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"Nérens 1in die annale van die Suid—Afrikaanse plantkunde sal
*’n mens die name vind van Henricus Hudde, Reynerus Paaw,
Petrus Hasselaer, Arnoldus Grotenhuys of, wat dit betref,
enige van hul vyf landgenote nie, wie se ondernemende maat-
skappy een van die eerste Hollandse handelsendings om die
Kaap na Oos-Indié& gestuur het. Tog het ons rede genoeg om
hulle te onthou. Hulle het, sonder dat hulle dit wis, die
eerste skutshere van die Suid-Afrikaanse plantkunde geword!
Carolus Clusius, ’n uitmuntende Renaissancewetenskaplike,
vertel ons dat hy deur die vrygewigheid van hierdie "ryk
Amsterdamse koopmanne" ’‘n versameling eksotiese vrugte
ontvang het wat deur matrose van hulle vlioot in 1597 op 'n
skeepstog na Java bymekaar gemaak was. Terwyl die meeste van
die vreemde vrugte van tropiese oorsprong was, was een daar-

van - ’'n gedroogde blomkop van Protea neriifplia - van die
Kaap afkomstiqg. Clusius se tekeninge en beskrywing daarvan
sewe jaar later, 1in {409, was gebeurtenisse van groot histo-
riese betekenis. Nie alleen is dit die eerste gefllustreerde

beskrywing van *n protea nie, dit is ook die eerste qefllu-
streerde en qepubliseerde rekord van enige Suid-Afrikaanse
landplant, en bhet verskyn in hoofstuk 15 wvan Clusius se
"Exorticarum Libra Decem" (Antwerpen, 1405)." (Rourke, 1980).

Uit die ocogpunt van hierdie braokkie geskiedenis is dit gepas
dat Suid-Afrika se nasianale blom *n protea is; noe nie
Protea neriifolia nie, maar wel P. cynarogides. Verteenwoor-
digers van die genus beklee *n ereplek in feitlik elke blam~—
winkel en aan *n rangskikking, vars of droaog, gee dit ’n eie
besondere karakter.

Hulle floreer op stikstofarme grond en kom oor ’n wyg ver-
skeidenheid habitatte voor, wat die tuinier altyd ’n keuse
vir sy omgewing bied. Die blombedryf het in hom *n juweel
gevind.

Baie oningeligtes beskou "die suikerbos" as “n  versamelnaam
vir alle proteas...of te wel die paar soorte waarvan hulle
bewus is en die tipiese omwindselblaarvoorkoms van F. cyna-
roides of F. repens het. Nog minder weet Rulle dat die
corvloedige nektar van F. repens in die 18de en 1%2de eeu as
versaoeter gebruik is en aan hom alleen hierdie naam besorg
het.

Die ho& tannieninhoud van F. nitida, wat so keamerkend van

die hele familie blyk te wees (en heelwat praobleme in hierdie
studie veroorsaak het), 1s as leerlooi- en stelpmiddel vir
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Figuur 1.1 - Die Hollandse plantkundige, Carolus Clusius (1524
- 1609), wat die eerste beskrywing en illustrasie van ’n
protea (P. neriifolia) in 1605 in sy "Exoticorum Libri

Decem” gepubliseer het, die voorblad daarvan en skets.
(Uit Rourke 1980, met goedkeuring van die skrywer.)



buikl cop aangewend. Sommige inboorlinge het selfs die dro#&
blomkkoppe van P. gaguedi gebruik om vel van hulle voetsole te
shuur en tot in die negentiende eeu is skryfink uit loofblare
van P. nitida (waboom) gemaak. Skrymwerkers het veral die
waboom verkies en heelwat duursame artikels wat eeuwe gelede
gemaak is, 1s wvandag nog in gebruik.

Die protea het dus sy merk op baie gebiede gemaak en omdat
dit deel van ons Kaapse fynbos 1s, mag sy filogenetiese
verwantskappe bydra tot die oplossing van die probleem van
die unieke fynbosflara. Morfologie, waarop die huidilg erken-
de klassifikasie van Frotea (o.a. B8B1 Suider— en 35 Midde-
Afrikaanse spesies - Rourke 1980) feitlik witsluitlik berus,
blyk onvoldoende te waes om haie vrae rondom die genus (o.a.
ook die filogenie) te beantwoord.

Ander bronne van inligting is dus nodig en chemiese parame-
ters speel ’n groter wordende rol in die ontrafeling van
taksonomiese verwantskappe. Vrye aminosure is maar een van
n  verskeidenheid groepe organiese verbindings van genetiese
aorsprong, wat in chemotaksonomie gebruik is. Die chemotal-—
sonomie is dus nie 'n aparte, losstaande klassifikasiesisteem
nie en behoort aop gelyke vliak met andet taksonomiese parame-
ters gesien te word.

Die vrye aminosuurinhoud van Suider-Afrikaanse proteas het
met enkele uitsonderings (Van Staden, 194&) min navorsers se
aandag getrek. Die meeste ondersoceke was redelik oppervlakkig
en slegs gegrond op papierchromatografie van 'n paar spesies,
sodat *n dieper studie nodig was. Miskien was die qgroepe
verbindings wat werk in hierdie veld bemoeilik (tannience die
belangrikste), vir die meeste n te groot kopseer.

Indien hierdie "probleemverbindings” identifisering, isole-
ring en karakterisering in hierdie studie gaan bemaeilik, sal
spesifieke suiweringstegnieke ontwikkel en toegepas moet
waord, om ekstrakte vooraf te suiwer. Daar gaan gepoog word
om soveel moontlik ninhidrienpositiewe verbindings te identi-
tiseer en te isoleer. Isolate gaan gedeeltelik chemies geka-
rakteriseer en bewaar word vir 'n opvolgende studie.

n



HOOFSTUK 2

Die basiese metode wat gevalg is am ninhidrienpasitiewe ver-—
bindings uwit plantmateriaal te isoleer en te identifiseer,

word hier beskryf. Verskeie "afwykinge"” moes dikwels inge-
voeg word, aangesien spesies en organe se samestelling ver-
skil en so ook die groepe verbindings wat isolering en iden-—
tifisering bemoeilik. Laasgenoemde metondes word ondet

"POBINGS 0OM ISOLERINGSPROBLEME UIT TE SKAKEL" in hoofstuk 3
bespreek.

2.2 Materiaal

Aanvanklik 1i1s slegs vars, klaarblyklik gesonde loofblare
ewakansig versamel (dro® massagewys ewe veel van elke "ouder-—
domsgraep"). Die groeperingsanalise (kyk hpoofstuk 9) is
slege op hierdie resultate gegrond, sadat orgaanverskille dit
dus nie belnvloed het nie.

Aminosuurkonsentrasies is ook i1n ander organe bepaal na aan-
leiding van "n ondersoek in ons laboratorium deur "n kallega
(Prosch, 1986), nl.:

stingels,

loofblaartjies direk onder bloeiwyse,

omwindselbl are,

blomme,

saad,

saadhare en

wortels (groeipunt apart van res).
N Aansienlik ho&r konsentrasie ninhidrienpositiewe verbin-
dings i 1n baie jong loof, amwindselblare en blomme, verge-
leke met ouer loof, gevind en daarom is eersgencemde drie vir
graotskaalse isolering gebruik.

PP ] — D=y P — S S R e - _—— ===

Die metode van Bieleski en Turner (19&4) is met enkele wysi-—
9ings gebruik. Kortliks kan dit as volg saamgevat word:

a) Versamelde materiaal 1is so gou moontlik geweeg enm in

od



MeOH - CRHC1_ - H2G 12 : 5 ¢ 3 (hierna MCW genaem) fynge-
kap met °n Romogéniseerder ("Ultra-Turrax® of kammersille

kapper ("Kenwnod—hlender")). Die valume MCW/dro#& massa
was 300 ml/30 g.

b) Wanneer van die "Ultra-Turrax' gebruik gemaak is, 1is vir

10 sekonde periodes met "afkaoelintervalle" van 20
sekondes gehomogeniseer.

c) Ekstrakte its oornag laat staan.
d) Hierna is dit deur glaswol filtreer.

e) Lipiedonttrekking is met CHCl, gedoen deur 90 ml CHCl_ +
162 ml H,0 by 300 ml MCW-ekstFak te voeg, te wag dat die
bafase “helder word en dit dan van die onderste
lipiedbevattende CHC)_ —fase te skel.

t+) Stappe a — d is herhaal, die twee metanalwaterfraksies
saamgevoeg en onder vakuum gekansentreer teen 40 - 45 "C,
totdat die MeOH ten minste af was.

Daar ie bevind dat berging van vars materiaal teen lae tempe-
ratuur, aanvanklik tot *n verhoging in sommige vrye aminosure
se konsentragie gelei het. Alhaoewel gewone vriesing die
betroubaarste blyk te gewees het (vriesdrodr nie beskikbaar

nie), is soms steedszs verskille vergeleke met die vars monster
waargeneem (Powrie, 19864).

Oonddraoging teen 40 Oc vir dieselfde tydperk (vir so lank as
wat bogenoemde vars materiaal geberg is), het ’n nog groter
verhoging tot gevolg gehad. Dit mag taegeskryf ward aan die
vrystelling van aminosure uit protelne of peptiede, waarin
ensiemaktiwiteit en temperatuur ’n rol speel. Dro& massabepa-
ling 1s dus met "n deel van die vars monster uitgevosr,
terwyl MCW-ekstrahering so gau moontlik na versameling gedaoen
is. Die gevolg was dat materiaal van die 41 spesies; wat
0.a. vir die groeperingsanalise gebrulik is, oor ’n tydperk
van vier maande versamel is.

Om acormatige verhitting uit te skakel, 1is die ekstrak aet
intervalle gehomogeniseer. Die kapper is later vir alle ek-
straksies gebruik, aangesien hittevrystelling baie min 1is,
matertaal gewoonlik sommer heel in die kapbeker geplaas is en
fyn genoeg gekap is vir doeltreffende ekstrahering. Met die
gebruik van die homogeniseerder, nmoes feitlik alle materiaal
eers vooraf versnipper word met "n sker.

>

n Eerste ekstraksie het ten minste 70% vrye aminaosure uit



die fyn plantmateriaal onttrek en °n tweede ten minste ’'n
verdere 20%.

In die geval waar vinnige toetse uitgevoer is (soos om pa-
pierchromatografies die teenwoordigheid van spesifieke amino-~
sure vas te stel), 1is slegs een ekstraksie gedoen. Met die
oog op kwantitatiewe resultate, 1is n tweede en derde ook
gedoen. Die volume CHCl. was in ’n steekproef wat 10 spesies
behels het, genoeg om mét 'n eerste ekstraksie alle spektro-
fotometries waarneembare chlorofil wit die oplossing te
onttrelk.

Skeiding van die lipied—- en watermetanoloplosbare fases, is
aanvanklik met skeitregters uitgevoer en het ongeveer agt uar
geduur. Sentrifugering teen angeveer 3 000 g vir 10 min het
die proses aansienlik versnel.

Sommige verbindings in die metanolwaterekstrak (hierma MW-
eketrak) is baie swak oplosbaar in H,0 alleen (kyk 4.3.1) en
daaraom is sorg gedra dat die MeOH aedurende vakuumkonsentre-
ring afgedamp ward. Die gekristalliseerde verbindings is dan
onttrek dewr sentrifugering of filtrering.

2.4 Joonuitruiling

i e PP B~ BN )

Aminosure besit amfoteriese polére eienskappe, d.w.s. die
zwitterioon se nettolading mag positief, neutraal, of
negatief wees, afthangende van die pKa waardes van die
spesifieke molekuul en die pH van die medium. Hierdie

eienskap bied verkeie 1i1soleringsmoontlikhede wanneer van
ioonuitruilhars gebruik gemaak word.

2.4.1 Kleinmaatioonuitruiling

a) Glaskolommetjies (250 mm x+20 mm, 80 mm bedhoogte) is
gepak met DOWEX S0W — X8 (H ) 200 — 400 maat hars.

b) Die lipiedvrye metanolwater ingedampte monster (maksimum
60 g dro& massa) is op die hars geplaas en nadat die
monster heeltemal weggesak het, 1is die kolommetiie met
water gewas. Die pypie vanaf die reservoir is deur ’n
rubberprop gesteek, wat styf ap die kolommetjie gepas
het. Die vloeitempo kon dus beheer word deur ’n verstel-
bare klamp aan die onderpunt van die kolommetjie.

c) Hzﬂ—wassing is gestaak wanneer die eluaat kleurloas voor-
gekom het (ongeveer 230 ml). Die eluaat is nie verder

£n



gebruik nie.

d) Katione is met 150 ml 3,0 N NH4DH (vloeitempo 1,5 - 2,0
ml/min) afgeélueer.

e) gakuumkonsentrering (tot ongeveer 10 g/ml) teemn 40 - 45
C het die vliugtige NH_ en van die water onttrek (die
"Bilchi Rotavapor RE 1?0“— rolflesapparaat en Little
Giant mod. [315&6"—-druk/vakuumpomp 15 gebruik en die va-
kuum was 800 - 1 000 mhar).

f) Die hars is geregenereer deur met H_ O te was tot neutra-
liteit (oortollige NH,DH uit), op te vaolg met SO ml 4,0 N
HCl en "n tweede H, O-spoeling tot pH 7.

Daar is d.m.vVv. kwantitatiewe titrasie vasqestel dat 10 g
(klammassa) DOWEX S0W — XB (200 - 400 maat) hars voldoende is
om alle katione, teenwoordig in 60 g droé& Frotea materiaal,

(blomme en omwindselblare, want dis die organe wat die hoog-—

ste konsentrasie ninhidrienpaositiewe verbindings bevat - kyk
later) te adsorbeer. Die steekproet het 10 spesies behels,
waarvan F. cynaroides die meeste katione bevat het. Aange-—

sien kleinkolomkatioconuitruiling met 15 g (bedhoogte BO mm)
hars uitgevoer is, is die kolommetjies nie Qoriaai nie.

'n Baie lae persentasie (maksimum S%) ninhidrienpasitiewe
verbindings adsorbeer egter nie aan die katiocanhars nie en
beland dus in die viskase watereluaat, Laasgenaemde word dan
deur *n  klein aniconuitruilkolam gestuwr (kyk ander), om
moontlike anioniese ninhidrienpaositiewe verbindings te
onttrek. Indien hierdie watereluaat (ook viskoos) steeds
pasitief met ninhidrien toets, word sehkere spesifieke suiwe-—
ringstegnieke (kyk later in die hpoofstuk) toegepas. Die
hoeveelheid van hierdie verbindings hang definitief at wvan
die valume MW-ekstrak wat op die hars geplaas 1s. Hoe groter
die volume, hoe meer sal die verbindings "afgespoel" word.
Dis dan ook belangrik om dieselfde volume H, O per drof& massa
vir 'n spesifieke hoceveelheid hars te gebruiﬁ.

Aangesien kleinkolomuitruiling vir die voorbereiding van
papierchromatogratie en automatiese aminosuwranalise monsters
aangewend 1is en hierdie monsters dus verkieslik saoveel
moontlik van die verteenwoordigende ninhidrienpositiewe ver-—
bindings van die plant moes bevat, is MW-ingedampte ekstrakte
eers deur katioonhars gestuur (feitlik alle ninhidrienposi-—
tiewe verbindings adsorbeer daaraan). Alhoewel die NH, OH-
eluaat nie viskoos 1s nie en goed op paplerchromatogramme
skei, 1s dit gewoonlik swartbruin van kleur (donkergeel 1in
suurmedium). Die boonste laag hars vorm gewoonlik >n gekleur-~
de “"kors", wat so dig saampak, dat die vlcei soms heeltemal



staak. Van die verbindings in hierdie korslaag kon met geen
elueermiddel aangewend (selfs 10 N HCl), verplaas word nie.
Vermoedelik is tanniene hier ter sprake.

a) Glaskolommetjies van dieselfde groaotte as in die geval
van kleinkolomkatiagonuitruiling (250 mm » 20 mm, maar met
bedhoogte 180 mm), 1is gepak met DOWEX 1 - XB (CHXCDD )
100 - 200 maat hars.

b) Die H_0-eluaat {onder vakuum gekonsentreer) vanaf die
katioofikolommetjies is opgeplaas en H 0-wassing het begin
nadat die monster weggesak het. Vloelregulering was die-
selfde as in bhogenocemde geval.

) "n Vlioeitempo van 3,0 ml/min is gehandhaaf.

d?’ H,0-wassing is opgevolg met 1,5 N CH,COOH-eluering. Soms
i&8 ’n trapsgewyse gradiént (bv. O71{ N, 0,2 N, ens.)
aangewend om verbindings van mekaar te skei, gewoonlik 1n
*n later stadium van isolering, wanneer spoorhoeveelhede
van ‘“angewenste" verbindings uit die eintlike isolaat
veruwyder worgd (kyk hoofstuk 4).

e) Die CH,COOH is hierna deur kouelugverdamping uit die
eluaat Verwyder.

¥) Regenerering is slegs deur HZD—wassing tot pH 6,0 verkry.

Bespreking:

Hoogstens vyt (gewoonlik drie: aspartiensuur, glutamiensuur
en fosfoserien) niphidrienpositiewe verbindings adsorbeer aan
die anioanhars (teen pR = 5,5 - 4,3). Boonop is die grootste
hoeveelheid van drie wuit die wvyf (0.a. aspartiensuur en
glutamiensuur) reeds aan die katioonhars geadsorbeer, sodat
relatief min hare vir die antoonuitruiling benodiq word.

'n Klein persentasie pigment word deur die hars gehou; in
teenstelling met die katioonhars. Die H,0-eluaat hier is
steeds baie viskoos. “

R~ Bl It AL 2

Die gradiéntstelsel aangewend het uit die volgende kamponente
bestaan:

twee elueereciddelreservairs (5,0 1 elk), met makaar



verbind d.m.v. “n dun pypie (2,0 mm deursnee) met
klamp,

’n peristaltiesmse pomp,
inspuit/ontlugtingsreservoir,

glaskolom/me
(soms "n UV—-monitor en skrywer) en

outomatiese fraksieversamelaar, wat met n  kommunika-
siekabel aan die peristaltiese pomp verbind is.

Hierdie tegnielk 1is gebruik vir grootskaalse 1isolering van
verbindings.

2.4.2.1 Aniconuitruiling

Metode:

a) ’n Blaskolom (430 mm x 26 mm, bedhoagte 400 mm) is met
DOWEX 1 - X8 (Cl1 ) 100 - 200 maat gepak.

by Die hars is in die CHSCGG——varm gebring, deur 1 000 ml
4,0 N CH_COONa (natriumasetaat) daardeur te was en daarna
die natriumsout met ongeveer 3 000 m} (groot volume) H.O
uit te loog. Hierna is 800 ml 1,0 N CH_COOH deurgestuur,

gevolg deur H,0-wassing tot pH 6 (Hirs, Moore en Stein,
1954 - gewysigde metode).

c) ’n Verstelbare boanste inlaat ("plunger") is asangebring.

d) Monstergrootte: 70 - 600 g dro® massa.

e) Die vioeitempo was Z,5 ml/min en fraksievolume 10 - 20
ml.
f) Gradiénteluering was met O - 2,0 N CH_CODH en reservoivr-

volume 3,0 (1,5 + 1,5) — 4,0 (2,0 + 2,8) 1.
g) Die kolom is slegs met Hzo—wassing tot pR 6,0 herstel.

Die UV-monitor (214 nm enkelband) en skrywer is aanvanklik
slegs aangewend gedurende H.O-wassing, om aan te dui wanneer
die eluaat vry van absofberende verbindings is, sadat
eluering van geadsorbeerde verbindings kon begin. Aangesien
laasgenoemde eluaat van begin tot einde pigment bevat het en
feitlik alle verbindings by 214 nm absorbeer, was hierdie
apparaat van weinig nut by die apsporing van ninhidrienposi-



tiewe groepe.

Voor aniconuitruiling was die oplossings se pH 5,5 - 46,5 en
vnder hierdie toestande adsarbeer slegs vyf ninhidrienposi-
tiewe verbindings aan die anioonhars, sodat skeiding makliker
plaasvind as met katioonuwitruiling waar feitlik alle ninhi-
drienpositiewe verbindings gebind word. Spore van sommige
ander (bv. glisien) is gewoonlik ook in die eerste fraksies
teenwoordig. Die proses word ook baie vinniger afgehandel,
omdat adsorberende verbindings relatief swalk bind (almal af
teen 1,3 - 1,5 N CHECDOH).

Daar 1is nooit met *n ho&r normaliteit as 2,0 geé8lueer nie,
omdat gasborrels dan in die kolom ontstaan en ‘n  swart

verkleuring van die hars tot gevelg gehad het, veral met HQD—
wassing daarna.

Gasbaorrels het deurentyd in die verbinding tussen die twee
reservoirs ontstaan en 1s verwyder deur een van die
reservoirs vinnig op te lig, sodat "n kortstondige sterk
stroom deur die verbhinding die gas na die ander houer vaer.
Borrels het dewvlaei van CH_COOH sodanig blokkeer, dat "n
aansienlike wversekil 1in die feservoirs se vlceistofvlakke
opgebau het. Indien die drukverskil dan groot genoeg was om
die gas te verplaas, veroorsaak dit ’n skielike groot styging

in die CH3CDDH—kon5entrasie, wat skeiding op die kolom belem-
mer .

Gedurende eluering, sak die harsvlak (bedhoogte verlaag) soos
die elueermiddel se normaliteit toeneem. *n Verstelbare
boonste kolominlaat (“plunger™) 1s dus aangebring, aangesien
die afstand wat die inlaat vanaf die harsvlak is, ’n invloed
op die gradi#&nt het: hoe groter die afstand (groter volume),
hoe wminder steil sal die gradidnt verloop. Hierdie feit is
sams nuttig aangewend, wanneer daar tydens 'n skeiding besef
is dat die gradiént te skerp is¥ Met teratel van die kolom
na die CH,CO0 -vorm (of die H ~vorm in die geval van kat-
iconuitruiling), is die inlaat weer na die oorspronklike
boonste posisie verskuif gedurende H_O-wassing, omdat die
bedhoogte dan weer vergroot. “

Asynsuur reageer met die meeste pigment, sodat dit n
redelike sterk ninbhidrienpositiewe reakaie met kaltaetsing
gee. Die kolrande vertoon duidelik gryspers en die
binnekante blouerig. Folle vertoon egter homogeen (na
ontwikkeling), sodat die teenwoordigheid van enige "ware”
ninhidrienpositiewe verbinding wmaklilk opgemerk word. n
Eksperiment is met verskillende niphidriennegatiewe pigment
uwitgevoer. Die aangesuurde #olle bhet almal met Ffeitlik
dieselfde intensiteit verkleur (by dieselfde CH_COOK-konsen-
trasie). *n  HoBr CH,COOH-konsentrasie het “n intenser
kleurontwikkeling tot gévalg gehad.



’n Tweede eksperiment is uitgevoer waarin die
ninhidrienreaksie van die volgende verbindinge getoets 1is
(negatiewe of positiewe ainhidrienreaksie in hakies agter
elk): CH_,COOH (negatief),

CH%CDDH + ninhidriennegatiewe pigment (swak positief),

CH,COONa (sterk positief),

CH;CDDNa + ninhidriennegatiewe pigment (sterk positief

HCY + ninhidriennegatiewe pigment (negatief),

NaCl + ninhidriennegatiewe pigment (negatief) en

NaCl (negatief).
(Kansentrasie van ione = 2,0 N en pigment by elk dieselfde
valume. In al bogenoemde gevalle was daar geen beduidende
verskil tussen ninhidrien met of sonder buffer pH 5,9 nie.)

~

Dit kom dus voor asof asetaat (of gedeelte daarvan) in die
ninhidrienreaksie benodig word, tesame met natriumione (NaCl
en CH,CODH negatief, CHTEDONa positief) of iets soortgelyks
wat waarskynlik in die pigment teenwoordig 1s (CHSCGGH nega-
tief, CH_,COOH + pigment positief). Waterstof— en chloorione
blyk onreaktief te wees (HC! en NaCl + pigment, asook slegs
NaCl, negatief).

2.4.2.2 Katigonuitrailing

Metode:

a) Die glaskolom (i 000 mm % 26 mmn, bedhoogte 230 mm) @et
vegstelbare boonste inlaat is gepak met DDWEX S0W - X8
(H) 200 - 400 maat. Voar pakking is die hars herhaalde-
lik in gedistilleerde gedeioniseerde H,0 opgeskud en die
boonste vloeistoffase afgegooi, totdat laasgencemde fase
helder was (Hirs, Moore en Stein, 1954).

b) Die vooraf gesuiwerde monster (kyk hoofstuk 3: POGINGS
OM ISOLERINGSPROBLEME UIT TE SKAKEL) is d.m.v. die in-
spuit/ontlugtingsreservoir opgeplaas, dro& massa 70 - &00
9.

c) Vloeitempo 0,5 - 1,5 ml/min en fraksievolume 10 - 20 mi.

d) Elueermiddels was H,Q, O - &6 N NH,OH (gewoonlik) en
0 - 4 N HCl. -

e) Reservoirvolume het tussen J,0 (1,5 4+ 1,5) en 5,0 liter
(2,3 + 2,5) gewissel.

f) Regenerasie van die kolaom was soos met die klein
katiconkolaommetjie, behalwe dat ongeveer B0O ml 4,0 N
HCl na die eerste H20—wassing deurgestuur is, 1.p.v.
30 ml.
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Anders as met kleinkalomuitruiling, was die katioconmonster
reeds deuwr anioonhars. Onder pH-toestande hier gebruik -
kyk 2.4.2.1 - bind hoogstens vyf ninhidrienpositiewe verbin-
dings aan die anioonhars, Deurdat anioniese ninhidrienposi-
tiewe verhbindings voaor katioconuitruiling onttrek is, 1is die
"druk" (feitlik alle ninhidrienpositiewe verbindings adsor-
beer aan die katiconhars) op die katioonkolom verminder,
sodat ’n beter skeiding moontlik was. Voor anioonuitruiling
is die araomatiese groep met geaktiveerde koolstof verwyder

(kyk hoofstuk 3)y sodat nog minder verbindings vir katiocan-
uitruiling beskikbaar was.

Baie fyn hars, wat waarskynlik kolamskeiding befnvlaoesd, 1is
voor pakking verwyder, deur die hars herhaaldelik in H,0 op
te skud en die vlceistoffase af te gooi, totdat laasgenoemde
helder vertoon het.

Die vloeitempo was hier stadiger (0,3 ~ 1,5 ml/min) as in die
geval van grootmaatanigonuitruiling (3,5 ml/aind, omdat die
hars se korreldeursnee in laasgenoemde geval groter was en 'n
stadiger vloeitempo meer vermenging veroorsaak het.

HCl1 is aanvanklik as elueermiddel! aangewend, maar 1is met
NH OH vervang. Selfs zso min as 3,0 N HCl het kolomsiffies
binne twee lape vernietig. Boonop 1s die suurdampe
skadeliker vir taerusting en is die menslike risiko om
daarmee te werk, groter. Ammoniak is baie vlugtig en word
maklik onder vakuum teen 40 °C uwit die eluaat onttrek, terwyl
soutsuur d.m.v. tydrowende kouelugverdamping verplaas moet
word. Onder vakuum konsentreer die suur sodanig, dat veran-—
deringe aan sommige aminosure se molekulére struktuur plaas-
vind, bv. in die geval van aspartiensuur, verskuif die posi-
sie op "n papierchromatogram aansienlik, alhoewel die ninhi-
drienkleur steeds blou is.

Die bedhoaogte verlaag amper twee keer meer met 3,0 N HCl as
met seltfs B8,0 N NH,OH, sodat die verstelbare inlaat naderhand
nie met die harsvlak kan kontak maak nie (skag te kort)¥
Waarskynlik is laasgenoemde toe te skryf aan die feit dat H
sterker kationiese eienskappe as NHq besit en die hars dus
digter "saampak" met suwureluering.

In die geval van HCl, moet koltoetsing met gebufferde
ninhidrien uitgevoer word, aangesien baie suur op die papier
agterbly en die reaksie inhibeer. Daarteenocor vervlugtig

NH, OH feitlik totaal met droagblasing, sodat (indien enige)
n skaars merkbare pers ringetjie op die kolrand ontwikkel.
Daar ward in elk geval *'n kontralekol (slegs NH_ OH) opgesit,

sadat ninhidrienpositiewe verbindings teenwonréig, dadelik
onderskei kan word.
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Dit blyk dat 6 N NH, OH alle ninhidrienpositiewe verbindings,
wat met suur (HC1 en mieresuur) afelueerbaar iz, van die hars
verplaas.

e e L L=V -4

Een— en tweedimensioneel dalende papierchramatografie ie 1in
sel fontwerpte glastenks (agt tenks met maksimum 10
chromatogramme elk wvan 460 mm x 570 mm) uitgevoer.
Monsterkolle is 1in gram dro2 massa—ekwivalent uitgedruk en
was gewoanlik in watermedium. Aanwending het d.m.v. ’n mikro-

pipet geskied en koldroging met louwarm lug van “n haardroér.
Die koldeursnee was 5 - 10 mm.

—— A e e o S e - e o e e s e e ) . =

a) dnalitiese werk:

Whatman 1 en 3, (460 mm =z 570 mm) asook Schleicher &
Schuell (4460 mm % S60 mm) papier is gebruik.

Die beste skeiding ie oor die algemeen wmet n-butanol -
asynsuur ~ water 90 : 10 : 29 pH 2,80 (hierna as BAW
bestempel) en waterversadigde fenol pR 4,75 (hierna
genoem fenol in teks of HZG FPheOH in die figure) verkry.

Looptyd 18 — 20 uur teen kamertemperatuur (15 - 25 .

Na behoorlike droging (kamertemperatuur) is chromatogram-—
me met die ontwikkelingsreagens (0,25 ninhidrien in °n
S,0% wmetanoliese dplassing van 2,4,6-kallidien) liggies
bespuit en teen 105 C vir S minute geoonddroog, af met
*n warmlughaardro&r drooggeblaas.

b) Preparatiewe werk op Whatman 3:

n Ry identiese kolle of hamogene streep van die mon-
ster is opgesit, laat loop en gedroog, waarna dwarsbande
m.b.v. merkerstroke en relatiewe pigmentpasisie (kyk
bespreking) geldentifiseer en uitgeknip is.

*n Punt van elke strook is spits geknip en in 'n proef-

buis geplaas, terwyl die ander einde in ’n watertrog
daarbo was.

Die opstelling is in ’°n digsluitende chraomatografietenk,
waarvan die bodem met H, O bedel: was, gedoen. Verbindings
is dalend afgeBlueer ei was totaal verteenwoordig in die
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eerste 1 -~ 2 ml.

Stroke is soms ook versnipper en in H,0 geweek, die H,0

afgegooi (driemaal herhaal en bymelkaar gevaeg}, ge{i?—
treer (papiervesels teenwsordig) en onder vakuum gekon-—
sentreer., Deur eers te filtreer voor konsentrering, word

minder van die verbinding in die filtreerproses verloor.
Rierdie metode is egter nie vir kwantitatiewe werk aange-
wend nie.

Eendimensianele papierchromatogratie is aangewend vir:

bepaling van die optimum massa-ekwivalent benodig vir
tweedimensionele chromatografie,

identifisering van eluaatfraksies van ’n kolomskeiding,

bepaling van 'n verbinding se tweedimensionele pasisie
en

isolering op Whatman 3 papier.

Voor 'n groep ninhidrienpositiewe verbindings (meer as twee)
in ’n monster tweedimensioneel gechromatografeer is, 1is die
optimum massa-ekwivalent daarvoor eers eendimensioneel be-
paal, deurdat vier of vyf kolle (vanaf "n absolute minimum
tot *n definitiewe norbelading) geloop ward. Verbindings in
die kleiner massa—-ekwivalente is verste van die oorsprong
gele&, terwyl oaorbelading deur laer R, -waardes gekenmerk
word. Die optimum kolmassa gaan dus net minder wees as

daardie massa waar die eerste tekens van oorbelading bespeur
wotd.

Een en twee verbindings sze aptimum massa is met ’n  koltoets
vasgestel, deur npna die ninhidrienkleurintensiteit te kyk.
Dis maklik om die amg—ekwivalent so te skat en daar ie d.m.v.
standaarde vasgestel dat 10 ag van ’n verbinding met min
uitsonderings, duidelik tweedimensioneel geskel en sigbaar
gemaal kan word. Praobleme is egter met donkergekleurde mon-
sters ondervind. Die oplossing was om die monsterkol eers op
die toetspapier te plaas, droog te blaas en dan BAW daarop te
drup, totdat die nat aopperviak so viermaal die deursnee van
die oarspronklike monsterkol was. Feitlik al die donkerge-
kleurde verbindings bly staties, terwyl ninhidrienpositiewe
verbindings sirkelvarmig na buite chromatografeer. Uit hier-
die =sirkelvormige chromatogrammetjie kon die optimum kolmas-—
sa-ekwivalent vir tweedimensionele papierchromatografie baie
akkuraat geskat ward, sodat dit later vooraf eendimensionele
bepaling (wat etlike uwur geduur en meer gekos het, teenoor
'n paar minute) vervang het.
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Voordat ninhidrienpositiewe fraksies van n skeiding
bymekaargevoeg 1i1s, 1s so elke drie of vier (afhangende van

die monsterygrootte en fraksievolume) eendimensioneel
gechraomatografeer. n Goeie "beeld"” van die skeiding is so
verkry.

Gewoonlik is een of twee verbindings se tweedimensionele
posisies eendimensioneel bepaal, omdat die twee
"looprigtings” gelyktydig kon plaasvind. Boonap kon kleiner
massa—-ekwivalente aangewend word (selfs 13 nMol of ongeveer |
Mg, teencor 45 nMol of so 3 ug tweedimensioneel).

Vir 1isolering is die monster in "n ry kolle, af as streep
(met gewysigde pasteurpipet) aangewend. Merkerstraoke
(smal strook van die oorsprong na die loopfront wat uitgeknip
en ontwikkel is) is tesame met ’'relatiswe pigmentposisie”
aangewend vir die bepaling van ninhidrienpositiewe
verbindings se posisies op onontwikkelde chromatogramme.
Tussen merkerstroke (gewoonlik twee per chromatogram) was
daar beduwidende variasie in loopatstand, sodat bande deur
merkerstroke aangedui, soms aansienlife vermenging in isolate

veroorsaak het. Pigment (sigbaar op die stroke en
onontwi kkelde chromatogram) het hierdie variasie aangedui,
sodat dwarsbande baie akkurater veolgens die “"kontoere" wvan

die chramatagram versamel kon ward.

a) Whatman 1, asock Schleicher & Schuell papietr (dieselfde
afmetings as hierbo) is gebruik.

b)Y Die eerste dimensie is gewoonlik met BAW geloop (laooptyd

= {8 - 20 uur) en die tweede met fenol (looptyd = 22 - 24
uur ) .

c) Gedroogde chromatogramme is op diesel fde wyse as hierbo
ontwikkel.

——

Tweedimensionele papierchromatografie is aangewend vir:

identifisering van ninhidrienpositiewe verbindirgs,
isolering en
konsentrasiebepaling.

Die tweedimensionele posisie (R, aof relatiewe R_,) van 'n

verbinding op “n chromatogram, tesame met sy ninhidrien/kol-
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lidien kleuraontwikkeling, is ’n Qoeie parameter vir identifi-
kasie. Boonop gee die intensiteit van ontwikkeling plus
koloppervlak, ’n redelik betroubare aanduiding van die haoe-
veelheid van die verbinding op die chromatogram. Deur die
monstervolume 1in ag te neem, kan hierdie verbinding se kon-
sentrasie-orde in die monster dan bepaal word. Chromatogram—
me wat "n outomatiese aminosuuranalise vooraf gegaan het,

kon nuttig aangewend word aom die monstervolume viyr analise te
hepaal.

Ontwikkelde chromatogramme is ook aangewend om sekere
verbindings oaop die oautomatiese aminosuuranaliseerdear te
karakteriseer. Daar is vasgestel dat nie meer as 10% van *n

ninhidrienpositiewe verbinding se molekwivalent (aantal mol
teenwoordig) gedurende die ninhidrienreaksie behoort te rea-
geer en dus "vernietig” word nie (steekproef met 13 standaar-
de) . Deur chramatogramme eers te ontwikkel, kon kolle akku-—
raat aitgeknip, die verbindings afge&lueer en op die outoma-
tiese aminosuuranaliseerder geplaas word. Alhoewel epluate
feitlik altyd "onsuiwetr'" was, was die uitgeknipte verbinding
in ’n beduidende ho#r konsentrasie teenwoordig.

Na ontwikkeling 1is chromatogramme dadelik gefotaostateer en

sodoende in "swart en wit" bewaar Behandeling van die
oorspronklike chromatogram met Cu (vir behoud van die
ninhidrienkleur) 1i1s aanvanklik oorweeg. Die filtreerpapier
was egter nie sterk genoeg om in die léersisteem (wat daag-
liks hanteer word) gebruik te word nie. Boonop verskyn
allerhande viekke met verloop van tyd op die "gepreserveerde”
chromatogramme. Waar nodig, is klewr op die fotostate byge-
skryf.

’n Voorkoms— en konsentrasiemuurkaart van 48 ninhidrienposi-
tiewe verbindings uit 41 Prptea spp- is opgetrek. Van hierdie
inligting 1is gebruik vir die groeperingsanalise 1n hoofstuk
S. '

EEm SRt EEE ===

Die LKR 4150 Alpha analigseerder is gebruik, hoofsaaklik vir
kwantitatiewe werk, maar ook as rugsteun vir identifikasie.
’n Standaardprogram vir analise van plantvlcoeistowwe (Powrtie,

1986 - program 2) wat saam met die analiseerder verskaf 1is,
i1s gebruik. Bufferoplossings en die ninhidrienreagens was ook
standaard. ’n  Dubbelpen skrywer is aan die integreerder

gekoppel, sodat chromatogramme van 440 nm en S70 nm ook apart

getrek is (integreerder teken slegs die samtotaal absorpsie
in een chromatogram).
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2.7 Infrarooispektrumbepaling

Die PERKIN-ELMER 983% infrarooi spektrofotometer is gebruik.
Drod gekristalliseerde isolate van geldentifiseerde (m.b.v.
papierchromatograftie, gerugsteun deuwr retensietye ap die
outomatiese aminosuwuranaliseerder) aminosure, ascok elk se
outentieke standaard {(MERCK), is in "n nuwjolmedium voorbereil
(fyngemaal met "n stamper en fysel in nujol) en die spek-
trums is tussen 429 nm en 4 000 nm getrek. Die groot piek
(eintlik drie pieke) tussen 2 800 nm en 3 D00 nm is toe te
skryf aan die nujol.

o i e e G T et i Loy o e s O Mt e (e e o s il TS e oo e et e g

Gekristalliseerde isolate is in H,0 opgelos (10,0 mg/ml),
behalwe tirosien wat in 'n 1,0 N HCT (teen dieselfde konsen-—
trasie) oplossing was. Hepalings is met die PERKIN-ELMER 141
FOLARIMETER gedoen by "n temperatuur van 20,0 “c.
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Proteas besit verskeie verbindings wat ondersoek na die vrye
aminosure belemmer, veral die relatief groot hoeveelheid

tanienne. Talle pigmentverbindings kam voor en baie besit
van die chemiese eienskappe waarvan gebruik gemaak word in
navorsing op aminosure, bv. netto elektriese lading,

absorpsie by 440 en 370 nm en ooreenstemmende molekulére
grootte.

Probleme deur hierdie verbindings veroorsaak, sluit o.a. in:
adsorpsie aan kolompakstowwe,

belemmering van papierchromatografiese skeiding en
identifisering van ninhidrienpositiewe verbindings,

viskositeit verhoed genoegsame konsentrering,

absorpsie by 440 en 570 nm word deur outomstiese amino-
suuranaliseerder gemonitor en

polimerisering vorm klonte wat filtreersiffies van
apparaat verstop.

Spesies verskil egter wat hulle samestelling van hierdie

verbindings betref, sodat sekere ekstraksuiweringstegnieke
van soort tot scort verskil het.

a) Die fyngekapte MCW-ekstrak is deur glaswol in *n tregtér
filtreer.

b) Hierna is die tregterresidu met MCW gewas.
c) Filtrering met glaswol, asoock Whatman 1 papier, is in
ander stadiums gebruik, wanneer van partikulére materiaal

in groot volumes ekstrak ontslae geraak is.

d) Membraantiltertjies onder wvakuum of druk, 1is vir meer
gekonsentreerde monsters gebruik.
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Metode en Besprekingte

Hierdie tegniek is aangewend om meer digte deeltjies (bv,
polimere, partikulére plantreste en kristalle) uit *n oplaos-
sing neer te slaan. Skeiding van die metanolwaterfase van
die lipofiliese chloroformfase, is ook aansienlik deur sen-
trifugering teen 3 000 g vir 10 min (i.p.v. ongeveer 12
uur teen normale swaartekrag) versnel (kyk hoofstuk 2).

Metode en Beaprekings

In sommige gevalle, soos met die jong, rooi loofblare van E.
rubropilosa, vorm massas naaldvormige klossies kristalle
gedurende vakuumkonsentrering van die MW-ekstrak. MeOH word
eerste afgedamp, waartydens geen kristalliserirng plaasvingd
nie, maar wanneer slegs H,0 teenwoordig is, vertroebel die
ekstrak vinnig en klassies Wit kristalle sak uit. Oonddro-
ging van hierdie kristalle, varm ’n tameletjieagtige kors (in
die geval van F. rubropileosa was dit 9,02 g per 117,35 g droé

materiaal, dus 7,69%4).

Na die eerste groep kristalle uwit die ekstrak onttrek is, pak

’n tweede groep geel kristalle teen die glashouerwande. Dis
ook naaldvormig, maar die naalde is parallel tot wmekaar
gerangskik en het "n soliede voorkoms. (Kyk verdetre bespre-

king en karakterisering van hierdie twee kristalvorme in
hoofstuk 4 onder "“Ninhidriennegatiewe Verbindings".)

Gewoanlik vind kristallisering van ninhidriennegatiewe ver-
bindings in hoogsgekonsentreerde na-DOWEX—ekstrakte (na
iponuitruiling), wat vir papierchromatografie, outomatiese
aminosuwanalise en finale isalering voorberei 1s, plaas.
Tot dusver is nog net een aminosuur, waarskynlik tirasien; in
so "n ekstrak in kristalvorm neergeslaan.

Ninhidrienpaositiewe verbindings is ewoonlik in N
P 9 9

minimumvolume warm H,O opgelos en met asetoan gekristalliseer
(kyk hoofstuk 4 vir Spesifieke metodes).

Sommige spesies bevat ninhidriennegatiewe verbindings wat met

PVP (palivinielpirralidoon) reageer, am °n taai, danker
geelbruin neerslag te vorm. Laasgenaoemde is baie swak HZD*
oploshaar, maar goed oplosbaar in alkalie soos NHQDH. In
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ander gevalle is die neerslag in die vorm van groot klaonte
wat maklik verwyderbaar 1is.

Metodes

a) Nadat die MW-ekstrak so 73% onder valkuum gelonsentreer is
(MeOH onttrek), om eers van swak H_ O0-oplosbare verbin-
dings ontslae te raak, word ongeveer 1,0 g FUF / 20,0 g
drao@& massa daarby gevoeg (massa vooraf bepaal, want
spesies verskil t.o.v. FVP-reagerende verbindings).

b)Y Effense verhitting (tot nie meer as S0 °C nie) laat die
neerslag binne 1 min vorm. Aangesien laasgenocemde teen
die houerwande klou, kan die residu maklik afgegooni word.
Soms is die neerslag in die vorm van los stukke.

Metode:

a) Aanvanklik is 10%Z H,0,-oplossings met 357 NH 0OH behandel
i L L 4
en verhit tot ongeveetrr S0 grade C.

b) Aangesien HO onstabiel in alkaliese medium 1s, vind
oksidasie qfr&delik plaas vir so 10 minute. Dis van
eksotermiese aard, sadat dée oplossing se temperatuur
gedurende reaksie 100 - 101 C is,

c) NH,OH is met katalase vervang en die oksidasie het teen

kamertemperatuur verlaop (katalase verwyder deur
ioonuitruiling hierna).

Bespreking:

Die meeste pilgment reageer met H_0,. Daarteencor 1s dit
bekend dat aminosure baie stabiel Gnfer sulke toestande is.
In die geval van pigment, verdwyn die kleur, sodat die oplos-—-
sing (ekstrak) helderder voorkaom. Dit beteken egter nie dat
die pigmentmolekuul totaal vernietig is nie.

Gedurende H,0,-oksidasie daal die pH drasties (veral in gro-
ter monsters); sodat eers van die suur ontslae geraak moes
word, voordat ioconuitruiling uitgevoer i1is. Katalase blyk
egter onstabiel te wees in die lae pH wat ontstaan, soadat
spore van afbreekprodukte na oksidasie in die ekstrak teen-—
woordig i1s. Betreklik groot toeveelbhede katalase (tot 1,0 nl)
van ’n gehkonsentreerde katalase oplossing moes 1in  sekere
gevalle bygevoeg ward, voordat enige effek waargeneem is. Die
katalase 1is maontlik gelmnaktiveer deur die palifenoliese
verbindings in die ekstrak. Herhaalde kouelugindamping gedu-
rende die proses (om te probeer verhaed dat die pH so laag

19



daal) was ook oneuksesvol en katalase het nog steeds ninhi-
drienpositiewe afbreekprodukte vrygestel. NH, OH is dusg
voortaan gebrullk. Die gevaar dat peptiede in éie ekstrak
(bv. verbinding 47 - kyk later in hoofstuk 4) onder hierdie
hitte- en suurtocestande mag opbereek, het bestaan, sodat
H,0,—cksidasie slegs op isolate, waarvan die vrye ninhidrien—
pSsitiewe verbindings se inhoud bekend was, uitgevoer is.

Vaolgens absorpsiespektrums voor en na oksidasie, word ten
minste 907 absorberende verbindinmgs uwit die oplossings verwy-
der deur H,0,-behandeling. Kolonpakstowwe herwin feitlik
geheel en al " nhiulle caorspronklike kleur na die proses. Ekspe—
rimente wat die ioonuitruilvermo® van ongebruikte hars met
die wvan pigmentverkleurdes en pigmentverkleurdes, wat met
H,O0_, behandel is, vergelyt, is uitgevoer. Geen beduildende
versgkil (99%) 1is gevind nie. Albei wverskil aok nie bedui-
dend van nuwe, ongebruikte hars nie.

3.7 Polimerisering

Metode en Bespreking:

*n Monster wat nga nie deur katioonhars gestuur i1s nie en op
die anioconkolom geplaas word, se H.,O0-eluaat vorm gedurende "n
staantydpert van 24 uur "n taai swartbruin neerslag. ARange-
sien dit bekend is dat sommige tanniene met aansuricg (e-
luaat~pH 3,5 — 4,0) spdanig polimeriseer dat dit in "n  wate-
rige oplossing uitsak en die asetoonoplosbare neerslag van
die #£luaat baonop "'n swartblou kleur met FEClK gee, is hier-
die taai neerslag waarskynlik van tannisnocorsprong.

Indien die neerslag in asetoon opgelos ward, H_0O bygevoeg
word en die asetoon dan weer deur vakuumkonsentrefing onttrek
word, bly die verbindings in oploscsing. Wanneer dit ge-
volglik op 'n katioconhars geplaas word (DOWEX S0W-X8), addeer
dit sa sterk dat feitlik niks deur selfs 6,0 N HCl (of 16,0 N
NH, OH) verplaas word nie. (Die asetoonoplossing is nie direk
op die hars geplaas nie, uit vrees dat die asetoon moontlik
met die hars mag reageer.) Die ongedroogde neerslag is ten
minste B,0% van die totale ocorspronklike drod massa.

Blote konsentrering in “n waterige medium en ‘n  paar dae
staantyd in die yskas, lei dikwels tot die vorming van 'n
presipitaat. Alhocewel sulke ekstrakte in "n vroed&r stadium
reeds een of meer maal hoogsgekonsentreer is, is geen presi-
pitaat gevorm nie. Moontlik is presipitasie verhoed deur
ander verbindings teenwoordig, of was die viskositeit te hoog

om die Ppresipitaat te laat uitsak. In laasgenoemde geval
kon die presipitaat weer opgebreek het wanneer die ekstrak in
'n  volgende stap verdun 1s. Die presipitate was gewaonlik

wit, geel of swartbruin van kleur.



3.8 Geaktiveerde koglstof

Polifenoliese en ander aromatiese verbindings (o.a. ook aro-
matiese aminosure soos triptafaan, tirosien en fenielalanien)
adsarbeer aan geaktiveerde koalstof., Hierdie tegniek kan dus

vir ekstraksuiwering, maar ook om aromatiese aminosure van
ander te skei, aangewend word.

Metode:
a) Die koolstof is geaktiveer deur dit vir 1 uur op te
skauad in §,0% CH,COOH, waarna die meeste aortallige

CHsCDDH deur H20—wassing verwyder is.

b) Die monster (gewoonlik MW) word bygeveeg en vir 30 min
deeglik geskud.

c) Die koolstof en vloeistof is dan deuwr n  tregter met
glaswol filtreer en die residu (koolstof + Ffenole) met
H,O0 gewas tot die filtraat helder voorgekom het.

dy Onttrekking van die geadsorbeerde fenale geskied deur die
koolstof nou in 5,0% (m/v) fenal in 20,04 (v/v) CH_COOH
goed op te skud, die oplossing af te gobi en die residu
met nog fenol-asynsuur ta was.

e) Fenal is d.m.v. eterekstrahering uit die fenoliese frak-
sie onttrelk.

Bespreking:

Hierdie aromatiese eluaat ward dan eers met PVP, gevolg deur
Hqu, behandel, waarna igonuitruiling gewoonlik plaasvind.
AZnjesien die aramatiese aminasure ook saam met ander amino-
sure (bv. valien, alanien leusien/isoleusien en 4-aminobot-

tersuur), afhangende van die isoleringsmetade, voorkom, is
koplstofadsorpsie dikwels as °’n primére skeidingstegniek
toegepas. In hoofstuk twee is dit genoem dat aromatiese

verbindings gewoonlik eers uit die ekstrak onttrek is, waarna
antponuitruiling plaasgevind het en laastens katioonultrui-
ling, om die "druk” aop die katigonbars te verlig.

3.9 Eterekstrahering

In sommige gevalle is fenole met dietieleter uit ekstrakte
verwyder. Om die fenole eteroploshaar te maak, moet die wat
in die glikoanvaorm teenwoordig is (gewoonlik die meeste),

eerg na die aglikoon (verwyder suikersyketting) gehidroliseer
word.

21



Metode:

a) Hidrolise is met 2,0 N HCl teen 100 °C vir 30 min witge-
vaer .

b) Die oplossing is dan 2% in "n skeitregter in eter (helfte
die volume van die oplaossing) opgeskud en van die boonste
eterfase geskei.

c) Soutsuur is deur kouelugverdamping anttrek.
Bespreking:

Hierdie metode 1i1s egter met geaktiveerde koolstofadsorpsie
vervang, omdat meer verbindings deur laasgencemde onttrek is

(suikerkettings het ook in die ekstrak agtergebly) en die
aramatiese ninhidrienpositiewe verbindings terselfdertyd wvan
die res geskei is. Boonop het die gevaar bestaan dat van die

peptiede in die ekstrak teenwoordig, kon hidroliseer.

R A R L N S o e m A S

Metode:

a) Eluering is met die kaolomstelsel (elueermiddelreservair,
peristaltiese pomp, kolom, absorpsiemonitor en shkrywer en
‘n outomatiese fraksieversamelaar) uitgevaoer.

b) Die elueermiddel was H,0 of 0,5 N CHEDDDH.

c) GSwamgroei oap die kolompakstof is met 0,274 n-butanol
(hierna BuDOH) in die elueermiddel verhoed.

Bespreking:

Verbindings word hier hoofsaaklik op grond van molekulére

grootte geskei. Gedurende die proses, word veral van die
groot hoeveelheid tanniene ontslae qgeraak. Ongelukkig
reageer van die verbindings met die jel (Merck Kieseljel b0,
230 — 400 maat). Aromatiese aminosure soos tirosien, tripto-
faan en fenielalanien reageer moontlik ook met die jel,
aangesien daar ‘n graoont verlies (207 - 80%) wvan hierdie

aminosure was.

3.11 Trisakriljelkolomchromatografie
Trisakriljel (IBF/LKB Trisacryl GF 05) is analoag aan Sepha-
dexjel en skei dus verhindings op graond van molekulére groot-

te. Aangesien Sephadex nie bekombaar was nie, 1is trisakril
gebruik.



Metade:

a) Dieselfde kolamstelsel (beskryf 1n paragraat 3.10) 1is
gebruik, met H,0 of 0,5 N CH,COOR in 0,27 BUDH as elueer-
middel . - -

b) 'n Kort vaarafkolom (40,0 cm % 1,6 cm) en langer kolaom

(100,0 cm » 1,6 cm) is met trisakriljel gepak, spdat die
adsorberencde en stadigbewegende verbindings wit die lang
kolam gehou 15.

c) Die jel i1s herwin deur omgekeerde eluering, gewoonlik met
die elueermiddel oargpraonklik aangewend, maar in gevalle
waar baie adsorpsie plaasgevind het, is van 2,0 M NaCl
gebrui k gemaak.

Bespreking:

Die jel aangewend, lewer ‘n liniére skeiding van verbindings
met molekulére massas 200 — 2 S0Q0. Dit beteken dat die
aminosure, waarvan die molekulére massas meestal tussen 100
en 250 wissel, in "n amal band afgellueer is.

Adsarpsie aan die jel vind egter plaas en dit wil voaorkom
asof sommige aminosdre (nie suuwaminosure nie) hierornder wval.
Trisakriljel iz gewoonlik slegs aangewend wanneer bekende

aminosure, waarvan die gedrag t.o.v. die jel reeds vobnrheen
bepaal is, in die monster teenwoordig was. Verder adsorbeer
geen van die verbindings wat die Jjelkolaom verlaat, "anaf-
elurerbaar”" ap DOWEX iaconuitruilhars nie. Dit kom dus vpor

asof dit dieselfde groep is wat in beaide gevalle probleme
skep.

Valgens die litteratuur behocort geen aminosuur op die tris-—
akriljel te adsarbeer nie. Die resultate kan moontlik aan “n
aminosuuwr—"tannien”"-~jel interaksie toegeskryf waord.

3.12 Temperatuurbehandeling

Metode en Bespreking:

Ioonuitruileluaatfraksies wat by kamertemperatuur (18 - 25
°e)y homogeen donkerbruin gekleur is, vorm gekonsentreerde
swartbruin bande bo en/of onder in die proefbuis gedurende
bevriesing. Die res van die oplossing word aansienlik ligter
en in baie gevalle feitlik glashelder. Met ontvriesing vind
vermenging dew diffusie baie stadig plaas. Indien teenwoaor-
dig, 15 die boonste band eerste met "n pasteurpipet afgesuig
en daarna die onderste.

Die haoeveelheid ninhidrienpositiewe materiasal teenwoordig in



die bande, is aansienlik verminder deur die totale oplos—
sing te verdun deur pplosmiddelbyvoeging (gewoonlik H,0). Die
konsentrasie van pigment in die bande bly skynbaar dieselfde,
terwyl die ninhidrienpositiewe verbindings, wat blykbaar in
die hele oplossingkolom homogeen gekonsentreer is, se konsen-—
trasie in die bande laer 1s.

Relatiewe digtheidsveranderinge met temperatuurveranderirig,
is maontlik vir bogenaemde verskynsel verantwoordelik. Die
oplasmiddel en pH van die aplossing behecort ook ’n ral te
speel. Eksperimentering met hierdie tegniek duur voort.

Matode en Besprekingi

Ninhidrienpositiewe i1solate wat d.m.v. ioonuitruiling gesui-
wer 1is, het altyd bruin of geel in waterige oplossing ver-
toon. Wanneer hierdie isolate in “n vrieskas vir "n maand of
meer geberg word en die spesifieke 1o0onuitrullproses weer
herhaal word, skei "n graot fraksie (volgens absorpsiespek-—
trums tussen 200 nm en 720 nm tot meer as BQ04) van die
absorberende ninhidriennegatiewe verbindings van die ninhi-
drienpasitiewas. Ninhidrienpositiewe verbindings se gedrag
t.o.v. die hars bly dieselfde, terwyl ’n groot fraksie van
die pigmente s’n blykbaar verander.

Metode en Bespreking:
a) As specsifieke suiweringstap, 1is slegs van klein kolomme
(15,0 em x® 2,0 cm), gepak met DOWEX 1 - X8 (CH_COO )

(100 - 200 maat), gebruik gemaak en dan gewoonlik ap ’n
latere stadium van isolering, bv. om van ongewensde
spoorhoeveelhede 1in ’n isolaat ontslae te raak. Die
kolomstel ael 1 nie hier aangewend nie, maar ‘n

eenvoudige, geslote vlioeisisteem.

b) Eluering was gewoonlik met O - 2 N CH,oCDOH en die

kolommetjies 1is geregenereer deur slegs mat H,0 te was
tot pH & — 6. “

Metode en Bespreking:

a) DOok hier is slegs klein kalammetjies as spesifieke suiwg—
ringstap gebruik. Die pakstaf was DOWEX 50W — X8 (H )



200 - 400 maat).,

b) Die elueermiddel was gewoonlik O - 4 N NH,OH, maar
0O ~ 2 NHCl is soms aangewend.

1)
o



4.1 Inleiding

Na aanieiding van die resuitate met papierchraomatografie
verkry en beskikbaarheid van materiaal, 1is besluit om amino-
sure uit die volgende drie spesies te isaleer: FE. aurea ssp.
aurea, F. glabra en E. rubropilosa.

Alhoewel daar op ninhidrienpositieswe verbindings gekonsen-
treer 1is, 1s "n paatr van die belangrikste ninhidriennega-
tiewes, wat algemeen in ho& konsentrasies voorgekom het, ook
gelsaleer. Laasgenoamde groep het talle probleme veroorsaak,
bv. gedurende toonuitruiling (kristallisering 1in die
harskolom ot "sameklonting" van die harsopperviak), binne
ekstrakhouers (neerslag) en selfs ap papierchromatogramme
(kristallisering gedurende droging van die kol vorm bharde
kors wat skeiding balemmer - kristalle baie swak aplasbaar in
ioopvloeistowwe aangewend).

4.2 Ninhidrienpasitiewe Verbindings
Suiwer gelsoleerde verbindings is in die kristalvorm gestoar
teen -20 C, behalwe die basiese bruin onbekende 10, suur
grys onbekende 18, geel onbekende 45, gryspers onbekende 46
en etanolamien, wat in waterige oplossing geberg is by -20
C. Laasgenoemde is ook in *n dornker houer bewaar omdat dit
ligsensitief is. Die nommers wat hier gebruik is verwys na
Figuur 4.1 en Tabel 4.1, wat dieselfde as Figuur S.1 en Tabkel
5.1 1s (vir maklike verwysing). Verbindings se identiteit is
vaarlopig d.m.v. ko—chromatografie van standaarde op papier
en retensietye op die outomatiese aminosuuranal iseerder be-
paal. Die suiwerheid van die ses gekristalliseerde verbin-
dings is d.m.v infrarooispektrofcoctometrie bepaal en vyt se
spesifieke optiese rotasie is vasgestel. Kwantitatiewe bepa—
lings is met die aminmosuuranaliseerder gedoen en waar verbin-
dings in die kristalvorm was, is dit ook geweeg.

Die prosedure wat gevolg is met die isolering van die ninhi-

drienpositiewe verbindings, word in telegramstyl weergegee.

4.2.1 Arqginien

Suiwering: katioonuitruiling + trisakriljelfiltrering
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Tabel 4.1

bg = blougroen
bl = blou

bp = bloupers
br = bruin

geé = geel

gp = gryspers
gr = grys

E =

gr -

— Voorlopige

identifikasie en eienskappe
drienpositiewe verbindings aangedui

o
ob
09
p
rv
v

van
in Figuur 4.1.

= oranje
oranjebruin
oranjegeel
pers
rooiviolet
vioclet

]

standaardafwyking van die gemiddelde
p beteken grys verander na pers hinne 24 uur

ninhi-

Igentiteit Nin/kol BAW 90 @ 10 1 29) H20 PheOH
kleur
R{(s) R4Ala(5) Rf(s) R‘Ala(s)
1 serien br - gp g, 11(0,02) 0,35810,04) 0,41(0,01) 0,646¢0,03)
2 prolien ge - p 0,24 (0,02) 1,220,032 0,91(0,01) 1,456(0,03)
3 onbgkend e - p 0,40(0,02)  2,12(0,066)  0,73(0,02) 1,1610,05)
4 A~aminobattersuur P 0,34 (0,03) {,865(0,048) 0,B8010,01) 1,29(0,03)
s onbekend ar 0,77(0,02} 3,83(0,08) 0,00(0, B0) 0,00 (0, 00)
& tirosien or - p 0,36¢0,01) 1,79(0,04) 0,672(0,02) 1,0B(0,048)
7 leusi1en/1sol eusien p 0,46110,04) 2,93(0, 05) 0,872(0,02) 1,44(0,04)
A onbheskend o 0,0910,01) G,472(0,05) Q,34(0,03) 0,55¢0,05)
G/ fenielalanien br - p 0,55(0,04) 2,70(0,06) 0,9010,02) 1,440, 0S)
10 aonbekend br - p 0,44(0,03) 3,0510,07) 0,9T(0,01) 1.50 (0, 08)
11 onbekend qe 0,11(0,02)  0,52(0,06) 0,13(0,02)  0,21(0,05)
12 anbekend ge 6,06(0,01) 0,32(0,05) 0,2740,03) 0,44 (0, US)
13 glisien rv - p 0,12(0,01) 0,6310,04) 0,47 (0,01) 9,7246(0,02)
14 asgartiensuur b - p 0,11(0,01) 0,56 (0,04) 0,22(0,02) 0,X5(0,032)
15 glutam ensuur v - p U, 186(0,01) 0,781¢0,048) 0,310,002 0,50(0,03)
14 alanien o3 0,20(0,02) 1,00(0,00) 0,62(0,01) 1,0003,00)
18 onbhekend gqr - p 0,02(0,01) 0,10(0,03) 0,48(0,02) 1,09¢0,09)
19 onbekend bg - p 0,09(0,01} 0,420, 03) G,79(H,03) 1,27(0,04)
20 etanol amien ob - gp 0,2910,02) 1,53(0,06) 0,B0(0,01) 1,300, 09)
21 histiogien p 0,0610,02) 0,28(0,07 0,75(0,02) 1,23(0,07)
22 asparagien o - ob 0,09 (0,01) 0,45¢(0,03) 0,49(0,01) 0,79(0,03)
23 onbekend <) 0,11 (0, 0Q) 0,562(0,05) 0,81 (0,00 1,28(0,07)
24 glutamien v = p 0,11(0,02) 0,546(0,05) C,5410,02) 1,0300,04)
2 lisien p 0,08(0,02) 0,4110,03) 0,49(0,03) D, 790, 046)
26 treonien Qr - p 0,17¢(0,0H2) 0,87(0,02) O, 54(0,02) 0.87(0,02)
27 arginien o 0,1310,01) 0,64(0,03) 0,77 10,01 1, 24(0,02)
28 onbekend p 0, 03¢(0,01) 0,17(0,02) 0, 3I3(0,03) 0,53(0,0S)
29 valien P 0,430, 03) 2,120, 05) 0,B1(0,02» 1,310, 04)
30 onbetend ar - p 0,08(0,0t) 0,190, 03) 0,960,010 1,58(0, 07)
2 ornitien ) 0, 05(0, ¢0) 0,25(Q,01) 0, 22(0,01) 0,289, 02)
32 onbeliend rv - p 0,1710,02) 0,82(0,04) 0,7110,02) 1,14¢0,03)
T3 3~alanien b 0,21100,03) 1,1800,02) 0,70(0,03) 1,12¢(0,01)
24 onbekend [a] Q, IB(Q, Qi 0,87(0,048) Q0,870,01) 1,41((0,D3)
3 2,3~diaminpopropioonsuur?y v - g 0,06{(0,01) 0,38(0,03) 0,83 (0,03 1,000,063y
z onbekend P 0,03(0,01) 0,1710,02) U, 180,03 0,293, 0Y)
37 sistien? v - 9p 0,060,014 0,29(0,02) 0,37210,01) 0,55 (0,01}
38 pipekoliensuur bp - —-- 0,35(0,03) 1,92(0,05) 0,93(0,01) 1,89(0,04)
3w anbekend v - p 0,62(0,01) 2,951(0,07) 0,92¢(0,01) 1,47 (0,06)
40 onbekend p 0,1110,01) 0,55(0,04) ©6,49(0,01) ©,79(0,02)
43 fosfoserien bp 0,03 (0,01 0,140,022 G,12(0,01) 0,20t0,02)
42 triptofasan br - p 0,48(0,01) 2,17¢0,04) 0,686 (0,01) 1,32(0.01)
a3 onbekend p 9,07 (0,01) 0, 350, 02> 0,44(0,01) U, 7140,01)
44 onbekend =3 0,210,011 1,05(0,0%) 0,35¢(0,02) 0,56 (0, 13)
45 onbekeaend o9 - @ 0,470,022 2,35(06,0%) 0, 78¢(Q,02) 1,260, 05)
44 onbekand ap 0,7210,10) 3,60(0,14) 0,57¢(0,07) 0,920, 31)
47 onbekend bp - p 0,26(0,02) {,30(0,04} 9,59¢0,03) 0,950, 05)
48 onbekend br - p 0,23(0,01) 1,15(0,02) 0,75(0,01) 1,21 (0,02)
49 onbei:end o - p 0,432(0,03) 2,19010,05) 6,91(0,01) 1,47(0.073)




Monster: P. aurea ssp. aurea

_———== —_—— . —

MCW B0U g droog {(blomme, blare en stingels).
Metode en Bespreking:

a) Glaskaolom (26 % 1 000 mm) gepak met DOWEX S0W - X8 H)
(200 - 400 maat).

b) Sit monster op, H,O-wassing tot helder eluaat, ¢ - & N
NH, OH-eluering, afginien is die laaste ninhidrienposi-
tiewe verbinding om die kolom te verlaat (54 oorvieueling
met etanolamien).

c) Vipgeitempo 31 ml/min.
d) Vakuumkonsentrering onttrek NH_, en ’n deel van die H20.
]
e) Arginien 1is baie goed oplosbaar i1n H_O, maar so ook die

ander verbindings wat saam van die katioonkolom geélueer
1s. Hierdie hoogsversadigde toestand mag die rede wees
dat, wanneer asetoon by die H_ 0-oplossing gevoeg word, ’n
deelvolume van die H,0 as "n 8nderste fase van die melke-

rige res skel. Die boonste fase lewer wit kristalle,
maar gekleurde kristalle slaan uiteindelik gnder neer
(kristallisering duur relatief lank: S — 7 uur).

f) Gevolglik is MeOH by die heropgeloste kristalle (asetocon
weer bygevoeg) gevaoeg, totdat die onderste H_,0-fase net

verdwyn. Die kristalle was nou homogeen verkleur.
g) Aangesien arginien bale swak oplosbaar is in MelH, 1is
die kristalle daarin opgeskud. Die MeOH-fase het 1lig

verkleur (ongeveer 207 pigment onttrek en waarskynlik nie
meer as 5% arginien verloor niel.

h) Verdere suiwering geskied deur trisakriljelkolomchromato-—
grafie en herkristallisering met H_0/MeOH/asetoon.

i) Die 1infrarooispektrums van die 1g5o0laat en s&tandaard
(MERCK: L-arginien) is getrek (Figuur 4.2 - kyk 2.7 vir
metode) enDdie spesifieke optiese ratasie 1is in water
bepaal (+9,% - kyk 2.8 vir metode).

Uit die resultate in 1) blvk dit "n baie suiwer isolaat van
L-arginien te wees.

Interessante opmerkings In vier verskillende orgaanmonsters

van P. neriifolia (saad, blomme, omwindselblare en loof-
blare), is tweedimensioneel papierchromatografies aopgemerk
dat “‘n groot hoeveelheid arginien (onopspoorhaar in die vars
monsters) na drie maande berging, teanwoordig was. Hoofsaak-

11k een van die oorspronklik teenwoordiqg, het verdwyn. Twee-



100

80

56 7]

40

2Q 20

© T T T T T T T T o T T T Y T T T T 1 T T T
4000 3099 2600 1€90 1289 300
Figuur 4.2 - Infrarooispelktrums van standaard arginien (Merck

bo) en arginien gelsocleer uit Prptea aurea aurea (onder).

1o



dimensioneel papierchromatografies blyk 1laasgenoemde ornitien
te wees. In die ornitiensiklus, wat in baie plante reeds
gevind is, word arnitien deur die uitsplyt van ureum d.m.v.
arginase uit arginien gevarm. Dit mayg wees dat die omskake-
ling spontaan plaasgevind het, maar kon ook deur mikrobrga-
nismes veroorsaak gewees het, alhoewel die monster teen onge-
veer 3 L geberg was in water en gp die ocog af ongekontami-
neer vaorgehkom het.

Opbrengs: 18,0 mg

Suiwering: papierchromatografie + anioon— + katioanultrui-

ling
Monster: P. aurea ssp. aurea
NH OH—-eluaat (gemenyg vana+t katioonkal omme) ,

403 g drooq (blomme, loaof en stingels).
Metode en Bespreking:

a) MWhatman 3 papier (46 x 57 cm), Hzﬂ—gewas.

b) Eerste dimensie geloop met BAW vir 18 uur.

¢) Dwarsbandversameling en H,O0-eluering volg.

2

d) Tweede dimensie eluering was met fenol.
e) Dwarsbandversameling en H.0O-eluering toon steeds spore
van aspartiensuur, sistien, glisien en waarskynlik gluta-

miensuur op die aminosuuranaliseerder.

¥) Deur °‘n klein glaskolom (20 x 200 mm), gepak met

DOWEX 1 - X8 (CH,COO ) (100 — 200 maat), waarop die
monster beskryf in“e) geplaas is, met H,O te was, 1is 'n
glashelder, pigmentvrye eluaat van asparagien verkry,

sonder die spore van aspartiensuur en glutamiensuur, maar
met sistien en glisien skaars waarneembaar teenwoordig
(slegs ap outomatiese aminosuwuranaliseerder).

g) Dieselfde grootte katioconkolommetjie (DOWEX 50W - X8 (H+)
200 -~ 400 maat) lewer ten minste 807 van die asparagien
in f) suiwer met 0,5 N NH4DH, nadat trapsgewys met 0,1 -
0,8 N ge&lueer is.

h) Kristallisering: Die isolaat _in g) is opgelos in die
. P o

mind mum volume water teen 50 € (kookpunt van asetoon =

a3 C). Asetoon is stadig by die oplossing in die praef-

buis gevoeg, totdat dit net melkerig vertoon het. Die
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1)

proefbuis is deurentyd in “n groot beker met water (aan-—

vangstemperataur SO0 C) gehou. Na asetoonbyvoerging 1s
die proefbuis steeds in die beker water laat staan vir
stadige afkoeling. Sodra kamertemperatuur bereik is, is

die beker oorgeplaas na ’n koue waterbad teen 10 “c.
Eers wanneer hierdie temperatuur bereik is, is die proef-—
buis teen dieselfde temperatuur gesentrifugeer (slegs %S00
g vir 5,0 min) en die bovloeistof aftgegooi. Die prose-
dure 1is drie keer herhaal, waarna die kristalle wit
naaldvormig vertoon het.

Die infrarocaisgpektrums van die isolaat en standaard
(MERCK: DL-—asparagien) 1is getrek (Figuur 4.3) en gie
spesiftfieke optiese rotasie is in water bepaal (-1,97).
Hieruit blyk dit "n baie suiwer isalaat van L-asparagien
te wees.

Opbrengs: 10,0 mg

Op drie maniaere gesuliwer: 1. Katioconuitruiling

ll

2. Anioonuitruiling
3. Papierchromatografies

Monster: P. aurea ssp. aurea

MCW BOO g droog (blomme, blare en stingels).

Metode:

a)

b)

c)

d)

e)

)

Glaskolom (1 00O %x 26 mm), gepak met DOWEX SOW - X8 (HY

(200 - 400 maat).

Die ingedampte ekstrak is deur klein katiponkolommetjies
gestuur.

Eluering is met 4,0 N NH,0OH uitgevoer en die eluaat is
onder vakuum gekonsentrear.

Die konsentraat is op die groot katioconkolom geplaas en
met 5,0 liter O,1 N NH4OH geélueer.

Vloeitempo 1,0 ml/min.
Versamel die neutrale pH fraksie waarin aspartiensuur

suiwer voorkom (eerste NH4DH verlaat die kolom na 6,0
liter eluaat).
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MCW 500 g droog loofblare.

Metade:

a) GBlaskolom (1 OQOC % 16 mm), gepak met DOWEX 1-XA8
(CHSCDD ) (100 -~ 200 maat).

by Die ingedampte ekstrak is direk op die groot kolom
geplaas.

c) Gradiénteluering Was met O — 2 N CHSCDDH.

d) Vloeitempo 2,5 ml/min.

e)

Aspartiensuur kom suiwer in die laaste 357 ninhidrienpo-
sitiewe fraksies voor (bhestaande uit eerstens glutamien—
suur, oorvlieuel en opgevolg deur aspartiensuur).

Monster: P. rubropilosa

MCW 300 + 500 g droog (rooi, jong loaofblare).

Metade:
a) Stappe a) - d) dieselfde as bogenoemde.
b)

c)

d)

3.

Glutamiensuur kom eerste suiwer af, gevolg deur aspar-
tiensuur wat oorgaan na die onbekende suur peptied (kyk
later isolering van peptied, verbinding 47).

Fraksies vanwaar aspartiensuur met die peptied begin
vermenyg, asook die waarin die peptied suiwer voorkom, is
gekombineer, die CHSCDDH deur kouelugverdamping verwyder
en weer ap die anioonkolom geplaas.

H,0~-wassing en gradiénteluering met CH_COOH lewer alle
ninhidrienpositiewe komponente, behalwe aspartiensuur, in
die H_0- eluaat, sodat aspartiensuur suiwer versamel is

(pepti&d blykbaar totaal gehidraoliseer — komponente almal
anionies neutraal).

Monster: f. aurea ssp. aurea

_—_———a —_—— e ——

100 g droog (blomme,loof en stingels).

Metode:

a)

Whatman I papier (460 % S70 mm), H20—gewas.



bh) Die MCW-ekstrak is eers deur klein katipanuitruilkalom—
metjies gestuur en met 4,0 N NH4DH afge&lueer.

c) Vakuumkonsentraat is in ewe groaot kolle van 300 ag drob
massa, 8,0 @om in deursnee en met middelpunte 20,0 mm
ultmekaar, op die papier geplaas.

d) Eerste loop was met BAW in die lengte vir 18 uur.

e) Dwarsstroke is uitgeknip en afgedlueer met H_O.
P

f) Tweede loop was fenol en kolgrootte dieselfde, vir 24
uur .

9) Dwarsstroke is weer uitgeknip en afgeélueer met H20.

h) Die isolaat was eendimensioneel papierchromatografies
suiwer, maar analise deur die outomatiese aminpsuuranali-
seerder het die teenwoardigheid van ansuiwerhede aange-~

dui.

i) Isolaat 1is op die klein anioonkolom geplaas en geélueer
met O,1 N, 0,2 N, O,3 N, 0,4 N en 0,5 N CH_.COOH.

j) Aspartiensuur was suiwer teenwoordig in die 0,4 N en 0,5
N eluate.

Mristallisering van al die asparttensuurisolate uit 1, 2, 3
en 4 was met H_ 0 en asetoon, socos asparagien.

Die infrarooispektrums van die gekambineerde isalate en stan-

daard (MERCK: L-aspartiensuur) is getrek (Figuur 4.4 - die
drie pielie tussen 2 B00 onm en 3 QCOU nm is aan die nujol toe
te skryf) en die spesifieke aptiese rotasie 1is weer in

water bepaal (+3,5D). Dit blyk ’n baie suiwer isolaat van L-—
aspartiensuur te wees.

Opbrengst 45,0 mg

Suiwering: katioonuitruiling

Monster: F. gurea ssp. aurea

MCW BOO g droog (blomme, blare en stingels)

Metodes

a) Glaskolom (26 » | 000 mm) gepak met DOWEX SOW - XB (H+)

(200 — 400 maat).
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b) Sit monster op, H.,O-wassing geskied tot helder eluaat,
0 - & N NH,O0H-eluering volg en etanclamien is die enigste
reagerende verbinding (d.w.s. 100% suiwer) in die tweede
laaste ninhidrienpositiewe groep fraksies.

c) Vloeitempo 1 ml/min.

d) Vakuumkonsentrering anttrek NH3 en "n deel van die H20
uit die eluaat.

e) Aangesien etanoclamien ligsensitief is, is dit in waterige
aplossing ir ’n foeliebedekte glasbottel gestoor. (Die

infrarooispektrums is nie getrek nie en die optiese rota-
sie is ook nie bepaal nie.)

Opbrengs: 8,0 mg (slegs uit aminosuuranaliseerderdata)

P e

Sulwering: papilerchromatecgrafies + anioonuitruiling

Monster: P. glabra

MCW 300 g droog loafhlare

Metode en Besprekinge

a) Glaskolom (16 »x 1000 mm), gepak met DOWEX 1 — X8
(CH,C00 Y (100 - 200 maat).

b) Gradi&nteluering met ¢ - 2 N CH,COOH volg.

3
c) Vloeitempo 2,5 ml/min.
d) Drie ninhidrienpositiewe verbindings was in die eluaat
teenwoordig: oranjegeel verbinding 45 (eerste), gluta-

miensuur en aspartiensuur. *n Rantal fraksies wat slegs
glatamiensuur (eendimensioneelpapierchromatografies) be-~
vat, is versamel, maar die outomatiese aminosuuranali-
seerder toon spore van aspartiensuur (ongeveer 0,037% van
glutamiensuur + aspartiensuur).

e) Whatman I papier: aangesien aspartiensuur en glutamien-
suur in feitlik alle loopvloeistowwe getoets, nie bevre-
digend vir isolering skei nie, word van die volgende
verskynsel by die twee verbindings gebruik gemaak:

Albei verdeel in twee kolle teen ho& konsentrasies met
fenol (verwys na F. repens, Figuur 4.9 i/ii/iii). Het
ho&rwardende konsentrasie, verskuif die kol na ’n groter
R.-waarde en verdwyn die ander totaal (dit lyk dus nie na
"n ewewigsreaksie hier nie). Indien die kol met die hoér

£
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Rf herchromatografeer ward, toon dit dieselfde qedraqg.
Aangesien die konsentrasie van glutamiensuur in die e-
luaat relatief baie groter as aspartiensuur s’n was, kon
glutamiensuur verder van aspartiensuur geskei word, deur—
dat die glutamiensuurkolkonsentrasie 3x verhaog is bo die
normale (235 wqg) vir eendimensionele papierchromatogra-
fiese skeiding op Whatman 3 papier.

f) Preparatiewe papierchromatografie met fenal, gevolg deur
dwarsbandversameling en H,0-eluering.

Q) Die res van die groep fraksies wat glutamiensuur bevat
het, is op ’n klein aniconkolom geplaas en met “n 0,1 N
trapsgewyse CH_COOH—gradiént geé&lueer. Glutamiensuur is
suiwer in die 0,2 N eluaat versamel.

h) Kristallisering soos met asparagien.
i) Die infrarooispektrums van die isnlaat en standaard
(MERCK: L-glutamiensuur - Figuur 4.4) en die spesifieke

optiese rotasie 1in water (+7,30) toon dat die 1isolaat
baie suiwer is en wel L-glutamiensuur is.

Opbrengs: 12,0 mg

Aangesien hierdie drie aromatiese aminasure nie voldoende op
papierchromatogramme geskei het om laasgenoemde tegniek
alleen vir isolering aan te wend nie en slegs 1iconuitruiling
ook onsuksesvol was, is besluit op die volgende:

4.2.46.1 Geaktiveerda Koolstof Adsorbering.

i — — —— — b M A e S e B M b e e

—_—

Soos in hoofstuk I gemeld, word fenoliese verbindings, o.a.
ook aromatiese aminosure soos triptofaan, tirosien en fe-
nielalanien, aan die koolstof geadsaorbeer. Die meeste (kyk
hoofstuk 2 en 3) ninhidrienpositiewe verbindings adsorbeer
aan die katioonhars, wat meer oorvleueling (vermenging) gedu-
rende eluering tot gevolg het. Om hierdie "druk" op die
katioonhare te verlaag, wotrd die aromatiese aminosure en
ander verhbindings eers d.m.v. geaktiyveerde koolstaf anttrek
en hierna die anione met anioonuitruiling, voordat kat-
ioonhars aan die beurt kom. Die donkerbruin fenoliese kool-
stoftraksie 1is dan gewoonlik met H_0, geoksideer na "n 1lig-
geel oplossing, of dit is direk delr“katioonhars gestuur om
die ninhidrienpositiewe verbindings van die grootste groep
fenole te skei.

Gl
(7]
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4.2.6.2 Anioocnuitruiling

Fenoliese wverbindings soos die flavonalde, is swak anionies
van aard en daarom is besluit om eers die anioonfraksie it

die monster te verwyder. Fenielalanien, tirosien en tripto-
faan het waarskynli¥ "n netto positiewe lading hy die pH-
waarde (5,5 - 4&£,3) wat gebruik is.

Monster: Alle grootskaalse geaktiveerde koolstof ekstrakte,
ongeveer 4 000 g droag.

Metode en Bespreking:

a) Alle ninphidrienpositiewe verbindings (fenielalanien, ti~
rosien, triptafaan en spoorhoceveelhede van vier onbekende

verbindings) was in die donkerbruin watereluaat (van die
aniaoonkolom) teenwoordig.

b) Geen anioniese nianhidrienpositiewe verbindings was 1in die

2,0 N CHSCODH—Eluaat teenwpordig nie.

Monster: (Gekonsentreerde H,O0-elusat van anioonskeiding
4.2.6.2. -

Metode en Bespreking:

a) HO0-eluering lewer drie van die spoorverbindings in die
viskose bruin neutrale fraksie.

b)Y Gradiénteluering (O - &6 N NH, 0OH) lewer die drie voorlopig
gefdentifiseerde aminosure gedeeltelik geskei op.

c) Die ninhidrienpositiewe fraksies 1s saamgevoeg (totale
volume 270,0 ml), aangesien skeiding nie bevredigend was
nie. Die wvaor- en nafraksies toon heelwat pigment en

tesame met die viskase bruin watereluaat beteken dit n
aansienlike graep verbindings wat van die ninhidrienposi-
tiewe groep geshei is.

4.2.6.4 Skeiding van Tirosien

Metode en Bespreking:

Hier is van "n uitsonderlike eienskap gebruik gemaak: tiro-
sien, teen ’n konsentrasie van so laag as 0,4 mg/ml in H.O
teen 25,0 9(C, lewer reeds die eerste klossies naaldvormige
kristalle binne 48 uur.

a) Die drie aminosure (plus "n vierde wat in

spoaorhaoeveel -
bhede vaoorkam en slegs deur die

aminosuuranal ilseerder
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)

c)

d)

e)

aangedul is) se komsentrasies is m.b.v. die analiseesrder
bepaal (spoarhoeveelheid se konsentracie is volgens mak-—
simumwaardes geskat). DOie volgende resultate is verkry:

fenielalanien = 0,074 mg/ml (totaal = 20,0 mg)
tirosien = 0,050 mg/ml (totaal = 13,4 mg)
triptofaan = 0,020 mg/ml (totaal = 5,4 mg)
spaarhoeveelheid = 0,003 mg/ml (totaal = 0,8 mg)

Monstervolume = 270,00 ml

Aangesien die drie bekendes se wateroploshbaarheid by O Oc
die volgende is (Windholz, 1983):

]

fenielalantien 19.800 mg/ml (29,4600 mg/ml by 25 EC)
tirosien 0,196 mg/ml ( 0,453 mg/ml by 23 OC)
triptafaan = 0,230 mg/ml (11,400 mg/ml by 235 “C)

is besluit om die 270,00 ml monster “met veiligheid” teen
40,0 9% te vakuumkansentreer (tot ongeveer 30 ml) en dan
tot 20,0 ml met louwarm lug (oplossingstemperatuuar 30,0 ~
54,0 °cy. Teoreties beteken dit die volgende konsentra-
sies:

fenielalanien
tirosien
traiptofaan
spoorhoeveel heid

1,000 mg/ml
Q,670 mg/ml
0,270 mg/ml
0,040 mg/ml

I (|

Die onbekende spaorverbinding behoort dus nie teen selfs
Q C in die 20,0 ml waterige obplaossing te kristalliseer
nie, selts indien dit so onoplosbaar soos tirasien (een
van die minste H2D~oplosbare bekende aminosure) is.
Die konsentraat 1is stadig in 'n waterbad tot 10,0 ©
afgekoel, waartydens vertroebeling antstaan het.

c

Na 48 uur is die wit klossies kristalle van die oplassing
deur sentrifugering {slegs S00 g vir 5,0 min) geskei.
Opbremngs: 7,0 mqg.

Die kristalle was skynbaar sonder pigment, maar wvolgens
die analiseerder was spore van fenielalanien (1 : &40
tirosien) en triptofaan (1 : 1 050 tirosien) nog teen-
woordig. *n Tweede oplosbaarheidzverskil tussen tirosien
en die ander twee is nau gebruik: tirosien is feitlik
glad nie oplosbaar in etanol nie, terwyl die ander,
alhoewel swak, tot 'n heelwat groter mate is. Aangesien
laasgencemde in baie lae konsentrasies aanwesig was, is
die kristalle in 3,0 ml 10O0% etanal (40 °C) opgeskud,
gesentrifugeer teen SO0 g vir 5,0 min en die etanol
atgegool. Etanolwassing 1s drie maal herhaal, waarna

4
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tirosien veoclgens die aminosuuranaliseerder (toon slegs
een piek} suiwer was.

f) Die infraronispektrums wvan die 1solaat en standaard
(MERCK: (~tiraosien) is getrek (Figuur 4.7) en die spesi-
fieke optiese rotasie is in 1,0 N HCl (tirosien is rela-
tief swak oplasbaar in H-.8, scdat die aoplassing aangesuur
moes ward am die konsentfasie van 10 mg/ml by 20,0 OC te
verkry) bepaal (—10,70). Dit blyk ’n baile suiwer islaat
van L—-tirosien te wees (die drie pieke tussen 2 800 nm
en 3 OUO nm is aan die nujol tae te skryf).

OPMERKING: Die oplosbaarheidsgedrag van tirosien is opgemerk

toe °n 1 mg/ml standaardaoplossing vearbereil is. Tirosien het
geredelik apgelos en is as standaard direk daarna vir ko-

chromatagrafie aangewend. n Week later was die houertiie
deurspek met wit Kklossiese kristalle en moes driemaal meer as
voorheen (10,0 al) van die oplossing aangewend word vir

dieselfde resultaat.

4.2.6.5 Skeiding van Fenielalanien

Die ekstrak het nou die drie verbindings bevat: tirosien
(nog ongeveer 4,0 mg), triptofaam en ftenielalanien. Rapier-
chromatografies isoleer n verbinding wat die verste van die
oarsprong beweeq, die suiwerste. Verbindings tussenin bevat
gewoonlik spore van veral die wat verder as hulleselt beweeg.
Dit was ook met hierdie drie die geval en aangesien feniela-
lanien in beide loopvloeistowwa aangewend (BAW en fenol) die
verste beweeg, is slegs dit suiwer (volgens die amiposuurana-—
liseerder) m.b.v. papierchromatografie gefsoleer.

Metode:

a) Dieselfde as bv. die papierchromatografiese isolering van
asparagien vroe&r in hierdie hoofstuk.

b) Kristalliseer met water en asetoon.

c) Die 7,0 mg kristalle was te min vir spesifieke optiese
rotasiebepaling, maar valgens die infraroaispektrums van
die itsolaat en standaard (MERCK: L-fenielalanien - Figuur

4.8) blyk dit baie suiwer te wees.

Opbrangs: 7,0 mg (slegs deel van taotale ekstrak)

—_— e e e .

Hierdie verbinding lewer "n helderoranje kleur met ninhi-
drien/kollidien en is baie swak kationies (m.a.w. word vroeg
van die katioonhars verplaas) van aard. Dis in 10 van die 41
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Figuur 4.7 - Infrarcoispektrums van standaard tirosien (Merck -

ba) en tirosien gelszaleer uit Protea aurea aurea, P.

glabra en P. rubropilosa (onder).
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(Merck -~ bo) en fenielalanien gefsaleer uit Protea aurea
aurea, F. glabra en P. rubrogpilaosa (onder).



spesies gevind en is in betreklik ho# konsentrasies teenwoor-—
dig. Dit word ook net gedurende die blomseisoen (een maand
voor tot drie maande na blomtyd) aangetref in slegs loof-
blare, stingels en omwindselblare en is totaal afwesig in
blomme en sade. DPies nie suiwer gelsoleer nie en het die
vol gende R{—waardes: BAW = 0,40 en fenol = 0,73.

Hierdie verbinding kan moontlik 2-(metileensikloprapiellgli-
sien wees (Grey en Fowden, 1961) . Valgens die artikel het
laasgencemde *n BAW R, effe grater as die van 4-aminabotter-
suttr  (eie resultate éAw R.,"s = 0,34 en 0,40) en *n fenol-NH

R = 0,74 (eie bekende fanol K, = 0,73). Verder 1s die
aanvanklike ninhidrienkleur bruin, wat na twee uur verander
na pers. Die onbekende verbinding se aanvanklike ninhi-
drien/kollidienkleur 1s oranje en dit verander ook binne n
paar uur na pers. 0ok is daar 'n ooreenkoms in hulle neu-
trale karakter.

nensis saad gelsoleer en verbinding ¥ uit P. cynaroides

loofhlare:

- Metode:
a) Die sade 1s geweeg (28 g) en met "n Kenwoodkapper in MCW
fyngemaak, waarna lipiede met faseskeiding (kyk hoofstul

2) d.m.Vv. CHCI3 onttrek is.

b) Katioonuitruiling (DOWEX SO0W-XB (H+) 200 — 400 maat bhars)
iz met "n klein kolommetjie (250 mm x 20 mm en barsbed-
hoogte 80 mm) uitgevoer.

c) Katione is met 3,0 N NHqDH van die hars geélueer.

d) Tweedimensianele papierchromatogramme van die katioone-
luaat (eers BAW, dan fenal) het slegs een verhinding wat
bruin (eintlik aoranjebruin) met ninhidrien klewr, getoon.
Boonop was die R,-waardes feitlik dieselfde as in die
artikel (Grey en Fowden, 1941),

2) ’'n Isolaat van verbinding 3 is voorberei deur tweedimen-
sionele papierchromatogramme van P. cynarogides se blaar-

ekstrak te loop (BAW en fenocl), met ninhidrien te ontwik-

kel, die oranje verbinding 3 uit te knip en met HZD af te
elueer.

f) Verbinding 3 is gevolglik tweedimensioneel saam met die
totale katiooanekstrak van Litchi chinensis gechromatogra-
feer. ¥ontralechromatogramme was van die saadekstrak
al leen.

Alhpewel die twee verbindings baie naby mekaar gele& was op

|0
Ny



die chromatogramme (verbinding 3 se R,—waardest BRAW = 0,40 en
fenol = 0,73 teenoar die van die oraniebruin verbinding: BAW
= 0,38 en fenol = 0,78), was hulle kolle duidelik onderskeid-
baar van mekaar en die npinhidrienkleuwr ook verskillend.
Boonop toon papierchromatagramme van die saadekstrakte geen
ninhidrienpositiewe verbinding wat saam met verbinding I val
nie. Dit blyk dus dat verbinding 3 nie 2Z2-(metileensiklopro-
piellglisien is nie.

Verbinding 3 het in die volgende spesies voorgekom:

P. acaulos (Microgeanthae)

P. amplexicaulos (Hypocephalae)

P. aurea (Exsertae) P. cordata (Hypocephal ae)
P. cynarpoides (FProtea) . alabra (Leiocephalae)
P. lacticolaor (Exsertae) F. mundii (Exsertae)

F. nitida (Leiocephalae) F. rupicola (Leiocephalae)

Dis baie apvallend dat al 310 slegs in die Kaapprovinsie
voarkam (van die suidweste taot die suidooste). Interessant
(en waarskynlik van chemotaksonomiese waarde) is dat dit 1in
vyf qgroepe qevind is en dat al die verteenwoardigers van
hierdie gQroepe wat ondercoek is, die onbekende bevat het. Die
anigste uitsondering was E. caffrar vier spesies van die

Leiocephalae is gedoen, nl. P. caffra, £. glabra, B. nitida
en P. rupicola, maar slegs laasgencemde drie het die verbin-
ding bevat., F. caffra is dan ook die enigste een wat buite

die Kaappravinsie voorkom.

Baie interessant is die voorkomzs van hierdie ninhidrienposi-
tiewe verbinding in die spesie aurea. £. aurea sep. aurea

behels twee kleurvariante, nl. rooi en roomwit, terwyl F.
aurea ssp. potbergensis slegs wit “n roomwit verteenwoordiger

bestaan. Die onbekende is alleenlik in die rooi soort gevind

(Figuur 4.9), sodat omwindselblaarkleur dallk daarmee ver-—
band kon hou. Hierdie gedagte is laat vaar toe die verbin-
ding 1in albei kleurvariante van P. lacticolor, maar nie in
die wvan P. repens en P. neriifolia nie (almal ook rooi en

roomwit), opgespoor is.

Suiwering: katioconuitruiling

Monster: P. rubropilosa

na geaktiveerde koolstof en anioconuirtruiling 300
+ 500 g droog rooi, jong loofblare

Metode en Bespreking:

Dieselfde isoleringsmetode as in die geval van arginien is

=8
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aangewend, want hierdie besonder basiese verbinding verlaat
die katioonhars na arginien, meer as 987 sniwer van ninhi-
drienpositiewe verbindings (m.a.w. slegs spare arginien teen-—

woordig). Verbinding 10 is vervolgens van die spore arginien
geskei deur trapsgewys (0,1 N, 0,3 N, 0,3 N en 1,0 N) met
NH  OH (klein katioconkolaommetjie) te elueer. Die onbekende

was feitlik slegs i1in die 1,0 M eluaat (sonder arginien)
teenwoaordig.

Opbrengs: Onbekend. (Konsentrasies, uitgedruk in massa/vo-
lume, van onbekende verbindings kan nie met die aminasuura-
naliseerder bepaal ward nie, tensy die verbinding voaorheen
gekristalliseer, geweeg &n die massa’/piekopperviakverhouding
bepaal is. Die mol/volume konsentrasie kan glad nie bepaal
word nie, omdat die molekulére struktuur onbekend is.) Vol-
gens ninhidrienkleuwrintensiteit en kolgrootte op papierchro-~-
matogramme, word dit op 12 - 13 mg geskat (kristalliseer vir
opvolgende studie),

Hierdie verbinding was in relatief ha& konsentrasie teenwoor-

dig in P. rubropilasa, wat een van agt (moontlik slegs vyt =~
ky) onder) uit die 4! onderscekte proteas is, waarin hierdie
verbinding papierchromatografies opgespoor 1is. Dit besit

aansienlik sterker basiese elenshappe as arginien (verlaat
die katioonkolaom heelwat later as arginien gedurende gra-
di¢nteluering) en het "n bruin ninhidrienkleur, wat feitlik
gitswart vertoon wanneer die suiwer isolaat in ho#érige kan-
sentrasies gechraomatografeer en met ninhidrien ontwikkel
word. Die kleur ward pers na "n dag. R{*waardes is:

EAW = 0,64 en

fenol 0,93.

n

Die ontekende het in albei bogencemde 1loopvloeistawwe die
verste van alle gechromatografeerde ninhidrienpasitiewe ver-
bindings beweeq, behalwe vir verbindings 46 en S in BAW.

Fogings om die retensietyd op die LKE-aminosuuranaliseerder
te bepaal, het nie geslaag nie (die outomatiese aminosuurana-
lise chromatogram van F. rubropilosa, Figuur 4.10, toon dus
nie hierdie verbinding aan nie). Die verbinding i1s so ba-
sies, dat dit waarskynlik nie met voorsiene buffers van die
aminosuuranaliseerder <ce kolom afgeBlueer word nie, sel+ts
nadat die standaardpragramme gewysig i1s. Die moontlikheid dat
die ninhidrienkleur nie by 440 en 570 nm (waar die analiseer-

der lees) absorbeer nie, het bestaan. ’n Absorpsiespektrum
na oninhidrienreaksie 1s vervolgens getrek, asook van die
waterige isalaat alleen (Figuur 4.11 - ninhidrien in H,O0 het

dieselfde absorpsiespektrum as die onontwikkelde verbinding
10 gelewer, m.a.w ook geen beduidende absorpsie oor die
betraokke spektrum nie). Dit is duidelik dat die onbekende
wel by albei golflengtes absorbeer, met naastenby dieselfde
absorpsiespektrum as alanien en aspartiensuwr (Figuur 4.15),
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Figquur 4. 10 — OButomatiese aminosuuranalise van die vrye

drienpositiewe verbindings in jong loofhlare van P. rubro-
Monsterekwivalent = 140 mg dro& massa,
staande is gerugsteun deur papierchromatografie.

1 = fonfowerian (0,13 nm/mg) 1S = leusien (0,04 nm/mg?}

2 e urevm (0,93 nm/mg} 1& = tiroeien (0,04 am/m@Q)

3 = ampartiensuur (0,70 nm/mg) 17 = 3-alanien (0,0) nm/mg)

4 = treonien (0,143 am/mQ) 18 = fenielalanien (0,06 nm/mq)

S = serien (0,28 nm/mqQ) 19 = 4-amincbottersuur (0,246 nm/mQ)
& = asparagien (+0,10 nm /mq) 20 = anbekend (moontlik *0,45 nm/mqg)
7 = glutamiensuur (1,30 nm/mg) 21 = ammoniak (0,92 nm/mg)

8 = glutamien (0,14 Am /mQ) 22 = onbhekend (moontljik +0,0! nm/mq)
9 = prolien (0,20 nm/mg) 23X = prnitien (0,02 nm/mg)

10 =& glisien (0,03 nm/mq) 24 = lisien (0,10 nm/mg)

i1 » alanien (0,33 nm/mg) 25 = onbekend (moontlik +0,10 nm/mq?
12 = witrullien (0,01 nm/mqg) 25 = hiwti{dimn (0,11 nm/mg)

13 = valien {0,333 nm/mqg) 27 = butferetfmk (blanko ook sa)

14 = jsoleusien (0,05 nm/mg) 28 = argintien (3,60 na/my)



- b= |- - == L |- -} - - |-} = - -t |- 4= |=4 -—_6l-- H ++
ML EFFLLE R FEL FEF R AR FE AR R

B[ i S AR o W A A R S ‘E:E:'tzf:;:;_::__ 1
- - t—+ 4= -1- -k === |- -l- - ~|:._._.

! SRR ANNNEEENE
EENET FETE PEFREEEEE P FHERE R R R R e b ERe e F AR
Il B CEE A e ERE R
HAWEEE PR e e e e | e e o -
N E PR AR TEA-FD AT

H-FH FF -+ R FI 1 FHFHFHFEFER R -FH NENEE
CEEI BRI FEREEREE T A e e L e e e e HEEA
R R P ER R AR e A R A R

Voo o
;T]i
)
!
T
)
||1|
(ot
D
T
L[}
|
|
|
)
!
1

I\
M !
LB A
1

) v
—

vi‘l{
T
T

RN

Ly o)
1
AL

]

1

T
T J 1
T

Ty
T
™7
T
I

T 1 ¥
1

T

13

[]

')
1

|

|

|

13
T

{

T

!

[

|
h

(I =T

- _i"E

YRR R R e Eeer e R AR

O EE T FERREREE L ER FE e e PR PR R R
= |- r__.ao._. i Ny Dy

VR CEE R L EER reee b e e R T EEEE

1 FEFEE R RS il

I EER R E R e R FEF R R R R

S TR L

CFTEIN EEEFEFARE AR Pk Fe e A R LEEE
CEEFIN PR R A I b ::::Fft:nﬂ_h,_-_:_ -
T EANCE R R R R AL TR O

::;%r?,&"; : L Efv_hi“-d_ p THH

T
]
TT
p
]
T
Pl
|
T
7
f
”
L]

1
T
T
RN

|

A

1

1

W

T 1 1]
=k

{
[
T

Ly
!
1
T
1
i
j_i
T
1
]
b
T
1
[
]
|
T
{
T
)
P
77
{
1
I

T )
{1
;
7
i
1
—
T
T
{
{11
1

—1 ’—‘——— - - H- R .-—l P’T_’_‘—
| CENFFFEFET AR Free e e e R HEE NS PR
:—--I" h:..‘_'—‘__ '—- 5——— T ri\11i-rrreli-1- — o Lol - — - -T -~ -:-—_‘ :jﬂ

- o A e W TR

T
J
L
1
T
T
J

400 440 S00 570 600 700

GOLFLENGTE (nm)

Figuur 4..11 —‘Absorpsiespektrum van verbinding 10 na ninhi-
drienreaksie, wys dat die verbinding by 440 nm en S70 nm

absorbeer en wel deur die aminosudranaliseerder gelees
behoort te word.
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verbinding 10 na ninhidrienreaksie
verbinding 10 voor ninhidrienreaksie
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Nadat ’n suiwer isolaat (m.a.w. geen pieke was sigbaar aop
die aminosuuwranaliseerderchromatogram nie) vir drie dae 1in

die vrieskas (=20 °C) geberqg is, toon die analiseerder n
enkel piekie met dieselfde retensietyd as sitrullien (kan
moontlik ook 3—aminobattersuur of valien wees). Laasgenaemde

mag dus die eerste afhreekproduk van die onbekende wees.
Indien dit sitrullien is en die sterk basiese karakter van
die onbekende in ag geneem word, bestaan die moontlikheid dat
laasgenoemde met die aornitiensiklus assosieer. Die feit dat
slegs een piek ontstaan, beteken dat hierdie vormende tweede
verbinding heelwaarskynlik nie aan mikrobiologiese aktiwiteit
toegeskryf kan word nie (meer as een piek behoort dan te

verskyn). Boonop is die waterige isolaat bevrare gehou.
Dis onwaarskynlik dat verbinding 10 ’n pepgied is, omdat
hidrolise vir 24 uwur in 4,0 N HCl teen 100 Cin ’n ver-

se8lde buis, elegs een kol aop een— en tweedimensionele pa-
pirerchromatogramme lewer en geen piek op die aminosuuranali-
seerder nie.

Scos vroeédr vermeld, verlaat verbinding 10 die katioconhars na

arginien. Volgens Rao et al. (1962) toon homcarginien die-
selfde gedraqg op dieselfde hars (DOWEX SOW - X8 (H )Y 200 -
400 maat). K, —waardes in die betrokke loopvloeistowwe het

egter aansienlik verskil, bv. met waterversadigde fenol is
verbinding 10 se R, = 0,93, teenoor homoarginien se 0,72.
Boanap verskil die ninhidrienkleur ook (pers, teenoor btuin
van verbinding 10), sadat ko-chromatogratie met die standaard
nie gedaoen 1s nie.

Protea rubropilposa (groep FPatentiflarae Beard - kyk infrage-
neriese klassifikasie, Tabel 5.6) bevat die hoogste konsen-
trasie (ninhidrienkleurintensiteit/dro& massa) van hierdie

onbekende, terwyl P. comptonii (Patemtiflorae Beard), E.
lepidocarpodendron (Speciocsae Stapf), £. repens (Melliferae
Stapf) en F. welwitgchil (Lasiocephalae Stapf) effe kleiner
hoeveelhede taon. Val gens Rourte (mondelingse mededeling)

behoort al vyf hierdie spesies aan die meer primitiewe
groepe, veral P. rubropllosa, F. comptonii en P. welwitschii.

— e e e Do iy e ot e —_—n—— —_————— e

Laasgencemde drie se verspreidingsgebiede is in die somer-

rednvalstreke van Transvaal (veral O0Oos—-Transvaalse Dra-
kensberge) en Noord-Natal. F., repens en P. lepidocarpodendron
kom egter i1n die Suidelike Kaapprovinsie voor. Geen noe-

menswaardige ooareenkomste tussen hierdie vyt se blomseisoen,
hoagte bo seespie8l, tipe plant (wortelstok aanwesig, plat

struik, regop struik of boom) en grondsoort kon gevind word
nie.

Onsekerheid bestaan oor P. piscina, wat aan die meer ontwik-—
kelde groep Subacaules (Meisn.) Rourke behoort en dalk °’n
baie lae konsentrasie mag bevat. Naog twee minder gevorderde

spesies waaroaor bespiegel word, is P. longifolia (Ligulatae)
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en P. speciosa (Speciosae). Dis interessant dat FP. pudens.

wat volgens Rourke uit P. longifolia ontwikkel het a.g.v. "n
grondaanpassing (Rour ke, 198Q), nie hierdie verbinding in
papierchromatografies opspoorbare hoeveelhede bevat het nie.
Die twee is egter nogtans deur die rekenaargraoeperingsanalise

saamgevoeg (lkyk analise in hoofstuk 5),

Die rol van 4-aminobottersuur in plante is, benewens “n
intermediére metaboliet, waarskynlik *n stikstotreservoir.
Dis baie interessant dat hierdie verbinding in baie hoé&
konsentrasies in vier van die 41 ondersoekte spesies voorkam,
nl. F. caftra, P. comptonii, P. rubraopilosa en P. welwitschii

(Tabel 4.2 - dieselfde as Tabel G.2Z2 vir maklike verwysing).
Al vier die scourte kom in ho® sumerrednvalstreke (haafsaaklik
Oos-Transvaal se Drakensberge) voor, waar grond besonder arm
aan stikstaof (veral gedurende die re#nseisaen) is. Yerbin—
ding 10 kom in drie van die vier spesies voor. Die ander twee
spesies wat ook definitief verbinding 10 bevat, P. lepidocar-

podendran en P. repens (slegs sekerheid oor vyf - kyk
vroedr), het caok 4—-aminobhottersuur in redelike konsentrasies
bevat. Indien sy basiese karakter in ag geneem ward, asook

die feit dat ’n moontlike afbreekpraoduk dalk 3—-aminobotter-
suwr is (vroe#r genaem) en daar miskien ook *n verband tussen
verbinding 10 en 4—aminobottersuur is, mag die onbekende 10
’n belangrike stikstofhouwdende verbinding wees.

Dis interessant dat dieselfde verbinding ook in broodboomsaad
(Encephalartos altensteinii) voorkom (Figuur 4.12). Broodbome
i1 ‘n primitiewe groep en die feit dat hierdie verbinding
feitlik uitsluitlik by van die meer primitiewe proteas (egter
nie al die primitiewe verteenwoardigers nie) gevind is, 1laat
die vraag ontstaan of die onbekende verbinding kenmerkend van
primitiewe plante is.

4.2.9 Verbindings 11 en 12
Albei verbindings lewer ’n geel ninhidrien/kollidienkleur en
besit lae R+—waarde5: verbinding 11 BAW = 0,11
fenol = 0,13
verbinding 12 BAW 0,06
fenol = 0,27

Tot op hierdie stadium is die twee verbindings nog nie gef-
soleer nie, aangesien hulle cor die algemeen in betreklik lae
konsentrasies voorkom (Tabhel 4.2).

Met die uitsondering van P. rupicola, is die twee nooit saam

in 'n spesie opgespoor nie. Pie volgende ses proteas is ter
sprake in die geval van verbinding 11:

F. anaustata (Microgeanthae) F. laetans (Patentiflorae)
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Tabel 4.2 - Voorkoms van die 4! tweedimensioneel papierchroma-
verbindings

tografies

9.

tagrafeer.

opgespoorde ninhidrienpositiewe

elk se relatiewe konsentrasie uitgedruk in ’n skaal van 0O -

1identiteit van verbiodings.)

in

asook

Telkens is die ekwivalent van 300 g dro# massa gechroma-
{(kyk Tabel S.1 vir

Verbinding nr.

7 8§ 9 1011

12 13 1315 14

17 1819 20 21

22 23 24 23 2

27 28 29 30 3y

32 33 3435 3

37 39 39 40 44

(]

A

m e o o

Qbtusifoliag
riscina
pudecs
Leesns
coupelliae
rubropilosa
cupicola

4,0,5,3,0,0
4,0,56,3,0,0
5,3,0,1.0,0
4,1,0,1,0,1
4,1,46,8,0,0

1’2’

0,2,2,1
2,1,0,92.1,Q
46,4,0,0,2,0
7,4,0,9,0,0
2,0,3,2,0,0
$,2,0,2,0,0
3,0,6,2,0,0
0,2,0,3,0,0
5,2,0,4,0,0
4,3,0,4,0,0
S,3,7,4,2,1
3,1,0,1,3,0
4,2,3,2,3,1
4,2;0,4,0,1
3,2,0.5,0,0
3,06,0,2,0,0
5,1,0,0,0,0
&5,1,0,2,0,0
4,32,0,1,0,0
2,2,2,1,3,0
3,1,0,1,0,0
3,1,5,5,0,1
5,0,0,4,0,0
4,0,0,1,0,0
3,2,0,0,0,0
5,2,06,5,0,1
3,1,0,4,0,1
6,4,0,9,0,1
3,0,8,0,0,0
6,0,06,0,0,0
2,1,0,2,0,0
$,1,0,2,0,0
4,2,0,2,2,2
4,2,0,1,0,0
2,0,0,2,0,0

5,2,6,9,2,0

1,4,1,0,0
1,4,1,0,0
1,6,0,0,0
2,0,3,0,0
3,4,2,0,0
3,0,1,0,0
0,3,0,0,0
3,0,2,0,0
2,2,1,3,0
1,3,1,0,0
2,0,2,0,1
1,2,1,0,0
2,0,0,0,1
3,0,2,0,0
0,4,1,0,0
3,3,2,0,0
1,2,1,0,0
2,2,1,0,0
2,1,2,0,2
3,0,2,0,2
1,0,1,3,0
2,0,2,2,0
2,0,0,0,0
1,0,0,0,0
%,3,1,0,0
1,0,1,0,0
2,2,1,0,0
3,3,1,0,0
£,3,0,2,0
1,1,0,0,0
4,0,2,4,0
2,0,1,0,0
3,0,2,5,0
0,3,0,0,1
0,0,0,0,0
1,0,1,1,0
%2,5,1,0,0
3,3,2,0,0
2,0,1,0,0
1,1,1,9,0

2,4,1,%,0

3,3,1,7,7
3,%,4,8,8
S,4,5,7,4
0,0,3,7,%
z,4,6,8,7
0,0,5,8,7
3,0,6,8,8
0,0,7,9.7
0,0,0,7,7
2,2,2,7,4
6,5,3,9,8
0,2,8,8,8
0,0,1,8,7
0,5,2,9,9
0,0,8,9,8
2,5,6,9,9
¢,1,8,9,8
2,4,56,9,8
0,0,4,9,0
0,2,6,8,7
0,2,6,8,0
¢,0,5,9,7
0,0,4,8,8
0,2,5,9,8
2,2,5,9,8
¢,0,5,9,9
2,4,7,8,8
2,5,7,8,8
1,4,4,8,7
v,2,6,8,5
0,4,4,9,8
0,0,8,9,9
0,3,7,8,8
2,4,6,7,7
0,5,0,9,5
0,0,3,d,7
4,4,6,0,7
2,4,6,0,8
0,0,5,8,7

0,0,4,4,8

2,0,6,8,7

0,0,0,0,0
0,0,0,0,0
0,0,0,0,0
0,2,4,2,0
0,2,0,0,0
0.1,0,0,0
0,0,0,0,0
0,4,0,0,0
0,2,0,0,0
0,0,0,0,0
Uy1,0,0,0
0,0,0,0,0
0,0,0,0,0
0,4,0,0,0
0,0,0,0,0
0,2,0,0,1
0,0,0,2,0
0,2,0,0,3
0,1,0,0,0
0,1,0,0,0
0,0,0,0,0
0,0,0,0,0
0,0,0,0,0
6,0,0,0,0
0,2,0,0,0
6,0,0,0,0
0,0,0,0,0
0,0,0,0,0
0,0,0,0,0
0,0,0,0,0
0,4,0,0,1
0,2,0,0,0
0,4,0,0,3
¢,0,0,0,0
0,0,0,4,0
0,0,0,0,0
0,0,0,0,0
0,0,0,0,0
6,8,0,4,0
0,0,0,0,0

0,2,0,2,0

6,0,0,3,0
0.0,2,0,1\
1,0,2,0,1
0,0,2,7,1%
0,0,2,0,14
1,0,2,0,1
0,0,0,7,0
0,0,0,0,0
0,0,3,7,1
0,0,1,0,1
0,0,0,0,2
0,0,0,5,0
3,0,0,0,0
0,0,0,3,3
0,0,2,0,0
0,0,2,7,2
1,0,1,9,0
3,0,2,8,3
0,1,1,6,0
1,0,1,2,2
,0,0,0,0
«,0,1,3,0
2,0,1,0,0
0,0,0,4,0
0,0,1,0,1
0,0,0,3,0
3,0,0,9,2
2,0,1,0,0
1,6,2,0,2
0,0,0,0,1
0,0,4,7,4
,0,0,0,1
©,2,4,7,2
0,0,2,0,1
0,0,3,0,7
a,0,1,0,0
0,0,1,1,3
0,0,3,9,2
39,0,1,0,0

0,0,0,0,0

0,0,0,0,0
¢,0,1,0,0
0,0,1,0,0
7,0,3,0,0
0,0,3,0,0
0,0,3,0,0
0,0,1,0,0
0,0,3,0,0
0,4,2,0,0
0,0,1,6,0
0,1,3,0,0
0,2,2,0,0
0,1,1,0,0
0,1,4,0,0
0,0,0,0,0
0,2,2,0,0
0,1,1,0,0
2,3,2,2,2
6,1,3,0,0
0,(,3,0,0
0,0,1,0,0
0,1,2,0,0
6,0,2,0,0
o,a,x;o.o
0,1,2,0,1
2,0,1,0,0
0,2,4,0,0
0,2,4,0,0
0,2,1,0,0
0,1,2,0,1
0,2,5,0,1
0,0,4,0,0
4,2,2,0,2
0,0,0,0,0
0,0,0,0,0
0,0,1,0,0
0,0,2,0,0
3,0,1,0,2
0,0,2,0,0
0,0,2,0,0

0,0,2,0,0

0,0,0,0,!
0,0,0,0,1
0,0,0,0,0
¢,0,0,0,2
0,0,0,0,2
0,1,0,0,0
0,0,0,0,0

rs
y ~y

0,2,0 [¥)
1,0,0,0,1
0,0,0,0,0
0,0,0,0,1
0,0,0,0,2
0,0,0,0,1
0,1,0,0,1
6,0,0,0,0
2,1,0,0,2
0,0,0,0,1
0,1,0,0,2
2,0,0,0,1
0,0,0,0,2
0,0,0,0,2
0,06,0,0,0
0,0,0,0,2
0,0,0,0,2
0,6,0,0,1
0,0,0,0,0
1,0,1,0,1
v,0,0,0,0
0,0,0,0,1
0,0,0,0,1}
0,1,0,0,1
1,0,0,0,0
2,1,0,0,1\
0,0,0,0,0
0,0,0,5,0
0,0,0,0,1
0,0,0,0,1
0,0,0,0,1
0,0,0,0,2
0,0,0,0,1

3,0,0,0,0

0,2,0,0,0
5,3,0,0,0
0,0,0,0,1
4,1,06,0,0
0,0,2,3,2
0,2,2,0,2
2,0,0,0,7
6,3,2,0,0
0,0,3,0,0
0,1,0,0,0
0,0,0,0,0
0,0,0,0,¢C
0,0,1,0,0
0,0,0,0,0
0,0,0,0,0
0,0,4,0,C
0,0,0,0,C
0,2,1,0,¢
0,0,2,0,¢
0,0,1,0,(
0,0,0,0,(
0,1,0,0,¢
0,3,0,0,¢
0,2,0,0,¢
0,8,1,0,¢
4,0,0,0,(
0,0,0,0,C
0,0,0,0,¢
0,0,0,0,c
0,2,0,0,¢
0,1,0,0,¢

0,0,0,0,¢

0,0,0,0,C

0,3,0,0,¢

0,0,0,0,¢

0,0,0,0,(

0,1,1,0,C

4,0,2,6,(

0,0,2,0,¢

0,0,0,0,¢

0,0,0,0,1
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papierchramatogramme van P.
en Encepbalartos altepsteiniti

om die teenwoordigheid van verbinding 10 aan



P. coreonata (Speciosae) #. laurifolia (Speciosae)

P. denticulata (Subacauwles) P. rupiceala (Leiocephalae)

en verbinding 12:

]

P. acaulos (Microgeanthae) nitida (Leiocephalae)

amplexicaulas (Hypocephalae)P. abtusifolia (Ligulatae)

E
F. aurga ssp. aurea (Exsertae) F. piscina (Subacaules)
o

. caffra (Lelocephal ae) rupicola (Leiocephalae)

P. cordata (Hypocephalae)

. glabra (Leiocephal ae)

P stokoei (Speciosae)
[~
F. lacticolor (Exsertae)
P

-_,_:::__ (Crateriflaorae)
. welwitschii (Lasiocephalae)

)BT DI
n
1=
|
o
T
C
3
m
b1l

Wat die verspreiding van spesies betref waarin verbinding 11
voorkom, 1s almal inheems aan die Kaapprovinsie, behalwe PF.
laetans (Oos— Transvaal)., Blomtyd is feitlik uitsluitlik in
die winter en lente. Uit die 1S soorte van die ander groep,
is daar eintlik net twee wat buite die algyemene patroon val,

nl. P. caffra en P. welwitschii, wat nie witsluitlik in die

Kaapprovinsie veorkom nie en boonop salegs in die somer blom.
. aurea ssp. aurea en P. piscina se blomseisoen strek feit-

lik dwarsdeur die jaar. Verdere beduidende korrelasies kon
nie gevind word nie.

Suiwering: anioconuitruiling + papierchromatografie

Monater: F. rubropilogsa

MW (na geaktiveerde koolstof) 300 g droog Jong,
rool loofblare.

Metode en Bespreking:

a) Glaskolom (450 % 26 mm), gepak met DOWEX 1 - XB (CH_CO0 )
(100 - 200 maat). >

b) H,D-eluering (voor gradiénteluering met 0 — 2 N CH_COOH)

vVEerwyder neutrale en katianiese verbindings van die
anioonhars.

c) Vlaeitempa X,0 ml/min.

d) Versamel die HO-eluaat in twee fraksies. Die eerste
bevat feitlik &l die anionies neutrale ninhidrienposi-
tiewe verbindings; terwyl die tweede hoofsaaklik slegs
wit een onbekende bestaan (eendimensionele papierchrama—
tograftie toon spore van nag twee).

@) Die tweede fraksie is onder vakuum gekonsentreer (waarna
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*n relatief groot massa ninhidriennegatiewe kristalle
uitgesak het en verwyder is - kyk ander 4.3: Ninhidrien-
negatiewe Verbindings).

) Die verbinding beweeg feitlik glad nie met BAW nmie (K
0,01), maar het die verste van die drie met fenol geloop
(Rf 0,7%), sodat laasgenocemde loopvloeistaf aangewend is
vir papierchromatografiese isoclering (verwys na verduide-
liking ander suiwering van fenielalanien}’.

Q) Die 1isolaat, suiwer valgens die aminosuuranaliseerder
(m.a.w. slegs verbinding 18 as piek op chromatagram waar-—
neambaar) 1s in 5,07 MeOH gevries.

Opmerking: Hierdie grys verbinding is aok uit “n  ontwikkelde
tweedimensionele chromatogram (totale katioconfraksie van £.
rubropilosa) geknip, afgetlueer en op die aminosuuranaliseer-
der gechromatografeer. Die retensietyd het ooreengestem met
die van die suur grys isolaat (eintlik effesuur, want dit

adsorbeer baie swak aan die anioconhars).

Opbrengst Papierchromatografies geskat, ~ 6 mg.

4.2.11 Verbipding 3%
"n Vionlet ninhidrienkleurende verbinding kom in relatief lae
kaonsentrasies direk onder leusien/isaleusien op tweedimensio-
nele papierchraomatogramme voar (eers BAW, dan fenpl) en het
dus dieselfde R, -waarde as leusien/isoleusien in BRAW, nl.
a, b2, In fenol is die waarde 0,92 en velgens die outamatiese
aminosuuranaliseerder is die retensietyd 138,7 min (kyk pro-
gram onder 2.6).

Onsekerheid het aanvanklik oor hierdie onbekende bestaan,
aangesien dit altyd in lae konsentrasies en as ’n  '"presiese
skadubeeld" van leusien/isoleusien direk daaronder op tweedi-
mensionele papierchromatogramme verskyn het. Dieselfde word
soms in die geval van valien en alanien waargeneem. Eluering
met 0,2% n-butancl in water op trisakriljel lewer eersgencem-
de verbinding vermeng met verbinding 45 en waarskynlik ver-
binding 46 (tesame met sy geassosieerde geel pigment). Hier-
die onbekende is ook in "n eendimensionele papierchromatogra-
fiese BAW-isolaat van bogenoemde pigment gevindg, aangesien
hulle dieselftde R{—waardes in die geval het.

Volgens die aminaosuuranaliseerder besit verbinding 4& die-
selfde retensietyd as verbinding 39 en word albei dewr die
integreerder as °n enkel piek (verbinding) verwerk. Figuur
4,13 toon verbinding 44, wat feitlik slegs in die 440 nm
band absarbeer, tesame met verbinding 39 wat prominent by 570
nn en tot “n minder mate by 440 nm absorbeer. Die integreer-—
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Figuur 4. 13 -~ Dutomatiese aminosuuranalise van verbindings 39
en 44 toon die integrering van slegs een piek.

{ = 440 nm + 570 nm X = S70 nm
2 = 440 nm ‘



der se totale chromatogram (44Q + 570 nm) toon 'n  samestel-—

ling van die twee pieke wat ds een piek gelntegreer is. Die
belangrikheid van papierchromatografie 1n assosiasie met
outomatiese aminosuuranalise, word hierdeur beklamtoon. A—
parte chromatogramme by 440 nm en 570 nm dien ook as 'n

uitstekende rugsteun vir die totale gelntegreerde analise.

Twaalf uit die 41 spesies het hierdie verbinding in papier-
chramatografies aopspoarbare hoeveelhede hevat:

P. aurea ssp. aurea (Exsertae) #. lagtans (Fatentiflorae)
F. burchellii (Ligulatae) F. laurifolia (Speciosae)

P. compacta (Ligulatae) F. mundii (Eusertae)

P. denticulata (Subacaules) F. stokoei (Speciasae)

F. glabra (Leiocephalae) P. sulphurea (Crateriflorae)
P- lacticolor (Exsertae) P. susannae (Ligulatae)

Al die soorte, behalwe F. laetans (Bos-Transvaal), kom slegs
in Suid- en Suidwes-kKaapprovinsie voor. Been ander betekenis-—
valle ooreenkamste betreffende saort plant, grondtipe, blom-
seisoen, indeling van Rourke en eie groeperingsanalise kan

gevind word nie.

Suiwering: anioconuitruiling

Monster:z P. glabrasa

MCW 500 g droog loofblare

Metaode:
a) Gilaskealam (16 = 1 Q00 mm) met DAWEX L - XB (CHECDD_)
(100 — 200 maat).

b) Opsit van MW gekonsentreerde monster en H20—wassing tot
neutraliteit.

) H_O0-fraksig (= bedvalume) en heel eerste CH_COOH-eluaat
d3arana, lewer "n aranjegeel ninhidrienpositiewe verbin-
ding, in teenwnardigheid van "n maoeilik skeibare (papier-
chromatografies) geel pirgment.

Bespreking:

Met fenol 1s daar geen skeiding tussen die onbekende en die
pigment nie, maar BAW lewer totale verdeling sleqs teen
relatief baie ho# kansentrasies, wanneer die aranjegeel ver-
binding se R, -waarde aansienlik laer as die pigment s'n 1is.
Hoe laer die ﬁonsantrasies, hoe groter is die hoeveelheid van

die ninhidrienpositiewe verbinding wat met die pirgment saam-
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val, of beter gestel, slegs "n deelarea van die pigment
ocorvieuel. Teen baie lae konsentrasies is¢ die twee anskei-
baar (Figuur 4.14). Hierdie is dus waarskynlik nie 'n ewe-
wigstoestand nie, maar veel eerder "n chemiese interaksie
tussen die pigment en die ninhidrienpositiewe verbinding, wat
konsentrasieafthanklik is.

Voor die gelsoleerde verbinding 45 op die aminosuuranaliseer-—
der geloop is, is 'n absorpsiespektrum na ninhidrienrealsie
tussen 7350 en 400 nm getrek en op dieselfde grafiek vergelyk
met die spektrums van aspartiensuur, alanien en 3-alanien
(Figuur 4.15). n Gelyke aantal mol van die drie beken-—
des is gebruik (elk een amiengroep, dus cok dieselfde aantal
stikstofgroepe). Dieselfde molekwivalent van "n oranje ninhi-
drienreagerende verbinding, asparagien (ook net een stikstaof-
groep), is op papier ontwikkel. Die aantal al van verbinding
45 wat skynbaar dieselfde kleurintensiteit lewer, is vir die
absorpsiespektrum gebruik.

Dis duidelik dat die aonbekende relatief baie swak by S70 nm
absorbeer, maar die teenocorgestelde geld by 440 nm. Baie
interessant 1is die spektrum van 3-alanien (C_—stikstof).
Alanien (C,—stikstof) absorbeer feitlik twee keer soveel by
570 nm. Aspartiensuur (C,-stikstof) en 3-alanien lewer albei
n  helderblou ninhidriefkleur, maar aspartiensuur se ab-
sorpsie is ook feitlik twee keer holr. By 440 nm absorbeer al
drie omtrent ewe laagqg.

Die geel pigment het dieselfde R+—waardes (BAW en fenol) as
’n  swak ninhidrienpositiewe geel pigment wat uit Frotea ru-

bropilosa gekristalliseer is, getoon (kyk later in die hoaf-

stuk onder “Ninhidriennegatiewe Verbindings”, 4.3.1).

Hierdie pigment is in bogemiddelde konsentrasies in feitlik
alle proteakatiooneluate (tet "n baie mindere mate 1in an—
iooneluate) teenwoordig en het 'n groot invioed op veral die
eerste rigting van "n papierchromatogram, deurdat dit RF_
waardes aansienlik verlaag. ’'n Ander eienskap op papier, 18
dat dit cor mn groot area van die chromatogram versprei.

Opbrengs: Volgens papierchromatografiese skatting was dit

Vier yekombineerde suiweringstegnieke is aangewend:

. Anioconuitruiling
Katioconuitruiling
Trisakrilfiltrering
Fapierskeiding

H -
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i)

<«—— Homud 0%H

iii)

7N
,—/, !
— 7
’
-
- - -
BAW (90 : 10 : 29) ——>
Figuur 4. 14 - P. glabra: verhoogde konsentrasie effek op die

tweedimensioneel papierchromatografiese skeiding van

binding 45 en sy "geassosieerde" geel pigment.

1 = verbinding 45 3 = alanien
2 = geel pigment 4 = fenielalanien
Monstervolume: 1) = 20,0 ul

11) = 40,0 ul

iii) = 40,0 uml

ver-—
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i. Aniconuitruiling

Monster: P. qlabra
250 g » 2 droog loofblare
Metode:
a) Glaskalom (1 000 »x 16 mm) met DOWEX 1 - XB (CH3CDG_)

(100 -~ 200 maat),

b) QOpsit van MW gekonsentreerde ekstrak, H O0-wassing tot
helder eluaat, wat versamel en onder vakuum gekansentreer

ts.
c) Klein kolommetjie (1530 x 20 mm) 1s aangewend vir die
verwydering van aspartiensuurspare wuit die trisakril

0,5 N CH,COOH-eluaat (kyk 3).

Monster: Gekonsentreerde H,0-eluaat van aniponuitruiling.

Metode:

a) OBlaskolam (26 x 1 000 mm) gepak met DOWEX SO0W - X8 (H+)
(200 — 400 maat).

b)) Opsit van konsentraat, eerste HO-wassing tot ten minste

807 gekleurde verbindings deur is, tweede H_ 0O-wassing tot
helder eluaat. <

Bespreking:

Die eerste eluaat is baie viskoaos, wat opsporing van ninhi-
drienpositiewe verbindings belemmer. Daar is aanvaar dat
die meeste ninhidrienpositiewe verbindings aock in die tweede,
baie minder viskose watereluaat teenwoordig is.

Drie (miskien vier) verbindings in die tweede watereluaat
toets ninhidrienpaositief: gryspers geasspsieer met geel pig-
ment (ninhidrienpositief? — BAW Rf’s hoog) en twee perses met

BAW R{’s, asoak konsentrasies, laag.

3. Trisakrilfiltrering

—— e e e e ———

Metode en Besprekingt

a) Opsit van monster en eluering met 0,2%4 n-BuOH (inhibeer
swamgroei) in H,0 (pH 6,5): gryspers (ninhidrienkleur)
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verbinding saam met geel (pigment) verbinding teenwoordig
in fraksies 30 - 108 en veral in fraksies 79 — 96.

b) Eluering met 0,5 N CH_CDOH (pH 3,5) lewer gryspers ver-
binding in fraksies Y5 - 22 slegs saam met spore van
aspartiensuwr (aspartiensuur i1s m.b.v. die klein aniocon-
kolommetjie, verwys na 1. c), onttrek), maar in fraksies

23 - 45 egter saam met die geel verbinding. Direk voor en
na fraksies 15 ~ 22 15 die eluaat redelik viskoos.
Naaldvormige "klossies" wit kristalle (ninhidriennega-
tief) wvorm 1in gekombineerde fraksie 15 - 22 gedurende

vakuumkonsentrering.

4. Papierskeiding

Monster: Gryspersbevattende eluate (gedeelte) van 2 en 3,
~ 100 g dra# massa.

Metode en Bespreking:
a) Whatman 3 papier, BAW-chromatografering.

b) In geval waar geel pigment saam met gryspers verbinding
voaorkam, is "n relatief klein kolmassa opgesit, aangesien
’n gedeeltelike skeiding slegs dan geskied. Saam met die
geel en gryspers verbindings, was hier ook nog twee ander
pers verbindings (verwys na 2). Die vier dwarsbande is
versamel en met H20 geglueer (geen kristallisering).

Opbrengs: ™~ 10 mg (papierchromatagrafies geskat)
Bespreking:

Al 41 gapesies bevat hierdie onbekende verbinding in hao&

konsentrasies, Dit ontwikkel "n grys kleur na behandeling
met ninhidrien/kollidien en beweeg verder as leusien/isoleu-—
sien in BAW. A.g9.v,., die besondere ioniese karakter (kyk

onder), 1is dit moeilik am R,-waardes te bepaal en moet dit
eers feitlik suiwer gelsoleer word en in baie klein hoeveel-
hede op papierchraomatogramme aangewend word. Waardes verkry,
is: BAW = 0,72

fenol = 0,97

Vaerbinding 44 assosieer onder feitlik alle isoleringstoestan-—
de met ’n geel pigment (Figuur 4.14). OGradiénteluering met
NH,OH of HCl vanaf katioconhars, lewer die twee verbindings
oor ’n groot aantal {fraksies, vanaf die neutrale en anioniese
watereluaat, tot feitlik na alle ninhidrienpositiewe katione
die kolom verlaat het. Eluering met CH_COQH vanaf die DOWEX 1
kolom lewer hierdie twee in die neutrale en eerste suure-—
luaat. Frobleme met hierdie verbinding is duidelik uit die
aminosuuranaliseerderdata (Figuur 4.17), wat nie "n aorbela-

47



&0,0 aul 40,0 ul 20,0 ul Al a/Phe
=] O O (w]
@
D
r
2
o
(WY
(o]
Al a 3
2
1
|| ¢
T
Lot Phe
-
P
¢
Figuur 4. 14 - Eendimensionele papierchromatogram van verbin-
ding 44 en sy ''gqeassosieerde" geel pigment. Let op die
gedeelteli ke skeiding by die laagste konsentrasie. Stan-~
daarde alanien en ftenielalanien se massa—-ekwivalente was
10 g
1 =

verbhinding 44 (gryspers na ninhidrienbehandeling)
2 = pigment (reeds geel voor ninhidrienbehandeling)



T

A/

o

166 82
17318
51

118 3%

(XY

_ T

NH3

-
1§.

tre
;
St

(X))
HEN S

14 2

141)

jzu
N

Figuur 4. 17 — Konsentrasie effek van verbinding 44 op die
retensietyd van outomatiese aminosuuranalise:

i) = 50,0 ul
11) 100,0 1
iii) 150,0 aul

]




ding blyk te wees nie en van “n redelik suiwer isolaat 1is.
Alhoewel 'n retensietyd van 119,30 min aangegee is, strek die
basis o©oor angeveer 33 min, vanaf 110 tot 143 min. Frotea-
ekstrakte bevat gewoonlik 10 ninhidrienpositiewe verbindings
wat retensietye binne hierdie grense het, nl. sistatioon,

isoleusien, leusien, tirosien, 3—-alanien, fenielalanien, 3~
aminobottersunr, 4-aminobottersuur, etanolamien en ammoniak
(Figuur 4.18). Chromatogramme van volledige ekstrakte toon

slegs "n effense kromming van die "basislyn®" tussen bogenoem-—
de grense.

Die betrokke 10 verbindings maak hierdie kromming feitlik
onwaarneembaar en lyk dit asof die verbindings goed geskei
is, terwyl verbinding 44 glad nie gefntegreer word nie en as
basislyn geneem word. Die integreerder kan wel ook die oor-
spronklike basislyn behou (indien geprogrammeer as "INTG &"),
wat beteken dat "n deelarea van verbinding 46 by elk van die
betrakke pieke se appervlak getel word en dus "n vals kpnsen-
trasieweergawe van laasgenoemde verbindings gee. Teen hotr
konsentrasies saam met nog een verbinding, 50058 in die geval
waar verbinding 39 saam voorkam (Figuw 4.13), word die twee
as een gelYntegreer. Figuur 4.19 toon dat verbinding 4&, na
ninhidrienreaksie, feitlik slegs by 440 nm absorbeer en die
S70 nm leser onbeduidend registreer.

Nog “n buitengewone eienskap, 1s dat konsentrasie "n groot
inviced op die retensietyd van verbinding 46 se aminosuurana-—
lise het, selfs soveel as 20 min. (Figquur 4.17).

Op papiterchromatogramme kom hierdie verbinding, in teencstel-
ling met ander ninhidrienpositiewe verbindings, o©cor "n wye
gebied vaar. Eendimensioneel (BAW en fenol) sprei dit in *n
lang "streep” (Figuur 4.14), spdat dit tweedimensianeel as "n
groot, ui tgespreide, swak gekonsentreerde kol voorkom. Die
lae gebiedskonsentrering maak dit baie moeilit om dit met

ninhidrien op te spoor. In teenwoordigheid van die geasso-
sieerde geel pigment, vind die ninhidrienreaksie ook op-
merklik swakker plaas, wat opsporing verder belemmer. Fa—
pierchromatografies skei die twee verbindings slegs gedeel te-
lik (hoogstens 507) teen baie lae konsentrasies (Figuur
4.18)

Silikajelchromatografie met (0,2% n-butanol in water, 0,5 en
1,0 N CH,COOH, lewer verbinding 4& vermeng met die pigment in
feitlik “al die fraksies. Aangesien heelwat van die pigment
en sommige ninhidrienpositiewe verbindings aan die jel adsar-—
beer, mag hierdie verspreiding oar die totale eluaat aan ’n
swak adsorpsie—interaksie tussen die twee verbindings en die
jel toegeskryf word.

Met trisakriljelchromatogratie (0,2% n-butanol in water) kon
die twee vermengdes van die ander ninhidrienpositiewe verbin-
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? = estanolamien 10 = ammaniak

11 = verbinding 46
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dings geskel word, maar dit het steeds in ‘n groot graep
fraksies voorgekom. Ongelukkig is bhier ook adsorpsie aan die
jel, wat waarskynlik meer as 90% van 'n totale monster se
ninhidrienpositiewe wverbindings insluit. Dit kom voor asof
verbhindings met suureienshkappe, bv. aspartiensuur en gluta-
miensuuwr, egter "ongehinderd" deurbeweeqg en in die heel
eerste paar fraksies vaorkom (die jel ie veronderstel om 7'n
liniére skeiding tussen molekulére massa 200 en 2 300 te

lewer) . "n Aramatiese verbinding soos fenielalanien, kom ook
in hierdie fraksies voor, maar gedeeltelike verlies vind
plaas (20 - 30%). Die basiese arginien en verbhinding 10

lewer ook feitlik 1004 opbrengs, maar verlaat die jel in ’n

grater groep fraksies {(swakker resolusie) as die suur amino-
sure.

’n Gedeeltelike skeiding van SO0 - &0% tussen verbinding 46 en
die pigment 1is met 1,0 N CH,COOH-eluering op trisakriljel
behaal . Eersgenpemde elueer vroedr af, maar kom dan verder
vermeng met die pigment voor totdat albei totaal afgewas is.

Suiwering: anioonuitruiling

Monster: P. rubropilosa

MW (na ygeaktiveerde koolstof) 3IC
jong, rooni loofblare.

o)

g + 300 g droag

Metode:

a) Glaskolom (450 w 26 mm), gepak met DOWEX 1 - XB (EH3EDD_)
(100 - 200 maat).

b) Gradiénteluering met 0 — 2 N CHSCDDH.

c) Vloeitempo 3,0 ml/min.

d) Teenwaordig 1in die laaste groep ninhidrienpaositiewe
frakseies (minder as 5% aorvleueling met aspartiensuur).

Gpbrengs: Onbekend a.g.v. hidrolise (die verbinding breek
baie maklik in "n verskeidenheid (omtrent nege) ninhidrienpo-
sitiewe kamponente op gedurende isolering).

Bespreking:

Grootskaalse anioonuitruilingchromatografie van P. rubropilo-
sa se jong loofblaarekstrak, lewer hierdie ninhidrienposi-
tiewe verbinding met sterker suureienskappe as enige ander
(bv. aspartiensuur en glutamiensuur). Gedurende kouelugver-
damping wvan asynsuwr 1in die eerste aniooneluaat van die

isolaat (daar 1s twee skeidings gedoen, eers met 300 g en
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daarna met S00 g dro8 massa) is die oplossing se pH voortdu-—
rend getoets en nadat alle asynsuur reeds verwyder is, was
die pH steeds 2,0. Die pH van aspartiensuur in waterige
oplassing is hierna as 3,2 gemeet.

Die 1isolaat 1is ap die aminosuuranaliseerder en Whatman i
papier gechromatografeer. Eersgenoemde chromataogram het
egter nege pieke getoon, waarvan agt feitlik dieselfde piek-
oppervlak gehad het. Indien die afbreekprodukte met die-
selfde ninhidrienintesiteit reageer, beteken dit dat hierdie
agt verbindings ongeveer in gelyke konsentrasies teenwoordig
was. Die agt se retensietye stem goed ooreen met die van
fosfaserien, treonien, serien, alanien, leusien, tirosien en
arginien, terwyl die agste se retensietyd met geen bekende
verbinding s'n geassosieer kaon word nie. Die negende hesit “n
vytmaal groter piekoppervlak as die ander agt en het die-
selfde retensietyd as glisien.

Tweedimensionele papierchromatogratie toan eqter twee verbin-
dings (Figuur 4.20 nrs. 1 en 2) met n ho& konsentrasie en
‘n derde ckaars opspoorbaar. Laasgenoemde se R waardes
(slegs met EBAW en fenol geloop) is dieselfde as die van
glisien en die ninhidrienkleur dieselfde, nl. rooi tot rooi-

violet. Die twee in hao# konsentrasie het feitlik dieselfde
BAW R, s, maar verskil beduidend in fenol. Hiervolgens blyk
dit dus dat die verbinding met die retensietyd van glisien
(en ho# konsentrasie) nie alleenlik glisien is nie. Dit maq

wees dat daar wel glisien teenwoordig is, soos dit blyk uit
die papierchromatogram (Figuur 4.20), maar dat dit saam met
*n ander verbinding (moontlik die onafgebreekte peptied) die
aminoswuranaliseerder se kolam verlaat.

Fapierchromatografering voor enige indamp—, hitte- of suurbe-
handeling, toon slegs een kol (nr. 1) met R, BAW = 0,26 en
tfenol = 0,59, wat dus die tweedimensionele posisie van die
oorspronklike verbinding (waarskynlik "n peptied) blyk te
wees (daar word vermoed dat nr. 2 ook *n peptied 15 wat deur
die afbreek van nr. 1 ontstaan het). O0Op die outomatiese
aminosuuranaliseerder toon afbreekprodukte reeds direk na
fraksieversameling, maar die verbinding met retensietyd die
van glisien, blyk die oa«orspronklike peptied te wees.

Ninhidrienpositiewa verbindings, waarvan die kommersidle
standaarde nie beskikbaar was nie, is gewoonlik tweedimensio-
neel papierchromatografies geflsoleer (geloop, ontwikkel met
ninhidrien, kol uitgeknip en afgeélueer - verwys na hoofstuk
2 onder tweedimensionele papierchramatagrafie) om as “stan-—
daarde" op die outomatiese aminosuuranaliseerder te dien.
Alhoewel spoarhoeveelhede van ander ninhidrienpositiewe ver-
bindings feitlik altyd teenwoordig was, kon die spesifieke

0
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verbinding se retensietyd en tot

pervl ak, bepaal word.

4.3.1

In
P.

nie,

ekstrak vinnig en
Donddroging

kors (in die geval van P.

117,35 g dro& materiaal,

sommige gevalle,

Na die eerste graep

n
ook
gerangskik en het

Uit die Metanol_-Water Ekstrak

soos met die jong,
vaorm mascsas naaldvormige klossies kristalle
gedurende vakuumkonsentrering van die MW-ekstrak.
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van hierdie kristalle,

n mate

kristallisering
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Dit blyk dus dat albei kristalliserende verbindings (of
groepe verbindings) fenolies van aard is (blouswart met
FeClS), terwyl die tweede ook ninhidrienreagerende stikstof-—
groep/e mag besit.

Anders as enige van die ander ninhidrienpositiewe verbin-—
dings, ontwikkel die vooraf liggeel kleur (verbinding 2) tot
'n intense dieper geel direk na benatting met ninhidrien/kol-
lidien in MeOH by kamertemperatuur. BGBedurende en na warmlug-

draging bly die kleur steeds intens. Aanvanklik is vermoed
dat die MeOH of kollidien dalk vir die reaksie verantwoorde-
l1ik was, maar ninhidrien in H, O lewer dieselfde resultaat.

MeDH- en kollidienbehandeling vErtoon negatief. Die feit dat
laasgenoemde verbinding voor fninhidriendroging reeds kKleur-
reaksie toon en ook nie uiteindelik pers word nie, plaas dit
eerder onder die "ninhidriennegatiewe" groep. .

Albei verbindings is drie maal in MeOH - H.DO opgelos en die
MeOH onder vakuum onttrek, sodat dit in H20 neergeslaan 1is
vir finale suiwering.

4.3.2 Uit Apiconwatersluaat

s L =

Monster en Metode:
(Verwys na 4.2.10: Verhinding 18.)

Die kristalle is baie goed oplosbaar in MeOH en het ’n donker
maroenbruin kleur. Dit word blouswart met FeCl., wat weer
eens op ’n fenoliese karakter dui. Die kristalmaSsa was 5,0%
van die oorspronklike dro& massa van die materiaal.
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3.1 Ipleiding

Sedert 1947 1is papierchramatagrafie algemeen aangewend om
verbindings teenwoordig in plante (o.a. ack aminosure) te
skei, identifiseer en te isoleer.

Vandat chemotaksonomie aop die voorgrond getree het, 1s die
tegniek van papierchromatografie dikwels gebruik om na amino-—
suurverwantskappe tussen taksons te kyk. Wat die Froteaceae
betref, het Van Staden (1946) reeds die algemene aminosuur-—
voaorkaoms en genusverwantskappe tussen sekere verteenwoordi-
gers paplierchromatografies ondersoek. Die min ondersaeke wat
reeds op Protea se vrye aminosuurinhoud gedoen i1s, was apper-

vlakkig, sodat *'n dieper en meer uitgebreide studie naodig
Wwas.

5.2 Papierchromatograties Opgespoorde Verbipdings

Volgens Tabel 5.3 behoort die posisie van sommige verbindings
volgens die standaardafwyking van hulle gemiddeldes te oor-
vieuel. Sulke verbindings se relatiewe posisies (relatiewe
R, —waardes) t.o.v. ander bekendes op diesel fde chromatogram,
is dan in berekening gebring vir identifikasiedoeleindes.
Verbinding 17 is in tabelle en figure uitgelaat of 'n waarde
van "@" toegeken, amdat, na dit aanvanklik as *‘n aparte
verbinding beskou 1is, dit ook geblyk het glutamiensuur te
wees (verwys na konsentrasie effek, Figuur 4.95).

Agt-en—-veertig ninhidrienpositiewe verbindings is tweedimen-
sioneel paplierchromatografies in 41 Protea spp. oOpgespoor.
Figuur S.1 toon die posisie van elk op °n tweedimensionele
papierchromatogram wat met EBAW en fenol ontwikkel is, terwyl
Tabel S.1 die verbindings se 1identiteit, ninhidrien/kolli-
dienkleurontwikkeling, K,-waardes en standaardafwyking van
die gemiddeldes toon. Tabel 5.2 gee die verskillende verbin-
dings (40 verbindings ~ verbinding 17 uitgeskakel) wat pa-
pierchromatografies in locofblare opgespoor is, se relatiewe
konsentrasies in die verskillende spesies weer.

Die standaardaftuwyking van die gemiddeldes van leusien/isoleu-
sien, fenielalanien en verbinding 46 in BAW was besonder
hoog. Die wuitsonderlike gedrag van onbekende 46 gedurende
isoleringstegnieke aangewend, is in hoofstuk 4 bespreek. Die
relatief groot koloppervlak (swak gekonsentreer) op papier-
chromatogramme 1in albei loopvloeistowwe aangewend (BAW en
fenol), is wvir hierdie ho& standaardafwyking van die gemid-
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uit 41 Suid-Afrikaanse spesies van Frotea, aan te dui.

(kKyk Tabel S.1 vir meer hesonderhede.)



Tabel

bg
bl
bp
br
ge
9p
gr
s

gr

a-1 -
verbindings aangedui

Identifikasie en eienskappe van
in Figuur 3.1.

I

1l

blougroen
blou

bl oupers
bruin
geel
gryspers
grys

@

ob
eg

p

rv

v

I

]

aoranje

oranjebruin
oranjegeel

pers

rooiviolet

vioclet

standaardafwyking van die gemiddelde
p beteken grys verander na pers binne 24 uur

ninhidrienpositiewe

Nr .

ldentiteit Nin/kol 8AW (90 1o 1 29) H2U Pheonr
kleur
R4(5) RFAla(s) R‘(s) R‘Ala(s)

1 serien br - ap 0, 11(6,02) 0,58(0,04) ©,41(0,01) 0, b6 (<1, (33)
2 prolien ge - p 0,24(0,02) 1,2200,03) 0,921(0,D10) 1.446(06,03)
h onbelend a - p 0,40¢0,02) 2,12(0,06) 0,73(0,02) 1,16¢0,05)
) 4-aminPohottersuur P 0,24(0,03) 1,6610,04) 0,80(0,01) 1,29¢Q,03)
S onbetend gr 0,77(5,02) 3,83(0,04) 0,000, 00) 0,00y, 0)
& tiroslen 9r - p 0,3600,01) 1,790, 0&) 0,670, 02) §,08(0,04)
7 leusi1en/isoleusien 3 0,61(0,04) 2,93(0,05) O,89(0,02) 1.44(0,04)
B onbekend o 0,09¢0,01) 0,4710,05) 0,3410,07) 0. 550, 0S)
e fenielalanien br - p Q,3500,04) 2,700, 04) 0,900, 02) 1,44 (0,05)
16 anbetend br - p 0, 64 (0, 03) 3,0510,07) 0,93(0,01) £.50¢0, 086)
1 onbekend ge 0,11(6,02) 0,52(0,06) U, 13¢0,07) 3,21 (0, 05)
12 onhel:end Qe 0,04 (0,01) 0,32(0,05) 0, 27(0,03) 0,4410,05)
2z glisien rv - p 0, 120,01} 0, &3(0,04) 0,47tQ,01) 0,75610,07)
14 aspartiensuur b -~ p O,11t0,01) 0.5610,04) 0,22(0,02) 0,35¢(0,0T)
1S glutamiensuur v - n 0,16(0,01) 0,78(0,04) 0,31 (5,02) 0.50(0,03)
15 alanien P 0,20(0,02) 1,000, 00) 0,82(0,01) 1,000, (0)
18 anbekend 9r - p 0,02(0,0N1) 0,10(0,0%) Q,68(0,02) 1,09¢0,05)
19 onbekend ba - p 0,09 (0, 01) 0,42(0,03) 0,79¢0,03) 1,27 tir, 134)
20 etanoclam en ob -~ gp 0,2910,03) t,33(0,06) U,B80(0,01) 1,20¢0,04)
21 hictidien p 0,0&6(0,02) 0,28(0,07) 0,75(0,02) 1,21(0,07)
e asgaragien o -~ ob 0,09¢0,01) 0,4510,03) 0,49(0,01) 3.79¢0,03)
3 onbekend =] a, 11 (5,00) 0,462(0,05) 0,810,00) 1,28(0,07)
24 glatamien v - p 0.11(0,02) 0,54 ta, 05) 0,54(0,02) 1, 03¢0, 04)
25 t1isien <] 0,08(vV,02) 0,41(0,035) 0,49(0,02) 0.79(0, 08)
26 treonien ar - p 6,1700,02) 0,B87(0,03) 0,54 (0, 02) 0,87¢0,02)
27 arginien P 0,12(0,01% 0,64 (0,03) 0,770,01) 1, 24U, 02)
2 onbekend P 0,03¢(0,01) 0, 173,02 0,33(0,03) 0,530, 05)
29 valien P 0,436, 0% 2,12(0,0%) 0,811(0,02) £,31(0,0q)
20 onbekend gr - p 0,04 (0,01) 0, 19(0,03%) 0,9510,01) 1,.SBO,. 0
Zi ornitien [~ 0, 0S5 (0, 00) 0, 25(10,01) 0,23(0,01) 0,2810,02)
32 onbekend rv- p 0,17(0,02)  0,B2(0,04) G, 710,02 L, 1400, 0%
3z S-2lanien b 0,2110,03) 1,14(6,03) 0,700, 03) §,1240,01)
A onbekend I>] 0,18(0,01) 0,87(5,04) 0,8710,01) 1,410,030
S 2,3-di ami nopropfoonsuur? v - o 0,06(0,01) 0,280,033 0,463(0,03) 10O (0,073
36 anbekend e 0,031(0,01) 0, 170,02} 0, 184, 03) 0,29(0,03)
3 sistien? v - gp 0,06 (0, 01) 0,290,062 a,37(0,01) 0,59(0,01)
3 prpekaliensuur bp - -~ 0,2510,03) 1,9200,09) 0,93(0,01) 1,49(0,04)
2 onbeyend v - p O, 620,01 2,95(0,07) 0,920,01) 1,47 (0,04}
40 onbelkend [ 0,11(0,01) 0,55y, 04) 0,49(0,01) 0,790,022
41 fos{oserien bp 0,03(0,01" 0,14(0,02) 0.,12(0,00) 0,20(0,02)
az triptofaan br - p 0,4B(0,01) 2,17(0, 04) 0,86(0,01) 1, 330,00
4z onbelend P 0,07 (0,01 O, 35(0,02) 0,44 (0,01) O 710,01
44 onbekend =} 0,210,011 1,050, 03) 0,35t0,062) 0,360,037
45 oabexend og - p 0,a7{n,03) 2,35 (0, 05) 0,700, 07 1,260, 08)
a4 anbekend ap 0,720, 10) 3,50(0, 14) Q4,57t0.07) G 92(0, 11)
a7 onbekend bp - p 0,26(0,02) 1.3010,048) 0,590, 03) 0,950, 05}
48 onbekend br - p 0,2310,01) 1, 1540,02) 0,75(0,01) 1,21(0,02)
ay onbekend o - 5 0,42(0,03) 2,10(0,035) 0,91 (0,01)

1,47 (0, 03)




Tabel 5.2 - Voorkoms van die 41 tweedimensioneel papierchroma-
verbindings

tografies

opgespoarde ninhidrienpasitiewe

elk se relatiewe konsentrasie uitgedruk in

9.

tografeer.

S.1 var

tdentiyteirt vaon verbindings.)

in

asook
’n skaal van 0
Telkens is die ekwivalent van 300 g dro& massa gechroma-
{(Kyk Tabel

Verbinding nr.

{ 2 3 4 &8 &

7 8 9 toyg

12 (3 14 1514

17 19 19 20 23

22 23 24 7S 25

27 26 29 30 J1I

32 I3 34 38 3&

37 38 39 490 41

m ™ o l?

I'UF-IJI‘U

m 1 [T

ror‘nrurun:ruqu

O 1o

I'OI'DI:UJ'OI:OI'O

()4

1o

scaulasr
amplexjcaulos

angustata

4,0,5,3,0,0
4,0,6,3,0,0
S$,2,0,1,0,0
4,1,0,1,0,1
4,1,4,4,0,0
1,2,0,2,2,14
3,1,0,9,1,0
£,4,0,0,2,0

7,4,0,9,0,0

3,0,46,2,0,0
0,2,0,3,0,0
5,2,0,4,0,0
4,3,0,4,0,0
5,3,7,4,2,1
2,1,0,1,3,0
4,2,5,2,3,1
£,2,0,4,0,1
3,2,0,1,0,0
3,0,0,2,0,0
S,1,0,0,0,0
&5,1,0,2,0,0
4,3,0,1,0,0
3,2,2,1,3,0
2,1,0,1,0,0
%,1,5,5,0,1
5,0,0,4,0,0
4,0,0,1,0,0
3,2,0,0,0,0
5,2.0,5,0,1
3,1,0,4,0,1
b,4,0,9,0,1
3,0,8,0,0,0
6,0,0,0,0,0
%,1,0,2,0,0
5,1,0,2,0,0
4,2,0,2,2,2
4,2,6,1,0,0
2,0,0,2,0,0

5,2,0,9,2,0

1,4,1,0,0
1,4,1,0,0
$,6,0,0,0
2,0,3,0,0
3,4,2,0,0
3,0,1,60,0
©,2,0,0,0
3,0,2,0,0
2,2,1,2,0
1,3,4,0,0
2,0,2,0,14
1,2,4,0,0
2,0,0,0,1
2,0,2,0,0
0,4,1,0,0
3,3,2,0,0
1,2,1,0,0
2,2,1,0,0
2,1,2,0,2
3,0,2,0,2
1,0,1,3,0
2,0,2,2,0
3,0,0,0,0
1,0,0,0,0
3,3,1,0,0
1,0,1,0,0
2,2,1,0,0
3,3,1,0,0
1,3,0,2,0
1,4,0,0,0
4,0,2,4,0
2,0,1,0,0
3,0,2,6,0
0,3,0,0,1
0,0,0,0,0
1,0,1,1,0
3,5,1,0,0
3,3,2,0,0
2,0,1,0,0
[,1,1,0,G

2,4,1,3,0

3,3,1,7,7
5,3,4,8,8
5,4,5,7,4
0,6,3,7,5
3,4,6,8,7
0,0,5,8,7
3,0,4,08,08
0,0,7,9,7
0,0,0,7,7
2,2,2,7,4
0,5,3,9,B
0,2,8,8,8
0,0,1,8,7
0,5,2,9,9
0,0,8,9,8
2,5,4,9,9
6,1,8,9,8
2,4,4,9,8
0,0,4,9,8
0,2,46,8,7
0,2,6,8,0
0,0,5,9,7
0,0,4,8,8
0,2,5,9,8
2,2,5,9,8
0,0,5,9,9
2,4,7,8,8
2,6,7,8,8
1,4,4,8,7
0,2,5,8,S
0,4,5,9,0
0,0,5,9,9
5,3,7,8,8
2,4,46,7,7
0,5,0,%,5
0,0,3,8,7
4,4,56,8,7
2,4,4,8,8
0,0,5,8,7
0,0,4,6,5

2,0,46,8,7

0,0,0,0,0
0,0,0,0,0
0,0,0,0,0
0,2,4,2,9
0,2,0,0,0
0,1,0,0,0
0,0,0,0,0
0,4,0,0,0
0,2,0,0,0
0,0,0,0,0
©,1,0,0,0
0,0,0,0,0
0,0,0,0,0
0,4,0,0,0
0,0,0,0,0
0,2,0,0,1
0,0,0,2,0
0,2,0,0,3
0,3,06,0,0
6,1,0,0,0
0,0,0,0,0
0,0,0,0,0
0,0,0,0,0
0,0,0,0,0
0,2,0,0,0
0,0,0,0,0
0,0,0,0,0
0,0,0,0,0
0,0,0,0,0
0,0,0,0,0
6,4,0,0,1
0,2,0,0,0
¢,4,0,0,3
0,0,0,0,0
0,0,0,4,0
0,0,0,0,0
0,0,0,0,Q
0,0,0,0,0
0,0,0,4,0
0,0,0,0,0

0,2,0,2,9

0,0,0,3,0
0,0,2,0,1
1,0,2,0,14
0,0,2,7,1
6,0,3,0,1
1,0,2,0,1
0,0,0,7,0
0,0,0,0,0
0,0,3,7,1
0,0,1,0,1
0,0,0,0,2
0,0,0,6,0
3,0,0,0,0Q
0,0,0,3,3
0,0,2,0,0
0,0,2,7,2
1,0,1,3,0
1,0,2,8,%
0,8,1,6,0
1,0,1,2,2
0,0,0,0,0
0,0,1,3,0
2,0,1,0,0
0,0,0,4,0
6,0,1,0,1
06,0,0,3,0
3,0,0,9,2
3,0,4,0,Q
1,0,2,0,2
0,",0,0,1
0,0,4,7,4
0,0,0,0,1
0,2,4,7,2
0,0,2,0,1
$,0,3,0,7
9,0,1,0,0
0,0,1,1,3
0,0,3,9,2
0,0,1,0,0
0,3,0,0,0

0,0,3%,7,2

0,0,0,0,0
0,0,1,0,0
0,0,1,0,0
7,0,3,0,0
0,0,3,0,0
0,0,3.0,0
0,0,1,0,0
0,0,3,0,0
0,4,2,0,0
0,0,1,0,0
0,1,3,0,0
0,2,2,0,0
6,1,1,0,0
0,1,4,0,0
0,0,0,0,0
0,2,2,0,0
0,1,1,0,0
2,3,2,2,2
0,1,3,0,0
0,1,3,0,0
0,0,1,0,0
0,1,2,0,0
0,0,2,0,0
0,4,1,0,0
0,1,2,0,1
2,1,1,0,0
0,2,4,0,0
0,2,4,0,0
0,2,1,0,0
0,1,2,0,1
0,2,5,0,1
0,0,4,0,0
4,2,2,0,2
0,0,0,0,0
0,0,0,0,0
0,0,1,0,0
0,0,2,0,0
3,0,1,0,2
0,v,2,0,0

0,0,2,0,0

0,0,2,0,0

6,0,0,0,1

0,0,0,0,!

0,0,06,0,0
0,0,0,0,72
0,06,0,0,2
$6,1,0,0,0
0,0,0,0,0
0,2,0,2,0
1,0,0,0,1
0,0,0,0,0
0,0,0,0,1
0,0,0,0,2
0,0,0,0,1

0,1,0,0,)

0,0,0,0,0
2,1,0,0,2
0,0,0,0,1
0,1,0,0,2
2,0,0,0,1
0,0,0,0,2
0,0,0,0,2
0,0,0,0,u0
0,0,0,0,2
0,0,0,0,2
0,06,0,0,1\
0,0,0,0,0
1,0,1,0,1
0,0,0,0,0
0,0,0,0,1
0,0,0,0,1
0,1,0,0,1
1,0,06,0,0
2,1,0,0,1}
0,0,0,0,0
0,0,0,5,0
0,0,0,0,1
0,0,0,0,1

0,0,0,0,1

0,0,0,0,2

Q,0,0,4,1

3,0,0,0,0

'0,2,0,0,0
0,3,0,0,0
0,0,0,06,1
4,1,0,0,0
0,0,2,3,2
0,2,2,0,2
2,0,0,0,2
0,3,2,0,D
0,0,3,0,0
¢,1,0,0,0
0,0,0,0,0
0,0,0,0,C
0,0,1,0,0
0,0,0,0,0
0,0,0,0,0
6,0,4,0,¢C
0,0,0,0,0
0,2,1,0,C
0,0,2,0,C
0,0,1,0,¢
0,0,0,0,0
0,1,0,0,¢
0,3,0,0,C
0,2,0,0,¢
Uy1,1,0,C
0,0,0,0,(
0,0,0,0,¢
0,0,0,0,¢
0,0,0,0,(
0,2,0,0,C
0,1,0,0,¢
0,0,0,0,¢
0,0,0,0,¢
0,3,0,0,¢
0,0,0,0,
0,0,0,0,¢
0,1,1,0,¢
a,o,z,é,c
0,0,2,0,1

0,0,0,0,¢

0,0,0,0,¢(



delde, ook in fenol, verantwoordelik. Hierdie resultate i1s
van tweedimensionele papierchromatogramme, waarvan die eerste
looprigting in BAW en die tweede in fenol was, verkry. Som-
mige ninhidriennegatiewe verbindings loop baie naby aan die
BAW-front en dit lyk asof dit die tweede loop in fenol soda-
nig befnvloed, dat verbindings met ho& R, -waardes in BAW (ba
0,40 soos fenielalanien, leusien/isoleusien en verbindings 46
en 45) Vuitkring” na die ocorspronklike BAW-front (Fowrie,
mondelingse mededeling). Die BAW R,-—-waardes van laasgennemde
verbindings 1is dan ho#r as voor die tweede loop met fenol.
Die effek is egter baie wisselvallig en verskil ook blykbaar
tussen spesies, soos wat hulle inhoud van die ninhidriennega-
tiewe verbindings naby die BAW-front verskil.

Heelwat meer verbindings het "n ha# standaardafwyking van die
gemiddelde met fenol as elueermiddel, nl. fenielalanten,
histidien, lisien en verbindings 3, 8, 106, 11, 12, 18, 23,
28, 39, 446 en 47. Dieselfde invlaoed as in bogenoemde geval
tom waarskynlik nie vaor nie. Die drie geldentifiseerde
verbindings wat 'n ho& afwyking taon, besit geen gemeenshkap-
like chemiese eienskap wat hulle van die res van die bekendes
onderaitei nie. Konsentrering van die kol mag in die geval
van lisien en histidien "n rol speel, omdat hulle veral in
die fenollooprigting ocor "n groot oppervlak sprei. Die ander
verbindings konsentreer egter goed.

Vier-en-twintig verbindings is gefdentifiseer (d.m.v ko-
chromatografie van standaarde op tweedimensionele papierchro-—
matogramme en die outaomatiese aminosuuranaliseerder), terwyl
onsekerheid oor "n verdere twee bestaan, nl. 2,3-diaminopro-
piocansuur en sistien. Ses is in kristalvorm (ook geldentifi-
seer d.m.v. infrarooispektrofatometrie van die verbindings en
hulle standaarde) en een (etanolamien) as vloeistaf suiwer
getsoleer (papierchromatografies en volgens die aminosuurana-—
liseerder, terwyl die gekristalliseerdes se suiwerheid ook

d.m.v infraraoispektrofotometrie hepaal is). Die spesifieke
aoptiese rotasie van laasgenoemde gekristalliseerde verbin-
dings 1s vasgestel (kyk hoofstuk 4 vir isolering). Vier
onbekendes, verbindings 10, 18, 45 en 46, 1s ook in die
vloeistofvorm tydelik bevries vir opvolgende studie. “n Hele
aantal ander is Yonsuiuwer' (volgens die aminasuuranaliseerder

wat twee en meer nMol/160 mul 440 en S70 nm absorberende
verbindings kan opspoor) gelsoleer vir retensie identifise-
ring op die outomatiese aminosuuranaliseerder. n Besondere
suur verbinding (waarskynlik ’n peptied), verbinding 47, 1iSs
ook suiwer in oplassing verkry.

Die volgende verbindings was in meer as 753% van die spesies
in relatief ho# konsentrasies in die loofblare teenwocordig
(kyk Tabelle 5.2 en S5.3): serien, 4-aminaobottersuur, aspar-
tiensuur, glutamiensuur en alanien. In &leiner hoeveelhede
was: prolien, leusien/isoleusien, fenielalanien en valien.

54



Tabel 5.3 - Relatiewe belangrikheid van verskillende vrye ninhidrien-
pasitiewe verbindings in die 41 Protea isolate wat ondersoek

is. (Kyk Tabel S.1 vir identiteit van verbindings.)

A M e S R 0 i I e e e G0 T D il S G i o B o . e e o e Y W W Wk W S, G P . . e e e, e g o e . g e o

Verbinding Relatiewe Konsentrasie Fersentasie Spesies
Nr . waarin voorkom
Gemiddeld Hoogste
1 4,13 7 58
2 1,97 4 76
K 5,30 8 24
4 3,17 Q 82
) 2,22 3 22
& 1,10 2 24
7 2,08 4 20
8 2,96 1) 5&
9 1,41 3 78
10 3,00 & 20
11 1,40 2 12
12 2,50 S 35
13 3,44 & 61
14 5,21 8 S
15 B,17 Q 100
16 7,45 9 28
18 2,25 4 39
19 4,00 4 2
20 2,80 4 12
21 2,00 3 10
22 2,00 S 22
23 1,50 2 S
24 1,93 4 123
25 5,75 9 49
26 1,96 7 S9
27 3,460 7 12
28 1,75 4 49
29 2,164 S 90
30 2,00 2 2
31 1,50 2 15
32 1,71 3 17
33 1,14 2 17
34 1,00 1 2
35 3,50 5 S
346 1,346 2 &8
37 3,33 4 7
38 1,87 3 37
39 1,85 4 32
40 3,00 3 2
41 2,20 4 12

e e o e e e e e e e e e e o et el S A B E e ot e e S B Tt S T Bt it e Ak et Bt At e e



Glisien, glutamien, lisien en treonien, asocck verbindings 8,
28 en X6 het ook taamlik algemeen (ongeveer die helfte van

die spesies) voorgekom, waarvan glisien en verbinding B in
redelike ho# konsentrasies opgespoor is. Tiraosien, etanola-
mien, histidien, asparagien, arginien, ornitien, 3-alanien,

2,3—diaminopropioonsuur (?), sistien (7)), fosfoserien, asook
verbindings 3, 5, 10, 11, 19, 23, 30, 32, 34 en 40 het in
baie min (minder as 25%) van die spesies voorgekom.

Gedurende die blomseisoen het serien, glisien, asparagien en
prolien se konsentrasies in die loofblare drasties gestyq.
Feitlik alle ninhidrienpositiewe verbindings het tydens hier-
die seisoen toegeneem. Blomme en amwindselblare het gemid-
deld 'n 10 ¥ hoér konsentrasie as loaftblare getoon (Prasch,
198B4) . ’n Toename in die loof (oud en jonk) net wvoar en
gedurende blomtyd, beteken dat hierdie verbindings waarskyn-
lik daar vervaardig en na die blomme getranslokeer ward. Haé
konsentrasies (nie so hoog swos in blomme en omwindselblare
nie) van veral glutamiensuur, glutamien, asparagien en serien
kom in die wortelgroeipunte voar, terwyl die res van die
wortel e inhoud relatief laag is (FPowrie, 19846) . Die hoé&r
groeiaktiwiteit in wortelpunte is heel moantlik hiervoor
verantwoordelik.

Interessant was die ho#r konsentrasies i1n die loofblaartjies
direk onder die bloeiwyse, vergeleke met ander loof (ongeveer
I % meer). Dit mag toegeskryf word aan die ho# konsentrasie
in die bloeiwyse, wat die konsentrasie in naasliggende organe
laat verhoog, eerder as 'n hoogs aktiewe vervaardigingsen-
trum in hierdie blaartjies.

Sommige ninhidrienpositiewe verbindings kon slegs gedurende
blomtyd opgespoor ward, bv., nr’s 172 en 2. Etanolamien was
papierchromatografies ook slegs in hierdie tyd sigbaar, al-
hoewel die aminosuwuranaliseerder feitlik altyd spore daarvan
getoon het (ongeveer 10 nMal / 150 mg deroé& massa).

Aagvanklik is slegs van katioconuitruiling op DOWEX S0W - X8
(H) 200 - 400 maat hars in die ondersoelkt gebruik gemaak,
maar ‘n hele aantal verhindings adsorbeer baie swak [(bv.
glisien, fosfoserien, aspartiensuuwr en onbekendes 3 en 39),
terwyl sommige glad nie bind nie (bv. onbekendes 45, en 47).
Van laasgenoemde twee groepe het glisien, onbekendes 3, 39 en
45, asoak 446, baie awak of glad nie aan die anioaonhars gead-
sarbeer nie. Glutamiensuur blyk swe goed deur albei harse
gehou te word. kwantitatiewe werk moet dus ap die katiocon,
anioon en neutrale fraksies gedoen word. Laasgenoemde frak-
sie verg eqgter verdere suiweringshehandeling voordat dit
enigsins ap papier chramatografeerbaar is (verwys na POGINGS
OM ISOLERINGSFRORLEME UIT TE SKAKEL, hoofstuk 3).

In ooreenstemming met Van Staden (1962), is bevind dat gluta-
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miensuuwr feitlik altyd die verbinding met die hoogste konsen-—
trasie was. Die jong loofblare van P. rubropilosa bevat

egter twee maal meer arqginien as glutamiensuur (tweede meeste
teenwoordig hier).

5.3 Groeperingsanalise

Orgaan—~ en habitatverskille tussen ninhidrienpasitiewe ver-—
bindings (hoofsaaklik konsentrasieverskille) kom voar
(Froach, 1984) en daarom is slegs laofblare (alle ouderdomme)
wat in Kirstenhosch Botaniese Tuin versamel 1is, vir die
graoeperingsanalise aangewend. Dit is ook bevind dat pluktyd
(watter tyd van dag versamel) maontlik n rol speel. Die
blare 1is gevolglik tussen 10h00 en (1h0O0O in die somermaande
September tot Januarie versamel.

Die groeperingsanalise se praogqram is vaorsien deuw Frof.
Murray van Stellenbasch Universiteit en is uitgevoer deur “n
"IBM-XT Fersoonlike Rekenaar”, Die data wat gebruik is, word
in Tabel 5.4 weergegee. Die analise berus op ooreenkoms
tussen die spesies se ninhidrienpositiewe verbindings, asoaok
relatiewe konsentrasies daarvan. Sewe—-en—-dertig van die 48
verbindings is aangewend, uitgedruk in *n arbitrére skaal van
o, 1 en 2 (in vergelyking met die O - 7 gkaal in Tabelle 4.2
en 5.2, 1s 0O =0, ' =1 ~4 en 2=5- 9. In albei skale dui
"0"  "n papierchromatagrafies onopspoorbare hoeveelheid aan.
Die dro8 massa-ekwivalent was, soos ook in Tabelle 4.2 en
5.2, telkens 500 g.



Tabel 5.4
tografies
(slegs in loofblare)

wend is,
van O

o

— -

opgespoorde

ninhidrienpositiewe

~ Voorkoms van die Z7 tweedimensioneel papierchroma-

verbindings

wat vir die groeperingsanalise
konsentrasiegewys uitgedruk in

Telkens is die dro& massa—ekwivalent van
gechromatografeer.

*n arbitrere

aange-
skaal
S00 g

(Kylt Tabel Z.! vir identiteit van verbindings.)
Protea spesies Vgrbinding nr.
1 2 3 4 8 6|7 8 9 10131[17 13 1415 15[18 20 21 22 24 25 26 27 28 29|31 32 33 34 IS(3537 38 39 40 41
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Ceaeens

1,0,2,1,0,0
1,0,2,4,0,0
2,1,0,1,0,0
1,1,0,1,0,1
1,1,2,1,0,0

1,1,0,1,(,1

2,1,0,0,1,0
2,1,0,2,0,0
1,9,1,1,0,0
2,1,0,1,9,0
1,0,2,1,0,0
0,1,0,1,0,0
2,1,0,1,0,0
1,1,0,1,0,0

2,1,2.1,1,1

2,1,0,1,0,1
1,1,0,1,0,0
1,0,0,1,0,0
2,1,0,0,0,0
2,1,0,1,0,0
1,1,0,1,0,0
1,1,1,1,1,0
1,1,0,1,0,0

1,1,2,2,

o,
2,0,0,1,0,0
1,0,0,1,0,0
1,1,0,0,0,0
2,1.0.2,0,1
1,1,0,1,0,1
2

1, 0,2,

, 0,1
1,3,2,0,0,0
2,0,0,0,0,0
1,1,0,1,0,0
2,1,0,1,0,0
1,1,0,1,141
1,1,0,1,0,0

L,0,0,1,0,0

G, 1,0,0,0
1,8,1,0,0
Lyy,1,4,Q
1,1,1,0,0
1,0,1,0,1
1,1,1,0,0

1,0,0,0,1

1,0,0,0,Q

1.0,0,0,0

1,1,0,0,0D
1,0,1,1,0
1,0,1,9,0
1,0,1,2,0
0,1,0,0,1

0,0,0,n,0

v

6,0,2,2,2
1,2,2.2,2

D,$,2,2
1,1,2,2,2

v by Sy

g, 0

N

1,

= ©
) I [N}
[N 12 N n [N}
N [N J I} [N) J
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0,1,2,2
9,1,2,2
0,0,2,2,

G, !

2
A4 y+~y

[N]

- -
1,2,2,

13,2,0,2,2

6,0,1,2,2

0.0,0,0,1
u, 0,9, 1,1
£,.1,0,0,1
1‘0,0,0,)
1,0,0,1,1
CL0,0,0,0
1,0,4,0,0
1,0,0,0,1
U,0,3.0,14
L0, 0,0,0
G,0,0,0,0
u,0,0,06,0
1.0,0,0,0
Uy0,0,0,1
(,0,1,0,1
Go1,0,4,1
1,0,1,1,1
1,0,0,0,1
1,0,0,1,1%
0,0,0,0,0
0,0,0,0,!
0,0,0,1,1
€,0,0,0,0
1,0,0,0,1
0,0,1,0,0

0,0,0,1,0

G,0,0,1,1
0,0,0,0,0
1.0,1,0Q,1
1.0,0,0,0

), D, 1,0,

0,0,0,0,1

0,0,6,0,1

r e
0,0,0,0,1

0,1,0,0,)

1,0,0,0,0
6,1,0,0,1

U,1,0,0,1

—

2, 1"2)03
G,1,0,0,

0,1,0,0,

2,0,0,0,1

[

0,0,0,0,

2,1,0,1,

—

0,14,5,0,

—_—

G, 1,0,5,1

2,0,0,1,

—

0,0,0,1,1
1,1,0,1,2
0,0,0,0,0
2,V ,0,¢0,1
2,0,0,1,1

2
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1,4,4,1
2,0,0,1,1

1,1,0,1,

—

0,0,0,0,

—

1,0,0,1,1

0,0,0,0,
1,0,0,1,1
G,1,0,1,1
1,0,1,1,1

2,1,0,14,1

0,0,0, 4y

0;1,0,1,
0,1,0,1,1
2,1,0,1(,2
0,1,0,0,1
<3 U I R ¥
O, 1,0,0,9
0,2,0,0,0
0,0,0,0,1

1,1,0,0,1

o
o
(=3
(o]

0,0,0,u,0
0,0,0,0,0
O,0,0,0,0
©,0,0,3,0
0,0,0,0,0
0,0,1,04,a0
0,0,0,0,0
0,0,4{,u,1

U, 1,0,0,0

g,0,1,0,0
a,1,0,0,
O,1,4,u,0
0,0,0,0,0
$,0,1,0,0
O, 1,0,0,0
0,6,0,0,0
0,0,0,0,0
a,0,0,0,0
0,0,0,0,0
0,04,0,0,0
1,3,0,U,0
0,0,0,0,q
9,1,0,1,0
0,0,06,0,0
0,0,0,0,0
£,0,0,0,Q
1,0,1,0,0
0,1,0,0,0

NN o]

1,1
0,0,0,0,0
0,0,0,u,2
0,0,0,0,0
0,0,0,0,0
1,0,0,0,u0
Q.0,2,0,0

O,0,0,0.0

1,0,1,0,0,0
1,0,1,0,06,0
G,0,0,0,0,1
1.0,1.6,0,0
1,0,0,1,14,1
Dol y0, L
[S 30 I RV RS B |
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[ I R
1,0,0,1,0 ¢
0,0, 1,000
1,0,0,0,0,0
1,0.0,0,0,10
(L0,0,8,D,0
1,0.0,0,0,C
a0, u3,0,0,0
Ly, 01,06,
(LG, u,0,0,0
Lo, 1,1,9,0
1,0,0,1,0,0
L0, 0,1,0,0
1,0,0,d,06,0
O,0,1,11,0,0
L0100
£.0,1,0,0,0
1,0,1,1,9,0
3,0, 0,0,0,0
1,0,0,0,0,0
0,Q,0,0,0,0

1.0,

0,0,0,u
1,0,1,0,0,0
1,0,4,0,0 0
0,0.0,9,0 ¢
l,n,o,Dto,o
0,1,1.0,0,a6
L‘|.UA|J‘|J..1’1
I,H,U,O,O’Q

1,9,1,4,3,0

1,0,0,1,0,0

1}0.0,0,0,0

D.0.0,0,0,0




Die een—en—veertig spesies 1s 1N naasverwante groepe van
twee, vier, agt, sestien en twee-en-dertig ingedeel, met *n
vyfde agtledige groep apart. Een spesie, PF. scabra, 1s
afsonderlik gegraepeer, waarskynlik vanwee sy graot verskil
met die ander (Figdur 5,2). Volgens die indeling van Rourke
val hy onder die Subacaules, waarvan nog twee voorbeelde, P.
denticulata en F. piscina, gedoen i1s. Laasgenoemde twee 1is
eqgter met spesies van die naasverwante groepe Speciosae (P.
laurifpolia) en Ligulatae (F. pghtusifolia) ingedeel.

Die volgende groepe word onderskel:

Tabel S.5 - Agtledige groepering van die 41 Protea spp. deur
die rekenaargroeperingsanalise.

B o e gt . e e oy . . e . e e e S A et Pt B P S P Pk e B A et B i P Sl o ik e B e S e e o o e i i e e P S D e ‘il e i e i e e e e et e

Groep 1: P. amplexicaulos Graep 4: F. burchellii
. cordata P. compacta
P. acaulos F. lorifolia
P. cynaroides P. roupelligae
F. magnifica P. obtusifolia
P. neriifolia P. piscina
P. tenax FP. qaguedi
P. speciagsa P. rupicola
Groep 2: P. lpngifolia Groep 33 PB. aristata
P. pudens P. sulphurea
P. stokaei P. aurea
P. mundii P. welwitschii
P. susannae P. angustata
P. arandiceps P. lepidocarpodendron
P. denticulata F. nitida
P. laurifolia F. caffra
Groep 3: F. comptonii Groep 4t F. scabra
P. laetans
P. coronata
P. eximia
P. glabra
P. lacticolor

a7


http:Q~!:�b~!.!.ii

—t

=

1L

R IR 7.1 21
cenereaa - FRYTTO
++ DB IBUBHGBIFESIR T T

L EEE R -} SEt ]
ceearnreae--sBEIRGITIAE
............. #1333709
e N L L L)
A P PR J: 1.3 U
4ecenrean »eer-0T3RTD
.......--ni11E;TEHTéB
EREEREREREY U A ha L -1 ¥]
R R ARL- TR -1
N EREERRY £t 1. [o)-}-]
bamaa s+ -YIT118G5ORE
P ++¥8B3TTB5I5RD
Avrear e s+ --R0BTET
R 13-3 -1 ¥
feeme s ennnan ¥3G9G
FNNETEEREET R ST ) 2
B P La. 13
I T2t T3
cheeaea LRI § §v1-54.-I-)-3

IQO-vlncl--""{BT"jﬁ"

M

|

1T L

resmanun 'IS.U\S‘:O’B
rerssee- - IUFTIACEIB

crrransnr - -RA0GEIRY

...... R e
Pcessmmeaaa, JES)ENE
R se s -EDBEAD
EEEEERTRRES & & -y 3 [:110) |
Sresaiiasaes s BEETSEOR
.-c.---x.-.:-.-.i;\‘_\i‘
PN - -#j18317580
[ LY 51 b & §v1.3-0]
. iB3PTBIOXS
emeaanan P TS EL

Y

o1 al o ol

o) ol ar o) ol @ & W U e

IS T T S N ST U AT TN, |
o oo al o aoal af ar o oal oo o oA e oo A O

)

Figuur 5.2 - Rekenaargroeperingsanalise van 41 Suid Afrikaanse verteenwoordigers van Protea, op grond

van 37 tweedimensioneel papierchromatografies opspoorhare ninhidrienpositiewe verblindings.



Interessante ooreenkomste met Rourke se indeling is egter
gevind (vergely% Figuur 5.2 en Tabel S.&):

P. amplexicaulos en P. cordata: Hierdie twee spesies was
die enigste verteenwoordigers van die hoogs—-ontwikkelde

groep Hypocephalae wat ondersocek is.

P. acaulos en P. cynaroides: P. cynaroides se posisie op

die ’“gevorderdheidsleer" 1is onseker. Sommige kenners
beskou hom as primitief, terwyl ander weer gevorderdheid
in hom raaksien. Hy is dan bok die enigste protea met “n
blaarsteel en die alleenverteenwoordiger van die graep
Frotea. Dis baie interessant dat die analise hom saam met
P. acaulgos groepeer. Laasgenoemde en P. anqustata 1s die

enigste twee verteenwoordigers van die groep Microgeanthae
wat ondersoek is. P. angustata word egter ten spyte van

’n groot verskil, saam met P. lepidacarpodendron van die

Seciosae ingedeel. Volgens Rourke (mandelingse medede-
ling) is die Microgeanthae (P. acaulps) nabyverwant aan

die Crateriflorae, wat moontlik qorsprong aan die hoogs
ontwikkelde Hypocephalae gegee het. Sons reeds hierbe
genoem, behoort F. amplexicaulos en F. cordata aan laasge-

noemde groep. Dui die feit dat die paar F. acaulas en P.

P. magnifica en P. nperiifolia: Albel behoort aan die

groep Speciosae.

P. pudeps en P. longifolia: Volgens Rourke (Rourke 19B0)

het &. pudens waarskynlik wuit P. longifolia ontwikkel,

a.g9.v. ‘N grondaanpassing. Die enigste natuurlike habi-
tat van eersgenoemde is 'n smal strook van tien hy drie
kilometer 1n die Suid-Kaap tussen Elim en Bredasdorp.
Die grondsoart is "n swaar klei, gevorm uit Bokkeveldska-
lie met ’n bymengsel van waaisand en £. pudens is waar-—

skynlik die enigste protea wat natuurlik in hierdie grond
aard.

Die verspreidingsgebied van P. lonagifolia omring hierdie
kleistrook en bestaan uit dagsaome van Tafelbergsandsteen.
Die feit dat talle natuurlike basters van die twee aqp die
grens tussen die grondscorte vaarkom, dui op genetiese
verwantskap.

e o PR et e - —_—————— ——— — —

€. mundii, P. gusannae, P. arandiceps, P. denticulata en
P. laurifolia: Die ligulatae het waarskynlik oorsprong
gegee aan die meer ontwikkelde groep Subacaules, maar is
ook baie naby verwant aan die Speciosae (Rourke, monde-
lingse medaedeling). Uit bogenoemde agt spesies is dit

slegs P. muyndii (Exsertae) wat nie aan ean van hierdie

=1



Tabel 5.6

Infrageneriese
like Afrika

(Rourke,

klassifikasie van Frotea in

skriftelike mededeling).

Suide-
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drie naasverwante groepe behoort nie.

P. comptanii en P. nggggé: Die saamgegroepeerdes behaort
aan die primitiewe graep Patentiflarae. ’n Derde verteen-—
waordiger was P. rubropilosa wat, interessant genaoeg, saam
met . repens van die Melliferae ingedeel is. Albei bevat
dan ook die besondere basiese verbinding 10, wat 1i1n slegs
vyf (hoogstens aqt) uit die 41 onderscekte spesies opge-

spoor is (verwys na 4.2.8).

P. coronata en P. eximia: Hehport aan die baie nabyver-—

wante Speciosae en Ligulatae.

P.burchellii en P. compacta: Is van die groep Ligulatae.

Volgens Rourke (1980) is E. obtusifalia die waarskynlike
naasverwant van P. compacta. Eersgencemde is egter saam
met P. piscina& van die naasverwante Subacaules ingedeel.

P. larifolia en P. rgupelliae: Is weer eens verteenwaordi-

gers van die groepe Speciosae en Ligulatae.

P. gaguedi en P. rupicgla: Albei behoort aan ’n primi-
tiewe Qgraoep: eersgenoemde aan die Lasiacephalae en die
ander aan die Leiocephalae.

P. pitida en P. caffra: Ten spyte van *n groot verskil,

word hierdie twee verteenwoardigers van die primtiewe
Leiocephalae tog saam ingedeel.

Daar was "n paar faktore wat die groeperingsanalise kon
befnvloed. Seisaenverskille is die groot faktor, veral die
blomseisoen. Dit sou dus nie help aom al die materiaal op een
dag te versamel nie, aangesien blomtyd tussen die spesies
verskil. Vars materiaal behoort ook so gou moontlik ge&kstra-
heer te word (kyk hoofstuk 22) en daarom het versameling oaor
vier maande geskied. Indien materiaal in dieselfde stadium
van blom gesny is, sou seisoene van die jaar (winter, somer,
ens.) waarskynlik weer *n invlaoed gehad het.

Seisoensverskille het dus waarskynlik konsentrasies van ver-—
bindings "“buite verband" geruk, sodat dit nie "n great ral in
die analise gegee is nie (skaal 0 - 2, i,p.ve O — 5 aof 0 -
9 — Tabel 5.4). Konsentrasies ie boonop geskat vanaf tweedi-
mensionele chramatogramme, terwyl sommige verbindings in
onapspoarbare hoeveelhede, dalk die indeling soud verander.

Verder is triptofaan en sewe anbekende verbindings wat slegs
in omwindselblare en blaomme papierchromatografies opgespoor
is (verbindings 19, 232, 30, 43, 44, 4B en 49) en wat defini-
tief met die blomseisoen te korreleer is, wuitgeskakel. Ver-
bindings wat later in grootskaalse ekstrakte van dieselfde



spesie (bv. F. rubropilosa, FP. alabra en P

—_—————— kLA S S

_____ £. aurea) opgespoor
is, 1is ook nie gebruik nie (verbindings 45, 446 en 47), omdat
van hulle moontlik ook by ander spesies voorgekom het teen

konsentrasies te laag om paplerchromatografies waar te neem.

Meer spesies sou 'n betroubaarder analise gelewer het. n
Spesifieke naasverwant wat nie ondersoek is nie, sal met 'n
ander spesie in sy plek vervang word. Waar een spesie per

groep (van Kourke), bv. P. tenax, F. acaulos en P

geanaliseer is, is dit outaomaties met "n ander geassosieer.

Seisoensvariasie ten spyt, wil dit voorkom asof daar tog
chemotaksonomiese waarde in ’n vergelyking van soorte se vrye
aminosure lea. Fapierchromatografie behaort gekombineer te
ward met n sensitiewer kwantitatiewe metode sobs outomatiese
aminosuuranalise. In die geval van Pratea blyk die vrye
aminosuurkonsentrasie egter baie laag (Figure 4.5 en 4.10) te
wees t.o.v. ander plantgroepe (bv. Elaff, 1968), sodat amino-
sure maoontlik nie 'n goeie chemotakgonomiese maatstat 1in
hierdie genus is nie.
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GEVOLGTREKKINGS

Die meeste ninhidrienpositiewe verbindings het oander die
toestande wat gebruik is, aan katioonuiatruilhars geadsorbeer
(by pH 35,5 - 46,8). Die groot volume water waarmee die kolom-
metjies gewas 15 am sa veel as moontlik van die gekleurde
verbindings te verwyder, het gelei tot die waarneming dat "n
gedeelte van veral die meer suur aminosure van die kKolom
afgeélueer is. Die aantal ninhidrienpositiewe verbindings wat
aan katioonhars adsorbeer, kan aansienlik verminder word (vir
beter eluwaatskeiding), deur die aromatiese fraksie eers met
qgeaktiveerde koolstof te onttrek, qgevolg deuw anioconuitrui-
ling onder toestande waar slegs die suur aminosure yeadsor-
beer wot'd en laastens katiconuitruiling.

Ammoniumhidroksied is om verskeie redes ’n beter elueermiddel
as soutsuur vir katiponuitruilchromatografie van protea-

elkstrakte en asynsuur lewer goeie resultate met anioonuitrui-
ling.

Folifenole is waarskynlik die belangrikste groep verhbindings
wat chromatografering (veral papier— en ioonditruilchromato-
grafie)d, isolering en karakterisering van vrye ninhidrienpo-—
sitiewe verbindings in Protea belemmer.

Verwydering van hierdie "ongewensde" verbindings is met geak-
tiveerde koolstofadsorpsie, palivinielpirrolidoonneerslag,
waterstofperoksiedaksidering, suurpolimerisering, jelchroma-
tografie, temperatuurbehandeling en ioonuitruiling gekoppel
met tydsverlaoaap (veroudering van die ekstrak), teweeggebring.

Iaonuitruiling (veral katiconuitruiling) was die mees sukses-
volle ekestraksuiweringsmetode en ander metndes is gewoonlik
direk daarvoor of daarna toegepas. Feitlik alle ninhidrien-—
positiewe verbindings adsorbeer aan katiaonhars (in hierdie
geval DOWEX SO0W-X8 (H ) 200 - 400 maat), terwyl die meeste
van Bhierdie probleemverbindings in die viskose neutrale en

anioniese watereluaat beland. Die anioniese fraksie (ninhi-
drienpositiewe sowel as ninhidriennegatiewe verbindings) in
laasgenoemde eluaat is relatief klein. Wanneer ekstrakte of

isolate vir °n tyd gestoor word, vind daar veranderings plaas
wat daartoe lei dat relatief meer ninhidriennegatiewe verbin-

dings die katioonkolom verlaat as wanneer die monster jonger
15,

Geaktiveerde koolstofadsorpsie was waarskynlik die mees suk-—
sesvalle suitweringsmetode naas ioconuitruiling, in die sin dat
dit nie net ‘n groot gedeelte van die "ongewensde" verbin-
dings uit ekstrakte onttrek het nie, maar terselfdertyd ook
die aromatiese ninhidrienpositiewe fraksie, sodat laasgenoem-—
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de dan van die grootste hoeveelheid ninhidrienpositiewe ver-—
bindings geskei is.

Folivinielpirrolidoonneerslag tkon net in sommige gevalle
toegepas word; amdat spesies verskil t.o.v. verbindings wat
neaergeslaan kan word met PVF. Waterstofperocksiedaksidasie
het die nadeel gehad dat die oploscsing se temperatuur sterk
gestyg het en/of dat die pH gedaal het, wat tot die afbreek
van labiele aminosure of peptiede kan lei.

Sommige verbindings (ook ninhidrienpositiewes) reageer met
silikka- en trisakriljel, sodat jelchromatografie slegs ge-
bruik 1s wanneer verbindings wat gesuiwer maes word, se
gedrag t.o.v. die jel bekend was. Ffarty 1solate het gekleur-
de bande bo en onder in housrs gevorm gedurende afhkoeling en
bevriesing en dewr hierdie pigment dan wit die aplossing te
verwyder, 1s 'n bale sulwerder isolaat verkry.

Arginien en etanvlamien isoleer die suiwerste (95 — 100%Z van
die fraksies waarin hierdie verbindings voorkom, bevat geen
ander ninhidrienpositiewe verbindings nie) met gradiéntelue-
ring aangewend op die katioonhars, terwyl aspartiensuur en
glutamiensuur die beste (3I5%Z van die fraksies) met anioconuit-
ruiting gesuiwer 1i4. In F. rubropilosa kom die basiese
onbekende verbinding 10 voar wat ook in ten minste 294 wvan
die fraksies suiwer met gradiénteluering op kativonhars ver-
kry 1s, asoak die peptied, verbinding 47, wat met anioonuit-—
ruiling meer as 937 onvermeng herwin kon ward. Laasgencemde
twee verbindings het die mees basiese (verbinding 14) en
suurste (verbinding 47) eienskappe op ioonuitruilhars getoon.
In al die gevalle moes ioconuitruiling egter amet ander metodes
(bv. papier—-, jelchromatografie en waar moontlik laastens
kristallisering) gekombineer word om die spesifieke verbin-
dings suwiwer (vaolgens papierchromatografie, outomatiese ami-
nosuuranalise en infrarocoispektrofotometrie) te verkry.

FProtea bevat relatief min vrye ninhidrienpositiewe verbin-
dings te oordeel aan literatuur ocor ander groepe buite die
familie. Froteas groei op stikstofarme grond en aangesien
aminosure belangrike stikstofhoudende verbindings in plante
is, mag basiese aminosure soos arginien en die onbekende
ninhidrienpositiewe verbinding 10, wat sterker basiese eien-
skappe as arginien besit en waarskynlik n groter aantal
stikstofatome sal hé as neutrale of suur aminagsure, veral “n

groot rol in die stikstofmetabolisme wvan hierdie plante
speel.

Dis baie interesgsant dat 4-aminobottersuur in besonder hoé
konsentrasies 1in feitlik uitsluitlik soorte van die hof so-
merreenvalgebiede voorkom, nl. F. caffra. P. comptonii, P.

rubreopilosa en £, welwitschii (Tabel S.2). Die besonder



basiese verbinding 10, wat in slegs vyf (hoogstens agt)
spesies opgespoor is, kom in drie van eersgencemde vier

spesies vboor. Die ander twee (van die vyf) spesies waarin
verbinding 10 ook definitief voorkom, P. lepidacarpodendran
en F. repens, bevat ook 4-aminobottersuur in beduidende kon-

sentrasies. Daar mag dus "n verband tussen 4-aminobattersuur
en verbinding 10 bestaan (die moantlikheid bestaan dat die
afbreekprodul: wat deur die aminosuuranaliseerder in "n  aan-
vanklik suiwer 1isolaat van verbinding 10 opgespoor 1is, 3~
aminobottersuur is). Twee ander moontlike identiteite van die
afhreekproduk vaolgens aminosuwuranaliseerderretensietye 1s die
van valien en sitrullien. Indien dit sitrullien is, mag dit
wees dat verbinding 10 met die arnitiensifzlus assosieer. Die
feit dat hierdie onbekende verbinding uitsluitliik inm primi-
tiewe proteas (en ook broodboomsaad wat ondersoek is) vbDot-—

kam, beteken dalk dat dit ’n kenmerk van primitiewe plante
i, af dan dat primitiewe plante ho&r konsentrasies daarvan
bevat.

n Ander interessante onbekende is verbinding 3, wat moontlik
2(metileensiklopropiellglisien kon wees. FPapierchromatografie
het egter getoon dat dit nie laasgencemde verbinding is nie,
maar moontlik nou verwant mag wees volgens die besondere
ninhidrienkleur. Dit is in 10 spesies, wat almal in die
aapprovinsie voorkam, opgespoor. Aanvanklik is dit in die
rootkleurige variant van P. aurea gevind, maar nie in die
roomkleuriges nie. Dit het gelyk asof die aanwesigheid daar-
van met die omwindselblaarkleur verband hou, maar die teen-—
deel is bewys toe dieselfde kleurvariante van P. lacticaolor,
P. neriifplia en P. repens ondersoek is.

Verbinding 46 ward oor ’n relatief lang tyd van die amino-
suuranaliseerder se kolom afgeélueer, wat kwantitatiewe re-
sultate mag befnvlioed, deurdat die integreerder in sommige
gevalle deeloppervlakke van verbinding 46 se piek by die van
ander verbindings, wat gedurende dieselfde tyd die kolom
verlaat, tel, terwyl verbinding 46 glad nie gefnteqreer word
nie. Outomatiese aminosuuranalise blyk hieruit nie betroubaar
te wees as die enigste metode vir kwantitatiewe werk en
identiteitsbepaling van ninhidrienpositiewe verbindings nie,
maar behoort gerugsteun te word deur 'n ander metode socos
papierchromatogratie.

Sommige peptiede adsorbeer oak aan iconuitruilhars, soos die
sterk suur verbinding 47 wat heel laaste van alle anioniese
ninhidrienpositiewe verbindings die anioconhars verlsat. Hier-
die onbekende is hittelabiel en dra moontlik by tat sommige
aminasure se konsentrasie i1n die isolaat. twantitatiewe re-
sultate mag dus deur sulke peptiede beinvlioed word.

Agt-en—-veertig vrye ninhidrienpositiewe verbindings (waarvan
24 m.b.v. ko-chromatografie met standaarde op papier en die



outomatiese aminosuuranaliseerder getdentifiseer is) is in
een—en—-veertiq Protea spesies opgespoar. Vyf-en-veertig
daarvan was 1in ekstrakmonsters van S00 mg dro# massa (of
minder) op antwikkelde tweedimensionele papierchromatagramme
sigbaar. Die ander drie is gedurende grootskaalse isolering
opgespoor.

Ses aminasure is in kristalvorm gelsoleer en hulle identiteit
is d.m.v. ko-chromatografie op papier en die outomatiese
aminosuuranaliceerder, asook infraracoispektrofotometrie met
hulle outentieke standaarde, bepaal. ’n Sewende geldentifi-
seerde isolaat was etanolamien wat in waterige medium bevries
is en waarvan die identifikasie slegs deur ko-chraomatografie
op papier en die aminosuuranaliseerder gedoen is, terwyl die
besondere aranjebruin ninhidrien/kollidienkleurontwikkeling
daarvan ook tat "'n @mate identiteit bevestig het.

Viar gefsoleerde ninhidrienpositiewe verbindings &kon nie
geldentifiseer word nie. Suiwerheid van die 11 isolate 1is
d.m.v. ko-chromatagrafie met standaarde op papier en die
aminosudranal i seerder bepaal. Die gekristalliseerde verbin-
dings is aak d.m.v. infrarooispektrofotometrie vir suiwerheid
getoets en hulle spesifieke optiese rotasie dui aan dat hulle
van die laevo—-vorm 1is.

Verbindings kon maklik op mikroskaal gelsoleer waorg deur die
papierchromatogram eers te loap, dan met ninhidrien te ont-
wikkel (minder as 10% van die verbinding reageer in die geval
met ninhidrien) en die kol wat die verbinding bevat, uit te
knip en af te elumeer. Hierdie isolering is aangewend om

spesifieke verbindings se retensietye op die aminosuuranali-
seerder te bepaal.

Glutamiensuur en waarskynlik onbehkende 446 was in alle ander-
saekte gevalle 1in die hoogste konsentrasies teenwoordlig,
behalwe in die geval van F. rubropilosa, waar die arginienin-
houd hoé&r was. Alhoewel verbinding 46 in sulke hp& konsen-
trasies teenwaordig was, i1is dit nie in die groeperingsanalise
gebruik nie, omdat dit slege in groaotskaalse ekstrakte apge-
spoor ig (of op eendimensionele papierchromatogramme waar die
monster oorbhelaal is) en nie sigbaar vertoaon het ap ontwik-
kelde tweedimensionele papierchromatogramme nie.

Serien, 4-aminobottersuur, aspartiensuur, glutamiensuur en
alanien was 1n meer as 794 van die andersvekte spesies se
logfblare in relatief ho8 konsentrasies teenwoaordig (tweedi-
mensianeel papierchromatografies opspgorbaar), terwyl prao-
lien, 1leusien/isoleusien, fenielalanien en valien in kleiner
hoeveelhede voorgekom het. Tiraosien, etanolamien, histidien,
asparagien, arginien, aornitien, 3-alanien, fosfoserien en
waarskynlik 2,3-diaminopraopioonsuur en sistien (laasgenoemde
twee ce identiteit is onseker) is in minder as 254 van die
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spesies wat ondersoek is, opgespoor.

Sgisoensvariasie, waarvan blomseisoen die belangrikste 1is,
het waarskynlik die grootste invlicoed op die ‘'chemotaksona-
miese hetroubaarheid" van vrye ninhidrienpositiewe verbin-
dings. Dit ten spvt, asogk die feit dat hier slegs van
papierchromatografie as kwalitatiewe en kwantitatiewe maat-
staf (identiteit en kansentrasie daardeur bepaal) vir die
groeperingsanalise gebruik gemaak 1is, 1is daar ooreenkomste
met bestaande morfologies—taksonomiese indeling gevind. In
die geheel blyk dit egter dat vrye aminosure in die genus
frotea nie naastenby dieselfde waarde het as wat al in chemo-
taksonomiese ondersoeke met ander chemotaksanomiese parame-—
ters 1n ander taksons, opgemerk is nie. Die relatief lae
konsentrasie vrye aminasure in Protea 1s waarskynlak “n sterk
bydraende ftaktor wat daartoe lei dat die chemotaksonomiese

waarde van hierdie groep verbindings vir die genus bevraagte—
kken ward.

Die volgende geleenthede vir navarsing het uwit hierdie resul-
tate na vore gekom en dit sal verdere aandag kry.

Nadat bykomstige resultate ingewin i1s en vergelyk 1s met
ander chemiese data m.b.t. Protea, bv. flavonofde (Scott,

s e s

1983), gaan die groeperingsanalise herhaal word.

Ongefdentifiseerde verhindings wat suiwer gefsoleer is, gaan
chemies gekarakteriseer word. Verbinding 10 geniet hier veral
prioriteit. Indien dit *n verbinding is wat nag nie vantevare
in plante aangetref is nie, gaan die metabolisme daarvan
ondersoek word in plante waarin dit voorikam.

Froteas is aangepas om op stikstofarme grond te groei. Fro-
tofde vergroot die absorpsieoppervlak van wartels, wat ook "n
verhoging in die stikstofopnametempo mag hé. Aanpassings in
die metabalisme behoort interessant te wees en aminosure
speel waarskynlik "n groot rol daarin. ‘n Ondersoek na ana-—-
en kataboliese aktiwiteit in hierdie plante se stikstofmeta-
bolisme mag interessante aanpassings onthul.

Froteas groei in stikstofarme grond en daarom kan ’n  mens
verwag dat die plant dit nie kan bekonstig om stikstof op
onbelangrike verbindings te verspil nie. Stikstofhoudende
verbindings behoort dus 'n belangrike biologiese funksie te
vervul en die aminosure wat wel voarkom behsort ‘n belangrike
biologiese aktiwiteit te hé. VUrye aminosure mag bv. plante
teen patagene organismes beskerm (Rell, 1981), sodat die
plantpatoloocg uit hierdie oogpunt mag baat by bestsande ken-
nis van die vrye aminaosuurvoorhkoms, asook toekomstige meer

ui tgebreide ondersoeke. Daar gaan gepoog word om moontlike
korrelasies tussen siekteweerstand en aminosuurkonsentrasie
te bepaal. Dit sal ook interessant wees om die invlioed van

45



infeksie deur patogene arganismes op aminosuurmetabalisme na

te gqaan. Voorlopige resultate wat alreeds behaal 1is (exe
resultate), dui daarop dat hierdie ‘n vrugbare studieveld kan
wees.

. e e e e e s —— A R A P o . . 2 P e ot T St . e . Nt e e Wt e e
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SAMEVATTING

Die mativering vir hierdie studie was tweedrlei van aard,
nl. om bykomstige kennis oor vrye aminosuursamestelling wvan
Protea in te win en die chemotaksonomiese waarde daarvan te

Vars plantmateriaal is so gou moontlik met metanal - chloro-
form — water ge&thkstraheer en die lipofiele fraksie 1s met
faseskeiding, deur nog chloroform en water by te voeg,

anttrek. Isclate vir papierchraomatografie is deur kleinskaal-
se ioovnuitruiling (maksimum 60 g dro# nassa en monster-pH 5,3
- 6,3 op katioon— (DOWEX SOW-X8 (H ) 200 - 400 maat) en
anioonhars (DOWEX 1-X8 (CH_.CGO ) 100 - 200 maat) wvoorberei,
terwyl die neutrale fraksid ook gechromatografeer is indien
dit ninhidrienpositief getoets het. FKatione is met NH, OH
afge&lueer (soms HCl) en anione met CH_COOH, terwyl neutrale
verbindings in beide gevalle met H.,0 afgewas is. Gradi¥ént-
eluering met dieselfde elueermiddéls vanaf hierdie harse 1is
vir grootskaalse (70 - 600 g dro# massa) isvulering gebruik.
Feitlik alle ninhidrienpositiewe verbindings is deur die
katioonuitruilhars gebind.

Dit blyk dat veral verbindings wat met FeCl., reageer (pblife-
nole, waarskynlik hoofsaaklik tanniene) isoYering en karakte-
risering van aminosure bemoeilik. Metodes om van hierdie
inhiberende verbindings ontslae te raai, behels geaktiveerde
toolstofadsorpsie, polivinielpirrolidoonneerslag, waterstof-
peroksiedoksidasie, suurpolimerisering, Jjelchromatografie,
temperatuurbehandeling en tydafhanklike 10onuitruiling.

Die meeste van hierdie "ongewensde” ninhidriennegatiewe ver-
bindings is dew ioonuitruiling van die ninhidrienpositiewes
geskei, terwyl verouderde ekstrakte nog beter skeiding tussen
die twee groepe verbindings gelewer het. Naas ioonuitruiling
was geaktiveerde koolstofadsorpsie die suksesvolete en boonop
1s die aromatiese ninhidrienpositiewe groep van die res deur
hierdie proses geskei. Folivinielpirrolidoonneersiag kon net
in sommnige speslieg se geval aangewend word, terwyl waterstof-
peroksiedokeidasie met hitte— en/of suurvrystelling gepaard

gegaan het, wat awvontlik tot verandering in die struktuuar
van labiele aminosuw e en peptiede kon lei. Sommige verbin-
gdings (oak ninhidrienpasitiewes) reageer met si1lika-- en

trisakriljel, sadat Jjelchramatografie slegs gebruik is wan-
neer verbindings wat gesuiwer moes woard, se gedrag t.o.v. die
jiel bhekend was. Isolate vorm partykeer pigmentringe bo en
onder in houers gedurende bevriesing en deur hierdie bande
uit die oplossings te verwyder, ie baie suiwerder isoclate
verkry.
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Een— en tweedimensioneal dalende papierchramatografie is

primé&r aangewend vir identifisering van verbindings, maar
goelie aanduicding van konsentrasies kon ook daaruit afgelel
word. Outomatiese aminosuuranalise het as  kwantitatiewe

maatstat gedien, en retensietye helt identiteit deur papier-
chromatografie bepaal, gerugsteun.

Sewe belkende (identiteit bevestig deur ko-chromatogratie van
standaarde op papier en die outomatiese aminosuuranaliseer-
der ., asoak met infrarooilspektrofotometrie) en vier onbhekende

ninhidrienpositiewe verbindings 1s suiwer gelsoleer. Drie
anbekende ninhidriennegatiewe fenoliese verbindings, wat in
baie hoé& konsentrasies teengekom is, 1is gelkristalliseer. Die

infraraoispektrumsg wvan suiwer ygefsoleerde gekristalliseerde
bekende verbindings (aspartiensuur, glutamiensuur, arginien,
asparagien, tirosien en fenielalanien), waarvan die outen-
tielte standaarde beskikbaar was, het die suiwerheid en finaal
die identiteit bevestiyg. Die spesifieke optiese rotasie van
1l aasgenvemde verbindings, behalwe die van fenielalanien wat

nie tepaal is niw, het aangetoon dat hulle laevo—-aminosure
Was.

Altesaam 48 ninhidrienpositiewe verbindings is in 41 sgpesies
van Protea papierchromatografies opgespoor (waarvan drie,
verbindings 45, 446 en 47, slegs gedurende grootskaalse isole-
ring opgespoor is). Interessante anbekende verbindings is
veral 3, 10 en 446, maar ook 11, 12, 18, 39, 45 en 47.

Daar bestaan orgaan-, habitat—- en seisocenverskille in die
vaorkams van vrye ninhidrienpasitiewe verbindings en bBlomsei-
saenverskille i1s waarskynlik hoafsaaklik verantwoordelik vir
"chemotaksonomiese anbetroubaarheid" van die groeperingsana-—
lise. Uie relatief lae kagnsentrasie vrye aminosure in Protea
lei daartae dat die gebruik daarvan as chemotaksonomiese
maatstat bevraagteken kan word. UOoreenkomste met bestaande
erkende indeling, gebaseer op morfologiese kenmerke, iz nie-
teenstaande gevind.
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SUMMARY

The motivation of this study was two—-fold, viz. to gain
additional knowledge of free amino acid composition ot Frotea
and to determine its chemotaxonomic significance.

Fresh plant material was extracted as rapidly as possible
with methanol - chloroform —~ water and the lipid fraction
removed by phase separation, achieved by the further addition
of chloroform and water. Isolates for paper chromatagraphy
were prepared by small-scale ion—-exchange Gnaximum 60 g dry
mass and sample pH 5,5 - 6,5 on cation — (DOWEX S0W-XB (H )
200 — 400 mesh) and anion-resin (DOWEX 1-X8 (CH.COO ) 100 -
200 mesh), while the neutral fraction” was also
chromatographed if 1t reacted positively when tested with
ninhydrin. Cations were eluted with NH,0H (sametimes HCL1)
and anions with CH., COOH, while neutral compounds were washed
off with H,0 in b&th cases. Gradient elution with the same
eluants weré& carried out, using these resins, for large-scale
(706 — &00 g dry mass) isolation. Almost  all ninhydrin-
positive compounds bound to the cation exchange resin.

It appears that compounds reacting with FeCl, (polyphenols,
apparently mainly tannins) hinder the “isolation and
characterisation of amino acids. Methods {for removal of
these i1interfering compounds include activated charcoal ad-
sorption, FVF precipitation, hydrogenperoxide oxidation, acid
polymerisation, gel chromatography, temperature treatment,
and time dependent ion exchange.

Most of these undesirable ninhydrin—negative compounds were
separated from the ninhydrin-—positive ones by 1on exchange,
while aged extracts gave even better separation between the
two groups of compounds. fActivated charcoal adsorption was
also successful and in addition separated aromatic and non-
aromatic ninhydrin-positive compounds. FVF precipitation
could only be applied to certain species, while hydrogenper-—
oxide oxidation accompanied by heat— and/or acid-liberation,
possibly caused a change in the structure of labile amino
acids and peptides. Certain ninhydrin—-positive compounds
react with silica and trisacryl gel, so that gel chromato-
graphy could only be used when the behaviour of the compounds
to be purified with regard to the gel was known. Isnlates
sometimes formed pigment bands during freezing, and by remo-
ving these bands from the =solutions, much purer isolates were
obtained.

One— and two—-dimensional descending paper chromatography were

mainly applied for identitftication of compounds, and gave some
indication of their concentration. Automatic amino acid
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analysis served as a guantitative measuwre, and provided
confirmation of the identities of individual amino acids as
determined by paper chromatography.

Seven known (identities determined by co-chromatography of
standards on paper and the automatic amino acid analyser, as
well as by infra-red spectrometry) and f our unknown
ninhydrin-positive compounds were isolated in a pure form.
Three unknown ninhydrin-negative phenolic compounds, that
were detected in very high concentrations, were crystallised.
Infra-red spectra of pure, isolated, crystallised, known
compounds (aspartic acid, glutamic acid, arginine, aspara-
gine, tyrosine and phenylalanine) for which authentic stan-—
dards were available, confirmed their purity and finally
their identity. The specific optical rotation of the above-
mentioned compounds, apart from phenylalanine which was not
determined, showed that they were laevo-rotatory.

Altogether 48 ninhydrin—-positive compounds were detected in
41 species of FProtea by paper chromatography {(of which three,
compounds 45, 445 and 47, were detected only dwing large—
scale isolation). Interesting unknown compounds were

especially 3, 10 and 46 but also 11, 12, 18, 39, 45 and 47.

Fatterns of free ninhydrin—positive compounds appear to vary
with season, habitat and plant orgamn used,giving rise to the
apparent '"chemotaxonomic” unreliability of the cluster ana-
lysis. The relatively low concentration of free amino acids
in Frotea gquestions their uwusefulness as chemotaxonomic para-
meters. Nevertheless, similarities with existing classifica~-
tion, based on morphological characteristics, were found.

70



DANKBETUIGINGS

Frof. J.N. Eloff vir leiding as tovesighouer en beskikbaar-—
stelling van fasiliteite.

Kollegas D.S5. Prosch, L.W. Fowrie en G. Scott vir samewerking
en hulp.

FPersoneel van Kirstenbosch Botaniese Tuin vir verdraagsaam—
heid, hulp en fasiliteite.

Die Plantkunde— en Chemiedepartement van Universiteit Kaap—
stad vir fasiliteite en inligting.

e D Ty s e Soh Ty G G s AT ) GRS et e e et S G R S e e e D S S S SR S Ty S e e o, MY G et e et D D

71



LITERATUURVERWYSINGS

Andreae, W.A. en Bood, N.E., 1955. The fFormation of Indole-
acetylaspartic Acid in Fea 8Seedlings. Flant Physiol.
30: 3280 - IB2.

Arcnow, L. en ¥erdel-Vegas, F., 12&85. Selenao-Cystathionine,
a Pharmacologically Active Factor in the Beeds of
Lecythis allaria. Nature (Landon) 2Z20504%977): 1185 ~
1186.

kaker, I. en Raker, H.B., 19746. Analyses of Amino Acads in

Flower Nectars of Hybrids and their Farents, with
Fhylogenetic lmplications. New Fhytol. 76: 87 - 98.

Beard, J.S., 1239. The Urigin of African Froteaceae. Jd. S.
Afr. Bot. 25: 231 — 235,

Bell, E.A., 196%. A New Amino—Acid, ,—Hydroxyhomoarginine,
in Lathyrus. WNature (Landon) 199: 70 - 71.
Bell, E.A., i{971. Chemotaxonomy of the Leguminosae. Compara-—

tive Biocchemistry of Non—-Frotein Amino Acids. Academic
Press, London.

Bell, E.A., 1581. The Non-Frotein Amino Acids Occurring in
Flants. Frogress in Phytochemistry 7: 171 -~ 194.

Bell, E.A. en fellows, L.E., 1964. UOccurrence of S-Hydroxy-
L-tryptophan as a Free Flant Amino-acid. Nature (Lon-—-
don} 210(502%): 3529.

Bell, E.A., Nulu J.R. en Cone, C., 1v71. L~Dopa and L~3-
Carboxy—-6,7-dihydroxy~1,2,3,4-tetrahydroisaquinoline,
a New Imino Acid, Ffram Seeds of Mucuna mutisiana.
Fhytochemistry 10: 2191 ~ 2194,

Bell, E.A. en O0’Donovan, J.P., 1944. The Isolation of a- and
—-0Oxalyl Derivatives of a, —Diaminobutyric Acid {from
%eeds of Lathyrus latifolius, and the Detection of the
a-0xalyl Isomer of the Neurotoxin a-Amino-b-oxalylami-
nopropionic Acid which Qccurs together with the Neuro-
tokin in this and Other Species. Fhytochemistry S:

1211 - 1219.

Bell, E.A. en Tirimanna, A,S.i., 1963, Occurrence of -
Hydrowyarginine in Plants. Nature (Landon) 197(4B70¥:
901 — Q02.



Bieleski, R.L., and Turner, N.A., 19266. Separation and Esti-
mation of Amino Acids in Crude Plant Extracts by Thin-

Layer Electrophoresis and Chromatography. Analytical
BEiochemistry 17: 2768 - 293
Brandner, 6. en Virtamen, A.I1., 19&3. Isolierung und Syn-—

these von ,—Hydroxy-L-gliutamin. Acta Chem. Scand. 17:
2563 — 25685.

Burroughs, L.F., 1937. 1-Aminocyclapyropane~l—-tcarboxylic Acid:
a New Amino—-Acid in Ferry Fears and Cider Apples=.
Nature (London) 179: 340 - 361,

Clark-tewis, J.W. en Martimer, F.1., 195%. Occurreince of 4-
Hydroxypipecolic Acid in Acacia Species. Nature (Lon-
don) 184: 234 — 1235.

Daley, L. 8. en Bidwell, R.G6.8., 1977. Fhosphoserine and
Fhosphohydroxypyruvic Acid: Evidence for their Role
as Early Intermediates 1n Phaotosynthesis. FPlant Fhy-~
siol. &O0: 109 - 114,

Ellington, E.V. &t al., 1959. Aminu—Acids and FPeptides.
Fart II. The Constitwution aof Hypoglycin A. J. Chem.
Soc. (I[): 80 - B85.

Eloff, J.N., 19468. Fluoorasetaat—-, Aminasuur— en Organiese
Suurmetabolisme wvan Gifblaar (Dichapetalum cymosum
Engl.). D.Sc.—proefskrif, Fakulteit Natuurwetenskap-
pe, FPotchef¥straomse Universiteit vir C.H.O.

Elof+, J.N. en Brobbelaar, N., 1946%. Isolation and
Characterization of N-Methyl~-lL-Serine +trom Dichapeta-
lum gymosum. Phytocheaistry B: 2201 - 2204.

Elswarth, J.F. en Martin, K.R., 1971. Flavonoids of the
Proteaceae, Fart 1. A Chemical Cantribution to Stu-

dies on the Evolutionary Relationships in the 5. Afri-
can Proteoideae. J. S. Atr. Bot. 37(3): 199 - 212.

Emery, T., 1965. Isolation, Characterisation, and Praperties
of Fusarinine, a S-Hydroxamic Acid Derivative of 0Orni-

thine. Biochemistry 4: 1410 — (417.

Fowden, L., 1958. New Aminag Acids of Plants. Biol Rev
33(4): 3I9E — AK4A1L.

Fowden, L., 1972, Amino Acid Campliement of Flants. Phyto-
chemistry 11: 2271 - 22764.

Fowden, L., 1973. Amina Acids. Fhytochemistry I1: 1 - 29,



Fowden, L., 1974. Nanprotein Amino Acids fram Flants: Distri-

bution, FERiosynthesis., and Analobg Functians. Recent
Advances 1in Fhytochemistry B: 95 — 122,

Fowden, L., 1776, Amino Acids: QOccurvrence, Biosynthesis and
Analogue Eehaviour in Plants. ferspectives in Experi-
mental BHialogy 2@ 263 - 272,

Fowden, L., 1981. Nonprotein Amino Acids. The Biochemistry
of FPlants 7: 215 -~ 247.

Fowden, L. en Done, J., 19533. A New Transamination Reaction.
Nature (London) 171: 1068 ~ 1069.

Fowden, L. en Lea, P.J., 1979. Herbivores. Mechanism of Flant
Avoidance of Autotoxicity by Secondary Metabolites,

Especially by Nonprotein Amnino Acids. Academic Fress,
Landon.

Fowden, L. en MacGibbon, C.M., 197Z. Newly Characterized
Amino Acids from Blighia unijugata. Fhytochemiatry

11: 1105 - 1110,

Fowden, L. en Smith, A., 1940. Mewly Characterized Aminao

Acids Ffrom Aesculus californica. Fhyltochemistry 7=
BOY -~ 419.

Fowden, L. en Steward, F.C., 1257. Nitrogenous Compaunds and
Nitragen Metaboliam 1n the Liliaceae. Ann. Eot.

XXI(81): ©S3 - 84.

Gmelin, R., Kjaer, A. en Ulesen Larsen, F., 1242. N-Acetyl-
L-djenkolic Acid, a Novel Amino Acid Isolated from

Acacia farnesiana Willd. Phytochemistry 1: 223 -
236.

Goadwin, T.W. en Mercer, E.I., 1983. Introductian to Flant
Biochemistry. Sec ed. Ffergamon Fress, New York.

Grabbel aar, N.., Fallard, J.¥. en Steward, F.C., 1955. New
Soluble Nitrogen Compounds (Amine—- and Imino—Acids and
Amides) in Flants. Nature (London) 175(4450): 703 -~
708.

Gulati, D.K., et al., 1981. Comparative Toxicity af some

Naturally Occurring and Synthetic Non-Protein Amino

Acids. Enviranmental and Experimental Botany 21(Z2):
225 - 2T0.

Harborne, J.H., 1973. Fhytochemical Methods. Chapman and
Hall Ltd., Landen.

74



Hattari, S. en Komamine, A., 1939. 8tizolobic Acid: a New
Aminpo—-Acid in Stizalobium hassjoo. Nature (London)

183: 1116 - 1117,

Hirs, C.H.W., Moore, 5. en Stein, #W.H., 1952, Isolation o+
Amino Acids by Chraomatography on lon £xchange Columnsy

Use of Volatile Buffers. J, Biol. Chem. 1(95: &L9 -
&83.

Hirs, C.H.W., Moore, S. en Stein, W.H.,, 1954. The Chromato-
graphy of Amino Acids on Ian Exchange Resins, Use of
Volatile Acids for Elution. J. Amer. Chem. Soc. 76:
L0063 ~ &0LK5,

Hulme, A.C. en Arthington, W., 1934. Methyl Proline 1in
Young Apple Fruits. Nature (London) 173: 3588 - SBY.

Ireland, kK.J. en Joy, baW., 1981, Two Routes of Rsparagine
Metabiolism i1in Fisum sativwm L. Flanta 151: 289 - 294,

Jadot, J., Casimir, J. en fAldecrwerreldt, F., 1963. Caracte-
risation de la L-threo-E-Hydroxyleuwcine a Fartir de
Deutzia gracilis. Eiochim. Biophys. Acta 78: &S00 -
S04,

tlaldy, M.8. ean Kereliuk, G.R., 1984. A Dual Column System
Using Lithium Buffers for the Analysis of Free Amino
Acids Commonly Found in Flant Extracts. Can. Inst.
Food Sci. Technol. 17(3): 168 ~ 171,

Kyaer, A. en Larsen, FP.0., 1943. D~ (3—-Carboxy—-4-hydroxyphe-—
nyl)—-glycine and Related Amina Acids in Higher Plants.
Acta Chem. Scand. 17: 2397 - 2409.

Labanauskas, C.K. et al., 1981. Frotein and Free Amina Acids
in Field-Grown Cowpea Seeds as Affected by Water
Stress at Various Growth Stages. Plant and Soil &3:
399 - 34B.

tiss, I., 1962. N-Acetyldiaminobuttersdure, eine Neue Amino-
sdure aus dem Latex von Euphorbia pulcherrima Willd ex

Klotzsch. Fhytochemistry 1: 87 - 88.

Mansford, K. en Raper, R., 1956. The Free and Combined

Amino-Acids in some Plant Juices. Ann. Bot. 20(78):
287 ~ 295.

Marumo, S. en Hattori, H., 19469. Isolatian of D—4-Chloro-
tryptophane Deravatives as Auvin—-hRelated Metabolites
from lwmmature Seeds of Pisum sativuam. Flanta (Herl.)
Q0: 208 - 211.



Matikkala, E.J. en Virtamen, A.1., 196Z. A New Y—Glutamyl—
peptide, -L_-Glutamyl -8S— (prop—l-enyl)-L-cysteine, 1in
the Seeds of Chives (Allium schoenoprasum). Acta

Chem. Scand. 16(10)I111: 2461 - 24462,

Matikkala, E.J. en Virtanen, A.l., 1963. New _-Glutamylpep-
tides Isolated from the Seeds ot Chives (Allium schaoe-

nogprasum). Acta Chem. Scand. 17(¢(6511: 1799 - 1B0O1.
Meier, L.K., Olsen, 0. en Sorensen, H., 1979. Acidic Amnino
Acids 1n Reseda Luteola. FPhytochemistry 18: 1505 -~

150%.

Meyer, J.J.M., 1984. Die Isolering, Identifigsering en
Eiosintese van Selkere VUrye Aminaosure van Acacia
mellifera subsp. detinens. M.S8c.~proeftskrit, Fakul-

teit Wis- en Natuurkunde, Universiteit van fretoria.

Morris, C.J., et al, 1961. Isolatian of Beta - Alanine from
Iris tingitana (var. Wedgewood). Nature (Landon)
1904777 718 - 719.

Mwauluka, K. et al., 1975. L-3Z=(3~-Aminaomethylphenyl)alaninea,
a New Amino Acid from Seeds of Combretum zevybery-

Biochem. Fhysiol. Fflanzen 1&8B: 15 - 18.

Noma, ™., Noguchi, M. en Tamaki, E., 1927L. A New Amino Acid,
NMicotianamine, from Tubacco Leaves. Tetrahedron Lett.
(22): 2017 - 2020.

Follard, J.k., Sondheimer, E. en Steward, F.C., 1758. New
Hydroxyamino~Acids in Flants and their Identitication.
Nature (London) 182: 1386 - 1357.

Fowrie, L.W., 1786. The Use of Free Amino Acids as Chamo-
taxonomic Indicators in Diastella Salisb. and Leuco-
spermum R.HBr. M.Sc.-proefskrif, Fakulteit Natuurwe-

tenskappe, Universiteit Kaapstad.

Frosch, D.S., 1986. An  Evaluation of Free Amino Acids as
Chemotaxonomic Markers in Protea L. Species. M.Sc.-
proefskrif, Fakulteit Natuwwetenskappe, Universiteit
kaapstad.

Radhakerighnan, A.N. en Giri, K.V., 1984, The Isolation o+
allaHydroxy~L-Froline from Sandal (Santalum album L.).
Biochem. J. 58: 37 - &1.

Raa, S.L.N.,., Adiga, F.R. en Sarma, P.S8., 1964. The
Isolation and Characterization of B-N-Oxalyl-L-a,B-
Diamingprapionic Acid: a Neuwrotoxin from the Seeds o+t
Lathyrus sativus. Biochemistry 3: 432 — 436.

74



Raa, S.L.N., Ramachandran, L.K. en Adiga, P.R., 1962, The
Isolation and Characterization of L-Homoargining from

Seeds of Lathyrus sativus. Biochemigtry 2(2):
298 - 300.

Rosenthal, G.A., 1282, Flant Nonprote:n Amina and Imino
Acids: Biological, Biochemical, and Toxicological
Py operties. Academic Fress, New York.

Scott, G., 1985, The Systematic Significance of Certain
Flavonoids in the Genus Frotea L. M.Sc.-proefshrif,

Fakulteit Natuurwetenskappe, Universiteit Kaapstad.

Scott, K., '1934. Observations on the Iodo—Amino-Acads of
Marine Algae uvsing loadine-131. Nature (London) 173:
1098 - 1099,

Steward, F.C., Zacharius, R.M. en Pollard, J.K., 12354, Ni-
trogenous Compounds in Flants: Recent Kriowledge De-
rived from Paper Fartition Chromatography. Ann. Acad.
Scient. Fennicae &0: 321 - 36&6.

Stock, W.D. en Lewis, 0.A.M., 1928Z. Extraction of Nitrate
Reductase from Member s of the South African
Froteaceae. S. Afr. J. Bot. 1<4): 124 - 124.

Suzuki, T., 1982. Changes i1in Total Nitrogen and Free Amino
Acids tn Stem Cuttings of PMulberry (Morus alba L.). J.
Exp. Bot. 33(132): 21 - Z8.

Van Staden, J., 1%46. A Paper Chromatographic Survey of Free
Amino Acids and Related Compounds in the FProteaceae.
J. S. Afr. Bot. 32{(1): 77 - Qbé.

Vogel, A.I., 1951. A Text-book of Guantitative Inorganic

Analysis., Theory and Practice. Longmans, Green and
Ca., Londen.

Wilding, M™M.D. en Stahmann, M.A., 19462. Hydrouyaspartic Acid
frrom Alfalfa and Clover Roots. Fhytachemistry 1: 241
- 244,

Windholz, M. {(red.), 198X. The Merck Index. An Encyclapedia
of Chemicals, Drugs, and Hiolagicals. 10 ed. Merck ¥
Co., Inc. Rahway, N.J., V.S.A.

Yu, C., Claybroolk, D.L. en Huang, A.H.C., 198%. Transport of

Glycine, Serine and Froline into Spinach Leaf Mito-
chonderia. Arc. Biochem. Birophys. 227 (1): 180 - 187.

77

7 JUL 198F





