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1. 

1 • INLEIDING EN LITERA.TUUROORSTG 

1.1 Inleiding 

Die suksesvolle bemarking van goeie gehalte snyblomme op plaas= 

like sowel as oorsese markte, het in toenemende mate van ekono= 

miese belang v.ir Suid-Afrika geword. Loofblaarverbruining is 

een van die kardinale knelpunte wat tans in die proteabedryf on= 

dervind word. Die spoedige verbruining van die loofblare op die 

bloeistele van sommige proteaspesies socs Protea neriifolia R. 

Br. en Protea compacta R. Br. veroorsaak 'n afname in die houver= 

moe en 'n gevolglike verlies aan die ekonomiese waarde van die 

blomme. Verbruining tree dikwels reeds in voordat die blomme 

die markte bereik, met die gevolg dat voornemende kopers dit on= 

aanvaarbaar vind. Dit lei daartoe dat besendings dikwels af= 

gekeur word, sodat kwekers daardeur groot ekonomiese verliese 

ly. 

Aangesien proteas gesogte inheemse snyblomme is en in toenemen= 

de mate plaaslik sowel as buitelands bemark word, is die gehalte 

en houvermoe van hierdie snyblomme dus van uiterste belang. Na= 

versing ten opsigte van biochemiese en fisiologiese faktore wat 

tot loofblaarverbruining aanleiding gee is dus noodsaaklik, ten 

einde die verbruiningsvraagstuk doeltreffend te bekamp. Meer 

kennis aangaande metaboliese prosesse van protealoofblare in die 

na-plukstadium kan uiteindelik lei tot die ontwikkeling van doel= 

treffende beheermiddels en beheermaatreels om die verbruinings= 

prosesse te vertraag. 
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1.2 Literatuuroorsig 

1.2.1 Algemeen 

Die verbruining van protealoofblare word nie direk met fito= 

gerontologie geassosieer nie, aangesien verbruining onder se= 

kere gunstige toestande binne enkele ure na pluk by sekere sen= 

sitiewe spesies kan intree. Vorige navorsingsondersoeke het 

getoon dat die verbruining wat in die loofblare van Protea ne= 

riifolia plaasvind, verwant is aan die wat by sommige oorryp 

vrugte soos piesangs en avokadopere, aangetref word (De Swardt, 

1977). Verbruining van plantweefsels word met die ensimatiese 

sowel as lugoksidasie van sommige fenoliese verbindings geas= 

sosieer (Evelyn, Maihs & Roux, 1960). Meganiese beskadiging van 

plantweefsels wat aan lug blootgestel is, kan verbruining daar= 

van veroorsaak (Boswell, 1963), aangesien die vernietiging van 

inter- en intrasellulere kompartementasie tydens beskadiging 

veroorsaak dat flavonoiede met suurstof in die lug in aanraking 

kom. Oksiderende ensieme kan egter ook die oksidasie van feno= 

liese verbindings tot bruingekleurde produkte kataliseer (Walker, 

1975}. Volgens Whitehead (1979) blyk dit dat lugoksidasie van 

flavonoiede 'n grater bydrae as ensimatiese oksidasie tot die 

verbruining van Protea neriifolia-loofblare lewer. 

1.2.2 Flavonoiede 

Die flavonoiede is die grootste enkele groep fenoliese verbin= 

dings wat in plants aangetref word (Smith, 1976). Dit is water= 

oplosbare verbindings wat bestaan uit twee aromatiese ringe wat 
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deur middel van 'n C 3 -alifatiese ketting verbind word. Klas= 

sifikasie van die flavonoiedaglikone geskied op grond van die 

oksidasietoestand van die C3-eenheid en die teenwoordigheid 

van hidroksiel- en metoksigroepe op die flavankern (Robinson, 

196 9). 

Flavonoiede kom algemeen in diesel as glikosiede voor. Een 

of meer van die hidroksielgroepe word deur middel van 'n 0-gli= 

kosiedband aan 'n suiker gekoppel, alhoewel C-glikosiede ook 

aangetref word (Gibbs, 1974). Dit het tot gevolg dat hul op= 

losbaarheid in die selsap verhoog, sodat akkumulasie van die 

flavonoiede in die vakuool plaasvind en translokasie daarvan 

vergemaklik word. 

Flavonoiede word algemeen in die vakuool of in gespesialiseer= 

de organelle, die chromoplaste, aangetref (Goodwin & Mercer, 

1972). Volgens Faust, Chase en.Massey(l967) is dit egter ook 

moontlik dat flavonoiede in die sitoplasma aangetref kan word. 

Die oksidasie van sodanige flavonoiedverbindings deur koperbe= 

vattende ensieme soos polifenoloksidases en katalases kan 

verbruining van plantweefsels tot gevolg he (Bonner, 1957; 

Burgess, 1963; Sheen, 1969). Volgens Anderson (1968) is die 

vorming van kinone, gekondenseerde tanniene en bruin pigmente 

uit flavonoiede primer by weefselverbruining betrokke. 

Tanniene is polifenoliese verbindings met 'n hoe molekulere mas= 

sa. Dit is in staat om effektiewe wateronoplosbare kruisbin= 

dings met prote!ene en ander polimere te vorm (Swain, 1965). 

Twee tipes tanniene word onderskei, naamlik hidroliseerbare 
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tanniene wat gedurende hidrolise gallus.suur of '·n meng.sel van 

gallus- en ellaginiensuur vorm (Ribereau-Gayon, 1972), en 

gekondenseerde tanniene wat polimere van katekiene (flavan-3-

ole) (Creasy & Swain, 1965) of leuko-antosianiene (flavan-3;4-

diole) is (Roux & Evelyn, 1958). Die vernaamste verskil tus= 

sen katekiene en leuko-antosianiene le daarin dat katekiene 

hoofsaaklik geelbruin onoplosbare flobafene tydens verhitting 

in . 'n suurmedium vorm, terwyl leuko-antosianiene rooi-bruin 

flobafene sowel as die ooreenstemmende antosianidiene vorm 

(Ribereau-Gayon, 1972, Robinson, 1969; Swain, 1965). Leuko­

antosianiene word in die vrugte en bas van baie spesies aange= 

tref, en staan algemeen as tanniene bekend. Volgens Bate­

Smith en Lerner (1954) is tanniene polimere wat uit 2-10 mono= 

meriese leuko-antosianieneenhede opgebou is. Leuko-antosianie= 

ne is in relatief hoe konsentrasies uit Protea neriifolia gei= 

soleer (De Swardt, 1977). Elsworth eh Martin (1971) en Mul= 

der (1977) het bevind dat Protea neriifolia die leuko-antosia= 

nien, leukosianidien bevat. 

As gevolg van die vorming van aktiewe kruisbindings tussen pro= 

teiene en tanniene, vind presipi tasie van proteiene in die teen= 

woordigheid van tanniene plaas (Swain, 1965). Tanniene kan met 

proteiene verbind deur middel van die vorming van waterstof= 

bande tussen die fenoliese·hidroksielgroepevan die tanniene en 

karbonielgroepe van die proteienpeptiedbande, sowel as deur mid= 

del van die vorming van kovalentebande tussen kinoongroepe in 

die tanniene en reaktiewe groepe in die proteienmolekule (Ri= 

bereau-Gayon, 1972; Swain, 1965). Presipitasie van proteiene 

in die teenwoordigheid van tanniene hang tot 'n groot mate af 
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van die wateroplosbaarheid en molekul~re grootte van die tan= 

niene, asook van die aantal hldroksielgroepe wat in die tan= 

nienmolekule aanwesig is (Rhodes, 1977). Fenoliese verbin= 

dings met 'n lae molekulere massa, soos leuko-antosianiene, 

is te klein om effektiewe kruisbindings met proteiene te vorm. 

Hoogs gepolimeriseerde polifenole daarenteen, sal as gevolg 

van hul onoplosbaarheid in water en hul molekulere grootte 

moeilik met proteiene verbind (Haslam, 1975). Ensimatiese ok= 

sidasie van lae-molekulere massa fenoliese verbindings in die 

sel veroorsaak die vorming van kinone (Rhodes, 1977), wat ok= 

siderend van aard is en kovalente bindings met amiene, a-amino-, 

imino- en tiolgroepe in proteiene vorm (Loomis & Battaile, 

1966; Van Sumere., Albrecht, Dedonder, De Pooter & Pe, 1975). 

Kinone ondergaan in situ ook nie-ensimatiese polimeriserings= 

reaksies om bruingekleurde polimere met tannienagtige kenmer= 

ke te vorm. Hierdie polimere kan met proteiene verbind om 

presipitasie daarvan te veroorsaak (Rhodes, 1977). 

Tanniene wat met verbruining geassosieer word, word algemeen 

in 'n groot verskeidenheid plantweefsels aangetref. Hillis 

(1955; 1956) bevind dat leuko-antosianiene in die punte van 

jong groeiende blare van E~calyptus spesies gesintetiseer word, 

waarna di t dan as glikosiede deur die sifvate na die stingel 

getranslokeer word. VolgensRouxenEvelyn (1958) is die kambium 

die lokaliteit vir die sintese van polifenole wat as tannien= 

voorlopers dien. Die polifenole word hiervandaan deur middel 

van sentrifugale en sentripitale translokasie deur die vaat= 

strale versprei, waarna dit deur middel van twee afsonderlike 

en hoogs spesifieke ensiemsisteme na bas- en kernhouttanniene 



6. 

omgeskakel word. Kondensasie van tanniene vind eers plaas 

nadat translokasie van die tannienvoorlopers plaasgevind het 

(Roux & Evelyn, 1960), aangesien gekondenseerde tannien nie in 

die intakte plant vervoer kan word nie. Volgens Mulder (1977) 

en RouxenEvelyn (1960) beweeg tannienvoorlopers as gevolg van 

'n konsentrasiegradientverskil deur die sifvate vanuit die blare 

na die stingel, waar dit in tanniene omgeskakel word. White= 

head (1979) het egter in die loofblare van Pr otea neriifo l ia 

gevind dat tanniene nie slegs met die vaatbondels geassosieer 

is nie, maar dat dit ook in geisoleerde sponsparenchiemselle 

en in die selle net onder die epidermis op die blaarrand aan= 

getref word. Dit is moontlik dat die selle wat tanniene be= 

vat ook die aktiewe ensiemsisteme bevat waardeur tannienvoor= 

lopers na tanniene omgeskakel word. Volgens Maclean .en Ivimey-

Cook (1958) vind akkumulasie van tanniene plaas in selle 

wat nie direk met die normale metaboliese prosesse in die plant 

geassosi"eer word nie. Tannienakkumulasie vind plaas in ge= 

spesialiseerde selle, die tannienindioblaste, waarvan die 

grootste gedeelte van die selinhoud deur tanniene beslaan word 

(Swain, 1965). Baur en Walkinshaw (1974) beweer egter dat tan= 

niensintese en tannienakkumulasie in aktiefmetaboliserende sel= 

le kan plaasvind en dat tannienneerslae in diesel altyd deur 

ten minste een eenheidsmembraan omring word. 

Tanniene word in die selwand en in die protoplasma van diesel 

aangetref (Esau, 1965). In die protoplasma kom tanniene in die 

vakuool (Chafe & Durzan, 197 3 ; Harris, 1971) of verspreid in 

die sitoplasma voor (Esau, 1965; Harris, 1971). 
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Die vorrn -en grootte van tannienneerslae in selle wissel van 

elektrondigte neerslae van ongeveer 70 urn in klein vakuole, 

tot groot neerslae in hoogs gevakuoliseerde selle (Chafe & 

Durzan, 1973). Die sintese van sekere tipes tanniene mag 

tot afsterwe van diesel aanleiding gee. Akkurnulasie van 

groot hoeveelhede tanniene in die vakuool, is slegs nadelig 

vir diesel indien die vakuool die grootste gedeelte van die 

sel beslaan (Baur & Walkinshaw, 1974). Kleiner tannienbevat= 

tende vakuole wat in die sitoplasrna voorkorn en later met die 

sentrale vakuool verenig, ontstaan volgens Chafe en Durzan 

(1973) uit vergrote sisternurns van die endoplasrniese retikulurn. 

Uit die resultate van Chafe en Durzan (1973) en Wardrop en Cron= 

shaw (1962) blyk dit dat daar 'n verwantskap tussen stysel= 

akkumulasie en tannienvorming in diesel is. 

1.2.3 Membrane en mernbraanpermeabiliteit 

Selrnernbrane speel 'n belangrike rol in byna alle sellulere ak= 

tiwiteite (Capaldi, 1974). Die interne omgewing van diesel 

(Theron, 1979) asook die in- en uitvloei van sellulere rnetabo= 

liete (Capaldi, 1974) word deur selrnernbrane (plasrnalernrna en 

tonoplas) gereguleer (Theron, 1979). Diesel kan as 'n korn= 

plekse rnembraansisteern beskou word aangesien die kern, chlo= 

roplas, mitochondrion, lisosorne en protoplasrna deur membrane 

ornring word. Daarbenewens korn rnernbraanstrukture soos die en= 

doplasrniese retikulurn en diktiosome ook in plantselle voor (De 

Swardt, 1974). Afgesien van die funksionele verrnoens van sel= 

membrane soos aktiewe vervoer, selektiewe deurlaatbaarheid 
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(Morre, 1975) en oksidatiewe fosforilasie (Brandton, 1969), 

verrig selmembrane ook 'n verskeidenheid ~nder funksies soos 

die beheer van energie-oordrag (Korn, 1966) en effektiewe 

funksionering van multi-ensiemsisteme (Cook, 1971). 

Die chemiese en strukturele samestelling van selmembrane 

speel 'n belangrike rol in die beheer van fundamentele me= 

taboliese prosesse. Verskeie strukturele modelle van sel= 

membrane is al voorgestel, ten einde die wyse waarop die li= 

pied- en proteienmolekule in selmembrane gerangskik is, te 

verklaar (Theron, 1979). Die lipied-proteiendubbellaagmodel 

is deur Danielli enDavson in 1935 voorgestel en is die eer= 

ste model wat algemeen deur bioloe aanvaar is (Danielli & 

Davson, 1956; Walker, 1976). Die vloeistof-mosaiekmodel 

van Singer en Nicolson (1972) word tans algemeen aanvaar en 

is op bevindings wat met behulp van die vries-etstegniek ver= 

kry is, gebaseer (Theron, 1979). Volgens hierdie model vorm 

lipiedmolekule 'n dubbellaag waarin integrale (intrinsieke) 

proteiene binne in die membraan en perifere (ekstrinsieke) 

proteiene aan die buite-oppervlak van die membraan voorkom 

(Capaldi, 1974). Die asimmetrie van membrane word bepaal 

deur die perifere proteienmolekule wat meestal op die sito= 

plasmiese oppervlak van die selmembraan voorkom, terwyl kool= 

hidrateop die buitenste oppervlak van die membrane aangetref 

word (Lodish & Rothman, 1979). 

Proteiene beslaan sowat 60% en lipiede sowat 30%-50% van die 

totale droe massa van selmembrane (Benson, 1964; Bretscher, 

1973). Koolhidrate beslaan ongeveer 1-10% van die totale 

massa van die membraan . Monosakkariede word met die ekster= 
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ne oppervlak van die plasmamembraan geassosieer, waar dit 

met proteiene en lipiede verbind om glikoproteiene en gliko= 

lipiede te vorm (Lodish & Rothman, 1979). Volgens Harri= 

son en Lunt (1975) is die lipiedsamestelling van membrane 

kenmerkend van spesifieke organelle. Benson (1964), Kates 

(1970) en Lichtenthaler en Park (1963) het bevind dat daar 

in die chloroplaslamellae 'n hoer konsentrasie mono- en 

digalaktosiel-digliseriede, asook fosfatidielgliserol as in 

antler sellulere strukture aangetref word. Nie-polere li= 

piede (isoprenoiede) naamlik chlorofille, karotenoiede en 

plastokinone kom ook in die chloroplasmembrane voor (Rosen= 

berg, 1967). In ander sellulere membrane is die fosfoli= 

piede fosfatidielcholien (lesitien), fosfatidieletanolamien, 

fosfatidielinositol en fosfatidielgliserol die vernaamste 

lipiedkomponente (Ferguson & Simon, 1973; Kalra & Brooks, 

1973; McRersie, Lepock, Kruuv & Thompson, 1978). 8-Sitoste= 

rol, . isofukosterol en stigrnasterol is die vernaamste sterole 

wat in plantselmembrane voorkom (McRersie et al., 1978). 

Alhoewel daar nie 'n direkte verband tussen protealoofblaar= 

verbruining in die na-oesstadiurn en fitogerantologie bestaan 

nie, kan somrnige van die veranderinge in sellulere organisa= 

sie wat tydens veroudering plaasvind direk tot weefselver= 

bruining aanleiding gee. Veroudering gaan onder andere met 

veranderinge in intersellulere organisasie en membraanper= 

meabiliteit gepaard (De Swardt, 1974). Veranderinge wat tot 

'n onornkeerbare toename in permeabiliteit lei, speel 'n be= 

langrike rol in weefselverbruining (Thomas, Ranson & Richard= 

son, 1973). Die verlies van differensieel deurlaatbare eien= 

skappe van membrane lei tot veranderinge in protoplasmiese 
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kompartementasie wat ensiem- en substraatverspreiding bein= 

vloed (Sacher, 1962), sodat fenoliese verbindings en oksi= 

derende ensieme wat in die intakte sel van mekaar geskei is, 

met mekaar in aanraking kom, wat weer 'n toenarne in die ok= 

sidasie daarvan tot gevolg het. 

Die sitoplasma word deur die plasmalemrna en die tonoplas om= 

ring (Mercer, 1960). Op hierdie wyse word die georganiseer= 

de sitoplasma deur middel van die tonoplas van die vakuool 

geskei (Matile, 1978). Afbraak van die tonoplas kan aanlei= 

ding gee, tot die verrnenging van die vakuolere inhoud met 

die sitoplasma (Shaw & Manocha, 1965). Hidrolitiese ensieme 

wat in die selsap voorkom, byvoorbeeld fosfadiesterase, 

RNAase (Nishimura & Beevers, 1978), nuklease, fosfatase en 

proteienase (Boller & Kende, 1979), kan daardeur afbraak van 

sitoplasll'U:ese komponente veroorsaak (Matile & Moor, 1968). 

Plantflavonoiede kan in die vakuopl aangetref word, sodat ditas 

gevolg van 'n toenarne in die tonoplasperrneabiliteit uit die 

vakuool vrygestel word (Faust et al., 1967) ,waarna dit as 

gevolg van ensimatiese en lugoksidasie na bruingekleurde pig= 

mente omgeskakel kan word (Whitehead, 1979). Volgens Plato= 

nova, Sal'kova enMetlitskii (1974) het 'n toenarne in mem= 

braanperrneabiliteit van die tonoplas intensiewe vakuoli.se= 

ring van die sitoplasma tot gevolg, as gevolg van die vry= 

stelling van die water in die vakuool en die water wat met 

die membrane geassosieer word. Chafe enDurzan (1973) het ge= 

vind dat tannienbevattende sitoplasmiese vakuole tydens ver= 

oudering in diesel gevorm word. Platonova et al. (1974) het 

egter bevind dat die veroudering van appelweefsel met 'n af= 

name in die polifenolkonsentrasie in die vakuole gepaard gaan, 
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terwyl toenernende hoeveelheid op die tonoplas neergeslaan 

word. Oksidasie van die polifenole word in hierdie geval 

aan 'n verskuiwing van die pH na 'n rneer alkaliese waarde 

toegeskryf. Afbraak van die tonoplas is 'n kritieke kenrnerk 

van veroudering, aangesien verbindings in die selsap soos 

polifenole en organiese sure in die sitoplasrna vrygestel 

word en degradasie van ander organelle kan versnel (Shaw & 

Manocha, 1965). Dit blyk dat die plasrnalernrna rneer stabiel 

as die tonoplas is (Bain & Mercer, 1964). Tydens veroude= 

ring ondergaan die plasrnalernrna heelwat later eers struktu= 

rele veranderinge, deurdat dit disintegreer en van diesel= 

wand wegbeweeg (Dodge, 1970). Dit lei uiteindelik tot die 

afsterwing van diesel (Butler & Simon, 1971). 

Chloroplaste is die rnees onstabiele organelle in die selle 

van verouderende plantweefsel (Platonova, et al., 1974). 

Die vroegste fase van veroudering word deur afbraak van die 

endoplasrniese retikulurn (Shaw & Manocha, 1965) en struktu= 

rele veranderinge in die chloroplaste (Barton, 1966) geken= 

rnerk. Met die aanvang van veroudering word styselkorrels in 

die chloroplaste aangetref (Harnischfeger, 1973). Tydens 

veroudering vind daar egter akku.rnulasie van osrniofiliese 

(lipied) globules in die chloroplas plaas (Butler, 1967: 

Hurkman, 1979), die volume vergroot en die vorm daarvan ver= 

ander (Dodge, 1970). Verouderende chloroplaste toon ook 'n 

verlies aan lamellere struktuur (Platonova et al., 1974), 

wat met 'n verrnindering in die chlorofilinhoud gepaard gaan 

(Choe & Thirnann, 1975). Die verlies aan larnellere struktuur 

kan daartoe aanleiding gee dat polifenoloksidase wat in die 

chloroplasrnernbrane gelokaliseer is, vrygestel word, sodat ok= 
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sidase van polifenole in die sitoplasma versnel word (Plato= 

nova e t a l ., 1974). 

Volgens Platonova et al . (1974) is rnitochondrions meer sta= 

biele en weerstandbiedende organelle as chloroplaste en sal 

slegs hul struktuur en mernbraanintegriteit verloor as ver= 

bruining van diesel reeds op 'n gevorderde stadium is. 

Daar bestaan 'n direkte verwantskap tussen die struktuur en 

funksie van rnitochondriontydens veroudering (Varner, 1961), 

aangesien oksidatiewe fosforilasie op die kristas van die 

binneste membrane plaasvind (Lehninger,1978) en 'n verlies 

aan strukturele geordenheid ook tot 'n verlies van funksio= 

nele doeltreffendheid lei (De Swardt, 1974). Volgens Bain 

en Mercer (1964) ondergaan mitochondrions ·min strukturele 

veranderinge tydens veroudering. Shaw enManocha (1965) het 

egter bevind dat disorganisasie van die mitochondrions voor 

die van die chloroplaste plaasvind. Geswolle kristas en 'n 

donkergekleurde matriks is die eerste tekens van rnitochon= 

driile desorganisasie (6pik, 1965). Degradasie van die 

kristas is 'n aanduiding van 'n afnarne in respiratoriese 

aktiwiteite (Simon & Chapman, 1961). 

Perrneabiliteitsveranderinge in sellulere membrane word deur 

'n lekkasie van opgeloste stowwe en elektroliete, 'n toe= 

name in skynbare vrye ruimte (SVR) en vloeistofversadiging 

van intersellulere ruimtes (Ben-Yehoshua, 1964; Hansen, 1966; 

Sacher, 1962; 1966) aangedui. Die persentasie skynbare vrye 

ruimte (% SVR) is daardie gedeelte van 'n sel of weefsel wat 

geredelik toeganklik vir die penetrasie van opgeloste stowwe 

vanuit die eksterne oplossing is (Briggs & Robertson, 1957). 

'n Toenarne in skynbare vrye ruimte gedurende die na-oesstadiurn 
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is in avokado's (Ben-Yehoshua, 1964; Sacher, 1962), pie= 

sangs (Baur & Workman, 1964; Brady, O'Connell, Smydzuk & 

Wade, 19703.), tarnaties (De Swardt & Rousseau, 1973), ont= 

kiemende kornkomrner saadlobbe (Ferguson & Simon, 1973) en 

blaarskyfies van Me sembryan t hemum sp. en Rhoeo discolor 

(Sacher, 1959) gevind. 

Die oorsaak van membraanpermeabiliteitsveranderinge tydens 

die na-oesstadium is nog onbekend (Sacher, 1973). Volgens 

McKersie en Thompson (1977) is die fisiese staat van mem= 

braanlipiede 'n belangrike faktor in die bepaling van be= 

langrike membraanfunksies soos ensiemaktiwiteite en diffe= 

rensiele deurlaatbaarheid. Die verandering in lipiede van 

'n vloeistof-kristallyne (vloeibare) na soliede (kristallyne) 

fase sal die permeabiliteit van membrane merkbaar beinvloed 

(Papahadjopoulos, Jacobson, Nir & Isac, 1973; Raison, 

Lyons, Mehlhorn, Keith, 1971). Gedurende veroudering vind 

daar 'n algemene verandering na 'n kristallyne fase by nor= 

male fisiologiese temperature plaas (McKersie & Thompson, 1977) . 

Verskeie faktore soos temperatuur (Raison et ai .~ 1971; 

Davidson & Song, 1975) en sterolinhoud kan die fisiese staat 

van membrane beinvloed (Demel, Van Kessel,Van Deenen, 

1972). 

Tydens verouder~ng vind 'n verhoogde vrystelling van vrye 

vetsure (versadig en onversadigde vetsure) plaas (Constante= 

poulos & Kenyon, 1968). Siegenthaler (1972) het bevind dat 

die vrystelling van die C18 onversadigde vetsure oleien-, 

linolien- en linoleniensuur, volumeverandering van chloro= 



14. 

plaste tydens veroudering in spinasieblare veroorsaak. Vol= 

gens Baddely en Hanson (1967) en Demel et al. (1972) toon 'n 

toename in onversadigde vetsure ook 'n toename in membraan= 

permeabiliteit. Draper (1969) het bevind dat 'n toename in 

linoliensuurkonsentrasie in die vrye vetsuurfraksie van ver= 

ouderende komkommerkiemlinge aan 'n 60% verlies aan galakto= 

lipiede toegeskryf kan word. Die toename in volume Verande= 

ring van chloroplaste word deur Siegenthaler (1972) aan 'n 

toename in endogene onversadigde vetsure as gevolg van die 

hidrolise van lipiede in die membrane van verouderende chlo= 

roplaste toegeskryf. Packer, Deamer en Heath (1967) het be= 

vind dat daar ook 'n verwantskap tussen die onversadigde vet= 

sure, volume verandering en die degradasie van die mitochon= 

driale membrane bestaan. Vol gens Konze en Elstner ( 197 8) word 

die vorming van etileen deur die vrystelling van ~-linole= 

niensuur versnel. Draper eh Simon ( 19 71) het egter by verou= 

derende komkommersaailinge 'n afname in vrye vetsure in die 

chloroplaste en 'n toename daarvan in die sitoplasrna gevind. 

Dit is moontlik dat die hidrolise van rnembraanlipiede (Bad= 

dely & Simon, 1969; Draper, 1969; Draper & Simon, 1971; 

Ferguson & Simon, 1973; Galliard, 1968) 'n verandering in 

die membraanpermeabiliteit tot gevolg het. Die verrnindering 

in membraanlipiede tydens veroudering (Ferguson & Simon, 

1973) veroorsaak veranderinge in die lipoproteienstruktuur, 

wat 'n verlies aan differensiele deurlaatbaarheid en 'n toe= 

name in die persentasie skynbare vrye ruirnte kan veroorsaak 

(De Swardt & Rousseau, 1973). 

Die invloed van rnonovalente katione op die instandhouding van 

die rnembraanperrneabiliteit is deur verskeie navorsers ender= 

soek. Marinos (1962) en Van Steveninck (1965) het bevind dat 
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'n gebrek aan kalsium die disintegrasie van die plasmalemma 

tot gevolg het. Volgens Rousseau, Haasbroek en Visser (1972) 

het kalsium wat op die skil van appelvrugte toegedien word, 

'n stabiliserende invloed op die membraanpermeabiliteit. 

Poovaiah en Leopold (1973) het ook bevind dat 'n afname in 

die chlorofilinhoud en proteienkonsentrasie, sowel as 'n toe= 

name in die% SVR, deur middel van kalsiumbehandeling by 

Rumex-blare teengewerk word. 

1.2.4 Respirasie 

Respirasie is 'n oksidasie-reduksieproses waartydens substra~ 

te na koolstofdioksied geoksideer word en suurstof geab= 

sorbeer en gereduseer word om water te vorm. Stysel, sukro= 

se, ander koolhidrate, vette, organiese sure en proteiene 

kan ender sekere omstandighede as respiratoriese substrate 

gebruik word. Oksidatiewe fosforilasie is die proses waarty= 

dens suurstof opgeneem word en ATP gevorm word (Salisbury & 

Ross, 1969). Respirasie kan dus as die oksidasie van sel= 

lulere metaboliete met die oordraging van elektrone deur 'n 

reeks van sellulere ensieme na molekulere suurstof, gedefi= 

nieer word (Goddard & Meeuse, 1950). 

Nadat sommige snyblomme by volwassenheid gepluk is, toon dit 

net soos klimakteriese vrugte 'n geleidelike verlaging in die 

respiratoriese tempo totdat 'n minimumwaarde, die preklimak= 

teriese minimum, bereik word. Daarna volg 'n styging in res= 

pirasietempo om 'n piekwaarde, bekend as die klimakteriese 

maksimum te bereik. 'n Tweede verlaging in die respirasie= 

tempo vind plaas nadat onomkeerbare verouderingsverval inge= 
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tree het (De Swardt, 1974). Die verwantskap tussen die 

respiratoriese klimakterium en ander metaboliese prosesse 

gedurende veroudering is deur verskeie navorsers ondersoek. 

BlackmanenParija (1928) en Kidd en West (1930) het voorge= 

stel dat die klimakterium as gevolg van 'n verlies aan pro= 

toplasmiese kompartementasie tydens veroudering ontstaan. 

Elektronmikroskopiese ondersoeke het getoon dat daar wel 'n 

korrelasie tussen strukturele degradasie van selmembrane en 

veranderinge in metaboliese prosesse soos respirasie, be= 

staan (Bain & Mercer, 1964; Butler & Simon, 1971i Rhodes 

& Wooltorton, 1967). Volgens Sacher (1962, 1966) ontstaan 

die respiratoriese klimakterium as gevolg van veranderinge 

in membraanpermeabiliteit wat tydens verouderingsverval van 

klimakteriese vrugte plaasvind. Verlies aan membraanpermea= 

biliteit lei tot protoplasmiese dekompartementasie, met die 

gevolg dat ensiem- en substraatverspreiding verander word. 

Die respirasietempo en ander metaboliese prosesse wat met 

die klimakterium geassosieer word, word hierdeur beinvloed 

(Bain & Mercer, 1964; Sacher, 1962, 1966). 'n Afname in 

respirasietempo nadat die klimakteriese maksimum bereik is, 

kan moontlik aan die algehele verlies van differensieeldeur= 

laatbare eienskappe van membrane sowel as toenemende kata= 

boliese prosesse toegeskryf word (De Swardt, 1974; Sacher, 

1962). Progressiewe degradasie van sellulere membrane lei 

tot die vrystelling van membraangebonde ensieme soos poli= 

fenoloksidase (Platonova et ai., · 1974) wat in mitochon= 

drions- (Parish, 1972; Walker & Hulme, 1966) en chloroplaste 

(Arnon, 1949; Mayer, 1966; Parish, 1972; Sat6, 1967) aan= 

getref word. Indien polifenoloksidase met vakuolere fenoliese verbin= 

dings in aanraking kom, word polirneriese verbindinqs gevorm 



·l 7. 

wat 'n inhiberende invloed op oksidatiewe fosforilasie in 

die mitochondrion het. Inhibering van oksidatiewe fosfori= 

lasie kan tot die afsterwing van diesel lei (Lieberman & 

Biale, 1956). Brady e ~ a i . (1970a) het egter bevind dat toe= 

nemende membraanpermeabiliteit nie noodwendig tot die ont= 

wikkeling van die klimakterium aanleiding gee nie, aangesien 

'n etileengeinduseerde respiratoriese klimakterium ontwikkel 

sender dat enige verandering in membraanpermeabiliteit plaas= 

vind. 

Inhibering van die mitochondriele aktiwiteite in die na­

klimakteriese fase word deur Baddely en Simon (1969) aan die 

toenemende akkumulasie van vrye vetsure toegeskryf. Draper 

enSimon (1971) het egter bevind dat die akkumulasie van vrye 

vetsure in verouderende komkommersaailinge wel die aktiwi= 

teit van die mitochondrion kan inhibeer, maar dat die akkumu= 

lasie te laat gedurende die finale fase van veroudering voor= 

kom om die afname in respirasietempo te verklaar. 

Volgens Richmond en Biale ( 1966) het 'n styging in die inkor= 

porasie van aminosure gedurende die aanvangs van die klimak= 

terium die vorming van spesifieke ensieme tot gevolg, wat 

die klimakterium sowel as die finale degradasie van diesel 

kan inisieer. Verskeie navorsers (Frenkel, Klein & Dilley, 

1968; McGlasson, Palmer, Vendrell & Brady, 1971) het egter 

bevind dat sikloheksimied rypwording by pere inhibeer maar 

geen invloed op die ontwikkeling van die klimakterium het 

nie. Die klimakteriese styging van respirasie is dus nie van 

proteiensintese afhanklik nie (Frenkel et al ., 1968). Aange= 
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sien ander metaboliese prosesse gedurende veroudering wel 

van proteiensintese afhanklik is, is dit moontlik dat die 

toename in respirasie nie as gevolg van de novo ensiemsin= 

tese plaasvind nie, maar eerder as gevolg van die aktivering 

of regulering van die aktiwiteite van reeds bestaande en= 

sieme (Sacher, 1973). 

~1i tochondrions is van die laaste organelle wat degradasie 

tydens veroudering ondergaan (Bain & Mercer, 1964). Varner 

(1961) beweer dat verouderingsverval energie benodig wat ge= 

durende oksidatiewe fosforilasie vrygestel word. Volgens 

Beevers (1974), Hansen (1966), Hulme (1954) en Varner (1961) 

ontstaan 'n verlaagde ATP/ADP verhouding as gevolg van ATP 

verbruik tydens toenemende sintese reaksies. Reid enPratt 

(1970) het egter getoon dat die energie wat vir kataboliese 

prosesse gedurende veroudering benodig word, baie klein . is. 

Volgens Varner (1961) het die ontkoppeling van oksidatiewe 

fosforilasie 'n verhoogde respirasietempo tot gevolg. Lino= 

liensuur beskik oor die vermoe om kalsiumgeaktiveerde fosfaat= 

akkumulasie in die mi tochondrion te verhoed (Baddely & Hanson, 

1967). PassamenBird (1978) het beweer dat die aktiwiteit 

van die mitochondrion hoer gedurende die postklimakteriese fa= 

se is, al het die ATP/suurstof verhouding geen verandering ge= 

toon nie. Volgens Hulme, Jones enWooltorton (1963) en Hulme, 

Rhodes e·n Wooltorton (1967) vind geen ontkoppeling van oksi= 

datiewe fosforilasie tydens die klimakterium plaas nie. Han= 

son, Wilson, Chrispeels, Krueger ~nSwanson (1965) het bepaal 

dat ribonuklease fosforilase in die mitochondri~n inhibeer 

aangesien in vivo akkumulasie van ribonuklease gedurende ver= 
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oudering,suurstofopname sowel as ATP-vorm.ing beinvloed. 

Hulle is van mening dat ribonuklease onder andere tot die 

respiratoriese afname gedurende die na~klimakteriese fase 

bydra. 

Yenun (1950) wys daarop dat die respirasietempo deur beskik= 

bare substrate bepaal word. Snyblonune verouder vinnig indien 

die respiratoriese substrate uitgeput raak (Rogers, 1973). 

Die v.aasleeftyd van sekere snyblornrne kan dus verleng word 

deur aanvulling van respiratoriese substrate deur middel van 

die toediening van sukrosebevattende preserveermiddels in die 

vaasmediurn (Nichols & Ho, 1975). Baur en Workman (1964) en De 

Swardt (1974) beweer dat verhoogde proteiensintese asook die 

sintese van ander verbindings tydens rypwording en veroude= 

ring, energie teen 'n verhoogde tempo vereis. Dit veroorsaak 

'n gebrek aan genoegsame energie vir die behoud van diffe= 

rensieeldeurlaatbare membrane (De Swardt, 1974) en het ook 

'n verhoogde suurstofopname tot gevolg (Biale, 1964). 

1.2.5 Proteiene en ensieme 

Veroudering van blare word deur 'n progressiewe afname in 

chlorofil-, proteien- en nukleiensuurinhoud gekenmerk (Bee= 

vers, 1976; Phillips, Horton & Fletscher, 1969; Shaw, 

Bhattacharya & Quick, 1965). 'n Verandering van ensiemak= 

tiwiteite en nukleiensure word ook met rypwording van kli= 

makteriese vrugte geassosieer (De Swardt, Swanepoel & Duven= 

hage, 1973). 'n Toename in kataboliese ensieme is gedurende 

die klimakteriurn in appels (Hulme, 1954; Looney & Patterson, 

1967), avokado's (Biale & Young, 1971), tamaties 
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(Rowan, Pratt & Robertson, 1958), piesangs (Brady, Palmer, 

O'Connell & Smillie, 1970b), hawerblare (Martin & Thimann, 1972) 

en koringblare (Sodek & Wright, 1969) gevind. Navorsing met 

klimakteriese vrugtipes het getoon dat die totale proteienin= 

houd gedurende verouderingsverval nie toeneem nie, maar dat 

die aktiwiteit van verskeie ensieme verander (Hulme, 1972; 

Sacher, 1973). 

Volgens Dilley (1970) en De Swardt et al . (1973) word spe= 

sifieke ensieme wat by rypwording en veroudering betrokke is, 

tydens 'n vroee stadium van die rypwordingsproses gesinteti= 

seer. 'n Toename in proteiensintese en 'n verandering in die 

patroon van nukleiensuursintese vroeg in die rypwordingsfase, 

dui daarop dat ten minste sonunige van hierdie veranderinge 

op die vlak van transkripsie of translokasie van die genoom= 

beheer word(De Swardt, 1974). Behalwe vir 'n paar uitsonde= 

rings toon hidrolitiese ensieme 'n toename in aktiwiteit ge= 

durende die klimakterium (Sacher, 1973; Sodek & Wright, 1969), 

wat 'n t oename in kataboliese teenoor anaboliese prosesse ge= 

durende veroudering tot gevolg kan he (Hansen, 1966; Kende, 

1971). Daar bestaan nog geen duidelikheid of die toename in 

ensiemaktiwiteit gedurende verouderingsverval aan die aktive= 

ring van reeds bestaande ensiemeJ verdwyning van inhibeerders, 

artefakte gedurende ekstraksie as gevolg van die chemiese en 

fisiese eienskappe van die weefsel, of aan de no vo sintese toe= 

geskryf kan word nie (Dilley, 1970; Frenkel e t al ., 1968; 

Pitt & Galpin, 1971; Tetley & Thirnann, 1974; Varner, 1971). 

'n Toename in ensiemaktiwiteit gedurende die na-oesleeftyd 
I 

van snyblomme kan aan aktivering van die ensieme, wat as ge= 

volg van die ontwikkeling van spanningstoestande in die weefsel 

ontstaan, toegeskryf word (Volk, Harel, Mayer & Gan-zvi, 1977; 
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1978). Beskadiging van die stingels van snyblomrne by die 

snyoppervlak veroorsaak dat tanniene in die vaasrnediurn uit= 

geloog word, waarna gepolimeriseerde onoplosbare tanniene na 

oksidasie in die vaasrnediurn gevorrn word. Dit veroorsaak dat 

die houtvate van die xileern in die stingels as gevolg van die 

geoksideerde produkte van die tanniene geblokkeer word (Durkin, 

1967; Jansen, 1977). As gevolg van die verstopping van stin= 

gels word watertoevoer belemrner (Mulder, 1977), wat kan ver= 

oorsaak dat 1 n spanningstoestand in die loofblare ontwikkel. 

Die ontwikkeling van sodanige spanningstoestand kan rnoontlik 

een van die oorsake wees vir die toename in polifenoloksida= 

se-, peroksidase- en katalase-aktiwiteit wat gedurende die 

eerste veertien dae na oes in Protea neriifoZia-loofblare 

waargeneem is (Whitehead, 1979). Die waarskynlikheid dat se= 

kere ensieme tydens hierdie periode afgebreek word, terwyl 

die oksiderende ensieme gelyktydig gesintetiseer word, kan 

egter nie buite rekening gelaat wqrd nie. Whitehead (onge= 

publiseerde resultate) het bevind dat die toename in peroksi= 

dase-aktiwiteit in P. neriifoZia-loofblare gedurende die 

eerste veertien dae na oes met die inkorporasie van radio­

aktiewe aminosure deur die verskillende peroksidase-isosieme 

gepaard gaan. Benewens aktivering van die ensiem as gevolg 

van die ontwikkeling van 'n spanningstoestand in die loofblare, 

kan toename in aktiwiteit moontlik ook aan 'n toename in die 

sintese daarvan toegeskryf word. 

Die ruimtelike skeiding tussen ensieme en substrate word ge= 

durende homogenisering van weefsels vernietig, sodat geoksi= 

deerde fenoliese verbindings met ensieme kan verbind, wat ver= 
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anderinge in die eienskappe van die ensiem tot gevolg het 

(Anderson, 1968; Bendall & Gregory, 1963). Die gebruik van 

polimeriese reduseermiddels en verbindings waaraan fenoliese 

verbindings adsorbeer is deur verskeie navorsers ondersoek, 

ten einde die ensieme teen inaktivering deur die oksidasie 

produktette beskerm (Anderson, 1968; Bendall & Gregory, 1963; 

Goldstein & Swain, 1965; Pierpoint, 1966; Loomis, 1974; 

Loomis & Battaile, 1966). 

'n Afname in die proteieninhoud en RNA-inhoud gedurende ver= 

oudering word aan 'n afnarne in die sintese vermoe of aan rn 

toenernendedegradasie daarvan toegeskryf (Beevers, 1976). 'n 

Afnarne in die proteieninhoud word met 'n afnarne in RNA-inhoud 

gekorreleer (Osborne, 1962). FletscherenOsborne (1966), 

Osborne (1962) en Phillips et al. (1969) het bevind dat die 

afnarne in RNA-, proteien- en chlorofilinhoud moontlik aan 'n 

afnarne in die sintese vermoe daarvan toegeskryf kan word en 

nie aan die aktiwiteite van spesifieke ensteme wat oor die 

vermoe beskik om die afbraak daarvan te kataliseer nie. Vol= 

gens Dove (1971) en SodekenWright (1969) bestaan daar egter 'n 

korrelasie tussen toenemende RNase sintese en toenemende 

proteien degradasie in verouderende plantweefsels. Burger 

(1976) het bevind dat veranderinge in RNase-aktiwiteit met ver= 

anderinge in RNA-inhoud ooreenstem. Die toenernende sintese 

van proteolitiese ensieme in verouderende blare word ender an= 

dere deur kinetien geinhibeer (Martin & Thimann, 1972,). Daar 

is egter min bekend aangaande die rol wat inhibeerders as re= 

guleerders van proteolitiese ensieme tydens veroudering speel 

(Thomas & Stoddart, 1980). 
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l. 2 .5 .1 Lipase 

Gedurende verouderingsverval vind 'n verandering in die 

lipoproteienstruktuur van membrane plaas (De Swardt & Rous= 

seau, 1973). 'n Beperkte watertoevoer as gevolg van stingel= 

verstopping by snyblomme kan moontlik veroorsaak dat die tempo 

van waterverlies die tempo van wateropname oorskry (Durkin, . 

1967; Jansen, 1977). Aangesien die behoud van turgor nood= 

saaklik is vir die instandhouding van normale metaboliese ak= 

tiwiteite in die geplukte blom, kan 'n spanningstoestand as 

gevolg van 'n watertekort in die selle ontwikkel. 'n Span= 

ningstoestand wat as gevolg van 'n watertekort ontstaan, kan 

moontlik veroorsaak dat mernbraanpermeabiliteit toeneem 

(Whitehead, 1979) . Baddely en ~imon ( 1969) .en Draper en Simon 

(1971) skryf veranderinge in mernbraanintegriteit aan die hi= 

drolise van membraanlipiede toe. Draper (1969)en Siegentha= 

ler (1972) wys daarop dat die toename in endogene onversa= 

digde vetsure moontlik as gevolg van die hidrolise van chlo= 

roplasmernbraanlipiede plaasvind. 

Die ensimatiese degradasie van lipiede behels hidrolitiese 

en oksidatiewe prosesse (Galliard, 1975). Hitchcock en Nie= 

hols (1971) wys daarop dat die meganisme wat by die afname 

van sellulere lipiede gedurende veroudering betrokke is, nog 

onbekend is. Dit is wel moontlik dat die eerste fase die de= 

gradasie van endogene lipiede deur lipases behels, met die 

gevolglike vrystelling van vrye vetsure en wateroplosbare 

komponente soos gliserol, gliserofosfate, glikosielgliserole 
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en vrye amiene (Galliard, 1975; Hitchcock & Nichols, 1971). 

Die verskillende lipolitiese ensieme word onderverdeel in 

lipase (gliserolesterhidrolase), fosfolipase en glikolipied= 

hidrolase. Laasgenoemde kan weer in galaktosielgliseried= 

asielhidrolase en sulfokinovosieldigliseriedasielhidrolase 

onderverdeel word (Hitchcock & Nichols, 1971). Lipase (gli= 

serolesterhidrolase,EC.3.1.1.3) kan beskryf word as 'n en= 

siem wat in staat is om geemulsifieerde triasielgliseride tot 
-

vetsure en gliserol te hidroliseer (Borgstrom & Ory, 1970; 

Desnuelle & Savary, 1963). Aangesien trigliseriede die ver= 

naamste lipiedkomponente in rustende opbergingsorgane is (Ben= 

son & Jokela, 1976; Desnuelle, 1972), is lipase-aktiwiteit 

hoofsaaklik in verskeie opbergingsorgane soos koringsade (Singer 

&<Hofstee, .1948; Tavener & Laidrnan, 1972a; 1972b), grassade 

(Williams &Bowden, 1973) en kasteroliesade (Borgstrom & Ory, 

1970) ondersoek. 

Volgens Sodek en Wright (1969) vind 'n skerp afname 

in lipase-aktiwiteit in verouderende koringblare plaas. Dit 

blyk dat die afname in lipase-aktiwiteit deur eksterne kine= 

tientoediening voorkom kan word. Sodek en Wright (1969) beweer 

dat die behoud van mernbraanintegriteit deur kinetien nie deur 

die onderdrukking van lipase-aktiwiteit bemiddel word nie. Dit 

is moontlik dat die lipase-aktiwiteit deur lokalisering in die 

lisosome laag bly, totdat die ensiem na die finale degrada= 

sie van membrane vrygestel en/of geaktiveer word (Burger, 1976). 

In teens telling hierrnee het Rhodes en Woolt·orton ( 1967) egter 

bevind dat die lipase-aktiwiteit gedurende verouderingsverval 

van appelvrugte toeneern. 
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Volgens Matile (1975) kom hidrolitiese ensieme onder andere 

in lisosome voor. Lisosome is sitoplasmiese organelle wat 

hidrolitiese ensieme bevat en deur 'n enkele lipoproteien= 

mernbraan omring word (Hall & Flowers & Roberts, 1974; Ma= 

tile, 1975). Hidrolitiese ensieme is egter nie partikel= 

gebonde nie maar mag ook in die vakuool voorkom (Berjak & 

Villiers, 1970; Boller & Kende, 1979; Nishimura & Beevers, 

1978). Dit is dus beter om lisosome in terrne van 'n liso= 

somale sisteem of kompartement te definieer (Berjak, 1972). 

Volgens Matile (1975) vorm aleuronliggaampies, sferosome 

en plantvakuole deel van lisosomale kompartemente. In ber= 

gingsweefsel akkumuleer trigliseriede in sferosome (Matile, 

1975). Matile (1975)en Spichiger (1969) wys daarop dat li= 

pase met sferosome geassosieer word en vir die vrystelling 

van vetsure verantwoordelik is. Glioksisome toon 'n noue 

assosiasie met sferosome aangesien die monogliseriede en 

vrye vetsure wat as gevolg van lipase-aktiwiteit vrygestel 

word, verder in die glioksisome gehidroliseer en geoksideer 

word (Hall, e t a Z., 1974; Matile, 1975). 

1.2. 5.2 Chlorofillase 

Die ensiem chlorofillase (chlorofil-chlorofillidohidrolase, 

E.C.3.1.1.14) is in die fotosintetiesemernbranevan hoer plan= 

teen alge teenwoordig (Looney & Patterson, 1967; McFeeters, 

Clinton, Chichester & Whitaker, 1971; Moll & de Witt, 1979; 
-

Terpstra, 1976; Terpstra & Goedheer, 1975). Chlorofillase is 

onlangs eers in 'n suiwer vorm geekstraheer (Holden, 1961; 
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Klein & Vishniac, 1961; Shimizu & Tamaki, 196 3 ). Dit is 

nie duidelik of die ensiem i n v i vo veresterings- en/of 

hidrolitiese reaksies kataliseer nie (Bacon & Holden, 1970). 

Boger (1965) beweer dat chlorofillase beide reaksies kan 

•kataliseer. Chlorofillase is nie net spesifiek ten opsigte 

van chlorofil a en b nie, maar kan 'n verskeidenheid verwante 

fitolesters as substrate gebrut k (Stobart & Thomas, 1968). 

Die ensiem reageer slegs met porfiriene waarin 'n 

karboksiemetielgroep op die tiende koolstofato:om en water= 

stofatome op die sewende en agste koolstofatome voorkom (Ba= 

con & Holden, 1970; Stobart & Thomas, 1968). Dit sal dus 

chlorofil a en b, feofitiene, bakteriochlorofil en Ch Zor o= 

b i um-chlorofil, maar nie protochlorofil nie, as substrate 

gebruik (Granick, 1967). 

Chlorofillase word as membraangebonde, wateroplosbare lipo= 

proteienkompleks in chloroplasmembrane aangetref (Ardao & 

Vennesland, 1960). Terpstra (1976; 1978) het bevind dat 

chlorofillase 'n integrale membraangebonde proteien is wat 

hoofsaaklik in stromame.mbrane en tot 'n mindere mate in 

granamembrane teenwoordig is. Die ensiem word hoofsaaklik 

op die sitoplasma ribosome gesintetiseer. 'n Proteienfaktor 

wat op die ribosome van die chloroplas gesintetiseer word, 

dra egter tot die lokalisering van chlorofillase in die 

chloroplasmembrane by (Gonoza & McFeeters, 1976). Chloro= 

fil in die lamellae word in vivo teen chlorofillase beskerm, 

aangesien chlorofillase slegs aktief is nadat sellulere dis= 

integrasie plaasgevind het (Terpstra, 1978; Terpstra & Goed= 

heer , 197 5) . 
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Butler (1961) beweer dat chlorofillase 'n belangrike rol 

in die sintese van die chloroplasmembrane mag speel. Dit is 

dus belangrik om die lokaliteit van die ensiem gedurende die 

ontogenie van die chloroplas te bepaal. Volgens Klein en 

Vishniac (1961) is die gebonde vorm van chlorofillase in 

geetioleerde plastiede, moontlik 'n aanduiding dat dit met 

rudimentere lamellae en grana van chloroplaste geassosieer 

is. Volgens Stobart en Thomas ( 196 8) word chlorofillase met 

die vorming van chloroplaslamellae geassosieer. Chlorofil= 

lase kan moontlik ook by die sintese van chlorof il betrokke 

wees, aangesien chlorofillase-aktiwiteit en chlorofilkonsen= 

trasie gelyktydig 'n toename toon (Holden, 1967; Shimizu & 

Tamaki, 1963), en chlorofillase akkumuleer voordat chloro= 

filsintese in geetioleerde weefsels plaasvind (Moll, de Witt 

& Lutter, 1978), terwyl daar 'n afname in chlorofillase-akti= 

witeit tydens degradasie van chioroplaste plaasvnnd (Chiba, 

Aiga, Idemori, Satoh, Matsushita & Sasa, 1967). 

Holden (1961) en Rhodes en Wooltorton (1967) beweer dat die 

verwydering van die fitolketting deur chlorofillase moontlik 

die eerste fase van ensimatiese degradasie van chlorofil in 

vivo . is, aangesien chlorofillase in die meeste plante in vitro 

die verwydering en samevoeging van fitol en chlorofillide 

kataliseer. Sacher (1973) wys daarop dat die rypwording van 

vrugte met 'n afname in chlorofil en 'n toename in chloro= 

fillase-aktiwiteit gepaard gaan. Rhodes en Wooltorton (1967) 

het bevind dat die chlorofillase-aktiwiteit gedurende die 

klimakterium drievoudig toeneem terwyl die chlorofilinhoud 

afneem. Dit is algemeen bekend dat kinetien die degradasie 
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van chlorofil vertraag (Richmond & Lang, 1957). Volgens 

Sabater en Rodriguez (1978) het 'n kinetienbehandeling van af= 

gesnyde gars- en hawerblare 'n verlaagde chlorofillase-akti= 

witeit tot gevolg. Hulle kom tot die gevolgtrekking dat 

proteiensintese in beide die chloroplaste en sitoplasma beno= 

dig word om 'n hoe chlorofillase-konsentrasie te handhaaf. 

1.2.5.3 Malaatdehidroginase 

Simon en Chapman (1961) en Varner (1961) beweer dat daar 'n 

noue verband tussen strukturele degradasie en funksionele 

doeltreffendheid van die mitochondrionbestaan, aangesien 

desorganisasie van die mitochondrion metrespiratoriese ver= 

anderinge gepaard gaan. Baqui, Mattoo en Modi (1974) het 

egter 'n toename in die mitochondriele-aktiwiteit tydens 

veroudering gevind. Hulle skryf dit aan die oksidasie van 

die tussenprodukte van die Krebssiklus toe. Sacher (1973) 

beweer dat die aktivering of regulering van ensiemaktiwiteite 

'n toename in respirasie tydens verouderingsverval tot ge= 

volg het. Volgens Laties (1962; 1964) word respirasie deur 

'n toename in die aktiwiteit van die Krebssiklus gestimuleer. 

Tydens veroudering van klimakteriese vrugte word die aan= 

vangs van die respiratoriese klimakterium met 'n verhoogde ma= 

laatensiemaktiwiteit en piruvaatkarboksilase-aktiwiteit geas= 

sosieer. Dit blyk dat 'n verhoogde malaatensiemaktiwitsit 

invloed het op malaatdehidroqinase-aktiwi tei t, aangesien beide die= 

self de substraat vereis. Die aktiwi tei t van die malaatensiem neem 

toe gedurende rypwording van appel- en peervrugte, terwyl 'n 

gelyktydige afname in malaatdehidroginase-aktiwiteit plaas= 
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vind (Frenkel et ai., 1968; Hartmann, 1962; Hulme, Rhodes, 

Galliard & Wooltorton, 1968; Rubin & Gudalina, 1953). 

Sacher (1973) wys daarop dat daar groot variasies in die re= 

sultate ten opsigte van veranderinge in die ensiemaktiwiteite 

tydens veroudering bestaan. Beide kwantitatiewe en kwalita= 

tiewe verskille in malaatdehidroginase-aktiwiteit is in ver= 

ouderende appelweefsel gevind (Clements, 1970). Downton 

enSlatyer (1971) het bevind dat malaatdehidroginase-aktiwi= 

teit in blare van AtripZex-spesies verskil. In verouderende 

blare van A. spongiosa het 'n vinnige toename in en= 

siemaktiwiteit plaasgevind, terwyl die ensiemaktiwiteit in 

verouderende blare van A. hasta weer 'n skerp daling 

getoon het. Vol gens Rubin en Gudalina ( 19 5 3) en Rubin en 

Sal'kova (1955) neem die malaatdehidroginase-aktiwiteit in 

appel vrugte gedurende veroudering af. De Swardt en Duven·age 

(1971) wys daarop dat malaatdehidroginase in die perikarp 

van tamaties tydens die vroee klirnakteriese prosesse 'n vin= 

nige afname in aktiwiteit toon, gevolg deur 'n geleidelike 

verlaging. In teenstelling hierrnee het ander navorsers 'n 

toenarne in malaatdehidroginase-aktiwiteit in appelvrugte en 

sultanadrui:we gevind (Hawker, 1969; Hulme, Jones/ltWooltorton, 1965). 

Alhoewel dit bekend is dat daar verskeie isosieme van malaat= ­

dehidroginase (L-malaat:NAD oksidoreduktase, E.C. 1.1.1.37) 

bestaan, is daar baie teenstrydige resultate ten opsigte van 

die lokalisering van isosierne wat nie met die mitochondrian 

geassosieer word nie (Yamazaki & Tolbert, 1969). Eksperimen= 

tele bevindings dui daarop dat isosieme van malaatdehidrogi= 
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ase in die sitoplasrna (De Jong & Olsen, 1972; Yang & Scan= 

dalios, 1974) asook in subsellulere organelle soos rnitochon= 

drions (Asahi & Nishimura, 1973; Benveniste & Munkres, 

1970) en peroksisome (Yamazaki & Tolbert, 1969) aangetref 

word. Dit word algemeen aanvaar dat die oplosbare of sito= 

plasmiese isosierne vir die vervoer van NADH oor die rnito= 

chondriele membrane verantwoordelik is (Banaszak & Bradshaw, 

1975; Lehninger, 1978). Die isosiem(e) wat in die mito= 

chondria voorkom kataliseer die finale stap in die Krebs= 

siklus, naamlik die oksidasie malaat na oksaloasetaat (Banas= 

zak & Bradshaw, 1975). Hierdie reaksie vind deur rniddel van 

die koensiem NAO+ plaas (Meyer, Anderson, Behning & Frattianne, 

1973; Scandalios, 1974). Die isosiern(e) wat in glioksisome 

voorkorn neern aan die glioksilaatsiklus deel (Tolbert, 1971). 

Laasgenoemde siklus kom veral in ontkiemende sade voor, wan= 

neer vette vinnig na koolhidrate omgeskakel word (Devlin, 

1975). In die peroksisome speel rnalaatdehidroginase isosie= 

me moontlik tydens fotorespirasie 'n rol (Banaszak & Brad= 

shaw, 1975; Yamazaki & Tolbert, 1969). BenvenisteenMunkres 

(1970) en Walken Hock (1977) het deur middel van inhibeer= 

ders van proteiensintese bevind dat die sintese van beide 

sitoplasmiese en mitochondriele isosieme op die sitoplasrnie= 

se ribosome, en nie op die mitochondriele ribosome nie, plaas= 

vind. 
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2 • EKSPERIMENTEEL EN RE:SULTATE 

2. 1 Materiaa1· en metodes 

2. 1 .1 Bron van plantmater:iaal 

Bloeiwyses van Pr otea ne r ii f o li a R. Br. is vanaf 'n protea= 

kweker te Hekpoort, Krugersdorpdistrik, verkry. Bloeiwyses 

met homogene kleure is tydens die sogenaamde sagtepuntsta= 

dium gepluk. Slegs reguit bloeistele sonder sylote is ge= 

selekteer, terwyl daar ook op die unifQrme gJ::Oattes van loo£= 

blare en die afwesigheid van siektes, letsels en wonde ge= 

let is. Die bloeiwyses is binne drie ure nadat dit in die 

vroee oggend gepluk is, in kraanwater geplaas. Die totale 

lengte van die bloeiwyse en bloeistele was in alle gevalle 

50 cm. Ongeveer twintig gesonde volwasse blare is op die 

jongste streek van die bloeisteel gelaat, terwyl die oo.rtol= 

lige ouer blare aan die onderpunt van die bloeisteel met 'n 

skerp sker teenaan die stingel afgesny is, sodat die minimum 

wonde veroorsaak is. Die bloeiwyses is vir die duur van die 

eksperimente in 'n vertrek met normale dag- en naglengtes by 

0 ongeveer 20 C geplaas. 

2.1.2 Bepaling van die respirasietempo 

Nadat 0,5 gram loofblaarweefsel akkuraat afgeweeg is, is 

die respirasietempo met behulp van 'n Gilsonrespirasiemeter 

bepaal. 
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Nadat 'n blaar in die hoofkompartement van die Gilsonfles= 

sie geplaas is, is 'n gevoude filtreerpapiertjie en 0,2 ml 

20% KOH in die sentrale kolom van die respirasieflessie 

geplaas. Vervolgens is die flessie vir 10 minute by 2s 0 c 

geekwilibreer, waarna die respirasietempo vir 'n tydperk 

van 70 minute by 2s 0 c bepaal is. Resultate is uitgedruk 

as die volume (µ1) koolsuurgas afgegee per een gram loof= 

blaarweefsels per uur. 

2 .1. 3 Bepaling van die ·pe·rsentas•ie sky'nbar-e vrye ruimte 

( %SVR) in die loofblare van Pro t -e·a n·eriifo Zia 

Die bepaling van die persentasie skynbare vrye ruimte is 

volgens die metode van De SwardtenRousseau (1973) uitge= 

voer. Weefselskyfies is met behulp van 'n 5 mm kurkboor 

uit ooreenstemmende posisies langs die hoofare van loof= 

blare gepons. Die massa van 'n weefselskyfie is bepaal en 

die volume daarvan bereken deur die digtheid as een te neem. 

2. 1 . 3. 1 Bepaling van die inkubasieper·iode 

Vyf ooreenstemmende loofblaarmonsters, elk bestaande uit drie 

weefselskyfies, is geselekteer en vir 40, 60, 80, 100 en 

120 minute by o0 c - 2°c geinkubeer. As kontrole is 'n mon= 

ster geneem wat geen weefselskyfies bevat het nie. Nadat die 

%SVR vir elke monster bereken is, is op die duur van die in= 

kubasieperiode besluit. 
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2.1.3.2 Inkubasie van weefselskyfies 

Een weefselskyfie is uit elk van vyf soortgelyke loofblare 

gepons. Die vyf weefselskyfies is gesamentlik in 2 ml 

0,01 M Fosfaatbuffer (0,05 M met betrekking tot sukrose, 

pH 6,5) waarby lµ Ci (U 14 C)-sukrose gevoeg is, geinkubeer. 

Die weefselskyfies is met behulp van 'n glasstafie en rub= 

berproppie in die proefbuis onder die oppervlak van die 

inkubasiemedium gedompel, terwyl voorsorg getref is om 

kneusing van die blaarskyfies te vermy. Die inkubasie van die 

weefselskyfies is in 'n skudwaterbad by o0 c - 2°c uitge= 

voer, waarna die skyfies twee keer met 5 ml gedeioniseerde 

water afgespoel is. Die waswater en inkubasiemedium is ge= 

kombineer en met gedeioniseerde water na 50 ml opgemaak. 

Vervolgens is die weefselskyfies twee keer vir 6 uur perio= 

des in 10 ml hoeveelhede 70% etanol geekstraheer, waarna 

die twee ekstrakte saamgevoeg is en die volume na 50 ml op= 

gemaak is. As kontrole is 'n monster wat geen (U 14 C)-suk= 

rose bevat het nie, gebruik. 

2.1.3.3 Radiometriese analise en berekening van persentasie 

skynbare vrye ruimte (%SVR) 

Een milliliter van die verdunde inkubasiemed~um en etanol= 

ekstrak is afsonderlik saam met 10 ml "Instagel" in 'n sin= 

tillasieflessie gevoeg, waarna dit deeglik geskud is. Die 

teltempo's van die twee oplossings is met behulp van 'n 

Packard Tri-Carb vloeistofsintillasieteller oor 'n tydperk 

van 10 minute bepaal. Nadat daar deur middel van die kon= 

trole vir agtergrond gekorrigeer is, is die %SVR as volg 
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bereken: 

I1 = 

I2 = 

V1 = 

V2 = 

%SVR = X X 
100 

1 

teltempo van die inkubasiemedium na inkubasie 

teltempo van etanolekstrak vanuit weefselskyfies 

volume van die inkubasiemedium (2 ml) 

volume van die weefselskyfies ( cm 3 
). 

2 .1. 4 Bepaling van· die chlorofi·linhoud va'ri Protea nerii= 

foZ.ia-loofblare 

Twee gram loofblare is vir 3 minute met 60 ml 80% asetoon 

teen volspoed in 'n Virtis "23" homogeniseerder gehomogeni= 

seer. Die bovloeistof is daarna deur 'n Blichnertregter ge= 

filtreer. Die residu is weer met 50 ml 80% asetoon vir 2 

minute gehomogeniseer, waarna dit gefiltreer is. Die resi= 

du is vervolgens met 40 ml 80% asetoon gewas om te verseker 

dat alle chlorofil geekstraheer is, waarna die filtraat met 

80% asetoon na 200 ml opgemaak is. 

Die optiese digtheid van die chlorofilekstrak is met behulp 

van 'n Spectronic 20 kolorimeter by 654-, 652- en 663 nm 

bepaal. Tagtig persent asetoon is as blanko gebruik. Die 

totale chlorofil-, chlorofila- en chlorofil b-inhoud is daar= 

na volgens die metode van Arnon (1949) as volg bereken: 

mg totale chlorofil/g weefsel {20,2(D654) - 8,02(D663)} 
V 

X 1 000 X M 
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mg chlorofil a/g weefsel {12,7(D663) - 2,69(D645)} 
V 

X 1 000 X M 

mg chlorofil b/g weefsel {22,9(D645) - 4,68(D663)} 
V 

X 1 000 X M 

D = optiese digtheid 

V = finale volume van chlorofilekstrak 

M = massa van blare in gram. 

2 .1. 5 Bepaling van die ultr-astr-uktur·e1e Veranderinge in 

die selle van Protea neriifo•Z.ia-loofblare 

Een loofblaar is elke derde dag vanaf dieselfde bloeisteel 

geselekteer en vir fiksering voorberei. Klein stukkies 

(1 mm x 3 mm) loofblaarweefsel is direk na disseksie vir 12 

uur in 6% glutaaraldehied in 0,05 M fosfaatbuffer, pH 7,2, 

gefikseer. Die materiaal is daarna drie keer vir 10 minu= 

te in 10 ml 0,05 M fosfaatbuffer, pH 7,2, gewas. Na-fikse= 

ring is daarna uitgevoer deur die loofblaarweefsel vir 2 

uur in 2% osmiumtetroksied in buffer te plaas. Vervolgens 

is die weefsel twee keer vir 5 minute in 0,05 M fosfaatbuf= 

fer, pH .7,2 gewas, waarna dehidrering deur middel van 'n ase= 

toonreeks uitgevoer is. Die blaarweefsel is daarna in 'n 

lae viskositeit epoksie/hars mengsel ingebed (Spurr, 1969) 

en vir 24 uur by 5o 0 c gelaat om polimerisasie van die hars 

te bewerkstellig. 

Met behulp van 'n Reichert Ultramikrotoorn Um 2 is ultramik= 

rotoomsnee gemaak, waarna die seksies met uranielasetaat en 

loodsitraat (Echlin, 1964) gekleur is. Die ultramikrotoorn= 
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snee is daarna met behulp van 'n Elmiskop 101 transmissie 

elektronmikroskoop ondersoek. 

2 .1. 6 Ekstraksie van die f lavonoI'ede v·anui t die loofblare 

van Protea neriifolia 

Vyf gram loofblare is met 30 ml 80% metanol wat 100 mg 

Na 2 S 2 Os bevat het (Vautaz, Brandenberger & Egli, 1959) in ' 

'n Virtis "23" homogeniseerder vir 5 minute teen volspoed 

gehomogeniseer. Die homogenaat is daarna vir 30 minute 

teen 30 000 x g by 4°c in 'n MSE High Speed 18 sentrifuge 

gesentrifugeer. 

Loodpresipitasie is volgens die metode van Whitehead (1979) 

uitgevoer. Die pH van die bovloeistof is met 0,1 N KOH tot 

by 7,0 gebring., Een volume 1,0 M loodasetaat is by die op= 

lessing gevoeg terwyl dit op 'n magnetiese roerder aanhou= 

dend geroer is. Die mengsel is vervolgens vir 30 minute 

teen 30 000 x g by 4°c gesentrifugeer, waarna die presipi= 

taat in 10 ml gedeioniseerde water, wat 25 mg Na 2 S 2 0 5 be= 

vat het, gesuspendeer. Die suspensie is geleidelik by 30 

gram voorafgewaste Dowex 50 W - XB(H) hars gevoeg en vir 30 

minute geroer. Daarna is die mengsel deur 'n sinterglas= 

tregter gefiltreer, waarna die hars met 10 ml gedeioniseerde 

water gewas is. Die flavonoiedekstrak is in vloeibare stik= 

stof bewaar totdat dit vir chromatografie aangewend is. 
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2 .1. 6 .1 Papierchromatograf•iese skeiding· van die komponente 

van 1 11 flavonoiedekstrak u.it 1·oofhla·re· van Pr otea 

nerii f o l., i a 

Nadat die flavonoiede geekstraheer is soos onder 2.1.6 uiteen= 

gesi t , is 2 ml metanol by 2 ml van die ekstrak gevoeg en by 

35°c onder vakuum tot 1,0 ml ingedamp. Een milliliter van die 

ekstrak is in 'n strook op Whatman No. 3 MM chromatografiepa= 

pier (58 cm x 68 cm) aangewend en toegelaat om afwaarts in 

BAW (butanol:asynsuur:water, 4:1:5, v/v, boonste fase) in 'n 

chromatografiekabinet by kamertemperatuur te ontwikkel. Die 

chromatogram is na 12 uur in 'n Shandon chromatografie-oond 

gedroog, waarna dit onder ultravioletlig in die afwesigheid 

en daarna in die teenwoordigheid van ammoniakdampe ondersoek 

is. Vervolgens is die verskillende bande afgebaken sodat die 

Rf-waardes bereken kon word. 

2.1.6.2 Bepaling van die teenwoordigheid van leuko-antosia= 

niene in die afsonderlike flavonoiedbevattende bande 

Nadat die chromatografiese skeiding van die komponente van 

die flavonoiedekstrak voltooi is (2.1.6.1), is die afsonder= 

like bande geelueer deur dit stukkend te sny en vir 10 minut e 

in 20 ml 50% metanol te skud. Vervolgens is die eluaat deur 

glaswol gefiltreer, waarna die onderskeie houers met alumi= 

niumfoelie bedek is. 

Die teenwoordigheid van leuko-antosianiene in die afsonder1ike 

flavonoledbevattendebande is kwantitatief volgens die metode 

van Swain en Hillis ( 1959) bepaal. Drie milliliter van elke 
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af sonderlike 50 % metanoleluaat is. onder vakuum drooggedamp. 

Nadat die residu in 1 ml leuko-antosianienreagens (25 ml ge= 

konsentreerde HCl verdun tot 500 ml met n-butanol) opgelos 

is, is dit in afsonderlike proefbuise, voorsien met proppe, 

gevoeg. Vervolgens is 10 ml leuko-antosianienreagens by elke 

proefbuis gevoeg, waarna die proefbuise in aluminiumfoelie 

toegedraai is en vir 40 minute in 'n kokende waterbad (96 °c) 

geplaas is. As kontrole is 'n monster wat geen metanoleluaat 

bevat het nie, gebruik. 

2.1.7 Ekstraksie van die totale oplosbare proteiene vanuit 

die loofblare van Pr ot e a n eri i fo l ia 

Die proteiene is volgens die metode van Whitehead (1979) 

geekstraheer. Tien gram loofblare, waarvan die hoofare ver= 

wyder is, is vir 2 minute teen maksimum snelheid in 'n 

Virtis "23" homogeniseerder met 30 ml 0,1 M Tris-HCl buffer, 

pH 8,5 (7,0% met betrekking tot poli-etileenglikol 4 000 en 

0,1% met betrekking tot sisteien-HCl) gehomogeniseer. Ver= 

volgens is die ekstrak vir 15 minute teen 15 000 x gen daar= 

na vir 30 minute teen 30 000 x gin 'n voorafverkoelde MSE 

H. h S d 18 by 4° C t if ig pee gesen r ugeer . Die bovloeistof is .. 
daarna vir 2,5 uur teen 170 000 x g by 4° c in 'n MSE Prepsin 

50 sentrifuge gesentrifugeer. Nadat twee volumes koue ase= 

toon (-20°c) by die proteienbevattende bovloeistof gevoeg is, 

is die mengsel vir 10 minute geroer. Hierna is die mengsel 

vir 30 minute teen 30 000 x g by 4°c gesentrifugeer, waarna 

die presipitaat in 10 ml koue 5 mM Tris-glisien buffer, pH 

8,3 opgelos is. Die proteiene is weereens met twee volumes 

koue asetoon gepresipiteer waarna die mengsel vir 30 minu= 
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te teen 30 000 x g gesentrifugeer is. Die presipitaat is 

daarna in 10 ml 5 mM Tris-glisien buffer, pH 8,3, hersus= 

pendeer en in vloeibare stikstof bewaar. 

2. 1. 7. 1 Kwan ti tati·ewe bepal·in·g van die totale oplosbare 

proteiene 

Die proteieninhoud is volgens die Folin-Ciocalteu metode 

(Lowry, Rosebrough, Farr, Randall, 1951) bepaal. Vyf mil= 

liliter van Reagens Dis by 0,5 ml van die proteienekstrak 

gevoeg, waarna dit deeglik geskud en vir 10 minute gelaat 

is. Tien minute nadat 0,5 ml Folin-Ciocalteu reagens b y 

die mengsel gevoeg en weer geskud is, is die optiese digt= 

heid van die reaksiemengsel by 'n golflengte van 660 run 

met 'n Spectronic 20 kolorimeter bepaal. Die proteien= 

konsentrasie van die monster is met behulp van 'n albumien= 

standaardkromrne bereken en uitgedruk as mg proteien per 

gram vars loofblaarweefsel. 

2.1.7.2 Kwantitatiewe bepaling van die lipase-aktiwiteit 

Die lipase-aktiwiteit is bepaal volgens die metode soos 

deur Burger (1976) beskryf. Twee milliliter 0,75M glise= 

rientriasetaat en 2,0 ml 0,075 M natriumbikarbonaat is in 

die hoofkompartement van 'n Gilsonflessie gevoeg. In die 

sy-arm van die flessie is 1,0 ml verdunde ensiemekstrak 

(50 µl ensiemekstrak + 950 µl gedeioniseerde water) gevoeg, 

waarna die flessie vir 10 minute by 37°c geekwilibreer is 
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terwyl dit stadig teen ongeveer 120 ossilasies per minuut 

geskud is. Nadat die ens.iemoplossing in die hoofkomparte= 

ment gedekanteer is, is dit weereens vir 10 minute geekwi= 

libreer. Hierna is die kleppe van die Gilsonrespirasie= 

meter gesluit en die produksie van koolsuurgas oor 'n tyd= 

perk van 35 minute waargeneem. Die spesifieke aktiwiteit 

van lipase is as volg bereken: 

Ensiemeenhede (EE)/mg proteien = µl CO2 per minuut 

mg ensiem gebruik 

2.1.7.3 Kwantitatiewe bepaling van chlorofillase-aktiwiteit 

2.1.7.3.1 Chromatografiese skeiding van chlorofilpigmente 

'n Suikerkolom is as volg voorberei: Ongeveer 8 gram ge= 

poeierde sukrose is met ongeveer 25 ml petroleumeter ge= 

meng. Vervolgens is 'n proppie nie-absorberende watte on= 

der in 'n glaskolom geplaas, waarna 'n hoeveelheid petroleum= 

eter bygevoeg is. Die kolom is daarna gepak deur klein 

hoeveelhede van die suikersuspensie daarin oor te gooi en 

telkens die suiker ender druk stewig vas te pak. Hierna is 

'n klein hoeveelheid Na 2S0~ op die sukrose oppervlak geplaas. 

Die chlorofilekstrak is volgens die metode van Machlis en 

Torrey (1956) berei. Twee gram loofblare is met 60 ml 80% 

asetoon in 'n Virtis "23" homogeniseerder teen volspoed vir 

3 minute gehomogeniseer. Die ekstrak is vervolgens vir 10 

minute teen 30 000 x g by 4°c in 'n MSE High Speed 18 sen= 
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trifuge gesentrifugeer. Nadat die bo-vloeistof in 'n skei= 

tregter gedekanteer is, is een volume petroleumeter asook een 

volume gedeioniseerde water by die asetoonekstrak gevoeg. 

Nadat die waterfase afgetap is, is die petroleumeterfase 

verskeie male met gedeioniseerde water gewas soqat alle ase= 

toon teenwoordig, verwyder is. 'n Hoeveelheid Na2SO4 is daar= 

0 na by die ekstrak gevoeg, waarna die ekstrak by 35 Conder 

vakuum tot 2 ml ingedamp is. Vervolgens is 1,5 - 2,0 ml van 

die ekstrak versigtig bo-op die sukrose-kolom gepipetteer. 

Net voor die pigmentekstrak byna heeltemal ingetrek het, is 

die res van die kolom met skoon petroleumeter gevul sonder 

om die kolomoppervlak te versteur. Voorsorg is getref dat 

die kolom nooit droog loop nie. Nadat die chlorofilbande so= 

ver moontlik geskei is, is die kolom toegelaat om droog te 

loop, waarna dit op 'n skoon droe teel uitgestoot is. Die 

chlorofil a-band is verwyder en in 30 ml 100% asetoon ge= 

suspendeer. Hierna is die suspensie vir 5 minute teen 15 000 

x g gesentrifugeer om 'n helder oplossing te verkry. 

2.1.7.3.2 Bepaling van die inkubasieperiode en chlorofillase-

aktiwiteit 

Die chlorofillase-aktiwiteit is volgens 'n gemodifiseerde 

metode van Weast enMackinney (1940) bepaal. Nadat die chlo= 

rofil a-ekstrak berei is soos onder 2.1.7.3.1 uiteengesit,is 

dit tot 80% asetoon opgemaak deur gedeioniseerde water byte 

voeg. Nadat 4 ml van die chlorofilekstrak in twee afsonder= 

like proefbuise geplaas is, is 50 ~l ensiemekstrak by slegs 

een proefbuis gevoeg. Die proefbuise is in die donker vir 
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60 minute geplaas. Dieselfde prosedure is herhaal vir 15, 

20, 25, 30, 35, 40, 45, 50 en 55 minute. Vervolgens is die 

optiese digtheid van die chlorofilekstrak, in die afwesigheid 

en teenwoordigheid van die ensiemekstrak, met behulp van 'n 

Spectronic 20 kolorimeter by 645 en 652 nm bepaal. Die 

hoeveelheid chlorofil a teenwoordig is verder soos onder 

2.1.4 uiteengesit bepaal, waarna die spesifieke aktiwiteit 

van chlorofillase as volg bereken is: 

Eenhede/mg proteien = ~ chlorofil a (mg) 
mg proteien/ml reaksiemengsel 

Nadat die chlorofillase-aktiwiteit vir elke monster bereken 

is, is op 'n geskikte duur vir die inkubasieperiode besluit. 

2.1.7.4 Kwantitatiewe bepaling van die malaatdehidroginase­

aktiwiteit 

Vir die bepaling van die malaatdehidroginase-aktiwiteit is 

die metode van Mehler, Kornberg, GrisoliaenOchoa (1948) ge= 

bruik. Die verlaging in optiese digtheid by 340 nm, as ge= 

volg van die oksidasie van NADH 2 , is op die Spectronic 20 ko= 

lorimeter bepaal. 

Die reaksiemengsel het uit die volgende bestaan: 

Fosfaatbuffer (0,1 M, pH 7,4) 

NADH 2 (0,00375 M, pH 7,4) 

Ensiemekstrak 

Oksaloasetaat (0,03 M, pH 7,4) 

5,35 ml 

0,4 ml 

0,05 ml 

0,2 ml 
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As kontrole is 'n monster sonder enige oksaloasetaat ge= 

bruik. 

Die spesifieke aktiwiteit van malaatdehidroginase is as volg 

bereken: 

Eenhede/mg protelen = AA/min 
6,2 x mg proteien/ml reaksiernengsel 

2.1.8 Bepa1ing van die invloed van die flavonoiedekstrak 

op die ensiernekstrak 

Nadat die ekstraksie van die flavonoiede voltooi is (2.1.6), 

is toetsoplossings vir die bepaling van lipase-, chlorofil= 

lase- en malaatdehidroginase-aktiwiteite (2.1.7.2, 2.1.7.3 en 

2.1.7.4) berei. Tweehonderd mikroliter fla:Vonoiedekstrak 

is by die afsonderlike toetsoplossings gevoeg, waarna die 

reaksie begin is deur 50 µ l ensiemekstrak (2.1.7) by 'n 

toetsoplossing te voeg. 

2.1.9 Bepaling van die invloed van die afsonderlike flavo= 

noiedkornponente op die ensiemekstrak 

Nadat die chrornatografiese skeiding van die flavonoiedek= 

strak voltooi is (2.1.6.1) en die afsonderlike bande in 50% 

rnetanol geilueer is (2.1.6.2), is 3 ml van elke afsonderlike 

eluaat by 35°c onder vakuurn drooggedarnp en die residu in 2 ml 

etanol opgelos. Toetsoplossings vir die bepaling van lipase-, 

chlorofillase- en malaatdehidroginase-aktiwiteite (2.1.7.2, 
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2.1.7.3 en 2.1.7.4) is vervolgens berei. Tweehonderd mikro= 

liter van elke etanoloplossing is by die afsonderlike toets= 

oplossings gevoeg, waarna die reaksie begin is deur 50 µ l 

ensiemekstrak (2.1.7) by 'n toetsoplossing te voeg. Toets= 

oplossings sander enige flavonoiedkomponente het as kontro= 

les gedien. 

2.2 Resultate 

2.2.1 Verandering in die respirasietempo in loofblare van 

Pr ote a ner~i f olia (Vergelyk 2.1.2) 

Gedurende die eerste 10 dae na oes toon die loofblare van 

Pr otea ne r i ifo'lia 'n tipiese klimakteriese respirasiepa= 

troon soos wat algemeen by verouderende klimakteriese (klas 

A) vrugte aangetref word. Soos blyk uit Tabel 1 en Figuur 

2 word die respirasiepatroon van die loofblare gekenmerk 

deur 'n geleidelike afname in die respirasietempo tot op 

die vierde dag na pluk wanneer die preklimakteriese minimum 

bereik word. Hierna neem die respirasietempo geleidelik tot 

op die sesde dag na pluk toe, waarna die respirasietempo 

vinnige toeneem om die klimakteriese maksimum op die negen= 

de dag na pluk te bereik. Tydens die na-klimakteriese fase 

is daar weereens 'n geleidelike afname in die respirasietempo. 

2.2.2 Duur van die inkubasieperiode tydens die bepaling van 

die persentasie skynbare vrye ruimte (%SVR) in die 

loofblare van Pr otea n er ii f olia (Vergelyk 2.1.3.1) 

Soos blyk uit Tabel 2 en Figuur 1 is 'n inkubasieperiode van 

80 minute voldoende vir die doel van hierdie eksperiment, aan= 
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gesien 'n skerp toename in %SVR tot op 80 minute verkry word. 

Daarna vind m±n ·verandering in %SVR plaas. 

TABEL 1: Verandering in die respirasietempo in loofblare van 
Protea neriifolia gedurende die eerste 10 dae na 
pluk 

Dae na pluk Respirasietempo (µl CO 2 afgegee/ 

Direk 

1 

3 

4 

6 

7 

9 

10 

'i'ABEL 2: 

gram varswee£sel/uur) 

217,9 

211,2 

190,55 

192,45 

235,65 

337,55 

476,83 

459,73 

Die persentasie skynbare vrye ruimte in ooreen= 
stemmende loofblaarmonsters by verskillende in= 
kubasieperiodes 

Monster no. Inkubasieperiode Persentasie skynbare 
(minute) vrye ruimte ( %SVR) 

-
1 40 6,56 

2 60 l;3, 05 

3 80 16,42 

4 100 16,29 

5 120 17,78 
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2.2.3 Veranderinge in die persentasie skynbare vrye ruimte 

in loofblare van Pro tea neriifo lia -na oes (Vergelyk 2 .1. 3) 

Tabel 3 en Figuur 2 toon dat die %SVR gedurende die prekli= 

makteriese fase toeneem, gevolg deur 'n afname tot net voor 

die aanvangs van die respiratoriese klimakterium. Vervol= 

gens vind daar 'n skerp toename in die %SVR tot na die post= 

klimakteriese afname in die respirasietempo plaas. 

TABEL 3: Na-oesverandering in die persentasie skynbare vrye 
ruimte (%SVR) in die loofblare van Protea nerii= 
fol-ia 

Dae na pluk Persentasie skynbare vrye ruimte 
( %SVR) 

Direk 7,85 

1 12,65 

3 23,15 

4 24,0 

6 18,45 

7 23,4 

9 36,25 

10 43,45 

2.2.4 Verandering in die chlorofilinhoud van Protea nerii= 

foZ.ia-loofblare na pluk (Vergelyk· 2.1.4) 

Soos aangetoon in Tabel 4 en Figuur 3 neem die totale chlo= 

rofil-, chlorofil a- en chlorofil b-inhoud tot op die derde 
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dag na pluk toe. Hierna neem dit geleidelik af tot op die 

sesde dag na pluk, waarna ' n skerper afname t ot op die negen= 

de dag na pluk plaasvind. 

TABEL 4: Verandering in die chlorofilinhoud in die loof= 
blare van Protea neriifoZia na pluk 

Dae na pluk mg totale chlorofil/ mg chlorofil a/ mg chlorofil b/ 
g vars w.eef.s.el g vars weefsel g vars weefsel 

Direk 1,24 0,546 0,521 

3 1,71 0,765 0,678 

6 1,50 0,693 0, 6 21 

9 0,73 0,380 0,338 

2.2.5 Ultrastrukturele veranderinge in die selle van Protea 

nerii f oZia-loofblare (Vergelyk 2.1.5) 

Ultrastrukturele veranderinge in die selle van verouderende 

loofblare word in Plate I - IV aangetoon. 

2.2.6 Na-oesverandering in die flavonoiedkomponente in die 

loofblare van Protea nerii f olia (Vergelyk 2.1.6) 

Uit die resultate in Tabel 5 kan afgelei word dat die fla= 

vonoiedsamestelling oar ' n tydperk van 10 dae weinig veran= 

dering toon. Alhoewel die hoeveelheid flavonoiedkomponente 

(13) konstant bly, toon die verskillende falvonoiedkomponente 

ten opsigte van die Rf-waardes en kleure oor 'n tydperk van 

10 dae wel veranderinge. 
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2. 2. 7 Bepali·ng van die teenwoordigheid van leuko-antosia= 

niene in d·ie flavonoiedekstrak uit loofhlare van 

Protea nerii f o·l:ia (Vergelyk 2. 1. 6. 2) 

Dit blyk uit Tabel 6 dat komponente 2, 4, 5, 6, 8, 9 en 10 

respektiewelik posi tiewe leuko,-antosianienreaksies toon, al= 

hoewel die intensiteit daar~an ten opsigte van die verskil= 

lende komponente ook vir die verskillende dae waarop dit ge= 

toets is, verskil. Op die sewende dag na pluk toon kompo= 

nent 4 die sterkste reaksie, gevolg deur komponente 2, 6, 8 

en 9, terwyl komponente 5 slegs 'n geringe reaksie toon. 

Op die tiende dag na pluk is die sterkste reaksie met kompo= 

nente 2, 4 en 8 verkry, gevolg deur komponente 6, 9 en 10, 

terwyl komponente 5 en 7 slegs 'n geringe reaksie toon. 

2.2.8 Verandering in die totale oplosbare proteieninhoud 

in die loofblare van Protea ner ii f oZia na pluk 

(Vergelyk 2 . 1. 7) 

Volgens Tabel 7 en Figuur 4 blyk dit dat die totale oplos= 

bare proteieninhoud tot op die derde dag na pluk redelik kon= 

stant gebly het,waarna 'n maksimumwaarde op die vierde dag na pluk 

bereik word. Hierna iv ind 'n geleidelike afna.me tot op die 

sesde dag na pluk plaas, gevolg deur 'n skerper afna.me in die 

proteieninhoud tot op die tiende dag na pluk. 



TABEL 5: 

I 
Dae na 

pluk 

Direk 

1 

52. 

Rf-waardes en kleure van die vers~illende flavonoiedkom= 
ponente in loofblare van Prote a ne r ii f o Zia 

Komponent Rf(Xl00) Kleur 
No. in BAW S_igbare UV UV+ Ammoniak 

liq 

1 3,3 Geen ligte blougroen ligte blou-1eel 

2 14,0 Geen blou ligte blougrys 

3 20, 29 Geen blou blou 

4 23,9 Geen blou blougrys 

5 26,9 Geen blougroen blougeel 

6 29,7 Geen blou blougeel 

7 38,5 Geen blou vaalblou 

8 45,0 Geen ligblou ligblou 

9 49,0 Geen - pers 

10 54,8 Geen donker blougrys geel(bruin~blou) 

11 64,8 Geen ligte blouwit persblou 

12 66,3 Geen ligblou fluoriserend 
ligblou 

13 83,8 Geen vaalblou blougrys 

1 1,64 Geen ligte blougroen ligte blougeel 

2 10,7 Geen blou blougrys 

3 19,5 Geen blou blou 

4 22,2 Geen blou blou 

5 24,9 Geen ligblou blou(geel) 

6 27,0 Geen blou blou 

7 28,2 Geen blou blou 

8 35,3 Geen ligblou blou 

9 43,7 Geen - pers 

10 49,6 Geen blougrys geel(bruin-blou) 

11 55,9 Geen ligte blouwit persblou 

12 62,5 Geen ligblou fluoriserend 
, ligblou 

13 81,0 Geen vaalblou blougrys 
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TABEL 5: (vervolg) 

Dae na Komponent Rf(Xl00) 
Kleur 

pluk No. ln BAW Sifbare UV UV + Anunoniak iq 

3 1 2,4 Geen ligte blougroen ligte blougeel 

2 11,26 Geen blou ligte blougrys 

3 20,0 Geen blou blou 

4 22,8 Geen blou blou 

5 25,0 Geen blou blou 

6 27,0 Geen - blougeel 

7 30,2 Geen blou blou 

8 37,5 Geen ligblou blou 

9 44,2 Geen - pers 

10 50,0 Geen · donker blougrys geel 

11 57,7 Geen ligblou persblou 

12 64,6 Geen ligte blouwit fluoriserend 
ligblou 

13 84,2 Geen vaalblou blougrys 

6 1 2,2 Geen ligte blougroen ligte blougeel 

2 6,5 Geen blou ligte blougrys 

3 8,3 Geen blou blou 

4 15,l Geen blou blou 

5 21,6 Geen blou - ligblou 

6 23,1 Geen blou blou 

7 23,8 Geen blou blou 

8 28,1 Geen blou blou 

9 38,8 Geen - pers 

10 50,9 Geen donker blougrys geel(bruin-blou) 

11 57,l Geen - persblou 
12 63,0 Geen ligte blouwit fluoriserend 

ligblo3:1: 
13 84,6 Geen vaalblou blougrys 

-
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TABEL 5: (vervolg) 

Rf(Xl00) 
Kleur 

Dae na Kornponent Sigbare pluk No. in BAW lig UV UV+ Amrnoniak 

7 1 1,5 Geen ligte blougroen ligte blougeel 

2 7,1 Geen blou blou 

3 12,2 Geen blou blou 

4 15,3 Geen blou blou 

5 18,4 Geen ligblou blou 

6 20,7 Geen blou blou 

7 22,7 Geen ligblou ligblou 

8 30,7 Geen blou blou 

9 39,3 Geen - pers 

10 46,0 Geen donker blougrys geel(bruin-blou) 

11 54,0 Geen - persblou 

12 61,1 Geen ligte blouwit fluoriserend 
witblou 

13 75,2 Geen vaalblou blougrys 

9 1 1,6 Geen ligte blougroen ligte blougeel 

2 10,7 Geen blou blou 

3 19,6 Geen blou blou 

4 22,2 Geen blou blou 

5 25,0 Geen ligblou blougeel 

6 27,1 Geen blou blou 

7 28,2 Geen ligblou ligblou 

8 35,3 Geen blou blou 

9 43,6 Geen - pers 

10 49,6 Geen donker blougrys geel(bruin-blou) 

11 56,0 Geen - persblou 

12 62,5 Geen ligte blouwit fluoriserend 
ligblou 

13 81,0 Geen vaalblou blougrys 
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TABEL 5: (vervolg) 

Dae na Kornponent Rf(Xl00) Kleur I 
pluk No. in BAW Sigbare 

lia 
UV UV + Arnrnoniak 

10 1 2,5 Geen ligte blougroen ligte blougeel 

2 13,5 Geen blou blou 

3 24,2 Geen blou blou 

4 26,2 Geen blou blou 

5 29,0 Geen ligblou ligblou 

6 31,4 Geen blou blou 

7 34,0 Geen blou blou 

8 38,6 Geen blou blou 

9 43,8 Geen - persblou 

10 49,9 Geen donker blougrys geel(bruin-blou) 

11 56,9 Geen - pers 

12 62,7 Geen ligte blouwit fluoriserend 
ligblou 

13 82,7 Geen vaalblou blougrys 



TABEL 6: 

Dae na . pluk 

7 

10 

56. 

Leuko--antos.ianienkornponente van die flavonoled= 
ekstrak. ·uit loofb.lare van Pro te a ner ii fo lia 

.Kornponent .. No ... Leuko--antosianienreaksie 

l -
2 ++ 

3 ( +) 

4 +++ 

5 + 

6 ++ 

7 -
8 ++ 

9 ++ 

10 ( +) 

11 -
12 -
13 -

l -
2 +++ 
3 ( +) 

4 +++ 
5 + 

6 ++ 
7 + 
8 +++ 

9 ++ 

10 ++ 
11 -
12 -
13 -



TABEL 7: 

57. 

Verande~ing in die totale oplosbare proteiene in 
die loofb.lare van Protea neriifolia na pluk 

Dae na pluk Proteienkonsentrasie (mg proteien/g vars 
loo.fbl.aarw.e .ef.s.el) 

Direk 1,748 

1 1,728 

3 1,735 

4 1,825 

6 1,698 

7 1,363 

9 1,193 

10 1,130 

2.2.9 Na-oesverandering in die lipase-aktiwiteit in loof= 

blare van Protea neriifolia (Vergelyk 2.1.7.2) 

'n Redelike skerp toename in die lipase-aktiwiteit kom tot 

op die derde dag na pluk voor, waarna 'n geleidelike toename 

in aktiwiteit tot op die sesde dag na pluk, plaasvind (Tabel 8 

en Figuur 5). Daarna vind 'n vinnige toename in die lipase­

aktiwiteit tot op die tiende dag na pluk, plaas. 

2.2.10 Duur van die inkubasieperiode gedurende bepaling van 

die chlorofillase-aktiwiteit (Vergelyk 2.1.7.3.2) 

Na afloop van die inkubasie van die tien ooreenstemmende 

proewe vir verskillende periodes, is tot die gevolgtrekking 

gekom dat 'n inkubasieperiode van 50 minute die beste re= 

sultate tot gevolg het (Tabel 9 en Figuur 6). 
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'i'ABEL 8: 

Dae na .pl.u.k 

Direk 

1 

3 

4 

6 

7 

9 

10 

TABEL 9: 

Proef 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

59. 

Verandering in die lipase-aktiwiteit in loo£= 
blare van Pr otea nerii f oZia na oes 

S.p.e.si.f i .eke. ak tiwi.tei.t (EE/ mg .pro.teien) 

26,252 

36,289 

53,765 

54,084 

56,900 

68,486 

80 I 420 

103,450 

Die chlorofillase-aktiwiteit van tien ooreen= 
stemmende proewe geinkubeer vir verskillende 
periodes 

Inkubasieperiode Spesifieke aktiwiteit 
(minute) (EE/mg proteien) 

15 0,121 . 

20 1,139 

25 1,278 

30 0,910 

35 0,949 

40 1,1397 

45 1,563 

50 1,717 

55 1,510 

60 0,422 
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2.2.10.l Kwantitatiewe bepaling van die chlorofillase-akti= 

w.i tei t in loofb.lare van Prot ea neriifo l ia ·na· pluk 

(Vergelyk 2.1.7.3) 

Dit blyk uit. Tabel 10 en Figuur 7 dat die chlorofillase-ak= 

tiwiteit,ten opsigte van die degradasie van chlorofil, tot 

op die sesde dag na pluk skerp toeneem. Vervolgens neem die 

chlorofillase-aktiwiteit ten opsigte van die degradasie van 

chlorofil af, met 'n moontlike sintese van chlorofil tot ge= 

volg. 

TABEL 10: 

Dae na pluk 

Direk 

l 

3 

4 

6 

9 

Verandering in die chlorofillase-aktiwiteit in 
loofblare van Pr ote a n e r ii foli a na pluk 

Spesifieke aktiwiteit 
(EE/mg proteien) 

0,342 

0,386 

0,498 

0,551 

0,732 

%-0,487 

% Negatiewe teken = moontlike sintese-aktiwiteit van 
chlorofillase 

2.2.11 Verandering in die malaatdehidroginase-aktiwiteit in 

loofblare van Pr o te a ne r ii f o l ia na pluk (Vergelyk 2.1.7.4) 

'n Vinnige afname in die malaatdehidroginase-aktiwiteit tot 

op die sesde dag na pluk word gevolg deur 'n geleidelike af= 

name in aktiwiteit tot op die sewende dag na pluk (Tabel 11 
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en Figuur 8). Daarna korn 'n geleidelik.e toename in rnalaat= 

dehidroginase-aktiwiteit tot op die tiende dag na pluk voor. 

TABEL 11: Verandering in die rnalaatdehidroginase-aktiwiteit 
in loofblare van Protea neriifolia na pluk 

Dae na pluk Spesifieke aktiwiteit 
(EE/mg prot.eien) 

Direk 6,819 

1 5,990 

3 4,329 

4 3,738 

6 2,181 

7 2,008 

9 2,295 

10 2,421 

2.2.12 Invloed van die flavonoiedekstrak op die lipase-ak= 

tiwiteit in loofblare van Protea neriifolia na pluk 

(Vergelyk 2.1.8) 

Die flavonoiedekstrak veroorsaak 'n verhoging in die lipase­

aktiwiteit direk en op die eerste dag na pluk (Tabel 12 en 

Figuur 9). Die lipase-aktiwiteit word op die derde dag na 

pluk geensins beinvloed nie. Hierna vind 'n verlaging in ak= 

tiwiteit op die vierde dag na pluk plaas, waarna 'n verhoging 

in lipase-aktiwiteit tot op die sesde dag na pluk plaasvind . 

Tot op die tiende dag na pluk word die lipase-aktiwiteit dras= 

ties verlaag (vergelyk Tabel 8 en Figuur 5). 
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FIGUUR 8: Na-oesverandering in die malaatdehidroginase­
aktiwiteit in loofblare van Pr otea neriifoiia 



TABEL 12: 

Dae na pluk 

Direk 

1 

3 

4 

6 

7· 

9 

10 

66. 

Invloed van di,e f lavonoiedekstrak. op die 
lipas.e-ak.ti.w.i tei t in loofblare van Protea 
neriifolia na pluk 

Ensiernaktiwiteit (EE/mg proteien) 

65,4 

61,696 

53,534 

48,948 

60,216 

65,003 

71,555 
' 

74,8 

2.2.13 Invloed van die flavonoiedekstrak op die chlorofil= 

lase-aktiwiteit in loofblare van Protea neriifoZia 

na pluk (Vergelyk 2.1.8) 

Die flavonoiedekstrak veroorsaak 'n verlaging in die degrada= 

tiewe aktiwiteit van chlorofillase tot op die sesde dag na 

pluk (Tabel 13 en Figuur 10). Vervolgens word die moontlike 

sintese-aktiwiteit van chlorofillase tot op die negende dag 

na pluk gerem (vergelyk Tabel 10 en Figuur 7). 

' 
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FTGUUR 9: Verandering in die lipase-aktiwiteit in loof= 
blare van Protea neriifolia teenoor die veran= 
dering in lipase-aktiwiteit met toevoeging van 
flavonoiedekstrakte 
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TABEL 13: I.nvloed van die flavonoiedekstrak op die chloro= 
fillase-aktiwiteit in loofblare van Protea nerii= 
fol,ia na pluk 

Dae na pluk Ensiemaktiwiteit . (EE/mg proteien) 

Direk 0,281 

1 0,286 

3 0,401 

4 0,487 

6 0,558 

9 ~ -0,487 

x Negatiewe teken = moontlike sintese-aktiwiteit van chloro= 
fillase 

2.2.14 Invloed van die flavonoiedekstrak op die malaatde= 

hidroginase-aktiwiteit in· loofbla·re van Protea nerii= 

folia na pluk (Vergelyk 2.1.8) 

Die flavonoiedekstrak veroorsaak 'n verlaging in die malaat= 

dehidroginase-aktiwiteit tot op die vierde dag na pluk (Ta= 

bel 14 en Figuur 11). Hierna vind 'n verhoging in die akti= 

witeit tot op die negende dag na pluk plaas, waarna die fla= 

vonoledekstrak op die tiende dag na pluk bykans geen invloed 

op die malaatdehidroginase-aktiwiteit uitoefen nie (Vergelyk 

Tabel 11 en Figuur 8). 

~ 
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FTGUUR 10: Verandering in die chlorofillase-aktiwiteit 
in loofblare van Protea neriifolia , teenoor 
die verandering in chlorofillase-aktiwiteit 
met die toevoeging van flavonoiedekstrak 

(--- Chlorofillase-aktiwiteit; ----- Chloro= 
fillase-aktiwitei t m,et flavonoiedekstrak) 
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TABEL 14: Invloed van die flavonoiedekstrak op die ma= 
laatdehldroginase-aktiwiteit in loofblare van 
Protea neriifolia na pluk 

Dae na pluk Ensie~aktiwi tei t (EE/mg pr.oteien) 

Direk 2,513 

1 2,875 

3 3,637 

4 3,314 

6 2,576 

7 2,676 

9 2,511 

10 2,448 

2.2.15 Invloed van die verskillende chromatografiesgeskeide 

flavonoiedkomponente op die lipase-, chlorofillase-

en malaatdehidroginase-aktiwiteite in loofblare van 

Protea neriifolia op verskillende dae na pluk (Vergelyk 

2.1.9) 

Tabel 15 toon dat geeneen van die verskillende flavonoied= 

komponente wat op die eerste dag na pluk uit die loofblare 

geekstraheer is 'n inhiberende invloed op die lipase-aktiwi= 

teit gehad het nie. Die mate van aktivering deur die ver= 

skillende flavonoiedkomponente was sodanig dat komponent 11 

die grootste aktivering veroorsaak het, gevolg deur kompo= 

nente 8, 13, 10 en 4 respektiewelik. Op die derde dag na 

pluk het komponent 5 die grootste aktivering veroorsaak, ge= 

volg deur komponente 8, 7, 2 en 6. Komponente 10, 9, 1, 3 
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FIGUUR 11: Verandering in die malaatdehidroginase-akti= 
witeit in loofblare van Protea neriifolia, 
teenoor die verandering in malaatdehidrogina= 
se-aktiwiteit met toevoeging van die flavonoied= 
ekstrak (----- Malaatdehidroginase-aktiwiteit; 
• • • • • Malaatdehidroginase-aktiwi tei t met f lavo= 
noiedekstrak) 
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en 13 het inhibering van die lipase--aktiwi tei t tot gevo_lg gehad. 

Slegs kornponente 9 en 7 het op die se.sde dag na pluk inhibe= 

ring tot gevolg gehad, terwyl komponent 11 die grootste akti= 

vering tot gevolg geh.ad h.et, gevolg deur komponente 12, 13, 

2 en 3 respektiewelik. In teenstelling hiermee het 7 korn= 

ponente op die sewende dag inhibering tot gevolg gehad, 

naarnlik kornponente 5, 4, 10, 3, 12, 2 en 7. Kornponent 1 het 

die grootste aktiwering tot gevolg gehad, gevolg deur korn= 

ponente 13, 9, 6 en 11. 

Uit Tabel 16 blyk dit dat alle flavonoiedkornponente 'n in= 

hiberende effek op die chlorofillase-aktiwiteit op die der= 

de en vierde dag na pluk uitgeoefen het. 

Op die eerste dag na pluk het vier komponente 'n inhiberen= 

de invloed op die rnalaatdehidroginase-aktiwiteit gehad, naarn= 

lik kornponente 2, 12, 5 en 3 (Tabel 17) . Kornponent 10 het d_ie 

grootste aktivering tot gevolg gehad, gevolg deur kornpon_ente 6, 9, 

13, 7, 8, 4, 11 en l respektiewelik. Op die derde dag na 

pluk het kornponente -_4,2, 3, 13, 11, 8, l en 12 inhibering van 

die lipase-aktiwiteit tot gevolg gehad. Kornponent 9 het die 

grootste aktivering tot gevolg gehad, gevolg deur kornponente 

5, 10, 7 en 6. Slegs drie komponente het op die vierde dag 

na pluk aktivering van die rnalaatdehidroginase-aktiwiteit tot 

gevolg gehad, naamlik komponente 2, 7 en 12. Komponente 9, 

4, 3, 6, 11, 10, 5, 1, 8 en 13 het respektiewelik inhibering 

van die rnalaatdehidroginase-aktiwiteit tot gevolg gehad. 

Slegs vier komponente het op die sesde dag na pluk inhibe= 

ring tot gevolg gehad, naarnlik kornponente 9, 13, 12 en 3, 
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terwyl komponente 11, 7, 8, 1( 2, 4, 6, 10 en 5 respektiewe= 

lik 'n verhciging in die aktiwiteit veroorsaak het. Op die ne= 

gende dag na pluk het slegs drie komponente inhibering van 

die malaatdehidroginase-aktiwiteit tot gevolg gehad, naamlik 

komponente 9, 6 en 11 respektiewelik. Komponent 3 het die 

grootste aktivering veroorsaak, gevolg deur komponente 5, 

13, 1, 8, 10, 12, 4, 7 en 2 respektiewelik. 

TABEL 15: 

Dae na pluk 

l 

3 

Invloed van chromatografiesgeskeide flavonoied= 
komponente op die lipase-aktiwiteit in loof= 
blare van Protea neriifolia 

Band No. Spesifieke aktiwiteit 
(EE./mg. pr.ote.ien) 

1 64,104 

2 52,156 

3 54,581 

4 68,764 

5 55,676 

6 68,299 

7 68,614 

8 72,550 

9 44,943 

10 71,465 

11 80,439 

12 67,181 

13 72,367 

* Kontrole 36,289 

l 50,553 

2 98,204 

3 52,090 

4 72,734 

5 137,902 

6 94,660 

7 126,518 

8 136,129 

9 40,226 
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TABEL 15: (vervolg} 

Dae na pluk Ba.nd No. Spesifieke aktiwiteit 
(EE/mg proteien) 

10 37,340 

11 76,758 

12 54,492 

13 50,581 
% Kontrole 53 t 764' 

6 l 63,451 

2 89,887 

3 78,508 

4 72,086 

5 58,787 

6 63,770 

7 48,949 

8 70,495 

9 35,857 

10 78,076 

11 103,839 

12 98,346 

13 94,531 
~ Kontrole 56,899 

7 l 82,519 
2 63,283 
3 60,280 
4 54,927 
5 44,993 
6 71,577 
7 63,925 
8 67,179 
9 73,974 

10 59,424 
11 68,561 
12 62,580 
13 75,100 

~ 
Konti::ql~ . 65,003 

% Die kontrole het geen flavonoiedkomponente bevat nie. 



TABEL 16: 

Dae na plu.k 

3 

4 
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Invloed van die chromatografies.geskeide f Lavo= 
noiedkomponente op die chlo.rofillase-aktiwi tei t 
in loofhlare. van Prot ea n erii foZia 

Band No. Spesifieke aktiwiteit 
(EE/mg . proteien) 
.... 

l 0,341 
2 0 t 320 
3 0,263 
4 0,212 
5 0, 380 

' 6 0,271 
7 0,295 
8 0,210 
9 0,390 

10 0,250 
11 0,420 
12 0,400 
13 0,381 

%Kontrole 0,498 

1 0,410 
2 0,357 
3 0,370 
4 0,485 
5 0,391 
6 0,460 
7 0,520 
8 0,443 
9 0,480 

10 0,310 
11 0,398 
12 0,470 
13 0,491 

~ontrole 0,551 

% Die kontrole het geen flavonoiekomponente bevat nie. 
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TABEL 1 7: I.nvl.oed van die chromatografiesgeskeide fl.avonoled= 
komponente ·op die malaatdehidroginase-aktiwiteit 
in loofhlare van Protea neriifolia 

Dae na pluk Band No. Spesifieke aktiwiteit 
.. . .. ·. (~/iri.g. pr.o.te.len) 

1 1 3,151 

2 2,745 

3 2,935 

4 3,216 

5 2,913 

6 3,795 

7 3,445 

8 3,333 

9 3,571 

10 4,201 

11 3,210 

12 2,871 

13 3,529 

~Kontrole 3,110 

3 1 3,804 

2 3,107 

3 3,218 

4 2,987 

5 6,063 

6 4,668 

7 4,696 

8 3,804 

9 8,517 

10 5,338 

11 3,692 

12 3,888 

13 3,246 

~Kontrole 4,324 
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TABEL 17: (vervolg) 

Dae na pluk Band No. Spesifieke aktiwiteit 
(EE/mg pr.otei.en) . 

4 1 3,659 
2 4,547 
3 2,970 

4 1,286 

5 3,527 

6 2,771 

7 3,977 
8 3,738 
9 1,140 

10 3,208 
11 3,049 
12 3,951 

13 3,750 

~ontrole 3,754 

6 1 3,482 

2 3,368 
3 1,971 
4 3,226 
5 2,142 
6 3,083 
7 3,938 
8 3,739 
9 1,259 

10 2,598 
11 4,366 
12 1,572 
13 1,344 

~ontrole 2,171 
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TABEL 17: (vervolgl 

Dae na pluk Band No. Spesifieke aktiwiteit . . ·. (EE./m_g. pr.o.t.e.ien) 

9 1 3,012 

2 2,565 

3 3,336 

4 2,687 

5 3,134 

6 2,119 

7 2,646 

8 2,849 

9 2,022 

10 2,768 

11 2,144 

12 2,687 

13 3,052 

~ontrole 2,295 

.. 

% Die kontrole het geen fl.avonoiedkomponente bevat nie. 
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3 • BESPREJ<ING EN GEVOLGTREKKING 

Verskeie lokaliteitsvariante van Pr o t ea neriifolia wat aan= 

sienlik van mekaar verskil ten opsigte van hulle gevoeligheid 

vir loofblaarverbr~ining nadat die bloeistele van die plant 

verwyder is, word in die Republiek van Suid-Afrika aangetref. 

Vir die doel van hierdie studie is van die "Baviaanskloof" 

lokaliteitsvariant gebruik gemaak. In die eksperimentele 

ondersoeke wat uitgevoer is, is bloeistele met bloeiwyses 

van plante wat in dieselfde omgewing gegroei het, gebruik. 

Verbruining van plantweefsels is oor die algemeen nie 'non= 

bekende verskynsel nie en word in verskillende oorryp vrug= 

te aangetref. Alhoewel daar 'n korrelasie tussen die verbrui= 

ningspotensiaal van vrugte en die totale konsentrasie feno= 

liese verbindings en polifenoloksidase-aktiwiteit bestaan 

(Golan, Kahn & Sadovski, 1977), blyk dit dat lugoksidasie 

van flavonoiede 'n groter bydrae as ensimatiese oksidasie 

tot die verbruining van Pr ote a neriifolia-loofblare lewer 

(Whitehead, 1979). Verbruining van die loofblare van Pro= 

t ea neri ifo lia na pluk gee uiteindelik aanleiding tot die 

algehele afsterwing daarvan. Dit blyk dus dat alle meta= 

boliese aktiwiteite in die loofblare op een of ander wyse 

deur verbruining beinvloed word. 

Die respirasiepatroon van die loofblare van Pr otea ner iifolia 

stem ooreen met die van rypwordende vrugt e. Soos aangetoon 

in Tabel 1 en Figuur 2 het die respirasietempo aanvanklik 

'n geleidelike daling ondergaan, sodat 'n minimum tussen 
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sen die derde en vierde dag na pluk bereik word. Daarna 

het die respirasietempo geleidelik tot op die sesde dag na 

p1uk toegeneern, waarna 'n vinnige toename plaasgevind het. 

Die rnaksimum word op die negende dag na pluk bereik, waarna 

die respirasiepatroon 'n geleidelike daling getoon het. Aan= 

gesien die respirasiekromme 'n objektiewe maatstaf is om 

die fisiologiese status, dit wil se rypheidstadium of ver= 

ouderingsverval, van 'n vrug te bepaal (De Swardt, 1974), 

kan die respirasiepatroon van die loofblare van Pr otea nerii= 

f olia moontlik ook as 'n objektiewe maatstaf vir v erouderings= 

verval gebruik word. Sommige navorsers het bevind dat die 

inhibering of aktivering van die rypwording van peervrugte, 

die respirasiepatroon geensins beinvloed nie (Frenkel et al ., 

1968; Wang & Hansen, 1970). Verskeie ander navorsers het 

egter deur middel van elektronmikroskopiese studies aangetoon 

dat strukturele degenerasie van verouderende selmembrane 

wel met veranderinge in metaboliese prosesse, soos respira= 

toriese veranderinge, geassosieer is (Bain & Mercer, 1964; 

Rhodes & Wooltorton, 1967). 

Subsellulere organisasie is van fundamentele belang geduren= 

de veroudering, aangesien protoplasmiese dekornpartementasie 

die ensiem- en substraatverspreiding beinvloed waardeur ver= 

skeie metaboliese prosesse geaffekteer word (De Swardt, 1974; 

Hatile & Moor 1 1968; Sacher, 1962 & 1966). Die persentasie 

skynbare vrye ruimte wat 'n aanduiding van veranderinge in 

die membraanpermeabiliteit is, toon in Pro tea ne r i i folia -loof= 

blare 'n toename tot op die derde en vierde dag na pluk waar= 

tydens die preklirnakteriese minimum voorkom (Tabel 3 en Fi= 

guur 2). Daarna neem die %SVR tot op die sesde dag na pluk 



af, waarna 'n onomkeerbare toename in permeab.ili tei t plaasvind. 

'n Inkubasieperiode van 80 minute blyk voldoende te wees vir 

die bepaling van die %SVR in loofblare van Protea neriifolia 

(Tabel 2 en Figuur l}. Die inisiele toename in membraan= 

permeabiliteit ontstaan moontlik as gevolg van veranderinge 

in die lipoproteienstruktuur van membrane, wat 'n verlies in 

differensiele perrneabiliteit en 'n toename in die %SVR tot 

gevolg het (De Swardt & Rousseau, 1973). Dit is moontlik dat 

hidrolise van merribraanlipiede wel 'n verandering in die mem= 

braanperrneabiliteit tot gevolg kan he (Baddeley & Simon, 1969; 
~ 

Draper, 1969; Ferguson & Simon, 1973; Galliard, 1968). 

Aangesien energie noodsaak.lik vir die instandhouding van die 

membraanintegriteit is (Eilam, 1965), kan 'n tekort aan ener= 

gie tydens die preklimakteriese minimum moontlik tot 'n toe= 

name in die %SVR aanleiding gee (Burger, 1976). Die afname 

in die %SVR tot op die sesde dag na pluk, wat op 'n tydelike 

herstel in die membraanpermeabiliteit dui, stem ooreen met 

die resul tate van De Swardt en Rousseau ( 197 3) . Hulle is van 

mening dat die tydelike herstel in die differensiiie ·. per= 

meabiliteit voorkom as gevolg van die abnormale kontak. tus= 

sen ensieme en substrate. Vervolgens ontstaan hoe anaboliese 

reaksies en die valse indruk van 'n tydelike hoe metaboliese 

aktiwiteit en herstel van membraanstrukture word geskep. Die 

onomkeerbare toename in die %SVR gaan met die klimakter~ese 

styging in respirasietempo en verouderingsverval in die loof= 

blare van \Protea neriifolia gepaard (Figuur 2). 'n Toename 

in onversadigde vetsure as gevolg van die hidrolise van li= 

piede in verouderende chloroplasmembrane het moontlik 'n af= 

name in membraanpermeabiliteit tot gevolg (Baddeley & Hanson, 
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1967; Demel et al ., 1972; Siegenthaler, 1972). De Swardt 

enRousseau (1913) .wys daarop dat kataboliese reaksies wat 

as gevolg van dekompartementasie ontstaan, hoofsaaklik vir die 

onomkeerbare toename in permeabiliteit en verandering van me= 

taboliese prosesse verantwoordelik is. Dit is nie duide= 

lik of die pluk van die bloeiwyses moontlik tot die toename 

in %SVR aanleiding gegee het nie en of dit moontlik as ge= 

volg van 'n vroeere inisierende stimulus, of miskien in op= 

drag van spesifieke genetiese kode ontstaan het nie. Dit 

is reeds in 1928 deur Blackman enParija voorgestel dat die 

klimakterium as gevolg van 'n verlies van kompartementasie 

ontstaan. Volgens Figuur 2 is dit wel moontlik dat proto= 

plasmiese dekompartementasie wel tot die aanname van die 

klimakterium kon aanleiding gee, aangesien die onomkeerbare 

toename in %SVR vanaf die sesde dag na pluk met die klimak= 

teriese styging saamval. Volgens Bain en Mercer. (1964) en 

Sacher (1962; 1966) het die verlies aan membraanpermeabili= 

teit 'n verandering in die ensiem- en substraatverspreiding 
I 

tot gevolg en sal dit die respirasietempo, en ander metabo= 

liese prosesse wat met die klimakterium geassosieer word, 

beinvloed. Die verlies van strukturele geordenheid kan dus 

tot 'n verlies van funksionele doeltreffendheid lei. 

Materiaal wat direk na pluk vir elektronmikroskopiese stu= 

dies voorberei is, het 'n normale georganiseerde struktuur 

getoon (Plaat lA en B). Die plasmalemma en tonoplas (Plaat 

lA) het geen onderbrekings getoon nie en die styselkorrels 

wat in die sitoplasma voorgekom het (Plaat lB), is moontlik 

'n aanduiding dat die selle op daardie stadium aktief gefoto= 

sinteer het. Monsters wat op die derde dag na pluk geneem 



83. 

is, het struktu.rele veranderinge in die membraansisteern ge= 

toon (Plaat lC en Dl. Tannienhevattende sitoplasmie.se va= 

kuole het met die sentrale vakuool verenig, waarna die tan= 

niene in die sentrale vakuool vrygestel is (Plaat 1D). 

Hierdie veranderinge in die tonoplas was moontlik vir die 

toename in die %SVR, tydens die preklirnakteriese minimum, 

verantwoordelik. Die chloroplaste het normale georganiseer= 

de strukture getoon (Plaat lC). 

Op die sesde dag na pluk het onderbrekings in die plasma= 

lemma en tonoplas voorgekom (Plaat 2A). Tanniene is in si= 

toplasmiese vakuole aangetref (Plaat 2B en C). Sitoplasrniese 

vakuple kon moontlik as gevolg van intrasellulere osmotiese 

veranderinge ontstaan het (Bain & Mercer, 1964; Sacher, 1962). 

Chafe en Durzan (1973) en Matile en Moor (1968) beweer dat 

die sitoplasrniese vakuole moontlik vanuit vesikels vanaf 

die endoplasmiese retikulurn ontstaan het. Hierdie vesikels 

neem later toe in grootte en versmelt dan met die sentrale 

vakuool. Vakuole kan egter ook d e nov o ontstaan (Bain & 

Mercer, 1964; Platonova, et al ., 1974). Dit is ook moont= 

lik dat die verliesaan membraanpermeabiliteit wat reeds tot 

op die sesde dag na pluk in Prote a neri ifolia-loofblare waar= 

geneem is (Tabel 3 en Figuur 2) tot gevolg kan he dat water 

in die vakuool en water wat met die membrane geassosieer is, 

in die sitoplasma vrygestel word. Hierdie verskynsel kan in= 

tensiewe vakuolisering van die sitoplasma veroorsaak (Pla= 

tonova et al. , 1974). Die ontstaan van tannienbevattende 

sitoplasmiese vakuole in die loofblare van Pro t e a ne r iifolia 

stem ooreen met die r e sultate van Chafe en Durzan (1973). Tan-
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niene kom as ronde of onreelmatiggevormde amorfe liggame 

voor (Plaat 2). Volgens Chafe enDurzan (1973) kan die vorm 

en dimensie van tannienliggame baie varieer. Uit Plaat 2A 

blyk dit dat tanniene in assosiasie met styselkorrels aan= 

getref word. Dit is moontlik dat daar 'n verband tussen 

die vermindering van die reserwe stysel en prosesse wat tot 

die vorming van fenoliese verbindings aanleiding gee, be= 

staan (Wardrop & Cronshaw, 1962). Tanniene kan ten koste 

van styselkorrels en/of amiloplaste op die omtrek van vesi= 

kels in styselkorrels en/of amiloplaste gevorm word (Swain, 

1965; Wardrop & Cronshaw, 1962). Plaat 2D toon dat tannie= 

ne ook in chloroplaste aangetref word. Hierdie bevindings 

verskil met die van ChafeenDurzan (1973) aangesien hulle 

geen tanniene in enige plastiede aangetref het nie. 

Op die negende dag na pluk het drastiese veranderinge in die 

membraansisteem van selle in die loofblare van Protea nerii= 

foZia plaasgevind (Plaat 3). Die tonoplas is somtyds heel= 

temal afwesig en die grondplasma van die sitoplasma het ge= 

desorganiseerd voorgekom (Plaat 3A en D). Desintegrasie van 

die tonoplas het 'n vermenging van die vakuoolinhoud en si= 

toplasma tot gevolg, sodat hidrolitiese ensieme wat in die 

selsap voorkom, die degradasie van die sitoplasma kataliseer 

(Matile & Moor, 1968; Nishimura & Beevers, 1978; Shaw & 

Manocha, 1965). Die omhullingsmembrane van die mitochondri~n 

(Plaat 3B) en chloroplaste (Plaat 3C en D) het ook onder= 

brekings getoon. Hierdie desintegrasie van membraansisteme 

het met die klimakterium en vinnige toename in die %SVR 

gepaard gegaan. Die chloroplaslamellae het van mekaar wegge= 
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trek en het gedesorganiseerd voorgekom (Plaat 3C en D}. 

Die sellulere struktuur van loofblaarrnonsters wat op die 

twaalfde dag na pluk geneem is, het geheel en al gedesorgani= 

seerd voorgekom (Plaat 4). Die plasmalemma het heeltemal 

vanaf die selwand weggeraak (Plaat 4A) en organelle soos di e 

rnitochondrion (Plaat 4D) word in die vakuool aangetref. 

Tanniene het as ronde of amorfe liggame in sitoplasrniese 

vakuole en in 1 n chloroplas voorgekom (Plaat 4B en C:). 

Hierdie sitoplasmiese vakuole het met die sentrale vakuool 

verenig, waarna die tanniene in die sentrale vakuool vry= 

gestel is (Plaat 4B). Hierdie resultate stem ooreen met 

die van ChafeenDurzan (1973). In ooreenstemming met die 

resul tate van Platonova et a 7,. ( 197 4) het verouderende chlo= 

roplaste 'n verlies aan lamellere struktuur getoon (Plaat 4C). 

Geen osmiofiliese globules is egter in verouderende chloro= 

plaste aangetref, soos deur Bain en Mercer (1964), Butler en 

Simon (1971) en Hurkman (1979) waargeneem is nie. Die na­

klirnakteriese daling in die respirasietempo (Figuur 2) het 

moontlik as gevolg van die strukturele desintegrasie van die 

mitochondrion ontstaan (Plaat 4D), aangesien 'n verlies aan 

strukturele· geordenheid tot 'n verlies aan funksionele doel= 

treffendheid aanleiding gee. Die desintegrasie van diesel= 

wand (Plaat 4A) het moontlik 'n verdere verhoging in die %SVR 

(Figuur 2) tot gevolg gehad. 

Vesikels wat in die sentrale vakuool voorgekom het, is soms 

in assosiasie met membraanstrukture soos die tonoplas aange= 

tref (Plate lD, 3A, 3C en 4B). Mulder (1977) wys daarop dat 

daar slegs oor die ontstaan van die vesikels gespekuleer kan 
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word. Volgens ongepubliseerde resultate van Verhoefen toon 

die selle van plante wat spesifieke simptome van mineraalte= 

korte openbaar, 'n soortgelyke verskynsel. Dit is moontlik 

dat die vesikels as gevolg van terugvouing en aaneensluiting 

by onderbrekings in die tonoplas ontstaan het. Reid en Meier 

(1972) het bevind dat sitoplasmiese vakuole deur die invagina= 

sie van die tonoplas in die sentrale vakuool geinkorporeer 

word. Volgens Plate 10 en 2B is die vesikels wel in asso= 

siasie met die binneste membrane van sitoplasmiese vakuole 

aangetref. Die vesikels het egter reeds in die selle van 

monsters wat direk na pluk geneem is en geen invaginasie van 

die tonoplas getoon het nie, voorgekom (Plaat lA en B). Tan= 

nienmolekule is in assosiasie met die membrane van die vesikel~­

aangetref (Plate lB, 1D, 2B, 3A en 4B). Alhoewel hierdie 

vesikels in die vakuool aangetref word en duidelike mernprane 

besit, stem die kenmerke daarvan met die van sferosom~ oor= 

een (Frederick, Newcomb, Vigil & Wergin, 1968). 

Dit word algemeen aanvaar dat verouderende blare deur 'n 

vinnige afname in chlorofil-, proteien- en nukleiensuurin= 

houd gekenmerk word (Phillips et al ., 1969; Shaw et al., 

1965). Soos aangetoon in Tabel 7 en Figure 2 en 4 het die 

totale oplosbare proteieninhoud tot op die derde dag na pluk 

redelik konstant gebly, waarna die proteieninhoud gedurende 

die preklimakteriese minimum toegeneem het. Hierna het 'n 

geleidelike afname tot op die sesde dag na pluk plaasgevind, 

waarna 'n vinnige afname in die oplosbare proteieninhoud tot 

op die tiende dag na pluk voorgekom het. Die skerp daling 

in die proteieninhoud het met die klimakteriese styging en 
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toename in die %SVR gepaard gegaan (Figure 2 en 4). Die aan= 

vanklike toename in die totale oplosbare proteiene kan 

moontlik aan die sintese van spesifieke ensieme wat 

verouderingsprosesse gekataliseer het, toegeskryf word. Dilley 

(1970) en De Swardt & Rousseau (1973) is van mening dat spe= 

sifieke ensieme wat by veroudering betrokke is, voor die 

aanvangs van die klimakterium gesintetiseer word. Die ge= 

leidelike en daarna vinnige afname in die oplosbare protelene 

gedurende die klimakterium kan volgens Beevers (1976) aan 

'n afname in sintese verrnoe of aan 'n progressiewe degrada= 

sie van protelene toegeskryf word. 

Butler en Simon (1971) wys daarop dat 'n verlies aan chloro= 

fil in verouderende blare altyd met 'n afname in die protelen= 

inhoud gepaard gaan. Aangesien meeste van die protei~ne 

van fotosinterende blare in chloroplaste gelokaliseer is 

(Zuker & Stinson, 1962), sal 'n afname in die proteieninhoud 

van 'n blaar 'n direkte skadelike invloed op chloroplaste uit= 

oefen (Butler & Simon, 1971). Dit blyk uit Tabel 4 en Figuur 

3 dat die chlorofilinhoud van die loofblare van Protea nerii= 

folia tot op die derde dag na pluk toegeneem het, waarna dit 

geleidelik tot op die sesde dag na pluk afgeneem het. Vervol= 

gens het 'n vinnige afname in die chlorofilinhoud tot op die 

negende dag na pluk plaasgevind. In koringblare en in kom= 

kommer saailinge gaan die afname in chlorofilinhoud met ul= 

trastrukturele veranderinge gepaard (Butler, 1967; Lewing= 

ton, Talbot & Simon, 1967; Shaw & Manocha, 1965). Lewing= 

ton et al. (1~67) beweer dat 'n afname in die proteien- en 
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chlorofilinhoud as gevolg van die degenerasie van chloro= 

plaste plaasvind. Dit blyk uit die resultate van hierdie 

studie (Figure 3 en 4) dat die inisiele toename in die 

chlorofilinhoud in Protea neriifoZia-loofblare met 'n re= 

delike konstante proteieninhoud gekorreleer is. Verder toon 

Plaat lC dat chloroplaste tot op die derde dag na pluk geen 

strukturele verandering getoon het nie. As gevolg van die 

omsetting van proteiene, met ander woorde sintese en degra= 

dasie wat gelyktydig plaasvind, sal daar geen netto verande= 

ring in die proteieninhoud voorkom nie (Huffaker & Peterson, 

1974). Vervolgens het 'n afname in die chlorofilinhoud tot 

op die sesde dag na pluk voorgekom en volgens Plaat 2D het 

ultrastrukturele veranderinge ook plaasgevind deurdat tan= 

nierunolekule in chloroplaste voorgekom het. Volgens Fi= 

guur 4 het 'n progressiewe afname in die oplosbare proteien= 

inhoud plaasgevind. Matile (1975) wys daarop dat die pro= 

teienmetabolisme van 'n verouderende orgaan gekenmerk word 

deur 'n ongebalanseerde proteienomsetting, deurdat katabo= 

lisme teenoor anabolisme toeneern (Hansen, 1966; Kende, 1971). 

Die progressiewe afname in die chlorofilinhoud tot op die 

negende dag na pluk (Figuur 3), het met 'n desintegrasie van 

die chloroplasomhullingsmembrane (Plaat 3C en D) gepaard ge= 

gaan. Verouderingsverval word gekenmerk deur 'n geleidelike 

afname van metaboliese aktiwiteite deur onder andere 'n ver= 

lies aan chlorofil en 'n degradasie van koolhidrate, proteiene 

en nukleiensure. Hierdie degradatiewe veranderinge word met 

'n afname in fotosintese, respirasie en ander metaboliese pro= 

sesse gekorreleer (Gorter, 1972). 
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Behalwe vir 'n paar uitsonderings toon hidrolitiese ensie= 

me 'n toenarne in aktiwiteit gedurende die klirnakteriurn, wat 

dan ook 'n toenarne van kataboliese teenoor anaboliese pro= 

sesse tot gevolg het (Hansen, 1966; Kende, 1971; Sacher, 

1973; Sodek & Wright, 1969). 'n Progressiewe toenarne in 

die lipase-aktiwiteit in loofblare van Pr otea n e riifolia 

het tot op die derde dag na pluk voorgekorn, waarna die ak= 

tiwiteit 'n geleidelike toenarne tot op die sesde dag na pluk 

getoon het (Tabel 8 en Figuur 5). Vervolgens het die li= 

pase-aktiwiteit tot op die tiende dag na pluk vinnig toege= 

neern. Die inisiele toename in lipase-aktiwiteit het met 

'n toenarne in die %SVR gepaard gegaan, waarna die lipase­

aktiwiteit baie min toegeneern het en die %SVR geleidelik 

afgeneern het (Figure 2 en 5). Met die aanvangs van die kli= 

rnakteriurn, dit is vanaf die sesde dag na pluk, het 'n toe= 

name in lipase-aktiwiteit met 'n skerp toenarne in die %SVR 

gepaard gegaan. Dit stern ooreen met die resultate van Rhodes 

enwooltorton (1967), wie eksperirnenteel bevind het dat die 

lipase-aktiwiteit gedurende die klirnakteriurn toeneern. Dit kan 

nie met sekerheid afgelei word of die verhoogde lipase-ak= 

tiwiteit die finale toenarne in %SVR veroorsaak het en of die 

verlies aan kornparternentasie tot die vinnige sintese of akti= 

vering van lipase aanleiding gegee het nie. GresselenAvron 

(1965) het bevind dat lipase en fosfolipase A die fotoreduk= 

sie en fotofosforilasie aktiwiteit in geisoleerde chloroplaste 

kan laat afneern. Mayer (1966) is egter van mening dat ko= 

ringkiemlipase n ie die vrystelling van die chloroplasrnem= 

braangebonde katesjoloksidase ('n polifenoloksidase), kan be= 

werkstellig nie. Hy het tot die gevolgtrekking gekom dat en= 
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sieme wat lipiede van chloroplasmemb.rane as .substraat gebruik, 

nie hierdie ensiem in die sitoplasma kan vrystel nie. 

Chlorofillase is 'n integrale membraangebonde wateroplos= 

bare lipoproteienkompleks wat hoofsaaklik in stromamembrane 

en tot 'n mindere mate in granamembrane van chloroplaste 

teenwoordig is (Ardao & Vennesland, 1960; Terpstra, 1976, 

1978). Verskeie navorsers het al oor die spesifieke ak= 

tiwiteit van chlorofillase gespekuleer. Dit is nie duidelik 

of die ensiem in vivo die verestering en/of hidrolise van 

chlorofil kataliseer nie (Bacon & Holden, 1970). In Protea 

neriifoZia-loofblare het 'n toenemende degradasie van chlo= 

rofil deur chlorofillase tot op die sesde dag na pluk voor= 

gekom (Tabel 10 en Figuur 7). Hierna het die chlorofillase­

aktiwiteit ten opsigte van die degradasie van chlorofil 

skerp afgeneem en het 'n moontlike sintese van chlorofil 

tot gevolg gehad. Volgens Figure 3 en 7 het die inisieie 

toename in chlorofillase, ten opsigte van die degradasie van 

chlorofil, met 'n geleidelike styging in die chlorofilinhoud 

gepaard gegaan. Hierna het die chlorofilinhoud geleidelik 

tot op die sesde dag na pluk afgeneem terwyl die chlorofil= 

lase-aktiwiteit ten opsigte van degradasie, skerp toegeneem 

het. Die vinnige afname in chlorofilinhoud het egter met 'n 

moontlike sintese van chlorofil deur chlorofillase gepaard 

gegaan. Hierdie bevindings verskil met die resultate van 

Sacher (1973) wie 'n afname in die chlorofilinhoud en 'n toe= 

name in chlorofillase gedurende die rypwording van vrugte 

beskryf het. Dit blyk uit hierdie ondersoek dat die degra= 

dasie en/of sintese van chlorofil deur middel van die en= 

siem chlorofillase nie noodwendig met 'n afname of toename 
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in chlorofilinhoud res.pektiewelik gepaard gegaan het nie. 

Boger (1965} stel voor dat chlorofillase beide sintese en 

degradasie van chlorofil tot gevolg het. Elsworth, Tsuk en 

Pierre (1976) en Tamai, Shioi en Sasa (1979) beweer dat twee 

verskillende ensieme verantwoordelik is vir aktiwiteite wat 

waargeneem is. Die een ensiem kataliseer die hidrolise van 

chlorofil a, terwyl die ander ensiem die omkeerbare trans= 

estrifikasie van chlorofil a kataliseer. 'n Inkubasie perio= 

de van 50 minute blyk voldoende te wees vir die bepaling van 

chlorofillase-aktiwiteit in loofblare van Protea neriifoZia 

(Tabel 9 en Figuur 6). 

Veroudering word gekenmerk deur 'n toename in die aktiwiteit 

van die mitochondrion,aangesien die tussenprodukte van die 

Krebssiklus aktief geoksideer word (Baqui et ai., 1974; Ul= 

rich, 1958). Laties (1962; 1964) en Sacher (1973) het voor= 

gestel dat die aktivering of regulering van ensiemaktiwiteite 

van die Krebssiklus 'n toename in die respirasietempo tot 

gevolg het. Dit blyk uit Tabel 11 en Figuur 8 dat die malaat= 

dehidroginase-aktiwiteit in Protea neriifolia-loofblare aan= 

sienlik verminder het tot op c.lie sesde dag na pluk, waarna 

'n geleidelike daling tot op die sewende dag na pluk plaas= 

gevind het. Vervolgens het 'n geleidelike toename in akti= 

witeit tot op die tiende dag na pluk voorgekom. Dit stem 

ooreen met die resultate van Hartmann (1962), RubinenGuda= 

lina (1953) en Rubin en Sal 'kova ( 1955), wie bevind het dat 

die malaatdehidroginase-aktiwiteit gedurende die veroudering 

van appelvrugte afgeneem het en ook geen ooreenkomste met 

die klimakteriese styging getoon het nie. De Swardt en Du= 

venhage (1971) wys daarop dat veroudering in sommige gevalle 

met verhoogde ensiemaktiwiteite gepaard gaan, terwyl die ak= 
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tiwi teite van ander ensieme afneem. Volgens Neal en Hulme 

(1958). vind daar gedurende die klimakterium 'n oorskake= 

ling in metaboliese wee plaas sodat 'n gedeelte van die 

malaat van die Krebssiklus onttrek word om as substraat 

vir die malaatensiem te dien. Aangesien dit wel bekend is 

dat veranderinge in metaboliese wee gedurende veroudering 

voorkom, is dit moontlik dat 'n verlaging in die malaatdehi= 

droginase-aktiwiteit op 'n oorskakeling in metaboliese wee 

dui (De Swardt & Duvenhage, 1971; Spencer, 1965). Verdere 

eksperimentele waarneming is egter nodig om vas te stel of 

die verlaagde ensiemaktiwiteit die gevolg van inhibisie of 

degradasie gedurende veroudering is. 

Di t blyk ui t die ondersoek van Elsworth en Martin ( 19 71) dat 

leuko-antosianiene(flavan-3;4-diole) by 'n groot verskeiden= 

heid Protea-spesies voorkom. Sodanige leuko-antosianiene is 

in 'n relatief hoe konsentrasie uit Protea neriifolia geiso= 

leer (De Swardt, 1977). Ellsworth en Martin (1971) en Mulder 

(1977) het vasgestel dat Protea neriifolia die leuko-antosia= 

nien, leukosianidien, bevat. In teenstelling met die resul= 

tate van Whitehead (1979) het die dertien verskillende fla= 

vonoiedkomponente van flavonoiedekstrakte uit loofblare van 

Protea neriifolia, wel onderlinge verandering gedurende die 

eerste tien dae na pluk (Tabel 5) getoon. 

Leuko-antosianiene is verbindings wat gedurende verhitting 

in 'n suurmedium ooreenstemmende antosianidiene vorm. Die 

reaksie is oksidatief en behels die verlies van waterstof= 

atome sowel as 'n dehidrasie (Robinson, 1969). Die leuko­

antosianienkomponente ·van die verskillende flavonoiedekstrak= 
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in weefselverbruining speel. Gedurende veroudering vind 'n 

desintegrasie van die tonoplas plaas, waarna die vakuol~re 

fenoliese verbindings deur middel van sitoplasmiese ensieme 

geoksideer word (Anderson, 1968; Shaw & Manocha, 1965). 

Hierdie -:koperbevattende ensieme kom onder andere in die 

chloroplaslamellae en chloroplasgrana (Arnon, 1949; Ardao 

& Vennesland, 1960; Mayer, 1966; Parish, 1972), in die mi= 

tochondridn(Mayer & Friend, 1960; Walker & Hulme, 1966), 

in peroksisome en "mikrosome" (Ruis, 1972), op die binneste 

oppervlak van klein sitoplasmiese vakuole en op die tono= 

plas (Parish, 1975) voor. Aangesien dit wel moontlik is 

dat flavonoiede in die sitoplasma aangetref kan word (Faust 

et al., 1967; Kefeli & Kutacek, 1977), is dit moontlik dat 

'n verlies van die lamellere struktuur van die chloroplas 

daartoe aanleiding kan gee dat polifenoloksidase wat onder 

andere in die chloroplasmembrane gelokaliseer is, vrygestel 

word, waardeur die oksidasie van polifenole in die sito= 

plasma versnel word (Platonova et al., 1974). In die selle 

van Protea neriifolia-loofblare het tannienmolekule in as= 

sosiasie met die sitoplasma (Plat 2B en 4A), sitoplasmiese 

vakuole en tonoplas (Plate lC en 2C), membrane van vesikels 

in die vakuool (Plate 2B, 3A, 3C en 4B) en in chloroplaste 

(Plate 1D en 4C) voorgekom. 

Die ekstraksie van ensieme uit tannienbevattende plantweef= 

sels word bemoeilik deur die vorming van aktiewe kruisbin= 

dings tussen proteiene en tanniene (Swain, 1965; Young, 

1965). Aangesien die ruimtelike skeiding tussen fenoliese 

verbindings en fenoloksidases deur middel van homogenise= 
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ring vernietig word, word end(?gene fenoliese verhindings vin= 

nig na kinone, gekondenseerde tanniene en hruin pigmente 

omvorm (Anderson, 1968). Bruin gekleurde polimere met tan= 

nienagtige kenmerke wat proteiene kan presipiteer word ook 

gevorm deurdat kinone nie-ensirnatiese polimeriseringsreaksies 

ondergaan (Rhodes, 1977). Die gebruik van lae molekulere 

massa reduseermiddels of middels wat koperbevattende oksi= 

derende ensieme inhibeer en ook polimeriese verbindings wat 

met fenole verbind gedurende ekstraksie, is reeds deur vele 

navorsers ondersoek (Anderson, 1968; Loomis, 1974; Loomis 

& Battaile, 1966; Rhodes, 1977). Die onaktivering of pre= 

sipitasie van proteiene deur tanniene is grootliks van die 

wateroplosbaarheid en molekulere grootte van die tanniene, 

asook van die aantal hidroksielgroepe wat in die tannien= 

molekule teenwoordig is, afhanklik (Rhodes, 1977). Alhoewel 

Haslam (1975) bevind het dat lae molekulere verbindings 

soos leuko-antosianiene te klein is om effektiewe kruisbin= 

dings met proteiene te vorm, het De Swardt et al. (1967) 

bevind dat leuko-antosianiene die enigste aktiewe fenoliese 

verbindings is wat spesifieke ensieme onaktiveer. Volgens 

Hulme en Jones ( 196 3) is die monomere van fenoliese sure en 

flavonolede opsigself inhiberend van aard. Hulle is van 

mening dat die oksidatiewe polimerisasie van die fenoliese 

verbindings nie essensieel is om inhibering of inaktivering 

van ensieme te veroorsaak nie. Stenlid (1963) is van mening 

dat die hidroksileringspatroon van die flavonoiedverbindings 

die aktiwi tei t ·van f lavonoi.ede bepaal. Vol gens horn is die 

tipe flavonoiedverbinding van minder belang aangesien ver= 

skillende flavonoiedverbindings beide inhibering en aktive= 



96. 

ring van verskillende prosesse en ensieme soos oksidatiewe 

fosforilas.e en indoolasyn:suuroksidase veroorsaak. 

Die interaksie tussen fenolies·e verbindings en ensieme is 

drieledig van aard. Die fenoliese verbindings kan groot= 

liks verander word terwyl die ensiemaktiwiteit na die in= 

teraksie onveranderd bly, die ensiem kan geinhibeer word 

terwyl die meeste van die fenoliese verbindings na die reak= 

sie onveranderd bly, of die ensiem kan met die fenoliese 

verbindings reageer om daarna deur die produk van die reak= 

sie geinhibeer te word (Williams, 1963). Dit blyk uit Ta= 

belle 12 en 15 en Figuur 9 dat die totale flavonoiedekstrak= 

te wat op verskillende dae na pluk verkry is, asook die 

chromatografiesgeskeide flavonoiedkomponente die lipase­

aktiwiteit in loofblare van Protea neriifolia-loofblare 

geinhibeer sowel as geaktiveer het. Volgens Figuur 9 het 

die flavonoiedekstrak direk na pluk tot op die eerste dag 

na pluk 'n verhoging in die lipase-aktiwiteit tot gevolg 

gehad, waarna die flavonoiedekstrak op die derde dag na 

pluk die lipase-aktiwiteit geensins beinvloed het nie. Ver= 

volgens het 'n inhibering van die lipase-aktiwiteit op die 

vierde dag na pluk voorgekom, waarna 'n geringe verhoging 

in aktiwiteit op die vyfde dag na pluk gevolg het. Hierna 

het die flavonoiedekstrak die lipase-aktiwiteit tot op die 

tiende dag na pluk geinhibeer. Aangesien strukturele ver= 

anderinge in die membraanstruktuur sowel as 'n toename in 

die %SVR eers vanaf die derde dag na pluk voorgekom het 

(Plaat lC en Den Figuur 2), is dit hoogsonwaarskynlik dat 
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'n werklike aktivering van die lipase-aktiwiteit in vivo 

plaasgevind het. Uit Tahel 15 is dit duidelik dat geen 

flavonoiedkomponent die lipase-aktiwiteit op die eerste dag 

na pluk geinhibeer het nie. Die mate van aktivering van lipase-ak= . 
tiwi tei t deur die verskillende f lavonoiedkomponente was sodanig 

dat komponent 11 die grootste aktivering veroorsaak het, ge= 

volg deur komponente 8, 13, 10 en 4 respektiewelik. Op die 

derde dag na pluk het komponent 5 die grootste aktivering 

veroorsaak, gevolg deur komponente 8, 7, 2 en 6. Komponen= 

te 10, 9, l, 13 en 3 het 'n inhibering van die lipase-akti= 

witeit tot gevolg gehad. Slegs komponente 9 en 7 het op die 

sesde dag na pluk inhibering tot gevolg gehad, terwyl kom= 

ponent 11 die grootste aktivering tot gevolg gehad het, ge= 

volg deur komponente 12, 13, 2 en 3 respektiewelik. Op die 

sewende dag na pluk het sewe komponente inhibering tot ge= 

volg gehad, naamlik komponente 5, 4, 10, 3, 12, 2 en 7. Korn= 

ponent l het die grootste aktivering tot gevolg gehad, ge= 

volg deur komponente 13, 9, 6 en 11. Geen vaste patroon ten 

opsigte van aktivering en/of inhibering kon verkry word nie. 

Volgens Pridham (i963) sal hidrolitiese ensierne met die ge= 

substitueerde fenoliese hidroksielgroepe en ander substituen= 

te wat in die fenoliese verbinding teenwoordig is, reageer. 

Hy is van mening dat esterases, waarby lipase ingesluit is, 

geskikte fenoliese derivate as substrate kan gebruik. 

Navorsing dui daarop dat die chloroplas betrokke mag wees 

tydens flavonoiedbiosintese, aangesien resultate daarop dui 

dat flavonoiede in plastiede voorkom (McClure, 1975; Saun= 

ders & McClure, 1972). Indien fenolases (polifenoloksidases) 
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hoofsaaklik in plastiede voorkom (Parish, l972 l , kan die 

vrystelling van die mernbraangebonde fenolases gedurende 

verouderingsverval of meganiese beskadiging, oksidasie van 

fenoliese verbindings v eroorsaak en die vonning van ki= 

none tot gevolg he (McClure, 1975). Karanov (1972) het die 

invloed van verskeie fenoliese verbindings in die teenwoor= 

digheid en afwesigheid van kinetien, op die degradasie van 

die ch l orofil in blaarskyfies van Raphanus s ativus ondersoek. 

Hy het tot die gevolgtrekking gekom dat die fenoliese ver= 

bindings 'n regulerende rol tydens veroudering van afgepluk= 

te blare speel, aangesien die konsentrasie van die fenoliese 

verbindings sowel as die posisie van hidroksielgroepe op die 

ringstruktuur (orto > para > meta) die degradasie van chlo= 

rofil inhibeer of aktiveer. 

Volgens Tabelle 13 en 16 en Figuur 10, blyk dit dat die chJo= 

rofillase-aktiwiteit tot 'n mindere of meerdere mate deur 

die verskillende totale flavonoiedekstrakte, asook deur die 

verskillende flavonoiedkomponente, geinhibeer word. McClure 

(1975) het voorgestel dat die flavonoiede wat in die chloro= 

plas voorkom, moontlik met elektronoordrag geassosieer is. 

RefelienKutacek (1977) is van mening dat fotofosforilasie 

moontlik beinvloed word deur die fenoliese verbindings wat 

in die chloroplas gelokaliseer is. 

Volgens Stenlid (1963) veroorsaak flavonoiede, net soos me= 

nige ander fenoliese verbindings, 'n ontkoppeling van ok= 

sidatiewe fosforilasie in die mitochondri~n. Die ontkoppeling 

van oksidatiewe fosforilasie het 'n verhoogde respirasietern= 
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po tot gevolg (Varner, 1961}. B.oswell (1963) het b.evind dat 

polifenoliese verbindings wel 'n stimulering van die res= 

pirasietempo tot gevolg het. Die inhibering van ATP-vorming, 

deur veral flavonoiedaglikone, het 'n verlaging in die fos= 

faat/suurstof verhouding tot gevolg (Stenlid, 1963; 1970). 

Dit blyk uit Tabelle 14 en 17 en Figuur 11 dat die totale 

flavonoiedekstrakte en chromatografies geskeide flavonoied= 

komponente gedurende die eerste tien dae na pluk, die ma= 

laatdehidroginase-aktiwiteit in die loofblare van Protea 

neriifoZia geinhibeer sowel as geaktiveer het. Volgens Fi= 

guur 11 het die totale flavonoied ekstrakte die malaatde= 

hidroginase-aktiwiteit vanaf die dag direk na pluk tot op 

die vierde dag na pluk in 'n afnemende mate geinhibeer. 

Vervolgens het 'n aktivering van die aktiwiteit vanaf die 

sesde dag na pluk tot op die negende dag na pluk voorgekom, 

waarna die flavonoiedekstrak die malaatdehidroginase-akti= 

witeit op die tiende dag na pluk geensins belnvloed het nie. 

Op die eerste dag na pluk het komponent 10 die grootste ak= 

tivering van malaatdehidroginase-aktiwiteit in Protea nerii= 

foZia-loofblare veroorsaak, gevolg deur komponenbe 6, 9, 13, 

7, 8, 4, 11 en 1 (Tabel 17). Komponente 2, 12, 5 en 3 het 

inhibering van die malaatdehidroginase-aktiwiteit tot gevolg 

gehad. Vervolgens het agt verskillende flavonoiedkompo= 

nente op die derde dag na pluk 'n inhiberende invloed op die 

malaatdehidroginase-aktiwiteit gehad, naamlik komponente 4, 

2, 3, 13, 11, 8, l en 12. Komponent 9 het die grootste akti= 

vering tot gevolg gehad, gevolg deur kornponente 5, 10, 7 en 
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6 respektiewelik. Op die vierde dag na pluk het tien ver= 

skillende komponente tn inhiberende invloed op die malaatde= 

hidroginase-aktiwiteit gehad, naamlik komponente 9, 4, 3, 6, 

11, 10, 5, 1 en 8. Slegs komponente 2, 7 en 12 het 'n ver= 

hoging in die malaatdehidroginase-aktiwiteit tot gevolg ge= 

had. Slegs vier komponente het op die sesde dag na pluk 

inhibering tot gevolg gehad, naamlik komponente 9, 13, 12 en 

3, terwyl komponente 11, 7, 8, 1, 2, 4, 6, 10 en 5 respek= 

tiewelik 'n verhoging in die aktiwiteit veroorsaak het . 
. 

Op die negende dag na pluk het slegs drie komponente inhi= 

bering van die malaatdehidroginase-aktiwiteit tot gevolg ge= 

had naamlik, komponente 9, 6 en 11 respektiewelik. Komponent 

3 het die grootste aktivering veroorsaak, gevolg deur kompo= 

nent 5, 13, 1, 8, 10, 12, 4, 7 en 2 respektiewelik. 

Volgens Hiatt en Evans (1962) bestaan elke ensimatiesgekata= 

liseerde proses uit verskeie gedeeltelike reaksies, naamlik 

die assosiasie van die ensiem met die substraat, die kata= 

litiese proses en die dissosiasie van die ensiem vanaf die 

produk van die reaksie. Dit is wel moontlik dat die nie­

spesifieke aktivering van die malaatdehidroginase-aktiwiteit 

deur die totale flavonoiedekstrakte en verskillende flavo= 

noiedkomponente, as gevolg van die invloed van hierdie feno= 

liese verbindings op die snelheid van die assosiasie en dis= 

sosiasie van die substraat en produk van die ensiem plaas= 

vind. Volgens Pridham (1963) reageer hidrolases met substi= 

tusionele hidroksielgroepe wat in die fenoliese verbinding 

teenwoordig is. Hy meld ook dat geskikte fenoliese derivate 

as substrate vir esterases, sowel as lipases, en glikosida= 

ses kan dien. De Swardt e t a l . (1967) het bevind dat 'n 
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ver.dunde leuko-antosianienfraksie die aktiwiteit van suiwer 

geekstraheerde malaatdehidroginase inhibee-r. 

Na aanleiding van die voorafgaande bespreking blyk dit dat 

die verbruining van Protea neriifolia-loofblare 'n komplekse 

verskynsel. is, aangesien verskillende flavonoiedkomponente en 

flavonoiedekstrakte wat op verskillende dae na oes verkry 

is, metaboliese prosesse op verskillende wyses beinvloed. 

Volgens die bevindings van Whitehead (1979) blyk dit dat 

lugoksidasie van flavonoiede 'n groter bydrae as ensimatiese 

oksidasie tot die verbruining van Protea neriifolia-loof= 

blare lewer. Verder blyk dit ook dat leuko-antosianiene, 

asook tanniene tot 'n mindere mate direk tot verbruining 

bydra. Die bevindings van hierdie studie bevestig hierdie 

waarnemings tot 'n groot mate, aangesien 'n verhoging in die 

%SVR soos wat hier waargeneem is moontlik kan veroorsaak dat 

flavonoiede met lug in aanraking kom, waarna oksidasie daar= 

van na bruingekleurde produkte vinniger sal plaasvind. Dit 

is ook duidelik dat verskillende flavonoiedkomponente en nie 

slegs leuko-antosianiene nie, 'n invloed op metaboliese pro= 

sesse in diesel het, wat moontlik verbruining versnel. Al= 

hoewel vorige navorsers bevind het dat die verbruiningsver= 

skynsels nie direk met fitogerontologie geassosieer word nie, 

is dit duidelik dat die voorkoms van tanniene in selle ul= 

trastrukturele veranderinge teweegbring en sodoende veroude= 

ringsverval verhaas. Die verbruining van Protea neriifolia­

loofblare is 'n komplekse proses en die interne en eksterne 

faktore wat tot die verbruining van die loofblare aanleiding 

gee, is ewe kompleks van aard. 
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4. OPSOMMING 

Hierdie studie is onderneem ten einde die invloed van feno= 

liese verbindings op sommige ensieme en metaboliese prosesse 

in loofblare van Protea ner i ifolia R. Br., oor 'n periode van 

tien dae na pluk, vas te stel. Aangesien die verbruining van 

protealoofblare as 'n fisiologiese abnormaliteit beskou word, 

is daar gepoog om die verwantskap tussen die voorkoms van fe= 

noliese verbindings en verouderingsverval vas te stel. As maat= 

staf vir die bepaling van interne veranderinge in die loofbla= 

re van Pr otea ne r iifolia R. Br. is kwantitatiewe veranderinge 

in die totale oplosbare proteiene, lipase-, chlorofillase-, 

malaatdehidroginase-aktiwiteit, sowel as veranderinge in die 

chlorofilinhoud, differensiele deurlaatbaarheid en ultrastruk= 

tuur van selle bepaal. Veranderinge in die respirasietempo 

is as maatstaf vir die vasste.lling van die graad van verou= 

dering gebruik. 

Die verouderende protealoofblare het 'n tipiese klimakterie= 

se respirasiepatroon getoon. In die preklimakteriese fase 

het 'n redelike toename in die persentasie skynbare vrye ruim= 

te (%SVR) voorgekom, waarna die %SVR afgeneem het en gelykty= 

dig met die klimakteriese styging 'n onomkeerbare toename 

getoon het. Aangesien die totale oplosbare proteienkonsentra= 

sie 'n geringe toename gedurende die preklimakteriese fase ge= 

toon het, is dit moontlik dat die skynbare herstel van mem= 

braanpermeabiliteit as gevolg van tydelike sintetiese reak= 

sies plaasvind wat die klimakteriese styging voorafgegaan het. 
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Dekornparternentasie as gevolg van die degradasie van die 

tonoplas en omhullingsrnernbrane van verskeie organelle, het 

tydens die klirnakterium voorgekorn. Uitrastrukturele degra= 

dasie sowel as 'n ornskakeling in rnetaboliese wee, wat bio= 

cherniese veranderinge te weeg bring, het rnoontlik tot die on= 

ornkeerbare toenarne in %SVR en respiratoriese klirnakteriurn aan= 

leiding gegee. 

Alhoewel die totale oplosbare proteienkonsentrasie ten tye 

van die respiratoriese styging 'n afnarne getoon het, is dit 

moontlik dat 'n toenarne in hidrolitiese aktiwiteite 'ntoe= 

name in kataboliese teenoor anaboliese reaksies tot gevolg 

gehad het. Gedurende die veroudering van die loofblare van 

Protea neriifoiia R. Br. het die lipase-aktiwiteit vinnig 

toegeneern. Alhoewel die chlorofil-inhoud van die loofblare 

onomkeerbaar afgeneem het, is die inisiele degradasie van 

chlorofil moontlik deur rniddel van chlorofillase bevorder 

waarna chlorofillase rnoontlik die sintese van chlorofil gedu= 

rende die na-klirnakteriese fase bevorder het. Dit is dus wel 

rnoontlik dat twee verskillende ensierne verantwoordelik is vir 

die aktiwiteite watwaargeneernis. Die een ensiem kataliseer 

rnoontlik die hidrolise van chlorofil a terwyl die antler en= 

siern rnoontlik vir die transestrifikasie van metielchlorofil= 

liedea en fitol verantwoordelik is. Die afnarne in die rnalaat= 

dehidrogenase-aktiwiteit is rnoontlik die gevolg van 'n skyn= 

bare oorskakeling in rnetaboliese wee wat tydens die veroude= 

ring van Protea neriifoiia-loofblare ingetree het. 



104 . 

Tanniene, polimeriese verbindings wat verbruining in 'n 

verskeidenheid plantweefsels tot gevolg het, word hoofsaak= 

lik in die selle van Prot ea neriifolia-loofblare in sitoplas= 

miese vakuole, plastiede en in membrane van vesikels wat in 

die vakuool voorgekom het, aangetref. Die sitoplasmiese va= 

kuole het met die sentrale vakuool verenig waarna die tannie= 

ne in die sentrale vakuool vrygestel is. Aangesien tanniene 

moontlik in styselkorrels in chloroplaste voorgekom het, is 

dit moontlik dat daar 'n verband tussen die vermindering van 

die styselinhoud en vermeerdering van die tannieninhoud in 

diesel bestaan. 

Flavonoiedekstrakte wat uit die loofblare van Prot ea neriifo= 

l i a R. Br. berei is, het die chlorofillase-aktiwiteit deuren= 

tyd geinhibeer terwyl dit die lipase- en malaatdehidroginase­

aktiwiteite onderling geinhibeer sowel as geaktiveer het. 

Veranderinge in die Rf-waardes, chromatografiese kleurinten= 

siteit, intensiteit van leuko-antosianienreaksies sowel as 

die verskillende inhiberings en of aktiverings reaksies van 

die verskillende flavonoiedkomponente, dui daarop dat die 

flavonoied samestelling in die loofblare van Pr otea n eri i f o= 

l ia R. Br. oor 'n tydperk van tien dae grootliks varieer. 

Verbruining van protealoofblare is 'n komplekse proses waar= 

tydens verskillende flavonoiedkomponente metaboliese prosesse 

in diesel beinvloed, wat moontlik verouderingsverval van die 

loofblare versnel. Alhoewel die verbruiningsverskynsel nie 

direk met fitogerontologie geassosieer word nie, is dit dui= 

delik dat die voorkoms van tanniene in selle ultrastrukturele 

veranderinge teweegbring en sodoende verouderingsverval verha a s. 
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· 5. SUMMARY 

The aim of this study was to determine the influence of phe= 

nolic compounds on selected enzymes and metabolic processes 

in the leaves of Protea ne r ii f olia R. Br. over a period of 

10 days after cutting the inflorescences. Although the phe= 

nolic browning of protea leaves is regarded as a physiolo= 

gical abnormality, an attempt has been made to determine the 

relationship between the appearance of phenolic compounds 

and senescence. As a criterium for the determination of 

internal changes in the foliage of Pr otea ner iifolia , quan= 

titative changes in the total soluble protein content, li= 

pase, chlorophyllase, malate dehydrogenase activity, as 

well as changes . in chlorophyll and differential permeability 

were determined. The respiration rate was used as a crite= 

rium for the determination of the degree of senescence. 

Senescence of protea leaves was characterized by a typical 

climacteric sequence. A considerable increase in the per= 

sentage apparent free space (%AFS) occurred during the pre= 

climacteric stage. This initial increase was followed by 

a decline. The final increase in permeability corresponded 

with the onset of the climacteric rise. Since there was 

a slight increase in the total soluble protein content du= 

ring the preclimacteric stage, this temporary synthetic reac= 

tion which preceded the climacteric, probably caused the 

apparent recovery of the membrane permeability. Decompart= 

mentation as a consequence of the degradation of the tono= 
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plast and surrounding membranes of certain organelles occur= 

red during the climacteric. Ultrastructural degradation as 

well as a changeover in metabolic pathways, which caused 

biochemical changes, may have been responsible for the in= 

crease in %AFS and respiration climacteric. 

Although there was a decrease in the total soluble protein 

content during the climacteric rise, it is possible that an 

increase in hydrolytic activities may have been responsible 

for an increase in catabolic versus anabolic reactions. The 

activity of lipase increased during the senescence of the 

foliage of Protea neriifolia. Senescence of the foliage was 

characterized by an irreversible loss of chlorophyll, during 

which chlorophyllase seemed to have been responsible for the 

initial degradation of the chlorophyll. Subsequently the syn= 

thesis of chlorophyll was stimulated by chlorophyllase during 

the climacteric phase. It is possible that two different en= 

zymes were responsible for this phenomenon. One enzyme proba~ = 

,biycatalysed the hydrolysis of chlorofil a while the other en= 

zyme probably catalysed the transesterification of methyl 

chlorophyllide and phytol. The decline in malate dehydroge= 

nase activity probably resulted from an apparent changeover 

in metabolic pathways during the senescence of the foliage of 

Protea neriifolia. 

Tannins, the polymeric compounds which cause browning of tis= 

sues of various plant species, were mainly found in cytoplas= 

mic vacuoles, plastids and in membranes of vesicels which 

occurred in vacuoles of the cells of P. neriiifoZia leaves. 
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Tannin-containing cytoplasmic vacuoles fused with the central 

vacuole and deposited their contents in the central vacuole. 

It is possible that tannins occur in starch grains in chlo= 

roplasts. This indicates some relation between the dissolution 

of starch and the increase of tannins in cells. 

Flavonoid containing extracts from the leaves of Pr o t ea nerii= 

fo Zia R. Br. inhibited the chlorophyllase activity while the 

lipase- and malate dehydrogenase activities were activated, 

as well as inhibited. Changes in the Rf-values, chromatographic 

colour intensities, intensity of leuco-anthocyanin reactions 

as well as the different activation and/or inhibition reactions 

of the different flavonoid compounds, suggest that the flavo= 

noid composition of the leaves of Protea n eriifo lia changed 

considerably during the ten days after cutting. 

Browning of protea leaves is a complex process during which 

flavonoid components affect metabolic processes, which pro= 

bablyaccelerates senescence of the leaves. Although the brow= 

ning phenomenon is not associated directly with phytogeronto= 

logy, is it obvious that tannins in the cells cause ultra= 

structural changes which in turn results in accelerated senes= 

cence. 
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PLAAT I 

lA en lB 

lC en 10 

Transmissie elektrorunikrograwe van Pr o te a nerii= 

f o Zi a-loofblare direk na pluk. 

Selle toon 'n normale georganiseerde struktuur 

Styselkorrels (St) is in die sitoplasma (Si) 

aanwesig. (P = plasmalemma; S = selwand= 

Tp = tonoplas; V = sentrale vakuool; Ve= 

vesikels) . IA Skaalmerker = 0,65 µm 

IB Skaalmerker = 0,4 µm. 

Transmissie elektrorunikrograwe van Pro t ea nerii= 

foli a-loofblare op die derde dag na pluk. 

Selle toon onderbrekings in die tonoplast 

Tp; pyle) en sitoplasmiese vakuole (Sv) verenig 

met die sentrale vakuool (V), met die daarop~ 

volgende vrystelling van tanniene (T) vanuit 

die sitoplasmiese vakuole. Die chloroplas · (C) 

toon 'n normale struktuur. IC Skaalmerker = 2 µm 

1D Skaalmerker = 0,16 µm. 
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PLAAT 2 

2A 

2B 

2C 

-2D 

Transrnissie elektronmikrograwe van Protaa n eriifolia ­

loofblare op die sesde dag na pluk 

Die tonoplas toon onderbrekings (Tp; pyle), terwyl 

die styselkorrels (St), in die chloroplaste (C) 

rnoontlik met tanniene (T) geassosieer is. Die plas= 

malernrna (P) toon onderbrekings en beweeg vanaf die 

selwand (S) weg. (V = vakuool). Skaalmerker = 

1,2 µrn. Inlas skaalrnerker = 0,6 µrn. 

Sitoplasmiese vakuole (Sv) verenig met die sentrale 

vakuole (V) terwyl die tonoplas (pyle) en plasma= 

lemma (dubbel pyle) onderbrekings toon. Tanniene (T) 

korn in die sitoplasrna (Si) voor. Skaalmerker = 0,2 µm. 

Tanniene (T) korn in sitoplasrniese vakuole (Sv) en 

in die sentrale vakuool (V) voor. Skaalrnerker = 

0,14 µrn. 

Tanni.~nmolekule (T) korn in 'n chloroplast (C) voor. 

Skaalmerker = 0,1 µrn. 
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:j?LAAT 3 

3A en 3B 

3C en 3D 

Transrnissie elektronrnikrograwe van Prote a 

nerii fo l i a -loofblare op die negende dag na pluk. 

Die tonoplas (Tp; pyle) en ornhullingsrnernbrane 

van die mitochondria (Mm; dubbele pyle) is sorns 

heelternal afwesig. Die grondplasrna van die 

sitoplasrna (S) is gedisorganiseerd, terwyl 

vesikels (Ve) die sentrale vakuool (V) vul. 

3A Skaalrnerker = 0,5 µrn. 3B Skaalrnerker = 

0, 1 µrn. 

Die chloroplas (C) toon strukturele disorgani= 

sasie aangesien die ornhullingsrnernbraan (Cm) 
' 

onderbrekings toon en die chloroplasiarnellae 

(Cl) van rnekaar skei. (Si= sitoplasrna; 

T'•·= tanniene). ·3c = Skaalrnerker = 0,1 µm. 

3D Skaalrnerker = 0,1 µrn. 
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PLAAT 4 

4A 

4B 

4C 

4D 

Transmissie elektronmikrograwe van Protea 

neriifolia-loofblare op die twaalfde dag 
na pluk. 

Diesel is heeltemal gedisorganiseerd. Disin= 

tegrasie van die plasmalemma (P), tonoplas (Tp; 

dubbele pyle) en selwand (S; pyle) kom voor. 

Die sitoplasma (Si) het vanaf die selwand weg= 

getrek en kom verspreid in die sentrale va= 

kuool (V) voor. (T = tanniene). Skaalmerker 

= 1,2 µm. Inlas skaalmerker = 0,4 µm. 

Sitoplasmiese vakuole (Sv) waarin tanniene (T) 

voorkom, verenig met die sentrale vakuool (V; 

pyl) en stel die tanniene vry. Skaalmerker = 

0,2 µm. 

Die chloroplas (C) toon disorganisasie sowel as 

disintegrasie (pyle) van die chloroplaslamellae 

(Cl). Tannienmolekule (T) kom in 'n vakuool 

in die plastied voor. Skaalmerker = 0,2 µm. 

Die omhullingsmembrane van die mitochondrions 

(Mm) is afwesig en algehele strukturele disinte= 

grasie (pyle) kom voor. Skaalmerker = 0,1 µm. 




