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S U M M A R Y 

A s t u d y o f t h e e p o x i d a t i o n r e a c t i o n b y a n e n z y m e 

s y s t e m o f P . o l e o v o r a n s w a s c a r r i e d o u t f r o m a m e c h a n i s t i c , 

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

w o r k , i t h a s b e e n s h o w n t h a t t h i s e n z y m e s y s t e m c a t a l y z e s 

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

1 , 2 - o x i d e s w i t h a h i g h d e g r e e o f s t e r e o s e l e c t i v i t y a n d 

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

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

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

m e c h a n i s m o f o x y g e n i n s e r t i o n i n t h i s s y s t e m , t h e 

s u b s t r a t e t r a n s , t r a n s - 1 , 8 - d i d e u t e r i o - l , 7 - o c t a d i e n e w a s 

s y n t h e s i z e d a n d u s e d a s a s u b s t r a t e i n t h e e n z y m a t i c 

r e a c t i o n . T h e 7 , 8 - e p o x y - l - o c t e n e p r o d u c t w a s i s o l a t e d 

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

F o u r i e r T r a n s f o r m N M R s p e c t r o s c o p y . ^ h i l e t h e e q u i l i b r i u m 

N M R s p e c t r u m o f t h e e p o x i d e p r o d u c t e x h i b i t e d s e r i o u s 

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

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

u s e o f t h e p a r t i a l l y r e l a x e d F T N M R t e c h n i q u e a l l o w e d 

i s o l a t i o n o f t h e s p e c t r a o f t h e v a r i o u s s p e c i e s , 

q u a n t i t a t i v e a n a l y s i s o f t h e p r o d u c t m i x t u r e , a n d a 

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

a n d d e u t e r a t e d s p e c i e s w h i c h h e l p e d c o n f i r m t h e s p e c t r a l 
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a s s i g n m e n t s . O n t h e b a s i s o f t h e s e a n a l y s e s , i t i s 

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

w i t h i n v e r s i o n o f t h e o r i g i n a l o l e f i n g e o m e t r y . I n 

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

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

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

C o n t r o l e x p e r i m e n t s i n d i c a t e t h a t n o i s o m e r i z a t i o n o f 

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

u n d e r t h e r e a c t i o n c o n d i t i o n s . T h e s e r e s u l t s a r e 

c o n s i s t e n t w i t h t h e c o n c l u s i o n t h a t a s i m p l e " o x e n o i d " 

m e c h a n i s m i s n o t o p e r a t i v e i n t h i s e n z y m a t i c r e a c t i o n . 

T h e s e r e s u l t s , w h e n c o u p l e d w i t h t h e f i n d i n g t h a t 9 0 % 

o f t h e 7 , 8 - e p o x y - l - o c t e n e p r o d u c e d f r o m o c t a d i e n e i s o f 

t h e R ( + ) c o n f i g u r a t i o n , p r o v i d e a b a s i s b y w h i c h s e v e r a l 

m e c h a n i s t i c p r o p o s a l s w e r e e v a l u a t e d . 

A n i n v e s t i g a t i o n o f t h e s t e r e o c h e m i s t r y o f 

t h e e n z y m a t i c a l l y p r o d u c e d 1 , 2 - 7 , 8 - d i e p o x y o c t a n e b y O R D 

a n d N M R a n a l y s i s u s i n g a c h i r a l s h i f t r e a g e n t r e v e a l e d 

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

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

s e l e c t i v i t y . F u r t h e r m o r e , f r o m a n a n a l y s i s o f t h e 

d i e p o x i d e p r o d u c e d f r o m r a c e m i c 7 , 8 - e p o x y - l - o c t e n e , i t 

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

c e n t e r a t o n e e n d o f t h e s u b s t r a t e p r o f o u n d l y a f f e c t s 

t h e s t e r e o c h e m i c a l c o n s e q u e n c e s o f e n z y m a t i c o x y g e n 

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



m o l e c u l e . A s c h e m e c o n s i s t e n t w i t h o u r r e s u l t s i s t h a t 

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

d i e p o x i d e w i t h t h e s a m e d e g r e e o f s t e r e o s e l e c t i v i t y 

o b s e r v e d i n t h e p r o d u c t i o n o f R , R - d i e p o x i d e f r o m R - m o n o -

e p o x i d e b u t t h a t t h e R ( + ) e n a n t i o m e r r e a c t s m o r e r e a d i l y . 

I n o u r a t t e m p t t o d e t e r m i n e w h e t h e r t h e s t e r e o 

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

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

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

s u r p r i s i n g l y c o n v e r t e d t o s a t u r a t e d k e t o n e s b y P . o l e o v o r a n s . 

A n i n v e s t i g a t i o n o f t h e k e t o n i z a t i o n o f l - o c t e n - 3 - o l a n d 

2 - m e t h y 1 - 1 - h e p t e n - 3 - o 1 r e v e a l e d t h a t o n l y t h e r e d u c t a s e 

c o m p o n e n t o f P . o l e o v o r a n s a n d N A D H a r e r e q u i r e d f o r 

t h e s e r e a c t i o n s . I n a d d i t i o n t o t h e a l l y l i c a l c o h o l s , 

s a t u r a t e d a l c o h o l s a n d a , ^ - u n s a t u r a t e d k e t o n e s a r e a l s o 

c o n v e r t e d t o t h e i r c o r r e s p o n d i n g s a t u r a t e d k e t o n e s . O u r 

r e s u l t s e s t a b l i s h t h a t t h e s e r e a c t i o n s a r e e n z y m a t i c 

p r o c e s s e s , a p p a r e n t l y s p e c i f i c f o r r e d u c t a s e . 

B e c a u s e o f t h e h i g h l y u n u s u a l f e a t u r e s o f 

P . o l e o v o r a n s , i t i s c l e a r t h a t t h i s s y s t e m h a s c o n s i d e r a b l e 

p o t e n t i a l f o r s y n t h e t i c a p p l i c a t i o n s . I n o r d e r t o e n h a n c e 

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

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

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

p r e p a r a t i v e s c a l e . T h e s e p r o c e d u r e s a l s o p r o v i d e f o r 

c o m p a r a b l e y i e l d s i n t h e s y n t h e s e s o f s a t u r a t e d k e t o n e s 
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f r o m a l l y l i c a l c o h o l s , a l t h o u g h a n o p t i m i z a t i o n s t u d y 

f o r t h e s e r e a c t i o n s w e r e n o t c a r r i e d o u t . 
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C H A P T E R I 

I N T R O D U C T I O N 

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

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

a s a s u b s t r a t e . I n 1 9 5 5 , H a y a i s h i , e t . a l . u s e d a h e a v y 
1 8 1 8 

o x y g e n i s o t o p e a s a t r a c e r i n 0^ a n d E.^ 0 a n d d e m o n s t r a t e d 

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

i n t o a n o r g a n i c c o m p o u n d i n a n e n z y m a t i c a l l y c a t a l y z e d 
1 2 r e a c t i o n . C o n c u r r e n t l y , M a s o n e t . a l . s i m i l a r l y 

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

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

t h e o t h e r o x y g e n a t o m b e i n g r e d u c e d t o H 2 O . S i n c e t h e n , 

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

c o m p o u n d s i n l i v i n g s y s t e m s h a s b e e n w e l l e s t a b l i s h e d . 

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

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

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

t e r m e d o x y g e n a s e s . T h e t e r m s " m o n o " a n d ' d i ' o x y g e n a s e s 

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

t w o t y p e s o f r e a c t i o n s . T h e s e d i f f e r f r o m t h e o x i d a s e s 

w h i c h r e d u c e t h e o x y g e n m o l e c u l e e i t h e r t o h y d r o g e n 

p e r o x i d e o r t o t w o m o l e c u l e s o f w a t e r w i t h o u t t h e 

I n c o r p o r a t i o n o f m o l e c u l a r o x y g e n i n t o s u b s t r a t e . T h e 
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m o n o - o x y g e n a s e s a r e s o m e t i m e s r e f e r r e d t o a s m i x e d f u n c t i o n 

o x i d a s e s s i n c e t h e y c a r r y o u t b o t h o x i d a s e a n d o x y g e n a s e 

a c t i v i t y . 
3 

O x y g e n a s e s , w h i c h a r e w i d e l y d i s t r i b u t e d i n n a t u r e , 

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

t h e y c a t a l y z e k e y s t e p s i n t h e b i o s y n t h e s i s a n d d e g r a d a t i o n 

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

t o v i t a m i n s a n d h o r m o n e s . T h e s e e n z y m e s c a t a l y z e t h e 

h y d r o x y l a t i o n o f b o t h a r o m a t i c a n d a l i p h a t i c c o m p o u n d s , 

t h e e p o x i d a t i o n o f o l e f i n s a s w e l l a s t h e c l e a v a g e o f 

a r o m a t i c d o u b l e b o n d s , d e a l k y 1 a t i o n , d e c a r b o x y l a t i o n , a n d 

d e a m i n a t i o n r e a c t i o n s . 

I n o r g a n i c c h e m i s t r y , s u c h o x y g e n f i x a t i o n r e a c t i o n s 

h a v e e s s e n t i a l l y b e e n c o n f i n e d t o t h e i n v o l v e m e n t o f 

e i t h e r h i g h e n e r g y s p e c i e s o r t r a n s i t i o n m e t a l c a t a l y s t s 

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

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

m o l e c u l e t o a g r o u n d s t a t e s i n g l e t o r g a n i c c o m p o u n d . 

O x y g e n a s e s o v e r c o m e t h i s d i f f i c u l t y w i t h o u t t h e i n v o l v e m e n t 

o f h i g h e n e r g y s p e c i e s . A l t h o u g h s o m e o x y g e n a s e s c o n t a i n 

t r a n s i t i o n m e t a l i o n s , o t h e r s c o n t a i n o r g a n i c c o f a c t o r s . 

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

a n d s u b s e q u e n t l y i n c o r p o r a t e d i n t o o r g a n i c c o m p o u n d s 

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

p r o b l e m s i n b i o l o g i c a l c h e m i s t r y t o d a y . 
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T h e s u b j e c t o f t h i s d i s s e r t a t i o n i s a n o x y g e n a s e 

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

T h i s e n z y m e s y s t e m , c o n s i s t i n g o f t h r e e p r o t e i n c o m p o n e n t s , 

t e r m i n a l h y d r o x y l a t i o n o f a l k a n e s a n d f a t t y a c i d s i n t h e 

p r e s e n c e o f N A D H a n d m o l e c u l a r o x y g e n . T h e t h r e e p r o t e i n 

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

a n d t o - h y d r o x y l a s e . R u b r e d o x i n i s a n ( F e C y S ^ ) i r o n - s u l f u r 

p r o t e i n , c o n t a i n i n g t w o s i n g l e i r o n a c t i v e s i t e s i n a 

p o l y p e p t i d e o f m o l e c u l a r w e i g h t 1 9 , 0 0 0 . T h i s p r o t e i n 

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

s e q u e n c e d e t e r m i n e d , a p p a r e n t l y s e r v e s a s a n e l e c t r o n 

c a r r i e r i n t h e s y s t e m . R e d u c t a s e i s a f l a v o p r o t e i n o f 

m o l e c u l a r w e i g h t 5 5 , 0 0 0 , c o n t a i n i n g o n e f l a v i n a d e n i n e 

d i n u c l e o t i d e p e r m o l e c u l e . T h i s p r o t e i n h a s b e e n p u r i f i e d 

t o h o m o g e n e i t y a n d s e r v e s t o t r a n s f e r e l e c t r o n s f r o m N A D H 

t o r u b r e d o x i n . W - H y d r o x y l a s e i s a p r o t e i n o f v e r y h i g h 

m o l e c u l a r w e i g h t ( 1 0 ^ ) a n d r e c e n t s t u d i e s i n d i c a t e t h a t 

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

m o l e c u l a r w e i g h t 4 2 , 0 0 0 . 

i t a p a r t f r o m o t h e r w e l l - k n o w n h y d r o x y l a t i o n s y s t e m s i s 

t h e n a t u r e o f t h e p r o s t h e t i c g r o u p . I n t h e w e l l - c h a r a c t e r i z e d 

t h r e e c o m p o n e n t c a m p h o r h y d r o x y l a s e s y s t e m o f P s e u d o m o n a s 

p u t i d a , c y t o c h r o m e P - 4 5 0 s e r v e s a s t h e f u n c t i o n a l o x y g e n a s e 

w a s s h o w n b y C o o n a n d c o w o r k e r s 4 - 1 2 t o c a t a l y z e t h e 

A f e a t u r e o f t h i s m o n o - o x y g e n a s e s y s t e m w h i c h s e t s 

1 3 - 1 5 C y t o c h r o m e P - 4 5 0 h a s a l s o b e e n e s t a b l i s h e d c o m p o n e n t . 
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to be functional in the octane o x i d a t i o n s by extracts of 

C o r y n e b a c t e r i um,^^ in the steroid 1 1 - 3 - h y d r o x y 1 ase system 
17 18 

from a d r e n o c o r t i c a l m i t o c h o n d r i a , ' and in the o x i d a t i o n s 

of steroids and p o l y c y c l i c h y d r o c a r b o n s by liver 
19,20 T , 1, J 1 

m i c r o s o m e s . In c o n t r a s t , the CO-hydroxylase system of 

P. o l e o v o r a n s does not contain c y t o c h r o m e P-450 but 

a p p a r e n t l y requires a non heme iron for a c t i v i t y . 

A second feature w h i c h d i s t i n g u i s h e s the P. o l e o v o r a n s 

system from other h y d r o x y 1 ation systems is the nature of 

the e l e c t r o n t r a n s f e r r i n g p r o t e i n . Both a d r e n o d o x i n of 

a d r e n o c o r t i c a l m i t o c h o n d r i a and p u t i d a r e d o x i n of the 

P . put ida system are non heme iron p r o t e i n s of the 

f e r r e d o x i n type ( C y S ^ F e 2 S 2 ) , c o ntaining two iron atoms and 
14 

two labile s u l f i d e s . R u b r e d o x i n of the P. o l e o v o r a n s system does not contain a labile sulfide in the p r o s t h e t i c 

g r o u p . In a d d i t i o n , neither a d r e n o d o x i n nor p u t i d a r e d o x i n 

can accept e l e c t r o n s from the r e d u c t a s e component of 

P. o l e o v o r a n s . ̂  On the other hand, r u b r e d o x i n s from 

several a n a e r o b i c b a c t e r i a can accept e l e c t r o n s from 

r e d u c t a s e but yet cannot s u b s t i t u t e for P. o l e o v o r a n s 

r u b r e d o x i n in the h y d r o x y l a t i o n r e a c t i o n . These unusual 

features suggest that r u b r e d o x i n of P. o l e o v o r a n s may be 

directly involved in the binding and a c t i v a t i o n of o x y g e n . 

In a d d i t i o n to the p r e v i o s u l y known h y d r o x y l a t i o n 

r e a c t i o n s , it has recently been shown by May and 
21-30 , „ c o w o r k e r s that the same enzyme system of P. o l e o v o r a n s 
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i s a l s o c a p a b l e o f c a t a l y z i n g t h e c o n v e r s i o n o f t e r m i n a l 

o l e f i n s t o t h e i r c o r r e s p o n d i n g 1 , 2 - o x i d e s . T h e e p o x i d a t i o n 

r e a c t i o n r e q u i r e s t h e p r e s e n c e o f a l l t h r e e p r o t e i n 

c o m p o n e n t s a s w e l l a s N A D H a n d m o l e c u l a r o x y g e n . A 1 : 1 : 1 

s t o i c h i o m e t r y i s o b t a i n e d b e t w e e n t h e a m o u n t o f N A D H 

o x i d i z e d , t h e a m o u n t o f p r o d u c t f o r m e d a n d t h e a m o u n t o f 

o x y g e n c o n s u m e d , i n d i c a t i n g t h a t t h e P . o l e o v o r a n s s y s t e m 

i s a c t i n g a s a m i x e d f u n c t i o n o x i d a s e i n c a t a l y z i n g t h e 

e p o x i d a t i o n r e a c t i o n . 1 , 7 - o c t a d i e n e w h i c h d o e s n o t c o n t a i n 

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

7 , 8 - e p o x y - l - o c t e n e a n d t h i s c o m p o u n d c a n b e f u r t h e r 

o x i d i z e d t o g i v e 1 , 2 - 7 , 8 - d i e p o x y o c t a n e . O n t h e o t h e r h a n d , 

1 - o c t e n e w h i c h c o n t a i n s b o t h a t e r m i n a l m e t h y l g r o u p a n d 

a t e r m i n a l d o u b l e b o n d i s c o n v e r t e d t o b o t h 7 - o c t e n - l - o l 

a n d 1 , 2 - e p o x y o c t a n e w i t h t h e e p o x i d a t i o n r e a c t i o n p r o c e e d i n g 

m o r e r e a d i l y . T h e r e a c t i v i t y o f t h e P . o l e o v o r a n s s y s t e m 

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

a n d d e c r e a s e s c o n s i d e r a b l y a s t h e c h a i n l e n g t h i s 

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

l e n g t h e n e d . A f u r t h e r i n t e r e s t i n g a n d u n i q u e f e a t u r e o f t h e 

e p o x i d a t i o n r e a c t i o n i s t h a t i t p r o c e e d s w i t h a h i g h d e g r e e 

o f s t e r e o s e l e c t i v i t y . 1 , 7 - 0 c t a d i e n e i s e p o x i d a t e d t o g i v e 

p r e f e r e n t i a l l y t h e R i s o m e r o f 7 , 8 - e p o x y - l - o c t e n e a n d t h u s 

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

s i n c e 1 , 7 - o c t a d i e n e i s a p r o c h i r a l m o l e c u l e . 
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How the s t e r e o s e l e c t i v i t y and s p e c i f i c i t y of this 

e p o x i d a t i o n r e a c t i o n of P. o l e o v o r a n s differs from other 

b a c t e r i a l e p o x i d a t i o n systems remains to be e s t a b l i s h e d . 

It has been shown that cells of P s e u d o m o n a s a e r u g i n o s a 
3 1 

grown on saturated h y d r o c a r b o n s can convert 1-heptene, 
31 32 31 1-octene ' and 1-nonene to their c o r r e s p o n d i n g 

1,2-oxides. H o w e v e r , the e p o x i d a t i o n is only a minor 

r e a c t i o n pathway and the yields of the epoxide products are 

n e g l i g i b l e . The P . o 1 e o v o r a n s e p o x i d a t i o n system d i f f e r s 

from c y t o c h r o m e P - 4 5 0 - c o n t a i n i n g liver m i c r o s o m e s in that 

several aromatic c o m p o u n d s which are converted to arene 

oxides by liver m i c r o s o m e s are not s u b s t r a t e s for P . o l e o v o r a n s . 

The h y d r o x y l a t i o n / e p o x i d a t i o n system of P. o l e o v o r a n s , 

like all m o n o - o x y g e n a s e r e a c t i o n s , involves both e l e c t r o n 

transfer and oxygen insertion steps and there has been 

c o n s i d e r a b l e s p e c u l a t i o n c o n c e r n i n g the i n t e r a c t i o n of 

these events and the n a t u r e of the final activated o x y g e n 

s p e c i e s . It has been noted that many m o n o - o x y g e n a s e 

catalyzed r e a c t i o n s show great s i m i l a r i t i e s to those 
3 3 

r e a c t i o n s involving c a r b e n e s . Carbenes will insert into 

u n a c t i v a t e d alkane c a r b o n - h y d r o g e n bonds to give alkyl 

d e r i v a t i v e s , will add to alkenes to give c y c l o p r o p a n e 

c o m p o u n d s and will react with aromatic c o m p o u n d s to give 

n o r c a r a d i e n e s and t o l u e n e s . S i m i l a r l y , o x y g e n a s e s catalyze 

the h y d r o x y l a t i o n of a l k a n e s , the e p o x i d a t i o n of o l e f i n s and 

will convert aromatic compounds to arene oxides and p h e n o l s . 
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S i n c e c a r b e n e s a r e s p e c i e s c o n t a i n i n g s i x e l e c t r o n s 

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

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

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

v a l e n c e s h e l l . H a m i l t o n f i r s t s u g g e s t e d t h a t a n e l e c t r o -

p h i l i c " o x e n o i d " s p e c i e s i s g e n e r a t e d b y t h e s e e n z y m e s 

b y a t r a n s f e r o f t w o e l e c t r o n s p r i o r t o o r c o n c u r r e n t 
3 4 - 3 7 

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

A m o n g t h e m o s t w e l l s t u d i e d o f a l l ' " o x e n o i d " r e a c t i o n s i n 

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

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

a t t a c k o n t h e o l e f i n a s e v i d e n c e d f o r e x a m p l e b y t h e w e l l 

d o c u m e n t e d e f f e c t s o f e l e c t r o n d o n a t i n g o r e l e c t r o n w i t h -
3 8 - 4 1 , J # . . d r a w i n g s u b s t l t u e n t s . A d i a g n o s t i c c h a r a c t e r i s t i c 

o f t h i s r e a c t i o n i s i t s a b s o l u t e s y n s t e r e o s p e c i f i c i t y , 

e v e n i n c a s e s w h e r e s u b s t i t u e n t s w h i c h c o u l d s t a b i l i z e a 
3 9 - 4 3 

c a r b o n i u m i o n i n t e r m e d i a t e a r e p r e s e n t . S i m i l a r l y , 

a m o n g t h e o x o t r a n s i t i o n m e t a l c o m p l e x e s , w h i c h h a v e b e e n 
4 4 

c o n s i d e r e d a s p o s s i b l e m o d e l s f o r o x y g e n a s e r e a c t i o n s , 
4 5 4 6 c h r o m y l a c e t a t e a n d m o l y b d e n u m o x o c o m p l e x e s a r e k n o w n 

t o e p o x i d i z e o l e f i n s w i t h r e t e n t i o n o f g e o m e t r y , a n d t h e 

s a m e i s t r u e f o r t r a n s i t i o n m e t a l c a t a l y z e d e p o x i d a t i o n s 
4 7 

b y a l k y l h y d r o p e r o x i d e s . 

T h e " o x e n o i d " m e c h a n i s m h a s f o u n d p a r t i c u l a r f a v o r i n 

a c c o u n t i n g f o r c y t o c h r o m e P - 4 5 0 - c o n t a i n i n g o x y g e n a s e s a n d 
3 3 4 8 

f o r t h e N I H s h i f t w h i c h o c c u r s i n a r o m a t i c h y d r o x y l a t i o n s . ' 
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T h e N I H s h i f t r e f e r s t o a n i n t r a m o l e c u l a r h y d r o g e n m i g r a t i o n 

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

a r o m a t i c h y d r o x y l a t i o n s a n d i n d i c a t e s t h e f o r m a t i o n o f a n 

a r e n e o x i d e a s a n i n t e r m e d i a t e . 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 n t h e e n z y m a t i c h y d r o x y l a t i o n o f a r o m a t i c 

c o m p o u n d s h a s b e e n t a k e n a s e v i d e n c e o f a n ' ' o x e n o ' i d " m e c h a n i s m , 

I f s u c h a m e c h a n i s m i s o p e r a t i v e i n t h e s e o x y g e n a s e 

c a t a l y z e d r e a c t i o n s , i t i s a p p a r e n t t h a t t h e " o x e n o ' i d " r e a g e n t 

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

d i f f e r e n t p r o s t h e t i c g r o u p s ( t r a n s i t i o n m e t a l s , h e m e s , 

r e d u c e d f l a v i n s , a n d r e d u c e d p t e r i d i n e s ) a r e r e q u i r e d . 

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

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

b e e n s t u d i e d . T h e f i r s t h y d r o x y l a s e m o d e l w i t h m o l e c u l a r 
4 9 

o x y g e n w a s p r o p o s e d b y U d e n f r i e n d . T h e m o d e l c o n s i s t e d 

o f a n i r o n I I - e t h y l e n e d i a m i n e t e t r a a c e t i c a c i d c o m p l e x , 

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

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

s a t u r a t e d h y d r o c a r b o n s a s w e l l a s t h e e p o x i d a t i o n o f o l e f i n s . 

T h e U d e n f r i e n d s y s t e m s u f f e r s i n t h a t i t g i v e s a c o m p l e x 

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

p r o d u c t s a r e l o w a n d i t h a s n o t b e e n p o s s i b l e t o e s t a b l i s h 

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

t h a t t h i s s y s t e m d o e s n o t o p e r a t e b y a n " o x e n o i d " m e c h a n i s m 

s i n c e t h i s s y s t e m d o e s n o t s h o w a s i g n i f i c a n t N I H s h i f t . 



9 

A h y d r o x y 1 a t i n g s y s t e m w i t h n e w p r o p e r t i e s , c o n s i s t i n g 

o f i r o n I I - 2 - m e r c a p t o b e n z o i c a c i d c o m p l e x w i t h a c e t o n e a s 

t h e s o l v e n t w a s s t u d i e d b y U l l r i c h . ^ ^ ' ~ * ^ I n t h e p r e s e n c e 

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

c o m p o u n d s i n g o o d y i e l d s . H o w e v e r , t h i s s y s t e m d o e s n o t 

s h o w a s i g n i f i c a n t N I H s h i f t a n d d o e s n o t e p o x i d i z e o l e f i n s . 

S i m i l a r l y , a c h e m i c a l s y s t e m s t u d i e d b y H a m i l t o n a n d 

c o n s i s t i n g o f ^ 2 ^ 2 ' ^ e ^ ^ a n < * c a t e c h o l h a s a l s o b e e n s h o w n 

t o c a t a l y z e a r o m a t i c h y d r o x y l a t i o n s i n g o o d y i e l d s b u t 
5 2 

w i t h o u t a s i g n i f i c a n t N I H s h i f t . I n a d d i t i o n t o t h e 

m e t a l i o n - C ^ m o d e l s y s t e m s , s y s t e m s c o m p o s e d o f r e d u c e d 

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

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

a r e v e r y l o w , t h e s e s y s t e m s p r o v i d e c h e m i c a l m o d e l s f o r 

o x y g e n a s e s w h i c h d o n o t r e q u i r e a t r a n s i t i o n m e t a l i o n b u t 
3 3 5 3 

r e q u i r e s i n s t e a d a r e d u c e d f l a v i n . ' 

O f a l l t h e h y d r o x y l a t i o n m o d e l s c u r r e n t l y a v a i l a b l e , 

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

s p e c u l a t i o n r e m a i n s c o n c e r n i n g t h e m e c h a n i s m o f t h e s e 

c h e m i c a l s y s t e m s . A l t h o u g h t h e o x e n e m e c h a n i s m i s 

a t t r a c t i v e a n d r e a s o n a b l e , i n n o c a s e h a s a n a c t u a l 

e n z y m i c " o x e n o i d " r e a g e n t b e e n i d e n t i f i e d . T h e r e e x i s t s a 

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

a n d r e f u t e t h i s m e c h a n i s m . 

T h u s i t a p p e a r s t h a t t h e P . o l e o v o r a n s s y s t e m p r o v i d e s 

a n e x c e l l e n t c h o i c e f o r m e c h a n i s t i c s t u d i e s o n o x y g e n 
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a c t i v a t i o n . T h i s e n z y m e s y s t e m c a t a l y z e s b o t h h y d r o x y l a t i o n 

a n d e p o x i d a t i o n r e a c t i o n s a n d t h e a l k e n e e p o x i d a t i o n f i n d s 

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

e x a m p l e s o f a n "o x e n o i d " r e a c t i o n . 

T h e u n u s u a l s e l e c t i v i t y o f t h i s e n z y m e s y s t e m t o w a r d s 

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

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

a l s o f r o m a s y n t h e t i c v i e w p o i n t . T h e a b i l i t y t o e f f e c t 

a s y m m e t r i c s y n t h e s e s o f o p t i c a l l y a c t i v e e p o x i d e s f r o m 

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

t h i s e n z y m e s y s t e m a p o t e n t i a l l y a t t r a c t i v e s y n t h e t i c 

t o o l . 

O u r b r o a d o b j e c t i v e s i n c a r r y i n g o u t t h e r e s e a r c h 

d e s c r i b e d i n t h i s d i s s e r t a t i o n w e r e : t o p r o b e t h e 

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

t o f u r t h e r i n v e s t i g a t e t h e s t e r e o c h e m i c a l a s p e c t s o f t h e 

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

u t i l i t y o f t h i s e n z y m e s y s t e m b y d e v e l o p i n g s i m p l e 

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

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

v e r s a t i l i t y o f t h i s s y s t e m t o w a r d s o x i d a t i o n o f o t h e r 

s e l e c t e d o r g a n i c c o m p o u n d s . 

T h e r e s u l t s o f t h e s e s t u d i e s w i l l h o p e f u l l y p r o v i d e 

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

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

d i r e c t i n c o r p o r a t i o n o f m o l e c u l a r o x y g e n i n t o o r g a n i c c o m p o u n 
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C H A P T E R I I 

E X P E R I M E N T A L 

M a t e r i a l s 

H y d r o c a r b o n s , a l c o h o l s , k e t o n e s a n d o l e f i n s w e r e 

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

g r a d e c o m m e r c i a l l y a v a i l a b l e . I n o r g a n i c s a l t s w e r e t h e 

c o m m e r c i a l l y a v a i l a b l e r e a g e n t g r a d e m a t e r i a l s . D N a s e , 

R N a s e , N A D H , N A D + , d , 1 - a - p h o s p h a t i d y 1 c h o 1 i n e d i p a l m i t o y 1 

a n d p r o t o c a t e c h u i c a c i d w e r e f r o m S i g m a , m - c h l o r o p e r b e n z o i c 

a c i d , 1 M d i b o r a n e / T H F s o l u t i o n a n d t r i s [ 3 - ( t r i f 1 u o r o -

m e t h y l h y d r o x y m e t h y l e n e ) - 3 - c a m p h o r a t o ] e u r o p i u m I I I w e r e 

p u r c h a s e d f r o m A l d r i c h . P r e s w o l l e n D E A E - c e l l u l o s e ( D E - 5 2 ) 

w a s p u r c h a s e d f r o m W h a t m a n , S e p h a r o s e f r o m P h a r m a c i a a n d 

B i o g e l A f r o m B i o r a d . U l t r a p u r e ( N H . ) „ S O . w a s f r o m 
r <4 L 4 

S c h w a r z / M a n n . 

o r i g i n a l l y o b t a i n e d a s a c u l t u r e s t o r e d o n a n u t r i e n t 

a g a r s l a n t a n d k i n d l y p r o v i d e d b y R . D . S c h w a r t z , E x x o n 

R e s e a r c h a n d E n g i n e e r i n g C o . , L i n d e n , N . J . 

B a c t e r i a a n d C e l l G r o w t h 

P . o l e o v o r a n s s t r a i n T F 4 - 1 L w a s u s e d t h r o u g h o u t a l l 

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

T h e o r g a n i s m P . o l e o v o r a n s s t r a i n T F 4 - 1 L w a s 

c o n s i s t i n g o f : ( N H 4 ) 4 H P 0 4 , l O g ; K 2 H P 0 4 , 5 g ; N a ^ O 4 ' 0 . 5 g ; 
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M g S 0 4 - 7 H 2 0 , 0 . 4 g ; F e S 0 4 - 7 H 2 0 , 0 . 0 2 g ; M n S O ^ l ^ O , 0 . 0 2 g ; 

N a C l , 0 . 0 2 g ; H 3 B 0 3 , 0 . 5 g ; C u S 0 4 ' 5 H 2 0 , 0 . 0 4 m g ; N a 2 M o 0 4 • 2 H 2 0 , 

0.2 m g ; Z n S 0 4 - 7 H 2 0 , 8.0 m g ; C a C l 2 , 5 0 . 0 m g ; C o C l 2 ' 6 H 2 0 , 

2 . 0 m g ; d i s t i l l e d H 2 0 t o 1 l i t e r . 

1 0 0 m l o f P - l m e d i u m w a s a u t o c l a v e d i n a 3 0 0 m l 

b a f f l e d s h a k e f l a s k f o r 4 5 m i n u t e s a t 1 2 1 ° C , t h e n i n o c u l a t e d 

w i t h a 5 m l w a s h i n g o f a n u t r i e n t a g a r s l a n t . T h e s o l u t i o n 

w a s s u p p l e m e n t e d w i t h 1 % v / v o c t a n e a s s o l e s o u r c e o f c a r b o n 

a n d e n e r g y . T h e h y d r o c a r b o n h a d b e e n f i l t e r s t e r i l i z e d 

b e f o r e a d d i t i o n , u s i n g a M i l l i p o r e f i l t e r w i t h a p o r e s i z e 

o f 1.2 y m . I n c u b a t i o n w a s c a r r i e d o u t a t 3 0 ° C i n a r o t a r y 

s h a k e r ( N e w B r u n s w i c k S c i e n t i f i c , N e w B r u n s w i c k , N . J.) a t 

2 9 0 r p m f o r 3 6 h r . a t w h i c h t i m e a n o p t i c a l d e n s i t y o f 5 

a t 6 6 0 n m w a s o b t a i n e d a n d c e l l g r o w t h h a d e n t e r e d a 

s t a t i o n a r y p h a s e . T h e c e l l s o l u t i o n w a s c e n t r i f u g e d a t 

2 0 , 0 0 0 x g a n d 4 ° C f o r 1 0 m i n . a f t e r w h i c h t h e r e d d i s h b r o w n 

c e l l p e l l e t s w e r e r e s u s p e n d e d i n 3 0 m l m e d i u m c o n t a i n i n g 

1 0 % v / v g l y c e r i n t o g i v e a c o n c e n t r a t e d s a m p l e . S a m p l e s 

w e r e s t o r e d i n 3 m l v o l u m e s i n s e a l e d a m p o u l e s a t - 7 5 ° C a n d 

u s e d a s s t o c k c u l t u r e s f o r a l l f u t u r e p r e p a r a t i o n s . S e v e r a l 

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

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

c e l l g r o w t h a t 3 0 ° C , a v i s u a l e x a m i n a t i o n d i d n o t i n d i c a t e 

a n y c o n t a m i n a t i o n . 

M a s t e r F l a s k s w e r e g r o w n a s n e e d e d b y i n o c u l a t i n g 

1 0 0 0 m l o f m e d i u m c o n t a i n i n g 1 % v / v o c t a n e w i t h o n e 3 m l 
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s t o c k a m p o u l e a t 3 0 ° C a n d 2 9 0 r p m u n t i l c e l l g r o w t h b e g a n 

t o e n t e r t h e s t a t i o n a r y p h a s e . ( F i g . 1 ) . T h e m a s t e r 

f l a s k , w i t h a n o p t i c a l d e n s i t y o f 1 2 a t 6 6 0 n m , w a s s t o r e d 

a t 4 ° C f o r n o l o n g e r t h a n 1 0 d a y s . 

F o r l a r g e s c a l e c e l l g r o w t h , a 1 4 l i t e r N e w B r u n s w i c k 

M o d e l 1 9 f e r m e n t o r e q u i p p e d w i t h d i s s o l v e d o x y g e n a n d p H 

p r o b e s a n d a m e c h a n i c a l f o a m b r e a k e r w a s u t i l i z e d . 1 0 l i t e r s 

o f m e d i u m c o n t a i n i n g 0 . 1 % v / v p o l y p r o p y 1 e n e g l y c o 1 a s a n 

a n t i f o a m i n g a g e n t a n d 1 0 0 m l o c t a n e , w a s i n o c u l a t e d w i t h 

3 0 0 m l f r o m a f r e s h l y p r e p a r e d m a s t e r f l a s k . D u r i n g t h e 

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

7 . 0 - 7 . 2 b y 5 N N a O H a d d i t i o n , a n d t h e t e m p e r a t u r e m a i n t a i n e d 

a t 3 0 ° C . C a r e w a s t a k e n t o c o n t r o l t h e a i r s p a r g i n g a n d 

o c t a n e c o n c e n t r a t i o n i n o r d e r t o m i n i m i z e t o x i c i t y t o t h e 

c e l l s a n d s u b s t r a t e e v a p o r a t i o n . T h e c e l l s w e r e h a r v e s t e d 

d u r i n g t h e l a t e l o g p h a s e , ( F i g . 2 ) , t h e n c e n t r i f u g e d a n d 

s t o r e d f r o z e n a t 0 ° C . A p p r o x i m a t e l y 3 5 0 - 4 0 0 g ( w e t w e i g h t ) 

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

E p o x i d e A s s a y s 

G r o w i n g C u l t u r e s 

T o a 3 0 0 m l b a f f l e d s h a k e f l a s k c o n t a i n i n g 1 0 0 m l 

P - l m e d i u m w e r e a d d e d 1 m l e a c h o f o c t a n e a n d 1 , 7 - o c t a d i e n e 

a n d a 2 m l i n o c u l u m . T h e r e a c t i o n m i x t u r e w a s i n c u b a t e d 

a t 3 0 ° C . D u r i n g t h e i n c u b a t i o n p e r i o d , c e l l g r o w t h 

o c c u r r e d a t t h e e x p e n s e o f o c t a n e , a n d 1 , 7 - o c t a d i e n e 
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T I M E ( h r ) 

F i g u r e 1. G r o w t h C u r v e R e l a t i n g O p t i c a l D e n s i t y a t 6 6 0 n m t o 

t h e I n c u b a t i o n T i m e f o r a M a s t e r F l a s k P r e p a r a t i o n 

f r o m a S t o c k A m p o u l e 
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F i g u r e 2 . G r o w t h C u r v e R e l a t i n g O p t i c a l D e n s i t y t o 

I n c u b a t i o n f o r a 1 0 L i t e r F e r m e n t a t i o n o f 

P . O l e o v o r a n s 
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w a s e p o x i d a t e d . A t v a r i o u s t i m e i n t e r v a l s , a l i q u o t s o f 

t h e r e a c t i o n m i x t u r e w e r e t a k e n a n d a n a l y z e d f o r b o t h 

e p o x i d a t i o n a c t i v i t y a n d c e l l g r o w t h . 

R e s t i n g C e l l S u s p e n s i o n s 

T o a 3 - l i t e r f l a s k c o n t a i n i n g 1 0 0 0 m l P - l m e d i u m 

w e r e a d d e d 1 0 m l o c t a n e a n d a 3 0 m l i n o c u l u m . I n c u b a t i o n 

w a s c a r r i e d o u t u n t i l t h e c e l l s u s p e n s i o n a p p r o a c h e d a n 

O D = 3 a t 6 6 0 n m . C e n t r i f u g a t i o n a t 2 0 , 0 0 0 x g a n d 4 ° C 

f o r 1 0 m i n u t e s g a v e a c l e a r b u t f a i n t y e l l o w i s h s u p e r n a t a n t , 

w h i c h w a s d i s c a r d e d , a n d r e d d i s h b r o w n c e l l p e l l e t s . T h e 

c e l l p e l l e t s w e r e w a s h e d t w i c e w i t h 0 . 0 5 M p h o s p h a t e b u f f e r , 

p H 7 . 0 , t h e n r e s u s p e n d e d i n s a m e b u f f e r t o t h e d e s i r e d O . D . 

T o t h e c e l l s u s p e n s i o n w e r e a d d e d 1 % v / v 1 , 7 - o c t a d i e n e 

t o i n i t i a t e t h e r e a c t i o n a n d 0 . 1 % v / v T r i t o n X - 1 0 0 t o a i d 

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

a t r o o m t e m p e r a t u r e a n d a t v a r i o u s t i m e i n t e r v a l s , a l i q u o t s 

w e r e t a k e n a n d a s s a y e d f o r e p o x i d a t i o n a c t i v i t y . 

C e l l - F r e e P r e p a r a t i o n s 

T y p i c a l l y , t o a 2 5 % v / v s u s p e n s i o n o f w h o l e c e l l s i n 

e i t h e r 0 . 0 5 M T r i s - C l b u f f e r , p H 7.3 o r 0 . 0 5 M p h o s p h a t e 

b u f f e r , p H 7 . 0 , w e r e a d d e d 2 m g e a c h o f R N a s e a n d D N a s e , a n d 

0 . 1 % v / v m e r c a p t o e t h a n o 1 . M e r c a p t o e t h a n o 1 w a s i n c l u d e d t o 

s e r v e a s a r a d i c a l s c a v e n g e r a n d t h e r e f o r e m i n i m i z e t h e 

e f f e c t s o f c a v i t a t i o n p r o c e s s e s d u r i n g s o n i c a t i o n . T h e 

c e l l s u s p e n s i o n w a s s o n i c a t e d a t m a x i m a l o u t p u t u s i n g a n 

A r t e k 3 0 0 w a t t u l t r a s o n i c d i s m e m b r a t o r f o r 1 0 m i n . b u t 
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i n s e v e r a l b u r s t s s o a s t o m a i n t a i n a t e m p e r a t u r e <_ 1 5 ° C . 

( S e e p a g e 4 3 f o r a d i s c u s s i o n o f t h e e f f e c t o f s o n i c a t i o n 

t i m e ) . F o l l o w i n g s o n i c a t i o n , c e n t r i f u g a t i o n a t 2 8 , 0 0 0 x g 

a n d 4 ° C f o r 9 0 m i n . w a s r e q u i r e d i n o r d e r t o e f f e c t i v e l y 

r e m o v e a l l c e l l u l a r d e b r i s . A f t e r p H a d j u s t m e n t o f t h e 

r e d d i s h b r o w n s u p e r n a t a n t t o 7 . 3 w i t h 2 N N a O H , 1 % v / v 

1 , 7 - o c t a d i e n e a n d N A D H (1 m g / l m l e x t r a c t ) w e r e a d d e d . T h e 

r e a c t i o n m i x t u r e w a s s t i r r e d a t r o o m t e m p e r a t u r e a n d 

p e r i o d i c a l l y a s s a y e d f o r a c t i v i t y . 

P r o d u c t E x t r a c t i o n 

T h e o x i d a t i o n p r o d u c t s o f t h e P . o l e o v o r a n s s y s t e m 

w e r e e x t r a c t e d f r o m t h e a q u e o u s s o l u t i o n w i t h h e x a n e t o 

w h i c h 2 - o c t a n o l h a d b e e n a d d e d a s a n i n t e r n a l s t a n d a r d . 

T h e p r o d u c t s w e r e s e p a r a t e d a n d a n a l y z e d b y g a s c h r o m a t o g r a p h y 

F o r a q u a n t i t a t i v e e s t i m a t i o n o f t h e p r o d u c t 7 , 8 - e p o x y - l -

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

s o l u t i o n o f 0 . 5 lil 2 - o c t a n o l i n 1.0 m l h e x a n e t h e n 

a n a l y z e d b y g a s c h r o m a t o g r a p h y . A s i l l u s t r a t e d i n 

F i g . 3 , a s t a n d a r d c u r v e w a s p l o t t e d r e l a t i n g t h e 

c o n c e n t r a t i o n o f 7 , 8 - e p o x y - l - o x t e n e t o t h e r a t i o o f p e a k 

a r e a s m e a s u r e d f o r 7 , 8 - e p o x y - l - o x t e n e a n d 2 - o c t a n o l . A s 

e v i d e n t b y t h i s p l o t , a l i n e a r r e l a t i o n s h i p e x i s t e d b e t w e e n 

t h e e p o x i d e c o n c e n t r a t i o n a n d t h e r a t i o o f p e a k a r e a s . A s 

s h o w n i n F i g . 3 , a c o m p a r i s o n o f t w o p e a k a r e a r a t i o s f r o m 

t h i s c u r v e t o t h o s e o b t a i n e d w h e n 7 , 8 - e p o x y - l - o c t e n e w a s 
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5 1 0 1 5 2 0 2 5 

y l O F 7 , 8 - E P 0 X Y - 1 - 0 C T E N E P E R 1 0 y l 2 - O C T A N O L 

F i g u r e 3 . S t a n d a r d C u r v e R e l a t i n g t h e C o n c e n t r a t i o n o f 

7 , 8 - E p o x y - l - 0 c t e n e t o t h e R a t i o o f P e a k A r e a s 

M e a s u r e d f o r 7 , 8 - E p o x y - l - 0 c t e n e a n d 2 - 0 c t a n o l . 

1 . 1 7 , 8 - E p o x y - l - 0 c t e n e A d d e d t o H e x a n e S o l u t i o n 

C o n t a i n i n g 2 - 0 c t a n o l . A : 7 , 8 - E p o x y - l - 0 c t e n e 

A d d e d t o P h o s p h a t e B u f f e r t h e n E x t r a c t e d w i t h a n 

E q u a l V o l u m e o f H e x a n e C o n t a i n i n g 2 - 0 c t a n o l 
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a d d e d t o p h o s p h a t e b u f f e r t h e n e x t r a c t e d w i t h 1 m l h e x a n e 

c o n t a i n i n g 2 - o c t a n o l i n d i c a t e d t h a t e s s e n t i a l l y a l l o f 

t h e e p o x i d e c o u l d b e r e c o v e r e d . F o r p r e p a r a t i v e w o r k , 

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

m i x t u r e u s i n g d i e t h y l e t h e r . T h e e t h e r - w a t e r e m u l s i o n w a s 

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

o v e r M g S O ^ t h e n c o n c e n t r a t e d . T h e p r o d u c t s w e r e s e p a r a t e d 

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

G a s C h r o m a t o g r a p h y 

T h e r e a c t i o n p r o d u c t s w e r e s e p a r a t e d u s i n g a V a r i a n 

M o d e l 1 7 0 0 f l a m e i o n i z a t i o n g a s c h r o m a t o g r a p h . F o r 

a n a l y t i c a l d e t e c t i o n a n d q u a n t i t a t i o n , a s t a i n l e s s s t e e l 

c o l u m n ( 2 0 f t x 1/8 i n c h ) p a c k e d w i t h 1 0 % C a r b o w a x 2 0 M 

o n 8 0 / 1 0 0 C h r o m a s o r b W w a s u s e d . A c h r o m a t o g r a m w h i c h 

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

t h e i n t e r n a l s t a n d a r d i s s h o w n i n F i g . 4. T h e c o l u m n 

t e m p e r a t u r e w a s m a i n t a i n e d i s o t h e r m a l l y a t 1 7 5 ° C , t h e 

i n j e c t o r t e m p e r a t u r e a t 2 2 0 ° C a n d t h e d e t e c t o r t e m p e r a t u r e 

a t 2 5 0 ° C . T h e c a r r i e r g a s f l o w r a t e w a s 3 0 m l o f n i t r o g e n 

p e r m i n . , t h e h y d r o g e n f l o w r a t e w a s 2 5 m l / m i n . a n d t h e 

a i r f l o w r a t e w a s 2 5 0 m l / m i n . F o r t h e a n a l y t i c a l d e t e c t i o n 

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

a n d a , B - u n s a t u r a t e d k e t o n e s , t h e s a m e c o l u m n a n d c o n d i t i o n s 

w e r e u s e d , e x c e p t t h a t t h e c o l u m n t e m p e r a t u r e w a s d e c r e a s e d 

t o 1 5 5 ° C . 



H E X A N E 

1 , 2 - E P O X Y O C T A N E 

I 7 , 8 - E P O X Y - l - O C T E N E 

1 2 3 4 5 6 7 

T I M E ( m i n . ) 

F i g u r e 4. C h r o m a t o g r a m , W h i c h D e m o n s t r a t e s t h e S e p a r a t i o n o f E p o x i d e s f r o m 

t h e I n t e r n a l S t a n d a r d s , w a s O b t a i n e d u n d e r C o n d i t i o n s D e s c r i b e d i n T e x t 
o 
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F o r p r e p a r a t i v e g a s c h r o m a t o g r a p h y o f a l l p r o d u c t s , 

t h e s a m e c o l u m n a s a b o v e b u t w i t h d i m e n s i o n s 2 0 f t x 

1/4 i n c h w a s u s e d u n d e r s i m i l a r c o n d i t i o n s . 

S e p a r a t i o n a n d P a r t i a l P u r i f i c a t i o n o f t h e T h r e e P r o t e i n 

C o m p o n e n t s 

A m m o n i u m S u l f a t e F r a c t i o n a t i o n 

T o a c e l l - f r e e s u p e r n a t a n t o b t a i n e d a f t e r s o n i c a t i o n 

a n d 9 0 m i n u t e c e n t r i f u g a t i o n o f a 2 5 % v / v c e l l s u s p e n s i o n 

i n 0 . 0 5 M T r i s - C l b u f f e r , p H 7 . 3 , w a s a d d e d s o l i d u l t r a p u r e 

a m m o n i u m s u l f a t e a t r o o m t e m p e r a t u r e t o 2 4 % s a t u r a t i o n . 

D u r i n g t h e a d d i t i o n o f a m m o n i u m s u l f a t e , t h e p H o f t h e 

s o l u t i o n w a s m a i n t a i n e d a t 7 . 3 b y 2 N N a O H a d d i t i o n . A f t e r 

1 0 m i n . c e n t r i f u g a t i o n a t 2 5 , 0 0 0 x g a n d 4 ° C , t h e p r e c i p i t a t 

f r a c t i o n w a s d i s c a r d e d a n d s o l i d a m m o n i u m s u l f a t e w a s 

a d d e d t o t h e s u p e r n a t a n t t o g i v e t h e d e s i r e d s a t u r a t i o n . 

E a c h p r e c i p i t a t e d f r a c t i o n w a s r e s u s p e n d e d i n a m i n i m a l 

v o l u m e o f 0 . 0 2 M T r i s - C l b u f f e r , p H 7 . 3 , a n d t h e n d i a l y z e d 

a g a i n s t t h e s a m e b u f f e r f o r 2 4 h r . w i t h s e v e r a l c h a n g e s . 

E a c h c r u d e e x t r a c t w a s c o n c e n t r a t e d o n a n A m i c o n u l t r a 

f i l t r a t i o n u n i t u s i n g a P M - 1 0 m e m b r a n e a n d t h e n s t o r e d 

f r o z e n w i t h 1 0 % v / v g l y c e r i n . 

D E A E C e l l u l o s e I o n E x c h a n g e C h r o m a t o g r a p h y 

F o r t h e s e p a r a t i o n a n d p a r t i a l p u r i f i c a t i o n o f t h e 

r e d u c t a s e a n d r u b r e d o x i n c o m p o n e n t s , t h e 2 4 - 6 0 % a m m o n i u m 

s u l f a t e f r a c t i o n w a s r e s u s p e n d e d a n d d i a l y z e d , a n d t h e n 
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a p p l i e d to a p r e - e q u i l i b r a t e d ( 0 . 0 2 T r i s , p H 7 . 4 ) c o l u m n 

( 5 . 2 x 3 7 c m ) o f W h a t m a n D E - 5 2 m i c r o g r a n u l a r c e l l u l o s e . 

T h e c o l u m n w a s e l u t e d s u c c e s s i v e l y w i t h 0 . 0 2 M T r i s , 

p H 7 . 4 ; 0 . 1 M T r i s , p H 7 . 4 ; 0 . 1 M K C 1 / 0 . 1 M T r i s : a n d a 

g r a d i e n t o f 0 . 1 M K C l - 0 . 5 m K C 1 / 0 . 1 M T r i s . P a r t i a l l y 

p u r i f i e d r e d u c t a s e w a s e l u t e d d u r i n g t h e 0 . 1 M T r i s w a s h a n d 

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

g r a d i e n t . 

B i o g e l A 0 . 5 M a n d 5 0 M A g a r o s e C h r o m a t o g r a p h y 

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

p r o t e i n , t h e 2 4 - 3 6 % a m m o n i u m s u l f a t e f r a c t i o n w a s r e s u s p e n d e d , 

d i a l y z e d a n d a p p l i e d t o e i t h e r B i o g e l A - 0 . 5 M o r B i o g e l A -

5 0 M ( B i o r a d ) . T h e c o l u m n w a s e l u t e d w i t h 0 . 0 5 M K C 1 / 

0 . 1 M T r i s . 

T h e t h r e e p r o t e i n c o m p o n e n t s w e r e i d e n t i f i e d o n t h e 

b a s i s o f a s s a y r e s u l t s a n d o n u v - v i s i b l e a b s o r b a n c e 

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

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

t h e v a r i o u s D E A E e l u t i o n s a n d o n t h e v a r i o u s B i o g e l A e l u t e d 

t u b e s a m p l e s . E p o x i d a t i o n r e a c t i o n s w e r e w i t h 1 m l s a m p l e s 

t o w h i c h 1 % v / v 1 , 7 - o c t a d i e n e a n d 1 m g e a c h o f N A D H a n d 

p h o s p h a t i d y l c h o l i n e w e r e a d d e d . I n c a s e s o f p u r i f i e d 

e n z y m e a d d i t i o n , 1 0 0 y l ( 0 . 2 m g ) r u b r e d o x i n a n d 1 0 0 y l 

( 0 . 3 m g ) r e d u c t a s e w e r e u s e d . 

S y n t h e s e s o f A u t h e n t i c S t a n d a r d s 

E n z y m a t i c a l l y p r o d u c e d c o m p o u n d s w e r e i d e n t i f i e d b y 
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r e t e n t i o n t i n e , p r o t o n N M R a n d m a s s s p e c t r a l c o m p a r i s o n s 

w i t h a u t h e n t i c s t a n d a r d s . 
2 2 

7 , 8 - E p o x y - l - o c t e n e 

T o a s o l u t i o n o f 1 0 g ( 9 0 . 9 m m o l e s ) o f 1 , 7 - o c t a d i e n e 

i n 1 5 0 m l d i e t h y l e t h e r w a s a d d e d 1 5 . 7 g ( 9 1 . 0 m m o l e s ) o f 

m - c h l o r o p e r b e n z o i c a c i d , a n d t h e r e a c t i o n m i x t u r e w a s 

s t i r r e d a t r o o m t e m p e r a t u r e f o r 1 7 h r . T h e r e a c t i o n 

m i x t u r e w a s w a s h e d f o u r t i m e s e a c h w i t h 2 0 % I ^ C O ^ a n d 

1 0 % N a 2 S 0 ^ a n d t w i c e w i t h w a t e r t h e n d r i e d o v e r M g S O ^ . T h e 

e t h e r e x t r a c t w a s c o n c e n t r a t e d , t h e n d i s t i l l e d t o g i v e 

p u r e 7 , 8 - e p o x y - l - o c t e n e , B . P . 5 9 - 6 0 ° C a t 7 . 0 m m H g . N M R 

( 6 , C C 1 4 ) , 1 . 4 6 ( m , 6 ) , 2 . 0 5 ( m , 2 ) , 2 . 3 3 ( d o f d , 1 ) , 

2 . 5 6 ( d o f d , 1 ) , 2 . 7 5 ( m , 1 ) , 4 . 8 5 ( d o f d , 1 ) , 

5 . 0 5 ( d o f d , 1 ) , 5 . 6 5 ( m , 1 ) . 
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1 , 2 - 7 , 8 - D i e p o x y o c t a n e 

T h e d i e p o x i d e w a s s y n t h e s i z e d f r o m 1 , 7 - o c t a d i e n e 

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

a s d e s c r i b e d f o r t h e m o n o e p o x i d e e x c e p t a 2 : 1 m o l a r r a t i o 

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

i n c r e a s e d t o 4 0 h r . A n a l y s i s o f t h e c r u d e p r o d u c t b y g . c . 

i n d i c a t e d > 9 5 % p u r i t y . N M R ( 6 , C C l ^ ) , 1 . 4 8 ( m , 8 ) , 2 . 3 3 

( d o f d , 2 ) , 2 . 5 6 ( d o f d , 2 ) , 2 . 7 5 ( m , 2 ) . 

l - O c t e n - 3 - o n e 

l - O c t e n - 3 - o n e w a s s y n t h e s i z e d v i a t h e J o n e s ' 
54 

o x i d a t i o n o f 1 - o c t e n - 3 - o 1 . J o n e s ' r e a g e n t w a s p r e p a r e d 

b y a d d i n g 2 . 6 7 g ( 0 . 0 2 6 7 m o l e s ) CrO-j t o 2 . 3 m l c o n c e n t r a t e d 
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s u l f u r i c a c i d a n d d i l u t e d s l o w l y w i t h w a t e r t o a t o t a l 

v o l u m e o f 1 0 m l . T o a s o l u t i o n o f 5 g ( 0 . 0 3 9 m o l e s ) 

l - o c t e n - 3 - o l a n d 5 0 m l a c e t o n e i n a 2 5 0 m l r o u n d b o t t o m 

f l a s k w a s a d d e d d r o p w i s e a t 1 0 ° C , 1 0 m l o f J o n e s ' r e a g e n t , 

( 2 . 6 7 M i n C r V I ) . T h e p r o g r e s s o f t h e o x i d a t i o n w a s 

f o l l o w e d b y t h e c o l o r c h a n g e f r o m t h e o r a n g e C r V I 

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

p r o d u c t . A f t e r c o m p l e t i o n o f t h e a d d i t i o n , t h e r e a c t i o n 

m i x t u r e w a s d i l u t e d w i t h 5 0 m l w a t e r t h e n e x t r a c t e d 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 e t h e r e x t r a c t w a s w a s h e d 

s u c c e s s i v e l y w i t h s a t u r a t e d N a H C O ^ , b r i n e , a n d J ^ O t h e n 

d r i e d o v e r M g S O ^ . T h e e t h e r e x t r a c t w a s c o n c e n t r a t e d a n d 

t h e p r o d u c t i s o l a t e d b y p r e p a r a t i v e g . c . Y i e l d , 4 . 5 g 

( 9 0 % ) , N M R ( 6 , C C 1 4 ) , . 9 5 ( t , 3 ) , 1.2 ( m , 6 ) , 2 . 2 5 ( m , 2 ) , 

5.2 (d o f d , 1 ) , 5.2 ( m , 2 ) . M a s s s p e c t r u m : m / e = 

5 5 ( 1 0 0 % ) . 

2 - M e t h y l - l - h e p t e n - 3 - o n e 

2 - M e t h y 1 - 1 - h e p t e n - 3 - o n e w a s s y n t h e s i z e d v i a t h e 

J o n e s ' o x i d a t i o n o f 2 - m e t h y 1 - 1 - h e p t e n - 3 - o 1 u s i n g t h e s a m e 

p r o c e d u r e a s d e s c r i b e d a b o v e . T h e p r o d u c t w a s i s o l a t e d 

b y p r e p a r a t i v e g . c . Y i e l d , 4 . 0 g ( 8 1 % ) , N M R ( 6 , C C l ^ ) , 

. 9 4 ( t , 3 ) , 1.2 ( m , 4 ) , 1 . 7 5 ( d , 3 ) , 2 . 6 2 ( m , 2 ) , 5 . 8 2 ( d , 

M a s s s p e c t r u m : M + = 1 2 6 ( 4 % ) , m / e = 6 9 ( 1 0 0 % ) . 
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S y n t h e s e s o f T r a n s , t r a n s - l , 8 - d i d e u t e r i o - l , 7 - o c t a d i e n e 

T h e d e u t e r a t e d d i e n e w a s s y n t h e s i z e d a c c o r d i n g t o 

t h e f o l l o w i n g r e a c t i o n s c h e m e : 

H B H ^ / T H F 

0 ° C 

0 B - H 
k - ^ - 0 / H 

H - C E C - C H 2 C H 2 C H 2 C H 2 - C E C - H 

2 C H 2 C H 2 C H H 
c=c 

\ I o 

0, 

H y C H 2 C H 2 C H 2 C H 2 

C = C 

H 

i \ 
H D 

<-
C H 3 C 0 0 D 

1 , 3 , 2 - B e n z o d i o x a b o r o l e ( c a t e c h o l b o r a n e ) 

F o u r h u n d r e d m l o f a 1 M s o l u t i o n o f d i b o r a n e i n 

T H F ( A l d r i c h ) w a s p o u r e d i n t o a 3 - n e c k e d r o u n d b o t t o m 

f l a s k . T h e s o l u t i o n w a s m a i n t a i n e d u n d e r a n i t r o g e n 

a t m o s p h e r e a t 0 ° C . A s o l u t i o n o f 4 4 g ( 0 . 4 0 m o l e s ) o f 

p y r o c a t e c h o l ( r e c r y s t a 1 1 i z e d f r o m h o t b e n z e n e , m . p . 1 0 5 ° C ) 

a n d 5 0 m l o f T H F ( d i s t i l l e d o v e r N a A l H ^ ) w a s a d d e d d r o p w i s e 

o v e r a 3 0 m i n . p e r i o d w i t h e f f i c i e n t s t i r r i n g . T h e s o l u t i o n 
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w a s s t i r r e d f o r a n a d d i t i o n a l 3 0 m i n . a t 0 ° C a n d t h e n 

f o r o n e h r . a t r o o m t e m p e r a t u r e . T H F w a s r e m o v e d u n d e r 

v a c u u m ( 5 0 m m H g , 2 5 ° C ) a n d t h e c r u d e p r o d u c t w a s d i s t i l l e d . 

Y i e l d , 2 9 . 3 g c a t e c h o l b o r a n e ( 5 1 % ) ; b . p . , 8 8 ° C a t 1 5 6 m m ; 

6 6 ° C a t 8 0 m m [ L i t : 8 8 ° a t 1 5 6 m m ] . 5 6 

B i s - ( 1 , 7 - 0 c t a d i e n y l - ) - l , 3 , 2 - b e n z o d i o x a b o r o l e 

1 2 . 4 5 g ( 0 . 1 1 7 m o l e s ) o f f r e s h l y d i s t i l l e d 1 , 7 -

o c t a d i e n e a n d 2 8 . 5 g ( 0 . 2 3 7 m o l e s ) o f c a t e c h o l b o r a n e w e r e 

i n j e c t e d v i a s y r i n g e i n t o a 1 0 0 m l 3 - n e c k e d f l a s k t o w h i c h 

a r e f l u x c o n d e n s e r h a d b e e n a t t a c h e d . T h e a p p a r a t u s h a d 

b e e n f l a m e d r i e d a n d c o o l e d u n d e r b e f o r e u s e . A f t e r 

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

m i x t u r e r o s e t o 1 1 0 ° C . S t i r r i n g w a s c o n t i n u e d f o r 1 h r . 

a f t e r w h i c h a w h i t e s o l i d w a s f o r m e d . T h e c r u d e p r o d u c t 

w a s r e c r y s t a 1 1 i z e d f r o m e t h y l a c e t a t e a n d d r i e d u n d e r 

v a c u u m . Y i e l d , 2 2 . 3 g ( 5 5 % ) ; m . p . , 9 6 - 9 8 ° , N M R ( 6 , C D 3 C 0 C D 3 

1.0 ( m , 4 ) , 1 . 5 ( m , 4 ) , 5.2 ( d , 2 ) , 5 . 9 ( m , 2 ) , 6.4 (d o f d , 

8 ) . E x a c t m a s s d e t e r m i n a t i o n : 3 4 5 . 1 4 5 3 2 . T h e N M R 

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

( J = 1 8 H z ) c o r r e s p o n d i n g t o c i s a d d i t i o n o f t h e 

c a t e c h o l b o r a n e . 

t r a n s , t r a n s - 1 , 8 - D i d e u t e r i o - l , 7 - o c t a d i e n e 

2 5 g ( 0 . 4 0 9 m o l e s ) C H 3 C 0 0 D ( A l d r i c h ) w h i c h c o n s i s t e d 

o f ^ 3 - 5 % C H 3 C 0 2 H , w a s i n j e c t e d v i a s y r i n g e i n t o a 3 - n e c k e d 

f l a s k c o n t a i n i n g 1 5 g ( 0 . 0 4 3 m o l e s ) o f t h e o c t a d i e n y l b o r o 1 e . 

T h e f l a s k , f i t t e d w i t h a r e f l u x c o n d e n s e r , h a d b e e n f l a m e 



2 7 

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

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

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

t h e m i x t u r e w a s p o u r e d o v e r 5 0 m l o f i c e w a t e r , e x t r a c t e d 

w i t h 2 0 0 m l o f p e n t a n e , w a s h e d s u c c e s s i v e l y w i t h i c e c o l d 

I N N a O H a n d b r i n e , a n d t h e n d r i e d o v e r M g S O ^ . T h e c r u d e 

p r o d u c t w a s d i s t i l l e d t o g i v e 5 . 5 m l o f t h e d e u t e r a t e d 

p r o d u c t ( 9 0 % y i e l d ) , b . p . 6 2 ° a t 1 4 0 m m . 

T h e f i n a l p r o d u c t w a s c h a r a c t e r i z e d a s f o l l o w s : 

G a s c h r o m a t o g r a p h i c a n a l y s i s g a v e a s i n g l e p e a k w i t h 

r e t e n t i o n t i m e i d e n t i c a l t o t h a t o b t a i n e d w i t h a n a u t h e n t i c 

s a m p l e o f 1 , 7 - o c t a d i e n e . M a s s s p e c t r a l a n a l y s i s g a v e a 

m o l e c u l a r i o n p e a k a t m / e = 1 1 2 . A l a r g e p e a k a t m / e = 9 6 

w a s a l s o o b s e r v e d c o r r e s p o n d i n g t o a l l y l i c r e a r r a n g e m e n t a n d 

c l e a v a g e o f a t e r m i n a l C H ^ D f r a g m e n t ( m / e = 1 6 ) . 

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

1 , 7 - o c t a d i e n e s h o w e d a l a r g e p e a k a t m / e = 9 5 , c o r r e s p o n d i n g 

t o t h e r e m o v a l o f a t e r m i n a l C H ^ f r a g m e n t . T h e N M R w a s 

f u l l y c o n s i s t e n t w i t h t h e s t r u c t u r e a n d t h e r e l a x a t i o n 

s p e c t r u m a n a l y s i s s h o w e d t h a t n o c i s - d e u t e r a t e d o l e f i n 

w a s p r e s e n t ( s e e R e s u l t s s e c t i o n ) . 

S y n t h e s i s o f c i s a n d t r a n s - 3 , 4 - e p o x y h e x a n e 

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

i n t e r n a l o l e f i n s c i s a n d t r a n s - 3 - h e x e n e ( C h e m i c a l S a m p l e s ) , 

t h e c o n f i g u r a t i o n s o f w h i c h w e r e c o n f i r m e d b y N M R a n a l y s i s , 
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the c o m p o u n d s e l s - 3 , 4 - e p o x y h e x a n e and t r a n s - 3 , 4 -

e p o x y h e x a n e were synthesized by m - c h l o r o n e r b e n z o i c acid 

e p o x i d a t i o n . To two s o l u t i o n s , each c o n t a i n i n g 1 <* 

(0.012 m o l e s ) of an isomeric olefin in 15 ml d i e t h y l e t h e r , 

were added 2.07 g (0.012 m o l e s ) of m - c h l o r o p e r b e n z o i c acid. 

Each r e a c t i o n m i x t u r e was stirred at 15°C for 20 h r . , then 

washed s u c c e s s i v e l y with 2 0 % K 2 C 0 3 , 1 0 % N a ^ O and w a t e r . 

The ether layers were dried over M g S O ^ then c o n c e n t r a t e d . 

The p r o d u c t s were isolated by p r e p a r a t i v e g.c. y i e l d i n g 

a p p r o x i m a t e l y 200 mg of each e p o x i d e . Mass spectral a n a l y s i s 

gave a m o l e c u l a r ion peak of 100 for both p r o d u c t s . 

c i s - 3 , 4 - e p o x y h e x a n e : NMR ( 6 , C C l ^ ) , .93 (t, 6 ) , 1.40 (m, 4 ) , 

2.65 (m, 2 ) . t r a n s - 3 , 4 - e p o x y h e x a n e : NMR ( 6 , C C l ^ ) , 

.92 (t, 6 ) , 1.40 (m, 4 ) , 2.45 (m, 2 ) . 

E p o x i d a t i o n of t r a n s , t r a n s - 1 , 8 - d i d e u t e r i o - l , 7 - o c t a d i e n e 

Two 2-1 shake f l a s k s , each containing 1000 ml of 

P-l m e d i u m , 10 ml o c t a n e , and a 20 ml i n o c u l u m from a 

freshly prepared m a s t e r flask were incubated at 30° for 

17 hr. The two flasks had an O . D . at 660 nm of 6.4 and 

6.2 r e s p e c t i v e l y . The s o l u t i o n s were c e n t r i f u g e d then 

r e s u s p e n d e d in 0.1M p h o s p h a t e b u f f e r , pH 7.0, to a total 

of 300 m l . One drop of Triton X-100 and 3 ml of the deuterated 

substrate were added and the m i x t u r e was incubated with 

shaking at 3 0 ° . P r o d u c t i o n of epoxide was c o n t i n u o u s l y 

m o n i t o r e d by g.c. and w h e n epoxide p r o d u c t i o n w a s m a x i m a l , 
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t h e p r o d u c t w a s e x t r a c t e d w i t h 3 0 0 m l h e x a n e , c o n c e n t r a t e d 

t o 4 m l , a n d p u r i f i e d b y p r e p a r a t i v e g . c . 

P e r a c i d e p o x i d a t i o n w a s e f f e c t e d b y m i x i n g 1 g 

( 5 7 m m o l e s ) o f m - c h l o r o p e r b e n z o i c a c i d a n d 0 . 5 8 3 g 

( 5 2 m m o l e s ) o f t h e d e u t e r a t e d d i e n e i n 3 0 m l e t h e r f o r 

4 8 h r . a t r o o m t e m p e r a t u r e . T h e e p o x i d e p r o d u c t ( a p p r o x . 

2 0 0 m g ) w a s c o l l e c t e d b y p r e p a r a t i v e g . c . 

E p o x i d e I n c u b a t i o n w i t h P . o l e o v o r a n s : I s o m e r i z a t i o n C o n t r o l s 

T o 1 5 0 m l o f a r e s t i n g c e l l s u s p e n s i o n i n a 3 0 0 m l 

s h a k e f l a s k w e r e a d d e d 1 . 5 m l t r a n s - 3 , 4 - e p o x y h e x a n e a n d o n e 

d r o p o f T r i t o n X - 1 0 0 . T h e s o l u t i o n w a s i n c u b a t e d w i t h 

s h a k i n g a t 3 0 ° f o r 7 h r . A f t e r w h i c h t h e u n r e a c t e d 

e p o x i d e w a s e x t r a c t e d w i t h e t h e r , c o n c e n t r a t e d t o 3 m l 

a n d p u r i f i e d b y g . c . N M R a n a l y s i s i n d i c a t e d t h a t t h e 

r e c o v e r e d m o n o e p o x i d e ( 9 5 % r e c o v e r y ) c o n s i s t e d o f o n l y 

t h e t r a n s i s o m e r . 

T o 5 0 m l o f a r e s t i n g c e l l s u s p e n s i o n w e r e a d d e d 

4 0 0 m g o f t h e p e r a c i d e p o x i d a t i o n p r o d u c t f r o m t r a n s , 

t r a n s - 1 , 8 - d i d e u t e r i o - l , 7 - o c t a d i e n e a n d o n e d r o p o f T r i t o n 

X - 1 0 0 . T h e r e a c t i o n m i x t u r e w a s i n c u b a t e d w i t h s h a k i n g 

f o r 3 h r . t h e n e x t r a c t e d a n d t h e u n r e a c t e d e p o x i d e p u r i f i e d 

b y g . c . A N M R s p e c t r a o f t h e r e i s o l a t e d c o m p o u n d a f t e r 

i n c u b a t i o n w a s i d e n t i c a l t o t h a t o f t h e s t a r t i n g m a t e r i a l . 
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2 9 E n z y m a t i c E p o x i d a t i o n o f R a c e m i c 7 , 8 - e p o x y - l - o c t e n e 

O n e h u n d r e d 3 0 0 m l s h a k e f l a s k s , e a c h c o n t a i n i n g 

1 0 0 m l P - l m e d i u m , 1 m l o c t a n e , 1 m l ( 8 7 m g ) r a c e m i c 

7 , 8 - e p o x y - l - o c t e n e ( f r o m t h e p e r a c i d e p o x i d a t i o n o f 1 , 7 -

o c t a d i e n e ) , a n d a 1 0 m l i n o c u l u m w e r e i n c u b a t e d f o r 2 0 h r . 

a t 3 0 ° C . T h e b r o t h s w e r e t h e n e x t r a c t e d w i t h t o l u e n e a n d 

c o n c e n t r a t e d , a n d b o t h t h e d i e p o x i d e p r o d u c t a n d u n r e a c t e d 

7 , 8 - e p o x y - 1 - o c t e n e i s o l a t e d b y v a c u u m d i s t i l l a t i o n 

T y p i c a l r e c o v e r i e s ( b e f o r e d i s t i l l a t i o n ) f r o m a s i n g l e 

s h a k e f l a s k w e r e 3 0 - 4 0 m g o f u n r e a c t e d m o n o e p o x i d e a n d 1 5 - 2 0 

m g o f d i e p o x i d e . T h e p u r i t y o f e a c h p r o d u c t w a s d e t e r m i n e d 

b y N M R a n d g a s c h r o m a t o g r a p h i c a n a l y s i s . T h e m o n o e p o x i d e 

w a s e s s e n t i a l l y 1 0 0 % p u r e a n d t h e d i e p o x i d e w a s g r e a t e r 

t h a n 9 5 % p u r e . T h e i m p u r i t y b e i n g t h e u n r e a c t e d m o n o e p o x i d e . 

I n c u b a t i o n o f l - o c t e n - 3 - o l , 1 - o c t e n - 3 - o n e , 3 - o c t a n o l 

2 - m e t h y 1 - 1 - h e p t e n - 3 - o 1 a n d 2 - m e t h y 1 - 1 - h e p t e n - 3 - o n e 

w i t h P . o l e o v o r a n s 

T h e e n z y m a t i c i n c u b a t i o n o f t h e v a r i o u s s u b s t r a t e s 

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

a n d p a r t i a l l y p u r i f i e d e n z y m e s . 

F o r c e l l - f r e e i n c u b a t i o n s , 6 0 0 y l o f s u b s t r a t e a n d 

6 m g N A D H w e r e a d d e d t o 6 0 m l o f c e l l f r e e e x t r a c t . 

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

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

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

a n d c e n t r i f u g e d t o b r e a k t h e e t h e r - w a t e r e m u l s i o n . T h e 

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

b y p r e p a r a t i v e g . c . 

F o r r e a c t i o n s i n v o l v i n g p u r i f i e d e n z y m e s , 2 0 y l o f 

s u b s t r a t e w a s a d d e d t o a s o l u t i o n o f 2 m l 0 . 0 5 M T r i s , p H 7 . 3 , 

c o n t a i n i n g 2 m g e a c h o f N A D H a n d p h o s p h a t i d y l c h o l i n e , 

2 0 0 y l ( 0 . 4 m g ) r e d u c t a s e , 1 0 0 y l ( 0 . 2 m g ) r u b r e d o x i n a n d 

2 0 0 y l ( 0 . 6 m g ) " e p o x i d a s e " . 

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

o f l - o c t e n - 3 - o l a n d 3 - o c t a n o l w e r e b o t h i d e n t i f i e d t o b e 

3 - o c t a n o n e o n t h e b a s i s o f g . c . r e t e n t i o n t i m e s , a n d 

c o m p a r i s o n o f N M R a n d m a s s s p e c t r a t o t h o s e o f a u t h e n t i c 

s a m p l e s . 1 0 0 m g a n d 1 5 0 m g o f 3 - o c t a n o n e w e r e i s o l a t e d 

f r o m t h e c e l l f r e e i n c u b a t i o n o f l - o c t e n - 3 - o l a n d 3 - o c t a n o l 

r e s p e c t i v e l y . S i m i l a r l y , t h e p r o d u c t f r o m t h e i n c u b a t i o n 

o f 2 - m e t h y 1 - 1 - h e p t e n - 3 - o 1 w a s i d e n t i f i e d t o b e 2 - m e t h y l - 3 -

h e p t a n o n e w i t h 3 0 m g o f p r o d u c t i s o l a t e d . 

O n t h e o t h e r h a n d , y i e l d s f r o m t h e r e a c t i o n s o f 

1 - o c t e n - 3 - o n e a n d 2 - m e t h y 1 - 1 - h e p t e n - 3 - o n e w e r e l o w a n d 

t h e 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 t h e b a s i s o f r e t e n t i o n 

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

a n d 2 - m e t h y l - l - h e p t e n - 3 - o n e w e r e a p p a r e n t l y t h e c o r r e s p o n d i n g 

s a t u r a t e d k e t o n e s . 

3 - o c t a n o n e f r o m 1 - o c t e n - 3 - o l ; N M R ( 6 , C D C 1 3 ) , 

1.0 ( m , 6 ) , 1.2 ( m , 6 ) , 2.2 ( m , 4 ) . M a s s s p e c t r u m : M + = 1 2 8 
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( 3 0 % ) , m / e = 4 3 ( 1 0 0 % ) . 

3 - o c t a n o n e f r o m 3 - o c t a n o l ; N M R ( 6 , C D C 1 3 ) , 1.0 

( m , 6 ) , 1.2 ( m , 6 ) , 2.2 ( m , 4 ) . M a s s s p e c t r u m : M + = 1 2 8 

( 1 5 % ) , m / e = 4 3 ( 1 0 0 % ) . 

2 - m e t h y l - 3 - h e p t a n o n e f r o m 2 - m e t h y 1 - 1 - h e p t e n - 3 - o 1 ; 

N M R ( 6 , C C 1 4 ) , .64 ( d , 6 ) , . 9 8 ( t , 3 ) , 1 . 4 0 ( m , 4 ) , 2 . 2 5 

( m , 3 ) . M a s s s p e c t r u m : M + = 1 2 8 ( 1 5 % ) , m / e = 5 7 ( 1 0 0 % ) . 

P a r t i a l l y R e l a x e d N M R P r o c e d u r e s 

S a m p l e P r e p a r a t i o n s 

1 0 0 m g o f t h e e n z y m a t i c e p o x i d a t i o n p r o d u c t o f 

t r a n s , t r a n s - 1 , 8 - d i d e u t e r i o - l , 7 - o c t a d i e n e w a s d i s s o l v e d 

i n 0 . 2 5 m l C C 1 . w h i c h c o n t a i n e d 1 0 % v / v C , D ^ f o r t h e 4 6 6 

d e u t e r i u m l o c k s i g n a l . T h e s o l u t i o n w a s m a d e u p i n a 

s t a n d a r d 5 m m o . d . N M R s a m p l e t u b e w h i c h w a s f i t t e d w i t h a 

g r o u n d g l a s s j o i n t f o r a t t a c h m e n t t o a h i g h v a c u u m m a n i f o l d 

T h e o x y g e n w a s r e m o v e d b y r e p e a t e d f r e e z e - p u m p - t h a w c y c l e s 

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

I n s t r u m e n t a t i o n 

F T N M R p r o t o n s p e c t r a w e r e o b t a i n e d a t 9 9 . 5 M H z 

u s i n g a J E O L P F T - 1 0 0 F T N M R s p e c t r o m e t e r e q u i p p e d w i t h a 

P G - 1 0 0 c o m p u t e r s y s t e m . T h e o b s e r v e d f r e q u e n c y w a s d e r i v e d 

f r o m a g e n e r a l r a d i o 1 1 6 4 - A f r e q u e n c y s y n t h e s i z e r w h i c h 

w a s p h a s e l o c k e d t o t h e 1 5 . 4 M H z D l o c k f r e q u e n c y . 

P a r t i a l l y R e l a x e d S p e c t r a 

T h e p a r t i a l l y r e l a x e d s p e c t r a w e r e o b t a i n e d u s i n g a 

1 8 0 ° - T - 9 0 ° p u l s e s e q u e n c e . 5 7 T h e w i d t h o f t h e 9 0 ° p u l s e 
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w a s 5 5 y s e c . , c o r r e s p o n d i n g t o a n r f f i e l d o f a m p l i t u d e 

4.7 K H z . A n 8 K t r a n s f o r m w a s u s e d w i t h a w i n d o w o f 1 K H z . 

E a c h s p e c t r u m w a s t h e r e s u l t o f 1 6 a c c u m u l a t i o n s w i t h a 

r e p e t i t i o n t i m e b e t w e e n p u l s e s e q u e n c e s o f 1 0 0 s e c . T h i s 

r e p e t i t i o n i s 3.4 t i m e s t h e l o n g e s t r e l a x a t i o n t i m e o f t h e 

s a m p l e . A s a c h e c k , s p e c t r a w e r e a l s o o b t a i n e d w i t h a 

r e p e t i t i o n t i m e o f 2 0 0 s e c . N o s y s t e m a t i c d i f f e r e n c e i n 

s p e c t r a l i n t e n s i t i e s w e r e o b s e r v e d b e t w e e n t h e s e s p e c t r a 

a n d t h o s e w i t h a r e p e t i t i o n t i m e o f 1 0 0 s e c . 

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

i n t h i s m a n n e r w i t h t h e i n t e r v a l t i m e s t e p p e d f r o m 1 s e c . 

t o 2 5 s e c . i n 1 s e c . s t e p s . T h i s e n a b l e d t h e n u l l t i m e i n 

m o s t c a s e s t o b e d e t e r m i n e d t o w i t h i n + 1 s e c . W h e n j u s t i f i e d , 

s m a l l e r i n c r e m e n t s o f T w e r e u s e d t o d e t e r m i n e t h e n u l l 

t i m e m o r e a c c u r a t e l y . A f t e r t h e n u l l t i m e s w e r e d e t e r m i n e d , 

t h r e e s p e c t r a w e r e o b t a i n e d a t e a c h n u l l t i m e . I n a d d i t i o n , 

t h r e e s p e c t r a w e r e o b t a i n e d w i t h T = 0.2 s e c . a n d T = 1 0 0 s e c . 

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

b y t h e 1 8 0 ° p u l s e . T h e s p e c t r a w e r e o b t a i n e d o v e r a p e r i o d 

o f 6 d a y s . D u r i n g t h i s t i m e , t h e s a m p l e r e m a i n e d c o n t i n u o u s l y 

i n t h e N M R p r o b e . T h e o n l y s p e c t r o m e t e r a d j u s t m e n t s d u r i n g 

t h e p e r i o d w e r e t o t h e c u r v a t u r e a n d Y g r a d i e n t o f t h e f i e l d 

h o m o g e n e i t y u n i t . 

T h e s p e c t r a w e r e r e c o r d e d o n c h a r t p a p e r , a n d t h e 

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

w i t h a G e l m a n M o d e l 3 9 2 3 1 c o m p e n s a t i n g p o l a r p l a n i m e t e r . 
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I n g e n e r a l , t h e i n t e n s i t i e s o f c o r r e s p o n d i n g s p e c t r a l 

f e a t u r e s w e r e r e p r o d u c i b l e t o b e t t e r t h a n 1 0 % a n d i n m o s t 

c a s e s t o b e t t e r t h a n 5 % ( S e e T a b l e 3 , R e s u l t s s e c t i o n ) . 

O p t i c a l l y A c t i v e N M R S h i f t S t u d i e s o f E n z y m a t i c a l l y 

P r o d u c e d E p o x i d e s 

T h e o p t i c a l p u r i t i e s o f t h e e n z y m a t i c a 1 l y p r o d u c e d 

7 , 8 - e p o x y - l - o c t e n e a n d 1 , 2 - 7 , 8 - d i e p o x y o c t a n e w e r e d e t e r m i n e d 

b y N M R u s i n g a c h i r a l s h i f t r e a g e n t a n d c o m p a r e d t o t h o s e 

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

c h e m i c a l l y p r o d u c e d 7 , 8 - e p o x y - l - o c t e n e a n d 1 , 2 - 7 , 8 - d i e p o x y -

o c t a n e w e r e p r e p a r e d b y t h e p e r a c i d e p o x i d a t i o n o f 1 , 7 -

o c t a d i e n e a n d t h e e n z y m a t i c a l l y p r o d u c e d 7 , 8 - e p o x y - l - o c t e n e 

w a s p r e p a r e d f r o m t h e i n c u b a t i o n o f 1 , 7 - o c t a d i e n e w i t h a 

r e s t i n g c e l l s u s p e n s i o n o f P . o l e o v o r a n s a s p r e v i o u s l y 

d e s c r i b e d . T h e e n z y m a t i c a l 1 y g e n e r a t e d 1 , 2 - 7 , 8 - d i e p o x y o c t a n e 

w a s o b t a i n e d f r o m D r . R . D . S c h w a r t z , C o r p o r a t e R e s e a r c h 

L a b o r a t o r i e s , E x x o n R e s e a r c h a n d E n g i n e e r i n g , L i n d e n , N . J . 

T o a s o l u t i o n o f 3 2 . 6 m g ( 0 . 2 5 8 m m o l e s ) o f c h e m i c a l l y 

s y n t h e s i z e d 7 , 8 - e p o x y - l - o c t e n e i n 0 . 5 m l C C l ^ w e r e a d d e d 

s u c c e s s i v e l y 0 . 0 1 , 0 . 0 1 , 0 . 0 0 4 , a n d 0 . 0 0 4 m m o l e s o f t r i s -

[ 3 - ( t r i f 1 u o r o m e t h y l h y d r o x y m e t h y l e n e ) - d - c a m p h o r a t o ] e u r o p i u m I I I . 

A f t e r e a c h a d d i t i o n o f t h e e u r o p i u m s h i f t r e a g e n t , a 

6 0 M H z N M R s p e c t r a w a s r e c o r d e d . T h e c l e a r s e p a r a t i o n o f 

t w o m u l t i p l e t s c o r r e s p o n d i n g t o t h e R a n d S i s o m e r w a s 

a c h i e v e d w i t h a t o t a l a d d i t i o n o f 0 . 0 2 4 m m o l e s s h i f t 
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r e a g e n t c o r r e s p o n d i n g t o 0 . 0 9 m o l e s r e a g e n t p e r m o l e o f 

e p o x i d e . L e s s e r a m o u n t s o f t h e s h i f t r e a g e n t c o u l d n o t 

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

r e s u l t e d i n o v e r l a p p i n g o f t h e m u l t i p l e t s w i t h t h e 

o l e f i n i c s i g n a l s . T o m i n i m i z e t h e n o i s e t o r e s p o n s e r a t i o , 

a 1 0 0 M H z N M R s p e c t r a w a s r e c o r d e d f o r t h e s a m p l e 

c o n t a i n i n g 0 . 0 2 4 m m o l e s s h i f t r e a g e n t . 

T o a s o l u t i o n o f 3 2 . 6 m g ( 0 . 2 5 8 m m o l e s ) o f t h e 

e n z y m a t i c a l l y p r o d u c e d m o n o e p o x i d e i n 0 . 5 m l C C l ^ w a s 

a d d e d 0 . 0 2 4 m m o l e s o f t h e e u r o p i u m s h i f t r e a g e n t a n d a 

1 0 0 M H z N M R s p e c t r a r e c o r d e d . 

T o b o t h t h e c h e m i c a l l y a n d e n z y m a t i c a l l y s y n t h e s i z e d 

d i e p o x i d e s , 0 . 1 1 8 8 m m o l e s o f t h e e u r o p i u m s h i f t r e a g e n t 

w a s a d d e d t o a s o l u t i o n o f 5 6 m g ( 0 . 3 9 5 m m o l e ) d i e p o x i d e 

i n 0 . 5 m l C C l ^ ( 0 . 3 0 m o l e s o f r e a g e n t p e r m o l e d i e p o x i d e ) . 

B e c a u s e o f t h e a b s e n c e o f a n y o l e f i n i c p r o t o n s i n t h e 

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

w i t h o u t t h e o v e r l a p p i n g o f a n y s i g n a l s . A 6 0 M H z N M R 

s p e c t r u m w a s r e c o r d e d f o r e a c h s a m p l e . F o r a q u a n t i t a t i v e 

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

r e c o r d e d w i t h a s w e e p w i d t h o f 1 0 0 H z a n d t h e r e l a t i v e a r e a s 

d e t e r m i n e d f r o m t h e a v e r a g e o f 1 0 d e t e r m i n a t i o n s u s i n g a 

p l a n i m e t e r . A v e r a g e d e v i a t i o n s n e v e r e x c e e d e d a b o u t 2 % . 

O p t i c a l R o t a t o r y D i s p e r s i o n S t u d i e s 

O R D c u r v e s w e r e o b t a i n e d o f n e a t s a m p l e s o f t h e 
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e n z y m a t i c a l l y p r o d u c e d 7 , 8 - e p o x y - l - o c t e n e a n d 1 , 2 - 7 , 8 -

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

f r o m r a c e m i c 7 , 8 - e p o x y - l - o c t e n e a n d t h e u n r e a c t e d m o n o 

e p o x i d e . T h e b a s e l i n e f o r a l l m e a s u r e m e n t s w e r e s e t w i t h 

n e a t s a m p l e s o f t h e c h e m i c a l l y s y n t h e s i z e d e p o x i d e s a n d a 

n e a t s a m p l e o f a c e t o n e . A l l s p e c t r a w e r e o b t a i n e d a t 2 5 ° C 

u s i n g a 0 . 1 m m p a t h l e n g t h c e l l a n d a J A S C O 0 R D / U V - 5 

s p e c t r o p h o t o m e t e r . 

O x y g e n R e q u i r e m e n t S t u d i e s 

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

c a t a l y z e d r e a c t i o n s w a s d e t e r m i n e d u s i n g a Y S I 5 3 3 1 o x y g e n 

p r o b e a t 3 0 ° C . T h e i n s t r u m e n t w a s c a l i b r a t e d b e f o r e u s e 

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

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

o f p r o t o c a t e c h u i c a c i d b y p r o t o c a t e c h u a t e - 3 , 4 - d i o x y g e n a s e . 

T h e r e a c t i o n s w e r e c a r r i e d o u t a s f o l l o w s . T o 

3 m l o f 0 . 0 5 M T r i s b u f f e r , p H 7 . 3 , w e r e a d d e d 1 0 0 y l 

( 0 . 2 m g ) r u b r e d o x i n , 1 0 y l ( 0 . 0 3 m g ) r e d u c t a s e , 1 0 0 y l 

( 0 . 3 m g ) " e p o x i d a s e " , 1 0 0 y l N A D H ( 1 4 . 2 m g / m l b u f f e r ) , 

0 . 1 m g d , 1 - a - p h o s p h a t i d y l c h o l i n e , a n d e i t h e r 1 m g 1 , 7 -

o c t a d i e n e o r 1 m g l - o c t e n - 3 - o l . 

S p e c t r o p h o t o m e t r i c S t u d i e s 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 h e r a t e o f e i t h e r N A D H o x i d a t i o n o r N A D H f o r m a t i o n 

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 m e t r i c a l l y u n d e r a n a e r o b i c 

c o n d i t i o n s f o r s e v e r a l r e d u c t a s e c a t a l y z e d k e t o n i z a t i o n 

r e a c t i o n s . 



3 7 

I n o r d e r t o d e t e r m i n e w h e t h e r p u r g i n g o f a n a q u e o u s 

s o l u t i o n u s i n g a T h u n b e r g c e l l w i t h n i t r o g e n g a s w a s 

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

t e s t w a s c a r r i e d o u t . 4 0 y l o f a 1 2 . 2 m M s o l u t i o n o f 

p r o t o c a t e c h u i c a c i d w a s a d d e d t o 2 . 3 m l o f 0 . 0 5 M T r i s b u f f e r , 

p H 8 . 3 , a n d t h i s s o l u t i o n w a s t h e n d i s p e n s e d i n t o a c u v e t t e 

o f a T h u n b e r g c e l l . T h e c u v e t t e w a s f i t t e d w i t h a h o l l o w 

s t o p p e r w h i c h c o n t a i n e d 1 y l o f a s t o c k s o l u t i o n ( 1 . 5 m g / m l ) 

o f p r o t o c a t e c h u a t e - 3 , 4 - d i o x y g e n a s e . P r e p u r i f i e d d r y n i t r o g e n 

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

f o r 3 0 m i n . a t i c e b a t h t e m p e r a t u r e a n d t h e n f o r a n a d d i t i o n a l 

3 0 m i n . a t r o o m t e m p e r a t u r e . T h e g a s w a s a l l o w e d t o e s c a p e 

t h r o u g h a v a l v e o n t h e h o l l o w s t o p p e r . T h e T h u n b e r g c e l l 

w a s t h e n s e a l e d a n d t h e r e a c t i o n w a s i n i t i a t e d b y 

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

a c i d w a s n o t o b s e r v 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 n d e r t h e s e 

c o n d i t i o n s . W h e n a i r w a s i n t r o d u c e d t o t h e s o l u t i o n w i t h 

s t i r r i n g , a s h a r p d e c r e a s e i n a b s o r b a n c e a t 2 9 0 n m w i t h 

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

o f p r o t o c a t e c h u i c a c i d . T h i s r e s u l t i n d i c a t e d t h a t 

a n a e r o b i c c o n d i t i o n s w e r e o b t a i n e d u s i n g t h i s p r o c e d u r e . 

F o r t h e e n z y m a t i c a l l y c a t a l y z e d k e t o n i z a t i o n 

r e a c t i o n s , t h e r a t e o f e i t h e r N A D H o x i d a t i o n o r N A D H 

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

a b s o r b a n c e a t 3 4 0 n m . T o 2 . 3 m l 0 . 0 5 M T r i s , p H 7 . 3 i n 

a T h u n b e r g c u v e t t e w e r e a d d e d 1 5 y l o f a s t o c k s o l u t i o n 



3 8 

( 1 4 . 2 m g / m l ) o f e i t h e r N A D H o r N A D , a n d 5 y l ( 0 . 0 1 m g ) 

r e d u c t a s e . T o t h e h o l l o w s t o p p e r w a s a d d e d 3 y l o f 

s u b s t r a t e ( l - o c t e n - 3 - o l , 1 - o c t e n - 3 - o n e o r 3 - o c t a n o l ) . 

T h e T h u n b e r g c e l l w a s p u r g e d w i t h N 2 a n d t h e r e a c t i o n 

i n i t i a t e d a s d e s c r i b e d a b o v e . 
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C H A P T E R I I I 

R E S U L T S 

E p o x i d a t i o n o f 1 , 7 - o c t a d i e n e b y C e l l s G r o w i n g o n O c t a n e 

I n a s y s t e m i n v o l v i n g a n a q u e o u s m i n i m a l s a l t s 

m e d i u m i n o c u l a t e d w i t h P . o l e o v o r a n s a n d c o n t a i n i n g b o t h 

o c t a n e ( 1 % v / v ) a n d 1 , 7 - o c t a d i e n e ( 1 % v / v ) , c e l l g r o w t h 

o c c u r s a t t h e e x p e n s e o f o c t a n e , a n d 1 , 7 - o c t a d i e n e i s 

e p o x i d a t e d . O c t a n e i s r e q u i r e d i n t h i s s y s t e m s i n c e 

1 , 7 - o c t a d i e n e , w h i c h l a c k s a t e r m i n a l m e t h y l g r o u p , c a n n o t 
5 8 5 9 

s u p p o r t c e l l g r o w t h . ' 7 , 8 - E p o x y - l - o c t e n e i s t h e m a j o r 

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

o c t a d i e n e t o t h e m o n o e p o x i d e a p p r o a c h i n g 5 % o r a p r o d u c t 

y i e l d o f 0 . 5 m g / m l , f o r a r e a c t i o n t i m e o f a b o u t 1 4 h r . 

( F i g u r e 5 ) . O t h e r o x i d a t i o n p r o d u c t s d e t e c t e d b u t i n 

n e g l i g i b l e a m o u n t s a r e 1 - o c t a n o l a n d 1 , 2 - 7 , 8 - d i e p o x y o c t a n e . 

I n g e n e r a l , a m a x i m a l c o n c e n t r a t i o n o f 7 , 8 - e p o x y - l - o c t e n e 

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

s t a t i o n a r y p h a s e . A s s h o w n i n F i g u r e 5 , a n e x a m i n a t i o n o f 

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

e p o x i d e c o n c e n t r a t i o n d e c r e a s e s d u r i n g p r o l o n g e d i n c u b a t i o n . 

A d e c r e a s e b y a s m u c h a s 5 0 % i s f r e q u e n t l y o b s e r v e d w i t h i n 

s e v e r a l h o u r s a f t e r c o n v e r s i o n s r e a c h a m a x i m u m . A l t h o u g h 
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T I M E ( h r ) 

1 6 1 8 

F i g u r e 5 . E p o x i d a t i o n o f 1 , 7 - o c t a d i e n e b y C e l l s G r o w i n g 

o n O c t a n e . T o 1 0 0 m l o f P - l m e d i u m w a s a d d e d 1 % 

v / v 1 , 7 - o c t a d i e n e a n d a 2 m l i n o c u l u m . I n c u b a t i o n 

w a s a t 3 0 ° a n d 2 9 0 r p m . 
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t h e s y n t h e s i s o f 1 , 2 - 7 , 8 - d i e p o x y o c t a n e o c c u r s , d i e p o x i d e 

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

S u b s t r a t e c o n c e n t r a t i o n s w i t h i n 0 . 5 - 1 % v / v a r e 

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

o f 5 % o r g r e a t e r r e s u l t s i n l i m i t e d c e l l g r o w t h a n d 

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

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

e p o x i d a t i o n o f 1 - o c t e n e b y g r o w i n g c u l t u r e s o f P . o l e o v o r a n s . 

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

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

m a x i m a l c o n v e r s i o n s . 

E p o x i d a t i o n w i t h R e s t i n g C e l l S u s p e n s i o n s 

F i g u r e 6, i l l u s t r a t e s t h e r e s u l t s o b t a i n e d f o r t h e 

c o n v e r s i o n o f 1 , 7 - o c t a d i e n e t o 7 , 8 - e p o x y - l - o c t e n e w i t h 

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

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

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

a p p r o a c h 2 m g o f e p o x i d e p e r m l o f r e a c t i o n m i x t u r e , o r a 

2 0 % c o n v e r s i o n , w h i c h i s s e v e r a l f o l d h i g h e r t h a n r e p o r t e d 
2 3 5 9 

p r e v i o u s l y . ' T h e s e d a t a u n d e r s c o r e o n e o f t h e m o s t 

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

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

l a r g e a m o u n t s o f p r o d u c t s c a n b e r e a d i l y g e n e r a t e d . A s 

e v i d e n t i n F i g u r e 6, a c o n s i d e r a b l e d e c r e a s e i n e p o x i d e 

c o n c e n t r a t i o n o c c u r s o n c e s y n t h e s i s o f 7 , 8 - e p o x y - l - o c t e n e 
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1 2 3 4 5 

T I M E ( h r ) 

F i g u r e 6. P r o d u c t i o n o f 7 , 8 - e p o x y - l - o c t e n e f r o m 

1 , 7 - o c t a d i e n e b y a R e s t i n g C e l l S u s p e n s i o n . T o 

e a c h s u s p e n s i o n w a s a d d e d 1 % v / v s u b s t r a t e a n d 

0 . 1 % v / v o f T r i t o n X - 1 0 0 . 
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r e a c h e s a m a x i m u m . 1 , 2 - 7 , 8 - d i e p o x y o c t a n e i s t h e o n l y 

o t h e r p r o d u c t d e t e c t e d b y g a s c h r o m a t o g r a p h y , b u t d i e p o x i d e 

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

s i g n i f i c a n t l o s s o f t h e m o n o e p o x i d e . O n e o f t h e l i m i t i n g 

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

w i t h w h o l e c e l l s i s t h e t o x i c e f f e c t o f 7 , 8 - e p o x y - l - o c t e n e 
6 0 

o n w h o l e c e l l s o f P . o l e o v o r a n s . S c h w a r t z a n d M c C o y 

h a v e r e p o r t e d t h a t i n a q u e o u s m e d i u m , 7 , 8 - e p o x y - l - o c t e n e 

i s t o x i c t o t h e c e l l s a t a c o n c e n t r a t i o n o f a b o u t 0.8 g / 1 . 

T h e y r e p o r t t h a t a h i g h e r e f f i c i e n c y i n t h e c o n v e r s i o n o f 

1 , 7 - o c t a d i e n e t o 7 , 8 - e p o x y - 1 - o c t e n e u s i n g g r o w i n g c u l t u r e s 

c a n b e a c h i e v e d b y t h e i n c o r p o r a t i o n o f a h i g h c o n c e n t r a t i o n 
6 1 

o f a n o r g a n i c s o l v e n t t o t h e r e a c t i o n m e d i u m . O u r 

p r e l i m i n a r y i n v e s t i g a t i o n s w i t h t h e i n c o r p o r a t i o n o f a 3 0 % 

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

i n c r e a s e i n c o n v e r s i o n s o f a b o u t 2 0 % ; h o w e v e r , i n c u b a t i o n 

t i m e s of. > 5 0 h r . a r e r e q u i r e d . 

E p o x i d a t i o n w i t h C e l l - F r e e E x t r a c t s 

A s d e s c r i b e d i n t h e e x p e r i m e n t a l s e c t i o n , c e l l - f r e e 

p r e p a r a t i o n s o f P . o l e o v o r a n s a r e p r e p a r e d b y s u b j e c t i n g 

a r e s t i n g c e l l s u s p e n s i o n t o s o n i c a t i o n . T h e e f f e c t o f 

t h e s o n i c a t i o n t r e a t m e n t w a s s t u d i e d s o a s t o m a x i m i z e t h e 

r e l e a s e o f e n z y m e s i n t o s o l u t i o n a s w e l l a s t o m a i n t a i n t h e 

s t a b i l i t y o f t h e t h r e e c o m p o n e n t e n z y m e s y s t e m . A s s h o w n 

i n F i g u r e 7, a s o n i c a t i o n t i m e o f 1 0 m i n u t e s f o r a 2 5 % 
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F i g u r e 7 . E p o x i d a t i o n A s s a y s o f 

A f t e r S o n i c a t i o n o f a 

S u s p e n s i o n 

S u p e r n a t a n t s O b t a i n e d 

2 5 % v / v R e s t i n g C e l l 
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v / v o f a r e s t i n g c e l l s u s p e n s i o n i s o p t i m a l i n p r o v i d i n g 

a m a x i m a l p r o d u c t y i e l d o f 1 m g / m l f o r t h e s u p e r n a t a n t . 

L o n g e r s o n i c a t i o n s r e s u l t i n l o w e r y i e l d s , p o s s i b l y r e f l e c t i n g 

t h e d e n a t u r i n g e f f e c t o f a t o o s e v e r e t r e a t m e n t . T h e 

l o w e r y i e l d s w i t h s h o r t e r s o n i c a t i o n s i n d i c a t e t h e 

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

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

b y t h e d a t a i n F i g u r e 8 , w h i c h d e m o n s t r a t e s t h a t h i g h e r 

a c t i v i t y i s a s s o c i a t e d w i t h t h e r e s i d u a l m a t t e r o f s h o r t e r 

s o n i c a t i o n s . 

T h e s o n i c a t i o n t r e a t m e n t n o t o n l y p r o v i d e s f o r t h e 

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

a l s o t h e r e l e a s e o f N A D H a n d p h o s p h o l i p i d s . T h e a d d i t i o n 

o f N A D H t o t h e s o n i c a t e i s n o t r e q u i r e d f o r e p o x i d a t i o n 

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

e f f e c t ; h o w e v e r , t h e a d d i t i o n o f N A D H d o e s m i n i m i z e t h e 

d e c r e a s e i n e p o x i d e c o n c e n t r a t i o n w h i c h o c c u r s w i t h 

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

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

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

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

u p o n s o l u t i o n s o f 1 0 m i n . o r g r e a t e r s o n i c a t i o n s . A l t h o u g h 

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

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

e x t r a c t s . A s t i m u l a t o r y e f f e c t o f l i p i d a d d i t i o n h a s b e e n 
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T I M E ( h r ) 

F i g u r e 8 . E p o x i d a t i o n A s s a y s o f R e s i d u a l M a t t e r O b t a i n e d 

a f t e r S o n i c a t i o n o f a 2 5 % v / v R e s t i n g C e l l 

S u s p e n s i o n a n d C e n t r i f u g a t i o n . T h e r e s i d u a l 

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

s e v e r a l d r o p s ( . 1 % v / v ) o f T r i t o n X - 1 0 0 . 
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s h o w n f o r t h e h y d r o x y l a t i o n r e a c t i o n c a t a l y z e d b y t h e 

P . o l e o v o r a n s s y s t e m . ^ 

A m m o n i u m S u l f a t e F r a c t i o n a t i o n 

A s p r e v i o u s l y d e s c r i b e d , r e a c t i o n s i n v o l v i n g w h o l e 

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

o f e p o x i d e s f r o m s i m p l e o l e f i n s o n a p r e p a r a t i v e s c a l e . 

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

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

s i m p l e p r o c e d u r e s f o r o b t a i n i n g p a r t i a l l y p u r i f i e d e n z y m e s 

w i t h h i g h e p o x i d a t i o n a c t i v i t y . A m m o n i u m s u l f a t e 

f r a c t i o n a t i o n o f a c r u d e c e l l - f r e e s o n i c a t e w a s a n i n i t i a l 

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

a l l t h r e e p r o t e i n c o m p o n e n t s . 

V a r i o u s a m m o n i u m s u l f a t e f r a c t i o n s , a f t e r r e s u s p e n s i o n , 

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

a c t i v i t y . T h e r e s u l t s o f t h e s e a s s a y s a r e p r e s e n t e d i n 

T a b l e 1. S i n c e e p o x i d a t i o n a c t i v i t y r e q u i r e s t h e p r e s e n c e 

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

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

w i t h i n a n a m m o n i u m s u l f a t e c u t o f 2 5 - 5 5 % . I n t h e p r e s e n c e 

o f N A D H a n d d , 1 - a - p h o s p h a t i d y l c h o l i n e , t h i s f r a c t i o n 

c a t a l y z e s t h e s y n t h e s i s o f 7 , 8 - e p o x y - l - o c t e n e f r o m 

o c t a d i e n e w i t h p r o d u c t y i e l d s a p p r o a c h i n g 0 . 5 m g / m l . U n l i k e 

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

s o n i c a t e s , o n c e e p o x i d e c o n c e n t r a t i o n r e a c h e s a m a x i m u m 
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T a b l e 1. E p o x i d a t i o n A s s a y s o f A m m o n i u m S u l f a t e F r a c t i o n s 

S a t u r a t i o n 7 , 8 - e p o x y - l - o c t e n e F o r m a t i o n 

0 - 6 5 % + + 

0 - 6 0 % + + 

0 - 5 5 % + + 

0 - 5 0 % + 

3 7 - 5 5 % -

2 5 - 5 5 % + + 

0 - 2 5 % -

0 - 3 0 % -

2 5 - 3 7 % -

2 5 - 3 7 % + 3 7 - 5 5 % + + 

2 5 - 3 7 % + r u b r e d o x i n + 

2 5 - 3 7 % + r e d u c t a s e + r u b r e d o x i n + + 

3 7 - 5 5 % + r u b r e d o x i n -

0 - 2 5 % + r u b r e d o x i n -

+ r e d u c t a s e 

A s s a y r e s u l t s o f a m m o n i u m s u l f a t e f r a c t i o n s . E a c h 
f r a c t i o n w a s s u s p e n d e d i n b u f f e r , d i a l y z e d a n d c o n c e n t r a t e d 
b e f o r e r e a c t i o n . P r o d u c t 7 , 8 - e p o x y - l - o c t e n e w a s d e t e c t e d 
a n d q u a n t i t a t e d b y g a s c h r o m a t o g r a p h y . 

+ + : % c o n v e r s i o n s w i t h i n 5 - 7 % 

+ : % c o n v e r s i o n s w i t h i n 2 - 4 % 

- : n o p r o d u c t d e t e c t e d 
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w i t h a 2 5 - 5 5 % a m m o n i u m s u l f a t e f r a c t i o n , p r o l o n g e d r e a c t i o n 

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

e p o x i d e c o n c e n t r a t i o n . T h i s i s n o t t h e c a s e , h o w e v e r , w i t h 

f r a c t i o n s o f s a t u r a t i o n s g r e a t e r t h a n 5 5 % . P r o l o n g e d 

r e a c t i o n t i m e w i t h a 2 5 - 6 0 % f r a c t i o n d o e s r e s u l t i n a l o s s 

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

a s t h e s a t u r a t i o n i s i n c r e a s e d t o 6 5 % . T h i s f i n d i n g s u g g e s t s 

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

b y e n z y m e s p r e c i p i t a t i n g a t s a t u r a t i o n s g r e a t e r t h a n 5 5 % . 

A n a m m o n i u m s u l f a t e f r a c t i o n o f 2 5 - 3 7 % s a t u r a t i o n i n t h e 

p r e s e n c e o f N A D H a n d l i p i d d o e s n o t c a t a l y z e e p o x i d e 

f o r m a t i o n , b u t u p o n a d d i t i o n o f p u r i f i e d r u b r e d o x i n , 

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

0.2 m g / m l . W i t h t h e a d d i t i o n o f b o t h p u r i f i e d r e d u c t a s e 

a n d r u b r e d o x i n t o a 2 5 - 3 7 % f r a c t i o n , t h e p r o d u c t y i e l d 

i n c r e a s e s t o 0 . 5 m g / m l . T h e s e r e s u l t s i n d i c a t e t h a t t h e 

2 5 - 3 7 % f r a c t i o n i s r i c h i n " e p o x i d a s e " a n d c o n t a i n s s o m e 

r e d u c t a s e b u t d o e s n o t c o n t a i n r u b r e d o x i n . 

A 3 7 - 5 5 % f r a c t i o n d o e s n o t s h o w e p o x i d a t i o n a c t i v i t y 

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

b u t w h e n c o m b i n e d w i t h a 2 5 - 3 7 % f r a c t i o n , a c t i v i t y i s 

o b s e r v e d . T h i s f r a c t i o n , t h e r e f o r e , i s a p p a r e n t l y r i c h i n 

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

" e p o x i d a s e " . 

A f r a c t i o n o f 2 5 % s a t u r a t i o n d o e s n o t c o n t a i n a n y 

o f t h e t h r e e p r o t e i n c o m p o n e n t s . T h i s f r a c t i o n s h o w s n o 
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a c t i v i t y w h e n c o m b i n e d w i t h e i t h e r a 2 5 - 3 7 % o r a 3 7 - 5 5 % 

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

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

e f f e c t w h e n c o m b i n e d w i t h a 2 5 - 5 5 % f r a c t i o n . 

F u r t h e r r e f i n e m e n t s i n t h e a m m o n i u m s u l f a t e 

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

o f t h e t h r e e p r o t e i n c o m p o n e n t s . A m m o n i u m s u l f a t e 

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

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

s e p a r a t i n g r e d u c t a s e f r o m " e p o x i d a s e " o r p o s s i b l y f r o m 

r u b r e d o x i n . 

I o n E x c h a n g e C h r o m a t o g r a p h y o n D E A E C e l l u l o s e 

A n e l u t i o n p r o f i l e a s s o c i a t e d w i t h D E A E c h r o m a t o g r a p h y 

o f t h e 2 4 - 6 0 % a m m o n i u m s u l f a t e f r a c t i o n i s s h o w n i n F i g u r e 9. 

T h e 0 . 0 2 M T r i s b u f f e r w a s h i n v o l v e s t h e e l u t i o n o f n o n 

a b s o r b i n g p r o t e i n s . A h i g h c o n c e n t r a t i o n o f p r o t e i n s a r e 

e l u t e d a s e v i d e n c e d b y t h e h i g h a b s o r b a n c e a t 2 8 0 n m . I n 

a d d i t i o n t o t h e t y p i c a l p r o t e i n a b s o r b a n c e a t 2 8 0 n m , 

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

a b s o r b a n c e a t 4 1 0 n m . F r o m t h e 0 . 1 M T r i s w a s h , t w o p e a k s 

w e r e d e t e c t e d . P e a k B w a s d a r k y e l l o w a n d e x h i b i t e d a 

s h a r p a b s o r b a n c e a t 4 1 0 n m w h e r e a s P e a k C w a s l i g h t y e l l o w 

a n d e x h i b i t e d s i g n i f i c a n t b r o a d a b s o r b a n c e s a t 3 7 0 n m a n d 

4 5 0 n m . T h e s e a b s o r b a n c e s a t 3 7 0 n m a n d 4 5 0 n m a r e 

c h a r a c t e r i s t i c f e a t u r e s o f f l a v o p r o t e i n s , s u g g e s t i n g t h a t 



I 

I I I 

A B C D E F 

F i g u r e 9. E l u t i o n P r o f i l e o f a D E - 5 2 C h r o m a t o g r a p h y o f a 2 4 - 6 0 % A m m o n i u m S u l f a t e 

F r a c t i o n . A b s o r b a n c e a t 2 8 0 n m . I : 0 . 0 2 M T r i s b u f f e r w a s h . I I : 0 . 1 M 

T r i s b u f f e r w a s h . I l l : 0 . 1 M K C 1 / . 1 M T r i s w a s h . I V : 0 . 1 M K C 1 - 0 . 5 M 

K C 1 / 0 . 1 M T r i s g r a d i e n t . 



5 2 

t h e e l u t i o n o f r e d u c t a s e o c c u r s i n t h e 0 . 1 M T r i s w a s h . 

T h e 0 . 1 M K C 1 / 0 . 1 M T r i s w a s h r e s u l t e d i n a d a r k y e l l o w 

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

a b s o r b a n c e a t 4 1 0 n m a n d l o w a b s o r b a n c e s a t 3 7 0 n m a n d 

4 5 0 n m . T h e f i r s t e f f l u e n t o f t h e s a l t g r a d i e n t w a s 

r e d d i s h o r a n g e w i t h a b s o r b a n c e s a t 3 7 0 n m a n d 4 9 0 n m , 

p r o p e r t i e s c h a r a c t e r i s t i c o f r u b r e d o x i n . T h e s e c o n d p e a k 

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

s p e c t r a l f e a t u r e s . 

T h e p r o t e i n s e l u t e d s e p a r a t e l y , d e s i g n a t e d A , B , 

C , D , E , F , F i g u r e 9, w e r e a s s a y e d f o r e p o x i d a t i o n a c t i v i t y 

i n c o m b i n a t i o n a n d / o r i n t h e p r e s e n c e o f p u r i f i e d e n z y m e s . 

T h e r e s u l t s o f t h e s e a s s a y s a r e g i v e n i n T a b l e 2 , a n d 

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

o f a 2 4 - 6 0 % a m m o n i u m s u l f a t e f r a c t i o n p r o v i d e s f o r t h e 

s e p a r a t i o n a n d p a r t i a l p u r i f i c a t i o n o f r e d u c t a s e a n d 

r u b r e d o x i n . O n t h e b a s i s o f t h e s e a s s a y s a n d s p e c t r a l 

p r o p e r t i e s , p e a k s E a n d C r e p r e s e n t r u b r e d o x i n a n d r e d u c t a s e 

r e s p e c t i v e l y , e a c h f r e e o f o t h e r p r o t e i n c o m p o n e n t s o f 

t h e P . o l e o v o r a n s s y s t e m . P e a k D a l s o c o n t a i n s r e d u c t a s e 

b u t t h e l o w a b s o r b a n c e s a t 3 7 0 n m a n d 4 5 0 n m i n d i c a t e 

t h a t t h e s a m p l e i s r a t h e r d i l u t e i n r e d u c t a s e . P e a k A , 

w h i c h c o n t a i n s a h i g h c o n c e n t r a t i o n o f p r o t e i n s , a l s o 

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

a c t i v i t y i s o b s e r v e d w i t h r u b r e d o x i n a d d i t i o n . A d d i t i o n a l 

c h r o m a t o g r a p h y o f P e a k A o n e i t h e r a s e c o n d D E - 5 2 o r o n a 
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T a b l e 2 . E p o x i d a t i o n A s s a y s o f S a m p l e s E l u t e d f r o m 
a D E A E C h r o m a t o g r a p h y o f a 2 4 - 6 0 % A m m o n i u m 
S u l f a t e F r a c t i o n 

C o m p o n e n t s i n R e a c t i o n 7 , 8 - e p o x y - l - o c t e n e 
M i x t u r e ( m g / m l ) 

A + B + C + D + E + F .4 

E x c l u s i o n o f A 0 

E x c l u s i o n o f B .4 
* 

E x c l u s i o n o f C ^ . 1 

E x c l u s i o n o f D .3 

E x c l u s i o n o f E 0 

E x c l u s i o n o f F .4 
* 

A + E ^ . 1 

A + R u b r e d o x i n 'v.l 

A + C + E .4 

A + E + R e d u c t a s e .4 

E + R e d u c t a s e 0 
T h e p r o t e i n s e l u t e d s e p a r a t e l y o n a D E A E c h r o m a t o g r a p h y 

o f a 2 4 - 6 0 % a m m o n i u m s u l f a t e f r a c t i o n w e r e p o o l e d a n d 
d e s i g n a t e d a l p h a b e t i c a l l y ( F i g . 9 ) , t h e n a s s a y e d i n d i v i d u a l l y , 
i n c o m b i n a t i o n , a n d i n t h e p r e s e n c e o f p u r i f i e d e n z y m e s 
f o r e p o x i d a t i o n a c t i v i t y . 

* 
T h e s e v a l u e s a r e r o u g h a p p r o x i m a t i o n s . 
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B i o g e l A 0 . 5 M c o l u m n c o u l d n o t p r o v i d e a c t i v e p r e p a r a t i o n s 

o f r e d u c t a s e - f r e e " e p o x i d a s e " . 

B i o g e l A - 0 . 5 M , 5 0 M , C h r o m a t o g r a p h y 

A n a m m o n i u m s u l f a t e f r a c t i o n o f a 2 . 3 - 3 6 % s a t u r a t i o n 

w a s f o u n d t o c a t a l y z e t h e e p o x i d a t i o n o f o c t a d i e n e i n t h e 

p r e s e n c e o f r u b r e d o x i n , N A D H a n d l i p i d . T h i s f r a c t i o n , 

r i c h i n b o t h " e p o x i d a s e " a n d r e d u c t a s e , w a s a p p l i e d t o 

B i o g e l A c h r o m a t o g r a p h y . T h e e l u t i o n p r o f i l e s o f b o t h 

B i o g e l A - 0 . 5 M ( 1 0 , 0 0 0 - 5 0 0 , 0 0 0 D a l t o n s ) a n d B i o g e l A - 5 0 M 

( 1 0 0 , 0 0 0 - 5 0 , 0 0 0 , 0 0 0 D a l t o n s ) a r e s h o w n i n F i g u r e 1 0 . T h e 

p o r t i o n o f t h e e f f l u e n t , d e s i g n a t e d i n F i g u r e 1 0 , c a t a l y z e s 

p r o d u c t f o r m a t i o n , ^ 0 . 1 m g / m l , o n l y i n t h e p r e s e n c e o f 

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

o f p a r t i a l l y p u r i f i e d " e p o x i d a s e " a r e o b t a i n e d . T h e 

e f f l u e n t o u t s i d e t h e r a n g e d e s i g n a t e d r e q u i r e s t h e a d d i t i o n 

o f r u b r e d o x i n a l o n e f o r e p o x i d a t i o n a c t i v i t y . A l t h o u g h 

p r o d u c t y i e l d s a r e l o w , B i o g e l A c h r o m a t o g r a p h y d o e s p r o v i d e 

f o r t h e p a r t i a l p u r i f i c a t i o n o f t h e " e p o x i d a s e " c o m p o n e n t . 

F a c t o r s I n f l u e n c i n g E p o x i d a t i o n s u s i n g P a r t i a l l y 

P u r i f i e d E n z y m e P r e p a r a t i o n s 

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

p u r i f i e d e n z y m e p r e p a r a t i o n s o r a m m o n i u m s u l f a t e f r a c t i o n s , 

t h e a d d i t i o n o f N A D H i s a n a b s o l u t e r e q u i r e m e n t f o r a c t i v i t y . 

N A D + c a n n o t s u b s t i t u t e f o r N A D H . W i t h a l l r e a c t i o n s 

i n v o l v i n g p u r i f i e d e n z y m e s , l i p i d w a s i n c l u d e d a t a 



5 5 

1. 0 

0 . 8 

0 . 6 

0.4 

0.2 
w 
u 
S3 
< 
pa 
erf 

w 0 . 6 |— 
< 

0 . 5 

0.4 

0 . 3 

0.2 

R e d u c t a s e - f r e e h y d r o x y l a s e 

R e d u c t a s e - f r e e h y d r o x y l a s e 
I I 

F i g u r e 1 0 . T o p : E l u t i o n P r o f i l e o f a B i o g e l A - 5 0 M 

C h r o m a t o g r a p h y o f a 2 3 - 3 6 % A m m o n i u m S u l f a t e 

F r a c t i o n . B o t t o m : E l u t i o n P r o f i l e o f a 

B i o g e l A - 0 . 5 M C h r o m a t o g r a p h y o f a 2 3 ^ 3 6 % 

A m m o n i u m S u l f a t e F r a c t i o n 
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c o n c e n t r a t i o n o f 1 m g / m l . T h e e x c l u s i o n o f l i p i d r e s u l t s 

i n a n a l m o s t c o m p l e t e l o s s o f a c t i v i t y . T h e p h o s p h o l i p i d 

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

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

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

u p o n p r o l o n g e d s t o r a g e a t 0 ° C . I t h a s p r e v i o u s l y b e e n 

r e p o r t e d t h a t l i p i d f a c i l i t a t e s e l e c t r o n t r a n s f e r i n a 
6 2 

c y t o c h r o m e P - 4 5 0 - c o n t a i n i n g s y s t e m , h o w e v e r , s u c h a n 

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

A f e r r o u s i r o n r e q u i r e m e n t h a s b e e n e s t a b l i s h e d f o r 
1 2 

t h e P . o l e o v o r a n s s y s t e m . T h e f a c t t h a t f e r r o u s i r o n 

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

e f f e c t i n d i c a t e s t h a t n o a p p r e c i a b l e d e p l e t i o n o f i r o n 

o c c u r s d u r i n g p u r i f i c a t i o n . 

P a r t i a l l y R e l a x e d P r o t o n F o u r i e r T r a n s f o r m N M R 

S p e c t r a o f t h e E n z y m a t i c E p o x i d a t i o n P r o d u c t 

o f t r a n s , t r a n s - 1 , 8 - d i d e u t e r i o - 1 , 7 - o c t a d i e n e 

T h e e p o x i d a t i o n o f t h e d e u t e r a t e d s u b s t r a t e w a s 

c a r r i e d o u t u s i n g a r e s t i n g c e l l s u s p e n s i o n u n d e r o p t i m a l 

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

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

4 5 0 m g o f t h e f i n a l p u r i f i e d p r o d u c t w a s o b t a i n e d . 

P a r t i a l l y r e l a x e d p r o t o n F T N M R s p e c t r a o f a 

s o l u t i o n o f t h e e n z y m a t i c p r o d u c t m i x t u r e i n C C l ^ w e r e 

o b t a i n e d a t 9 9 . 5 M H z u s i n g a 1 8 0 ° - T - 9 0 ° p u l s e s e q u e n c e a s 
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d e s c r i b e d . A n e q u i l i b r i u m s p e c t r u m o f t h e e n z y m a t i c p r o d u c t 

m i x t u r e i s g i v e n i n F i g u r e 1 1 , w h i c h i n c l u d e s a s t r u c t u r a l 

f o r m u l a o f 7 , 8 - e p o x y - l - o c t e n e w i t h t h e n u m b e r i n g o f t h e 

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

a r e g i v e n i n t h e f i g u r e l e g e n d , w i t h t h e l o w e s t f i e l d 

l i n e o f t h e H ( 1 ) m u l t i p l e t a s s i g n e d z e r o f r e q u e n c y . 
2 2 

S p e c t r a l f e a t u r e s h a v e b e e n p r e v i o u s l y a s s i g n e d . 

T h e p a r t i a l l y r e l a x e d s p e c t r a s h o w t h a t t h e N M R 

s i g n a l s i n t h e e p o x i d e r e g i o n a r e d u e t o t h e t r a n s 

d e u t e r a t e d e p o x i d e I , t h e c i s d e u t e r a t e d e p o x i d e I I , a n d 

t h e f u l l y p r o t o n a t e d e p o x i d e I I I , a n d t h e N M R s i g n a l s i n 

t h e o l e f i n r e g i o n a r e d u e t o t h e t r a n s d e u t e r a t e d o l e f i n I V 

0 0 

H ( 3 ) H ( 2 ) 

I I I 

a n d t h e f u l l y p r o t o n a t e d o l e f i n V . 
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F i g u r e 1 1 . T o p : S t r u c t u r a l f o r m u l a o f 7 , 8 - e p o x y - l - o c t e n e 

w i t h n u m b e r i n g s y s t e m o f p r o t o n s . B o t t o m : 

P r o t o n F T N M R s p e c t r u m o f e n z y m a t i c p r o d u c t 

m i x t u r e i n C C 1 . a t 9 9 . 
4 

5 M H z a n d 2 8 ° C , a f t e r 

1 0 a c c u m u l a t i o n s w i t h a p u l s e r e p e t i t i o n t i m e 

b e t w e e n p u l s e s e q u e n c e s o f 1 0 0 s e c . T h e C ~ H , 

3 6 
s i g n a l h a s a v e r t i c a l r e d u c t i o n o f 4 w i t h 

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

N M R s p e c t r a l p a r a m e t e r s a r e : J 1 2 = 5.4 H z , 

J 1 3 = 2.4 H z , J 2 3 = 3. 9 H z , J 4 5 = - 2 . 2 H z , 

J 4 6 " 1 7 . 1 H z , J . = 1 
4 7 

.4 H z , J 5 6 = 1 0 . 0 H z , 

J 5 7 - 1.2 H z , J , , = 6. 
o / 

6 H z , V Q 1 = 4 . 0 H z , 

V 0 2 = - 2 4 . 0 H z , V Q 3 = - 4 0 H z , V Q 4 = - 2 6 3 . 9 H z , 

V 0 5 " - 2 5 9 . 1 H z , v . , = U b - 3 4 2 .6 H z , V Q 7 = 2 7 H z , 

w h e r e t h e l o w e s t f i e l d l i n e o f t h e H ( l ) m u l t i p l e t 

i s z e r o f r e q u e n c y . 
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P a r t i a l l y r e l a x e d s p e c t r a o f t h e e p o x i d e r e g i o n 

a r e s h o w n i n F i g u r e 1 2 , w i t h T i n c r e a s i n g f r o m b o t t o m t o 

t o p . T h e b o t t o m t r a c e w i t h T = 0 . 0 5 s e c . i s a n i n v e r t e d 

s p e c t r u m . A t T = 5.7 s e c . , a b r o a d i n v e r t e d d o u b l e t o f 

s p l i t t i n g 2 . 4 H z i s i s o l a t e d i n t h e H ( l ) r e g i o n . T h i s 

s i g n a l i s d u e t o H ( l ) o f I , a n d i s t h e X p r o t o n o f a n 

a p p r o x i m a t e A X p a t t e r n . 6 ^ ' 6 5 T h e b r o a d e n i n g i s d u e t o a n 

u n r e s o l v e d H - D s p l i t t i n g o f 0.7 H z . A t T = 6.7 s e c . , 

a n o t h e r b r o a d i n v e r t e d d o u b l e t o f 3.7 H z s p l i t t i n g i s i s o l a t e d 

i n t h e H ( 2 ) r e g i o n . T h i s s i g n a l i s d u e t o H ( 2 ) o f I I , 

a n d i s t h e B p o r t i o n o f a n A B q u a r t e t . T h e H ( 2 ) d o u b l e t 

i s c o n s i d e r a b l y m o r e i n t e n s e t h a n t h e H ( l ) d o u b l e t . F r o m 

t h e T = 5 . 7 s e c . a n d T = 6.7 s p e c t r a , w e s e e t h a t b o t h t h e 

t r a n s a n d c i s d e u t e r a t e d e p o x i d e s w e r e p r o d u c e d b u t t h a t 

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

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

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

d o u b l e b o n d c o n f i g u r a t i o n . T h e s i g n a l s d u e t o H ( l ) a n d 
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F i g u r e 1 2 . P a r t i a l l y r e l a x e d p r o t o n F T N M R s p e c t r a o f t h e 

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

i n C C 1 . a t 9 9 . 5 M H z a n d 2 8 ° C . T h e n u m b e r t o 

t h e l e f t o f e a c h s p e c t r u m i s T i n s e c o n d s . 

E a c h s p e c t r u m i s t h e r e s u l t o f 1 6 a c c u m u l a t i o n s 

w i t h a r e p e t i t i o n t i m e o f 1 0 0 s e c . T h e 

r e l a t i v e v e r t i c a l e x p a n s i o n f a c t o r s a r e g i v e n 

t o t h e r i g h t o f e a c h s p e c t r u m . 
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H ( 2 ) 
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H ( 2 ) o f t h e f u l l y p r o t o n a t e d e p o x i d e I I I a r e i s o l a t e d a t 

T = 1 3 s e c . a n d ^ = 1 9 s e c . , r e s p e c t i v e l y , a n d f o r m t h e 

B X p o r t i o n o f a n a p p r o x i m a t e A B X p a t t e r n . F r o m t h e s e 

s p e c t r a w e c a l c u l a t e = 2.4 H z , = ^' ^ a n ( * ^ 1 2 

= 5.4 H z i n g o o d a g r e e m e n t w i t h c o u p l i n g c o n s t a n t s r e p o r t e d 

f o r o t h e r e p o x i d e s , ^ T h e b a s i s f o r t h e e p o x i d e s p e c t r a l 

a s s i g n m e n t i s t h e o b s e r v a t i o n t h a t t r a n s c o u p l i n g c o n s t a n t s 

i n t r a n s d i s u b s t i t u t e d e p o x i d e s h a v e a c h a r a c t e r i s t i c 
4 2 

v a l u e o f a b o u t 2 H z . I t w i l l b e s e e n b e l o w t h a t o u r 

r e l a x a t i o n t i m e m e a s u r e m e n t s a n d t h e r e s u l t s o b t a i n e d 

w i t h t h e p e r a c i d e p o x i d a t i o n p r o d u c t p r o v i d e a d d i t i o n a l 

s u p p o r t f o r t h e a s s i g n m e n t . 

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

s h o w n i n F i g u r e 1 3 . A t T = 9 s e c , , a n i n v e r t e d d o u b l e t o f 

t r i p l e t s i s i s o l a t e d i n t h e H ( 4 ) , H ( 5 ) r e g i o n w i t h a d o u b l e t 

s p l i t t i n g o f 1 7 . 1 H z a n d a t r i p l e t s p l i t t i n g o f 1.4 H z . 

T h i s s i g n a l i s a s s i g n e d t o H ( 4 ) o f I V , a n d i s t h e B p o r t i o n 

o f a n A B X 2 p a t t e r n w h e r e A , B , X c o r r e s p o n d t o H ( 6 ) , 

H ( 4 ) , H ( 7 ) , r e s p e c t i v e l y . T h e H ( 4 ) a n d H ( 5 ) s i g n a l s o f 

V a p p e a r t o h a v e b o t h r e l a x e d t o z e r o i n t e n s i t y a t 

T = 9 s e c . A c t u a l l y , a v e r t i c a l e x p a n s i o n i n d i c a t e d t h a t 

t h e H ( 4 ) s i g n a l o f V r e l a x e d s o m e w h a t e a r l i e r a t a b o u t 

T = 8 . 5 s e c . T h e p a r t i a l l y r e l a x e d s p e c t r u m a t x = 9 s e c . 

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

o f t h e t r a n s d e u t e r a t e d o l e f i n f u n c t i o n a l i t y h a s o c c u r r e d . 

I f a n y c i s d e u t e r a t e d o l e f i n h a d b e e n p r e s e n t , w e w o u l d 
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F i g u r e 1 3 . P a r t i a l l y r e l a x e d p r o t o n F T N M R s p e c t r a o f 

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

m i x t u r e i n C C 1 . a t 9 9 . 5 M H z a n d 2 8 ° C . T h e 

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

s e c o n d s . E a c h s p e c t r u m i s t h e r e s u l t o f 

1 6 a c c u m u l a t i o n s w i t h a r e p e t i t i o n t i m e o f 

1 0 0 s e c . T h e r e l a t i v e v e r t i c a l e x p a n s i o n 

f a c t o r s f o r t h e H ( 6 ) a n d H ( 4 ) , H ( 5 ) r e g i o n s 

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

t o t h e r i g h t o f t h e r e s p e c t i v e r e g i o n s o n 

e a c h t r a c e . Z e r o f r e q u e n c y i s a s s i g n e d t o l o w 

f i e l d l i n e o f t h e H ( l ) m u l t i p l e t ( s e e 

F i g u r e 1 2 ) . 
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h a v e s e e n s u b s t a n t i a l i n v e r t e d s i g n a l s a t a b o u t - 2 6 5 H z . 

T h e H ( 4 ) , H ( 5 ) s i g n a l s o f V a r e i s o l a t e d a t T = 1 9 s e c . , 

g i v i n g t h e M N p o r t i o n o f a n a p p r o x i m a t e A M N X 2 p a t t e r n . 

A t x = 1 2 s e c . , a n i n v e r t e d p a t t e r n i s i s o l a t e d i n t h e 

H ( 6 ) r e g i o n . T h i s i s d u e t o H ( 5 ) o f I V , a n d i s t h e A 

p o r t i o n o f a n A B X 2 Y s p e c t r u m w i t h a n A B s p l i t t i n g o f 1 7 . 1 H z 

d u e t o H ( 4 ) , A X 2 t r i p l e t s p l i t t i n g o f 6.6 H z d u e t o t h e 

H ( 7 ) p r o t o n s , a n d a n A Y t r i p l e t s p l i t t i n g o f 1 . 5 H z d u e 

t o t h e d e u t e r i u m . A t T = 1 6 s e c . , t h e s i g n a l d u e t o H ( 6 ) 

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

a p p r o x i m a t e A M N X 2 p a t t e r n , w i t h a n A X 2 t r i p l e t s p l i t t i n g o f 

6.6 H z w i t h t h e H ( 7 ) p r o t o n s . A s e x p e c t e d , t h e e q u i l i b r i u m 

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

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

Q u a n t i t a t i v e A n a l y s i s 

I n o r d e r t o q u a n t i t a t i v e l y a n a l y z e t h e p a r t i a l l y 

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

n a m e l y t h a t e a c h m u l t i p l e t A r e l a x e s e x p o n e n t i a l l y w i t h a n 

e f f e c t i v e s p i n l a t t i c e r e l a x a t i o n t i m e T ^ . T h i s a s s u m p t i o n 

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

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

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

a b o v e h a v e p r o v e d u s e f u l i n s t u d y i n g m o l e c u l a r m o t i o n ^ ' ^ 

a n d t h e y a d e q u a t e l y d e s c r i b e t h e p a r t i a l l y r e l a x e d s p e c t r a 

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



6 7 

s a m p l e s w a s c h e c k e d i n t h e f o l l o w i n g w a y s . I n t h e f i r s t 

p l a c e , t h e i n t e n s i t i e s o f t h e e p o x i d e m u l t i p l e t s ( w h i c h 

h a v e b e e n e s t i m a t e d f r o m t h e i n t e n s i t i e s o f t h e l o w f i e l d 

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

w e r e p l o t t e d l o g a r i t h m i c a l l y v s . t i m e a n d i n e v e r y c a s e 

t h e s e p l o t s w e r e l i n e a r . F u r t h e r m o r e , t h e e f f e c t i v e 

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

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

m e a s u r e d n u l l t i m e s . I n a d d i t i o n , t h e c a l c u l a t e d 1 ( 0 ) 

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

i n t e n s i t i e s o f t h e f u l l y i n v e r t e d e p o x i d e m u l t i p l e t s , 

a n d t h e s e a g r e e d w i t h i n a b o u t 5 - 1 0 % w i t h t h e e x p e r i m e n t a l l y 

m e a s u r e d i n t e n s i t i e s . 

W i t h t h i s a s s u m p t i o n , t h e m u l t i p l e t A , a f t e r i n v e r s i o n 

b y t h e 1 8 0 ° p u l s e r e l a x e s t o z e r o i n t e n s i t y a t t h e n u l l 

t i m e T., w h e r e A 

x A = T 1 A l n ( l + a ) ( 1 ) 

I n E q u a t i o n ( 1 ) , a , t h e f r a c t i o n a l i n v e r s i o n , i s g i v e n b y 

a = - I A ( 0 ) / I A ( ~ ) 

w h e r e I A ( 0 ) i s t h e i n t e n s i t y o f t h e i n v e r t e d s i g n a l 

( i . e . , x < < T ) , a n d I A ( ° ° ) i s t h e i n t e n s i t y o f t h e e q u i l i b r i u m 
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s i g n a l ( i . e . , T > > ^ i ^ • T h e r e f o r e , i f A a n d B a r e o v e r l a p p i n g 

m u l t i p l e t s , s i g n a l A i s i s o l a t e d a t T = T„, a n d B i s i s o l a t e d 
is 

a t x = T a. F r o m a k n o w l e d g e o f , T G, ^ ( t g ) , a n d I B ( T A ) , 

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

1 , ( 0 ) , f r o m 

I A ( 0 ) = — ( 2 ) 

( 1 + a ) e x p ( — - l n ( l + a ) ) - 1 
T A 

a n d T ^ A f r o m E q u a t i o n ( 1 ) , w i t h a n a l o g o u s f o r m u l a s f o r 

I B ( 0 ) a n d T 1 B . 

T h e o b s e r v a t i o n t i m e s , n u l l t i m e s , a n d r e l a t i v e 

i n t e g r a t e d i n t e n s i t i e s o f t h e i s o l a t e d m u l t i p l e t s o f 

F i g u r e s 1 2 a n d 1 3 a r e r e c o r d e d i n T a b l e 3. E a c h i n t e n s i t y 

i s a n a v e r a g e f r o m 3 s p e c t r a . T h e f r a c t i o n a l i n v e r s i o n w a s 

d e t e r m i n e d f r o m t h e o l e f i n r e g i o n t o b e 0 . 9 4 + 0 . 0 2 . U s i n g 

t h i s v a l u e o f a , T ^ A a n d 1 ^ ( 0 ) w e r e c o m p u t e d f o r e a c h 

m u l t i p l e t f r o m E q u a t i o n s ( 1 ) a n d ( 2 ) . T h e v a l u e s o f T ^ A 

a n d I A ( 0 ) a r e g i v e n i n T a b l e 3. F r o m t h e I A ( 0 ) v a l u e s f o r 

H ( l ) o f I a n d H ( 2 ) o f I I , i t i s e v i d e n t t h a t 7 0 % o f t h e 

d e u t e r a t e d e p o x i d e i s t h e c i s i s o m e r . 

W e c a n l o o k f o r d e u t e r i u m i s o t o p e e f f e c t s b y 

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



T a b l e 3. N u l l T i m e s , R e l a x a t i o n T i m e s , a n d I n t e n s i t i e s o f E p o x i d e a n d O l e f i n 
M u l t i p l e t s 

M u l t i p l e t O b s e r v a t i o n N u l l T i m e T ^ a I a t 1 ( 0 ) P r e d i c t e d 
T i m e ( s e c ) ( s e c ) ( s e c ) o b s e r v e t i m e T 1 ( s e c ) 

H ( l ) I 5 . 7 1 3 2 0 - 1 2 6 ( 2 ) - 2 6 5 1 8 

H ( 2 ) I I 6.7 1 9 2 9 - 3 4 9 ( 1 6 ) - 6 1 6 -

H ( l ) I I I 1 3 5 . 7 8 . 6 3 9 8 ( 2 7 ) - 6 4 9 8 

H ( 2 ) I I I 1 9 6. 7 1 0 4 3 7 ( 1 7 ) - 5 8 0 9 

H ( 3 ) I , I I , I I I - 1 0 1 5 - - 1 1 

H ( 4 ) I V 9 1 9 2 9 - 4 5 7 ( 1 9 ) - 1 0 3 9 

H ( 6 ) I V 1 2 1 6 2 4 - -
H ( 4 ) V 1 9 8 . 5 1 3 7 5 3 ( 5 6 ) c - 1 2 9 8 ° 

H ( 5 ) V 1 9 9 1 4 

H ( 6 ) V 1 6 1 2 1 8 _ _ 

a . C o m p u t e d f r o m E q u a t i o n ( 1 ) w i t h a = 0 . 9 4 . 
b . A v e r a g e o f 3 m e a s u r e m e n t s , a v e r a g e d e v i a t i o n i s g i v e n i n p a r e n t h e s i s . 
c . S u m o f i n t e n s i t i e s f o r H ( 4 ) a n d H ( 5 ) . 
d . C o m p u t e d f r o m E q u a t i o n ( 2 ) w i t h a = 0 . 9 4 . 



7 0 

w i t h t h a t o f t h e o l e f i n p o r t i o n o f t h e e p o x i d e p r o d u c t . 

F r o m t h e I A ( 0 ) v a l u e s f o r H ( l ) a n d H ( 2 ) o f I , I I a n d I I I , 

w e c o m p u t e t h a t 5 9 % o f e p o x i d a t i o n p r o d u c t w a s d e u t e r a t e d . 

F r o m t h e I A ( 0 ) v a l u e s o f H ( 4 ) o f I V a n d H ( 4 ) , H ( 5 ) o f V , 

w e c a l c u l a t e t h a t 6 2 % o f t h e o l e f i n s u b s t r a t e w a s 

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

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

i n t e g r a t e d i n t e n s i t y o f t h e H ( 5 ) r e g i o n w i t h t h a t o f t h e 

H ( 4 ) , H ( 5 ) r e g i o n . T h e s e m e a s u r e m e n t s g a v e 6 2 % i n g o o d 

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

T h e r e f o r e , w i t h i n e x p e r i m e n t a l e r r o r , a s i g n i f i c a n t 

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

b y t h i s t e c h n i q u e . 

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

a s e c o n d b a t c h o f e n z y m a t i c e p o x i d a t i o n p r o d u c t . T h e N M R 

s p e c t r a s h o w e d t h a t t h e s u b s t r a t e u s e d f o r t h i s b a t c h 

c o n t a i n e d 2 9 m o l e p e r c e n t o f t h e t r a n s d e u t e r a t e d a n d 

7 1 m o l e p e r c e n t o f t h e f u l l y p r o t o n a t e d 1 , 7 - o c t a d i e n e . 

T h i s s a m p l e p r o v i d e d a t e s t o f t h e s e n s i t i v i t y o f t h e 

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

d e u t e r a t e d m a t e r i a l w a s l o w a n d o n l y 5 0 m g o f e p o x i d a t i o n 

p r o d u c t w e r e a v a i l a b l e . T h e e x p e r i m e n t a l r e s u l t s w e r e 

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

b a t c h , w i t h 7 1 % o f t h e e n z y m a t i c p r o d u c t b e i n g t h e e l s 

d e u t e r a t e d e p o x i d e . 
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R e l a x a t i o n A n a l y s i s 

v 1 -

w h e r e y i s t h e p r o t o n m a g n e t o g y r o r a t i o , a n d r i s t h e 

d i s t a n c e b e t w e e n H ( i ) a n d H ( j ) . I f i t i s a s s u m e d t h a t 

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

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

o x i d e , r e s p e c t i v e l y , ^ t h e n t h e d i m e n s i o n s o f t h e H ( l ) , 

H ( 2 ) , H ( 3 ) , a n d t h e H ( 4 ) , H ( 5 ) , H ( 6 ) t r i a n g l e s a r e 
o 

i d e n t i c a l , a n d r £ = = 1 - 8 4 A . W e c o m p u t e T R = 3 . 0 2 x 1 0 

s e c . f o r t h e e p o x i d e g r o u p , u s i n g t h e H ( l ) r e l a x a t i o n t i m e s 

i n T a b l e 1 a n d E q u a t i o n ( 3 ) . A s a c h e c k , w e c a n a l s o 

c o m p u t e t h e e p o x i d e f r o m t h e H ( 2 ) r e l a x a t i o n t i m e s , a n d 
- 1 2 

a g a i n w e o b t a i n 3 . 0 2 x 1 0 s e c . F r o m t h e H ( 4 ) r e l a x a t i o n 
- 1 2 t i m e s w e c a l c u l a t e T = 1 . 9 2 x 1 0 s e c . f o r t h e o l e f i n 

K 

g r o u p . T h e r e f o r e , t h e o l e f i n p o r t i o n o f t h e m o l e c u l e 

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

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

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

t o c o m p u t e T ^ . , t h e c o n t r i b u t i o n t o r e l a x a t i o n f r o m 

p a i r w i s e d i p o l a r i n t e r a c t i o n s b e t w e e n H ( i ) a n d H ( j ) . 

T , i n t u r n , p r o v i d e s t h e v a l u e o f t h e r e o r i e n t a t i o n a l 

c o r r e l a t i o n t i m e T f r o m t h e w e l l k n o w n f o r m u l a ^ 
K 

T h e r e l a x a t i o n t i m e s f o r t h e g e m p r o t o n s c a n b e u s e d 
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t o t h e d i f f e r e n c e i n c o r r e l a t i o n t i m e s , w e c a n p r e d i c t 

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

o l e f i n r e l a x a t i o n t i m e b y 1 . 9 2 / 3 . 0 2 . T h e e p o x i d e r e l a x a t i o n 

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

o f T a b l e 3. T h e a g r e e m e n t i s s a t i s f a c t o r y , a n d p r o v i d e s 

s t r o n g s u p p o r t f o r t h e s p e c t r a l a s s i g n m e n t o f t h e H ( l ) 

a n d H ( 2 ) e p o x i d e p r o t o n s . 

I t i s i n t e r e s t i n g t o n o t e t h a t H ( l ) r e l a x e s f a s t e r 

t h a n H ( 2 ) a n d t h a t H ( 4 ) r e l a x e s f a s t e r t h a n H ( 5 ) , e v e n 

t h o u g h H ( 2 ) a n d H ( 5 ) a r e b o t h c i s t o a p r o t o n o n t h e 

a d j a c e n t c a r b o n . T h e c i s i n t e r a c t i o n , i n f a c t , a l l o w e d 

u s t o s u c c e s s f u l l y i s o l a t e t h e H ( 6 ) s i g n a l s o f I V a n d V . 

T h e f a s t e r r e l a x a t i o n t i m e s o f H ( l ) a n d H ( 4 ) c a n b e 

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

n u m e r o u s p r o t o n s o f t h e m e t h y l e n e c h a i n s o f t h e r e s p e c t i v e 

c o m p o u n d s t h a n a r e H ( 2 ) o r H ( 5 ) . 

A n a l y s i s o f t h e P e r a c i d E p o x i d a t i o n P r o d u c t 

I n o r d e r t o c o m p a r e d i r e c t l y t h e e n z y m a t i c a n d 

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

o f t r a n s , t r a n s - 1 , 8 - d i d e u t e r i o - l , 7 - o c t a d i e n e w a s s y n t h e s i z e d 

u s i n g m - c h l o r o p e r b e n z o i c a c i d . N M R a n a l y s i s s h o w e d t h a t 

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

7 8 % o f t h e d e u t e r a t e d a n d 2 2 % o f t h e f u l l y p r o t o n a t e d 

1 , 7 - o c t a d i e n e . P a r t i a l l y r e l a x e d p r o t o n F T N M R s p e c t r a 

o f a n o n - d e g a s s e d s a m p l e o f t h e p e r a c i d e p o x i d a t i o n p r o d u c t 
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i n C C 1 . w e r e o b t a i n e d . T h e a c c u m u l a t i o n c o n d i t i o n s w e r e 4 

t h e s a m e a s f o r t h e p r e v i o u s s a m p l e s , e x c e p t t h a t b e c a u s e 

o f t h e s h o r t r e l a x a t i o n t i m e s o f t h e s a m p l e , a r e c y c l e 

t i m e b e t w e e n p u l s e s e q u e n c e s o f 1 5 s e c . w a s u s e d . T h e 

e p o x i d e r e g i o n i s s h o w n i n F i g u r e 1 4 . T h e r e l e v a n t 

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

p r o t o n r e l a x a t i o n m e c h a n i s m i n t h i s s a m p l e i s i n t e r m o l e c u l a r 

d i p o l a r i n t e r a c t i o n w i t h d i s s o l v e d o x y g e n . T h e s i g n a l t o 

n o i s e o f t h e i s o l a t e d m u l t i p l e t s i s l o w e r t h a n t h a t o f 

F i g u r e 1 3 b e c a u s e t h e d i f f e r e n c e i n n u l l t i m e s i s s m a l l . 

T h e H ( l ) d o u b l e t o f I i s i s o l a t e d a t T = 2 . 0 s e c . 

T h e q u a r t e t d u e t o H ( l ) o f t h e f u l l y p r o t o n a t e d e p o x i d e 

I I I i s i s o l a t e d a t T = 2 . 6 s e c . T h e r e i s n o i n d i c a t i o n 

o f a n H ( 2 ) d o u b l e t a r i s i n g f r o m a c i s - d e u t e r a t e d e p o x i d e . 

T h e r e f o r e , b y c o m p a r i s o n o f F i g u r e s 1 2 a n d 1 4 , w e c o n c l u d e , 

w i t h o u t m a k i n g a n y a s s u m p t i o n s w h a t s o e v e r r e g a r d i n g 

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

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

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

a s e x p e c t e d , w i t h c o m p l e t e r e t e n t i o n o f c o n f i g u r a t i o n . 

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

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

t h e e n z y m a t i c p r o d u c t a n d t h e r e s u l t s s h o w e d t h a t 8 0 % 

o f t h e e p o x i d a t i o n p r o d u c t a n d 7 8 % o f t h e o l e f i n r e a c t a n t 

w e r e d e u t e r a t e d . T h e r e f o r e , w i t h i n e x p e r i m e n t a l e r r o r , 

n o s i g n i f i c a n t s e c o n d a r y d e u t e r i u m i s o t o p e e f f e c t c o u l d b e 
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F i g u r e 1 4 . P a r t i a l l y r e l a x e d p r o t o n F T N M R s p e c t r a o f t h e 

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

i n C C l ^ a t 9 9 . 5 M H z a n d 2 8 ° C . T h e s a m p l e w a s 

n o t d e g a s s e d . T h e n u m b e r t o t h e l e f t o f 

e a c h s p e c t r u m i s T i n s e c o n d s . E a c h s p e c t r u m 

i s t h e r e s u l t o f 1 6 a c c u m u l a t i o n s w i t h a 

r e p e t i t i o n t i m e o f 1 5 s e c o n d s . T h e r e l a t i v e 

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

r i g h t o f e a c h s p e c t r u m . 



- 5 0 - 4 0 - 3 0 - 2 0 - 1 0 0 10 2 0 3 0 4 0 

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

t e c h n i q u e . 

C o n t r o l E x p e r i m e n t s f o r E p o x i d e P r o d u c t I s o m e r i z a t i o n 

C o n c e p t u a l l y , i t m i g h t b e p o s t u l a t e d t h a t n o n -

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

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

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

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

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

( p r e p a r a t i v e g a s c h r o m a t o g r a p h y ) o r N M R a n a l y s i s , a n d t h e 

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

e n z y m a t i c a l l y - g e n e r a t e d 7 , 8 - e p o x y - 1 - o c t e n e c l e a r l y 

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

o c c u r s d u r i n g t h e e n z y m a t i c r e a c t i o n o r s u b s e q u e n t s t e p s . 

A s f a r a s p o s s i b l e i s o m e r i z a t i o n o f t h e n e w l y - e n z y m a t i c a l l y -

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

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

e x t r e m e l y u n l i k e l y s u c h a p r o c e s s w o u l d a c c o u n t f o r t h e 

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

m i g h t b e r e s p o n s i b l e f o r o u r s e e i n g 7 0 % c i s r a t h e r t h a n , 

s a y , 9 0 - 1 0 0 % c i s c o n f i g u r a t i o n i n t h e e n z y m a t i c a l l y 

p r o d u c e d e p o x i d e f u n c t i o n a l i t y . E v e n i f t h i s w e r e t h e 

c a s e , o u r m a j o r m e c h a n i s t i c c o n c l u s i o n t h a t a c o n c e r t e d 

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

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

u n e q u i v o c a l l y d e m o n s t r a t e t h a t i s o m e r i z a t i o n o f t h e 

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

o f o u r e x p e r i m e n t s . 

( 1 ) T h e p e r a c i d e p o x i d a t i o n p r o d u c t f r o m t r a n s , 

t r a n s - 1 , 8 - d i d e u t e r i o - l , 7 - o c t a d i e n e , w h i c h w e h a v e d e m o n s t r a t e d 

a b o v e ( F i g u r e 1 3 ) t o c o n t a i n o n l y t h e t r a n s d e u t e r a t e d 

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

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

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

o c t a d i e n e . E x t r a c t i o n o f t h e r e a c t i o n m i x t u r e w i t h e t h e r 

f o l l o w e d b y p r e p a r a t i v e g a s c h r o m a t o g r a p h y a l l o w e d 

r e i s o l a t i o n o f t h e m o n o e p o x i d e , w h i c h w a s t h e n a n a l y z e d 

b y N M R a s d e s c r i b e d a b o v e . T h e r e i s o l a t e d c o m p o u n d 

e x h i b i t e d n o i s o m e r i z a t i o n o f e i t h e r t h e e p o x i d e o r o l e f i n 

f u n c t i o n a l i t i e s , t h e N M R s p e c t r u m a f t e r i n c u b a t i o n b e i n g 

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

( 2 ) S t a r t i n g f r o m p u r e s a m p l e s o f e a c h o f t h e 

i s o m e r i c i n t e r n a l o l e f i n s c i s a n d t r a n s - 3 - h e x e n e , t h e 

c o m p o u n d s t r a n s - 3 , 4 - e p o x y h e x a n e a n d c i s - 3 , 4 - e p o x y h e x a n e 

w e r e s y n t h e s i z e d b y m - c h l o r o p e r b e n z o i c a c i d e p o x i d a t i o n . 

A s e r i e s o f N M R s p e c t r a o n v a r i o u s m i x t u r e s o f t h e t w o 

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

o f a s l i t t l e a s 5 % o f t h e c i s e p o x i d e i n t h e p r e s e n c e o f 

t r a n s - 3 , 4 - e p o x y h e x a n e c o u l d e a s i l y b e d e t e c t e d . A s a m p l e 

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

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

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

b y p r e p a r a t i v e g a s c h r o m a t o g r a p h y . O n c e a g a i n , n o 

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

N M R a n a l y s i s . 

O p t i c a l R o t a t i o n o f E p o x i d e s 

F i g u r e 1 5 s h o w s t h e O R D c u r v e s o b t a i n e d w i t h n e a t 

s a m p l e s o f t h e v a r i o u s e n z y m a t i c a l l y a n d c h e m i c a l l y p r o d u c e d 

e p o x i d e s . A l l s a m p l e s w e r e c h e c k e d c a r e f u l l y f o r p u r i t y 

a n d t h e o n l y c o n t a m i n a t i o n w a s 1 - 2 % o f r a c e m i c m o n o e p o x i d e 

i n t h e e n z y m a t i c a l l y p r o d u c e d d i e p o x i d e s a m p l e . ( C o n t r o l 

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

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

e f f e c t o n t h e r e p o r t e d s p e c i f i c r o t a t i o n o f t h e d i e p o x i d e . ) 
2 4 

A s r e p o r t e d p r e v i o u s l y , n e a t 7 , 8 - e p o x y - l - o c t e n e p r o d u c e d 

e n z y m a t i c a l l y f r o m o c t a d i e n e e x h i b i t s a p o s i t i v e r o t a t i o n 

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

i s r a c e m i c . T h e d a t a p r e s e n t e d i n F i g u r e 1 5 , e s t a b l i s h e s 

t h a t e n z y m a t i c a l l y p r o d u c e d 1 , 2 - 7 , 8 - d i e p o x y o c t a n e f r o m 

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

T h e s p e c i f i c r o t a t i o n s f o r t h e e n z y m a t i c a l l y p r o d u c e d 
2 5 2 5 e p o x i d e s a r e [ a ] D = + 1 3 . 2 a n d [ a ] = + 2 0 . 8 f o r 

7 , 8 - e p o x y - l - o c t e n e a n d 1 , 2 - 7 , 8 - d i e p o x y o c t a n e r e s p e c t i v e l y . 

H o w e v e r , i t i s a p p a r e n t t h a t t h e m a g n i t u d e o f t h e p o s i t i v e 
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300 400 500 600 

Figure 15. ORD Curves for Various Enzyraatically Produced 

Mono- and Diepoxide Products. The spectra 

were obtained using neat samples in a 0.1 mm 

p a t h l e n g t h cell. 
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r o t a t i o n e x h i b i t e d b y n e a t s a m p l e s o f e n z y m a t i c a l l y p r o d u c e d 

1 , 2 - 7 , 8 - d i e p o x y o c t a n e i s s t r i k i n g l y d e p e n d e n t u p o n w h e t h e r 

t h e s t a r t i n g s u b s t r a t e i s o c t a d i e n e o r r a c e m i c 7 , 8 - e p o x y - l -

o c t e n e . I n t h e l a t t e r c a s e , t h e d i e p o x i d e h a s a p o s i t i v e 

2 5 
r o t a t i o n w i t h [ a l n

 = + 5 . 3 8 a n d t h e u n r e a c t e d m o n o e p o x i d e 

2 5 
e x h i b i t s a n e g a t i v e r o t a t i o n w i t h [ o t ] ^ = - 2 . 9 . 

E n a n t i o m e r i c C o m p o s i t i o n o f E p o x i d e s 

T h e o p t i c a l p u r i t i e s o f t h e v a r i o u s e p o x i d e s w e r e 

d e t e r m i n e d b y NMR u s i n g t h e c h i r a l s h i f t r e a g e n t T r i s 

[ 3 - ( t r i f l u o r o m e t h y l h y d r o x y m e t h y l e n e ) - 3 - c a m p h o r a t o ] e u r o p i u m 

I I I . F i g u r e 1 6 s h o w s t h e e f f e c t o f t h e c o n c e n t r a t i o n o f 

e u r o p i u m s h i f t r e a g e n t o n t h e c h e m i c a l s h i f t o f H ^ , H_ 2 a n d 

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

a s s o c i a t e d w i t h a n d f o r 1 , 2 - 7 , 8 - d i e p o x y o c t a n e . 

F i g u r e 1 7 s h o w s a s i m i l a r e f f e c t f o r t h e e p o x y a n d o l e f i n i c 

p r o t o n s o f 7 , 8 - e p o x y - l - o c t e n e . A s s h o w n i n F i g u r e 1 7 , 

a n d a r e s p l i t , c o r r e s p o n d i n g t o t h e R a n d S i s o m e r s , 

w i t h t h e s p l i t t i n g o f b e i n g t h e m o s t p r o n o u n c e d . H 2 

i s s p l i t i n t o t w o w e l l d e f i n e d t r i p l e t s a n d i n t o t w o 

b r o a d m u l t i p l e t s . F o r , H 2 a n d H ^ , a d d i t i o n o f t h e s h i f t 

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

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

W i t h t h e a d d i t i o n o f 0 . 1 1 8 8 m o l e s o f s h i f t r e a g e n t 

t o 0 . 3 9 5 m m o l e s o f 1 , 2 - 7 , 8 - d i e p o x y o c t a n e , i s s h i f t e d 

f r o m 6 2 . 3 3 t o 6 3 . 5 5 , H 2 ( S ) f r o m 6 2 . 5 6 t o 6 3 . 9 0 , H 2 ( R ) f r o m 

6 2 . 5 6 t o 6 4 . 2 , a n d H - f r o m 6 2 . 7 5 t o 6 4 . 6 0 . T h e s e p a r a t i o n 
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F i g u r e 1 6 . E f f e c t o f [ E u 1 1 1 ] o n t h e C h a n g e i n C h e m i c a l 

S h i f t a n d o n t h e S e p a r a t i o n o f t h e I s o m e r i c 

M u l t i p l e t s A s s o c i a t e d w i t h H ( 3 ) a n d H ( 2 ) o f 

1 , 2 - 7 , 8 - d i e p o x y o c t a n e 
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Figure 17. Effect of [ E u ^ 1 1 ] on the Separation of the 

Isomeric Triplets Associated with H(2) and the 

Change in Chemical Shift of Several Protons of 

7,8-epoxy-l-octene 
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o f t h e t w o i s o m e r i c t r i p l e t s a s s o c i a t e d w i t h H 2 w a s 

s u f f i c i e n t f o r q u a n t i t a t i v e d e t e r m i n a t i o n s . T h e d o w n f i e l d 

t r i p l e t a r i s e s f r o m t h e i s o m e r w i t h t h e p o s i t i v e r o t a t i o n 

i, • u u . i -q _ 2 4 , 7 2 , 7 3 w h i c h h a s t h e R c o n f i g u r a t i o n . 

F o r 7 , 8 - e p o x y - l - o c t e n e , F i g u r e 1 7 , t h e a d d i t i o n o f 

0.024 m m o l e s o f s h i f t r e a g e n t t o 0 .258 m m o l e s o f e p o x i d e 

i s s u f f i c i e n t f o r s e p a r a t i n g t h e i s o m e r i c t r i p l e t s . G r e a t e r 

a m o u n t s o f s h i f t r e a g e n t r e s u l t s i n a n o v e r l a p p i n g o f t h e 

t r i p l e t s w i t h t h e p e a k s a s s o c i a t e d w i t h t h e o l e f i n i c p r o t o n s 

w h i c h w e r e s h i f t e d s l i g h t l y u p f i e l d . 

F o r t h e m o n o e p o x i d e a n d d i e p o x i d e s a m p l e s , a 

q u a n t i t a t i v e d e t e r m i n a t i o n o f t h e R a n d S i s o m e r s i s 

s u m m a r i z e d i n T a b l e 4 . C l e a r l y , t h e p e r a c i d e p o x i d a t i o n 

o f o c t a d i e n e g i v e s b o t h r a c e m i c m o n o - a n d d i e p o x i d e s 

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

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

t h e R - m o n o e p o x i d e a n d t h e R , R - d i e p o x i d e . 

C o n c e p t u a l l y , s e v e r a l l i m i t i n g p o s s i b i l i t i e s c a n 

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

e p o x i d a t i o n o f ( R , S ) - 7 , 8 - e p o x y - 1 - o c t e n e , O n t h e o n e h a n d , 

i n v i e w o f t h e p r e f e r e n t i a l f o r m a t i o n o f ( R ) m o n o e p o x i d e 

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

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

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

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

e n d . T h u s , r a c e m i c m o n o e p o x i d e w o u l d g i v e r i s e t o a m i x t u r e 
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T a b l e 4. E n a n t i o m e r i c C o m p o s i t i o n o f E p o x i d e s 

N M R D e t e r m i n a t i o n 

C o m p o u n d % R S i t e s b % S S i t e s 

P e r a c i d E p o x i d a t i o n o f 
1 , 7 - o c t a d i e n e 

7 , 8 - e p o x y - l - o c t e n e 5 0 5 0 

1 , 2 - 7 , 8 - d i e p o x y o c t a n e 5 0 5 0 

E n z y m a t i c E p o x i d a t i o n o f 
1 , 7 - o c t a d i e n e 

7 , 8 - e p o x y - l - o c t e n e 9 2 8 

1 , 2 - 7 , 8 - d i e p o x y o c t a n e 8 3 1 7 

E n z y m a t i c E p o x i d a t i o n o f 
R a c e m i c 7 , 8 - e p o x y - l - o c t e n e 

1 , 2 - 7 , 8 - d i e p o x y o c t a n e 5 9 4 1 

U n r e a c t e d 7 , 8 - e p o x y - l - 4 7 5 3 
o c t e n e 

a . O p t i c a l p u r i t y d e t e r m i n a t i o n s d e t e r m i n e d u s i n g 
t h e E u r o p i u m s h i f t r e a g e n t a s d e s c r i b e d i n t e x t . 

b . A l l v a l u e s a r e a v e r a g e s o f a t l e a s t t h r e e 
d e t e r m i n a t i o n s . A v e r a g e d e v i a t i o n s n e v e r e x c e e d e d 
a b o u t 2 % . 
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o f ( R , R ) a n d ( S , R ) d i e p o x i d e m o l e c u l e s , a n d t h e e n a n t i o m e r i c 

e x c e s s o f R s i t e s s h o u l d a p p r o a c h 5 0 % . A s e c o n d l i m i t i n g 

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

c e n t e r s o m e h o w a l t e r s t h e c o u r s e o f t h e e n z y m a t i c o x y g e n 

i n s e r t i o n p r o c e s s s o t h a t , f o r e x a m p l e , ( R ) m o n o e p o x i d e 

m i g h t g i v e r i s e t o o n l y ( R , R ) d i e p o x i d e a n d ( S ) m o n o e p o x i d e 

t o o n l y ( S , S ) d i e p o x i d e , t h u s r e s u l t i n g i n a r a c e m i c d i e p o x i d e 

f r o m a r a c e m i c m o n o e p o x i d e . O b v i o u s l y , a n y n u m b e r o f 

i n t e r m e d i a t e p o s s i b i l i t i e s w i t h ( R ) o r ( S ) m o n o e p o x i d e 

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

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

m a y b e e n v i s i o n e d . I n a d d i t i o n , t h e m o n o e p o x i d e e n a n t i o m e r s 

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

b e i n g t h a t e i t h e r o n e o r t h e o t h e r i s e s s e n t i a l l y u n r e a c t i v e 

i n t h i s p r o c e s s . A n a l y s i s o f t h e d a t a p r e s e n t e d i n T a b l e 4 

r e v e a l s t h a t t h e y a r e c o n s i s t e n t w i t h t h e c o n c l u s i o n t h a t 

d i e p o x i d a t i o n o f t h e S - m o n o e p o x i d e p r o d u c e s p r e d o m i n a n t l y 

( S , S ) d i e p o x i d e a n d d i e p o x i d a t i o n o f R - m o n o e p o x i d e p r o d u c e s 

p r e d o m i n a n t l y ( R , R ) d i e p o x i d e , t h e s t e r e o s e l e c t i v i t y i n 

b o t h c a s e s b e i n g a b o u t 9 0 % . T h u s , s t a r t i n g w i t h A m o l e s 

e a c h o f R - a n d S - m o n o e p o x i d e s i n t h e r a c e m i c s t a r t i n g 

m a t e r i a l , r e a c t i o n o f X m o l e s o f R t o p r o d u c e 9 0 % ( R , R ) 

a n d 1 0 % ( R , S ) d i e p o x i d e w o u l d r e s u l t i n a n e x c e s s o f 

1 . 8 ( X - Y ) R s i t e s i n t h e d i e p o x i d e p r o d u c t a n d a c o r r e s p o n d i n g 

e x c e s s o f ( Y - X ) S s i t e s i n t h e u n r e a c t e d m o n o e p o x i d e . T h e 

o b s e r v e d e n a n t i o m e r i c e x c e s s e s o f a p p r o x i m a t e l y 2 0 % R s i t e s 
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i n t h e d i e p o x i d e p r o d u c t a n d a p p r o x i m a t e l y 1 0 % S s i t e s i n 

t h e u n r e a c t e d m o n o e p o x i d e i s t h u s c o n s i s t e n t w i t h t h i s 

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

s c h e m e s c a n n o t b e r u l e d o u t . F o r e x a m p l e , a s c h e m e w h i c h 

p o s t u l a t e s t h e g e n e r a t i o n o f ( R , R ) d i e p o x i d e f r o m R - m o n o -

e p o x i d e a n d r a n d o m g e n e r a t i o n o f ( S , R ) a n d ( S , S ) d i e p o x i d e s 

f r o m S - m o n o e p o x i d e s i s a l s o c o n s i s t e n t w i t h o u r r e s u l t s i f 

Y < X . A f i n a l d e t e r m i n a t i o n o n t h i s p o i n t m u s t a w a i t t h e 

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

S - m o n o e p o x i d e i n h i g h o p t i c a l y i e l d s o t h a t i t c a n b e u s e d 

a s a s u b s t r a t e i n t h e e n z y m a t i c r e a c t i o n a n d t h e s t e r e o 

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

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

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

s y s t e m * M a y a n d c o w o r k e r s h a v e p r e v i o u s l y n o t e d t h e 

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

b i n d i n g i n m o d e r a t i n g t h e r e a c t i v i t y o f t h i s e n z y m a t i c 
2 3 2 7 - 2 9 

s y s t e m , ' a n d o u r r e s u l t s w i t h t h e r a c e m i c m o n o e p o x i d e 

u n d o u b t e d l y r e f l e c t s u c h f a c t o r s . 

I n c u b a t i o n o f A l l y l i c A l c o h o l s w i t h P . o l e o v o r a n s 

A s e r i e s o f a l l y l i c a l c o h o l s w e r e i n v e s t i g a t e d a s 

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

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

r e a c t i v i t y a n d s e l e c t i v i t y o f t h e e p o x i d a t i o n r e a c t i o n . 

I n c h e m i c a l s y s t e m s , t h e e f f e c t s o f h y d r o x y l s u b s t i t u e n t s 
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o n e p o x i d a t i o n r e a c t i o n s h a v e b e e n d e s c r i b e d . ' ' " F o r 

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

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

m e t a l c a t a l y z e d e p o x i d a t i o n s w i t h a l k y l h y d r o p e r o x i d e s , 

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

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

i s o b s e r v e d o n t h e s t e r e o c h e m i s t r y o f t h e r e a c t i o n . 

T h e e n z y m a t i c r e a c t i o n s w i t h s e v e r a l a l l y l i c a l c o h o l s 

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

r e t e n t i o n t i m e s c o m p a r e d t o t h e p r o d u c t s o b t a i n e d i n t h e 

r e a c t i o n s w i t h m - c h l o r o p e r b e n z o i c a c i d . I n n o c a s e d i d t h e 

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

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

t h e c o r r e s p o n d i n g e p o x i d e s b y N M R a n d m a s s s p e c t r a l a n a l y s i s . 

O n t h e b a s i s o f N M R , m a s s s p e c t r a l a n d r e t e n t i o n t i m e 

c o m p a r i s o n s t o a u t h e n t i c s a m p l e s ( s e e E x p e r i m e n t a l s e c t i o n ) , 

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

s a t u r a t e d k e t o n e s . T h u s , a s s h o w n i n T a b l e 5 , l - o c t e n - 3 - o l 

i s c o n v e r t e d t o 3 - o c t a n o n e a n d 2 - m e t h y 1 - 1 - h e p t e n - 3 - o 1 i s 

c o n v e r t e d t o 2 - m e t h y 1 - 3 - h e p t a n o n e b y t h e P . o l e o v o r a n s 

s y s t e m . T h e i n c u b a t i o n o f l - p e n t e n - 3 - o l r e s u l t s i n o n l y a 

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

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

c e l l - f r e e o r r e s t i n g c e l l s u s p e n s i o n o n l a r g e r s c a l e s 

p r o v e d f r u i t l e s s . T h e i n c u b a t i o n o f 3 , 7 - d i m e t h y l - l , 6 -

o c t a d i e n - 3 - o l ( l i n a l o o l ) , d i d n o t r e s u l t i n a n y p r o d u c t 
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f o r m a t i o n w h e n c a r r i e d o u t w i t h e i t h e r c e l l - f r e e o r r e s t i n g 

c e l l p r e p a r a t i o n s . 

F o r b o t h l - o c t e n - 3 - o l a n d 2 - m e t h y l - l - h e p t e n - 3 - o l , 

m i n o r p r o d u c t s w e r e d e t e c t e d . A l t h o u g h p r o d u c t y i e l d s w e r e 

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

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

t h e m i n o r p r o d u c t s f o r m e d f r o m l - o c t e n - 3 - o l a n d 2 - m e t h y l - l -

h e p t e n - 3 - o l a r e a p p a r e n t l y 3 - o c t a n o l a n d 2 - m e t h y 1 - 1 - h e p t e n -

3 - o n e r e s p e c t i v e l y . T h e p o s s i b l e i n v o l v e m e n t o f t h e s e m i n o r 

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

c e l l f r e e i n c u b a t i o n o f 3 - o c t a n o l a n d 2 - m e t h y 1 - 1 - h e p t e n -

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

s a t u r a t e d k e t o n e . ( S e e T a b l e 5 ) . 

T h e d a t a p r e s e n t e d i n T a b l e 5 , i n d i c a t e t h a t t h e 

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

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

o l e o v o r a n s s y s t e m . A l t h o u g h a n o p t i m i z a t i o n s t u d y w a s n o t 

c a r r i e d o u t , t h e c o n v e r s i o n o f l - o c t e n - 3 - o l t o 3 - o c t a n o n e 

a p p r o a c h e d p r o d u c t y i e l d s o f 1 . 5 m g / m l , c o m p a r a b l e t o y i e l d s 

o b t a i n e d i n t h e c e l l - f r e e e p o x i d a t i o n o f 1 , 7 - o c t a d i e n e , 

a n d t h e c o n v e r s i o n o f 2 - m e t h y 1 - 1 - h e p t e n - 3 - o 1 t o 2 - m e t h y l - 3 -

h e p t a n o n e a p p r o a c h e d y i e l d s o f 1 m g / m l . T h e s e r e s u l t s 

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

t h e P . o l e o v o r a n s s y s t e m . 
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T a b l e 5 . I d e n t i f i c a t i o n a n d Q u a n t i t a t i o n o f P r o d u c t s 

f r o m C e l l F r e e I n c u b a t i o n s o f a , 3 - U n s a t u r a t e d 

K e t o n e s a n d A l l y l i c A l c o h o l s 

Y i e l d v s . R e a c t i o n T i m e 
( y g / m l ) 

S u b s t r a t e P r o d u c t l O h 2 0 h 4 0 h 

1 , 7 - o c t a d i e n e 7 , 8 - e p o x y - l -
o c t e n e 

8 0 0 1 5 0 0 1 3 0 0 

1 - o c t e n - 3 - o l 3 - o c t a n o n e 5 0 0 1 0 0 0 1 1 0 0 
3 - o c t a n o l " ' " < 1 0 0 2 0 0 2 0 0 

1 - o c t e n - 3 - o n e 3 - o c t a n o n e ^ 1 0 0 2 0 0 2 0 0 

3 - o c t a n o 1 3 - o c t a n o n e 8 0 0 1 2 0 0 1 2 0 0 

2 - m e t h y l - l - h e p t e n -
3 - o l 

2 - m e t h y l - 3 -
h e p t a n o n e 

3 0 0 5 0 0 7 0 0 

2 - m e t h y l - l - 1 

h e p t e n - 3 - o n e 
1 0 0 3 0 0 4 0 0 

2 - m e t h y 1 - 1 - h e p t e n -
3 - o n e 

2 - m e t h y 1 - 3 -
h e p t a n o n e 

5 0 0 6 0 0 7 0 0 

L i n a l o o l ( 3 , 7 - d i m e t h y l - l , 6 - o c t a d i e n - 3 - o l ) N O R E A C T I O N 

l - p e n t e n - 3 - o l N o t I d e n t i f i e d t r a c e 

I n c u b a t i o n s c a r r i e d o u t w i t h a c e l l - f r e e p r e p a r a t i o n 
o f P . o l e o v o r a n s a n d q u a n t i t a t e d b y g a s c h r o m a t o g r a p h y 
u s i n g 1 - o c t a n o l a s a n i n t e r n a l s t a n d a r d . P r o d u c t 
i d e n t i f i c a t i o n b a s e d u p o n c o m p a r i s o n s o f N M R a n d m a s s 
s p e c t r a l a n a l y s i s t o t h o s e f o r a u t h e n t i c s a m p l e s . 

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

S i n c e t h e e p o x i d a t i o n o f t h e a l l y l i c a l c o h o l s b y 

c e l l - f r e e p r e p a r a t i o n s d o e s n o t o c c u r , a t l e a s t t o a n y 

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

P . o l e o v o r a n s s y s t e m w e r e e x a m i n e d t o d e t e r m i n e i f t h e s a m e 

e n z y m e s y s t e m 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 o l e f i n s 

i s a l s o r e s p o n s i b l e f o r k e t o n i z a t i o n . A s s h o w n i n T a b l e 6, 

u s i n g p a r t i a l l y p u r i f i e d e n z y m e p r e p a r a t i o n s , l - o c t e n - 3 - o l 

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

3 0 0 y l / m l i n t h e p r e s e n c e o f a l l t h r e e p r o t e i n c o m p o n e n t s 

a n d N A D H . T h i s r e s u l t r u l e s o u t a r e q u i r e m e n t f o r o t h e r 

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

F u r t h e r m o r e , t h e d a t a i n T a b l e 6 r e v e a l t h a t r u b r e d o x i n 

a n d " e p o x i d a s e " a r e n o t r e q u i r e d i n t h e s e k e t o n i z a t i o n 

r e a c t i o n s s i n c e r e d u c t a s e a l o n e , i n t h e p r e s e n c e o f N A D H , 

c a t a l y z e s t h e c o n v e r s i o n o f l - o c t e n - 3 - o l t o 3 - o c t a n o n e 

w i t h a p r o d u c t y i e l d o f 3 0 0 u g / m l . 

W h e n l - o c t e n - 3 - o l i s i n c u b a t e d w i t h G e n e r a l A c y l 

D e h y d r o g e n a s e , a f l a v i n - c o n t a i n i n g p r o t e i n w h i c h b i n d s 

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

d i n u c l e o t i d e , n o p r o d u c t i s d e t e c t e d . ( T a b l e 6 ) . T h e s e 

r e s u l t s i n d i c a t e t h a t t h e k e t o n i z a t i o n r e a c t i o n i s a n 

e n z y m a t i c p r o c e s s s p e c i f i c f o r r e d u c t a s e , a n d n o t a g e n e r a l 

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

p r o s t h e t i c g r o u p . 
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T a b l e 6. E f f e c t o f D e l e t i n g C o m p o n e n t s o f t h e E n Z y m e 
E p o x i d a t i o n S y s t e m o n t h e P r o d u c t i o n o f 3 - o c t a n o n e 
f r o m l - o c t e n - 3 - o l . 

S y s t e m P r o d u c t F o r m a t i o n " ' " ( y g / m l ) 

R u b r e d o x i n , R e d u c t a s e , 2 5 0 - 3 0 0 
" e p o x i d a s e " 

R u b r e d o x i n n o n e 

" E p o x i d a s e " n o n e 

R e d u c t a s e 3 0 0 

G e n e r a l A c y l n o n e 
D e h y d r o g e n a s e 

F r e e F A D n o n e 

R e d u c t a s e b u t w i t h t r a c e a m o u n t 
N A D P H i n s t e a d o f N A D H 

^ " A n a l y z e d q u a n t i t a t i v e g a s c h r o m a t o g r a p h y a f t e r 3 h r . o f 
i n c u b a t i n g . 

T h e r e a c t i o n s w e r e 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 N A D H 
a n d o x y g e n a s d e s c r i b e d i n t h e E x p e r i m e n t a l s e c t i o n 
e x c e p t t h a t v a r i o u s c o m p o n e n t s w e r e d e l e t e d . F o r 
r e a c t i o n s i n v o l v i n g G e n e r a l A c y l D e h y d r o g e n a s e a n d 
F r e e F l a v i n A d e n i n e D i n u c l e o t i d e , 0.4 m g o r o t e i n a n d 
5 . 3 m m o l e s F A D w e r e u s e d . 
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O x y g e n R e q u i r e m e n t f o r K e t o n i z a t i o n 

W h e n l - o c t e n - 3 - o l w a s i n c u b a t e d w i t h r e d u c t a s e a n d 

N A D H u n d e r b o t h a n a e r o b i c ( s e e p a g e 3 6 , E x p e r i m e n t a l 

s e c t i o n ) a n d a e r o b i c c o n d i t i o n s , a n a l y s i s b y g a s c h r o m a t o g r a p h y 

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

3 - o c t a n o n e w i t h a p r o d u c t y i e l d f o r b o t h a b o u t 3 0 0 y g / m l . 

T h u s , m o l e c u l a r o x y g e n i s n e i t h e r a s u b s t r a t e n o r a r e q u i r e 

m e n t i n t h e r e d u c t a s e c a t a l y z e d k e t o n i z a t i o n r e a c t i o n s . 

I n a d d i t i o n , o x y g e n m o n i t o r e x p e r i m e n t s r e v e a l t h a t t h e s m a l l 

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

a i r s a t u r a t e d s o l u t i o n c o n t a i n i n g r e d u c t a s e a n d N A D H , 

d e c r e a s e s u p o n a d d i t i o n o f l - o c t e n - 3 - o l , t h u s i n d i c a t i n g 

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

r e d u c i n g e q u i v a l e n t s f r o m N A D H t h r o u g h t h e r e d u c t a s e . 

( N o t e t h a t t h e e n d o g e n o u s o x i d a t i o n o f N A D H b y t h e r e d u c t a s e 

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

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

P o s s i b l e I n v o l v e m e n t o f 3 - o c t a n o l a s a n I n t e r m e d i a t e 

i n t h e C o n v e r s i o n o f l - o c t e n - 3 - o l t o 3 - o c t a n o n e 

W h e n u s i n g p a r t i a l l y p u r i f i e d p r e p a r a t i o n s o f r e d u c t a s e , 

N A D H a d d i t i o n w a s a n a b s o l u t e r e q u i r e m e n t f o r t h e c o n v e r s i o n 

o f l - o c t e n - 3 - o l t o 3 - o c t a n o n e . D e s p i t e t h e r e q u i r e m e n t o f 

t h i s r e a c t i o n f o r N A D H , n o n e t o x i d a t i o n o f N A D H o c c u r s , a s 

s h o w n i n T a b l e 7. 
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T a b l e 7. S p e c t r e - p h o t o m e t r i c D e t e r m i n a t i o n o f N A D H O x i d a t i o n 

D u r i n g t h e R e d u c t a s e C a t a l y z e d C o n v e r s i o n o f 

l - o c t e n - 3 - o l t o 3 - o c t a n o n e 

S y s t e m N A D H O x i d a t i o n R a t e 
A n a e r o b i c A e r o b i c 

R e d u c t a s e , N A D H 0 . 0 0 0 . 0 1 5 

R e d u c t a s e , N A D H , 0 . 0 0 0 . 0 1 5 

l - o c t e n - 3 - o l 

" ' " A b s o r b a n c e c h a n g e a t 3 4 0 n m i n 1 2 0 s e c o n d s . 

I n a n a i r s a t u r a t e d s o l u t i o n c o n s i s t i n g o f o n l y 

r e d u c t a s e a n d N A D H , t h e u s u a l s m a l l r a t e o f N A D H o x i d a t i o n 

o c c u r s c o r r e s p o n d i n g t o t h e r e d u c t a s e m e d i a t e d t r a n s f e r 

o f e l e c t r o n s f r o m N A D H t o m o l e c u l a r o x y g e n ( e n d o g e n o u s ) . 

U p o n a d d i t i o n o f l - o c t e n - 3 - o l t o t h i s s y s t e m , n o n e t 

c h a n g e i n t h e r a t e o f N A D H o x i d a t i o n i s o b s e r v e d . W h e n 

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

e n d o g e n o u s o x i d a t i o n o f N A D H i n t h e p r e s e n c e o f j u s t 

r e d u c t a s e i s n o t o b s e r v e d , a s e x p e c t e d . I t i s e v i d e n t t h a t 

u p o n a d d i t i o n o f t h e s u b s t r a t e l - o c t e n - 3 - o l , N A D H o x i d a t i o n 

i s s t i l l n o t o b s e r v e d . I n b o t h t h e a e r o b i c a n d a n a e r o b i c 

e x p e r i m e n t s , g . c . a n a l y s i s c o n f i r m e d t h a t f o r m a t i o n o f 

t h e p r o d u c t 3 - o c t a n o n e w a s o c c u r r i n g . T h e s e r e s u l t s c a n o n l y 
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b e r e c o n c i l e d w i t h t h e a b s o l u t e r e q u i r e m e n t f o r N A D H i f i n 

t h e c o n v e r s i o n o f l - o c t e n - 3 - o l t o 3 - o c t a n o n e , N A D H i s b e i n g 

o x i d i z e d a n d t h e n r e f o r m e d i n a t w o s t e p p r o c e s s . I n 

a d d i t i o n , t h e d a t a i n T a b l e 5 s h o w t h a t a s m a l l a m o u n t o f 

3 - o c t a n o l ( 3 0 0 y g / m l ) i s a l s o d e t e c t e d d u r i n g t h e r e a c t i o n 

o f l - o c t e n - 3 - o l . T a k e n t o g e t h e r , t h e s e r e s u l t s s u g g e s t 

t h e i n v o l v e m e n t o f 3 - o c t a n o l a s a n i n t e r m e d i a t e a s i l l u s t r a t e d 

b e l o w . 

OH I 
r -<j : -ch=ch. 

H 

N A D H 5 1 N A D O H I N A D 
R - C - C H . C H , , -I 2 3 

N A D H 0 
C H p C H ̂  

T h e f a c t t h a t N A D c a n n o t s u b s t i t u t e f o r N A D H i n t h e 

r e d u c t a s e c a t a l y z e d k e t o n i z a t i o n o f l - o c t e n - 3 - o l i n d i c a t e s 

t h a t t h i s r e a c t i o n d o e s n o t p r o c e e d t h r o u g h t h e a , @ - u n s a t u r a t e d 

k e t o n e , i . e . , l - o c t e n - 3 - o n e . I n l i n e w i t h t h i s , l - o c t e n - 3 -

o n e w a s c o n v e r t e d t o 3 - o c t a n o n e b y c e l l - f r e e p r e p a r a t i o n s 

w i t h p r o d u c t y i e l d s o f o n l y 2 0 0 y g / m l w h e r e a s t h e c e l l f r e e 

i n c u b a t i o n o f 3 - o c t a n o l r e s u l t e d i n 3 - o c t a n o n e y i e l d s o f 

1 2 0 0 y g / m l ( T a b l e 5 ) . S i n c e t h e p a t h w a y p r o p o s e d a b o v e 

i n v o l v e s i n i t i a l o x i d a t i o n o f N A D H c o n c o m m i t t a n t w i t h t h e 

r e d u c t i o n o f a c a r b o n - c a r b o n d o u b l e b o n d f o l l o w e d b y r e d u c t i o n 

o f t h e n e w l y f o r m e d N A D + d u r i n g k e t o n e f o r m a t i o n , w e p r e d i c t 
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t h a t i n c u b a t i o n o f 3 - o c t a n o l w i t h r e d u c t a s e a n d N A D 

s h o u l d r e s u l t i n b o t h N A D H f o r m a t i o n a n d k e t o n e f o r m a t i o n . 

T h i s , i n f a c t , i s t h e c a s e a s s h o w n i n T a b l e 8. 

T a b l e 8. S p e c t r o p h o t o m e t r i c D e t e r m i n a t i o n o f N A D H F o r m a t i o n 

D u r i n g R e d u c t a s e C a t a l y z e d C o n v e r s i o n o f 3 - o c t a n o l 

t o 3 - o c t a n o n e 

S y s t e m N A D H F o r m a t i o n 
A n a e r o b i c A e r o b i c 

R e d u c t a s e , N A D 

R e d u c t a s e , N A D + , 

3 - o c t a n o l 

0. 0 0 

0 . 0 0 2 ' 

0 . 0 2 0 ' 

0. 0 0 

N . D . 

N . D 

C o u l d n o t b e d e t e r m i n e d b e c a u s e o f e n d o g e n o u s o x i d a t i o n 
o f N A D H . 

' A b s o r b a n c e i n c r e a s e a t 3 4 0 n m i n 1 2 0 s e c . 

' A b s o r b a n c e i n c r e a s e a t 3 4 0 n m i n 1 2 0 0 s e c 

N A D H f o r m a t i o n c o u l d n o t b e d e t e c t e d i n a s o l u t i o n 

c o n s i s t i n g o f r e d u c t a s e , N A D + a n d 3 - o c t a n o l u n d e r a e r o b i c 

c o n d i t i o n s , p r e s u m a b l y b e c a u s e o n c e f o r m e d N A D H i s r e o x i d i z e d . 

H o w e v e 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 , t h e e n d o g e n o u s o x i d a t i o n 

o f N A D H i s e l i m i n a t e d a n d t h u s N A D H f o r m a t i o n i s o b s e r v e d . 

S t r o n g s u p p o r t f o r t h e p r o p o s e d i n t e r m e d i a c y o f 3 - o c t a n o l i s 
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p r o v i d e d b y t h e d a t a i n T a b l e 5 , w h i c h e s t a b l i s h t h a t 

3 - o c t a n o n e i s f o r m e d f r o m t h i s s u b s t r a t e i n a m o u n t s w h i c h 

c a n e a s i l y a c c o u n t f o r t h e p r o d u c t f o r m e d f r o m l - o c t e n - 3 - o l . 

P o s s i b l e I n v o l v e m e n t o f 2 - m e t h y l - l - h e p t e n - 3 - o n e 

a s a n I n t e r m e d i a t e i n t h e C o n v e r s i o n o f 2 — m e t h y l — 

1 - h e p t e n - 3 - o 1 t o i t s ' S a t u r a t e d K e t o n e 

I n c o n t r a s t t o t h e r e s u l t s o b t a i n e d w i t h l - o c t e n - 3 - o l , 

t h e m i n o r p r o d u c t d e t e c t e d f r o m t h e c e l l - f r e e i n c u b a t i o n o f 

2 - m e t h y l - l - h e p t e n - 3 - o l i s a p p a r e n t l y t h e a , 6 - u n s a t u r a t e d 

k e t o n e . A s s h o w n i n T a b l e 5 , t h e i n c u b a t i o n o f t h e a l l y l i c 

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

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

k e t o n e . T h e r e f o r e , t h i s r e a c t i o n a p p e a r s t o p r o c e e d t h r o u g h 

t h e a , 0 - u n s a t u r a t e d k e t o n e a s i l l u s t r a t e d b e l o w . 

O H I 
R - C - C = C H , 

I 
H 

N A D N A D H N A D H N A D 

R - C - C = ( 

A b . 

o II 
-> R - C - C H - C H . 

C H . 

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

N A D + , 2 - m e t h y 1 - 1 - h e p t e n - 3 - o 1 w a s c o n v e r t e d t o b o t h 2 - m e t h y l -

l - h e p t e n - 3 - o n e a n d 2 - m e t h y l - 3 - h e p t a n o n e w i t h y i e l d s 2 0 0 y g / m l 

a n d 2 5 0 y g / m l r e s p e c t i v e l y . I n a d d i t i o n , t h e i n c u b a t i o n o f 

t h e u n s a t u r a t e d k e t o n e w i t h r e d u c t a s e a n d N A D H r e s u l t s i n 

t h e f o r m a t i o n o f t h e s a t u r a t e d k e t o n e . 
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C H A P T E R I V 

D I S C U S S I O N 

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

s e l e c t i v i t y o f t h e P . o l e o v o r a n s e p o x i d a t i o n s y s t e m a n d t h e 

f a c t t h a t l a r g e q u a n t i t i e s o f t h e e n z y m a t i c p r o d u c t s c a n b e 

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

m e c h a n i s t i c s t u d i e s o n o x y g e n a c t i v a t i o n . I n a d d i t i o n , t h e 

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

i n p e r a c i d e p o x i d a t i o n s w h i c h a r e p e r h a p s t h e m o s t w e l l 

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

i n o r g a n i c c h e m i s t r y . A l t h o u g h t h e " o x e n o i d " m e c h a n i s m 

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

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

o n l y i n d i r e c t . P e r h a p s t h e s t r o n g e s t e v i d e n c e o f a n 

" o x e n o i d " m e c h a n i s m i s 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 d u r i n g 

a r o m a t i c h y d r o x y l a t i o n s . T h e N I H s h i f t i n d i c a t e s t h e f o r m a t i o n 

o f a n a r e n e o x i d e ; h o w e v e r , i t r e m a i n s t o b e e s t a b l i s h e d h o w 

t h e a r e n e o x i d e i s g e n e r a t e d . S i n c e a d i a g n o s t i c c h a r a c t e r 

i s t i c o f a n " o x e n o i d " m e c h a n i s m i s t h e s y n a d d i t i o n o f 

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

i n t h e P . o l e o v o r a n s s y s t e m b y d e t e r m i n i n g w h e t h e r o r n o t 

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

o l e f i n i c g e o m e t r y i n t h e e p o x i d e p r o d u c t . B e c a u s e o f t h e 
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s p e c i f i c i t y o f t h i s e n z y m e s y s t e m , i n t e r n a l o l e f i n s c o u l d 

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

t h e s y n t h e s i s o f t r a n s , t r a n s - 1 , 8 - d i d e u t e r i o - l , 7 - o c t a d i e n e . 

T h i s d e u t e r a t e d d i e n e p r o v i d e d a n i d e a l s u b s t r a t e f o r o u r 

s t u d i e s . B e c a u s e o f t h e a b s e n c e o f a t e r m i n a l m e t h y l g r o u p , 

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

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

p r o v i d e d a n a d d i t i o n a l c a r b o n - c a r b o n d o u b l e b o n d w h i c h w e 

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

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

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

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

f u l l y p r o t o n a t e d 1 , 7 - o c t a d i e n e . T h e e n z y m a t i c e p o x i d a t i o n 

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

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

A s a r e s u l t , t h e p r o t o n N M R s p e c t r u m o f t h e p r o d u c t m i x t u r e 

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

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

a s s i g n m e n t s a n d t o q u a n t i t a t i v e l y a n a l y z e t h e m i x t u r e . 

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

r e l a x e d p r o t o n F o u r i e r T r a n s f o r m N M R . T h i s N M R p r o c e d u r e , 

w h i c h p r o v i d e s f o r t h e r e s o l u t i o n o f o v e r l a p p i n g N M R s i g n a l s 

o f n u c l e i w i t h d i f f e r e n t r e l a x a t i o n t i m e s , 7 6 , 7 7 w a s a p p l i c a b l e 

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

c o r r e s p o n d i n g p o s i t i o n s o f d e u t e r a t e d a n d n o n d e u t e r a t e d 

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



9 9 

r a t e s . B e c a u s e o f t h e n a t u r e o f t h i s t e c h n i q u e , i t w a s 

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

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

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

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

p r o t o n a t e d s p e c i e s . I n a d d i t i o n , w e w e r e a b l e t o l o o k f o r 

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

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

o f t h e 7 , 8 - e p o x y - 1 - o c t e n e p r o d u c t . 

A q u a n t i t a t i v e d e t e r m i n a t i o n o f t h e e p o x i d e r e g i o n 

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

t h a t t h e p r o d u c t c o n t a i n e d 7 0 % c i s a n d 3 0 % t r a n s d e u t e r a t e d 

e p o x i d e a n d a d e t e r m i n a t i o n o f t h e o l e f i n r e g i o n o f t h e 

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

T h e f a c t t h a t o n l y t h e t r a n s o l e f i n w a s p r e s e n t n o t o n l y 

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

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

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

r e a c t i o n . W i t h r e g a r d t o t h e e p o x i d e r e g i o n , w h a t t h e 

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

a b o u t t h e d o u b l e b o n d i n a s i m p l e o l e f i n i s n o t m a i n t a i n e d 

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

P . o l e o v o r a n s s y s t e m . S i m p l e m e c h a n i s m s i n v o l v i n g t h e 

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

s p e c i e s d o n o t p r e d i c t s u c h a r e s u l t . T h u s , t h e s e r e s u l t s 

a r e c o n s i s t e n t w i t h t h e c o n c l u s i o n t h a t a s t r a i g h t f o r w a r d 
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" o x e n o i d " m e c h a n i s m , i n t h e u s u a l s e n s e o f t h e t e r m ( i . e . , 

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

t r a n s i t i o n m e t a l o x o c o m p l e x , e p o x i d a t i o n s ) i s n o t o p e r a t i v e 

i n t h i s s y s t e m , a l t h o u g h i t i s c e r t a i n l y c o n c e i v a b l e t h a t 

a c c e p t a b l e c o m p l e x v a r i a t i o n s o f s u c h a m e c h a n i s m ( e . g . , 

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

a l t e r e d c o n f i g u r a t i o n s " a t t h e a c t i v e s i t e " ) c o u l d b e 
8 2 

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

M a y a n d c o w o r k e r s h a v e r e c e n t l y n o t e d t h a t t h e c h e m i c a l 

r e a c t i v i t y p a t t e r n s o b s e r v e d w i t h t h e P . o l e o v o r a n s s y s t e m 

a r e f a r d i f f e r e n t t h a n t h o s e o b s e r v e d i n p e r a c i d 
2 3 

e p o x i d a t i o n s . 

I t s h o u l d b e k e p t i n m i n d t h a t o u r r e s u l t s w e r e o b t a i n e d 

w i t h r e s t i n g c e l l s , a n d t h e p o s s i b l e c o m p l i c a t i o n s i n h e r e n t 

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

F o r e x a m p l e , i t m i g h t b e p o s t u l a t e d t h a t s o m e o f t h e i s o l a t e d 

e p o x i d e p r o d u c t i s g e n e r a t e d f r o m o c t a d i e n e b y e n z y m e s 

o t h e r t h a n t h e " e p o x i d a t i o n / h y d r o x y 1 a t i o n " s y s t e m a n d t h e s e 

o t h e r e n z y m e s m a y o p e r a t e v i a a d i f f e r e n t m e c h a n i s m . I n 

s e v e r a l y e a r s o f d e t a i l e d r e a c t i v i t y , s p e c i f i c i t y a n d 

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

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

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

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

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

p r e d i c t t h e m a j o r ( c i s ) p r o d u c t w e o b t a i n w o u l d s t i l l h o l d , 
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s i n c e i s o m e r i z a t i o n " a f t e r " p r o d u c t r e l e a s e i s e l i m i n a t e d 

b y o u r c o n t r o l e x p e r i m e n t s . T h u s , f o r t h e p u r p o s e s o f 

m e c h a n i s t i c a n a l y s i s , t h e s i t u a t i o n s w e r e e i t h e r a s i n g l e 

e n z y m e s y s t e m o r s e v e r a l e n z y m e s y s t e m s w i t h s i m i l a r 

r e a c t i v i t y c h a r a c t e r i s t i c s a r e o p e r a t i v e . T h e s e s y s t e m s 

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

t o d i s t i n g u i s h t h e m . 

A s e c o n d c o n c e i v a b l e c o m p l i c a t i o n i n t h i s s y s t e m 

i n v o l v e s t h e p o s s i b l e e x i s t e n c e o f i s o m e r i z a t i o n p r o c e s s e s 

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

e x p e r i m e n t s . F o r e x a m p l e , a s p e c i f i c " i s o m e r a s e " c o u l d b e 

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

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

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

p o s s i b i l i t y w i t h c e r t a i n t y , w e k n o w o f n o p r e c e d e n t o f 

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

w o u l d a c c o u n t f o r t h e n e t " i n v e r s i o n " o f c o n f i g u r a t i o n . 

F u r t h e r m o r e , t h e s t e r e o c h e m i c a l r e s u l t s d e m o n s t r a t e t h a t 

t h e e p o x i d a t i o n o f 1 , 7 - o c t a d i e n e g i v e s o p t i c a l l y a c t i v e 

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

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

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

i s o m e r i z a t i o n d u r i n g d i e p o x i d a t i o n b y w h o l e c e l l s . T h e s e 

r e s u l t s a r e n o t e a s i l y r e c o n c i l e d w i t h t h e e x i s t e n c e o f 

s u c h a n " i s o m e r a s e " . 

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

p r o p o s a l s b y c o n s i d e r i n g t h e l a c k o f c o n f i g u r a t i o n a 1 

r e t e n t i o n t o g e t h e r w i t h t h e h i g h l y d i r e c t i o n a l a t t a c k o f 

o x y g e n a t t h e i n c i p i e n t a s y m m e t r i c c a r b o n ( C - 2 ) a t o m 

r e q u i r e d b y o u r s t e r e o c h e m i c a l r e s u l t s . F o r e x a m p l e , a t w o 

s t e p m e c h a n i s m i n w h i c h t h e a c t i v a t e d o x y g e n s p e c i e s a t t a c k s 

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

d i r e c t i o n t o g e n e r a t e a c a r b o n i u m i o n o r r a d i c a l i n t e r m e d i a t e , 

w h i c h s u b s e q u e n t l y c l o s e s t o t h e e p o x i d e p r o d u c t m i g h t b e 
+ 

s u g g e s t e d . I n d e e d s u c h s p e c i e s a s " H O * " o r " H O ", h a v e o f t e n 

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

i n o x y g e n a s e r e a c t i o n s . M e c h a n i s m s i n v o l v i n g a n a l o g o u s 

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

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

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

o x y g e n a s e s o r m o d e l s y s t e m s . ( F o r t h e p u r p o s e s o f t h i s 

d i s c u s s i o n , t h e d e s i g n a t i o n " H O + " , s h o u l d b e c o n s i d e r e d a 

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

p o s s i b i l i t y w h i c h h a s a c h e m i c a l a n a l o g y . ) 

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

e x i s t a n d t h e s e p o s s i b i l i t i e s a r e i l l u s t r a t e d i n F i g u r e s 1 8 

a n d 1 9 . F i g u r e 1 8 i l l u s t r a t e s t w o p o s s i b l e v a r i a n t s o f a 

t w o s t e p m e c h a n i s m i n w h i c h t h e a c t i v a t e d o x y g e n s p e c i e s 
7 8 

a t t a c k s a t C - 2 . P r i o r a t t a c k a t C - 2 f r o m t h e j>_i-r_e f a c e 

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

b y c l o s u r e b e f o r e a n d a f t e r b o n d r o t a t i o n , w o u l d g i v e r i s e 
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R ( + ) t r a n s e p o x i d e S ( - ) c i s e p o x i d e 
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t o b o t h c i s a n d t r a n s e p o x i d e o f t h e R ( + ) c o n f i g u r a t i o n . 

H o w e v e r , s u c h a r e s u l t i s n o t f u l l y c o n s i s t e n t w i t h o u r 

r e s u l t s s i n c e i t w o u l d a l l o w , a t m o s t , f o r m a t i o n o f 5 0 % 

c i s e p o x i d e a n d 5 0 % t r a n s e p o x i d e a n d n o t t h e o b s e r v e d 

r e s u l t s o f 7 0 % a n d 3 0 % , r e s p e c t i v e l y . O n t h e o t h e r h a n d , 

p r i o r a t t a c k a t C - 2 f r o m t h e r e - s i f a c e o f t h e d o u b l e b o n d 

c a n n o t a c c o u n t f o r t h e o b s e r v e d s t e r e o c h e m i s t r y a t C - 2 

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

w o u l d p r o d u c e e p o x i d e s o f o n l y t h e S ( - ) c o n f i g u r a t i o n . 

A s s h o w n i n F i g u r e 1 9 , t h e o t h e r t w o p o s s i b l e 

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

a t C - l . P r i o r a t t a c k a t C - l f r o m t h e J_e-^i f a c e t o g e n e r a t e 

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

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

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

s y n c l o s u r e - w o u l d h a v e t h e R ( + ) c o n f i g u r a t i o n . S i m i l a r l y , 

p r i o r a t t a c k a t C - l f r o m t h e s i - r e f a c e w o u l d g e n e r a t e o n l y 

t h e t r a n s e p o x i d e h a v i n g t h e R ( + ) c o n f i g u r a t i o n a n d t h u s i s 

i n c o n s i s t e n t w i t h o u r r e s u l t s . T h e r e f o r e , o f t h e f o u r 

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

c o n s i s t e n t w i t h o u r r e s u l t s . 

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

i s t h e i n i t i a l f o r m a t i o n o f a c i s 1 , 2 - d i o l i n t e r m e d i a t e a s 

s h o w n i n F i g u r e 2 0 . I f t h e f o r m a t i o n o f a c i s 1 , 2 - d i o l 

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

v i a a t t a c k a t C - l o r C - 2 w o u l d g i v e t h e t r a n s e p o x i d e w i t h 
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t h e R ( + ) c o n f i g u r a t i o n . I f c l o s u r e t o t h e e p o x i d e o c c u r s 

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

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

b e t h e c i s e p o x i d e w i t h t h e R ( + ) c o n f i g u r a t i o n . T h e 

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

r e f l e c t t h e p r e f e r e n c e o f t h i s p r o c e s s f o r a t r a n s 

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

w h i c h i s a t t a i n e d o n l y a f t e r b o n d r o t a t i o n . S u c h a p a t h w a y 

w o u l d b e c o n s i s t e n t w i t h o u r r e s u l t s . 

O n t h e o t h e r h a n d , f o r m a t i o n o f a c i s 1 , 2 - d i o l a t 

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

w i t h o u r r e s u l t s s i n c e n e i t h e r a s y n c l o s u r e n o r c l o s u r e 

a f t e r b o n d r o t a t i o n v i a C - l o r C - 2 a t t a c k c a n p r o v i d e f o r 

t h e t r a n s e p o x i d e h a v i n g t h e R ( + ) c o n f i g u r a t i o n , a n d t h i s • 

r e p r e s e n t s 3 0 % o - t h e p r o d u c t . O f c o u r s e , c o m b i n a t i o n s 

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

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

i n s u f f i c i e n t t o d i s t i n g u i s h b e t w e e n t h e m . 

A l t h o u g h f o r m a t i o n o f a c i s 1 , 2 - d i o l a t t h e s i - r e 

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

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

s i t e . I t i s i n t e r e s t i n g t o n o t e t h a t a c i s 1 , 2 - d i o l h a s 

b e e n s h o w n t o b e f o r m e d f r o m n a p t h a l e n e b y t h e o x y g e n a s e 
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s y s t e m o f P . p u t i d a , a n d t h a t e p o x i d e s h a v e b e e n i d e n t i f i e d 

a s i n t e r m e d i a t e s i n t h e c o n v e r s i o n o f s i m p l e a l i p h a t i c 
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8 0 

A l t h o u g h i t i s e v i d e n t t h a t t h e d e t a i l e d p a t h w a y o f 

t h i s e n z y m a t i c o x y g e n a t i o n r e a c t i o n h a s n o t y e t b e e n f u l l y 

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

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

p r o p o s a l s . T h e q u e s t i o n o f w h e t h e r t h e m e c h a n i s m o f 

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

o n e o r i s i n f a c t , r e p r e s e n t a t i v e o f o t h e r m o n o - o x y g e n a s e 

s y s t e m s a s w e l l , m u s t a w a i t f u r t h e r e x p e r i m e n t a l d a t a . 

H o w e v e r , i t s h o u l d b e k e p t i n m i n d t h a t t h e P . o l e o v o r a n s 

s y s t e m d i f f e r s f r o m t h e h y d r o x y l a t i o n s y s t e m o f P . p u t i d a , 

l i v e r m i c r o s o m e s , a n d a d r e n o c o r t i c a l m i t o c h o n d r i a i n t h a t i t 

d o e s n o t c o n t a i n c y t o c h r o m e P - 4 5 0 . 

C o n c e r n i n g t h e n a t u r e o f t h e a c t i v a t e d o x y g e n 

s p e c i e s , i t i s d i f f i c u l t t o m a k e r e a s o n a b l e s u g g e s t i o n s 

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

e n z y m i c r e a g e n t b a s e d o n t h e r e s u l t s a t h a n d . T h e r e f o r e , 

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

w h i c h m i m i c s t h e f e a t u r e s o f t h e P . o l e o v o r a n s s y s t e m . T h e 

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

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

d o e s n o t o p e r a t e b y a n " o x e n o i d " m e c h a n i s m s i n c e a s i g n i f i c a n t 

N I H s h i f t i s n o t o b s e r v e d d u r i n g h y d r o x y l a t i o n o f a r o m a t i c 

c o m p o u n d s . O t h e r c h e m i c a l s y s t e m s , s u c h a s t h e b a s e c a t a l y z e d 

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

o l e f i n s t o g l y c o l s b y l i v e r m i c r o s o m e s . 
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s a l t s d e r i v e d f r o m a l k a l o i d s , c o u l d a l s o b e i n v e s t i g a t e d . 

A l t h o u g h t h e e n a n t i o s e l e c t i v i t y o f t h e s e r e a c t i o n s a r e 

l o w , t h e y h a v e r e c e n t l y b e e n s h o w n t o i n v o l v e t h e f o r m a t i o n 

o f o p t i c a l l y a c t i v e e p o x i d e s f r o m e l e c t r o n - p o o r o l e f i n s . 

S i n c e o u r r e s u l t s c l e a r l y d e m o n s t r a t e t h a t a n 

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

s y s t e m , i t m i g h t b e s u g g e s t e d t h a t t h e a c t i v a t e d o x y g e n 

s p e c i e s i s n o t e l e c t r o n d i f f i d e n t . T h i s c o u l d b e t e s t e d 

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

d o n a t i n g g r o u p s o n t h e e p o x i d a t i o n r e a c t i o n . A l t e r n a t i v e l y , 

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

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

c o u l d b e c a r r i e d o u t . F o r e x a m p l e , 1 , 3 , 7 - o c t a t r i e n e w o u l d 

s e r v e a s a n i d e a l s u b s t r a t e f o r t h i s s t u d y . T h e c o n j u g a t i o n 

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

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

d o u b l e b o n d . I f t h e a c t i v a t e d o x y g e n s p e c i e s i s e l e c t r o -

p h i l i c , e p o x i d a t i o n m i g h t o c c u r a t t h e n o n c o n j u g a t e d d o u b l e 

b o n d o n l y . 

R e g a r d l e s s o f t h i s a n d a n y o t h e r m e c h a n i s t i c 

c o n s i d e r a t i o n s , i t i s i m p o r t a n t t o n o t e t h a t t h e u n u s u a l 

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

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

o f 1 , 7 - o c t a d i e n e t o 7 , 8 - e p o x y - l - o c t e n e p r o c e e d s w i t h a h i g h 

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

s y n t h e t i c p o t e n t i a l t o t h i s s y s t e m . T h e s e c h a r a c t e r i s t i c s 
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c a n n o t b e d u p l i c a t e d b y a n y k n o w n c h e m i c a l e p o x i d i z i n g 

a g e n t . 

I n a d d i t i o n t o t h e h i g h s t e r e o s e l e c t i v e s y n t h e s i s 

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

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

d i e p o x i d a t i o n o f s i m p l e o l e f i n s b y t h i s e n z y m e s y s t e m . W e 

e x a m i n e d t h e e p o x i d a t i o n o f r a c e m i c 7 , 8 - e p o x y - l - o c t e n e t o 

d e t e r m i n e w h a t e f f e c t , i f a n y , t h e s t e r e o c h e m i s t r y a t o n e 

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

o t h e r e n d . T h e r e s u l t s p r e s e n t e d e s t a b l i s h t h a t t h e 

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

a n e n a n t i o m e r i c e x c e s s o f R s i t e s o f o n l y 2 0 % w h i l e t h e 

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

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

R c o n f i g u r a t i o n , e x h i b i t s a n e n a n t i o m e r i c e x c e s s o f R s i t e s 

o f n e a r l y 7 0 % . T h u s , i t i s c l e a r t h a t t h e o p p o s i t e e n d s 

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

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

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

i n t h e d i e p o x i d a t i o n r e a c t i o n . 

T h e s e f i n d i n g s a r e i m p o r t a n t i n s e v e r a l r e s p e c t s . 

T h e y e s t a b l i s h t h e u n i q u e s u i t a b i l i t y o f t h i s s y s t e m f o r 

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

o p t i c a l p u r i t y . T h e y e s t a b l i s h a b a s i s f o r c o n t r o l o f t h e 

s t e r e o c h e m i s t r y o f t h i s e n z y m a t i c r e a c t i o n i n o r d e r t o 

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

t o p o g r a p h y o f t h e a c t i v e s i t e r e g i o n i n t h i s s y s t e m . I n 

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

d i e p o x i d a t i o n o f r a c e m i c 7 , 8 - e p o x y - l - o c t e n e e x h i b i t s a n 

e x c e s s o f S ( - ) s i t e s , c o n f i r m s o u r c o n t e n t i o n t h a t o n c e 

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

s i g n i f i c a n t e x t e n t . 

P e r h a p s t h e m o s t a t t r a c t i v e f e a t u r e o f t h i s e n z y m e 

s y s t e m f o r p r a c t i c a l s y n t h e t i c a p p l i c a t i o n s i s t h e f a c t 

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

p r e p a r a t i v e s c a l e . T h e e p o x i d a t i o n r e a c t i o n s c a r r i e d o u t 

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

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

c a n b e o b t a i n e d i n g r a m q u a n t i t i e s . E a c h m e t h o d , h o w e v e r , 

h a s i t s l i m i t a t i o n s i n t h a t p e r c e n t c o n v e r s i o n s a t b e s t 

a p p r o a c h 2 0 - 2 5 % . U n d o u b t e d l y , s u c h f a c t o r s a s p r o d u c t 

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

m a j o r r o l e s i n a c c o u n t i n g f o r t h e l i m i t e d c o n v e r s i o n s . 

O u r p r e l i m i n a r y w o r k w i t h t h e i n c o r p o r a t i o n o f a n 

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

t h e w o r k o f S c h w a r t z a n d M c C o y ^ w i t h m i x e d s o l v e n t 

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

o p t i m i z i n g t h e e f f i c i e n c y o f t h i s e n z y m e s y s t e m . T h i s 

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

e p o x i d e p r o d u c t s i n a n a q u e o u s m e d i u m a n d t h u s a l l o w s f o r 

h i g h e r p r o d u c t y i e l d s b y m i n i m i z i n g p r o d u c e e x p o s u r e a n d 
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t h e s u b s e q u e n t t o x i c e f f e c t s t o t h e c e l l s i n t h e a q u e o u s 

p h a s e . 

I t w o u l d b e m o r e d e s i r a b l e ; h o w e v e r , t o h a v e i n h a n d 

o p t i m i z e d c o n d i t i o n s f o r p r o d u c i n g c e l l - f r e e e p o x i d i z i n g 

p r e p a r a t i o n s s i n c e t h e y a r e e a s i e r t o h a n d l e i n m o s t c a s e s 

t h a n w h o l e c e l l s . A n o p t i m i z a t i o n w o u l d g r e a t l y e n h a n c e 

t h e a t t r a c t i v e n e s s o f t h i s e n z y m e s y s t e m a n d t h u s i t s 

u t i l i z a t i o n f o r s y n t h e t i c p u r p o s e s . 

W i t h r e g a r d t o p o s s i b l e p r o d u c t m e t a b o l i s m , i t i s 

a p p a r e n t t h a t f u r t h e r o x i d a t i o n o f t h e p r o d u c t 7 , 8 - e p o x y - l -

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

d e c r e a s e i n m o n o e p o x i d e c o n c e n t r a t i o n w h i c h o c c u r s w i t h 

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

e x t r a c t s . H u y b r e g s t e a n d V a n d e r L i n d e n h a v e p r o v i d e d 

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

m e t a b o l i z e 1 , 2 - e p o x y o c t a n e t o g i v e i n i t i a l l y a 1 , 2 - d i o l 
2 6 

f o l l o w e d b y o x i d a t i o n t o f o r m a - h y d r o x y o c t a n o i c a c i d . 

I n c o n t r a s t , A b b o t t a n d H o u s u g g e s t t h a t 1 , 2 - e p o x y o c t a n e i s 

m e t a b o l i z e d b y P . o l e o v o r a n s b y a n i n i t i a l h y d r o x y l a t i o n o f 
5 8 

t h e t e r m i n a l m e t h y l g r o u p . I n v i e w o f t h e f a c t t h a t 

a l l y l i c a l c o h o l s a r e c o n v e r t e d t o s a t u r a t e d k e t o n e s b y 

P . o l e o v o r a n s , t h e m e t a b o l i s m o f 7 , 8 - e p o x y - l - o c t e n e m i g h t 

p r o c e e d i n i t i a l l y b y r e d u c t i o n o f t h e c a r b o n - c a r b o n d o u b l e 

b o n d a n d s u b s e q u e n t o x i d a t i o n o f t h e n e w l y f o r m e d m e t h y l 

g r o u p . A l t h o u g h e a c h o f t h e a b o v e p o s s i b i l i t i e s m i g h t b e 

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

p a t h w a y • 

I n a n a t t e m p t t o f u r t h e r e x p l o r e t h e s t e r e o c h e m i c a l 

a s p e c t s o f t h e e p o x i d a t i o n r e a c t i o n , w e i n v e s t i g a t e d 

s e v e r a l a l l y l i c a l c o h o l s a s p o s s i b l e s u b s t r a t e s f o r t h e 

P . o l e o v o r a n s s y s t e m . W e w e r e p a r t i c u l a r l y i n t e r e s t e d i n 

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

e p o x i d a t i o n o f s i m p l e , u n s u b s t i t u t e d o l e f i n s i s a f f e c t e d 

b y t h e p r e s e n c e o f a n a l l y l i c a l c o h o l f u n c t i o n a l i t y . T h e 

a b i l i t y o f t h e P . o l e o v o r a n s s y s t e m t o d i r e c t l y c a t a l y z e 

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

s a t u r a t e d k e t o n e s w a s o n e o f t h e m o s t u n e x p e c t e d f i n d i n g s 

f r o m o u r s t u d i e s . T h e r e s u l t s p r e s e n t e d e s t a b l i s h t h a t i n 

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

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

t h e r e d u c t a s e c o m p o n e n t i n t h e p r e s e n c e o f N A D H a l s o c o n v e r t s 

l - o c t e n - 3 - o l t o 3 - o c t a n o n e a n d 2 - m e t h y l - l - h e p t e n - 3 - o l t o 

2 - m e t h y 1 - 3 - h e p t a n o n e . T h e s e r e a c t i o n s d o n o t i n v o l v e t h e 

c o u p l i n g o f a d d i t i o n a l p r o t e i n s , d o n o t r e q u i r e m o l e c u l a r 

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

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

a n e w a n d u n u s u a l f e a t u r e o f t h e r e d u c t a s e c o m p o n e n t . T h e 

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

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

o f t h e e p o x i d a t i o n a n d / o r h y d r o x y l a t i o n r e a c t i o n s . I n 

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

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

a l l y l i c a l c o h o l s w e r e i n c u b a t e d w i t h w h o l e c e l l s o r c e l l -

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

e p o x i d a t i o n / h y d r o x y l a t i o n s y s t e m , t h e m e t h y l e n e g r o u p s o f 

a s t r a i g h t c h a i n h y d r o c a r b o n a r e c r i t i c a l f o r t h e p r o p e r 
2 2 

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

P r e s u m a b l y , t h i s a c t i v e s i t e i s o f a h y d r o p h o b i c n a t u r e . 

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

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

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

r e q u i r e d f o r e p o x i d a t i o n . A l t e r n a t i v e l y , t h e h y d r o x y l g r o u p 

t h r o u g h s t e r i c i n t e r a c t i o n s m a y p r e v e n t a c c e s s t o t h e 

a c t i v e s i t e r e g i o n . T h e r e s u l t s a t h a n d c a n n o t d i f f e r e n t i a t e 

b e t w e e n t h e s e t w o p o s s i b i l i t i e s . H o w e v e r , a b e t t e r u n d e r 

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

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

o l e f i n s , ( e . g . , 3 - m e t h y 1 - 1 - o c t e n e ) t o w a r d s e p o x i d a t i o n . 

O f t h e v a r i o u s a l l y l i c a l c o h o l s i n v e s t i g a t e d , o n l y 

l i n a l o o l ( 3 , 7 - d i m e t h y 1 - 1 , 6 - o c t a d i e n - 3 - o 1 ) w a s n o n r e a c t i v e . 

L i n a l o o l d i f f e r s f r o m t h e o t h e r s u b s t r a t e s i n t h a t i t i s a 

t e r t i a r y a l c o h o l a n d n o t a s e c o n d a r y a l c o h o l . K e t o n i z a t i o n 

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

a t C - 3 a n d t h e n o n r e a c t i v i t y o f l i n a l o o l m a y r e f l e c t t h e 

i n a b i l i t y o f t h e e n z y m e t o r e m o v e t h e m e t h y l g r o u p a t C - 3 . 

I n v i e w o f t h e a p p a r e n t i n v o l v e m e n t o f 3 - o c t a n o l a s a n 
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i n t e r m e d i a t e i n t h e c o n v e r s i o n o f l - o c t e n - 3 - o l t o 3 - o c t a n o n e , 

a m e c h a n i s m i n v o l v i n g a r e d u c t a s e - N A D + m e d i a t e d i n t r a 

m o l e c u l a r o r i n t e r m o l e c u l a r m i g r a t i o n o f a h y d r i d e f r o m C - 3 

t o C - l w o u l d n o t b e c o n s i s t e n t w i t h t h e d a t a a t h a n d . 

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

c o n v e r s i o n o f 2 - m e t h y 1 - 1 - h e p t e n - 3 - o 1 t o i t s s a t u r a t e d k e t o n e 

v i a t h e a , 8 - u n s a t u r a t e d k e t o n e i n t e r m e d i a t e a s i l l u s t r a t e d 

i n F i g u r e 2 1 . 

H + 

V 0 
R C C = C H 2 , 

C H 3 

[ R e d u c t a s e - N A D + ] [ R e d u c t a s e - N A D + ] 

r 0 
C C H ^ ^ R C C f r - — C H . 3 
C H 3 C H . 

F i g u r e 2 1 . M e c h a n i s m I n v o l v i n g a R e d u c t a s e - N A D + M e d i a t e d 

I n t r a m o l e c u l a r H y d r i d e M i g r a t i o n 

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

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

i s s u b s t i t u t e d f o r h y d r o g e n a t C - 3 . A N M R o r m a s s s p e c t r a l 

a n a l y s i s w o u l d r e v e a l w h e t h e r t h e l a b e l i s m i g r a t e d t o C - l . 



1 1 6 

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

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

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

a s a w o r k i n g h y p o t h e s i s f o r f u t u r e s t u d i e s . 
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