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ABSTRACT

The thesis.is concerned with the condensing enzyme systems of the plant 

Catheranthus roseus which are involved in the synthesis of dimeric 

indole alkaloids and their:monomeric precursors, in particular vindoline 

and catheranthine.

The antineoplastic dimers are synthesised in plants in very low 

quantities and there is considerable incentive to produce them more 

efficiently;; 'Most efforts :in this ̂ direction have utilised both chemical 

-and enzyme techniques with varied success.

This work deals with synthesis of alkaloids using a C. roseus 

cell free system immobolised on:tresyl activated agarose. The report 

describes the isolation and purification of the erlzyme system and 

the extraction andsythesis of the precursor alkaloids, using liquid 

chromatography techniques, as well as the immobilisation procedure used. 

The condensing reaction catalysed by the enzymes was studied using 

radiotracer.methods and the results critically compared with the 

behaviour of the free enzyme system.

It.is concluded that^immobilisation may he a useful technique for 

the production of alkaloids,.and that it may be useful as a model 

system for the study of plant cell reactions.
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3 . .  I N T R O D U C T I O N

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

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

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

c o m p o n e n t s  i n  p l a n t s ,  m a k i n g  i s o l a t i o n  t e d i o u s  a n d  c o s t l y  ( R e f .  8 ) .

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

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

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

a p p l i c a b i l i t y  a t  p r e s e n t  ( R e f .  3 ) .  O t h e r  a t t e m p t s  i n v o l v e  c h e m i c a l  

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

s u c c e s s  ( R e f .  1 8 ) .

S y n t h e t i c  s t u d i e s ,  i n  v i v o  f e e d i n g  e x p e r i m e n t s  a n d  i n  v i t r o  e n z y m e  

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

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

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

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

s t u d y  w a s  t h e  a l k a l o i d  v i n c a l e u c o b l a s t i n e  ( V L B ) ,  v a l u a b l e  a s  a n  a n t i ­

c a n c e r  a g e n t  ( R e f .  3 7 ) ,  w h i c h  o c c u s  i n  t h e  w e l l  i n v e s t i g a t e d  p l a n t  

C a t h e r a n t h u s  r o s e u s ,  k n o w n  f o r .  i t s  e a s e  o f  c u l t i v a t i o n .  I t  a p p e a r s  

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

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

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

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

a c t i v e  t r a c e r  i n c o r p o r a t i o n  s t u d i e s  ( R e f .  1 3 ) .

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

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

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

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

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

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

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

o f  e n z y m e  w a s h o u t ( R e f .  4 2 ) .

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

p l a n t s ,  c u l t u r e d  c e l l s  a n d  e n z y m e  s y s t e m s  ( R e f s .  3 ,  1 1 ,  3 2 ) ,  a n d  a l s o  

o n  i m m o b i l i s e d  p l a n t  c e l l s  ( R e f .  7 ) ,  t h e r e  i s  a  d e a r t h  i n  t h e  l i t e r a t u r e  

o f - i m m o b i l i s e d  e n z y m e  s y s t e m s  a s  a p p l i e d  t o  t h e  b i o s y n t h e s i s  o f  

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

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

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

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

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

s t u d y  . t h e i r  s e q u e n t i a l  a c t i o n s  i n  c e l l s  ( R e f .  3 4 ) .

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

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

- i s . b e i n g  t r i e d  o u t  f o r . t h e  f i r s t  t i m e  t h e r e  a r e  l i k e l y  t o  b e  m a n y  ;  

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

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

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

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

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

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

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

f o r  f u r t h e r  r e s e a r c h .
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1 . 1  C a t h e r a n t h u s  r o s e u s  G .  D o n  ( C .  r o s e u s )

I n i t i a l  s t u d i e s  o n  t h e .  M a d a g a s c a r  p e r i w i n k l e  o r  C a t h e r a n t h u s  r o s e u s  

G .  D o n  o f  t h e  b o t a n i c a l  f a m i l y  ^ A p o c y n a c e a e  w e r e  b a s e d  o n  i t s  r e p o r t e d  

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

i n d o l e  a l k a l o i d s  w i t h  a l l  3  m a j o r  c l a s s e s  b e i n g  r e p r e s e n t e d .  W h i l e  

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

i n  t h e  d i m e r i c  c o m p o u n d s ^  l i k e  v i n c a l e u c o b l a s t i n e  ( V L B )  w h i c h  a r e  t h e  

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

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

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

.  I t  i s  a n  e r e c t ,  e v e r b l o o m i n g  s h r u b ,  3 0  t o  6 0  c m  h i g h ,  w i t h  t w o  c o l o u r  

v a r i e t i e s ,  p i n k  a n d  w h i t e , -  t h a t  a p p e a r - t o  s h o w  n o  d i f f e r e n c e s  i n  a v e r a g e  

a l k a l o i d  c o n t e n t .  O r i g i n a l l y  n a t i v e  t o  M a d a g a s c a r ,  i t  i s  p a n t r o p i c a l  i n  

o c c u r e n c e  ( R e f .  3 7 ) .  I t  i s  i l l u s t r a t e d  i n  f i g .  1 . 1 .

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

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

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

c o m p o u n d s  ( R e f .  3 ) .  S o .  f a r  t h e r e  h a v e  b e e n  l a r g e  d i f f e r e n c e s  i n  t h e  c o n c ­

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

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

v a r i o u s  a l k a l o i d s  h a s  b e e n  t e n t a t i v e ,  b a s e d  o n  T L C  a n a l y s i s  r a t h e r  t h a n  

c h a r a c t e r i s a t i o n  o f  i s o l a t e d  c o m p o u n d s  ( R e f .  1 9 ) .  G e n e r a l l y ,  c a l l o u s  

t i s s u e  h a s  a  l o w e r ,  a l k a l o i d  c o n t e n t  t h a n  t h e  w h o l e  p l a n t ;  t h e  a v e r a g e  

v i n d o l i n e  c o n t e n t  i n  p l a n t s  i s  a p p r o x .  0 . 4 %  d r y  w e i g h t ,  t h a t  o f  c a l l i  

i s  0 . 0 0 2 %  ( R e f .  3 ) .  S e l e c t i o n  o f  h i g h  p r o d u c i n g  c e l l  l i n e s  c o u l d  o v e r ­

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

n u m b e r  o f  s u c h  l i n e s  i s  l i m i t e d  ( R e f .  7 ) ,  s o  t h a t  m o s t  s t u d i e s  h a v e  

b e e n  d o n e  o n  w h o l e  p l a n t  s y s t e m s .
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Fig. 1.1 Catheranthus roseus G. Don,

Detail of leaves and flowers.
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A l k a l o i d s  a r e  a  g r o u p  o f  n a t u r a l l y  o c c u r r i n g  c o m p o u n d s  c o n t a i n i n g  h e t e r ­

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

n o t  d i r e c t l y  r e q u i r e d  f o r  l i f e  f u n c t i o n s  ( R e f .  1 1 ) .  S e v e r a l  t h o u s a n d s  o f  

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

t h e y  o c c u r ,  e . g .  c a t h e r a n t h i n e  f r o m  t h e  g e n u s  c a t h e r a n t h u s ) .  V a l u a b l e  

i n f o r m a t i o n  o n  s t r u c t u r e  a n d  o c c u r r e n c e  m a y  b e  f o u n d  i n  G l a s b y  ( R e f .  1 4 ) .

1 . 2 . 1 .  C l a s s i f i c a t i o n

A l k a l o i d s  a r e  c l a s s i f i e d  c h e m i c a l l y  a c c o r d i n g  t o  t h e i r  c a r b o n -  n i t r o g e n  

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

1 . 1 .  H o w e v e r  t h e  d e f i n i t i o n  o f  a l k a l o i d s  o f f e r e d  i n  1 . 2 .  w o u l d  e x c l u d e  

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

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

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

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

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

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

l i k e  l y s i n e ,  o r n i t h i n e  a n d  t r y p t o p h a n  ( R e f .  1 2 ) .

1 . 2 . 2 .  O c c u r e n c e

P r o b a b l y  a p p r o x i m a t e l y  1 0  t o  2 0 %  o f  a l l  h i g h e r  p l a n t s  c o n t a i n  a l k a l o i d s  

T h e y  a b o u n d  i n  d i c o t y l e d o n s ,  i n  p a r t i c u l a r  t h e  f a m i l y  A p o c y n a c a e  „ ■

A  f e w  a l k a l o i d - l i k e  c o m p o u n d s  c a n  b e  f o u n d  i n  l o w e r  p l a n t s ,  f u n g i  a n d  

a n i m a l s  ;  e . g .  S a l a m a n d e r  a l k a l o i d s  ( R e f  3 2 ) .  A  l i s t i n g  o f  p l a n t s  a n d  

t h e i r  a l k a l o i d s  h a s  b e e n  m a d e  b y  W i l l a m a n  a n d  L i  ( R e f .  4 1 ) .

W i t h i n  p l a n t s  t h e  i n c i d e n c e  o f  a l k a l o i d s  v a r i e s  n o t a b l y  b e t w e e n  t i s s u e s ,  

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

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

a t  c e l l  e n l a r g e m e n t  a n d  d e c r e a s i n g  a t  s e n e s c e n c e .  S e v e r a l  e x t e r n a l

1.2. The Alkaloids
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p r e c u r s o r s  (  p r e c u r s o r s  a r e  i n d i c a t e d  b y  h e a v y  l i n e s )

Table 1.1. The most important classes of alkaloids and their

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

p r e c u r s o r

a l k a l o i d  a n d  

p l a n t  of  

e x t r a c t i o n

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

C .  r o s e u s .

P y r r o l i d i n e o r n i t h i n e  

a n d  a c e t a t e

h y g r i n e

E r y t h r o x y l o n

t r u x i l l e n c e

T r o p a n e

. ‘ N  —  \  

— / /

o r n i t h i n e  

a n d  a c e t a t e

c o c a i n e

E r y t h r o x i l o n

c o c a

Q u i n o l i z i n e l y s i n e l u p i n i n

L u p i n u s  l u t e u s

T e r p e n e m e v a l o n i c

a c i d

c o n n e s s i n e

H o l a r r h e n a

s p e c i e s

D a t a  f r o m  D a l t o n  ( R e f .  1 2 )
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f a c t o r s  l i k e  l i g h t  a n d  n u t r i t i o n  i n f l u e n c e  a l k a l o i d  c o n t e n t  i n  t h a t  

t h o s e  a f f e c t i n g  g r o w t h  a l s o  t e n d  t o  f a v o u r  a l k a l o i d  f o r m a t i o n  ( R e f .  2 7 ) ) .

A  g e n e r a l  t h e o r y  t o  e x p l a i n  a l k a l o i d  d i s t r i b u t i o n  i n  p l a n t s ,  b a s e d  o n  

.  t h e i r  d e f e n s i v e  f u n c t i o n ,  h a s  b e e n  p r o p o s e d  b y  M c K e y  ( R e f .  2 1 ) .  T h u s  

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

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

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

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

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

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

i n  v a c u o l e s  ( R e f .  2 9 ) .

1 . 2 . 3 .  B i o l o g i c a l  a n d  E c o n o m i c  S i g n i f i c a n c e

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

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

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

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

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

c o u l d  u n b a l a n c e  m e t a b o l i s m  ( R e f . - 1 5 ) .  A l k a l o i d s  h a v e  b e e n  t e r m e d  w a s t e  

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

a n d  w o u l d  t e n d  t o  b e  r e u t i l i s e d  ( R e f . 2 7 ) .  D e f e n c e  o f  p l a n t s  f r o m  a t t a c k  

b y  h e r b i v o r e s  h a s  a l s o  b e e n  p r o p o s e d  a s  a n  a l k a l o i d a l  f u n c t i o n  ( R e f . 2 1 ) .  

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

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

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

c o m p e t i t i o n  b e t w e e n  p l a n t s  f o r  s u r v i v a l  ( R e f .  2 7 ) .  B e c a u s e  i n f o r m a t i o n  

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

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

t h e o r i e s  c a n n o t  b e  g e n e r a l l y  a p p l i c a b l e .
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I n  c o n t r a s t  t o  a l k a l o i d  m e t a b o l i s m  i n  p l a n t s ,  i n  o t h e r  o r g a n i s m s  i t  

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

M o s t  w o r k  h a s  b e e n  d o n e  o n  m a m m a l i a n  p a t h w a y s  a s  b e i n g  i m m e d i a t e l y  

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

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

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

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

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

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

i s  m e t a b o l i s e d  t o  i t s  N - o x i d e  a n d  t o  a  g l u c o r o m i d e  ( R e f .  3 2 ) .

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

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

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

a d s o r p t i o n  o r  d i s p l a c e m e n t  o f  a l k a l o i d s .  C o m p l e m e n t a r i t y  b e t w e e n  

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

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

p r o p o s e d  ( R e f .  2 2 ) .  S u c h  a s s o c i a t i o n s  w o u l d  t h e n  a c c o u n t  f o r  t h e  w i d e  

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

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

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

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

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

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

( r e f s .  3 ,  1 9 ,  4 3 ) .  T h e i r  s u c c e s s  i s  p r o b a b l y  o n l y  a  m a t t e r  o f  t i m e .

1 . 2 . 4 .  B i o g e n e s i s

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

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

( R e f .  3 1 ) .  O n l y  a  f e w  t y p e s  o f  r e a c t i o n s  w o u l d  b e  i n v o l v e d .
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T h e s e  i n c l u d e  r e d o x  r e a c t i o n s ,  d e c a r b o x y l a t i o n s ,  a l d o l  a n d  a m i n e  c o n d e n ­

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

i l l u s t r a t e d  i n  t a b l e  1 . 2 .  ( R e f .  1 2 ) .  T h e  R o b i n s o n  p r o p o s a l s  w e r e  b a s e d  

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

b i o c h e m i c a l  e v i d e n c e .  H o w e v e r  t h i s  ’ B i o g e n e t i c '  a p p r o a c h  e n a b l e s  t h e  

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

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

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

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

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

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

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

l a b e l l e d  m a t e r i a l s  t o  . . p l a n t s ,  _  t h e n  i s o l a t i n g  t h e  a l k a l o i d s  f o r m e d  t o  

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

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

a n d  i n c u b a t i n g . t h e m  w i t h  r a d i o l a b e l l e d  p r e c u r s o r s  ( R e f .  5 , 3 3 , 3 6 , 4 0 ) .  

H o w e v e r ,  l i t t l e  i s  k n o w n  a b o u t  t h e  e n z y m e  s y s t e m s  i n v o l v e d ,  o r  h o w  

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

w h i c h  o t h e r w i s e . c a t a l y s e  o t h e r  m e t a b o l i c  p r o c e s s e s .  S o m e  s t e p s  m a y  

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

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

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

m u t a t i o n  t o  b e  a c t i v a t e d .

T h e r e  i s  s o m e  e v i d e n c e  i n  t h e  c a s e  ,  o f  L e g u m i n o s a e ,  f o r  a n  a l k a l o i d  .  

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

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

( R e f .  3 2 ) .  A  g e n e r a l  s u r v e y  o f  a l k a l o i d  s y n t h e s i s  m a y  b e  f o u n d  i n  

D a l t o n  ( R e f .  1 2 ) .  .  /  ;  •
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T a b l e  1 . 2 .  K e y  i n i t i a t i n g  r e a c t i o n s  i n  a l k a l o i d  s y n t h e s i s

R e d o x  r e a c t i o n s  :

a l c o h o l  t o  k e t o n e  ( o r  a l d e h y d e )

H  H O

D e c a r b o x y l a t i o n  :

B -  k e t o  a c i d s  t o  k e t o n e s

b e t w e e n  a l d e h y d e  a n d  a m i n e

H

0 +
Hfl i

- C  —  N

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

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

( A  v i n y l o g o u s  a n a l o g u e )

0

O H
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I n d o l e  a l k a l o i d s  ( I . A . )  a r e  d e f i n e d . a s  n a t u r a l  p r o d u c t s  c o n t a i n i n g  

a n  i n d o l e  n u c l e u s  ( f i g . 1 . 2 )  o r  a  d e r i v a t i v e  s u c h  a s  N - a c y l - i n d o l e  

( R e f .  1 8 ) .  G i v e n  t h e  c o m p l e x i t y  o f  t h e s e  s y s t e m s , a n d  t h e  i n h e r e n t  

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

s u r p r i s i n g  t h a t  t h e  n u m b e r  o f  c u r r e n t l y  k n o w n  s t r u c t u r e s  a m o u n t s  t o = 3  ;

a b o u t  1 2 0 0  o f  w h i c h  8 0 %  a r e  m o n o m e r i c . ( R e f . 3 2 ) .  T h e r e  a r e  a l s o  a b o u t  

1 0 0  " b i s - i n d o l e "  o r  d i m e r i c  I . A . s  d e r i v e d  f r o m  t h e  m o n o m e r s  ( R e f .  1 2 ) .

1 . 3 . 1 .  C l a s s i f i c a t i o n

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

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

i n  t a b l e  1 . 3 .  T h e y  m a y  a l s o  b e  d i v i d e d  i n t o  s i m p l e  a n d  c o m p l e x  c o m p o u n d .  

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

i n d o l e  m o i e t y  a s  i l l u s t r a t e d  i n  f i g . 1 . 3 .  T h e .  a l k a l o i d s  o f  i n t e r e s t  t o  

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

c l a s s e s  a r e  d i s t i n g u i s h e d ,  C o r y a n t h e  ( e . g .  a j m a l i n e ,  a j m a l i c i n e ) ,  

A s p i d o s p e r m a  ( v i n d o l i n e )  a n d  I b o g a  ( c a t h e r a n t h i n e ) ,  a s  s h o w n  i n  f i g . 1 . 4  

( R e f .  9 ) . . T h e  b i s i n d o l e s  a r e  g r o u p e d  i n t o  t w o  c a t e g o r i e s ,  n a m e l y ,  t h o s e  

w h e r e  b o t h  " h a l v e s " - a r e  c o m p o s e d  o f -  r e l a t e d  o r  i d e n t i c a l  g r o u p i n g s  ( e . g .  

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

f r o m  t r y p t o p h a n ,  a r e  d i f f e r e n t  ( . v i n b l a s t i n e ) .  T h e s e  a r e  s h o w n  i n  .  

f i g .  1 . 5 . ( R e f .  1 2 ) .

1 . 3 . 2 .  O c c u r e n c e  a n d  E c o n o m i c  S i g n i f i c a n c e

T h e  m a j o r i t y  o f  t h e  I . A . s  h a v e  b e e n  i s o l a t e d  f r o m  t h e  p l a n t  f a m i l i e s  

A p o c y n a c e a e ,  L o g a n i a c e a e  a n d  R u b i a c e a e  w i t h  t h e  g e n e r a  C a t h e r a n t h u s  

a n d  R a u w o l f i a  b e i n g  s p e c i a l l y  p r o l i f i c . ( R e f .  3 2 ) .

I . A . s  a r e  p h a r m a c e u t i c a l l y  u s e f u l .  H a r m i n e  a n d  r e l a t e d  a l k a l o i d s  a r e

1.3. The Indole Alkaloids

u s e d  a s  a  t a p e w o r m  r e m e d y ,  d i m e r i c  a l k a l o i d s  f r o m  C a t h e r a n t h u s  i n  t h e
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Fig. 1.2. The Indole Nucleus

T a b l e  1 . 3 .  T h e  c l a s s i f i c a t i o n  o f  t h e  I n d o l e  A l k a l o i d s
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F i g .  1 . 3 .  C l a s s i f i c a t i o n  o f  I n d o l e  A l k a l o i d s  b y  

S t r u c t u r e  a n d  B i o g e n e s i s

t r y p t o p h a n

t r y p t a m i n e  a n d  s i m p l e  b a s e s

+  C 2 ( a c e t a t e )

+  ( p y r u v a t e )

s i m p l e  a l k a l o i d s  c o m p l e x  a l k a l o i d s

t e r p e n o i d  _ _ _ _ _ _ _ _  t e r p e n o i d

C o r y a n t h e

( A j m a l i n e )

A s p i d o s p e r m a  I b o g a

( V i n d o l i n e )  ( C a t h e r a n t h i n e )

d i m e r i c  b i s - i n d o l e s  

( V i n c a l e u c o b l a s t i n e )
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r e p r e s e n t a t i v e s  (  T h e  m o n o t e r p e n o i d  m o i e t y  i s  s h o w n  

w i t h  h e a v y  l i n e s  )

Fig. 1.4. Three major classes of Indole Alkaloids and their

C o r y a n t h e  t y p e A j m a l i n e

A s p i d o s p e r m a  t y p e V i n d o l i n e

I b o g a  t y p e C a t h e r a n t h i n e
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F i g .  1 . 5 .  C l a s s i f i c a t i o n  o f  D i m e r i c  ( B i s - )  I n d o l e  A l k a l

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

C a l y c a n t h i n e  :

H

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

V i n b l a s t i n e  :

M e
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t r e a t m e n t  o f  H o d g k i n s ’  d i s e a s e  a n d  v a r i o u s  c a r c i n o m a s .  T h e  c a t h e r a n t h u s  

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

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

u s e  o f  t h e s e  c o m p o u n d s  i s  r e v i e w e d  i n  a  s u r v e y  ( R e f .  1 3 ) .

1 . 3 . 3 .  B i o g e n e s i s

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

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

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

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

t r y p t a m i n e  ( T r p )  f o r m e d  f r o m  t h e  d e c a r b o x y l a t i o n  o f  t h e  a m i n o  a c i d  

t r y p t o p h a n  ( R e f .  5 ) .  T h e  c o n v e r s i o n  p r e s u m a b l y  i n v o l v e s  a  p y r i d o x a l -  

b o n d  i n t e r m e d i a t e  a n d  i s  s h o w n  i n  f i g .  1 . 6 . a .

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

d e r i v a t i v e s  i s  d e p i c t e d  i n  f i g .  1 . 7 . a .  S u c h  r e a c t i o n s  a r e  t h o u g h t  t o  

f o r m  h a r m a n  a n d  o t h e r  s i m p l e  a l k a l o i d s  ( R e f .  3 2 ) .  A d d i t i o n a l  s t r u c t u r a l  

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

a l k a l o i d s .  T h u s  T r p  c a n  c o m b i n e  w i t h _  ( a c e t a t e )  o r  ( p y r u v a t e )  t o

y i e l d  B - c a r b o l i n e  a n d  e r g o l i n e  a l k a l o i d s  r e s p e c t i v e l y  ( F i g .  1 . 4 . ) .

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

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

S e c o l o g a n i n ,  f o u n d  t o  d e r i v e  f r o m - L o g a n i n  t h r o u g h  a n  a s  y e t  u n c h a r a c t e r ­

i s e d  m u l t i e n z y m e  p a t h w a y  a s  d e p i c t e d  i n  f i g .  1 . 6 . b .  ( R e f .  5 ) .

F o r  m a n y  a l k a l o i d s ,  t h e  i n i t i a l  s t e p s  a r e  t h e  c l e a v a g e  o f  L o g a n i n  t o  

S e c o l o g a n i n  a n d  t h e  c o n d e n s a t i o n  o f  t h e  l a t t e r  w i t h  T r p  ( F i g .  1 . 7 . b . ) ,  

a  r e a c t i o n  w h i c h  r e s e m b l e s  t h a t  s h o w n  i n  f i g .  1 . 7 . a ,  e x c e p t  f o r  t h e  

a l d e h y d e  c o m p o n e n t .  B y  t h i s  P i c t e t - S p e n g l e r  t y p e  r e a c t i o n ,  a  t e t r a -  

h y d r o - B - c a r b o l i n e  i s  f o r m e d  w i t h  t h e  e l i m i n a t i o n  o f  t h e  H  a t o m  a t  

p o s i t i o n  0 2  o f  t h e  i n d o l e  r i n g  ( R e f .  3 9 ) .  T h e  f o r m a t i o n  o f  t w o
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F i g .  1 . 6 . a .  T h e  c o n v e r s i o n  o f  T r y p t o p h a n  t o  T r y p t a m i n e

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

i n t e r m e d i a t e s )

H

T r y p t a m i n e

F i g .  1 . 6 . b .  T h e  c o n v e r s i o n  o f  L o g a n i n  t o  S e c o l o g a n i n

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

i n t e r m e d i a t e s )  *
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F i g .  1 . 7 . a .  T h e  c o n d e n s a t i o n  b e t w e e n  T r y p t a m i n e  a n d  A l d e h y d e

\ /°
C

I
^  A l d e h y d e

( R  =  a l k y l  o r  o t h e r

s u b s t i t u a n t  g r o u p )

p -  C a r b o l i n e  d e r i v a t i v e

F i g .  1 . 7 . b .  T h e  c o n d e n s a t i o n  b e t w e e n  T r y p t a m i n e  a n d  S e c o l o g a n i n

"7

E n z y m e  =

S t r i c t o ^ i d i n e

s y n t h a s e

P i c t e t - S p e n g l e r  

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

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

v e r s i o n  a t  p o s i t i o n  C - 3  t o  p r o c e e d  ( R e f .  5 ) .  L a t e r  c e l l  f r e e  w o r k  s h o w e d  

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

p e r  3 a ( S )  c o n f i g u r a t i o n  ( R e f . - 4 4 ) .  T h e  e n z y m e  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  r e ­

a c t i o n ,  s t r i c t o s i d i n e  s y n t h a s e ,  h a s  b e e n  c h a r a c t e r i s e d  ( R e f .  3 9 ) .  A  . . . . . . . . . . . . . . . .

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

t h e  g l u c o s e  m o i e t y  o n  s t r i c t o s i d i n e  t o  y i e l d  a n  i n t e r m e d i a t e  4 , 2 1 , d e -  

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

c o n v e r t i b l e  c o m p o u n d s ,  c a t h e n e m i n e  a n d  g e i s s o s c h i z i n e  ( f i g .  1 . 8 )  e i t h e r  

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

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

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

( R e f .  4 4 ) .  M a n y  o f  t h e  i n t e r m e d i a t e s  a l s o  r e m a i n  t o  b e  i s o l a t e d ,  t h o u g h  

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

a j m a l i n e  a n d  v i n d o l i n e  r e q u i r e s  c o f a c t o r s  N A D P H  a n d  F A D  ( R e f .  1 9 , 3 3 ) .  

A d d i t i o n a l l y ,  t h e  i s o l a t i o n  o f  t h e  a l k a l o i d s  a t  d i f f e r e n t  t i m e s  a f t e r  

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

s p e r m a  a n d  I b o g a  t y p e s  a s  i l l u s t r a t e d  i n  f i g .  1 . 8 .  ( R e f .  1 8 ) .

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

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

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

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

c o n f i r m e d  b y  b o t h  i n  v i t r o  a n d  i n  v i v o  s t u d i e s  ( R e f .  1 4 ) .  H o w e v e r ,  t h e  

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

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

t h e  b i o s y n t h e t i c  s i t e  ( R e f .  1 8 ) .  S u c c e s s  i n  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  r o u t e s  

t o  t h e  p a r t i a l  s y n t h e s i s  o f  t h e  d i m e r s  l e d  t o  t h e  d i s c o v e r y  a n d  i s o i a -
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Fig.1. 8 .  T h e  B i o s y n t h e t i c  P a t h w a y  o f  I n d o l e  A l k a l o i d s  f r o m  T r y p t a m i n e  

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

T r y p t a m i n e  +  S e c o l o g a n i n

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

S t r i c t o s i d i n e

_  -  ■  s t r i c t o s i d i n e  p - g l u c o s i d a s e s

. ( p o s t u l a t e d  i n t e r m e d i a t e s )

u n k n o w n  e n z y m e s

:  :  -  A ,  2 1  , D e h y d r o g e i s s o s c h i z i n e

_ _ _ _ _ _ _  ^  u n k n o w n  e n z y m e s

( p o s t u l a t e d  i n t e r m e d i a t e s )

C a t h e n e m i n e  ^ . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  G e i s s o s h c i z i n e

FAD
u n c h a r a c t e r i s e d  r e d u c t a s e s

- - - - - - - - - - - - ■ »  C o r y a n t h e  t y p e

■  r e a r r a n g e m e n t  o f  t e r p e n o i d  m o i e t y

A s p i d o s p e r m a

t y p e

I b o g a  *" 
t y p e

c a t h e r a n t h i n e

v i n d o l i n e — -
u n k n o w n  e n z y m e s  

3 , A , D e h y d r o v i n b l a s t i n e  

u n k n o w n  e n z y m e s

V
v i n b l a s t i n e
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t i o n  o f  3 , 4 , d e h y d r o V L B ,  t h e  c o n d e n s a t i o n  p r o d u c t  o f  c a t h e r a n t h i n e  

N - o x i d e  a n d  v i n d o l i n e  u n d e r  r e d u c t i v e  c o n d i t i o n s  ( R e f . 3 0 ) .  I t  w a s  a l s o  

s h o w n  t o  b e  i m p o r t a n t  i n  C , r o s e u s  c e l l  f r e e  s y s t e m s  ( R e f . 1 9 ) .  T h e  

r e a c t i o n  i s  i l l u s t r a t e d  i n  f i g s .  1 . 8 .  a n d  1 . 9 .  M o s t  o f  t h e  w o r k  o n  

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

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

R a u w o l f i a  v e r t i c i l l a t a - ( R e f .  1 2 ) .  M o r e  w o r k  r e m a i n s  t o  b e  d o n e  a n d  t h e  

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

d e t a i l e d  s t u d y  o f  t h e  e n z y m e s  i n v o l v e d .

. 1 . 4 . A l k a l o i d s ,  . R e a c t i o n s  a n d  E n z y m e s  R e l e v a n t  t o  R e p o r t .

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

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

i n c i d e n c e ■ v a l u a b l e  a l k a l o i d s .  T h i s  m e a n s  t h e  i s o l a t i o n  o f  t h e  a l k a l o i d  

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

s a t i o n  o f  r e l e v a n t . e n z y m e s .  K u t n e y . ( R e f .  .  1 9 )  h a s  d e m o n s t r a t e d  t h e  e x i s -

. t a n c e :  o f  a . . s y s t e m  s y n t h e s i s i n g - V i n c a l e u c o b l a s t i n e  ( V i n b l a s t i n e ,  V L B )  a
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m i n o r  c o m p o n e n t ' . ( a b o u t  3 . x  1 0  . %  b y  d r y  w e i g h t )  o f  C .  r o s e u s ,  f r o m  i t s  

p r e c u r s o r s  c a t h e r a n t h i n e  a n d  v i n d o l i n e  ( F i g s .  1 . 8 ,  1 . 9 ) .  T h e  s y s t e m  

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

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

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

s e c o l o g a n i n  ( F i g . 1 . 9 ) .  I t  w a s  t h i s  s y s t e m  t h a t  w a s  c h o s e n  f o r  t h e  

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

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

h i g h  c o n t e n t  o f  c & t h e r a ’ n t h i n e  ’ a n d  v i n d o l i n e  ( a b o u t  0 . 4 8 %  b y  d r y  w e i g h t ) ,  

w h o s e  s t r u c t u r e s  a r e  s h o w n  i n  f i g .  1 . 4 .  ( R e f .  4 3 ) .

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

K u t n e y  h a s  t r i e d  f u r t h e r  i s o l a t i o n s  ( R e f .  1 9 ) .  I n  t h e  w o r k  n o w  b e i n g  

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

t o  f o r m  V i n c a l e u c o b l a s t i n e  ( V i n b l a s t i n e )

T r y p t a m i n e  +  S e c o l o g a n i n

e n z y m e s  f r o m  C .  r o s e u s

F A D

N A D P H

V i n d o l i n e

—  C a t h e r a n t h i n e

e n z y m e s  f r o m  C .  r o s e u s

3 , 4 , D e h y d r o v i n b l a s t i n e

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

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

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

.  1 . 5 .  I m m o b i l i s a t i o n  o f  E n z y m e s .

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

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

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

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

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

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

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

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

p r o p e r t y  o f  a n  e n z y m e  i s  i t s  s o l u b i l i t y .  U s u a l l y ,  e n z y m e  r e a c t i o n s  a r e  

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

p r o d u c t ,  i m p r o v e  c o n t r o l  a n d  r e d u c e  c o s t s  , ' T h e  f i e l d  i s  e x p a n d i n g  r a p i d l y  

s i n c e  t h e  f i r s t  c o m m e r c i a l i s e d  i m m o b i l i s e d  e n z y m e  p r o c e s s  w a s  p a t e n t e d
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i n  1 9 6 7  ( R e f .  1 ,  A . ) .

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

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

r e t e n t i o n  o f  t h e i r  a c t i v i t i e s  a n d  s o  t h a t  t h e y  c a n  b e  r e u s e d  ( R e f . 1 0 ) .  

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

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

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

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

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

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

- r e a c t i o n - m a y - d e t e r m i n e  t h e  c h o i c e  o f  c a r r i e r  a n d  h e n c e  t h e  m e t h o d  o f  

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

1 . 5 . 1 .  M e t h o d s  o f i A t t a c h m e n t .  . . . . . . . . . . . . .

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

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

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

c o m b i n a t i o n  o f  t h e s e  ( R e f .  1 0 ) .  T h e s e  m e t h o d s  c a n  b e  c a t e g o r i s e d  a s  

f o l l o w s  ( R e f .  4 6 ) .

P h y s i c a l  m e t h o d s  : - A d s o r p t i o n  o n  w a t e r - i n s o l u b l e  s u p p o r t  

•  .  .  _ E n t r a p m e n t  w i t h i n  w a t e r - i n s o l u b l e  p o l y m e r  .

l a t t i c e

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

C h e m i c a l  m e t h o d s  ;  C o v a l e n t  a t t a c h m e n t  t o  w a t e r - i n s o l u b l e  s u p p o r t

C r o s s l i n k i n g

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

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

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

t h o u g h  m e c h a n i c a l  e n t r a p m e n t  a p p e a r s  f e a s i b l e  i n  a l l  c a s e s  e x c e p t  w h e r e
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l o w  m o l e c u l a r  w e i g h t  c o e n z y m e s  a r e  a t t a c h e d  t o  t h e  e n z y m e  ( R e f .  4 ) .

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

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

m a j o r  t e c h n i q u e s  a r e  d i s c u s s e d  b e l o w  a n d  i l l u s t r a t e d  i n  f i g .  1 . 1 0 .  -

1 . 5 . 1 . 1 .  A d s o r p t i o n .

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

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

o n e s .  I t  a p p e a r s  ' t o  b e  t h e  m o s t  e c o n o m i c a l  p r o c e d u r e  f o r  i m m o b i l i s i n g  

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

a d s o r p t i o n  t o  S e p h a d e x  i o n - e x c h a n g e r s ,  d e v e l o p e d  i n  J a p a n  ( R e f .  1 0 ) .

*  I n o r g a n i c -  s u p p o r t s  a r e  a l s o  u s e d .  T h e o r e t i c a l l y ,  i t  i s  a  r e v e r s i b l e  

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

- i t  d e p e n d s  o n -  t h e  i o n i c  s t r e n g t h , . 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 e d i u m  

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

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

s o r p t i o n  o f  t h e  r e a c t i o n  p r o d u c t s  ( R e f .  2 9 ) .

1 . 5 . 1 . 2 ;  E n t r a p m e n t ♦

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

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

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

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

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

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

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

d e r i v a t i v e s  l i k e  A l g i n i c  a c i d  a r e  e m p l o y e d .  F o r  e n z y m e s ,  p o l y a c r y l a m i d e  

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

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

r e t a i n e d  b u t  t h e  s p e c i f i c  a c t i v i t y  i s  a f f e c t e d  b y  t h e  p H  e t c .  o f  t h e
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s u r r o u n d i n g  m e d i u m .  E n z y m e  l e a k a g e  f r o m  c a r r i e r s  w i t h  v a r i a t i o n  i n  

p o r e  s i z e  i s  a l s o  a  d r a w b a c k  ( R e f .  1 ,  1 7 ) .

1 . 5 . 1 . 3 .  E n c a p s u l a t i o n .

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

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

’ i s  a v o i d e d  a n d  e x t e r n a l  s u b s t r a t e s  c a n  d i a l y s e  f r e e l y  a c r o s s  t h e  

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

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

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

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

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

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

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

o r  c e l l  e x t r a c t s . ( R e f s .  1 ,  8 ) .

1 . 5 . 1 . 4 .  C r o s s l i n k i n g .

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

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

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

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

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

l i m i t  t h e  a p p l i c a b i l i t y  o f  t h e  m e t h o d . ( R e f .  2 5 ) .

, 1 . 5 . 1 . 5 .  C o v a l e n t  A t t a c h m e n t .

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

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

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

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

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

c o n s i d e r e d ,  t h e n  l y s i n e , c y s t e i n e  a n d  t y r o s i n e  w o u l d  r e a c t  b e s t  w i t h
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F i g .  1 . 1 0 .  S c h e m a t i c  R e p r e s e n t a t i o n  o f  I m m o b i l i s a t i o n  M e t h o d s .

A d s o r p t i o n

E n c a p s u l a t i o n

E n t r a p m e n t

C o v a l e n t  A t t a c h m e n t

=  E n z y m e
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t h e i r  a m i n o  ( - N ^ )  ,  h y d r o x y l  ( - 0 H ) ,  a n d  c a r b o x y l  ( - C 0 0 H )  g r o u p s  b e i n g  

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

t w o  s t e p  p r o c e s s :

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

( a c t i v a t i o n ) .

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

s u p p o r t  ( c o u p l i n g ) .

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

c o m m o n  o n e s  a r e  s h o w n  i n  f i g .  1 . 1 1  a n d  a r e  a s  f o l l o w s  :

1 .  C y a n o g e n - b r o m i d e  a c t i v a t i o n  -  A n  e x t e n s i v e l y  u s e d  m e t h o d  i s  b a s e d

o n  t h e  r e a c t i o n  b e t w e e n  c y a n o g e n

b r o m i d e  ( C N B r )  a n d  h y d r o x y l s  o n  t h e .  m a t r i x  t o  g i v e  i n t e r m e d i a t e s  

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

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

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

t h e  e n z y m e  ( R e f s .  2 , 2 9 ) .

2 .  C a r b o d i i m i d e  a c t i v a t i o n  -  C a r b o d i i m i d e s  p r o m o t e  t h e  c o n d e n s a t i o n

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

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

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

c a r r i e r s  w i t h  a m i n o  g r o u p s  o n  e n z y m e s  ( R e f .  3 8 ) .

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

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

3 .  S u l f o n y l  c h l o r i d e  a c t i v a t i o n  -  O r g a n i c  s u f o n y l  c h l o r i d e s  s u c h  a s

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

c h l o r i d e )  a n d  2 , 2 , 2 - t r i f l o u r o e t h y n e s u l f o n y l  c h l o r i d e  ( t r e s y l  

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

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

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

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

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

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

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

i n  f i g .  1 . 1 1 .  ( R e f .  2 4 ) .  T h e  e f f i c i e n c y  o f  c o u p l i n g  i s  e q u a l  t o  o r  

b e t t e r  t h a n  t h a t  f o r  C N B r .  T h e  a d v a n t a g e  o f  t h i s  m e t h o d  i s  t h a t  w a t e r -  

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

p r e p a r a t i o n s  ( R e f s .  2 3 ,  2 5 ,  3 4 ) .

A p p l i c a t i o n s  o f  e n 2 y m e  i m m o b i l i s a t i o n  b y  v a r i o u s  a t t a c h m e n t  m e t h o d s  

a r e  i l l u s t r a t e d  i n  t a b l e  1 . 4 .

1 . 5 . 2 .  T h e  C a r r i e r .

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

o p e r a t i o n  ( p H ) ,  e n z y m e ,  r e a c t o r  d e s i g n  a n d  t y p e  o f  e n z y m e  a t t a c h m e n t  

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

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

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

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

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

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

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

c a n  o c c u r  ( R e f .  1 0 ) .  H y d r o p h i l i c i t y  o r  t h e  t e n d e n c y  t o  i n c o r p o r a t e  

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

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

( R e f .  2 9 ) .  T h u s  h y d r o p h i l i c  g e l s  l i k e  c e l l u l o s e ,  d e x t r a n ,  s t a r c h  a n d  

a g a r  b e c o m e  a t t r a c t i v e  a s  c a r r i e r s .  H o w e v e r ,  t h e  f i r s t  t w o  m a t e r i a l s  

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

w i d e s t  a p p l i c a b i l i t y  ( R e f .  2 ,  1 4 ,  2 9 ) .

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

f i b r e s ,  t u b e s  o r  p a r t i c l e s .  C a r r i e r s  a r e  u s u a l l y  p o r o u s  t o  p r o v i d e  g r e a ­

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

b e c o m e s  i m p o r t a n t . :  W h a t e v e r  t h e  f o r m  o f  t h e  m a t r i x ,  t h e  t o t a l  s u r f a c e  

: a r e a  i s  i n v e r s e l y  p r o p o r t i o n a l - :  t o - p o r e  s i z e .  T h e  l a t t e r  m u s t  b e  l a r g e  

e n o u g h ' t o  p e r m i t  e a s y  e n t r y  o f  e n z y m e  f o r  i m m o b i l i s a t i o n  a n d  o f  s u b s t r ­

a t e  f o r  r e a c t i o n ;  V e r y  l a r g e  p o r e s  w o u l d  l o w e r  t o t a l  s u r f a c e  a r e a  a n d  

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

i n c r e a s e  p r o c e s s  c o s t s  ( R e f .  4 2 ) .  I n  a  r e a c t o r ,  b r o a d  p o r e  d i s t r i b u t i o n  

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

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

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

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

s m a l l e r  o n e s  ( R e f s . . . . l ,  4 ,  1 0 ) .

1 . 5 . 3 .  T h e  E n z y m e .

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

b e h a v i o u r  m u s t  b e  t a k e n  i n t o  a c c o u n t .  F o r  e c o n o m i c  o p e r a t i o n ,  h i g h  

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

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

t h a n  t h a t  d e s i r e d .

T o d a y ,  m o s t  i m m o b i l i s e d  e n z y m e  s y s t e m s  i n  u s e  c o n s i s t  o f  c e l l s ,  c e l l  

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

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

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

( R e f .  4 2 ) .  M o r e  c o s t l y  p u r i f i e d  e n z y m e s  m e a n  h i g h e r  p r o d u c t  y i e l d  w i t h  

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



- AO -

- F i g .  1 . 1 1 .  M e t h o d s  o f  C o v a l e n t  A t t a c h m e n t  o f  E n z y m e  t o  S u p p o r t
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- o s o 2 - r

+ H2N-Enzyme

+  H S - E n z y m e  - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 1 I — S - E n z y m e  —

| — N H -

h

E n z y m e  -

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

b e e n  u s e d  f o r  s h o r t e r  p e r i o d s  ( R e f .  2 0 ) .

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

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

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

a t  l o w e r  t e m p e r a t u r e s .  A l s o ,  h i g h  t e m p e r a t u r e s  l e a d  t o  e n z y m e  d e n a t u -  

r a t i o n  ( R e f .  1 0 ) .

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

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

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

t h e  s h i f t  o f  1  t o  2  u n i t s  i n  p H  o p t i m a  o b s e r v e d  o n  i m m o b i l i s a t i o n  o f  e n ­

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

p o s i t i v e l y  c h a r g e d  i o n  [ H + ]  c o n c e n t r a t i o n  i n  t h e  i m m e d i a t e  v i c i n i t y  o f  

t h e  e n z y m e  ( R e f .  2 6 ) .  I n  b o u n d  s y s t e m s ,  t h e  s u b s t r a t e s  m u s t  d i f f u s e  

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

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

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

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

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

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

f a s t  e n z y m e  r e a c t i o n  ( R e f .  1 , 4 ) .  F o r  e n z y m e s  b o u n d  w i t h i n  p o r o u s  o r  

s e m i p e r m e a b l e  m e m b r a n e s ,  l i m i t a t i o n s  f r o m  i n t e r n a l  m a s s  t r a n s f e r  o r  

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

s u b s t r a t e  f r o m  b u l k  s o l u t i o n  t o  c a r r i e r  s u r f a c e  ( R e f .  2 0 ) .

C o m p l e t e  i m m o b i l i s a t i o n  o f  e n z y m e  m a y  n o t  a l w a y s  b e  o b t a i n e d .  C o n f o r ­

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

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

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

t i o n s ,  m a y .  c a u s e  a  d e c r e a s e  i n  s t a b i l i t y  ( R e f s .  2 2 ,  2 9 ) .

S t  e r i c .  ■ _  l i m i t a t i o n s  o n  t h e  p e n e t r a t i o n  o f  s u b s t r a t e  m a y  a l s o  e x p l a i n  t h e  

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

( R e f s .  3 8 ,  2 9 ) T h e  d a t a - a v a i l a b l e  a r e - f r a g m e n t a r y  a n d  t h e s e  e f f e c t s  a r e  

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

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

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

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

b e t w e e n  e n z y m e  a n d  s u p p o r t  m a y ;  b e  e x p e c t e d  t o  h a v e  a n  e f f e c t .

1 . 5 . 4 .  T h e  R e a c t o r .

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

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

e n z y m e s .  T h e y  a r e  i l l u s t r a t e d  i n  f i g .  1 . 1 2 .

- T h e  s i m p l e s t  t y p e  i s  t h e  b a t c h  s t i r r e d  t a n k  r e a c t o r  w h e r e  e n z y m e  a n d  

a n d  r e a c t a n t s  a r e  p l a c e d ; - i n  a  c o n t a i n e r  a n d  t h e  r e a c t i o n  p r o c e e d s  t o  a  

d e s i r e d  c o n v e r s i o n  l e v e l .  T h e  c o n t i n u o u s  s t i r r e d  t a n k  r e a c t o r  ( C S T R )  

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

r e m o v a l  o f  p r o d u c t .  A n o t h e r _ ; c o n t i n u o u s  f l o w  s y s t e m  i s  t h e  p l u g - f l o w  o r  

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

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

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

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

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

b l o c k s  o r  m e m b r a n e s  h a v e  b e e n  t r i e d  ( R e f .  1 ,  . 1 0 ,  2 0 ) , ' , . - . . .

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

v o l u m e  r e a c t o r  ( w h i c h  i s  i m p o r t a n t  i n  d e t e r m i n i n g  r e a c t o r  s i z e )  t h a n  

s t i r r e d  t a n k s .  T h u s ,  i n  t h e  l a t t e r ,  t h e  e m p h a s i s  i s  o n  h i g h  e n z y m e
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T a b l e  1 . 4 .  S e l e c t e d  A p p l i c a t i o n s  o f  I m m o b i l i s e d  E n z y m e s
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Fig. 1.12. Diagrammatic Representation of Reactor Configurations.
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- a c t i v i t y  p e r  v o l u m e  o f  s u p p o r t .  D i f f u s i o n a l  e f f e c t s  h a v e  b e e n  o b s e r v e d  

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

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

d r o p  o r  p l u g g i n g  r e s p e c t i v e l y .  I n  f l u i d i s e d  b e d s ,  h i g h  f l u i d  v e l o c i t i e s  

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

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

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

( R e f ; .  2 0 ) .  M a n y - e n z y m e s  a r e  i n h i b i t e d  b y  e x c e s s  s u b s t r a t e  o r  p r o d u c t .

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

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

i n t e r v a l s .  C a t a l y s t  r e g e n e r a t i o n  i s  a l s o  e a s i e r  i n  s u c h  a  r e a c t o r  w h e r e a s  

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

.  ( R e f .  4 2 ) . ; C o n t i n u o u s  s y s t e m s : m a y  l o f f e r . . c o n s t a n t  r e a c t i o n  c o n d i t i o n s  w i t h  

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

u n e c o n o m i c  w h e r e  o u t p u t  . . i s  s m a l l  ( R e f .  2 0 ) .  F o r  f r e e  e n z y m e s ,  a  c o m p l e t e ­

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

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

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

e n z y m e  a n d  m o d e r a t e s  v a r i a t i o n s . i n  c o n c e n t r a t i o n ,  p H  a n d  t e m p e r a t u r e .

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

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

( R e f .  1 ) .

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

o u t l i n e d  i n  t h e  f o l l o w i n g  s e c t i o n  .

1 . 6 .  C o n c l u s i o n .

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

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

t o  a n t i b i o t i c  p r o d u c t i o n  f r o m  i m m o b i l i s e d  m i c r o b i a l  e n z y m e s  a n d  c e l l s
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( R e f s .  1 0 ,  2 0 ,  4 2 ) .  b u t  n o  e q u i v a l e n t  s t u d i e s  o n  p l a n t  e n z y m e s  a n d  

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

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

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

s p e c i e s  ( R e f .  7 ) .  T h u s  t h e  v e r y - n o v e l t y  o f  t h e  p r e s e n t  s t u d y  i n d i c a t e s  

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

i n  f i g .  - 2 . 1 .  T h e  r e l e v a n t  e n z y m e  s y s t e m  h a d  t o  b e  i s o l a t e d ,  i m m o b i l i s e d  

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

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

•  I n  t h e  c a s e  o f  V L B ,  t h i s  i n v o l v e s  t h e  i n c o r p o r a t i o n  o f  p r e c u r s o r s ,  

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

o b s t a c l e  i s  t h e n  t h e  q u a n t i t i v e  d e t e c t i o n  o f  n o n p i g m e n t e d  a l k a l o i d s

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

f o l l o w i n g  c h a p t e r s .
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2 .  M A T E R I A L S  A N D  M E T H O D S

T h e  s c h e m e  i n  f i g .  2 . 1 .  s h o w s  t h e  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  t h e  v a r i o u s  

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

T h e  d i m e r i c  a l k a l o i d  V L B  i s  - f o r m e d  f r o m  m o n o m e r i c  p r e c u r s o r s ,  i . e .  

v i n d o l i n e  ( v i n )  a n d  c a t h e r a n t h i n e . . . ( c a t ) .  B e c a u s e  o n l y  a  f e w  m i l l i g r a m s  

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

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

- b e  i s o l a t e d  . f r o m  _ C .  r o s e u s  i n  t h e  l a b o r a t o r y .

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

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

e n z y m e  s y s t e m ,  i t s  a s s a y  a n d  i m m o b i l i s a t i o n .

2 . 1 .  S o u r c e s  o f  C h e m i c a l s

S e p h a d e x  G - 2 5 ,  D E A E  S e p h a r o s e  6 C L ,  T r e s y l  a c t i v a t e d  S e p h a r o s e  4 B  w e r e  

f r o m  P h a r m a c i a  ( U p p s a l a ,  S w e d e n ) . ' P V P ,  N A D P H ,  F A D  w e r e  f r o m  S i g m a  ( S t .  

L o u i s ,  U S A ) .  [ 2 - ^ C j T r y p t a m i n e  b i s u c c i n a t e  f r o m  N e w  E n g l a n d  N u c l e a r  

( U S A ) .  B i o r a d  p r o t e i n  a s s a y  f r o m  B i o r a d  ( C a l i f o r n i a ,  U S A ) .  C . r o s e u s  s e e d  

a n d  S e c o l o g a n i n  w a s ~ ~ a  g i f t  f r o m  P .  B r o d e l i u s  ( E T H - Z i i r i c h ,  S w i t z e r l a n d ) .  

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

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

2 . 2 .  G r o w t h  o f  C .  r o s e u s

. S e e d s  o f  C .  r o s e u s  G .  D o n  w e r e  g e r m i n a t e d  o n  c o t t o n  w o o l  i n  g l a s s  

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

s m a l l  p l a s t i c  p o t s  w i t h  l o a m y  s o i l  ( 2 4  %  s a n d ,  2 9 %  c l a y ,  4 7 %  s i l t )  a n d  

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

m e t e r  p o t s  c o n t a i n i n g  s a m e  s o i l  t y p e .  P l a n t s  w e r e  f e d  e v e r y  t w o  w e e k s  

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

g r e e n h o u s e  a t  2 2 ° C ,  7 0 %  h u m i d i t y  a n d  p h o t o p e r i o d  o f  1 6  h o u r s .
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M a n y  s t u d i e s  o n  t h e  t o t a l  a l k a l o i d  c o n t e n t  o f  C .  r o s e u s  i n d i c a t e  t h a t

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

t h e  s t e m s  a n d  r o o t s  w h i l e  f l o w e r s  a n d  s e e d s  t r a i l  f a r  b e h i n d  ( R e f s .

9 ,  1 3 ,  1 9 ,  3 7 ,  4 3 ) .  . T h e  a l k a l o i d s  a c c u m u l a t e  a t  a  h i g h e r  r a t e  i n  y o u n g

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

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

- 4
a v e r a g e  c o n c e n t r a t i o n  o f  V i n d o l i n e  i n  d r y  w e i g h t  i s  a b o u t  3  x  1 0  %

f o r  s e e d s ,  0 . 4 %  f o r  y o u n g  l e a v e s ,  7 . 0 %  f o r  j u s t  m a t u r e  l e a v e s  a n d  0 . 2 %  

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

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

t h e  f l o w e r i n g  s t a g e ,  a f t e r  1 0  w e e k s  ( R e f .  4 3 ) .

2 . 3 .  I s o l a t i o n  o f  A l k a l o i d s  f r o m  C .  r o s e u s

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

a l k a l o i d  r e s e a r c h .  T h e y  a l l  d e p e n d  o n  t h e  p h y s i c a l  c h a r a c t e r i s t i c s  

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

n o n - p o l a r  o n e s  a t  h i g h  p H ,  u s u a l l y  i m m i s c i b l e  w i t h  w a t e r .  T h u s  s e p a r a ­

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

e x t r a c t i o n s .  C h r o m a t o g r a p h i c  t e c h n i q u e s  a r e  w i d e l y  u s e d  i n  a l k a l o i d  

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

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

( R e f .  1 8 ) .  T h e y  w e r e  t h e r e f o r e  d i s t i l l e d  b e f o r e  u s e .  H y d r o c a r b o n s  s u c h  

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

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

f o r  a l k a o i d  e x t r a c t i o n  i s  g i v e n  i n  f i g  2 . 2 .

5 0 0 g  y o u n g  m a t u r e  l e a v e s  w e r e  h o m o g e n i s e d  w i t h  m e t h a n o l  i n  a  w a r i n g  

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

n o l  t o  a  f i n a l  v o l u m e  o f  1  L ,  u n t i l  c o l o u r l e s s ,  a n d  t h e n  d i s c a r d e d .

T h e  c o m b i n e d  f i l t r a t e  w a s  e v a p o r a t e d  i n  v a c u o  a t  3 5 ° C  a n d  t h e  r e s i d u e
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F i g . . 2 . 2 . - . G e n e r a l  S c h e m e  o f  A l k a l o i d  E x t r a c t i o n  f r o m  C .  r o s e u s .

l e a v e s

1 .  h o m o g e n i s a t i o n  w i t h  m e t h a n o l

2 .  f i l t r a t i o n

3 .  w a s h  r e s i d u e  w i t h  m e t h a n o l

f i l t r a t e  * •  r e s i d u e

f l a s h  e v a p o r a t i o n  .  

r e s i d u e

1 .  d i s s o l v e  i n  1  N  H C 1

2 .  e x t r a c t i o n  w i t h  e t h e r

e t h e r  e x t r a c t  

( d i s c a r d )

e t h y l  a c e t a t e  e x t r a c t

1 .  d r y  w i t h  N a ^ S O ^

2 .  f i l t r a t i o n

3 .  e v a p o r a t i o n

b r o w n  o i l

1 .  c h r o m a t o g r a p h y  o n  a l u m i n a  w i t h  c h l o r o f o r m

2 .  c o n c e n t r a t i o n

c r u d e  a l k a l o i d  e x t r a c t  

c h r o m a t o g r a p h y

analytical preparative

a q u e o u s  e x t r a c t  

( d i s c a r d )

a q u e o u s  e x t r a c t

■ :  : :  1 .  t o  p H  1 0  w i t h  1 5  N  N a O H

2 .  e x t r a c t i o n  w i t h  e t h y l  a c e t a t e
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t a k e n  u p  i n  5 0  m l  1  N  H C L ,  t h e  f l a s k  b e i n g  r i n s e d  o u t  w i t h  t w o  m o r e  

v o l u m e s  o f  a c i d , w h i c h  b i n d s  t h e  a l k a l o i d  b a s e s  i n  t h e  e x t r a c t  ( R e f . 3 7 )  

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

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

l i g h t  i n  c o l o u r .  T h e n  t h e  a q u e o u s  l a y e r  w a s  m a d e  b a s i c  t o  p H  1 0  w i t h  

1 5  N  N H ^ O H ,  a s  t h e  r e q u i r e d  a l k a l o i d s  a r e  f o u n d  a t  t h i s  p H  ( R e f .  3 7 ) .  

T h e  a l k a l o i d  b a s e s  w e r e  e x t r a c t e d  w i t h  a  t o t a l  o f  4 5 0  m l  e t h y l  a c e t a t e  

T h i s  l a y e r  w a s  r e m o v e d  a n d  d r i e d  w i t h  N a 2 S 0 ^ ,  f i l t e r e d  a n d  e v a p o r a t e d  

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

w i t h  c h l o r o f o r m  t h r o u g h  a  s h o r t  c o l u m n  ( 1 x 5  c m )  o f  a l u m i n a  ( W o e l m  

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

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

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

2 . 4 .  T h e  A n a l y s i s  o f  A l k a l o i d s .

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

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

a n a l y s i s  o f  a l k a l o i d s .  G a s - l i q u i d  m e t h o d s ,  t h o u g h  v e r y  s e n s i t i v e ,  a r e  

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

r e q u i r e d  f o r  v o l a t i l i s a t i o n .  W i t h  h i g h  P e r f o r m a n c e  L i q u i d  C h r o m a t o g r a ­

p h y  ( H P L C ) ,  e v e n  u n s t a b l e  a l k a l o i d s  c a n  b e  m e a s u r e d .

2 . 4 . 1 .  A n a l y s i s  o f  a l k a l o i d s  b y  H P L C .

T h e  H P L C  s y s t e m  u s e d  w a s  a  K d n t r o n  S y s t e m  6 0 0  i n c o r p o r a t i n g  a  U v i c o r d  

s p e c t o p h o t o m e t e r  a n d  u s i n g  r e v e r s e d - p h a s e  c o l u m n  L i c h r o s o r b :  R P - 1 3 ‘ .  ( 0 7 7  

x  4  c m )  f r o m  M e r c k  ( D a m s t a d t ,  G D R ) .  T h e  c r u d e  a l k a l o i d  r e s i d u e  w a s  

d i s s o l v e d  i n  m e t h a n o l ,  a l i q u o t s  i n j e c t e d  o n t o  t h e  c o l u m n  a n d  e l u t e d  

w i t h  p h o s p h a t e  b u f f e r  ( 0 . 0 1  M ,  p H  7 )  c o n t a i n i n g  6 0 %  m e t h a n o l .  T h e  

e l u t i o n  p r o f i l e  w a s  m o n i t o r e d  b y  a b s o r b a n c e  a t  2 5 4  n m  w i t h  a u t h e n t i c  

s a m p l e s  o f  c a t h e r a n t h i n e  a n d  v i n d o l i n e  a s  r e f e r e n c e s .  Q u a n t i t a t i o n  w a s
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by peak area using an integrator on the recorder.

In terms of sensitivity, HPLC is very variable, depending on the ex­

tinction coefficients of the alkaloids of interest which can result in 

equal amounts of compounds giving different peak areas. Only prepurified 

extracts can be succesfully used and the number of samples which can 

be processed in a working day is limited.

A relatively tedious but practical method is Thin Layer Chromatography 

(TLC). Of the three chromatographic techniques, it is the least sensi­

tive, with detection in the 10-100 ng range. Its separation power is 

compatible with that of HPLC. Like HPLC, the analysed compounds may 

be recovered, in this case by their elution from the plate, thus en­

abling quantitative analyses to be done. The great advantage of TLC 

over HPLC lies in the large number of samples that can be analysed 

under the same conditions at the same time. As a TLC plate is used 

only once, it does not interfere with subsequent analyses. Also, after 

detection the compounds are visible.

2.4.2. Analysis of Alkaloids by TLC

Samples were spotted onto silica gel 60 F-254 plates (Merck) and deve­

loped with chloroform-methanol (9:1) with authentic reference alkaloids. 

The chromatograms were analysed at 254 nm using a TLC scanner (Camag).

2.5. Preparative Chromatography of Alkaloids

2.5.1. Preparative HPLC of Alkaloids

The same HPLC system as in section 2.4.1. was used except that the 

column was a Lichroprep RP-8 (1 x 24 cm) from Merck. The fractions 

corresponding to elution peaks obtained by preparative HPLC were further 

characterised by TLC as described in section 2.4.2. Vindoline containing 

fractions were evaporated and recrystallised from ether while those

with catheranthine were recrystallised from methanol.
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b y  p e a k  a r e a  u s i n g  a n  i n t e g r a t o r  o n  t h e  r e c o r d e r .

I n  t e r m s  o f  s e n s i t i v i t y ,  H P L C  i s  v e r y  v a r i a b l e ,  d e p e n d i n g  o n  t h e  e x ­

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

e q u a l  a m o u n t s  o f  c o m p o u n d s  g i v i n g  d i f f e r e n t  p e a k  a r e a s .  O n l y  p r e p u r i f i e d  

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

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

A  r e l a t i v e l y  t e d i o u s  b u t  p r a c t i c a l  m e t h o d  i s  T h i n  L a y e r  C h r o m a t o g r a p h y  

( T L C ) .  O f  t h e  t h r e e  c h r o m a t o g r a p h i c  t e c h n i q u e s ,  i t  i s  t h e  l e a s t  s e n s i ­

t i v e ,  w i t h  d e t e c t i o n  i n  t h e  1 0 - 1 0 0  n g  r a n g e .  I t s  s e p a r a t i o n  p o w e r  i s  

c o m p a t i b l e  w i t h  t h a t  o f  H P L C .  L i k e  H P L C ,  t h e  a n a l y s e d  c o m p o u n d s  m a y  

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

a b l i n g  q u a n t i t a t i v e  a n a l y s e s  t o  b e  d o n e .  T h e  g r e a t  a d v a n t a g e  o f  T L C  

o v e r  H P L C  l i e s  i n  t h e  l a r g e  n u m b e r  o f  s a m p l e s  t h a t  c a n  b e  a n a l y s e d  

u n d e r  t h e  s a m e  c o n d i t i o n s  a t  t h e  s a m e  t i m e .  A s  a  T L C  p l a t e  i s  u s e d  

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

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

2 . 4 . 2 .  A n a l y s i s  o f  A l k a l o i d s  b y  T L C

S a m p l e s  w e r e  s p o t t e d  o n t o  s i l i c a  g e l  6 0  F - 2 5 4  p l a t e s  ( M e r c k )  a n d  d e v e ­

l o p e d  w i t h  c h l o r o f o r m - m e t h a n o l  ( 9 : 1 )  w i t h  a u t h e n t i c  r e f e r e n c e  a l k a l o i d s .  

T h e  c h r o m a t o g r a m s  w e r e  a n a l y s e d  a t  2 5 4  n m  u s i n g  a  T L C  s c a n n e r  ( C a m a g ) .

2 . 5 .  P r e p a r a t i v e  C h r o m a t o g r a p h y  o f  A l k a l o i d s

2 . 5 . 1 .  P r e p a r a t i v e  H P L C  o f  A l k a l o i d s

T h e  s a m e  H P L C  s y s t e m  a s  i n  s e c t i o n  2 . 4 . 1 .  w a s  u s e d  e x c e p t  t h a t  t h e  

c o l u m n  w a s  a  L i c h r o p r e p  R P - 8  ( 1  x  2 4  c m )  f r o m  M e r c k .  T h e  f r a c t i o n s  

c o r r e s p o n d i n g  t o  e l u t i o n  p e a k s  o b t a i n e d  b y  p r e p a r a t i v e  H P L C  w e r e  f u r t h e r  

c h a r a c t e r i s e d  b y  T L C  a s  d e s c r i b e d  i n  s e c t i o n  2 . 4 . 2 .  V i n d o l i n e  c o n t a i n i n g  

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

with catheranthine were recrystallised from methanol.
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2 . 5 . 2 .  P r e p a r a t i v e  T L C  o f  A l k a l o i d s .

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

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

- m e t h a n o l  ( 9 5  :  1 )  a n d  a n a l y s e d  b y  T L C  a s  i n  s e c t i o n  2 . 4 . 2 .

2 . 5 . 3 .  P r e p a r a t i v e  L i q u i d  C h r o m a t o g r a p h y  o f  A l k a l o i d s .

B e c a u s e  o f  t h e  p r o b l e m s  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  H P L C  s e p a r a t i o n s , i . e .  t h e  

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

( a b o u t  5 0 0 - 1 0 0 0  p i ) ,  a n d  t h e  h i g h  b a c k  p r e s s u r e  r e s u l t i n g  f r o m  t h e  

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

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

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

p h e d  o n  s i l i c a  g e l  6 0  ( M e r c k )  w i t h  c h l o r o f o r m - m e t h a n o l  ( 9  : 1 )  a s  

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

e t h e r  ( 4 0  - 6 0 ) ,  p e t r o l e u m  e t h e r - b e n z e n e  ( 1  : 1 ) ,  b e n z e n e ,  b e n z e n e -  

c h l o r o f o r m  ( 9  : 1 ) ,  c h l o r o f o r m  a n d  m e t h a n o l ,  a f t e r  t h e  m e t h o d  o f  

W i g f i e l d  ( R e f .  4 0 ) .  E v e r y  s e c o n d  f r a c t i o n  w a s  c h e c k e d  b y  T L C  a s  i n  

s e c t i o n  2 . 4 . 2 .  I d e n t i c a l  f r a c t i o n s ' w e r e  p o o l e d  a n d  r u n  o n  p r e p a r a t i v e  

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

2 . 6 .  P r e p a r a t i o n  o f  c e l l  f r e e  e x t r a c t s  f r o m  C .  r o s e u s .

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

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

( R e f .  1 9 ) .  T h e  e x t r a c t i o n  s c h e m e  i s  p r e s e n t e d  i n  f i g .  2 . 3 .  T h e  s p e e d  

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

a t i o n .  T h e r e f o r e  a l l  o p e r a t i o n s  w e r e  p e r f o r m e d  a t  4 V C .

L e a v e s  ( 5  g )  f r o m  m a t u r e  C .  r o s e u s  p l a n t s  w e r e  h o m o g e n i s e d  i n  a  w a r i n g  

b l e n d e r  w i t h  p h o s p h a t e  b u f f e r  ( 5 0  m l ,  0 . 1  M ,  p h  6 . 3 ) *  c o n t a i n i n g  0 . 0 2  M  

f l - m e r c a p t o e t h a n o l  t o  s t a b i l i s e  p r o t e i n .  P V P  ( 5  g )  p r e v i o u s l y  w e t t e d  

w i t h  t h e  s a m e  b u f f e r  w a s  a d d e d  g r a d u a l l y  d u r i n g  t h e  p r o c e s s .  T h i s  b i n d s
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F i g .  2 . 3 .  G e n e r a l  S c h e m e  o f  E n z y m e  I s o l a t i o n  f r o m  C .  r o s e u j s

l e a v e s

1 .  h o m o g e n i s e  w i t h  P V P

2 .  f i l t e r

I
f i l t r a t e

c e n t r i f u g e  3 0 0 0 0  g  x  4 0 *

r e s i d u e

( d i s c a r d )

s u p e r n a t e n t

c r u d e  e n z y m e  e x t r a c t

1 . 7 0 %  s a t u r a t i o n  w i t h  s o l i d  ( N H . ) _ S 0„ • - 4- A <
2 . c e n t r i f u g a t i o n  3 0 0 0 0  g  x  2 0 '

p e l l e t

( d i s c a r d )

p e l l e t  s u p e r n a t e n t

( d i s c a r d )

1 .  r e s u s p e n d  i n  b u f f e r

2 .  d i a l y s e  i n  s e p h a d e x  G - 2 5

d i a l y s a t e

p r e c i p i t a t e d  e x t r a c t  - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - * a s s a y

1 . i o n  e x c h a n g e  D E A E  s e p h a r o s e  6 C 1

2 . 7 0 %  s a t u r a t i o n  w i t h  s o l i d  ( N H . ) „ S 0 .
4  2  4

3 .  c e n t r i f u g a t i o n  3 0 0 0 0  g  x  2 0 '

p e l l e t  s u p e r n a t e n t

( d i s c a r d )

1 .  r e s u s p e n d  i n  b u f f e r

2 .  d i a l y s e

d i a l y s a t e

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

i m m o b i l i s a t i o n

immobilised enzyme + assay
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p h e n o l s  t h a t  c o u l d  i n a c t i v a t e  t h e  p r e p a r a t i o n .  T h e  h o m o g e n a t e  w a s  f i l ­

t e r e d  t h r o u g h  c h e e s e c l o t h  a n d  c e n t r i f u g e d  ( B e c k m a n  J S  2 1 )  a t  3 0 , 0 0 0  g  

f o r  A O  m i n u t e s .  T h e  s u p e r n a t a n t  ( 2 5  m l )  w a s  u s e d  a s  c e l l  f r e e  e x t r a c t .  

T h i s  s u p e r n a t a n t  w a s  b r o u g h t  t o  7 0 %  s a t u r a t i o n  w i t h  s o l i d  ( N H ^ ^ S O ^  

a n d  c e n t r i f u g e d  a t  3 0 , 0 0 0  g  f o r  2 0  m i n u t e s  t o  c o n c e n t r a t e  t h e  p r o t e i n s  

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

a m o u n t  o f  b u f f e r  ( 0 . 0 2  M  p h o s p h a t e ,  p H  6 . 8 ,  w i t h  0 . 0 2  p - m e r c a p t o e t h a n o l )  

a n d  d i a l y s i s  o n  a  c o l u m n  o f  S e p h a d e x  G - 2 5  ( 2 . 5  x  1 6  e r a )  e q u i l i b r a t e d  

w i t h  t h e  s a m e  b u f f e r ,  a t  a n  e l u t i o n  r a t e  o f  1  m l / m i n  w i t h  m o n i t o r i n g  

a t  2 8 0 n m .  T h i s  w a s  t h e  p r e c i p i t a t e d  e x t r a c t .

T h e  d i a s y l a t e  ( c a . 1 5  m l )  w a s  a p p l i e d  o n t o  a n  i o n - e x c h a n g e  c o l u m n  o f  

D E A E - S e p n a r o s e  6  C L  ( 1 . 5  x  3  c m )  p r e v i o u s l y  e q u i l i b r a t e d  w i t h  t h e  a b o v e  

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

t e i n  r e m a i n e d .  S u b s e q u e n t l y ,  a  l i n e a r  g r a d i e n t  f r o m  0 . 0  M  t o  0 . 5  M  N a C l  

i n  t h e  s a m e  b u f f e r  w a s  a p p l i e d  a t  a  f l o w  r a t e  o f  0 . 2 5  m l / m i n .  T h e  1  m l  

f r a c t i o n s  c o l l e c t e d  w e r e  m o n i t o r e d  b y  a b s o r b a n c e  a t  2 8 0  n m .  T h e  f r a c t i o n s  

w e r e  p o o l e d  a n d  c o n c e n t r a t e d  b y  ( N H ^ ^ S O ^  p r e c i p i t a t i o n  a n d  d e s a l t i n g  

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

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

d e s c r i b e d  i n  s e c t i o n s  2 . 7 .  a n d  2 . 9 .

T h e  e n z y m e  p r e p a r a t i o n s  w e r e  s t o r e d  a t  - 2 0 ° C .

2 . 7 .  A s s a y  o f  C e l l  F r e e  P r e p a r a t i o n s .

T h e  a s s a y  d e v e l o p e d  b y  K u t n e y  ( R e f .  1 9 )  w a s  u s e d  a s  i t  c o u l d  b e  e a s i l y

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

1 4

e x t r a c t  w a s  m e a s u r e d  b y  t h e  i n c o r p o r a t i o n  o f  [ 2 -  C ]  l a b e l l e d  T r p  i n  

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

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

s p o t t e d  o n t o  T L C  p l a t e s ,  r e s o l v e d  a n d  a n a l y s  f o r  t h e  p r e s e n c e  o f  l a b e l
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b y  l i q u i d  s c i n t i l l a t i o n  c o u n t i n g .  T h e  c o n d e n s i n g  r e a c t i o n  b e t w e e n  m o n o ­

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

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

T r p .  C a t  w a s  o b t a i n e d  f r o m  a l k a l o i d  e x t r a c t i o n :  t h e s e  r e a c t i o n s  a r e  

d e p i c t e d  i n  f i g  2 . 4 .  [ 2 - ^ C ] T r p  b i s u c c i n a t e  h a s  t h e  f o r m u l a :

.  C q H , N C H o C H o N H o . H 0 0 C C H o C H o C 0 0 H
0 0 ^ 2  2 2 2 2 

A

1 4
T h e  a s t e r i s k  i n d i c a t e s  C  a t o m .  T h u s  o n e  m o l e  o f  r e a c t a n t  w i l l  b e  i n ­

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

t u r e s  i n  f i g  1 . 8  a r e  c o n s i d e r e d .

„  .  ■ ,  p r o d u c t  r a d i o a c t i v i t y  x  1 0 0

■  p r e c u r s o r  r a d i o a c t i v i t y

T h e  r a d i o a c t i v i t y  o f  t h e  p r e c u r s o r  ( i n  j u C i )  i s  k n o w n ,  a s  a  g i v e n  a m o u n t  

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

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

. p r o d u c t  s p o t  d p m  o n  T L C  p l a t e  x  t o t a l  r e a c t i o n  m i x t u r e  v o l u m e

p r o d u c t  s p o t  v o l u m e

( d p m  :  d i s i n t e g r a t i o n s  p e r  m i n .  C o n v e r s i o n  t o  p C i  :  1  p C i  =  2 . 2  x  1 0  

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

a c t i v i t y  b e i n g  c o n s t a n t ,  t h e  a c t i v i t y  o f  e n z y m e  i s  g i v e n  b y  t h e  d p m  

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

e x t r a c t s  w e r e  u s e d  a s  c o n t r o l s .

T o  t h e  e x t r a c t  ( 2 5  m l )  w e r e  a d d e d  ( 2 - ^ C ) T r p  b i s u c c i n a t e  ( 2 . 5  p C I ,

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

w i t h  N A D P H  ( 0 . 5  m g ) .  A l k a l o i d a l  p r o d u c t s  w e r e  o b t a i n e d  b y  a d j u s t i n g  

t h e  s o l u t i o n  t o  p H  9  w i t h  a m m o n i a  a n d  e x t r a c t i n g  w i t h  c h l o r o f o r m .  A l i ­

q u o t s  w e r e  s p o t t e d  o n t o  s i l i c a  g e l  T L C  p l a t e s  b a c k e d  w i t h  a l u m i n i u m  

f o i l  ( M e r c k ) ,  a n d  r u n  a s  d e s c r i b e d  i n  s e c t i o n  2 . 4 . 2 .  T h e  s p o t s  w e r e  

t h e n  c u t  o u t ,  p u t  i n t o  s c i n t i l l a t i o n  v i a l s  a n d  t h e  a l k a l o i d  e l u t e d  w i t h
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F i g .  2 . 4 .  S c h e m e  o f  A s s a y s  o f  C e l l  F r e e  E x t r a c t i o n s

1 .  ( 2 - ^ C ) T r p  +  S e c o l o g a n i n

F A D ,  N A D P H

3 4  C  t e m p e r a t u r e ,  2  h o u r s  

1 0 0  r p m  a g i t a t i o n  

c e l l  f r e e  e x t r a c t

i
I
r
I
i
I
1

i

V i n d o l i n e

p H  9

c h l o r o f o r m

c e n t r i f u g a t i o n

2 .  C a t

i
\

i
i
I

I
+  c o l d  v i n

F A D ,  N A D P H  

3 4 c C

1 0 0  r p m  

3  h o u r s

c e l l  f r e e  e x t r a c t

T L C

M e O H  1 :  C H C 1 3  9  

s p o t s

s c a n n e r  s c i n t i l l a t i o n  

c o u n t e r

- f *  P r o d u c t s  

p H  9

c h l o r o f o r m

c e n t r i f u g a t i o n

T L C

M e O H  1 :  C H C 1 3  9  

s p o t s

s c a n n e r  s c i n t i l l a t i o n  

c o u n t e r
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0 . 5  -  1 . 0  m l  w a t e r  a t  4 0 ° C  f o r  3  h o u r s .  5  -  1 0  m l  s c i n t i l l a t i o n  l i q u i d  

( B e c k m a n  E P )  w a s  a d d e d  a n d  t h e  s a m p l e s  c o u n t e d  i n  a  s c i n t i l l a t i o n  c o u n ­

t e r  ( B e c k m a n  L S  1 8 0 0 )  a t  9 5 %  e f f i c i e n c y .

2 . 7 . 1 .  A s s a y  o f  C o n d e n s i n g  R e a c t i o n  o f  C r u d e  E x t r a c t

A  5  x  2 5  m l  i n c u b a t i o n  w a s  m a d e  a n d  l a b e l l e d  v i n  i s o l a t e d  b y  p r e p a r a ­

t i v e  T L C  a s  i n  s e c t i o n  2 . 5 . 2 .

T o  t h e  e x t r a c t  ( 2 5  m l )  w e r e  a d d e d  N A D P H  ( 0 . 5  m g ) ,  F A D  ( 0 . 5  m g ) ,  c a t  

( 1 . 0  m g ) ,  v i n  ( 1 . 0  m g ,  0 , 0 2  p C i  w i t h  1 . 0  m g ' c o l d  v i n )  a n d  i n c u b a t e d  

a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  f o r  3  h o u r s .  T h e  a l k a l o i d  p r o d u c t s  w e r e  e x t r a c t e d  

a n d  a n a l y s e d  b y  T L C  a s  i n  s e c t i o n  2 . 4 . 2 .  T h e  i n c o r p o r a t i o n  o f  l a b e l  

i n t o  t h e  p r o d u c t s  w a s  d e t e r m i n e d  a s  i n  s e c t i o n  2 . 7 .  I n  l a t e r  e x p e r i m e n t s  

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

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

2 . 7 . 2 .  A s s a y  o f  P a r t i a l l y  P u r i f i e d  E x t r a c t

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

s t a n d a r d  a s s a y  c o n s i s t e d  o f  5 0  j u l  e a c h  o f  N A D P H  ( 1 0  m g / m l ) ,  F A D  ( 1 0  

m g / m l )  ,  s e c o l o g a n i n  ( 2  m g / m l ) ,  5  —  1 0  u l  [ 2 - ^ C ] T r p  b i s u c c i n a t e  ( 0 . 5  

- 1 . 0  j u C i ) ,  T r p  c h l o r i d e  ( 5  -  1 0  p M ) ,  e n z y m e  p r e p a r a t i o n  ( 0 . 5  -  1 . 0  

m g )  a n d  p h o s p h a t e  b u f f e r  ( 0 . 0 2  M ,  p H  6 . 8 )  m a d e  u p  t o  a  t o t a l  o f  1 . 0  

m l  w i t h  b u f f e r .  A f t e r  t w o  h o u r s ,  1 0 0  -  2 0 0  m l  a l i q u o t s  w e r e  r e m o v e d ,  

b r o u g h t  t o  p H  9  w i t h  a m m o n i a ,  2 0 0  p i  c h l o r o f o r m  a d d e d ,  c e n t r i f u g e d  

a t  1 0 0 0  g  f o r  5  m i n s  t o  s e p a r a t e  t h e  p h a s e s  a n d  5 0  -  1 0 0  p i  a l i q u o t s  

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

i n  s e c t i o n  2 . 7 . 1 .

T h e s e  A s s a y s ,  w h i l e  p e r p h a p s  a d e q u a t e  f o r  p r e p a r a t i v e  w o r k ,  a r e  c u m b e r ­

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

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

A b o u t  1 - 2  d a y s  a r e  n e e d e d  f o r  o n e  e x p e r i m e n t .  H o w e v e r ,  t h e  l a r g e
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n u m b e r  o f  s a m p l e s  t h a t  c a n  b e  p r o c e s s e d  p e r  d a y  s h o u l d  o u t w e i g h  t h e  

d r a w b a c k s .

2 . 8 .  I m m o b i l i s a t i o n  o f  E n z y m e  E x t r a c t

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

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

b e  l o w e r  t h a n  b y  o t h e r  o n e s  ( R e f .  1 0 )

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

S e p h a r o s e  g e l s ,  a r e  c o m m e r c i a l l y  a v a i l a b l e  ( P h a r m a c i a ,  S w e d e n )  t h u s  

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

S e p h a r o s e  i s  a  b e a d - l i k e  a g a r o s e  g e l  m a d e  f r o m  a g a r  b y  r e m o v a l  o f  

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

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

u p  o f  r e p e a t i n g  u n i t s  o f  s u g a r  r e s i d u e s  a s  s h o w n  i n  f i g .  2 . 5 .

( R e f s .  2 8 , 2 3  ) . ’

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

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

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

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

t i o n  ( u s u a l l y  b e t w e e n  2  a n d  6 % ) .  T h e y  a r e  a l s o  s t a b l e  u n d e r  a  b r o a d  

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

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

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

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

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

r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  p e r m e a b i l i t y  a n d  m a t r i x  d e n s i t y  ( R e f s .  2 9 ,  3 8 . ) .

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

o n e  w i t h  a d v a n t a g e s  o v e r  t h e  w i d e l y  u s e d  C N B r  m e t h o d s .  L i k e  t h e  l a t t e r  

i t  i s  a  m i l d  m e t h o d  w h e r e  p r o t e i n  d e n a t u r a t i o n  i s  a v o i d e d .  H o w e v e r ,
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F i g .  2 . 5 .  T h e  S t r u c t u r e  o f  S e p h a r o s e

S t r u c t u r e  o f  t h e  r e p e a t i n g  s u b - u n i t  o f  a g a r o s e  

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

d o u b l e

p o l y s s

c h a i n s

S t r u c t u r e  o f  f i n a l .  a g a r o s e  g e l .

D a t a  f r o m  R e f .  2 8 .
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I t  i s  b e t t e r  f o r  c o u p l i n g  p H  s e n s i t i v e  p r o t e i n s  w i t h  h i g h  y i e l d s ,  e v e n  

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

( R e f .  2 4 ) ;  a n  i m p o r t a n t  p r o p e r t y  f o r  t h i s  s t u d y  w h e r e  t h e  e n z y m e  s y s t e m  

w a s  n o t  w e l l  c h a r a c t e r i s e d .  I n  c o n t r a s t  t o  C N B r ,  t h e  d e g r e e  o f  a c t i v a ­

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

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

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

a t  o n c e  a s  i s  u s u a l  w i t h  o t h e r  m a t r i c e s  ( R e f .  2 5 , 2 8 ) .  A s  d i s c u s s e d  

i n  s e c t i o n  1 . 5 . 1 . 5 . ,  b i n d i n g  b y  T r e s y l  c h l o r i d e  a c t i v a t e d  g e l s  c o u l d  

s t a b i l i s e  e n z y m e s  t h r o u g h  t h i o l  a n d  a m i n o  g r o u p s ,  w h e r e a s  C N B r  s u p p o r t s  

r e a c t  m a i n l y  w i t h  t h e  l a t t e r .  T r e s y l  c h l o r i d e  a c t i v a t e d  S e p h a r o s e  4 B  

i s  t h e  o n l y  f o r m  o f  t h i s  m a t r i x  a v a i l a b l e  c o m m e r c i a l l y .  N o n - s p e c i f i c  

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

m i n i m i s e d  d u r i n g  a g a r o s e  p u r i f i c a t i o n .  I t s  o p e n  p o r e  s t r u c t u r e  m a k e s  

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

6 0  x  1 0 3  t o  2 0  x  1 0 ®  d a l t o n s ,  s o  t h a t  e v e n  l a r g e  e n z y m e s  m a y  b e  b o u n d  

( R e f .  2 3 , 2 8 ) .  T h e  p a r t i c l e  s i z e  w i l l  a l s o  h a v e  a  b e a r i n g  o n  e v e n t u a l  

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

d e h y d r o g e n a s e ,  a l m o s t  9 5 %  a c t i v i t y  r e l a t i v e  t o  f r e e  e n z y m e  w a s  r e t a i n e d  

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

l o a d i n g .  T h e  l a r g e r  s i z e  o f  S e p h a r o s e  4 B  b e a d s ,  6 0  t o  1 4 0  y m  i n  d i a m e ­

t e r ,  i n d i c a t e s  a  d e g r e e  o f  d i f f u s i o n a l  c o n t r o l .  E f f i c i e n t  s t i r r i n g  

m a y  r e d u c e  t h e s e  e f f e c t s  ( R e f .  1 0 , 2 0 , 2 8 ) .

T h e  p r o p e r t i e s  o f  T r e s y l  a c t i v a t e d  S e p h a r o s e  a r e  s h o w n  i n  t a b l e  2 . 1 .

2 . 8 . 1 .  P r e p a r a t i o n  o f  T r e s y l  s e p h a r o s e

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

p e n d e d  a n d  s w o l l e n  i n  0 . 1  m M  H C L ,  t h e n  w a s h e d  w i t h  4 0 0  m l  o f  t h e  s a m e  

s o l u t i o n  f o r  1  h o u r  o n  a  s i n t e r e d  g l a s s  f i l t e r .  T h i s  p r e p a r a t i o n  c o u l d
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b e  s t o r e d  i n  1  m M  H C L  ( w h i c h  p r e s e r v e s  t h e  a c t i v i t y  o f  t h e  r e a c t i v e  

g r o u p s  t h a t  w o u l d  h y d r o l a s e  a t  h i g h  p H )  f o r  1  m o n t h .

2 . 8 . 2 .  C o u p l i n g  o f  E n z y m e  E x t r a c t

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

c h a n g e d  t o  c o u p l i n g  b u f f e r  ( N a H C 0 3 ,  0 . 1  M  w i t h  0 . 5  M  N a C l )  b y  e x c h a n g e  

o n  S e p h a d e x  G - 2 5  ( P D - 1 0 ) .  B u f f e r s  w i t h  s t r o n g  n u c l e o p h i l e s  ( t r i s ,  B - m e r -  

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

c o m p e t e  w i t h  t h e  e n z y m e  ( R e f .  2 8 ) .  T h e  g e l  w a s  w a s h e d  w i t h  t h e  s a m e  

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

p e r e d  t e s t  t u b e .  T h i s  w a s  r o t a t e d  e n d  o n  e n d  f o r  1 6 ,  2 4  a n d  3 6  h o u r s  a t  

4 ° C  t o  t e s t  t h e  b i n d i n g  c a p a c i t y  o f  t h e  g e l .  T h e  a m o u n t  o f  p r o t e i n  

b o u n d  w a s  d e t e r m i n e d  a s  i n  2 . 8 .  E x c e s s  e n z y m e  w a s  r e m o v e d  b y  c e n t r i f u g a ­

t i o n  a t  l O O O g  f o r  5  m i n .  a n d  w a s h i n g  g e l  w i t h  c o u p l i n g  b u f f e r .  A n y  

r e m a i n i n g  a c t i v e  g r o u p s  w e r e  b l o c k e d  w i t h  t r i s - H C L  b u f f e r  ( 0 . 1  M ,  p H  8 )  

b e i n g  a d d e d  t o  t h e  g e l  a n d  r o t a t i n g  e n d  o n  e n d  f o r  4  h o u r s  a t  4 ° C .

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

f e r  0 . 1  M ,  p H  4  a n d  T r i s  0 . 1  M ,  p H  8  c o n t a i n i n g  0 . 5  M  N a C l )  t o  r e m o v e  

f r e e  p r o t e i n ,  t h e n  f i l t e r e d  o n  a  s i n t e r e d  g l a s s  f i l t e r  a n d  w e i g h e d .

T h e  i m m o b i l i s e d  p r e p a r a t i o n s  w e r e  a s s a y e d  a s  i n  s e c t i o n  2 . 8 . 4 .  a n d  t h e  

p r o t e i n  c o n t e n t  o f  t h e  s u p e r n a t e n t  d e t e r m i n e d  a s  i n  s e c t i o n  2 . 9 .  T h u s

P i = "  p
g e l  t o t  s u p

( P  ^  :  p r o t e i n  b o u n d  t o  g e l ,  p t o t  • t o t a l  p r o ­

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

i n  s u p e r n a t e n t  a n d  w a s h i n g s ) .  T h e  c o u p l e d  g e l  w a s  s t o r e d  a t  4 ° -  8 ° C .

2 . 8 . 3 .  T h e  R e a c t o r

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

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

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

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

t a g e  c o n v e r s i o n s  i t  m a y .  b e .  n e g l i g i b l e  .  ( R e f .  2 3 ) .  T h e r e f o r e ,  t h e  r e a c t o r  

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

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

3 4 ° C  w i t h  s h a k i n g  a t  1 0 0  r p m  t o  k e e p  t h e  i m m o b i l i s e d  p a r t i c l e s  i n  s u s ­

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

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

t a n t s  a n d  e n z y m e '  w i t h o u t  c a u s i n g  e x c e s s i v e  s h e a r  f o r c e s  o r  s u b s t r a t e  

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

i n  s e c t i o n  2 . 8 . 4 .  T h e  r e a c t o r  i s  i l l u s t r a t e d  i n  f i g .  2 . 6 .

2 . 8 . 4 .  A s s a y  o f  I m m o b i l i s e d  P r e p a r a t i o n

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

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

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

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

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

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

c e n t r i f u g e d - a t  1 0 0 0 g  f o r  1 5  m i n .  a n d  t h e  s u p e r n a t e n t  a s s a y e d  f o r  t h e  

p r e s e n c e  o f  r a d i o a c t i v i t y  a s  i n  2 . 7 . 2 .

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

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

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

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

e n z y m e  s y t e m .  I t  i s  e x p r e s s e d  a s  f o l l o w s :

_  .  .  / C 7 X  a c t i v i t y  o f  i m m o b i l i s e d  e n z y m e  x  1 0 0

J  a c t i v i t y  o f  f r e e  e n z y m e

A s  e x p l a i n e d  i n  s e c t i o n  2 . 7 .  T h e  a c t i v i t y  o f  e n z y m e  i s  g i v e n  b y  t h e  

r a d i o a c t i v i t y  ( i n  d p m )  o f  t h e  d e s i r e d  p r o d u c t  o n  t h e  T L C  p l a t e .
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T h e  p r o t e i n  c o n t e n t  o f  a l l  e n z y m e  p r e p a r a t i o n s  w a s  d e t e r m i n e d  u s i n g  t h e  

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

b y  v a r i o u s  c o n c e n t r a t i o n s  o f  p r o t e i n  ( R e f .  6 ) .  T h i s  m e t h o d  i s  r a p i d  a n d  

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

5  m l  d i l u t e d  d y e  r e a g e n t  w a s  a d d e d  t o  p r o t e i n  i n  0 . 1  m l  p h o s p a t e  b u f f e r  

( 0 . 0 2  M ,  p H  6 . 8 ) ,  m i x e d  w e l l  a n d  t h e  O . D .  r e a d  a t  5 9 5  n m .  A  s t a n d a r d  

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

f r o m  5 0  t o  1 2 0  y g .  U s u a l l y ,  1 0 - 5 0  y l  a l i q u o t s  o f  s o l u t i o n s  w i t h  u n k n o w n  

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

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

w e r e  s i m i l a r l y  t r e a t e d .

2 . 1 0 .  G e l  F i l t r a t i o n  o f  e n z y m e  E x t r a c t

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

d e t e r m i n e d  b y  g e l  f i l t r a t i o n  o n  a  P P L C  s y s t e m  ( P h a r m a c i a )  u s i n g  a  S u p e r -  '  

o s e  1 2  c o l u m n  ( P h a r m a c i a )  a n d  p h o s p h a t e  b u f f e r  ( 0 . 0 5  M ,  p H  7 . 2  w i t h  

0 . 1 5  M  N a C l )  a s  e l u a n t  a t  a  f l o w  r a t e  o f  0 . 5  m l / m i n .  . E l u t i o n  w a s  m o n i ­

t o r e d  a t  2 8 0  n m .  T h e  c o l u m n  w a s  c a l i b r a t e d  w i t h  C a t a l a s e ,  A l d o l a s e

H o r s e r a d i s h  p e r o x i d a s e  a n d  c y t o c h r o m e  c .
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T a b l e  2 . 1 .  C h a r a c t e r i s t i c s  o f  t h e  C o u p l i n g  g e l  

T r e s y l  a c t i v a t e d  S e p h a r o s e  4  B .

C o m p o s i t i o n  o f  s w o l l e n  g e l 4 %  a g a r o s e

W e t  b e a d  d i a m e t e r  o f  g e l

M o l e c u l a r  w e i g h t  

e x c l u s i o n  l i m i t  f o r  

p r o t e i n  b i n d i n g

C o u p l i n g  c a p a c i t y  f o r  

t y p i c a l  p r o t e i n

S t a n d a r d  c o u p l i n g  

c o n d i t i o n s

C o u p l i n g  t e m p e r a t u r e

6 0  t o  1 4 0  u r n

O  f l

6 0  x  1 0  t o  2 0  x  1 0  d a l t o n s

8  m g  c h y m o t r y p s i n  /  m l  s w o l l e n  g e l  

w h e n  c o u p l e d  i n  N a H C O ^  b u f f e r  

( 0 . 1  M ,  p H  8 . 0 )  f o r  4  h o u r s  a t  2 5 ° C

2  t o  4  h o u r s  a t  2 5 ° C  i n  N a H C 0 ~  b u f f e r  

( 0 . 1  M ,  p H  8 . 0 )  w i t h  0 . 5  M  N a C l

2  t o  4  h o u r s  a t  2 5 ° C  a n d  p H  8 . 0  

1 6  h o u r s  o r  m o r e  a t  4  C

M a x i m u m  o p e r a t i n g  p r e s s u r e  -  8 0  c m  w a t e r

w h e n  u s e d  i n  c o l u m n s

A p p r o x i m a t e  m a x i m u m  -  0 . 9 6  m l / m i n

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

D a t a  f r o m  P h a r m a c i a  ( R e f .  2 8 ) .
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F i g .  2 . 6 .  R e p r e s e n t a t i o n  o f  t h e  R e a c t o r  u s e d

-  f o r  t h e  s t u d y  o f  t h e  I m m o b i l i s e d  E n z y m e  S y s t e m .

i n  s u b s t r a t e  

m e d i u m

t e s t  t u b e  

1 5 0  x  1 0  m m

s u b s t r a t e

m e d i u m

e n z y m e  b o u n d  

t o  g e l

s h a k i n g  w a t e r  

b a t h
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3 .  R E S U L T S

-  3 . 1 .  A n a l y s i s  o f  C r u d e  A l k a l o i d s  b y  H P L C .

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

o f  C .  r o s e u s  w a s  c o n f i r m e d . b y  H P L C  a n a l y s i s  a s  d e p i c t e d  i n  f i g .  3 . 1 .  

A v e r a g e  r e t e n t i o n  t i m e s  w e r e  4 . 6 8  m i n  f o r  v i n  a n d  7 . 4 8  m i n  f o r  c a t .

A s  s h o w n  i n  f i g .  3 . 2 . ,  t h e  c r u d e  a l k a l o i d  e x t r a c t  f r o m  t h r e e  i s o l a t i o n s  

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

w e i g h i n g  1 . - 1 3  g  w a s  d e t e r m i n e d  a s  2 6 . 5  m g  v i n  a n d  1 2 . 5  m g  c a t .

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

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

e x t r a c t .  T h e r e f o r e  t h e  v a l u e s  o b t a i n e d  i n  t h i s  s t u d y ,  1 . 1 5 %  f o r  c a t  

a n d  2 . 3 %  f o r  v i n  a r e  l o w  c o m p a r e d  t o  2 . 5 %  a n d  8 . 2 %  f o r  c a t  a n d  v i n  

r e s p e c t i v e l y  g i v e n  i n  t h e  l i t e r a t u r e  ( R e f .  3 7 ) .  A l k a l o i d  c o n t e n t  i s  

h i g h  i n  l e a v e s . t h a t - a r e  j u s t  m a t u r e  ( R e f .  4 4 ) ;  t h u s  t h e  o b s e r v e d  v a l u e s  

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

t h e  s t a r t i n g  p l a n t  m a t e r i a l  a s  m e n t i o n e d  i n  s e c t i o n  2 . 2 .

3 . 2  A n a l y s i s  o f  C r u d e  A l k a l o i d s  b y  T L C .

T h e  T L C  a n a l y s i s  o f  t h e  e t h y l  a c e t a t e  f r a c t i o n  a l s o  s h o w e d  t h e  p r e s e n c e  

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

f i g .  3 . 3 .  T h e  R f  ( r a t i o  o f  f r o n t s )  v a l u e s  w e r e  0 . 5 0  a n d  0 . 6 6  f o r  c a t  

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

( R e f .  9 ) .  T h u s  t h e y  d i s p l a y  a  d i s c e r n i b l e  r e s o l u t i o n  o f  t h e  a l k a l o i d s  

a n d  d e m o n s t r a t e  t h e  s u i t a b i l i t y  o f  T L C  f o r  a l k a l o i d  i d e n t i f i c a t i o n .

3 . 3 .  P r e p a r a t i v e  H P L C  o f  C r u d e  A l k a l o i d s .

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

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

o i d  e x t r a c t  p o o l e d  f r o m  t h r e e  i s o l a t i o n s .  I t  w e i g h e d  1 . 0 3  g  a n d  w a s
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F i g .  3 . 1  H P L C  a n a l y s i s  o f  t h e  c r u d e  a l k a l o i d a l  p r o d u c t s

i n  t h e  E t h y l  A c e t a t e  f r a c t i o n

s t a r t  2 2 . 0 3 . 0 0 . 0 0

s m p l .  0 0  

f i l e  7  

r e p t .  3 1 1  

m e t h o d  4 1

n a m e t i m e c o n e . M K a r e a

0 3 . 1 4 2 1 . 0 0 7 1 V 2 3 4 0 0 0

0 4 . 0 0 1 6 . 7 9 0 9 V 1 7 9 3 5 2

0 4 . 7 9 3 5 . 5 5 4 4 3 7 9 7 7 3

0 5 . 8 7 8 . 7 4 3 2 9 3 3 9 1

0 7 . 4 9 1 7 . 0 0 4 1 1 8 1 6 2 8

t o t a l 9 9 . 9 9 9 9 1 0 6 8 1 4 5

s a m p l e  :  1  p i l  f r o m  1 L  e t h y l  a c e t a t e  f r a c t i o n  

c o l u m n  :  L i c h r o s o r b . R P - 1 8  ( 0 . 7  x  4  c m )

b u f f e r  :  0 . 0 1  M  p h o s p h a t e  b u f f e r  p H  7  w i t h  6 0  %  m e t h a n o l  

f l o w  r a t e  :  1  m l  /  m i n u t e

d e t e c t i o n  :  2 5 4  n m  a b s o r b a n c e
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F i g .  3 . 2 .  I s o l a t i o n  o f  A l k a l o i d s  f r o m  C .  r o s e u s .

l e a v e s  ( 5 0 0  g )

h o m o g e n i s a t i o n

f i l t r a t i o n

w a s h

f i l t r a t e  ( 1 0 0 0  m l )

e v a p o r a t i o n  

r e s u s p e n d  i n  H C 1  

e t h e r  e x t r a c t i o n

a q u e o u s  e x t r a c t  ( 1 5 0  m l )

m a k e  b a s i c

e t h y l  a c e t a t e  e x t r a c t i o n  

e t h y l  a c e t a t e  e x t r a c t  ( 4 5 0  m l )

d r y i n g  

f i l t r a t i o n  

e v a p o r a t i o n -

b r o w n  o i l

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

c o n c e n t r a t i o n

c r u d e  a l k a l o i d  e x t r a c t  ( a p p r o x .  3 0 0  m g )  

x  3

“1
a n a l y t i c a l  H P L C  

( F i g .  3 . 1 . )

c r u d e  a l k a l o i d  e x t r a c t  ( a p p r o x .  1  g )

a n a l y t i c a l  H P L C  

( F i g .  3 . 1 )

p r e p a r a t i v e  H P L C  

( F i g .  3 . 4 )

v i n d o l i n e  2 6 . 5  m g  

c a t h e r a n t h i n e  1 2 . 5  m g

v i n d o l i n e  2 1 . 0  m g  

c a t h e r a n t h i n e  7 . 6  m g
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F i g .  3 . 3 .  T L C  a n a l y s i s  o f  C r u d e  A l k a l o i d  f r a c t i o n  f r o m  e t h y l  a c e t a t e

s a m p l e  :  1  y l .  f r o m  a  5  m l  c o n c e n t r a t e

r e f e r e n c e  :  2  u l  c a t  ( c )

2  j j l  v i n  ( v )

s o l v e n t  :  c h l o r o f o r m — m e t h a n o l  9 : 1

p l a t e s  :  s i l i c a  g e l

d e t e c t i o n  :  s c a n n i n g  a t  2 5 4  n m
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F i g  . . .  3 . 4 . ■  E l u t i o n  P r o f i l e  o f  a  t y p i c a l  H P L C  s e p a r a t i o n  o f  

C r u d e  A l k a l o i d a l  f r a c t i o n .

f r a c t i o n  n u m b e r  '

( 1 0  m l  f r a c t i o n  v o l u m e )

s a m p l e  1  m l  o f  a  5  m l  ( 1  0 3  g )  c o n c e n t r a t e  

c o l u m n  :  L i c h r o s o r b  R P - 8  (  1  x  2 4  c m )  

b u f f e r  :  0 . 0 1  M  p h o s p h a t e  p H  7 . 0  w i t h  6 0 %  m e t h a n o l  

f l o w  r a t e  :  1  m l  /  m i n u t e

d e t e c t i o n  :  a b s o r b a n c e  a t  2 5 4  n m
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s u s p e n d e d  i n  5  m l  m e t h a n o l  o f  w h i c h  1  m l  w a s  s u b j e c t  t o  H P L C  a s  i n  

f i g .  3 . 4 .  P e a k  f o r m i n g  f r a c t i o n s  w e r e  p o o l e d  a n d  a n a l y s e d  b y  H P L C  a s  

i n  s e c t i o n  2 . 4 . 1 .  a n d  s h o w n  t o  b e  n o n - h o m o g e n e o u s .  F r a c t i o n s  I  a n d  

I I  w e r e  s h o w n  b y  T L C  t o  b e  v i n  a n d  c a t  r e s p e c t i v e l y .  T h e  s e p a r a t i o n  

b y  p r e p a r a t i v e  H P L C  a f f o r d e d  7 . 6  m g  c a t  a n d  2 1 . 0  m g .  B a s e d  o n  c r u d e  

a l k a l o i d a l  f r a c t i o n ,  y i e l d s  o f  0 . 7 %  f o r  c a t  a n d  1 . 6 %  f o r  v i n  w e r e  o b t a i ­

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

l i t e r a t u r e  a s  d e p i c t e d  i n  f i g .  3 . 2 .  ( R e f .  3 7 ) .  T o  p r o d u c e  t h e  i n t e r ­

m e d i a t e s  f o r  t h e  c o n d e n s i n g  r e a c t i o n  i n  f i g s .  1 . 8  a n d  1 . 9 .  c h e m i c a l l y  

p u r e  a l k a l o i d s  a r e  r e q u i r e d .  I t  w a s  f o u n d  t h a t  o n l y  5 0 0  t o  1 0 0 0  y l  

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

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

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

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

o r  s i l i c a  g e l  f o r  p r e p a r a t i o n  a s  i n  s e c t i o n  2 . 5 . 3 .  A  t y p i c a l  a n a l y s i s  

o f  c o l u m n  f r a c t i o n s  b y  T L C  ( f i g .  3 . 5 a )  c o n f i r m e d  t h e  p r e s e n c e  o f  c a t  

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

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

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

t o  p r e p a r a t i v e  ( p ) T L C  a s  i n  s e c t i o n  2 . 5 . 2 . ,  e v e n  w h e n  t h e  s a m e  c h l o r o ­

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

w a s  u s e d  ( f i g .  3 . 5  c  a n d  d ) . T h e  R f  v a l u e s  ( w h i c h  i n d i c a t e  t h e  d i s t a n c e  

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

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

r a n g e  o f  0 . 3  t o  0 . 7  ( R e f .  1 8 ) .  T h e r e  w a s  n o  m a t e r i a l  l e f t  a t  t h e  o r i g i n  

b y  t h e  i n a b i l i t y  o f  t h e  s o l v e n t  t o  ' m o v e '  t h e  c o m p o u n d  s o  t h a t  o v e r ­

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

i t i e s .  W h a t  a p p e a r s  l i k e l y  i s  t h e  d e c o m p o s i t i o n  o f  t h e  m a t e r i a l  d u e
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F i g .  3 . 5 .  T L C  A n a l y s i s  o f  L i q u i d  C h r o m a t o g r a p h y  F r a c t i o n s .

(a) (b)

individual column fractions from pooled
200 mg-crude alkaloids on alumina column

fractions
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( c ) (d)

p T L C  o f

p o o l e d

f r a c t i o n s

•* . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

a n a l y s i s  o f  s p o t s  

f r o m  p T L C

0
q  a o O v
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» . _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ ^

s a m p l e  :

( a )  2  j j l  s a m p l e  a n d  r e f s .

( b )  2  j _ i l  s a m p l e  a n d  r e f s .

( c )  5 0 j . i l  s a m p l e

( d )  2  y l  s a m p l e  a n d  r e f s .

r e f e r e n c e  a l k a l o i d s  :

c  =  c a t h e r a n t h i n e  

v  =  v i n d o l i n e

s o l v e n t  :

a , b , d ,  c h o r o f o r m - m e t h a n o l

( 9  :  1 )

c }  e t h y l  a c e t a t e -

m e t h a n o l  ( 9 5  :  1 )

f l o w  r a t e  :

a ,  1  m l  /  m i n u t e

d e t e c t i o n  :

s c a n n i n g  a t  2 5 4  n m
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t o  s u c c e s i v e  a p p l i c a t i o n s  a n d  d r y i n g s  o f  s u b s t a n c e s  o n  p l a t e  b e f o r e  

r u n s .  T h e  c l o s e  p r o x i m i t y  o f  s p o t s  i n  f i g .  3 . 5 b  a n d  d  s e e m  t o  b e a r  

t h i s  o u t .

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

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

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

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

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

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

( R e f s .  1 8 ,  3 7 ) .  T h e  l a c k  o f  p u r e  c o m p o u n d s  f r o m  t h e  i s o l a t i o n  m e a n t  

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

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

( R e f .  1 9 ) . ,  h a d  t o  b e  a b a n d o n e d .  I n s t e a d  o n e  o f  t h e  p r e c u r s o r  a l k a l o i d s  

w a s  e n z y m a t i c a l l y  b i o s y n t h e s i s e d  a s  d e s c r i b e d  i n  2 . 7 . 1 .  T h u s  t h e  c o n d e n  

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

c a t  f r o m  t h e  s e p a r a t i o n s  ( F i g .  2 . 4 ) .

3 . 4 .  A c t i v i t y  o f  t h e  C r u d e  E n z y m e  E x t r a c t .

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

a  c r u d e  c e l l  f r e e  e x t r a c t  t h a t  c a t a l y s e d  t h e  c o n v e r s i o n  o f  [ 2 - ^ C ]

T r p  a n d  s e c o l o g a n i n  t o  v i n  a f t e r  t w o  h o u r s  ( t a b l e  3 . 1 . ,  f i g .  3 . 6  a , b ) .  

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

a g e  i n c o r p o r a t i o n  o f  r a d i o a c t i v e  T r p  i n t o  v i n  o f  1 . 3 %  o f  t o t a l  l a b e l  

a d d e d  t o  r e a c t i o n  c o m p a r e s  f a v o u r a b l y  w i t h  v a l u e s  o f  1 . 1  -  1 . 4 %  f o u n d  

b y  K u t n e y .  T h i s  i n d i c a t e s  t h a t  t h e  a s s a y  f u l f i l s  h i s  c o n d i t i o n s  a n d  

c a n  b e  u s e d  f o r  f u r t h e r  e x p e r i m e n t s  ( R e f .  1 9 ) .

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

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

t h e r e  w a s  n o  a t t e m p t  t o  s t u d y  t h i s  a s p e c t  i n  t h i s  r e p o r t ,  e s p e c i a l l y
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T a b l e  3 . 1 .  C o m p a r i s i o n  o f  A c t i v i t i e s  o f  B o i l e d  a n d  U n t r e a t e d  

C e l l  F r e e  E x t r a c t  f r o m  C .  r o s e u s .

S a m p l e a c t i v i t y  i n  d p m a v e r a g e

a c t i v i t y

B o i l e d  E x t r a c t 5 . 3 3 0 . 5 . 1 5 . 3 1 7 . 0

U n t r e a t e d  E x t r a c t 1 3 7 6 . 2 1 4 3 0 . 3 1 4 8 5 . 1 1 4 3 0 . 6

C r u d e  e n z y m e  e x t r a c t  =  2 5  m l

[ 2 - l l f C ] T r p  b i s u c c i n a t e  =  2 . 5  u C i ,  0 . 5 3  y m o l

S e c o l o g a n i n  -  0 . 1  m g

N A D P H : =  0 . 5  m g

F A D  =  0 . 5  m g

I n c u b a t i o n  :  2  h o u r s  a t  3 4 ° C

A s s a y  f o r  v i n  :  T L C  o n  s i l i c a  g e l  p l a t e s  b a c k e d  w i t h  f o i l  

S a m p l e  s i z e  :  5  y l

E l u a n t  :  c h l o r o f o r m - m e t h a n o l  ( 9 : 1 )
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T a b l e  3 . 2 .  C o m p a r i s i o n  o f  F r e s h  a n d  F r o z e n  C r u d e  E n z y m e

E x t r a c t s  f r o m  C .  r o s e u s .

c o n d i t i o n  o f  

l e a v e s

c o n d i t i o n  o f  

e n z y m e  e x t r . -  

f r o m  l e a v e s

a c t i v i t y  a s  

a v .  d p m

a c t i v i t y  a s  %  

i n c o r p o r a t i o n  

o f  l a b e l

f r e s h f r e s h 1 4 4 5 . 2 1 . 3 5

f r e s h f r o z e n 1 3 2 6 . 6 1 . 2 0

f r o z e n f r e s h 1 4 3 0 . 1 1 . 3 0

f r o z e n f r o z e n 1 1 6 2 . 1 1 .  0 6

f r o z e n  l e a v e s  a n d  e x t r a c t s  w e r e  k e p t  a t  - 2 0 ° C  f o r  2 4  h o u r s  

b e f o r e  u s e .

A s s a y  w a s  p e r f o r m e d  a s  d e s c r i b e d  i n  l e g e n d  t o  t a b l e  3 . 1 .
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a s  t h e  m a j o r i t y  o f  p l a n t s  t e n d e d  t o  b e  o f  t h e  w h i t e  v a r i e t y .

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

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

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

c a n t  ( t a b l e  3 . 2 ) .  T h i s  m a y  o n l y  m e a n  t h a t  t h e  f r o z e n  p r e p a r a t i o n s  w e r e  

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

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

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

w i t h  f r e s h  e x t r a c t s .

3 . 5 .  A c t i v i t y  o f  P r e c i p i t a t e d  e x t r a c t s .

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

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

t r a c t s  ( t a b l e  3 . 3 ) .  T h i s  m a y  b e  d u e  t o  t h e  h i g h e r  c o n c e n t r a t i o n  o f  e n ­

z y m e  s y s t e m  ( c o m p a r e d  t o  t h e  c r u d e )  i n  t h e  s m a l l e r  v o l u m e  o f  3 . 5  m l  

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

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

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

i n  t h e  l e a v e s  a n d  w e r e  n o t  r e m o v e d  o n  e x t r a c t i o n  ( F i g .  3 . 6 ) .  T h e y  c o u l d  

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

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

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

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

T o  c a r r y  o u t  t h e  c o n d e n s a t i o n  r e a c t i o n ,  [ 2 - 1 4 C ] v i n  w a s  p r e p a r e d  b y  

a  5  x  2 5  m l  i n c u b a t i o n  o f  [ 2 - l l * C ] T r p  a n d  s e c o l o g a n i n  a s  i n  2 . 7 . 1 . ,  

a n d  t h e  a m o u n t  o f  r a d i o a c t i v i t y  i t  c o n t a i n e d  e s t i m a t e d  a t  0 . 1 1 6  y C i .

T h i s  w a s  r e d u c e d  t o  0 . 0 6 4  y C i  o n  i s o l a t i o n  b y  p T L C  a s  i n  s e c t i o n  2 . 5 . 2 .  

O f  t h i s ,  0 . 0 2  y C i  w a s  u s e d  i n  t i m e d  i n c u b a t i o n s ,  w h e r e  i t  w a s  h o p e d  

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



F i g .  3 . 6 .  T L C  a n a l y s i s  o f  A s s a y  o f  C r u d e  a n d  P r e c i p i t a t e d

C e l l  F r e e  E x t r a c t  f r o m  C .  r o s e u s .

0  o o  O
0 0 0  O ''in

o o o

0
d

O
c

G
b

8
v i n

a  =  f r e s h  c r u d e  e x t r a c t  

b  =  b o i l e d  c r u d e  e x t r a c t  

c  =  f r e s h  p r e c i p i t a t e d  e x t r a c t  

d  =  b o i l e d  p r e c i p i t a t e d  e x t r a c t

I n c u b a t i o n  :  2 5  m l  c r u d e  e x t r a c t  o r  3 . 5  m l  p r e c i p i t a t e d  e x t r a c t

i n c u b a t e d  w i t h  [ 2 - 1 I f C ] T r p  b i s u c c i n a t e  a n d  s e c o l o g a n i n  

f o r  2  h o u r s  a t  3 4 ° C  i n  p r e s e n c e  o f  c o f a c t o r s

A n a l y s i s  :  5  u l  s a m p l e s  s p o t t e d  o n t o  T L C  p l a t e s  a n d  r u n  i n  

c h l o r o f o r m - m e t h a n o l  ( 9 : 1 )
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T a b l e  3 . 3 .  C o m p a r i s i o n  o f  t h e  A c t i v i t y  o f  C r u d e  a n d  A m m o n i u m  S u l p h a t e  

p r e c i p i t a t e d  E x t r a c t s  f r o m  C .  r o s e u s

. . S a m p l e A c t i v i t y  a s  a v .  d p m A c t i v i t y  a s  %  i n c o r ­

p o r a t i o n  o f  l a b e l

c r u d e  e x t r a c t 1 4 0 5 . 2 1 . 2 8

b o i l e d  c r u d e  e x t r a c t 2 3 . 8

p r e c .  e x t r a c t 2 4 8 6 . 5 2 . 2 6

b o i l e d  p r e c .  e x t r a c t 1 8 . 6 -

A s s a y  w a s  p e r f o r m e d  a s  i n  l e g e n d  t o  f i g  3 . 6 .
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f o r m e d  w i t h  t i m e  a n d  a  c o r r e s p o n d i n g  d e c l i n e  i n  t h e  r a d i o a c t i v i y  o f  

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

f i g s .  1 . 9  a n d  2 . 4 .  A  t y p i c a l  r e s u l t  i s  d e p i c t e d  i n  f i g s .  3 . 7 ,  3 . 8 ,  

a n d  3 . 9 .  S p o t  1  s h o w s  t h a t  i n t e r f e r e n c e  f r o m  a l k a l o i d s  i n  t h e  c e l l  

f r e e  e x t r a c t  i t s e l f  w a s  n e g l i g i b l e .  T h e  T L C  a n a l y s i s  o f  t h e  r e a c t i o n  

( f i g .  3 . 7 )  a n d  s c a n  a t  2 5 4  n m  ( f i g .  3 . 9 )  r e v e a l  a  r e d u c t i o n  i n  c a t  

( s p o t  d  i n  f i g .  3 . 7 )  w i t h  t i m e .  W h e n  t h e  d p m  v a l u e s  a r e  c o n s i d e r e d ,  

v i n  ( s p o t  b  i n  f i g s .  3 . 7  a n d  3 . 8 )  a l s o  d e c r e a s e s  w i t h  t i m e .  H o w e v e r ,  

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

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

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

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

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

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

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

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

o f  t h e  s y t e m  u n d e r  s t u d y .  T h e ' c o n d e n s i n g  e n z y m e  s y s t e m  c a t a l y s i n g  t h e  

b i o s y n t h e s i s  o f  l a b e l l e d  v i n  ( f i g .  2 . 4 )  w a s  e m p l o y e d  a s  a n  a s s a y  b e c a u s e  

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

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

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

i n  f i g .  3 . 6  a n d  t a b l e  3 . 3 .

3 . 6 .  P a r t i a l  P u r i f i c a t i o n  a n d  A s s a y  o f  E x t r a c t s

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 f  t h e  p r e c i p i t a t e d  e x t r a c t  g a v e  t w o  f r a c t ­

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

i n g - a s s a y  ( f i g .  3 . 1 0 ) .  T h e  p a r t i a l l y  p u r i f i e d  f r a c t i o n  w a s  m o r e  a c t i v e  

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

t h e  r e a c t i o n s  w a s  m o r e  c o n c e n t r a t e d  i n  t h i s  p r e p a r a t i o n  o r  b e c a u s e
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F i g .  3 . 7 .  T L C  A n a l y s i s  o f  t h e  P r o d u c t s  o f  t h e  T i m e d  R e a c t i o n

b e t w e e n  V i n d o l i n e  a n d  C a t h e r a n t h i n e  t o  f o r m  D i m e r s .

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

i n c u b a t i o n  :  3  h o u r s  a t  3 4 ° C  w i t h  c o f a c t o r s  a s  i n  s e c t i o n  2 . 7 , 1 .

1  =  b o i l e d  e x t r a c t  

3  =  a t  3  h o u r s  

5  =  a t  1 2 . 5  h o u r s  

7  =  r e f e r e n c e  a l k a l o i d s

2  =  a t  0  h o u r s  

4  =  a t  7  h o u r s  

6  =  a t  2 4  h o u r s
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F i g .  3 . 8 .  T i m e  c o u r s e  f o r  t h e  C o n d e n s i n g  r e a c t i o n  

b e t w e e n  V i n d o l i n e  a n d  C a t h e r a n t h i n e

1 . 4

- T i m e  ( h o u r s )

i n c u b a t i o n  c o n d i t i o n s  :  0 . 2  j j C i  v i n  a n d  1  m g  c a t  r e a c t e d  w i t h

c o f a c t o r s  a s  i n  s e c t i o n  2 . 7 . 1 . ,  u s i n g  

3 . 5  m l  p r e c i p i t a t e d  e x t r a c t  a s  c a t a l y s t .

( t h e  l e t t e r s  r e f e r  t o  t h e  s p o t s  o n  T L C  p l a t e  i n  f i g .  3 . 7 . )

tr
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'• 
00
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F i g .  3 . 9 .  T L C  S c a n  o f  T i m e d  R e a c t i o n  b e t w e e n  C a t h e r a n t h i n e  a n d  

V i n d o l i n e  u s i n g  P r e c i p i t a t e d  E x t r a c t

*— 0

b o i l e d

e x t r a c t

( c o n t r o l )

F

T L C  s c a n  o f  p l a t e  i n  f i g . 3 . 8 .

c  =  c a t

v  =  v i n

F  =  f r o n t  o f  s o l v e n t

0  =  p o i n t  o f  o r i g i n  o f

s a m p l e .

s a m p l e s  w e r e  r e m o v e d  f r o m  

i n c u b a t i o n  a t  t i m e s  s h o w n  

o n  i n d i v i d u a l  s c a n s
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p o t e n t i a l  i n h i b i t o r s  h a d  b e e n  r e m o v e d  ( t a b l e  3 . A ) .

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

i n  s e c t i o n  2 . 9  w e r e  a s  f o l l o w s :

P r e c i p i t a t e d  e n z y m e  - 1 5 . 4 m g / m l

F r a c t i o n  1  - 2 / 6 m g / m l

F r a c t i o n  2  - 7 . 0 m g / m l

G e l  f i l t r a t i o n  o f ' f r a c t i o n  2  s h o w e d  a  m i x t u r e  o f  e n z y m e s  w i t h  a  m o l e ­

c u l a r  w e i g h t  r a n g e  b e t w e e n  2 5 , 0 0 0  &  4 5 0 , 0 0 0  d a l t o n s  ( f i g .  3 . 1 1 ) .  T h i s  

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

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

a s  e x p l a i n e d  i n  s e c t i o n  1 . 4 ,  a  h i g h  d e g r e e  o f  p u r i t y  w a s  n o t  d e s i r e d  

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

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

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

d e t e r m i n e  a  w o r k i n g  c o n c e n t r a t i o n  o f  e n z y m e  s y s t e m  f o r  s u b s e q u e n t  e x ­

p e r i m e n t s ;  F i g .  3 . 1 2  s h o w s  t h a t  s a t u r a t i o n  w i t h  p r o t e i n  u n d e r  s t a n d a r d  

c o n d i t i o n s  o c c u r e d  a f t e r  3  m g / m l  p r o t e i n  i n  r e a c t i o n  v o l u m e .  A  v a l u e  

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

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

e x p e n s i v e  r e a c t a n t s .

3 . 7 .  I m m o b i l i s a t i o n  o f  F r a c t i o n  2

E n z y m e  i m m o b i l i s a t i o n  o n t o  T r e s y l  a c t i v a t e d  S e p h a r o s e  w a s  f o l l o w e d  b y  

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

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

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

T h e  w e i g h t  o f  1  m l  s w o l l e n  g e l  =  0 . 5  m g  w h e n  d r a i n e d  b y  s u c t i o n .
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F i g .  3 . 1 0 .  E l u t i o n  P r o f i l e  o f  t h e  P r e c i p i t a t e d  E x t r a c t s  o n  

D E A E  S e p h a r o s e .

F r a c t i o n  n u m b e r

f r a c t i o n  2  =  p a r t i a l l y  p u r i f i e d  e x t r a c t

conditions : section 2.6.
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F i g .  3 .  1 1 .  G e l  F i l t r a t i o n  P r o f i l e  o f  F r a c t i o n  2  b y  

F P L C  o n  S u p e r o s e  1 2  C o l u m n

T i m e  ( m i n u t e s )

conditions : section 2.10.
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T a b l e  3 . 4 .  C o m p a r i s i o n  o f  A c t i v i t i e s  o f  P r e c i p i t a t e d  a n d  P a r t i a l l y  

P u r i f i e d  E x t r a c t s  f r o m  C .  r o s e u s

.  _  ■  S a m p l e - - - - - - - - - - - - “ A c t i v i t y  a s  d p m A c t i v i t y  a s  %  i n c o r ­

p o r a t i o n  o f  l a b e l

P r e c i p i t a t e d  e x t r a c t 1 6 8 9 . 2 0 . 7 6

P a r t i a l l y

p u r i f i e d

E x t r a c t

F r a c t i o n  1 2 9 8 . 5 0 . 1 4

F r a c t i o n  2 3 1 9 8 . 0 2 . 8 0

1  m g  e n z y m e  w a s  i n c u b a t e d  w i t h  1  y C i  [ 2 - l t * C ] T r p  i n  1  m l  t o t a l  i n c u b a t i o n  

v o l u m e  u n d e r  s t a n d a r d  c o n d i t i o n s  a s  i n  s e c t i o n  2 . 7 . 2 .

v o l  o f  i n c u b a t i o n  m e d i u m  a s s a y e d  o n  T L C  p l a t e s  :

p r e c i p i t a t e d  e x t r a c t  -  1 0 0  u l  

f r a c t i o n  2  5 0  u l

s p e c i f i c  a c t i v i t y . o f  p r e p a r a t i o n s  a s  %  i n c o r p o r a t i o n  o f  T r p  :  

p r e c i p i t a t e d  e x t r a c t  -  0 . 7 6 %  p e r  m g  e x t r a c t  

f r a c t i o n  2  -  2 . 8 0 %  p e r  m g  e x t r a c t
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F i g .  3 . 1 2 .  T h e  E f f e c t  o f  P r o t e i n  C o n c e n t r a t i o n  o n  t h e  C o n d e n s i n g  

R e a c t i o n  b e t w e e n  T r y p t a m i n e  a n d  S e c o l o g a n i n

p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n  ( m g  /  m l )

i n c u b a t i o n  c o n d i t i o n s  :  s t a n d a r d  c o n d i t i o n s  a s  i n

section 2.7.2.
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T a b l e  3 . 5  s h o w s  t h e  y i e l d  o f  p r o t e i n  b o u n d  w i t h  t i m e  d u r i n g  t h e  c o u p ­

l i n g  p r o c e s s .  T h i s  w a s  d e t e r m i n e d  b y  a d d i n g  f r a c t i o n  2  t o  t h e  T r e s y l  

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

2 . 8 . 1  a n d  2 . 9 . ,  b u t  a f t e r  t h e  s e p a r a t i o n  o f  e n z y m e  b o u n d  m a t r i x  f r o m  

" b u l k  s o l u t i o n  b y  c e n t r i f u g a t i o n .  A t  4 ° C  t h e r e  w a s  n o  c h a n g e  i n  p r o t e i n  

y i e l d  a t  c o u p l i n g  t i m e s  g r e a t e r - t h a n  t h e  s t a n d a r d  1 6  h o u r s .

-  T h e  e f f e c t  o f  p r o t e i n  l o a d  o n  t h e  c o u p l i n g  o f  f r a c t i o n  2  t o  t h e  a c t i v a ­

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

- t a b l e  3 . 6 .  T h e  a m o u n t  o f  p r o t e i n  b o u n d  t o  g e l  d i d  n o t  e x c e e d  5 0 %  o f  

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

5 0 %  -  9 0 %  c o u p l i n g  y i e l d s  g e n e r a l l y  e n c o u n t e r e d  i n  s t u d i e s  o n  o t h e r  

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

l o a d  s e e m e d  t o  l i e  b e t w e e n  7  a n d  1 0  m g / m l  o r  1 4  -  2 0  m g / g  d r a i n e d  g e l ,  

" w h i c h  c o m p a r e s  f a v o u r a b l y  w i t h  t h e - v a l u e s  o f  5  -  1 0  m g / m l  i n  t h e  l i t e r ­

a t u r e  ( R e f s .  2 3 ,  2 8 ) .  T h e  o p t i m u m  c a t a l y t i c  a c t i v i t y  a l s o  l a y  i n  t h i s  

p r o t e i n  r a n g e .  T h e r e f o r e  a  l o a d  o f  1 5  m g / g  d r a i n e d  g e l  w a s  c h o s e n  f o r  

s u b s e q u e n t  i m m o b i l i s a t i o n s .

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

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

s t a n d a r d  c o n d i t i o n s  a s  i n  s e c t i o n  2 . 8 . 4 .  A s  s h o w n  i n  t a b l e  3 . 7 . ,  t h e  

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

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

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

O n e  e x p l a n a t i o n  w a s  t h a t  t h e  t i m e  t a k e n  b y  t h e  s u b s t r a t e  t o  r e a c h  t h e  

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

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

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

o f  t h e  e x t r a c t s  a s  i n  s e c t i o n  2 . 7 . 2 .  b u t  w i t h  r e m o v a l  o f  a l i q u o t s  f r o m
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t h e  r e a c t i o n  m i x t u r e  a t  d i f f e r e n t  t i m e  i n t e r v a l s  f o r  a s s a y .  I n  g e n e r a l ,  

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

s y s t e m s  ( F i g .  3 . 1 3 ) ,  i n d i c a t i n g  i n a c t i v a t i o n  o f  t h e  e n z y m e  p r e p a r a t i o n ,  

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

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

3 . 8 .  p H  D e p e n d e n c e  o f  I m m o b i l i s e d  E x t r a c t s

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

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

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

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

f r o m  t h o s e  f o r  f r e e  s y s t e m s .  C h a r g e s  p r e s e n t  o n  t h e  c a r r i e r  m a y  a t t r a c t

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

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

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

p H  t h a n  . I n  b u l k  s o l u t i o n  s o  t h a t :  a n  a p p a r e n t  s h i f t  i n  p H  i s  d i s c e r n e d  

( R e f .  1 6 ) .  p H  o p t i m a  f o r  S e p h a r o s e  i m m o b i l i s e d  e n z y m e  s y s t e m s  a r e  u s u a l ­

l y  s h i f t e d  t o  a l k a l i n e  v a l u e s  ( R e f .  2 ) .  T h e r e f o r e  t h e  p H  p r o f i l e  o f  

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

a s  i n  2 . 7 . 2 .  a n d  2 . 8 . 4 .  O v e r  t h e  p H  r a n g e  3 - 9  t h e  f o l l o w i n g  b u f f e r s  

w e r e  u s e d :  3 - 7  c i t r a t e  p h o s p h a t e ,  7  -  8  p h o s p h a t e ,  8 - 9  t r i s  H C 1 .

A s  s h o w n  i n  f i g .  3 . 1 4 ,  f r e e  e n z y m e  d i s p l a y e d  b r o a d  p H  t o l e r a n c e  w i t h  

a n  o p t i m u m  a r o u n d  p H  7 .  H o w e v e r ,  t h e  b o u n d -  s y s t e m  s h o w e d  n o  c h a n g e  

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

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

3 . 3 .  S t a b l i t y  o f  t h e  E n z y m e  E x t r a c t s

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

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

e n z y m e  p r o c e s s .  W h e n  t h e  b o u n d  p r e p a r a t i o n  w a s  s t o r e d  a t  4 ° C  f o r  3 0
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T a b l e  3 . 5 .  P r o t e i n  B i n d i n g  i n  P a r t i a l l y  P u r i f i e d  E x t r a c t  t o  G e l  w i t h

T i m e

T i m e  h r s P r o t e i n  a d d e d  ( m g / g ) P r o t e i n  B o u n d  ( m g / g )

1 6 1 5 . 2 7 . 2 0

2 4 1 5 . 3 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  7 . 6 5

1

3 6 1 6 . 2 7 . 6 0

C o u p l i n g  w a s  c a r r i e d  o u t  a t  4 ° C  a s  i n  s e c t i o n  2 . 8 . 3 .  

B o u n d  p r o t e i n  w a s  d e t e r m i n e d  a s  i n  s e c t i o n  2 . 9 .
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T a b l e  3 . 6 .  T h e  E f f e c t  o f  P r o t e i n  L o a d  I m m o b i l i s e d  o n  G e l  o n  t h e  C o u p l i n g  

A c t i v i t y  o f  I m m o b i l i s e d  &  F r e e  P a r t i a l l y  P u r i f i e d  E x t r a c t

p r o t e i n  a d d e d  

m g / g  m g / m l

p r o t e i n  b o u n d  

m g / g  m g / m l

b o u n d  p r o ­

t e i n  y i e l d

%

a v .

d p m

a c t i v i t y  

d p m / m l  

o f  g e l  j

i

2 2 . 1 9 1 1 . 1 7 . 6 3 . 5 3 3 1 1 9 8 . 7 7 0 9 6 . 4

1 9 . 8 5 9 . 9 5 9 . 4 4 4 . 7 2 4 7 2 0 8 . 8 9 8 5 5 . 0

1 4 . 4 0 7 . 2 0 7 . 4 0 3 . 7 0 5 1 2 5 3 . 6 9 3 9 2 . 8

4 . 8 0 2 . 4 1 . 0 0 0 . 5 0 2 0 7 8 . 5 3 9 1 . 0

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

s e c t i o n  2 . 8 . 4  a n d  s a m p l e s  a s s a y e d  a f t e r  1  h r .

1  m g  f r e e  p r o t e i n  w a s  u s e d  a s  c o n t r o l .
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F i g .  3 . 1 3 .  C o m p a r i s i o n  b e t w e e n  t h e  A c t i v i t i e s  o f  F r e e  a n d  

I m m o b i l i s e d  E n z y m e  P r e p a r a t i o n s

T i m e  ( h o u r s )



T a b l e  3 . 7 .  C o m p a r i s i o n  o f  A c t i v i t y  o f  F r e e  a n d  I m m o b i l i s e 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 a m p l e i n c u b a t i o n  t i m e  

( h r )

a v .  d p m r e l .  a c t i v i t y  j  

o f  e x t r a c t  ( % )  j

f r e e  e x t r a c t 1.0 5 0 3 . 9 5

i
|

1 0 0  j

2 . 0  : 8 4 6 . 9 0

!

1 0 0  I

i

b o u n d  e x t r a c t 1.0 2 1 5 . 3 4 4 2

2 . 0 1 0 1 . 7 0 12 i

I n c u b a t i o n  c o n d i t i o n s :  s t a n d a r d  c o n d i t i o n s  a s  i n  s e c t i o n  2 . 7 . 2  &  2 . 8 . A .
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F i g .  p H  D e p e n d e n c e  o f  t h e  A c t i v i t y  o f  F r e e  a n d  I m m o b i l i s e d

E n z y m e  P r e p a r a t i o n s  a t  D i f f e r e n t  I n c u b a t i o n  T i m e s

p H  u n i t s

1  :  f r e e  a t  2  h r s

2  :  f r e e  a t  1  h r

3  :  b o u n d  a t  2  h r s

4  :  b o u n d  a t  1  h r
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T a b l e  3 . 8 .  C o m p a r i s i o n  o f  S t a b i l i t y  w i t h  T i m e  o f  F r e e  a n d  B o u n d  P a r t i a l l y  

P u r i f i e d  P r o t e i n  f r o m  C .  r o s e u s

t i m e  ( i n  d a y s ) 0 7 1 4 3 0

b o u n d  e x t r a c t  ( d p m ) 2 2 9 . 8 2 2 4 . 2 2 2 1 . 1 2 1 0 . 6

b o u n d  e x t r a c t  

r e l .  a c t i v i t y  %

1 0 0 . 0 1 0 0 . 0 1 0 0 . 0 1 0 0 . 0

f r e e  e x t r a c t  ( d p m ) 7 6 3 . 8 7 3 3 . 5  !  6 2 2 . 4 5 3 4 . 4

f r e e  e x t r a c t  

r e l .  a c t i v i t y  %

1 0 0 . 0

_ _ _ _ _ _  _ _ _ _ _ _

8 6 . 0  8 7 . 0

i
1  -  -  .

6 9 . 0

i

I n c u b a t i o n  c o n d i t i o n s :  s t a n d a r d  c o n d i t i o n s  a s  i n  s e c t i o n  2 . 7 . 2 .  &  2 . 8 . 4 .
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.  r  d a y s  a n d  a s s a y e d  a t  d i f f e r e n t  t i m e s  a s  i n  T a b l e  3 . 8 . ,  i t  s h o w e d  p r a c t i -  

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

3 0 %  o f  t h e i r s  o v e r  t h e  s a m e  p e r i o d .  T h u s  i m m o b i l i s a t i o n  d o e s  a p p e a r  t o  

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

s e u s .

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

f :  : o f  ' t h e  i m m o b i l i s e d  c e l l '  f r e e  s y s t e m  f r o m  C . - r o s e u s  t h e y  w e r e  t o o  i n c o n -  

:  c l u s i v e _ . t o  c a r r y  o u t  . a n y  m o r e  d e t a i l e d  k i n e t i c  e x p e r i m e n t s .  T h e  p o s s i b l e  

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

t h e  f o l l o w i n g  c h a p t e r .

3 . 9 .  S u m m a r y  o f  R e s u l t s

. 1 .  y i e l d  o f  a l k a l o i d s  f r o m  H P L C  -  C a t .  1 . 1 5 % ;  V i n  2 . 3 0 %

'  Y i e l d * o f  a l k a l o i d s  f r o m  T L C  -  C a t  0 . 0 7 % ;  V i n  1 . 6 0 % .

" " " . 2 .  A c t i v i t y  o f  E n z y m e  E x t r a c t s  -  s e e  f i g .  3 . 1 5 .

3 .  I m m o b i l i s a t i o n  o f  F r a c t i o n  2 :

V  -  T i m e  f o r  c o u p l i n g  -  1 6  h r s  a t  4 ° C

O p t i m u m  p r o t e i n  l o a d  -  7  t o  1 0  m g / m l  s w o l l e n  g e l  

•  '  1 4  t o  2 0  m g / g  d r a i n e d  g e l

L o a d  c h o s e n  f o r  E x p e r i m e n t s  -  1 5  m g / m l .

.  '  4 .  A c t i v i t y  o f  b o u n d  f r a c t i o n  2  -  s e e  f i g .  3 . 1 5 .

5 .  p H  o p t i m u m  f o r  f r a c t i o n  -  f r e e  &  b o u n d  e n z y m e  p H  7

6 .  S t a b i l i t y  o f  E n z y m e  -  b o u n d  e n z y m e  s t a b l e  3 0  d a y s .

■  -  f r e e  e n z y m e  l o s t  3 0 %  a c t i v i t y .
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F i g .  3 . 1 5 .  S c h e m a t i c  R e p r e s e n t a t i o n  o f  R e s u l t s  f r o m  C e l l  F r e e  E x t r a c t s

I s o l a t i o n  P r o c e d u r e A c t i v i t y

C .  r o s e u s  L e a v e s

h o m o g e n i s a t i o n

f i l t r a t i o n

c e n t r i f u g a t i o n

C r u d e  E n z y m e  E x t r a c t  2 5  m l  — a s s a y  ( _ 2 _ ) — ^  1 . 3 %  I n c o r p o r a t i o n

( p r o t e i n  c o n t e n t  d i f f i c u l t  t o  

d e t e r m i n e  d u e  t o  i n t e r f e r i n g  

s u b s t a n c e s )

d e s a l t i n g  

c o n c e n t r a t i o n

P r e c i p i t a t e d  E x t r a c t s

3 . 5  m l

1 5 . 4  m g  P r o t e i n  /  m l  — a s s a y _ ( 3 ) — ^  0 . 7 0 %  /  m g  P r o t e i n

i o n  e x c h a n g e  

d e s a l t i n g  

c o n c e n t r a t i o n

P a r t .  P u r i f i e d  E x t r a c t

3 . 5  m l

p H  o p t i m a  7 . 0  

M .  W t .  >  2 5 , 0 0 0  d a l t o n

I m m o b i l i s a t i o n  — a S S — - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - ►  4 2 %  r e l .  t o  f r e e  E n z y m e

1  m g  a f t e r  .  1  h r

1 . 2 %  I n c o r p .  /  m g  P r o t e i n  

o r  1 2 %  a f t e r  2  h r s  

0 . 3 4 %  I n c o r p .  /  m g  P r o t e i n

a s s a y  ( 3 )  y  2 . 8 0 %  f  m g  P r o t e i n  

1  m g

a s s a y  ( 1 )  

a s s a y  ( 2 )

2 . 3 %  I n c o r p .  a t  3 . 5  m l  

0 . 6 5 %  I n c o r p .  /  m g  P r o t e i n  

-y r e s u l t s  i n c o n c l u s i v e

A s s a y  ( 1 )  :  S e c t i o n  2 . 7

A s s a y  ( 2 )  :  S e c t i o n  2 . 7 . 1

A s s a y  ( 3 )  :  S e c t i o n  2 . 7 . 2 .



-  98 -

4 .  D I S C U S S I O N

: 4 . _ 1 I s o l a t i o n ,  o f  A l k a l o i d s  f r o m  C .  r o s e u s

T o  i n v e s t i g a t e  t h e  r e a c t i o n  o f  m o n o m e r i c  I . A . ' s  t o  d i m e r s ,  s u b s t a n t i a l  

a m o u n t s  o f  p u r e  a l k a l o i d s  a r e .  r e q u i r e d .  F o r  i n s t a n c e ,  K u t n e y  ( R e f .  1 9 )  

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

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

p r a c t i c a b i l i t y  o f  t h e  p r o j e c t .

T h e - i s o l a t i o n -  o f  c a t  a n d . . v i n  f r o m  a  m i x t u r e  o f  c r u d e  a l k a l o i d s  f r o m  

C .  r o s e u s  w a s  f r a u g h t  w i t h  d i f f i c u l t y .  W i t h  b o t h  c o n v e n t i o n a l  a n d  H P L C  

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

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

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

w i l l  b e  d e a l t  w i t h  i n  s e c t i o n  4 , 2 .

•j H P L C  t e c h n i q u e s  u s u a l l y  r e q u i r e  r e l a t i v e l y  p u r e  p r e p a r a t i o n s  t o  b e g i n  

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

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

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

c l e a n i n g  a n d  r e c o n c e n t r a t i o n  ( F i g .  2 . 2 )  c o u l d  a l l  l e a d  t o  a l k a l o i d  d e ­

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

f a c t o r s  ( R e f .  1 8 ) . .  T h e  q u a n t i t y  o f  p u r e  a l k a l o i d  o b t a i n e d  ( F i g .  3 . 2 ) ,  

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

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

m i c a l l y  .

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

t h o d  o f  i s o l a t i o n  a s  i n  s e c t i o n  2 . 5 . 3 .  U n f o r t u n a t e l y ,  i t  w a s  a l m o s t  

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

e d  b y  p r e p a r a t i v e  T L C  ( f i g .  3 . 5 ) .  I t  i s  p o s s i b l e  t h a t  c o n d e n s a t i o n
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p r o d u c t s  w e r e  f o r m e d  b e t w e e n  k e t o n e s  p r e s e n t  i n  t h e  c r u d e  a l k a l o i d a l  

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

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

a r t i f a c t  f o r m a t i o n  i s  e n h a n c e d  d u r i n g  l o n g  s e p a r a t i o n s  ( R e f . 1 8 ) .

I t  h a s  b e e n  s h o w n  ( R e f .  3 7 )  t h a t  t h e  c r y s t a l l i s a t i o n  o f  a l k a l o i d s  f r o m  

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

v a l u e s  f r o m  b o t h  H P L C  a n d  c h e m i c a l  m e t h o d s .  T h e  r e a s o n  f o r  t h i s  h a s  n o t  

b e e n  g i v e n .

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

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

a s  M a y e r ' s  r e a g e n t ,  a n d  t h e n  c o n v e r t i n g  t h e m  t o  s a l t s  b y  i o n  e x c h a n g e  

( R e f  1 8 ) .  U n f o r t u n a t e l y ,  t i m e  c o n s t r a i n t s  p r e v e n t e d  t h e  t e s t i n g  o f  t h i s  

m e t h o d .

4 . 2 .  C a t a l y t i c  A c t i v i t y  o f  C e l l  F r e e  E x t r a c t s

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

b e t w e e n  c a t  a n d  v i n  t o  f o r m  t h e  i n t e r m e d i a t e  d i m e r  3 , 4  d e h y d r o V L B  a n d  

t h e  s u b s e q u e n t  c o n v e r s i o n  t o  V L B  ( f i g .  1 . 8  &  s e c t i o n  2 . 7 . 1 . ) .  H o w e v e r ,  

t h e  r e a c t i o n  c o u l d  o n l y  b e  f o l l o w e d  w i t h  d i f f i c u l t y .  T L C  r e s o l u t i o n  o f  

p r o d u c t s  w a s  e x t r e m e l y  p o o r . ( f i g .  3 . 7 . , 3 . 8 . , 3 . 9 . ) .  T h e  p r e s e n c e  o f  

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

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

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

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

d i a t e s  o r  s t a r t i n g  m a t e r i a l s ,  b y  a n  ' o v e r r u n '  o f  t h e  r e a c t i o n  t o  f o r m  

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

s c r i b e d  b e l o w .

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

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

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

( R e f .  1 8 , 1 9 , 3 1 ) .  T h e  l a t t e r  t e c h n i q u e  s h o u l d  a l s o  b e  a t t e m p t e d .  H o w e v e r ,  

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

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

a n  a s s a y  a s . i n  s e c t i o n  2 . 7 . 2 , - t h e  T L C . a n a l y s i s  a g a i n  p r o v e d  d e f i c i e n t .

„  T h e  f a u l t  p r o b a b l y  l i e s  i n  t h e  t e c h n i q u e  i t s e l f .

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

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

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

s a t i o n  o c c u r s .  H o w e v e r -  t h e r e  a r e  d r a w b a c k s  t o  t h i s  m e t h o d .

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

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

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

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

. . i s t i c s  a n d  b e h a v i o u r : a r e  u s e d . — S a m p l e  l o a d i n g  a n d  d e c o m p o s i t i o n  a r e  

- . . c r i t i c a l  a t - t h i s ,  s t a g e , . - ;  u s u a l l y  . r e s u l t i n g  i n  f a l s e l y  l o w  v a l u e s  f o r  

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

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

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

l y s e d .  F o r  e x a m p l e ,  t h e  s p o t .  C  i n  f i g .  3 . 7 .  & 3 . 8 .  a p p e a r s  t o  b e  a  

.  d e c o m p o s i t i o n  p r o d u c t  o f  v i n d o l i n e .  L o n g  p e r i o d s  o f  t i m e  ( u p t o  1  h r )  

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

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

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

D e g r e d a t i o n  m a y  b e  r e d u c e d  b y  p e r f o r m i n g  T L C  a t  l o w e r  t e m p e r a t u r e s .  

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

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

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

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

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

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

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

s t u d y ,  t h e  t e m p e r a t u r e  ( 2 0 ° C ) ,  s u p p o r t  a n d  s o l v e n t s  w e r e  s t a n d a r d i s e d  

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

p a r t i c u l a r l y  i n  p T L C ,  w o u l d  h a v e  t h e i r  r o o t s  i n  t h e  s a m p l e  a p p l i c a ­

t i o n s ,  d e v e l o p m e n t  a n d  m e a s u r e m e n t  t e c h n i q u e s  ( R e f .  3 1 ) .

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

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

t i n g  i n  n o n - h o m o g e n o u s  p r o d u c t s .

S p o t s  w e r e  v i s u a l i s e d  u n d e r  U V  l i g h t .  T h e y  w e r e  e i t h e r  s c a n n e d ,  w h e n  

o n l y  t h e i r  i n t e n s i t y  w a s  r e q u i r e d  ( f i g .  3 . 9 ) ,  o r  m a r k e d  f o r  i d e n t i f i c a ­

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

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

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

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

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

c h r o m a t o g r a m  b y  s c r a p i n g  o r  c u t t i n g .

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

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

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

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

o n  t h e i r  o w n ,  r e s u l t i n g  i n  m i s l e a d i n g  v a l u e s  ( R e f .  3 1 ) .

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

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

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

l e a d  t o  p o o r  s t a t i s t i c s .  I n  . a d d i t i o n  p o o r  p e a k - t o - b a c k g r o u n d  r a t i o s  a r e  

o b t a i n e d ,  m a k i n g  s c a n s  ' n o i s y ' .  I n  c o n t r a s t ,  t h e  c o u n t i n g  p e r i o d  i n  

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

4 . 3 .  A l t e r n a t i v e s  t o  T L C

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

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

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

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

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

l i q u i d  c h r o m a t o g r a p h y ,  w h i c h  h a s  g r e a t e r  r e s o l v i n g  p o w e r s  t h a n  T L C .

( R e f .  1 8 ) .  B u t .  t h e s e  m e t h o d s  a r e  l e s s  v e r s a t i l e  t h a n  t h e  l a t t e r .  M a t ­

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

v a r i a b l e .  A s  m e n t i o n e d  i n  s e c t i o n  2 . 4 . ,  t h e  n u m b e r  o f  s a m p l e s  t h a t  

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

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

o f  a l k a l o i d  a s s a y  h a s  b e e n  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  a  r a d i o i m m u n o a s s a y  ( R I A )  

f o r  v i n d o l i n e  ( R e f .  4 3 ) .  R I A ' s  a r e  c o m p e t i t i v e  b i n d i n g  a s s a y s  w h e r e  

r a d i o a c t i v e  c o m p o u n d  o r  ' t r a c e r '  c o m p e t e s  w i t h  u n l a b e l l e d  c o u n t e r p a r t  

f o r  l i m i t e d  b i n d i n g  s i t e s  o n  a n t i b o d i e s  ( R e f .  2 2 ) .  A n t i s e r a  a r e  p r o d u ­

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

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

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

a n d  s e m i - s y n t h e t i c  a l k a l o i d s .  A  s t a n d a r d  c u r v e  i s  c o n s t r u c t e d  b y  c o m ­

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

t h e  a m o u n t  o f  t h e  l a t t e r  i n  u n k n o w n  s a m p l e s  c a n  b e  d e t e r m i n e d .  T h e  a s s a y
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m e t h o d  i s  s c h e m a t i c a l l y  d e p i c t e d  i n  f i g .  4 . 1 .

T h e  R I A  f o r  v i n d o l i n e  i s  v e r y  s e n s i t i v e ,  m e a s u r i n g  i n  a  r a n g e  f r o m

0 . 5  t o  1 0 0  p m o l  ( 0 . 2  -  4 5  n g  o f  v i n d o l i n e  w h e r e a s  T L C  w o r k s  b e s t  a r o u n d  

1 0 0  n g .  T h e  d e t e c t i o n  l i m i t  i s  1 1 0  f m o l  o r  5 0  x  1 0 1 0  g ^  a n d  r e p r o d u c i b i ­

l i t y  o f  a s s a y s  i s  h i g h .

S e t t i n g  u p  a  R I A  i s  t e d i o u s .  F o r  e x a m p l e ,  t e s t  r a b b i t s  m i g h t  r e s p o n d  

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

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

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

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

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

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

o n e  d a y  w h i c h  i s  a  c o n s i d e r a b l e  a d v a n t a g e  o v e r  t h e  2  o r  3  d a y s  r e q u i r e d  

f o r  t h e  T L C  e v a l u a t i o n  o f  e a c h  e x p e r i m e n t .

4 . 4  C e l l  F r e e  S y s t e m s

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

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

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

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

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

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

a n d  I b o g a  t y p e s  ( R e f s .  3 5 ,  3 9 ,  4 4 ) .

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

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

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

I n  a d d i t i o n ,  e n z y m e  a n d  c o f a c t o r  m a y  b e  a r r a n g e d  i n  a n  o p t i m a l  w a y  

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

t h e  e x t e r n a l  s u p p l y  o f  c o f a c t o r s  u n n e c e s s a r y  ( R e f s .  7 ,  1 7 ,  3 4 ^ 4 5 )
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F i g ,  4 . 1 .  P r i n c i p l e  o f  R a d i o i m m u n o a s s a y  ( R I A )

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

" c o n s t a n t  c o n c e n t r a t i o n  o f  t r a c e r  s u c h  t h a t  3 0  -  5 0 %  o f  t h e  t r a c e r  

i s  b o u n d  b y  t h e  a n t i b o d y .

a n t i g e n )

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

t h e  l i m i t e d ' n u m b e r  o f  b i n d i n g  s i t e s  o n  t h e  a n t i b o d y .

Q  -  u n l a b e l l e d  

a n t i g e n

3 .  T h e  a m o u n t  o f  t r a c e r  r e m a i n i n g  b o u n d  t o  a n t i b o d y  c a n  b e  d e t e r m i n e d  

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

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

u n l a b e l l e d  a n t i g e n  i s  p r e s e n t .

L e s s  t r a c e r  i s  “ b o u n d  t o ' a n t i b o d y  w h e n  c o m p e t i n g  a n t i g e n  i s  p r e s e n t .

D a t a  f r o m  A m e r s h a m  ( R e f .  3 1 )
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P r o b l e m s  e n c o u n t e r e d  w i t h  c e l l  c u l t u r e  f r o m  C .  r o s e u s  a r e  o u t l i n e d  i n  

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

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

c u l t u r e d  c e l l s .  C a r e f u l  s e l e c t i o n  o f  v a r i a n t  s t r a i n s ' m a y  y i e l d  c e l l  

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

o r i g i n a l  p l a n t .  T h e  - g e n e t i c  s t a b i l i t y  o f  t h e s e  s t r a i n s ,  a s  i s  t h e  c a s e  

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

o f  h i g h  y i e l d i n g  s t r a i n s  m i g h t ,  b e  n e c e s s a r y  ( R e f s .  4 4 ,  4 5 ) .

4 . 5 .  I m m o b i l i s a t i o n  o f  P a r t i a l l y  P u r i f i e d  E x t r a c t

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

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

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

s t a b l e  t o  s t o r a g e . ( t a b l e  3 . 8 ) ,  a n d  m o r e _  a c t i v e  t h a n  c r u d e  o r  p r e c i p i t a ­

t e d  f r e e  p r e p a r a t i o n s  ( f i g .  3 . 1 5 ) ,  t h e  a c t i v i t y  o f  t h e  b o u n d  p r e p a r a t i o n  

w a s  v e r y  m u c h  l e s s  t h a n  t h a t  o f  i t s  f r e e  c o u n t e r p a r t  ( f i g .  3 . 1 3 ) .

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

I n a c t i v a t i o n  c a n ; o c c u r . d u r i n g  t h e  a c t u a l  i m m o b i l i s a t i o n  p r o c e s s .  S u p ­

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

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

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

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

a c t u a l  s i z e  o f  t h e  s i t e  r e l a t i v e  t o  t h e  w h o l e  p r o t e i n  ( R e f s .  4 ,  1 0 ,

2 9 ) .  G e n e r a l l y ,  a c t i v e  s i t e s  a r e  r e c e s s e d  i n  t h e  e n z y m e  m o l e c u l e  a n d  

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

( R e f .  2 2 ) .  T h o u g h  c o n t a c t  w i t h  s u p p o r t  c a n  d e n a t u r e  t h e  e n z y m e ,  a c t i v e  

s i t e  m o d i f i c a t i o n  a p p e a r s  t o  b e  m a r g i n a l  f o r  C N B r  o r  T r e s y l  a c t i v a t e d  

g e l s  ( R e f s .  2 ,  2 3 ,  2 8 ) .  T h e  a d d i t i o n  o f  s u b s t r a t e  o r  c o m p e t i t i v e  i n ­

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

s a t i o n  p r o c e d u r e  ( R e f s .  1 0 ,  1 6 ,  2 4 ,  2 9 ) .

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

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

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

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

o r  t o t a l l y  o b s c u r e d ’ b y  o t h e r  p r o t e i n s  o r  t h e  m a t r i x .  B l o c k i n g  o f  a c t i v e  

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

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

g e l s  t h a n  i n  m o s t  o t h e r  t y p e s  ( R e f .  2 9 ) .  S o m e  e n z y m e  m o l e c u l e s  m a y  h a v e  

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

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

c a n ’ r e s t r i c t  t h e  m o b i l i t y  o f  e n z y m e s  o n  s u p p o r t  a n d  t h u s  r e s u l t  i n  l o w e r  

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

p r e p a r a t i o n s ’ w h i c h  s h o w  c o m p l e x ’ r e a c t i o n  k i n e t i c s  e v e n  . i f  t h e  e n z y m e  

u s e d  i s  h i g h l y  p u r i f i e d  ( R e f s .  2 ,  1 6 ,  2 9 } .  H e t e r o g e n e i t y  i s  i n t e n s i f i e d  

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

( f i g .  4 . 2 ) .  P a r t i a l l y  p u r i f i e d  e x t r a c t  w o u l d ,  b y  d e f i n i t i o n ,  c o n t a i n  

- p r o t e i n s  t h a t  d o  n o t  p a r t i c i p a t e  i n  t h e  d e s i r e d  r e a c t i o n  s o  t h a t  t h e  

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

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

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

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

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

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

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

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

o b s e r v e d  t h a t  o v e r l o a d i n g  c a r r i e r  w i t h  p r o t e i n  r e s u l t s  i n  i n t e r n a l  d i f f -
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F i g v  4 . 2 .  P o s s i b l e  C o n f i g u r a t i o n s  o f  E n z y m e s  a f t e r  C o v a l e n t

B i n d i n g  t o  S u p p o r t

1 .  L i n k a g e s  b e t w e e n  E n z y m e  a n d  S u p p o r t  :

( a )  b i n d i n g  t h r o u g h  o n e  b o n d

( b )  b i n d i n g  t h r o u g h  m u l t i p l e ,  b o n d s  _
« - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - e n z y m e

a c t i v e  

s i t e

l i n k a g e

s u p p o r t

2 .  O r i e n t a t i o n  o f  E n z y m e  b o u n d  t o  S u p p o r t  :

( a )  a c t i v e  s i t e  b o u n d  t o  s u p p o r t

( b )  a c t i v e  s i t e  t o t a l l y  o b s c u r e d  b y  s u p p o r t

( c )  a c t i v e  s i t e  p a r t i a l l y  o b s c u r e d  b y  s u p p o r t

( d )  a c t i v e  s i t e  f r e e  t o  b u l k  s o l u t i o n

a  -  b  c  d

3 .  U n i f o r m i t y  o f  S u p p o r t  :

( a )  f l a t  r e g u l a r  s u r f a c e

( b )  p o r o u s  i r r e g u l a r  s u r f a c e

F r o m  M e t h o d s  i n  E n z y m o l o g y  V o l .  X L I V  ’ I m m o b i l i s e d  E n z y m e s ’  

E d .  M o s b a c h  K . ,  A c a d e m i c  P r e s s  ( 1 9 7 6 ) .
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u s i o n  l i m i t a t i o n s  a s  m e n t i o n e d  i n  s e c t i o n  1 . 5  a n d  b e l o w ,  a s  o n l y  t h o s e  

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

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

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

b e  a  c o m p r o m i s e  ( R e f s .  4 ,  1 0 ,  2 0 ) .

V  E n z y m e  l o a d i n g  i s  a l s o  e f f e c t e d  b y -  t h e  s u r f a c e  a r e a  o f  t h e  c a r r i e r .  

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

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

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

a r e a  a n d  e n z y m e  l o a d i n g  i s  g e n e r a l l y  c h o s e n  ( R e f .  2 ,  1 0 ) .  T r e s y l  a c t i ­

v a t e d  S e p h a r o s e  4 B  b i n d s  p r o t e i n s  b e t w e e n  6  x  1 0 3  a n d  2 0  x  1 0 6  d a l t o n s  

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

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

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

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

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

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

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

g e l s  s u c h  a s  S e p h a r o s e  2 B  a n d  6 B  w i t h  2 %  a n d  6 %  a g a r o s e  r e s p e c t i v e l y  

( R e f s .  2 ,  3 8 ) ,  w i l l  h a v e  t o  b e  i n d i v i d u a l l y  a c t i v a t e d  a n d  c o u p l e d  t o  t h e  

e n z y m e  s y s t e m s  t o  d e t e r m i n e  t h i s  p a r a m e t e r  ( R e f .  2 4 ) .

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

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

t r a t e s  ( R e f .  2 0 ) .  T h e  g e l  b e a d s  u s e d  i n  t h i s  s t u d y  a r e  b e t w e e n  6 0  a n d  

1 4 0  p m  i n  d i a m e t e r ,  w h i c h  i s  l a r g e  c o m p a r e d  t o  t h e  1 0  p m  a c t i v a t e d  

s i l i c a  p a r t i c l e s  t h a t  g a v e  o v e r  9 5 %  r e t e n t i o n  o f  a c t i v i t y  ( R e f .  2 3 ) .

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

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



- 109 -

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

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

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

( f i g .  3 . 6 ) .  I f  t h e .  s y s t e m  r e q u i r e d  i s  d i l u t e d  b y  o t h e r  e n z y m e s ,  t h e n  t h e  

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

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

b i l i s e d  i s  n e e d e d  t o ‘ o b t a i n  h i g h  l e v e l s  o f  b i n d i n g  a n d  t h a t  h i g h  c o n ­

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

" t h a n  T o w ~ l e v e l s ' : f o r  l o n g  t i m e s  ( R e f .  2 6 ) .  T h e r e f o r e  m o d i f i c a t i o n  o f  

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

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

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

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

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

T h e  s t a g n a t i o n  o r  d e c r e a s e  i n  i n c o r p o r a t i o n  o f  [ 2 - l i t C ] T r p  w i t h  t i m e  

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

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

s o ~  t h a t " t h e  e n v i r o n m e n t  i n  t h e  l a t t e r  d i f f e r s  f r o m  t h a t  a r o u n d  b o u n d  

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

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

k i n e t i c  p a r a m e t e r s  ( R e f .  1 6 ) .  W i t h  C N B r  m e t h o d s ,  t h e  a c t i v a t i o n  p r o c e ­

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

p a r t  i n  n o n - s p e c i f i c  a d s o r p t i o n  r e a c t i o n s  ( R e f .  2 6 ) ,  T h o u g h  t h i s  e f f e c t  

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

c a t i o n  p r o c e s s  t e n d s  t o  m i n i m i s e  t h e s e  e l e c t r o s t a t i c  g r o u p s  ( R e f s .  2 3 ,  

2 8 ,  2 9 ) ,  t h e  l a r g e  i n t e r n a l  s u r f a c e  o f  t h e  p o r o u s  g e l s  m i g h t  s t i l l  g i v e  

r i s e  t o  n o n - s p e c i f i c  a d s o r p t i o n .  A s  s h o w n  i n  f i g .  3 . 1 4 ,  t h e  b o u n d  p r e p a ­

r a t i o n  d i s p l a y e d  a  s m a l l ,  i f  a n y ,  s h i f t  t o w a r d s  t h e  e x p e c t e d  a l k a l i n e  p H
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o p t i m u m  ( R e f .  2  a n d  s e c t i o n  1 . 5 . 3 ) ,  d e m o n s t r a t i n g  t h a t  t h e  H  i o n  c o n ­

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

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

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

i n  f i g  3 . 1 3 . .  I n h i b i t i o n  o f  e n z y m e s  b y  a d s o r b e d  e n d  p r o d u c t s  c o u l d  a l s o  

o c c u r  ( R e f .  2 6 ) .

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

d i f f u s i o n a l  o r  m a s s  t r a n f e r  e f f e c t s  a s  m e n t i o n e d  i n  s e c t i o n  1 . 5 . 3 .

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

h i g h e s t  l e v e l s  p r a c t i c a b l e  ( R e f s .  1 ,  A ) .

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

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

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

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

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

b e c o m e  i n a c t i v e  a n d  s u b s t r a t e  d i f f u s e s  i n t o  p o r e s  t o  r e a c t  w i t h  ’ l a t e n t *  

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

d e p e n d e n c e  r e s u l t i n g  i n  a  b r o a d e r  p r o f i l e  ( R e f s .  1 6 ,  2 0 ) .

T h e  s t a b i l i t y  o f  e n z y m e s  d e p e n d s  u p o n  a  n u m b e r  o f  f a c t o r s .  T h e  p a r t -
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i a l l y  p u r i f i e d  b o u n d  e x t r a c t  i s  m o r e  s t a b l e  t h a n  f r e e  o n e  ( t a b l e  3 . 8 ) .  

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

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

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

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

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

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

w i l l  a p p e a r  t o  d e c r e a s e - l i t t l e ,  i f  a t  a l l ,  w i t h  t i m e  ( R e f .  1 6 ) .

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

s h o u l d  b e  t e s t e d .

— 4 . 6 . - A l t e r n a t i v e s  t o  I m m o b i l i s e d  C e l l  E x t r a c t s

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

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

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

m e n t .  W h e r e  c o f a c t o r s  a r e  n e c e s s a r y ,  a s  i n  t h i s  w o r k ,  t h e  r e g e n e r a t i o n  

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

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

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

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

s e a w e e d ' " d e r i v e d  a l g i n a t e  o r  c a r r a g e e n a n  g e l s  ( R e f s .  7 ,  8 ,  1 7 ) .  C e l l s  

- f r o m  C .  r o s e u s  h a v e  b e e n  i m m o b i l i s e d  t o  i n v e s t i g a t e  C o r y a n t h e  a l k a l o i d  

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

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

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

7 ) .  A l k a l o i d  s y n t h e s i s  i n  C .  r o s e u s  i s  d e p e n d e n t  o n  t h e  f a c t o r s  m e n t i o n ­

e d  i n  s e c t i o n  4 . 4 . .  A d v a n c e s  i n  t h i s  a r e a  m u s t  b e  m a d e  b e f o r e  i m m o b i l i ­

s e d  C .  r o s e u s  c e l l s  c a n  b e  c a t a l y t i c a l l y  u s e f u l .
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5 .  C O N C L U S I O N

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

o f  t h e  c o n d e n s i n g  r e a c t i o n s  w h i c h  s y n t h e s i s e d  a l k a l o i d s  f r o m  p r e c u r s o r s .  

T h e  s t u d y  w a s  a  p r e l i m i n a r y  o n e  o u t l i n i n g  t h e  g e n e r a l  c h a r a c t e r i s t i c s  

o f  t h e  s y s t e m  a n d  i t s  a s s o c i a t e d  p r o b l e m s .  A  f e w  g e n e r a l  c o n c l u s i o n s  

m a y  b e  r e a c h e d .  -

T h e  m o s t  o b v i o u s  i s  t h e  d i f f i c u l t y  a n d  t e d i o u s n e s s  o f  i s o l a t i o n  o f  p r e ­

c u r s o r  a n d  p r o d u c t  a l k a l o i d s  f r o m  t h e  p l a n t  a n d  t h e i r  i d e n t i f i c a t i o n .

T L C  m e t h o d s  a r e  n o t  o p t i m a l  f o r  d e t e c t i o n  o f  s m a l l  q u a n t i t i e s  o f  a l k a ­

l o i d s  f r o m  r e a c t i o n  m i x t u r e s .  H P L C  m e t h o d s  a r e  m o r e  s e n s i t i v e ,  b u t  

o f  l i m i t e d  a p p l i c a b i l i t y ,  w h e r e  l a r g e  n u m b e r s  o f  h i g h l y  i m p u r e  s a m p l e s  

m u s t  b e  p r o c e s s e d .  T h e  i s o l a t i o n  o f  c e l l  f r e e  e x t r a c t s  f r o m  C .  r o s e u s  

w a s  r e l a t i v e l y  s t r a i g h t f o w a r d .  T h e  a c t i v i t y  o f  t h e  e x t r a c t s  a p p e a r e d  

t o  i n c r e a s e  w i t h  t h e  d e g r e e  o f  p u r i f i c a t i o n  o n  t h e  b a s i s  o f  r a d i o l a b e l -  

l e d  T r y p t a m i n e  i n c o r p o r a t i o n  i n t o  V i n d o l i n e .  H o w e v e r  t h e  c o n d e n s i n g  

r e a c t i o n  b e t w e e n  V i n d o l i n e  a n d  C a t h e r a n t h i n e ,  c a t a l y s e d  b y  c e l l  f r e e  

e x t r a c t s  g a v e  i n c o n c l u s i v e  r e s u l t s ,  d u e  p e r h a p s  t o  p r o b l e m s  a s s o c i a t e d  

w i t h  T L C  m e t h o d s  o f  d e t e c t i o n .

I m m o b i l i s a t i o n  o f  p a r t i a l l y  p u r i f i e d  e x t r a c t s  w a s  e a s i l y  a c c o m p l i s h e d  

u s i n g  T r e s y l  a c t i v a t e d  S e p h a r o s e  s u p p o r t s .  T h e  y i e l d  o f  p r o t e i n  b o u n d  

c o m p a r e d  f a v o u r a b l y  w i t h  t h a t  f o u n d  i n  t h e  l i t e r a t u r e .  H o w e v e r  t h e  

a c t i v i t y  o f  t h e  e x t r a c t s  i s  v e r y  l o w  c o m p a r e d  t o  t h a t  o f  e q u a l  a m o u n t s  

o f  f r e e  e n z y m e .  T h i s  i s  p r o b a b l y  d u e  t o  t h e  p r e s e n c e  i n  t h e  b o u n d  p r e p a ­

r a t i o n  o f  h i g h  l e v e l s  o f  p r o t e i n s  t h a t  d o  n o t  p a r t i c i p a t e  i n  t h e  d e ­

s i r e d  c o n d e n s i n g  r e a c t i o n .  O t h e r  c o n f o r m a t i o n a l ,  e n v i r o n m e n t a l  a n d  

d i f f u s i o n a l  e f f e c t s  m i g h t  a l s o  c o n t r i b u t e  t o  l o w  a c t i v i t y  l e v e l s .

T h e  p o s i t i v e  a s p e c t  o f  t h e  i m m o b i l i s e d  s y s t e m  a p p e a r s  t o  b e  i t s  s t a b i -
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l i t y .  T h u s  i t s  a c t i v i t y  w a s  r e t a i n e d ,  w h i l e  t h a t  o f  f r e e  e n z y m e  w a s  

l o s t  b y  3 0 %  o v e r  t h e  s a m e  p e r i o d  o f  t i m e .  T h e  l o n g  t e r m  s t a b i l i t y  o f  t h e  

s y s t e m  m i g h t  o u t w e i g h - i t s  o t h e r  d r a w b a c k s  f o r  f u t u r e  a p p l i c a t i o n s  i n  

a l k a l o i d  b i o s y n t h e s i s .

-  5 .  1 .  S u g g e s t i o n s  f o r  F u r t h e r  W o r k

T  T h e  i m m o b i l i s e d  s y s t e m  m a y  h a v e  p o t e n t i a l  o n l y  i f  m a n y  m o d i f i c a t i o n s  

- a r e  m a d e . '  F o r e m o s t  a m o n g  t h e s e  i s  t h e  a d o p t i o n  o f  a n  i m p r o v e d  m e t h o d  o f  

p r o d u c t  d e t e c t i o n  a n d  a n a l y s i s .  T h a t  u n c e r t a i n i t y  a b o u t  T L C  a n a l y s i s  

i m p e d e s - t h e  f u l l " c h a r a c t e r i s a t i o n  a n d  f u r t h e r  d e v e l o p m e n t  o f  t h e  s y s t e m  

c a n n o t  b e  o v e r e m p h a s i s e d . -  T h e  m o s t  p r o m i s i n g  m e t h o d  a l t e r n a t i v e  s e e m s  

t o  b e  t h e  r a d i o i m m u n o a s s a y ,  w h i c h  a p a r t  f r o m  b e i n g  e x t r e m e l y  s e n s i t i v e  

a n d  s p e c i f i c ,  a l l o w s  l a r g e  n u m b e r s  o f  s a m p l e s  t o  b e  p r o c e s s e d  i n  f a i r l y  

s h o r t  t i m e s  ( R e f .  4 3 ) .  O n l y  t h e n  c a n t h e  v a r i o u s  k i n e t i c  p a r a m e t e r s  

f o r  b o t h  f r e e  a n d  b o u n d  e n z y m e  p r e p a r a t i o n s  b e  c r i t i c a l l y  c o m p a r e d . .

T h e  i s o l a t i o n  o f  a l k a l o i d s  f r o m  t h e  p l a n t  m a y  b e  c a r r i e d  o u t  b y  p r e c i ­

p i t a t i o n -  f r o m  a q e u o u s  e x t r a c t s  a n d  c o n v e r s i o n  t o  s a l t s  b y  i o n  e x c h a n g e ,  

i n s t e a d - o f  t e d i o u s  l i q u i d  c h r o m a t o g r a p h y  m e t h o d s  t h a t  g i v e  r i s e  t o  

a r t i f a c t s  ( R e f .  1 8 ) .

T h e  a c t i v i t y  o f " t h e  b o u n d  e n z y m e  m a y  b e  i n c r e a s e d  b y  t h e  u s e  o f  a  

s u i t a b l e  i n h i b i t o r - t o  b l o c k  t h e  a c t i v e  s i t e  d u r i n g  t h e  c o u p l i n g  r e a c t ­

i o n  s o  a s  t o  r u l e  o u t  t h e  p o s s i b i l i t y  o f  s u p p o r t  r e a c t i n g  w i t h  a c t i v e  

s i t e .  F r o m  t h e  l i t e r a t u r e ,  g l u c o s i d a s e  o r  p e r o x i d a s e  i n h i b i t o r s  a r e  t h e  

m o s t  l i k e l y  c a n d i d a t e s  ( R e f s .  2 4 ,  3 9 ) .

T h e  c o n f o r m a t i o n a l  e f f e c t s ' o f  i m m o b i l i s a t i o n  o n  t h e  p r o t e i n  s h o u l d  

a l s o  b e  i n v e s t i g a t e d .  S p e c t r o s c o p i c  a n d  f l o u r e s e n c e  m e t h o d s  a r e  w i d e l y  

u s e d  i n  d e t e r m i n i n g  p h y s i c a l  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  b o u n d  e n z y m e s .  M e a s u r e ­

m e n t s  o f  f l o u r e s c e n c e  l i f e t i m e s  a n d  p o l a r i s a t i o n  p r o v i d e s  i n f o r m a t i o n  

o n  e n v i r o n m e n t a l  c o n s t r a i n t  e t c  ( R e f .  2 9 ) .
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T h e  e n z y m e  s y s t e m  c o u l d  b e  f u r t h e r  p u r i f i e d  b e f o r e  i m m o b i l i s a t i o n  t o  

r e d u c e  t h e  e f f e c t  o f  u n d e s i r e d  p r o t e i n  o n  t h e  o p t i m a l  l o a d i n g  r a t e .  T h e  

s i m p l e s t  w a y  o f  a s s e s s i n g  t h e  q u a n t i t y  o f  p r o t e i n  c o u p l e d  t o  m a t r i x  t o  

m e a s u r e  t h e  d i s a p p e a r e n c e  o f  p r o t e i n  f r o m  t h e  c o u p l i n g  m i x t u r e  a s  c a ­

r r i e d  o u t  i n  t h i s  s t u d y .  H o w e v e r ,  o t h e r  m e t h o d s  s u c h  a s  a m i n o  a c i d  

a n a l y s i s  c a n  a l s o  b e  u s e d .

T h e  i n f l u e n c e  o f  t h e  s u p p o r t  o n  t h e  i m m o b i l i s a t i o n  p r o c e s s  c o u l d  a l s o  

b e  i n v e s t i g a t e d .  T h i s  m e a n s  v a r y i n g  t h e  d e n s i t y  o f  t h e  g e l ,  t h e  n u m b e r  

o f  a c t i v e  g r o u p s  o n  a c t i v a t i o n ,  t h e  s i z e  o f  t h e  p a r t i c l e - e t c .  D i f f u s i o n  

e f f e c t s  m a y  b e  e x a m i n e d  b y  t e s t i n g  t h e  i n f l u e n c e  o f  m i x i n g  o r  s t i r r i n g  

r a t e s  o n  t h e  r e a c t i o n .  T h e  s t a b i l i t y  o f  e x t r a c t s  w i t h  t e m p e r a t u r e  i s  

a l s o  o p e n  t o  e x a m i n a t i o n .

R e m o v a l  o f  p r o d u c t s  a s  i n  a  c o n t i n u o u s l y  o p e r a t e d  r e a c t o r  m i g h t  y i e l d  

h i g h e r  a c t i v i t y  l e v e l s  f o r  t h e  i m m o b i l i s e d  s y s t e m .  A  p a c k e d  c o l u m n  m a y  

a l s o  g i v e  b e t t e r  r e s u l t s  t h a n  a  s t i r r e d  t y p e  r e a c t o r  a s  t h e  l a t t e r  

r e q u i r e s  a  h i g h e r  e n z y m e  l o a d i n g  t h a n  t h e  f o r m e r  ( R e f .  2 0 ) .

A l t e r n a t i v e s  t o  t h e  u s e  o f  w h o l e  p l a n t s  l i e  i n  s u s p e n s i o n  c u l t u r e  

e x t r a c t s  a s  a  s o u r c e  o f  c o n d e n s i n g  e n z y m e s .  I m m o b i l i s e d  w h o l e  c e l l s  m a y  

a l s o  p l a y  a  b i g g e r  r o l e  i n  t h e  f u t u r e  o f  a l k a l o i d  s y n t h e s i s  f r o m  p r e c u r  

s o r s  ( R e f .  7 ) .
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