l am o u n t , 



F igu r e 3 4  

C a s - l i q u i d  c h r o ma t o g r am s  o f  t h e  p r o d u c t s  o f  r ea c t i o n  o f  

0Y 1 an d 0v2 w i t h  t h e  s i l y l a t i n g  r e a g R n l B ST F A x . 

l 
0 20 40 60 80 

Retention time, min 

x B ST F A - N , O- b i s - ( t r i m e t h y l s i l y l ) - t r i f l u o r o a c e t a m i d R  

T h e  g l as s  c o l u m n , 4 mm  i n t er n a �  d i am e t e r  and  l e n g t h  2 m e t r e s  

w a s  p a ck e d  w i t h  8 0 - 1 0 0  m e s h  G a s  C h r o m  Q wh i c h w a s  c o at e d  

w i t h  1 0% S E - 3 0  s t a t i o n a r y  p has e .  T h e  N� c a rr i e r g a s  f l ow 
L 

r a t e w a s  5 0  m l /m i n .  C o l umn  t e m pe r a t u r e  was p r o g r a m m e d  t o  

r i s e  f r o m  an  i n i t i a l  2 0 0 ° a t  s am p l e  a p p l i cat i on t o  2 4 C 0 

0 at  a r s t e  o f  1 p e r  m i n .  



1 0 4 .  

e s p e c i a l l y i n  t h e  0v 2 - d e r i v e d  p r o d u c t , m a� b e  i n d i c a t e d  

i n  t h e  s ma l l  p e a k  w h i ch  em e r g e d  i mme d i a t e l y  p r i o r t o  t h e  

mai n o n e . 

A s a m p l o  c f  t h e ma j o r  TMS- e t h e r  p r o du c t  f o rm e d  f r o m  

e a c h  o f  t h e  f o u r  c o m p o u n ds a bov e w a s  c o l l e c t e d  i n  a g l a s s  

c a p i l l a r y , w h i c h  w 2 s  t h e n i mm e d i at e l y  s ea l e d , b y  s am p l i n g  

t h e  e f f l u e n t  a s  t h e  ma i n  p ar t  of t h e p e ak of  i n t e r e s t  

w a s  c o m i n g  o f f  a C L C  c o l umn  ( s e e E x p e r i m ent a l ) . T h e s e  

s a mp l e s w e r e  t he n  e x a mi n ed  b y  ma ss s p e c t r om e t r y  w h i c h  i n

d i ca t e d  f u r t h e r  t h at  t h e  ma i n  T M S  p r o d u ct f r om e a c h  0Y  

c o� p o u n d  w a s  i d e n t i ca l  w i t h  t he  TMS  d e r L v at i v e  o f  f l a v o n o l . 

2 D-6  P hys i c a l  prope r t i e s  o f  c ompo G n ds c h a r a c t e r i s e d  

1..?) T h e  pK � o f  0Y  c o mpo u n d s , D C  a nd  f l av o n o l . 

V a l u es o f  p k '  w e r e  d a t e r m i n e d  fo r t h e  a b o ve c o mp o u n d s  i n  0 , 0 5 a 

M t r i s  b u f f e r s : f r o m  s p e c t r o p h o t o m e t r i c  dat a a n d  a r e  p r e s e n t -

e d  i n  T a b l e  1 0 .  

( b )  U , v .  a b s o rpt i o n spe c t r a  o f  0Y c o mpo u n d s , D C ,  0D C 

a n d  O C- m et hyl e t h e r . T h e  u . v .  a b s o r p t i on s p e c t r a  o f  s o l u t -

i o ns  o f  t h e s e  c o mpo u n ds i n  8 5% e t h an o l  a r e  p r e s e n t e d  i n  the  

F i g u r e s  l i s t e d b e l ow . F u r t h e r ,  th e s p e c t r a  o b s e r v e d  o n  

a d d i t i on o f  s o l i d  s o d i u m  a c e t a t e a nd o f  a l k a l i  ( N a O H , f i n a l  

c o n c e n t r a t i on a p p r o x i mat e l y  0 . 003  N )  t o  the  e t ha n o l i c  s o l -

u t i o ns  o f  t h e  c o mp o u n ds ar e p r e s e n t e d . N e i t h e r  b o r i c  a c i d 

n o r  � l u m i n i um c h l o r i d e p r o v e d  u se f u l  d i a gn os t i c  r e a g en t s  

w i t h  any  o f  t h e s e  compounds . 

S i m i l a r  s p e c t r a  w e r e  o b s e r v ed f o r  c hr o ma t og r a p h i -

c a l l y  p r e p a r e d  s am p l e s  o f  0v 1 ( F i g u r e  3 5 )  a n d  o f  b o t h  f o rms  

o f  0Y 2 ; �Y2 a ( F i g u r e  36 ) and  0Y2 b ( F i g u r e  3 7 ) . C omp a r a b l e  

s p e ct r a  w e r e  a l s o r e c or d e d ,  f o r  t h e  s o l v en t - e x t ra ct e d  e nz y m e  
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1 0 � .  

p r o d u c t  m i x t u r e  p r i o r  to  c h r om8 t o g � a p hy and  s e p �r a t i o n  o f  

t h e  �y  c o m p o u n d s . S p e c t r a  i n  s o d i u m  ace t a t e  w e r e  r e co r d e d  

i mm e d i a t e l y  a f t e r  t h E  so l u t i on was  q u i c k l y  s h ak e n  w i th a 

s ma l l  e x c e s s  of  s o l i d ,  s i nc e  t h e  c ompounds  � e r e  u n s t a b l e  

i n  t h i �  m e d i u m . T h e  s p e c t r a  r e co r d e d  on  addi t i o n  o f  

a l k a l i  a r e  o f  D C  an i on wh i c h  3 p p e a r e d  r ap i d l y  a s  a r e su l t  

o f  t h e  i n d u c e d t r a n s f o rmat i o n o f  t he c o � p ou n d s . T h i s  

s t a b l e  s p e c t r u m  was  r e c o r d e d  a f ew �i nut es a f t e r  t h e  a l k a l i  

h a d  b e e n  a d d e d  an d w h en t ra n s f or m at i on was  c o mp l e t e ,  a s  

i n d i c a t e d  b y  n o  f u r t h e r  i n c r ea s e  i n  a b s o r ba n c e  a t  3 8 D  n m . 

I n . t h i s  t r a n s forma t i o n , an  i n t e rm e d i a t e  a b s o r p t i o n w i t h  

m a x i mum  s i m i l e :  t o  t h a t  r e c o r d e d  on  t h e add i t i o n o f  s o d i u m  

a c e t a t e ,  w a s  no t e d  o n  r a p i d  m� n u a l s csn n i n g o f  th e a p p r o p

r i a t e  w a v e l e n g � h  r e g i on ,  i mm e di a t e l y  a l k a l i  w as a d d e d . 

H o w e v e r ,  t h e  i n i t i a l r a t e  o f  t ra n s f o rmat i o n w a s  s u c h  t h a t  

t h e  i n t e r m e d i a t e  s p e c t r u m  ( p r e s umab l y t h at o f  i on i s e d  0Y 

comp o u nd ) c o u l d  not  b e  r e c o r d e d . 

S p e c t r a  a r e  p re s e nt e d  i n  F i g u r e  3 8  f o r  D C  a n d  i n  

F i g u r e  3 9  f o r  O C- m e t h y l e t h e r . F o r  D C ,  sp e c t r a  i n  s o d i u m  

a c e t a t e  a n d  i n  a l k a l i  w e r e  s t a b l e . N o  s i gn i f i c an t  s p e c t r a l  

c h a n g e  o c c u r r e d  o n  a d d i t i o n o f  s o d i u m  ace t a t e  t o  D C-me t hy l  

e t h er a n d  t h e r e f o r e  t h e  s pe ct ru m  i s  o m i t t e d  f r o m  F i g u r e  3 9 .  

A d d i t i on o f  a l k a l i h ow e v e r , c a u s e d  v e ry rap i d  d a gr adat i o n  

o f  t h e  s a mp l e ; t h e  s p e c t r u m  s� o � n  w a s  r e cor d e d  w i t h ou t  d 8 l a y  

a n d  w a s  s t i l l  c ha n g i n g  s om e w h a t . 

T h e  s p e c t r u m  o f  0D C  i 3  r e co r d e d  i n  F i g u r e  40 . O n  

a d d i t i o n o f  a l k a l i , t h e  c o mp o u nd wss  ra p i d l y  t r a n s f o r m e d  

i n t o  D C  an i o n  b y  w ay of  a n  i n t er m e d i a t e  ( p r o b a b l y i o n i s e d  

0D C ) , f l e e t i n g  e v i d e n c e o f  w h � ch w a s  no t e d b y  t h e  t ra n s i en t  

a b s o r p t i o n  p e ak a t  a b o u t  3 4 0  n m . 



1 DC . 

( c ) I . r .  s p e c t r a  o f  0v co m !J o u n d �� ,  D C ,  D C - rn e t h y l 

e t h e r  a n d  0 D C . T h e  i . r .  s p e c t r � ( K B r d i s c ) o f  c h r o m a t o 

g r a p h i c a l l y i s o l a t e d  s a m p l e s o f  0Y 1 a n d  0Y 2 ( t h e  l a t t e r  a s  

0Y 2 a a n d 0Y2 b f o r ms ) a r e  p r e s e n t e d  i n F i g u r e s 4 1  a n d 4 2 . 

A s p e c t� u m  a l m o s t  i d e n t i c a l  t o  t h o s e  i n  F i g u r e  4 2 w a s  

r e c o r d e d  f o r  t h e s a m p l e  c f  0Y 1 w h i c h a g g r e g a t e d  i n  g r a n u l a r  

f o r m w i t h i n  a n  e n z y m e  r e a c t i o n  p r o d u c i:. 1:1 i x t u r e  o f  0 Y  c o m 

p o u n d s  o n  o v e r n i g h t  s t o r a g e  a n d  w h i c h w a s s u b s eq u e n t l y  r e 

c o v e r e d  w i t h o u t  r e c o u r s e  t o  c h r o m a t o g r a p h y  ( s e e  E x p e r i m e n t a l ) . 

T h i s  g r a n u l a r s o l i d  p r o v i d e d  t h e  m o s t  d i r e c t l y  i s o l a t e d  

s a m p l e  o f  0Y2 . A s h a r p e r  s p e c t r u m  o f  0Y 1 c o u l d  n o t b e  o b 

t a i n e d , A f t e r  t h e  s p e c t r u m  o f  e a c h  0Y s am p l e  h a d  b e e n r e 

c o r d e d , a p o r t i o n  o f  t h e  K B r  � i s c  w a s  i m m e d i a t e l y  e l u t e d  i n  

8 5% e t h a n o l  a n d  t h e  p u r i t y o f  t h e  r e c o v e r e d c o m p o u n d  c h e c k e d  

s p e c t r o p h o t o m e t r i c a l l y . A d e t e c t a b l e  d r o p  i n  p u r i t y h a d  i n 

v a r i a b l y  o c c u r r e d  d u r i n g  t h e  h a n d l i n g  f o r  i . r .  s p e c t r o s c o p y , 

b u t  i n  a l l c a s e s  t h e i . r .  s p e c t r u m  r e c o r d e d  w a s  t h a t  o f  a 

s a m p l e  w h i c h  h a d r e m a i n e d  l a r g e l y  i n  i t s d e s i g n a t e d  f o r m . 

S p e c t r a  ( K B r  d i s c ) o f  D C ,  D C - m e t h y l  e t h e r  a n d  0D C  

a r e  r e p r o d u c e d i n  F i g u r e s  4 3 , 4 4  a n d  4 5  r e s p e c t i v e l y .  

( d ) m a s s  spe c t r a . T h e  m a s s s p e c t r u m  o f  D C  i s  d e p 

i c t e d i n  F i g u r e  4 6 ; i o n s  o f  v e r y  l o w r e � a t i v e  i n t e n s i t i e s 

h a v e  b e e n  o m i t t e d , m a s s s p e c t r a l  d a t a  w h i c h  a r e  p r e s e n t e d  

i n  F i g u r e  4 7  a n d  T a b l e  1 1  s h o �· · e d  t h a t  D C - m e t h y l  e t h e r  i s  a 

m o n o - m e t h y l e t h e r  o f  D C . E m p i r i c a l  f o r m u l a e d e t e r m i n e d  

b y  ma s s  m e a s u r e m e n t  o f  t h e  p r o m i n e n t  r e s p e c t i v e  m o l e c u l a r 

i o n s  w e r e  D C ,  c 1 5 H 1 0 o 5 a n d  O C - m e t h y l  e t h e r , c 1 6 H 1 2 o 5 • A 

s t r o n g e r  s p e c t r u m , m o r e  s u i t e d  t o  m a s s  m e a s u r e m e n t  w a s · o b -

t a i n e d  f r o m  O C - m e t h y l e t h e r t h a n  f r o m  D C . A s m a l l  q u a n t i t y 

of a d i � e t h y l - e h e r  p r o d u c t  ( m/e 2 9 8 )  w a s  n o t e d  i n  t h e  s p e c t r u m  



T a b l e  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  ma s s  s p e c t r u m  

o f  O C- m e t h y l  e t h e r  

R e l a t i v e  i o n m/e A b u n d a n c e  

2 9 8 x 4 . 1  

2 84 x x  1 0 0 , 0  

2 6 7  4 . 1  

2 5 5  3 . 5  

2 4 1  2 . 4 

2 2 7  1 • 8 

1 9 1 7 1  . D  

I 5 1  8 . 8  

1 3 5 9 . 4 

1 34 2 1  . 2 

1 2 1 1 4 .  1 

1 1 9  2 1  • 8 

; 1 0 5 1  . 7 

9 4  3 9 . 4  

x x  Mo l e cu l a r  i on 
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1 D 7 .  

o f  D C- m e t h y l e t h e r . 

T h e  s p e c t r u m  r e co r d e d  f o r  0D C ( F i g u r e 4 8 )  c h a ng e d  

w i t h  t i m e a n d b e c a m e  m o r e  l i k e  t h a t o f  D C ,  i n d i c a t i n g  

i s o m e r i s a t i o n . T h e  s a m p l e  w a s  a l s o som e � h a t  i m p u r e  a s  

i nd i c a t e d  b y  t h e  l a r g e  n u m b er o f  w e ak  i o n s  ( n o t  s h o w n  i n  

F i g u r e  4 8 )  u p t o  a bo u t  m/ e 5 0 0 . 

S p e c t r a  r e c o r d e d  f o r  t he ma i n  T � S- e t h e r p r o d u c t  

p r e p ar e d  f r o m  0v 1 , 0v 2 , f l a v on o l  a r t d  DC  a n d  i s o l a t e d  b y  

G L C  ( s e e s e c t i o n  2 0 - 5 )  a r e  r e cor ci e d  i n  F i g u r e s  4 9 ,  5 0 , 5 1  

a n d  5 2 . 

_( e )  N IYJR spe c t r a . T h e  N IYlR s p e c t r u m  o f D C  i n  

h e x  a d e u t l:n  o a c e t. o n  e , i n w h i c h a l l t i l  e p r o t on  s i g n a l s VJ e re  

l o c a t e d  downf i e l d  i n  t h e  a r o m a t i c r e g i o n  b e t w R e n 6 6 . 7  a n d  

7 . 9 , i s  s h o w n  i n  F i gu r e  5 3 . T h e s p e c t r u m  i n  F i gu r e  �4 , 

w h i c h  w a s  r e c o r d e d  a f t e r  t h e a d d i t i o n o f  de u t e r i u m  ox i d e ,  

h a s  b e e n  i n t e g r a t e d . 

T h e  a r omat i c  r e g i o n  o f  t h e  s p e c t r u m  o f  D C- m e t h y l  

e t h e r  i s  s h ow n  i n  F i g u r e  5 5 .  L i mi t e d  s o l u o i l i ty o f  t h e  

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

The  o n l y  o b s e r v e d  s i gna l n o t  s h own i n  F i gu r e  5 5  w a s a s i n g l e t  

a t  6 4 . D2 f o r  w h i ch t h e  i n t e g r a l  was o n e- t h i r d  ap p r o x i mat e l y  

o f  t h a t  f o r  t h e  e n t i r e a romat i c  r e g i o n . T h i s i n t e g r a l  i s  

i n  a g r e e me n t  w i t h  t he fi n d i n g  b y  ma s s  s p e c t r o m e t r y  t ha. t  t h e  

c o m p o u n d  i s  a m ono- m e t hy l e t h e r  o f  D C . 

T h e  s p e c t r u m  of  0D C s i 1 ow e d  t h e  p r e s e n ce o f  s o m :J  

i mp u r i ty b u t  w as ma i n l y  co mp l i c at e d  b y  th e t r a n s f o rmat i o n  

o f  t h e  s am p l e  t o  D C  w h i c h  o c c u r r e d  i n  th e c o u r s e  o f  m a n i p u l a t 

i o n . T h i s  c o n v Br s i o n  h a d  r e a c h e d  s i g n i f i ca n t  p r o p o r t i o n s  

b e f o r e  a s p e c t r u m  w a s r e c o r d e d  an d w a s  v i r t u a l l y  c omp l e t e , 

a s  r e v e al e d  b y  N IYlR a n d  s u b s e q u e nt u . v .  s p e c t r a ,  b e f o r e  a n y  



1 0 8 .  

e x p a n d P. d- s ca l e N MR s p e c t r u m  o f  t h e  a ro m a t i c  r e g i o n  c ou l d  

b e  o b t a i n e d . H o w e v e r , t h e  i n i t i a l  sp e c t ru m  r e co r d e d , 

s w e e p  w i d t h  0 - 5 0 D  H z  d o w n f i e l d  f r o m  T M S , r e v e a l e d  t w o  

d o u b l e t s  l 65 . 1 6 ,  J = 6 . 3  H z  a n d  63 . 9 6 ,  J = 6 . 3  H z ) u p f i e l d  

o f  t h e � o mp l e x  p a t t er n  i r1 t h e  a r o m a t i c  r e gi o n . T h e  a r omat i c  

r e g i n n  w a s  e s p e c i a l l y  c o mp l i c a t e d  by  t h e  p r e s en c e  o f  an  

a p pr e c i a b l e 3 m J u n t  o f  DC  i n  t h e s a mp l e  s i nce t h e  s p e c t r a  

o f  0D C a n d  D C ,  t h o u g h  s i m i l a r , d i d  n o t  c o i nc i d e . 
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o f  o n e  o f  t h es e d i a s t e r e o i s ome r s  a n d  0v 1 i s  a m i x t u r e  o f  t h e  

e n a n t i o m e r s  o f  t he o t h e r  d i as t e r e o i s ome r . 
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2 E T H E  C H E IYl i C A L  O X I D A T I O N O F  C H A L C O N E  W I T H  1-! Y D R D C E fJ P C R D X I D E  

I n  t h e  c o u r s e  o f  b i o ch e m i c a l  s tu d i es r e co r d e d  

e a r l i e r  ( s e e  s e c t i o n  2 8 - 4 ) ,  a c h e m i c a l  r e a ct i on w a s  o b 

s e r v e d  o n  a d a i t i o n o f  h y d r o g e n  p e ro x i d e t o  c h a l con e i n  

t r i s  b u f f e r  p H  B .  T h e  ra t e  o f  d i s a p p e a r a n c e  o f  c ha l co n e  

i n  t h i s c h e m i c a l  r e a c t i o n w a s  s l ow ,  b e i n g  abou t 1 - 4% 

o f  t h e  r a t e  o b : e r v e d  w h e n  l ow a mo u n t s  of enz y me w e r e  a d d e d  

t o  t h e  sam e r e a c t i o n  mi x t u r e . T h e  a p p a r e n t p r o d u c t s  o f  

t h i s  l i m i t e d  c h e m i c a l  r e a c t i on ,  d e t e c t e d  c h r o ma t o g r a p h 

i ca l l y i n  v e r y  l o w a m o u n t , w e r e  D C  a n d  f l av on o l . F u r th e r  

s t y d i e s o f  t h e  c h e m i cal  r e a c t i o n w e r e  S u � s e q u e n t l y  u n d e r 

t ak en t o  d e f i n e  i t s n a t u � e a n d  t o  p e rm i t  co m p a r i s o n  w i t h  

t h e  e n z y m i c  r e a c t i o n . 

2 E - 1  P r o d u c t s  o f  r e a c t i o n  at  pH 6 - 1 1 , 

I n  t h e s e  s t u d i es ,  t h e  c h em i c a l  r e a c t i on w a s  i n i t i a l l y  

i n ves t i g a t e d i n  t h e  p H  r a n g e  6 , 2 - 1 1 u s i n g a m u c h  h i g h e r  

c o n cen t r a t i on  o f  hy d r o g en  p e r o x i d e t han  i n  t h e  p r e v i o us 

r e act i o ns , w h i c h  h a d  b e e n  s t r i c t l y co n t r o l s  f o r  t h e  b i o 

c h e mi c a l  r e a ct i on .  O n c e  a ga i n ,  w h e n  p ro d u c t s  o f  t h e  r e a c t 

i o n w e r e  e t h e r  e xt r a c t e d  a t  p H  7 ,  2 -D  c h roma t o g r a p h y  c on 

f i rmed  t h e  i s o l a t i o n  o f  D C  and  f l a v on o l  a s  t h e  o n l y  q u an t i -

t a t i v e l y  s i g n i � i ca n t  pr o d u ct s . T he q u ant i t i e s o f  t h e s e  

c o mp o u r 1 d s  r e c o v e r e d  are  p r e s e n t e d  i n  Tab l e  1 2 , t o g e t h e r 

w i t h d e t a i l s  o f  r ea c t i o n  mi x tu r e s  a nd c on di t i o ns  i n v e s t i 

ga t e d . T hu s ,  t h e  r a t e  o f  r e a c t i o n  as j u d g e d b y  t h e  q ua nt i ty 

o f  p r o du c t s  i s o l a t e d  w a s  a p p ar e n t l y  i ns i gn i f i c an t  a t  a c i d  

p H  and  i n c r e a s e d  i n  rat e w i t h  p H  i n  t h e  a l k a l in e  r a n g e . A t  

p H  8 a n d  a b o v e ,  wh e r e  t h e  mo re  s i g n i f i c a n t  r a ms o f  r e a c t i on 

a p p a r e n t l y  o c c u r r e d , D C  w a s  t h e  m a j o r  p ro d u c t  i s o l a t e d . 



T a b l e  1 2  

A m o 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  c h r o m a t o g r a p h i c a l l y  

f o l l o w i n g  t h e  c h em i c a l  r e ac t i o n  o f  c ha l co n e  an d h y d r o g e n 

p e r o x i d e  i n  b u f f e r s  p H  6 . 2 - 1 1 

R e a c t i o n  b u f f :Jr  " P r o d u c t  i s o l a t e d  (;u g )  

p H  T y p e  D C  F l a v o n o l  

6 .  2 p h o s ."J h a t e  D D . 0 5 

7 . 0  p h os p h at e 0 . 8  0 . 34 

B . O  p h os p h at e 6 , 0  D . 4 8 

7 . D  t r i s  2 . 2 0 . 96 

8 . D  t r i s  6 , 5  0 . 3 7 

9 . 0  t r i s 1 4 . 8  0 . 1 4  

1 1 t r i s  b a s e  1 7 .  9 0 . 1 6  

T h e  r e a c t i o n  w a s  c o n du c t·e J  b y  t h e  s e q u e n t i a l  a dd i t i o n 
t o  4 m l  o f  0 . 0 5 M bu f f e r  ( s e e  T a b l e )  o f  ch a l co n e  

( 0 . 73/Um o l e )  a n d  30% H2 o2 ( 8 7/U m o l e s ) . I n cu b a t i o n w a 3  

f o r  2 0  m i n u t es a t  r o o m  t emp e r a t u r e ,  a f t er wh i c h  t h e  

r e a c t i on m i xt u r e  w a s  a d j u s t e d  t o  p H  7 a n d  t h e  p r o du c t  
' 

i fll m '3d i a t e l y  e x t r a c t e d  i nt o  e t h e r  ( 2  x 5 m l ) .  O n  r e m o v al 

o f  t h e  e t h e r ,  t h e  p r o d u ct w a s  s e p a r a t e d  by  2 - D  c h r o m a t o 

g r a phy a n d  � h e  D C  arrd f l a v o n o l  s p o t s  p r e s e n t  w e r e  2 x c i s e d . 

D C  was  e l u t P. d  i n  8 5% E t O H  a n d  es t i m a t ed  b y  u . v .  a b s o r b 
a n c e  a t  32 5 n m ,  w h i l e  f l a v o n o l  w a s  e l u t e d  i n  an  E t OH

p h o sp h a t e  b u f f e r  m i x tu re  a n d  e s t i mat ed  f l u o r i m G t r i c a l l y  

( s e e  E xp e r i me n t a l ) .  



1 1  0 .  

H ow e v er , t h e  s m a l l  a mo u n t s  o f  f l av o n o l  i n v a r i a b l y  p r as e n t  

w e r e  n o t i c e ab l e  on  a c c o u n t  o f  t h e  i nt e n s e  f l u o r e s c e n c e  o f  

t he c om p o u n d  o n  c h r o ma t o g r am s  v i ew e d  i n  u . v .  l i g h t . 

I r ,  a d d i t i o r ;  t o 0 C an d f l a v o n o l p r o d u c t s , t h e 2 -· D 

c h r omat o g r ams a l s o s h o w e d  c l e a r l y  t ha t  v e ry  s m a : l a m o u n t s  

o f  c c m p o u n d s  w e r e  p � e s e n t  i n  t h e  Y 1 an u Y 2 sp o t  p o s i t i o n s , 

e s p e c i a l l y  f r o n :  t h e  r e a c t i o n i n  t r i s b u f f e r  p H  7 b u t 21 l s o  

f r o m  p h o s p h a t e  b u f f e r  a t  p H  7 a nd B .  A t  h i g h e r  r e a c t i o n  

p H ,  n o  Y ' - t y p e  s p o t s  w e r e  p r e s e n t . T h i s  c o n s t i t u t e d  t h e  

f i r s t  e v i d en c e  o f  t h e  p o s s i b l e  e x i s t en c e  o f  t h e  0Y c o mp o u n ds 

i n  · t h e  p r o d u c t  o f  t he c h e m i ca l r e a :: t i o n  and r a i s e d  t h e  

p os s i b i l i t y  t h a t  t h e s e  c o mp o u n d s w e r e  t h e  pr e c u r s o r s  o f  

t he � C  a n d  f l a v o n o l  i s o l a t e d ,  a s  i n  t h e  cas e o f  t h e  e n z y m i c  

r e a c t i on . F r o m  t h e  k n o w n  b e h a v i o u r  of  t h e y{y c o m p o u n d s 1 

t r a n s f o r m a t i o n  o f  t h e  sma l l  q u ant i t i es r aq u i r e d  t o  a c c o u n t  

f o r  t he o b s e r v e d  D C  a n d  f l a v o n o l  p ro du ct s  wou l d  h a v e b e e n  

r e a s o na b l y  e x p e c t e d  u n d er t he c o n d i t i o n s  o f  r e a c t i o n  a n d  

e x t r a ct i o n . F u r t h e r , t h e  p r e s e n c e  of t r a ce s  o f  t h e s e  

p r e c u r s o r s  a t  l o w e r  b u t  no t a t  h i g h e r  r ea ct i o n  p H  w o u l d  b e  

c on s i s t e n.t w i t h  p r e v i o u s  e x p e r i e n c e , 

E v i d e n c e  of  a u r o n e  f o r m a t i o n i n  t he s e  c h e m i c a l  

r e a c t i o n s  w a s  � e v e a l e d  i n i t i a l l y  o n l y a t  h i g h e r r ea c t i o n 

p H  b y  t h e  o c cu r r e n c e  o f  t h e  c o m p o u n d  a s  a s p o t  b es i d e 

c h a l � on e . H o w e v e r , l at e r  i ns p e ct i o n  r e v e al e d  t h e e x i s t e n c e  

o f  Y 1 a n d  Y2 s p ot s  t o o  o n  t h a a e  c h r omato grams  a n d  a l s o  i n  

t ho s e  o f  p r o d u c t s  f o r m e d  a t  l ow er r eac t i on p H . T h r:; s e  

r es u l t s  w e r e  e n t i r e l y c om p at i b l e  w i t h a u r o n e  f o rm a t i o n  

o c c u r r i n g  o n l y  t h r o u g h  Y 1 a n Q  v 2 p r e cu r s ors , a g a i n  i n  

p a r a �. l e l t o  t h e f i n d i n gs  f o r  th e a e ro b i c b i o ch e m i c a l  r e a c t i o n . 

T h e  o r i g i n  o f  t h e  r o u t i n e l y  i s o la t e d  p r o d u c t s , 0 �  and  



f l a v o n o l , i n  t h E: c h e mi cal  r e a c U  'J ,l Lu a s t h e n  i n v e s t i g a t e d  

f o l l ow i n g t h e  c i r cu ms t a n t i a l  e v i d e n c e  w h i c h a c c r u e d  f r o m  

t h e  p r e v i o u s  s e r i e s  o f  c h e m i c a l r e a c t i o n s  t h a t  0Y c om

p o u n d s  m a y  be  c o mm o n  p r e cu r s o r s  as  i n  t he e · , z y m i c r e a c t i o n . 

A r e a c t i o r 1 w a s  t h e r e f o r e  c a r r i e d o u t  w i t h  co n d i t i o n s  

s p e c i a l l y c h o s e n  t o  m i n i m i s e  � h e  d e s t r u c t i o n  o f  a n y  0Y 

c o m pou n d s  w h i c h  m a y  b e  f o r m e d . T h u s  h y cl r o g en p e r o x i d e 

c o n c e n t r a t i o n  w a s  i n c r e a s e d  t o  f a v o u r a f a s t e r  r e a c t i o n , 

a n d  t h e  r e a c t i o n  p H  w as s e l e c t e d  a s  a c o m p r o � i s e  b e t w e e n  

t h e  c o n f l i c t i n g  e f f e c t s  a t  h i g h e r p H  o f  f a s t e r r e a c t i o n  b ut 

g r e at e r  i n s t ab i l i t y  o f  any  0Y co m p o u n d s  f or m e d . A s ho r t  

r e act i o n  t i me  V 3 S s e l e c t e d  t o  v i r t u a l ly e l i m i n a t e  a n y  l o s s  

o f  0Y c o m p o u n d s  b y  c o n v e r s i o n  t o  C C ,  f l avon o l  a n d  o t h e r  u n 

i d en t i f i e d  p r o d u c t s  w h o s e  f o r m at i o n w a s  k now n to  o c cu �  a t  

s l i g h t l y  a l k a l i n e  p H . 

T h e  r e a c t i o n  mi x t u r e  c on t a i n e d  c h a l co n e  ( 3 . 7/U m o l e s ) 

a n d  h y d r og e n  p e r o x i d e  ( 8 . 7  mmo l e s ) i n  4 0  ml 0 . 0 5 M t r i s 

b u f f e r  p H  7 . 5 . A f t e r  2 m i n u t e s  r e a c t i o n  at  r o om t e mp e r a

t u r e , t h e  s o l u t i o n was  a d j u s t e d  t o  p H  2 - 3 a n d  t h e  e t h e r 

e x t r a c t e d  ( 2  x 4 0  m l ) p r o d u c t  w a s  c h r om a t o g ra p h e d  i n  2 - D  o n  

t w o  p a p e r s  w i t h  2 0 m i nu t e s  d r y i n g t i me  b e t w e e n  s o l v e n t s . O n  

t h e p a r t i a l l y  d r y  f i n a l  c h r o mato g r a ms , char a c t e r i s t i c  Y � a n d  

Y2 s p o t s  w e r e  d e t e c t e d i n  u . v . l i g h t  a n d  i m m e d i at e l y  e l u t e d  

a s  t h e  t w o  s e p a r a t e t y p e s  i n  A S� e t ha n ri l . T h e  a b s o r p t i o n 

s pe c t r a . o f  t he t w o  e l ua t e s  w e r e  t y p i c al l y  t h o s e  o f  0Y c o m

p <J u n d s  a n d  w e r e  o f  a bou t e q u a l  i n t e n s i t y . T h e  ab s o r b a n c e  

i n d i c a t e d  t h e  q u a n t i t y  o f  comp o u n d  i n  e a ch  w o u l d  h a v e  b e en , 

a s  0Y c
.
o m p ou n d , e q u i v a l en t t o  a b o u t 2 5 /U g  o f  D C . E a c h · e l ua t e  

w a s  t h e n  t r an s f e r r e d  t o  a q u e o L ! s  s o l u t i o n a n d  t r e a t e d  c au t 

i ou s l y  w i t h  t h e  m i n i mum am o u n t  o f  a l k a l i r e qu i r e d  t o  r a i s e  
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t h e  p H  a b o v e  9 ( d e t e r m i n e d  emp i r i c a l l y  o n  a c c o u n t  o 7  a c e t i c  

a c i d p r e s e n t  f r o m  c h r oma t o g ra p h i c  s o l v en t )  i n  o r d e r  t o  c o n 

v e r t  a n y  � y  co mpou nds  l a r g e l y t o  D C  b u t  a l s o  t o  a d e t e c t 

a b l e  G m o u n t  o f  f l a vo n o l . T h e  a l k a J i - t r e a t e d  p r o d u c t  w a s  

r e c o v e r e d  a n d  an a l y s e d  b y  2 - D  c h r o ma t o g r ap h y  i n  t h e  us u 2 l  

m a n n e r . I t  w a s  f o u n d  t o  c o n t 3 i n i n  b o t h  cas e s  D C  a n d  

f l a v o n o l  i n  l ow amou n t s , b u t  a s  t h e  o n l y  s i g n i f i c a n t  p r o 

du ct s . T h e r e f o r e , b o t h  y1v 1 a n d  0Y L h a d  b e e n  f o r me d i n  t h e 

c h e m i c a l  r e a c t i o n .  T he c h r o m a t og r ams  o f  r e a c t i �n p r o d uc t 

a l s o  i n d : c a t e d  t h a t  t h e  0Y compou n d s  w e r e  t h e  s o u r c e  o f  

t h e  D C  a n d  f l av o n o l  p r e v i o u s l y  i s o l a t e d  a s  p r o d u c t s  o f  t h e  

c h em i c a l  r ea c t i o n s i n c e  no ne o f  t h e  l a t t er co m p o u n d s  

a p p e a r e d i n  t h i s  c a s e  wh e r e  c o n d i t i o ns  h a d  b e e n  c h o s en  t o  

l i m i t  t h e  t r a n s f o rm a t i o n o f  a n y  0 Y  c o m p o u n d s  f o rm e d , a n d  n o  

p r e c u r s o r s  o t h e r  t h� n  t h e 0 Y  c o mpo u n ds w e r e  d et e c t e d . T h e  

f i n a l  ch r o m a t o g r ams  o f  t h e  a l k a l i - t r e a t e d  e l u a t e s  s h ow e d  

a f t e r  a p e r i o d  o f  s t o ra g e  t h a t  s m a l l am o u nt s o f  t h e  au r o n e  

p r e cu r s o rs , Y1 a n d  v2 ha d a l s o  b e en f o rm e d  i n  t h e r e a c t i o n 

a n d  � e c o v e r e d  i n  t h e  e l u a t e s  o f  t h e r e s p e c t i v e  Y '  s p ot s , 

b u t  n o t  t ra n s f o r m e d  e x t e ns i v e l y i n  t h e  a l k a l i  t r ea t m e n t  s t e p  

o n  a c c o u nt o f  t h e  l i m i t e d  r i s e  i n  p H . 

W h e n  i n v es t i g a t i on s  w e r e  a l s o  car r i e d  o u t  a t  h i g h e r  

r e a c t i o n  p H  t h an  t h e p r e v i ous  u p p e r  l i m 1 t  o f  p H  1 1  ( s e e  

T a b  1 e 1 2 ) , t h e c h r o mat  o g r a p h i c a - 1 y a p p a r  en t p r o du c t p a t  t e r n 

r ema i n e d  a s  D C  a n d  f l av on o l .  I n  c o n t r a s t  t o  t h e  p r e v i o u s  

e xp e r i e n c e  ( T a b l e  1 2 )  t h e  q u an t i t y o f  p r o d u c t s  o n  c h r oma

t og ra m s  n o  l o n g e r  i n c r ea s e d  w i t h r e a c t i o n  p H . T h e  c on t e n t s  

o f  t he r e a c t i o n m i x t u re  w e r e a s  g i v e n  i n  T a b l e  1 2 , b u t . b u f f e r  

w as r e p l a c e d  b y  N a D H , e i t h e r  D . D 1 o r  D . 1  N a n d  r e 3 c t i o n  t i me 

w a s  r e £ t r i c t e d  t o  5 mi n u t e s  b e fo r e  e t h e r  e xt r a c t i o n a t  p H  7 



: 

1 1 3 .  

a n d  r h r omat ogra p h y  o f  p r o d u c t s . T h e  l a ck o f  a dd i t i o n a l  

q u a n t i t y  o f  p r o d u c t s  fro m r e a c t i on a t  p H  1 3  c ompa r e d  w i t h 

· p H  1 2  was  r at i o n a l i s e d  i n  t erms  o f  t h e  p r o du c t  b e i n g  f o r me d  

a s  0Y c o m� oun ds . H e n c e  t h e s e  c om po u n d s  wo u l d  ha v e  b e e n  

t r a n s f o rm e d  r a p i d l y  a t  e i t h e r  r ea c t i on p H  t o  D C  a n d  f l a v o no l ,  

b u t  t h G  p r o p o r t i o n o f  t h 8 l a t t e r  w o u l d  ha ve  i n c r e a s e d  c o n 

s i d e r a b l y  at  t h e h i g h e r  r e a c t i o n p H  ( s e e  F i g u r e  3 1 ) .  H ow

e v e r, s i n c G  f l a v o n o l  i s  d e g ra d e d  in  a l k a l i t h e l os s e s  o f  

t h i s  p r o d u c t , a n d  o f  t o t a l  p r o d u c t  t h er e f o r e , w ou l d  h a v e  

b e e n  i n c r ea s e d a t  h i g h e r  r ea c t i o n p H . T h u s , t h e  s i t u at i o n 

c o u 1 d h av e  a r i s en w h e r e  t h e  e x p e c t e d  a c - � i t  i o n a 1 r at e o f  

p r o d u c t  ( 0Y comp ou n ds ) f o r mat i o n  a t  h i g h e r  p H  w a s  o f fs e t  

by  t h e  a d d e d  r a t e  o f  d e s t r uc t i on o f  t h e  ma j o r  d e r i v e d  f o rm 

( f l a v o n o l )  of  t h� p r o du c t  at  t hat  p H . U n de r  t h e  c o n d i t i o n s  

o f  r e a c t i o n  at  p H  7 - 1 1  a nd e x t r a c t i o n at  p H  7 ( s e e  T a b l e  

1 2 ) , t r ans fo rmat i o n o f  0Y c o m p o u n d s  w ou l d  y i e l d  p r e d o m i n

a n t l y  D C  a n d  h e n c e  t h e  g e n e r a l  e f f e c t  of  an  a c c e l e r a t i o n  o f  

r ea c t i o n  r a t e w i t h i n c r eas i ng p H  w o u l d  b e  l i n k e d  w i t h a n  

i n c r e a s e  i n  D C  f o rmat i o n a nd r e c o v e r y . T h e  d e c r e a s e d  am o u n t  

o f  f l a vo n o l  r e c ov e re d  f r o m  r e a c t i on a t  p H  9 a n d  1 1 , c o mpa r e d 

w i t h  l ow e r  p H  ( T a b l e  1 2 )  may  w e l l ha v e  b e e n  s i gn i f i ca n t  a n d  

a r e f l e c t i o n o f  i n c r e as e d  r a t e s  o f  d es t ru c t i o n o u t w e i g h i n g 

t h e  t r en d  a t  h i g h e r  p H  t o war ds  p r o p or t i ona t e l y  mo r e  f l avo n o l  

f o r ma t: o n  f r o m  ;6Y c o mp o u n ds . T h e  d e s t r. 1 1 c t i on o f  f l a v o n o l  

w a s  f' o u n d , f o r  e xamp l e ,  t o  b e  7 . 3 /U g w h e n  2 5 AJ g o f  t h e c o m

p o u n d  was  i nc u b a t e d  i n  a 4 m l  v o l u m e  of  D . D 5  m t r i s  b a s e  

p H  1 1 , a t  r o om t emp e r a t u r e  f e r  6 D  m i n u t e s . A t  6 D 0 , how e v e r , 

t h e s ame a m o u n t  o f  f l a vo n o l  i n  t h e  s ame  i n c u b a t i o n m i x t u r e 

w a s  d e s t r o y e d i n  a b o u t 5 m i n u t es . T hus , f r o m  t h e  f o r e g o i ng 

s u r v e y  o f  t h e  amo u n t s  a n d  b a l a n c e  of  f l a v o n o l  and  D C  
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r e c o v e r e d  f r o m  t h �  c h G m i c a l  r e a c t i o n ,  t h e  h y p o t h e s i s  t h a t  

0Y c o m p o u n d s  are  i n i t i a l l y  f o r me d  in  t h i s  r e a c t i o n  u n d e r  a l l  

p H  c o n d i t i o n s , b e s i d e s  a t  p H  7 . 5  as d i r e c t l y  d em o n s t r a t e d ,  i s  

p r o p os e d  t c  u r 1 i q u e l y  a c c o mmo d a t e  t he o b s e r v e d  r e s u l t s . T h e r e · ·  

f o r e  i n  t e r ms o f  d e t a i l e d p r o d u c t  pa t t e � n  t h e  c h e m i c a l  r e -

a ct i o n i s  c o � s i d e r e d  t o  pa r a l l e l  t h e e n2 ymi c r e a c t i o n . 

2 [ - 2  P r o d u c t s  o f  r e ac t i o n  u n d e r  A . F . O .  c o nd i t i o n s  

A n  i m p o r t a n t  e x t e ns i on o f  t h e  s t u d y  o f  t h e c h e m i c a l  

r e a c t i o n w a s  m a d e  t o  i n c l u d e  t h e  g e n e r a l  c on d i t i o n s  e s t a b -

l i s he d  i n  p r a c t i c e f o r  t h e  s y n t h e s i s o f  many  f l a v o n o l s  f r o m  

t h e  c o r r es p o n d i n g  c h a l c o n e s . T h i s g e ne r a l  r ea c t i o n ha s 

b e c o m e  k n cwn  as  t h e  A l g a r- F l y n n -· O y a m a d a  ( A . F . O . ) r e a c t i o n . 

Ty p i ca l l y , t h e  � . F . O .  r ea c t i o n  i s  co n d u r. t e d  a t  h i g h p H  a n d  

-
O D a t  l ow t emp e r a t u r e ,  a b o ut . T h u s  i n  t h e  p r e s en t  i n v e s t i -

g at i o n ,  c h a l c o n e  ( 1 80 /U mo l es ) w a s  d i s s o l v e d  i n  2 . 5  m l  o f  

1 . 2 5 N s o d i um h y dr o x i d e and  t 8 e  s o l u t i o n  c o o l e d  i n  i c e t o  

0 ° w h e n  h y d r o g e n  p e r o x i d e  ( 9 6 0 /U m o l e s  i n  0 . 1 1  m l ) w a s  a d d e d  

0 an d t h e  m i x t u r e  h e l d  a t  0 - 4 P a r  s e v e r al d ay s . S am � l e s  

( 1 0 0 � 1 ) o f  t h e  r e a c t i o n  mi x t u r a  w e r e  wi t h d r awn a t  i n t e r v a l s  

o v e r  t h e  n e x t  1 4 5 ho u r s  an d w e r e  a c i d i f i e d i mm e d i a t e l y w i t h  

H C 1 i n  a 4 m l  v o l u m e  o f  w a t e r  a n d  e t h e r  e x t r a c t e d . A n  

a l i q u o t  o f  t he e v a p o r a t e d  e t h e r  e xt r a c t  w a s  c h r o ma t o g r a p h e d  

i n  2 - D  t o  r e v e a l  t he p r o du ct p a t t e r n . T h e  o n l y  s i gn i f i c a n t  

p ro d t J c t  q u an t i t a t i v e l y w a s  f l a v o no l . A f t e r  2 0  h o u r s  r e a c t i on ,  

t h e  y i e l d  w a s  a p p r o x i ma t e l y 2 0% of  t h e  c h a l c o n e  a d d e d ; a f t e r 

1 4 5 h o ur s  v e ry l i t t l e  c h a l c o n e  r emai n e d  an d t h e  e t h e r - e x t ra c t e d  

p r o d u c t  w a s  l a r g e l y  f l a v o n o l , a s  s hown  i mm e d i a t e l y  b y  t h e  u . v .  

a b s o r p t i o n  s p e c t ru m  a n d  s u b s e q u e n t l y  by c h r o m a t o g r a p hy . A t  

n o  t i m e  was  any  c h r o ma t o g ra ph i c  e v i d e n c e  o f  D C  f o r ma t i o n 
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d e t e c t e d , e v e n  a f t e r  l i m i t e d  r e a c t i o n  t i mes  o f  f r o m  2 - 2 0  

m i n u t e s  o r  f r o m  1 - 4 hou r s . T r a c e s  o f  t h e d i h ; d r o f l a v o � o l , 

g a r b an z o l , w e r e  a p p a r e n t  i n  t h e p r o d u c t f o r  r e a c t i o n  t i me s  

o f  b e t w e e n  � Q  m i n u t e s  an d 2 0  h o u r s  o n l y , w i t h  a max i mum  

a t  a b o u t  2 h ou r s . V e r y  sma l l  amou n t s  o f  Y 1 a n d  v 2  w e r e  

d e t e c t e d  ( a f t e r  a u r o n e  a r t i f a c t  f o r ma t i o n ) f o r  r e a c t i o n  

t i m e s  o f  b e t t •J e , � n  2 m i n u t e s  a n d  2 h o u r s  o n l y ; 

d e c r e a s e d  p r o g r e s s i v e l y  wi t h  r e a c t i on t i me .  

t h e  a mo u n t s  

Whe n co n s i d e r E d  i n  c o n j u n ct i o n w i t h  t h e p r e v i o u s  

findi n g s  f o r  t h e  c h e m i c a l  r e a c t i o n a t  l ow e r p H  a n d  a t  , r o o m  

t e m p e ra t u r e  i t  w a s  c o n s i d e r e d  ( s e e  D i s c� s s i o n ) t ha t  f l a v o 

n o l  f o rma t i o n  i n  t h i s A . F . O . r ea c t i o n  a l so o c c u r r ed  b y  w ay 

o f  0Y c o � p o u n d s  a s  i n t e r me d i a t es . T h e e f f e c t  o f  t he h i gh 

r e a c t i on pH  w ou l d  ha v e  b e e n  t o  s t r o n g l y  d i r e c t  t r a n s f o r ma -

t i o n of  t h e s e  c o m pou n ds t o  f l avo n o l . F u r t h e r ,  t h e l ow 

r e a c t i o n  t em p e r a t u re  was  e x p e c t e d  t o  h a v e  c o n t r i b u t e d  m u c h  

t o  t h e  s ta b i l i t y o f  f l a v o n o l  ( c o mp a r e  r a t e s o f  d e s t r u c t i o n  

g i v en a b o v e  a t  a bou t 2 0 ° and  6 0 ° ) .  
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D I S C U S S I O N 

l n  t h i s  C h a p t e r , t h e r e s u l t s  l e a d i n g  t o  t h e  p r o p o s e d  

s t r u c t u r e s  f o r  t h e n e w  p r o d u c t s  i s o l a t e d ,  n a m e l y  0 � ,  0Y 1 

c. n d  Jv ,.... a r e  e x a m i n e d . F o l l o w i r1 g  t h i s , t h e c h e m i c a J  a n d  b i o . L 

c h e m i c a l  o x i d a t i o n s o f  c h a l c o n e  a r e  c o n s i d e r e d  a n d  p l a u s i b l e  

m e c h 5 n i s t i c  s c h e m e s  a d v a n c e d  f o r  t h e s e  r e a c t i o n  s y s t e m s . 

I t  w i l l  b e  s h o w n t h a t  t h e  n o v e l  p e r o x i d a s g - c a t a l y s e d  r � a c t -

i o n e n c o u n t e r e d  i n  t h i s  w o r k  c a n  b e  r a t i o n a l i s e d  i n  t e r m s 

o f  a p r o  p o s e d  s e  q u e n  c e o f  p r e v i o u s  1 y k n .:  :u n r e d o x  t r a n  s f o r  m -

a t i o n s o f  t h e  e n z y m e . 

3 A  ST R U CTU R E  O F  D C ,  0Y 1 A N D  0Y? 

A c l o s e  s t r u c t u r a l  r e l a t i o n s h i p  i s  i n d i c a t e d  f o r  

O C ,  0v 1 a n d  0v2 f r o m  a n u m b e r  o f  r e s u l t s . T h u s ,  t h e  f a c i l e  

t r a n s f o r m a t i o n o f  0v 1 a n d  0v2 t o  D C  i n d i c a t e d  a m i n i m a l  

s t r u c t u r a l d i f f e r e n c e . F u r th e r ,  t he i d e n t i t y o r  c l o s e  

s i m i l a r i t y i n  th e s p e c t r a l  d a t a  p o i n t s  t o  a v e r y  l i m i t e d 

d i f f e r e n c e  b e t w e e n  0v 1 a n d  0Y2 . T h is c o n c l u s i o n  i s  r e i n

f o r c e d  b y  t h e c o m m o n  p r o p er t y o f  0v 1 and  0Y2 i n  g i v i n g r i s e 

t o  e i t h e r D C  o r  f l a vo n o l  u n d er a l k al i n e  c o n d i t i o n s . A s  w i l l  

b e c o m e  a p pa r en t i n  t h e  fo l l ow i n y  s e c t i o n s , v ar i o u s  s t ru c t -

u r a l.  i . ' t e r p r e t a t i o n s  a r e  a u t o m a t i c al l y  s t r e n g t h e n e d b y  

v i r t • J e  o f  t h e  k no w l e d g e  t h at c l o s e  s t r u ct u r a l  r e l a t i on -

s h i ps e x i s t a m o n g  a l l t h e  n e w  c o m p ou n d s . 

3 A - 1 E v i d en c e f r o m spe c t r a l  d a t a 

Ja ) I n t e r p r e t a t i o n o f  t h e ma ss spe c t r a  o f  D C  3 n d  

D C- m e t hyl e t h e r . T h e  m o l e c � l a r  f o r mu l a e o f  D C ,  0 D C  
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( b o t h  c 1 5 H 1 0 o 5 ) a n d  O C- m e t hy l e t h e �  ( c 1 6 H 1 2 o 5 ) 1  d e t e r m i n e d  

b y  m a s s  m e as u r e m e n t  o f  th e r e s p � c t i v e mo l e cu l a� i o n s , 

e s t a b l i s h e d  D C  and  0D C  a s  s t r u c t u r a l  i s o m e r s  a n d  D C- m e t hy l 

e t h e r  as  a m o n o - � e t h y l e t h e r  o f  D C . T h e  mo l e cu l a r  f o r mu l a  

t h e r e f o r e  s h ow e d  t ha t  i n  th e f o r ma t i o n  o f  D C ,  a f o u r - e q u i v 

a l e nt o x i d a t i o n  o f  c h a l co n e  h J d  t ak e n  p l a c e  r e s u l t i n g  i n  

t h e  n e t r em ov a l  o f  t wo hy d ro g e n  a t oms  a 1 1 d  t h e  a d d i t i o n  o f  

o n e  o xy g e n  a t o m . 

T h e  m a s s  s p e c t r a  o f  D C  a n d  D C- m e t hy l  e t he r w e r e 

v e r y  s i m i l a r ( F i g ur e s 46  a n d  4 7 ) , t h e  mo l e c u l a r  i o n b e i n g  

t h e  b a s e  p e ak i n  ea c h  c a s e  a � d  t h e  m a j o r  f r a gm e n t a t i o n  

p a t h s c l os e l y  s i m i l a r f o r  b o t h  c o m p o u n d s . A s c h em e  f o r  

i n t e r p r e t i n g t h e  p a t h s  o f  f r a �m R n t a t i o n  i s  p r e s e n t e d  

( S ch eme  1) . T l 1 e  s t r u ct u r e s  p r e s e n t e d  i n  t h i s  S c h eme  f o r  

s p e c i f i c  i o n s  are  co n s i d e r e d  t o  b e  p l au s i b l e  r e p r e s e n t a t -

i o n s  o f  t h e c o mp o s i t i on s  e st a b l i s h e d  f o r  t h e  i o n s  b y  ma s s  

m e a s u r e m e n t  ( T ab l e  1 1 )  a n d  s e r v e  t o  r� t i c na l i s e  t h e  f r a g 

m e n t a t i o n o b s e r v e d  i n  t e r m s  o f  t h e  p r o p o s e d  s t r u ct u r e  o f  

t h e  i n t a c t  m o l � cu l e . T h u s , c l e a v a g e  o f  t h e  m o l e cu l a r i o n 

i n  S c h e m e  1 i s  r ep r e s en t e d  a s  an  a c l e a vag e  o f  t he e t h e r  

l i n k a g e  ( 4 1 ) at  t h e  s p i r o  c e n t r e  f o l l o w e d  b y  h y d ro g e n  a t o m  

t ra n s f er a n d  e l i mi n a t i o n o f  t he f r a gment . G i v en t h e r e s 

t r i c t i on s  i mp o s e d  b y  t h e  or i g i na l  c h a l co n e  s t ru c tu r e ,  t h i s  

e l i m i na t i o n o f  a f ra gment  o f  • .  �a s s  9 3  c an o n l y  b e  r e a s o n a h l y  

f o r m u l a t e d  a s  a l o s s  o f  t h e  a t o ms o r i g i na l l y  o f  r i G g B 

o f  t he c h a l c o n e . F u r t h e r m or e ,  e l i m i nat i o n o f  t h e  s ame 

f ra gm e n t  f r o m  b o t h  DC  and  O C- me t h y l  e t h e r  m o l e c u l ar i o n s  

i n d i c a t e d  t he o x y g en a t o m  p r e s ent  i n  t h e  f r a g me n t  ca u l �  n o t  

b e  p h e n o l i c  i n  t h e  D C  s t r u c t u 1· e •  o t h e rw i se m e t h y l a t i o n  w i t h  

d i a z o me t ha n e  wou l d  h a v e  b e e n  e xp e c t e d . Suc c es s i v e e l i m i n at i o n s  
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of t w o  m o � e cu l e s of c a r b o n  mon o x i d e f ro m  i o n  A to g i v e i o n 

C o c cu r r e d  t o  a sm a l l  e x t ent  a n d  co u ld b e  r at i o �a l i s e d  i �  

t e r m s  o f  t h e h e t e r o l y t i c  c l e a va g e  s e q u e n c e s i n  the  S c h eme . 

l o G D ( m/e  94 ) w a s  p r o m i n e n t  a n d  r e p r e s e n t e d  f r a g 

m e n t a t i o n o f  t h e  mo l e c u l a r i on w i t h r et e n t i o n  of  c h a r g e  

i n  t � o  o r i g i � a �  c ha l c on e 8 r i n g  mo i e ty , i �  c o n t r a s t t o  

t h e  f o r mat i o �  J f  t h e  p r e v i ou s l y e n c o u n t e r e d  f r agm e n t , i o n 

A .  �· o rmaU on o f  i o n D ,  h ow e v e r , r e q u i r e s  a d ou b l e  h y d r o

g en t r a n s f e r . H o mo l y t i c  c l e a vag e  o f  th e e t h er l i n k a g e  i n  

t h e m o l e c u l a r i o n g i v e s  t h e d i r a d i c al , s t a b i l i s e d by  

m e s o � e r i s m i n v o l v i ng t h e  ri n g s  a d j a c e n t  t o  e a c h  e l e c t r o n , 

w h i c h c an t hen  r e a r r a ng e w i t h  t ra n s f e r  o f  o n e  h y d r og e n 

a t o m  t o  t h e  f l a vo no l - l i k e i n te r me d i a t e . T h i s  i n t e r m e d i at e  

t h e n  cl e a v e s ( 4 2 )  w i t h  a n o t h e r  h y d r o gen t r a n s f e r  r ea c t i o n 

t o  f o rm i o n  r a d i ca l  D .  

F r a gme r1 t at i on o f  de u t e r i u m- l a b e l l e d  D C ,  p r e p ar e d  b y  

i nt r o d u c i n g  D C  a n d  d e u t e r i u m o x i d e  i n  t o  t h e  s ou r c e ( 4 3 )  

w a s  c o n s i s t en t  wi t h  t he a b o ve S ch em e . T he m o l e c u l ar i o n 

i n c o r p o r a t e d  a max i mu m  o f  t wo de u t e r i um a t o m s , a s  w o u l d  

b e  e x p e c t e d ,  t h ro u gh e x ch an g e  w i t h  h y d r o g en a t  t h e  e n o l i c  

( C- 4 ) a n d  p h e n o l i c  ( C- 8 )  fu n c t i o n s . B o t h  d e u t e r i u m s  w e r e 

r e t a i n e d  i n  f � R g m e n t  i o n s  A a n d  B ,  w h i l e  o n e  w a s  p r e s e n t . 

i n  i o n D .  

T h e  p e ak a t  m/e 1 1  D ( C6 H6 D2 ) • + i r 1 t h e  s p e c t r a  o f  

b o t h  D C  an d D C- me t hy l e t h e r  w a s co n s i d e r e d  t o  b e  an  a r t i 

f a c t  a n d  t o  r e p r e s en t  t he m o l e cu l a r  i on o f  h y d r oq u i n o n e  

w h i ch h a d  b e en  f o r m e d  b y  p a r t i a l  p y r o l y s i s  o f  t h e  s amp l e  

i n t r o� u c e d  i n t o  t h e  m a s s  sp e c t r om et e r . T h i s  d i p h e n o l  w a s  

f o r m 8 d  b y  s p o n t a n e o u s  d e g r a da t i o n  o f  D C  ( s e c t i o n 2 0-3 ( d ) )  

a n d  b y  h y d r o gen o l y s i s  o f  bo t h  D C  a n d  D C- me t h y l e t h e r  
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( s e c t i o n  2 D - 3 ( c ) ) .  T h e  ma i n  e v j d a n ce p o i n t i n g  t o  t hi s  

o r i g i n  o f  i on m/e 1 1 D was  t h e  w i d e  v a r i a t i o n  i n  t he i n t e n s -

i t y o f  t h e  i o n  i n  r e l at i o n t o  t h e  o t h e r  e s t a b l i s h e d  i o n s  

( S c h em 3  1 ) i n  t h e s pe c t r a  r u n  u n d e �  d i f f e r ent  i n l e t  t em p e r � -

t u r e  r e g i 1 n e s . T h e  s p ect r um  f o r  t h e  d e u t era t. e d  D C  s am p l e  

( s e e  a b o v e )  s h o w e d  t ha t  t wo h · , d r og e n s  w er e e x c h a n g eab l e  

w i t h  d e u t e r i t J m  i n  t h i s  i o n ( rn/e 1 1  D - -> m/e 1 1 2 )  a s  e x p e c t e d  

f o r  i t s  o r i g i n  a s  t h e  p r o p os e d  s e c o r d  m o l e cu l a r i o n b u t  n o t  

i f  i t  w e r e  f o r m e d  f r o m D C  o r  D C- m e t h y l  e t he r  m o l e c u l ar i on s  

b y  f ra gm e n t a t i o n i n v o l v i n g  a d o u b l e h y d r o g e n  t r an s f e r  

( c omp a r e  d e u t e r i u m e x c h a n g e  f u r  i o n D m/e 94 ) . P e a k s  a t  

m/e 8 1 a n d  6 3  � n  t h e  s p e c t r a  a r e  t y p i c a l l y  f r a gm e n t  i o ns 

i n  t h e  s p e c t r u m o f  hy d r oq u i n o n e  ( 44 ) . 

T h e  ma 3 s  s p e c t ru m  o f  0DC  was  o f  l i t t l e  di r e c t  v a l u e  

b ey o n d  t h e  e s t a b l i s h me n t  o f  t h e  c om p ou n d  a s  a s t r u c t u r a l  

i s o me r  o f  D C . A v er y  p r o m i n e n t  p e ak a t  m/e 1 1 D i n  b ot h  t h e  

f i r s t  a n d  f i na l s p e c t ra r e c or d e d  f o r  t h e  �D C s am p l e  W 2 S  

a g a i n  a t t r i b u t e d  t o  h y d r oq u i n o ne  f o r m e d  by pa r t i a l  p y r o l y -

s i s , w h i c h may. ha v e  b ee n  m o r e e xt e ns i v e w i t h 0D C t h a n  w i t h  

D C  a n d  D �- m e t h y l e t h e r . A s  t h e  i n l e t  t em p e r a t u r e  i n c re a s e d  

0 t o  a b o u t  2 D D , t h e  s p e c t r u m  r es emb l e d  i n c r e a s i n g l y  t h at o f  

D C . I t  w a s  c on s i d e r e d  l i k e l y t h a t  t h e  di k e t on e ,  0D C ,  i s o m -

e r i s e d  t o  t he m o r e  s t a b l e e n o l ,  D C ,  i n  t h e mas s s p e c t r e -

m e t e r . 

( b ) I n t erpr e t at i o n o f  t he m a s s  spgct r a  o f  T MS 

c e r i v a t i v e s  f r o m  0Y 1�2 , D C  a n d  f l avo n o l . S i l y l at i on 

o f  0v 1 and  0Y2 was  u n d e r t a k e n  i n  a n  e f f o r t  t o  s t a b i l i s e  

t h e s e  h i g h l y  r e a c t i v e co m p o u n d s  s u f f i c i e n t l y  t o  p e r m i t· d e -

t e r m i n at i o n o f  mo l e cu l a r  w e i g � t  at l e a s t , by ma s s  s p e c t r a -

m e t r y . I f  s u c ces s f u l , t hi s  t e c hn i q u e  w o u l d  h a v e  r e v e a l e d  



1 2 0 .  

t h e  n u m b e r  o f  h y d ro xy l g r o u p s  i n  t he mo l e cu l e  a n d , , I c ,, e r e -

f o r e ,  t he v a l i d i t y o f  t h e di a l  s t r u c tu r e  p r o p o s e d  ( F i g u r e  6 1 )  

wou l d  h a v e  b e e n  t e s t e d  d i r e c t l y , a f e at v i r t u a l l y  u nm a n a g e a-

b l e  by  o t h e r  p r o c e d u r e s  o n  a c c o u n t  o f  t he i n s t a b i l i ty o f  t� R 

c omp o u n ds . A t t em p t e d  mass  s p e c t r c m e t ry o F  t he u n p r o t e c t e d  

c ompo u n ds w a s  f r u i t l e s s . 

Ma s s  s p e c t r o me t ry o f  t h e C L C- p u r i f i e d ,  ma j o r , T M S  

d e r i v a t i v e  o f  b o t h 0Y 1 a n d  0v2 , i n d i c a t e d  t ha t  a n  i d e n t i c a l  

p r o d u ct h a d  b e eM ob t a i n e d  f r o m  t h e t wo comp o u n ds ( F i gu r e 4 9 

a n d  5 0 ) . F u r t her , d i r e c t comp a r i s on w i th t h e  s p e c t r u m  o f  

a n . a u t h e n t i c  t ; i me t hy l s i l y l a t e d f l a v o n o l  s a mp l e  ( F i g u r e  5 1 ) ,  

s i m i l a r l y  i s o l a t e d  b y  C L C ,  p r o v i d e d  s t r 1 n g  s u p p o r t  ( s e e 

b e l ow ) f o r  t h e i de n t i f i cat i o n o f  t he T MS d e r i v a t i v e s  o f  

0Y 1 a n d  0v2 a s  t h e  T MS- f l a v o n o l p r o du ct . C o ns e q u e n t l y , a l l 

e v i d en c e  w a s  f o u n d  t o  b e  c o ns i s t e n t  w i th  t h e  cn n c l u s i o n  

t ha t  a t r a n s f o r ma t i on o f  b o t h  0Y 1 a n d  0Y2 t o  f l a vo n o l  i n  

t h e  c o u r s e  o f  s i l y l a t i o n w i t h  t h e  B S T F A  r e a g e n t  ha d o c c u r r e d . 

A n a l y t i c a l  C L C  ( F i g u r e  3 4 ) i n d i ca t e d  t h a t  a n y  T MS - O C  p r o d u c t  

a l s o  f o r m e d  w a s  i n  r e l a t i v e l y  mi n or p r o p or t i o n t o  t h e  T MS -

f l a vo n o l  s i n c e  t h e s e t w o  c ompou n ds w e re s e p a r a t e l y  s h o w n  

t o  b e  r es o l v e d  o n  t he c o l umn  u n d er  t h e  c on di t i o n s  emp l o y e d . 

T h e r e f or e ,  t h e  t ra n s f or ma t i o n o f  0Y 1 a n d  0v2 i n  t h e  s i l y l at 

i on s t e p  ha d s t r o n g l y  f a v o u r e d  r e a r r a n g em e n t  t o  t h e  f l a vo n o l  

n u c l e u s  ( c o mp a �' e  t r a n s f.o r m a t i o n  i n  aq u eo u s  a l k a l i - F i CJ U r :J s  

3 1  a n d  3 2 ) .  T h i s c a t a l y s i s  i n  t h e  s i l y l at i o n  p ro c e du r e  

w i t h t h e  B ST F A  r e a g e n t  w as u ne xp e c t e d . 

T he m a s s  s p e c t r u m  o f  t h e  T M S  d e r i vat i v e  f ro m  0v 1 a n d  

0Y2 d i s p l ay e d � w e a k  mo l e c u l a r i o n  p ea k  a t  m/e 4 8 6  i n  e a c h  

c a s e . A s i m i l a r w e a k  p e ak a t  m/e 4 8 6  w a s  o b s e r v e d  f o r  t h a  

m o l e c u l a r i o n o f  au t h e nt i c  T MS- f l a v on o l , c ons i s t e nt  w i t h t h e  
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G x p e c t e d  mo l e cu l a r i o n  o f  t h e  f u l l y  t r i me t hy l s i l y l a c e d , 

t r i h y d r oxy  c o m p o u n d  ( 2 70  p l u s  3 x 72 ) .  I n  c on t r a s t , t h e  

t r i - T MS d e r i v a t i v e o f  t h e  i n t a c t  d i a l  s t ru c t u r e  p r o p o s e d  

f o r  0Y 1 a n d  0Y2 w o u l d  h a v e  h a d  a m o l e c u J. a r  w e i g h t  o f  5 0 4 . 

T h e d i s c r e p a n c y  o f  1 8  mass  u n i t s  ( 5 0 4  m i n u s  4 8 6 ) c o r r e s 

p o n d s  t o  t h e  l o s s  o f  t h e o l e m 2 n t s  o f  w a t e r  wh i c h  w ou l d  

o c c u r  i n  t h e  r e a r r a n g e m e n t  o f  t h e d i a l  s t ru c tu r e  ( 0 Y )  t o  

f l a v o n o l . U s i n g a 0Y 2 - d e r i v e d  s am p l e  o f  t h e  T MS d e r i v at i v e , 

a c h e ck was  m a d e  t o  e n s u r e  t h a t  t h e  p e a k s  a t  m/G 4 8 6  a n d  

4 7 1 i n  t h e s p e c t r a  o f  t h e  0Y- d e r i v e d  s am p l e s  d i d  n o t  r e p 

r e s e n t , i n s t e a d  o f  t h e  mo l e c u 1 a r  i o n a n d  M - 1 5 f r a gmen t s 

r e s p e c t i ve l y , f r a g m e n t  i o n s d e r i v e d  f ro m  a h i gh e r  m a s s  

m o l e cu l a r i o n , i n  p a r t i cu l a r a t  m/e 5 04 . T h u s , n o  m e t a s t -

a b l e  p e ak  co u l d  b e  d e t e c t e d  f or a n y  t r a n s i t i o n y i e l d i n g 

e i t h e r  m/e 4 8 6  o r  4 7 1 f ra g men t s , a p a r t  f r o m  t h e  t r a n s i t i o n 

m/e  4 8 6 --+ 4 7 1 , a n d  n o  e v i d e n c e  w h a t s o e v e r  o f  t h e  e x i s t e n c e  

o f  a m/e  5 04  i o n  c o u l d  b e  d e t e c t e d . H e n c e ,  t he e x i s t e n c e  

o f  a c o mmon  m o l e c u l a r  i o n p eak a t  m/e 4 8 6  l e a v e s  . n o  o t h e r  

c o n c � u s i o n t h a n  t h at t h e  0Y- d e r i v e d  s a m p l es a r e  e i t h er 

i d e n t i ca l  t o  or  i s ome r i c  w i t h  T MS- f l a v o n o l .  W h e n  a l l o t h e r  

d a t a  a r e  t ak en i n t o  a cc o u n t , t h e o n l y  t en ab l e  c o n c l u s i o n  

i s  t h at  t h e  p r o d u c t  f ro m  t he s e  t n r e e  s o. u r c e s  i s  i d e n t i c a l . 

T h e  � p e c t ra o f  t he 0Y- d e r i v e d  s am p l e s  w e r e  c o m

p l i ca t e d  a p p a r e n t l y  b y  t h e o c c u � r e n c e  o f  p ar t i a l  h y d r o l y si s 

o f  t h e  T M S  d e r i v a t i v e  t o  p r o d � c e  a m i x t u r e  o f  c o m p ou n d s , 

p r e s u ma b l y  wh i l e  t h e  s am p l e  t u b e  w a s  o p e n  t o  t h e  a i r i n  

t h e  f i na l  s t a g e s  ·o f i nt ro du c t i on i n t o  t h e  m a s s  s p e c t r o m e t e r . 

S o m e  T M S  e t h e r s  a r e  k n own  t o  be v e r y  s e ns i t i v e  t o  m o i s t u r e  

( 4 5 ) . A s  a c o ns eq u e n ce , t h e p e ak a t  m/e 4 1 4 w a s  I n d i ca t e d , 

o n  t he bas i s  o f  r e l a t i v e p e a k  i n t en s i t i e s a s  i n l et t em p e r at u r e  
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i r: c r e a s e d  a n d  0 1 1 mG t a s t a b l 3  i-l e ak i n t e n s i t i e s , t o  r e p r e s e n t  

l a r g e l y  a mo l e c u l a r  i on a n d  o n l y  t o  a m i n o r  e x t e n t  t h e  

t r a n s i t i o n m/e 4 R6 -;:,. 4 1 4 .  A t  h i g h e r  t em pe r a t u r e s , t h e  

r e l a t i v e  j n t g n s i t y  o f  m/e 4 1 4 i n c r e a s e d  c o n s i d e r a b l y  i n  

r e l a t i on t o  t h e  p e ak at  m/e 4 � 1 , w h i c h w a s  d e r i v e d  f ro m  

m/e 4 8 6 b y  l o s s  o f  m e th y l  ( m e t a s t a b l e  p e ak d e t e c t e d ) . T h i s  

r e l a t i v e  i n c r ea s e  i n  p e ak i n t en s i t y w a s  co n s i s t e n t  w i t h  t h e  

p r e s e n c e  o f  a s e p a r a t e  c om p ou n d  o f  l ow e r  vo l 3 t i l i t y ,  g i v i n g  

r i s e  t o  mu c h  o f  t h e  �/e 4 1 4 p eak  a s  a m o l e c u l a r i o n . A 

c o m p ou n d  o f  mass  4 1 4 cou l d  r e a d i l y  a r i s e  f r o m  t h e  T M S-

f l a v o n o l  s t r u c t u r e  u p o n  h y d r o l y s i s  o f  o r , e  T M S  e t h e r  l i nk a g e  

( e q u a t i o n 2 ) ,  a r e a c t i o n  w h i c h  w o u l d  be e x p e c t e d  t o  b e  mo r e  

f a c i l e f o r  p h e n o l i c  r a t t-. e r .  t h a n  a l c o h o l i c ,  T M S- l i nk e d  o xy g e n  

f u n c t i o n s  ( 4 5 ) . 

0 

T M S- f l a v o n o l  
3 

mas s 4 86 

Equ a t i o n  2 

0 

T2.M S- f l a v on o l  

mas s 4 1 4 

O T MS 

W h i l e  t h e  p e ak a t  m/e 4 � 4 w a s  t he b a s e  p e a k  i n  t h e  

s p e c t r u m  o f  e a c h  o f  t h e  �Y - d e r i v e d  s a mp l e s , i t  w a s  r e l a t i v e l y  

l e s s  i nt en s e ,  b u t  n o n e t he l e s s  h i g h l y  s i gn i f i c ant , i n  t h e  

s p e c t ru m  o f  T M S- f l a v o n o l .  A l t h o u g h  i t s o r i g i n  i n  t h e  l a t t e r  

s am p l e  w a s  n o t  s p e c i f i c a l l y i � v e s t i g a t e d , i t  i s  e nt i r e l y  

r e a s c n a b l e  t o  a s s u m e  i t  a g a i n  r e p r e s e n t e d  l a r g e l y  t h e m o � e c -

u l a r  i o n s p e c i e s  a r i s i n g  b y  h y d ro l y s i s  a s  i n  e q u a t i o n  2 .  
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W i t h t h e  mle 4 1 4 p e a k  l A r g o l y  r e m o v e d  f r o m  t h e  t r u e  

m a s s  s p e c t ra f o r  t h e  0Y- d G r i v e d  a n d  T M S - f l a v o � o l s a mp l e s , 

i t  t h u s  em e r g e s  t h a t t h e b a s e  p e ak  fn e a c h  c a s e  i s  a t  mle 

4 7 1  . T h i s i s r e a d i l y a c c e p t e d as '3 r' r a g  m e n  t a t  i_ :J n o f t h e 

m o l e c u l a r  i o n by  l o s s  o f  a met hy l r a d i c a l  f ro m  a T M S  g r o u p ,  

a f a v o u r e d  p r o c e s s  i n  many  T M S  ri s r i v at i v e s  ( 46 ) . T h e  p e a k  

a t  mle 3 9 9  i n  t h e  s p e c t r u m  o f  t he 0Y 2 · · d .� r i v e d  s am p l e  w a s  

s h o w n , by  m e t as t a b l e  p ea k  s ca n n i n g , t o  a r i s e  b y  t h e t r a n s -

i t i o n  s m I e 4 1 4 � 3 9 9 an  d a 1 s o  m I e 4 7 1  -� 3 9 9 ( 1 o s  s o f 

m e t h y l a n d  C H2 S i ( CH 3 ) 2 r e s p e c t i v e l y ) - t h e  l a t t e r i s  eq u i v 

a l en t  t o  t h e  m i n o r  c o nt ri b u t i o n  t o  t h e mle 4 1 4 p e a k  o f  

t h e t r a n s i t i o n 11le  4 8 6  � 4 1 4 a l s o  o b s e r v e d i n  t h is s a 1n p l e . 

T he  p e ak  a t  mle 1 4 7 ,  o r o m i n e n t  i n  t h e s p e c t r um  o f  

T M S- f l a vo n o l  a n d  p r e s e n t  a l s o i n  t h e s p e c t r a  o f  t h e  0Y -

d e r i v e d  s a mp l e s ,  p r o b ab l y  r ep r e s e n t s  a we l l - e s t a b l i s h e d  

a r t i f ac t  i n  t h e s p e c t r a o f  T MS d e r i v a t i v e s  ( 4 6 ) .  T h i s  

a r t i f a c t  a r i s e s b y  l o s s  o f  a m e t h y l r a d i c a l  f r om t h e  c o n 

d e n s a t i o n p r o d u c t  ( h e xa m e t h y l d i s i l o x a n e ) o r  t r i m e t h y l s i l -

a n o l , i t s e l f  f o r me d  u p o n  s p o n t a n e o u s  h y d r o l y s i s  o f  t h e  T�S  

e t h e r  ( as i n  e q u a t i o n 2 a b o v e ) .  

H e x a m e t h y l rl i s i l o x a n e  

C H ' 3 + 
[ ( C H 3 ) 3- S i - 0 - S i - ( CH 3 ) 3 ] • + �� ( CH 3 ) 2- S i= 0 - S i - ( CH 3 ) 3 

mle 1 4 7 

A n o t h e r  a r t i f a c t p e a k  a t  mle 7 5  i s  a l s o  c h a r a c t e r i s t i c a l l y  

f o r m e d  d i r e c t l y  f r o m  t h i s  t r i me t h y l s i l a n o l  h y dr o l y si s p r o d u c t  

b y  l os s  o f  � e t h y l  r a d i c a l  ( 4 6 ) . 

C H ' 
2

3 

mle 7 5  
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A s t r o n g  p e a k  a t  m/ e 7 5  i s  p r e s e n t  i n  t h e  s p e c t r a o f  t h e 

0Y - d e r i v e d  s a m p l e s ; i n  t h e  c a s e o f  T M S - f l a v o n o l , h ow e v e r ,  

t h e  s p e c t r u m  w a s  n o t  r e c o r d e d  b e l o w m/ e 1 0 0 . T h u s t h e  

p r e s e n c e  o f  p e a k s  a t  b o t h  m / e 1 4 7 an d 7 5  i s  i n d i c a t i v e o f  

t h e o c c w r r e n c e  o f  t r i m e t l1 y l s i l a n o l , c o n s i s t e n t  w i t h  t h e  

c o n t e n t i o n t h a t  p a r t i a l h y d r o l y s i s  o f  t h e  T M S - e t h 2 r o c c u r r e d  

p r i o r  t o  m a s s  s p e c t r o m e t r y i n  a l l t h r e e s a m p l e s .  T h e  p e ak 

a t  m/e 7 3  i s  t y p i c a l l y  t h a t  o f . t h e  t r i m e t h y l s i l y l  c a t i o n  

( 4 6 ) , 

T o  comp l e t e  t h e  s t u dy o f  t h e  T MS d e r i v a t i v e s , t h at 

o f . D C w a s  a l s o p r e p a r e d  b y  G L C a n d  s u b j e c t e d t o  ma s s  s p e c t r o 

m e t ry . O f  p a r t i c u l a r  i n t e r e s t  w a s  t h e  : a c t  t h a t  t h i s  d e r i v a 

t i v e  w a s e x p e c t e d ,  a n d  fo u n d  ( F i gu r e  52 ) ,  t o  d i s p l a y 2 m o l e 

c u l a r i o n p e ak a t  m/e 4 1 4 .  Mo r e o v e r , t h e  s p e c t r u m  o f  T MS- D C  

d i s p l a y e d  a n u m b e r  o f  u n i q u e  p e ak s w h i c h  s e r v e J  t o  d i s t i n 

g u i s h  i t  f r om t h e  o t h e r  mass  s p e c t r a  c o n s i d e r e d . T h u s  t he 

p e ak  a t  m/e 1 1 0 , ty p i c a l o f  un p ro t e c t e d  D C  a n d  a l r e a d y  c o n 

s i d e r e d  t o  b e  an  a r t i f a c t  a r i s i ng b y  p a r t i a l  s am p l e  p y r o l y s i s ,  

w a s  u n i q u e  t o  t h e  T M S- O C  s a m p l e ,  t o g e t h e r  w i t h  o t her  l e s s  

s i g n i f i ca n t  p e a k s . Hy d r o l y si s o f  t h e  T M S - D C  s amp l e  w o u l d  

a l s o  h a v e b e e n  e xp e c t e d ,  a n d  was  i n  f a c t  i n d i cat e d  b y  t h e  

o c c u r r e n c e  o f  t y p i c a l l y - a r t i f a c t  p e a k s  a t  m/e 1 4 7 a n d  7 5  . . 

F r a gm e nt a t i o n o f  t h e T M S - D C  mo l e c u l a r  i o n a n d  a o r o b a b l e  

a d d i t i o n a l  mo l 8 c u l a r  i o n a t  m/e 3 4 2  was  o v e r a l l s i m i l e �  t o  

T MS - 7 l a v o n o l  i n  t h a t  l o s s  o f  m e t hy l ( M - 1 5 ) a n d  C H2 S i ( CH 3 ) 2 
( M - 7 2 ) w a s  o b s e r v e d . 

G e n e r a l  s u p p o r t  f o r  t h e  D C  s t ru c t u r e  w a s  a l s o  f o r t h

c o mi n g  f r om  t h i s  T M S - D C  s p e c t r um . T h e  p r e s e n c e  o f  t h e  t w o  

h y d r o x y l  g ro u p s  i n  t h e  m o l e c u l e w a s  i n d i ca t ed  b y  t h e  p � e s e n c e 

o f  t w o  T M S  g r o u p s  i n  t h e  d e r i v at i v e ,  w h i l e  t h e  abs e n c e  o f  
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t h e  i o n a �  m/e 9 L� ,  p r o r,l i n e n t  i n  t h e n e  s p e c. t r u r11 a. n d r e q u i r-

i n g a d o u b l e  h y d r o g en t r a n s f e r  i n  i t s  g en e s i s ( S c h e m e  1 ) , 

w as e n t i r e l y  p r e d i c t a b l e  i n  t h a t o n e  o f  t h e � o q u i r� d  h y d r o -

g e n s  l!J a s  �1 8 l o :� g e r  a v 3 l l a b l e ,  h a v j  n g  b 8 e n  d i s p l a c P. d b y  t h e  

T MS g r o u p . 

( c ) I n  L e  r_p r 8 t at i_ o n  o r"" t h e f� rn�-s pe r: t r �. o f  0 C , 0 C -

I n  t he N MR s p e c t r u m  o f  D C  

( F i g u r e  5 ;j  a n d  T a b l e 1 3 ) t h e  a b s o r p t i o ns a s s j CJ n e d  t o  t h e  

t h r e e  a r o ma t i c  r i n g  p r o t ons  H - 6 , H - 7 and  H - 9 w e r e  s i m i l a r  

i n  p a t t e r n  t o  t h o s e  o f  t h e  A r i n g p r oto n s ,  H - 5 ,  H - 6  and  

H - 8 ,  o f  t h e  5- d e o x y f l a v o n o i d ,  r o b i n e t i n  ( 4 7 ) , w h i c h  s e r v e s  

a s  a s u i t a b l e  mod e l  c o m p ou n d . 

OH 

H O  
O H  

0 

R o b i n e t i n 

I n  C C ,  t h e  p r es e n c e  o f  t he  c a r b o n y l f u n c t i o n  a t  

C- 5  i s  e v i d e n c e d  i n  t h e  l ow- f i e l d a b s o r p t i o n  o f  H - 6 , du e t o  

t h e  d e s h i e l d i n g  e f f e c t  o f  t h i s  g r o u p  ( 4 7 ,  4 8 ) . C ou p l i n g  o f  

L h e  H - 6  an d H- 7  p r o t o n s  ( J6 7 = 8 . 6  H z )  i s  w i t h i n  t h e  r a n g e  
, 

( 6 - 1 0 H z ) f o r  o r t h o c o u p 1 i n g i n a r o m a t _;_ L r i n g s ( 4 9 ) . A 

s p i n  d e c o u p l i n g e xp e r i m e n t  c onf i r m e d  th e l o w f i e l d  d o ub l e t 

( H- 6 )  a r o s e  b y  c o u p l i n g w i t h  a p r o t o n  ( H- 7 )  i n  t he u p f i e l d  
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N M R  D a t a x f o r  D C ,  D C- m e t hyl  e t h e r , 0DC , 0Y 1 s n d  0Y2 

R D  

D 

G e n e r a l  f o rmu l a  

Com p d  C h e m i c a l  S h i f t s  ( p pm  6 s c a l e )  
H - 3  H - 6  H - 7  H - 9  H - 2 ' , 6 '  H - 3 ' , 5 '  

D C  7 . 3 3 7 , 6 D d  6 , 8 2 d d  6 , 7 7 d  ? , 2 1 d 6 . 9 3 d  

D C- O M e  7 . 2 4 7 . 5 5 d  6 , 76 d d  6 .  8 1  7 . 1 1  d 6 , 8 0 d  

,0o c 

0Y 1 

0Y2 a 

0Y2 b 

X 

5 . 0 5 d  ( H - 3a ) 

3 . 8 9 d ( H - 3 b ) 

( H - 3 ,  H - L� ) 

5 . 32 d  5 . 1 5 d 7 . 1 6 d 6 , 52 d d 6 , 3 7 d 7 . D 2 d  6 . 5 3 d  

5 . 1 9 j  4 . 6 5 d  7 . 2 7 d 6 , 4 3 d d 6 . 3 7 7 . 2 2 d  6 , 6 6 d  

5 . 2 D d  4 . 6 5 d  7 . 2 7 d 6 . 4 3 d d  6 . 3 8 7 . 2 2 d  6 , 6 6 d  

C h e m i c a l  s h i f t s  a r e  g i v en i n  p p m  ( 6  s ca l e )  r e l a t i v e  

t o  a T M S  i n t e r n a l  s t an d a r d .  Mu l t i p l i c i t i es a r e  n o t e d  

� o r  s i g n a l s  o t h e r  t h an s i n g l e t s  a s  d ( d o u b l et ) a n d  d d  

( do u b l e do u b l e t ) . N o  s e p a r a t e  a s s i g nme . 1 t  o f  c h em i c a l  

s hi ft t o  H- 3 and  H-4  p r o t o n s  i n  ,0v1 a n d  0Y2 · i s  m a d e . 

A n a l y s e s  o f  a l l s p i n  s y s t em s  ( s e e  t e x t ) w e r e  m a d e  b y  

f i rs t  o r d e r  a p p r o x i m a t i o n s . 



T a b l e  1 3  C o n t i n u e d  

C o u p l i n g  Cons t a n t s  ( h z ) 
Com p d . I H - 2 ' " , 3 '  

H - 3 a , 3 b H - 3 , 4  : J - h ' 7 H- 7 , 9  H - 5 ' , 6 '  

I 

D C  8 . 6  2 .  1 9 

O C - O IYl e  8 . 2  2 . 4 1 0  < 

,0oc 6 . 0  

0v 1 2 . 3 8 . 8  2 . 0  8 . 4 I 

0Y2 a 2 . 0  9 . 3  2 . 0 9 . 0  

,0Y2 b 2 . 0  9 . 3  2 . 0 9 . 0  
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m u l t i p l e t ( s e e  F i g u r e  5 3 )  i n  k e e p i ng w i t h  t h e  a b o v e  as s i g

m e n t s . F u r t h e r  s p l i t t i n g  o f  t h e  H - 7 r e s o n a n c e  i n t o  a 

do u b l e  d oub l e t , b y  m e t a  c o u p l i n g ( 4 9 )  w i t h  H - 'J  ( J 7 , 9 � 2 H z ) 

a l s o  o c c u r r e d a s  s hown  i n  F i gu r e  53 . P a r t i a l  o v e r l a p w i t h  

s o m e  o f  t h e  u p f i e l d  s i gn al s  o f  t h e d i e n o n e  r i n g p r o to n s 

o. d d e d  t o  t h e  c o m p l e x i t y  o f  t h e  s p e c t ru m  i n  t h i s  r a g i o r: ,  

A s i n g l e t  a t  6 7 . 3 3 ,  d o w n f i e l d  o f  a l l b u t  t h e  H - 6  

r es o n a n c e , w a s  a s s i g n e d  t o  t h e , C- 3 p r o t o n 1 i n  k e e p i ng w i t h  

i t s o l e f i n i c n a t u r e  a i d e d  p r o b a b l y  b y  i t s  c o n j u ga t i o n  w i t h  

t h e  � - ca r b o n y l g r o u p  ( 5 0 ) . 

T h e  fo u r  r ema i n i n g p r o t o n s  i n  t he s p e c t r u m  o f  t h e 

D C  mo l e c u l e  a b s o r b e d  as  a n  A A ' B B ' s y s t s ; ,, ( 5 1 ) ,  s y m m e t r i c a l  

a b o u t  i t s m e an c h em i c a l  s h i f t  ( 6 7 . 0 7 ) , w h i c h co u l d  b e  

a s s i g n e d  s a t i s fa c to r i l y  t o  t h e  p r o t o n s  o f  t h e  p - cy c l o h e x a d 

i e n o n e  r i n g  i n  D C ,  d e r i v e d  f ro m  t h e  arom a t i c B r i n g  o f  t h e  

o r i g i na l  c h a l c o n e . T h i s t y p e  o f  s p e c t r u m  i s  a l = o  s h o w n  

t y p i co. l l y  b y  p - d i s u b s t i t u t e d  b e n z e n es ( 5 1  , 5 2 )  i n  w h i ch t h e  

v a r i o u s  c o u p l i n g s  a r e  o f  t he o r d e r  s h own b e l ow . 

R 

J ,l\ B 
� 7 - 10 H z  

A H H A I 

J A A  . �  
J B B  ,

:::;:: 2 - 3 H z  

B H H E:l '  J A B ' 
� 0 1 H z  

R '  

T h i s sy s t e m  i s  n e a r l y  o n e  i n  wh i c h t h e  A B  a n d  A ' B ' p r o t o n  

p a i rs f o rm t w o  i n d e p e n d e n t  s y s t e ms o f  co i n c i d e n t  c h e m i c a l  

s h i f t  w h i c h w o u l d  t h e n  r e s o nat e a s  a n  A B - t y pe q u a r t e t . T h e  

c ro s s- r i n g c o u p l i n g  i s  r e s p o ns i h l e  f o r  t h e  e x t r a  l i n e s  o�

s e r v e d , w h i ch ha v e  not  o b s cu r e d , h o w e v e r , i n  t he DC  s y s t e m ,  
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t h e  b a s i c  r e s e � b l a n c e  t G  t h e A B  q ua r t e t . T h e s i m p l e A B  

c ou p l i n g i n  p- c y c l o h o x a d i e n o n e s ,  w i t h  t h e  p r o t o � s  a t o  t h e  

c a r b o n y l  g r o u p  t h e f u r t he r  do w n f i e l d ,  c a n  a l s o  b e  c o m p l i c a t e d  

b y  c r o s s - r i n g c o u p l i n g  as  i n  t h e ar omat i c  sy s t em a b o v e  ( 5 3 ) . 

I n  t h e  f i r s t - o r d e r a n a l y s i s  o f  t he D C  s p e c t r um  t o  p r o v i d e  

t h e J a t::3. g i v en i n  T a b l e 1 3 , t h e  A A ' B B '  s y s t em h a s  b e e n  

t r e a t e d  a s  a s i mp l e  A B  o n e  w i t h  s om e  e r r o r  t h e r e f o r e  i n  

t h e  v a lu e s  o b t a i n e d  f o r  ch e m i c a l  sh i f t a n d  s o u p l i n g  c o n-

s t a n t . T he a p p r  o x i 1n a t e c o u p l i n g  c o n s t a n t  o b t a i n e d  

( J2 ; 3 , = J 5 , , 6 , =  9 H z )  a g r e e s  w i t h v a l u es fo u n d  ( 9 - 1 D . 5  H z ) 

f o r  p- cy c l o h e x a d i e n o n e s  ( 5 3 ) . W h i l e  t h e  a s s i g n m e n t  i n  D C  

o f  t h e  A A ' B B '  s y s t em i s  mad e  i n  r e s p e c t  o f  t he p - c y c l o h e x a d-

i e n o ;1 e s y s t G m ,  :r a t h e r  t h an  t h e  pa r a - di s u b s t i t u t e d  a r o mat i c  

r i ng a s  i n  t h e o r i g i n a l  ch a l co n e ,  i t  s hou l d  b e  n o t e d  t h a t  

o n  N MR e v i d e n c e  a l o n e , e i t he r  p o s s i b i l i ty may h o l d . H o w e v e r , 

o t h e r  d a t a n e c e s s i t at e d  a s s i g n m e n t  o f  t h e d i e n o n e  r i n g  s y s t em 

i n  D C . 

S i gn a l s  f o r  b o t h  t he e n o l i c  and  � h e n o l i c  e x c h a n g e -

able  p ro t o n s  w e r e  not  d e t e c t ab l e  f o r  DC  i n  t he a c e t o n e  s o l v en t . 

A l l t he s i g n a l s  d i s c u s s e d  abo v e  p e r s i s t e d  o n  a dd i t i on o f  

d eu t e r i um o x i d e . 

I n t e gr at i o n o f  t he O C  s pe c t r um ,  a f t e r  d e u t e r i u m  o x i d e  

h a d  b e e n  a d d e d  ( F i gu r e  5 4 ) ,  p r o � i d e d  su p p o r t  f o r  t h e  i nt e r-

p r e t � t i o n  w h i c h  has  b e e n  d i s cu s s e d . B a s e d  o n  th e i n t e g r a l  

f o r  o n e  p ro t on , fo r e x am p l e  H - 6  do u b l e t  o r  H - 3 s i n g l e t , t h e  

t o t a l  p r o t o n  c ou n t  f o r t h e  s p e c t r u m  was 8 . 5  ( 8  p r o t o n s  r e 

q u i r e d  i n  a b s e n c e  o f  e n o l i c  a n d  p h e n ol i r.  s i gn a l s ) ,  w h i l e  

f o r  t h e A A ' B B ' sy st e m ,  t he l o ·u e r  f i e l d h a l f ( A A ' ) i n t e g r at e d  

f o r  t wo p r o t o n s . F u r t h e r ,  a l l t h e  s i g n a l s  u p f i e l d  f r o m  l h e 

m e a n  c h e mi c a l  s h i f t o f  t h i s  s y s t em i nt e g r a t e d  f o r  4 p r o t on s , 
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name l y  t h e  B B ' ,  H - 7 a n d  H - 9  p r o t o n s . 

T h u s , t h e  NMR s p e c t r u m  o f  D C  i n d i cat e d  t h a t  a l l 

p r o t o n s  o r i g i n a l l y  p r e s e n t  i n  t h e c h a l cone  A and  B r i n gs 

. had  r e m a i n e d  i n  t he r i n g s  o f  t h e n e w  s t r u s t u r e . T h i s  

f i n d i n g  t h e r e f o r e  e x c l u d e d  e i t h e r  r i n g  a s  t h e  s i t e  o f  t h e  

a d d i t i o na l  o x y g e n a t i on  d e t e c t e d  i n  t he mo l e c u l e  b y  m a s s  

s p e c t r om e t ry an d c o n s e q u e n t l y  i mp l i c a t e d  o x y g en a t i o n a t  

e i t h e r  t h e  c a r b o n  o r i g i n a l l y  ap o r  S t o  t ha c a r b o n y l i n  

t h e  c h a l c o n e . T h e  o n e- p r o t o n  s i n g l e t o b s e r v e d  i n  t h e  D C  

s p e c t r u m  s h o w e d  a n  a b s e n c e  o f  p r o t o n s  on  t h e  n e i g h b o u r i n g  

two  c a r b o ns i n  k e ep i n g w i t h  t he p r e s e n c e  o f  t h e  e x t r a  o x y g en 

i n  t h e  h e t e r o c y c l i c  r i n g  a s  a h y d r o x y l  , · u n c t i on b e a r i n g  a n  

e x c h a n g e a b l e  p ro t on . 

T h e s p e c t r u m  o f  O C- m e t h y l  e t h e r  c o n f i r m e d  o n  i n t e 

gra t i o n  t h at t h e  c om p ou n d  w a s  a m o n o - me t hy l e t h e r ; t he 

me t h o x y l p r o t o n s  a b s o r b e d  as  a 3 - p r o t o n  s i n g l e t  a t  6 4 . 0 2 , 

a v a l u e  t y p i c a l o f  a p h en o l i c  me t hy l  e t h e r  ( 5 0 ) . A n o t i c e 

ab l e  e f f e c t  o f  t h i s  me t hy l a t i o n w � s  t h e  re l at i v e d o w n f i e l d  

s h i f t  o f  t h e  H- 9 r e s o na n c e . T h e  s p e c t ru m  f or t he H - 6 , H- 7 

a n d  H - 9 p r o t on s  r e m a i n e d  o f  t h e A B X  t y pe a s  i n  t h e  c as e  o f  

D C . 

I n  t h e  s p e ct r um  o f  0D C ,  t h e s t ru c t u r a l l y  s i gn i f i 

cant  f e atu r e  w a s  t h e  A X  p a i r o f  d o u b l e t s  ( 55 . 1 6 , 6 3 . 96 , 

J Ax =6 . 3 H z ) u p t i e l d  o f  t h e  mai n s p e c t rum  i n  t he a r o m a t : c  

r e g i o n . T he s e  d o u b l e t s  w er e  a s s i g n e d  t o  t h e  C - 3 m e t h y l e n e  

g r o u p  i n  t h e  h e t e r o cy c l i c  r i n g  o f  t h i s  a - d i k e t o n �  t au t ome r 

o f  D C . S u c h  p r o t on s  w o u l d  b e  e x p e c t e d  t o  r es o na t e  w el l 

u p f i 8 l d  o f  a r om a t i c  p r o t o ns ( 4 8 )  and  t h e  d i f f e r er.t c e  i n  

c h e m i ca l  s h i f t  i n d i ca t e d  c o n s i d o r a b l e  c o n t r as t  i n  t he � r : e n t 

a t i o n  o f  t h e  i n d i v i du a l  p r o t on s  i n  r e l a t i o n  t o  t h e  
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d i a ma g r 1 e t i c a l l y  a n i s o t r c p i c  c a r b o n y l fu n c t i o n ,  a t  C - 4 . 

A D r e i d i n g  m o d e l  o f  t he p r o p o s e d  s t r u c t u r e  s h ow s  t ha t , i n  

a l l l i ke l y  c o n f o rm a t i o n s  o f  t h e  m o l e cu l e ,  o n e  p ar t i cu l ar 

C- 3 p r o t o n i s  a p p r o x i ma t e l y c o p l a n a r  w i t h  t he C-4  c a r b o r 1 y l 

g r o u p  a n d  w ou l d  c o n s e q u e n t l y  b e  d e s h i e l ded  mo r e  e f f e c t i v e l y  

( 4 8 , 54 , 55 ) t h a n  t h e  o t h e r me t hy l e ne  p r o t o n . 

T h e  s p 8 ct r a o f  0Y 1 a n d  0Y2 ( F i g u r e s  5 6  a n d  5 7 )  a l s o 

r e v e a l e d  i r , c o mmon  a p a i r o f  d o u b l e t s ,  u p f i e l d  o f  t h e  a r o

mat i c  r e g i o n ,  a s  r eq u i r e d  by t h e  p r e s e n ce  o f  v i c i n a l  p r o t 

o ns i n  t h e h e t e r o cy c l i c  r i n g  o f  t h e  p r o p os e d  i s o me r i c  d i o l  

s t r u c t u r e . S p e c t r a l  i d e n t i ty o f  t he 0Y2 a and  0Y2 b p r e p-

a r a t i o n s  o f  0v2 ( F i g u r e s  5 8  a n d  6 0 )  co nf i r m e d  t h e  c o n c l u s 

i o n f r o m  o p t i c a l  r o t at i o n  m eas u r e m e nt a n d  i . r .  s p e c t r o 

s c o py t h at t h e s e  t wo f o r ms o f  0Y2 w e r e  e n an t i o m e r i c .  D i f f 

e r e n c e s  b e t w e e n  t h e  0Y 1 and  0Y2 s p e c t r a , pa r t i c u l a r l y  i n  

t h e c h em i c a l  s h i f t s  o f  t h e  C - H  p r o t o n s  o f  t h e v i c i n a l  d i o l  

s y s t em , � o u l d  b e  e xp ec t e d  i n  s u c h  d i a s t e r e o i s o m e r s  ( 5 0 ,  54 ) .  

T h e  a s s i gn m e n t  o f  t h e  u p f i e l d  p a i r  o f  d o u b l e t s  i n  

t h es e s p e c t r a t o  t h e v i c i n al C- H p r o t on s  o f  · t h e  i s o m e r i c 

d i a l s  i s  i n  a c c o r d  w i t h o b s e r v e d  ch emi c a l  s h i f ts ( 50 ) . 

T hu s , e a c h  v i c i na l  p r o t o n  i s  a t o  a n  h y d r ox y l  s u bs t i t u e n t  

i n  a 7- m emb e r e J  r i n g  sy s t em a n d  o n e  o f  e a c h  p a i r  i s  a l s o . 

a t o  a c a r b o ny l g r o u p . N o  i mm e d i a t e  s e p a r a t e  as s i g nm e nt 

o f  c : · em i c a l  s h i f t ha s b ee n  ma d e  f o r  t h e s e  p r o t o n s  ( T ab l e  1 3 )  

i n  v i e w o f  t h e  u n c e r t a i n  c o n f o rmat i on a l  e f f e c t s  i n  t h e m o l e-

c u l e s  w h i c h  wou l d  i n f l u e n ce t h e  s h i e l d i ng o f  e a c h  p r o t o n  b y  

n e i g h b ou r i ng g r ou p s . S i n c e  c h e m i c a l  s h i f t  d a t a  m a y  m a k e  a 

c o n t r i b u t i o n t o  t h e  e l u c i d a t i o n  o f  t he r e l a t i v e  s t e r e o

c h em : s t r y  o f  t h e  m o l ecu l e  ( 56 ) , t h i s q u e s t i o n o f  a s s i gn��nt  

o f  s h i f t s  f o r  0Y 1 and  0Y2 w i l l  b e  f u r t h e r  c o n s i d e r e d  l at e r 
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( s e ct i o n  3 A- 2 ( b ) )  w h e n  a d d i t i o n a l  e v i d e nc e  c a n  b e  b r o u g h t  

t o  b e ar . 

T h e  c o u p l i n g  o f  t he s e  s i gn a l s a s s i g n e u  t o  t h e  H- 3 

. a n d  H - 4  p r o t o n s  w a s  s i m i l a r  ( J  0 2 H z ) i �  b o t h  0v 1 a n d  0v 2 

s p e c t r a . F o r  v i c i n a l  p r o t o n s  t h e  c o u p l i n g c o ns t a n t  may  b e  

u s e d  t o  d e f i n e  t h e  r e l a t i v e  s t e r e o c h e m i s t ry a c c o r d i n g  t o  

t h e  K a r p l u s  r e l at i o n  ( 56 , 5 5 , 5 7 ) . H ow e v e r , t h i s  r e l a t i o n -

s h i p  o f  c o u p l i n g c o n s t a n t t o  d i h e d r a l a n g l e  f o r  v i c i n a l  

p ro t o n s  i s  n o t  n e c e s s a r i l y  v a l i d  f o r  e v e r y  s y s t em ,  fo r 

o t h e r  f a c t o r s s u ch a s  t h e  na t u r e  o f  n e i g h b o u r i n g  s u b s t i t 

u en t s  a n d  b o n d  ( H - C- C ) an g l e s  can  a l s o i nf l u e n c e  t h e  v a l u e  

o f  J ( 5 6 , 5 7 ) . H e n c e , i n  t h e  c a s e  o f  t hJ pr o p os e d  0v 1 a n d  

0 v2 s t ru c t u r e s ,  t h e  d e du c t i o n  o f  c o n f o rma t i o n a l  a n d  s t e r e o

c h e m i c a l  d a t a  d i r e c t l y  f r o m  J v a l L J e s  i s  u n c e r t a i n ,  i n  t h e  

a b s e n c e  o f  dat a f o r  c l o s e l y r e l a t e d  m o d el c o m p � u n ds ( c o m p a r e  

t h e  a p p l i c a t i o n o f  t h e K ar p l u s  r e l a t i o n s h i p t o  d e du c t i o n  o f  

t he r e l a t i v e  s t e r e o c h em i s t r y  a n d  c o n f o rm a t i on o f  f l av a n  

d e r i v a t i v e s ( 5 5 ,  5 6 ) ) . I n  b o t h  0v 1 and  0v2 , t h e  mo b i l e  

o x e p i n  r i n g  m a y  p e r m i t  c o n f o rm a t i o n a l  i nv e r s i o n  s o  t ha t  t h e  

v a l u e  o f  t he co up l i n g  o b s e r v e d  cou l d  po s s i b l y  r e f l e c t  a 

t i me  a v e r a g e  o v e r  t h e  p o pu l a t i o n s  o f  a n u m b e r  o f  c o n f o r m e r s . 

T h e r e f o r e ,  w h i l e  t h e  i s ome r i c 0v 1 an d 0v 2 c o m p o u n d s  m a y , on 

f i r s t  ana l y s i s ,  b e  e xp e c t e d  to s h o w  a d i st i nc t  j i f f e r e n c e  

i n  v i c i na l  co u p l i n g c o n�t a n t ,  t h s  o bs e r v e d  a b s en c e  o f  3n y 

s i g n i f i ca n t  d i f f e r e n c e  can n o t  b e  t ak e n  d i r e c t l y  a s  e v i d e n c e  

a g a i n s t  t h e  p ro p o s e d  s t r u c t u r e s . P u t  a n oth e r  w ay : n o  

u ne q u i v o c a l  i n t e r pr e tat i o n c a n  r e a d i l y  b e  t ak e n  f r om t h e 

o b s e r v e d  c o u p l i n g  d a t a . 

T h e  s i gn a l s  i n  t h e  a r o m � t i c  r e g i o n o f  th e s p e c t r � m  

o f  0Y 1 
( F i g u r e  5 6 ) b ea r  c o n si d e � ab l e  s i m i l a r i t y  i n  p at t e rn 
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t o  t h os e o f  s u i  t a b l e  m o d e l  f l a v o n o i d c o rn pou n ds ( ( 4 7 ) ,  s e e 

s p A c t r a n u mb e r s  3 4  a n d  3 6 ) ,  T h e  s i gn a l s ass i g n e d  t o  t he 

a r o mat i c  r i n g  p r o t o n s  H- 6 ,  H - 7 a n d  H- 9 i n  0v 1 d i s p l ay 

r e l at i ve l y  s i m i l a r c h e m i ca l  s h i f t s  a n d  c o up l i n gs  t o  eq u i v 

a l e n t  p r o t o n s ( H - 5 ,  H - 6  a n d  H - 8 )  i n  t h e  mo d e l  f l a v o n o i d ,  

d i h y d r o f i s e t i n .  

O H  

H 0 
O H  

H O  
OH 

0 0 

D j h y d ro f i s e t i n  L i q u i r i t i g e n i n  

T h e  d e s h i e l d i n o o f  t h e  � - 6  p r o t o n  i n  0Y 1 i n d i c a t e d  t h e  

p r e s en c e  o f  t h e  c a r b ony l fu n c t i o n a t  C- 5 .  A s  i l l u s t r a t e d  

i n  F i g u r e  56 , h a l f  o f  t h e  H-6 dou b l e t  i s  c o i n c i d e n t  w i t h a 

l i n e o f  t h e  A B  q u a r t e t  a b s o r p t i o n p a t t e r n  o f  t h e  d i e n o n e  

r i n g  p � o t o n s  ( s e e  b e l ow ) ; a s e p ar at i o n o f  t h e s e  c o i n c i d e n t  

a b s o r p t i o n s  was  c l e a r l y  s e en o n  a d d i t i o n  o f  d e u t e r i um o x i d e . 

S i m i l a r l y , t h e  H - 7 p r o t o n a b so r pt i on i s  p a r t i a l l y  h i d d e n  

i n  t h e  u p f i e l d  d o u b l e t  o f  t h e  d i e n o n e  r i n g  a b s o r p t i on . F or 

t h 8  f o u r  d i e n o n e  r i n g  p ro t o n s , a d e c e p t i v e l y  s i mp l e  A B  

q u a r t e t  i s  o b s e r v e d . Th i s  p a t t e r n  i s  a l s o  t y p i c al ly  o b s 8 r v e d 

f o r  t h e  p r o t o n s  o f  p - s u b s t i t ut e d  f l a v on oi d B r i n g s , f o r  

e x a mp l e  i n  l i q u i r i t i g e n i n .  w h e r e  t h e  d i f f e r e n c e  i n  c h e m i c a l  

s h i ft o f  A and  B p r o t o n s  i s  a l s o  a b o u t  0 . 5  p p m  ( 4 7 ,  5 5 , 5 6 ) ,  

T h e  s p i n  s y s t e m  a g a i n a p p r o x i mat e s  t o  ar. A A  1 B B  1 c a s e  ( 5G )  ; 

t h e  d i f f e r e n c e  i n  c o m p a ri s o n  w i t h t h e  D C  s p e c t r u m  a r i s es 

t h ro u g h  t h e  r e d u c e d  c h e m i c a l  s h i f t  d i f f e r en c e  i n  t he A a n d  



1 3 2 .  

8 c l as s e s  o f  p r o t o n s  i n  t h e  l a t t e r c a s e . I n t e g r a l s  

r e c o r d e d  w e r e  i n  a g r e e � e n t  w i t h  t he u p f i e l d  pa i r  o f  d ou b l e t s  

( d i a l ) r e p r es e nt i n g t wo p r o to n s  a n d  t h e  a r o m a t i c  s i g na l s a 

f u r t h e r  8 p r ot o n s , a s  r e q u i r e d_ b y  t h 8  a n a l ys i s  p r e s e n t e d  

a b o v e . A g a i n ,  h y d r o x y l i c  pro t o n  s i gn a l s  w e r e  n o t  o b s e r v e d . 

A s s i g n m e n t  o f  t he 0Y2 s p e c t r a ( F i g u r e s  5 7� 6 D ) i n  

t h e  a r o m at i c r e g i o n  i s  g e n e ra l l y t h e s a m e  as  f o r  t h e 0Y 1 

s p e c t r u m . T h e  p at t e r n  o f  s i gn ? l s  o b s e r v e d  f o r  t h e  H - 6 , H- 7 

a n d  H - 9 p r o t o n s· i s  s l i gh t l y  d i f f e r e n t  t o  t h a t  i n  0Y 1 a n d  

n o w  c o r r e s p o n ds m o r e  c l o s e l y  t o  t h at o f  t h e  A r i n g  p r o t o n s  

i n  t h e  m o d e l c um p o u n d s  d i h y d r o f i s e t i n  a n d  l i q u i r i t i g en i n . 

A p a t t a r n f o r  t h e d i e n o n e  r i n g  p �o t o n s , s i m i l a r  t o  t h a t  i n  

0v 1 , p e rs i s t s  i n  0Y2 , i n  a g r e e me n t  w i t h  t h e  c o m p a r ab l e  

c h e m i c a l  s h i f t  di f f e r e n c e  i n  A a n d  8 c l as s e s  o f  p r ot o n s  i n  

t h e  t w o  c omp o u n d s . 

T hu s , t h e N M R  s p e c t r a  s t ro n g l y s u p p o r t  a v e r y  c l o s e  

r e l at i o ns h i p  b e t w e e n  t h e  c o m p ou nds  0v 1 and  0v2 w h i c h  i s  r e 

q u i r e d  b y  t h e  f a c t s  o f  t h e i r  f o r m a t i on f rom  c h a l c o n e  a n d  

t h e i r  ,; ommo n t r a n s f o r m a t i ons  t o  D C  a n d  f l avon o l . Fu r t h e r ,  

t h e  e s s e n t i a l  d i f f er e n c e b e t w e en t h e  D C  and  0Y 1 a n d  0Y2 

s t r u c t ur e s  has  b e en i de n t i f i e d a s  t h e  p r e s e n c e  of  a p a i r 

o f  v i c i nal  p r o t o n s  i n  t he h e t e r o cy c l i c  r i n g i n  t h e l at t e r  

c o m p o u n ds i n  p l a c e  o f  a s in g l e  o l e f i n i c  p r o t on i n  t h e f o r m e r . 

T h i s  i s  p r e c i s 8 l y  w h a t  i s  r e qu i r e d  i n  g o i n g  t o  t h e  p r � o o 3 e d  

d i a l  s t ru c t u r e s . T h e s e  s t ru c tu r e s  w i l l  b e  f o u n d  t o  r e c e i v e 

f u r t h e r  s u p p o r t  f r o m  t h e  o b s e r v e d  c h e mi c a l  t r a n s f o r m at i o n s  

( s e e  s e c t i on . 3 A- 2 ) . 

( d ) S t r u c tu r a l  c o rr e l a t i o ns f r G m  i . r .  spe c t r a . T h e  

i . r .  s p e c t ra o f  D C  a n d  D C- m e t h y l e t h e r  ( F i g u r e s  4 3  a n d  4 4 ) 

s h ow t hat  m e t hy l at i on redu c e d  i n  i nt en s i t y , b u t  d i d  n o t  
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- 1 
c m  

( D C )  a n d  3 1 5 D  
- 'I 

c m  ( D C- m e t h y l a t h e r ) ,  i n  a g r e e m e n t  w i t h  

t h e  f o r m a t i on o f  a m on o - m e t h y l e t h � r  o f  D C ,  a s  co n f i r m e d  

b y  N M R  a n d  m a s s  s p e c t r o m e t r y . E v i d en c e  fo r t h i s  m e t hy l a t -

i on ,  t h r o u g h  t h e  r e s u l t an t a l k y l - a ry l e t h er l i nk a g e , w a s  

- 1 a l s o  f o u n d  i 1 1 t h e  a p p e a r a n c: r; o f  t h e  b a n d  a t  1 2 B D  c m  

( C- 0  s t r e t c h i n g ) i n  t h e s p e c t r u m o f  D C - m e t h y l  e t h e r ( 5 8 ) , 

T h B  p - cy c l o h e x a - 2 , 5 - d i e n o n e  r i n g  s y s t e m t y p i c a l l y  

g i v e s  r i s e  to  t h r e o  b a n d s  i n  t h e i . r .  i n  t he 1 5 9 0 - 1 6 8 0  c m -
1 

r e g i o n . A d i e n o n e  d o u b l e t ,  a p p a r en t l y  d u e  t o  a s p l i t t i n g  

o f  t h e  c a r b o ny l a b s o r p t i o n ,  a c c ou n t s  f o r  t h e t w o  o f  th e s e  

b a n d s  w h i c h  a r e  s e p a r a t e d  b y  2 D- 4 D  c m- 1 w i t h t h e  h i g h e r  

f r e q � e ncy  memb e r  u s u a l l y  i n  t h e  r a n g e  1 6 6 D - 1 6 7 D c m- 1
, w h i l e  

t h e t h i r d d i e n o n� b a n d ,  a t  l o w e s t  f r e q u e n c y  o f  t h e  t r i o 
- 1  a n d  n o r m a l l y  2 0 - 2 5  c m  b e l ow t h a t  o f  t h e l ow e r  o a n d  o f  

t h e  d i e n o n e  d o u b l e t , r e p r e s e nt s  t y p i c a l l y  t h e  C =  C s t r e t 

c h i n g  v i b r at i o n ( 5 3 ) . E q u i v al e n t  b a n d s , w h i ch a r e  a t t r i b -

u t e d  t o  t h e d i e n o n e  c a r b o n y l  g r o u p  v i b r a t i o n ,  a r e  p r e s en t  

i n  t h e  s pe c t r a  o f  D C  a n d  D C- m e t hy l e t h e r  at  1 6 5 0  a n d  1 6 2 5  
- 1 

c m  i n  b o t h  cas e s . T h e  t h i r d  di e n o n e  b a n d ,  h ow e v e r ,  

o v e r l a ps t he h i g h e s t  f r e.q u e n cy ar omat i c  C =  C s t r e t c h i n g  

v i b r a t i o n  ( ab o u t  1 6 0 0  c m- 1 ) ( 5 9 ) . 

F o r  t h e C - 5 c ar b o n y l  gro u p , t h e  p r o m i n e n t  b a n d  

i s  l 2 c a t e d  a t  1 7 1 0  a n d  1 70 5  cm- 1 f or D C  a n d  O C- me t h y l 

e t h e r  r e s p e ct i v e l y . W h i l e t h i s  f r eq u e n c y  may b e  h i g h e r  

t h a n  e x p e c t e d  f o r  t h e  s t r e t ch i n g  v i b r a t i o n o f  th i s  c a r b o n y l 
, 

g r o u p  i n  t h e s e  c o mp o u n ds , t h e  i mp o r t a n t  i n f l u e n c e  w h i c h  t he 

s t at e  ( s o l i d ,  n e a t  l i q u i d ,  sG l u t i on e t c . )  o f  t h e s am p l e 

( K B r  d i s c  h e r e ) c a n  h a v e  o n  t h e  o b s e r v e d  f r e q u e n c y  mu s t  

b e  k e p t i n  m i n d  a s  a p os s i b l e  c on t r i b Li t i n g  f a c t o r  ( 6 0 ) , 

I 
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I n t e r e s t i n g l y , a s i m i l a r v a l u e  ( 1 7 1 D  cm- 1 ) h a s  r e c e n t l y  

b e en r e c o r d e d  f o r  t h e  � a r b o ny l 3 b s o r p t i o n  i n  t h e  o x e p i n  

s y s t e m b e l ow ( 6 1 ) .  

D M e  

F a c t o r s  w h i c h  wo u l d  b e  e x p e c t e d  t o  l o w e r  t h e  

f r e q u e n cy o f  t h e C- 5 c a r b ony l v i b r a t i on o f  D C  i n c l u d e  c o n -

j u gat i o n w i t h t he a r o ma t i c r i n g a n d  w i t h  th e C 3- C4 do u b l e  

b o n d . A dd i t i o n a l  c o n t r i b u t i o n s  may  c om e  t h r o u gh h y d r o g e n  

b o n d i n g  w i t h  t h e C - 4 h y d r oxy l a n d  b y  t h e  p - h y d r o x y l  s u b -

s t i t u e n t  a t  C- 8 i n t e n s i f y i ng t h e e f f e c t  o f  c o n j u g at i o n o f  

t h e  c a r b ony l g r o u p  w i t h t h e  r i n g . T o  o f f s e t  t he s e  f ac t o r s , 

a ny m o v em e n t  o f  t h e  c a r b o n y l  g r o u p  o u t  o f  a c o p l an a r  o r i e n t -

a t i o n w i t h  t h e  a r oma t i c  r i n g w o u l d  n o rm a l l y i n c r e a s e  t h e  

f r e q u e n c y  o f  v i b r at i o n a s  w ou l d  a n y  a d d i t i o n a l  s t r a i n  

e f f e c t s  ar i s i n g  f r o m  u n s a t u rat i o n  a n d  fu s i o n i n  t h e  o x e p i n  

r i n g .  H o w e ve r , t h e  u . v .  s pe c t r u m  o f  D C  i n d i c a t e d  t h e  p r e s -

e n c e  o f  a n  e xt e n d e d  c o n j u ga t e j  s y s t e m  o f  TI b on ds w h i c h  wo� l d  

d e p e n d  o n  c o p l a n a r i t y  o f  t he c ar b o n l y  g r o u p  w i t h  t h e a r o�a t i c  

r i n g ( s e e  b e l ow ) , A D r e i d i n g  mo d e l  s h o w s  t h a t  t h i s o r i e n t -

a t i o n  o f  t he c a r b ony l g r o u p  w o u l d  a l so f a v o u r  h y d 1 o g en b o nd-

i n g  w i t h t he  a jj a ce n t  e n o l i c  h y dr o x y l  g r ou p . I n  a c o p l an a r  

r e l a t i o ns h i p  t o  t h e  c a r b o ny l , how e v e r , t h i s hy d r ox y l  g r o u p  

c o u l d  a l s o  e x e r t  a m a x i ma l  f i el �  e f f e c t , a s  a n  a o x y g 8 �  

s u b s t i t u en t , a f a c t o r  w h i ch  w ou l d  o p e r a t e  t o  i n c r e a s e  t h e  
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f r e q u en cy o f  t h e  c a r b u r1 y l  a b s o r [1 t i o n  ( 6 D , 6 2 ) . T h u s , mo r e  

r e a d i l y - i d e n t i f i ab l e  e f f e c t s  w h i c h  n o r ma l l y  d e c r e a s e  r at h e r  

t h a n  i n c r ea s e  t h e  c a r b o n y l f r e q u e n c y  a r e  a p p a r e n t  a n d  t h e  

o b s e r v e d  f r e q u en cy may  t h e n  r e f l e c t , a s i d e  f r o m  t h e  p o s s i -

b i l i t y o f  a s a mp l e  e t a t e  e f f e c t , s om e  u n i d e n t i f i e d o r  

a n o m 8 l ou s  e f f e c t s  i n  t h e  c a r b o n y l  e n v i r o n m G n t . A s  a n  i l l u s -

t r a t i o n  o f  � u c h  u n e x p l a i n e d  e f f e ct s , B e l l am y  ( 6 D )  d e t a i l s  

s o m e  a n o m a l i es i n  t h e f r e q u e �cy  of t h e 4 - c a � b on y l v i b r a t i o n  

e n c o u n t e r e d  i n  c e r t a i n  f l a v o n e s  a c c o r d i n g  t o  t h e  hy d r o x y -

l a t i o n p at t e r n  a t t he n e i g h b o u r i ng  3 - an d 5 - p os it i o n s . 

T o  en a b l e d i r e c t  c o m p a r i s o n  w i t h  t h e  v a l u e  o bs e r v e d  

f o r  D C  an d  t o  i l l u s t r a t e t h e  e x t e n t  o f  t h e  f r e q u e n cy d i f f 

e r e n c e ,  c ar b o n y l  ( C - 1+ )  f r eq u e n c i es ( K B r  d i s c ) a r e  g i v e n  

f o r  a s e l e c t i o n  o f  5 - d e o xy f l a v o 'l o i d c o m p ou n d s , a l l  o f  w hi c h 

h a v e t h e  sam e  A r i n g su b s t i t u t i o n p at t e r n  a s  D C  ( ( 1 8 )  a n d 

s p e c t r a  s p e c i a l l y  r e co r d e d ) . T hu s  t h e  v a l u e s  o b s e r v e d  

w e r e ; c h a l c o n e  ( i s o l i q u i r i t i g e n i n ) 1 6 2 D  cm- 1 , v 1 
1 6 6 D  c m -

1
, 

f l a v o n o l  ( 4 ' ,  7 - d i h y d r o xy ) 1 6 2 5 cm- 1 , f l :t v a n o n e  ( l i q u i r i 

t i g e n i n )  1 6 5 D cm- 1 , f l a vo n e  ( 4 ' ,  7 - d i hy d r o x y )  1 6 3 5  c m- 1 an d 

au r o n e  ( h i s p i d o l ) 1 6 5 D  cm- 1 

I n  t h e  c a s e  o f  �D C ,  t he i . r .  s p e c t r u m  ( F i g ur e  4 5 ) 

d o e s  n o t c l ea r l y  s h o w  t he e x t ra c a r b on y l  a b s o r pt i on w h i c h  

m i g h t  b e  e xp e c t e d  o f  t h i s  a. - d i c a r b o ny l s t r uc t u re . T h <:!  

f r e q u e n c i e s o b s e r v e d  f o r a. - d i k e t o n e s  w i l l ,  h o w e v e r , d e p e n d  

u p o n  t h e r e l a t i v e  o r i e n t a t i o n s  o f  t h e  c a r b o n y l g ro u p s  ( 6 D , 6 2 ) , 

I f  c o p l a n a r , c i s - c a r b o ny l s  may  i n t e r a c t  an d s h o w  c o u p l i ng 

i n  t h e i r  v i b r a t i o n s . A l t e r n at i v e l y , w h � n  t h e  g r ou p s  a r e  

t w i s t e d  o u t  o f  a c o p l a n a r  o r i a n t at i o n ,  c o u p l i n g  c a n  d i s a p p e a r  

an d t h e n  i n d e p e n d ent  b a n d s  w i l l  o c c u r  f or e a c h  c a r b o n y l .  

T h i s  l a t t e r o r i e n t a t i o n  o f  c a r b ony l s  i s  l i k e l y  t o  o c c u r  i n  



00 C d u e  t Q  t h e  d i p o l e - d i p o l e  r e p u l s i on o f  t h e  a d j a c e n t  c i s

c a r b o ny l g r o u p s  ( 6 3 ) . T h u s , t h e  d i k e t o n e  c a r b o n y l a b s o r p

t i o n s  i n  00 C may  b e  p r e s e n t  a s  i n de p en d e n t  b a n d s  a t  1 7 0 0  
- · 1 a n d  1 6 6 5  c m  , t h e  l a� t e r  b a n d  c ou l d  ov e r l a p  t h e  h i g h e s t  

o f  t h e  d i e n o n e  r i n g  f r e q u e n ci e s  ( a n o t h e r  c a r b ony l b an d ) ,  

t h e  r e s t  o f  w h i c h  a r e  no t c l e a r l y  r e s o l v e d f r o m  t h e a r oma t i c 

C omp a r i s o n s  of  t h e  i n t e n s i t i e s  o f  c a r b o n -

y l  b a n ds i n  D C  a n d  0 0 C  m a y  n o t  n e c e s s a r i l y  b e  m a d e  i n  a 

s t r a i g h t fo rw a r d  �a n n e r  s i n c e  t h e  ty p e  o f  c a r b on y l ( f o r  

e xa mp l e ,  c o n j u g a t e d  o r  u n c o n j u g a t e d )  a f f e c t s  t h e i n t e n s i t y  
.. 

by  a r 1  am o u n t  wh i c h  can  r e a c h ,  f o r  e xamp l e ,  a f a c t o r  o f  f o ur 

i n  k e t o s t e r c i ds ( 6 0 ) . T h i s i n t en s i ty e f f e c t  a l s o  r a i s e s  

t h e  p o s s i b i l i t y  t h a t  i n  0o c b o t h  c a r b o n y l s  v i b r a t e a t  t he 

s am e  f r e q u e n c y  ah d ,  i n  t h e  a b s e n c e  o f  i n t a r a c t i on  t o  c a u s e  

- 1 s p l i t t i n g ,  o n e  b a n d  a t  1 70 0  cm  i s  ob s e r v e d . A s i m i l ar 

r es u l t  i s  f o u n d  f o r  o - q u i n o n e s  w h e r e  t w o  b an ds  w o u l d  b e  

e x p e c t e d  b u t  o n l y  o n e  i s  e v i d e n t  ( 6 0 ,  6 2 ) .  

Th e  m a j o r  c o nt r i b u t i o n  o f  t he i . r .  s p e c t r a  o f  0 Y 1 

a n d  0v2 t o  t he s t ru c t u r a l  a r gu m e n t  i s  t h e  d emo n s t r a t i o n  

o f  i d e n t i t y  o f  s p e c t r a  o f  0Y2 a a n d  �Y2 b f o rms o f  0v2 . 

i d e n t i t y o f  s pe ct r a  f o r  ·s a mp l es w i t h  o p p o s i t e  o p t i c a l  

Su ch  

r o t at i on s  i s  C Q n c l u s i v e  e v i d en c e  f o r  t h e  r e s o l u t i o n  of  e n a n -

t i o m e r s . 

!. 
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( e )  u . v . s re c t r a l  d d t a . T h e  a b s o r p t i o n s p e c t r u m 

o f  D C  i n  e t h a n o l i s  s t r i k i n g l y  s i m i l a r t o  t h a t  o f  4 ' , 7 - d i hy -

d r o x y f l a v o n e  i n  t h e  s am e  s o l v e n t . A n  e l e c t r o n i c  t r a n s i t i o n 

i n v o l v i n g  t h e  c i n n am o y l mo i e t y  i s  c o 1 1 s i d e r e d  c h i e f l y  r e 

s p on s i b l e  f o r  t h e 3 2 5  n m  ( B a n d  I )  a b s o r p t i o n  i n  t h e  f l a v o n e  

s y s t e m  ( 6 4 ) . 

H O  H 0 

o_ 
4 ' , 7- d i h y d � o x y f l a vo n e  

I n  D C ,  t h e  p r e s e n c e  i n  t he a r omat i c r i n g  o f  �- o r i e n t a t e d  

e l e c t r o n  d o n a t i n g  ( C- 8  h y d r o x y l )  a n d  e l e c t r o n - w i t h dr a w i n g  

( c a r b o ny l ) s u b s t i t u e n t s  w o u l d  f a c i l i t a t e  t he p r e d o m i n a n t  

g e n e r a t i o n  o f  t h e  r e s o n a n c e  f o r m  s h ow n  b e l ow u p on  e l e c t r on 

t r a ns f e r  ( 6 5 ) . 

0 

+ 
H O  

0 

D C  

T h i s  r e s o n a n c e  o f  a b en z o y l c h r o m op h o r e , how e v e r ,  g i v e s  r i s e  

t y p i � a l l y  t o  r e s a c e t o p h e n o n e- l i k e  a b s o r p t i o n  i n  w h i ch t he 

m a i n b an d  i s  a t  2 7 5  n m  an d a w eak e r  b a n d  a t  3 1 5  nm  a p p r o x -

i ma t e l y ( 6 5 ) 



H O  

0 

R e s a c e t o p h e n o n e  

A. ma x 2 7 7 n rn 

a nd  3 1 4 n m  

1 3 8 .  

T h u s , t h e  r e s a c e t o p h en o n e - t y p e  s p 8 c t rum  o f  5 - d e o xy f l av o n o i ds 

s u c h  a s  g a r b a n � � l ,  l i q u i r i t i g en i n  a n d  Y 1 a n d  Y2 r� f l e c t s  

t h e  p r e rl o m i n a n t  c o nt r i b u t i on o f  t he b e n?oy l c h r o m o p h o r e . 

H e n c e  i n  D C ,  a c d i t i o na l  f a c t o r s , p r es u ma b l y  a s s o c i a t e d w i t h  

t h e  e n o l i c sy s t e m , m u s t  op e r a t e t o  r e d u c e  t h e  t r a n s i t i on 

e n e r gy t o  t h a t  o f  t h e  f l a v o n e  s y s t em and  cau s e  t h e  a b s o r p t 

i on b a nd t o  s h i f t t o  32 5 n m . T h i s  s i t u a t i o n  f i n ds s ome  

p a r a l l e l  i n  t h e case  o f  t he a u r o n e  s t ruc tu r e  w h i c h  a b s o r bs  

a t  a h i g h e r  w a v e l e n g t h  t h a n  s i m i l a r l y  o x i d i s e d  f l a v o n o i d s  

( e x a mp � e ,  f l a v on es ) , a p h e n o m a n o n  f o r  wh i ch s e v e r a l  e x p l a na t 

i o n s  h a v e  b e e n  p r o p o s e d ( 6 4 ) . W h a t e v e r  t h e  e f f e c t  w h i c h  

o p e r a t e s  i n  t h e  D C  mo l e cu l e ,  t h e  h i g h  w a v e l e n g t h  o f  t h e  

a b s o r p t i o n ma x i mum  su g g e s t s  t h a t  a n ea r  p l an a r  s y s t em o f  TI 

b o n ds i s  l i k e l y  t o  o c c u r  i n  t h e m o l e cu l e  s i n c e  d e v i a t i on s  

f r o m  p l an a r i t y i n  c o n j u g a t e d  s y s t em s  a r E  a s s o c i a t e d  w i t h  

d i s t i n c t  r ed u c t i on s  i n  t h e  w av e l e n g t hs o f  a b s o rp t i on m 3 x i ma 

( 6 5 ) . E x am i n at i o n o f  a D r e i d i n g  mo d e l  i nd i c a t e s  th a t  t he 

C3- C 4  d ou b l e  bo n d  i s  o p t i ma l l y  a l i g n e d  a n d  n e a r l y  c o p l a n a r  

w i t h  t h e  a r o ma t i c  r i n g  wh e n  t h e  c a r b o ny l  g r o u p  a n d  a r om a t i c  

r i n g a r e  a l s o  c o p l a n a r . H y d ro g en b on d i n g  w i t h  t h e  e na l i c  

h y d r u x y l ,  t h en a l s o  a t  max i mu m  B f f e c t i v e ne s s , may  s t a b i l i s e  
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t h e  ; n o l. e c:: u l e  i 1 1  t r i s  c o n f o r m a t i o n .  

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

i n  t h e  2 3 D - 2 5 D  n m  r e g i o n  ( 5 3 )  a n d  may  b e  l a r g e l y  r e s po n s i b l e  

f o r  t h e  b � � d  i n  t h i s  � a r t  of  t h e D C  s p e c t r u m . 

N o  b a t h o c h r om i c s h i f t i n  D C  a b s o r p t i o n o c c u r r e d  o n  

t h e  � d d i t i o n o f  a l u m i n i u m � h l o r i d e t o  a s o l u t i o n  o f  t h e  c a m-

p o u n d  i n  m e t :l a . l D l  ( 6 6 ) i n  co n t r a s t  t o  t he e f f e c t s  n o t e d  

w i t h  3 - a n �  5 - h y d r o xy f l a v o n e s i n  w h i ch c h e l a t i o n g i v e s  

r i s e  t o  n e w  c t 1 r o mo p h o r e s  a n d  c o n s e q u e n t  b a t h o c hr o m i c s h i f t s . 

I o n i s a t i o n o f  t he ma j o r c h r om o p h o r e  i n  D C  i s a l m o s t  

c omp l e t e  u p o n  s a t u r at i o n o f  t h e  s o l u t i o n w i t h s o d i u m  a c e t -

a t e ,  w h i c h i s  i n  a g r e e m e n t  w i t h  s i m i l a r  e a s e o f  i o n i s at i o n 

o f  a p h e r , o l i � g r cJU p  pa r a  t o  t h e  c ar b o n y l  a s , f o r  e x a m p l e ,  

i n  f l a v o n o i d c o m p o u n d s  ( 6 4 ) . T h e  s l i g ht  f u r t h e r  c h a n g e  o n  

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

o f  i o n i s a t i o n  o f  t h e  e n o l i c  h y d r o x y l . 

S p e c t r a l  d a t a  f o r  D C - m e t h y l e t h e r ,  i n  B t ha n o l a l one  

a n d  w i t h  s o d i u m a c e t a t e  a d d e d ,  a r e  a s  e x p e c t e d  for  t h e ca m-

p ou n d  w i t h  t h e  r e a d i l y - i o n i s e d  hy d r o xy l f u n c t i o n  a t  C- 8 

m e t hy l a t e d . � e t hy l a t i o n  i n  f l a v o n e s  o f  7- a n d  4 '  hy d r o xy l 

f u n c t i o n s  p r o du c e s  o n l y  a smal l e f f e ct on  t h e r e l e v an t  

a b s o r p t i o n b a r , c! s  ( 6 4 ) , t h e p e l e c t r o n s  o f  t h e  o x y g e n  a t o m  

b e i n g  s t i l l  a v a i l ab l e  f o r  c o n j u g a t i o n  w i t h  t he r i n g s y s t e m . 

T h e  � b s e n c e  o f  e f f e c t  o f  s od i u m  a c e t at e  on t h e D C- me t hy l  

e t h e r  s p e c t r u m i s  i n  ag r e eme n t w i t h  t h e  i n t e r p r e t at i o n  t h a t  

t h e  s p e c t r a l  c ha n g e  f ou n d  f o r  D C  w i t h  t hi s  r ea g e n t  i s  e n t i r e l y 

d u e  t o  i on i s at i o n o f  t h e  h y dr o x y l g r o up now  m e t h y l a t e d . T h e  

e f f e c t  o f  a f r e e  C- 8 hy d ro x y l  g ro u p  o n  t he a l k a l i  s t a b i l i ty  

of  the  mo l e c u l e was  e v i d e n t  in  t h e  r a p i d  d e g r a d a t i o n  o f  

O C - m e t h y l e t h e r  u p o n  a d d i t i on o f  a l k a l i .  
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B e i n g t he d i k e t o  f o r m ,  0D C s h o w e d  a s p e c t r u m  i n  

e t h a n o l  w l1 i c h a p p r o a c h e d  t h a t  o f  a n  e xp e c t e d  r e s a c e t o p h e n o n e -

t y p e  a b s o r p t i o n  t o  a c o n s i d er a b l e  e x t e n t ,  i n  c o nt r a s t  t o  

D C .  l " h i s  c l e a r l y i l l u s t r a t e s  t h e  A x t o n t of  c h a n g e  w r o u g h t  

i n  t h e  c h :· o n , o p h o r i c  s y s t e m b y  e n o l i s a t i on . A d di t i o n o f  

a 1 k a l i c a t  a l y s e d t c... u t  o m e r  i s a t  .L o r, o f  0 n C t o  t he  m o re  s tab  l e  

e n o l i c  s y s t em . 

B o t h  0v 1 a n d  0v2 e x h i b i t e d  s p e c t r a  i n  k e e p i n g  w i t h  

t h e d i o l  s t r u c t u r e s  f o r  wh i c h t h e  c h ro mop h o r e  i s  t y p i f i e d  

b y  t h o s e  5 - d e o x y f l a v o n o i d s  s u c h  a s  g a r b an z o l  a nd l i q u i r i -
• 

t i g e n i n i n  w h i c h t h e  c a r b o ny l i s  c o n j u g a t e d  o n l y  w i t h  t h e  

A r i n g . A g a i n , s o d i u m  a c e t a t e  w a s s u f f i c i e nt l y  b a s i c  t o  

f u l l y i o n i s e  t h e  a c t i va t e d  h y d r o x y l g ro u p  a t  C- 8 .  I r r e v -

e r s i b l e  t r a n s f o r m a t i o n t o  D C  t o o k  p l a c e  i n  s t r o n g e r  b a s e  

a n d  o c cu r r e d r a p i d l y  o �  ad d i t i o n  o f  a l k a l i . 

3 A- 2 C he m i c a l  e v i d e n c e  fo r t h e  d i a l  s t ru ct u r e  o f  0v 1 and  0v2 . 

T h e  d i o l  s t ru ct u r e  p r o p o s e d  f o r  0v 1 a n d  0v2 h a s  t o  

a c c o �w. o d a t e  n o t  o n l y  the  s p e c t r a l  da t a  p r e s e n t e d  i n  t h e  

p r e v i o u s  s e c t i o n  b u t  a l s o t h e  v a r i o u s  f a c i l e  c h em i c a l  t r ans-

f o rm a t i o n s  o f  t h e s e  two  c o m p o u n ds w h i c h hav e b ee n  o b s e r v e d . 

A s  a co n s e q u e n c e  o f  t h e s e  t ra n s f o r ma t i o n s ,  i n t e r r e l a t i o n-

s hi p s b et w e e n  c o m p o u n d s  h a v e  b e en e s tab l i s h e d  wh i c h c o l l 8 c t -

i ve l y  p r ov i d e m u c h  s u p p o r t  fo r ' h e i n d i v i d u a l  s t r u c tu r es 

a s s i g n e d . S t r u c t u r a l  i nt e r r e l a t i o n s h i p s  c o n ce r n i ng �Y 1 a n d  

�Y2 a r e  d i s cu s s e d  i n  t h i s  s e c t i o n . 

( a )  R e a r r ange men t o f  0v 1 a n d  0v2 t o  #D C T h e  o bs e r v e d  

c o n v e r s i o n o f  �Y 1 a n d  �v2 t o  0o c i s  r e ad i l y  e xp l i c a b l e .  i n  

t e rms  o f  d e hy d r at i o n of  a v i c- d i o l s t r u c t u r e  i n  a c a r b ony l -

f o rm i n g e l i m i n a t i o n  r eac t i o n ,  n a m e l y  a p i n a co l - p i na co l o n e  
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t y p e  r e a r r a n g e m e r1 t  ( S c h e m e  2 ) . T h i s  r e a ct i o n , VJ h i ch o c c u r s  

u nd e r  a c i d i c  c o n di t i o n s , ma y b e  c o n s i d e r e d  t o  p ro c e e d  b y  

t h e  f orm at i o n o f  a ca r b o n i u m i o n  i n t er m e d i a t e  ( 6 7 ) . T h e  

r e l a t i v e  R a s e  o f  r e mo v a l  o f  t h e  h y d r o x y l g r o u p s  i n  t h e d i a l  

a n d  h en c e  t h e  d i r e c t i o n  o f  t h e  r e a r r a n g e m e n t  ( 6 8 )  w i l l  

d e  p e 1 1  d o n  t h e  r e  l a t  i v e s t a b i l i t  y o f  th e a l t e r n  a t  i v e c a r b o n  i u m 

i o ns . S i n c e  c � r b o n i u m i o n c h a r a c t e r  i s  u n l i k e l y t o  d e v e l o p  

a t o  t h e  c a r b o n y l i n  t h e 0Y c o m p o u n ds , th e h y d r o xy l S t o  t h e 

ca r b o ny l w i l l  b e  l o st , r e s u l t i n g  i n  a n  a - d i k e t o n e  a s  t h e  

r e a r r a n g e m e n t  p r o du ct . Thus , e n  m ec h an i s t i c  g r o u n ds , t h e  

as s i g n m e n t  o f  t h e  a - r a t h e r  t h an t h e  S - � i k e t o n e  ;t r u c t u r e  

f o r - 0D C i s  i n d i ca t e d . F o r m at i o 11 o f  0D C f r o m  both 0Y 1 a n d  

0Y2 i s e v i d en c e  f o r  t h e d i a l  s t r u c t u r e  i n  b ot h c o m p o u n d s . 

I t  i s  r e c a l l e d  t ha t  e x p e r i m e n t a l  c on d i ti o n s  w h i c h  

f a  v o u r e d  0 0 C f o rm a t  i o n  w e  r e a l w ay s d e  f i n i t e l y a c .i d i c , i f  

o n l y s l i g h t l y  s o . T h i s a c i d i c  c o n d i t i o n  w a s  e n s u r e d  b y  

e t h e r  e x t r a c t i o n o f  0Y c o m p o u n d s  f r om a q u e o us bu f f e r  a c i d 

i f i e d  t o  p H  2 - 3 ,  f o l l ow i n g  e n z y m i c  r e a c t i o n , a n d  c o n c e n 

t ra t i n g  t h e  w e t  e t h e r e x t r a c t , d S  r eq u i r e d  f o r  t h e  s t a b i l i s 

a t i o n  o f  t h e  0Y c omp ou n ds . A f t e r  r em o v a l  o f  t h e  e t he r ,  s u b

s eq u e nt ma n i p u l a t i ons  o f  t h e  0 Y  s am p l e  w h i c h  r e s u l t e d  i n  

,0oc f o r ma t i on ( sh o r t  t e rm s t o r a g e  o f  mo i s t  s a mp l e s a t  r o o m  

t emp e r a t u r e  o r  s o l u t i o n i n  a ce t o n e ) wou l d  h a v e  p r e s e r v e d  

t h i s  a L i d i c  e n v i r o nmen t . 

( b ) B as e- c a t a lys e d  c onv e rs i o n  o f  0Y 1 a n d  iY2 t o  D C .  

T h e  r e a d y  c on v e r s i on o f  0Y 1 a n d  0Y2 t o  D C  u n d e r  b as i c  c o n 

d i t i o n s  i s  c o n s i s t ent  w i t h  t h 9  a ,  S - d i h y d r o xy k e t o n e  s t ru c t u r e  

p r o p os e d  f o r  t h e  0Y c o m p ou n ds . T h i s  c o n v e r s i o n i s  c l e ar l y  

a n  o l e f i �- f o rm i n g e l i mi n a t i on ( de hy d r a t i o n ) r e a ct i o n  ( 6 9 ) . 
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T h e  m o s t  w i d e s p r e a d  m ·-J C I 1 a rl ;  s m  o f  b e s e - c a t a l y s e d  

e l i m i n 2 t i o n  i s  t h e  b i m o l e c u l a r  ( E 2 )  m e c h a n i s m  ( 6 9 ) w h i c h 

o p e r a t e s  b y  t h e  c o n c e r t e d  p r o c e s s  s u m m a r i s e d  i n  e q u a t i o n 3 .  

� rh l  � 
B - + 1 1 - c - c - x  

I I 
E q u a t i o n  3 

I n  a d d i t i o n , e l i m i n a t i o n s  i n v o l v i n g  i o n i c  i n t e r -

m e d i a t e s i n n o n- c o n c e r t e d  m e c h a n i s m s  a r e  r e c o g n i s e d  ( 6 9 ,  7 0 ) .  

S u c h a m e c h a n i s m i n v o l v i n g  a n  a n i o n i c  i n t e r m e d i a t e  ( t h e  

E 1 c B m e  c h a n  i s m ) i s d e p i c t e d L1 � q u a t i  o n  4 ( 7 0 , 7 1  ) • 

B + 
I I 

H - C - C - X  
I I 

B H  + - c - e -x x -
I I I I 

E q u a t i o n  4 

R e c e n t l y , B o r d w e l l e t  a l  ( 72 )  h a v e  s u g g e s t e d  t h a t  

m o s t e l i m 1 n a t i o n s  i n  s y s t ems  wh e r e  t h e  p r o t on l os t  i s  a c t i v -

a t e d  b y  a n  a d j ac e n t  e l e c t r o n- w i t h d r aw i n J  g r o u p  p r o c e e d  b f a 

c a r b P n i o n  me c ha n is m . T hu s  i n  .�Y 1 a n c  0v 2 , t h e  p r e s e n c e  o f  

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

a t o m  a t t a c h e d  t o  t h e  a - c a r b o n  ( C- 4 )  a n d  may b e  e x p e c t e d  t o  

p r o m o t e  e l i m i n at i on f r o m  � h e s e  c o m p o u n d s  b y  2n E l cB m e c h an i s m . 

T h e  su b s e q u e n t  e l i m i n at i o n  o f  a hy d ro xy l i o n  f r o m  t h e  S - c a r b o n  

( C- 3 )  w i l l  r e s u l t  i n  t h e  e n o l i c  f o r m  o f  a n  a - d i k e t o n e , w h i c h  
/ 

i s  D C  ( 3 c h em e  3 ) . 
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T h e  p r e f e r r e d  s t e r e o c h e m i c a l  c ou r s e  o f  E 2  r e a c t i o n s  

h a s  b e e n  not e d  t o  b e  o n R  c F  a n t i  8 l i m i n at i o n  ( 6 8 , 7 0 , 73 ) i n  

w h i c h t h e  f o u r  a t o ms i n v o l v e d i n  t h e  e l i mi n a t i o n  r e a c t i o n  

a r e  c o p l a n a r i n  t h e t r a n s i t i on s t at e .  

W h e n  b as e - c a t a l y s e d  e l i m i nat i o n s  h a v e  n ot b e e n  a n t i - s t e r e o 

s p e c i f i c  ( f o r  e x a mp l e , � e l i m i n a t i o n ) , t h e  c a r b a n i on 

m e c ha � i s m  ( E 1 cB ) h a s  b e e n  f r e q u e n t l y  i n v ok e d  t o  e x p l a i n  t h e  

d i f f e r e nt s t e r u c h e m i s t r y  o f  e l i m i n at i c n . 

T he E 1 c B  m e c h a n i s m  a c c o m mo d a t e s c o nv e n i e n t l y  a 

n u m b e r  o f  f e a t u r e s  o f  t h e  r e ac t i o n  o f  0v 1 a n d  0v2 i n  t h e  

p r e s e n c e  o f  b a s e . I t  p e r m i t s ,  i n  p a rt i cu l a r, r at i o n a l i s at i o n  

o f  t he o b s e r v e d  s i m i l a r i t y  i n  t he r a t es o f  e l i mi n a t i on o f  t h e  

d i a� t e r e o i s om e r·�c e r y t h r o a n d  t h r e o  f o rms , b o t h  o f  w h i c h , 

fu r t h e rm o r e ,  g i v e  t he s am e  o l e f i n i c  p r o d u c t , D C . 

D C  ( o l e f i n ) 
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T h i s  i s  a n  e x b m p � e  n f  a G t � r e o c o n v e r g e n t e l i m i n a t i o n 

( t h a t  i s ,  w h e r e  � wo d i a s t e r e o i s o m e r s  g i v e t h e  s am e  o l e f i � , 

o n e  n e c e s s a r i l y  b y  a �  e l i m i n a t i o n ) wh i c h i s  an e x p e c t e d  

f e a t u r e  o f  t : ; R u n i m o l o c u l a r  m e c h a n i s m . 

A s  a c o n s e q u e n c G  o f  t h e  l i m i t e d � i f f e r e n c e . i n  r at e s  

o f  e l i � i n at i on f r o m  �Y 1 a n d  �Y 2 1 n o  i n d i c a t i o n i s  a v a i l a b l e  

f r o m  t h e  d a t a  R S  t o  t h e  a s s i g n m e n t  o f  e r y t h r o o r  t h r e o  f o rm  

H o w e v e r ,  a t e n t at i v e as s i g n m e n t may  be  m a d e  

o n f u r t h e r a n a l y s i s r.. f t h e  c h e m i c a l s h i f ts  o f  t h e  C - 3 a n d 

C-4  p r o t o n s  i n  t he N �1 R  s p e c t r a  o f  �Y 1 and  �Y 2 , g i v en c e r t a i n 

a s s u m p t i o n s  a s  t o  c o n f o r m a t i o n . T h u s  i t  i s  as s u m� d  t ha t  

b o t h  c o m p o u n d �  e x i s t l a r g e l y i n  t h e c o n f o rmat i o n w i t h  t he 

C- 5 c a r b o ,, y l a n d  C - 4  h y d r o x y l g r o u p s  c o p l a n a r  w i t h t h e  

a r o m a t i c r i n g ,  f o r  w h i c h t h e a b o v e N ewm � n  p r o j e c t i o ns a r e  

r e l e v a n t , a s  t h i s wo u l d  f a v o u r s t r o n g e s t  h y d r og e n  b o n d i n g . 

I n t h i s  a s s u m e d  c on f or mat i o n ,  t h e r e s o n an c e  of  t h e C - 4  p r o t o n  

w o u l d  b e  e x p e c t e d  d o wn f i e l d  o f  t he C- 3 p rot o n  b y  v i r t u e  of 

t h e  c a r b o ny l a t o  the f o rm e r  ( 5 0 ) . I n  t h e  e r y t h r o  a n d  t h r eo 

f o r  m s , s h i e l d i n g o f H- 4 b y  t h e  r: a :c b o n  y l i s c o m m o n  b u t s h i e l d

i n g  o f  t h i s p r o t o n by t h e  C- 3 hy d r o xy l ( C- 0  b o n d ) i s  l i k e l y  

t o  b e  g r e a t e r  i n  t he t h r eo f o rm  ( c ompa r e  C- C bo n d  s h i e l d i ng 

o f  a x i a : a n d eq u a t o r i a l p r o t on s  ( 54 )  ) . T h u s  t h e  H - 4  s i gna l 

i s  p r e d i c t e d  t o  b e  r e l a t i v e l y  u p f i e l d  i n  t h e s p e c t r u m  o f  th e 

t h r e o  f 'J r m . 

C o n c e r n i n g  t h e  s h i e l d i n g  o f  t he C-3  p r o to n ,  t h e  

e f f e c t  o f  t h e  d i e n o ne  r i ng a n d  b o n d s  t h e r e f r o m  w i l l  b e  e q ua l 

i n  th e t h r e o  a n d  e r y t h r o f o r m s  s i n ce t h e  p r o t o n i s  me r e l y 

s w i t c h e d  b e t w e e n  e q u i v a l e n t o r i e n t a t i o n s  i n  t h e s e  f o rm s . 

S i m i l a r l v , t h e r e  i s  l i t t l e d i f f e r e n t i a l eff e c t  e x p e c t e d  o f  

t h e  C- 4 h y d r o xy l g r ou p . H o w e � e r , b e t w e e n  f or m s  t h e r e  i s  a n  
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a p p r e c i a b l e  d i f f e r e n c e  i �  o r i e n t a t i o n  w i t h  r e s p e c t  t o  t h e  

C- 5 c a r b o n y l  gro u p ; i �  t h e  t h r eo f o rm t h e  C - 3 p r o t o n  l i e s  

m uch  c l os e r  t o  t h e  s h i e l d i n g c o n e  o f  t h i s  g r o u p  ( 5 4 ) . T h us 

t h i s e f f e � t wo u l d cau s a  a r e l a t i v e u p f i e l d  s h i f t  o f  t h e  

H - 3  s i g n a l  i n  th e s p e c t r u m  o f  t h e  t h r e o  f o r m . I n  a d d i t -

i o n ,  s h i e l d i n g  b y  t h e C- C b o n d s  o f  t h e o x e p i n  r i n g  w o u l d  

t e n d  t o  r e i nfo r c e  t h i s e f f e ct . H e n c e  f o r  t h e  t h r e o f o r m ,  

b o t h t h e  H - 3  a n d  H- 4 s i g n a l s a r e  p r e d i c t e d  t o  b e  u p f i B l d 
.. 

o f  t h o s e f o r  t he e r y t h ro  f o r m . C h e m i c a l  s h i f t s  o b s e r v e d  

f o r  0 Y  1 ( 65 . 3 2 , 5 . 1  5 )  a n d · 0Y 2 ( 6 5 . 1 9 ,  4 . 6 5 ) , a s s i gn e d i n  

r e l a t i o n t o  t h  l a b o v e  a r g u me n t ,  t h u s  s u g ge s t  t ha t' 0 Y  1 i s  

t h e e r y t h r o and  0Y2 t h e  t h r eo compou n d . 

( c )  B a s e - ca t a lys e d  r e a r range me� t  o f  0Y1 a n d  pY2_!£ 

f l a v o n o l . T h e  b as e - c a t a l y s e d  c onv e r s i o n  o f  0Y 1 a n d  0Y2 t o  

f l av o n o l  w a s  c l e a r l y  s h ow n  t o  b e  a c o mpet i n g p r oc e s s  w i t h  

t h e  e l i m i na t i o n o f  w a t e r  t o  f orm  D C  ( F i gu r e s  3 1  a n d  3 2 ) ;  

t h e  f o r m a t i o n o f  f l a v o n o l  b e i ng p r o mo t e d by h i g h er c o n c e n -

t r a t i o n s  o f  b a s e . T h e  car b a n i o n  me c h a n i s m  o f  e l i m i n at i o n  

i n  D C  P o rm a t i o n , d i s c u s s e d  a l o v e  ( S c h e m e  3 ) , c on v e n i e nt l y  

a ccomm o d a t e s  t h i s  c o m p e t i n g  r e a r ra n g em e n t  t o  f l av o n o l . 

T h u s , t h e E 1 c 8  m ec h a n i s m  g e n e r a t e s  a c a r ban i o n i n t er me d i a t e  

w h i c h m a y  b e  e n v i s a g e d  as  a c ommon  i n t er med i a t e  i n  t h e s u b -

s eq u e n �l y  d i v e r g e n t  p a t h w ay s o f  D C  a n d  f l av o n o l  f o r m at i o n  

( S c h e m e  3 ) . I n  c omp e t i � i o n w i th  t h e s e c ond  a n d  f i na l s t � p 

o f  D C  f o rm at i o n  ( e l i mi n a t i o n  o f  h y d r oxy l i o n )  t h e  b a se- ca t a l y -

s e d  r e m o v a l  o f  a f u r t h e r  p ro t o n  f r o m  t h e  i n t e r m e d i a t e  i s  

e n v i s ag e d  a s  t he i n i t i a l  s t ep o f  t h e  f l a v o n o l p a t hway . S u b -

s eq u e n t  r e a r r a n g e m e n t  b y  h e t e r o cy c l i c  r i n g o p e n i n g  w o u l d  

l e a d  t o  t h e  q u i no n e  m e t h i de s t r u c tu r e  ( I X ) . Cy c l i s a t i o n h y  

i n t e r n a l  a d d i t i o n  o f  t h e  p h e n o x i d e  an i o n to  t he r e a ct i v e  
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q u i n o n e m e t  h i d e s t r u c 1- u r e vw u 1 ci r e · · e s t a IJ 1 i s  h t h 8 a r o m a t  i c i t y 

o f  t h e  8 r i n g  s y s t e m  a n d  c o r 1 c u r r e n t l y  g on e r a t e  t h e  f l a v o n o i. d 

s k e l e t o n i n  t h e  i n t e r m e d i a t e  f o r m  ( X ) . T h i s i nt e r m e d i a t e  

w o u l d  t h e n  r e a d i l y e l i m i n a t e  h y d r o x y l i o � a s  s h own  t o  f o rm 

f l a v o n o l . 

A g a i n , t h e  s i  rn .L 1 < H i  L y c J' 0 Y 1 "l n d 0 Y 2 i s  d e n: o n  s t r a t e d  

i n t h a t  b o t h  u n d e r g o  c o m p e t i t i v e e l i m i n -1 t i o n  a n d r e a r r a n g e

m e n t  r e a c t i o n s  t o  y i e l d  D C  a n d  f l a v on o l . J u s t  a s  0Y 1 

e l i m i n a t e s  w a t e r  t o  f o r m  D C  s o m ew h a t  m o r e  r e R d i l y  t h a n  0v2 , 

a m o r e  c o m p e t i t i v e r e ar r an g e m e n t  t o  f l a vo n o l  at  t h e l o w e r  

c o n c e n t r at i o n s  o f  b a s e  i s  a l s o  o b s e r v e d  w i t h  0Y 1 ( F i g u r e  3 2 ) . 

T h e  p r r s e n c e of t f a c e  p r e c u r s o r s  o f  f l a v o n o l , d e 

t e c t e d  c h r o m 3 t o g r a p h i c a l l y  ( s e c t i o n  2 C- 3 ( cJ ) ) , w o u l d  i n d i c a t e  

t h e  p r e s e �c e  o f  i n t e rm e d i a t e s  i n  th e r e a r r a n g e me n t  o f  0Y 1 

a n d  �Y2 t o  f l a v o n o l  ( 2 s su m i n g  t h a t  t h e r e  i s  n o  a l t e r na t i v e 

p a t h w ay t o  t h i s  comp o u n d  i n  t h e  s y s t em ) . I s o l at i o n o f  t h e  

q u i n o n e  me t h i d e  i n t e r m e d i a t e  ( I X ) , p o s t u l a t e d  i n  S c h e m e  3 ,  

w o u l d  n o t  b e  e x p e c t e d , b u t  an  a d d i t i o n  p r o d u c t  w i t h  a n o t h e r  

n u c l e o p h i l e  s u c h  a s  wat e r  m a y  b e  i s o l at e d a n d  may s u b s e-

q u e n t l y r e a r r a n g e  t o  f l a v on o l . I t  i s  d i s t i n c t l y p o s s i b l e  

t ha t  t h e  h y d r a t e d  f l a v o n o l ,  a s  i n t e r m e d i a t e  ( X ) , m ay b e  

i s o l a t e d  u p o n  a c i d i f i c at i on i f  i t s r a t e  o f  e l i mi n a t i o n t o  

g i v e  f l a v o n o l  i s  s l ow i n  r e l a t i o n t o  i t s r a t e  o f  f or m3t i on .  

( d ) R e a c t i o n  o f  0Y 1 �1l�2 w i t h  cupr i c i o n . T h e  

d e s t r u ct i o n  o f  \11'Y 1 a n d  0Y2 i n  p H  8 t r i s  b u f f e r  u po n  a d j i t i o n 

of  c u p r i c i o n  i s  c h a r a c t e r i s e d  b y  t h e  ap p e a r an c e  o f  f r a g men t 

mo l e c u l e s ,  i n c l u d i n g  p - h y d r o x y b en z a l d e hy d e . T h i s  r e a d y  

d e g r a d�t i o n  m a y  b e  a t t r i b u t e d  t o  a n  o x i d at i v e g l y c o l c l e a v a g e  

r e a c t i on ( 74 )  c a t a l y s e d b y  c o r p e r  an d a s  s u c h  wou l d  p ro v i d e  

a d d e d  s u p p o r t  f o r  t h e  p r o p o s e d  v i c - d i o l  g ro u p i n g  i n  0Y 1 a n d  

0Y2 . 
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C � r c u n1 s t a n t i a l  e v i d e n c e  f o r  g l y c o � i n t er m e d i a t e s  

i n  t h e b a s e - p r o m o t e d  f o r m 3 t i o n  o f  f l a v on o l  f r o m  � y  c o m p o u n d s  

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

f l a v o n o l  � h an o f  D C  f o r m a t i on w h i c h  o cc u r r e d  i n  t h e  

p r e s e n c e  o f  co p p e r  ( s e c t i o n  2 C- 3 ( b ) ) , A l t h o u gh a f a c t o r  

i n  t � i s  g r e a t e r  r e d u c t i o n i n  f l a v on o l  fo r n 1 a t i o n h a s  e a r l i e r 

b e e n  r i q ht l y  i j e n t i f i e d as  t h e  r e d u c t i o n  i n  b a s e  c o n c e n

t r a t i o n b e c a u s e  o f  t h e p r e s e n c e  o f  c o p p e r ,  t h e  r e l a t i v e  

e x t e n t  o f  f l a v o n u l  s u p p r e s s i o n , ho w e v e r , w a s  s u c h  t ha t  a 

f u r t h e r u n i q u e  m e a n s  o f  r es t r i c t i n g  f l av o n o l  f o rm a t i o n m a y  

w e l l  h a v e  o p e r at e d . A n  a d d i t i o n a l  s p e c i f i c  m e a n s  o f  c o n t r o l , 

a f f e c t i n g  t h e  f l a v o n o l - f or m i n g  p a t h w ay on l y , i s  n ow s u g g e s t e d  

t o  h q v e  o p e rat e d  b y  v i r t u e  o f  t h e  e x i s t e n c e  o f  a n ew f l a v o n o l 

s p e c i f i c di a l  p r e c u r s o r , s u c h  a s  i n t e rm e d i a t e  ( X )  o f  S c h e m A  

3 ,  w h i c h  may b e  d e g r a d 9 d  a l s o  i n  a c o p p e r - c at a l y s e d  r e a c t i o n , 

3 A - 3 R e a c t i o n s  o f  D C  a n d  �D C 

T h e  a - d i k e t o n e  s t r u c : u r e  f o r  �D C f o l l ow s  f r om t h e  

p i n a c o l i c  r e a r r an g e m e n t  o f  t he d i o l s  �Y 1 a n d  �Y2 j u st a s  

t h e  b as 3 - c a t a l y s e d  e l i m i n at i o n  o f  w at e r  f ro m  t h e s e  c o mp o u n d s  

p r e d i ct a b l y l e a d s  t o  t h e sam e o x y g e n at i o n  p a t t e rn i n  t h e  

e no l i c  f o r m , D C . G r e a t e r  s t a h i l i ty o f  D C  i s  p r e d i c t a b l E  

o n  t h e  g r ou n ds  o f  d i p o l e - d i p o l e r e p u l s i o n  o f  t h e  c a r b o n y l  

g r o u p s  i n  t he cy c l i c  a - d i k e t o n e  �DC ( 6 3� E n o l i s a t i o n  of  

0D C o c c u r s  r e a d i l y , e v e n  o n  s o l u t i o n a n d  h e a t i n g  i n  a n  

� r g an i c  s o l v en t , a s  w e l l a s  o n  a l k a l i  t r e a t m e n t . 
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T h e e n o l i s a t i o n  r P a c t i o n  c an b e  e n v i s ag e d  as  f o l l ow s  ( 6 3 ) . 

1lfNI 
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T h e  f o r ma t i o n o f
.
h y d r o q u i n o n e  u p o n  h y d r o g e n at i o n  

o f  D C  a n d  O C- m e t hy l e t h e r  a n d  t o  a m u ch l e s s e r  d e g r e e  u p o n  
" 

c e r t a i n  �an i p u l a t i on s  o f  D C  u n d er mi l d  c o n d i t i o ns ( f o r  

e x a mp l s ,  p o l y a m i d e  c o l u m n c h r om a t o g r a p h y  w i t h  a q u e o u s  

e t h an o l , s e c t i o n 2 D- 3 ( d ) ) i s  con c e i va b l e  f ro m  a s p i re 

s t r u c t u r e  su c h  a s  D C  w h e r e  t r e cy c l o h e x a d i e n o n e  r i n g  i s  

�- s u b s t i t u t 8 d  a n d  t h e t e n d e ncy  f o r r e v e r s i o n  t o  t h e 

a r o m a t i c  s y s t em i s  l i k e l y  t o  b e  a s i g n i f i c a n t  dr i v i n g  f o r c e  

i n  i t s  r e a c t i o n s ( 5 3 ) . H y d r o g e nat i o n o f  D C  o r  D C- m e t h y l  

o t h e r  o v e r  pa l J a d i u m s h o u l d  l e a d  t o  r ea d y  r e d u c t i o n  o f  t h e  

C3- C4 d o u b l e  b o n d  c o n j u g a t e d  w i t h  t h e  car b o n y l g r o u p  ( 7 5 ) . 

T h e  e l i m i n a t i o n of  h y d r oq u i n o n e  f r o m  t h i s  r e d u c e d  f o rm m q y  

H 

t h e n  o c cu r , p os s i b l y  b y  t h e  t y p e  c f  s equ e n c e  s h o w n  i n  S c h em e  

4 .  H y dr o l y t i c  c l e a v a gB o f  t h e sp i r o  e t h e r  b on d  i n  d i hy d r o- O C 

i s  e n v i s a g e d , b y  an a l o g y  w i t h  t h e  r e l a t i v e  e as e  of c l e a v a g e  

o f  t e r � i a r y o r  a l l y l i c  � t h e r  s t r u c t u r e s  ( 76 ) , E l i m i n at i o n 

o f  h y d r o q u i n o n e  may  t h e n  o c c u r  i n  c o n j u n c t i o n  w i t h  t he 

a t t a i n m e nt o f  a r om a t i c i t y . T h e  h y d r o l y t i c c l e a v a � e  t o  l i b-

e r a t e h y d r oq u i n o n e  l e a v e s  a s e c on d  m o l e cu l e  f r o m  w h i c h 7-

m e t h a x y c h r o man- 4 - o n e , t e n t a t i v e l y  i d e n t i f i e d  a s  a p ro d u c t  

f r o m  t h e  h y d r o g e n a t i on o f  O C- me � hy l e t h e r ,  m a y  b e  d e r i v e � . 

S c h e m e  4 a c c ou n t s  fo r t h e  f o r m at i o n  o f  t h i s  c o m p o u n d  v i a  

H 



D C : 

S c h ern e  4 

P r o p o s e d  r o u t e  f o r  h y d r o q u i n o n e a n d c h r o m a n - 4 - o n s  

f o r m a t i o n  � p o n  c a t a l y t i c  h y d r o g a n a t i o n  o f  D C  a n d  

O C- m e t h y l  e t h e r  

0 

H 2  RD(J( D 
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O H  
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R = H 

O C - m e t ht l  e t h e r : R = CH 3 
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htd r ogu i no n e  
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R = C H 3 : 7 - m e t h o x y -

c h r o m a n - 4 - on e  



i t s  3- h y d r o x y  d e r i v a t i v e  w h i c h w o u l d  b e  e x p e c t e d  t o  u n J e r g c  

r e a dy h y d r o g e n o l y s i s  a s  s h o w n ( ? 7 ) . 

3 A - 4 P o s  t L! 1 a 1:. e d e p o x i r:J e [? r e c u r :.:;  o r s o f yJ Y 1 a r1 d � 2 • 

T h 8  d i a l s  0 Y 1 a n d  0v 2 a r e  t h e  f i r s t  p r o u u c t s  w h i c h  

c a n  b e  i s o l a t e d  f r o m  t he e n z y m i c o x i d a t i on o f  c h a l c o n e a n d  

t h e r e  i s  n o  e v i de n c e  t h at t h e  s p e c t r o p h ot o me t r i c a l l y  o b 

s e r v e d  i n i t i a l  p ro d u c t  i s  n o t  a l s o  e s s e n t i a l l y  a m i x tu � e  

o f  0Y 1 a n d  0Y2 . · T h u s ,  t h e e n z y m i c  r e a c t i o n a p p a r en t l y  

g i v e s  r i s e  t o  c om p a r a b l e  ·� m o u n t s  � f  b o t h  0Y 1 a n d  0Y 2 ( Ta b l e  

7 ) . F u r t h e r mo t · e , 0v2 c o ns i s t s  o f  two  e n an t i o m e r s ' a n d  t h i s  

a l s o  p r e s u ma b l y  h o l d s ,  b y  a n a l o g y , f o r  0v 1 . H e n c e  f o u r  

s t e r e o i s o � e r s  o f  t h e  d i a l  s t r u c t u r e  a r e  f o r m e d . T h e i r  

c o n f i g u r a t i o n s  are  r e p r o d u c e d  i n  ( X I )  · ( X I V )  

0 

H O  HO 

0 

( X I ) ( X I I )  

H O  HO 

( X I I I ) ( X I V ) 
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S i n c e  n o  i n t e r c o n v e r s i o n  b e tw e e n  i s o m e r s  u n d e r  c o n d i t i o n s  

o f  t h e i r  f o rma t i o n o r  s e p a r at i o n c o u l d  b e  d e t e c t e u , i t  

r e ma i n s  t h at t h e i r  f o r m a t i o n  mus t b e  e x p l i c a b l e  i n  t e r ms 

o f  t h e  p r o d u c t  o f  o x i d a t i o n  o f  t h e  c h a l co n e  s u b s t r a t a . 

T h i s  c o mp l e x  s i t u at i o n = an b e  b e s t  i n t e rp r e t e d , i n  t h e 

l i g h t  o f  t h e  r e s t r i c t i o n s  i mp o s e d  by b i o c h e m i c a l  d a t a  a n d  

i n  m e c h an i s t i c  t e rms , b y  p o s tu l a t i n g t h e  f o r m a t i o n  o f  t w o  

e n a n t i om e r i c e p o x i d e s , ( X V )  and  ( X V I ) ,  a s  t h e  t r u e  i n i t ia l  

p r o d u c t  o f  t he E n zy m i c  r e a c t i o n a n d  c on s e q u e n t l y  a s  t h e  

i mm ed i a t e  c h e m i c a l  p r e cu r s o rs of �Y 1 and �Y 2 d i a l s . 

0 0 

HO 

0 0 

( X \J )  ( X V I )  

S p o n t a n e o us hy d r a t i on o f  t h e s e  r e a c t i v e  e p o x i d e s  co u l d  t h e n  

c h em i c a l l y  g e n e r a t e  a l l  f o ur i s o m e r s  ( X I ) - ( X I V )  o f  t h e  �y 

d i a l  s t r u c t u r e . T h i s  r e q u i r e s  e a c h  e p o x i d e  t o  g i v e  r i s e  t o  

t w o  d i a s t e r eo i s o m er i c  d i a l s , o r e  a �Y 1 a n d  t h e o t h e r  a pY2 

i so m e r . T hu s ,  ( XV )  i s  co ns i d e r G d  t o  b e  t he p r o g en i t o r  o f  

( X I ) a 1 1 d ( X I I )  a n d  (x v i ) · t h e  c o r r e s p o n d i n g  p r o g e n i t o r  o l' 

( X I I I )  a n d  ( X I V ) . T h e  i mp l i c at i o n s  o f  t h i s  p r o p o s a l  w i l l  

now  b e  c o n s i d e r e d  m o r e c l o s e l y  i n  r e lat i o n  t o  t he c u r r e nt 

u n d er s t an d i n g  � f  e p o x i d e r i ng - o p en i n g  m e c ha n i s m s  a n d  s t e r e o

c h e n: i s t r y ( 7 8 , 7 9 ) • 
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E p o x i d e  � i n g  n p e n i ng  r e a c t i o n s  u n d e r  b as i c  o r  

n e u t r a l  co n d i t i o ;1 s  i n v o l v e a t t a c k  b y  a n u c l e o p ; l i l i c  s p e c i e s 

( 7 8 )  w h i c h  i s  a w a t e r  m o l e c u l e  o r  h y d r o x y l i o n i n  t h e  c a s e  

o f  d i a l  f o r � a t i o � ( e q u a t i on  5 ) . 

) 

Equat i o n  5 

o-1 I 
H O - C - C -I I 

A t t a c k  a t  a p ar t i c u l a r o n e  o f  t h e  t w o  c a r b o n  a t o m s  o f  t h e 

e p o Y. i d e w i l l  b e  i n f l u e n c e d  b y  a c o m b i nat i o n o f  s t e r i c  a n d  

e l e c t ro n i c ( i n d u c t i v e  a n d  c on j u g at i v e ) e f f e c t s . T h 8  

p r e s 8 n c e  o f  a n  e l e c t r on- w i t h d r aw i n g  c a r o o n y l g r o u p  a d j a c e n t  

t o  t h e  e p o x i d e  r i n g  r e s u l t s i n  b r e ak i n g o f  t h e  C- 0 e p o x i d e 

b o n d  at  t h e  c a r b o n  a r a t h e r  t h a n  a t o  t b e  c a r b o n y l on  

a c c o u n t  o f  e l e c t r on r e l e a s e  f ro m  t h e  f o r m e r  c e n t r e  b e i n g  

f a v o u r e d  ( 7 8 ) . I n  t h e  p a r t i c u l ar e x a m p l e s o f  e p o x i d e s  ( X V )  

a n d  ( X V I ) ,  t h e  c a r b o ny l g r o u p  w o u l d  t h u s  b e  e x p e c t e d  t o  

d i r e c t  a t t a ck t o  t h e  C- 3 ( � ) c a r b o n  w i t h  o p e n i n g o f  t h e  

e p o x i d e  r i n g  i n  t h e  d i r e c t i o n  i n d i ca t e d  b e l ow . 

H O  

0 
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E p o x i d e  :::- i n g  o p e n i n g  r e a c t i on s  o c c u r  u s u a l l y  b y  

a n  S N 2 m e c h a n i sm  ( 7 8 ) . T h i s  m e c h a n i s m  h a s  t h e  s t e r e o 

ch e m i c a l  c o n s e q u e n c e  t h a t  i n v e r s i o n  o f  co n f i gu r at i o n  i n-

v a r i a b l y  � e 3 � l t s at t h e  c a r b o n  a t o m  a t t a ck e d , a s  i l l u s -

t r a t e d  b e l o w ,  s i n c e  i n  t h e  a t t a c k , a b a c� - s i d e  a � p r o a c h 

o f  t � e  n u c l e o r h i l e  o c cu r 8 . 

'J� 
R -- / '  _.- R '  

H .-- c �--H 
- oH 

0 

R __ , _.- R • 
c --- c 

H ·.,.- = ........_ H 

O H  

T h i s  S N 2  m e c h a n i s m ,  ap p l i e d t o  t h e  e p o x � d e s  ( X V ) a n d  ( X V I ) 

w o u l d  l e a d  o n l y  t o  t h e f o rm a t i on o f  t h e  e n a n t i o m e r i c  f o rms  

of  t h e  t r a n s - d i o l , ( X I ) and  ( X I I I ) . T hu s , to  a c c o u n t  f o r  

t he f o r ma t i o n  o f  t h e  m i s s i n g  p a i r o f  c i s  i s o m e r s , ( X I I ) 

a n d  ( X I V ) , a m e ch an i s � o f  e p o x i d e  o p en i ng a t  C- 3 w h i ch 

wou l d  a l so p e r m i t re t e n t i on o f  con f i gu ra t i o n ,  m u s t  b e  i m -

p l i c a t e d . I n v e r s i o n o f  c o n f i g u ::- a t i o n w o u l d  l e a d  t o  t l . e  

f o r m at i o n o f  e i t h e r  a 0Y 1 i s ome r and  r e t e n t i o n  o f  c on f i g u r a t 

i o n t o  a 0 Y2 i s o m e r  o r  v i c e  v e r s a , de p e nd i n g  o n  w h i ch c om

p o u n d  i s  t h e  t h r e o  ( t r ans- d i o l ) and  wh i c h i s  t h e e r y t h r o  

( c i s - d i o l ) f o r m .  S i n ce n e i t. h e r  0Y 1 n o r  0Y2 i s om e r s  p r e do m

i n a t e . n t h e  p r o d u c t  mi x t u r e  t o  an y g r e at d e g r e e· ( T ab l e  7 ) , 

r et e nt i o n  a n d  i nv e r s i o n  o f  con f i g u r at i o n a t  C- 3 i n  t h e  

o p e n i n g  o f  t h e  e p o x i d es w ou l d  n e e d  t o  b e  a d e q u a t e l y c o m 

p e t i t i v e  t o  a c c o u n t  f or t h e  0Y 1 : 0Y2 r a t i os o b s e r v e d  i n  t h e  

p r o d u c t . 

O n e  s u c h  m e c ha n i s m  o f  e p o x i d e  o p e n i n g  w h i c h  i s  a p p l i c-

a b l e t o  t h i s  s i t u a t i on i s  t h e  SN 1 m e c ha n i s m  i n  w h i c h  a n  
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i n t e r m e  d i a t E:J c a 1' b Ll n i u m i o n i s f o r m e d ( 7 8 ) . W i t h a c o p J a n  a r , 

t r i g o n a l  c a r b o n  a t om , t h i s  i n t e r m e d i a t e  p e r m i t s b i - d i r e c t --

i o n a l  a p p r o a ch o f  t h e n u c l e o p h i l e  g i v j n g  r i s e  t o  b o t h  c i s  

a n d  t r a n 3  p r � du c t s . N o r ma l l y t h e  f a c i l i t y o f  a p p ro a c h  �o u l d  

d i f f e r  b e t w e E. n  d i r e c t i o n s  b e c a u s e o f  t h e  d i s p o s i t i o n o f  

s u b s t i t u e n t s  i n  t h e  m o l e c u l e  a n d  h e n c e  t h e  p r o p o r t i o n s o f  

t h e  t wo d i a s t e r e o i s o m e r i c  p ro du c t s  w o u l d  t e n d  t o  b e  u n e q u a l  

r a t h E r  t h a n  e q u a l . 
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I n g o l d  ( B D )  d i s c u s s e d  a p H - i n d e p e nd en t  h y d r o ly s i s  o f  

t h e  e p o x i d e  r i n g  w h i c h  may  o c cu r  b y  a com b i na t i o n o f  s e p -

a r at e S N2 a n d  S N 1 m e c han i sms  a n d  w h i c h  i s  t y p i c a l l y  e n -

c o u n t e r e d  u r d er n e u t r a l  aq u e o u s  c o n d i t i o n s . I n  t e rms  ::J f  

t h e  SN 1  co n t r i b u t i o n ,  t h e  p r o d u c t i o n  o f  two  s t e r e o i s ome r s  

w o u l d  b e  e xp e c t e d ,  o n e o f  w h i c h w o u l d  b e  i d e n t i c a l  w i t h  t h e  

a x c l u s i v e  p r o d � c t  o f  t h e  SN 2 m e c h an i s m . T h u s  t he ob s er v e d 

r a t i o  o f  d i a s t e r e o i s om e r s  i n  t h e  p r o du � �  wou l d  b e  co nt r o l l e d  

i n  a n  e v e n  mo r e  c o m p l e x  ma n n e r  t h an w o u l d  b e  e n co u n t e r e d  i n  

t h e  � N 1 m e c ha n i s m  a b o v e . 
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The  o b s e r v e J  v a r i at i on  i n  t h e  r a t i os o f  0Y 1 : 0Y 2 a n d 

i n  0Y2 a q6Y2 b i s o 1 11 e r s  ( T a b l e  7 )  c a n  n o vJ b e  c on s i d e r e d a g a i n s t  

t h i s  b a c k g r o u n d  o f  t h e  p o s t u l a t e d  o r i g i n  o f  t he s e d i a l s  a ,l d  

o f  e p o x i d 8  r i n g  op e n i n g  m e c h a n i sms . F i r st l y ,  t h e  r a t i o �  o f  

e n a n t i o m e r s , 0Y2 o : 0Y 2 b , s h o u l d  r e f l e c t  d i r e c t l y  t h e p r o p o r t 

:;_ o n s c f e p o x i. d e s  ( X V ) a n  d (X V I ) i n t h e  a n z y me  p r o d u c t , 

i r r e s p e c t i v e o n  t h e  d e t a i l s  o f  t h e  m e c ha n i s ms r e s p o n s i b l e 

f o r  t h e  p G s t� l a t e d  r e t e n t i o n a n d  i n v er s i o n  o f  c o n f i g u r a t i o n 

i n  d i a l  f o r ma t i o n ,  s i n c e  t h e  mi r r o r  i ma g e  e p o x i d e s  w o u l d  

u n d e r g o i d e n t i c a l  r e a c t i o n s  i n  t h e c o mmo n co n d i t i o n s  o f  a 

g i v e r1 r e a c t i o n  m e  d i u m . T h us a c o n s i  s t e ; , t , d e  f i n i. t e , t r e n d 

i n  t h e  b a L a n c e  b e tw e en e p o x i d e s  ( X V ) a n d  ( X V I ) i s  a p p a r e n t  

f r o m  t h e  r a t i o  o f  0v2 e n an t i ome r s  o b s e r v e d  as  t h e  r e a c t i on 

p H  d r o p s  f ro m  8 t o  7 .  T h i s  c l e a r l y  r e p 1 o du c i b l e  t r e n d  c o n 

t r a s t s  w i t h  t h e  a b s e � c e  o f  a u n i f y i n g p at t e r n  i n  t h e  b a l a n c e  

b e t w e e n  0Y 1 a n d  0Y 2 d i a s t e r e o i s o me r s .  S i n c e  t h i s  r a t i o  w o u l d  

r ep r e s e n t , i n  t h e  a b o v e  hy p o t h e s i s  of d i a l  f o r m at i o n ,  t h e  n et 

b a l a n c e  o f  c i s  v e L s u s  t r a n s  a t t a ck i n  o p e n i n g o f  t h e  e p o x i d e  

r i n g , i t  i s  r e a s o n a b l e  t o  a c c e p c t he o c cu r r e n c e  o f  m u c h  mo r e  

r a n d o m  v a r i at i o n  i n  t h i s  b a l an c e  b e c au s e  o f  t h e  p l u ra l i t y  

o f  t h e  f a c t o r s  w h i c h  d e t e r m i n e  i t  a nd t h e  l i k e l i h o o d  o f  s u b t l e  

i n f l u e n c e s  a f f e c t i n g  t h e i r c o m p e t i t i v en e s s . T h e  d e f i n i t e  

p a t t e r n  i n  t h e  r at i o s o f  0Y2 e n a n t i o m e r s , o n  t h e  ot h e r  h a n d , 

i nd i ca L e s  a d e g r e e  o f  c o n t r o l  i n  e p o x i d E  fo r m a t i o n w h i c h i s  

r ea d i l y  a c c e p t e d  f o r  a n  e n z y m e- c at a l y s ed r e a ct i o n . 

I n  s u mm a r y  t h e r e f o� e ,  i t  i s  h e l d  t ha t  t h e  d a t a  i n  

T a b l e  7 s h ow t ha t  s i gn i f i c a n t  a m o u n t s  o f  e a c h  o f  t h e  f o u·r 

i s o m e r i c  d i a l s  a r e  i n va r i a b ly p r e s e n t i n  t h e  p r o du c t  o b t a i n 8 d  

u n d 8 r  t h e  e n z y m i c r ea c t i o n c on di t i o n s . F o r ma t i o n  o f  t h e s e  

f o u r  i s o m e r i c  d i a l s  f r o m  t he t wo e n an t i o m e r i c e p o x i d e  
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f) r e c u r s o r s , t h e  t r u e  i n i t i a l  e n z y m i c  pr o d r J c t , r e q u i :c e s  

b G t h  c i s  a n d  t r a� a t t a c k  i n  t h e  s p o n t an e o us · h y d r a t i o tl 

o f  t h e e p o x i d e s , w i t h  c i s  a t t a c k  g i v i n g t he e r y t h r o  and  

t r a :1 s  a t t a c k  t h e  t hr e o  d i a l s . H e ,l t: e  t h e  5 [� 2  m e ch a n i sm o f  

r i n g  o p e r 1 i n g  l e a d s  t o  t h e  t hr e o  f o r m . C h a r 3 c t e r i s t i c a l l y , 

t h e p r o p o r t i o n o f  0Y2 e x c e e d s t h at o f  �Y 1 i n  t h o  p r o d u c t , 

( t h i s  m e a s u r e d  d i f f e r e n c e  ( T ab l e  7 )  i s  h e l d  t o  b e  r e a l  

i f  g r e a t e r  t h a n  a b o u t  5 - 1 0% o f  t h e a b s ol u t e  v a l u e ,  o n  

a c c o u n t  o f  t h e  ca r e f u l l y co n t r o l l e d  p r o c e d u r e s  e m p l oy e d  t o  

o b ta i n  t he d a t a  l i m i t i n g  a n y  t e n d e n cy f o r  t he s o m ew h a t  

g r e a t e r  l a b i l i t y  o f  0Y 1 t o  l e a d  t o  l o s s e s  g r e a t e r  t h an  f o r  

0Y 2 ) . T h u s , i f  t h e  r e as o n ab l e a s s u � p t i on i s  m a d e  t h at i n  

t h e  c o m b i n e d  S N 1 a n d  SN 2 m e c h an i s m s  t h e  p r o du c t  o f  t h e 

n o r ma l l y - f a vo u 1 e d  S N2 m e c h a n i s m  s h o u l d  p c e d o m i n � t e , 0Y 2 , 

t h e ma j o r  c om p o n en t , w o u l d  b e  e q u a t e d  w i t h  t h e t h r eo f o rm . 

T h i s  d e d u ct i o n  i s  a t  l e a st  c o n s i s t e n t  i n  ou t c o m e  w i t h t h e  

o n e  m a d e  o n  t h e  b a s i s  o f  N M R  c h e m i c a l  s h i f t  d a t a  ( s e e  

s e c t i o n  3 A - 2 ( b ) ) . 

T h i s  c o n c e p t  o f  t h e e p o x i d e s  a s  t h e  t r u e  i n i t i a l  

r e a c t i o n  p r o d u c t  i s  o f  me r i t  t o  r a t i o n a l i s e  n o t  o n l y  t h e  

c o n c u r r e n t  f o rm a t i on o f  f o u r  s t e r e o i s o m e r i c d i a l s  b u t  a l s o  

t h e  b i o c h e m i c a l  and  c h e m i c a l  o x i d a t i o � s  o f  ch a l co n e . C o n -

s i d e ra t i o n o f  t h e  c h e m i c a l  r e a c t i o n  of c ha l c o n e  w i t h  

h y d r o g e n  p e r o x i d e  a t  t h i s  j u n c t • , r e  w i l l  f ac i l i t a t e  d i s 

c u s s i o n  o f  t h e  b i o ch e mi c a l  r e � c t i o n  t o  f o l l ow . 

3 8  C H E M I C A L  O X I D AT I O N O F  C HA L C O NE W I T H H Y DR O G E N  P E R O X I D E  

I r.  aG u e o u s  b u f f e r e d  m e d i a  a t  p H  7- 1 1 , t h e  o x i d a t 

i on r ea c t i o n  a t  r o o m  t e mp e r a t u r e  y i e l de d  sm a l l  a m o u n t s  

o f  D C  e n d  f l av on o l  a s  t h e ma i n  p r o d u c t s  i s o l a� e d . T h i s  
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� e s u l t  s t r o n g l y  s u g ge s t e d  l ha t  b o t h  p r o d u c t s  m a y  ha v e  

o r i g i n a t e d  f r o m  0v 1 and  0v 2 s i n c e , i n  t he e n z y m i c  r e a c t i o n , 

t h e  s a m e  t w o  p r o d u c t s  w e r e  al s o  e n c ou n t e r e d i n  t h e a b s e n c e  

o f  any  p r e c a u t i ons  i n  t h e e x t r a c t i c �  s t P. p  t o  s t a b i l i s e  0Y 1 

A d i r e c t  d emon s t r a t i o n o f  t h i s c r i g i n  o f  D C  a n d  

f l a v o n o l  i n  t h e  c h e m i ca l  : e ac t i o n Lu a s  ach i e v e d  b y  t h e  

i s o l at i o n  o f  p r o du c t a s  0Y 1 a n d  0Y2 o n l v , w h e n  s u i t a b l e 

p r e c au t i o n s  w er e  t a k e n  t o  v i r tu a l l y  h a l � t h e  t r a n s f o r m a t i o n 

to  D C  a n d  f l a vo n o l . 

3 8- 1 P o s tu l a t e d  s ch e me  f o r  t h e  r, h e  m i c  a 1 . r e  a c t i o n  •. 

T h e  c h e m i c a l  r ea ct i o n  o f  c h a l c o n e  w i t h  h y dr o g en 

p e r o x i d e i n  a q u e ous  b u f f e r e d  m e d i a  p H 7- 1 1 a t  r o om t em p e r

a t u r e  has  b e e n  f o r m u l a t e d  ( S c h e m e  5 )  es a 0v 1 and  0v 2 -

f c r m i n g  r e a c t i o n , th r o u gh t he i n t e r m e di a t e  i s o m e r i c  e p o x i d es 

a s  d i s cu s s e d  p r e v i ou s l y .  H e n c e , t h e  c h em i c a l  r e a c t i o n  i s  

s u g g e s t e d  t o  p a r a l l e l t h e  e n z y m e - c a t a l y s e d  r e a c t i o n i n  

t e rm s  o f  t h e  t r u e  p r o d u c t  i n  e a c h  c a s e  b e i n g t h e  e n a n t i o

m e r i c  e p o x i d e s  w h i c h  t h e n  u n d e r g o  f u r t h er  ch e m i c a l  r ea c t i o ns  

to  f o r m  t h e r a� g e  of  e x t r a c t e d  p r o d u c t s , 0v 1 , 0Y2 , D C  a n d 

f l a v o n o l . 

I n  S c h e m e  5 the  f u l l y - i o� i s e d  chal c o n e  m o l e c u l e  i s  

r ep r e s e n t e d ,  i n  k e e p i n g  wi t h  t he d e g re e  of  i o n i s a t i o n 

a p p a r e n t  s p e c t r o p ho t o me t r i c a l l y  L 1  t h e h i gh e r  p H  m e d i a  w h e r e  

t h e  r a t e  o f  r e a c t i o n  i s  c o n s i d e ra b l y  g r e at e r . I n  t h e  f o r m-

a t i on o f  t h e  e p o x i d e  p r o d u c t , t w o  s e p a r a t e  o x i d at i v e  p r o c

e s s e s  a r e  i n v o l v e d ; f i r s t l y ,  i nt r am o l e c u l a r  o x i d at i v e  

c o u pl i n g  a n d  s e co n d l y , t h e  i n t ro du ct i on o f  an  a t o m  o f  o x y g 5 n , 

as  t h e  e p o x i d e  o x y g e n . T h e  i n t r a m o l e c u l ar c o u p l i � g i s  m o s t  

c o n v en i e n t l y  w r i t t e n  a s .  a f r e e  r a d i c a l  d i m e r i s at i o n ; h � d r o g en  

p e r o x i d e  b e i �g t h e a c c e p t o r  of  t h e  two  e l e c t r o n s  r e mo v e d  i n  
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P o s t u l a t e d  m e c h a n i s m f o r  o x i d a t i o n  o f  c h a l c o n e  b y  h y d r o g e n  

p e r o x i d e 
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d i s c � e t e  s t e p s  f r o m  s R p a r a t e  A a n d  8 r i n g  p h e n o x i d e  o x y g e n s  

o f  t h e  i o n i s e d c � a l c o n e . T h e  g e n e r a t i o n  o f  p h e n o x y  r a d i c � l  

b y  o n e - e l e c t r o n  o x i d a t i o n  of  t h e p h e n o x i d e a n i o n i s  t h e  

i n i t i a l s t � �  e n v i s a g e d  i n  t h e  o x i d a t i v e � o u p l i n g r e a c t i o n s  

o f  p h e n o l s  ( 8 1 ) . R e s o n a n c e  f o r m s  ( 8 1 ) o f  t h e c � a l c o n e  

� i r a j i c a l  � o u l d b e  e x p e c t e d  t h r o u g h  i n t e r a c t i o n o f  e a c h  

u n p a i r e d e l e c t r o n  w i t h  t h e  e l e c t r o n s  o f  t h e r e s p e c t i v e 

a r o m � t i c  A o r  8 r i n g . T h u s , t h e  g e n e r a t i o n o f  t h e  A r i n g  

r a d i c a l  c o u l d  b e  a c c u m � l i s h e d  i n  p r i n c i p l e  b y  e l e c t r o n  

e x t r a c t i o n f r o m e i t h e r  t h e  2 '  o r  4 '  o x y g e n  f u n c t i o n  o f  t h e 

c h a l c o n e . 

ovyo · 
� R 

C h a l c o n e ; R =  p - c o u m a r oy l 

( 

I 

T h e  o x y g e n a t i o n s t e p  i s  e nv i s ag � d  a s  a b a s e - c at a l y s e d  

e p o x i d at i on o f  a n  a , � - u n s a t u r at e d  k e t u n e , a r e a c t i o n w h i c h  

has  b ee n  f o u n d  i n  g en er a l  t o  p r oc e e d  b y  t h e  n u c l e o p h i l i c  

a d d i t i on o f  h y d r o p e r o x i d e  an i o n t o  t h e  � - c a r b o n  a t o m  o f  t h e  

u ns a t u r a t e d  k e t o n e  ( 8 2 ) . E p� x i de f o rmat i o n  i s  c o m p l e t e d  b y  

a n  1 n t ra mo l e c u l a r  d i s p l a c e m e n t  o f  h y droxy l i o n f r o m  t he h y d r o -

p e r o x i d e  i n t e r me d i at e . A n  i mp o r t a n t  f e a t u r e  o f  t h i s a dd i t i o n  
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o f  h y d r o p e r o x i d e c-: n i o n t o  c h a ) c o n e  i s  t 1l e  c o n f o r m a t i o n a l  

m o b i l i t y a c h i e v e d  i n  t n e  a b s c, n c e  o f  t h o u ,  S - d o u b l e  b o n d , 

f o r  t h i s  m o b i l i t y i s  e s s e n t i a l  f o r rnak i n g  i n t r a rn o l e c u l a r  

c o u p  l i n  g o f  t h e  e n  v i s  a g e d .i. ril:. 8 r m e d i a  � e d i r a d  i c a l a s t e r  i 

c a l l y f e a s i b l e  r -n o c 3 s s . T h i s d i me r i s a t i o 1 1  i s  i mp o s s i b l e  

i n t h e  J:. r a n s- c h a l c o .-, e s y s t e r" w h i c h e x i s t s o r i g i n a 1l y r n 

a c c o u n t  o f  t h e  d i s t an c e  b e t ru G e n  t h e s e  r a d i c a l  c e n t r e s  

( s e e  ( 8 3 )  f o r e x a m o l e s  o f  t h e 8 x i s t e n c e  o f  c h a l c o n e s  e x-

c l u s i v e l v a s t r� n s i s o m e r s ) . T h G  f o r ma t i o n o f  i s o m e r i c  J - -- -

e p o x i d e s  i s  r e a d i l y e x p l a i n e d. o n  t h e  b a s i s o f  c o mp e t i t i v e 

a d d i t i o n o f  h y d r o p e r o x i d e  a n i o n  t o  e i t h e r  s i d e o f  t h e 

d o u b l e  b o n d ,  s i nc e s p e c i f i c  s i e r i c  e f f e � t s  a r e  l i k e l y  t o  

b e  a b s e n t  i n  t n i s  sy s t e m . F o r m a t i o n  of  t h e  d i r a d i c a l  

m ay  b e  e x p e c t e d t o  f a c i l i t at e  t h e e p o x i d at i o n  s t e p s i nc e  

i n t er na l  e l e c t r o n i c i n a c t i v a t i o n  ( s e e  e x 2m p l e  b e l o w ) o f  t h e  

s y s t e m  t ow a r d s  a t t a c k  b y  hy d ro p a r o x i d e a n i o n  ( 84 ) , w h i ch 

c an s t e m  f ro m  a n y  o f  t h e  an i o n i c  o x y g e n  f u n c t i o n s i n t h i 3 

p a r t i c u l ar c h a l c on e , i s  c o r r e s p on rl i n g l y  r e du c e d . 

T h e  i n t r amo l e c u l a r  c o u p l i n g o f  c h a l c o n e  t o g e n e r a t e 

t h e  o x e p i n  r i n g  s y s t em i n vo lv e s  t h e f o r ma t i on o f  a l i nk a q e  

E._a r a  t o  t h e  o x y g e n  o f  t he d i e n o n e  s y s t e m  wh i c h i s  a l s o  

c o m m o n  l y f o u n d i n c y c l o h e x a d i e n o  r1 e s f o r m e d b y  r a d i c a l c o u p l 

i n g ( 5 3 ) . I n  p h e n o x y  r a d i ca l s , t h i s  pa r a  c a r b on a t o m  i s , 

n e x t  t o  t h e  o xy g en i t s el f ,  t he m o s t  f a v o u r e d  l o cu s  o f  t h e 

o d d a l e c t r o n  i n  t h e  r e s o n a n c e  f o r m s ( 8 1  ) . 

F r o m  th e fo r e go i n g  c o ns i d er a t i o n s  i t  i s  c l ea r  t ha t  

t h e  o xy g e n a t i o n  s t e p  i s  v i t a l  t o  p e r m i t th e i n t r a mo l e c u l a r  

c o u p l i n g r eq u i r e d f o r  o x e p i n  r i n g f o r ma t i o n ; i n  o t h e r  w o r d s , 

f o r  s t e r i c  r ea s o n s , a d d i t i o n  o f  h y d r o p e r o x i d e  a n i o n  m u s t 

p r e c e d e h e t e r o c y c l i c r i n g f o r m a t i on . E p o x i d e  r i n g  f o r m a t io n  
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may  w e l l  b e  comp l e t e d a s  a r ap i d  p r o c e s s  w h i c h  a c c o m pa n i e s  

t h e  r a d i ca l co u p l i il g ,  s i n c e  i n  t he s i mp l e  e p o x i d a i.: i o n  o f  

a. , 13 - u n s a t u r a t e d  k e t o n e s ,  a d d it i o n o f  h y d r o p e r o x i d e  an i o n 

i s  t h e  r a t e  d 8 t e r m i n i n g s t ep i n  t h e  r e ac t i o n  ( 8 2 ) . 

I t  i s  i n t e r e s t i n g  t o  c o mp a r e  t h i s  o x i d a t i o n  b y  

h y d r o g e n  p e r o x i d e  i n  a l k a l i  w i t h a l k a l i n e f e r r i c y a n i d 8  o x i -

d a t i o n o f  t h e  s a m e  c h a l c on e ,  i n  w h i c h  cas e t h e  p r o d u c t  ( 1 7 ) 

i s  t h e  c o r r e s p o n d i n g  a u r o n e ,  h � s p i d o l , f or m e d  i n  t h e f o l l 

ow i n g r a d i c a l  co u p l i n g  p r o c e s s  ( 8 4 ) . 

.. 0 

0 
- 2 e ) 

0 0 

C h a l co n e  ( a n i o n ) 

0 0 

• 

au r o n e  ( h i s p i do l ) 

H e r e , i n  t h e  a b s e n c e  o f  o xy g e nat i on o f  t h e  e x o c y c l i c  d o� b l e  

b o n d , t h e  c o n j u g a t e d  s y s t e m  p e r m i t s  t h e  ra d i c a l  c ent r b  t o  

m o v e  f r e e l y t o  t h e  c a r b o n  a t o  t h e  c a r b o n y l  g r o u p w h en c e 

i mm e d i a t e  r a d i c a l  co u p l i n g  i s  s t e r i c a l ly p o s s i b l e  an d t h e  

h e t e r o cy c l i c  5 - m e m b e r e d  c o u ma r a n o n e  r i n g  s y s t e m  i s  f orm e d ,  

i n  c o n t r a s t  t o  t h e· 7 - m e m b e r e d  o x e p i n  r i n g . T h i s c o n t r a s t  

i n  p r o du c t fo rmat i o n s e r v e s  t o  h i g h l i gh t  t h e  w e l l - e s t a� l i s h e d  

d i f f e r e n c e  i n  t h e  t w o  o x i d i s i n g a g e n t s  c o mp a r e d ;  a l k a l i n e 
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f e r r i c y a n i d e  b e i n g  es p e c i a l l y a s s o c i a t e d  w i l h  d i m e r i s 2t i o n  

an d i n t r a mo l e c u l a r  c o u � l i n g  i n  t h e  p r o d u c t s  w h i l e  hy d r o g e n  

p e r o >< i d e  t e n ds t o  e f f e c t  t t y d r o x y l a t i o n m o r e t h a n  c o u p l i n g 

( 8 '1 ) .  O f  c ou r s e ,  o n l y  an  o x i d a ll t w i t h  t he du a l  p r o p e r t i e s  

( o x y g e n at i n g  a n d  c o u p l i � g ) o f  hy d r o gen  p e r o x i d e  c ou l d  e f f e c t  

t l 1  e p r e s e n t o x J. d a t  i o n o f c ha  1 c o n e . T h e p r e  s e n c e c f s u i t -

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

i nt e r e s t i n g e f f e c t  o f  p e r mi t t i n g  o x i d a t i v e  c o u p l i n g t o  ,, 
a c c o m p a n y  t h e  pc s t u l a t e d  e p ox i da t i o n  r e ac t i o n . S i m p l e  

e p o x i d a t i o n o f  t h e  u ns u b s t i t u t e d c ha l co n e  s t r u c t u r e  h a s  

b e e n  s h ow n  t o  � i v e o n l y  t h e  t r an s - e p o xy c h a l c o n e ,  � t a r t i n g 

w i t h  e i t h e r  t h e c i s - o r  t r a n s - c h a l co n e  i s o m e r  ( 8 5 ) . I n  t h E  

p r e s G n t  r e a c t i o n t h e e p o x i d e f o rm e d  i s  f o r ma l l y e q u i v a l en t 

t o  a c i s - e p o x y  s h a  1 c o n e  , t h i s  c h a  n g e f l' o m t he n o r  m a 1 e p o x  i rl e  

g e o m e t ry  b ei n g  e n s u r e d  by  t h e  o x i d a t i v e c o u p l i n g s t e p w h i c h  

g e n e r a t e s  t h e o x e p i n  r i n g . 

3 8 -2  A po s s i b l e  n e w i n s i gh t i n t o  t h e  m e c han i sm o f  t h e  A . F . O .  

r e a c t i o n . 

A p l a u s i b l e m e c h a r 1 i s m  h a s  b e en  d i s c u s s e d  i n  t h e · 

p r e c e d i n g s e c t i o n  f o r  t h e  c h e m i ca l  o x i d at i o n  o f  c h a l co n e  b y  

h y d r o g e n  p e r o x i d e  i n  w e ak l y  a l k a l i n e  m e d i a ,  p H  7- 1 1  a t  r o om  

t em p e r R t u r e .  T h e  t r e n d  of  i n c r ea s e d  r e co v er y of  p r o d u c t s  

a s  r e a c t i o n  p H  i n c r ea s e d ,  i n  K e ep i n g  wi t h  i n c r e as e d  r a t �  

o f  r e a c t i o n ,  d i d n o t  c on t i n u e  w h en s t i l l  h i g h e r  p H  c o n d i t i o n s  

w e r e  i nv e s t i g a t e d .  R a t h e r , r e d u c e d  a m o u n t s  o f  t he u s u a l  

p ro d u c t s , D C  a n d  f l a v o n o l , w e r e r e c o v e r e d .  T h i s  r e su l t  

p r o b a b l y  r e f l E L t e d  t h e  e x t e n t  o f  d e g r adat i o n  o f  t h e  m a i n  

e x p e c t e d  p r o d u c t , f l a vo n o l , r a t h e r  t h an an  i n h i b i t i o n  o f  t h e  

r e a c t i o n . 
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O f  m a r s  � i r e c t i � t e r e s t  h o w e v e r , u n j e r  2 o n d i t i o n s  o f  

h i g h p H ,  i s  t h e  l o w l c;m p e r a t u r e  ( a b o u t  0 ° )  r e a c t i o n  of 

c h a l c o n e  w i t h  h y d r o g e n  p e r o x i d e . T h i s  o x i d a t i o n o f  c h a l 

c o n c s  b y  R l k n l i n e h y d r o g e n p e r o x i d e c o n s t i t u t e s  a n  i m p o r 

t a n t  g e n e r a l s y n t h o t i c r e a c t i o n  a f f o r d i n g  c h i e f l y  t h e  

c o r r e s p o n d i n g  f l a v o n o l s  a n d  i s  g e n e r a l l y  k n o w n  a s  t h e  

A l g a r - F l y n n - O y a m a d a  ( A . F . O . ) r e a c t i o n  ( 84 ) . I n  t h e  l i g h t  

o f  t h e  f i n d i n g s o f  t h e  p r e s e n t  s t u d y t h a t  p r e c u r s o r s o f  

f l a v o n o l  a r e  f o r m e d  h o t h  i n  t h e c h e m i c a l  a n d  e n z y m i c  o x i d a t 

i o n s  o f  i s c l i q u i r i t i g e n i n  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  h y d r o g e n  

p e r o x i d e ,  i t  i s  c o n s i d e r e d  p o s s i b l e t h s '. t h e m e c h a n i s m s  

a n d  i n t e r rn e d i a t e s o f  t h e l o w e  r p H , r o o m t e m  p e r a t  u r e , r e 

a c t i o n s y s t e m c o u l d  b e  a p p l i c a b l e  a l s o  t o  t h e r e a c t i o n 

u n d e r  A . F . D .  c o � d i t i o n s , w h e r e  s u c h i n t e r m e d i a t e s , i f  f o r m e d , 

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

I f  c o r r e c t , t h i s w o u l d  m e a n a c o n s i d e r a b l e  n e w  i n s i gh t  i s  

g a i n e d i n t o  t h e  m e c h a n i s m  o f  t h e A . F . O . r e a c t i o n  w h i ch i s  

s t i l l  f a r f r o m  b e i n g  s e t t l e d i n  d e t a i l ( 8 4 , 86 , 8 7 ) . 

T h e  s i t u a t i o n p r i o r  tu  t h e  k e y s t u dy o f  t h e  A F . O .  

r ea c t i o n  b y  D e a n  a n d  P o d i mu a n g  ( 8 4 ) was  t h a t  c h a l c o n e  

e p o x i d e s  w e r e  f a v o u r e d  a s  i n t erm e d i a t e s  i n  t h e  f o r �at i o n  

o f  n o t  o n l y  f l a v o n o l s  b u t a l s o o f  a u r o n e s  w h i c h  w e r e  a l s o  

o f t e n e n c o u nt e � e d  a s  p r o du c t s  a nd o c cas i o n a l l y  i n  ma j o r 

amo u n t �; ,  T h u s , a l k a l i n e  h y d r o g e n  p e r o x i de w a s  e n v i s a g e d  t o  

c o n v e r t  t h e  c h a l c o n e  t o  t he c ha l c o n e  e p o x i d e . R i n g  o p e n i n g 

o f  t h i s  e p o x i d e  by  a n  i nt e r n a l  n u c l e op h i l i c  s u b s t i t u t i o n  

w ou l d  l � ad  e v e n tu a l l y  t o  t h e  f l a v o n o l  o r  t h e  au r o n e  d e p en d i n g 

u p o n  w h e t h e r t h e  a t t a ck was a t  t h e a - o r  S - ca r b o n  ( s e e  

S ch e m e  6 ) , T h i s d u a l i t y o f  t he p os i t i o n o f  a t t a ck , a n d  

t h e r e f o r e  o f  t he d i r e c t i on o f  e p o x i d e  r i ng o p en i n g , i s  i n  



S c h e m e  6 

P o s t u l a t e d  r e a r r a n g e m e n t s  o f  e p o x y c h a l c a n e  t o  d i h y d r o 

f l a v a n o l a n d  h j d l' <:J t 8 d  a l! r o n e  

0 
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a g !' e e m  e 1 1  t w i t h t h e  o b  s e r v e d r e a c t i n n s o f u p o x i d e s w i t h a n  

a r y l g r o u p a t  t a c h e d t o  o !I e c a r  b o n  a t o m a 11 J a c a r b o n y l g r o u p 

t o  t h e  e t h e r ( 7 8 ) . T h e  i n t er m e d i a t e  i n  f l a v o n o l  f o r m a t i o n  

b y  t h i s s e q u e n c e i s  t h e  d i h y d r o f l a v o n o l  ( X V I I I ) w h i l e  t h e  

h y dr at e d  3 u r o n e  ( X X )  i s  t h e  i n t e rm e d i a t e  i n  t h e  a u r on8  

p at h w a y . 

L\J h i l e  t h e  p o s t u l a t e d  ch a l co n e  e ;w x i d e  i n t e r m e d i a t e  

h a s  n e v er b e e n  i s o l a t e d  i n  t h e  A . F . O .  r e a c t i o n ,  r e c e n t  w o r k 

h a  s p r o v i d e d s u p p o r t f o r s o rn e o f t h e p os  t r� l a t e d i n t e r 

c o n v e r s i o n s  i n  S c h e m e  6 ,  T h u s  t h e  c h a l co n e  e p o x i d e ,  

s p e c i f i c a l l y  s u b s t i t u t e d a s  ( >: V I I )  (S c h e m e  6 )  h a s  b e e n s y n t h 

e s i s e d  a r 1 d  fo u r :l  t o  u n d e r g o  e p o x i d e  r i n g o p e n i n g w i t h  r e 

a r r ang em e n t  t o  t h e  c o r r e s p o n d i n g  d i h y d r o f l a v o n o l  ( X V I I I )  

u p o n  t r e a t me nt w i t h a l k a l i i n  d e o x y g e n a t e d s o l u t. i o n ( 86 ) . 

W i t h  o x y g e n  p r e s e n t , f u r t h e r  o x i d a t i o n o f  ( X V I I I )  t o t h e  

f l a v o n o l  ( X I X ) o c c u r r e d . N o  au r o n e  f o rm a t i o n f r om t he 

c ha l c o n e  e p o x i d e  w a s , h o w e v e r ,  r e c o r d e d . 

D e a n  a n d P o d i mu a n g  h a v e  r e c e n t l y  e x am i n e d m e c h a n i s ms 

p o s t u l a t e d  i n  S c h e m e  6 ,  how e v e r , a n d h a v e  c o n c l u d e d  t h a t  a 

c h a l co n e  e p o� i d e  i n t e r m e d i a t e  b y  n o  m e a ns a c c o u n ts fo r t h e  

g en e r a t i o n o f  p r o d u c t s  i n  m a n y  A . F . O .  r e ac t i o n s  ( 84 ) . I n  

p a r t i c u l ar , t h e  e v i d e n c e  w a s  fo u n d  t o  b e  w e i gh t e d  a g a i n s t  

a n  e p o x i d e i G t e r m e d i a t e  i n  t h os e  r e a c ti ons  l e ad i n g  p � e 

d o m i na n t l y  t o  t h e  f l a v o n o l  p r o d L c t . T h e se a u t h o r s  h a v e  

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

i s  f o r m e d  i n  a c o n c e r t e d  m e c hR n i s m  o f  c y c l i s a t i o n  a n d  

h y d r o x y l a t i o n  a s  d ep i ct e d  b e l ow , r a t h e r  t h a n  v i a t h e c h a l 

c o n e  e p o x i d e . 
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T h e  c a s e for  t h e  i n t e r m e d i a cy of  t h e  d i h y rl r o f l a v o n o l  i n  

f l a v o n o l  f o r m a t i o n i n  t h e  A . F . O ,  r ea ct i o n a p p a r e nt l y  r e s t s  

o n  w o r k  r e p o r t e d  i n  t h e  1 9 3 0 ' s  o n  t h i s  s t e p wi s e  con v e r s i o n  

( s e e  ( 8 4 )  ) . T h e  e p o x i d e  i n t e rme d i a t e  w a s  h ow E v e r  r e t a i n e d 

t o  e xp l a i n  a u r o n e  f o rma t i o n . T h i s  l at t er c o n c l u s i o n  i n  t u r n  

h a s  r e  c e n  t 1 y b e en q u e s t  i o n  e d on  s t e r e  o c h e  m i c a 1 g r o u n ds ( B 'f ) • 

T h e  d e t a i l e d  2 - D  c h r omato g ra p h i c s c r ee n i n g  r e p o r t e d  

e a r l i e r i n  t h i s  t h e s i s  o f  t h e  p r o d u c t s  o f  t h e  A . F . O .  r ea c t io n  

o f  t h e  c h a l c o n e  i s o l i q u i r i t i g e n i n  d u r i n g  t h e  c o u r s e  o f  t h e  

r ea c t i o n  ( s e c t i on  2 E - 2 ) s h ow e d  c l e a r l y  f l a v o n o l  w a s  a l w ay s  

t h e  .na i n  p r o d u c t . M i n o r  a m o u n t s  o f  two o t h er p ro d u c t s , 

g a r b a n z o l  ( d i h y d r o f l a v o n o l ) and  Y 1 an d v2 ( h y d r a t e d  au r o n e ) 

w e r e  no t e d  i n  t h e  e a r l i e r h o u rs  o f  t h e  r e a c t i o n . T h e  k n o w n  

c o u r s e  o f  f l a vo n o l  f o r ma t i on o pe r a t i n g  b o t h  i n  th e c h e m i ca l  

r e a c t i o n a t  l ow e r  p H  a n d  i n  t he e n z y m i c r e a c t i o n  d o e s  n o t  

i mp l i c a t e  t h e  c i hy d r o f l a v o n o l  a �  a n  i n t e � me d i a t e . 

I t  i s  p r o p o s e d ,  t he r e f o r e , t hat  u n d er A . F . O .  co n d i t i on s , 

f l a v o n o l  i s  a l s o  f o r m e d  b y  w ay o f  �Y 1 a n d  �Y2 a s  ou t l i n e d  

e a r l i e r i n  S c h e m e  5 .  

T h e  e f f e c t  o f  t h e  l o w r e a c t i o n t em p e r a t u r e  i n  t h e 

A . F . O . r e a c t i o n  i s  t h e r e fo r e  s e er. t o  l i m i t  t h e  d e s t r u c t i o n 

o f  f l av o n o l  p r e d o m i n a n t l y . A t  r o o m  t e mp e r at u r e ,  t h i s  
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d e s t ru c t i o n  w o u l d  b e  v e r y  s i g n i f i c a n t  a n d  w o u l d  a p p a 1· o n t :!. y 

a p p r o x i ma t e  t o  t h e  r a t G  o f  f l a v o n o l  f o rm a t i o n . T r a n s -

f o rmat i o n  o f  � Y
1 

an d �v2 t o  t h e  F l a v o n o l , t o  t h e e x c l u s i o n  

o f  D C ,  may  b e  r e a s o n a b l y  a c c e p t e d  u n d e r t he A . F . D .  c on d i t -

i o n s  o f  h i g h  p H ,  l o w t em iJ e r a t u r e  c.. n d  s l ow r a t e s  o f  f o r m a t -

i o n  o f  t h e s e p r e c u r s o r s . C e r t a i n l y  no  D C  e x i s t s  i n  � e t e c-

a b l e  am o u n t s  a t  any  s t a g e  o f  t h e  A . F . D .  r e a c t i o n . 

T h e  fo r ma t i o n  o f  s ma l l � a mo u n t s  o f  t he d i h y d r o f l a v -

o n o l , g a r b an z o l ·, a n d  h y d r a t e d  a u r o n e , v 1 a n d  v2 , i n  th e 

A . F . D .  r e a c t i o n  o f  t h e  c h a l c o n e  i s o l i q u i r i t i g e n i n  c a n  b e s t  
• 

b e  r a t i o n a l i s e �  i n  t e r m s  o f  S c h em e  6 w h e r e  t h e  c h a l c o � e  

e p o x  i d e  s e r  v e s d i re  c t 1 y a s  t h e  c Gm  r.1 0 n j_ 1 t e r  m e  d i a t e  . T h i s  

i n  e f f e c t  c l a s s i f i es a l l t h e s e  c o m p o u n d s a s  by - p r o d u c t s  o f  

t h e m a i n f l a v o r 1 o l - f or m i n g  r e a c t i o n wh i c h i s  n o w  p r o p o s e d  

t o b e  d e p e n  d e n  t u p o n o x e p i n- t y p e i n t er  rn e d i a t e s . 

I n  g e ne r a l  t e r ms t h en , i n  t he A . F . D .  r e a c t i o n ,  

d i r e c t  e p o x i d at i o n o f  t h e  cha l c o n e  w i t h  a l k a l i n e  h y d r o g e n  

p e r o x i d e t o  y i e l d t h e  e p o x y c h a l co n e  w h i ch c o u l d  r e a r ra n g e  

u n d e r  u a s i c  c o n d i t i o ns t o  f o r m  t h e d i hy dr o f l a v o n o l o r  t h e  

h y d r a t e d  a u r o ne i s  v i ew e d  a s  a c o mp e t i n g  r e a c t i o n ,  f r e -

q u e n t l y  m i n o r , w i t h  t h a t  o f  o x e p i n  f o r m at i o n . T h e  e f f e c t 

of  s u b s t i t u t i o n  p a t t e r n  i n  t h e  c h a l c o n e  s u b s t r a t e o n  t he 

p r o p o r t i o n s  o f  p r o d u c t s  ( f l avo n o l  a n d  a u r o n e ) o h t a i n e d  ( 8 4 ) 

can  b e  v i e w e d  � s  r e s t i n g  o n  t w o  e f f e ct s ; f i r s t l y , o n  t � e  

b a l a n c e  b et w e e n  t h e  f o r ma t i o n o f  e p o x y o x e p i n  a n d  e p o xy -

c ha l co n e  i nt er m e d i a t e s  a n d  s e co � d l y , o n  t h e  b a l a n c e  i n  c om p e t -

i n g  :� r  i e n t a t  i o ns  i n  t h e  r i n g o p e n  i r t g  of  e p o x y  cha  1 c o n e  t o  

g i v e  5 - o r  6 - me mb e r e d h e t e r o c y c l i c  p r o d u c t s . T h e  c o mp e t i t -

ion  i n  t h e  f o r m a t i o n o f  e p o x y o x e p i n  a n d  e p o x y c h a l c o n e  i n t e � -

m e d i at e s  m a y  b e  v i s u a l i s e d  a s  b e i n g  dep enrn n t  u p on  t h e  r e l a t i v e  



1 6 5 .  

e a s e wi t h  w h i c h  t h e c h a l co n e  s u b s t r a t e  i s  ' d e h y d r o g en a t e d ' . 

I f  t h i s  m o d e  o f  o x i d a t i o n  i s  s u f f i c i e n t l y  r a p i d ,  t he c o u r s e  

c f o x y g e n a t i o n  w i l l  b e  d i v e r t e d  f r om s i m p l e  e p o xy c h a l c o n e  

f o rm a t i o n b y  t h e f o r c e s  o f  t h e  c o u p l i n g  r ea c t i o n a n d  e p o x y - · 

o x e p i n  f o rmat i o n  w i l l  o c c u r . T hu s , i n  c a 3 e s  w h e r e  a u r o n e 

i s  t h e  m a j o r p r o � u c t  o f  c h a l co n e  o x i d at i o n i n  t h e  A . F . O .  

r e a c t i o n , i t  i s  s u g g e s t e d  t h at  o x y g en a t i o n do m i n a t e s  d e

h y d r o g e n a t i o n a n d  e p o x y c h a l co n e  f o r mat i o n as  p r e v i o u s l y  

s u p p o r t e d  ( 84 )  i s a s s u r e d . 

I n  c o n c l u s i o n ,  t h e r e fo r e , a d e f i n i t e m e c ha n i s t i c 

d i s t i n c t i o n  i s  m a d e  b e t w e en t h o s e  r e a c t i o n s  i n v o l v i n g  a 

f o u r- e q u i v a l e n t  o x i d a t i o n  ( e p o x y o x e p i n  � o rm a t i o n ) a n d  t h o s e  

i n v o l v i n g  a t w o - eq u i v al e n t  o x i da t i o n  ( e p o x y c h a l con e fo r ma t 

i o n ) b y  h y d r o g e � p e r o x i d e .  T h i s d i s t i r c t i o n ,  i n  a d d i t i o n 

t o  p r o v i d i n g  a v a l u a b l e  i n s i g ht  i n t o  t h e  c h em i s a l  r e a c t i o n , 

w i l l  b e  f o u nd i n  t h e  fo l l ow i n g  s e c t i o n s  t o  b e  ea u a l l y  s u i t e d  

a s  a b a s i s  f o r  r a t i o n a l i s i n g p r o d u c t  f o rm a t i o n i n  t he e n z y m e

c at a l y s e d  r e a c t i o n . 

3 C  T H E  E N Z Y M I C R E A CT I O N 

I n  t h i s  p a r t , t h e r e s u l t s  o f  b i o c h e m i c a l  s t u d i e s  o f  

t h e  r e a c t i o n  o f  c h a l c o n e  cat a l y s e d  b y  p e r o x i d a s e  a r e  c o n 

s i d e r e d  i n  r e l a t i on t o  t h e  r e co r d e d  f i n d i n g s  o n  p e r o x i d a s e 

c a t a l y s e d  r ea c� i o n s . F u r t h e r , a s ch e m e  i s  a d v a n c e d  t �  

e x p l 3 i n  t h e  r e & c t i o n o f  c h al c o n e , F i n a l l y , s ome  i n s t a n c es 

o f  t h e  o c c u r r e n c e  o f  c e r t a i n  f ea t u r e s  o f  t h e  c h a l c o n e  r e a c t 

i o n i n  ot h e r  a r e a s  o f  s tu d y  a r e  b r i e f l y  n o t e d . 

3 C- 1  G e n e r a l  d i s cu s s i o n o f  t h e  b i o c h em i c a l  r esu l t s  

Compa r a t i v e  s t u d i e s  o f  t h e  g a r b an z o  a n d  H R P  e n z y m e s  
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c l 8 :=H l y d e  m o n  s t. r ,__� t e j c. u n i f o r m i t y o f c a t a l y t i c p l' o p e r  t i e s 

a n d  b e h a v i o u r w h i c h e s t a b l i s he d  t h e  i d e n t i t y  of  l h e  g a r -

b a n z o  p r e p a r c t i o r ,  o. s a p er o x i da s e . n, u s ,  t h e p r o d u c t s  o f 

c ha l c o n e  G x � Ja t i o n w e r A  i d en t i cal  f o r  the  t w o  e n z y m e s , 

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

o f  V J r i o u s  a d d i t i v e s o n  t h e r a t e  o f  r e a c t i o n  w e r e  s i m i l ar .  

S o m e  q u an t i t at i v e  d i f f e r e n c e s w e r e , h ow e v e r ,  a p p a r en t  

b e t w e e n  t h e  t wo e n z y m es ; f o r  e x amp l e ,  t h e  a c t i v i t y t ow a r d  

c h a l c o n e  i n  r e l a t i o n  t o  t he p e r o x i d at i c  a c t i v i t y t o w a r d  

g u a i a c o l  w a s  g r e a t e r  f o r  t h e H R P  e n z y m e  b y  a f a c t o r  o f  

a b ou t 5 ( s e e  F i g u r e s  2 5  a n d  2 6 ) . Fu rt h � r ,  t h e  g a r b a n z o  

e n z y m e e x h i b i t e d ma x i ma l  r e a c t i o � r a t e s  a t  a c o n c e n t r a t 

i o n o f  h y d r o g e n p e r o x i d e  a p p r o x i ma t e l y h a l f  t h a t  s i m i l a r l y  

r e q u i r e d  b y  t h e  H R P  e n z y m e . T h e  p H  op t i m u m  f o r  t h e  g a r 

b a r. z o  e n z y m e  ( p �  7 . 5 ) w a s  a l s o s i g n i f i ca n t l y  l ow e r  t h a n  

t h a t  f or t h e  H R P  p r ep a r at i o n  ( p H  7 . 9 )  ( F i g u r e  2 4 ) . B o t h 

e n z y m e s  w e r e  s h own b y  g a l  e l e c t r o p h o r e s i s  t o  b e  m i xtu r e s  

o f  i s o e n z y m e s . Con s e q u e n t l y  t h e  o b s e r v e d  d et a i l e d p r o p -

e r t i es o f  t h e  p r e p a r a t i o n s  w o u l J  b e  e x p e c t e d  t o  b e  t h e  

w e i g h t e d  a v e r a g e  o f  t h o s e  o f  t h e  c o m p o n e n t  i s o e n z y mes . 

E x amp l e s o f  t h e  v ar i a t i on i n  p r o p er t i es  b et w e e n  p e r o x i d a s e  

i s o e n z y m e s  a r e  k no w n  ( 8 8 ,  8 9 , 9 0 ) , 

T h e  a b s o l u t e  r e q u i r e me n t  f o r  o x y g en i n  t h e  f o r m a t 

i o n  o f  iv 1 a n d  0Y2 , t h e  m a j o r  p r o d u c t ,  i mme d i a t e l y  p l ac� d 

t h e  r ea c t i o n i n  t h e  p e r o x i d a s R- o x i d a s e  c a t e g o r y  ( 2 5 ,  2 8 ) . 

T h e  a b s e n c e  o f  r e a c t i o n u n d e r  a n a 3 r o b i c co n d it i on s  w i t h  

t he a m o u n t s  o f  e n z y me n o r ma l l y  u s e d  i n  a e r o b i c  r e a c t i o n s  

i n d i c a t e d t h a t  c h a l c o n e  i s  n o t a r e a dy p e r o x i d a t i c  do n o r . 

W h e r.  m u c h  higher con ce n t r a t i o n s  o f  e n z y me w e r e  s u b s e q u en t l y  

us e d , s om e  d i r e c t  f o rmat i o n o l  a u r o n e  a t  p H  7 w a s  n o t e d . 
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T h .l s  u.1 o t..: l <j b e  t h e  e x p e c t e d p r o d u c t  o f  p e r o x i d a t i v e  o x i d a t i o n  

o f  c h a l c o mo j u d g i n g  b y  t h e r e s u l t  o f  f e r r i c y a n i d e  o x i d a t i o n  

( 1 7 )  . H o w e v e r , a s  p r e v i o u s l y  m e n t i o n e d , t h e  f o r m a t i o n o f  a 

s i m i l a r  q u s n t i t �  o f  a u r o n e  i n  t h e p r e s e n c e  o f  b o i l e d e n � y m e 

m e a n s  t h a t  n o  d e f i n i t e  c l a i m c a n  b e  m a d e  f o r  t r. e  o c c u r r e n c 8  

o f s 1 O IJJ e n z y m i c p e r o x i d a t  i o n  o f c h a  1 c o n  e u n d e r a n a e r o b  i c 

c o n d i t i o n s  w� s r e t h e e x t r e m e l y  r a p i d  f o r m a t i o n o f  �Y 1 a n d  

�Y2 i s  i n l d b ::. t e d , N e v e r t h e l e s s , i t  i s  c l e a r  t ha t  t h e e n z y m e 

i s  a m u c h  m o r e e f f e c t i v e  c a t a l y s t  o f  t h e  o x i d a t i c  t h a n  o f  

t h e  p e r o x i d a t i c r e a c t i o n o f  c h a l c o n e ,  a s i t u a t i o n  w h i c h  i s 

a n a l o g o u s  t o  t h a t  n o t e d by  K l a p p e r a n d  t t a c k e t t  ( 9 1 ) i n  

c o m p a r i n g  c a t a l y s i s  o f  t h e  o x i d a t i c a n d  p e r o x i d a t i c  r e a c t 
h !l.i ... o 

i o ns  o f  2 - m s t h y l - 1 , 4 - n a p t h� u i n o n e . T h e  d i h y d r o f l a v o n o l , 

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

d o n o r  i n t h e p e r o x i d a s e r e a c t i o n  a t  p H  B .  I t  i s  n o t k n o w n 

w h e t h e r  e i t he r  c h a l co n e  o r  g a r b a n z o l w o u l d u n d e r g o p e r o x-

i d at i o n a t  a c i d i c  p H  w h e r e  m B n y  p e r o x i d a t i c r e a c t i o n s  t ak e  

p l a c e . 

I n  t h i s s t u d y , r e d u c t i o n i n  t he rat e a n d a l s o  i n  

t h e e x t e n t  o f  r e a c t i o n  at  h i g h e r  h y d ro g e n p e r o x i d e  c o n c e n -

t r a t 1 o n s  w e r e  no t e d , A n  i n h i b i t o r y  a f f e c t o f h y d r o g e n p e r-

o x i d e  h a s a l s o  b e e n  o b s e r v e d  i n a n umb e r  o f  o t h e r pff o x i d a s e  

c at a l y s e d  r e a ct i o n s  ( 90 , 9 2 , 9 3 ) .  

T h e  r e d o g en i c d o n o r s , h y d r o q u i n c n e , c a t e ch o l , p y r o-

g a l l � l  a n d  p - p h e ny l e n e d i a m i n e  w e r e  s t r o n g  i n h i b i t o r s  o f  t h e  

c ha l c o n e  o x i dat i o n r e a c t i o n  ( T a b l e  4 ) .  T h i s  i s  i n  a c c o r d  

w i t h  t h e  e f f e c t  o f  s u c h  p e r ox j d a s e  s u bs t rat e s  o n  t h e  p e r o x -

i da s e - o x i d a s e  r e a ct i o n ( 2 5 ,  2 7 ) ; t h e  r e d o g e n i c  d o n o r s  a p p a r -

e n t l y  u n d e r g o  p r e f e r e n t i a l  p e r o x i d a t i v e  r ea c t i on t h u s  s p a r -

i n g t h e  c h a l c o n e  s u b s t r at e .  W i th t he o x i d o g e n i c  d o n o r s , 
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!J h o n o l. , r e s o r c i n o l  a n d  p - c r g s o l , h o w e v e r , a s t i m u l a t o r y  

e r f e c t o r1 t h e r e a  c t i o :1 , v: h i c h rn a y  h a  v e b e  e n  e x p e c t u d ( 2 5 ) , 

w q s  n e t  o b s e r v e d ,  p h e n o l  b e i n g  e s s e n t i a l l y  w i t h o u t  e f f e c t  

a n d  t h e  o t h e r t w o  d o n o r s a p p a .r e n t l �' i. :� h i b i t o r y . I t  i s  

n o t  c e r t � i n  w h e t h e r  t h i s  i n h i b i t o r y  e f f e c t i s  an  i n tr i n s i c  

o n e  o r  m e r e l y  a r e f l e c t i o n  o f  i m p u r i t i es w h i c h �ay h a v e  

b e e n  p r e s e nt  i n  t h e  r e s o r c i n o l  � n d  p - c r e s o l . T h e  i n h i b i t

i o n o b s er v e d  i n  t h e  p r e s e n c e  of ma n g a no� s  i o n  i s  i n  c o n 

t r a s t  t o  th e s t i mu l a t o r y  e f f e c t  o f  t hi s  i o n i n  m a n y  cas e s  

o n  t h e  p R r c x i d a s e- o x i d a s e r e a c t i o n  ( 2 5 ,  9 3 , 94 ) b u t  p a r a l l 

e l s  t h e  s t r o n g l y  i n h i b i t or y  e f f e ct n o t e d  o n  t h e  a r oma t i c 

hy d r o x y l a t i o n  r e a c t i o n ( 2 6 ) , T h i s  s i m i l a r i t y  o f  e f f e c t  o f  

m a n g a n o u s  i o n i n  t h e  cha l co n e  and  e r oma t i c h y d r o x y l a t i o n  

r ea c t i o n s  w i l ]  b e  d i s cu s s e d  l a t e r  i n  r e l cl t i o n t o  t h e  

p o s s i b l e  n a t u r e  o f  t h e  a c t i v e  o x y g e n at i n g s p e c i e s i n  t h e s e  

p e r o x i d a s e - c at a l y s e d  r e a c t i o n s . B o t h  me r c a p t o e t h a n o l  a n d  

d i e t h y l d i t h i o ca r b a mat e a r e  i nh i b i t o r y  i n  t he c h a l co n e  r e 

a ct i o n b u t  fu r t h e r  s t u d y  i s  r eq u i r e d  t o  u n c o v er t h e  mod e 

o f  a � t i o n  o f  t h e s e  c o m p o u n d s  i n  th i s  s y s t e m . T he o b s e r v � d 

r a t e i nh i b i t i o n by  a d d e d  c u p r i c  i o n i s  p r o b a b l y  c on f o u n d 2 d  

b y  t h e  a d d i t i o n a l  e f f e c t  o f  t h e  a d d i t i v e  t o  p r o mo t e  b r e a k 

d own  o f  t h e  0Y 1 a n d  0v2 p r o d u c t . S i n c g  e v i d e n c e  w a s  o b 

t a i n e d  o f  t h e o c cu r r e n c e  o f  p r o du c t  ( 0Y 1 a n d  0v2
) i n h i b i t 

i o n i n  th e e n z y m i c r e a c t i o n , c h r · m i c a l  d eqra d at i o n  o f  0Y 

c om p ou n ds p r omot e d  b y  a dd e d  c u p r i c i o n  w o u l d  t h e r e f o r e  

b e  e x p e c t e d  t o  r e d u c e  t h i s  i n h i b i t i o n . T h e  g r e a t e r  e xt e n t  

o f  t h e  c h a l c o n e  r e a c t i o n  o b s e rv e d  i n  t h e  pr e s e n c e  o f  a d d e d  

c u p r i c  i o n t h a n  i n  t h e  c o n t r o l  r e a c t i o n  w o u l d  s u p p ::J r t  s u c h  

a n  a d d i t i o n a l  e f f e c t  o f  C Q p p e r . 

T h e  h e at- s t a b l e · f a ct o r ( s ) i n  t he c r u d e  g a r b a n z o  
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e n z y m 8  w h i c h  s u p p r e s s e d  o x e p i n ( D C )  f o r n 1 a t i on w h i l e  

p :- o m o t i n g  v 1 a r 1 d v 2 f o r me< t i o n i s  c o n s i d e r e d  t o  f u n c t i o n  

a s  a r e d o g e n i c  d on o r  w h i c h c o n s�q u e n t l y  s p a r e s  c h a l c o n e  

b y  r e s t r i c t i n g  t h e  k ey r e a ct i o n , e o o x y o x e p i n  f o rm a t i o n . 

H ow e v e r , i t  i s  p r o p o s e d  t h a t  Y 1 a n d  v 2 f o r m a t i o n i s  s t 1 l l  

a s i d e r e a c t i o n , a s  i n  t h e  n o r m a l  o x ep i n- f or mi n �  r e a ct i o n 

o f  t he p u r i f i e d s y s t e m . T h i s v 1 a n d v2 f o r m at i o n  s o m e h ow 

o c c u r s  m o r e  e f f e ct i v e l y  d u r i n g  t h e  o x i dat i o n  o f  t h is u n 

k n ow n ,  c h a l c o n e - s pa r i n g  d o n o r  t h a n  d ur i n g  t h e o x i d at i o n 

o f  c ha l c o n e  i t s e l f . T h u s  o ne c o m p o u n d , t h e  u nk n o w n  d o n o r , 

c o u l d  c a u s e t h e o b s e r v e d  d u a l  e f f e c t  o f  i n h i b i t i on o f  

o x ep i n  a n d  p r o m o t i o n  o f  v 1 a n d  v2 f o r mat i o n . A p a r a l l e l  

i s  d r aw n  b e t w e en Y 1  a n d  v 2 f or ma t i o n  i n  t he p r es e n c e  o f  3 

r ea c t i on s u p p o ::: t e d  by t h i s  u n k n ow n  d o n or  a nc t h e h y d r o x y �  

l a t i o n o f  a s u b s t r a t e  i n  t h e  a e r ob i c  d i hy d r o x y f u m a r i c  a c i d 

p er o x i d a s e s y s t e m  ( s e e  S e c t i o n 3 C- 3 )  

T h e  q u a l i t a t i ve r e s u l t s  g a i n e d  f r o m  t he e x a m i n a t i o n 

o f  t h e  ac t i v i t y o f  a ran g e  o f  c h al c o n e s  ( F i g u r e  3 0 ) a s  

s u b s t r a t e s  i n  a p e r o x i d a s e- c a t a l y s e d  r e a c t i o n  i n di c a t e d  t ha t  

t h e  4- h y d r o xy l s ub s t i t u e nt i n  t h e  8 r i n g  o f  i s o l i q u i r i t i 

g e n i n  i s  r equ i r e d  f o r  t h e  a c t i v i t y o f  t h i s  c o m p o u n d . T h i s  

f i nd i n g i s  r e a d i l y  e x p l a i n e d  o n  t h e  b 3s i s  o f  t he e xp e c t e d  

e a s e  o f  p h a no x y  r a d i c a l  f o r ma t i on  a n d  t n e  e x i s t en c e ,  t h r ou g h  

a p p  r CJ p r· i a t  e c o n  j u g a t  i o n  , o f  t h e  m e  s o m e r  i c f o r  m o f t h e r a d  i -

c a l  i n  w h i c h  t h e  f r e e e l e c t r on i s  i n  t h e  p o s i t i o n pa r a  t o  

t h e  o x y g e n  a s  r e q u i r e d  b y  t h e  f o r m a t i o n o f  t h e  p - c y c l o h e x 

a d i e n o n e  r i ng sy st e m  ( 53 , 8 1 , 9 5 ) . 

3 C- 2  A s c h e m e  fo r t h e  pe r o x i d a s e - c a t a lys e d  o x i d a t i o n  o f  

c h a l c o n a  

A s c h em e  f or t h e  e n z y m i c r e a c t i o n  h a s  t o  a cc o m m o d a t e  
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a r 1 u n ,  b 8 r o f s a ::._  i e n  t f 8 a t u r e s VJ h i c h w 8 r e r e ' '  e E1 l e d i n t h e 

b i o c h e m i c a l  s t u d i e s . T h e s e  f ea t u r e s  i n c l u d e  t h e  o b s e r v e d  

s t o i c h e i o m e t r y  o f  c h a l c o n e  a n d  o x y g e n  co n s u m� t i on ( 1 : 1 ) 

a n  d t h o a b s e n  c e o f  o t h e r  t h a  n a n e  t c a t  a 1 y t i c c o n  s u m p t i o 1 1  

of hy d r o g e n  p e r ox i rl e , d e s p i t e  an  e f f e c t  o f  t h is co mpou n d  

o n  r g a c t i o n  r a t e  s u g g e s t i v e o f  a c o - s u b s t r a t e  r o l e . 

F u r t h e r ,  t h e f l r ma t i o n  o f  o n e  t y p e  o f  pr o d u c t , t h e 0Y  

d i o l  s t ru c t u r e , ha s to  b e  a cc o u n t e d  f o r  by  t h e s c h e m e . 

F i n a l l y ,  i n  t h e  l i g h t  o f  t h e s e  r e q u i r e m e n t s , a s c h e m e  

h a s  b e e n  s o u g h t  w h i c h  e m b o d i 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 e r  o x  i d a s  e ( s e e  I n t r o d  u c t i o n  ) . S c h e  ill e 7 i s p r o p o s e d  

t o  e xp l a i n  t h e  e n z y m i c r e a c t i o n . 

An  e s s e n t i a l  c o n c e p t  o f  S c h e m e  7 i s  t h a t  t h e  t r u e  

e n z y m i c p r o du c t  i s  c o n s i d e r e d  t o  b e  t h e  E p o xy o x e p i n  s t r u c-

t u r e r a t  h e  r t ha  r1 t h e 0 Y d i o 1 s t r u c t u  r e . T h i s  c o :J c e r t  i s 

s t r o n g l y  s u p p o r t e d b y t he b i o ch e m i c a l  d a t a a s  h a s  b e e n  

s t at e d  e a r l i e r  i n  t he d i s c u s s i o n o f  t h e  o r i g i n o f  0Y 1 a n d  

0Y2 di a l s . T h e  b as i s  f o r  t h i s  s t a t e m e n t  i s  t h a t a c h a i n 

r e a c t i o n  s e q u e n c e  w h i c h a c c o mm o d a t e s  t h e  b i o c h e mi c a l  d a t a  

c a n  o n l y  b e  c o n s t ru c t e d  u s i n g t he k n ow n  r e d o x  s t a t e s  o f  

p e ro x i d a s e , i f  t h e  p r o d u c t  i s  as s u me d  t o  b e  t h e  e p o x y o x e p i n  

o r  an  i s om e r i c  s t ru c t u r e  ( t h at i s , c ha l c on e  m i n u s  t w o  h y �  

d r o g e n s a n d p l u s  o n e  o x y g e n ) . A c c e p ta n c e  of  t h e 0Y d i a l  

s t r u c t L r e  as  t h e  t ru e  i n i t i a l  e n z y m i c p � o d u c t , i n  c on t r a s t � 

d o e s  n o t  p e r m i t ':! p e r o x i d a s e- me d i a t e d  c ha i n r e a c t i o n t o  b e  

s i m i l a r l y  c o n s t r u ct e d . B e s i d e s  b �i n g i nv a l u a b l e t o  e xp l a i n  

t h e  b i o c h e m i cal  f e a t u r e s  of  t h e  r e a c t i o n , t h e  p o s t u l at e d 

e p o x i d e  s t r uc t u r e  h a s  c o n s i d e r a b l e  me r i t  f r om a c h e m i c a l  

v i e w n o i � t . T h u s , t h e  o r i g i n o f  t h e  s t e r e o i s o m e r i c  0Y d i a l s , 

a m o s t  c o m p l e x  p r o d u c t  m i x t u r e  s t e r �och em i c al l y ,  c a n  b e  
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c o n v G n � e� t l y  r a t 1 c n a l i s o d  as  a l r e a d y d i s c u� s e d ( s e e  s e c t i o n  

3 A - 4 ) . F u r t h e r , f r om t h e  co n c e p t  o f  ep o x i d e  a s  t r u e  

e n z y m i c p ro du c t , i t  fo l l ow s  t h a t  t h e  e ns u i n g c h e m i c a l  c on -

v e r s i o n s CJ f e p u x i d P. , 1-J y VJ ay of  0 Y 1 an  d 0 Y 2 , t o 0 C a n  d 

f l a v o n o l , b e c o m e  n o n- r e d o x  r ea c t i o n s  s i n c e  a l l t h u  s t r u c t -

u r e s i n v o l v e d  5 r e  o f  t h e s A m e  o x i d at i o n l E v e l  ( f o u r - eq u i v -

a l e n t h i g h e r  w : th  r e s p e c t t o  c h a l c o n � . T h i s  i s  en t i r e l y  

c o ns i s t R n t  w i t h t h e f a c i l e  n a t u r e  o f  t h e s e  r e a c t i o n s . 

T h u s , t h e  e n z y m i c r e a c t i o n ,  i n t er � r e t e d  on  t h e 

b a s i s  of  t h e  e p o x y o x e p i n  s t ru c t u r e  ( R O )  as  t h e p r od u c t , i s  

a f o u r- e q u i v a l e n t  o x i d a t i on ( d e hy d r o g e n a t i on p l u � o x y g e n a t -

i o n ) o f  t h e  c h a l co n e  s u b s t r a t a ( R H 2 ) - e q u a t i on 6 ,  

c ha l c o n e  + e p u x y o x e p i n  + H 2 0 

( R O )  

E q u a t i o n 6 

S c h e m e  7 s i m p l y  e mb o d i e s a s e l f - s u s t a i n i n g  ( i n  

t h e o r y ) c h a i n r e a c t i o n  w h i c h a c c o u n t s  f o r t he r e a c t i o n s u m m a r -

i s e d  i n  e q u at i on 6 ,  T h u s , o n e  � xy g en  a t om f ro m  m o l e c u l a r  

o x y g e n  i s  c o m b i ne d i n  t h e  o x i d i s e d  c h a l c o n e  p ro d u c t  a s  t h e  

e p o x y o x y g e n  w h i l e  e l e c t r o n s  c o n c u r r e n t l y  r e m o v e d  i n  t h e  

i nt r a m o � e c u l a r  o x i d a t i v e  c o u p l i n g p r o c es s  i n  o x e p i n  f o r m a t -

i on r e du c e  t h e  o t h e r  at o m  o f  t h 8  o x y g e n  mo l e c u l e  to  wa t e r . 

T o  s t a r t  a n d  to  m a i n t a i n  t h e  c h e i n  r ea c t i o n  i n  t h e  

f a c e  o f  any  b r e a k d o w n s , t h e  s i m p l e  p er o x i d at i c  r e a c t i o n o f  

c h a l c o n e  t o  g en e r a t e  c h a l co n e  f r e e  r a d i c al i s  en v i sa g e d . I n  

t h i s  p e r ox i da t i c  s t e p , h y d r o g e n  p er o x i d e  s u b s t r a t a  w i l l  b e  

r eq u i r 9 d  . i n  s t o i c h e i o m e t r l c a m o u n t s . 
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R H ' + C o m p d I I  + H2 0 

E q u a t i o n  7 

T h e p ro du c t s  o f  t h i s  p e r o x i u a t i c  r e a c t i o n ,  c h a l c o n e  f � e e  

r a d i c a l a n d C o m p o u n d I I a r e  b :J t t' i n t e r m e d i a t  8 s i n t h 8 c h a i n 

r ea c t i o n  a n d  t hus  t h e  cy c l i c  m e c h an i s m  � s  e s t a b l i s h e d  by  

t h i s  p e r o x i d a t i c  s t e p . F u r t h E r , t b e  s t� i c h e i o m e t r i c r e-

q u i r em e n t  f o r  h y d r o g e n  p e r o x i d e i n  t h i s  e s s e n t i a l  s t � p  i s  

c o n s i d e r E d  t o  b e  t h e  r e as o n  f or t h e  o b s e r v e d  r a t e  o f  t h e  

r e a c t i o n  b e i n g  s e ns i t i v e t o  t h e  hy d r o g e n p e r o x i d e  c o n c e n -

t r a t i o n ,  d e s p i t e  t h e m i n i m a l  n e t  c o n s u mpt i o n  o f  t h i s o x i -

d a n t . T h u s , i f  t h e  c h a i n  r ea c t i on i s  a l w a y s  r e l a t i v e l y  

f a s t , t h e  p e r o x i d a t i c  r e a c t i o n o f  c h a l con e w ou l d  i n V E r i a b l y  

b e  r a t e  l i m i t i n g o v e r a l l w h e n  cal l e d i n t o  p l a y t o  i n i t i a t e  

t h e  c h a i n  r e a c t i o n a t  t h e  o u t s e t  an d a f t e r  a ny c h a i n- b r e ak -

i n g  s i d e r e a c t i o n s . H e n c e  i n  t h i s  man n e r , t h e  su b s t i' a t e -

l i k e  e f f e c t - o f h y d r o g e n p e r o x i de c o n c e n t r a t i o n  o n  r e a c t i o n  

r at e � a y  b e  e x p l a i n e d . T h e  l i m i t e d  o v e r a l l  c o n s u m p t i o n 

o f  h y d r o g e n p e r ox i de i s  t h e r e f o r e  s e e n  as a m e a s u re o f  t i l e  

e f f i c i e n cy o f  t h e c h a i n  r e a c t i o n . 

A c e n t r a l  f e a tu r e  i n  t h e c h a i r 1 :::- e ac t i o n s e q ue n c e  i s  

t h e  p o s t u l at e d  p a r t i c i p at i o n  o f  t h e  f e r ro u s  e n z y m e , f o r m e d  

f r o m  t h e  f r e e  f e r r i c e n z y m e  b y  � d d i t i o n o f  t h e  a c t i v e  i nt e r -

m e d i a t e , t h e  c h a l c o n e  r a d i c a l . a s  i n  e q u a t i o n  8 .  

R H . 
P F 2 +  ' R '  - � e r  e - - -

E q u a t i o n 8 

+ 

I n  e q u a t i on 8 t h e  c o n c e p t  o f  a d i � a d i cal  p r o du c t  f o r m e d  f r om 

c h a l c o n �  a t  t h e  a ct i v e  � i t e  o f  t h e  e n z y m e  i s  s u mma r i s e d  
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( co m p a r e S ch e m e 5 f o r  t h e  c he m i ca l  r e ac t i o n ) . T h i s d 1 r � d 1 c a l  

i s  c o n s i d e r e d  t o  b e  e n z y m e  b o u n d  a n d  i s  th e r e f o r e  n o t  f r e e  

t o  u n d e r g o i n t r a mo l e c u l ar c o u p l i n g ,  f or e x am p � e ,  t o au r on e . 

E f f e c t i v e r e du c t i o n  o f  t h e  f r e e  f e r r i c  e n z y me i n  t h i s  m a nn e r  

w o u l d  d e m a n d  a s t r o n g  a f f i n i t y b et w e en t h e  e nz y m e an d c h a l -

c o n e  f r e e  r a d i c a l . I n  t h e  f e r r o u s  f o r rn ,  e x c l u s i v e l y , t h e  

e n z y m e  c a n  b e  o x i d i s e d  b y  a mo l e c u l e o f  o x y g en i n  t h e  f o r m-

a t i o n  o f  a n  a c t i v e  o x i d i s i n g C 8 mp l e x  e q u i v a l e n t  i n  o v e r a l l  

o x i dat i o n l e v e l , i f  n o t  i n  e l e c t r o n i c  s t r u c t u r e , t o  C a m -

p ou n d  I I I  ( s e e  I nt r o d u c t i o n a n d  F i g u r e  5 ) . T hu s  i n  S c h e m e  

7 ,  t h e  c o m p l e x e q u i v a l e n t  t o  C o m p o u n d  I I I  i n  o x i d at i o n 

l e v e l  i s  g e n e r a t e d  f o l l o w i ng  o x y g en a d d� t i o n ( e q u a t i o n  9 ) 

t o  t h e  r e d u c e d  e n z y m e , a n d  w i t h i n  t h i s  f i n a l  c o mp l e x ,  i rt  

t h e  p r e s e n c e  o f  b o u n d  c h a l c o n e  d i r a d i ca l  a n d  a c t i v a t e d  

o x y g e n , t h e  o xy g e n a t i o n s t e p  i s  a c c o m p l i sh e d  i 1 1  c o n j u n c t 

i o n w i t h  r a d i c a l  c ou p l i n g  t o  g e n e r at e ( e q u a t i o n 1 0 ) t h e  

e p o xy o x e p i n  p r � d u c t  ( c o m p a r e  S c h e m e  5 ) . I n  t h e  p r o c e s s , 

t h e  o x i da t i on l e v e l  o f  the  a c t i v e  e nz y m e  i n t er m e d i a t e  i s  

r e d u c e d  b y  two  e q u i v a l e n t s  f r o m  t h a t  o f  C o m p o u n d  I I I  ( +6 ) 

t o  t h a t  o f  C o m p o u n d  I I  ( +4 ) . N o  d e f i n i t e e l e c t r o n i c  

s t r u c t u r e s a r e i n t en d e d  t o  b e  ass i g n e d  f or t h e  e n z y m e  

i n t e r m e d i a t es b y  t h e  r e p r e s e n t at i o n s  i n  e q u a t i o n s  9 a n d  1 0 .  

2 + • R • 

P e r  r e  - - - + 

E q ua t i o n 9 

E q ua t i o n  1 0  

R e a c t i o n o f  a n o t h e r  c h a l c o n e  m o l e cu l e  w i t h  t he a c t i v e  

e n z y me co mp o u n d , P e r r e
2 + 

_ _ _ · o · . e q u i v a l e nt t o  C om p o u n d  I I ,  
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f ro m  e q u a t i o n  1 0 i s  r es po n s i b l e  i n  a n o r m a l p e r o x i d at i c  

r e a c t i o n s t e p  ( e q u a t l on 1 1 )  f o r  t h e con t i n u a t i o n o f  t h e  

s e l f - s u s t 3 i n i n g c h a i n  r e a c t i o n . T h u s  t h e  p r o d u c t s  f o r m e d  

i n  t h i s  s t e p , f r e e  e n z y m e  � n d  cha l c o n e  f r e e  r a d i c a l , a r e  

s p e c i e s  o f  t h e  i n i t i a �  c ha i n  r e a c t i o n  s t e p , e q ua t i o n 8 .  

P e r  F e 2 +  
_ _ _  · o ·  ( C o m p d  I I ) + R H2 � P e r  F e 3 +  + R H '  + O H 

E q u �t i o n 1 1  

S u m ma t i on o f  e q u a t i on s  8 - 1 1  g i v e s  e q u a t i o n  6 , t h e s u mm a ry 

o f  t h e  c h a i n  r e a c t i o n . 

I n  t h i s  c h a i n  r ea c t i o n o f  e n z y m e- c a t a l ys e d  e p o xy 

o x e p i n f o rmat i o n ,  t h e  e s s e nt i a l  s e q u e n L e  of  r e a c t i o n  s t e p s 

i s  o n e  o f  de h y d r o g e n a t i on p r i o r t o  o xy g e n a t i o n . T h i s i s  

t h e s am e  s e q u e n c e  w h i c h  w a s  r r o p os e d  f u r  t h e  c h e m i c a l  r e-

a c t i o n . I n  t h e  e n z y m i c s y s t em i t  i s  n et f e as i b l o  t o  a c c e p t  

a n y  a l t er n at i v e  s eq u e n c e ,  s i n c e  t h e  e n z y m e , t o  c o mb i n e  w i t h  

a n d  t h e r e by  a c t i v a t e  m o l e cu l a r o xy ge n , mu s t  u nd e r g o  a f ou r 

e q u i v a l e n t  ox i d at i o n s t e p  a n d  h e n s e  w i t h t h e r e l a t i v e  o x i d

a t i on l e v e l  of  C o m p o u n d  I I I  ( +6 ) a s  t h e  u p p e r  l i m i t ,  a 

f e r r o u s  e n z y me  o f  r e l at i v e  o x i dat i o n l e v e l  ( + 2 ) m u s t  b e  

f i r s t g e n erat e d  b y  o n e- e l e ct r on  r R du c t i o n  o f  t h e  f r e e ,  f e r r i c  

e n z y m e  ( s e e  F i g u re 5 ) . T h e  f r e e  r a di c a l  o f  t he h y d r og en . 

d o n o r  i s  a l o g i c a l  s o u r c e  of t h i s  r e du c i n g  p o w e r . 

A n  e s s en t i a l t � n e t  o f  t h e  e p o x y o x e p i n  a r gu m e n � f o r  

0Y 1 a n d  0Y2 f o r m a t i o n i s  t h e  e x i s t e n c e  o f  i s o m er i c  e p o x i d e s . 

C o n s e q u e n t l y , i n  t h e  e n z y mi c r e a c t i on t h e  e p o x i d a t i o n o f  

t h e  a ,  S d o u b l e  b o nd i n  t h e  b o u n d  d i r a d i c a l  d e r i v e d  f r o m  

c ha l c o n e  m u s t  h a v e  o c cu r r e d  f r o m  b o t h  s i d e s  o f  t h e  b on d , 

w i t h  t h e  b a l a n c e  a f f e c t e d  s om e w h a t  b y  r e a c t i o n  c o nd i t i o n s ,  

a s  e x pr e s s e d  i n  t he ob s e r v e d  r a t i o s  of 0v2 e n a n t i o m e r s  
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p r e v i ou s l y  d i s c u s s e d  ( s e c t i o n 3 A - 4 ) . 

T h e  c y c l i c  m e c h a n i s m  i n  S c h e me 7 a c c o u � � s  f o r  t h a  

ma j o r  p r o d u c t  o f  c h a l c o n e  o x i d at i o n ,  name l y  t h e  i s o m er i c  

e p o x i d e  p � 8 c u r s o r  o f  d i a l s  0Y 1 a n d  0v2 . I n  t h e  re a c t i o r , 

h o w e v e r , d e f i n i t e  amo u n t s  o f  v 1 a n d  v2 , b e s i d e s t r a c e s  o f  

ga r b 8 n z o l  w e r e  a l s o  f o r m e d . T h es e l a t t e r p r o d u c t s  a r e  

co n s i d e r e d  t n  :� e p r e s ent , a s  i n  t h e  c he m i c al r ea c t i o n , b y -

p r o d u c t s  G f  2 c o mp e t i n g , m i n o r  r e a c t i o n . T h i s i s  a c h a i n -

b r e a k i n g  r ea c t i o r.  i n  t h e  c a s e  o f  t h e e n z y m e - c a t a l y s e d  

s y s t em . A g a i n ,  t h i s  m i n o r  r e a c t i on  i s  e n v i s a g e d  a s  b a s i c-

a l l y  an  e p o x i d a t i o n of  t h e  u n o x i d i s e d  c r . a l c on e mo l e cu l e ,  

t h e  p r o d u c t  o f  w h i c h r e a r r a n g e s  p r e d om i n a n t l y  t o  t h e  5 -

rat h e r  t ha n  t h e  6 - me m b e r e d  h e t e r o c y c l i c  r i n g c o m p o u n d  a n d  

c o n s eq u e n t l y  Y 1 a n d  Y2 a c c u m u l a t e  mo r e  t h an g a r b a n z o l . A 

c o r o l l a r y  t o  t h i s  p r o p o s e d  o r i g i n  of  Y 1 a n d  v2  a n d  g ar b a n z o l 

i s  t h at  f o r c h a l c o n e  e p o x i d e  f o r m a t i o n t o  o c c u r  a n  e p o x i d i s 

i n g s p e c i e s  m u s t  b e  p ro p os e d  t o  b e  o c ca s i o na l l y f r e e d  f r o m  

t h e  e n z y m e  o r , a l t e r n at i v el y , m a d e  a c c e ss i b l e  o n  t h e  e n z y me 

to  a c h a l c o n e  m o l e cu l e ,  r a t h e r  � han  t o  t h e  d i r a d i c a l  d e 

r i v e d  f r o m  c h a l c o n e  o x i d at i o n . 

F o l l ow i ng t h i s  e x p l a n a t i o n o f  t h e  p r o p o s e d  c o u r s e  of 

t h e  p e r o x i d a s E- c a t a l y s e d  o x i d at i o n  of cha l c o n e  it  i s  o f  

i n t e r e s t  t o  c o n s i de r  t h e  r ea c t i on i n  r e l a t i on t o  o t h e r  s t u d 

i e s  o f  we l l - e s t s b l i s h e d , p e r o x i d a s e - c a t � l y s e d  r e a c t i on s  

r e c o � d e d  i n  t he l i t e r a t u r e . 

3 C- 3  P r opo s e d  c h a l c o n e  r e a c t i o n  s ch e m e  i n  r e l a t i on t o  pr e v 

i ou s  w o r k  w i t h  pe r o x i d a s e  a n d  o t h e r e n zym es 

T h e  f r e e  r a d i c a l  m e c h a n i s m  p r o pos e d  a b o v e  ( e q u a t i o n s  

7 a n d  8 ,  s e c t i o n  3 C- 2 ) f o r  t ho o x i d at i o n o f  t h e  c h a l c o n e  



1 76 . 

s u b s t r a t e  b y  d e h y d r o g e n at i on ( o r  a � e c t r o n  r em o v al f ro m  t h e  

a n i o n i c  f o rm ) i s  t o  b e  e xp e c t e d i n  t h e o x i d a t i o n  o f  e l e c t 

r o n  d o no r s  c a t a l y s e d  b y  p e r o x i d as e  ( 2 5 ,  2 8 ,  3 0 ) . D i r e c t  

d e m o n s t r a t i o n b y  E . S . R .  s p e ct r os c o � y  o f  t h o on e� e l e c t r o n  

o x i dat i�n  o f  p h a � o l s  t o  p h e n o x y  r a d i cal s ,  a s  e n v i s a g e d  i n  

c h a l c o ne o x i dat i o n  a n d  g e n e r a l. l y  p o s t u l B t e d  i n  t h e  p as t , 

h a s  r e c e n t l y  b e en r e p o r t e d ( 96 ) i n  a p e � o x i d as e - ca t a l y s e d  

r ea c t i on . R e d u c t i o n  o f  t h e  f r e e  f e r r i c e n z y m e  b y  c h a l c o n e  

f r e e  r a d i c a l  ( e q u a t i o n 8 )  a s s u m e s  n o t  o n l y  t h e  l i k e l i h o o d  

o f  s u c h  a r e a c t i o n  b u t a l s o  t ha t  t h e  cha l c o n e  f r ee r a d i c a l  

i s  n o t p r e f e r e n t i a l l y  c o n s u me d b y  f u r t h e r  p e r o x i d a t i v e  r e -

a ct i o n . T he r r  i s  s u p p or t  fo r b o t h  t h es e a s s um p t i o n s  i n  

g s n e r a l t e rms  i n  t h e l i t e r atu r e ; t h us  t h e  r e d u c t i o n  o f  

f e r r i - p e r o x i d a s e  b y  t h e  f r e e  r a d i c a l s  o f  t h e  o x i d a t i c  r e

a ct i o n d o n o r s  I A A a n d  N A DH  is  w e l l e s t a b l i s h e d  ( 2 8 ,  3 3 ) a n d  

t h e  f r e e  r a d i c a l s  o f  d o n o r s a r e  t h o u gh t  i n  g e n e r a l  ( 2 8 ) an d 

h a v e  b e e n  s h o w n  i n  p a r t i c u l a r  c a s e s  ( 3 0 )  t o  b e  p o o r  e l e c t r o n  

d o n o r s  f o r  p e r o x i d a s e  C o m pou n d s  I a n d  I I .  

W h i l e  t h e  o x y g e n a t i on o f  f e r r o u s  p e r o x i d a s e  i s  k n ow n 

t o  b e  a r ap i d  r ea c t i o n ( 2 2 , 2 8 ) ,  t h e  s c h e m e  p os t u l a t e d  f o r 

c h a l c o n e  o x i d a t i o n  r eq u i r es t h a t  t hi s  o x y g e n a t i o n o c c u r s  

w h i l e  t h e  d e h y d r o g e n a t e d  ( t wo- e q u i va l en t s ) c h a l co n e  i s  h e l d 

o n  t h e  e n z y mB . L i t t l e  i s  a p p a r 8 n t l y  k n own  a b ou t  t h e  d e g r ee 

o f  b i n d i n g  of  o r g a n i c s u b s t r a � es i n  t h � c o u r s e o f  r e a ct i o n s  

w i t h  p er o x i das e i n  w h i c h o t h e r  t h a n  s i m p l e  d e h y d ro g e n a � i o n  

i s  i n v o l v e d  ( 93 ,  9 7 ,  9 8 ) . I n  t h e  c h a l c o n s  r e a ct i o n , t h e  

h i g h y i e l ds  o f  e p o x y o x e p i n - d e r i v e d  p ro d u c t s  p o i n t s  t o  a n  

e f f i c i e n t  means  o f  l i n k i n g t h e  d e h y d r o g e n at i o n a n d  o x y g en a t 

i o n p r o c e s s es i n v o l v e d  i n  p r o rl u c l  f o r ma t i o n . A n y  s i g n i f i 

� a n t  r e l e a s e  o f  d e h y d r o g e n a t e d  ch a l co ne o n l y  i n t o  t h e  
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r e a c t i o n m e d i um  wou l d  b e  e x p e c t e d  t o  r e s u l t  i n  a u r o n e  

f o r ma t i o n . 

H O  H O  
0 

0 0 

d e h y J r o g e n at e d  c h a l c o n e. 1 
H O  -o- H O  

C H  OH �-
H _ci-=e} /}' -¥CH -Gp0 

0 0 

a u r o n e  

T h i s  a u r o n e  p r o d u c t, u n d e r  a er o b i c  cc n di t i o n3 1 a p p a r e n t l y  

w a s  f o rm e d  on l y  t h r o u g h  t h e  h y d r a t e d  pr e c u r s o r s  Y 1 a n d  Y2 
w h i c h  a r e  c on s i d e r e d  t o  b e  p r o d u c t s  of  a s e p a r a t e m i n o r  

r e a c t i o n  p a t h way . H e nc e ,  i n  v i ew o f  t he e x p e r i m e n t a l  e v i -

d en c e  i n  t h e  c a s e  o f  c h a l c o n e , s om e  hi g h l y  e f f i c i e n t  b i n d -

i n g o f  t h e  d e h y d r o ge n at e d  i n t er m e d i a t e  m u s t  b e  8 n t e rt a i n e d .  

T h e  o x y g en at i o � s t e p , as i n  t h e  ch e m i c a l  r e a c t : o n  

s eq u en c e  ( S c h e m e  5 ) , i s  o f  m u c h  s i g n i f i c a n c e  i n  p er m i t t i ng 

t h e l i m i t a t i on s  i mp o s e d  b y  t h e  g e o m e t ry o f  t h e t r 2 n s -

c ha l c o n e  s t ru c t u r e t o  b e  r e mo v e d , t h us a l l ow i n g o x e p i n  r i n g  

f o r � q t i o n t o  o c c u r . A g a i n , t h i s  s t e r i c  r e q u i r em e n t  f o r  

c ou p l i n g w o u l d s t r o n g l y s u g g e s t  a n  o xy g e n at i o n m e c h an i s m  

i n  w h i ch a ca r b on- o x y g e n  b o n d  i s  f i r s t  f o r m e d  a t  o n e  c a r b o n  
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o n l y , e i t h e r  t h a t  a o r  S t o  t h e  c a r b o ny l ,  t o  p e r m i t  c o n 

f o r m at i on a l  m o b i l i t y i �  t h e  sy s t e m b e f o r e t h e  e p o x i d e  

r i n g  i s  g e n e r a t e d  b y  t h e  f o r ma t i o r 1 o f  t h e  s e co n d c a r b o n 

o xy g e n  bo n d . T h i s f i n a l  b o n d  f o r ma t i o n t o  g i v e  t h e  e po x i d e  

may  b a  � n v i s a g e d  a s  t h e s t ep wh i ch r e l e a s e s  t h e  p r o d u c t  f r o m  

t h e e n z y m e ; t h e  g r o u p  � h i c h i s  e l i mi n a t e d  i n  t h i s  c y l i s a t 

i o n  b e i n g  r et a i n e d  o n  t h e e n z y m e . A c cor d i n g  t o  S c h e m e  7 ,  

t h i s g r o u p  m u s t c o n t a i n o n e  e q u i v a l e nt o x � d i s i n g  p o w e r .  a n d  

c o n f e r  u p n n  t h e  e n z y m e  t h e  c at a l � t i c  pow e rs  o f  Comp ou n d  I I . 

I t  i s  s u g g e s t e d t h at  t h e  r e a c t i o n s  s u mma r i s e d  i n  e q u a t i o n s  8 ,  

9 a n d  1 0  ( s e c t i o n  3 C- 2 ) , s t a r t i n g w i t h  t he r e du c t i o n o f  

e n z y m e  by  c h a l c o n e  f r e e  r a d i ca l  a n d  p r o c e e d i n g  by a d d i t i on 

o f  oxy g en t h r o u g h  t he format i o n  o f  e p o xi d e  p r o d u c t  a nd r e

l e a s e  o f  o x i d i s e d  e n z y me ( Comp � u n d  I I ) , a r e  r a p i �  p r o c es s e s 

w h i c h  u n d e r  e n z y m i c  c a t a l y s i s  m ay e x h i b i t  a c o n s i d e r a b l e  

m e a s u r e  o f  c o n c e r t e d  c h a r a c t e r , 

A b i o l o g i ca l l y  s i gn i f i cant  p r o c e s s  w h i ch i s  o c c u r r i n g  

i n  t h i s  r e a c t i o n s eq u e n ce  i s  t h e  a d � i t i � n t o  t h e  s u b s t r a t a  

o f  a n  a t o m  o f  ox y g e n  d e r i v e d  f r o m  m o l e cu l ar o x y g en . I n  

t h i s  r b s p e c t , t h e  r e a c t i o n i s  a n a l o g o u s  t o  t h e  n u m e r o u s  m o n o 

o x y g e n a t i on r e a ct i o n s ca t a l y s e d  b y  m i x e d - f u n c t i o n o x i d a s e  

e n z y m e s  i n  w h i c h  c o n si d e rab l e  i nt e r e s t  i s  c e n t r e d  o n  t h o  

m e c h a n i s m  o f  o x y g e n  a c t i v a t i on a n d  t h e na t u r e  o f  t h e  ' a c t i v e ' 

o xy g e n  s p e c i e s  i n  p a r t i c u l a r  ( 7 4 , 9 9 , 1 0 0 ,  1 0 1 ) . 

T h e p e r o x i d a s e - c a t a l y s e d  o x i dat i on o f  c ha l c o n e , h o w 

e v e r , i s  o f  t h 8  i nt e r n a l  m o n o- o x y g e �as e t y p e ,  w h e r e  t h e  

s u b s t r a t a  b e i n g  o x y g e n a t e d  p r o v i d e s t h •  r edu c i n g  p ow e r  t o  

c o m b i n e w i t h  t h e  s e c on d  a t o m  o f  t h e mo l e c u l a r  oxy g e n  ( 9 9 , 1 0 1 ) . 

+ enzyme ) R O  + 
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T h i s  c o n t r a s t s  w i t h t h e  m o r e  c o mm o 1 1  e x t e r n c,  l m a n e - o x y g e n a s e  

t y p e  ( m i x e d- f u n c t i o n o x i d as e ) w h e r e  a s e c o n d rl i f f e r e n t  

mo l e c u l e  i s  r e q u i re d  a s  a s o u r c e  o f  r e du c i n g p o w e r  t o  c om

b i n e  w i t h  t h e  s e co n d  a t om of  mo l e c0 l a r o x y g G n . 

R + + R O  + X + 

A t o m i c o x y g e n , o r  ' o x e n e ' ,  h n s  b e e n  s u g g e s t ed as  a 

l i k e l y  f o r m  o f  a c t i v e o x y g en i n t r o d u c e d  i nt o  t h e s u b s t r a t e  

i n  r e a c t i o � s  c a t a l y s e d  b y  m i x e d - f u n c t i o n  o x i rl a s e s  ( 74 ) . 

T he c o n c e p t  h e r e  i s  e s s e n t i a l l y o f  a n  e n z y m e - m e d i a t e d  o x y gen  

t r ans f e r  r n o c e s s . D e t a i l s 
'
o f  t h e s e qu e n c e of  e v e nt s  on  t h e 

e n z y m e  l e a d i n g f r o m  mo l e c u l a r  o x y g e n  t o  t h e g e n e r a t i on a n d  

t r a ns f e r  o f  t h P  ' o x e n e ' s p e c i e s ,  i n  co n j u n c t i o n  w i t h  t h e  

s u p p l y  o f  r e d u c i n g  p oW e r ,  a r e  n o t  k n ow n b u t  a r e  l i k e l y  t o  v a r y  

a mo n g  t h e  many  111 i x e d - f u n c t i o n  o x i d a s e s  ( 74 ) . R e c e n t l y , J e r i na 

e t  a l , s t u d y i n g  t h e  h y d r o x y l at i o n o f  a r om a t i c  c o m p o u n ds  by  

a rat  l i v e r  m i c r o s oma l m i x e d- f u n ct i o n  o x i d a s e  s y s t e m , f o u n d  

t h a t  h y d r o xy l a t i o n  o f  n a p h t h a l e n e  p r o c e e d e d  v i a  t h e  e p o x j d e 

( 1 02 ) . T h i s  i �t er m e d i a t e  w as h e l d  t o  b e  s u g g e s t i v e o f  t h e  

e n z y m i c  f o r m at i o n o f  ' o x e n e ' a s  t h e  r e a c t i v e  o x i d a n t  i n  

a c c o r d an c e  w i t h e ar l i e r p r o p os a l s . 

T h i s o x e n o i d m e c h a n i s m ,  w h i l A  a c c e p t a b l e  i n  p r i n c i p l e  

o n  s t o i c h e i o m et r i c  g ro un d s  f o r  t h e p e r o x i d a s e - c a t a l y s e d  o x i d

a t i o n  o f  c h a l c o n e , i s  n o t  c o ns i d e r e d  l i k e l y  i n  t h i s r e a c t i o n  

o n  c l o s e r  e x am i n a t i o n . T h u s , t h e  p r o b l em i s  e n c o u nt e r e d  o f  

e x p l a i n i n g i n  t e r m s  o f  k n o w n , w e l l es t a b l i s h e d , p e r o x i d a s e 

c om p o u n d s  a n d o x i dat i o n s t a t e s , t h e  s y n c h r o n o u s  su p p l y  o f  

r e d u c i n g  p o w e r  ( two  e l e c t r o n s ) wh i l e  t h e  ' o x e n e ' i s  b e i n g  

g e n e r a t e d  f r o m  mo l e c u l ar o xy g e 11 . I n  S c h em e  7 ,  t he f i r s t  
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e i e c 'c r O J I  r e m o v e d  f r o m  c ha l c o n e  i s  l os t  i n  t h e r e d u c t i o n  

o f  ( f o r ma l l y ) h y d r oxy l r a d i c a l  t o  w at e r  b e f o r e  t h e r e  i s  a n y  

i n t e r a c t i o n w i t l 1 m o l e c u l a r  o x y g e n . T ha t  i s , a n  e s s e n t i a l  

f e at u r e  � h i c h  p s r n i t s  t h e  c h a i n  me c ha n i s m  t o  o p e r a t e  i n  t h e  

p e r o x i das e - me d i a t e d  r 8a c t i o n i n  t e rms  o f  r e c o g r 1 i s e d  i n t e r-

m e d i a t e  e n z y me  c o mp o u n d s i s  t h e  u t i l i s a t i o n  o f  an  e l e c t ro n 

f r om  e a c h  o f  l w o  s e p a r a t e  m o l e cu l e s of c h a l co n e  t o  r e d u c e  

t h a t  at o m  n f  o x y g e n  n o t  i n c o � p o r a t e d  f r o m  t h e  m o l e c u l e  o f  

o x y g e n  c o ns u m e d . T h i s t y p e  o f  ' o v e r l ap ' i n  t h e  s u p p l y  o f  

r e d u c i n g  p ow e r  i s  a p p a r en t l y  n o t  e n v i s a g e d  f o r  t h e  o x e n o i d  

m e c i-J a n i s m . A f u r t h e r  p o i nt a g a i n s t  the  o p e r a t i o n  o f  t h e 

di r e c t  o x e n o i d  m e c h a n i s m  i s  t h a t  t h e  a d d i t i o n  o f  o x e n e  t o  

t h e  d o u b l e  b o n d  c o u l d  b e  e x p e ct e d  t o  g i v e  r i s e  t o  t h e  t r a n s -

e p o x i d e  b y  r e t e n t i o n  of  t h e  g e om e t r y  o f  t he c ha l c o n e  s y s t em . 

R a t h e r  t h a n  t h e o x e n o i d m e chan i s m ,  a n  a l t e r n a t i v e  

o n e  o f  o xy g e n  a c t i v at i on i s  e n v i s a g e d  i n  t h e  p e r o x i d a s e  

s y s t em w h i c h  i s  i n  k e e p i n g  w i t h  t he k n own  o c cu r r en c e  a n d  

r e a ct i o n s  o f t h e p e r o x i d a s e  r e d o x  c ompou n ds ( s e e  I n t r o du c t � o n  

a n d  r i gu r e  5 ) . T h u s , f e r r o - p e r o x i d a s e  i s  c o n s i d e r e d  t o  

r ea c t  w i t h  mo l e cu l a r  o x y g en t o  f o r m  o x y p er o x i d a s e  ( p ro b a b l y 

i d e n t i c a l  t o  C o m p o u n d  I ! I ) , a n  o x i d i s i n g a g e n t  w h i c h d o e s  

n o t  d i s s o c i at e  m o l e c u l a r  o xy g e n  a s  wo u l d  a s i mp l e  o x y g e n . 

c a r r i e r ( 2 2 ) . R at h e r ,  i t  h a s  b e e n  s hown  t o  c o n t a i n  a c t i v a t e d  

o x y Q 8 n ( 2 8 ) • T il  i s p e r  o x i d a s  e c o m p o u n d 1 11 ay  a 1 s o  b e c o n s i d e r  e d 

a s  e n z y m e - b o u n d  s u p e r o x i d e  a n i o n  ( o r  p e rh y d r o x y l  r a d i c a l ) · , s e e  

r i g u r e  5 a n d  e q u at i on 1 2  b e l o w . 

2 +  P e r  r e  + 
2 + P e r  r e  - - - 0  � . 2 

E q u a t i o n  1 2  

3 +  - .  P e r  r e  - - - 0
2 
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I t  i s  s u g g e s t e d  t � a t t h i s o xy g e n a t e d  e n z y me , w h i c h  m a y  b a  

p r e s o n t l y  c on s i d e r e d a s  e n zy m e - b o u n d  s u p e r o x i d e ,  i s  t h e  

o x y g e n at i n g  a g e n t . F r e e  s u p e r o x i d e  ha s b e e n  3 h own  ( 1 0 3 )  t o  

b e  n u c l e o p h i l i c  i n  i t s r e a c t i o n s  i n  d i p o l a r a p r o t i c s o l v en � 3  

a n d  t o  _ g e n e r a t e t h e  c c � r e s p o n d i n g e p o x i d e f r om cy c l o h e x e n - 3 -

0 il B , b u t  n o t  f' ro r.t  c y c l o h e x en e  i t s e l f i n  w h i c h t h e  d o u !O:L e  

b o n d  i s  n o t  a c t i v at e d  t o w a r d s  n u c l e o p h i l i c  a t t a c k . T h e  

e n z y m e - b o u n d  s u p e r o x i de  may  e ve n  d i s p l a y s i m i l a r  n u c l e o p h i l i c  

p r o p e r t i e s  a n d  · a t t a ck t h e  c h a l c o n e- d e r i v e d  s u b s t r a t a a t  t h e  

c a r b o n  � t o  t h e  c a r b o n y l  a s  i n  t h e  c a s e  o f  h y d r o p e r o x i d e  

a n i o n  i n  t h e  C l l e m i c a l  r ea c t i o n  ( S c h eme  5 ) . T h e  e p o x i d e 

f o rm i n g  e l i m i n at i o n s t e p  f o l l ow i n g  i nt r � m o l e cu l a r  c o u p l i n g 

� ou l d  t h en l e a d  t o  f i n a l  p rodu ct  r e l eas e a n d  t h e  a p p e� r a n c e  

o f  o x i d i s e d  e n z y m e  ( Comp o u n d  I I ) . I f  t h e  e n z y m e - b o u n d  

s u p e r o x i d e i s  r o t  n u c l e o p h i l i c  ( s e e  b e l ow ) , a t � a c k  m a y  o c c u r  

a t  t h e  a i n s t e a d  o f  t h e S c a r b o n  o n  t h e  s u b s t r a t a b u t  w i th 

t h e  s a m e  g e n e r a l  s eq u e n c e  l e a d i n g  t o  pr o du c t . T he n e t  e � f e c t 

i s  s i m p l y  t � ans f e r  o f  a n  o x y g en a t om a s  i n  t h e  o x eno i d  m e c h 

an i s m o f  mi x e d- f u n ct i on o x i dat i o n . 

I t  i s  n o w  o f  i n t e r es t  t o  c o m p a r e  o x y g e n at i on i n  t h e  

c ha l c o n e  r ea c t i o n w i t h  n o n- s p e c i f i c  a r o mat i c  h y d r o x y l a t i o n  

w h i c h  o c c u r s  i n  t h e c o u r s e o f  t h e  p e r o x i d a s e - c at a l y s ed 

a e r o b i c  o x i da t i o n  o f  d i hy d r o xy f umar i c  a c i d  ( DH F ) a n d  w h i c h 

h a s  b e en s t u d i e d  b y  M as o n ' s  g r o u p  ( 2 6 ) , B o t h  i n  c h a l c � n e  

o x y g 3 n a t i o n a n c  i n  a r o ma t i c h y d ro x y l a t i o n  t h e  r e a c t i o n  i s  

e s s e n t i a l l y o n e  o f  o x y g e n  i n t r od u c t i o n . I n  a dd i t i o n  t o  t h i s  

s up e r f i c i a l r e s e m b l an c e  t h e r e  a r e  a n u m b e r  o f  f u r t h e r  s t r o n g  

s i m i l a r i t i e s i n t he t w o  s y s t e ms , i n c l u d i n g  t h e  a b s o l u t e  r e 

q u i r e m en t  f or mo l e cu l a r  o x y g e n  an d t h e  i n a b i l i ty o f  a d d e d  

h y dr o g e n  p e ro x i d e  t o  s u b s t i t u t e  fo r t h e o xy g e n- d e r i v e d 
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o x y g e n a t i n g  s p e c i g s  i n  t h e  r e a c t i o n . ru r t r e r , m a n g an o u s 

i o n s t r o n g l y  i n h i b i t s  b o t h  r e a c t i ons . H e n c e  a s t r o n g  

s i m i l ar i t y  i n  t h e n a t u r e  o f  t h e  o xy g en a t i n g  s p e c i e s  a n d  

e v e n  i n  t h e  m e c h a n i s m o f  o x y g e r1 a t i o n  i s  i n d i ca t e d  b y  

t he s e  c o m m o n  f e a t u r e s  o f  t h e  t wo s y s t e m s . C o n s e q u e n t l y  

i t  i s  now  s u g g es t e d ,  as i n  t h e  c h a l c o n e  sy s t e m , t h a t  

o xy p e r o x i d a s e  ( C o m p o u n d  I I I ) i s  t h e  ef f e c t i v e  h y d r o x y l at i n g 

a g e n t  ( o x y g e n  d o n o r ) i n  t h i s  n o n- s p e c i f i c  a r o ma t i c h y d r o x y 

l a t i o n  r e a c t i o n . T h i s  p r o p o s a l  i s  i n  co n t r a s t  t o  t h e  f i n a l  

c o n c l u s i o n  o f  M a s o n ' s  g r o u p ,  f o l l ow i n g  e x t e ns i v e  s t u d i e s  

( 2 6 ) , t h at t h e  hy d ro xy l a t i n g  a g ent  i s  p e r h y d r o xy l  ( H D2 ) o r  

a r e l a t e d f r e e  r a d i c a l  s p e c i e s  g en e r at s J  i n  t h e c o n c u r r e n t  

p e r o x i d a s e- o x i d a s e  r e a c t i on o f  D H r . How e v e r , i t  i s  i n  

a g r e em e nt w i t h  �as on ' s  o r i g i n a l  s u g g e s t i o n ,  f o l l ow i n g 

p r e l i m i n a r y  s t � d i e s ( 1 0 4 ) , t h a t  a n  o x y g e na t e d  � a r m o f  

p e r o x i d a s e  e q u i va l e n t  t o  C omp o u n d  I I I  may  b e  t he h y d r o x y 

l a t i n g  s p e c i e s . 

T h e i e a r e  s e v e r a l  a t t r a ct f v e  f e at u r e s  o f  t h i s  

p r o p o s e d  r o l e  o f  o x yp e r o x i d a s e  a s  t h e  o xy g en a t i n g s p e c i e s 

i n  t h e  a r om a t i c  h y d r o x y l a t i o n r ea c t i o n . T h e  f i rs t  r e s t s  

o n  th e s t r u c t u r e  o f  o xy p e r o x i d a s e  ( Com p ou r J d  I I I )  w h i c h  

i s  l i k e l y  t o  b e  a h y b r i d  a n d  n o t  s i mp l y  a f e r r o p e r o x i d a s e

o x y g en o r  f e r r i p e r o x i d a s e- p e r hy d r o x y l  c o mp l e x  ( � 8 !  1 0 5 )  -

c o mp a r e  e q u a t i o n 1 2 . Con s eq u e n t l y , t h i s s i tu at i o n w i t h  

r e s p 3 c t  t o  s t r � c tu r e  a n d  h e n c e  p r o p e r t i es m ea n s  t h a t  

o xy p e r o x i d a s e  may  q u i t e c o n ce i v a b l y  b e  t h e  h y d r o xy l a t i n g  

a g en t , n e c e s s a r i l y r a d i c a l  i n  n at u r e  o n  t he f i n d i n gs o f  

t h e  f i n a l  e x t e ns i v e  s t u d i e s  ( 2 6 ) . T h i s  i nt e r p r e t a t i on 

o f  t h e  p r o p e r t i e s o f  o x y p e r o x i d a s e  c o n t r a s t s  w i t h  t h a t  o f  

M a s on w h e n  h e  o r i g i na l l y s u g g e s t e d  t h e  p o s i t i v e l y - c h a r g e d  
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o x y p e r o x i da s e  ( P e r  F e2 + .- o2 ) a s  t h e  h y d r o xy l a t i n g  s p e c i e s , 

b a s e d  o n  p r e l i m i n a r y  s t u � i es  w h i c h  i n d i c a t e d  t h R  o x y g e n a t 

i n g a g e n t  w a s  e l e c t r o p h i l i c  i n  n a t u r e  ( 1 Q 4 ) . A f u r t h e r  

a t t r a c t i � e  f e a t u r e  o f  t h i s p r o p o s e d  ro l e  o f  o x y p e r o x i d G s e  

i s  t ha t  t h e fo rmat i on o f  Comp G u n d  I I I  i n  t h e o x i d at i o n o f  

D H F  i s  w e l l  k n o w n  ( 2 5 , 3 4 , � 06 )  e v e n  i f  p oo r l y  u n d e r s t o o d . 

T h i s  C ompou n d  a p p e a rs ra p i d l y  a t  t h e s t a r t  o f  t h e  o x i d a t i c  

r e a c t i o n o f  D H F  b u t  d o e s  no t  r e a c t  w i t h  e i t h e r  D H F  o r  D H F  

f r e e  r a d i c a l  ( 3 4 ) . T h u s , t h e  D H F  s y s t em u s e d  t o  s u p p o r t  

a r o m a t i c  h y d r o x y l a t i on wou l d  b e  i d e a l l y  s u i t e d t o  p r o v i d e 

t h e  p r o p o s e d  a c t i v e  o x y g en a t i n g  s p e c i e s . F u r t h e r , i n  t h e  

p r e s e n c e  o f  man g a n o u s  i o n t h e  o x i da t i c  r e a c t i o n o f  D H F  i s  

a c c e l e r a t e d  ( 2 6 , 3 4 ) b u t  q u i t e  a d i f f e r e n t  m e c h a n i s m may  

t h e n  o p e r a t e  ( 3 4 )  s i n c e  i n  p a r t i c u l a r  C o m p o u n d  I I I  i s  no  

l o n g e r  p r e s e n t ( 1 06 ) . H e r e ,  t h e n , i s  a p l a u s i b l e  e x p l a n a t 

i on o f  t h e  ca u s e  o f  t h e  o b s e r v e d  s t r o n g  i n h i b i t i on o f  

o xy g e n a t i on b y  m a n g a n o u s  i o n  �h r o u g h  i t s  e f f e c t o n  r e a c t i o n 

m e c h a n i s m l ea d i n g  t o  t h e  a b s e n c e  o f  t h e  a c t i v e oxy g e n a t i n g 

s p e c i e s . P r e v i o u s l y  ( 2 6 ) , t h e  e f f e c t  o f  m a n g a n o u s  i o n w a s  

t h o u g h t  t o  o p e rat e a p a r t  f rom  t he e n z y me b y  a c c e l e r a t i n g  

t h e  r e du c t i o n  o f  p e r h y d io x y l  r a d i c a l  t o  p e r o x i d e  ( s e e F ig u r e 

7 ) . T h i s  p r e s � nt c o n c e p t  o f  p e r o x i d as e - c a t a l y s ed a e r o b i c  

a r oma t i c h y d r o x y l a t i o n  ma k es t h e  r e a c t i o n  a n  e n z y me - c a t a l y s e d  

o n e  � a t h e r  t ha n  a c h e m i cal  r ea c � i o n a s s o c i a t e d  w i t h r a d i c a l s 

l i b e r a t e d i n  t h e c o u r s e o f  a s u p p o r t i n g e n z y m i c r ea c t i o n . 

I n  t l 1 e  c h a l c o n e  r ea c t i o n ,  o x y g e n at i o n i s  l i k ew i s e  h e l d  t o  

b e  a n  e x amp l e  o f  e n z y m e- me d i a t e d  o xy g en R t i o n  i n  c o n t r a s t  t o  

t h e  a l t er na t i v e  o f  a n  e x t r a - E � z y m e  c h em i c a l  r e a c t i o n . T h e  

f a i l L 1 r e  o f  b o t h  r e a c t i on s  t o  o c c u r  u n d e r  a n a e r o b i c  c o n d i t i o n s  
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b u t  w i t h  h y d r o g e n  p e r o x i d e  s u p p l i e d can  o n l y  � s a n  a f a i l u r e  

t o  g e n e r at e t h e  a c t i v e  e n z y m i c  .s p e c i es ; t h i s  c o n c l u s i o n  

i nd i c a t e s  C o m p o u n d  I I I  i s  p r o b a b l y  n o t  � a rme d u n d e r  t h e  

a n a e r o b i c c o n d i t i o n s  u s e d  w i t h  e i t h e r  D H F  o r  c h a l c o n e  . 

. R e c e n t  w u � k  by  J e r i n a a n d  D a l y  ( 4 0 )  o n  t h e  a b s e n c e  

o f  t h e  N I H  s h i f t w h e n  n o n- p h e � o l i c  a r o mat i c  co m p o u n j s  a r e  

h y d r o x y l a t e d  i n  t h e  a bo v e  p e r o x i d a s e - c e � a l y s e d  r e a c t i o n  i n  

t h e  p r e s e n c e  o f  D H F  s u p p o r t s  t h e  p r 8 s en c e  o f  a r a d i c a l  

r a t h e r  t h a n  a n  e l e c t r o p h i l i c  o x y g en a t i n g  a g e n t . T h i s  i s  

b e cau s e  e l e ct r o p h i l i c  o x y g e n at i n g s p e c i e s  a r e  a s s o c i a t e d  

w i t h  t h e  c c cu r r e n c e  o f  t h e  N I H  s h i f t  i n  p h e n o l f o rm a t i o n . 

C o n s eq u e n t l y  i r .  t e r ms o f  t h e  e n z y m i c h y p o t h e s i s  p r e s e n t e d  

a b o v e , o x y p e .r o x i da s e  i s  fu r t hg r  i n d i c3t e d  t o  Ll e ha v e  a s  a 

r a d i c a l  r e a g e n � . T h e e n z y me - b o u n d  r a d i c a l  m a y  b e  a m o r e  

p o w e r  f u 1 o x i d i s i  n g a g E: n t t h a r1 f r e e p e r h y d r o x y l r a d i c a 1 

w h i c h  has  b e e n  h e l d t o  b e  i n c a p a b l e  of  e f f e c t i n g  h y d r o x y 

l at i on o f  s om e  s u b s t r a t e s  a n d  t h e r e f o r e pr o b a b l y  n o t  t o  b e  

t h e  a r omat i c  h y d r o x y l a t i n g  s p e c i e s ( 4 0 ) . W i t h  o x y p er o x i 

d as e  p r o p o s e d  t o  d i s p l a y  r a d i c a l  p r o p e r t i e s , t h e  ox y g en a t 

i on s t e p  i n  c h a l co n e  o x i d a t i o n  m a y  o c cu r  by  a t t a ck a t  t h e  a 

r a t h e r  t h R n  t h e  � c a r b o n  i n  r e l a t i o n  t o  t he c ar b o n y l g r ou p . 

W h i l e  a n  e p o x i d e  i s  t h e  p o s t u l a � e d  p r o du ct o f  t h e  

e r, z y me- c at a l y s e d a d d i t i on o f  o xy g en i n  t he c h a l c o n e  r e a c t 

i o n ,  t h e na t u r e  o f  a n y  i nt er m 2 d i a t e  i n  t he a r o ma t i c  h y d r n x y 

l at i o n sy s t em i s  n o t  k n ow n . A re n e  o x i d e  i n t er m e d i a t e s , 

h 8w e v e r , h a v e  b e e n i m p l i cat e d  i n  h y d r o xy l a t i o n o f  a r o m a t i c  

s u b s t r a t e s  c at a l y s e d  b y  m i x e d - f u n ct i o n o x i d a s e s  a n d  i n  

s i m i l a r c h e m i c a l o x i d a t i o n s  me d i a t e d  b y  p e ro xy a c i d s  ( 1 n 2 , 

1 0 7 ,  1 0 8 ) . I n  s u p p o r t  o f  t h i : p r o p o s a l , d i r e c t  e v i d e n c e  
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h a s  r e c en t l y  b e e n  o b t a i n e d  t h a t  1 , 2 - n ap h t h a l e n e o x i d e i s  t h e  

i n t e r me d i a t e  i n  e n z y m i c f o r mat i o n  o f  n a p h t h o l f r o m  n a p h -

t h a l en e  ( 1 0 2 ) . A c o m m o n  f e a t u r e  o f  t h e s e  m i x e d - f u n c t i o n  

o x i d a s e  2 n d p e r a c i d o x i d at i o n s  o f  a r omat i c  s u b s t r a t es  i s  

t h e o c cu r r e n c e  o f  t h e  N I H  s h i f t  ( 1 0 8 ) . H o w e v e r , t he N I H  

s h i t t  i s  n o t  o b s e r \' e d  i n  p e r o x i da s e - m E d i a� e d h y d r ox y l a t i o n  

( 4 0 )  o r  w h e n  6 n u m b e r  o f  o t h e r  mo d e l  s y s t ems  f o r  c h e m i c a l  

h y d r o x y l a t � o �  a r e  em p l o y e d  ( 1 0 8 ) . T h e s e  m o d e l  s y s t em s  

i n c l u d e  F e n t on ' s  r e a g an t  i n  wh i c h hy d r o x y l r a d i c a l  i s  t h e  

a c t i v e h y d r o x y l a t i n g s p e c i es ( 1 0 9 ) .  I n  v i e w of t h i s  

e v i d e n c e  wi t h  r es p e c t  t o  t h e  o c c u r r e n c e  o f  t h e  N I H  s h i f t , 

i t  i s  l i k e l y  t h at a r o ma t i c  h y d r o x y l a t i on c a t a l y s e d  by  

p e r o x i das e o c cu r s  b y  a s u b s t i t u t i o n r ea c t i o n  i n v o l v i n g  a 

r a d i c a l  s p e c i e s w i t ho u t  t h e  i n t er v e n t i on o f  an  e p o x i d e  

i n t e r me d i a t e .  T h u s  t h e p a r a l l e l  b e t w e e r  p e r o x i d as e 

c a t a l y s e d  o x y g e n a t i o n i n  a r om a t i c  h y dr o xy l a t i o n a n d  c h a l c o n e  

o x i d a t i on a p p a r e n t l y  do e s  n o t  e x t e n d  t o  t h e  f i n a l  g e n e r a t i o n  

o f  e p o x i d e  p r o d u c t s . H ow e v er , a c o mmon  f e a t u r e  i s  i n d i c a t e d  

i n  t h e ap p a r e n t  d i f f e r e n c e  o f  m e c h a n i s m  i n  t h e p e r o x i d a s e 

m e d i a t e d  o x y g e n a t i o n r e a ct i o n s  a n d t he m i x e d- f u n c t i o n  

o x i da s e s y s t ems  d i s c u s s e d . 

F r o m  t h e  a b o v e  d i s cu s s i o n  i t  i s  c l e a r  t h at t h e p e r o x i 

d a s e - c at a l y s e d  o x i d a t i q n o f  c h a l c o n e d e s c r i b e d  i n  t h i s  t h e s i s  

c on s t i L u t es a r e a c t i o n w h i c h  c omb i n e s  t t 1 e  e s s e n t i a l  f ea t u r es 

o f  two  s e p a r a t e ,  w e l l - e s t a b l i 3 h e d  r e a c t i o ns m e d i a t e d  b y  t h e  

e n z y m e . T h e s e  a r e  o n  t h e o n e  h an d ,  t h e  o x i d a t i c  r e a ct i o n 

i n  w h i c h d e h y d r o g en a t i o n  o c c u r s  a n d  mo l e c u l a r  o xy g e n  f u n c t i o n s  

a s  t h e  e l e c t r o n  a c c e p t o r  an d on  t h e  o t h e r , a n  a r o ma t i c  h y d r o x y 

l at i o n r ea c t i on w h e r e  t h e  o xy g en a t om i n c o r p o r at e d  i s  d e r i v e d 

f r o m  mo l e cu l a r  o xy g en . T h e  c ha l co n e- ty p e  o f  f o u r - eq u i v a : e n t  
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o x i d a t i o � o f  a s u b s t r a t a  m e d i a t ed b y  p e r o x i d a s e  i s  s u g ge 3 t e d  

t o  b e  d e p e n d e n t  u p o n  t h e f o r m a t i o n o f  o x y p e r o x i d a s e  a s  t h e  

a ct i v e  o x y g en 2 t i n g i n t e r m ed i a t e .  I t  wou l d  b e  i n t e r es t i n g  

t o  t e s t  f o r  t h e  p � e s e n c e  o f  s u p e r o x i d e a n i o n  i n  t h i s  s y s t em 

u s i n g  s u p e r o x i d e  d i s mu t a s e  e n z y m e  ( 1 1 0 ) . T h i s en z y m e , b y  

c a t r l y s i n g  t h e  d i s �u t at i o n o f  s u p e r o x i d e , w o u l d  i n h i b i t 

c h a l c o n e o x i d &t i o n i f  t h e  f r e e  s u p e r o x i d e  i s  a n  i n t e r m e d i a t e  

b u t  i f  es s a n t i a l l y  t h i s  e n zy me - b o u n d  r a d i c 2 l  i s  i n v o l v e d , 

a s  p r e d i c t e d ,  t he d i s m u t a s e  m a y  b e  w i t h o u t  e f f e c t ( s e e  f o r  

e xa m p l e  ( 1 1 1 ) ) . 

S e v e r a l  p r e v i ou s  e x amp l e s  a r e  k n ow n o f  t h e  fou r -

e q u i v a l e n t  o x i d a t i on o f  s u b s t r a t e s  c a t a l y s e d  b y  p e r o x i d a s e  

( 2 4 , 9 3 , 9 7 ,  1 1 2 ) . T h e  t w o  n o t ab l e  e x amp l e s ,  t h e  o x i d a t i o n  

o f  i n d o l e - 3 - a c e t i c  a c i d ( 9 7 ) a n d  t h e  o x i d a t i v e  d e c a r b n x y 

l a t i o n  o f  m e t h i o n i n e  ( 9 3 , 1 1 3 ) , a r e  s ho � n  f o r ma l l y  b e l o w . 

p e r o x i d a s e > 

I n do l e - 3- a c e t i c  a c i d  ( I A A ) 3- m e t h y l e n e o x i n do l e  

- N H  
I 2 

CH 3 - �- C H2 - CH 2 - �- CO O H  

H 

IYl e t h i o n i  r, e 

N1 H 2 p e ro x i das e 
+ o2 C H3 - S- CH 2 - CH2 - C = O  + C 02 

+ H
2 0 

I n  n e i t h e r  o f  t h es e  r e a c t i o n s  w a s  a d d e d  hy d r o g en p er o x i d e  

r e q u i r e rl ; i n f a c t i t  w a s  i n h i b i t o r y  i n  t h e  l a t t e r  o n e . A d d i t -

i v e s  w e r e  n o t  r eq u i r e d  i n  t h e  I A A o x i d at i o n b u t t h e r e  w a s  a n  
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o b l i ga t 8r f r eq Lr i r om e n t  F o r  c a t a l y t i c  amo u n t s  o f  ma n g a n o u s  

i o n a n d  py r i d o x a l  p h o s p h a t e  i n  t h e  m e t h i o n i n e  o x i d at i o n . 

( Py r i d o x a l  p h o s p ha t e  a d d e d  was  t y p i c a l l y a t  o n e- q u a r t er 

t h e  c o n c B � t r a t i o n o f  t h e  s u b s t r a t e  am i n o  a c i d ) . 

W h i l e  t h e s e  r e a c t i o n s  a r e  b o t h eq u i v a l t: r l t  t o  t h e  

c h a l c o n e  r e a � t l o n i n  o v e r � l l s t o i c h o i o m e t � y , i t  i s  n o t  

s u g g e s t e d  t h at  t h ey  a r e  e q u a l l y  c om pa ra b l e  w i t h t h e  ch a l -

c o n e  r e a cL _ o n . R at h e r , i t  i s  c on s i d e r e d ,  f o r  t he r e a s o n s  

g i v e n  b e l ow , t h at  t h e  I A A  o x i d a t i o n  has  m o s t i n  co mmo n 

w i t h  t h e c h a l c o n e  r e ac t i on .  T h u s , t h e e n z y m i c  o x i d at i o n s  

o f  b o t h  I A A a n d  c h a l c o n e r eq u i r e  n o  e x t e r n a l  me t a l  ( ma n gan-

ou s  i o n )  o r  m o n o p h e n o l  o r  o t h e r  a d d i t i v e s , a l t ho u g h  t h e  

r e a c t i o n o f  I A A has  b e en s t i mu l a t e d  u n der  c e r t a i n  c o n d i t -

i o ns  b y  t h e  a d d i t i o n c f  man ganou s i o n and  o f  o x i d o g en i c 

do n o r s  ( 1 1 4 ) . I t  i s  i m p o r t a nt  t o  no t e  t ha t  th e p ro du c t s  

o f  I A A o x i d at i o n h a v e  b e e n  ch a r a c t e r i s ed f o r  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  m a n gan o u s  i b n a n d  mon o p h e n o l  ( 9 7 ) . T hu s , 

t h e  f i na l ma i n  p ro d u c t , 3 - m e t h y l e n e o x i n d o l e ,  i s  c o n s i d e r e d  

( 9 7 ) t o  b e  d e r i v e d  f r om a n  e p o x i d e i n t er m e d i a t e  ( X X I ) w h i c h  

r e p r e s e n t s  t h e  t ru e  p r o du ct o f  t h e  e n z y mi c r e a c t i o n . 

( XX I )  

I 
H 

3 - � e t h y l e n e o x i n d o l e 

1 
H 

N 0 

H 
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T h e  e p o x i d e  o x y g e n  i n  ( X X I ) r e p r e s e n t s  t h e a t o m  d e r i v e d  

f r o n 1  m o l e c u l a r o x y g e r . .  W h i l e  H i n m a n  a n d  L a n g  ( 9 7 )  f o r m -

u l a t e d  t he o x y g e n at i o n s t e p  a s  a r e a ct i o n  o f  t he I A A f r e e  

r a d i c a l  w i t h  m c l e c u l a r o x y g e n , i t  i s  pos s i b l e t h a t  a n  

e n z y m e - b o u n d  o x y g e na t i r g s p e c i e s  i s  i nv o l v e d .  T h i s  i d e a  

i s  a l i m i t e d  f e a t u r e  o f  t h e m e c h a n i s m  w h i c h h a s  b 3 e n  

p r o p os e d  b y  F o x  a n d P u r v e s ( 9 8 ,  1 1 5 ) . 

V a r i o u s  k n o w n  f e a t u r e s  o f  t h e  I A A r e a c t i o n  a r e  i n  ,. 
a g r e e m e n t  w i t h  · a  p r o p o s e d  m e c h a n i s m  s i m i l ar t o  t h a t 

p r es e n t e d  f o r  c h a l co n e  o� i d a t i o n .  T h us t h e  I A A f r e e  r a d i c a l  

i s  k n o um t o  r w l u c e  t h e  f r e e  e n zy m e  a n d  i n  a d d i t i o n C om p ou n d  

I l l  r ea c t s  ra p i d l y  w i t h  I A A ( 3 2 ) , A s  a r es u l t ,  C o m p ou n d  

I I I  i s  n e t  de t g c t e d  i n  t he c ou r s e  o f  I A A o x i d a t i o n i n  co n -

t r a s t  t o  t h e  s i tu a t i o n w i t h  N ADH  a n d  D i-I F  a s  s u b s t r a t e s  i n  

t h e  o x i d a t i c  r e a c t i o n ( 34 ) . W i t h  t h e s e l a t t e r  t w o  s u b -

s t r a t e s , o f  c o u rs e , n o  o x y g e n a t i o n  re a ct i o n  i s  e n v i s a g e d ,  

o n l y  d e h y d r o g en at i o n . I t  i s  p o s s i b l e  t h a t  i n  t he p r es e n c e  

o f  m a n g a n o us i o n , t h e  o x i dat i o n  o f  I A A  f o l l o w s  a d i f f e r e n t  

c ou rs e ,  a p o ss i b i l i t y no t e d  � r ev i ou s l y  i n  t h e  cas e o f  t he 

r ea c t i o n o f  D H F . 

T h e  me c h a n i sm  o f  a m i n o  a c i d ( m et h i o n i n e ) o x i d a t i v e  

d e c a r b o x y l a t i o n , i n  b e i n g d e p e nd e nt upo n p y r i do x a l  p h os p h at e 

a n d  m a 1 1 g an o us i o n , i s  l i k e l y  t o  d i ff er s i g n i f i c a n t l y  f r o m  

t h a t  o f  c ha l c o n e  a n d  I AA o x i d a t i o n . I n  k e e p i ng w i t h  t h �  

r eq u i r em e n t  f o r  p y r i d o x a l  p h o s p h at e ,  a me c h a n i s m  i nv o l v i n g  

e l e c t r o n  t r a n s f e r  t hr o u g h  c o va l en t l y - b ou n d  S c h i f f b a s e i n t e r

m e d i a t e s  h a s  b e en p r o p o s e d  ( 1 1 3 )  a n d  an  i n t e r es t i n g  f e a t u r e 

i s  t h e  s u g g es t e d  r o l e  o f  C o m p ou n d  I l l  as t h e  a c t i v e f o r �  of  

t h e  e n z y m e  from  w h i c h  t h e  o xy g e n  in  t he a m i d e  p r o d u c t  i s  

d e r  i 'j e d . I n  t e rms  o f  t h e  s om ew h a t  e a r l i e r d i s cu s s i o n ,  
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C o m p o u n d  I I I w o u l d  n o t  h a v e  b e e n e x p e c t G d  t o  b e  t h e 

o x y g e n a t i n g s p e c i e s  i r 1 t h e  p r e s e n c e  of  m a n g a n o u s  i o n .  

H o w e v e r , r a t h e r  t h a n b e i n g  a s t r o n g  a r g u me n t a g a i n s t  t h e  

p r o p o s e d  r o l e  o f  C o m p o u n d  I I I i n  o xy ge n a t i o n s  c a t a l y s e d  

b y  p e r o x i da s e , t h e  o c c u r r e n c e  o f  o xy g e na t i o n  i n  t h e  

p r B s e n c e  o f  m a n g 3 n o u s  i o n  i n  t h i s  c a s e  m ay �e co n s i d e � e d  

a s  a n o t h e r  e xp r e ss i o n  o f  t he o p e r a t i on o f  a m e c h an i s m ,  i n  

t h i s  p a r t i c u l a r  r e a c t i o n ,  b a s ica l l y  d i f f e r e n t  t o  t h a t  i n  

t h e  I A A a n d  c h a l c o n e  sy s t e m s . B a c t e r i a l  f l a v o p r o t e i n  

e n z y m e s  a r e  k no w n  w h i c h c a t a l y s e  t h e  ox i da t i v e  d e c a r b o x y 

l a t i o n o f  s e v e � a l  a m i n o  a c i ds a c c o r d i n g  t o  t h e  s t o i c h e i o 

m e t r y  o f  t h e  p e r o x i das e - c a t a l y s e d  r e a c t � o n ,  b u t  w i t h o u t  

a n y  r eq u i r em e n t  f o r  a d d i t i v e s  ( 1 0 1 ) .  T h e  p er o x i d a s e - n a t a l y �  

s e d  r e a c t i o n m a y  e v en b e  mo r e  c o m p l e x t h a n  i n i t i a l l y c o n 

s i d e r e d  o n  a c c o u n t  o f  t h e  r e c e n t r ep or t  ( 1 1 6 )  � h a t  p y r i d o x 

a l  p h o s p ha t e  i s  a l s o  a s u b s t r a t e  f o r  t he e n z y m e . 

3 C- 4  R e s u l t s  o f  p r e s e n t  wo r k  i n  r e l a t i on t o  o t h e r  a r e a s  o f  

s t u dy 

T h e  p e r o x i da s e - c a t a l y s e d  c ha l c o n e  o x i dat i o n t o  f o r m  

t h e  o x ep i n  p ro d u c t s  i n v o l v es , b e s i d e s  t h e  o x y g e na t i on s t ep ,  

an  i n t r amo l e c u l a r  o x i d a t i v e  c o u p l i n g  r e a c t i o n . O x i d at i v e 

c o u p l i r, g  i s  a w e l l  k n o w n  g e n e r a l  r e act i o n o f  p h e no l i c  

s y s t e m s  a n d  i s  o f  c o n s i � e r a b l e  b i o s y n t h et i c  s i g n i f i c an c e  

i n  p l a n t s  a n d  i n  m i c r o - o r g a n i s ms ( 9 5 ,  1 1 7 ) .  I nc l u d e d  a m o n g  

t h os e  c o mp o u n d s  f o r  w h i ch t h e  k n o w n  or p ro p o s e d  b i os y n t h e t i c  

s eq u e n c e  i n co r p o ra t e s  a n  o x i d at i v e  coup l i n g  s t e p  a r e  v a r i o u s  

f u n g a l  m e t a b o l i t es ( 9 5 , 1 1 8 , 1 1 9 ) a n d  a l k a l o i ds ( 9 5 , 1 2 0 ,  1 2 1 ) , 

t he nat u r a l  p o l y m e r , l i g n i n , ( 1 2 2 ) a n d  o t he r p o l y m e r i 2  p h o n o l s  

s u c h  a s  h y d r o l y s a b l e  t a nn i n s ( 1 i B ) a n d  p r oa n t h o c y an i d i ns ( 1 2 3 ) . 
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T h e  t h r e e  m a i n  e n z y m e s  i mp l i c a t e d  i n  p h e n o l i c  

o x i d a t i o n  a n d  c o u � l i n g  a r e  p e r o x i d a s e , o - d i p h e n o l  o x i d a s e  

( o - d i p h e n o l : 02 o x i d o r e d u c t a s e  E . C .  1 . 1 0 . 3 . 1 )  a n d  p - d i p h e n o l  

o x i d a s e () ;_' l a c c a s e ( p - d i p h e n o l  : 0 2 o x i_ d o r e d u c t a s e , E . C . 

1 , 1 0 , 3 . 2 )  ( 1 1 9 ) . rna n y  3 X am p l e s  o f  o x i d a t i v e  c o u p l i n g  

r e a c t i o ns o f  a w i d e  v a r i e t y  o f  p h e n o l i c s u b s t r a t e s h a v e 

b e e n o b s e r v e d  i n  v i t r o i n  th e p r e s e n c e  o f  o n e  o r  m o r e  o f  

t h e s e  e n z y m e s  ( 9 5 ,  1 1 9 , 1 2 4 - 1 3 0 ) . T h e d i f f i c u l t y i n  d e -
,. 

t e r m i n i n g  at  t i Th es  t h e  t y p e  o f  e n z y m e  r e s p o n s i b l e  f o r  c e r t � 

a i n  o f  t h e s e  o x i d at i o ns , · b e ca u s e  o f  t h e  u s e  o f  c r u d e  e n z y m e  

p r e p a r a t i o n s  ( ' 2 4 - 1 2 6 ) , h a s  a t t r a c t e d  c o mm e n t  ( 1 1 9 ) i r:  

t e r ms  � f  t h e  l i m i t a t i o n s  i m p o s e d  o n  s u b s e q u e n t  d e du c t i o n s  

c o n c e :::- 1 1 i n g  t he p r op e r t i e s ci f  i n d i v i dual  t y p e s  o f  e n zy m e s . 

H o w e v e r ,  i n  c e � t a i n  o f  t h e  r ep o r t s  c i t e d  a b ov e  ( 1 2 7- 1 3 0 ) , 

p e r o x i d a s e  e n z y me w a s  d e f i n i t e l y  t he ca t a l y s t  u s e d . 

T h e  f o r m a t i o n  o f  an  e p o x i d e  p ro d u c t  i n  a p e r o x i d� s e -

c at a l y s e d  r e a c t i o n  a s  p r o p o s ed i n  t he c a s e  o f  c ha l c o n e  o x i -

d a t i o n ,  i s  n o t  w i t h o u t  p r e c e d e n t . A p os t u l a t e d  i n t e r m e d i a t e  

w i t h  t : 1 i s  s t r u c t u r a l  f e a t u r e  ( s e e ( X X I ) a b o v e ) h as a l r e a dy 

b e �n n o t e d i n  c o n n e c t i o n w i t h  t h e  o x i d at i o n  o f  I A A ( 9 7 ) . 

F u r t h e r ,  t h e  i s o m e r i c e p o x i d e  p r o d u c t s  ( X X I I I ) a n d  ( X X I V ) 

ha v e  b e e n  o b ta i n e d  i n  t h e  a e r o b i c  o x i da t i o n  o f  a g r o c l a v i n e  

( X X I I ) c a t a l y s e d b y  H R P  i n  t he p r e s e n s e  o f  a d d �d h y d r o ge n  

p e r o x i d e  ( 1 3 1 ) .  T h e r e  w a s  a n  ob l i g a t o r y  r e q u i reme n t  f o r  

o x y g en i n  t h e  f o r m a t i o n o f  e p o x i d e s  ( X X I I I ) a n d  ( XX I V ) 

i n  t h i s s y s t em w h i c h may  i n d i c a t e  a s i mi l a r i t y of  t h e  a ct i v e 

o x y g e na t i n g s p e c i e s  w i t h  t h a t  o f  t h e  c h a l co n e  r e a ct i o n . 
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( X X I I ) ( X X I I I ) ( X X I V ) 

T h e  i , 2 - e p o x i d e  s t r u c t u r e  i t s e l f  i s  f o u n d i n  a w i d e  

va r i e t y  o f  n a t u r a l  p r o d u c t s  r e p r e s P n t i ng many  d i f f e r e n t  

c l a s s e s  o f  C G m� o u n d s , a s  r e v i e w e d  b y  Cro 3 s  ( 1 3 2 ) , a n d  n u m-

e � o u s  a d d i t i o n a l  e x am p l es h a v e  a c c u mu l at e d  i n  th e m e a n t i m e . 

U n d o u b t e d l y , a n u m b e r  o f  b i os y n t h e t i c  mec han i s ms f o r  g e n e r -

a t i n g  t h e  e p o x i d e r i n g  e x i s t . F o rmat i o n t hr o u g h  t h e i n -

c o r p o r a t i o n o f  a n  a t o m  o f  mo l e c u l a r  o x y g en b y  m i x e d - fu n c t i o n 

o x i d 3 s e  e n z y m e s  h a s  b e e n  n o t e d  i n  a numb e r  o f  cas e s  r e c e � t l y . 

T h e  e x 3mp l e  o f  m i c r os om a l  h y d r o xy l a t i o n o f  n a p ht h a l e n e  p r o -

c e e d i n g  b y  w ay o f  a n  e p o x i d e  i n t e r m e d i a t e  h as a l r ea dy b e e n  

c i t e d  a s  a s p B ci f i c  a n d  p o s s i b ly a m o r e  g e n e r a l e x a mp l e  i n  

m i c r o s om a l  a r o m at i c  h y d r o x y l a t i o n  ( 1 02 , 1 0 7 ) . R e c e n t l y , 

e p o x i d e s  h a v e  b e e n  i m p l i cat e d  a �  i nt B rme d i a t e s  i n  t h e  h y d r o x-

y l at i o n  o f  c e r t a i n a l i p h a t i c o l e f i ns t o  f o r m  d i a l s  i n  a r a t  

l i v e r  m i c r o so m a l  s y s t e m  ( 1 3 3 ) . M i c rosoma l m i x e d - f u n ct i o n  

o x i d a s e  a c t i v i t y  i s  a l s o r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  e p o x i d a t i o n 

o f  cy c l o d i e n e  i ns e c t i c i d e s  s u c h  a s  a l d r i n  a n d  h e p t a c h l o r  

( 1 3 4 ) . A n  e p o x i d e  i n t e r me d i a t e  o f  m u c h  s i g n i f i ca n c e  i s  

s q ua l e � e  e p o x i d e ,  f o r m e d  b y  t he a c t i on o f  s q u a l e n e  e p o � i d a s e  



1 92 .  

( m o n o o x y g e n a s e ) o n  s q u a l e n e  a n d  t h e n  c y c l i s e d  e n z y m i c a l l y , 

� i t h  c on c o m i t a nt e p o x i d e  r i n g  o p e n i n g , t o  t h e s t e r o i d a l  

s y s t e m ( 1 3 5 ) . E p o x i d a t i o n o f  t h e  c a r o t e n o i d  i n  t h e  f or ma t -

i o n o f  v i o l a x a n t h i n ,  o n  t h e  o t h e r  h a n d , i s  a n  e x a m p l e  

w h e r e  e p o x i d e o x y g e n  i s  n o t  d e r i v e d f r o m  m o l e c u l a r  o x y g e n  

b u t f r o m  w a t e r  ( 1 3 6 ) . E x a m p l e s  o f  the  e n z y ma t i c  n y d r � t i c n  

o f  e p o x i d e s  t o  f or m  d i a l s a r e  w e l l  e s t a b l i s he d  f o r  a r e ne 

o x i j e s ( 1 0 2 ,  1 0 7 ) , c y c l o d i e n e  8 p o x i d e s  ( 1 3 4 ) a n d f o r  f a t t y  

a c i d  e � o x i d e s ( 1 3 7 ) . 

C e r t a i n  s u b s t i tu t e d  c o u m a r i n s p r o v i d e  a p a r t ic u l a r l y  

i n t e r e s t i n g  e x am p l e  o f  t he e o - o c c u r r e n c e  o f  r e l a t e d e p o x i d e ,  

g l y c o l  a n d  k e t o  f o r ms o f  a p d r e n t  c o mp o u n d  ( 1 32 , 1 3 8 ) . T h u s , 

f r o m H e r a c 1 e u m c a n d i c a n s , t h e t h r e e c o 1 1 m a r i n s ( s e e b e l o �� ) 

w i t h  t h e  i n d i c at e d  v a r i at i o n i n  t h e  R g r o u p , h a v e  b e e n  

i s o l a t e d  ( 1 3 8 ) . 

R 

0 ·-CH2- R  

� o 
o r  

o r  

T h e  s i mi l a r i t y  o f  t h e  p at t e r n i n  t h i s  ra n g e  o f  p r o d u c t s  t o  

t h a t  o b s e r v ed i n  t h e  p r o du ct s  o f  c hal co n e  o x i d at i on c a t a l y s e d  

b y  p e r o x i d a s e  i s  s t r i k i n g . 
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3 D  C O N CL U D I N G  R E M A R K S 

T h e  s t u dy p r e s e n t e d i n  t h i s t h e s i s  r e v e a l s a c l e a r  

e xa m p l e  o f  a f o u r - e q u i v a l e n t  o x i d at : o n ( d e hy d r o g e n a t i o n  

p l u s  o x y g e n a t i o n ) o f  a n  o r gan i c s u b s t r a t e ,  n a m e l y  c h a l c o n e ,  

c a t a l y s e d  b y  p e r o x i d a s 8 . I t  h a s  b e e n  p o s 3 i b l e t o  d e s c r i b e 

a n d  e xp l a i n  t h i s  o x i d at i o n o f  c ha l co n e  i n  c on s i d e � a b l e  

d e t a i l f r o m  t h e  comb i n e d  r e su l t s o f  b i o c h e m i c a l  a n d  c h e m i 

c a l  s t u d i e s . 

l h e b i o� h e m i c a l  s t u d i e� s h o w e d  t h at  a n  e q u i v a l e n t  

mo l a r  c o n s u mp t i o n o f  c h a l con e a n d  mo l e cu l a r o x y g e n  o c c u r s  

i n  th e e n z y m i c r e a ct i o n . F u r t h e r ,  t h e  o xy g e n  r eq u i r e n 1 e n t  

can  n o t b e  r e p l a c e d  b y  a d d e d  h y d r o g e n  p J r o x i d e , w h i ch  i s  

n o n e t h e l e s s  r e q u i r e d  i n  c a t a l y t i c  a � G u n t s  t o  o b t a i n  a rap i d  

r e a s t i o n . T h u s , as a p e r o x i d a s e- c a t a l y s e d  r e a c t i o n , t h i s  

o n e  i s  o f  t h e  o x i da t i c a n d  no t t h e  p e r o x i d a t i c  c a t e g o r y . 

H ow e v e r , t h e  f o u r - e q u i v a l e n t  o x i d a t i o n  i n v o l v e d  r e mo v e s  

t h e  r e a c t i o n f r o m  t h e  n o r m a l  o x i d a t {c c a t e go r y  i n  w h i c h  0 2 
s e r v es s i mp l y  a s  an e l e ct r on a c c e r t o r, t o  a l i t t l e  k n o w n  

c a t e g o r y  i n  w h i c h o x y g en a d d i t i o n a l l y ado p t s  t h e  r o l e o f  

a n  o x y g e n at i n g  a g e nt . T h e  r e a c t i o n  i s  s e en t o  p r o v i d e  a 

p a r t i c u l a r l y  c l e ar - c u t  e x amp l e  of  t h i s  u n us u a l  a ri d  c o mp l e x 

a ct i v i ty o f  t h e  e n zy me . 

T w o  n e w  c om p ou n d s , 0Y 1 a n d  0Y2 , ha v e  b e e n  i s o l at e d  

a s  t h e  ma j o r  p � o d u c t s  of t he r e ac t ib n . T h e s e  co m p o u n �s 

a r e  i d e n t i f i e d a s  d i a s t e r e o i s o me r i c d i a l  d er i v at i v e s o f  

a n  o x p e i n s t ru c t u r e .  E v i d en c e  i s  p r e s e n t e d  t h a t  e ac h  

d i a s t e r e o i s o m e r i s  a m i x t u r e  o f  e n an t i ome r s . T h i s  t h e r e fo r e  

r e q u i r e s  t h e  f o r m a t i o n o f  a l l  f o u r  s t e r b o i s o me r i c  d i a l s  f r o m  

t h e c h a l c o n e . I t  i s  p r o p os e d  t ha t  t h e d i as t e r e o i s om er s  0 i 1 

a n d  �Y2 a r e  f o rm e d f r o m  e n a n t i o � e r i c  e p o x i d e  p r e c u r s o r s  
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w h .i.. c �1 s p o n t a r 1 e o u s  l y h y d r a t e  to  f o r  m t h e  d i a l s . T h u s : t h e s e  

e p o x i d e s  a r1 d  n o t  0Y .i a , , d  0\� a r e  c on s i d e r e d  t o  b e  'c: h e  t r u e  

i n i t i a l p r o d u c t s  o f  t l 1 e e n z y m i c  r e a c b  o n . I n t er p r e t a t i o n  

o f  t h e  b i o c h em i c a l  r e a c t i o n  i n  t B r m s  o P  t h e  i n t e r m e d i a c y  

n f  k n o w n r e d o x  s t a t u s o f  t h e  e n z y m e 1 s  ma de  p o s s i b l e b y  

t h � s c o n c e p t  o f  t h e e p o x i d e s  a s  i n i t i a l  p ro d u c t , T h e  c o n -

c e p t  a l s o  p r o v i d e s  a n  a t t r a c t i v e  c h e m i c a l  e x p l a n a t i o n  f o r  

t h e  o c cu r r e n c e  o f  a l l  f o u r  s t e r e o i s o m e r s  o f  t h e  0 Y  d i a l 
·' 

s t r u c t u r e . 

I d e n t i f i c a t i o n o f  ,0Y 1  a n d  0Y 2 i s  f o u n d e d  n o t  o n l y  

o n  d i r e c t  p h y s i , · a l  s t u d i es  o n  t h s c om p o u n ds t h e ms e l v e s  b u t  

a l s o  u p o n  t h e i r  c o m m o n  c h e m i c a l  t r a n s f o r m a t i o n s  t o  t h r e e 

o t h e r  p r o d u c t s , D C , f l a v o n o l  a n d  0D C .  T h e  b a s e - p r o mo t e d  

t r a n s f o r ma t i o n  �. e a ds t o  c o m p e t i t i v e  f o rr1 1 a t. i o n  o f  D C  a n d  

f l a v o no l , t h e  f o r m e r  p r o d u c t  b e i n g  a n o th e r  n e w  c o m p o u n d  

a n d  t h e  l at t e r a k n own  o n e . C h a r a c t e r i s at i o n  o f  D C  i n d i -

c a t e d  a s t r u c t u r e  i s o m e r i c w i t h  f l av o n o l  b u t  w i t h  r e t en t i o n  

o f  t h e  o x e p i n  h e t e r o cy c l i c  r i n g  o f  t h e 0Y s t r u c t u r e  i n  

c o n t r a s �  t o  t h e  p y r a n  r i n g  s y s t em o f  f l a vo n o l . T hu s , t h e  

c o m p e t i n g  f o r m a t i o n  o f  t h e s e  t w o  p r o d u c t �  f r om t h e  0Y s t r u c t u r e 

i s  f o r m u l at e d  a s  a n  e l i m i na t i on o f  t h e  s l e m e n t s  o f  wat e r  w i t h  

c o n c om i t a n t  s k e l e t a l  r e a r r a n g e m e n t  i n  t h e  c a s e  o f  f l a v o n o l . 

I n  a dd i t i o n , t he 0Y d i a l  st r u c t u r e  a c c � mmoda tes t h e f o r ma t -

i on ,  u n d e r  a c i d i c c o n d i ti on s , o f  0D C ,  i den t i f i e d  a s  t h e  k 3 t o  

f o r m  o f  t h e  e n o l i c  D C  c o m p o u n d . A r e a r r an g em e n t  o f  t h E  

p i n a co l - p i na co l o n e  t y p e  o f  t h e  0 Y  s t r u c tu r e  a c c o u n t s  f o r  

0D C  f o rmat i o n . T h u s  � h e  s t r u c t u r a l  a r gu m e n t  r e l at i n g  t o  

a l l  t h e  n e w  c o m p o u n d s , 0v 1 0v 2 , D C  a nd 0o c i s  g i v e n  m u c h  

s t r e n g t h  i n  t h e  c o l l e c t i ve a na l ys i s  ma d e  p o s s i b l e  b y  t h e 

f a c i l e  c h e m i ca l  i n t e r c o n v er s i o n s  o b s er v e d . T h e s e  c h e m i c a l 

t ra n s f o r ma t i o ns a l s o  e s t ab l i s h e d  a m o ng t h e  p r o d u c t s  a v a l u a b l e  
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B e s i d e s  f l a v o n o l , o t h e r . k n o w n  f l a v o n o i d s ,  n a m e l y 

t h e  h y d r a t e d a u r o n e  i s o m e r s v 1 a n d  v
2 

a n d  t h e  d i h y d r o -

f l a v o !' o l , g a r b a n z o l , a r e  f o r m e d i n  c he r e a c L i o 1 1 . H o w e v e r , 

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

I t  i s  i n t e r e s t i n g  t h a t  t h e  f i �s t  e v i d 8 n c o o f  t h e e n t i r e 

r e a c t i o n  w a s  t h e  o b s e r v e d  f o r m a t i o n  o f  Y 1  a � d  v
2 f r o m  

c h a-l c o r 1  e i n t h e p r e s  o n c e o f  c r u d G p e r o x i d a s e · - c o n t a i n i n g  

e n z y m e p r e p a r a t i o n s . O n l y  o n  p ur i f i c a t i o n n f  t h e  s y s t e m 

d i d  t h e t r u e ,  c o mp l e x  n a t u r e  o f  t h e  r e a c t i o n  e m e r g e . T h e  

m i n o r f o r m a t i o n  o f  g a r b a n z o l  i n  t h e r e � c t i o n i s  c o n s i d e r e d 

t o  b e  c o m p e t i t i J e w i t h  Y 1 a n d  v 2 f o r m a t i o n o n  t h e b a s i s  

t ha t  a l l  t h e s e  p r o d u c t s  d e r i v o  c h e m i c a l l y by r e a r r a n g e m e n t 

o f  a c o m m o n  c h a l c o n e e p o x i d e p r e cu r s o r . S i g n i f i c a n t l y , 

t h i s  p e r o x i d a s e - c a t a l y s e d  s y s t e m l e a u s  t o  � l a v o n o l , u l t i ma t e 

l y ,  n ot b y  w a y  o f  t h e  di h y d r o f l av o n o J  i n t e r m e di a t e  ( g a r b a n z o l ) , 

n o r m a l l y  f avou r e d  i n  s c h e m es o f f l a v o r1 o i d b i o s y n t h e s i s ,  b u t  

b y  w a y  o f  t h e  n e w l y - f o u n d  o x e p i n  p r e c u r s o r s , 0Y1  a n d  0Y2 . 

T h e  c h e m i c a l  r e a c t i on 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 x i d e , i n i t i a l l y i nv e s t i g a t e d  a s  a co n t r o l  i n  t h e  c o u r s e  

o f  s t u d i e s  on  t he e n z y m i c  r e a c t i o n ,  i s  a l s o r e v e a l e d  o n  

f u r t h e r  s t u dy a s  b e i n g  v e r y  s i mi l a r  t o  t h e  e n z y m i c r e a ct i on .  

T hu s , 0v 1 a n d  0v2 a r e  t h � m a j o r  i n i t i a l  p r o d u c t s  d et e c t ab l e  

i n  t h e c h e m i c a l  r e a c t i o n u n d e L t h e  c o n di t i o n s  c o m p a r a b l e  

w i t h  t h e  e n z y m i c r e a c t i o n . I t  i s  f u r t h e r m o r e  c o ns i d e r e d 

t h a t  t h e  ch e m i c a l  r e a ct i o n u n o e r  A . F . O .  c o n d i t i o n s , i n  w h i c h  

f l a v o n o l  i s  t h e  o n l y  ma j o r  p r od u c t  d e t e c t a b l e ,  a l s o  p r o ce e d s  

b y  w a y  o f  t he 0 Y  c o m p o u n ds a s  i n t e r m e di a t e s . T h i s  i s  � n c o n -

t r a s t  t o  t h e  cu r r e n t l y  a c c e p t E d  i n t e r me d i a cy o f  t h e d i h y d r o-

f l a v o n o l  i n  f l a v on o l f o r ma t i o n  i n  t h e  A . F . O .  r e a c t i o n . 
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T h e s e  f i n d i n g s  o n  t he na t u r e  o f  t h 8  c h e n1 i c a l  r ea c t i o n a n d  

p rop os a l s  f o r t l1 e  c o u r s e  o f  t h e A . F . O .  r e a c t i 8 n ha v e  r e l i e d 

h eav i l y u p o n  t h e e n z y �i c r eac t i o n  s t u d i Rs  t o  e n ab l e  s t r u c t 

u r e  a n d  i n t e r r e l a t i o n s h i p s o f  t h e  p r o d u c t s  t o  b e  d e t e r m i n e d . 

T i l e  b i o s y n t h e t i c  s i g n i f i ca n c e o f  t h e  o b s e r v e d  

t r a n s f o r m a t i o n s  o f  c h a l c o n e  i n i t i a t e d b y  t h e  p e r o x i rla s e

ca ta l y s 8 d  r e n c t i o n i s  u n c e r t a i n .  T o  w h � t  e x t e n t  t h e  e n z y 

m i c r e a c t i o n i s  a mod e l  f o r  t h e  i n  v i v o b i o sy n t h e s i s o f  

f l av o n o l s , a u r o n e s  a n d  d i hy d r o f l a v o no l s  i s  a qu e s t i o n  o f  

g r e e t  i n t e r e s t  a n d  r e m a i ns  t o  b e  d e t e r m i n e d . D e s p i t e t h i s  

u n c e r t a i n t y ,  t h e  e n z y me r e a c t i o n  i s  n o t e w o r t h y a s  t h e  f i r s t  

r e c o r d e d  i n  v i t r o  b i o c h e m i c a l  s y s t em f o r  t h e o x i d a t i o n o r  

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

o f  r e a c ti on  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  u s �  o f  t he e n z y m i c  c c t a l y s t  

h a v e  e n a b l 8 d a mo s t  o r i g i n a l  a n d  u n e x p e c t e d p at hw a y  t o  b e  

e l u c i d a t e d  f o r  t h i s  o x i da t i o n . 

A p ar t i c u l a r l y  l u c i d  e x amp l e  of  p er o x i d a s e  c a t a l y s i s  

o f  a f o u r - e q u i v a l e n t  o x i d at i o n  i nv o l v i n g l i nk e d  d e h y d r o g e n 

a t i on  a n d  o xy g e n a t i on  p r o c e s s e s  i s  p r o v i d e d  b y  th e r e a c t i o n  

o f  c ha l co n e  r e c o r d e d  i n  t hi s t h es i s . C on s e q u e nt l y , t h 8  

p L e s e n t  s tu dy h a s  a l s o  co n t r i b ut e d  s i g n i f i c an t l y  t o  k n ow 

l ed g e  o f  t h i s  c o mp l e x a n d  i l l - d e f i n e d a c t i v i t y o f  th e e n z y m e  

i n  a d d i t i on t o  t h e  ma t t e r  o f  f l av o n o i d b i o s y n t h es i s .  
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C h a p t e r  ·� 

E X  PE R I fYl E rH A L  

4 - 1  C a r b a n z o  s e e d l i n� 

S e e ds o f  g a r b a n z o  b e an  ( C i c e r  a r i e t i n u m ) w e r e  

s p r ea d  o u t  o n  s t a i n l e s s  s t e e l  m o s h  t r a y s  w h i ch w e r G  t h e n  

s u s p e n d e d  i n  a c o n t i n u o u s m i s t  o f  t a p  w a t e r  a t  1 5 - 2 0 ° i n  

t h e  d a r k  f o r  5 - 8  day s . S e e d l i n g s  w e r e  t h e n  h a r v e s t e d ,  

r i n s e d i n  d i s t i l l e d  w a t er a nd u s e d  i mm e d i a t e l y  i n  t h e  

p r e p a r at i o n o f  g a r b a n z o  e n z y me . 

4 -· 2  H R P  e n zyme  

H o r s e r a d i s h  p e r o x i d a s e , R Z 1 • 7 3 , l!l a s  o b t a i n e d  f :::- o m 

W o r t h i n g t on and  t h e  sam e b a t ch w a s  u s e d  t h r o u g h ou t t h e 

p r e s e n t  s t u dy . T he a ct i v i t y o f  t h i s  e n z y m e , d i ss o l v ed a t  

a c o n c e n t r at i o n o f  1 m g/m l  i n  0 . 0 5 M t r i s  b u f f e r  p H  7 . 5 , 

w a s  a s s a y e d  b y  t h e  g u a i a c o l  m e t h od ( s e c t i o n 4 - 5 ) a t  8 0  

u n i  t s ,?u g .  

4 - 3  S o e c t r a  

I ns t r u m e n t s  u s e d  t o  o b ta i n  s p e c t r a  w e r e  a s  f o l l ow s ; 

m as s s p e c t r a ( A . E . I .  M S  9 ) , N IYlR s p e c t r a  ( V a r i a n HA  6 0 ) ,  i . r .  

s p e ct r a  ( P e rk i n- E l m e r  1 3 7 s o d i u m  c h l o r i J e  s p s ct r o p h o t o m e� e r ) 

a n d  u . v . s p e c t r a  ( U n i c a m  S P  8 0 0  s p e c t r o p h o t o m e t e r ) . 

4 - 4  P r o t e i n  e s t i mat i o n  

T h e  b i u r e t  m e t h o d  ( 1 3 9 ) w a s  u s e d  e x c ep t  i n  t h e  c a s e 

o f  t h e  f r a ct i o n s  o b ta i n e d by  c h r om ato g ra p h y  o n  D E A E  A- 5 0  

S e p h a d e x  w h e r e  t he p r o t e i n  c on ce n t r at i o n  w as v e ry l o w .  

P r o t e i n  i n  t h e s e  f r a c t i o n s  w a s  est i mat e d  s p e c t r o p h o t o m e t -

r i c a l l y  by  t h e  � ( E 2 1 5 - E 2 2 5 ) m e tho d ( 1 4 0 ) . T h e  o b s e r v e d  
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o p t i c a l  d e ns i t y d i f f e r e n c e  a t  t he s P. t w o  w a v e l e r , g t h s  w as  

co n v e r t e d  to  a r e l a t i v e p r o t e i n  c o n c e nt r at i o n u s i n g t h e  

r e l a t i o n s h i p  a p p l i c a b l e  t o  s e r u m  a l b u m i n : 

6 E 1 4 4 /u g p r o t e i n/m l 

4 - 5  A s say o f  pe r o x i d a s e  ac t i v i t v 

T h e  m e t h o d  b a s e d  o n  t h e o x i dat i o n  o f  g u a i a c o l  i n  

t h e  p r e s e n c e  o f  h y d r o g e n  p e r o x i d e  t o  co l ou r e d  p r o d u c t s  

w h i c h w e r e mo n i t o r e d s p e c t r o p h o t o m e t r i c a l l y  a t  4 70 n m  w a s  

u s e d  ( 1 4 1 ) .  T h e  r e a ct i on v o l u m e  t o t al l e d  2 m l  i n  0 . 0 5 M 

t r i s  b u f f e r  p H  7 . 5  a n d  co n t ai n e d gL' a i  a c o  l ( 2 5 /U l 0 �  2 6 . 7  

m M  s o l u t i o n  i n  VJ a t e r ) , hy d r o g en p e r o x i d e  ( 1 0 /U l o f  2 6 . 7  

m M  s o l u t i o n i r, w a t e r ) a rl d  e n zy m e  a s  r eq u i r e d  ( u s u a l l y  i n  

5 - 2 5 /u l ) .  A d d i t i o n  o f  h y d r o g e �  p e � � x i d e  s t a r t e d t h e 

r e a c t i o n w h i c h w a s  r u n a t  2 5 ° . T h e  a mo u n t  o f  e n z y m e  t ak e n  

w as a d j u s t e d  s o  t ha t  t h e  a c t i v i ty l a y  i n  t h e  r a n g e  5 0- 1 0 0 

u n i t s . T h e  ' u n i t '  o f  e n z y m e  a c t i v i t y u s e d  t h r o u gh o u t  i s  

d e f i n e d a s  t h e a c t i v i t y  r eq u i r e d  t o  p r o d u c e  a n  i n c r e a� e  

i n  a b s o r b a n c e  a t  4 7 0  n m  o f  0 . 0 1 i n  5 mi n u t es i n  t h e  a b ov e  

g u a i a c o l  a s s a y . T hu s , w i t h  5 0 - 1 0 0  u n i t s  o f  a c t i v i t y a d d e d  

p e r  c u v e t t e ,  p r o g r e E s  c u r v e s  w e r e  r e c o r d e d  f r o m  w h i c h  

m e a n i n g f u l  r a t e  da t a  co u l d  b e  t ak e n . A t an g e n t  w a s  f i t t B d  

t o  t r. e  s t e e p e s t  s l o p e o f  t h e  p r o g r e s E  c u r v e  t o  d e t e r m i n e  

t h e r a t e . W i t h  g a r b a n z o  e n z y m e  p r e p a r a t i o n s  a t  a l l  s ta g e s  

o f  p u r i t y , t he i n i t i a l  r a t e  w a s  a l w a ys  t h e  r a t e  t ak e n . 

H o w e v e r , t h i s  w a s  n e v e r  t 1 1 e  c a s e  w i t h  H R P  e n z y m e  s i n c e  a 

l ag p h as e w a s  a l ways  o b s e r v e d  i n  p r o d uct  f o rm a t i o n  c a t a l y s e d  

b y  t h i s  e n z y m e .  A f t e r  t h e s ho r t  l a g  p h a s e  a l i n e a r  r a t e  o f  

p r o du c t  f o r m a t i on w a s  o b s e r v e c  a n d  w as t ak e n as t h e r a t e  o f  

r ea ct i on . E l i mi na t i on of  t he l a g  p h as e was  o b s e r v e d  i f  2 /u l  
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o f  2 6 . 7  mM  h y d r o g en p e r o x i d e w a s  f i r s t  a dd e d  t o  c a u s e  a 

l i m i t e d p r e l i m i n a r y  r e a c t i o n  ( w � i c h  s t o p p e d  w h e n  a l l  t h e  

b y d r o g e n  p e r o x i d e  w � s  u s e d ) , b e f o r e t h e  n o r m a l  a d d i t i o n  

o f  h y d r o g cm p e r o x i d e ( 1 0 ,A.J l  o f  2 6 , 7  r1 fn s o l u t i o n ) w a s  m a d e  

t o  d e t e rm i n e r e a c t i o n  r a t e . T h e  r a t e o b t 3 i n e d  f o l l ow i n g  

t h i ::;  p r e- t r e a t m e n t t o  e l i m i n a t e  t h e  l a g was  t h e s q m e  2 s  

t h a t  o b s e r v e d w h e n  t h e l a g  p h a s A w a s  i g n o r e d  a n d t h e r a t e  

d e t e r m i n e d  f r o m t h e  s u b s e q u e n t . l i n e a r  s e c t i o n  o f  t h e  p r o g r e s s  

c u r v e , 

4 - 6  P r e o a r a t i u r 1  o f c e l l - f r e e e n �t!n e e x t r a c t  o f  ga r b a n z o  

s e e d l i n o s 

A l l  o p A r a t i o n s  in  t h e f o l l ow i ng  p r o c e d u r e  w er e  

c a r r i e d  Q U t  at  0 - 4 °  u s i n g  ma t er i a l s  a nd equ i pm e n t  c o o l e d  

t o  t h i s e x t ent . 

T h e  5- 8 d a y  o l d  g a r b a n z o  s ee d l i ngs  w h i c h  h a d  b e e n  

g r ow n  i n  t h e  d a r k  u n d e r  a co n t i n u o u s  l i g h t  s p r a y  o f  t a p  

w a t er w e r B r i ns e d w i t h  d i s t i l l e d w a t er a n d  g r o u n d  i n  0 . 0 1 M 

t r i s b 1 1 f f e r  p H  7 . 5  ( a b ou t  7 r: l  p e r 1 0  g o f  s e e d l i n g s ) i n  a 

W a r i n g  b l e n d o r  f o r  s h o r t  p e r i o ds ( 1 0 - 2 0  s e con d s ) at  a t i m e 

u nt i l  a s m o o t h  h o m o g e n a t e  w a s  p r e p a r e d . T h i s  h o mo g e n a t e 

w a s  i mme d i a t e l y  e n c l o s e d  i n  s e v e r a l  l a y e r s  o f  c h e e s e c l o t t 1 ,  

s q u ee z e d  a n d  t h e  l i q u i d  e x p r e s s e d  w a s  c o l l e c t e d . T h e  s o l i d  

r e s i d u e  i n  t h e  c h e e s e c l ot h  w a s  d i s c a r d e rl . C e n t r i f u g a t i c 1  

o f  t h e  e x p r es s e d  l i q u i d  a t  5 0 0 0 g  f o r  3 0  m i n u t e s  p r ov i d e d  a 

s u p er n a t a n t  ( a b o u t  7 . 5  m l  p e r  1 0  g o f  s e e d l i n gs ) w h i c h  w as 

d e can t e d  a n d  u s e d  a s  t h e  c r u d e  c e l l - f r e e  e n zy me . 

T h i s  p r ep a r a t i o n was  t h e s t a r t i n g  m at e r i a l  u s e d  i n  

p r e l i m i n ar y  f r a c t i o n a t i o n  s t u d i e s  ( s e e  p a r t  · 2 A ) a n d  a l s o  

f o r  t h e  p a r t i a l p ur i f i c a t i on o f  p e r o x i d a s e  ( F i g u r e  1 2  a n d  

T a b l e  2 ) _ . I t  w a s  s i m i l a r  t o  t h e  p r e p a r at i on u s e d  o r i g i n a l l y  
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b y  IJJ o n y  ( 1 7 - 1 9 ) . 

4 - 7 l r a c t i o n a t i c n  o f  c e l l - f r e e  g_a r b a n z o _..§_ n zy m �  

I n  t h e  p r e p a r a t i o n of  a p u r i f i ed  p e r o x i d a s e  e xt r a c t  

f r o m  t h e  c e l l - f r e e e n z y m e ,  t h e p r o c e du r e s  s u mma r i s e d i n  

F i g u r e 1 2  L\J e 1.' 8  u s e d , a l l o p e r a t i o n s  b e i r 1 g  a g ai n p �� r f o r me d  

A c i d t r e a t m e n t  t o  p H  4 . 5 was  u s e d  t o  p r e c i p i t a t e  

mu c h  p r o t e i n a n d  t o  c ! a r i f y t h e m i l k y c e l l - f r e e e x t r a c t  

( s e e  F i g u r e 1 2 ) . A f t e r  a c i d t r e a t m en t , t he s u p e r n a t a nt , 

t i t r a t e d b a c k  t o  p H  7 . 5 ,  w a s  f r a c t i o na t � d at  0 ° ( i n  i c e ) 

w i t h a c e t o n e ,  0 a l s o  a t  C . T h e  a c e t o n e w a s  a d d e d  t o  50%  

f i n a l  c o n c e n t r a t i o n ( v/ v ) a t  a s t eady  rate  o v e r 4 m i n u t es 

a n d s t i r r i n g  wa s  c o n t i n u e d  f or a f u r th e r 5 m i n u t e s . M o s t 

p e r o x i d a s e  a c t i v i ty w as p r e c i p i t at e d  b e t w e e n  3 5- � 5% a c e t o n e  

c o n t e n t . L i t t l e  p r o t e i n  w a s  p r e c i p i t a t e d  u n t i l  t h e  a c e t o n e  

c on c en t r at i o n e x c e e d e d  3 0% . P r e c i p i t a t e d  p r o t e i n  w a s  r e-

c ov e r e d  b y  c e n t r i f u ga t i o n  ( F i g u r e  1 2 )  an d t h e  s u p e r n a t a nt  

w a s  d i s ca r d e d . A f t e r  s u s p en s i o � o f  t he r e c ov e r e d  p r ot e i n  i n  

a s ma l l v o l um e  of  0 . 0 5 M t r i s  bu f f er p H  7 . 5  ( a b o u t 0 , 6 m l  

p e r  1 0  g s e e d l i n g s ) , t h e i n s o l u b l e  d e nat u r e d  p r o t e ::. n  w a s  

s p u n  d o w n  a n d  t h e  c l e ar ,  l i g h t  amb e r  s u p er n a t a n t  w a s  t h e n  

w e i g h t e d  w i th s u c r os e a n d  a p p l i e d t o  a S ep h a d e x  G- 75  c o l u m n  

( 3 x 3 ;.. c m ) . 

T h i s  c o l umn w a s  p a ck e d at  r o om t em p e r a t u r e  u n d e r  a 

p r es su r e h e a d  o f  a b o u t  1 5  cm  o f  b u f f er w i t h S e p h a d e x  G - 7 5 

s w o l l en i n  0 . 0 5 M t r i s b u f f e r  p H  7 . 5 .  A f t e r r u n n i n g t h e  

c o l u m n  w i t h t h e same  b u f f e r  a n d  p r e s s u r e  h e a d  f o r  a b o u t  

1 2  hou r s  i n  t h e  c o l d  t h e a c e t on e- p r e c i p i t a t e d e n z y me w a s  

l a y e r e d  o n  t o p  o f  t h e  g e l  b e d  wh i c h ha d b e e n  p ro t e c t e d  w i t h  
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a t h i n l ?. y e r  o f  S e p : 1 a d e x  C - 2 5 . T h e  a b s o r b CJ n c e  o r'  t h e  

e f f l u e n t  a t  2 5 4  1 1 m  w a s  mon i t o r e d u s i n g  L K B  ' U v i c o r d ' e q u i p 

m e n t  a n d  f r a c t i o � s  w e r e  co l l e c t e d  a t  30  m i n u t e i n t e r v a l s 

a n d  a s s ay R d  r' o r  e n z y me a c t i v i ty a n d  p r ot e i n  c o n t e n t  ( F i � u r e  1 3 ) . 

F u r t h e r  p u r i f i � a t i o n of  t h e  f o u r m o s t  a c � i v e  f r a c t 

i o n s  ( p o o l e d ) f r o m  S e p h a d e x  G- 7 5  f i l t r at i o n  w a s  a c h i e v e d  

b y  i o n e x c h a n g ,  c h r o m at o gr ap h y o n  D E A E A - 5 0  S e p h a d e x . T h i s 

c o l u mn ( 1  x 1 0  c m ) w a s  p a ck e d  u n d e r  a 1 5  c m  h e a d  w i t h  a 

s l u r ry o f  D E A E A - 5 0  S e � h a d e x p r e- eq u i l i b r 3 t e d  i n 0 . 0 5 M t r i s 

b u f f e r  p H  7 . 5 . T h e  c o l u m n w a s  t h e  11 w a s h e d i n t h e  c o l  d w i t h 

f u r t 1: e r  0 . 0 5 M p H  7 . 5 t r i s b u f f e r  f l o w i ,- , g u n d e r t he  s a m e 

p r e s s u r e  he a d  b e f o r e  t h a  p r o t e i 1 1 s am p l e  w a s  a p p l i e d . T h e  

a c t i v e f r a c t i o n s  w e r e  f o u n d  t o  b e  amo n g  t h e  f i r s t  t o  c o m e  

o f f t h e c o l u mn ( F i g u r B  1 4 ) ; mos t o f  t h e  p r o t e i n i n  t he 

a p p l i e d s a m p l e  w a s  f i r m l y  b o u n d  o n  t h e t op o f  t h P  c o l u m n  

a n d  m o v g d  o n l y  o n  th e i n t r o d u c t i o n  o f  a s a l t  g r a d i e n t . 

T h e  S e p h a d e x  C - 7 5  c o l umn  w a s  u s e d  r e p e a t e d l y  w i t h 

o u t r e p a ck i n g b u t  a f r e s h  DE A E - S e p h a d e x  co l u m n  w a s  u s e d  

e a c h  t i rr: e . 

B e s i d e s  t he s e  f r a c t i o n a t i o n  p r o c e d u r e s  f i n a l l y  a d op t e d 

f o r  t h e p u r i f i c a t  i o n  o f g a r b a n  z o p e r o x  i d as  e , t h e c t: l l -- f r e e 

e n z y me w a s  i n i t i a l l y f r a c t i o n a t e d  f or p r e l i m i n a ry s t u d i e s 

i n  a n u mb e r  o f  a d d i t i o n a l  ways  ( s e e  p ar t  2 A ) . 

T h u s , i r. t h e  h e a t  t r e a t m e n t  p r o c e du r e , t h e  e n z y m e  

w a s  a g i t a t e d  i n  f l a s k s  i n  a w n t e r  b a t h  a t  5 0° f o r  n o r ma l l y  

6 0  m j n u t e s  d u r i n g  w h i c h t i me c on si de r a b l e  p ro t e i n  d e n a t u r a t 

i o n  o c c u r r e d  a n d  t he c ha l co n e - f l a va n o n e  i s o m e r a s e  a ct i v i t y 

( 1 5 , 1 6 ) i n  t h e c r u d e  p r e p a ra t i o n w a s  d e s t r oy e d . A f t e r 

r ap i d  c o o l i n g , c e n t r i f u g a t i on o f  t h e  h e a t - t r e a t e d  e n z y m e  

r em o v e d  t h e  d en a t u r e d p ro t e i n  a n d y i e l d e d  a c l a r i f i e d  
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s u p e r n a t a n t  ( h e a t - t r e a t e d e n z ym8 ) w h i ch w a s s u i t 8 b l e  f o r  

f u r t h e r  f r a c t i o n a t i o n s . 

Amm o n i u m  s u l p ha t e  f r a c t i o n a t i o n  w a s  p e r F o r m e d b y  

a d d i n q t h e  s o l i d s a l t  t o  a s t i r r e d , he a t - t r e a t a d  e n z y m e  a t  

0 - 4 °  a t a l:l o u t  t h 5  r a t e o f  s o l u t i o n o f  t he s a l t . S t i r r i 'l g  

w a s  c o n t i n u  e d f o r  1 5 m i n Le t  e s :et f t e r  t h o 1 e q u i r e d a d d  i. t i o n  

o f  s a l t  h a d  b e e n co m p l e t e d . T h e  s u s p 2 n 3 i o n w a s  t h e n 

c e n t r i f u g e d t o  r e c o v e r  t h e  p r e c i p i t E t 8 d  p r o t e i n a n d  p r o v i d e  

t h e  s t a r t i n g  mat e r i a l  ( s u p e r na t a n t ) f o r  t h e n e � t  p r e c i p i t a t -

i o n s t e p  u p o n i n c r e m e n t a l ( 1 0% )  i n c r ea s e  i n  a mmo n i u m  s u l -

p h a t e  c o n c e n t r a t i o n . N o  a d j u s t m e n t  o f  t h e  p H  o f  t h e  s o l -

u t i o n w a a  m a d e j u r i n g t h i s  p r o c e d u r e . A s s a y s  w i t h  gu a i a c o l  

o n  t h e r e d i s s o l v e d  p r o t e i n  p r � c i p i t a t es o� t a i n e d  b y  a m m o n -

i u m  s u l p h a t e  t r e at m e n t  s h ow ed  n o  e v i de n c e  o f  any  c l ecr - c u t  

f r a c t i o n a t i o n  a n d  c o n c e n t r at i on o f  t h e  pe r o x i d as e a c t i v i t y . 

A c e t o r 1 e  f r a c t i o n at i on o f  h e a t - t r eat e d  o r  ammo n i u m 

s u l p h a t e  p r e c i p i t a t e d  e n zy m e  was  p e r f o r m e d  i n  t h e ma n � e r  

p r e v i ou s l y  d e s c r i b e d  e x c e p t s ev e r a l  i n cr e m e n t s  i n  a c e t o n e  

c o n ce n t r a t i o n  w e r e  u t i l i s e d  t o  a c h i e v e  s t e p w i s e  p r e c i p i t a t -

i on o f  t h e  b u l k  o f  t h e  p r o t e i n . S t a b i l i t y o f  t h e p e r o x i -

d a s e  a c t i v i t y i n  a c e t o n e  wa s  s u f f i c i e n t  t o  a l l ow t h i s  e x-

t e n d e d  ma r1 i p u l at i o n  a s  j u d ge d  by t h e  p r ss e n c e  o f  e n z y m i c  

a ct i v it y  ( g u a i a c o l  a n d  c h a l co ne a s s a y s ) i n  a l l  f r a ct i � n s . 

4 - 8  P o lya c ry l a m i d e  ge l e l e c t r opho r e s i s  

A v e r t i c a l  t h i n- s l ab , a na l y t i ca l  a p p a r a tu s wa s u s e d  
. 

( 1 4 2 ) . T h e  g e l  s l a b  w a s  p o u r e d  f r o m  a s o l u t i o n  p r ep a r e d  

b y  d e a e r a t i n g  1 5  m l  o f  1 5% w/v a c r y l a m i d e  s o l u t i o n , i n . 

w a t e r , co n t a i n i n g  0 . 3% N , N ' - m e t hy l e n e b i s a c r y l a m i d e  a n d  1 5  m l  

o f  b u f f er ( 0 . 1 M i n  b o t h  t r i s  a n d  g l y c i n e ) a n d  t he n  a d d i n g  
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w i t h  r.� i x i n g ,  0 . 3  m l  o f  1 0% w/v N , N , N '  , f\1 '  , - t e t r am :J t h y l e n e d i

a m i n e  ( T E M E D ) f o l l ow e d  b y  0 . 3  m l  1 0% w/v a m m o � i u m p e r s u l 

p h a t e s o l u t i o n f r e s h l y  p r e p a r e d  i n  w a t e r . 

� e r  a n a l y t i c a l  p u r p o s e s , s i x  s e p a r a t e  w e l l s  w e r e  

f o r m e d  i n  t h 8 t o p  e n d  o f  t h e  g e l , b u t  i n  c a s e s  w � e r e  e n z y m e  

was  t o  b e  r e c o v e r e d a � i n g l e w e l l e xt e n d i n g  a c r os s  t h e g e l  

was  f o r m e d . T h e  0 . 1  M t r i s - g l y c i n e  b u f f e r  u s e d  i n  t h e  

p r e p a r at i o n  o f  t h e g e l  w a s  a l s o u s e d  i n  a n o d i c  a n d  c a t h o d i c 

c o m p a r t m en t s . P r o t e i n s am p l e s  w e i g h t e d  w i t h s u c r os e w e r e  

ap p l i e d u n d e r  bu f fe r  t o  t h e  b o t t o m o f  s e pa r at e w e l l s  i n  t h e 

e n d  o f  t he g e l . T h e  s am p l e  v o l u m e  f o r  . ' a c h  w e l l w a s  b e t vJ e e n  

1 0  a n d  5 0 ,� 1  a n d  t h e  p e r o x i d as e a c t i v i t y b e tw e e n  1 0 0 a n d  

4 0 0  u n i t s . A v o l t a g e  g r a d i e n t  o f  1 4  V/�m  w a s  a p p l i e d f o r  

1 . 5 h ou r s  u n d e r r o o m  t em p e r at u r e  c on d i t i n n s  t o  s ep a r at e t h e  

p r ot e i n s  aft e r  w h i c h  t i m e  t h e g e l w as r e mo v e d f r o m  t h e  mou l d  

a n d  e x a m i n e d . I n  c as e s w h e r e  n e t - n e ga t i v e l y  c h a r g e d  i s o e n-

z y m e s  w e r e  b e i ng i n v e s t i g at e d , t h e  g e l  w a s  p r e- r u n  f or 1 . 5  

h ou r s  t o  r em o v e  p e r s u l p ha t e , a nd t h e bu f f er i n  t h e  e l e c t r od e  

c o m p a r t m en t s  w a s  c ha n g e d  b e for e t he p ro t e i n  s am p l e s W b r e  

a p p l i e d . 

T h e  g e l  w a s  s t a i n e d  t o  d e t e c t  p e r o x i d a s e  a c t i v i t y 

b y  i mm e r s i o n  i n  a s o l u t i o n  o f  b e n z i d i n e  d i h y d r o c h l o r i d e 

i n  a c e t a t e  b u f f e r  i n  t h e  p r es e n c e  o f  h y d r o g e n  p e r ox i d e  ( 1 4 3 ) . 

A l t G r f1 < ' t i v e l y , t. h e  g e l  w a s  s ta i n e d  y e l l ow b y  s o ak i n g  f o r  

1 0  m 5 n u t es i n  a s o l u t i o n  o f  t h e  d i s o d i u m  s a l t o f  c h a l co n e  

i n  0 . 0 5 M t r i s b u f f er p H  7 . 5  ( c o n c e n t r a t i o n  a p p r o x i ma t e l y  

1 m g/m l ) . T h e n  t h e  g el w a s  t r a n s f e r r e d  t o  e i t h e r a c l e a n  

d i s h  i n  w h i c h a m o i s t  a t m o s p h e r e w a s  ma i n t a i n e d  f o r  � t i m e  

( abo u t  3 0  m i n u t e s ) t o  p e r m i t  t h e  s l ow d e c o l o r is a t i o n  o f  t he 

y e l l ow c ha l c o n e  t o  o c c u r  ( 0Y 1 a n d  0v2 f or ma t i on ) i n  t he z o n e s  
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o f  � e r o x i d a s e  a c t i v i t y  a r , a l t e r n at i v e l y , l h e  c ha l c o n e 

s t a i n e d  g e l  w a s  i mm e r s e � 1 n  a d i l u t e  s o l u t i o n  o f  h y d ro g e n  

p e r o x i d e  i n  p H  7 . 5 t r i s  b u f f e r  t o  p r o m o t e  v o ry r a p i d  d e 

c o l o r i s at i o n o f  c h a l c o n e i n  t h e  l o c i  o f  p e r o x i d a s e  a c t i v i t y . 

4 - 9  _P r epa rat i o n o f  Y 1 a n d  Y2 - pr o m o t i ng a n d O C- i n h i b i t i ng 

f a c t o r s  f r om c e l l - f r e e  e n zym e 

T o  o b t a i n  a pr e p a r at i o n o f  t h e f a c t o r ( s ) w h i c h 

p r o m o t e d  Y 1 a n d
_ 

Y 2 a n d  i n h i b i t� d D C  f o r m at i o n  i n  t h e  e n z y m i c  

o x i d at i o n o f  che l co n e  i n . t h e  a b s e n c e  o f  a dd e d  hy d r o ge n  p e r o � -

i d e ,  c e l l - f r e e e n z y m e w a s  h e a t e d a t  1 0 0 ° f o r  1 5  mi n u t e s , 

c o o l e d a t  r o o m  t em p e ra t u r e  a n d  c e n t r i f u g e d  t o  p r o v i d e a 

c l e a r , l i gh t  am b e r  s o l u t i o n d e v o i d  o f  p e r o x i d a s e  e n z y m e  

a c t i v i t y . T h e  y i e l d  o f  s u p e r n a t a n t  o n � v o l u m e  b a s i s w a s  

t y p i c a l l y  f ou n d  t o  b e  7 0 %  o f  t h B ce l l - f r e e  e x t r a c t . 

4 - 1 0 I n cu b a t i o n  m i x t u r e s  a n d  c o n d i t i o n s  

I n  p r e l i m i na ry w o rk w h i c h  e x p l o r e d  t h e  n a t u r e  o f  

t h e  e n z y m i c  a c t i v i t y  i n  t h e g a r b an z o  p r e p a r a t i o n s  ( s e e  p a r t  

2 A ) , t h e  i n c u b at i o n  m i x t u r e t y p i c a l l y  c o n ta i n e d  e n z y m e  p r e p 

a r a t i o n ( u p  t o  3 m l  i n  0 . 0 5 M t r i s  b u ff er  p H  7 . 5  a n d  eq u � v

a l e n t  t o  s e v e r a l  h u n d r e d  t o  s e v e r 2 l  t ho us a n d  u n i t s  o f  p e r 

o x i d a s e a c t i v i ty ) , c ha l c o n e  ( 0 . 5- 1 . 0  m g  f r e s h l y  d i s s o l v e d  

a s  t h e  di s o d i u m  s a l t a t  a c o n c e n t r at i o n  o f  1 m g/m l  i n  0 . 0 5 

M t r i s  b u f f e r  p H  7 . 5 ) in d b u f f e r  ( 0 . 0 5 M t r i s p H  7 . 5 ) t o  

mak e a t o t a l  v o l u m e  o f  4 m l . I n  t h e s e  e a r l y  i n v e s t i ga t i o n s , 

h y d r o g e n  p e r ox i d e  w a s  no t a d d e d . T h e  r ea c t i o n  mi x t u r e  w a s  

i n c u b a t e d  a t  3 7 ° f o r  1 . 5 h o u r s . S i n c e  on l y  a s l ow c o n s u m p -

t i o � o f  c h a l c o n e  o c c u r r e d ,  t he r e a c t i o n  was  n o t  d e l ib e r a t e l y  

s t o p p e d  b e fo r e  t h e  p r o du ct  e x t r � c t i on s t e p w h i c h  i mm e � i a � e l y 

f o l l ow e d . 
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T h e  v o l u me o f  e n z y m e  a d d e d  w a s  d et e r m i n e d  o m � i r i � L l l y ; 

w i t h c r u d e  a n d  h e a t - t r e at e d  p r e � a r at i o n s , a 3 m l  v o l u m e  

c o r r e s p o n d i n g  t o  4 - S g o f  s ee d l i i 1 g s w as al way s u s e d  t!J h i l e  

a l e s 3 e r  v o l u m e  ( do w n  t o  0 . 1  m 1 ) was  ·i; a k en  w i t h  ammo n i u m 

s u l p ha t� an d a c e t o n e  p r e c i p i t a t e d  p r e p a r at i o n s . A w i d e  

v a r i a t i o n , p e r h a p s  1 0 - f o l d ,  i n  t h e  p e r o x i d as e  a c t � v i t y l n  

t h e  a l i q u o t  o f  p re c i p i t at e d  e n z y m e t ak e n  d i d  n o t  a f f e c t  

r e s u l t s  s i g n i f i c ant l y  b e c a u s e  t h e  r e a c t i o n r a t e w a s  v e ry  

s l ow i n  t h e  abs�nce  o f  a d d e d  hy d r o g e n  p e r o x i d e  and  q u a l i 

t a t i v e  e f f e c t s  o n l y  w e r e  b e i n g  o b s e r v e d . F u r t h e r ,  t h e  

c o n s i s t e n t  u s e  o f  a s t a n d a r d  3 m i  v o l u m e  o f  c r u d e  a n d  h e a t 

t r e a t e d  e n z y m e e n s u r e d  t h e  k e y  qu a l i t a t ' v e  e f f e c t s  o f  h e a t 

s t a b l e  d i a l y s a b l e  f a c t o rs o n  D C  a n d  Y 1 a n d  Y 2 f o r m a t i o n 

w e r e  d e t e c t e d . 

L a t e r , w h e n  t he g a r b a n z o  e n z y me h a d  b e e n  i d G nt i f i e d  

a s  a p e r o x i d a s e  a n d  pa r t i a l l y p u r i f i e d  pr e p a r at i o n s  w e r e  

u s e d ,  i n  a dd i t i o n t o  H R P  e n z y me , t h e  i nc u b a t i o n m i x t u r es 

a n d  c o n d i t i o n s  wer e c h a n g e d  d rama t i c al l y  f r o m  t h o s e  n o t e d  

a b o v e  � o  t h o s e d e t a i l e d  i n  t h e  a p p ro p r i at e  s e c t i o n s  i n  t h e  

R es u l t s . I n  g en e r a l  t h e r e a c t i o n  m i x t u r e  c o n t a i n e d  1 n  a 

4 m l  t o t a l  v o l ume  o f  0 . 0 5 M t r i s  b u f f er p H  8 � 0 ,  en z y m e  

( l es s  t h an  1 . 0 t o  mo r e  t h an 1 0 0 u n i t s ) , hy d r o g e n  p e r o x i d e  

( 0- 1 0/U mo l e s ) a n d  c h a l c o n e  ( 0 . 2 - 2/U m o l e s ) . F o r  s p e c t r o 

p h o t o m e t r i c  o b � e r v a t i o ns , r ea c t i o n  m i x t u r e s  w e r e  r e d u c g d  

t o  2 m l  t o t a l  v o l u m e . T h e  c ha l co n e  w a s  n o r ma l l y  a d d e d  a s  

an  e t h a n o l i c  s o l u t i o n  ( co r. c e n t r a t i o n  1 - 5  m g/m l ) .  T h e  f i n a l  

c o n c an t r a t i on o f  e t ha n o l  i n  t h e  r e a c t i o n m i x t u r e  w a s  r e 

s t r i c t e d  t o  5%. 
ma x i 1 n um  w h i ch  w a s  o b s e r v e d  t o  b e  w i t h o u t  

e f f e c t  o n  r e a c t i o n r at e  o r  p r o d u c t  c o m p o s i t i o n . A d d i t i o n a f  

hy d r o g en p e r ox i d e  w a s  r o u t i n e l y  u s e d  t o  s t a r t  t h e  r e a c t i on .  
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I n c u b a t i o n t i me w a s  l i m .;. t e d  t o  a f ew m i n u t e s  a t  e i t h P r  

r o om t em p e r atu r e  ( a b o u t  2 0 - 2 5 ° ) o r  a t  2 5 ° u n d e r  c u n t r o l l e ri  

c o n d i t i o n s  an d VJ a s  n o r· ma l l y  r e s t r. i c t c d  t o  t il e  t i me t a k e n  

f o r  t h e d e c o l o r � s at i o �  o f  t h e c h a l c o n e  s o l u t i o n . P r u d u c t s  

w e r R  u s u a l l y e x t r a c t e d  a f t e r t he r e a c t i o n  h a d  g o n e  t o  

c o m p l e t i o n  o r  h a d  r e a c h e d  a sl o uJ r a t e  s o  t h a t  a t e c h n i q u s  

f o r  a r r e s t i n g  t h e  r ea c t i o n  was  n o t  r o u t i n e l y  r e q u i r e d . 

F or s p e c t r o p h o t o m e t ri c a l l y  m o n i � o r e d  r e a c t i o n s  
"' 

r e l 2 v a nt  t o  F i gu r es 2 5 - 2 8 ,  t h e  co n c e n t r at i o n s  of  c h a l c o n e  

w e r e  s u f f i c i e n t l y  l ow f o r ·  c h a l c o n e  d i s a p p ea r a n c e  t o  b e  

r e c o r d e d  a t  t h t  a b s o r p t i o n  max i mu m  ( 2 96 n m  i n  p H  8 . 0  t r i s 

b u f f e r ) .  S i n c e  t h e  r a t e s  o f  ma n y  o f  t h R s e  r e a c t i o n s  � e r e  

r ap i d ,  a n  e x t e r n a l r e co r d e l  ( S a r g e n t ) o p e rat e d  w i th a c ha r t  

s p B e d o f  5 i n c h e s  p e r  mi n u t e w a s  u s e d l o  o b t a i n p r o g r e s s  

c u r v e s  t o  w h i c h  t a n g en t s  co u l d  b e  f i t t g d  mo r e  a c cu r a t e l y . 

4 - 1 1  E x t r a c t i o n  o f  r ea c t i on pro duc t s  

R e a c t i o n p r o du c t s  w e r e  r ou t i n e l y e x t r a c t e d i n t o  

e t h 8 r  a n d  t he b1p o r t an c e  o f  t h e  p H  o f . t h e  aq u e ou s  l ay e r i n  

d e t e r m i n i n g  t h e  o b s e r v e d  p r o du c t pa t t e r n f r o m  t h e  e n zy m i c  

r ea c t i o n h a s  b e e n  s t r es s e d i n  th e R e s u l t s . I n  t h i s  c o n n -

e c t i o n  i t  i s  em p h a s i s ed t h a t  t h e  f i na l  v o l u m e  o f  e th e r  

e x t r a c t  w a s  n e v e r  d r i e d b e f o r e  r em o v a l  o f  t h e  s o l v e n t  o n  a 

r o t a r y  e v a p o r at o r . H e n c e  s ome  s ma l l  a m o u n t  o f  t h e  aq t J e o ·J s  

l ay e r a t  t h e  ap p r o p r i at e  ' p H  was  d e l i b e r a t e l y r e t a i n e d  i n  

t h e  e t h er i a l s o l u t i o n  t o  e x e r t  i mp o r t a n t  e f f e c t s  o n  t h e  

s t a b i l i t y o f  t h e  r e c o v ered p ro du ct .  

A c c ep t p. b l e  q u a n t i t a t i v e  r e c ov e r y  of  t h e co m p o u n d s  

d e a l t  w i t h  w a s  o b t a i n e d  u p o n  t wo e x t r a c t i o n s  o f  t h e  aq u e ou s 

p h a s e  w i t h  a p pr o x i ma t e l y  an  e q u & l  v o l u m e  o f  e t h e r  e a c h  t i m e . 



,-
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R e c o v e r y  o f  0Y 1 a n d  0v2 w a s  f ou nd t o  b e  s a t i s f a c t o r y  w i t h  

t h e  a q u e o u s  l ay e r  p H  up  t o  7 . 5 ,  b u t  o t h e r  c o m p o u n d s  w e r e  

b e s t  e x t r a c t e d  f r o m  s l i g ht l y  a c i d p H  m e d i a .  

A r1 a  l y t  i c a l  s ea l  e r e ac t i o n s  w e .r  e s t a n d a r d i s e d  a t  !:, m l  

aq u e ou s r e a c t i o n v o l u me u n d  w e r e  c o n du c t e d  i n  1 0  m l  s t o p p e r e d  

c e n L.' i f i J g e  t u b e s  i n  wh i c h t h e e t h e r e x t r a c t i o n ( 2  x 5 m l ) 

w a s  p e r f o r m e d  ; mm ed i a t e l y  a f t e r  t h e  r e a c t i o n t i me h a d  

e l a p s e d . E a ch v o l u m e  o f  e t h e r  w a s  e f f e c t i v e l y  r e mo v e d  

u s i n g  a P as t e u r  p i p e t t e . 

P r e p ar a t i v e  s c a l e r e a c t i o n p r o d u c t s  w e r e  r e c o v e r e d  

b y  e q u i v a l e n t  e t h e r  e x t r a c t i on i n  a s ep � r a t i n g f u n n e l  w h i c h  

s e r v e d  a l s o as  t h e  r e a c t l o n  v e s s 3 1 . 

� o s t  r e a c t i o n  m i x t u r e s r eq u i r e d  o n l y  a p H  a d j u s t m e n t  

o f  t h e  a q u eo u s  l ay e r ( s ee R e s u l t s  f o r  s � e c i f i c d et a i l s ) 

p r i o r  t o  i mm e d i a t e  an d d i r e c t  e x t r a c t i o n  i n  t h e  r e a c t i o n  

v e s s e l . H o w e v e r ,  w h e n  c r u d e  ga r b a n z o  en z y m e  p r e p a r at i o ns 

w e r e  u s e d  i n  t h e  e n z y m i c r e a c t i o n , as i n  t h e  p r e l i m i n a r y  

i nv e st i g a t i o n s  ( p a r t  2 A ) , r em o v a l  o f  p r ot e i n  w a s  a p r e 

r eq u i s i t e  t o  p r o d u c t  e x t r a c t i o n . T o  r e mo v e  p r o t e i n ,  t h e  

r e a c t i o n  m i x t u r e  w a s  ma d e  5 0% e t h an o l i c  a n d  p l ac e d  i n  a 

b o i l i n g  w a t e r  b at h  f o r  s e v er a l  m i n u t e s . D e n a t u r e d  p r o t e i n 

w a s  r e m o v e d  by  f i l t r a t i o n , a i d e d  by  a d d e d  c e l i t e ,  a n d  

e t h a n o l  w as r e mo v e d  ( r o t a ry e v a p o r a t o r ) f r o m  t h e f i l t r a t e  

b e f o r e  t h e a q u ec u s  s o l u t i o n  ( pH  7 . 5 ) wa � e t h e r  e x t ra c t e d  

t o  r E c o v e r  p r o d u ct s  a n d  u n ch a n g e d  c ha l co n e . 

4 - 1 2  A n a e r o b i c  r ea c t i o n  pr o c e d u r e s  

T h e  r e a c t i o n u n d e r  a n a e r o b i c  c o n d i t i o n s  w a s  r u n  

n o rm a l l y i n  T h u n b e r g  t u b GS o r  o c c a s i o n a l l y  i n  T h u n b e r g - t y p e  

s p e c t r o p h ot o me t r i c  c u v e t t es . C h a l c o n e  an d e n z y m e  w e r e  

m i x e d  w i t h b u f f e r  i n  t h e  t u b e  a n d  h y d r o g en p e r o x i d e  .i n  a 
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s m a l l v o l u m e  o f  wat e r  w a s  p l a c e d  i n  t h e  b u l b  s e c t i on o f  t he 

s t o p p e r . T h e  c o mp l e t e  a s s em b l y . w a s  t h en  e v a c ua t e d  f n r  1 0  

mi n u t es u s i n g a h i g h v a c u u m  p u mp . A f t er  t h i s ,  o x y g e n - f r e e 

n i t r o g e n  w a s  c a u t i ou s l y  i n t r o d u c 2 d  t o  l e s s  t h a n  a t m os p h e r i c  

p r e s s u r e  a n d  t h e  � v a c u a t i o n r e c o mm e n c e d  f o r a b o u t  1 5 s e c-

o n d s  t o  r e m o v e mo s t  o f  t h e  g a s . T h r 8e f u rt h e r s i m i l a r 

cy c l e s o f  f l u s h i n g w i t h  n i t r o g en a n d  e v a c uat i on w e r e  p e r -

f o r m e d  b e f o r e t h e  T h un b e r g  a s s e mb l y  w a s  f i l l e d  w i t h  n i t r o g e n  

t o  s l i g ht l y  a b o v e  a tmos p h e r i c  p r e s s u r e , s e a l e d o f f  an d d t s -

c o n n e c t e d  f r o m  t h e  n i t r o g e n  a n d  v a c u u m  l i n e .  T h e  s t o p pe r  

was  f i r m l y h e l d  a ga i n s t  a s l i g h t  p o s i t i v e p r e s su r e  o f  

n i t r o g en b y  a r u b b e r  b a n d  a n c h o r e d  t o  t h e s i d e - p i e c e  o f  

t he t u b e . B e f o r e  t h e c o n t e n t s  o f  t h e a s s e mb l y  w e r e  mi x e d , 

0 t h e  t u b e  w a s  p a r t i a l l y  i mm e r s e d  i n  a w a t e r  b a t h  a t  2 5  f o r  

1 0  m i n u t e s t o  w a r m  t he ma i n  v o l um e  o f  s c l u t i o n . 

at  2 5 ° c o n t i n u e d  a f t e r  � i x i n g  t h e c ont en t s . 

I n c u b a t i o n  

O x y g en - f r e e  n i t r o g en w a s  p r o v i d e d  b y  p a s s i n g  a 

s l ow  s t r eam o f  c o mme r c i a l o xy g e n - f r e e  n i t r o g en t h r o u g h a 

t u b e p a ck e d  w i t h  c o pp e r  t u r n i n gs an d h e a t e d  a t  4 0 0 ° . 

H y d r o g e n  w a s  p a s s e d  t h r o u gh t h e  h e at e d  t u b e  t o  e n s u r e  r e -

du ct i on o f  t h e  c o p p e r  t o  t he m e t a l l i c  s t a t e  b e f o r e  i t  w a s  

u s e d  t o  r emov e t r ac e s  o f  o x y g en . 

4 - 1 3 Manom e t r i c  e xpe r i m e n t s  

S t a nda r d  p r o c e d u r es ( i 4 4 )  w e r e  emp l o y e d  i n  m an�m e t ry 

u s i n g  B r aun  e q u i p me n t . T h e  r e a ct i o n m i x tu r e s  g i v e n  i n  

T a b l e  3 w e r e  u s e d ,  e a c h  i n  a t o t a l  v o l u m e  o f  4 m l  i n  0 . 0 5 

m t r i s  b u f f e r  p i � 8 .  Ch a l c o n e  w a s  d i s s o l v ed a s  t h e  d i s o d i u m  

s a l t  i n  t h i s  b u f f e r  a s ho r t t i m e  b e fo r e  u s e . T h e  c a n c e n -

t r a t i o n  o f  c h a l co n e  i n  t h e  s t o ck s o l ut i on w a s  c h e ck e d  



2 0 9 . 

s p e c t r o p h o t o m e t r i c s l l y  i mm e d i a t e l y  b e f o r e  e a c h  rn B n o m e t r i c  

r u n  s i n c e  i n  t h e  b u f f e r e d  s t o c k  s o l u t i on , u n l i k e  i n  e t ha n o l ,  

s i gn i f i c a n t  c h a l c o n e  i s ome r i s e d  t o  t h e f l av a n o n e .  ( S e p a r a t e  

s p e c t r o p h o t o me t r i c  s tu d i es s h o w e d  t � a t  a d d e d  f l a v a n o n e , t o  

1 0% o f  t l1 e  c o n c en t r at i o n  o f  c h a l c o n e  i n i t i a l l y  p r e s e n t ,  

w a s w i t h o u t  e f f e c t  o n  t h E e n z : • m i c  r e ac t i o n . ) A n  a l � q u o t  

o f  t h e  c h a l c o n e  s t o ck s o l u t i o n  w a s  p l a c e d  i n  t he m a i n w e l l 

o f  t h e  man o m e t r i c  f l a s k  t o g e t h e r  w i t h  t h e  a d d i t i o n a l  b u f f er  

r eq u i r e d t o  ma k e  t he t o t a l  r e a c t i on v o l u m 8  o f  4 m l , I n  t h e 

s i d e a r m  w a s  p l a c e d  e n z y m e  i n  0 . 4 m l  t ot a l v o l u m e  o f  bu f f e r 

p H  B . O .  T h e  h y d r o g e n  p e r ox i d e w a s  s u pr l i e d a s  5/� l a q L 1 e ou s  

s o l u t i o n a n d  W E 3  d e p o s i t e d a s  a n  i s o l a t e d d r o p  i n  t h e  e n 

t ra n c e  t o  t h e  s i d e a r m . W h e n  t h e s y s t e m h a d  h e e n  e q u i l i 

b r a t e d  a t  2 5 ° s n d  s e a l e d o f f ,  t h e e n z y m e  s o l u t i o n i n  t h e  

s i d e a r m  wa s  t i p p e d  i n t �  t h e  f l ask  c o l l e c t i � g  a s  i t  f l ow e d 

t h e  d r o p  o f  hy d r o g e n  p e r o x i d e . � e a d i n gs o f  t h e  m a n o m e t e r s  

w e r e  c o n t i n u e d  u nt i l  u p t ak e  o f  g a s  h a d c e as e d  w h i c h  w a s  

n o r m a l l y  � b o u t 2 0- 2 5  m i n u t es a f t e r  t h e s ta r t  o f  t he r e-

a c t i o n . I n  t h e  c a l c u l at i on  f r o m  t h e  o b s e r v e d  p r e s s u r e  

c h a n g e  o f  t h e  vo l u m e  o f  o x y g en a b s o r b e d  t h e  s o l u b i l i t y  o f  

o x y g e n  w a s  t ak e n  a s  0 . 02 82 2  m l /m l  o f  s o l u t i o n . 

4 - 1 4 m et hods  fo r e s t i mat i o n of  hyd r ogen  pe r o x i d e 

( a ) V o l 0 m e t r i c .  T h e  s t c � k  s o l u t i on o f  ap p r o x i ma t e l y  

3D% w/v hy d r o g e n  p e r o x i d e  f ro �  w h i c h  k n o w n  c o n ce n t r at i n n s  

w e r e  p r e pa r e d  f o r  a d d i t i o n  t o  e n z y m e  r ea c t i o n  m i x t u r e s  w a s  

s t a n d a r d i s e d p e r i o d i c a l ly by  t i t r a t i on a g a i n s t  a s t a n d � r d  

s o l u t i on o f  p o t A s s i u m  p e r m a n g a n a t e  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  

s u l p hu r i c a c i d ( 1 4 5 ) . 

( b ) Spe c t r oph o t o m e t r i c .  A m e t h o d  w a s  d e v e l o p e d  t o  
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p e r m i t r a p i d  a n d  a c c u r a t e  e s t i ma t i o n o f  hy d r o g Rn p e r o x i d e  

i n  t h e c o n c e n t r at i o n r a n g e  0 . 1 - � . 5  m M . T h i s  m e t h o d  w a s  

a p p l i e d  t o  t h e e s t i m at i o n o f  r e s i d u a l  h ) d r o g o n  p e r o x i d e 

i n  2 m l  r e a c t i o n v o l u m e s  a f t e r  t h e  :r e a c t i o n o f  c h a l c o n e  

h a d  g o n e  t o  c o � p l e t i on ( s e e  s e c t i o n 2 8 - 7 ) . T h e  me t h o d  

u t i l i s e d t h e  q u an t i t a t i v e  p e r cJ x i d a t i c  o x i d a t i o n  o f  gu a i a c o l  

b y  hy d r o g e n  p e r o x i d e t o  t h e  c o l o u r e d  � r c d u c t , r e f e r r e d  t o  

a s  t e t r a gu a i a c o l , t h e  f o rm a t i on  o f  w h i c h  w a s  mo n i t o r e d a t  

4 70 n m . 

I n i t i a l l y , a ca l i b r a t i o n c u r v e  was  c o n s t r u c t e d  f o r  

e n z y m i c t e t r a gu a i a c o l p r o d u c t i o n ( a b s o r b an c e  at  4 7 0  n m ) 

as  a f u n c t i o n c .J t h e a m o u n t  o f  hy d ro g en  p e r o x i d e  a d d e d  t o  

0 ,' 0 5 M t r i s b u f f e r  p H  8 , t o t a �- v o 1 u m e  2 m 1 ( s 8 e F i g u r e  5 2  ) • 

T he r e a c t i o n  mi x t u r e c o n t a i n e d  H R P  e n z y m e  ( 4 0 0  u n i t s  a d d e d  

i n  5/"\J l t r i s  b u f f e r p H  7 , 5 ) , gu a i a c o l ( 5/U l o f  1 3 0  m M  

( 0 . 6 5 /Um o l e ) w i t h  am o u n t s  o f  hy dro ge n p e r o x i d e  u p  t o  0 . 4  

;u mo l e  a n d  1 0 ,AJ 1  ( 1 . 3 0,/l.Jmo l e s ) wi t h  h i g h e r  a mo u n t s ) an d 

0 bu f f e r  t o  m a k e  t o  2 m l , t em p e r a t u r e  2 5  . A d d i t i o n o f  k no w n  

amo u n t s  o f  h y d_r o g en p e r o x i d e ( 0 . 2 2 - 0 .88/-) mo l e s i n  1 0 ;A-J l  o f  

w a t e r ) s t a r t e d  t h e  r e a c t i o n . A t  t h e l ow e r  h y d r o g en p e r -

o x i d e c o n r. e n t r at i o n s  t h e  l o w e r  c o n c en t r a t i o n  o f  g u a i a c o l  

w a s  f o u n d  n e c e s s a ry  t o  p r e v e n t  s i g n i f i cant  d e p r e s s i o n  o f  

t e t r a gu a i a c o l f o rmat i o n . T h e  h i g h  amou nt o f  H R P  e n z y m e  u s e d  

g a v e  a r a p i d  r e act i o n ,  c o m p l e � e  w i t h i n  1 U O s e c on d s .  T h i n 

J e a t u r e  w a s  i mp o r t a n t  s i nc e  t e t r a g u a i ac o l  w a s  u ns t a b l e  a n d  

i t s a b s o r b a n ce a t  4 7 0  n �  d r o p � e d  c o n t i n u o us l y . 

W h i l e  t h e  a b o v e  c a l i b ra t i on c u r v e  p r o v i d e d a c cu r a t e  

e s t i m a t i o n s  o f  h y d r o g en p e r o x i d e  i n  p H  8 . 0  t r i s b u f f e � ,  a 

f u r t h er c u r v e  was  f o u n d  n e c es s a r y  f o r  d e t e r m i n a t i o ns o f  

r e s i d u a l  h y d r og e n  p e r o x i d e  i n  t h e  p r es en c e  o f  p r od u ct s  o f  
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Hydrogen peroxide, Jt•moie 

o --- e P u r e  s y s t e m  i n  0 , 0 5  M t r i s  b u ff e r  p H 8 , 0  

o - - - - 0 I n  p r es e n c e  o f  r ro c:J u c t s  o f  c h a l co n e  r e a c t i o n  

S e e  t e x t  f o r  d e t a i l s o f  r e a c t i o n  m i xt u r es a n d  p r o 

c e d u re s . 



t h e  c h a l c o n e  r e a c t i o n s i n c e  t et r a g u a i a c o l  Lll a ::>  � o r e  u n �, t a b l c  

i n  t h i s  s y s t e m . A f u r t h e r  c al i b r a t i o n  c u r v e  ( F i g u r e 6 2 ) 

w a s  t h e r e f o r 8  p r e p a r e d  f o r  k n ow n  a m o u n t s  G f  h y d r o g s n  

p e r o x i d e  a d d e d  t o  a r e a c t i o n m i x t u 1 e w h i c h c on t ai n e d , i n  

a d d i t i o n t o  t h e  comp o n e n t s  s p e c i f i e d  i n  t h e  p r e v i o u s  c a l i -

b r a t i o n  a b o v e ,  t h e  f r es h l y - f o : m s d  p r o d u c t s  o f  a s t a n d 3 r d  

c h a l c o n e  r e a c t i o n . T h e  s t a n d a r d  c h a l c o � e r e a c t i o n  s y s t em 

f o r  t h e  c a l i b r a t i o n  r e c o r d e d  i n  F i g u r e  6 2  c o n t a i n e d  c h a l co n e  

( D . 3 7_,AJ m o l e ) , H :l P  e n z y m e  ( 1  u n i t )  a n d  hy dro g en f_l e r o x i d e  

( 0 . 2 2 /U mG l e )  i n  p H  8 . 0 t r i s b u f f e r ,  2 m l  t o t a l  v o l u m e , 
0 t e m p e r at u r e  2 5  . T h i s  r e a c t i on w en t  a l mo s t  t o  c o m p l e t i o n 

i n  a b o u t  1 0 0 s e co r 1 d s  a n d  w a s  m o n i t o r e d  a t  4 7 0 n m  Ll y t h e  

d e c r e a s e  o f  t h e  c ha l c o n e  a b s o r p t i o n � h i c h w a s i n i t i a l l y  

0 . 7  a t  t h i s  h i y h w a v e l e n g t h  o n  a c c o u n t  o f  t h e h i g h c o n -

c e n t r a t i o n p r e s e n t . T h e  h y d r o g en p e r o x i d e  a d 8 e d  ( 0 . 2 2 

_,A.J mo l e )  w a s  n e a r  t h e  m i n i mu m  r eq u i. r e d  f o r  th e r e a c t i o n t o  g o  

e f f e c t i v e l y  t o  com p l e t i o n . W h e n  t h e  r ea ct i o n w a s  v i r t u a l lv  

c o m p l e t e , a k n own  a d d i t i on a l  am o u n t  o f  h y dr o g en p e r o x i d e  

Lu a s  c. d d e d  a n d  f p l l ow e d  i mm e d i a t e l y  b y  a com b i n e d  a d d i t l o , ,  o f  

H R P  e n z y me  a n d  g u a i a c o l  a s  g i v e n  f o r  t he p r e v i o u s  c a l i b r at i o n . 

T e t r a g u a i a c o l  f o rm at i on ,  w h i c h o c c u r r e d  e v e n  m o r e  r a p i d l y  

t ha n  b e f o r e , g a v e  a m ea s u r e  o f  t h e  t o ta l  hy d r o g en p e rox i d e  

c o n t e n t  o f  t h9 f i n a l  r ea c t i o n  mi x tu r e . H o w e v e r , t h i s t o t a l  

h y d r o g e n  p e r o x i d e c o n s i s t e d  o f  a f i xed  amo u n t  c a r r i e d  o v e r  

f r o m  t h e  c ha l co n e  r e a ct i o n i n  a d d i t i o n t o  t h e  a m o u n t  fi n a l l y 

a d d e d . A d d i t i o n  o f  t h e  H R P - gu a i a c o l  mi x t ur e ,  w i t h o u t  f u r t h e r  

h y d r o g e n  p e r o x i d e , a t  t h e e n d  o f  t h e  c h a l c o n e  r e a c t i on l e d  

t o  r e p rb d u c i b l e  t e t r a gu a i a c o l  f o rm a t i o n . H e n c e , t h e  t o t a l  

t e t r a gu a i a c o l  f o rmat i on o b s e r v e d  t'J a s  I;' e d u c e d  b y  t r . e  amou n t  

e q u i v a l o n t  t o  t he  h y d r o g e n  p er o x i de c a r r i e d  o v e r f r o m  t h e  
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c h a l c o n e r ea c t i o n t o  g i v e  t he n e t  v a l u e s  p l o t t e d  i n  f i g u r a  

6 2  f o r  t h e f i n a l  a m o u n t s  o f  h y d r og e n  p e r o x i d e  a d d e d . T h e  

c h a n g e o v e r  p o i n t f o r  gu a i a c o l  a d d i t i. o n f r o m  5/--u l t o  1 0 ,/'U l  

( s e e  p r e v i o u s  c a l i b r a t i o n a b o v e ) w a s  w h en t h e  t o t a l hy d r o g 8 n  

p e r o x i d e  c o n t e n t  o f  t h e r e a ct i o n  rr. i x t u r e  '3 X C e e d e d  0 . 4 ,/'\J m o l e, 

a s  i n d i ca t e d  b y  t e t r a g u a i a c o l  f o r m a t i on .  

4 - 1 5 Pap e r  c h r o m a t ogr aphy 

A l l  p a �e r  c h r o ma t o g r a p hy w a s  don e o n  W h a t m a n  3 M M  

p a p e r  wh i ch w a s  w a s h e d ,  pt i o r  t o  u s a ,  i n  5 %  a c e t i c  a c i d 

a n d  r i n s e d  i n  r j i s t i l l e d w a t e r  b e f o r e  d r y i n g . Th e s t an d a r d  

s o l v e n t  p a i r f o r  2 - D  w o r k  w a s  b e n z e n e : a c E t i c  a c i d : w at e �  

( 1 2 5 : 72 : 3 b y  v o l u m e ) i n  t h e  f i r s t  d i r e c t i o n  f o l l ow e d  b y  

1 0% aq u e o u s  a c e t i c  a c i d  i n  t h e  s e co n d . No  e q u i l i b r a t i o 1 1 

t i me was  a l l ow e d  p r i o r  t o  r u n n i n g  i n  e i t he r  s o l v en t . 

R a t h er t h a n  u s e  t h e  f u l l  d i me ns i o n  o f  s h e e t s  o f  

W h atman  p a p e r  ( 4 6  x 5 7  c m ) , a m u c h  mo r e  c on v en i en t  p r o c e du r e  

w a s  d e v e l op e d  t o  h a n d l e  t h e  l a r g e  n u m b e r  o f  a na l y t i c a l  2 - D  

c h r o m a t o g r ams  w h i c h w e r e  r u n . T h i s c o n s i s t e d o f  r e d u c i n g  

t h e  s i z e  o f  t h e c h r o m a t o g r am s o  t h a t  f o u r  s ma l l 2 - D  c h r o ma 

t o g r a m s  c o u l d  b e  o b t ai n e d  p e r  f u l l - s i z e s h e e t . T h e  a r e a  

p o t e nt i a l l y  a v a i l a b l e  f o r  s p ot m i g r at i o n was  a b o u t  2 0 x 2 0  cm  

on  eac�  s m a l l  c h r om a t o g r am . A dv a n t a g e s  o f  t h i s  r e du c t i o n  

i n  s c al e w e r e  t h e  g r e a t� r s p e e d  w i t h  w h � c h  c h r o ma t o gr am s  

c o u l d  b e  d e v e l o p e d  t hu s  m i n i m i s i n g  c h an g es i n  t h e  c o m p ou n d s  

u n d e r  s t u d y  an d a l s o  t h e  i n c r e a s e d  c a p a c i t y  o f  t h e  c h r o m a 

t o g ra p hy t an k s  w h i c h  a l l ow e d  mo r e  s am p l e s  t o  b e  h a n d l e d  a t  

a t i m e . L i t t l e  o r  n o  d i s a d v a n t a g e  a c c r u e d  w i t h t h e r e d u c e d  

d i m e n s i ons  o f  t h e  c h r o m a t og r a m . S e p a r at i on o f  c o m p o u 'l d s  u• a s  

s a t i s f a c t o r y  f o r m o s t  p u r p o s e s  a n d  w a s  n ea r l y  a s  g o o d  a s  o n  
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t h e  f u l l - s i z e  s h e e t s , p r o v i d e d  t h a t  t h e  s p o t  a p p l i e d a t  t � c 

o r i g i n  w a s  k e pt  s m a l l ,  p r e f e r a b l y  0 . 7 5 cm  d i a m e t e r  o r  l es s  

a n d  c o n t a i n i n g  n o t  r , l D r e  t h a n  2 5 0 ,/U g  u f  so l i d ma t e r i a l . 

i h e p r o c e d u r e u s e d w i t r t h e s rn a l l - s i z e c h r o mat  o 

g r a m s  w a s  t o  c u t  t h 8 f � i J - s i z e  s h e e t  i n  h o l f , a c ro s s  t h e  

s h o r t e r  d i m en s i o n . O n  e a c h  ha l f - s i z e s h e e t , t wo s p o t s  

w e r e  a p p l i e d ,  e a c h  4 . 5  c m  f r o m  t h e  m i d- p o i n t  o f  a l i n e  

d r a w n  p a r a l l e l  t o  a n d  7 c m  i n  f r o m  t h e f r e s h l y  c u t  e d g e  

o n  e a c h  h a l f  s �e e t . E a c h  h a l f  s h e e t C d r r y i n g t wo s e p a r at e 

s a mp l e s w as t h en c h r o ma t o g r a p h e d  ( d es c e n d i n g ) i n  B e AW an rl 

dr i e d  . T h e n  t j-, e b u 1 k o f  t h e  ? cm  t.ll i cl c s t r i p  a c ro s s  t h e  

t o p  o f  c h e  1 - D c h r o ma t o g r a m  w h i c h h a d  d _. p p e d  i n t o  t h e  B e AW 

s o l v e n t  t r o u g h  w a s  c u t o f f  a n d  t h e r ema i n d e r o f  t� s h e e t  

w a s  f o l d e d  su i t a f::l l y  a b o u t  t h a t  mi d l i n e e qu i d i s tant f r o m  

t h e  t w o  l i n e s  o f  s p o t s  l'J h i ch a ro s e f r o m  t h e  f i :-:· s t  d i r e c t -

i o n d e v e l o p me n t . I n  t h i s  f o l d e d  f a r m t h e  c o n n e c t e d  c h r o r .-: a -

t o g r a ms w e r e  i mm e r s e d  a l o n g  t h e  f o l d e d  m i d- l i n e  i n  t h e  

s e c o n d  d i r e c t i o n  s o l v e n t  a n d  t he d e s c e n d i n g  a l i g n m e n t  o f  

t h e b o dy o f  e a c h  c h ro m a t o g r a m , c l e a r  o f  t h e  e d g e  o f  t h e  

s o l v e n t  t r o u g h , w a s  e n s u r e d b y  a p p ro p r i a t e  f o l d s  p a r a l l e l  

t o  a n d  s u i t ab l y  s e p a r a t e d  f r o m  the  m i d- l i n e f o l d . W h en 

f i n a l l y  d r y  a f t e r  s e c o n d d i r e c t i o n d e v e l o p m e n t , t h e i n d i v i d 

u a l  c h r o m a t ograms  w e r e  s e p a r a t ed  by  c u t t i n g  a l o n g  t h e  m i d

l i n e  f o l d . T h e  a r e a  o�  p a p e r  wh i c h  h a d  b e e n  f i na l l y  i mm 8 r s e d  

i n  t t 1 e  H A  s o l v e n t  p r o v e d  c o n v e n i e n t  f o r  r e c o r d i n g  d e ta i l s  

o f  t h e  s am p l e  c h r o m a t o g r a p h e d .  

T i m e s  r e q u i r e d  f o r  r u n n i n g  t h e s e  s ma l l  c h r o ma t o g rams 

a t  a b o u t  2 5 ° w e r e , 1 h o u r  i n  B e AW , 2 0 - 3 0  m i n u t e s  ' d r y i n f:) ' 

t i m e  b e t w e e n  s o l v e n t s  a n d  1 - 1 . 2 5 h o u r s  i n  1 0% H A . W i t h  f u l l 

s i z e  c h r o m a t o g r a ms , r u n n i ng t i mes  w e r e  at  l ea s t  t h r e e  t i me s  
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a s  l o n g . O c c a s i o na l l y , w h e r e t r o n .a x i rn u m  s e p a r a t �_ o n  w as 

r eq u i r e d  i n  t h e  f i r s t  d i m e n s i o n  o n l y , a s  i n  t h e  r e s o l u t i o n  

o f  f l a v on o l  a n d  au r o n e , f u l l - l e n g t h  c h r o m a t o g r am s  w er e  e m

p l o y e d  b u t  t wo s p o t s  w e r e  p l a c e d  D G  e a c h  s h e e t  8 S  f o r  t h e  

s ma l l - s i z e c h r o ma t o g rams , s o  t h at t h e  s e co n d  d i r e c t i on 

cou l d  b e  ru n ( a d e q u a t e l y )  o v e r  t h e  s mc: l l - s i z G d i s t a �: c e  o n l y . 

Sp e c i a l  m i l d  t r e a t m e n t  was  a p p l i e d  i n  t h e c h r o ma

t o g r a p hy of 0Y 1 a n d  0Y2 i n  p a r t i c u l a r , t o  m i n i m i s e  t h e  

t r a n s f o r ma t i o n t o  D C  a n d  f l a v on o l  an d t h e  e x t e � t  o f  o t h e r  

l o s s es o f  t he s e  c om p o u n ds . H e n c e  t h e s e  c o m p o u n d s  w e r e  

ap p l i e d t o  t h e  c h r om a t o g r ams i n  a c e t o n e  s o l u t i o n  ( e t h an o l  

w a s  a l s o u s e d � � t h  ot he r m o r e  s t a b l e  comp o u n d s ) a n d  t h e  

s o l v e n t  w a s  r em o v e d w i t h  a m i n i mu m  e x p o s u r e  t o  a c o l d  a i r 

s t r e am . M i n i m � m  d e l ay w a s  a i m e d  f o r  a t  a l l  s t a g e s o f  t h s  

c h r o m a t  o g r a p h i c p r o c e d u r e an d 1 o w t e fTi p e r a t u  l.' e s ( d o  w n t o 4 ° ) 

du r i n g  t he c h r o m ato g r a p hi c s e p a r a t i o n  w e r e  f o u n d  a d v a n t a g e o u s  

i f  g o o d  q u a l i t y  e l u a t e s  o f  0Y 1 a � d  0Y2 w e r e  s o u g h t . 

4 - 1 6  D i a z o t i s e d  s u lph an i l i c  a c i d spr a y  r eage n t 

D i a z o t i s e d  s u l p h a n i l i c  a c i d  c h r omo g e n i c r e a g e n t  w a s  

p r e p a r e d  i mm e d i a t e l y  b e f o r e  u s e  b y  m i x i n g  e q u a l  v o l u m e s  o f  

a s at u r a t e d  s o l u t i on o f  su l p h a n i l i c  a c i d i n  H C 1  an d o f  

0 . 0 7% s o d i u m  n i t r i t e .  A f e w  m i nu t e s  l a t e r ,  t h e  s o l u ti o n  

v o l u m e  w a s  d o u b l e d  b y  a d d i n g  aq L 3 0 U S  s o d i u m c a r b o n a t e  

( 5% w/v a n h y d r o u s  s a l t ) a n d  t r. e  p r e p a r e d  re a g e n t  w a s  t h e n  

u s o d  i mme d i at e l y . S t o c k  s o l u ti o n s  u s e d  i n  t h e  p r ep a r a t i o n  

o f  t h i s  s p r a y  r e a g e n t w e r e  h e l d a t  0 - 4 ° i n  o r d er t o  l o w e r  

t h e  t e mp e r a t u r e  o f  t h e  p r e p a r e d  r e a g ent  a n d  t hu s  e n h a n c e  

t h e s t a b i l i ty o f  t he d i a z o n i u m  p r s d u c t  f o rme d . T h e  s t o c k  

s o l u t i oii o f  s u l p ha n i l i c' a c i d w a s  p r e p a r e d  f r o m  s u l p ha n i l i c  
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a c i d ( 4  g ) , c o n c e n t r a t e j  H C 1  ( 4 0  m l ) a n d  w a t e r  ( L� O O  rn l ) .  

4 - 'i ?  P r epa r a t i v e me t h o d  o f  D C  p r o d u c t i o n  

T h e  p r e p a r a t i v e s c a l e  T e a c t i o n  w a s  c a r r i e d o u t  at  

r o om  t emp e r a t u r e  ( 2 0 - 2 5 ° ) in  a 5 0 0  m l  s e p a r a t i n g  f u n n e l . 

T he r e a c t i o n m i x tu r e  c o n t a i n e d  c h a l c o n e  ( 5 0  mg  ( 1 8 2_,/Um o l e s ) 

i n  5 m l  85% e t h a n o l ) , H R P  e n z y m e  ( B O O  u n i t s i n  1 0 /U l  o f  a 

1 mg/ml  so l u t i o n  of  e n z y me i n  D . 0 5  M t r i s  b u f f er p H  7 . 5 ) ,  

h y d r o g e n  p e r o x i d e  ( 5 D /U l  ( 4 3 0_/U mo l e s )  o f  3 D% w/v s o l u t i on 

i n  5 m 1  o f  wat e r ) a n d  O . D 5 M t r i s  b u f f er p H  8 . D  ( 1 9 D m l ) . 

E n z y m e and  b u f f e r  w e  r e m i x e d and  t he  c h a 1 c o n e s o 1 u t i o r1 1AJ a s  

l h e n ca r e fu l l y a d d e d  w i t h  s w i r l i ng f o l l o we d  b y  r ap i d  a d d i t i o �  

a n d  m i x i n g o f  t h e  h y d r o g e n  p e r o x i d e  t o  s t a r t  t he r e a c t i o n . 

A i r  w a s  bu b b l e�  s t e a d i l y  t h ro u g h  t h e  s o � u t i o n d u r i n g  t h e  

i n c u b a � i o n t i m e f o r  c omp l e t e  r e a c t i o n w h i c h w a s  3 . 5 - 4  m i n 

u t e s . D e co l o r i s a t i o n o f  t h e  c h a l co n e  w a s  v i s u a l l y  f o l l ow e d  

t o  d e t e r m i n e  a c c u r a t e l y  t h e  i n c u b a t i o n  t i me i n  e a c h  r u n . 

T h e  f i na l  s o l u t i o n  w a s  f a i n t l y  y e l l ow i n  c o n t ra s t  t o  t h e  

o r a , · , g e- y e l l ow u d 1 e n  c h a l c o n e  w a s  p r e s e n t . A l k a l i  ( 2 . 5 m l  

o f  2 . 5  N NaOH ) w a s  i mm e d i a t e l y  a d d e d  w i t h  r a p i d  s w i r l i n g 

o n c e  t h e  e n z y m i c r e a c t i o n w a s  c omp l e t e . T w o  m i n u t e s  l a t e r , 

t he a l k a l i n e s o l u t i o n  w a s  a c i d i f i e d ( 5 . 2  m l  o f  2 N H C1 ) e n d  

t h e p r o du c t ( l a r g e l y  D C )  w a s  r e c o v e r e d  w i t h o u t  d e l ay b y  e t h e r 

e x t r a c t i o n ( 2  x 2 0 D  m l ) . T h e  comb i n e d  w e t  e t h e r  e x t r a c t  w a s  

e v a p o r a t e d  on  a r o t a ry e v a p o ra t o r  to  y i e l d  c r u d e  D C  a s  a 

y e l l ow s o l i d . 

4 - 1 8  P r��rat i ,�e t h o d  o f  0v 1 and  0�2 pr odu c t i o n  

T h ese  p r e c u r s o r s  o f  D C  and  f l a v o n o l  w e r e  r e a d i l y  

p r ep a r e d  w h e n  t h e  r e a ct i o n s y s t \Jm det a i l e d  a b o v e  f o r  t:: J ' e p ar a

t i v e D C  p r o du c t i o n  w a s  u s e d . T h e  r eq u i r e d  m o d i f i c a t i o n  w a s  
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r e s t r i c t e d  t o  a c i di f i c a t i o n  ( 3 . 56 m l  o f  1 . 4 4  N H C 1 ) i m m e d 

i a t e l y  t h e  r e a c t i o n w a s  c o mp l e t o . E t h e r  e x t r a c t i o n a s  

b e f or e ,  t h e n  p r o c e e d e d  i mm e d i a t e l y . T h e  w e t  e t h e r  e x t r a c t  

w a s  t a k e n  t o  d r y n es s o n  a r o t a r �  e v a p u r a t o r  w i th t h e  w a t e r 

b at l1 at  3 0 °  a n d  w at e r  c o n t a c t i n g  o� l y  a sm a l l  a r e a  o n  t h e  

a v a p o r at i n g  f l a s k  s o  t h at  t h e s o l u t i o n w a s  e v a p o r Rt e d  c l o s e  

t o  0 ° , O n c e  t h e  vo l a t i l e  e t h e r  h a d  b e en r e mo v e d , e va p o r a 

t i o n o f  t h e  sm a l l  vo l u m e  o f  aq y e o u s  l i q u i d  w h i c h  r e mai n eo 

was a s s i s t e d  b y · L h e a d d i t i o n  o f  a l i t t l e  e t h a n o l . I n  d r y -

i n g  t h i s  f i n a l  v o lu me ,  t h e  e v a p o r at i n g  f l a s k  w a s  n o r m a l l y  

h e l d  o u t  o f  t h G  wat e r  b a t h  i n  o r d e r  t o  p r e v e n t  d am a g i n g  

ap p l i c s t i o n  o f  h e at a s  d r y i n g  w a s  s l ow > n d co n s eq u e n t l y  

l i t t l e  e v a p o ra t i v e c o o l i n g  o c c u r r e d .  T h e  d r i e d  s am p l e  

c o u J d b e  s u c c e s s f u l l y  h e l d  a t  - 1 0 ° f o r  3 f e w d a y s  i f  n e e-

e s s a r y . 

4 - 1 9  P r epa r a t i o n  o f  � 
I n  t he c o u r s e  o f  p r e l i m i na r y a t t emp t s  t o  o b t a i n 

c r y s t a l l i n e  0v 1 o r  0v2 f r o m  s J l u t i o n s  of r e a c t i on p r o d u c t  

m i x t u r e s  i t  w a s  d i s co v e r e d  t h a t f r o m t h e s e  s o l u t i o n s  �D C 

co u l d  b e  o b t a i n e d  i n s t e a d . T hu s , a f r e s h l y  m a d e  r e a ct i on 

p ro d u c t  m i x t u r e  o f  0v 1 a n d  0Y2 s o l i d  was  tak e n  u p  i n  a 

m i n i m u �  v o l u m e  o f  e i t h e r  a c e t o n e  o r  e t h a n o l  at  r o o m  t e mp 

e ra t u r e .  A l i t t l e  w a t e r  ( a b o u t  1 0 - 2 0%)  w a s  t h e n  a d d e d  

c au t i ou s l y  a n d  t h e  s o l u t i o n  m a d e  mo r e  a q u e o u s  b y  b l ow i � g  

o f f  m a i n l y  o r g a n i c  s o lv e n t  u n d e r  a n  a i r j e t . D u r i n g t h i s  

t r e a t m e n t  t he s o l u t i on b e c am e  a b r ow n i sh- r e d  c o l o u r  

( i n i t i a l l y  s l i gh t l y  y e l l ow ) a n d  a f t e r  b e i n g c o n c e n t r 2 t e 8  

t o  a s ma l l  v o l u m e  i t  w a s  p l ac e d  i n  i c e . A g g r e g a t e s  o f  a 

wh i t e  s o l i d  s ep a r a t e d  ou t o v e r  t h e  n e x t  f ew h o u r s . T h i s  
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s o l i d w a s  f i l t o r e d  o f f  a n d w a s h e d  c l e a n o f  mo t h e r  l i q u o r  

w i t h  a q u o o u s  a c e t o n e  a t  0 ° . F ro m  i t s u . v . s p e c t r u m i n  

e t ha n o l  a n d  o n  t h e  a d d i t i o n o f  a l k a l i ,  t h e  s o l i d  w a s  

i d e n t i f i e d a s  0 C C . T h s d e p o s i t i o n  o f  0D C a l w a y s  o c cur r c J  

w h e n r e a c t i o n p r o d u c t  m i x t u r e s  o f  0 Y  co m p o u n d s  w e � e  t r e a t e d  

b S  d 8 s c r i b e d h o r e . A q u a n t i t y  o f  0 D C  w a s  p r e p a £ e d f r o m  a 

n u mb e r  o f  r e 3 c � i o n  p r o d u c t  s a m p l e s o f  0Y c o m p o u n ds w h i c h  

w e r e  p u t t h r o u g h  t h e  ab o v e  p r o c e du r e .  

T h e  o r i g i n a l l y  d e p os i t e d  0D C s o l i d  w a s  f u r t h e r  

p u r i f i e d  b y  d e p o s i t i o n  f r o m h o t  a q u eo u s  a c e t o n e . 0 r1 o n l y  

o n e  o c c a s i o n  w a s  a t r u l y  c r y s t a l l i n e p r u du c t  o b s e r v e d  a ; 1 j 

t h e n  t h e  l o n g f i n e  c o l ou r l e ss n e e d l e s f o r m e d  i n  b u t V P r y  

s m a l l a m o u n t . R e p e a t e d  a t t emp t s  a t  r e c ry s t a l l i s a t i o n  o f  

0 D C  t o  a ch i e v e  g r e a t e r  p u r i t y w e r e  d i s c o u r a g e d w h e n  s o m e  

s am p l es w e r e  l o s t  t h r o u g h  s p o n t an eou s a � d  v e r y  e � t e n s i v e  

c o n v e r s i o n t o  O C . T h i s  c o mp o u n d  w as m u c h  m o r e  s o l u b l e  i n  

a c e t o n e  o r e t h a n o l t h an 0 D C  a n d c o n s e q u e n t l y r e ma i n e d  i n  

s o l u t i o n at  t h e  c o n c e n t r at i o n s  p r e s e n t . 

4 - 2 D  P u r i f i c a t i o n o f  D C  

C r u d e  D C  s o l i d  f r o m  t h e  p r e p a r a t i v e s c a l e  r e a c t i o n  

w a s  d i s 3 o l v e d i n  a m i n i w.u m  vo l u me o f  d ry a c e t o n e . T h e  

s ma l l  a mo u n t  o f  t r i s  b u f f e r  s a l �  w h i ch  h a d  b e e n  c a r r i e d 

o v e r  i 1 •  t h e w e t  e t h e r  e x t r a c t  w a s  r em o v R d  a s  i n s o l u b l e 

w h i t P. s o l i d  b y  t h i s  t r e a t me n t . T h e  D C  s o l u t i o n i n  a c e t o n e  

w a s  s l o w l y c o n c e n t r at e d  u n d er a n  e i r  j e t  w h i c h c o o l e d t h e  

r e ma i n i ng s o l u t i o n  t o  w e l l  b e l o w  r o om t em p e r at u r e . W h e n  a 

s u i t a b l y h i g h c o n c e n t r a t i o n  was  r e a c h e d , s o l i d D C  b e g a n  

t o  b e  d ep os i t e d f rom  t h i s s o l u t i on .  T h e  r e mo v a l  o f  s o l v en t  

w a s  c on t i n u e d  f o r  a s h o r t  t i m a a f t e r  t h e  d e p o s i t i o n  o f  

s o l i d c omme n c e d . T h e n  t h e s amp l e  w a s  s e t  a s i d e  i n  i c e  f o r a 
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f e w h o u r s b e f o r e  t h e t o  t a 1 3 o l i d I 'J 8 s r e c o v e r 8 d b y  f i l t r a t  i o n  

a n d  r i n s e d c l e an  w i t h  i c e - c o l d  a c e t o n e . T h i s s o l i d  w as 

t he n  u s e d  as  t h e  p u r i f i e d  D C  w h i ch  s e r v e d  a s  s t a r t i n g  

m a t e r i R l  i n  v a r i o u s  r e a c t i o n s . T h e  s amp l e  l J s e d  i n  s p e c t :r o - · 

s c o p i c  e x ? m i n a t i o � s  w a s  p u r i f i e d by  a mo r e  e x t e n s i v e p r o c e s s  

w h i c h  i n c l u d e d  p r i o r  c r y s l a l l L s a t i on  f r o m  h o t s o l v a� t  ( s e e  

s e c t i o n  2 A ·- 7 ) . 

T h e  i n s t a b i l i t y o f  D C  l i m i t e d t h e  r e c o v e ry o f  p u r i f i e d  

s o l i d  e v e n  w i t h  t h e d e s c r i b e d  p r o c e d u r e  o f  d e p o s i t i on f r o m 

a c o n c e n t r a t i n g  s o l u t i o n  i n  a c e t o n e  t o  a ma x i mu m  o f  a b o u t 

6 D% o f  t he c o m p o u n d  p r e s e n t  i r� t h e  c r u d e  s a m p 1 e . T h e  r e s t  

r e ma i n e d  i n  a c e � o n e  a s  a v e ry i mp u � e  s o l u t i on . F u r t h e r  

m a n i p u l at i o n j u s t i n c r ea s e d  t h e amo u n t  o f  i mp u r i t y 3 n d  

c o r r e s p o n d i n g l y  d e c r e a s e d  t h e  D C  c o � t e n t . C c n v e n t i o n a l  r e 

c r y s t a l l i s a t i o n o f  c r u rl e D C  f r o m  h o t  s o l v en t  ( a q u e o u s  a c e

t o n e  o r  e t h a n o l ) p r o v i d e d  D C  s o l i d  b u t  o f  i n f e r i o r p u r i t y  

a n d  i n  l ow e r  y i e l d  t ha n  f r o m  t h e  ado p t e d  l ow t e m p e r a t u r e  

p r o c es s . 

4 - 2 1 S epa r a t i o � and pu r i f i c at i on o f  0v 1 and 0v2 

T h e  ma i n  p r o b l e m  f a c ed i n  th e i s o l a t i o n  o f  0v 1 a n d  

0Y 2 was  t h e  i n s t ab i l i t y o f  t h e s e  c omp ouJO d s . S e p a r a t i o n  o f  

t h e  c om p o u nds  f r o m r e a c t i on p r o du ct m i x tu r e s  w a s  e a s i l y 

a c h i e v e d  b y  p a p e r  c h r omat o g r ap hy i n  di l u t e  a c e t i c  a c i d  

s o l v en t s . H o w e v e r ,  u s u a l  m e t h o ds o f  r e c o v e ry o f  t h e s e p -

a r a t e  c om p o u n ds f o l l ow i n g  c h� oma t o g r a p h y  ga v e  u na c ce p t a b l e 

l e v e l s  o f  i mpu r i t i e s i n  t he i s o l at e d  p r o d u c t s  c om p a r e d  w i t h  

t h e  l a� l e v e l s  o f  i mp u r i t y  i n  t h e  r e a c t i o n  p r o d u c t  m i x t u r e  

( c o m p a r e  F i g u r es 1 7  a n d  1 8 ) . B y  g i v i n g  a t t e n t i o n  t o  a l l  

f a c t o r s  w h i c h w e r e  f o u n d  t o  c o n tr i bu t e  t o  t h e  p r e s en c e  o f  
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i m p u r i t i e s i n  t h e  c h r o ma t o g ra p h i c a J. l y i s o i a t a d s R m p l e s , i t 

was  e v � n t u a l l y p o s s i b l e  t o  i s o l a t e 0Y 1 a n d  0v 2 w i t h  a m i n

i m u m o f  a s s o c i a t e d  i m p u r i t i e s . 

T h u s , i n  t h e  p r o c e du r e f i n n. l l y a d o p t e d ,  t h e  re a c t i : : m  

p r o d u ct !Tl i x t u r e  w a s  c h r o ma t o g r a p h e d  o n  f u l l - s i z e s h e e t s  

o f  W h a t ma n  3 M M  p ap e r  i n  0 . 5% H A  s o l v e n t  a t  4 °  f o r  s e v e r a l  

( 5 - 8 ) h o u r s  i n  da r k n e s s  o r  i n  d i m  l i g h t  t o  c l e a r l y  s e p a r at e 

0Y 1 a n d  0Y2 a s b a n ds . F o r  t h i s  c h r o ma t o g ra p hy , p r o d u c t f r o m 

1 0  m g  o f  ch a l c o n e  w a s  b a n d e d  a c r o s s  e a ch  s h e e t  ? r o m  a c e t on e  

s o l u t i o n  a n d  t h e  c h r omat o g r am s  w e r e  r u n  i mm e d i a t e l y . A f t e r  

d e v e l o p rn e n t , t h e  c h r o m a t o g r a ms w e r e  r e m o v e d f r o m  t h e s o l v e n t  

t ro u g h s  b u t  s U  1 1  l e f t  s u s p en d e d  f u r  t h e i r f i na l  3 0  m i r1 u t es 

w i t h i n  t h e  t a n k . 

T o  p r e \l e n t  b r e ak d o w n  o f  0v 1 a nd 0v2 l'J h i c h w o u l d o c cu r  

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

w e t  c h r o ma t og r ams  i mm ed i a t e l y  t h e y  w e r e  r emo v e d  f r o m  t h e 

t a n k . ( T h e  f i n a l  p e r i o d  i n  t h e  t a nk o u t  o f  c on t a c t  w i t h  

t he s o l v en t  r e s e r v o i r  k e p t  e x c e s s  s o l v e nt u n  t h e c h roma

t o g r a m s  to  a m i n i mu m  and  r e s t r i c t e d  mo v em en t o f  e s p e c i a l ly 

t he f a s t e r  mo v i n g b a n d  o f  0v 1 8 f t e r  i t  w as d e t e c t e d  a n d  

b e f o r e  i t  w a s  cu t o u t . )  O n  t h e  w e t  c h r o mat o g r am s  t h e  b an d s 

w e r e  n o t i mm e d i a t e l y  v i s i b l e  i n  l o ng W EJ V e l e n g t h  u . v .  l i g h t . 

H o w e v e r ,  o n  i r r a d i a t i on f o r  a b o u t  1 mi n u t e , a b l u e  f l u o r es c-

e n c e  d e v e l o p e d  i n  t h e  l o c a t i o n  c f  e a c h  b an d . T h i s  c o l o u r  

w a s  a l s o  i mm e d i a t e l y  n o t e d  o n  e x am i nat i o n i n  u . v .  l i gh t  

o f  ( co o l )  a i r - d r i e d  c h r o ma t o g r am s , f r om w h i c h  i m p u r e  e l u a t e s  

o n l y  w e r e  o b t a i n ed . T h u s  t h e  c o l o u r  w a s  p r o d u c e d  du e t o  t h e  

i n s t a b i l i t y o f  t h e 0 Y  c o m p o u n d s . A n a r r o w  g u i d e  s t r i p  o n  

e a c h  w e t  c h r o ma t o gram  was  ' d e v e l c � e d '  b y  e x p o s u r e  t o  u . v .  

l i g h t , t h e  r e s t  o f  t h e  c h r o ma t o g r a m  b e i n g  p r o t e c t e d  b y  a 
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b l o nk s h e e t  o f  c n r c m a t o g r a p h y p a p e r . T h e  b a n d s  co n t a i n i n g 

0Y1 a n d  0Y2 w e r 5  t h e n m a r k a d  o u t  a n d  s e p a r a t e l y  e x c i s o d  f r o m  

t he c h r o ma t og r a m , l o o s e l y  r o l l e d u p  a n d  p l a c a d  i mm e d i a t e l y  

i n  t h e  d e e p f r e 8 z e . B a n d s w e r e  a l s o  l o c a t e d  b y  a l t e r n a t i v e 

m e t h o d s  o f  r e mo v i 1 1 g  a g u i d e  s t r i p  w h i c h  w a s  t h Pn  e i t h e r  

d r i o d  � a p i d l y i n  a n  o v e n  � t  1 1 0 ° a n d  s p r a y o d  w i t h  d i a z o 

t i s e d s u l p h a n i l i c  a c i d ,  o r  h e a t e d  l o n g e r  t o  r e v e a l  t h e  b a n d s  

d i r e c t l y i n  � i s i b l e  l i g h t  a s  y e l l o w  z o n e s . N e i t h e r  m e t h o d  

w as a s  c o n v e n i e n t  a s  t h e  u . v .  i r r a d i a t i o n p r o c e d u r e .  

T he b an d s  w e r e  � a p i d l y e l u t e d , af t e r  t ha w i n g ,  u s i n g  

a c e t o n e  a t  r o o m  t e mp e r a t u r e . T h e  p r o c b Ju r e  a d o p t e d  w a s  t o  

f o l d  t h e b an d i n  c o n c B r t i n a f a s h i o n , w i t h  f o l d s a b o u t  2 c m  

a p a r t  a n d ru n n i n g  a c r o s s  t h e  b a n d , a n d  t h e n  t o  s a t � r a t e 

t h e l oo s e l y p a ck e d  ' s a n dw i c h '  of  p a p e r w i t h  a c e t o n e .  I m m e d

i a t e l y , t h e  f r e e  s o l u t i o n i n  t h e  s a n dw i c h w a s  e xp r e s s e d 

u s i n g � h an d- h e l d  v i c e  a r r a n g eme n t . A p i e c e  o f  p l a s t i c  

l i n e d  t h e  s p a c e  b e t w e e n  t he j a w s o f  t he v i c e a n d  ch a n n e l e d 

t h e  s o l u t i on i n t o  a r e c e i v e r h e l d i n  i c e . Fu r t h e r  a c e t o n e  

w a s  u s e d  t o  r i n s e  t h e  c o mp r e s s e d  p ap e r  b l o ck a n d  t h e n  t h e  

p r e s s u r e  w a s  r e l e as e d . T h e  p a p e r  was  a g a i r 1  i r ri ga t e d w i t h 

a c e t o n e  t o  s a t u r a t i o n a n d  t he l i qu i d  a g a i n  e x p r e s s e d .  T e s t s  

s h ow e d  m o s t  o �  t h e  co m p o u n d  w a s  r e c ov e r e d  i n  t h e f i rs t  t w o  

c y c l es . N o r ma l l y  t h r e e  e l u t i o n cy c l e s  w e� e  p e r f o r w. e d  b e-

f o r e  t , , e p ap e r  i.u a s  d i s ca r d e d . 

A c et o n e  was  s e l e c t e d  a s  t h e e l ut i n g s o l v en t  f o r  

s e v e r a l  r e as o n s . F i r s t l y , i t  was  mo r e  r e ad i l y  r em � v e d  t ha n  

e t ha n o l  u n d e r  r e d u c e d  p r es su r e  t o  r e c o v e r  t h e  e l u t e d  c om p o u n d  

S e c o n d l y , i t  p e n e t r a t e d  t h e f o l de d  p a p e r  v e r y eff i c i e n t l y  a n d  

q u i c k l y  a t  t h e  o u t s e t  a n d a l so a f t e r  t he p a p e r  h a d  b e e n  

r e l e a s e d  f r om c om p r e s s i on . T h i rd l y , i t  was  a g o o d  s o l v e � t  
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f o r  t h e  0Y c o m p o u n d s . E q u i ,; a ]  e n t  b an d s  f r o m  t w o  c h r o r11 a t o -

g r a ms w e r e  n o r ma l l y e l u t e d  c o n c u r r e n t l y  wh e n  a q ua n t i t y  o f  

co m p o u n d  w a s  d e s i r e d . 

T h e  c o m b i ne d a c e t o n e  e l u a t  5 'IJ <::1 S r e d u c e d  i n  v o l u m e  

0 on a r o t ary  e v ap o ra t o r  a t  0 t o  t h e  r es i d ua l a q u E o u s  2 c e t i c  

a c i d  s o l u t i o n  w h i c h h a d  b e e n  p r es e nt  i n  t he b a n ci s  o f  mo i s t 

c h r o m a t o g r a p h y  p a p e r  e l u t e d . T h e  s am e  � a r e  as n o t e d  i n  

t h e  d r y i n g o f  t h e c r u d e  p r e p a r a t i o n o f  0Y c o m p o u n d s  e x -

t ra c t e d  f r o m  t h e en z y m i c  r ea c t i o n  w as t ak e n to  2vo i d  o ve r-

h e a t i n g  o f  t h e  s o l u t i o n  i n  a l l s o l v en t r e m o v a l  s t e p s  u s i n g 

t h e  r o t a r y  e v a p o r a t o r . 

T h e  a q u e ous  s o l u t i o n w h i c h con t ai n e d  t h e �y c o m -

p o u n d  t o g e t h e r  w i t h m a n y  p a p e r  f i b r es an d o th e r i mp u � i t i es 

e l u t e d  f r o m  t h e  c h r o ma t o g r a p h y  p a p e r  w as b u l k e d  u p  i f  n e e-

e s s a r y  w i t h  d i s t i l l e d w a t e r  a n d  e x t r a c t e d  t w i c e  w i t h  a n  

e q u a l  v o l u m e  o f  e t h e r . T h e  c o mb i n e d  e t he r e x t r a c t  w a s  

c o n c e n t r a t e d  to  ha l f  v o l um e  a n d  w a s h e d  w i t h  w a t e �  b e fo r e  

b e i n g  f i na l l y t ak en  t o  d r y n e s s  i n  t h e  r o t a r y  e v a p o r a t o r .  

A l i t t l e a l c o h o l  was  a d d e d  n e a r  t he e n d  o f  t h i s  s t e p t o  

a s s i s t  r em o v a l  o f  t h e sma l l  a m o u n t  o f  w at e r  c a r r i e d  o v e r  

p u r p o s e l y  w i t h  t h e  w e t  e t h e r . T h e  s ma l l  amou n t  o f  a c e t i c  

a c i d w h i c h  h a d  b e e n c a r r i e d  t h r o u g h  t h i s e n t i r e  e l u t i ri n  a n d  

f i n a l  s o l v e n t  e x t r act i o n p r o c e s s  o f  p u r i f i ca t i o n  w a s v i t a l  

f o r  t h e  p r e v e n t i o n  o f  g e n e r a l d E J ra d a t i on a n d  a l s o t r a n s -

f or ma t i o n  o f  0Y c om p o u n d s  t o  O C .  

A n  a l t e r n at i v e me t h o d  w h e r e b y  0v2 c ou l d  b e  d i r e ct l y  

i so l a t e d  f r o m  t h e  r ea c t i on p r od u c t  m i x tu r e  w i t h o u t  t h e  r e-

qu i r e m e n t  f o r  c h r o ma t o g r ap h y  was  a l s o  i n v es t i g a t e d . T b i s 

p ro c e s s  u t i l i s ed t h e  p r o p e r t y n ot P. d  w i t h  c h r o ma t o g r a p h i c a l l y  

i s o l a t e � s amp l e s t ha t  0v2 t e n d e d  t o  f o r m  c ry s t a l l i n e  a g g r e g a t e s  
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w h i l s  0v 1 a l wa y s  r e ma i n A d  as  a g l a s s y  s o l i d .  T n � s , w h i l e  

t h e  r ea c t i o n p r o d u c t  mi x t u r e  o f  0v 1 and  0v2  w as a l w a y s  o � 

t a i n e d ,  o n  r om o v a l  o f  t h e  s o l v en t  f o l l o w i n g  e t h er e x t r a c t - 

i o n ,  a s  a f a i n t l y  y e l l ow g l a s s y  s o l i d ,  a r e a s  o f  g r a n u l a t i o n  

c h a r a c t er i s t i c a l l y d e v e l o p e d  w i t h i n  a f i l m  o f  thi s s o l i d 

wh en  t h e  f l as�  w a s s t o r e d  b e t w e e n  z e ro  a n d  - 1 0 ° o v e r n i g h t . 

I n  a p a r t i c u l a r  c as e  w h er e  v e ry  c o a r s e  g r an u l e s d e v e l op e d ,  

a s a  11 1 p l e  o f t. h e  g r a n u l a r  s o l i d w as  s u b s  e q u e  n t l y r e c o v e r  e d 

i n  f r e e- f l ow i n g  f o rm by  c a r e f u l  t r- e a tment  w i t h  e t h e r  t o  

d i s s o l v e  p r e f e r e n t i a l l y t h e  g l as s y  mat r i x  w i t h i n  w h i c h  i t  

f o r m 8 d .  S u b s e q u e n t  t e s t s  ( u . v . ,  i , r . ,  �-,fa H A  c h r om a t o g r a p h y ) 

s h o w e d  t h a  s t r o n g l y  y e l l ow p r c d 0 c t  i s o l at e d  w a s  a s u b

s t a n t i a l l y  p u r e  pr ep a r a t i o n  o f  0v 2 . H ow e v er , on  a c c o u n t  o f  

t he l o w a m o u n t  o f  0v2 r e co v e r e d  i n  t er m s  o f  t he r e a ct i o n 

p r o d u c t  p r e s e nt and  o f  t h e  v a r i a b i l i ty o f  t h e  g r a n u l a t i o n  

p r o c e s s  b e t w e e r.  p r e p a r a t i o n s , t h i s  m e t h a d  w a s  n o t  p u rs u e d  

f u r t h e r  a s  a me a n s  o f  p r ep a r a t i on o f  0v2 . 

4- 2 2  Syn t h e s i s  o f  c ha l co n e  

I s o l i q u i r i t i g e n i n  w a s  s y n t h e s i s e d b y  c o n d e n s at i on 

o f  r e s a c e t o p h en o n e  a n d  p - hy d r o x y b e n z a l d e h y d e  u n d e r  a l k a l i n e  

c o n d i t i o ns . R e s a c e t o p h e n o n e ( 6 , 3  g )  was  d i s s o l v ed  i n  2 5  m l  

o f · 5 0 %  p o t a s s i � m  hy d r ox i d e  a n d  p- hy droxy b e n z a l d e h y d e  ( 5 . 1 0  g )  

w a s  a dG e d  w i t h  s t i r r i n g u n t i l  t h e  c omp o u n d  d i s s o l v e d . T h e  

f l a s k  w a s  t h e n  f l u s h ed w i t h  n i t r o g e n , t i gh t l y  s t o p p e r e d  a n d  

i n c u b a t e d  i n  a w a t er  b a t h  a t  6 0 ° f or 2 1 h o u r s , I c e  ( a b o u t  

2 0  g )  w a s  t h e n  a d d e d ,  f o l l owed  b y  c onc e n t r a t e d  H C1 ( 2 0  m l ) 

t o  p r e c i p i t a t e  t h e  c r u d e  p r o du c t , T h i s  s o l i d  w as r e co v er e d 

b y  f i l t r a t i on a n d  w a s h e d  wi th  w at er . I t  was  t he n  d i ss o l v e d  

i n  a m i n i mum  v o l ume  o f  w a r m  e t h a n o l  a n d  c hr o ma t o g r a p h e d  o n  

t w o  l a r g e  ( 5  x 4 0  cm ) p o l y am i d e  c o l u mns  u s i ng  9 5% e t h a n o l  
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as  t h e  e i u t i n g  s o l v e n t . T h e  c h a l c o n e  b a n d  � a s  r e c o v e r e d  

f o l l ow i n g t h e  e l u t i o n  o f  f a s t e r  mo v i n g  c o m p o n e n t s , m a i n l y  

u n c h a n ge d  s t a r t i n g m a t er i a l s . C h a l c o n e  ( 5 . 9  g ) w a s  r e-

c o v e r e d o n  d r y i n g  t h e  c o mb i n e d  c h a l co n e  e l u a t e  f r o m  b ot h  

c o l u m ns , T he p r o d u c t  w a s  f u r t h e r  p u r i f i e d  by  r e c r y s t a l l -

i s a t i n n  f r o m  a q u e ou s  e t ha n o l  a n d  a c e t o n e  t o  y i e l d  y e l l ow 

0 n e e d l e s  m . p .  2 �2 - 2 04 . S e v e r a l  f u r t h e r  r e c ry s t a l l i s a t i o n s  

p r o v i d e d  t h e  s a m p l e  w h i c h  w a s  u s e d  a s  s u b s t r a t a  i n  t h e  

d e t a i l e d b i o c h em i ca l  s t u d i e s . T h i s  p r e p a r a t i o n w a s  c h r o ma

t o g r a p h i c a l l y  p u r e  a n d m e l t e d  s h a r p l y  a t  2 04- 2 0 5 ° . 

Ch a l c o n e s , b es i d e s  i s o l i q u i r i t i g e n i n ,  w e r e  a v a i l & b l e  

i n  t h e l a bo r a t o r y  i n  s ma l l  a m o u n t s  h a v i n g  b ee n  p r e v i ou s l y  

s y n t r e s i s e d  b y  D r . E .  W o ng i n  c o n n e c t i o n  w i t h  p r e v i o u s  

s t u d i e s  ( 1 5 ) . 1 4 c- a n d  
3

H- l a b e l l e d i s o l i q u i r i t i g e n i n  w e r e  

a l s o  a v a i l a b l e  f r om t h i s s o u rc e . 

4- 2 3  P u r i f i c at i o n o f c h a l c o n e s  py pape r  c h r o m a t ogr aphy 

T he c h a l c o n e s  u s e d  i n  t he s tu dy of t he s u b s t r a t e  

s p e c i f i c i t y o f  t h e  e n z y m e s  ( s e e  F i g u re 3 0 ) w e r e m o s t l y  

a v a i l a b l e  i n  o n l y  v e r y  s ma l l  q u an t i t i e s f r om  p r e v i o u s  w o r k  

o f  W on g  ( 1 5 ) . A n  a m o u n t  o f  a b o u t  1 mg  o f  e a c h  c o m p o u nd w a s  

s u b j e c t e d t o  1 - D  c h r o ma t o g ra p hy a s  a b a n d  3 c m  l o n g  o n  f u l l 

l en g t h  p a p e rs i n  t h e  s o l v en t  s y s t e ms B e AW ,  3 0% H A  a n d 3 0% 

i s o p r o � 3n o l  i n  �� a t e r . T h e  f i n a l l y e l u t e d  ( 8 5% e t ha n o l ) 

c o m p o u n d  w a s  d r i e d ,  t ak en u p  i n  5 m l  of  e t h e r  w h i c h w a s  

t h e n  w a s h e d  w i t h  a n  e q ua l v o l u m e  o f  �at e r  b e f o r e  t h e o r ga n i c  

l ay er w as a ga i n  eva p o r a t e d  t o  p ro v i d e  t h e  s am p l e  u s e d  i n  t h e  

e n z y m i c r e a c t i o n . T h i s  s o l ut i o n o f  t h e  a l c o ho l - e l u t e d  c ha l -

co n e  i n  e t h er f o l l o w e d  b y  wat e r  w a s h i ng r emo v e d  v i s i b l e  

amo u n t s  o f  w h i t i s h m a t e r i a l  e l u t e d  f r om t h e  c hr o m a t o g ra p l 1 y  
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p a p e r . S u c h  c o n t a m i n at i n g  ma t e r i a l  w a s  r e c o v e r e d  i n  

a l c o h o l  e l u t i o n d e s p i t e  t h e  u s e  o f  s p e c i a l l y  p r e - w a s h e d  

p c p e r  ( 8 5% e t ha n o l  w a s h  a f t e r  r e gu l a � w a sh i ng  i n  5% H A  

f o l l ow e d  b y  d i s t i l l e d w a t e r  r i n se ) f o r t he p u r i f i c at i o n  

o r  t h e s e  c h a l c o r 1 e s . T h e  p r e s e n c e  o f  p ap e r - d e r i v e d  i m

p u r i t i e s i n  t h R  f i n a l  c ha l c o n e  s a mp l e s  w as i n d i c a t e d  b y  

t h e i n h i b i t i on o f  t he r e a c t i on o f  i s o l i q u i r i t i g e n i n  wh i c h 

w a s  n o t e d  w h e n a c h r o ma t o g r aph � ca l l y  p r e pa r e d  s a m p l e  � a s  

u s e d . T h i s  s amp l e  h a d  b e en r u n  t h r o u g h  t he a b o v e  p u r i 

f i c i a t i o n p r o c e d u r e  w i t h  t h e  o t h e r  c h a l c o n e s , a s  a co n t r o l ,  

s t a r t i n g  w i t h  · h e s am p l e  p u r i f i e d b y  r e p e a t e d  r e c ry s t o l l i s

a t i on 3 n d  r o u t i n e l y  u s e d  a s  s u b s t r a t e  i n  t he e n z y m i c r e 

a c t i on . 

4 - 2 4  Syn t h e s i s  o f  h i spi d o l  

H i s p i do l  w a s  sy n t h es i s e d  b y  a l k a l i n e  f e r r i cy an i d e  

o x i d a t i on  o f  i s o l i q u i r i t i g e n i n  a s  p r e v i o u s l y  d e t a i l e d b y  

W o n g  ( 1 7 )  a n d  p u r i f i e d by r e c r y s t a l l i s a t i o n s  f r o m  a q u e o u s  

e t h � n o l  a n d  a c e t on e . T he m e l . t i n g  p o i n t  o f  t h e  s a m p l e  u s e d  

a s - f l u o r i m e t r i c s t an d a r d  w as 2 8 9- 2 9 1 ° . 

4 - 2 5  P r epa r a t i o n  o f  t r i m e t hyl s i lyl  d e r i v at i v e s  

F o r  e a c h  o f  t he c o m p o u � d s  s i l y l a t e d  ( 0Y 1 , 0Y2 , D C  

a n d  f l a v o no l ) ,  a s u b - m i l l i gr a m  amo u n t  o f  t h e  d r y  s o l i d  w a s  

a d d e d  t o  a v i a l  s ea l e d  w i t h  a s e r u m  c ap . T h e  s i l y l a t i n g  

r e a g e n t  N , O - b i s - ( t r i m et hy l s i l y l ) - t r i f l u or o a c e t am i d e  ( B S T F A )  

w a s  t h e n  a d d e d  ( 5 0 - 1 0 0/U l  p e r  v i a l ) .  W h en t h e  s o � i d  h a d  

d i s s o l v e d  i n  t � i s  a d d e d  r e ag e n t  ( af t e r  1 -2 h o u r s  a t  ro o m  

t e m � s r a t u r e ) , t h e  c o m p o u n d  w a s  c o n s i d e r e d  t o  h a v e  b e en 

s i l y l a t e d . S amp l e s ( 2 - 5/U l ) o f  t h e  s o l u t i o n  w e r e  w i t � d r aw n  
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a n d  s u b m i t t e d  t o  an a l v t i c a l  a n d  p r e p a r a t i v P  G L C . T h e r e -

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

0 t o  k e e p s a t i s f a c t o r i l y at 0 f o r  a n u m b e r  o f  d ay s . 

4 - 2 6 G a s - l i q u i d  c h r o m a t o g r aphy o f  t r i m e t hy l s i l y l  e t h e r s  

A P a c k a r d  g a s  c h r o m a t o g r a p h  f i t t e d w i t h  a f l ame 

i on i s a t i o n d e t e c t o r  and  c o l u m n  t e m p e r a t u r e  p r o g r a mm e r  w a s 

u s e d i n t h e  a na l y s i s o f  t h e t r i me t hy l s i l y l  e t h e r  d e r i v a t 

i v e s  p r e p a r e d  f ro m 0 Y  s o m p o u n d s ,  D C  an d f l a v o n o l  ( s e e  

s e c t i o n 2 0- 5 ) .  G l as s  c o l u m n s  w e r e  u s e d ; t h e  p r e p a r a t i v e  

c o l u m n  ( 4  m m  I D  x 2 m )  a n d  t h e a n a l y t i c � · l c o l u m n  o f  

s i m i l a r d i m e n s i o n s w er e  p a c k e d  w i t h s i l y l a t e d  8 0- 1 0 0 m e s h  

G a s  Chro m Q c o a t e d  w i t h  3 %  a n d  1 0% S t: - 3 0  r e s p e c t i v e l y . 

T h e f l o w  r a t e s  u s e d  w e r e , n i t r o g e �  c a r r � e r g a s  5 0  m l /m i n ,  

h y d r o g e n  6 0  m l /m i n  a n d  a i r ,  2 50 m l /mi n .  T h e  i n l e t t emp

e r a t u r e  w a s  2 3 0 ° wh i l e  t h e o u t l e t  and  d e t e c t or t e mp e r a t u r e s  

W e r e  S e t  a t  2 4 0 ° , 0 t t d t . v en emp e r a  u r e  w a s  pr o g r a m m e  o r 1 s e 

f r o m  2 0 0 ° a t  samp l e  a p p l i c a t i o n  t o  2 4 0 ° at 1 ° p e r  m i n u t e .  

W i t h  t he a na l y t i ca l  c o l • J mn ( 1 0% S E - 3 0 ) ,  5/U l 

s am p l e s  o f  e a ch  s i l y l at i o n r ea c t i on m i x tu r e  w e r e  i n j e c t e d . 

B i n ar y  m i x t u r es of  t h e s e  w e re a ls o  p r e p a r e d  i n  v a r i o u s  

c o mb i n a t i on s  a �d s i m i l a r l y  i n j e c t e d  t o  c h e c k  r e l a t i v e  r e-

t en t i o n  p r o p e r t i es o f  t he m a j o r  p r o d u c t s . T h e  ma i n  T M S  

p r o du c '· f r o m  e a c h  s i l y l at i on r e a ct i o n WRS t ra p p e d  an d s e a l e d  

i n  a c ap i l l a ry  t ub e  f o r  l at e r  ma s s  s p e c t r a l  e x am i n at i o n  a s  

t h e  a p p r o p r i a t e  p e a k  emer g e d  f r o m  t h e  3% SE- 3 0  c o l u m n  

o p e r a t e d  a t  a f i x e d  2 4 0 ° o v e n  t em p e r at u r e . T h i s  t r ap p i n g  

w a s  a c c o mp l i s h e d  b y  f i t t i n g a s t r e a m  s p l i t t i n g  d e v i c e  b e t w e e n  

t h e c o l u mn o u t l e t  a n d  t he d e t e c t o r  s o  t hat  w h e n  t h e  d e t e c t o r  

r e c o r d e d  t h e  s t a r t  o f  t h e  p e a k  o f  i n t e r e s t  a c l e a n  c a p i l l a r y  
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t u b e  w a s  i n s e r t e d  i n  t h e  o u t l e t  o f  t h e  � a i n  s t r e c m  o f  

c o l u m n  e f f l u e n t  t o  t r a p  t h e  v a p o r i s e d c o m p o u n d  i n  a s h o r t  

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

s e a l e d  o f f  i �  a s m a l l f l a m e . S e a l e d  s am p l e s W 8 r e  h e l d  

a t  0 ° u n t : l  e x a m i n e d  ( w i t h i n  72 h o u r s ) b y  m a s s  s p u c t r o m e t r y . 

4 - 2 7  P r epa r a t i o n o f  d i a z o m e t h a n e  

A n  e t h e r i a l s � l u t i o n c f  d i a z o m a t h a n e w a s p r e p a r e d  

f r o m  p - t o l u e n e s u l p h o n y l m e t h y l n i t r o s a m i d e  ( ' D i a z a l d ' f � o m  

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

p r o c e d u r e s  ( 1 4 6 ) . T o  p r e p a r e  0 . 3  g o f  d i a z o m e t h a n e , t h e  

d i s t i l l a t i o n f l a s k  w a s  c h a r g e d  w i t h  0 . 5  g p o t a s s i u m  

h y d r o x i d e  ( p e l l e t ) , 0 . 7 5 m l o f  w a t a r  a n d  2 . 5  m l  o f  9 5% 

e t h a n o l .  A d r � p p i n g  f u n n e l  f i t t e d  i n  t h 8 n e c k D f  t h i s  

f l a s k  c o n t a i n e d  2 . 1 5 g o f  D i a z a l d  d i s s o l v P. d i n  1 5  m l  e t h e r .  

T o  t h e s t i r r e d  c o n t e n t s  o f  t h e  d i s t i l l a t i o n f l a s k  h e l d  a t  

6 5°  i n  a w a t e r  b a t h , t h e  D i a z a l d  s o l u t i o n  w a s  a d d e d  s l o w l y  

o v e r  2 0  m i n u t e s . L i b e r a t e d  d i a z o m e t h a n e  w a s  l ed w i t h  t h e  

e t h e � v ap o u r  f r o m t h e d i s t i l l a t i o n f l a sk t h r o u g h  a w a t e r 

c o o l e d  c o n d en s e r  t o  a r e c e i v er wh e r e  i t  w a s  c o l l e c t e d  i n  

e t h e r e a l  s o l u t i o n o v e r s od i um s u l p h a t e .  A s ma l l  a d d i t i o n a l  

v o l um e  o f  e t h e r  w a s  a d d e d  t o  t h e  d i s t i l l at i o n  f l a s k  a f t e r  

t h e  l as t  o f  t he D i a z a l d  s o l u t i on a n d  un t i l  n o  f u r t he r 

d i a z o m e t ha n e  d i s t i l l e d o v e r . 

4 - 2 8  M e t hyl a t i o n  of  D C  u s i ng e t h e r i a l  d i a z o m e t h a n e  

D r y  D C ( 9 0  m g ) w a s  d i s s o l v e d  i n  1 0 0 m l  o f  d r y  e t h e r  

c o n t a i n i n g  S% m e t h a n o l  ( t o  i n c r eas e t h e  s o l u b i l i t y o f  D C ) 

a n d  t h e  s o l u t i on w a s  co o l e d  t o  0 ° . D i a z o m e t h a n e  ( 3 D D  m g  

t h e o r e t i c a l l y ) i n  e t h er . was  a d d e d  a n d  t he m i x t u r e  w a s  l e f t  

f o r  1 h o u r  a t  D 0  a n d  th e n  a f u r t h e r  hou r a t  r o o m  t em p e r a t u r e  
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b e f o r e  t h e  s o l v e n t  w a s  3 \l a p o ra t e d . A c l e a n  y e l l o vJ s o l j_ d ,  

p oo r l y s o l u b l e  i n  e t h a n o l b u t  s o l u b l e  i n  a c e t o n e , w a s  

o b t a i n e d . C r y s t a l l i s a t i o n  f r o m  a c e t o n e- e t h a n o l  g a v e t h e  

D C- m s t h y l e t h e r  i n  8 3% y i e l d . F u r t h e r  a mo u n t s  o f  t h e 

p r c du c t  w e r e  s i m i l a r l y  r r ep a r e d . 

4 - 2 9  C a t a lyt i c hyd r o ge n a t i o n o f  D C  a n d  D C - m e t hy l  e t h er 

B o t h  c o m p o u n ds w e r e  hy d r o g en a t e d  a t  a t m o s p h e r i c  

p r e s s u r e  i n  9 5% e t h a n o l i c  s o l u t i o n o v e r  a 1 D% p a l l a d i u m  o n  

c h a r c o a l  c a t a l y s t  a t  r o o m  t e m p e rR t u r e . T h e  c a t a l y s t  w a s  

d i s p e r s e d  i n  e t h a n o l  a n d  p r e - s a t u r a t e d w i t h h y d r o g e n  b e 

f o r e  t h e o r ga n i c c o m p o u n d  was  a d d e d  i n  s o l u t i o n a n d  t h e  

r e a c t i o n s t a r t e d . U p t ak e  o f  h y d r o g e n  o c c u r r e d  v e r y  r a p i d l y  

( s e c t i o n  2 0 - 3  ( c ) ) a n d  w a s  fo l l ow e d  � d � o m e t r i c a l l y . 

A t y p i c a l  r e a c t i o n sy s t em f o r  D C  c o n t a i n e d  1 2 D m g  

p u r i f i e d  D C  i n  6 D  m l  e t h a n o l  a n d  s e p a r a t e l y  2 D D  m g  o f  

c a t a l y s t  i n  4 D  m l  e t ha n o l  ( f o r  i n i t i a l s a t u r at i o n w i t h 

h y d r o g e n  b e f o r e t h e s o l u t i o n o f  D C  was  a d d e d ) . F o r  D C 

m e t l l y l e t h e r , S J  mg  o f  c o m p o u n d  i n  6 D  m l  o f  e t ha n o l w a s  

a d d e d  t o  c a t a l y s t  p r e p a r e d  as  f o r  D C . W h e n  e i t h e r  o n e  o r  

t w o  mo l e- eq u i v a l e n ts o f  h y d r o g e n  h a d  b e en  t ak e n  u p ,  t he 

c a t a l y s t  w a s  q u i ck l y f i l t e r e d  o f f  t o  i n t e r r u � t  f u r t h e r  r e 

a c t i c n . T h e f i l t r a t e  w as d r i e d  a n d  t h e  p r o d u c t s  w e r e  e x� 

a m i n e d  c h r o m a t o g r a p h i c a l l y . 

4 - 3 D Q u a n t i t a t i v e  e s t i ma t i o n  of  0v 1 and  0v2 
T h i s  e s t i ma t i o n w a s  n o r ma l l y p e r f o r m e d  s p E> c t r op h o t o 

m e t r i c a l l y o n  a s u i t a b l e  a l i q u o t  o f  a n  a l c o h o l i c  s t o ck s o l 

u t i c� o f  t h e  0Y c o m p o u n d  d i lu t ed t o  2 m l  i n . B 5% e t ha n o l . 

R a t h e r  t h an  t ak i n g  a d i r e c t  me a � u r e me n t  o f  th e a bs o r b a � c e  o f  

t h e  s o l u t i o n o f  t h e  0 Y  c o m p ou n d , a l k a l i  ( 5/U l o f  1 . 2 5 N N a D H ) 
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W 3 S  a d d e d  t o  t r a n s f o r m  i n  1 m i n u t e  t h e c o m p ou n d  t o  D C  

a n i o n  a s  q u a n t i t at i v e l y  a s  p o s s i b l e . O n  a c i d i f i c G t i on 

( 1 0 ,/u l o f  1 . 4 4  N H C 1 ) o f  t hi s s o l u t i o n ,  t h e  D C  p r o d u c t  

w a s  t h en  e s t i m a t e d  f r o m  t h e  a b s o r b a n c e  a t  \ m a x . 3 2 5  n m  

. 1 o/o  3 ( E .1 · = 0 . 8 4 5  x 1 0  ) .  T h e  0Y c o m p o u n d  e q u i v a l e n t  t o  c m  
t h i s  c a l c u l a t e d D C  c o n t en t  w a s  o b t a i n e d  by  mu l t i p l y i n o 

b y  t h e  r a t i o  o f  t h e  m o l e c u l a r  w e i gh t s  o f  t h e c o mp o u n d s , 

t ha t  i s  2 8 8 /2 7 0 . T h i s  p r o c e du r e  h a d  t h e  a d v a n t a g e  t h a t  

t h e  e f f e c t o f  imp u r i t i e s w h i c h  w e r e  f r e� u en t l y  p r e s e n t 

a n d  w h i c h  t e n d e d  t o  a b s o r b  m a x i ma l l y at  2 7 5  n m . ( \ m a x  

f o r  0 Y  c o m p o u r, J s  a l s o ) b u t  m i n i ma l l y  a t  32 5 n m ,  c o u l d b e  

s u b s t a nt i a l l y  o v e r c o m e  s i n c e  e x p o s u r e t o  t h e  a l k a l i  a n d  

a c i d  t r e a t m e n t  r e q u i r e d  t o  ob t a i n D C  d i d  n o t  a l t e r t h e i r  

ab s o r b a n c e . W h e n t h e  0 Y  co m p o u n d s  w e r e  pu r e , f o r  e xa m p l e  

i n  t h e  a c c u r a t e  e s t i ma t i o n s  o f  t h e p r o p o rt i o n s  i n  e n z y m i c  

r e a c t i on p r o du c t m i x tu r es , t he q u a n t i t i e s o f  0 Y  c o m p ou n ds 

c ou l d  b e  d i r e c t l y  o b t a i n e d  f r o m  a b s o r b a n c e  r e a d i n g s  a t  

2 7 5  n m  us i n g t h e  a p p r o p r i at e  E 1
1 % 

v a l u e s ,  s e e  s e c t i o n  4 - 32 . c m  

A s o u r c e  o f  l i m i t e d r r r o r  i n  t h e  e s t i ma t i o n  o f  0Y  

c o m p o u n ds a s  D C  a f t e r  a l k a l i  t r a n s f o r m at i on ,  w a s  t h e  u n -

a v o i d a b l e p r o p o r t i o n  o f  f l a vo n o l  i n  t h e  p r o du c t  e v e n  w h e n  

m i n i m a l  amo u n t s  o f  a l k a l i  f o r  e f f i c i e n t  t r a n s f o r ma t i o n 

w e r e  a d d e d  ( s e e  F i g u r e  3 1 ) . T h e  E 1
1

% 
v a l u e  f o r  f l av o n o l  c m  

at  3 2 5  n m  w a s  c a l cu l a t e d a s  0 . 4 2 x 1 03 ( c o mp a r e  v a l u e o f  

0 . 7 8 x 1 03 a t \ max  3 5 7  n m  ( 1 4 7 ) ) . H e nc e ,  t h e  o b s e r v e d 

a b s o r b an c e  a t  3 2 5  n m  o f  a l k a l i  t r a n s f or m ed 0Y c o m p o u n d  

wou l d b e  l ow e r  t h e g r e a t e r  t h e  p r o p o r t i on o f  f l a v o no l i n  

t h e  p r o d u c t . U n d e r  t h e c a r e f u l l y con t ro l l e d  con d i t i o n s  

o f  t r a n s f o r m a t i on a s  d e s cr i b e d  a b o v e  a n d  e m p l o y e d t h r o u g h-

ou t t h e  p re s en t  w o rk , t h e  f l a v o n o l  c o n t e n t  w a s  e s t i m a t e d  

( F i gu r e 3 1 ) t o  l i e i n  t h e  r an g e  5 - 1 0% . Th e r e f o r e  t h e  
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e s t i m a t e d  D C ,  E :::J u i v a l e n t t r)  t h e  0Y c om p ou n d ,  w ou l d h a v e  

b e e n  l o w b y  a b o u t  2 - 5% s i n c e  t h e  p r e s e n c e  o f  t h i s f l av o n o l 

c o m p o n e n t  w i t h l ow e r  s p e ci f i c a b s o r p t i o n  w a s  i g n o r e d . 

4 - 3 1  O o t i c a l  a c t i v i t v m e a s u r em e n t s 
,____ _ _,.;:._::��-:;..._�� 

· M e a s u r e m s n t s  w e r e  m a d e  w i t h  a B e n d i x  a u t o m a t i c 

p o l a r i me t e r  a t  t h e  w a v e l e n g t h  o f  t h e s o d i u � D l i n e at  r o o m  

t e m p e r c t u r e . a p p r o x i m a t e l y  2 0 ° . T h e co �p o u n d w a s  d i s s o l v e d  

i n  2 m l  8 5% e t h a n o l  an d t h i s  s o l u t i o n u s e d t o  f i l l  t h e  c e l l  

o f  p a t h l e n g t h  2 c m . F r o m  t h e  o � s e r v e d  a n g l e o f  r o t a t i o n , 

a: ,  t h R  s p e c i f i c  r o t a t i o n ,  [ o:. ] ,  w as c a l c u l a t e d  f ro m  t h e 

r e l a t i o n s h i p  ( 1 4 8 ) : 

[ a:  J = 1 D Da: 
�;) x c ( g/ 1 D D m l ) 

w h e r e  1 i s  t h e .  c e l l  p a t h  l e n g t h i n  d e c i m e t r e s  a n d  c i s  t h e 

c o n c e n t r a t i o n  o f  s o l u t e  e xp r e s s e d  i n  g r a ms p e r 1 D D m i l l i -

l i t r es . F o r  t h e  0Y c o m p o u n ds , t h e  c o n c e n t r at i o n  o f  s o l u t e  

w a s  c a l c u l a t e d  f r o m  t h e eq u i v a l e n t  D C  c o n t e n t  d e t er m i n e d  

s p e c t r o p h o t o m e t r i c a l l y . T h u s ,  a n  a l i q u o � o f  s o l u t i on  f r o m  

t h e  c e l l  w a s  d i l u t e d  i n  8 5% e t h an o l a n d  t ra n s f o rm e d  t o  D C  

b y  c o n t � o l l e d  a d d i t i o n  o f  a l k a l i a n d  t h e n  a c i d .  T h e  c o n

c e n t r a t i o n s  o f  0Y c om p o u n d s  p r e s e n t  u s u a l l y f e l l w i t h i n  t h e  

r a n g e  D . 1 - 0 . 6  1/1 D D  m l . 

4 - 3 2 D e t esm i n a t i o n  o f  E � �m v a l u o s  f o r 0Y 1 a n d  0v2 

T h e  E � �m v a l u es f o r  0f 1 and  0v2 ( as s e p a r a t e 0Y2 a 

a n d  0Y2 b f or ms ) , w e r e  m e a s u r e d  i n d i r e ct l y  b y  d e t e r m i n i n g  

t h e  r at i o  o f  t h e  a b s o r b an c e  f o r  e a ch 0Y s amp l e  a t  2 7 5  n m  

( � m a x ) t o  t he a b s o r b a n c e  o f  � h e  e � u i v a l e n t  D C  a t  3 2 5  n m  

( � mr x ) ,  f o r m e d  on  c o n t r o l l e d  a d d i t i o n o f  a l k al i ( 5 /U l  

1 . 2 5  N NaOH p e r  2 m l  s a mp l e i n  8 5% e t h a n o l )  f o l l ow e d  b y  
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a c i d .l  f j c a t i o ll ( 1 U/u l  u f  1 . 4 4 N H C 1 ) .  T h e e. b s o r b a n c G  r a t i o s 

( 0Y s am p l e : e q u i v a l e n t D C ) t h u s  r e c o r d e d  w e r e 0 . 6 0 4 , 0 . 6 2 2  

a n d  0 , 6 1 9 f 8 r  0v 1 , 0 Y 2 a a n d  0Y 2 b  s amp l e s r e s p e c t i v e l y . 

1 �  3 
F r o m  t he l 1 ' v a l u 8  f iJ r  D C  a t  3 2 5  n m , D , 8Li 5 x 1 D  , an d t l 1 e s e  e rn 

r a t i o s , t h e  c o r r es po n d i n g  E 1
1 % v a l u e s  f u r  t h e  0Y  c o m p o u n ds , 

· c m  

21 t 2 7 ':; n m  a n rJ o f  mo l e c u l a r w e i g h t  2 86 c o m p ar e d  w i t h  2 7 D 

f o r  D C ,  w e r e  t : 1 e n c a l c u l a t e d as  0Y 1 , D . 4 B D  x 1 D 3 , 0Y 2 a , 

3 ./. 3 D . 4 9 5  X 1 C  o n d  p Y2 b ,  0 . 4 9 5  X 1 D  , 

4 - 3 3  D e t e r m i n a t i on o f  pK '  o f  0Y c o mpo un ds , D C  a n d  f l a v o n o l  
a 

T h e ap p a r e n t  p K ( pk ' ) w a s  c a 1 c L '  l a t e  d f r o  m t h e  r e -
a a 

l aU o n s h i f1  g i \ 1 e n b y  t h e  H e n de r s r:m - H a s s e l b a l c h  e q u a t i o n : 

p H  = + l o g 
[ s a l t ] 
[ a c i d ] 

F o r e a c h  c o m p ou n d ,  t h e  r a t i o  of  t h e  c o n c en t r a t i o n o f  

s a l t ( co n j u ga t e  b a s s or  i o n i s e d  f o rm ) t o  a c i d ( u n i o n i s e d  

f o r m ) w a s  d e t e r m i n e d  s p e c t r o p h o t o me t r i c a l l y  a t  a k n ow n  p H  

wh e re t h e c o n c e n t r a t i o n s  o f  t h es e  f o r m s  w e r e  s i mi l a r . T h i s 

was  p o s s i b l e w i t h  e a ch of  t h e  c o m � o u n d s  s t u d i e d  s i n c e a t  

s e l e c t e d  w a v e l e n g t hs t h e a b s o r b a n c e  o f  t h e  a c i d  ( u rJ i on i s e d ) 

a n d  c o n j u g a t e  b as e  ( i on i s e d ) f o r m s  d i f f e r e d  w i de l y . H s n c e  

f r o m  t h e  a b s o r b an c e  a t  a n  i n t er m e d i a t e  p H  w h e r e  a m i x t u r e  

o f  a c i d  a n d  c o , l j u g a t e  b a s e f or m� e x i s t e d , t h e  r a t i o  of  

t h e s e  f o r m s  at  t h e  k n own  p H  co u l d  b e  r e a d i l y  c a l cu l a t e d 

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

a n d  f u l l y  c o n j u gat e b as e  f o r m s  a t  t h e s ame  w a v e l e n g t h  a n d  

c o n c e n t r a t i o n . 

A s t o ck s o l u t i o n o f  e a c h  c o m po u n d  i n  8 5% e t ha no l  

w a s  p r e p a r. e d  s o  t h a t  a 5 0/U l a l i q u o t  a d d e d  t o  1 . 9 5  m l  o f  

. D . D 5 M t r i s  b u f f er i n  t h e  p H  ran g e  e m p l oy e d  g a v e  a s u i t a b l e  
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a b s O l_' b a n c R r e a ri i r 1 g  ut  t h E:J w a v e l e n g t h s  o f  i n t e r e s r. . T h e  

s p e ct r u m o f  t h e  u n i o n i s e d  f o r m  w a s  r e c o r d e d  a t  a b o u l  p H  

3 w h i c h  w a s  a t t a i n e d  o n  a d d i t i o n o f  1 0_/t-J l o f  1 . 4 4  N H C 1  

t o  1 . 9 5 m l  0 . 0 5 M t r i s b u f f e r  p H  7 .  T o  o b t a i n t h e  s p e c t r u m  

o f  t h e f u l l y  i o n i s e d  f o � m , t h e  p H  o f  t hs b u f f e r  w a s i n 

c r e a s 8 d  u n t i l t h e  a b s o r b an c e  d u e  t o  t h e  i o n i s e d  s p e c i e s  

r e a c h e d  ma x i mu �  i n t e n s i t y w h i l e t h e  i s o s b es t i c  p o i n t  o f  

i n t e r e s t  � a s r e t a i n e d . I f  e v e n t u a l l y  a t  h i g h e r  p H  t h e  

s p e c t r u m n o  l o n g e r  i n c i u d e d the  e s t a b l i s h e d  i s o s b e s t i c  

p o i n t ,  t h e  p r e s e n c e  o f  a n  a d d i t i o n a l  i o n i c  s p e c i e s  w as 

i n d i c. a t e d  a n d  t h e  s p e c t r um a t  t he h i gh e� t p H at  w h i ch t h e  

i s o s b es t i c  p o i n t  p e r s i s t e d  was  t ak en  a s  t h a t  o f  t h e  m o n o 

i o n i s a d f o r m . F o r  e x am p l e ,  i n  t h e  c a s e  o f  D C ,  at  p H  9 t h e  

s p e c t r u m  o f  t h e  f u l l y  i on i s e d  f o r m  w a s L b s e r v e d ,  i s o s b e s t i c  

p o i n t  3 4 5  n m , w h i l e  a t  p H  1 1 , t h e  a b s o r b a n c e  a t  3 4 5  n m  

d r o p p e d  a p p r e c i a b l y  w i t h  fu r t h e r  a p p a r e nt i o n i s at i o n  a n d  

l i m i t e d  r e d  s h i f t  i n  t h e a b s o r p t i o n  a b o v e  t h i s wa v e l e n g t h . 

W i t h  �Y 1 a n d  0Y2 , ma x i mu m  i o n i s a t i o n  was  a p pa r e n t  a t  p H  9 .  

T h e  i n s t a b i l i ty o f  t h e s e c o m p OU J l d s m e a n t  t h a t  t h e a b s o r p t i o n  

at  t h e w a v e l e n g t h  o f  i n t er e s t  ( � 3 5  n m  i n  al l ca s e s ) lli a s  r e

c o r d e d  i m m e d i at e l y  o n  r a p i d  m i x i ng o f  t h e a l i q u o t  o f  e t h a n 

o l i c  s o l u t i o n a n d  t h e  b u f f er . T h es e  c o mp ou n d s  s h ow ed a n  

i s o s b e s t i c  p o i n t  at 300  n m . F o r  0DC  al s o ,  m a x i mu m  i oni s a t i o n 

w as o b � a i n e d  a t  p H  9 .  I n  t he c a s e  o f  f l a v o n o l ,  t h e  f i r s t  

i on i s at i on ( i s o s b e s t i c p o i n t  � 6 5  n m ) w a s  ap p a r e n t l y  c o m p l e t e  

a t  s l i g ht l y  a b o v e  p H  B .  E a c h  c o m p o un d was  f o u n d  t o  g i v e  

r i s e  t o  a s u i t a b l e  m i x t u r e  o f  i on i s e d  a n d  u n i o n i s e d  fo r m s  

i n  p H 7 b u f f e r . T h u s  t h e  a b s o r b a n c e  a t  t h i s  pH  a n d  a t  

a p p r o p r i Q t e wav e l e n g t h ,  O C ,  3 8 0  n m , 0Y c o m p o u n d s , 3 3 5  n m ,  

0D C ,  3 3 5  n m  a n d  f l a v o n o l  386  n m , w a s  u s e d ,  i n  c on j u n c t i o n  
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w i t h  t h e  a b s o r b a n c e a t  t h e s a me w a v e l e n g t h  o f  t h e  u n i o n i s e d  

a n d  fu l l y i o n i s e d  f o rm s , i n  t h e  c a l c u l at i o n o f  t h e  d a t a  

r e c o r d e d  ( T ab l 8  1 0 ) .  

4 - 3 4 L i gh t S G n s i t i v i ty a s  a f a c t o r  i n  e s t i m a t i o n o f  a u r o n e  

A c o m p l i c at i n g  f a c t o r  i n  t h e  a c c u r a t e  q u a n t i t a t i v e 

e s t i m a t i o n  o f  h i s p i d o l  ( au r o n e ) wa s t h e  d i s c o v e ry t ha t  

e x p os u r e  t o  l i g h t a f fe c t e d  t h e  a b s o r b an c e  o f  a s o l u t i o n  o f  

t h e  c om p ou n d . T h i s  i s  i l l u s t r a t e d  b y  t h e  a b s o r p t i o n  s p e c t r a 

p r e s e n t e d i n  F i gu r e  6 3 o f  t h e  c o m p o u n d  f r es h l y  d i s s o l v e d  

i n  8 5% et h a n o l  a n d  o f  a p o r t i o n  of t he �· ame  s o l u t i o n a f t e r 

s t a n d i n g  4 5  m i n u t e s o r  l o n g er  o n  t h e  l ab o r a t o ry b e n c h  i n  

b r i g h t  d a y l i g h t  t o  b e c o m e  f u l l y  l i g h t  eq u i l i b r at e d .  T he 

s p e c t r u m  o f  f l a vo n o l  i n  8 5% e t h a n o l  i s  3 l so i n c l u d e d  f o r  

r e f er e n c e  p u r p o s e s  i n  t h e  F i g u r e . T h i s  c o m p o u n d i n  s o l u t 

i o n w a s  s t a b l e  to  l i gh t . T h e  l i g h t - i n d u c e d  c h an g e  i n  t h e  

s p e c t r u m  o f  h i s p i do l  w a s  f u l l y r e v e r s i b l e  d u r i n g  su b s eq u e n t  

s t o r a g e  i n  d a r k n e s s  f o r  1 5  h o u r s . F u r t h er r e cy c l i n g  o f  

l i g h t  a n d  d a r k  t r e a t m e n t s  r epr o j u c e d  t h e  e x p e c t e d  s p e c t r a l  

c h a n g es w i t h o u t  t he a p p e a r a n c e  o f  a n y  a n oma l i e s . F r e s h l y  

d i s s o l v e d  s o l i d a l w ay s  g a v e  a s p e c t r um u n c h a n g e d  b y  s u b

s eq u e n t  d a r k  s t o r a g e  o f  t h e s o l u t i o n . C h r o m a t og r a p hy o f  

h i s p i d o l  i n  3 0% H A  i n  d a rk n e s s , s t a r t i n g  w i t h  l i gh t - eq u i l i 

b r a t e d  a n d  d a r k - s t o r e d  s o l u t i o n s , s h ow e d  t h at d u m b e l l - s h a pe d  

s p o t s  w e r e  o b ta i n e d  f r o m  t h e  l i gh t - eq u i l i b r a t e d  s am p l e  i n  

c o n t r a s t  t o  h o m o g en e o u s  e l i p t i ca l  s p o t s  f r o m  t h e  o t h e r  

s am p l e .  M o s t  o f  t h e  ma t er i a l  i n  t h e  d u mb e l l - s hap e d  s p o t  

w a s  i n  t h e  f a s t er - m o v i n g  s e c t i o n  wh i c h  c o r � e s p o n d e d  i n  R f 

w i t h  t h e  d a r k - s t or e d  s a mp l e . O n  B e A W  c h r o ma t og r ams , t he s am e  

s er i es o f  s a mp l e s  g a v e  r i s e  t u  o n l y  s i n g l e  s p o t s  o f  i de nt i c a l  
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U , v .  a b s o r p t i o n s p e c t r a o f  h i s p i j o l ,  b e f o r e  a n d  a f t e r  

l l g h t  e q u i l i b r a t i o n ,  a n d  o f  f l a v o n o l  
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1 = F r e s h l y  d i s s o l v e d  h i s  p i  d o l o r  d a r k - s t o r e d  s o l ut i on , 

i n  8 5% ::: t D H 

2 = S o l u t i o n  as  in  1 b u t  2. f t e r  e q u i l i b r a t i o n  i n  l i l']h t  

3 = F l a v o n o l  i n  8 5% E t D H . 
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s i z e  a n cl  R f . T h i s  l i g h t  i n du c e d  c r . a n g e  w a s  t h Cl u g h t  t o  

i n v o l v e c i s- t r a n s i s o m e  r i s m o f  t h e h i s p i d o l m CJ !. e c u 1_ e • 

S i m i l a r  i r r a d i a t i o n - i � d u c e d  i s o me r i s a t i o n  o f  a n  a u r o n e  

h a s  b e G n r e c e n t l y  r e p o r t e d  ( 1 4 9 ) . A t  e q u i l i b r � um i n  l i gh t , 

t h e  a b s o r b a n c e a t  3 9 0 n m  w a s  i n v a r i a b l y 8 3 - 84%  o f  t h e  

a b s o r b a n c e  f o r t h e  f r e s h l y d i r s o l v e d  s am p l e .  F o r  c c rl -

v e n i e n c s ,  q u a n t i t a t i v e  w o r k  was  t h e r e f o � e  d c n e  w i t h  l i g h t 

e q u i l i b r a t e d  s o l u t i o n s . T h e  E �1 %  v a l u e
. 

f o r  h i s p i d o l  i n  cm 

8 5% e t h a n o l  w a s  a l s o  r e a s s e s s e d  o n  a c cou n t  o f  t h i s  e f f e c t  

o f  l i g h t .  A n e w v a l u e  o f  1 . 2 6  x 1 0 3 ( 3 8 8  n m ) w a s  f o u n d  f o r  

f r e s h l y  d i ss o l v G d  s o l i d  a n d f o r  t he l i g h t- e q u i l i b r a t e d  

s o l u t i on ,  a v a l .J e  o f  1 . 0 5  x 1 0 3 ( 3 9 0  n m ) w a s  r e c o r d e d ; 

c o m p a r e  p r e v i o u s  v a l u e  r e p o r t A d  1 . O B Y. 1 0 3 ( 1 7 ) . 

4 - 3 5  F l u o r i m e t r i c  e s t i m at i o n o f  a u r o n e  a n d  f l a v o n o l  

A f l u o r i m e t r i c  me t ho d  w a s  d 8 v e l o p e d  t o  p er m i t  

e s t i ma t i o n  o f  t h e  l o w  am o u n t s  o f  a u r o n e  ( h i s p i do l ) a n d  

f l a v o n o l  ( 4 ' , 7 - d i h y d r o x y f l a v o n o l ) w h i c h w e � e  e n c o u nt e r e d  i n  

p r o du c t s  o f  t h e  ch a l co n e  r e a c t i o n . 

F l u o r e s c e n c e  e m i s s i o n  a n d  e x c i t at i o n  s p e c t r a  o f  

a u r o n e  ( F i g u r e  6 4 ) an d f l a v o n o l  ( F i g u r e  6 5 ) w e r e  s p e c i a l l y 

d e t e r m i n e d  w i t h  a s p e c t r o f l u or i m e t e r  ( A � i n c o - B ow m a n ) t o  

g u i d e f i l t e r  s e l e c t i o n i n  t he d e v e l o p m e n t  o f  m e th o d s  f o r  

e x p e r i me n ta l e s t i ma t i on o f  t he s �  c o m p ou n d s  u s i ng a fi l t er 

i ns t r u m e n t  ( Fa r r a n d ) . T h e  h i s p i d o l  s o l u t i o n u s e d  w a s  

l i g h t - e q u i l i b r a t e d . 

T h u s , u s i n g  t h e  f i l t er i ns t ru m en t , b o t h  c om p o u � d s  

w e r 8  e x c i t e d s a t i s f a c t o r i l y w h e n  a p r i m a r y  f i l t e r  ( Tu r n e r  

f i l t e r  numb e r  7 - 6 0 ) w i t h  a p a s s  b 3 n d  m ax i ma l  a t  3 6 0  n m  i n  

t h e  l on �  w a v e l e n g t h  u . v � w a s  u s e d . S p e c i f i c  s e c o n d a r y  

f i l t e r  c o mb i na t i o ns  f o r  a u ro n e  a n d  f l a v o n o l  w i t h  p as s  b a n d s  
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F l uo r e s c e n c e  e m i s s i o n  a n d  e x c i t a t i o n s p e c t r a  o f  

h i s p i d o l x i n  8 5% E t U H  
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X L i 9 h t - e q u i l i b r a t e d  so l u t i o n  i n  8 5% E t O H , c o n c e n t r a :
i o n  8 . 5 /u g/m l  

E x c i t at i o n  w av e l en g t h  4 0 0  n m  f o r  e m is s i o n  

s p e c t rum  ( a ) 
O e t e ct o r  w a v e l e n g t h  4 8 0  n m  f or e x c i t at i o n  

s p e c t r u m  ( b ) 
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P a s s  b a n d s  o f  s e c o n d a r y  f i l t e r  co m b i n a t i o n s  u s e d  

i n  t h e  f l u o r i m e t r i c e s t i m a t i o n o f  h i s p i d o l a n d  

f l av o no l . 
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( t ) F i l t e r  c o m b i n at i on f or h i s p i d o l , T u r n e r  f i l t e r s  
n u m b e r  3 p l u s  4 8  p l u s  6 5 A  

( b ) F i l t e r c o m b i na t i o n  f o r  f l a v o n o l ,  T u r n e r  f i l t e r s  
n u m b e r  2 A- 1 5 p l u s  5 8 . 
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s h o liJ n i n  F i g u r e  6 6  w e r e  u s e d  t o  s a fl i p l e  t h e  f l u o r e s c e n t  

l i g h t . S i n c e  t h e  m e t h o d  w a s  v e � y s e n s i t i v e  f o r  f l 3 v o n o l ,  

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

f i l t e r e d  o u t  w i t b  i m p u n i t y . T h i s a l s o i n c r e a s e d  t h e 

s p o c i f i c i t y  o f  d e t e c t i o n a n d  r e s t r i c t e d  i n t e r f e r e n c e 

p o s s i b l y  b y  t r a c e s o f  a u r o n e  1 0 t  s e p a r a t e d  f r o m  f l a v o n o l  

o n  c h r o m a t o g r a p h y . 

C a l i b r a t i o n  c u r v e s  w e r e  c o n s t r u c t e d  f o r a u r o n e  

a n d  f l a v o n o l  d i s s o l v e d  i n  a m i x e d  s o l v e n t  w h i c h  c o n s i s t e d 

o f  B 5% e t h a n o l  a n d  0 . 0 2 M s o d i u m  p h o s p h a t e  b u f f e r  p H  7 . 0  

( 3 : 2  v / v ) . A s u i t a b l e  s a m p l �  c o n c e n t r a t i o n  r a n g e  w a s  

0 - 1 /u g /m l f o r  c.. u r o n e  a n d  0 - 0 . 1 ,/U g /m l f o r  f 1 a v o n o  l ,  w i t h i n 

w h i c h f l u o r e s c e n c e w a s  a l i n e 3 r f u n c t i o n  o f  c o n c e n t r a t i o n .  

S a m p l. e  v o l u m e s  w e r e  b e t w e e n  1 a n d  2 m l . R e f e r e n c e  c o n -

c e n t r a t i o n s  f o r  f l u o r i m e t r y wer e p r e p a r e d  f r o m  n e w l y  m a d e  

s t o c k  s o l u t i o n s  o f  t h e  c o m p o u n d s i n  8 5% e t h a n o l ,  t h e  c o n 

c e n t r a t i o n s  o f  w h i c h  w e r e  d e t e r m i n e d s p e c t r o p h o t o m e t r i c a l l y . 

T h e  e t h a n � l - p h o s p h a t e  c o n c e n t r a t i o n i n  t h e  f l u o r i m e t r i c 

s a m p l e a f f e c t e d  t h e f l u o r e s c e n c e  r e a d i n g s  fo r b o t h  c o m p o u n d s . 

T h u s  v o l u m e s  o f  e t h a n o l i c  s t o c k  s o l u t i o n g r e a t e r  t h an 5% 

o f  t h e  f i n a l  v o l u m e  w e r e  a v o i d e d  i n  t h e  p r e p a r at i o n o f  t h e  

f l u o r i me t r i c  s o l u t i o n  a s  a p r e ca u t i o n  a ga i n s t  i n c r e a s e d  

r e a d i n gs wh i ch w e r e  f o u n d  t o  a c c o mpan y  i nc r e a s e d  a m o u n t s  

o f  e t h a n o l  i n  t h e f l u o r i me t r i 2 s o l v e n t  m i x t u r e . 

I n  o r d e r t o  c h e ck t he f l u o r i me t r i c  met h o d  o n  e l u a t e s  

f r o m  p a ;J e r  c h r o ma t o g r ams , s t a n d a r d  a m ou n t s  o f  au r on e  an d 

f l a vo n o l  w e r e  s e p a r a t e l y  c h r o m a t o g ra p h e d  i n  1 - D  i n  B e AW 

a n d  t h e  8 5% e t h a n o l  e l u a t es o f  s p o t s  w e r e  e s t i m a t e d f l ;J o r i 

m e t r i ca l l y an d a l s o  s p e c t r o p h c � t o me t r i ca l l y  w h e r e  p o s s i b l e .  

F o r  t h e  t w o  m e t h o d s , e s t i ma t e s  o f  r e c o v e r i es  a g r e e d  t o  
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w i t h i n 5% . B e c a u s e  o f  t h i s  g B n e � a l  a g r e e me n t  a t  a l l l e v e l s  

w h e r e  a b s o r p t i o n m e a s u r em e n t s  c o u l d  b e  a p p l i e d a s  a c h e ck , 

t h e  f l u o r i m s t r i c m e t h o d  w a s  c o n s i d e r e d t o  gi v e  v a l i d  r e 

s u l t s u l s o at  l ow e r  s t a n d a r d  a mo u n t s ( u n d e r  5 �J g  p e r  s p o t ) 

wh e r e  n o  � n d e p e n d e n t  c h e c k  w a s  p o s s i b l e .  F o r  a u ro n e  

c h r o m a t  o g r a p h  e d i n  t h e r c n g e · J - 3 0 /U g / s p c  t , r 12 c o v e r  i P. s 

m e a s u r e d  f l u o r i m e t r i  c a l l y  i n cr e a s e d  g :c a ,i u a l l y f ro m  7 0  t o  

8 7% i n  g o i n g  f r o m  t h e  l o w e st  t o  t h e  h i g h e st am o u n t s  s p o t t e d . 

S i m i l ar l y , f l a v o no l c hr o ma t o g r a p h e d  a t  0 . 2 - 4 S �� g/s p o t  w a s 

r e c ov e r e d  i n  7 0  t o  8 5% m e a s u r e . D u r i n g  t h i s  w o rk i t  w a s  

a l s o  f o u n d  t h a t t h e w eak e s t  s � o t s  o f  b o t h  c o m p o u n ds c o u l d  

b e  e l u t e d  mo s t  � o n v e n i e n t l y  i n  t h e  f l u o r i m e t r i c  s o l v e n t  

d i r e c t l y  r a t h er t h an  i n  8 5% e t h an o l  i n i t i a l l y . 

I n  t h e  c o u r s e  o f  d e v e l o p i n g  t h e  f l u o r i me t r i c  m e t h o d  

a n d  a p p l y i n g i t  t o  t h e  est i mat i o n o f  a u r o n e a n d f l a v on o l  

e l u t e d  i n  8 5% e t h a n o l  f r o m c h r oma t o g r a ms , e v e n  v e r y  s m a l l  

a m o u n t s  o f  r e s i d u a l  a c et i c  a c i d  n o r ma l l y p r e s e n t  f ro m  t h s 

c h r o m a t o gr a p h i c s o l v e n t  w e r e  f ou n d t o  h a v e  a d v e r s e  e f f e c t s  

o n  t he f l u o r e s c e n c e o f  s a m p l e s . T h u s  w h en f l u o r e s c e n c e  

m e a s u r em e n t s  w e r e  ma d e  i n  8 5% e t h a n o l  s o lv e n t  o n  a l i q uo t s  

o f  e l u a t e s  f r o m  p a p e r  c h r om a t o g r a m s  w h i c h c o u l d  a l s o  b e  

c h e ck e d  s p e c t r o p h o t o m e t r i c a l l y , i t  w a s  f o u n d  t h at  t h e  r e 

c c v e r i es  e s t i ma t e d  f l u o r i m e t r i ca l l y f e l l t o  a s  l ow a s  5 0% 

a n d  8 5% o f  t h e  s p e c t r o p h o t om e t r i ca l l y  d e t e rm i ne d  v a l u e s  

f o r  h i s p i d o l  a n d  f l a v o n o l  r e s p e c t i v e l y . T h a t  t h e s e  d i s 

c r e p a n ci e s  w e r e  p r o b a b l y  cau s e d  b y  v a r i ab l e  c a r r y- o v e r  o f  

a c e t i c  a c i d  f r om c h r oma t o gr a p hy w as s h own  w h e n  a d d e d  t r a c es 

o f  a c e t i c  a c i d  c or r e s p o n d i n g l y  d e p r e s s e d t h e  f l u o r e s c e n c e  

o f  s t a n d a r d s  o f  a u r o n e  a n d  f l e vo n o l . D e l i b e r a t e  a d d i t i o n  

o f  a l ow a m o u n t  o f  a c et i c  a c i d t o  a l l  S S% e t h an o l u s e d ,  i n  
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o r d e r  t o  s t a n d a r d i s e  t h e  e f f e c t , � u s  t r i e d  s i n � e t e s t s  

s h o w e d  t h a t  f l u o r e s c e n c e  w a s  i n s e n s i t i v e t o  s m 3 l l  v a r i a t -

i o n s  i n  a c e t i c  a c i d  s t r e n � t h  a b o v e  a m i n i mu m . H o w e v e r , 

t h e m e a s u r e rr. e n t s  r e c o r d e d  l!J e r e l e s s a c c u r a t 3  a n d  m o r e  

v a r i a b l �  t h a n w i t h t h e  f i n a l l y  s e l e c t e d  e t h a n o l - p h o s p ha t e  

s o l v e n t . 

4 - 3 6 E s t i m a t  i o n  o f  t h e  v i e l d u f Y_1 _a �2 i n t h e  e n� i c 

r e a c t i o n 

� h e  p r o c e d u r e e m p l o y e d w c s t o c o n v e r t t o a u r o n e  

t h e  v 1 a n d  Y2 f u r m e d  i n  t h e r � a c t i o n  m i x t u r e s  g i v e n  b e l o w ,  

b y  a l k c l i  t r e a t m e n t o f  t h e  i n i t i a l r e a c t i o n p r c d u � t p r i o r  

t o  e t h e r e x t r a c t i o n . T h i s a u r o n e � u n a v o i d a b l y  c o n t a m-

i n a t e d  b y  s om 5  f l a v o n o l , w a s  i s o l a t E d  b y  2- D c h :.::- o m a. t o 

g r a p h y . T h e  r e c o v er e d  s a mp l e  w a s  t h en p r a p 2 r e d f o r  f l u o r i 

m e t r i c e s t i m a t i o n  b y p r e f e r e n t i c l d e s t r � c t i o n  o f  t h e c o n -

t a m i na t i n g f l a v o n o l  t o  n on - f l u o r e s c e n t  p r o d u c t s  u p o n  w a r m i n g  

i n  d i l u t e  a l k a l i  ( s e e  b e l ow ) . 

T h e  r e  a c t i on m i x t u r e s i n  w h i ch Y 1 a n d  Y 2 f o r  r11 at i J n 

w a s m e a �u r e d  c o n t a i n e d  c ha 1 c o n e ( 0 .  7 3_/t-J mo  1 e ) , hy d ro g e n  

p er o x i d e  ( 1 . 2 _/..J m o l e s o r  0 . 6 /U m o l e  w i t h  H R P  e n z y m e  ( 1 3 u n i t s ) 

o r  g a r b a n z o  e n z y m e  ( 2 5  u n i t s ) r e s p e c t i v e l y ) a n d  e n z y me ( g i v e n ) 

i n  0 , 0 5 M t r i s b u f f e r  p H  8 . 0 , t o t a l  v o l um e  4 m l , a t  r o o m  

t em p e r a t u r e . E a c h  r ea c t i o n  w e n . t o  c o m p J. e t i o n  i n  l ess t h a n  

1 m i n u t e a t  w h i c h s t a ge a l k a l :  ( 5 0 /U l  2 . 5  N N a D H ) was  3 d d e d , 

w i t h  m i x i n g , t o  c onv e r t  t h e  Y 1  and  v2 f o r m e d  t o  a u r o n e  ( D C  

a n d  f l a vo n o l  w e r e  a l s o  f o r m e d  f r o m  th e 0Y c o mp ou n d s ) , A f t e r  

s t a n d i n g f o r  1 0  m i nu t e s a t  r o o m  t em p e r a t u r e  t o  en s u r e  c o m p l e t e 

c o n v e r s i o n o f  Y 1 a nd v2 t o  a u r on e ,  t h e  a l k a l i n e  s o l u t i o � w a s  

a c i d i f i e d  ( 1 5 0/U l 1 . 4 4  N H C 1 )  a n d  t h e  p r od u c t s r e c o v e r e d  by  
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e t h o :::- e x t :r:' a c t i o n f o :c 2 - fl  c h r u m a t o g r a p h y . Dup l i c a t e r u n s  

w e r e  m a d e  f o r e a c h  r e a c t i o n m i x t u r e . E a c h  s a m p l e  w a s  

c h r o m a t o g r a p h e d  o n  a f u l l - l e n g t h p a p e r  i n  t h 2  8 e A W  f i r s t  

d i r G c t i o n  � o l '.J G r t  t o  a c h i e v e  m a x i m u m  r G s o l u t i o n o f  a u r o r 8 

a n  d f 1 a. v o n  o l ,  w h i l e  h a  1 1"  - l e n  g t h d e v e l o p r.1 a n t i n 1 Cl 1� H A i n 

t h e  a e c o n d  d i r A c t i o n s s p a r a t o d  m o s t  o f  t h e  D C  f r o m  t h e  

a u r o n e  a n d  p r c � i d e d  a c h e c k t h a t  a l l v 1 a n d  v 2 h a d  b e e n  

c o n v e r t e d  t o  a u r o n e . 

T h e  p r o m j n e n t  a u r o n e  s p o t  o n  e 21 c h  c h r o m a t o g r a m  

w a s  e x c i s e d  t o  i n c l u d e  a b o u t  h a l f  o f  t h e  a d j a c e n t w e a k  b u t  

p r o m i_ n e n t  f l a v o n o l  s p o t i n t o  w h i c h  i t  rr. • . .  r g e d  ( c o m p a r e 

F i g u r e  1 9  ( i i ) ) . T h e  e x c i s e d  3 r s a  o f  e a c h c h r o m a t o g r a m  

w a s  e l u t P d  i n  5 m l  o f  0 . 0 1 N s o d i u m  h y d � o x i d e  f o r  1 h o u r 

a t  6 0 ° w h i l e  u n d e r  a g � c a t i o r 1  j n  a w a t e r  b o. t h . P r e l i m i 1 1 a r y  

w o r k w i t h  a u r o n e  a n d  f l a v o n o l  s t a n d a r d s h a d  s h o w n  t h a t  

t h i s  t r e a t m e n t  p r e f e r e n t i a l l y d e s t r o y e d f l a v o n o l  w h i l e  

l e a v i n g  a b o u t  B D% o f  t h e  a u r o n e  i n t a c t . H e n c e  d e s t r u c t i o n 

o f  t h e  a m o u n t  o f  f l a v o n o l  p r e s e n t  i n  e a c h  s a m p l e  w a s  e x 

p e c t e d , T h i s  l!J a s  n e c  e s  s a r y  s i n . : e t h e  a m o u n t  o f  f l a  v o n o  l 

p r e s e n t , l o w i n  a b s o l u t e  t e rm 3  b u t r e l a t i v e l y l ar g e  i n  

r e l at i o n t o  t h e  a u r o n e  c o n t e n t , w o u l d  h a v e  c a u s e d ,  b y  i t s 

v er y  s t r o n g f }_ u o r e s c e n c e , s e r i o u s  e r r o r  i n  t he e s t i ma·t i o n 

o f  a u r o n e . E l u a t e s w e r e  t he n  q u i ck l y  c o o l e d  t o  r o o m  

t em p er L t u r e  a n d  h a l f t h e  v o l u m e  o f  e a ch w a s  r e mo v e d  t o  a 

s e p a � a t e  s t o p p e r e d t u b e ,  a c i d i f i e d  a n d  t h e a u ro n e  t h e n  

e x t r a c t e d  q u an t i t at i v e l y  i nt o  e t h e r . O n  r emo v a l  o f  t h e  e t h er , 

e a c h  s a mp l e  w a s  d i s s o l v e d i n  2 m l  o f  t h e  e t h a n o l - p h os p h a t e  

s o l v e n t ( s e c t i o n 4 - 3 5 )  f o r  f l u o r i m e t r y a n d  a l l o w e d  t o  s ta n d  

i n  t h e  l i g h t  f o r  3 0  m i n u t e s  t o  e q u i l i b r a t e . T he a u r o n e  

c o n t en t  o f  e a c h  s am p l e  was  t h en  d e t e rm i n e d  f l u o r i me t r i ca l l y . 
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8 e a eh n CJ s w e r e c o r r e c t o d f o r t !1 e f l t  1 0  r 8 s r: e ' 1 c e o f n p a p 8 r 

b l a n k  t!l h i c h h a d  b e e n p u t t h r o u g h  t h e s a m o  t r e a t m e n t  a s  t h e  

s 21 m p l e s .  F r o m  t h e  r e s u l t s o f  du p l i c a t e d 8 t e r m i n a t 5 o n s , 

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

p r e s £3 1Y l I}J 3 s c a 1 c u l a t  e d a t  0 . 0 8 a n  d 1 . U 9 /U g f o r t h e  H R  P 

a n d g a r b a n z o  c a t a l y s e d  r e 2 c t i o � r e s p e c t 5 v e l y  o f  2 0 0 /U g  

( 0 . 7 3 /U m o l e ) o f  c h a l c o n e . B a s e d  o n  S P. p � r a t e s t u d i e s  w i t h  

s t a n d a r d s , c u m u l a t i v e  l o s s e s  o f  a u r o n e  t h r o u g h a l l  s t e p s  

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

H e  r 1  c e t h e i n  i t  i a 1 p r o d u c t i o n o f  Y 1 p 1 u s Y 
2 

i n  t h e  

r e a c t i o n  w a s a b o u t 1 %  o f  t h e  c h a l c o n e  c o n s u m e d . 

4 - 3 7  D e t e r m i m: t. i o n o f r a d i o a c t i v i ty i n _g_§ _ _!:' b a n z o l 

T h e  g a r b a n z o l p r o d u c t f r o m  t h e e n z y m i c o x i d a t i o n  o f  

c h a l c o n e - ( 3 , 5 - T ) w a s  i s o l a t e d  c h r o m a t o g r a p h i c a l l y  a f t e r  t h e 

a d d i t i dn o f  s u f f i c i e n t  c a r r i e r t o  e n a b l e  t h e  s p o t  t c  b e  

v i s u a l l y  d e t e c t e d  i n u . v .  l i g h t , e x c i s e d a n d  e l u t e d  w i t h 

1 5  m l  o f  t he l i q u i d s c i n t i l l a t o r  c o ck t a i l c o n s i s t i n g  o f  6 g 

P P n ,  0 , 2 7 5 g P O P O P  a n d  1 G B g n a p h t M a l e n e  p e r  l i t r e  o f  

d i o x an . T h e  a ct i v i t y w a s  d e t er mi n e d  f o r  e a c h  s a mp l e  f r o m  

t h e  t i m e r eq u i r ed  t o  a c c u mu l a t e  5 , 0 0 0  c o u n t s  i n  a P a c k a r d  

mo d e l  2 0 0 2  T r i - c a r b  l i q u i d  s c i n t i l l at i o n s p e c t r o m e t e r . T h e  

c ou n t i n g  e f f i c i en c y  w a s  3 0% . 

I n  the  s e c o n d  e x p e r i m e n �  o n  g a r b a n z o l  f o r ma t i o n i n  

w h i c h  t h e  i s o t o p e  u s e d w a s  c h a l c o n e- ( c a r b o n y l - 1 4 c ) , t he g a r 

b a n z o l  p r o du c t  was  i s o l a t e d  c hr o ma t o g r a p hi c a l l y  a f t er  t h e  

a d d i t i on o f  s u f f i c i en t  c a r r i e r  t o  e na b l e  t h e s p o t  t o  b e  

v i � u a l l y  d e t e c t e d  i �  u . v .  l i g h t , e x c i s e d a n d  e l u t e d i n  8 5% 

e t h a n o l . T he  e l u at e  w a s  d r i e d  a r. d  t h e n  ta k e n u p  i n  a s ma l l  

v o l u m e  Qf  e t h an o l  f o r  c o un t i n g .  I n  t h i s  c a s e ,  e a c h  s am p l e  
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w a s t h e n  d r i e d  u n  a p l a n c h e t t e  n n d  t h e  a c t i v i t y w a s  d e 

t e r m i n e d  f r o m  t h e  t i m e r e q u i r e d  t o  a c c u m u l a t e  5 , 0 0 0  c o u n t s  

i n  a 8 e c k m a n  L o w  B e t a  I I  c o u n t e r . T h e  c o u n t i n g e f f i c i e n c y 

w a s  2 3 . 5% . 
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