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!:!QQE§IY~ ! 

"Nerens in 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-Indi~ 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 vloot 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 eCQt~~ n~c!!fQ!!~ - van die 
Kaap afkomstig. Clusius se tekeninge en beskrywing daarvan 
sewe jaar later, in 1605, was gebeurtenisse van groot histo­
riese betekenis. Nie aIleen is dit die eerste gefllustreerde 
beskrywing van 'n protea nie, dit is ook die eerste gefllu­
streerde en gepubliseerde rekord van enige Suid-Afrikaanse 
landplant, en het verskyn in hoofstuk 15 van Clusius se 
"E>:orticorum Libra Decem" (Antwerpen, 1605)." (Rourke, 1980). 

Uit die oogpunt van hierdie brokkie geskiedenis is dit gepas 
dat Suid-Afrika se nasionale blom"n protea is; nou nie 
ECQt~~ n§~!!fQ!i~ nie, maar weI E. £~n~cQi~~§. VerteenwDor­
digers van die genus beklee "n ereplek in feitlik elke blom­
winkel en aan 'n rangskikking, vars of droog, gee dit 'n eie 
besondere karakter. 

Hulle floreer op stikstofarme grond en kom oor 'n wye ver­
skeidenheid habitatte voor, wat die tuinier altyd "n keuse 
vir sy omgewing bied. Die blombedryf het in hom 'n j uweel 
gevind. 

Baie oningeligtes beskou "die suikerbos" as"n versamelnaam 
vir aIle proteas ••• of te weI die paar soorte waarvan hulle 
bewus is en die tipiese omwindselblaarvoorkoms van E. £~n~= 
CQ!~~§ of E. C~Q~D§ het. Nog minder weet hulle dat die 
oorvloedige nektar van E. C~Q~D§ in die l8de en 19de eeu as 
versoeter gebruik is en aan hom aIleen hierdie naam besorg 
het. 

Die ho~ tannieninhoud van E. Diti~~, wat so kenmerkend van 
die hele familie blyk te wees (en heelwat probleme in hierdie 
studie veroorsaak het), is as leerlooi- en stelpmiddel vir 
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Figuu~ 1.1 - Die Hollandse plantkundige, Ca~olus Clusius (1526 
- 1609), wat die ee~ste besk~ywing en illust~asie van 'n 
p~otea <e. o.~r::.iif91i2) in 1605 in sy "E:<oticorum Lib~i 
Decem" gepublisee~ het, die voo~blad daa~van en skets. 
<Uit Rou~ke 1980, met goedkeu~ing van die skrywe~.) 



buikloop aangewend. Sommige inboorlinge het selfs die dro~ 

blomkoppe van E. g~g~~~1 gebruik om vel van hulle voetsole te 
skuur en tot in die negentiende eeu is skryfink uit loofblare 
van E. oii1~~ (waboom) gemaak. Skrynwerkers het veral die 
waboom verkies en heelwat duursame artikels wat eeue gelede 
gemaak is, is vandag nag in gebruik. 

Die protea het dus sy merk op baie gebiede gemaak en omdat 
dit deel van ons Kaapse fynbos is, mag sy filogenetiese 
verwantskappe bydra tot die oplossing van die probleem van 
die unieke fynbosflora. Morfologie, ~aarop die huidig erken­
de klassifikasie van ECQi~~ (o.a. 81 Suider- en 35 Midde­
Afrikaanse spesies - Rourke 1980) feitlik uitsluitlik berus, 
blyk onvoldoende te wees om baie vrae random 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 
oorsprong, wat in chemataksonamie gebruik is. Die chemotak­
sonomie is dus nie 'n aparte, losstaande klassifikasiesisteem 
nie en behoort op gelyke vlak met ander taksonomiese parame­
ters gesien te word. 

Die vrye aminosuurinhoud van Suider-Afrikaanse proteas het 
met enkele uitsonderings (Van Staden, 1966) min navorsers se 
aandag getrek. Die meeste ondersoeke was redelik oppervlakkig 
en slegs gegrond op papierchromatografie van 'n paar spesies, 
sodat 'n dieper studie nodig was. Miskien was die groepe 
verbindings wat werk in hierdie veld bemoeilik (tanniene die 
belangrikste), vir die meeste 'n te groat kopseer. 

Indien hierdie "probleemverbindings" identifisering, isole­
ring en karakterisering in hierdie studie gaan bemoeilik, sal 
spesifieke suiweringstegnieke ontwikkel en toegepas moet 
word, om ekstrakte vooraf te suiwer. Daar gaan gepoog word 
om soveel moantlik ninhidrienpositiewe verbindings te identi ­
fiseer en te isoleer. Isolate gaan gedeeltelik chemies geka­
rakteriseer en bewaar word vir ' n opvolgende studie. 
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2.1 In!~igin9 

Die basiese metode wat gevolg is om ninhidr"ienpositiewe ve~­
bindings uit plantmateriaal te isolee~ en te identifisee~, 

wo~d hi e~ besk~yf. Ve~skei e "afwyk i nge" moes d i kwel s i nge­
voeg wo~d, aangesien spesies en o~gane 5e samestelling ve~­

skil en so ook die g~oepe verbindings wat isole~ing en iden­
tifise~ing bemoeilik. Laasgenoemde metodes wo~d onde~ 

"POGINGS OM ISOLERINGSPROBLEME UIT TE SKAKEL" in hoofstuk 3 
besp~eek. 

Aanvanklik is slegs va~s, klaa~blyklik gesonde loofbla~e 

ewekansig ve~5amel (d~o~ massagewys ewe veel van elke "oude~­
domsg~oep"). Die g~oepe~ingsanalise (kyk hoofstuk 5) is 
slegs op hie~die ~esultate geg~ond, sodat o~gaanve~skille dit 
dus nie befnvloed het nie. 

Aminosuu~konsent~asies is ook in ande~ o~gane bepaal na aan­
leiding van'n onde~soek in ons labo~ato~ium deu~ 'n kollega 
(P~osch, 1986), nl.: 

stingels, 

loofblaa~tjies di~ek onde~ bloeiwyse, 

omwindselbla~e, 

blomme, 
saad, 
saadha~e en 
wo~tels (g~oeipunt apa~t van ~es). 

'n Aansienlik ho~~ konsentrasie ninhid~ienpositiewe ve~bin­

dings is in baie jong loof, omwindselbla~e en blomme, ve~ge­

leke met oue~ loof, gevind en daa~om is ee~sgenoemde d~ie vi~ 
g~ootskaalse isole~ing geb~uik. 

Die met ode van Bieleski en Tu~ne~ (1966) is met enkele wysi­
gings geb~uik. Ko~tliks kan dit as volg saamgevat wo~d: 

a) Ve~samelde mate~iaal is so gou moontlik geweeg en in 



MeOH - CHCl 7 - H~O 12: 5 3 (hierna MCW genoem) fynge ­
kap met ' n ~omogeni seerder ("UI tra-Turr' a:~" of kommersi ~l e 
kapper ("Kenwood-blender"». Die volume MCW/dro~ massa 
was 300 ml/30 g. 

b) 	 Wanneer van die "Ultra-Turra>:" gebruik gemaak is, is vir 
10 sekonde per-i odes met "af koel i ntervall e" van 20 
sekondes gehomogeniseer. 

c) 	 Ekstrakte is oornag laat staan. 

d) 	 Hierna is dit deur glaswol filtreer. 

e) 	 Lipiedonttrekking is met CHCI~ gedoen deur 90 ml CHCl_ + 
162 ml H~O by 300 ml MCW-ekst~ak te voeg, te wag dat ih e 

..::.
bofase helder word en dit dan van die onderste 
lipiedbevattende CHCl_-fase te skei. 

,,~, 

f) 	 Stappe a - d is herhaal, die twee metanolwaterfraksies 
saamgevoeg en onder vakuum gekonsentreer teen 40 - 45 DC, 
tatdat die MeOH ten minste af was. 

Daar is bevind dat berging van vars materiaal teen lae tempe­
ratuur, aanvanklik tot 'n verhoging in sommige vrye aminosure 
se kansentrasie gelei het. Alhoewel gewone vriesing die 
betraubaarste blyk te gewees het (vriesdra~r nie beskikbaar 
nie), is sams steeds verskille vergeleke met die vars monster 
waargeneem (Pawrie, 1986). 

Oonddroging teen 40 °c vir dieselfde tydperk (vir so lank as 
wat bogenoemde vars materiaal geberg is), het'n nag grater 
verhaging tat gevolg gehad. Dit mag taegeskryf ward aan die 
vrystelling van aminosure uit proterne of peptiede, waarin 
ensiemaktiwiteit en temperatuur 'n ral speel. Dra~ massabepa­
ling is dus met'n deel van die vars monster uitgevoer, 
terwyl MCW-ekstrahering so gau maontlik na versameling gedoen 
is. Die gevolg was dat materiaal van die 41 spesies, wat 
o.a. vir die groeperingsanalise gebruik is, oor'n tydperk 
van vier maande versamel is. 

Om aarmatige verhitting uit te skakel, is die ekstrak met 
intervalle gehomageniseer. Die kapper is later vir aIle ek­
straksies gebruik, aangesien hittevrystelling baie min is, 
materiaal gewoonlik sommer heel in die kapbeker geplaas is en 
fyn genoeg gekap is vir doeltreffende ekstrahering. Met die 
gebruik van die homogeniseerder, moes feitlik aile materiaal 
eers vooraf versnipper word met 'n sk~r. 

'n 	 Eerste ekstraksie het ten minste 70% vrye aminosure Llit 
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die fyn plantmateriaal onttrek en 'n tweede ten minste 'n 
verdere 20'l.. 

In die geval waar vinnige toetse uitgevoer is (soos om pa­
pierchromatografies die teenwoordigheid van spesifieke amino­
sure vas te stell, is slegs een ekstraksie gedoen. Met die 
DOg op kwantitatiewe resultate, is'n tweede en derde ook 
gedoen. Die volume CHCl~ was in 'n steekproef wat 10 spesies 
behels het, genoeg om m~t 'n eerste ekstraksie aIle spektro­
fotometries waarneembare chlorofil uit die oplossing te 
onttrek. 

Skeiding van die lipied- en watermetanoloplosbare fases, is 
aanvanklik met skeitregters uitgevoer en het ongeveer agt uur 
geduur. Sentrifugering teen ongeveer 3 000 9 vir 10 min het 
die proses aansienlik versnel. 

Sommige verbindings in die metanolwaterekstrak (hierna MW­
ekstrak) is baie swak oplosbaar in H~O aIleen (kyk 4.3.1) en 
daarom is sorg gedra dat die MeOH ge~urende vakuumkonsentre­
ring afgedamp word. Die gekristalliseerde verbindings is dan 
onttrek deur sentrifugering of filtrering. 

Aminosure besit amfoteriese pol ere eienskappe, d.w.s. die 
zwitterioon se nettolading mag positief, neutraal, of 
negatief wees, afhangende van die pK waardes van die 
spesifieke molekuul en die pH van diea medium. Hierdie 
eienskap bied verkeie isoleringsmoontlikhede wanneer van 
ioonuitruilhars gebruik gemaak word. 

a) 	 Glaskolommetjies (250 mm x + 20 mm. . 80 mm bedhoogte) is 
gepak met DOWEX 50W - X8 (H 200 - 400 maat hars. 

b) 	 Die lipiedvrye metanolwater ingedampte monster (maksimum 
60 9 dro~ massa) is op die hars geplaas en nadat die 
monster heeltemal weggesak het, is die kolommetjie met 
water gewas. Die pypie vanaf die reservoir is deur 'n 
rubberprop gesteek, wat styf op die kolommetjie gepas 
het. Die vloeitempo kon dus beheer word deur 'n verstel ­
bare klamp aan die onderpunt van die kolommetjie. 

c) 	 H~O-wassing is gestaak wanneer die eluaat kleurloos voor­
g~kom het (ongeveer- 250 ml). Di e el uaat is ni e verder 
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gebruik nie. 

d) 	 Katione is met 150 ml 3,0 N NH 0H (vloeitempo 1,5 2,0
4ml/min) afge~lueer. 

e) 	 Vakuumkonsentrering (tot ongeveer 10 g/ml) teen 40 - 45 
°c het die vlugtige NH~ en van die water onttrek (die 
"Bt..\chi Rotavapor RE 120"- rolflesapparaat en "Little 
6i ant mod. 13156"-druk /vakuumpomp is gebrui k en di e va­
kuum was 800 - 1 000 mbar). 

f) 	 Die hars is geregenereer deur met H~O te was tot neutra­
liteit (oortollige NH 0H uit), op te~volg met 50 ml 4,0 N

4
Hel 	 en 'n tweede H~O-spoeling tot pH 7 . 

.L 

Daar is d.m.v. kwantitatiewe titrasie vasgestel dat 10 9 
(klammassa) DOWEX 50W - X8 (200 - 400 maat) hars voldoende is 
om aIle katione, teenwoordig in 60 9 dro~ ECQt~~ materiaal, 
(blomme en omwindselblare, want dis die organe wat die hoog­
ste konsentrasie ninhidrienpositiewe verbindings bevat - kyk 
later) te adsorbeer. Die steekproef het 10 spesies behels, 
waarvan E. £YQ~CQi~§§ die meeste katione bevat het. Aange­
sien kleinkolomkatiaonuitruiling met 15 9 (bedhoogte 80 mm) 
hars uitgevoer is, is die kolommetjies nie oorlaai nie. 

'n Baie lae persentasie (maksimum 5%) ninhidrienpositiewe 
verbindings adsorbeer egter nie aan die katioonhars nie en 
beland dus in die viskase watereluaat. Laasgenoemde word dan 
deur 'n klein anioonuitruilkolom gestu~r (kyk onder), om 
moontlike anioniese ninhidrienpositiewe verbindings te 
onttrek. Indien hierdie watereluaat (ook viskoos) steeds 
positief met ninhidrien toets, word sekere spesifieke sui we­
ringstegnieke (kyk later in die hoofstuk) toegepas. Die 
hoeveelheid van hierdie verbindings hang definitief af van 
die volume MW-ekstrak wat op die hars geplaas is. Hoe grater 
die volume, hoe meer sal die verbindings "afgespoel" word. 
Dis dan ook belangrik om dieselfde volume H~O per dro~ massa 
vir 'n spesifieke hoeveelheid hars te gebrui~. 

Aangesien kleinkolomuitruiling vir die voorbereiding van 
papierchromatografie en outomatiese aminosuuranalise monsters 
aangewend is en hierdie monsters dus verkieslik soveel 
moontlik van die verteenwoordigende ninhidrienpositiewe ver­
bindings van die plant moes bevat, is MW-ingedampte ekstrakte 
eers deur katioonhars gestuur (feitlik aIle ninhidrienposi­
tiewe verbindings adsorbeer daaraan). Alhoewel die NH 4 DH­
eluaat nie viskoos is nie en goed op papierchromatogramme 
skei. is dit gewoonlik 5wartbruin van kleur (donkergeel in 
suurmedium). Die boonste laag hars vorm gewoonlik 'n gekleur­
de "kors", wat so dig saampak, dat die vloei soms heeltemal 

6 



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

a) 	 Glaskolommetjies van dieselfde grootte as in die geval 
van kleinkolomkatioonuitruiling (250 mm A 20 mm, maar met 
bedhoogte 180 mm), is gepak met DOWEX 1 - X8 (CH,COO) 

.....
100 	- 200 maat hars. 

b) 	 Die H~O-eluaat (onder vakuum gekonsentreer) vanaf die 
katioo~kolommetjies is opgeplaas en H~O-wassing het begin 
nadat die monster weggesak het. Vloetregulering was die­
selfde as in bogenoemde geval. 

c) 	 'n Vloeitempo van 3,0 ml/min is gehandhaaf. 

d) 	 H~O-wassing is opgevolg met 1,5 N CH,COOH-eluering. Soms 
i~ 'n trapsgewyse gradi~nt (bv. 0:1 N, 0,2 N, ens.) 
aangewend om verbindings van mekaar te skei, gewoonlik in 
'n later stadium van isolering, wanneer spoorhoeveelhede 
van "onge~Jenste" verbindings uit die eintlike isolaat 
verwyder word (kyk hoofstuk 4). 

e) 	 Die CH_COOH is hierna deur kouelugverdamping uit die 
.:;.

eluaat verwyder. 

f) 	 Regenerering is slegs deur H~O-wassing tot pH 6,0 verkry. 
L 

Hoogstens vyf (gewoonlik drie: aspartiensuur, glutamiensuur 
en fosfoserien) ninhidrienpositiewe verbindings adsorbeer aan 
die anioonhars (teen pH = 5,5 - 6,5). Boonop is die grootste 
hoeveelheid van drie uit die vyf (o.a. aspartiensuur en 
glutamiensuur) reeds aan die katioonhars geadsorbeer, sodat 
relatief min hars vir die an!oonuitruiling benodig word. 

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

Die gradi~ntstelsel aangewend het uit die volgende komponente 
bestaan: 

twee elueermiddelreservoirs (5,0 1 el k) , met mekaar 
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verbind d.m.v. 'n dun pypie (2,0 mm deursnee) met 
klamp, 

'n peristaltiese 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 tegniek is gebruik vir grootskaalse isolering van 
verbindings. 

2.4.2.1 8niQQnYi~~Yiling 

a) 	 'n Glaskolom (450 mm x 26 mm, bedhoogte 400 mm) is met 
DOWEX 1 - XB (CI ) 100 - 200 maat gepak. 

b) 	 Die hars is in die CH_COO -vorm gebring. deur 1 000 ml 
4,0 N CH 7 COONa (natrium~setaat) daardeur ie was en daarna 
die natrtumsout met ongeveer 3 000 ml (groot volume) H"O 
uit te loog. Hierna is 800 ml 1,0 N CH_COOH deurgestuu~, 
gevolg deur H~O-wassing tot pH 6 (Hirs~ Moore en Stein, 
1954 - gewysigae metode). 

c) 	 'n Verstelbare boonste inlaat ("plunger") is aangebring. 

d) 	 Monstergrootte: 70 - 600 9 dro~ massa. 

e) 	 Die vloeitempo was 3,5 ml/min en fraksievolume 10 - 20 
mi. 

f) 	 Gradi~nteluering was met 0 - 2,0 N CH~COOH en reservoir­
volume 3,0 (1,5 + 1,5) - 4,0 (2,0 + 2,6) 1. 

g) 	 Die kolom is slegs met H~O-wassing tot pH 6,0 herstel. 
" 

Die UV-monitor (214 nm enkelband) en skryweris aanvanklik 
slegs aangewend gedurende H~O-wassing, om aan te dui wanneer 
die eluaat vry van absotberende verbindings is, sodat 
eluering van geadsorbeerde verbindings kon begin. Aangesien 
laasgenoemde eluaat van begin tot einde pigment bevat het en 
feitlik aile verbindings by 214 nm absorbeer, was hierdie 
apparaat van weinig nut by die opsporing van ninhidrienposi­
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tiewe gr-oepe. 

Voor- anioonuitr-uiling was die oplossings se pH 5,5 - 6,5 en 
onder- hier-die toestande adsor-beer- slegs vyf ninhidr-ienposi­
tiewe ver-bindings aan die anioonhar-s, sodat skeiding makliker­
plaasvind as met katioonuitr-uiling waar- feitlik aIle ninhi­
dr-ienpositiewe ver-bindings gebind word. Spor-e van sommige 
ander- (bv. glisien) is gewoonlik ook in die eer-ste fr-aksies 
teenwoor-dig. Die pr-oses wor-d ook baie vinniger- afgehandel, 
omdat adsor-ber-ende ver-bindings r-elatief swak bind (almal af 
teen 1,3 - 1,5 N CH~COOH) . ..) 

Daar is nooit met 'n he~r- nor-maliteit as 2,0 ge~lueer­ nie, 
omdat gasborr-els dan in die kolom ontstaan en ' n swar-t 
ver-kleur-ing van die har-s tot gevolg gehad het, ver-al met Hr}O­
wassing daar-na. 

.L. 

Gasbor-r-els het deur-entyd in die ver-binding tussen die twee 
r-eser-voir-s ontstaan en is ver-wyder- deur- een van die 
r-eser-voir-s vinnig op te lig, sodat'n kor-tstondige ster-k 
str-oom deur- die ver-binding die gas na die ander- houer- veer. 
Bor-r-els het deur-vloei van CH 7 COOH sodanig blokkeer-, dat'n 
aansienlike ver-skil in die ~eser-voir-s se vloeistofvlakke 
opgebou het. Indien die dr-ukver-skil dan gr-oot genoeg was om 
die gas te ver-plaas, ver-oor-saak dit 'n skielike gr-oot styging 
in die CH~COOH-konsentr-asie, wat skeiding op die kolom belem­

-' mer-. 

Gedur-ende eluer-ing, sak die har-svlak (bedhoogte ver-laag) soos 
die elueer-middel se nor-maliteit toeneem. 'n Ver-stelbar-e 
boonste kolominlaat ("plunger-") is dus aangebr-ing, aangesien 
die afstand wat die inlaat vanaf die har-svlak is, "n invloed 
op die gr-adiAnt het: hoe gr-oter- die afstand (gr-oter- volume), 
hoe minder- steil sal die gr-adi~nt verloop. Hier-die feit is 
soms nuttig aangewend, wanneer- daar- tydens 'n skeiding besef 
is dat die gradi~nt te sker-p is~ Met her-stel van die kolom 
na die CH7 COO -vor-m (of die H -vor-m in die geval van kat­
ioonuitr-uiltng), is die inlaat weer- na die oor-spr-onklike 
boonste posisie ver-skuif gedur-ende H~O-wassing, omdat die 
bedhoogte dan weer- ver-gr-oot. ~ 

Asynsuur- r-eageer- met die meeste pigment, sodat dit 'n 
r-edelike ster-k ninhidr-ienpositiewe r-eaksie met koltoetsing 
gee. Die kolr-ande ver-toon duidelik gr-ysper-s en die 
binnekante blouer-ig. Kolle ver-toon egter- hemogeen (na 
entwi kkel ing), sodat die teenwoor'digheid van enige "war-e" 
ninhidr-ienpositiewe ver-binding maklik opgemer-k wor-d. 'n 
Eksper-iment is met verskillende ninhidr-iennegatiewe pigment 
uitgevoer-. Die aangesuur-de kolle het almal met feitlik 
dieselfde intensiteit ver-kleur- (by dieselfde CH_COOH-konsen­
tr-asi e) • ' n HoAr- CH~COOH-konsentr-asi e het ';:'n i ntenser­
kleur-ontwikkeling tot g~volg gehad. 
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"n Tweede eksperiment is uitgevoer waarin die 
ninhidrienreaksie van die volgende verbindings getaets is 
(negatiewe of positiewe ninhidrienreaksie in hakies agter 
elk): CH~COOH (negatief), 

CH~COOH + ninhidriennegatiewe pigment (swak positief), 
CH~COONa (sterk positief), 
CH~COONa + ninhidriennegatiewe pigment (sterk positief), 
HCr 	+ ninhidriennegatiewe pigment (negatief), 
NaCl + ninhidriennegatiewe pigment (negatief) en 
NaCl (negatief). 

(Konsentrasie van ione = 2,0 N en pigment by elk dieselfde 
volume. In al bogenoemde gevalle was daar geen beduidende 
verskil tussen ninhidrien met of sander buffer pH 5,5 nie.) 

Dit kom dus voor asof asetaat (of gedeelte daarvan) in die 
ninhidrienreaksie benodig word, t§§~m§ met natriumione (NaCl 
en CH~COOH negatief, CH 7 COONa positief) of iets soortgelyks 
wat ~aarskynlik in die ~igment teenwoordig is (CH COOH nega­

3
tief, CH 7 COOH + pigment positief). Waterstof- en chloorione 
blyk onre~ktief te wees (Hel en NaCl + pigment, asook slegs 
NaCl, negatief). 

a) 	 Die glaskolom (1 000 mm x 26 mm, bedhoogte 950 mm) met 
ve~stelbare boonste inlaat is gepak met DOWEX 50W - X8 
(H ) 200 - 400 maat. Voor pakking is die hars herhaalde­
lik in gedistilleerde gedeioniseerde H~O opgeskud en die 
boonste vloeistoffase afgegooi, totdat laasgenoemde 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 - 600 
g. 

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

d) 	 Elueermiddels was H"O, (gewoonlik) en 
o - 4 N HCI. .L 

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

f) 	 Regenerasie van die kolom was SODS met die klein 
katioonkolommetjie, behalwe dat ongeveer 800 ml 4,0 N 
HCI na die eerste H~O-wassing deurgestuur is, i .p.v • 
50 mi. .L. 
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Anders as met kleinkolomuitruiling~ was die katioonmonster 
reeds deur anioonhars. Onder pH-toestande hier gebruik 
kyk 2.4.2.1 - bind hoogstens vyf ninhidrienpositiewe verbin­
dings aan die anioonhars. Deurdat anioniese ninhidrienposi­
tiewe verbindings vaor katioonuitruiling onttrek is~ is die 
"druk" (feitlik aIle ninhidrienpositiewe verbindings adsor-­
beer aan die katioonhars) op die katioonkolom verminder, 
sodat 'n beter skeiding moontlik was. Voor anioonuitruiling 
is die aromatiese groep met geaktiveerde koolstof verwyder 
(kyk hoofstuk 3), sodat nag minder verbindings vir katioon­
uitruiling beskikbaar was. 

Baie fyn hars, wat waarskynlik kolomskeiding befnvloed, is 
voor pakking verwyder, deur die hars herhaaldelik in H~O op 
te skud en die vloeistoffase af te gooi, totdat laasge~oemde 
helder vertoon het. 

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

HCl is aanvanklik as elueermiddel aangewend, maar is met 
NH 0H vervang. Selfs so min as 3,0 N Hel het kolomsiffies

4binne twee lope vernietig. Boonop is die suurdampe 
skadeliker vir toerusting en is die menslike risiko am 
daarmee te werk, grater. Ammoniak is baie vlugtig en word 
maklik onder vakuum teen 40 °c uit 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 molekul~re struktuur plaas­
vind, by. in die geval van aspartiensuur, verskuif die posi­
sie op 'n papierchromatogram aansienlik, alhoewel die ninhi­
drienkleur steeds blou is. 

Die bedhoogte verlaag amper twee keer meer met 3,0 N Hel as 
met selfs 8,0 N NH 0H, sodat die verstelbare inlaat naderhand4nie 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 NH4+ besit en die hars dus 
digter "saampak" met suureluering. 

In die geval van HCl, moet koltoetsing met gebufferde 
ninhidrien uitgevoer word, aangesien baie suur op die papier 
agterbly en die reaksie inhibeer. Daarteenoor vervlugtig 
NH4 0H feitlik totaal met droogblasing, sodat (indien enige) 
'n skaars merkbare pers ringetjie op die kolrand ontwikkel. 
Daar word in el k geval ' n kontrol ekol (sl egs NH OH) opgesi t, 
sodat ninhidrienpositiewe verbindings teenwooraig, dadelik 
onderskei kan word. 
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Dit blyk dat 6 N NH 0H aIle ninhidrienpositiewe verbindings,4wat met suur (HCl en mieresuur) afelueerbaar is, van die hars 
verplaas. 

Een- en tweedimensioneel dalende papierchromatografie is in 
selfontwerpte glastenks (agt tenks met maksimum 10 
chromatogramme elk van 460 mm x 570 mm) uitgevoer. 
Monsterkolle is in gram dro~ massa-ekwivalent uitgedruk en 
was gewoonlik in watermedium. Aanwending het d.m.v. 'n mikro­
pipet geskied en koldroging met louwarm lug van 'n haardro~r. 
Die koldeursnee was 5 - 10 mm. 

a) Analitiese werk: 

Whatman 1 en 3, (460 mm x 570 mm) asook Schleicher & 
Schuell (460 mm x 560 mm) papier is gebruik. 

Die beste skeiding is oor die algemeen met n-butanol 
asynsuur - water 90: 10: 29 pH 2,80 (hierna as BAW 
bestempel) en waterversadigde fenol pH 4,75 (hierna 
genoem fenol in teks of H~O PheOH in die figure) verkry. 

L 

oLooptyd 18 - 20 uur teen kamertemperatuur (15 - 25 C). 

Na behoorlike droging (kamertemperatuur) is chromatogram­
me met die ontwikkelingsreagens (0,25% ninhidrien in 'n 
5,0% metanoliese oplossing van 2,4,6-kollidien) liggies 
bespuit en teen 105 °c vir 5 minute geoonddroog, of met 
'n warmlughaardro~r drooggeblaas. 

b) Preparatiewe werk op Whatman 3: 

'n Ry identiese kolle of homogene streep van die mon­
ster is opgesit, laat loop en gedroog, waarna dwarsbande 
m.b.v. merkerstroke en relatiewe pigmentposisie (kyk 
bespreking) gerdentifiseer 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 chromatografietenk, 
waarvan die bodem met H~O bedek was, gedoen. Verbindings 
is dalend afge~lueer en was totaal verteenwoordig in die 
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eerste 1 - 2 mI. 

Stroke is soms ook versnipper en in H~D geweek, die H0D 
afgegooi (driemaal herhaal en bymekaa~ gevoeg), gefit ­
treer (papiervesels teenwoordig) en onder vakuum gekon­
sentreer. Deur eers te filtreer voor konsentrering, word 
minder van die verbinding in die filtreerproses verloor. 
Hierdie metode is egter nie vir kwantitatiewe werk aange­
wend nie. 

Eendimensionele papierchromatografie 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 posisie 
en 

isolering op Whatman 3 papier. 

Voor 'n groep ninhidrienpositiewe verbindings (meer as twee) 
in 'n monster tweedimensioneel gechromatografeer is, is die 
optimum massa-ekwivalent daarvoor eers eendimensioneel be­
paal, deurdat vier of vyf kolle (vanaf "n absolute minimum 
tot 'n definitiewe oorbelading) geloop word. Verbindings in 
die kleiner massa-ekwivalente is verste van die oorsprong 
gele~, terwyl oorbelading deur laer Rf-waardes gekenmerk 
word. Die optimum kolmassa gaan dus net minder wees as 
daardie massa waar die eerste tekens van oorbelading bespeur 
word. 

Een en twee verbindings se optimum massa is met"n koltoets 
vasgestel, deur na die ninhidrienkleurintensiteit te kyk. 
Dis maklik om die ~g-ekwivalent so te skat en daar is d.m.v. 
standaarde vasgestel dat 10Mg van 'n verbinding met min 
uitsonderings, duidelik tweedimensioneel geskei en sigbaar 
gemaak kan word. Probleme 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 oppervlak so viermaal die deursnee van 
die oorspronklike monsterkol was. Feitlik al die donkerge­
kleurde verbindings bly staties, terwyl ninhidrienpositiewe 
verbindings sirkelvormig na buite chromatografeer. Uit hier­
die sirkelvormige chromatogrammetjie kon die optimum kolmas­
sa-ekwivalent vir tweedimensionele papierchromatografie baie 
akkuraat geskat word, sodat dit later vooraf eendimensionele 
bepaling (wat etlike uur geduur en meer gekos het, teenoor 
"n paar minute) vervang het. 
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Voordat ninhidrienpositiewe fraksies van 'n skeiding 
bymekaargevoeg is, is so elke drie of vier (afhangende van 
die monstergrootte en fraksievolume) eendimensioneel 
gechr'omatograf eer. ' n Goei e "beel d" van die skei di ng is so 
verkry. 

Gewoonlik is een of twee verbindings se tweedimensionele 
posisies eendimensioneel bepaal, omdat die twee 
"l oopr-igtings" gelyktydig kon plaasvind. Boonop kon kleiner 
massa-ekwivalente aangewend word (selfs 15 nMel of ongeveer 1 
~g, 	 teenoor 45 nMol of so 3 ~g tweedimensioneel). 

Vir isolering is die monster in 'n ry kolle, of as streep 
(met gewysigde pasteurpipet) aangewend. Merkerstroke 
(smal strook van die oorsprong na die loopfront wat uitgeknip 
en ontwikkel is) is tesame met " re l a tiewe pigmentposisie" 
aangewend vir die bepaling van ninhidrienpositiewe 
verbindings se posisies op onontwikkelde chromatogramme. 
Tussen merkerstroke (gewoonlik twee per chromatogram) was 
daar beduidende variasie in loopafstand, sodat bande deur 
merkerstroke aangedui, soms aansienlike vermenging in isolate 
veroorsaak het. Pi gment (si gbaar op di e stroke en 
onontwikkelde chromatogram) het hierdie variasie aangedui, 
sodat dwarsbande baie akkurater volgens die "kontoere" van 
die chromatogram versamel kon word. 

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

b) 	 Die eerste dimensie is gewoonlik met BAW geloop (looptyd 
= 18 20 uur) en die tweede met fenol (looptyd = 22 - 24 
uur) • 

c) 	 Gedroogde chromatogramme is op dieselfde wyse as hierbo 
ontwikkel. 

Tweedimensionele papierchromatografie is aangewend vir: 

identifisering van ninhidrienpositiewe verbindings, 

isolering en 

konsentrasiebepaling. 

Die tweedimensionele posisie 
verbinding op 'n chromatogram, 

(R
f 

of 
tesame 

relatiewe R
f 

) van ' n 
met sy ninhldrien/kol­
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lidien kleurontwikkeling, is 'n goeie parameter vir identifi ­
kasie. Boonop gee die intensiteit van ontwikkeling plus 
koloppervlak, 'n redelik betroubare aanduiding van die hoe­
veelheid van die verbinding op die chromatogram. Deur die 
monstervolume in 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 om die monstervolume vir analise te 
bepaal. 

Ontwikkelde chromatogramme is ook aangewend om sekere 
verbindings op die outomatiese aminosuuranaliseerder te 
karakteriseer. Daar is vasgestel dat nie meer as lOX 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 chromatogramme eers te ontwikkel, kon kolle akku­
raat uitgeknip, die verbindings afge~lueer en op die outoma­
tiese aminosuuranaliseerder geplaas word. Alhoewel eluate 
feitlik altyd "onsuiwer" was, was die uitgeknipte verbinding 
in 'n beduidende ho~r konsentrasie teenwoordig. 

Na ontwikkeling is chromatogramme dadelik gefotostateer en 
sodoende in "swart en wit" bewaar.;. Behandeling van die 
oorspronklike chromatogram met Cu + (vir behoud van die 
ninhidrienkleur) is aanvanklik oorweeg. Die filtreerpapier 
was egter nie sterk genoeg om in die l~ersisteem (wat daag­
liks hanteer word) gebruik te word nie. Boonop verskyn 
allerhande vlekke lTIet verloop van tyd op die "gepreserveerde" 
chromatogramme. Waar nodig, is kleur op die fotostate byge­
skryf. 

'n Voorkoms- en konsentrasiemuurkaart van 48 ninhidrienposi­
tiewe verbindings uit 41 E[Qi§~ §QQ. is opgetrek. Van hierdie 
inligting is gebruik vir die groeperingsanalise .in hoofstuk 
C" 
..J. 

Die LKB 4150 Alpha analiseerder is gebruik, hoofsaaklik vir 
kwantitatiewe werk, maar ook as rugsteun vir identifikasie. 
'n Standaardprogram vir analise van plantvloeistowwe (Powrie, 
1986 - program 2) wat saam met die analiseerder verskaf is, 
is gebruik. Bufferoplossings en die ninhidrienreagens was ook 
standaard. 'n Dubbelpen skrywer is aan die integreerder 
gekoppel, sodat chromatogramme van 440 nm en 570 nm ook apart 
getrek is (integreerder teken slegs die somtotaal absorpsie 
in een chromatogram). 
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Die PERKIN-ELMER 983 infrarooi spektrofotometer is gebruik. 
Dro. gekristalliseerde isolate van gefdentifiseerde (m.b.v. 
papierchromatografie, ger~gsteun deur retensietye op die 
outomatiese aminosuuranaliseerder) aminosure, asook elk se 
outentieke standaard (MERCK), is in 'n nujolmedium voorberei 
(fyngemaal met 'n stamper en fysel in 01) en die spek 
trums is tussen 625 nm en 4 nm rek. Die groot piek 
(eintlik drie pieke) tussen 2 800 nm en 3 000 nm is toe te 
skryf aan die nujol. 

2.8 

Gekristalliseerde isolate is in H00 opgelos (10,0 mg/ml), 
behalwe tirosien wat in 'n 1,0 N HCt (teen dieselfde konsen­
trasie) oplossing was. ings is met die IN-ELMER 141 
POLARIMETER gedoen by 'n temperatuur van 20,0 
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Proteas besit verskeie verbindings wat ondersoek na die vrye 
aminosure bel emmer, veral die relatief groot hoeveelheid 
tanienne. Talle pigmentverbindings kom voor en baie besit 
van die chemiese eienskappe waarvan k gemaak word in 
navorsing op aminosure, by. netto elektriese lading~ 

absorpsie by 440 en 570 nm en ooreenstemmende molekulOre 
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 440 en 570 nm word deur outomatiese amino­
suuranaliseerder gemonitor en 

polimerisering vorm klonte wat filtreersiffies van 
apparaat verstop. 

es verskil egter wat hulle samestelling van hierdie 
verbindings betref, sodat sekere ekstraksuiwering ieke 
van soort tot soort verskil het. 

Metede: 

a) 	 Die fynge e MCW-ekstrak is deur glaswol in 'n 

filtreer. 


b) 	 Hierna is die residu met MCW gewas. 

c) 	 Filtrering met glaswol, aseok Whatman 1 papier, is in 
ander stadiums uik, wanneer van partikulOre materiaal 
in groot volumes ekstrak ontslae geraak is. 

d) 	 Membraanfil ies onder vakuum of druk, is vir meer 
gekonsentreerde monsters gebruik. 
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Metode en Bespreking; 

Hierdie tegniek is aangewend om meer digte deeltjies (bv. 
polimere, partikul@re plantreste en kristalle) uit 'n oplos­
sing neer te slaan. Skeiding van die metanolwaterfase van 
die lipofiliese chloroformfase, is ook aansienlik deur sen­
trifugering teen 3 000 9 vir 10 min (i.p.v. ongeveer 12 
uur teen normale swaartekrag) versnel (kyk hoofstuk 2). 

Metode en Bespreking: 

In sommige gevalle, soos met die jong, rooi loofblare van E. 
C~QCQQilQ§2' vorm massas naaldvormige klossies kristalle 
gedurende vakuumkonsentrering van die MW-ekstrak. MeOH word 
eerste afgedamp, waartydens geen kristallisering plaasvind 
nie, maar wanneer slegs H~O teenwoordig is, vertroebel die 
ekstrak vinnig en klossies ~it kristalle sak uit. Oonddro­
ging van hierdie kristalle, vorm 'n tameletjieagtige kors (in 
die geval van E. CYQCQQilQ§2 was dit 9,02 9 per 117,35 9 dro~ 
materiaal, dus 7,691.). 

Na die eerste groep kristalle uit die ekstrak onttrek is, pak 
'n tweede groep geel kristalle teen die glashouerwande. Dis 
ook naaldvormig, maar die naalde is . parallel tot mekaar 
gerangskik en het 'n soliede voorkoms. (Kyk verdere bespre­
king en karakterisering van hierdie twee kristalvorme in 
hoofstuk 4 onder "Ninhidriennegatiewe Verbindings".) 

Gewoonlik vind kristallisering van ninhidriennegatiewe ver­
bindings in hoogsgekonsentreerde na-DOWEX-ekstrakte (na 
ioonuitruiling), wat vir papierchromatografie, outomatiese 
aminosuuranalise en finale isolering voorberei is, plaas. 
Tot dusver is nog net een aminosuur, waarskynlik tirosien, in 
so 'n ekstrak in kristalvorm neergeslaan. 

Ninhidrienpositiewe verbindings is gewoonlik in 'n 
minimumvolume warm H~O opgelos en met asetoon gekristalliseer 
(kyk hoofstuk 4 vir ~pesifieke metodes). 

Sommige spesies bevat ninhidriennegatiewe verbindings wat met 
PVP (polivinielpirrolidoon) reageer, om 'n taai, donker 
geelbruin neerslag te vorm. Laasgenoemde is baie swak H 0­
oplosbaar, maar goed oplosbaar in alkalie soos NH 0H. In4
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9 

ander gevalle is die neerslag in die 
wat maklik verwyderbaar is. 

vorm van groot klonte 

Metode; 

a) Nadat die MW-ekstrak so 75% onder vakuum gekonsentreer is 
(MeOH onttrek), om eers van swak H~O-oplosbare verbin­
dings ontslae te raak, word ongeveer~l,O 9 PVP / 20,0 
dro~ massa daarby gevoeg (massa vooraf bepaal, want 
spesies verskil t.o.v. PVP-reagerende verbindings). 

b) 	 Effense verhitting (tot nie meer as 50 °c nie) laat die 
neerslag binne 1 min vorm. Aangesien laasgenoemde teen 
die houerwande klou, kan die residu maklik afgegoai word. 
Soms is die neerslag in die vorm van los stukke. 

Metode; 

a) 	 Aanvanklik is 10% H~O~-oplossings met 5% NH 0H bellandel
4en verhit tot ongev~et 50 grade C. 

b) 	 Aangesien H~O~ onstabiel in alkaliese medium is, vind 
oksidasie g~r~delik plaas vir so 10 minute. Dis van 
eksotermiese aard, sodat d~e oplossing se temperatuur 
gedurende reaksie 100 - 101 °c is. 

c) 	 NH 0H is met katalase vervang en die oksidasie het teen
4kamertemperatuur verloop (katalase verwyder deur 

ioonuitruiling hierna). 

Bespreking: 

Die meeste pigment reageer met H~O~. Daarteenoor is dit 
bekend dat aminosure baie stabiel ~n~er sulke toestande is. 
In die geval van pigment, verdwyn die kleur, sodat die oplos­
sing (ekstrak) helderder voorkom. Dit beteken egter nie dat 
die pigmentmolekuul totaal vernietig is nie. 

Gedurende H~O?-oksidasie daal die pH drasties (veral in gra­
ter monster~); sodat eers van die suur ontslae geraak moes 
word, voordat ioonuitruiling uitgevoer is. Katalase blyk 
egter onstabiel te wees in die lae pH wat ontstaan, sodat 
spore van afbreekprodukte na oksidasie in die ekstrak teen­
woordig is. Betreklik groot hoeveelhede katalase (tot 1,0 ml) 
van 'n gekonsentreerde katalase oplossing moes in sekere 
gevalle bygevoeg word, voordat enige effek waargeneem is. Die 
katalase is moontlik gernaktiveer deur die polifenoliese 
verbindings in die ekstrak. Herhaalde kouelugindamping gedu­
rende die proses (om te probeer verhoed dat die pH so laag 
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daal) was oak onsuksesvol en katalase het nag steeds ninhi­
drienpositiewe afbreekprodukte vrygestel. NH OH is dus 
voortaan gebruik. Die gevaar dat peptiede in 3ie ekstrak 
(bv. verbinding 47 - kyk later in hoofstuk 4) onder hierdie 
hitte- en suurtoestande mag opbreek, het bestaan, sodat 
H~O~-oksidasie slegs op isolate, waarvan die vrye ninhidrien­
p~sttiewe verbindings se inhoud bekend was, uitgevoer is. 

Volgens absorpsiespektrums voor en na oksidasie, word ten 
minste 90% absorberende verbindings uit die oplossings verwy­
der deur H~O~-behandeling. Kolompakstowwe herwin feitlik 
geheel en alkh~lle oorspronklike kleur na die proses. Ekspe­
rimente wat die ioonuitruilvermo~ van ongebruikte hars met 
die van pigmentverkleurdes en pigmentverkleurdes, wat met 
H~O~ behandel is, vergelyk, is uitgevoer. Geen beduidende 
v~r~kil (99%) is gevind nie. Albei verskil oak nie bedui­
dend van nuwe, ongebruikte hars nie. 

Metode en Bespreking: 

'n Monster wat nag nie deur katioonhars gestuur is nie en op 
die anioonkolom geplaas word, se H~O-eluaat vorm gedurende 'n 
staantydperk van 24 uur 'n taai sw~rtbruin neerslag. Aange­
sien dit bekend is dat sommige tanniene met aansuring (e­
luaat-pH 3,5 - 4,0) sodanig polimeriseer dat dit in'n wate­
rige oplossing uitsak en die asetoonoplosbare neerslag van 
die eluaat boonop 'n swartblou kleur met FeC1 7 gee, is hier­
die taai neerslag waarskynlik van tannienoors~rong. 

Indien die neerslag in asetoon opgelos word, H~O bygevoeg 
word en die asetoon dan weer deur vakuumkonsentre~ing onttrek 
word, bly die verbindings in oplossing. Wanneer dit ge­
volglik op 'n katioonhars geplaas word (DOWEX 50W-X8), addeer 
dit so sterk dat feitlik niks deur selfs 6,0 N HCl (of 16,0 N 
NH4 0H) 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 8,0% van die totale oorspronklike dro~ massa. 

Blote konsentrering in 'n waterige medium en 'n paar dae 
staantyd in die yskas, lei dikwels tot die vorming van 'n 
presipitaat. Alhoewel sulke ekstrakte in 'n vroe~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 presipitaat te laat uitsak. In laasgenoemde geval 
kon die presipitaat weer opgebreek het wanneer die ekstrak in 
'n volgende stap verdun is. Die presipitate was gewoonlik 
wit, geel of swartbruin van kleur. 
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Polifenoliese en ander aromatiese verbindings (o.a. oak aro­
matiese aminosure soos triptofaan, tirosien en fenielalanien) 
adsorbeer aan geaktiveerde koolstof. Hierdie tegniek kan dus 
vir ekstraksuiwering, maar oak am aromatiese aminosure van 
ander te skei, aangewend word. 

Metode: 

a) 	 Die koolstof is geaktiveer deur dit vir 1 uur op te 
skud in 5,0% CH COOH, waarna die meeste oortollige3CH COOH deur H20-w~ssing verwyder is.

3 

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

c) 	 Die koolstof en vloeistof is dan deur'n tregter met 
glaswol filtreer en die residu (koolstof + fenole) met 
H~O gewas tot die filtraat helder voorgekom het . 

.L. 

d) 	 Onttrekking van die geadsorbeerde fenole geskied deur die 
koolstof nou in 5,0% (m/v) fenol in 20,0% (v/v) CH_COOH 
goed op te skud, die oplossing af te gooi en die r~sidu 
met nog fenol-asynsuur te was. 

e) 	 Fenol is d.m.v. eterekstrahering uit die fenoliese frak­
sie onttrek. 

Bespreking: 

Hierdie aromatiese eluaat word dan eers met PVP, gevolg deur 
H~O~, behandel, waarna ioonuitruiling gewoonlik plaasvind. 
A~naesien die aromatiese aminosure ook saam met ander amino­
sure (bv. valien, alanien leusien/isoleusien en 4-aminobot­
tersuur), afhangende van die isoleringsmetode, voorkom, is 
koolstofadsorpsie dikwels as 'n prim~re skeidingstegniek 
toegepas. In hoofstuk twee is dit genoem dat aromatiese 
verbindings gewoonlik eers uit die ekstrak onttrek is, waarna 
anioonuitruiling plaasgevind het en laastens katioonuitrui­
ling, om die "druk" op die katioonhars te verlig. 

In sommige gevalle is fenole met dietieleter uit ekstrakte 
verwyder. Om die fenole eteroplosbaar te maak, moet die wat 
in die glikoonvorm teenwoordig is (gewoonlik die meeste), 
eers na die aglikoon (verwyder suikersyketting) gehidroliseer 
word. 
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Metode: 

a) 	 Hidrolise is met 2,0 N HCI teen 100 °c vir 30 min uitge­
voer. 

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

c) 	 Soutsuur is deur kouelugverdamping onttrek. 

Bespreking: 

Hierdie metode is egter met geaktiveerde koolstofadsorpsie 
vervang, omdat meer verbindings deur laasgenoemde onttrek is 
(suikerkettings het ook in die ekstrak agtergebly) en die 
aromatiese ninhidrienpositiewe verbindings terselfdertyd van 
die res geskei is. Boonop het die gevaar bestaan dat van die 
peptiede in die ekstrak teenwoordig, kon hidroliseer. 

Metode: 

a) 	 Eluering is met die kolomstelsel (elueermiddelreservoir, 
peristaltiese pomp, kolom, absorpsiemonitor en skrywer en 
'n outomatiese fraksieversamelaar) uitgevaer. 

b) 	 Die elueermiddel was H~O of 0.5 N CH~COOH. 
L . ~ 

c) Swamgroei op die kolompakstof is met 0,2% n-butanol 
(hierna BuOH) in die elueermiddel verhoed. 

Bespreking: 

Verbindings word hier hoofsaaklik ap grand van molekul~re 

grootte geskei. Gedurende die proses, word veral van die 
groot hoeveelheid tanniene ontslae geraak. Ongelukkig 
reageer van die verbindings met die jel (Merck Kieseljel 60, 
230 - 400 maat). Aromatiese aminosure 5005 tirosien, tripto­
faan en fenielalanien reageer moontlik ook met die jel, 
aangesien daar 'n groet verlies (30% - 80%) van hierdie 
aminosure was. 

Trisakriljel (IBF/LKB Trisacryl GF 05) is analoog aan Sepha­
dexjel en skei dus verbindings op grond van molekul@re groot­
teo Aangesien Sephadex nie bekombaar was nie, is trisakril 
gebruik. 



Metode: 

a) 	 Dieselfde kolomstelsel (beskryf in paragraaf 3.10) is 
gebruik, met HrJO of 0,5 N CH COOH in 0,2% BuOH as elueer­

"'-	 3middel. 

b) 	 'n Kort voorafkolom (40,0 em x 1,6 em) en langer kolom 
(100,0 em x 1,6 em) is met trisakriljel gepak, sodat die 
adsorberende en stadigbewegende verbindings uit die lang 
kolom gehou is. 

e) 	 Die jel is herwin deur omgekeerde eluering, gewoonlik met 
die elueermiddel oorspronklik aangewend, maar in gevalle 
waar baie adsorpsie plaasgevind het, is van 2,0 M NaCI 
gebruik gemaak. 

Bespreking: 

Die jel aangewend, lewer 'n lini~re skeiding van verbindings 
met molekul~re massas 200 - 2 500. Dit beteken dat die 
aminosure, waarvan die molekul~re massas meestal tussen 100 
en 250 wissel, in 'n smal band afge~lueer is. 

Adsorpsie aan die jel vind egter plaas en dit wil voorkom 
asof sommige aminosure (nie suuraminosure nie) hieronder val. 
Trisakriljel is gewoonlik slegs aangewend wanneer bekende 
aminosure, waarvan die gedrag t.o.v. die jel reeds voorheen 
bepaal is, in die monster teenwoordig was. Verder adsorbeer 
geen van die verbindings wat. die jelkolom ver'laat, "on.;,f- ­
el ueerbaar- II op DOWEX i Donui tr-ui 1 hars ni e. Di t kom dus voor 
asof dit diese1fde groep is wat in beide gevalle probleme 
skep. 

Vol gens die litteratuur behoort geen aminosuur op die tris­
akri1jel te adsorbeer nie. Die resultate kan moontlik aan 'n 
ami nosuur-" tann i en " __.j e1 i nter'aksi e toegeskryf word. 

Metode en Bespreking: 

Ioonuitrui1eluaatfraksies wat by kamertemperatuur (18 25 
°C) homogeen donkerbruin gekleLlr is, vorm gekonsentreerde 
swartbrLlin bande bo en/of onder in die proefbuis gedLlrende 
bevriesing. Die res van die oplossing word aansien1ik ligter 
en in baie geva11e feit1ik glashelder. Met ontvriesing vind 
vermenging deLlr diffusie baie stadig plaas. Indien teenwoor­
dig, is die boonste band eerste met 'n pasteurpipet afgesLlig 
en daarna die onderste. 

Die hoeveelheid ninhidrienpositiewe materiaal teenwoordig in 



die bande, is aansienlik verminder deur die totale oplos­
sing te verdun deur oplosmiddelbyvoeging (gewoonlik H~O). Die 
konsentrasie van pigment in die bande bly skynbaar di~selfde, 
terwyl die ninhidrienpositiewe verbindings, wat blykbaar in 
die hele oplossingkolom homogeen gekonsentreer is, se konsen­
trasie in die bande laer is. 

Relatiewe digtheidsveranderinge met temperatuurverandering, 
is moontlik vir bogenoemde verskynsel verantwoordelik. Die 
oplosmiddel en pH van die oplossing behoort ook'n rol te 
speel. Eksperimentering met hierdie tegniek duur voort. 

Metode en Bespreking1 

Ninhidrienpositiewe isolate wat d.m.v. ioonuitruiling gesui­
wer is, 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 ioonuitruilproses weer 
herhaal word, skei'n groot fraksie (vol gens absorpsiespek­
trums tussen 200 nm en 750 nm tot meer as 90%) van die 
absorberende ninhidriennegatiewe verbindings van die ninhi­
drienpositiewes. 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 spesifieke suiweringstap, is slegs van klein kolom~e 

(15,0 em x 2,0 em), gepak met DOWEX 1 - X8 (CH COO)
3(100 - 200 maat) , gebruik gemaak en dan gewoonlik op 'n 

latere stadium van isolering, by. om van ongewensde 
spoorhoeveelhede in 'n isolaat ontslae te raak. Die 
kolomstelsel is nie hier aangewend nie, maar 'n 
eenvoudige, geslote vloeisisteem. 

b) 	 Eluering was gewoonlik met 0 - 2 N CH 7 COOH en die 
kolommetjies is geregenereer deur slegs m~t H~O te was 
tot pH 5 - 6. L 

Metode en Besprekingc 

a) 	 Ook hier is slegs klein kolommetjies as spesifieke suiw,­
ringstap gebruik. Die pakstof was DOWEX 50W - X8 (H ) 
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200 - 400 maat). 

maarb) Die elueermiddel was gewoonlik (I - 4 
o 2 N Hel is soms aangewend. 
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4.1 !!!l~!.g!.!!g 

Na aanleiding van die resultate met papierchromatografie 
verkry en beskikbaarheid van materiaal, is besluit om amino­
sure uit die volgende drie spesies te isoleer: E. ~YC§~ ssp. 
~YC§~, E· gl~QC~ en E· CyQCQQilQ§~· 

Alhoewel daar op ninhidrienpositiewe verbindings gekonsen­
treer is, is"n paar van die belangrikste ninhidriennega­
tiewes, wat algemeen in hoM konsentrasies voorgekom het, ook 
gefsoleer. Laasgenoemde groep het talle probleme veroorsaak, 
by. gedurende ioonuitruiling (kristallisering in die 
harskolom of "sameklonting" van die harsoppervlak), binne 
ekstrakhouers (neerslag) en selfs op papierchromatogra~ne 

(kristallisering gedurende droging van die kol vorm harde 
kors wat skeiding belemmer - kristalle baie swak oplosbaar in 
loopvloeistowwe aangewend). 

Suiwer gefsoleerde verbindings is in die kristalvorm gestoor 
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 donker 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 5.1 en Tabel 
5.1 is (vir maklike verwysing). Verbindings se identiteit is 
voorlopig d.m.v. ko-chromatografie van standaarde op papier 
en retensietye op die outomatiese aminosuuranaliseerder be­
paal. Die suiwerheid van die ses gekristalliseerde verbin­
dings is d.m.v infrarooispektrofotometrie bepaal en vyf se 
spesifieke optiese retasie is vasgestel. Kwantitatiewe bepa­
lings is met die aminosuuranaliseerder 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 ..,..... 

4.2.1 


Suiwering: katioonuitruiling + trisakriljelfiltrering 
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Figuur 4.1 - Voorstelling am die tweedimensioneel papierchromato­
grafiese posisies van 48 ninhidrienpositiewe verbindings 
uit 41 Suid-Afrikaanse spesies van E[gt~~, aan te dui. 
(Kyk Tabel 4.1 vir meer besonderhede.) 



Tabel 4.1 - Voorlopige identifikasie en eienskappe van ninhi­
drienpositiewe verbindings aangedui in Figuur· 4.1. 

bg = blougroen 0 = oranje 
bl = blou ob = oranjebruin 
bp = bloupers og = oranjegeel 
br = bruin p = pers 
ge = geel rv = rooiviolet 
gp = gryspers v = violet 
gr = grys 
s = standaardafwyking van die gemiddelde 
gr p beteken grys verander na pers binne 24 uur 

Nr. Identiteit Nin/kol 
kleur 

BAW (90 : 10 : 29) H
2

O PheOH 

Rf(s) RfAla(s) R
f 

(s) RfAla(s) 

1 
2 
3 
4 
5 

6 
7 
8 
9 
10 

11 
12 
13 
14 
15 

16 
18 
19 
20 
21 

22 
..,~ 

L . j 

24 
25 
26 

27 
28 
29 
30 
::.1 

32 
33 
34 
::!.5 
3 6 

37 
38 
3 9 
40 
41 

42 
43 
44 
45 
46 

47 
48 
49 

serien 
prolien 
onbekend 
4 - aminobottersuur 
onbekend 

tirosien 
leusien/isoleusien 
onbekend 
fenielalanien 
onbekend 

onbekend 
onbekend 
glisien 
aspartiensuur 
glutamiensuur 

alanien 
onbekend 
onbekend 
etanolamien 
histidien 

asparagien 
onbekend 
glutamien 
lisien 
treonien 

~rg i n i ~n 
onbekend 
valien 
onbekend 
ornitien 

onbekend 
~.-alanien 

onbekend 
2,3-diaminopropioonsuur? 
onbekend 

sistien? 
pipekoliensuur 
onbekend 
onbekend 
fosfoserien 

triptofaan 
onbek end 
onbekend 
onbekend 
onbekend 

onbekend 
onbekend 
onbekend 

br - gp 
ge - p 
0 - p 
p 
gr 

gr - p 
p 
0 

br - p 
br - p 

ge 
ge 
rv - p 
b - p 
v - p 

p 
gr - p 
bg - P 
ob - gp 
p 

0 - ob 
p 
v - p 
p 
gr - p 

p 
p 
p 
gr - p 
p 

rv - p 
b 
p 
v - p 
p 

v - gp 
bp - -­
v - p 
p 
bp 

br - p 
p 
p 
09 - P 
gp 

bp - P 
br - p 
0 - p 

0,11 (0,02) 
0,24(0,02) 
0,40(0,02) 
0,34(0,03) 
0,77(0,02) 

0,36(0,01) 
0,61(0,04) 
0,09(0,01) 
0,55(0,04) 
0,64(0,03) 

0,11 (0,02) 
0,06 (0, 01) 
0,12(0,01> 
0,11(0,01) 
0;16<0,01) 

0,20(0,02) 
0,02 (0, I) 1 ) 
0,09 (0, 01) 
0,29(0,03) 
0,06(0,02) 

0,09 (0, (1) 
0, 11 (0,00) 
0,11 (0,02) 
0,08(0,02) 
0,17(0,02) 

0,13(0,01) 
0,03(0,01 ) 
0,43(0,03) 
0,04(0,01) 
0,05(0,00) 

0,17(0,02) 
0,21 (0,03) 
0,18(0,01) 
0,06 (0, (1) 
0,03(0,01) 

0,06 <0, 01) 
0,35(0,03) 
0,62 (0, 01) 
0,11(0,01> 
0,03 <0, 01> 

0,48 (0,01) 
0,07 (0, 01) 
0,21 (0,01) 
0,47(0,03) 
0,72 (0,10) 

0,26(0,02) 
0,23 (0, 01) 
0,42(0,03) 

0,58(0,04) 
1,22 <0, 03) 
2,12(0,06) 
1,66 (0, 04) 
3,83(0,06) 

1,79(0,06) 
2,93(0,05) 
0,47(0,05) 
2,70(0,06) 
3,05(0,07) 

0,52 <0, 06) 
0,32(0,05) 
0,63(0,04) 
0,56 <0, 04) 
0,78(0,04) 

1 , 00 (° , (II) ) 
0,10<0,03) 
0,42 <0, (3) 
1,53(0,06) 
0,28 <0, (7) 

0,45(0,03) 
0,62(0,05) 
0,56(0,05) 
0,41 (0,05) 
0,87(0,03) 

0,64(0,03) 
0,17(0,02) 
2,13(0,05) 
0,19 <0, (3) 
0,25(0,01) 

0,82(0,04) 
1,14 (0,03) 
0,87 <0, 04) 
0,38 <0, 03) 
0,17<0,02) 

0,29(0,02) 
1,92 <0, (5) 
2,95(0,07) 
0,55(0,04) 
0,16(0,02) 

2, 17 (0, 04) 
0,35(0,02) 
1,05 (0, (3) 
2,35(0,05) 
3,60 (0,16) 

1,30(0,04) 
1,15(0,02) 
2,10 (0,05) 

0,41 (0,01) 0,66(0,03) 
0,91 (0,01) 1,46<0,03) 
0,73(0,02) 1,16 <0, (5) 
0,80(0,01) 1,29 «(., (3) 
0,00 <0,00) 0,00(0,00) 

0,67(0,02) 1 , 08 <0, 04 ) 
0,89(0,02) 1,44(0,04) 
0,34 <0,03) 0,55(0,05) 
0,90(0,02) 1,44(0,05) 
0,93<0,01 ) 1,50(0,06) 

0,13 (0, 03) 0,21(0,05) 
0,27(0,03 ) 0,44<0,05) 
0,47 <0,01) 0,76(0,02) 
0,22(0,02) 0,35(0,03) 
0,31<0,02) 0,50(0,03) 

0, 62 (0 , 01 ) 1,00(0,00) 
0,68(0,02) 1,09 (0, 05) 
0,79(0,03) 1,27 (0, 04) 
0,80 <0, 01) 1,30(0,0'1) 
0, 75 «I, (2) 1,21 (0,07) 

0,49(0,01) 0,79(0,03 ) 
0,81 (0,00) 1,28(0,07) 
0,64 <0,(2) 1 , 03 (0, 04 ) 
0,49(0,03) 0,79<0,06) 
1),54 (0, (2) 0,87 <0,(2) 

0,77(0,01) 1,24 (0,02) 
0,33(0,03) 0,53(0,05) 
0,81 (0,02) 1,31 (0,04) 
1),96(0,01) 1,58 <0, 02) 
0,23 (0, 01) 0,38(0,02) 

0,71 (0,02) 1, 14 «1,03 ) 
0,70(0,03) 1,12(0,01) 
0,87 (0, (1) 1,41(0,03) 
0,63(0,03) 1,00 (0 , 0 3 ) 
0,18(0,03) 0,29(0,03) 

0,37<0,01) 0,59(0,01) 
0,93<0,01) 1,49(0,04) 
0,92(0,01) 1,47 <0, 06) 
0,49(0,01) 0,79(0,02) 
0,12(0,01> 0,20(0,02) 

0,86 <0, 01) 1, :c. :c. (0, (1) 
0,44(0,01) 0,71(0,01) 
0,35(0,02) 0,56(0,03) 
0,78(0,02) 1,26(0,05) 
0,57(0,07) 0,92 (I), 11 ) 

0,59(0,03) 0,95(0,05) 
0,75(0,01) 1,21 (0,02) 
0,91 (0,01) 1,47(0,03) 



Monster: 	 e· 2~Cg2 ssp. 2~Cg2 
MCW 800 9 droog (blomme, blare en stingels). 

Metoda en 	Baspreking: 

a) Glaskolom (26 x 1 000 mm) gepak met DOWEX 50W - X8 
(200 - 400 maat). 

b) 	 Sit monster op, H~O-wassing tot helder eluaat, 0 - 6 N 
NH 0H-eluering, a~ginien is die laaste ninhidrienposi­

4tiewe verbinding om die kolom te verlaat (5% oorvleueling 
met etanolamien). 

c) 	 Vloeitempo 1 ml/min. 

d) 	 Vakuumkonsentrering onttrek NH_ en 'n deel van die H~O. 
~ 	 k 

e) 	 Arginien is baie goed oplosbaar in H~O, maar so ook die 
ander verbindings wat saam van die katioonkolom ge~lueer 
is. Hierdie hoogsversadigde toestand mag die rede wees 
dat, wanneer asetoon by die H~O-oplossing gevoeg word, 'n 
deelvolume van die H~O as 'n anderste fase van die melke­
rige res skei. Dte boonste fase lewer wit kristalle, 
maar gekleurde kristalle slaan uiteindelik Qnder neer 
(kristallisering duur relatief lank: 5 - 7 uur). 

f) 	 Gevolglik is MeOH by die heropgeloste kristalle (asetoon 
weer bygevoeg) gevoeg, totdat die onderste H~O-fase net 
verdwyn. Die kristalle was nou homogeen verkl~ur. 

g) 	 Aangesien arginien baie swak oplosbaar is in MeOH, is 
die kristalle daarin opgeskud. Die MeOH-fase het lig 
verkleur (ongeveer 20% pigment onttrek en waarskynlik nie 
meer as 5% arginien verloor nie). 

h) 	 Verdere suiwering geskied deur trisakriljelkolomchromato­
grafie en herkristallisering met H~O/MeOH/asetoon . ..... 

Die infrarooispektrums van die isolaat en standaard 
(MERCK: L-arginien) is getrek (Figuur 4.2 kyk 2.7 vir 
metode) en die spesifieke optiese rotasie is in water 
bepaal (+9,90 

- kyk 2.8 vi r metode). 

Uit die resultate in i) blyk dit 'n baie suiwer isolaat van 
L-arginien te wees. 

!Qigcg~~~Qig QemgCb~Q9: In vier verskillende orgaanmonsters 
van E. Q~C~~fQ~~~ (saad, blomme, omwindselblare en loof­
blare), is tweedimensioneel papierchromatografies opgemerk 
dat 'n groot hoeveelheid arginien (onopspoorbaar in die vars 
monsters) na drie maande berging, teenwoordig was. Hoofsaak­
lik een van die oorspronklik teenwoordig, het verdwyn. Twee­
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Figuur 	4.2 Infrarooispektrums van standaard arginien (Merck 
bo) en arginien gefsoleer uit ECQt~~ ~~C~~ ~~C~~ (onder). 



dimensioneel papierchromatografies blyk laasgenoemde ornitien 
te wees. In die ornitiensiklus~ wat in baie plante reeds 
gevind is, word ornitien deur die uitsplyt van ureum d.m.v. 
arginase uit arginien gevorm. Dit mag wees dat die omskake­
ling spontaan plaasgevind het, maar kon ook deur mikro~rga­
nismes veroorsaak 
veer 3 °c geberg 

gewees 
was In 

het~ alhoewel die monster teen onge­
water en Q~ ~i~ QQ9 ~f ongekontami­

neer voorgekom het. 

18,0 mg 

Suiwering: 	 papierchromatografie + anioon- + katioonuitrui­
ling 

Monster; 	 e· 2~C§2 ssp. 2~C§2 
NH 0H-eluaat (gemeng vanaf katioonkolomme),

4
400 9 droog (blomme, loof en stingels). 

Metode en Bespreking: 

a) 	 Whatman 3 papier (46 x 57 cm)~ 

b) 	 Eerste dimensie geloop met BAW vir 18 uur. 

c) 	 Dwarsbandversameling en H~O-eluering volg. 
L 

d) 	 Tweede dimensie eluering was met fenol. 

e) 	 Dwarsbandversameling en H?O-eluering toon steeds spore 
van aspartiensuur~ sistien,-glisien en waarskynlik gluta­
miensuur op die aminosuuranaliseerder. 

f) 	 Deur 'n klein glask~lom (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~ is 'n 
glashelder, pigmentvrye eluaat van as~aragien verkry, 
sonder die spore van aspartiensuur en glutamiensuur, maar 
met sistien en glisien skaars waarneembaar teenwoordig 
(slegs op outomatiese aminosuuranaliseerder). 

g) 	 Dieselfde grootte katioonkolommetjie (DOWEX 50W - X8 (H+) 
200 - 400 maat) lewer ten minste 80% van die asparagien 
in f) suiwer met 0,5 N NH 0H, nadat trapsgewys met 0,14
0,8 N ge~lueer is. 

h) 	 ~c1~t~ii1~§ciQg: Die isolaat in g) is opgelos in die 
ominimum volume water teen 50 C (kookpunt van asetoon ~ 

53 0 C). Asetoon is stadig by die oplossing in die proef­
buis gevoeg, totdat dit net melkerig vertoon het. Die 
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proefbuis is deurent~d in 'n groat beker met water (aan­
vangstemperatuur 50 C) gehou. Na asetoonbyvoeging is 
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 500 
9 vir 5,0 min) en die bovloeistof afgegooi. Die prose­
dure is drie keer herhaal, waarna die kristalle wit 
naaldvormig vertoon het. 

i) Die infrarooispektrums van die isolaat en standaard 
(MERCK: DL-asparagien) is getrek (Figuur 4.3) en die 
spesifieke optiese rotasie is in water bepaal (0-1,90 

). 

Hieruit blyk dit 'n baie suiwer isolaat van L-asparagien 
te wees. 

10,0 mg 

Op drie maniere gesuiwer: 1. Katioonuitruiling 
2. 	 Anioonuitruiling 
"7..:.. 	 Papierchromatografies 

Monster: 	 E· 2~~~2 ssp. 2~~~2 
MCW 800 9 droog (blomme, blare en stingels). 

Metoda: 

- +a) Glaskolom (1000 x 26 mm), gepak met DOWEX 5uW - X8 (H ) 
(200 - 400 maat). 

b) 	 Die ingedampte ekstrak is deur klein katioonkolommetjies 
gestuur. 

c) 	 Eluering is met 4,0 N NH 0H uitgevoer en die eluaat is
4onder vakuum gekonsentreer. 

d) 	 Die konsentraat is op die groat katioonkolom geplaas en 
met 6,0 liter 0,1 N NH 0H ge~lueer.4

e) 	 Vloeitempo 1,0 ml/min. 

f) 	 Versamel die neutrale pH fraksie waarin aspartiensuur 
suiwer voorkom (eerste NH 0H verlaat die kolom na 6,0

4liter eluaat). 
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Figuur 4.3 - Infrarooispektrums van standaard asparagien (Merck ­
bo) en asparagien gefsoleer uit ECQ~~~ ~~C~~ ~~~~~ (on­
der) . 



Monster: 	 E· gl~Qr::~ 
MCW 500 9 droog loofblare. 

Metode: 

a) Gl askol om ( 1 000 x 16 mm), gepak met DOWEX l-X8 
(CH~COO )

.:;, 
(100 200 maat). 

b) Die ingedampte ekstrak is direk op die groot kolom 
geplaas. 

c) Gradi~nteluering was met 0 - 2 N CH ..... COOH. 
.:;, 

d) Vloeitempo 2,5 ml/min. 

e) Aspartiensuur kom suiwer in die laaste 35% ninhidrienpo­
sitiewe fraksies voor (bestaande uit eerstens glutamien­
suur, oorvleuel en opgevolg deur aspartiensuur). 

Monster: 	 E· r::!:!Qr::QQi!.Q§~ 
MCW 300 + 500 9 droog (rooi, jong loofblare). 

Metode: 

a) 	 Stappe a) - d) dieselfde as bogenoemde. 

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

c) 	 Fraksies vanwaar aspartiensuur met die peptied begin 
vermeng, asook die waarin die peptied suiwer voorkom, is 
gekombineer, die CH~COOH deur kouelugverdamping verwyder 
en weer op die aniooXkolom geplaas. 

d) 	 H~O-wassing en gradi~nteluering met CH,COOH lewer alle 
ntnhidrienpositiewe komponente, behalwe ~spartiensuur, in 
die H~O- eluaat, sodat aspartiensuur suiwer versamel is 
(pepti~d blykbaar totaal gehidroliseer - komponente almal 
anionies neutraal). 

Monster: E· ~~r::~~ ssp. ~~r::~~ 
100 9 droog (blomme,loof en stingels). 

Metode: 

a) Whatman 3 papier (460 x 570 mm), H 0-gewas.
2
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b) Die MCW-ekstrak is eers deur klein katioonuitruilkolom­
metjies gestuur en met 4,0 N NH

4
0H afge~lueer. 

c) Vakuumkonsentraat is in ewe groot kolle van 300 mg dro~ 

massa, 8,0 mm in deursnee en met middelpunte 20,0 mm 
uitmekaar, op die papier geplaas. 

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

e) Dwarsstroke is uitgeknip en afge~lueer met H~O • 
..... 

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

g) 	 Dwarss~roke is weer uitgeknip en afge~lueer met H~O. 
.::. 

h) 	 Die isolaat was eendimensioneel papierchromatografies 
suiwer, maar analise deur die outomatiese aminosuuranali ­
seerder het die teenwoordigheid van onsuiwerhede aange­
dui. 

Isolaat is op die klein anioonkolom geplaas en ge~lueer 

met 0,1 N, 0,2 N, 0,3 N, 0,4 N en 0,5 N CH7 COOH. 
~ 

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

Kristallisering van al die aspartiensuurisolate uit 1, 2, 3 
en 4 was met H~O en asetoon, soos asparagien • 

.::. 

Die infrarooispektrums van die gekombineerde isolate en stan­
daard (MERCK: L-aspartiensuur) is getrek (Figuur 4.4 die 
drie pieke tussen 2 800 nm en 3 000 nm is aan die nujol toe 
te skryf) en die spesifieke optiese rotasie is weer in 
water bepaal (+3,5 0 

). D'it blyk 'n baie suiwer isolaat van L­
aspartiensuur te wees. 

45,0 mg 

Suiwering: katioonuitruiling 

Monster: E. ~~C~2 ssp. 2~C~2 
MCW 800 9 droog (blomme, blare en stingels) 

Metode: 

a) Glaskolom (26 x 1 000 mm) gepak met DOWEX 50W - X8 
(200 - 400 maat). 
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Figuur 4.4 - Infrarooispektrums van standaard aspartiensuur 
(Merck bo) en aspartiensuur ge~soleer uit E!:Q~~2 2~!:~2 
2~!:~2' E· g!2Q!:2 en E· !:~Q!:QHi!Q§~ (onder). 
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b) 	 Sit monster op, H~O-wassing geskied tat helder eluaat, 
o - 6 N NH OH-elue~ing volg en etanolamien is die enigste 
reagerende4verbinding (d.w.s. 100% suiwer) in die tweede 
laaste ninhidrienpositiewe graep fraksies. 

c) 	 Vloeitempo 1 ml/min. 

d) 	 Vakuumkonsentrering onttrek NH_ en 'n deel van die H 0 
~ 	 2 

uit 	die eluaat. 

e) 	 Aangesien etanolamien ligsensitief is, is dit in waterige 
oplossing in 'n foeliebedekte glasbottel gestoor. (Die 
infrarooispektrums is nie getrek nie en die optiese rota­
sie is ook nie bepaal nie.) 

8,0 mg (slegs uit aminosuuranaliseerderdata) 

Suiwering: papierchromatografies + anioonuitruiling 

Monster: 	 E· 91~Qr~ 
MCW 500 9 droog loofblare 

Metode en 	Bespreking= 

a) Glaskolom (16 h 1000 mm), gepak met DOWEX 1 - X8 
(CH_COO ) (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 Aantal fraksies wat slegs 
glutamiensuur (eendimensioneelpapierchromatografies) be­
vat, is versamel, maar die outomatiese aminosuuranali ­
seerder toon spore van aspartiensuur (ongeveer 0,05% van 
glutamiensuur + aspartiensuur). 

e) 	 Whatman 3 papier: aangesien aspartiensuur en glutamien­
suur in feitlik aIle 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 E. r§e§o§, Figuur 4.5 i/ii/iii). Met 
ho~rwordende konsentrasie, verskuif die kol na 'n groter 
Rf-waarde en verdwyn die ander totaal (dit lyk dus nie na 
'n ewewigsreaksie hier nie). Indien die kol met die ho~r 
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R	 herchromatografeer word~ toon dit dieselfde gedrag.
fAangesien 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 verhoog is bo die 
normale (25~g) vir eendimensionele papierchromatogra­
fiese skeiding op Whatman 3 papier. 

f) 	 Preparatiewe papierchromatografie met fenol, gevolg deur 
dwarsbandversameling en H 0-eluering.2

g) 	 Die res van die groep fraksies wat glutamiensuur bevat 
het, is op'n klein anioonkolom geplaas en met "n 0,1 N 
tr~psge~yse.CH3~OOH-gradi~nt ge~lueer. Glutamiensuur is 
SUlwer In dle 0,2 N eluaat versamel. 

h) 	 Kristallisering soos met asparagien. 

i) Die infrarooispektrums van die isolaat en standaard 
(MERCK: L-glutamiensuur - Figuur 4.6) en die spesifieke 
optiese rotasie in water (+7,30 

) toon dat die isolaat 
baie suiwer is en wei L-glutamiensuur is. 

12~O mg 

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

4.2.6.1 

Soos in hoofstuk 3 gemeld~ word fenoliese verbindings, o.a. 
ook aromatiese aminosure soos triptofaan, tirosien en fe­
nielalanien~ aan die koolstof geadsorbeer. 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 
katioonhars te verlaag, word die aromatiese aminosure en 
ander verbindings eers d.m.v. geaktiveerde koolstof onttrek 
en hierna die anione met anioonuitruiling, voordat kat­
ioonhars aan die beurt kom. Die donkerbruin fenoliese kool­
stoffraksie is dan gewoonlik met H~O~ geoksideer na"n lig­
geel oplossing, of dit is direk de~r~katioonhars gestuur om 
die ninhidrienpositiewe verbindings van die grootste groep 
fenole te skei. 
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Figuur 4.6 - lnfrarooispektrums van standaard glutamiensuur 
(Mer~k bo) en glutamiensuur gefsoleer uit E~Qt~~ gl~~~~ 
(onder). 



Fenoliese verbindings 5005 die flavonotde, is swak anionies 
van aard en daarom i5 besluit am eers die anioonfraksie uit 
die monster te verwyder. Fenielalanien, tirosien en tripto­
faan het waarskynlik'n netto positiewe lading by die pH­
waarde (5,5 - 6,5) wat gebruik is. 

Monster: AIle grootskaalse geaktiveerde 
ongeveer 4 000 9 droog. 

koolstof ekstrakte, 

Metode en Be&preking: 

a) AIle ninhidrienpasitiewe verbindings (fenielalanien, ti ­
rosien,triptofaan en spoorhoeveelhede van vier onbekende 
verbindings) was in die donkerbruin watereluaat (van die 
anioonkolom) teenwoordig. 

b) 	 Geen anioniese ninhidrienpositiewe verbindings was in die 
2,0 N CH_COOH-eluaat teenwoordig nie. 

~ 

van anioonskeidingMonster: Gekonsentreerde 
4.2.6.2. 

Metode en Bespreking: 

a) 	 H?O-eluering lewer drie van die spoorverbindings in die 
vtskose bruin neutrale fraksie. 

b) 	 Gradi~nteluering (0 - 6 N NH 0H) lewer die drie voorlopig
4gefdentifiseerde aminosure gedeeltelik geskei op. 

c) 	 Die ninhidrienpositiewe fraksies is saamgevoeg (totale 
volume 270,0 ml), aangesien skeiding nie bevredigend was 
nie. Die voor- en nafraksies toon heelwat pigment en 
tesame met die viskose bruin watereluaat beteken dit 'n 
aansienlike groep verbindings wat van die ninhidrienposi­
tiewe groep geskei is. 

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 H0D 
teen 25,0 qc, lewer reeds die eerste klossies naaldvormi~e 
kristalle binne 48 uur. 

a) 	 Die drie aminosure (plus 'n vierde wat in spoorhoeveel­
hede voorkom en slegs deur die aminosuuranaliseerder 
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aangedui is) se konsentrasies is m.b.v. die analiseerder 
bepaal (spoorhoeveelheid se konsentrasie is volgens mak­
simumwaardes geskat). Die 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) 
spoorhoeveelheid = 0,003 mg/ml ( totaal = 0,8 mg) 

Monstervolume = 270,0 ml 

b) 	 Aangesien die drie bekendes se wateroplosbaarheid by 0 °c 
die volgende is (Windholz, 1983): 

fenieialanien = 19,800 mg/ml (29,600 mg/mi by 25 °C) 
tirosien = 0,196 mg/mi ( 0,453 mg/mi by 25 °C) 
triptofaan = 0,230 mg/ml ( 11 , 400 mg I m I by 25 °C) 

is besluit om die 270,0 ml monster "met veiligheid" teen 
40,0 °c te vakuumkonsentreer (tot ongeveer 30 ml)en dan 
tot 20,0 mi met louwarm lug (oplossingstemperatuur 50,0 ­
54,00C). Teoreties beteken dit die volgende konsentra­
sies: 

fenieialanien = 1,000 mg/ml 

tirosien = 0,670 mg/mi 

triptofaan = 0,270 mg/ml 

spoorhoeveelheid = 0,040 mg/mi 


Die onbekende spoorverbinding behoort dus nie teen selfs 
o °c in die 20,0 ml waterige oplossing te kristalliseer 
nie, selfs indien dit so onoplosbaar 5005 tirosien (een 
Van die minste H~O-oplosbare bekende aminosure) is • ..:... 

c) 	 Die konsentraat is stadig in 'n waterbad tot 10,0 °c 
afgekoel, waartydens vertroebeling ontstaan het. 

d) 	 Na 48 uur is die wit klossies kristalle van die oplossing 
deur sentrifugering (slegs 500 9 vir 5,0 min) geskei. 
Opbrengs: 7,0 mg. 

e) 	 Die kristalle was skynbaar sonder pigment, maar volgens 
die analiseerder was spore van fenielalanien (1 : 640 
tirosien) en triptofaan (1: 1 050 tirosien) nog teen­
woordig. 'n Tweede oplosbaarheidsverskil tussen tirosien 
en die ander twee is nou gebruik: tirosien is feitlik 
glad nie oplosbaar in etanol nie, terwyl die ander, 
alhoewel swak, tot'n heelwat grater mate is. Aangesien 
Iaasgenoemde in baie lae konsentrasies aanwesig was, is 
die kristalle in :3,0 ml 1001. etanol (40 °C) opgeskud, 
gesentrifugeer teen 500 9 vir 5,0 min en die etanol 
afgegooi. Etanolwassing is drie maal herhaal, waarna 
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tirosien volgens die aminosuuranaliseerder (toon slegs 
een piek) suiwer was. 

f) Die infrarooispektrums van die isolaat en standaard 
(MERCK: L-tirosien) is getrek (Figuur 4.7) en die spesi­
fieke optiese rotasie is in 1,0 N HCI (tirosien is rela­
tief swak oplosbaar in H 0, sodat die oplossing aangesuur2moes word om die konsentrasie van 10 mg/ml by 20,0 C~ te 
verkry) bepaal (-10,7 0 

). Dit blyk 'n baie suiwer islaat 
van L-tirosien te wees (die drie pieke tussen 2 800 nm 
en 3 000 nm is aan die nujol toe te skryf). 

gE~~B~!~§: Die oplosbaarheidsgedrag van tirosien is opgemerk 
toe 'n 1 mg/ml standaardoplossing voorberei is. Tirosien het 
geredelik opgelos en is as standaard direk daarna vir ko­
chromatografie aangewend. 'n Week later was die houertjie 
deurspek met wit klossies kristalle en moes driemaal meer as 
voorheen (10,0 MI) van die oplossing aangewend word vir 
dieselfde resultaat. 

Die ekstrak het nou die drie verbindings bevat: tirosien 
(nog ongeveer 6,0 mg), triptofaan en fenielalanien. Papier­
chromatografies isoleer 'n verbinding wat die verste van die 
oorsprong beweeg, die suiwerste. Verbindings tussenin bevat 
gewoonlik spore van veral die wat verder as hulleself beweeg. 
Dit was ook met hierdie drie die geval en aangesien feniela­
lanien in beide loopvloeistowwe aangewend (BAW en fenel) die 
verste beweeg, is slegs dit suiwer (volgens die aminosuurana­
liseerder) m.b.v. papierchromatografie gefsoleer. 

Metode: 

a) 	 Dieselfde as by. 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 volgens die infrarooispektrums van 
die isolaat en standaard (MERCK: L-fenielalanien - Figuur 
4.8) blyk dit baie suiwer te wees. 

7,0 mg (slegs deei van totale ekstrak) 

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 - Infrarooispektrums van standaard tirosien (Merck 
bo) en tirosien gersoleer uit ECgt~~ ~~C~~ ~~C~§, E. 
91~HC~ en E. C~HCggilg§~ (onder). 
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Figuur 4.8 - Infrarooispektrums van standaard fenielalanien 
(Merck bo) en fenielalanien gersoleer uit ECQt~~ ~~~~~ 

~~C~~, E· 91~gC~ en E· C~gCQHilQ§~ (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. Dis nie suiwer gefsoleer nie en het die 
volgende Rf-waardes: BAW = 0,40 en fenol = 0,73. 

Hierdie verbinding kon moontlik 2-(metileensiklopropiel)gli ­
sien wees (Grey en Fowden, 1961). Volgens die artikel het 
laasgenoemde 'n BAW R effe groter as die van 4-aminobotter­
suur (eie resultate tAW Rf's = 0.34 en 0.40) en 'n fenol-NH 7 

R	 = 0,74 (eie bekende f~nol R '= 0,73~. Verder is di~
f 	 faanvanklike ninhidrienkleur bruIn, wat na twee uur verander 

na pers. Die onbekende verbinding se aanvanklike ninhi­
drien/kollidienkleur is oranje en dit verander ook binne 'n 
paar uur na pers. Oak is daar 'n ooreenkoms in hulle neu­
trale karakter. 

2-(Metileensiklopropiel)glisien is gevolglik uit ~itsbi sbi= 
D~D§i§ saad gefsoleer en verbinding 3 uit E· S~D~~QiQ~§ 
loofblare: 

~ Metode: 

a) 	 Die sade is geweeg (28 g) en met 'n Kenwoodkapper in MeW 
fyngemaak, waarna lipiede met faseskeiding (kyk hoofstuk 
2) d.m.v. CHC1 7 onttrek is. 

~ 

b) 	 Katioonuitruiling (DOWEX 50W-X8 (H+) 200 - 400 maat hars) 
is met'n klein kolommetjie (250 mm x 20 mm en harsbed­
hoogte 80 mm) uitgevoer. 

c) 	 Katione is met 3,0 N NH 0H van die hars ge~lueer.4

d) 	 Tweedimensionele papierchromatogramme van die katioone­
luaat (eers BAW, dan fenol) het slegs een verbinding wat 
bruin (eintlik oranjebruin) met ninhidrien kleur, getoon. 
Boonop was die Rf-waardes feitlik dieselfde as in die 
artikel (Grey en Fowden, 1961). 

e) 	 'n Isolaat van verbinding 3 is voorberei deur tweedimen­
sionele papierchromatogramme van E. S~D~CQiQ~§ se blaar­
ekstrak te loop (SAW en fenol), met ninhidrien te ontwik­
kel, die oranje verbinding 3 uit te knip en met H 0 af te

2elueer. 

f) 	 Verbinding ~ IS gevolglik tweedimensioneel saam met die 
totale katioonekstrak van ~it£bi sbiD~D§i§ gechromatogra­
feer. Kontrolechromatogramme was van die saadekstrak 
aIleen. 

Alhoewel die twee verbindings baie naby mekaar gele~ was op 
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die chromatogramme (verbinding 3 se Rf-waardesc BAW = 0,40 en 
fenol = 0,73 teenoor die van die oranJebruin verbinding: BAW 
= 0,38 en fenol = 0,78), was hulle kolle duidelik onderskeid­
baar van mekaar en die ninhidrienkleur ook verskillend. 
Boonop toon papierchromatogramme van die saadekstrakte geen 
ninhidrienpositiewe verbinding wat saam met verbinding 3 val 
nie. Dit blyk dus dat verbinding 3 nie 2-(metileensiklopro­
piel)glisien is nie. 

Verbinding 3 het in die volgende spesies voorgekom: 

E· ~£~~lQ§ (Microgeanthae) 
P. ~mQl~~i£~~lQ§ (Hypocephalae) 
P. ~~C~~ (Exsertae) 	 E. £QC~~t~ (Hypocephalae) 
P. £~n~cQi~~§ (Protea) E. gl~~C~ (Leiocephalae) 
P. 1~£ti£Q1QC (Exsertae) E. m~n~ii (Exsertae)
E. niti~~ 	 (Leiocephalae) E· C~Qi£Ql~ (Leiocephalae) 

Dis baie opvallend dat al 10 slegs in die Kaapprovinsie 
voorkom (van die suidweste tot die suidooste). Interessant 
(en waarskynlik van chemotaksonomiese waarde) is dat dit in 
vyf groepe gevind is en dat al die verteenwoordigers van 
hierdie groepe wat ondersoek is, die onbekende bevat het. Die 
enigste uitsondering was E. £~ffc~: vier spesies van die 
Leiocephalae is gedoen, nl. E. £~ffc~, E· gl~~C~, E· Qiti~~ 
en E. C~Qi£Ql~, maar slegs laasgenoemde drie het die verbin­
ding bevat. E. £~ffc~ is dan ook die enigste een wat buite 
die Kaapprovinsie voorkom. 

Baie interessant is die voorkoms van hierdie ninhidrienposi­
tiewe verbinding in die spesie ~~C~§. E. §~C~~ ssp. ~~[~~ 
behels twee kleurvariante, nl. rooi en roomwit, terwyl E. 
~~[~~ ssp. QQt~~cg~n§i§ slegs uit "n roomwit verteenwoordiger 
bestaan. 	 Die onbekende is alleenlik in die rooi soort gevind 
(Figuur 4.9), sodat omwindselblaarkleur dalk daarmee ver­
band kon hou. Hierdie gedagte is laat vaar toe die verbin­
ding in albei kleurvariante van E. 1~£ti£Q1Q[, maar nie in 
die van E. C~Q~n§ en E. n~[iifQli~ nie (almal ook rooi en 
roomwit), 	 opgespoor is. 

Suiwering: katioonuitruiling 

Monster: 	 E. C~~CQQi!Q§~ 
na geaktiveerde koolstof en anioonuitruiling 300 
+ 500 9 droog rooi, jon~ loofblare 

Metode en Bespreking: 

Dieselfde isoleringsmetode as in die geval van arginien is 
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BAW (90 : 10 .. 29) 
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Figuur 	4.9 - Tweedimensionele papierchromatogramma van E. ~~~~~ 
aurea se room- (i) en rooikleurige (ii) omwindselblare. 
Let op die teenwoordigheid van verbinding 3 in die rooi­
kleuriges. 



aangewend, want hie~die besonde~ basiese ve~binding ve~laat 
die katioonha~s na a~ginien, mee~ as 95% suiwe~ van ninhi­
drienpositiewe ve~bindings (m.a.w. slegs spa~e a~ginien teen­
woo~dig). Ve~binding 10 is ve~volgens van die spore a~ginien 
geskei deu~ t~apsgewys (0,1 N, 0,3 N, 0,5 N en 1,0 N) met 
NH 0H (klein katioonkolommetjie) te eluee~. Die onbekende

4 was feitlik slegs in die 1,0 N eluaat (sonde~ arginien) 
teenwoo~dig. 

Q2~c~n9§: Onbekend. (Konsent~asies, uitged~uk in massa/vo­
lume, van onbekende ve~bindings kan nie met die aminosuu~a­

nalisee~de~ bepaal wo~d nie, tensy die ve~binding voo~heen 

gek~istallisee~, geweeg en" die massa/piekoppe~vlakve~houding 
bepaal is. Die mol/volume konsent~asie kan glad nie bepaal 
wo~d nie, omdat die molekul~~e st~uktuu~ onbekend is.) Vol­
gens ninhid~ienkleu~iAtensiteit en kolg~ootte op papie~ch~o­
matog~amme, wo~d dit op 12 - 15 mg geskat (k~istallisee~ vi~ 

opvolgende studi~. 

Hie~die ve~binding was in ~elatief ho~ konsent~asie teenwoo~­
dig in E. C~bCQQi!Q§~, wat een van agt (moontlik slegs vyf ­
kyk onde~) uit die 41 onde~soekte p~oteas is, waa~in hie~die 

ve~binding papie~ch~omatog~afies opgespoo~ is. Dit besit 
aansienlik ste~ke~ basiese eienskappe as a~ginien (ve~laat 

die katioonkolom heelwat late~ as a~ginien gedu~ende g~a­

di~ntelue~ing) en het 'n b~uin ninhid~ienkleu~, wat feitlik 
gitswa~t ve~toon wannee~ die suiwe~ isolaat in ho~~ige kon­
sent~asies gech~omatog~afee~ en met ninhid~ien ontwikkel 
wo~d. Die kleu~ wo~d pe~s na 'n dag. Rf-waa~des is: 

BAW = 0,64 en 
fenol = 0,93. 

Die onbekende het in albei bogenoemde loopvloeistowwe die 
ve~ste van aIle gech~omatog~afee~de ninhid~ienpositiewe ve~-­

bindings beweeg, behalwe vi~ ve~bindings 46 en 5 in BAW. 

Pogings om die ~etensietyd op die LKB-aminosuu~analisee~der 

te bepaal, het nie geslaag nie (die outomatiese aminosuu~ana­
lise ch~omatog~am van E. C~~CQQi!Q§~, Figuu~ 4.10, toon dus 
nie hie~die ve~binding aan nie). Die ve~binding is so ba­
sies, dat dit waa~skynlik nie met voo~siene buffe~s van die 
aminosuu~analisee~de~ se kolom afge~luee~ wo~d nie, selfs 
nadat die standaa~dp~og~amme gewysig is. Die moontlikheid dat 
die ninhid~ienkleu~ nie by 440 en 570 nm (waa~ die analisee~­
de~ lees) abso~bee~ nie, het bestaan. 'n Abso~psiespekt~um 
na ninhid~ien~eaksie is ve~volgens get~ek, asook van die 
wate~ige isolaat aIleen (Figuu~ 4.11 - ninhidrien in H~O het 
dieselfde abso~psiespekt~um as die onontwikkelde ve~~inding 
10 gelewe~, m.a.w ook geen beduidende abso~psie oo~ die 
bet~okke spekt~um nie). Dit is duidelik dat die onbekende 
weI by albei golflengtes abso~bee~, met naastenby dieselfde 
abso~psiespekt~um as alanien en aspa~tiensuu~ (Figuu~ 4.15). 
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Figuur 	4. 10 Outomatiese aminosuuranalise van die vrye ninhi­
drienpositiewe verbindings in jong loofblare van E. !:.k!9!:'Q= 
ei!Q§~. Monsterekwivalent = 140 mg dro~ massa. Onder­
staande is gerugsteun deur papierchromatografie. 

1 - fa.faserien (0,13 nm/ml;jl 15 leusien (0,04 nm/mol 
2 - ureum (0,93 nm/mgl 16 .. tirasien (0,04 nm/mgl 
3 - a"partiensuur <0,70 nm/mgl 17 = 3-alanien <0,01 nm/mgl 
4 - treanien (0,14 nm/mgl 18 .. fenielalanien (0,06 nm/mgl 
5 - serien (0,28 nm/mgl 19 = 4-aminabattersuur (0,26 nm/mgl 
6 -.. a5paragien (!O,10 nm Imgl 20 '"' anbekend (maantlik !O,45 nm/mgl 
7 glutamien5uur (1,30 nm/mgl 21 ammoniak (0,92 nm/mgl'"' 
8 .. glutamien (0,14 nm Imgl 22 -onbek&md (maantlik !O,Ol nm/mgl 

,.9 -pralien (0,20 nm/mgl 23 arnitien (0,02 nm/mgl 
10 -gli5ien (0,03 nm/mgl 24 lisien <0,10 nm/mgl'"' 
11 -alanien <0,33 nm/mgl 25 .. anbekend (maantlik !O,10 nm/mgl 
12 .. si trull ien (0,01 nm/mgl 26 .. histidien <0,11 nm/mol 
13 -valien 10,33 nm/mgl 27 .. bufferaffek (blanka aak sal 
14 -isaleusien (0,05 nm/mgl 28 .. arginien (3,68 nm/mol 
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Figuur 	4. 11 - Absorpsiespektrum van verbinding 10 na ninhi­
drienreaksie, wys dat die verbinding by 440 nm en 570 nm 
absorbeer en wel deur die aminosuuranaliseerder gelees
behoort te word. 

1 = verbinding 10 na ninhidrienreaksie 

2 = verbinding 10 voor ninhidrienreaksie 
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Nadat 'n suiwer isolaat (m.a.w. geen pieke was sigbaar op 
die aminosuuranaliseerderchromatogram nie) vir drie dae in 
die vrieskas (-20 °C) geberg is, toon die analiseerder 'n 
enkel piekie met dieselfde retensietyd as sitrullien (kan 
moontlik oak 3-aminobottersuur of valien wees). Laasgenoemde 
mag dus die eerste afbreekproduk 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 ornitiensiklus 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 bevrore gehou. 

Dis onwaarskynlik dat verbinding 10'n peptied is, omdat 
hidrolise vir 24 uur in 6,0 N Hel teen 100 a C in 'n ver­
se~lde buis, slegs een kol op een- en tweedimensionele pa­
pierchromatogramme lewer en geen piek op die aminosuuranali ­
seerder nie. 

Soos vroe~r vermeld, verlaat verbinding 10 die katioonhars na 
arginien. Volgens Rao ~~ ~l. (1962) toon homoarginien die­
selfde gedrag op dieselfde hars (DOWEX 50W - XB (H) 200 ­
400 maat). Rf-waardes in die betrokke loopvloeistowwe het 
egter aansienllk verskil, by. met waterversadigde fenel is 
verbinding 10 se R = 0,93, teenoor homoarginien se 0,72.fBoonop verskil die ninhidrienkleur oak (pers, teenoor bruin 
van verbinding 10), sodat ko-chromatografie met die standaard 
nie gedoen is nie. 

ECQ~~~ C~~CQ~ilQ§~ (groep Patentiflorae Beard - kyk infrage­
neriese klassifikasie, Tabel 5.6) bevat die hoogste konsen­
trasie (ninhidrienkleurintensiteit/dro~ massa) van hierdie 
onbekende, terwyl E. £QmH~QDii (Patentiflorae Beard), E. 
1~HiQQ~2CHQQ~DQCQD (Speciosae Stapf), E. C~H~D§ (Melliferae 
Stapf) en E. ~~l~i~~£bii (Lasiocephalae Stapf) effe kleiner 
hoeveelhede toon. Volgens Rourke (mondelingse mededeling) 
behoort al vyf hierdie spesies aan die m~~c Hcimi~i~~~ 

9CQ~H~, veral E· C~~CQHilQ§~, E· ~Qm~~QDii en E· ~~l~i~§~bii· 
Laasgenoemde drie se verspreidingsgebiede is in die somer­
re~nvalstreke van Transvaal (veral Oos-Transvaalse Dra­
kensberge) en Noord-Natal. E. C~H~D§ en E· 1~~iQQ~2CQQQ~DQCQD 
kom egter in die Suidelike Kaapprovinsie voor. Geen noe­
menswaardige ooreenkomste tussen hierdie vyf se blomseisoen, 
hoogte bo seespie~l, tipe plant (wortelstok aanwesig, plat 
struik, regop struik of boom) en grondsoort kon gevind word 
nie. 

Onsekerheid bestaan oar E. ~i§~iD~, wat aan die meer ontwik­
kelde groep Subacaules (Meisn.) Rourke behoort en dalk 'n 
baie lae konsentrasie mag bevat. Nag twee minder gevorderde 
spesies waaroor bespiegel word, is P. lQD9iiQli2 (Ligulatae) 
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en E. §H~~iQ§~ (Speciosae). Dis inte~essant dat E· H~Q~D§~ 
wat volgens Rou~ke uit E. lQD9ifQli~ ontwikkel het a.g.v. "n 
g~ondaanpassing (Rou~ke~ 1980)~ nie hie~die ve~binding in 
papie~ch~omatografies opspoo~ba~e hoeveelhede bevat het nie. 
Die twee is egte~ nogtans deu~ die ~ekenaa~g~oepe~ingsanalise 
saamgevoeg (kyk analise in hoofstuk 5). 

Die ~ol van 4-aminobotte~suu~ in plante is, benewens 'n 
inte~medi@~e metaboliet~ waa~skynlik"n stikstof~ese~voir. 

Dis baie inte~essant dat hie~die ve~binding in baie ho~ 

konsent~asies in vie~ van die 41 onde~soekte spesies voo~kom, 
nl. E. ~~ffc~, E· ~Q~HtQDii, E· C~~CQHilQ§~ en E· ~~l~i~§~bii 
(Tabel 4.2 - dieselfde as Tabel 5.2 vi~ maklike ve~wysing). 
Al vie~ die soo~te kom in ho~ some~~e~nvalst~eke (hoofsaaklik 
Oos-T~ansvaal se D~akensbe~ge) voo~, waa~ g~ond besonde~ a~m 

aan stikstof (ve~al gedu~ende die ~e~nseisoen) is. Ve~bin­

ding 10 kom in drie van die vie~ spesies voo~. Die ande~ twee 
spesies wat ook definitief ve~binding 10 bevat~ E. l~HiQQ~~c= 

HQQ~DQCQD en E. C~H~D§ (slegs seke~heid oo~ vyf - kyk 
v~oe~~), het ook 4-aminobotte~suu~ in ~edelike konsent~asies 
bevat. Indien sy basiese ka~akte~ in ag geneem wo~d, asook 
die feit dat 'n moontlike afb~eekp~oduk dalk 3-aminobotte~­

suu~ is (v~oe~~ genoem) en daa~ miskien ook 'n ve~band tussen 
ve~binding 10 en 4-aminobotte~suu~ is~ mag die onbekende 10 
'n belang~ike stikstofhoudende ve~binding wees. 

Dis inte~essant dat dieselfde ve~binding ook in b~oodboomsaad 
(~D~~Hb~l~C~Q§ ~lt~D§t~iDii) voorkom (Figuu~ 4.12). Broodbome 
is "n p~imitiewe g~oep en die feit dat hie~die ve~binding 

feitlik uitsluitlik by van die mee~ p~imitiewe proteas (egte~ 

nie al die p~imitiewe ve~teenwoo~dige~s nie) gevind is, laat 
die v~aag ontstaan of die onbekende ve~binding kenme~kend van 
primitiewe plante is. 

Albei ve~bindings lewe~ 'n geel ninhid~ien/kollidienkleu~ en 
besit lae Rf-waa~des: ve~binding 11 BAW = 0,11 

fenol = 0,13 
ve~binding 12 BAW = 0,06 

fenol = 0,27 

Tot op hie~die stadium is die twee ve~bindings nog nie gef­
solee~ nie, aangesien hulle oo~ die algemeen in bet~eklik lae 
konsent~asies voo~kom (Tabel 4.2). 

Met die uitsonde~ing van E. C~Hi~Ql~, is die twee nooit saam 
in 'n spesie opgespoo~ nie. Die volgende ses p~oteas is te~ 
sp~ake in die geval van ve~binding 11: 

E· ~D9~§~~~~ (Mic~ogeanthae) E· !~~~~D§ (Patentiflo~ae) 
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Tabel 4.2 - Voorkoms van die 41 tweedimensioneel papierchroma­
tografies opgespoorde ninhidrienpositiewe verbindings in 
loofblare van die 41 ondersoekte spesies van E~Q~~~, asook 
elk se relatiewe konsentrasie uitgedruk in 'n skaal van a ­
9. Tel kens is di e ekwi val ent van 500 9 dro~ massa gechroma­
tografeer. (kyk Tabel 5.1 vir identiteit van verbindings.) 

Verbinding nr. 
~-------T-------'------'---

I 2 3 4 :5 6 7 8 9 10 II 12 13 14 1:5 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 3:5 36 37 38 39 40 41 

4,0,5,3,0,0 1,4,1,0,0 3,3,1,7,7 0,0,0,0,0 0,0,0,3,0 0,0,0,0,0 0,0,0,0,1 0,2,0,0,0 

4,0,6,3,0,0 1,4,1,0,0 3,3,4,8,8 0,0,0,0,0 0,0,2,0,10,0,1,0,0 0,0,0,0,1 0,3,0,0,0 

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

4,1,(',1,0,1 2,0,3,0,0 0,0,3,7,5 0,2,4,2,0 0,0,2,7,1 7,0,3,0,0 0,0,0,0,2 4,1,0,0,0 

4,1,6,4,0,0 3,4,2,0,0 3,4,6,8,7 0,2,0,0,0 0, 0,3,0,1 0,0,3,0,0 0,0,0,0,2 0,0,2,3,2 

1,2,0 , 2,2,1 3,0,1,0,0 0,0,5,8,7 0,1,0,0,0 1,0,2,0,1 0,0,3,0,0 0,1,0,0,0 0,2,2,0,2 

3,1,0,9,1,00,3,0,0,0 3 ,0,6,8,80,0,0,0,0 0,0,0,7,0 0,0,1,0,0 0,0,0,0,0 2,0,0,0,2 

6,4,0,0,2,0 3,0,2,0,0 0,0,7,9,7 0,4,0,0,0 0,0,0,0,0 0,0,3,0,0 0,2,0,2,0 0,3,2,0,0 

7,4,0,9,0,0 2,2,1,3,0 0,0,0,7,7 0,2,0,0,0 0,0,3,7,10,4,2,0,0 1,0,0,0,1 0,0,3,0,0 

2,0, 3 ,2,0,0 1,3,1,0,0 2,2,2,7,4 0,0,0,0,0 0,0,1,0,10,0,1,0,0 0,0,0,0,0 0,1,0,0,0 

5,2,0,2,0,0 3,0,2,0,10,5,3,9,8 0,1,0,0,0 0,0,0,0,2 0,1,3,0,0 0,0,0,0,1 0,0,0,0,0 

3,0,6 , 2,0,0 1,2,1,0,0 O,2,8,8~8 0,0,0,0,0 0,0,0,6,0 0,2,2,0,0 0,0,0,0,2 0,0,0,0,0 

0,2,0,3,0,02,0,0,0,10,0,1,8,70,0,0,0,0 :) ,0,0,0,00,1,1, 0 ,00,0,0,0,10,0,1,0,0 

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

E. gi!IH'!~Qi 4,3,0,4,0,0 0,4,1,0,0 0,0,8,9,8 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 

E· Qh!:!!:~ 5,3,7,4,2,1 3,3,2,0,0 2,5,6,9,9 0,2,0,0,1 0,0,2,7,2 0,2,2,0,0 2,1,0,0,2 0,0,4,0,0 

3,1,0,1,3,0 1,2,1,0, 0 0,1,8,9,80,0,0,2,0 1,0,1,9,00,1,1,0,00,0,0,0,10,0,0,0,0 

4,2,5,2,3,12,2,1,0,02,4,6,9,80,2,0,0,3 3 ,0,2,8,3 2,3,2,2,2 0,1,0,0,2 0,2,1,0,0 

6,2,0,4,0,12,1,2,0,20,0,4,9,80,1,0,0,'0 0,1,1,6,0 0,1,3,0,0 2,0,0, 0 ,10,0,2,0,0 

3,2,0,1,0,0 3,0,2,0,2 0,2,6,8,7 0,1,0,0,0 1,0,1,2,2 0,1,3,0,0 0,0,0,0,2 0,0,1,0,0 

e· 1~e1Q9£~!:e9Q~DQ!:QD 3,0,0,2,0,0 1,0,1,3,0 0,2,6,8,0 0,0,0,0,0 0 ,0,0,0,0 0,0,1,0,0 0,0,0,0,2 0,0,0,0,0 

5,1,0,0,0,0 2,0,2,2,0 0,0,5,9,7 0,0,0,0,0 0,0,1,3,0 0,1,2,0,0 0,0,0,0,0 0,1,0,0,0 

6,1,0,2,0,0 3,0,0,0,0 0,0,6,8,8 0,0,0,0,0 2,0,1,0,0 0,0,2,0,0 0,0,0,0,2 0,3,0,0,0 

4,3,0,1,0,0 1,0,0,0,0 0,2,5,9,8 0,0,0,0,0 0,0,0,4,0 0,4,1,0,0 0,0,0,0,2 0,2,0,0,0 

3,2,2,1,3,0 3,3,1,0,0 2,2,5,9,8 0,2,0,0,9 0,0,1,0,10,1,2,0,10,0,0,0,1 0,1,1,0,0 

3,1,0,1,0,0 1,0,1,0,0 0,0,5,9,9 0,0,0,0,0 0,0,0,3,0 2,1,1,0,0 0,0,0,0,0 0,0,0,0,0 

3,1,5,5,0,1 2,2,1,0,0 2,4,7,8,8 0,0,0,0,0 3,0,0,9,2 0,2,4,0,0 1,0,1,0,1 0,0,0,0,0 

6,0,0,4,0,0 3,3,1,0,0 2,6,7,8,8 0,0,0,0,0 5,0,1,0,0 0,2,4,0,0 0,0,0,0,0 0,0,0,0,0 

4,0, 0 ,1,0, 0 1,3,0,2,0 1,4,4,8,7 0,0,0,0,0 1,0,2,0,2 0,2,1,0,0 0,0,0,0,1 0,0,0,0,0 

3,2,0,0,0,0 1,1,0,0,0 0,2,6,8,5 0,0,0,0,0 0,0,0,0,1 0,1,2,0,1 0,0,0,0,1 0,2,0,0,0 

5,2,0,5,0,1 4,0,2,4,0 0,4,6,9,8 0,4,0,0,1 0,0,4,7,4 0,2,5,0,10,1,0,0,1 0,1,0,0,0 

3,1,0,4,0,12,0,1,0,00,0,6,9 , 90,2,0,0,0 0,0,0,0,10,0,4,0,0 1,0, 0 ,0,0 0,0,0,0,0 

6,4,0,9,0,1 3,0,2,6,0 0,3,7,8,8 0,4,0,0,3 0,2,4,j,2 4,2,2,0,2 2,1,0,0,10,0,0,0,0 

3,0,8,0,0,0 0,3,0,0,1 2,4,6,7,7 0,0,0,0,0 0,0,2,0,10,0,0,0,0 0,0,0,0,0 0,3,0,0,0 

6,0,0,0,0,0 0,0,0,0,0 0,5,0,9,5 0,0,0,4,0 0,0, 3 ,0,7 0,0,0,0,0 0,0,0,5,0 0,0,0,0,4 

3,1,0,2,0,0 1,0,1,1,00,0,3,8,70,0,0,0,00,0,1,0,0 0,0,1,0,0 0,0,0,0,10,0,0,0,0 

5,1,0,2,0,03,5,1,0,04,4,6,8,70,0,0,0,0 0,0,1,1,3 0,0,2,0,0 0,0,0,0,10,1,1,0,0 

4,2,0,2,2,2 3,3,2,0,0 2,4,6,8,8 0,0,0,0,0 0,0,3,9,2 3,0,1,0,2 0,0,0,0,1 4,0,2,0,0 

4,2,0,1,0,0 2,0,1,0,0 0,0,6,8,7 0,0,0,4,0 0,0,1,0,0 0,0,2,0,0 0,0,0,0,2 0,0,2,0,0 

2,0,0,2,0,0 1,1,1,0,0 0,0,4,6,5 0,0,0,0,0 0,0,0,0,0 0,0,2,0,0 0,0,0,0,10,0,0,0,0 

5,2,0,9,2,0 2,4,1,3,0 2,0,6,8,7 0,2,0,2,0 0,0, 3 ,7,2 0,0,2,0,0 3, O,O, (),O 0,0,0,0,( 
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Figuur 4. 12. - Tweedimensionele papierchromatogramme van E. 
~~b~QeilQ~2 se loofblare (i) en ~n£~eb212~iQ~ 21i~n~i~inii 
se saad (ii), om die teenwoordigheid van verbinding 10 aan 
te toen. 



E· SQCQQ~i~ (Speciosae) 	 E. l~~cifQli~ (Speciosae)
E. ~§Qiis~l~i~ (Subacaules) E· c~QisQl~ (Leiocephalae) 

en verbinding 12: 

E· ~S~~lQ§ (Microgeanthae) E. QiiiQ~ (Leiocephalae) 
P. ~~Rl§~iS~~lQ§ (Hypocephalae)E. Q~i~§ifQli~ (Ligulatae)
E· ~~C@~ ssp. ~~C@~ (Exsertae) E. Qi§SiQ~ (Subacaules) 
P. ~~ffc~ 	 (Leiocephalae) E. C~Qi~Ql~ (Leiocephalae) 
P. SQC~~i~ (Hypocephalae) E. §ighQ§i (Speciosae)

E· gl~~C~ (Leiocephalae) E· §~lQb~C§~ (Crateriflorae)

E· 1~Sii£Q1QC (Exsertae) E· ~§l~ii§sbii (Lasiocephalae) 

P. ~~QQii 	 (Exsertae) 

Wat die verspreiding van spesies betref waarin verbinding 11 
voorkom, is almal inheems aan die Kaapprovinsie, behalwe E. 
!~~i~Q§ (Oos- Transvaal). Blomtyd is feitlik uitsluitlik in 
die winter en lente. Uit die 15 soorte van die ander groep, 
is daar eintlik net twee wat buite die algemene patroon val, 
nl. E. s~ffc~ en E. ~§!~ii§sbii, wat nie uitsluitlik in die 
Kaapprovinsie voorkom nie en boonop slegs in die somer blom. 
E. ~~C§~ ssp. ~~C§~ en E. Qi§SiQ~ se blomseisoen strek feit ­
lik dwarsdeur die jaar. Verdere beduidende korrelasies kon 
nie gevind word nie. 

4.2.10 ~~CQiQgiQg!§ 

Suiwering: anioonuitruiling + papierchromatografie 

Monster: 	 E· C~QCQQilQ§~ 
MW (na geaktiveerde koolstof) 300 9 droog jong, 
rooi loofblare. 

Metode en 	Bespreking: 

a) Glaskolom (450 x 26 mm), gepak met DOWEX 1 - X8 (CH_COO 
(100 - 200 maat). ~ 

b) 	 H~O-eluering (voor gradi~nteluering met 0 - 2 N CH_COOH) 
v~rwyder neutrale en kationiese verbindings va~ die 
anioonhars. 

c) 	 Vloeitempo 3,0 ml/min. 

d) 	 Versamel die H 0-eluaat in twee fraksies. Die eerste
2bevat feitlik al die anionies neutrale ninhidrienposi­

tiewe verbindings, terwyl die tweede hoofsaaklik slegs 
uit een onbekende bestaan (eendimensionele papierchroma­
tografie toon spore van nog twee). 

e) 	 Die tweede fraksie is onder vakuum gekonsentreer (waarna 
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'n relatief groot mass a ninhidriennegatiewe kristalle 
uitgesak het en verwyder is - kyk onder 4.3: Ninhidrien­
negatiewe Verbindings). 

f) 	 Die verbinding beweeg feitlik glad nie met BAW nie (R f
0,01), maar het die verste van die drie met fenol geloop 
(R 0,75), sodat laasgenoemde loopvloeistof aangewend is

fvir papierchromatografiese isolering (verwys na verduide­
liking onder suiwering van fenielalanien). 

g) 	 Die isolaat, suiwer volgens die aminosuuranaliseerder 
(m.a.w. slegs verbinding 18 as piek op chromatogram waar­
neembaar) is in 5,0% MeOH gevries. 

Opmerking: Hierdie grys verbinding is ook uit'n ontwikkelde 
tweedimensionele chromatogram (totale katioonfraksie van E. 
C~~CQQiiQ§~) geknip, afge~lueer 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 anioonhars). 

Papierchromatografi_es geskat, ~ 6 mg. 

4.2.11 


'n Violet ninhidrienkleurende verbinding kom in relatief lae 
konsentrasies direk onder leusien/isoleusien op tweedimensio­
nele papierchromatogramme voor (eers BAW, dan fenol) en het 
dus dieselfde Rf-waarde as leusien/isoleusien in BAW, nl. 
0,62. In fenol is die waarde 0,92 en vol gens die outomatiese 
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-butanol in water op trisakriljel lewer eersgenoem­
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 gevind, aangesien 
hulle dieselfde Rf-waardes in die geval het. 

Volgens die aminosuuranaliseerder besit verbinding 46 die­
selfde retensietyd as verbinding 39 en word albei deur die 
integreerder as'n enkel piek (verbinding) verwerk. Figuur 
4.13 toon verbinding 46, wat feitlik slegs in die 440 nm 
band absorbeer, tesame met verbinding 39 wat prominent by 570 
nm en tot 'n minder mate by 440 nm absorbeer. Die integreer­
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Figuur 	4. 13 - Outematiese aminesuuranalise van verbindings 39 
en 46 teen die integrering van slegs een piek. 

1 = 440 nm + 570 nm 3 = 570 nm 

2 = 440 nm 




der se totale chromatogram (440 + 570 nm) toon'n samestel­
1 i ng van di e twee pi eke wat cfs een pi ek gei'ntegreer is. Di e 
belangrikheid van papierchromatografie in assosiasie met 
outomatiese aminosuuranalise, word hierdeur beklemtoon. A­
parte chromatogramme by 440 nm en 570 nm dien oak as 'n 
uitstekende rugsteun vir die totale gefntegreerde analise. 

Twaalf uit die 41 spesies het hierdie verbinding in papier­
chromatografies opspoorbare hoeveelhede bevat: 

E· e!::!!:~e ssp. e!::!!:~e (E>: sel~ tae) E· l§!~:te!J§ (Patentiflorae) 

E· g!::!!:£b~llii (U.gulatae) E· le!::!cii9lie (Speciosae) 

E· £9[!lH§£:t§ (Ligulatae) E· IT!!::!!J9ii (E>: sertae) 
P. 9~!J:ti£!::!l§:t§ (Subacaules) E· §:t9t9~i (Speciosae) 
P. gleg!:§! (Leiocephalae) E· §!::!lHb!::!!:~§ (Crateriflorae) 

E· l§£:ti£9l9!: (E:·:sertae) E· §!::!§§!J!J§~ (Ligulatae) 

Al die soorte, behalwe E. l§~:t§!J§ (Oos-Transvaal), kom slegs 
in Suid- en Suidwes-Kaapprovinsie voor. Geen ander betekenis­
volle ooreenkomste betreffende soort plant, grondtipe, blom­
seisoen, indeling van Rourke en eie groeperingsanalise kon 
gevind word nie. 

Suiwering: anioonuitruiling 

Monster: 	 E. gleg!:§ 
MCW 500 9 droog loofblare 

Metode: 

a) 	 Glaskolom (16 :.: 1 000 mm) met DOWEX 1 - XB (CH_~COO
.::..

(100 - 200 maat). 

b) 	 Opsit van MW gekonsentreerde monster en H~O-wassing tot 
neutraliteit. 

.... 

c) 	 H 0-fraksie (= bedvolume) en heel eerste CH_COOH-eluaat
2daarna, lewer'n oranjegeel ninhidrienpositi~we verbin­

ding, in teenwoordigheid van 'n moeilik skeibare (papier­
chromatografies) geel pigment. 

Bespreking: 

Met fenol is daar geen skeiding tussen die onbekende en die 
pigment nie, maar SAW lewer totals verdeling §l~g§ :t~~!J 

!:~le:ti~± g§i~ b9~ t9!J§~!J:!;!:§§i~§, wanneer die oranjegeel ver­
binding se Rf-waarde aansienlik laer as die pigment s'n is. 
Hoe laer die konsentrasies, hoe grater is die hoeveelheid van 
die ninhidrienpositiewe verbinding wat met die pigment saam­
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val, of bete~ gestel~ slegs'n deela~ea van die pigment 
oo~vleuel. Teen baie lae konsent~asies is die twee onskei­
baa~ (Figuu~ 4.14). Hie~die is dus waa~skynlik nie'n ewe­
wigstoestand nie, maa~ veel ee~de~ "n chemiese inte~aksie 

tussen die pigment en die ninhid~ienpositiewe ve~binding, wat 
konsent~asieafhanklik is. 

Voo~ die gersolee~de ve~binding 45 op die aminosuu~analisee~­
de~ geloop is, is'n abso~psiespekt~um na ninhid~ien~eaksie 

tussen 750 en 400 nm get~ek en op dieselfde g~afiek ve~gelyk 
met die spekt~ums van aspa~tiensuu~, alanien en 3-alanien 
(Figuu~ 4.15). 'n Gelyke aantal mol van die d~ie beken­
des is geb~uik (elk een amieng~oep, dus ook dieselfde aantal 
stikstofg~oepe). Dieselfde molekwivalent van "n oranje ninhi­
d~ien~eage~ende verbinding~ aspa~agien (ook net een stikstof­
g~oep), is op papie~ ontwikkel. Die aantal pI van ve~binding 
45 wat skynbaa~ dieselfde kleu~intensiteit lewe~, is vi~ die 
abso~psiespekt~um geb~uik. 

Dis duidelik dat die onbekende ~elatief baie swak by 570 nm 
abso~bee~, maa~ die teenoo~gestelde geld by 440 nm. Baie 
inte~essant is die spekt~um van 3-alanien (C 7 -stikstof). 
Alanien (C~-stikstof) abso~bee~ feitlik twee ke~~ soveel by 
570 nm. As~a~tiensuu~ (C~-stikstof) en 3-alanien lewe~ albei 
'n helde~blou ninhid~ie~kleu~, maa~ aspa~tiensuu~ se ab­
so~psie is ook feitlik twee kee~ ho~~. By 440 nm abso~beer al 
d~ie omt~ent ewe laag. 

Die geel pigment het dieselfde Rf-waa~des (BAW en fenol) as 
'n swak ninhid~ienpositiewe geel pigment wat uit ECQt~~ C~= 

~CQ~ilQ§~ gek~istallisee~ is, getoon (kyk late~ in die hoof­
stuk onde~ "Ninhid~iennegatiewe Ve~bindings", 4.3.1>. 

Hie~die pigment is in bogemiddelde konsent~asies in feitlik 
aIle p~oteakatiooneluate (tot'n baie minde~e mate in an­
iooneluate> teenwoo~dig en het 'n g~oot invloed op ve~al die 
ee~ste ~igting van'n papie~ch~omatog~am, deu~dat dit R

f
­

waa~des aansienlik ve~laag. 'n Ande~ eienskap op papie~, IS 

dat dit oo~ 'n g~oot a~ea van die ch~omatog~am ve~sp~ei. 

QQ~c~ng§: Volgens papie~ch~omatog~afiese skatting was dit 
ongevee~ 6 mg. 

Vie~ gekombinee~de suiwe~ingstegnieke is aangewend: 

1. Anioonuit~uiling 

2. Katioonuit~uiling 
"':!" T~isak~ilfilt~e~ing-' .
4. Papie~skeiding 
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Figuur 	4. 14 e. gl~~c~: verhoogde konsentrasie effek op die 
tweedimensioneel papierchromatografiese s keiding van ver­
binding 45 en sy "geassosieerde" geel pigment. 

1 = verbinding 45 3 = a1anien 

2 = gee1 pigment 4 = fenie1a1anien 


Monstervolume: 	 i) = 20,0,.u1 

ii) = 40,0,u1 

iii) = 60, ° ,.u 1 


http:20,0,.u1


400 440 500 570 600 700 

GOLFLENGTE (nm) 

Figuur 	4. 15 - Absorpsiespektrum van verbinding 45~ aspartien­
suur~ alanien en 3-alanien na ninhidrienreaksie. 

1 = verbinding 45 3 = alanien 
2 = aspartiensuur 4 = 3-alanien 



Monster: 	 E· g!.eQ!:.e
250 9 x 2 droog loofblare 

Metode: 

a) Glaskolom (1 000 x 16 mm) met DOWEX 1 - XB 
(100 - 200 maat). 

b) 	 Opsit van MW gekonsentreerde ekstrak, H~O-wassing tot 
helder eluaat, wat versamel en onder vakuu~ gekonsentreer 
is. 

c) Klein kolommetjie (150 20 mm) is aangewend vir dieA 

verwydering van aspartiensuurspore uit die trisakril 
0,5 N CH~COOH-eluaat (kyk 3). 

'-' 

Monster: 	 Gekonsentreerde H~O-eluaat van anioonuitruiling.
..::.. 

Metode: 

a) Glaskolom (26 x 1 000 mm) gepak met DOWEX SOW - XB 
(200 - 400 maat). 

b) Opsit van konsentraat, eerste H~O-wassing tot ten minste 
BO% gekleurde verbindings deur i~, tweede H~O-wassing tot 
hel der el Llaat. .... 

Bespreking: 

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

Drie (miskien vier) verbindings in die tweede watereluaat 
toets ninhidrienpositief: gryspers geassosieer met geel pig­
ment (ninhidrienpositief? - BAW Rf's haag) en twee perses met 
BAW Rf's, asook konsentrasies, laag. 

Monster: 	 E· gt~Qr:.~ 
10 9 x 5 droog loofblare 

Metode en 	Besprekingc 

a) 	 Opsit van monster en eluering met 0,2% n-BuOH (inhibeer 
swamgroei) in H~O (pH 6,5): gryspers (ninhidrienkleur) 

.L. 
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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~COOH (pH 3,5) lewer gryspers ver­
binding in fraksies i5 - 22 slegs saam met spore van 
aspartiensuur (aspartiensuur is m.b.v. die klein anioon­
kolommetjie, verwys na 1. c), onttrek), maar in fraksies 
23 - 45 egter saam met die geel verbinding. Direk voor en 
na fraksies 15 22 is die eluaat redelik viskoos. 
Naaldvormige "klossies" wit kristalle (ninhidriennega­
tief) vorm in gekombineerde fraksie 15 22 gedurende 
vakuumkonsentrering. 

~Monster: 	 Gryspersbevattende eluate (gedeelte) van 2 en _I, 
~ 100 9 dro~ massa. 

Metode en Bespreking: 

a) 	 Whatman 3 papier, BAW-chromatografering. 

b) 	 In geval waar geel pigment saam met gryspers verbinding 
voorkom, 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 H~O ge~lueer (geen kristallisering) • 

..:... 

~ 10 mg (papierchromatografies geskat) 

Bespreking: 

Al 41 spesies bevat hierdie onbekende verbinding in ho~ 

konsentrasies. Dit ontwikkel 'n grys kleur na behandeling 
met ninhidrien/kollidien en beweeg verder as leusien/isoleu­
sien in BAW. A.g.v. die besondere ioniese karakter (kyk 
onder), is dit moeilik om Rf-waardes te bepaal en moet dit 
eers feitlik suiwer gersoleer word en in baie klein hoeveel­
hede op papierchromatogramme aangewend word. Waardes verkry, 
is: BAW = 0,72 

fenol = 0,57 

Verbinding 46 assosieer onder feitlik aIle isoleringstoestan­
de met'n geel pigment (Figuur 4.16). Gradi~nteluering met 
NH 0H of HCl vanaf katioonhars, lewer die twee verbindings4oor 'n groat aantal fraksies, vanaf die neutrale en anioniese 
watereluaat, tot feitlik na aIle ninhidrienpositiewe katione 
die kolom verlaat het. Eluering met CH~COOH vanaf die DOWEX 1 
kolom lewer hierdie twee in die neut~ale en eerste suure­
luaat. Probleme met hierdie verbinding is duidelik uit die 
aminosuuranaliseerderdata (Figuur 4.17), wat nie 'n oorbela­
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Figuu~ 	4. 16 - Eendimensionele papie~ch~omatog~am van ve~bin­
ding 46 en sy "geassosiee~de" geel pigment. Let op die 
gedeeltelike skeiding by die laagste konsent~asie. Stan­
daa~de alanien en fenielalanien se massa-ekwivalente was 
10 ...ug. 

1 = ve~binding 46 (g~yspe~s na ninhid~ienbehandeling) 
2 = pigment (~eeds geel voo~ ninhid~ienbehandeling) 
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Figuur 	4. 17 Konsentrasie effek van verbinding 46 op die 
retensietyd van outomatiese aminosuuranalise: 

i ) = 50~O .A.Jl 

i i ) = 100~O All 

iii ) = 150,0,,\..\1 




ding blyk te wees nie en van 'n redelik suiwer isolaat is. 
Alhoewel 'n retensietyd van 119~30 min aangegee is, strek die 
basis oor ongeveer 33 min, vanaf 110 tot 143 min. Protea­
ekstrakte bevat gewoonlik 10 ninhidrienpositiewe verbindings 
wat retensietye binne hierdie grense het, nl. sistatioon, 
isoleusien, leusien, tirosien, 3-alanien, fenielalanien, 3­
aminobottersuur, 4-aminobottersuur, etanolamien en ammoniak 
(Figuur 4.18). Chromatogramme van volledige ekstrakte toon 
sl egs ' n ef f ense krommi ng van die /I basi sl yn /I tLlssen bogenoem­
de grense. 

Die betrokke 10 verbindings maak hierdie kromming feitlik 
onwaarneembaar en lyk dit asof die verbindings goed geskei 
is, terwyl verbinding 46 glad nie gefntegreer word nie en as 
basislyn geneem word. Die integreerder kan wei ook die oor­
spronklike basislyn behou (indien geprogrammeer as /lINTG 6/1), 
wat beteken dat 'n deelarea van verbinding 46 by elk van die 
betrokke pieke se oppervlak getel word en dus 'n vals konsen­
trasieweergawe van laasgenoemde verbindings gee. Teen ho~r 
konsentrasies saam met nog een verbinding~ soos in die geva1 
waar verbinding 39 saam voorkom (Figuur 4.13), word die twee 
as een ge~ntegreer. Figuur 4.19 toon dat verbinding 46, na 
ninhidrienreaksie, feitlik slegs by 440 nm absorbeer en die 
570 nm leser onbeduidend registreer. 

Nog 'n buitengewone eienskap, is dat konsentrasie'n groot 
invloed op die retensietyd van verbinding 46 se aminosuurana­
lise het, selfs soveel as 20 min. (Figuur 4.17). 

Op papierchromatogramme kom hierdie verbinding, in teenstel ­
ling met ander ninhidrienpositiewe verbindings, oor'n wye 
gebied voor. Eendimensioneel (BAW en fenol) sprei dit in 'n 
lang /lstreep/l (Figuur 4.16), sodat dit tweedimensioneel as 'n 
groot, uitgespreide, swak gekonsentreerde kol voorkom. Die 
lae gebiedskonsentrering maak dit baie moeilik 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. Pa­
pierchromatografies skei die twee verbindings slegs gedeelte­
lik (hoogstens 50%) teen baie lae konsentrasies (Figuur 
4. 16) 

Silikajelchromatografie met 0,2% n-butanol in water, 0,5 en 
1,0 N CH<COOH, lewer verbinding 46 vermeng met die pigment in 
feitlik ~al die fraksies. Aangesien heelwat van die pigment 
en sommige ninhidrienpositiewe verbindings aan die jel adsor­
beer, mag hierdie verspreiding oor die totale eluaat aan 'n 
swak adsorpsie-interaksie tussen die twee verbindings en die 
jel toegeskryf word. 

Met trisakriljelchromatografie (0,2% n-butanol in water) kon 
die twee vermengdes van die ander ninhidrienpositiewe verbin­
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Figuur- 4. 18 - Outomatiese aminosuur-analise van ver-binding 46 
(i) an die LKB fisiologiese standaar-dmengsel (ii), om die 
ver-bindings waar-van die integr-er-ing deur- ver-binding 46 
bernvloed mag wor-d, aan te toon. 

1 = sistatioon 2 = isoleusien 
3 = leusien 4 = tir-osien 
5 = 3-alanien 6 = fenielalanien 
7 = 3-aminobotter-suur- 8 = 4-aminobotter-suur­
9 = etanolamien 10 = ammoniak 
11 = ver-binding 46 
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Figuur 	4. 19 Outomatiese aminosuuranalise van verbinding 46: 
i) = 440 nm + 570 nm 
ii) = 440 nm 
iii) = 570 nm 



dings geskei word, maar dit het steeds in'n groot groep 
fraksies voorgekom. Ongelukkig is hier ook adsorpsie aan die 
jel, wat waarskynlik meer as 50% van 'n totale monster se 
ninhidrienpositiewe verbindings insluit. Dit kom voor asof 
verbindings met suureienskappe, by. aspartiensuur en gluta­
miensuur, egter "ongehinderd" deurbeweeg en in die heel 
eerste paar fraksies voorkom (die jel is veronderstel om ' n 
lini~re skeiding tussen molekul~re massa 200 en 2 500 te 
lewer). 'n Aromatiese verbinding 5005 fenielalanien, kom ook 
in hierdie fraksies voor, maar gedeeltelike verlies vind 
plaas (20 - 30%). Die basiese arginien en verbinding 10 
le~er ook feitlik 100% opbrengs, maar verlaat die jel in 'n 
groter groep fraksies (swakker resolusie) as die suur amino­
sure. 

'n Gedeeltelike skeiding van 50 - 60% tussen verbinding 46 en 
die pigment is met 1,0 N CH~COOH-eluering op trisakriljel 
behaal. Eersgenoemde elueer~vroe~r af, maar kom dan verder 
vermeng met die pigment voor totdat albei totaal afgewas is. 

Suiwering: anioonuitruiling 

Monster: E· !:!:!Q!:~:mi!.Q22 
MW (na geaktiveerde koolstof) 300 9 + 500 9 droog 
jong, rooi loofblare. 

Metode: 

a) Glaskolom (450 >: 26 mm), gepak met DOWEX 1 - XB (CH COO )
3(100 - 200 maat). 

b) Gradi~nteluering met 0 

c) Vloeitempo 3,0 ml/min. 

d) Teenwoordig in die laaste groep ninhidrienpositiewe 
fraksies (minder as 51. oorvleueling met aspartiensuur). 

geQ!:~ng§: Onbekend a.g.v. hidrolise (die verbinding breek 
baie maklik in 'n verskeidenheid (omtrent nege) ninhidrienpo­
sitiewe komponente op gedurende isolering). 

Bespreking: 

Grootskaalse anioonuitruilingchromatografie yah E. !:YQ!:QQi!Q= 
22 se jong loofblaarekstrak, lewer hierdie ninhidrienposi­
tiew~ verbinding met sterker suureienskappe as enige ander 
(bv. aspartiensuur en glutamiensuur). Gedurende kouelugver­
damping van asynsuur in die eerste aniooneluaat van die 
isolaat (daar is twee skeidings gedoen, eers met 300 9 en 
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daarna met 500 9 dro~ massa) is die oplossing se pH voortdu­
rend getoets en nadat aIle asynsuur reeds verwyder is, was 
die pH steeds 2,0. Die pH van aspartiensuur in waterige 
oplossing is hierna as 3~2 gemeet. 

Die isolaat is op die aminosuuranaliseerder en Whatman 1 
papier gechromatografeer. Eersgenoemde chromatogram 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 Doreen met die van 
fosfoserien, treonien, serien, alanien, leusien, tirosien en 
arginien, terwyl die agste se retensietyd met geen bekende 
verbinding s'n geassosieer kon word nie. Die negende besit 'n 
vyfmaal groter piekoppervlak as die ander agt en het die­
selfde retensietyd as glisien. 

Tweedimensionele papierchromatografie toon egter twee verbin­
dings (Figuur 4.20 nrs. 1 en 2) met 'n ho~ konsentrasie en 
'n derde skaars opspoorbaar. Laasgenoemde se R waardesf(slegs met BAW en fenol geloop) is dieselfde as die van 
glisien en die ninhidrienkleur dieselfde, nl. rooi tot rooi­
violet. Die twee in ho~ konsentrasie het feitlik dieselfde 
BAW Rf'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 mag 
wees dat daar weI glisien teenwoordig is, 5005 dit blyk uit 
die papierchromatogram (Figuur 4.20), maar dat dit saam met 
'n ander verbinding (moontlik die onafgebreekte peptied) die 
aminosuuranaliseerder se kolom verlaat. 

Papierchromatografering voor enige indamp-, hitte- of suurbe­
handeling, toon slegs een kol (nr. 1) met R BAW = 0,26 enf
fenol = 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 is wat deur 
die afbreek van nr. 1 ontstaan het). Op die outomatiese 
aminosuuranaliseerder toon afbreekprodukte reeds direk na 
fraksieversameling, maar die verbinding met retensietyd die 
van glisien, blyk die oorspronklike peptied te wees. 

Ninhidrienpositiewe verbindings, waarvan die kommersi~le 

standaarde nie beskikbaar was nie, is gewoonlik tweedimensio­
neel papierchromatografies gefsoleer (geloop, ontwikkel met 
ninhidrien, kol uitgeknip en afge~lueer - verwys na hoofstuk 
2 onder tweedimensionele papierchromatografie) om as "stan­
daarde" op die outomatiese aminosuuranaliseerder te dien. 
Alhoewel spoorhoeveelhede van ander ninhidrienpositiewe ver­
bindings feitlik altyd teenwoordig was, kon die spesifieke 
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Figuur 4. 20 - Tweedimensionele papierchromatogram van verbinding 
47. Alanien en fenielalanien is bygevoeg as standaarde. 

1 = oorspronklike peptied (verbinding 47) 
2 = moontlike peptiedafbreekproduk van verbinding 47 
<" = waarskynlik glisien•..J 



verbinding se retensietyd en tot 'n mate konsentrasie/piekop­
pervlak, bepaal word. 

In sommige gevalle, soos met die jong, rooi loofblare van 
E. CY~CgQi!g§~, vorm massas naaldvormige klossies kristalle 
gedurende vakuumkonsentrering van die MW-ekstrak. MeOH word 
eerste afgedamp, waartydens geen kristallisering plaasvind 
nie, maar wanneer nog net H~O teenwoordig is, vertroebel die 
ekstrak vinnig en klossfes wit kristalle sak uit. 
Oonddroging van hierdie kristalle, vorm'n tameletjieagtige 
kors (in die geval van E. [y~[gQi!g§~ was dit 9,02 9 per 
117,35 9 dro~ materiaal, dus 7,691.). 

Na die eerste groep kristalle uit die ekstrak onttrek is, pak 
'n tweede groep geel kristalle teen die glashouerwande. Dis 
ook naaldvormig, maar die naalde parallel tot mekaar 
gerangskik en het 'n soliede voorkoms. Die twee kristallise­
rende verbindings word as volg gekarakteriseer: 

label 	4.3 - Karakterisering van die twee gekristalliseerde 
verbindings teenwoordig in die jong loofblare van E. 
!:y~!:gei!g§~· 

Eienskap Eerste 	 lweede 

a) Kristalkleur Wit Geel 
b) % Van gedroogde 

massa 7,6 3,4 
c) Ninhidrienreaksie negatief posi ti ef?: geel 
d) Verloor kristal ­

water < 85 °c 165 °c 
e) Oplosbaarheid: 

H 0 baie swak baie $wak2asetoon redelik 	 redelik 
MeOH 	 baie swak goed 
(na asetoon) goed 

f) Absorpsiemaksimums 206/278 nm 220/326 nm 
g) UV-fluoressensie: 

254 nm geen 	 blou 
366 nm blou 	 geelgroen 

h) Reaksie FeC1 blouswart 	 blouswart3i) Rf : 	 SAW 0,61 

fenol 0,80 
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Dit blyk dus dat albei kristalliserende verbindings (of 
groepe verbindings) fenolies van aard is (blouswart met 
FeCl~), 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. Gedurende en na warmlug­
droging bly die kleur steeds intens. Aanvanklik is vermoed 
dat die MeOH of kollidien dalk vir die reaksie verantwoorde­
lik was, maar ninhidrien in H~O lewer dieselfde resultaat. 
MeOH- en kollidienbehandeling v~rtoon negatief. Die feit dat 
laasgenoemde verbinding voor ninhidriendroging reeds kleur­
reaksie toon en ook nie uiteindelik pers word nie, plaas dit 
eerder onder die "ninhidriennegatiewe" groep. 

Albei verbindings is drie maal in MeOH - H~O opgelos en die 
MeOH onder vakuum onttrek, sodat dit in H;O neergeslaan is 
vir finale suiwering. 

Monster en Metode: 

(Verwys na 4.2.10: Verbinding 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 kristalmagsa was 5,0% 
van die oorspronklike dro~ massa van die materiaal. 

C" '",
...J..:... 



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

Vandat chemotaksonomie op die voorgrond getree het, is die 
tegniek van papierchromatografie dikwels gebruik om na amino­
suurverwantskappe tussen taksons te kyk. Wat die Proteaceae 
betref, het Van Staden (1966) reeds die algemene aminosuur­
voorkoms en genusverwantskappe tussen sekere verteenwoordi­
gers papierchromatografies ondersoek. Die min ondersoeke wat 
reeds op ECQtg~ se vrye aminosuurinhoud gedoen is, was opper­
vlakkig, sodat 'n dieper en meer uitgebreide studie nodig 
was. 

Volgens Tabel 5.1 behoort die posisie van sommige verbindings 
volgens die standaardafwyking van hulle gemiddeldes te oor­
vleuel. Sulke verbindings se relatiewe posisies (relatiewe 
Rf-waardes) t.o.v. ander bekendes op dieselfde chromatogram, 
is dan in berekening gebring vir identifikasiedoeleindes. 
Verbinding 17 is in tabelle en figure uitgelaat of 'n waarde 
van "0" toegeken, omdat, na dit aanvanklik as 'n aparte 
verbinding beskou is, dit ook geblyk het glutamiensuur te 
wees (verwys na konsentrasie effek, Figuur 4.5). 

Agt-en-veertig ninhidrienpositiewe verbindings is tweedimen­
sioneel papierchromatografies in 41 ECQtg~ §QQ. opgespoor. 
Figuur 5.1 toon die posisie van elk op'n tweedimensionele 
papierchromatogram wat met BAW en fenol ontwikkel is, terwyl 
Tabel 5.1 die verbindings se identiteit, ninhidrien/kolli­
dienkleurontwikkeling, Rf-waardes en standaardafwyking van 
die gemiddeldes toon. Tabel 5.2 gee die verskillende verbin­
dings (40 verbindings - verbinding 17 uitgeskakel) wat pa­
pierchromatografies in loofblare opgespoor is, se relatiewe 
konsentrasies in die verskillende spesies weer. 

Die standaardafwyking van die gemiddeldes van leusien/isoleu­
sien, fenielalanien en verbinding 46 in BAW was besonder 
hoog. Die uitsonderlike gedrag van onbekende 46 gedurende 
isoleringstegnieke aangewend, is in hoofstuk 4 bespreek. Die 
relatief groot koloppervlak (swak gekonsentreer) op papier­
chromatogramme in albei loopvloeistowwe aangewend (BAW en 
fenol), is vir hierdie ho~ standaardafwyking van die gemid­





Tabel 5. 1 Identifikasie en eienskappevan ninhidr-ienpositiewe 
ver-bindings aangedui in Figuur- 5.1. 

bg = blougr-oen 0 = or-anje 
bl = bloll Db = or-anjebr-uin 
bp = blouper-s og = or-anjegeel 
br- = br-uin p = per-s 
ge = geel r-v = r-ooiviolet 
gp = gr-ysper-s v = violet 
gr- = gr-ys 
s = standaar-dafwyking van die gemiddelde 
gr- p beteken gr-ys ver-ander- na per-s binne 24 uur-

Nr. ldentiteit Nin/kol BAW (90 : 10 : 29) 
kl eur 

1 
:2 
3 
4 
5 

serien 
prolien 
onbekend 
4-aminobottersuur 
onbekend 

br 
ge 
o 
p 
gr 

-
-
-

gp 
p 
p 

0, 11 (0,02) 
0,24 <0,02) 
(l, 40 <0, 02) 
0,34(0,03) 
0,77(0,02) 

0,58(0,04) 
1,22(Oll03) 
2, 12 (0,06) 
1,66(0,04) 
3,83(0,06) 

0,41(0,01) 
0,91(0,01) 
0,73(0,02) 
0,80(0,01) 
0,00(0,00) 

0,66(0,03) 
1,46(0,03) 
1, 16 (0, OS) 
1,29 (0, ( 3 ) 

0,00(0,00) 

6 
7 
8 
9 
10 

tirosien 
leusien/isoleusien 
onbekend 
fenielalanien 
onbekend 

gr 
p 
o 
br 
br 

-

-
-

p 

p 
p 

0,36 (0, 01) 
0,61 (0,04) 
0,09 ( 0 ,01) 
0,55(0,04) 
0,64<0,03) 

1,79(0,06) 
2,93(0,05) 
0,47 <0, 05) 
2,70(0,06) 
3 ,05(0,07) 

0,67(0,02) 
0,89(0,02) 
0,::.4 (0, 03) 
0,90(0,02) 
0,93 (0,01) 

1,08(0,<J4) 
1,44(0,04) 
0,55(0,05) 
1,44 (0,05) 
1,50 (0, 06) 

11 
12 
1:;. 
14 
15 

onbekend 
onbekend 
glisien 
aspartiensuur 
glutamiensuur 

ge 
ge 
rv 
b 
v 

- p 
p 
p 

0,11(0,02) 
0,06 (0, (1) 
0,12(0,01) 
0,11(0,01) 
0;16 (0, (1) 

0,52 <0,06) 
0,32(0,05) 
0,63(0,04) 
0,56(0,04) 
0 , 78(0,04) 

0,13 <0, 03) 
0,27(0,03) 
0,47(0,01) 
0,22(0,02) 
0,31 (0,02) 

(I, 2 1 «(), (5) 
0,44(0,05) 
0,76(0,02) 
0, :.5 (0,03 ) 
0, 50 (0, 03) 

16 
18 
19 
20 
21 

alanien 
onbekend 
onbekend 
etanolamien 
histidien 

p 
gr 
bg 
Db 

P 

-
-
-

p 
P 

gp 

0,20(0,.02) 
0,02 (0, (1) 
0,09(0,01) 
0,29(0,03) 
0,06(0,02) 

1,00 (0, 00) 
0,10 (0, 03) 
0,42(0 , 03) 
1,53(0,06) 
0,28(0,07) 

0,62<0,(1) 
0,68(1),02) 
0,79<0,03) 
0,80 <0, (1) 
0,75(0,02) 

1 , 00 (I), (0) 
1,09(0,05) 
1.27(0,04) 
1,30(0 , ()4) 
1,21(0,07) 

22 
23 
24 

26 

asparagien 
onbekend 
glutamien 
1 is i en 
treonien 

o 
P 
v 
p 
gr 

-

-

Db 

p 

p 

0,09 (0, 01) 
0,11 (0,00) 
0,11(0,02) 
0,08(0,02) 
0,17 (0, 02) 

0,45(0,03) 
0,62 <0, OS) 
0,56(0 , 05) 
0,41 (0,05) 
(l , 87(0,03) 

0,49(0,01) 
0,81 (0,00) 
0,64(0,02) 
0,49(0,03) 
0,54 <0,02) 

0,79(0:0(13) 

1,28(0,07) 
1,0::. (0, (4) 

0,79(0 , 06) 
0,87(0,02) 

27 
28 
29 
30 
31 

arginien 
onbekend 
valien 
onbekend 
ornitien 

p 
p 
p 
gr 
p 

- p 

0,13(0,01) 
0,03 (0, (1) 

0,43(0,03) 
0,04 (0,01) 
0,05(0,00) 

0,64<0,03) 
0,17(0,02) 
2,13(0,05) 
0,19(0,03) 
0,25 (0,01) 

0,77 (0, 01) 
0,33(0,03) 
0,81 <0,02) 
0,96<0,01) 
0,23 (0, 01) 

1,24(0,02) 
0,53 <0, 05) 
1,::.1(0,04) 
1,58(0. 02 ) 
0,::.8(0,02) 

-­'J ' ';' 

34 

36 

onbekend 
3-alanien 
onbekend 
2,3- diaminopropiaansuur? 
onbekend 

rv 
b 

P 
v 
p 

- p 

p 

0,17(0,02) 
0,21(0,03) 
0,18 <0, (1) 
0,06 (0, (1) 

0,03 (0, (1) 

0,82(0,04) 
1, 14 (0,03 ) 
0,87(0,04) 
0,38(0,03) 
0,17(0,02) 

0,71(0,02) 
0,70 <0 , (3) 
0,87(0,01) 
0,63(0,03) 
0,18 (0, (3) 

1,14 (0, O'C;) 

1,12(0,01) 
1,41 (0,03) 
1,(1)(0,03) 
0,29 (0, (I ~. ) 

37 
38 
39 
40 
41 

sistien? 
pipekoliensuur 
onbekend 
onbekend 
fosfoserien 

v 
bp 
v 
P 
bp 

- gp 

p 

0,06 (0,01) 
0,35(0,03 ) 
0,62 ( 0 , (ll) 
0,11(0,01) 
0,03 (0, (1) 

0,29(0,02) 
1,92(0,05) 
2,95(0,07) 
0,55<0,(4) 
0,16(0,02) 

0,37<0,(1) 
0,93 <0, 01) 
0,92(0,01) 
0,49(0,01) 
0,12(0,01) 

0, 59 (0, 0 1 ) 
1,49(0,04) 
1,47(0,06) 
0,79(0,02 ) 
0,20(0,02) 

42 
43 
44 
45 
46 

triptofaan 
onbekend 
onbekend 
onbekend 
onbekentl 

br 
p 
p 
og 
gp 

-

-

p 

p 

0,48 (0, (1) 

0,07(0,01) 
0,21 (0,01) 
0,47(0,03) 
0,72 (0,10) 

2,17(0,04) 
0, .;.5(0,02) 
1,05(0,03) 
2,35(0,05) 
3, 60 <0,16) 

0,86 (0, (1) 
0,44(0,01) 
0,35(0,02) 
0,78(0,02) 
0,57 (0, 07) 

1, ::.::. (0, (1) 

0,71 «(>,01) 
0,56( 0 , 03 ) 
1,26(0, 0 5) 
0,92(0,11) 

47 
48 
49 

onbekend 
onbekend 
onbekend 

bp 
br 
o 

-
-

p 
p 
p 

0,26(0,02) 
0,23 <0,(1) 
0,42(0,03) 

1,30(0,04) 
1,15(0,02) 
2,10 <0, OS) 

0,59(0,03) 
0,75(0,01) 
0,91(0,01) 

0,95(0,05) 
1,21 (0,02) 
1,47(0,03) 



Tabel 5.2 - Voorkoms van die 41 tweedimensioneel papierchroma­
tografies opgespoorde ninhidrienpositiewe verbindings in 
loofblare van die 41 ondersoekte spesies van ECQi~~, asook 
elk se relatiewe konsentrasie uitgedruk in 'n skaal van 0 ­
9. Tel kens is die ekwi val ent van 500 9 dro~ massa gechroma­
tografeer. (Kyk Tabel 5.1 vir identiteit van verbindings.l 

Verbinding nr.
~-------T-------'--.----,---

1 2 3 4 S 6 7 B 9 10 II 12 13 14 1 S 16 17 1 B 19 20 21 22 23 24 2S 26 27 2B 29 30 31 32 33 34 3S 36 37 3B 39 40 41 

4,0,5,3,0,0 1,4,1,0,0 3,3,1,7,7 0,0,0,0,0 0,0,0,3,0 0,0,0,0,0 0,0,0,0,1 0,2,0,0,0 

4,0,6,3,0,0 1,4,1,0,0 3,3,4,8,8 0,0,0,0,0 0,0.2,0,10,0,1,0,0 0,0,0,0,1 0,3,0,0,0 

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

4,1,0,1,0,12,0,3,0,00,0,3,7,50,2,4,2,0 0,0,2,7,17,0,3,0,00,0,0,0,2 4,1,0,0,0 

4,1,6,4,0,0 3,4,2,0,0 3,4,6,8,7 0,2,0,0,0 0,0,3,0,1 0,0,3,0,0 0,0,0,0,2 0,0,2,3,2 

1,2,0,2,2,13,0,1,0,00,0,5,8,70,1,0,0,0 1,0,2,0,1 0,0,3,0,0 O,l,O~O,O 0,2,2,0,2 

3,1,0,9,1,0 0,3,0,0,0 3,0,6,8,8 0,0,0,0,0 0,0,0,7,0 0,0,1,0,0 0,0,0,0,0 2,0,0,0,2 

6,4,0,0,2,0 3,0,2,0,0 0,0,7,9,7 0,4,0,0,0 0,0,0,0,0 0,0,3,0,0 0,2,0,2,0 0,3,2,0,0 

7,4,0,9,0,0 2,2,1,3,0 0,0,0,7,7 0,2,0,0,0 0,0,3,7,10,4,2,0,0 1,0,0,O,1 0,0,3,0,0 

2,0,3,2,0,0 1,3,1,0,/) 2,2,2,7,4 0,0,0,0,00,0,1,0,10,0,1,0,00,0,0,0,00,1,0,0,0 

5,2,0,2,0,0 3,0,2,0,1 0,5,3,9,8 0,1,0,0,0 0,0,0,0,2 0,1,3,0,0 0,0,0,0,1 0,0,0,0,0 

3,0,6,2,0,0 1,2,1,0,0 0,2,8,8,8 0,0,0,0,0 0,0,0,6,0 0,2,2,0,0 0,0,0,0,2 0,0,0,0,0 

0,2,0,3,0,02,0,0,0,10,0,1,8,70,0,0,0,0 ),0,0,0,00,1,1,0,00,0,0,0,10,0,1,0,0 

6,2,0,4,0,0 3,0,2,0,0 0,5,2,9,9 O,4,O,O~O 0,0,0,3,3 0,1,4,0,0 0,1,0,0,1 0,0,0,0,0 

e· !Ug!:!!!!H. 4,3,0,4,0,0 0,4,1,0,0 0,0,8,9,8 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 

e· gi!!!2!:!! 5,3,7,4,2,1 3,3,2,0,0 2,5,6,9,9 0,2,0,0,1 0,0,2,7,2 0,2,2,0,0 2,1,0,0,2 0,0,4,0,0 

3,1,0,1,3,0 1,2,1,0,00,1,8,9,80,0,0,2,0 1,0,1,9,0 0,1,1,0,0 0,0,0,0,10,0,0,0,0 

4,2,5,2,3,12,2,1,0,02,4,6,9,80,2,0,0,3 3,0,2,8,3 2,3,2,2,2 0,1,0,0,2 0,2,1,0,0 

6,2,0,4,0,12,1,2,0,2 0,0,4,9,8 0,1,0,0,·0 0,1,1,6,0 0,1,3,0,0 2,0,0,0,1 0,0,2,0,0 

3,2,0,1,0,03,0,2,0,20,2,6,8,70,1,0,0,0 1,(1,1,2,20,1,3,0,0 0,0,0,0,2 0,0,1,0,0 

e· l~e!~Q~!!!:eQ~~D~!:QD 3,0,0,2,0,0 1,0,1,3,0 0,2,6,8,0 0,0,0,0,0 0,0,0,0,0 0,0,1,0,0 0,0,0,0,2 0,0,0,0,0 

5,1,0,0,0,0 2,0,2,2,0 0,0,5,9,7 0,0,0,0,0 0,0,1,3,0 0,1,2,0,0 0,0,0,0,0 0,1,0,0,0 

e· lQc!igl!S! 6,1,0,2,0,0 3,0,0,0,0 0,0,6,8,8 0,0,0,0,0 2,0,1,0,0 0,0,2,0,0 0,0,0,0,2 0,3,0,0,0 

e· m.gQ!:f.!!i!! 4,3,0,1,0,0 1,0,0,0,0 0,2,5,9,8 0,0,0,0,0 0,0,0,4,0 0,4,1,0,0 0,0,0,0,2 0,2,0,0,0 

3,2,2,1,3,03,3,1,0,02,2,5,9,80,2,0,0,9 0,0,1,0,10,1,2,0,10,0,0,0,10,1,1,0,0 

3,1,0,1,0,0 1,0,1,0,(10,0,5,9,9 0,0,0,0,0 0,0,0,3,0 2,1,1,0,0 0,0,0,0,0 0,0,0,0,0 

3,1,5,5,0,12,2,1,0,0 2,4,7,8,8 0,0,0,0,0 3,0,0,9,2 0,2,4,0,0 1,0,1,0,1 0,0,0,0,0 

6,0,0,4,0,0 3,3,1,0,0 2,6,7,8,8 0,0,0,0,0 5,0,1,0,0 0,2,4,0,0 0,0,0,0,0 0,0,0,0,0 

4,0,0,1,0,0 1,3,0,2,0 1,4,4,8,7 0,0,0,0,0 1,0,2,0,2 0,2,1,0,0 0,0,0,0,1 0,0,0,0,0 

3,2,0,0,0,0 1,1,0,0,0 0,2,6,8,5 0,0,0,0,0 0,0,0,0,10,1,2,0,10,0,0,0,10,2,0,0,0 

5,2,0,5,0,1 4,0,2,4,0 0,4,6,9,8 0,4,0,0,1 0,0,4,7,4 0,2,5,0,1 0,1,0,0,1 0,1,0,0,0 

3,1,0,4,0,12,0,1,0,00,0,6,9,90,2,0,0,0 0,0,0,0,10,0,4,0,0 1,0,0,0,0 0,0,0,0,0 

6,4,0,9,0,1 3,0,2,6,0 0,3,7,8,8 0,4,0,0,3 0,2,4,7,2 4,2,2,0,2 2,1,0,0,10,0,0,0,0 

3,0,8,0,0,0 0,3,0,0,1 2,4,6,7,7 0,0,0,0,0 0,0,2,0,10,0,0,0,0 0,0,0,0,0 0,3,0,0,0 

6,0,0,0,0,0 0,0,0,0,0 0,5,0,9,5 0,0,0,4,0 0,0,3,0,7 0,0,0,0,0 0,0,0,5,0 0,0,0,0,4 

3,1,0,2,0,0 1,0,1,1,00,0,3,8,70,0,0,0,00,0,1,0,0 0,0,1,0,0 0,0,0,0,10,0,0,0,0 

5,1,0,2,0,03,5,1,0,04,4,6,8,70,0,0,0,0 0,0,1,1,3 0,0,2,0,0 0,0,0,0,10,1,1,0,0 

4,2,0,2,2,2 3,3,2,0,0 2,4,6,8,8 0,0,0,0,0 0,0,3,9,2 3,0,1,0,2 0,0,0,0,1 4,0,2,0,0 

4,2,0,1,0,0 2,0,1,0,0 0,0,6,8,7 0,0,0,4,0 0,0,1,0,0 0,0,2,0,0 0,0,0,0,2 0,0,2,0,0 

2,0,0,2,0,0 1,1,1,0,0 0,0,4,6,5 0,0,0,0,0 0,0,0,0,0 0,0,2,0,0 0,0,0,0,1 0,0,0,0,0 

5,2,0,9,2,0 2,4,1,3,0 2,0,6,8,7 0,2,0,2,0 0,(1,3,7,2 0,0,2,0,0 3,0,0,0,0 0,0,0,0,( 



delde~ ook in fenol, verantwoordelik. Hierdie resultate is 
van tweedimensionele papierchromatogramme, waarvan die eerste 
looprigting in BAW en die t~eede 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~ Rf-waardes in BAW (bo 
0,40 soos fenielalanien, leusien/isoleusien en verbindings 46 
en 45) II ui tkr i ng II na di e oorspronk 1 i ke BAI,oJ-f ront (Powr ie, 
mondelingse mededeling). Die BAW Rf--waardes van laasgenoemde 
verbindings is dan ho~r as voor dle 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 ho~ standaardafwyking van die 
gemiddelde met fenol as elueermiddel, nl. fenielalanien, 
histidien, lisien en verbindings 3, 8, 10, 11, 12, 18, 23, 
28, 39, 46 en 47. Dieselfde invloed as in bogenoemde geval 
kom waarskynlik nie voor nie. Die drie gefdentifiseerde 
verbindings wat "n ho~ afwyking toon, besit geen gemeenskap­
like chemiese eienskap wat hulle van die res van die bekendes 
onderskei nie. Konsentrering van die kol mag in die geval 
van lisien en histidien 'n rol speel, omdat hulle veral in 
die fenollooprigting oor '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 outomatiese aminosuuranaliseerder), terwyl 
onsekerheid oor "n verdere twee bestaan, nl. 2,3-diaminopro­
pioonsuur en sistien. Ses is in kristalvorm (ook gefdentifi­
seer d.m.v. infrarooispektrofotometrie van die verbindings en 
hulle standaarde) en een (etanolamien) as vloeistof suiwer 
gefsoleer (papierchromatografies en volgens die aminosuurana­
liseerder, terwyl die gekristalliseerdes se suiwerheid ook 
d.m.v infrarooispektrofotometrie bepaal is). Die spesifieke 
optiese rotasie van laasgenoemde gekristalliseerde verbin­
dings is vasgestel (kyk hoof stuk 4 vi r i sol er i ng) • Vi er 
onbekendes, verbindings 10, 18, 45 en 46, is ook in die 
vloeistofvorm tydelik bevries vir opvolgende studie. "n Hele 
aantal ander is "onsui~er" (volgens die aminosuuranaliseerder 
wat twee en meer nMol/160~1 440 en 570 nm absorberende 
verbindings kan opspoor) gefsoleer vir retensie identifise­
ring op die outomatiese aminosuuranaliseerder. 'n Besondere 
suur verbinding (waarskynlik 'n peptied), verbinding 47, is 
ook suiwer in oplossing verkry. 

Die volgende verbindings was in meer as 751. van die spesies 
in relatief ho~ konsentrasies in die loofblare teenwoordig 
(kyk Tabelle 5.2 en 5.3): serien, 4-aminobottersuur~ aspar­
tiensuur, glutamiensuur en alanien. In kleiner hoeveelhede 
was: prolien, leusien/isoleusien, fenielalanien en valien. 
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----------------------------------------------------------

Tabel 5.3 - Relatiewe belangrikheid van 
positiewe 
is. (Kyk 

Verbinding 
Nr. 

1 

2 

3 

4 

5 

6 


7 

8 

9 


10 

11 

12 


13 

14 

15 

16 

18 

19 


20 

21 

22 

23 

24 

25 


26 

27 

28 

29 

30 

31 


32 

33 

34 

35 

36 


37 

38 

39 

40 

41 


verbindings in die 41 

Tabel 5.1 vir identiteit 


Relatiewe Konsentrasie 

Gemiddeld Hoogste 

4,13 7 

1,97 4 

5,30 8 

3,17 9 

2,22 3 

1,10 2 


2,05 4 

2,96 6 

1,41 3 

3,00 6 

1,40 2 

2,50 5 


3,44 6 

5,21 8 

8,17 9 

7,45 9 

2,25 4 

4,00 4 


2,80 4 

2,00 3 

2,00 5 

1,50 2 

1,93 4 

5,75 9 


1,96 7 

3,60 7 

1,75 4 

2,16 5 

2,00 2 

1,50 2 


1,71 3 

1,14 2 

1,00 1 

3,50 5 

1,36 2 


3,33 4 

1,87 3 

1,85 4 

3,00 3 

2,20 4 


verskillende vrye ninhidrien­
E~Q~~~ isolate wat ondersoek 
van verbindings.) 

Persentasie Spesies 

waarin voorkom 


98 

76 

24 

82 

22 

24 


90 

56 

78 

20 

12 

39 


61 

95 


100 

98 

39 


2 


12 

10 

22 


5 

66 

49 


59 

12 

49 

90 


2 

15 


17 

17 


2 

5 


68 


7 

37 

32 


2 

12 




Glisien, glutamien, lisien en treonien, asook verbindings 8, 
28 en 36 het ook taamlik algemeen (ongeveer die helfte van 
die spesies) voorgekom, waarvan glisien en verbinding 8 in 
redelike ho~ konsentrasies opgespoor is. Tirosien, etanola­
mien, histidien, asparagien, arginien, ornitien, 3-alanien, 
2,3-diaminopropioonsuur (7), 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 gestyg. 
Feitlik aIle ninhidrienpositiewe verbindings het tydens hier­
die seisoen toegeneem. Blomme en omwindselblare het gemid­
deld 'n 10 x ho~r konsentrasie as loofblare getoon (Prosch, 
1986). 'n Toename in die loof (oud en jonk) net voor en 
gedurende blomtyd, beteken dat hierdie verbindings waarskyn­
lik daar vervaardig en na die blomme getranslokeer word. Ho~ 

konsentrasies (nie so hoog soos in blomme en omwindselblare 
nie) van veral glutamiensuur, glutamien, asparagien en serien 
kom in die wortelgroeipunte voor, terwyl die res van die 
wortel se inhoud relatief laag is (Powrie, 1986). Die ho~r 
groeiaktiwiteit in wortelpunte is heel moontlik hiervoor 
verantwoordelik. 

Interessant was die ho~r konsentrasies in die loofblaartjies 
direk onder die bloeiwyse, vergeleke met ander loof (ongeveer 
3 x meer). Oit 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 word, by. nr's 19 en 23. Etanolamien was 
papierchromatografies oak slegs in hierdie tyd sigbaar, al ­
hoewel die aminosuuranaliseerder feitlik altyd spore daarvan 
getoon het (ongeveer 10 nMol / 150 mg dro~ massa). 

AaQvanklik is slegs van katioonuitruiling op OOWEX 50W - X8 
(H) 200 - 400 maat hars in die ondersoek gebruik gemaak, 
maar 'n hele aantal verbindings adsorbeer baie swak (bv. 
glisien, fosfoserien, aspartiensuur 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, asook 46, baie swak of glad nie aan die anioonhars gead­
sorbeer nie. Glutamiensuur blyk ewe goed deur albei harse 
gehou te word. Kwantitatiewe werk moet dus op die katioon, 
anioon en neutrale fraksies gedoen word. Laasgenoemde frak­
sie verg egter verdere suiweringsbehandeling voordat dit 
enigsins op papier chromatografeerbaar is (verwys na POGINGS 
OM ISOLERINGSPROBLEME UIT TE SKAKEL, hoofstuk 3). 

In ooreenstemming met Van Staden (1962), is bevind dat gluta­
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miensuur feitlik altyd die verbinding met die hoogste konsen­
trasie was. Die jong loofblare van E. ~~~~QHilQ§~ bevat 
egter twee maal meer arginien as glutamiensuur (tweede meeste 
teenwoordig hier). 

Orgaan- en habitatverskille tussen ninhidrienpositiewe ver­
bindings (hoofsaaklik konsentrasieverskille) kom voor 
(Prosch, 1986) en daarom is slegs loofblare (aile ouderdomme) 
wat in Kirstenbosch Botaniese Tuin versamel is, vir die 
groeperingsanalise aangewend. Dit is ook bevind dat pluktyd 
(watter tyd van dag versamel) moontlik 'n rol speel. Die 
blare is gevolglik tussen 10hOO en 11hOO in die somermaande 
September tot Januarie versamel. 

Die groeperingsanalise se program is voorsien deur Prof. 
Murray van Stellenbosch Universiteit en is uitgevoer deur 'n 
II I BM-XT Per soon like Rekenaar-'''. Oi e data wat gebrui k is, word 
in Tabel 5.4 weergegee. Die analise berus op ooreenkoms 
tussen die spesies se ninhidrienpositiewe verbindings, asook 
relatiewe konsentrasies daarvan. Sewe-en-dertig van die 48 
verbindings is aangewend, uitgedruk i~ On arbitr~re skaal van 
0, 1 en 2 (in vergelyking met die ° - 9 skaal in Tabelle 4.2 
en 5.2, is ° = 0, 1 = 1 - 4 en 2 = 5 - 9). In albei skale dui 
"0" 'n papierchromatografies onopspoorbare hoeveelheid aan. 
Die dro~ massa-ekwivalent was, soos ook in Tabelle 4.2 en 

telkens 500 g. 
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Tabel 5.4 Voorkoms van die 37 tweedimensioneel papierchroma­
tografies opgespoorde ninhidrienpositiewe verbindings 
(slegs in loofblare) wat vir die groeperingsanalise aange­
wend is, konsentrasiegewys uitgedruk in 'n arbitr~re skaal 
van I) 2. Tel kens is di e dro~ massa-ekwi val ent van 500 9 
gechromatografeer. (Kyk Tabel 5.1 vir identiteit van verbindings.) 

Vli!rbindino nr. 

2· 3 4!5" 7 B q IOII1213141!51bIB202122241:z!52b272B~q313233343!53b37JB3q4041 

1,0,2,1,0,0 1,1,1,1),1) 1,1,1,2,2 0,0,0,0,1 O,l,c),O, 1 (.,(',0,0,(1 1,0,1,O,0,0 

2,1,0,1,0,0 1,2,0,0,0 :?,1,2,2,1 (1,0,1),1,10,1,0,0,10,0,0,0, (10,0,0,(1,0,1 

1,1,0,1,0,1 1,0,1,0,0 0,0,1,2,2 1,1,(1,0,1 2,1,2,0,1 0,0,0,0,0 l~l,l, O ,O,O 

1,1,2,1,0,0 1,1,1,0,0 1,1,2,2,2 1,0,0,0,1 0,1,0,(1,10,0,0,0,(11,0,0,1,1, J 

1 , 1 ., (I., 1 ., 1 ., 1 1,0, 1 ,0, I) (1,0,2., 2,2 1,0,0., 1 ,1 (I., 1 , (I., (1:0 1 0,0, 1 ., <), (J () .• I), 1 ., 1 ., (I, 1 

1 , 1 ., (I., 2., 1 ,0 (I., 1 ., u, c);o I) 1, 0., ~ , 2., 2 (I, (I., I), 0, (I 2., (I., 0, (I., 1 O. 0, (I , 0, (, I), J ;0 '-', '), (I , ! 

2, 1 ,0,0., 1 ,0 1., 0., 1 ,0,0 '),0,2., '2, 2 1, (I, (I, 1),0 (I, (1,0, (I, 1 (I., (I, i ,0, 1 ( ' ,.:) .• 1 , 1 , I), I) 

2,1,0,2,0,0 1,1, 1,1,(1 O,O,O,2,~ 1,0,(1,0,1 2,1,0,1,1 0,1,0,1),0 I,O,O,I~(',0 

1,0,1,1,0,0 1,1,1,0,0 1,1, 1,2,1 0,(I,,)~O,1 0,1,0,0,1 (1,0,(1,0,0 0,0,1,0,u,0 

2,1,0,1,0,0 1,0,1,0,1 0,2,1,2,2 I,O~O,(J,,) 0,1,0,1,1 0,0,1),0,1) I ,O~t) ,(t,O,,(1 

1 , 0, 2" 1 , (I ,,0 1, 1 , 1 , (I , (J 0, 1 , 2, 2" 2 0:0 (J , (I , (I, (I 2, 4), 0, 1 ,,1 0 , (I, 0" 0, (I 1, 0 ~ (I " °,'), t~1 

0,1,0,1,0,0 1,0,0,0,1 0,0,1,2,20,0,,0,0,00,0,0,1,10,0,0,0, 1) 1,( '1,1),1,0,0 

2, 1 , 0, 1 , (I , 0 1, (I, 1 , (I , (I (I, 2, 1 , 2" 2 1" (I , 0, 0, I) 1" 1 , 0, 1 , 2 I), 0, 1 , I) "I) 1, 0" I), (I" (.I , (I 

2, 1 , 2, 1 , 1 , 1 1" 1 , 1 , I) , 0 1, 2 , :2, 2, 2 1, (I, 1 , 0, 1 2, 1 , 0" 1 ,1 0, 1 , 1 , (t" 0 1, ( I , (I , 1, lI, 0 

1, 1,0, 1, 1, (I 1, 1, 1,0, (J 0, 1,2,2, ~ (>:0 1, (J, 1, 1 2,0, (I, 1" 1 (I, (I, 0, (I" (I 1, (I , (J, I) " c)" (j 

1,1,2,1,1,1 . 1,1,1,0,01,1,2,2,21, 0 ,1,1,1 2,1,1,1,1 I,O,I,O,(ll,i)~l,l,I), \) 

2, 1 , (I, 1 , 0, 1 1, 1 , 1 , 0, 1 I) , (I" 1 , 2 , 2 1, (I , 0, (I, 1 :2 , 0, 0, 1 ,1 (I, 1 , 0 , 0 , I) 1, () , 0, 1 , () , I) 

1,1,0,1,0,0 1,0,1,0,10,1,2,2,2 1,0,0,1,1 1,1,0,1,1 0,0,0,0,0 I,O,n,I,O,O 

e· !~ei~Q£~~eQ~~O~~QO 1,0,0,1,0,0 1,0, I, 1,0 0,1,2,2,0 0,0,0,0,0 0,0,0,0,10,0,0,0,0 1,0,0,0,0,0 

2,1,0,0,0,0 1,(1,1,1,0 0,0,2,2,2 0,0,0,0,1 1,0,0,1,1 (1,0,(1,0,0 (1,O,1,0,0,0 

1,1,1,1,1,01,1,1,0,01,1,2,2,2 1,0,0,0,1 0~1,0,1,1 1,0,0,0,,01,0,1,1,0,1) 

1,1,0,1,0,0 1,0,1,0,0 0,0,2,2,2 0,0,0,0,0 1,0,1,1,1 0,0,,0,0,0 (I,O~(I,O,t),(t 

1,1,2,2,0,1 1,1,1,0,0 1,1,2,2,2 0,0,0,1,0 2,1,0,1,10,1,0,1,0 1,0,0,0,0,0 

2,0,0,1,0,0 1, 1, I~O,(J 1,2,2,2,2 0,0,0,2,1 0,0,0,1,1 0,0,0,0,0 0,0,0,0,0,0 

1,0,0,1,0,0 1,1,0,1,0 1,1,1,2, 2 (1,0,(1,1,1 0;1,0,1, 1 O,O,C)~O,O 1,(1,0,0,0,0 

1, 1,0,0,0,0 1,I"O,O~') 0,1,2,2,2 0,0,0,0,0 0,1,0,1,1 1,0,0,0,0 1,0,1,0,0,O 

2,1,0,,2,0,11,0,1,1,00,1,2,2,2 1,,0,1,0,1 2,1,0,1,2 1,0,1,0,1) 1,c), I,(.,O,O 

1,1,0,1,(1,1 1,0,1 ,0 ,0 0,0,2,2,2 I~O,O,O,O 0,1,0,0,1 0,1,0,0,0 1:1,0,0,1:1,0,0 

2, 1 , (I, 2" (I, 1 1, (I ~ 1 , 2 ~ c) 0, 1 , 2, :2, 2 1, I), 1 , (I, 1 ~, 1 , 1 , 1 :0 1 1, 1 , 1 ) I) !I (I 1, I) , (', (I, (I, (, 

1 , 1 , 0, 1 , (I, ° 1, 0, 1 , 1 ,(I 0, (I, 1 , 2, 2 0, (I, 0, (I, 1 (I, (1, (I, 0, 1 (I, 0, 0, (), Ij 1, (I, (I, (1, I) , ,=. 

2,1,0,1,0,0 1,2~,I,O,c) 1,~,2,2,2 0,0,0,0,11,1,0,0,1 f),O,O,O,O 1,0,1,1,0,0 

1,1,0,1,1,1 1,1,1,0,0 1,1,2,2,2 0,0,0,0,12,1,1,0,1 1,0,0,0,0 1,1,0,2,0,0 

1,1,0,1,0,0 1,0,1,0,00,0,2,2,20,1 .,0,0,10,0,0,0,1 0,0,0,0,0 1,0,0,1,0,0 

2, 1 , (I, "2, 1 ,<) 1, 1 , 1 , 1 ,(I 1, (I , 2 ~ 2, 2 1, 1 , (I, 0, 1 2 ~ 1 , (I, 0, 1 0, 1 , (I , t) ,0 (J, (J .' (I , (I, t , • \) 



Die een-en-veertig spesies is in naasverwante groepe van 
twee, vier, agt, sestien en twee-en-dertig ingedeel, met 'n 
vyfde agtledige groep apart. Een spesie, E. §£~Q[~, is 
afsonderlik gegroepeer, waarskynlik vanwee sy groot verskil 
met die ander (Figuur 5.2). Volgens die indeling van Rourke 
val hy onder die Subacaules, waarvan neg twee voorbeelde, E. 
Q§oti£~l~t~ en E. Qi§£iO~, gedoen is. Laasgenoemde twee is 
egter met spesies van die naasverwante groepe Speciosae (t. 
12~[iiQli~) en Ligulatae (E. Qgt~?ifQli~) ingedeel. 

Die volgende groepe word onderskei: 

Tabel 	5.5 - Agtledige groepering van 
die rekenaargroeperingsanalise. 

e· 
e· 
e· 
e· 
e· 
E· 
e· 
E· 


E· 

E· 
e· 
E· 
E· 
e· 
E· 
E· 


E· 

E· 

E· 

E· 

E· 

E· 

E· 

E· 


g!!!Ql~~i£g~lQ§ 
£Q[Qgtg 

§!:Q~Q~: 

g£g~!Q§ 
£~ng[QiQ~§ 
!!lg9niii£g 
D~!:iiiQ!ig 
t~ng~ 
§Q~£iQ§g 

lQOgiiQ!ig §!:Q~Q §: 
Q~Q~n~ 
§tQkQ~i 
m~m!ii 
§~§gO!J.g~ 

9[~m!i£~Q§ 
Q~n!i£~l~tg 
!.~~!:iiQ!.i~ 

£QillQ!Qnii 
!.g~tgn§ 
£Q[Qngtg 
~~iilli~ 
g!'~Q[g 

19£ti£Q!.Q!: 
!:~Q~n§ 

!:~Q!:QQi!.Q§~ 

die 41 e[Qt~~ ~QQ. deur 

e· Q~!:£b~!.!.ii 
e· £QillQg£!!! 

e· !.Q[iiQ!.i!! 

E· 
e· 
E· 
e· 
E· 

e· 
e· 
e· 
e· 
e· e. 
e· 
e· 

!:Q~Q~!.!i!!~ 
QQj;~§iiQ!.i!! 
Qi§£ing 
g!!9~~Qi 
!:~Qi£Q!~ 

g!:i§j;!!j;~ 
§~!Qb~[~!! 
!!~!:~!! 
~~!.~it§£t!ii 
!!n9~§t!!t!! 
!.~QiQQ£!!!:QQQ~OQ[Qn 


ni!iQ!! 

£!!ii[!! 
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-III 

E!!~ 
III 
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Interessante ooreenkomste met Rourke se indeling is egter 
gevind (vergelyk Figuur 5.2 en Tabel 5.6): 

E. ~mel@~!£!~le§ en E. £eCQ!t~: Hierdie twee spesies was 
die enigste verteenwoordigers van die hoogs-ontwikkelde 
groep Hypocephalae wat ondersoek is. 

E. !£~Yle§ en E. £~Q!Ce!g@§1 E· £~OeceiQ§§ se posisie op 
die "gevorderdheidsleer" is onseker. Sommige kenners 
beskou hom as primitief~ terwyl ander weer gevorderdheid 
in hom raaksien. Hy is dan oak die enigste protea met 'n 
blaarsteel en die alleenverteenwoordiger van die groep 
Protea. Dis baie interessant dat die analise hom saam met 
E. e£~~!Q§ groepeer. Laasgenoemde en e. ~09~§t~te is die 
enigste twee verteenwoordigers van die groep Microgeanthae 
wat ondersoek is. e. e09~§tete word egter ten spyte van 
'n groat verskil, saam met e. l§~iQQ£eC~QQ§OQCQO van die 
Seciosae ingedeel. Volgens Rourke <mondelingse medede­
ling) is die Microgeanthae <e. ~£~~lQ§) nabyverwant aan 
die Crateriflorae, wat moontlik oorsprong aan die hoogs 
ontwikkelde Hypocephalae gegee het. Soos reeds hierbo 
genoem, behoort e. 2mel~~i£~~lQ§ en e. £QrQ~t2 aan laasge­
noemde groep. Dui die feit dat die paar e. ~£~~lQ§ en e. 
£~o2rQiQ~§ saam met die paar van die Hypocephalae ingedeel 
word, op gevorderdheid vir e. £~o~ceiQ§§? 

E· m!Qoifi£~ en E· o@c!!iel!!; Albei behoort aan die 
groep Speciosae. 

E. eYQ@O~ en e. leoQ!iel!!: Vol gens Rourke <Rourke 1980) 
het E. e~Q§O§ waarskynlik uit E. lengiielie ontwikkel, 
a.g.v. 'n grondaanpassing. Die enigste natuurlike habi­
tat van eersgenoemde is 'n smal strook van tien by drie 
kilometer in die Suid-Kaap tussen Elim en Bredasdorp. 
Die grondsoort is 'n swaar klei, gevorm uit Bokkeveldska­
lie met'n bymengsel van waaisand en E. e~Q§O§ is waar­
skynlik die enigste protea wat natuurlik in hierdie grand 
aard. 

Die verspreidingsgebied van E. lQOgiiQli! omring hierdie 
kleistrook en bestaan uit dagsome van Tafelbergsandsteen. 
Die feit dat talle natuurlike basters van die twee op die 
grens tUBsen die grondsoorte voorkom, dui op genetiese 
verwantskap. 

Die agtledige groep E. leoQ!iel!~, E. eYQ@O~, E. §tQ~e@!,
E· m~QQ!!, E· §~!!OO~@, E· QC~oQi£@e!, E. Q@oti£~l!t! en
E. l~~cifel!~: Die Ligulatae het waarskynlik oorsprong 
gegee aan die meer ontwikkelde groep Subacaules, maar is 
oak baie naby verwant aan die Speciosae (Rourke, monde­
lingse mededeling). Uit bogenoemde agt spesies is dit 
slegs e. m~nQii <Exsertae) wat nie aan een van hierdie 

58 



Tabel 5.6 Infrageneriese klassifikasie van ECQt~~ in Sui de­
like Afrika (Rourke, skriftelike mededeling). 

Groap L.iocaphalaa Stapf Groep Crinitae Rourke 

E· ~!!!.!.o:.~ E· igliQ§!! E· e\'!,-sn~!.!.E 

f:. !Jo:.5!S~(!!QQi~Q!! C· lnigQ§!! E· SQ!!!Q!l!st!!

!:'. g!..!ec~ t· Immi2Qe P. ~:.:.i!!!l!! 

E· lQQI21!}!! f:. b~Q2U e· lQQ9!.!.Q!.!.!! 

E· Q!.tl.Q!! E· ):!ggi§i!!~ E· gei!l§!.:£Q!.!.~

E· Q~t!ig~Q!! E· e!lg~Q§

E· e~c):!!l!.2 E· Cmm~Ul!!~ 

E· C!lQ1SQ!.2 E· §!l§!!QQi!~

E· ~1!!!12!.~:i 


E· 2£2!l19§ 

E· 2~h:l!l§!=2!=!! Groep Specio.a. Stapf 

E:. £QD~~!i~ 

E· 12~~i§ E· c;;gr.:go!!ii! 


t'. SQ!!!eigoi!. E· !:". ~~gl!li2 E· 9r:i!!lQl£i1eli 

[:. £~c):!~t!! E· bQ1Q§~r:1S~i!

E· li!~ii!o§ E· li!\'!r.:HQ1!.!! 

E· C!lQcgei!.Q§!! E· l~eiQg£i!r:gQg~QQCQO
Groap Crat.rifloraa Rourka 

E· lQo:.i!glii!
E.. ~i£~§2 E· !!!i!90i!i£i!
E· Q2!!!!!9\,!2Qi! E· Q~cii!g!.!.!!
E· H~QQ!lli! E· §e~£lg§i!

E· 9!!9,,-!~Qi E· C~SgQQit2 E· §igtg~i
E· ~~!.~li§snll r.. ?"-!!.I2t:!!lC~!! 

Groap Protaa 

E· !H::~!!!lU.;!ii! 

E· U!Q!!li£!l1!!!=2

E· D!!O!! 

t'. (~it~e!~~!.!.2

E· §£~l~~g£~gn!!li! E· !!§I2~!:i!


E· £C~Ql2n!..l>!! E· ~lt~~Og~C912D2 E· g~o!.i£\'!li!bi!

E· er.!ll!}Q§!! E· lQc~i!

E· EC;;i!Qci"-!§~!'!l.;! E· el§£lQi!

r.. §£Q!.gQ~nQC1!!!9!.1i! Groap Parviflora. Rourka E· c~3iigQligll~


E· §!,;!!Qr.:!!
E· m~~r:.QQi:£g!.!.i! E· §£g!:~gU~Ci!911i! 
e· g!lgcH!! 

E· i!r:i§ii!ii! Groep Ex.artae Stapf
E· !.2ns~g12ii! SubganuQ HypocephalaR (Mail 
E· c~e!m§ 	 E· !!\'!C~i! 

E· l:!£t!.£Qigc
E· (!!\,!QQi!.

E· !!(!!121~~i~!!!llg§ E· e\'!n£i~ii! 

E· £Q!::'Qi!!=i! E· l!!!lt!):!~§iH!!

E· Q~S!lcr:~Q§ E· ):!~n!l§i!!

E· tl!l~i!lgCi!

E· §\,!Q!ll!.!Ql!.!! 


http:Q!.gQ~nQC1!!!9!.1i


d~ie naasve~wante g~oepe behoo~t nie. 

e. £QmetQQll en E. l~§t~Q~: Die saamgeg~oepee~des behoo~t 
aan die p~imitiewe g~oep Patentiflo~ae. 'n De~de ve~teen­
woo~dige~ was E. L~QLQQi!Q§2 wat, inte~essant genoeg, saam 
met E. L§Q~n§ van die Mellife~ae ingedeel is. Albei bevat 
dan ook die besonde~e basiese ve~binding 10, wat in slegs 
vyf (hoogstens agt) uit die 41 onde~soekte spesies opge­
spoo~ is (ve~wys na 4.2.8). 

E. sQLQn21~ en E. §~imi~: Behoo~t aan die baie nabyve~­
wante Speciosae en Ligulatae. 

E.Q~[£Q§llll en E. £Qme~£t~: Is van die g~oep Ligulatae. 
Volgens Rou~ke (1980) is E. QQt~§ifQ!i2 die waa~skynlike 
naasve~want van E. ~QmQ2£t2. Ee~sgenoemde is egte~ saam 
met E. Qi§~in~ van die naasve~wante Subacaules ingedeel. 

E. lQ[lfQ!l~ en e. [Q~e§l!l~§: Is wee~ eens ve~teenwoo~di­
ge~s van die g~oepe Speciosae en Ligulatae. 

E. 9~9~§gl en E. L~el£Q!~: Albei behoo~t aan 'n p~imi­
tiewe g~oep: ee~sgenoemde aan die Lasiocephalae en die 
ande~ aan die Leiocephalae. 

e. Dl11g~ en e. s~ff~~: Ten spyte van "n g~oot ve~skil, 
wo~d hie~die twee ve~teenwoo~dige~s van die p~imitiewe 

Leiocephalae tog saam ingedeel. 

Daa~ was 'n paa~ fakto~e wat die g~oepe~ingsanalise kon 
bernvloed. Seisoenve~skille is die g~oot fakto~, ve~al die 
blomseisoen. Dit sou dus nie help om al die mate~iaal op een 
dag te ve~samel nie, aangesien blomtyd tussen die spesies 
ve~skil. Va~s mate~iaal behoo~t ook so gou moontlik ge~kstra­
hee~ te wo~d (kyk hoofstuk 2) en daa~om het ve~sameling oo~ 

vie~ maande geskied. Indien mate~iaal in dieselfde stadium 
van blom gesny is, sou seisoene van die jaa~ (winte~, some~, 

ens~) waa~skynlik wee~ 'n invloed gehad het. 

Seisoensve~skille het dus waa~skynlik konsent~asies van ve~­
bindings "buite ve~band" ge~uk, sodat dit nie 'n g~oot ~ol in 
die analise gegee is nie (skaal 0 - 2, i.p.v. 0 - 5 of 0 ­
9- Tabel 5.4). Konsent~asies is boonop geskat vanaf tweedi­
mensionele ch~omatog~amme, te~wyl sommige ve~bindings in 
onopspoo~ba~e hoeveelhede, dalk die indeling sou ve~ande~. 

Ve~de~ is t~iptofaan en sewe onbekende ve~bindings wat slegs 
in omwindselbla~e en blomme papie~ch~omatog~afies opgespoo~ 

is (ve~bindings 19, 23, 30, 43, 44, 48 en 49) en wat defini­
tief met die blomseisoen te ko~~elee~ is, uitgeskakel. Ve~­

bindings wat late~ in g~ootskaalse ekst~akte van dieselfde 
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spesie (bv. P. c~~cQeiiQ§~, P. gl~~c~ en E. ~~c~~) opgespoor 
is, is ook nie gebruik nie (verbindings 45, 46 en 47), omdat 
van hulle moontlik ook by ander spesies voorgekom het teen 
konsentrasies te laag om papierchromatografies waar te neem. 

Meer spesies sou'n betroubaarder analise gel ewer 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 Rourke), by. E. t~Q~~, E· ~£~~lQ§ en E· §~leb~c~~, 
geanaliseer is, is dit outomaties met 'n ander geassosieer. 

Seisoensvariasie ten spyt, wil dit voorkom asof daar tog 
chemotaksonomiese waarde in 'n vergelyking van soorte se vrye 
aminosure l@. Papierchromatografie behoort gekombineer te 
word met 'n sensitiewer kwantitatiewe metode soos outomatiese 
aminosuuranalise. In die geval van ECQt~~ blyk die vrye 
aminosuurkonsentrasie egter baie laag (Figure 4.5 en 4.10) te 
wees t.o.v. ander plantgroepe (bv. Eloff, 1968), sodat amino­
sure moontlik nie 'n 90eie chemotaksonomiese maatstaf in 
hierdie genus is nie. 
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Die meeste ninhid~ienpositiewe ve~bindings het onde~ die 
toestande wat geb~uik is, aan katioonuit~uilha~s geadso~bee~ 
(by pH 5,5 - 6,5). Die g~oot volume wate~ waa~mee die kolom­
metjies gewas is om so veel as moontlik van die gekleu~de 

ve~bindings te ve~wyde~, het ge1ei tot die waa~neming dat "n 
gedeelte van ve~al die meer suu~ aminosu~e van die kolom 
afge~luee~ is. Die aantal ninhid~ienpositiewe ve~bindings wat 
aan katioonha~s adso~bee~, kan aansienlik ve~minde~ wo~d (vi~ 

bete~ eluaatskeiding), deu~ die a~omatiese f~aksie ee~s met 
geaktivee~de koolstof te onttrek, gevolg deu~ anioonuit~ui­
ling onde~ toestande waa~ slegs die suu~ aminosu~e geadso~­

bee~ word en laastens katioonuit~uiling. 

Ammoniumhid~oksied is om ve~skeie ~edes 'n bete~ eluee~middel 
as soutsuu~ vi~ katioonuitruilch~omatog~afie van p~otea­

ekst~akte en asynsuu~ lewe~ goeie ~esultate met anioonuit~ui­
ling. 

Polifenole is waa~skynlik die belang~ikste g~oep ve~bindings 

wat ch~omatog~afe~ing (veral papie~- en ioonuit~uilchromato­
grafie), isole~ing en ka~akte~ise~ing van v~ye ninhid~ienpo­
sitiewe ve~bindings in ECgt§~ belemme~. 

Ve~wyde~ i ng van hi e~d i e II ongewensde vet-bi nd i ngs is met geak­II 

tivee~de koolstofadsorpsie, polivinielpi~~olidoonnee~slag, 

wate~stofpe~oksiedoksidering, suurpolime~ise~ing, jelch~oma­

tog~afie, tempe~atuu~behandeling en ioonuit~uiling gekoppel 
met tydsve~loop (ve~oudering van die ekstrak), teweeggeb~ing. 

Ioonuit~uiling (ve~al katioonuit~uiling) was die mees sukses­
volle ekst~aksuiwe~ingsmetode en ande~ metodes is gewoonlik 
di~ek daa~voor of daa~na toegepas. Feitlik aIle ninhid~ien­
positiewe verbindings+adso~bee~ aan katioonha~s (in hierdie 
geval DOWEX 50W-X8 (H ) 200 - 400 maat), te~wyl die meeste 
van hie~die p~obleemve~bindings in die viskose neut~ale en 
anioniese ~ate~eluaat beland. Die anioniese f~aksie (ninhi­
d~ienpositiewe sowel as ninhid~iennegatiewe ve~bindings) in 
laasgenoemde eluaat is relatief klein. Wannee~ ekstrakte of 
isolate vi~ 'n tyd gestoo~ wo~d, vind daa~ ve~ande~ings plaas 
wat daa~toe lei dat ~elatief mee~ ninhid~iennegatiewe ve~bin­
dings die katioonkolom ve~laat as wannee~ die monste~ jonge~ 
is. 

Geaktivee~de koolstofadso~psie was waa~skynlik die mees suk­
sesvelle suiwe~ingsmetode naas ioonuit~uiling, in die sin dat 
dit nie net"n g~oot gedeelte van die "ongewensde" ve~bin·­

dings uit ekst~akte ontt~ek het nie, maa~ te~selfdertyd ook 
die a~omatiese ninhid~ienpositiewe fraksie, sodat laasgenoem­
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de dan van die grootste hoeveelheid ninhidrienpositiewe ver­
bindings geskei is. 

Polivinielpirrolidoonneerslag kon net in sommige gevalle 
toegepas word, omdat spesies verskil t.o.v. verbindings wat 
neergeslaan ken word met PVP. Waterstofperoksiedoksidasie 
het die nadeel gehad dat die oplossing 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 nlet 
silika- en trisakriljel, sodat jelchromatografie slegs ge­
bruik is wanneer verbindings wat gesuiwer moes word, se 
gedrag t.o.v. die jel bekend was. Party isolate het gekleur­
de bande bo en onder in houers gevorm gedurende afkoeling en 
bevriesing en deur hierdie pigment dan uit die oplossing te 
verwyder, is 'n baie suiwerder isolaat verkry. 

Arginien en etanolamien isoleer die suiwerste (95 - 100% van 
die fraksies waarin hierdie verbindings voorkom, bevat geen 
ander ninhidrienpositiewe verbindings nie) met gradi~ntelue­

ring aangewend op die katioonhars, terwyl aspartiensuur en 
glutamiensuur die beste (35% van die fraksies) met anioonuit ­
ruiling gesuiwer is. In E. L~~CQ~i!9§~ kom die basiese 
onbekende verbinding 10 voor wat oak in ten minste 95% van 
die fraksies suiwer met gradi~nteluering op katioonhars ver­
kry is, asook die peptied, verbinding 47, wat met anioonuit ­
ruiling meer as 95% onvermeng herwin kon word. Laasgenoemde 
twee verbindings het die mees basiese (verbinding 10) en 
suurste (verbinding 47) eienskappe op ioonuitruilhars getoon. 
In al die gevalle moes ioonuitruiling egter met ander met odes 
(bv. papier-, jelchromatografie erl waar moontlik laastens 
kristallisering) gekombineer word om die spesifieke verbin­
dings suiwer (volgens papierchromatografie, outomatiese ami­
nosuuranalise en infrarooispektrofotometrie) te verkry. 

ELQ~~~ bevat relatief min vrye ninhidrienpositiewe verbin­
dings te oordeel aan literatuur oor ander groepe buite die 
familie. Proteas groei op stikstofarme grand 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 h~ as neutrale of suur aminosure, veral 'n 
groot rol in die stikstofmetabolisme van hierdie plante 
speel. 

Dis baie interessant dat 4-aminobottersuur in besonder ho~ 

konsentrasies in feitlik uitsluitlik soorte van die ho~ 50­

merre~nvalgebiede voorkom, nl. E. £~ffL~, E. £QmH~QDii, E· 
L~~LQHi!Q§§ en E· ~§l~i~§£bii (Tabel 5.2). Die besonder 

62 




basiese verbinding 10, wat in slegs vyf (hoogstens agt) 
spesies opgespoor is, kom in drie van eersgenoemde vier 
spesies voor. Die ander twee (van die vyf) spesies waarin 
verbinding 10 ook definitief voorkom, E. 1~~i~9£~[~9~~O~[gO 
en E. [~~~O§, bevat ook 4-aminobottersuur in beduidende kon­
sentrasies. Daar mag dus 'n verband tussen 4-aminobottersuur 
en verbinding 10 bestaan (die moontlikheid bestaan dat die 
afbreekproduk wat deur die aminosuuranaliseerder in'n aan­
vanklik suiwer isolaat van verbinding 10 opgespoor is, 3­
aminobottersuur is). Twee ander moontlike identiteite van die 
afbreekproduk volgens aminosuuranaliseerderretensietye is die 
van valien en sitrullien. Indien dit sitrullien is, mag dit 
wees dat verbinding 10 met die ornitiensiklus assosieer. Die 
feit dat hierdie onbekende verbinding uitsluitlik in primi­
tiewe proteas (en ook broodboomsaad wat ondersoek is) voor­
kom, beteken dalk dat dit 'n kenmerk van primitiewe plante 
is, of dan dat primitiewe plante ho~r konsentrasies daarvan 
bevat. 

'n Ander interessante onbekende is verbinding 3, wat moontlik 
2(metileensiklopropiel)glisien kon wees. Papierchromatografie 
het egter getoon dat dit nie laasgenoemde verbinding is nie, 
maar moontlik nou verwant mag wees volgens die besondere 
ninhidrienkleur. Dit is in 10 spesies, wat almal in die 
Kaapprovinsie voorkom, opgespoor. Aanvanklik is dit in die 
raoikleurige variant van E. §y[~~ 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. 1~£ti£919[, 

E· O~[iifgli~ en E. [g~~O§ ondersoek is. 

Verbinding 46 word oor 'n relatief lang tyd van die amino­
suuranaliseerder se kolom afge~lueer, wat kwantitatiewe re­
sultate mag bernvloed, 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 gerntegreer 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 soos 
papierchromatografie. 

Sommige peptiede adsorbeer ook aan ioonuitruilhars, soos die 
sterk suur verbinding 47 wat heel laaste van aIle anioniese 
ninhidrienpositiewe verbindings die anioonhars verlaat. Hier­
die onbekende is hittelabiel en dra moontlik by tot sommige 
aminosure se konsentrasie in die isolaat. Kwantitatiewe re­
sultate mag dus deur sulks peptiede bernvloed word. 

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



outomatiese aminosuuranaliseerder gerdentifiseer is) is in 
een-en-veertig t[Q1~e spesies opgespoor. Vyf-en-veertig 
daarvan was in ekstrakmonsters van 500 mg dro~ massa (of 
minder) op ontwikkelde tweedimensionele papierchromatogramme 
sigbaar. Die ander drie is gedurende grootskaalse isolering 
opgespoor. 

Ses aminosure is in kristalvorm gefsoleer en hulle identiteit 
is d.m.v. ko-chromatografie op papier en die outomatiese 
aminosuuranaliseerder~ asook infrarooispektrofotometrie met 
hulle outentieke standaarde, bepaal. 'n Sewende gefdentifi­
seerde isolaat was etanolamien wat in waterige medium bevries 
is en waarvan die identifikasie slegs deur ko-chromatografie 
op papier en die aminosuuranaliseerder gedoen is, terwyl die 
besondere oranjebruin ninhidrien/kollidienkleurontwikkeling 
daarvan ook tot 'n mate identiteit bevestig het. 

Vier gefsoleerde ninhidrienpositiewe verbindings kon nie 
gefdentifiseer word nie. Suiwerheid van die 11 isolate is 
d.m.v. ko-chromatografie met standaarde op papier en die 
aminosuuranaliseerder bepaal. Die gekristalliseerde verbin­
dings is ook d.m.v. infrarooispektrofotometrie vir suiwerheid 
getoets en hulle spesifieke optiese rotasie dui aan dat hulle 
van die laevo-vorm is. 

Verbindings kon maklik op mikroskaal gefsoleer word deur die 
papierchromatogram eers te loop, 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 elueer. Hierdie isolering is aangewend om 
spesifieke verbindings se retensietye op die aminosuuranali­
seerder te bepaal. 

Glutamiensuur en waarskynlik onbekende 46 was in aIle onder­
soekte gevalle in die hoogste konsentrasies teenwoordig, 
behalwe in die geval van E. [~Q[QQ~lQ§~, waar die arginienin­
houd ho~r was. Alhoewel verbinding 46 in sulke ho~ konsen­
trasies teenwoordig was~ is dit nie in die groeperingsanalise 
gebruik nie, omdat dit slegs in grootskaalse ekstrakte opge­
spoor is (of op eendimensionele papierchromatogramme waar die 
monster oorbelaai is) en nie sigbaar vertoon het op ontwik­
kelde tweedimensionele papierchromatogramme nie. 

Serien, 4-aminobottersuur, aspartiensuur, glutamiensuur en 
alanien was in meer as 75% van die ondersoekte spesies se 
loofblare in relatief ho~ konsentrasies teenwoordig (tweedi­
mensioneel papierchromatografies opspoorbaar), terwyl pro­
lien, leusien/isoleusien~ fenielalanien en valien in kleiner 
hoeveelhede voorgekom het. Tirosien, etanolamien~ histidien, 
asparagien, arginien, ornitien, 3-alanien, fosfoserien en 
waarskynlik 2,3-diaminopropioonsuur en sistien (laasgenoemde 
twee se identiteit is onseker) is in minder as 25% van die 
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spesies wat ondersoek is, opgespoor. 

Seisoensvariasie, waarvan blomseisoen die belangrikste is, 
het waarskynlik die grootste invloed op die "chemotaksono­
miese betroubaarheid" van vrye ninhidrienpositiewe verbin­
dings. Oit ten spyt, asook die feit dat hier slegs van 
papierchromatografie as kwalitatiewe en kwantitatiewe maat­
staf (identiteit en konsentrasie daardeur bepaal) vir die 
groeperingsanalise gebruik gemaak is, is daar ooreenkomste 
met bestaande morfologies-taksonomiese indeling gevind. In 
die geheel blyk dit egter dat vrye aminosure in die genus 
ECQ1§~ nie naastenby dieselfde waarde het as wat al in chemo­
taksonomiese ondersoeke met ander chemotaksonomiese parame­
ters in ander taksons, opgemerk is nie. Die relatief lae 
konsentrasie vrye aminosure in ECQt§~ is waarskynlik 'n sterk 
bydraende faktor wat daartoe lei dat die chemotaksonomiese 
waarde van hierdie groep verbindings vir die genus bevraagte­
ken word. 

Die volgende geleenthede vir navorsing het uit hierdie resul­
tate na yore gekom en dit sal verdere aandag kry. 

Nadat 
ander 
1985), 

bykomstige resultate ingewin is en vergelyk 
chemiese data m.b.t. E~Qt§~, by. flavono~de 

gaan die groeperingsanalise herhaal word. 

is 
(Sc

met 
ott, 

Ongerdentifiseerde verbindings wat suiwer gersoleer is, gaan 
chemies gekarakteriseer word. Verbinding 10 geniet hier veral 
prioriteit. Indien dit 'n verbinding is wat nog nie vantevore 
in plante aangetref is nie, gaan die metabolisme daarvan 
ondersoek word in plante waarin dit voorkom. 

Proteas is aangepas am op stikstofarme grond te groei. Pro­
torde vergroot die absorpsieoppervlak van wortels, wat ook 'n 
verhoging in die stikstofopnametempo mag h~. Aanpassings in 
die metabolisme 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. 

Proteas groei in stikstofarme grond en daarom kan 'n mens 
verwag dat die plant dit nie kan bekostig om stikstof op 
onbelangrike verbindings te verspil nie. Stikstofhoudende 
verbindings behoort dus 'n belangrike biologiese funksie te 
vervul en die aminosure wat weI voorkom behoort 'n belangrike 
biologiese aktiwiteit te h~. Vrye aminosure mag by. plante 
teen patogene organismes beskerm (Bell, 1981), sodat die 
plantpatoloog uit hierdie oogpunt mag baat by bestaande ken­
nis van die vrye aminosuurvoorkoms, asook toekomstige meer 
uitgebreide ondersoeke. Daar gaan gepoog word om moontlike 
korrelasies tussen siekteweerstand en aminosuurkonsentrasie 
te bepaal. Dit sal ook interessant wees om die invloed van 
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infeksie deur patogene organismes op aminosuurmetabolisme na 
te gaan. Voorlopige resultate wat alreeds behaal is (eie 
resultate) , dui daarop dat hierdie 'n vrugbare studieveld kan 
wees. 
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Die motivering vir hierdie studie was twee~rlei van aard. 
nl. om bykomstige kennis oar vrye amino5uursamestelling van 
ECQt~~ in te win en die chemotaksonomiese waarde daarvan te 
bepaal. 

Vars plantmateriaal is so gou moontlik met metanol - chloro­
form - water ge~kstraheer en die lipofiele fraksie is met 

"faseskeiding, deur nog chloroform en water by te voeg, 
onttrek. Isolate vir papierchromatografie is deur kleinskaal­
se ioonuitruiling (maksimum 60 9 dro~ ~assa en monster-pH 5,5 
- 6,5) op katioon- (OOWEX 50~-X8 (H ) 200 - 400 maat) en 
anioonhars (OOWEX l-X8 (CH _ COO ) 100 - 200 maat) voorberei, 
terwyl die neutrale fraksi~ oak gechromatografeer is indien 
dit ninhidrienpositief getoets het. Katione is met NH 0H

4
afge~lueer (soms HCl) en anione met CH 7 COOH, terwyl neutrale 
verbindings in beide gevalle met H~O a~gewas is. Gradi~nt­
eluering met dieselfde elueermidd~ls vanaf hierdie harse is 
vir grootskaalse (70 - 600 9 dro~ massa) isolering gebruik. 
Feitlik aile ninhidrienpositiewe verbindings is deur die 
katioonuitruilhars gebind. 

Oit blyk dat veral verbindings wat met FeCl_ reageer (polife­
nole, waarskynlik hoofsaaklik tanniene) isoiering en karakte­
risering van aminosure bemoeilik. Metodes om van hierdie 
inhiberende verbindings ontslae te raak, behels geaktiveerde 
koolstofadsorpsie, polivinielpirrolidoonneerslag, waterstof ­
peroksiedoksidasie, suurpolimerisering, jelchromatografie, 
temperatuurbehandeling en tydafhanklike ioonuitruiling. 

Die meeste van hiel~die "ongewensde" ninhidriennegatiewe ver­
bindings is deur ioonuitruiling van die ninhidrienpositiewes 
geskei, terwyl verouderde ekstrakte nog beter skeiding tussen 
die twee groepe verbindings gelewer het. Naas ioonuitruiling 
was geaktiveerde koolstofadsorpsie die suksesvolste en boonop 
is die aromatiese ninhidrienpositiewe groep van die res deur 
hierdie proses geskei. Polivinielpirrolidoonneerslag kon net 
in sommige spesies se geval aangewend word, terwyl waterstof­
peroksiedoksidasie met hitte- en/of suurvrystelling gepaard 
gegaan het, wat moontlik tot verandering in die struktuur 
van labiele aminosure en peptiede kon lei. Sommige verbin­
dings (ook ninhidrienpositiewes) reageer met silika- en 
trisakriljel, sodat jelchromatografie slegs gebruik is wan­
neer verbindings wat gesuiwer moes word, se gedrag t.o.v. die 
jel bekend was. Isolate vorm partykeer pigmentringe bo en 
onder in houers gedurende bevriesing en deur hierdie bande 
uit die oplossings te verwyder, is baie suiwerder isolate 
verkry. 
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Een- en tweedimensioneel dalende papierchromatografie is 
prim@r aangewend vir identifisering van verbindings, maar 
goeie aanduiding van konsentrasies kon oak daaruit afgelei 
word. Outomatiese aminosuuranalise het as kwantitatiewe 
maatstaf gedien, en retensietye het identiteit deur papier ­
chromatografie bepaal, gerugsteun. 

Sewe bekende (identiteit bevestig deur ko-chromatografie van 
standaarde op papier en die outomatiese aminosuuranaliseer­
der, asook met infrarooispektrofotometrie) en vier onbekende 
ninhidrienpositiewe verbindings is suiwer gersoleer. Drie 
onbekende ninhidriennegatiewe fenoliese verbindings, wat in 
baie ho~ konsentrasies teengekom is, is gekristalliseer. Die 
infrarooispektrums van suiwer gefsoleerde gekristalliseerde 
bekende verbindings (aspartiensuur, glutamiensuur, arginien, 
asparagien, tirosien en fenielalanien), waarvan die outen­
tieke standaarde beskikbaar was, het die suiwerheid en finaal 
die identiteit bevestig. Die spesifieke optiese rotasie van 
laasgenoemde verbindings, behalwe die van fenielalanien wal 
nie bepaal is nie, het aangetoon dat hulle laevo-aminosure 
~lIas . 

Altesaam 48 ninhidrienpositiewe verbindings is in 41 spesies 
van E~gi§~ papierchromatografies opgespoor (waarvan drie, 
verbindings 45, 46 en 47, slegs gedurende grootskaalsB isole­
rlng opgespoor is). Interessante onbekende verbindings is 
vE~ral 3, 10 en 46, maar ook 11, 12, 18, 39, 45 en 47. 

Daar bestaan orgaan-, habitat- en seisoenverskille in die 
voorkoms van vrye ninhidrienpositiewe verbindings en blomsei­
soenverskille is waarskynlik hoofsaaklik verantwoordelik vir 
"c:hemotaksonomi ese onbetroLlbaar-hei d" van die groeper i ngsana-­
lise. Die relatief lae konsentrasie vrye aminosure in E~9t§~ 
lei daartoe dat die gebruik daarvan as chemotaksonomiese 
maatstaf bevraagteken kan word. Ooreenkomste met bestaande 
erkende indeling, gebaseer op morfologiese kenmerke, is nie­
teenstaande gevind. 
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The motivation of this study was two-fold, viz. to gain 
additional knowledge of free amino acid composition of ECQt~~ 
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 chromatography 
were prepared by small-scale ion-exchange (maximum 60 g d~y 

mass and sample pH 5,5 - 6,5) on cation - (DOWEX 50W-X8 (H ) 
200 - 400 mesh) and anion-resin (DOWEX l-X8 (CH_COO ) 100 
200 mesh), while the neutral fraction~ was also 
chromatographed if it reacted positively when tested with 
ninhydrin. Cations were eluted wlth NH 0li (sometlmes HCl)

4
and anions with CH~COOH, while neutral compounds were washed 
off with H~O in b~th cases. Gradient elution with the same 
eluants wer~ carried out, using these resins, for large-scale 
(70 - 600 g dry mass) isolation. Almost all ninhydrin­
positive compounds bound to the cation exchange resin. 

It appears that compounds reacting with FeC1 7 (polyphenols, 
apparently mainly tannins) hinder the 0isolation and 
characterisation of amino acids. Methods for removal of 
these interfering compounds include activated charcoal ad­
sorption, PVP 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 ion exchange, 
while aged extracts gave even better separation between the 
two groups of compounds. Activated charcoal adsorption was 
also successful and in addition separated aromatic and non­
aromatic ninhydrin-positive compounds. PVP 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. Isolates 
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 identification of compounds, and gave some 
indication of their concentration. Automatic amino acid 

69 



analysis served as a quantitative measure~ 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 four 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. 
I nof ra--red spectra oof pur-e, i sol ated, crystal I i sed, 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 ECgt§~ by paper chromatography (of which three, 
compounds 45, 46 and 47, were detected only during large­
scale isolation). Interesting unknown compounds were 
especially 3, 10 and 46 but also 11, 12, 18, 39, 45 and 47. 

Patterns of free ninhydrin-positive compounds appear to vary 
with season, habitat and plant organ used,giving rise to the 
appai~ent "chemota>: onomi c" unrel i abi litY of the cluster ana­
lysis. The relatively low concentration of free amino acids 
in ECgt§~ questions their usefulness as chemotaxonomic para­
meters. Nevertheless, similarities w~th existing clasSifica­
tion, based on morphological characteristics, were found. 
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