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• • • dass in den Versuchen mit Geweben die als 

solche warscheinlich ganzlich ungiftige Fluores= 
sigsaure erst in das eigentliche Enzymgift um= 
gewandelt wird ... glaube ich mit Bestimmtheit 
sagen zu konnen, dass es sich bei diesem um eine 
Fluorcitronensaure (oder Isocitronensaure) han= 
delt ... " - Martius (65). 
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1. Inleiding 

Gedurende die Tweede Wereldoorlog het Poolse skeikundiges wat na 

Engeland gevlug het, die giftige eienskappe van metielfluoorasetaat 
I . 

(Cij
2

FCOOCH
3

) (MeFAc) onder die aandag van Saunders en sy groep navorsers 

gebring . (
6

0). Hierdie groep was besig met navorsing op gifgasse met die oog 

op hulle moontlike gebruik tydens oor logvoering en het aktief op die fluoorfos= 

fonaatyerbindings (bevat =POF- groepering) gewerk. Hierna het Saunders en 

sy medewerkers en ook 'n groep in Amerika onder leiding van Chenoweth ver= 

skillende chemiese en fisiologiese aspekte van verbindings wat die -CH
2

F­

groepering bevat, ondersoek. Geeneen van hierdie verbindings is saver bekend 

in oorlogvoering gebruik n·ie (
4

l). 'n Uitvloeisel van die werk was egter dat 

fluoorasetaat (FAc) (
11

compound 1080") 'n groat toepassing as rottegif gekry 

het(47) . . 

Teen ongeveer dieselfde tyd .het Marais die werk van Rimington (
93

), 

wat probeer het om die toksien uit Gifblaar (Dichapetalum cymosum (Hook.) .'' 

Engl.), 'n giftige Suid-Afrikaanse plant, te isoleer, voortgesit en gevind dat 

FAc die aktiewe bestanddeel i/
63

). Dit was die eerste organiese fluoorver~ 

binding wat in lewende organismes aangetref is. Later is organiese fluoor= 

verbindings ook in 'n aantal ander plantsoorte aangetref. Die aktiewe bestand= 

dele in Dichapetalum toxicarium, 'n plant wat in Wes-Afrika voorkom, is 

fluoorolei'ensuur(83) en fluoorpalmitiensuur(llO). Daar is aanduidings -dat 

ander spesies van Dichapetalum ook giftig is en dus heelwaarskynlik ook FAc 

of 'n fluoorvetsuur bevat<74 , 113). FAc is ook in Palicourea marcgravii<25> 

en in Acacia georginae(
75>, sowel as in 22 uit 28 van die 34 Gastrolobium-

(61 *) 
en Oxylobium-spesies wat in Australit:! ondersoek is , gevind ' . 

2. Beekrywing van Gifblaar 

\ 

Gifblaar, Dichapetalum s.ymosum (Hook.) Engl. (= Chailletia cymosa 

(Hook.) Engl.) is die enigste lid v,an 'n klein tropiese famJlie, die Dichape= ·· 

* AI> LIN, T. E. H. (1967) persoonlike mededeling. 
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talaceae wat in Suid-Afrika voorkom. Die genus Dichapetalum is verreweg 

die grootste en bestaan uit 75 spesies wat slegs in die trope van die ou en die 

nuwe wereld voorkom <
72

). Die meeste plante is groot borne, struike of klim= 

plante. Gifblaar is die enigste een wat, heelwaarskynlik in aanpassing by 

xerofitiese toestande, 'n onderaardse struik is. Omdat net die eindpunte van 

die sekonder-vertakte stingel bokant die grond uitsteek, het die plant 'n 

kruidagtige voorkoms soos deur plaat 1 geillustreer word. 

Die ondergrondse orgaan wat 'n paar voet onder die grond veelvuldig 

vertak, is al tot 93 voet diep in die grond aangetrei
56

). Hierdie orgaan is 

aanvanklik as 'n stingel beskou, maar latere ondersoeke het aangedui dat dit 

die tipiese anatomie van 'n sekonder-verdikte wortel openbaar ( 
69

). 

Gifblaar kom dikwels saam met Grysappel (Parinarium capense) (kyk 

pla~t 2) en Goorappel (Pachystigma zeyheri) voor en word dikwels met hier= 

die plante verwar. Die plant kom hoofsaaklik in die Transvaal voor en wel 

noord van Mafeking-Lichtenburg-Pretoria-Middelburg, oos van Mafeking en 

wes van Middelburg-Pietersburg<
72

). Gifblaar is ook al in Suidwes-Afrika, 
* Botswana en Zoeloeland aangetref . Dit wil voorkom asof droe gebiede en 

hoogtes hoer as 4, 500 vt die verspreiding van Gifblaar beperk<72). 

Gifblaar is gewoonlik die eerste plant wat in die laat winter bot, en 

dikwels word in Augustus alreeds jong blaartjies in die veld aangetref. Dit 

is veral in hierdie tyd, wanneer die res van die veld nog dor is, dat Gifblaar 

op sy giftigste vir die vee is . Dit is al beweer dat twee tot drie jong blare 'n 
(99) (104) 

os kan doodmaak . Steyn het bevind dat waar drie onse jong blare 'n 

os kan doodmaak, vier pond ou blare geen invloed op die diere het nie. Dit 

het ook geblyk dat daar twee tye van die jaar is wanneer die blare baie meer 

giftig is as gedurende die res van die jaar. Albei hierdie periodes val saam 

met die botperiode van die plante. Dit wil dus voorkom asof jong blare 'n 

baie hot:!r FAc-inhoud as ou blare het . Hierdie veronderstelling is deur 

* VAHRMEYER, J. (1967) persoonlike mededeling. 



Plaat 1 

Plaat 2 

Die voorkoms van Gifblaar in die veld. 

Die voorkoms van Grysappel (Parinarium capense) in die veld . 
(Gifblaar in die agtergrond.) 
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Badenhuizen & Slinge/3) en deur Melamed(6S) tentatief bevestig. Louw(5S) 

en later ook Von Sydow(lOS) het aangedui dat die 
11

organiese fluoorinhoud" 

(verskil tussen anorganiese en totale fluoorinhoud) van jong blaartjies baie 

hoer is as die van ou bl~re. Von Sydow(l0
9

) het m. b. v. gaschromatografie 

ondubbelsinnig aangedui dat jong blaartjies 'n baie hoer FAc-inhoud as ou 

blare het. 

Die feit dat Gifblaar so 'n uitgebreide ondergrondse stelsel het, maak 

die uitroeiing van die plant baie moeilik . Verskillende gifstowwe is al aan= 

gewend, maar aangesien hulle blykbaar nie volledig in die plant vervoer word 

nie; sterf net 'n deel van die plant af en dit moet 'n paar keer behandel word 

voordat dit heeltemal dood is. Leemann(
55

) het 'n metode beskryf waardeur 

die plant wel uitgeroei kan word. Dit kom daarop neer dat die hoofstam on= 

der die grond geringuleer word en met 'n mengsel van kopersulfaat, kalsium= 

chloried en grond (2:1:2) behandel word . Pogings om die plant meganies uit 

te roei, slaag gewoonlik nie omdat die stukke wat afbreek, dikwels wortel 

skiet en aanleiding gee tot nuwe plante . 

Gifblaar vorm in die meeste jare 'n groot aantal welriekende witterige 

blommetjies (plaat 3), maar om een of ander rede vorm baie min vrugte 

(plaat 4). Mogg<
72

> kon byvoorbeeld in 'n tydperk van waarneming wat oor 

t'M'.alf jaar gestrek het, slegs drie volwasse vrugte vind. Moeilikheid word 

ook ondervind om die saad te laat ontkiem . Dit is nie maklik ~m stiggies van 

Gifblaar aan die groei te kry nie. Alhoewel die stiggies geredelik blare vorm, 

vind wortelvorming eers na 'n lang tyd plaas. 

Ander navorsers stel baie belang in die metabolisme van Gifblaar en 

baie navrae vir Gifblaarsaad en -stiggies is al ontvang. Die feit dat Gifblaar= 

saad so moeilik bekombaar is en dat dit baie moeilik is om stiggies aan die 

groei te kry is seker die belangrikste redes waarom die FAc-metabolisme 

van Gifblaar nog nie oorsee uitgepluis is nie. R. J. Hall meld dan ook in 'n 

brief aan prof. N. Grobbelaar die volgende: 
11

! can assure you that the sub= 

ject upon which you have embarked is quite one of the most fascinating in the 

whole field of plant biochemistry. " 



Plaat 3 Die bloeisels van Gifblaar. 

- - - - - - - --- -

Plaat 4 Die vrugte van Gifblaar. 
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3. Die metabolisme van FAc 

Die toksisiteit van ·FAc verskil baie van organisme tot organisme . 

Die LD 
50 

(d. w. s . dosis wat aanleiding gee tot sterfte van 50% van die orga= 

nismes) in mg per kilogr am liggaamsgewig is vir honde 0 . 06-0 .15, vir ska= 

pe 0. 25-0. 50, vir mense 2-5 en vir die brulpadda 1500(
4
l). Oor die alge= 

meen word die dood veroorsaak deur (a) 'n invloed op die sentrale senuwee= 

stelsel waardeur stuiptrekkings veroorsaak word , gevolg deur staking van die 

asemhaling (bv . by die hond) of (b) deur gele idelike hartversaking of ven= 

trikulere fibrillering (bv. by die haas) of (c) deur 'n toenemende invloed op 

die sentrale senuweestelsel met asemhaling- of hartversaking as die oor= 

saak van die dood (bv. by die mens). 

Biochemici van oor die hele wereld het baie belang gestel in die me= 

ganisme van FAc-vergiftiging. Dit het gou duidelik geword dat die invloed 

van FAc nie aan fluoriedvergiftiging toegeskryf kan word nie. Die C- F-bin= 

ding is baie stabiel en weerstaan selfs hidrolise deur warm gekonsentreerde 

swawelsuu/
42

). Alle verbindings wat deur die organisme tot FAc afgebreek 

word, soos bv. omega-fluoorvetsure met 'n ewe getal koolstofatome , is tok= 

sies. Omega-fluoorvetsure met 'n onewe getal koolstofatome (afgebreek na 

fluoorpropioonsuur en moontlik fluoormieresuur) vertoon 'n baie laer tok= 

sisiteit(
79

, 
95

). Uit hierdie en ander resultate is afgelei dat die aktiwiteit 
n I 

toegeskryf moet word aan die -C-C-F-groepering. Die invloed van FAc is 
I I 

in vitro op 'n groot aantal gersoleerde ensieme bepaal (o.a . isositroensuur= 

dehidrogenase, fumarase , appelsuurdehidrogenase, akonitase, sitochroom= 

oksidase, pirodruiwesuurdehidrogenase, enolase ), maar in geen geval kon 

enige remming aangedui word nie ( 6• 18 ' 57). Bartlett & Barron ( 6) het ge= 

vind dat piruvaatmetabolisme sterk deur FAc gerem word en het gepostuleer 

dat FAc die 
11

aktivering van asetaat" d. w. s. omsetting na asetielkoensiem 

A inhibeer. 

Kalnitsky(
4

S) het eerste die belangrike waarneming dat FAc-toedie= 

ning tot 'n verhoging in sitraatkonsentrasie lei , gemaak. Hierdie ophoping 
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van sitraat is hierna beide in vivo en in vitro deur 'n hele aantal ander navor= 

b 
. (49,57) . (65) . (57) 

sers eveshg . Ma.rhus en Liebeck & P eters het onafhanklik 

van mekaar voorgestel dat FAc omgesit word na fluoorsitroensuur ( FSS) en 

dat hierdie verbinding die remstof is . 

Elliott & Kalnitsk/
28

) kon aandui dat die r emstof met sitraat kom= 

peteer vir die betrokk ensiem . Hulle het ook bevind dat die r emstof flu oor 

bevat, maar hierdie bevinding is later gekritiseer(SS) . Buffa , P eter s & 

Wakelin <
20

> het aangedui da.t die inhibeerder dieselfde chromatografiese be= 

weeglikheid as die trikarboksielsuurfraksie besit . 

Die inhibeerder is hierna uit 'n marmotnierpreparaat gei'solee/
88

) 

en m. b. v. spektroskopiese analise kon ondubbelsinnig vasgestel word dat die 

inhibeerder wel fluoor bevat<
32>. Fluoorsitroensuur is hierna deur Rivett(

94
) 

gesintetiseer en m. b . v . infrarooispektroskopie en ensiemstudies is dit be= 

wys dat die inhibeerder fluoorsitroensuur is(S
9

) en dat fluoorsitroensuur 

akonitase kompeterend rem (73). 

Verdere studie s het aangedui dat die kondenseringsensiem (sitroen= 

suursintetase) ook tydens FAc- vergiftiging geihhibeer woraC
21

). Brad/lS) 

kon aandui dat die omsetting van asetielkoansiem-A na sitroensuur kompe= 

terend geihhibeer word deur chemies- gesintetiseerde fluoorasetielkoensiem 

A. Hierdie effek is egter sekonder t. o. v. die effek op akonitase anders sou 

die sitroensuurophoping nie plaasvind nie . 

Die biochemiese invloed van FAc kan na aanleiding hiervan soos volg 

voorgestel word: 
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CH
2

FCOOH 7 
ATP+ KoASH 

OKSAALASYNSU 

CH FCO-S- KoA 
2 -

CHFCOOH 
I 

C(OH)COOH 
I 

CH
2

COOH 

Daar is getuienis dat FAc nie net tot FSS nie, maar ook tot ander ver= 

bindings omgesit word. In rotlewerskyfies het monofluoorasetoon gevorm <
71>, 

terwyl ten minste sewe metaboliete in die intakte rot uit fluoorasynsuur-2-
14c 

gevorm he/
30

). Daar is ook bevind dat FAc in die nie-verseepbare lipiede 

van rotlewer ingebou is(
9

0), terwyl fluoorvetsure blykbaar uit FAc vorm by 

D . ha t 1 t . . (83 , 110) 1c pe a um ox1carmm . 

'n Aansienlike hoeveelheid werk is op die invloed van FAc op laer or= 

ganismes gedoen, onder andere op suurdeeg(l) en ander swamme<
27>, op bak= 

teriee ( 
49

), op alge ( 50) en ook op nematodes ( 66). In alle gevalle is die metabo= 

lisme deur FAc gerem, maar dit lyk nie asof FSS in alle gevalle gevorm is 

nie. 

Goldman (
33

) het 'n pseudomonad uit grond gersoleer wat FAc kon om= 

skakel na glikolaat 

d.w.s. 
FCH

2
COO + OH F + CH

2
OHCOO 

Die ensiem fluoorasetaatfluoorhidrolase, wat die reaksie kataliseer, het 'n 

K van 2. 3 x 10-
3 

M en die pH optimum is 9 . 3 . Daar is ook aangedui dat 
m 
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die hidroksielgroep van water afkomstig is en dat die reaksie nie omkeerbaar 

is nie(34). 

Alhoewel 'n groot hoeveelheid werk op die invloed van fluoried op 

1 t tab 1. ed . (115,116,117) . 1 t· f . k d" 'A pan me o 1sme g oen 1s 1s re a ie mm wer op ie F c-me= 

tabolisme van plante gedoen. Daar is bevind dat FAc die respirasie van 

1 1 
. .b (5, 15, 16, 36, 38, 44) . . 

p antwee.fse mh1 eer en dat saadontk1emmg en die ont= 

"kk 1· . ·1· k t k rd( 6) w1 e mg van saa1 mge oo s er gerem wo . 

Oor die algemeen is plante baie minder sensitief vir FAc-vergiftiging 
. · (106) . . 

as d1ere. Treble, Lamport & Peters kon bv. aandu1 dat plantakomtase 

in vitro 2, 000 keer minder sensitief vir FSS as dierakonitase is. Dit het 

daartoe gelei dat FAc as sistemiese insekdoder op plante uitgetoets is<
23>. ' 

Groot welslae is behaal, maar a. g. v. die stabiliteit van FAc en die hoe tok= 

sisiteit vir soogdiere is FAc te gevaarlik om in die praktyk toe te pas. 

Alhoew.el sekere plante groot hoeveelhede fluoried opneem, kon geen 

sintese van organiese fluoorverbindings by gras wat met 'n fluoriedoplossing 

natgegooi is, gevind word nie(
85

). Plante wat saam met Gifblaar groei 

(Parinarium capense en Dodonaea viscosa) het ook geen FAc bevat nie(l0
9

). 

Peters & · Sho.rthouse (
8 6

) het egter aan die antler kant bevind dat 'n groot ver= 

skeidenheid plante in staat is om KF gedeeltelik na 'n v lugtige fluoorverbin= 

ding om te -~it. 

Pogings van Melamei
68

) om die biosintese van FAc in Gifblaar na te 

gaan, het nie geslaag nie, hoofsaaklik omdat geen geskikte met odes vir die 

bepaling van fluoried in Gifblaar gevind kon word nie. Louw<
58

) en latv ook 

Von Sydow(l08) het die metode vir die bepaling van fluoried sodanig ontwikkel 

dat dit tans herhaalbare resultate lewer. In ongepubliseerde voorlopige proe= 

we het Louw(
58

) gievind dat die anorganiese fluoriedkonsentrasie toegeneem 

het na toediening van FAc ·aan sowel Gifblaar as Acacia georginae. Dit wil 

dus voorkom asof FAc in albei gevalle verder gemetaboliseer word. Peters, 

Murray & Shorthouse (
84

) het gevind dat die organiese. fluoorkonsentrasie 

van A. georginae saailinge toegeneerh het met NaF-toediening. Daar is later 
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gaschromatografies vasgestel dat 'n homogenaat van ~. georginae saailinge 

FAc in die teenwoordigheid van KF, Mn Cl
2

, natriumpiruvaat, ATP en KH
2
PO 

4 
gesintet iseer he/87). 

Tot dusver is geen werk op die metabolisme van Gifblaar gedoen nie, 

behalwe die van Balinsky & Schneiderman (
4

) wat aanduidings gekry het dat 

7P snee van jong blare sitraat, isositraat , suksinaat en malaat kan oksideer. 

4 . Doelstelling van die ondersoek 

Uit die voora fgaande literatuuroorsig is dit duidelik dat daar nog min 

werk op die metabolisme van Gifblaar gedoen is. Die volgende vrae doen 

hulleself voor : 

1. Waarom is die FAc-konsentrasie in ou blare soveel laer as die in jong 

blar e? Wor d die FAc dalk uit die ouer blare vervoer na die ondergrondse 

stelsel; word die FAc moontlik deur reen uit die ouer blare gei3lueer; of kan 

dit wees dat FAc dalk deur die ouerwordende blare gemetaboliseer word, en, 

indien wel , hoe vind die metabolisme plaas? 

2. Waarom word Gifblaar nie deur die h~ FAc-konsentrasie (+ 0. 01 M 

in die t otale selvloeistof van baie jong blaartjies) vergiftig nie? Moontlike 

verklarings mag wees dat: 

(a) Gifblaar 'n 
11
abnormale" metabolisme besit deur bv . (i) oor 

geen Krebssiklus t e beskik nie, (ii) oor ensieme beskik wat 6f nie gevoelig 

is vir fluoorbevattende metaboliete nie (sodat HF bv. in plaas van waterstof 

op 'n sekere stadium uitgeskei word) 6f in staat is om tussen fluoorbevattende 

en 
11
normale" metaboliete te onderskei. 

(b) Die FAc mag moontlik ruimtelik van die ensiemstelsels in die 

sel geskei wees deur bv. in 'n vakuool gelokaliseer te wees. So mag FAc 

bv. na analogie van argumente vir die alkaloiede 'n 
11
metaboliese eindproduk" 

wees . Die fe it dat hoe jonger die blaar, hoe hoer die FAc-konsentrasie is, 

gekoppel met die feit dat hoe jonger die blaar hoe kleiner die vakuoolvolume 
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is, spreek teen hierdie argument. Verder is die FAc-konsentrasie in die 

groeipunt van die risoom die hoogste en hierdie meristimatiese selle besit 

geen of slegs 'n baie klein vak:uoolvolume. 

3. Wat is die meganisme vir die biosintese van FAc? Die aangewese 

wyse vir die vasstelling van die biosintese van FAc is om radioa.ktiewe 

fluor ied aan Gifblaar toe te dien en dan die aktiwiteit te volg . Ongelukkig is 

die halfleeftyd van 
18 

F baie kort 122 minute) sodat dit nie 'n prakties-uit= 

voerbare projek is nie. 'n Ander benadering is om die verbinding wa.a r mee 

fluoor of fluoried reageer om FAc te vorm (bv. asetaat, glikolaat, glisien 

of sianoasynsuur) in 'n radioaktiewe vorm toe te dien en na te gaan of FAc 

gemerk is. 

4. Is fluoor 'n essensiele element vir die normale groei van Gifblaar? 

Om hierdie projek aan te pak word 'n groot aantal sade benodig. Aangesien 

saad nie beskikbaar is nie, mag die probleem moontlik omseil word deur 
(100, 101, 102) · 

van die weefselk:ultuurtegniek, soos deur Steward ontwikkel, ge= 

bruik te maak. 

In hierdie ondersoek is 'n poging aangewend om op die eerste twee 

vrae antwoorde te verkry en derhalwe is besluit om verskillende fasette van 

die metabolisme van Gifblaar na te gaan, veral met die toepassing van res= 

pirasietegnieke en radioaktiewe metaboliete. 



11 

Hoofstuk II 

EKSPERIMENTELE METODES 

11 • • • every stride towa rds the s olving of an impor= 
tant biological problem has been, and will have t 
be, pr epared by the forging of the appropriate 
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In hierdie afdeling word slegs metodes wat meer as een keer t oegepa s 

is, kortliks beskryf. Metodes wat slegs een keer toegepas is , soos bv . die 

sintese van FAc-2-
14

c, is by die betrokke a.fdeling beskryf. 

1. Respirasiebepalings m. b . v. 'n Warburgrespirometer 

Volwasse' blare van Gifblaar of kontroleplante wat ongeveer 8- 9 uur 

in die oggend gepluk is , is uitgesoek om voldoende (ten minste tien) m in of 

meer eenvormige blare te verkry en hierna is twaa.lf knipsels elk met 'n 

deursnee van 8 mm uit elke blaar geneem en in twaa.lf petribakkies met ge= 

distilleerde water geplaas . Die bakkies is stadig heen en weer geskud m . b . v . 

'n horisontale skudapparaat om sodoende beskadigde selmateriaal te verwy= 

der. Die blaarknipsels is drooggeklad en tien blaarknipsels (volume ~ 0. 2 ml) 

is in 13 ml Warburgflessies (B. Braun Melsungen Apparatebau, tipe 3045) op 

drie ml fosfaatbuffer wat die toetsbestanddele bevat, geplaas. In die binne= 

ste kompartement is O. 2 ml 10% KOH-oplossing geplaas. Die flessies is a.an 

die manometers (tipe 20105) gekoppel en in die donker gelaat om gaswisseling 

a. g. v . fotosintese uit te skakel. Die manometers is in 'n termostatiese wa= 

terbad (ModelVll~ by 30°c (~ 0. 01°C) met 'n amplitude van 2 cm en 'n 

frekwensie van 80 skommelinge per minuut geskud. Na 'n ekwilibreertyd van 

15 minute, is die manometerlesings elke 15 minute m. b. v. 'n swak groen 

lamp afgelees, totdat die tydsduur van die eksperiment verstryk het . Hierna 

is die blaarknipsels afgewas en is die dro%ewig en die stikstofinhoud volgens 

die mikro-Kjeldahlmetode bepaa.1<
43

). Deur van die fleskonstantes wat vooraf 

bepaal is(l07), gebruik te maak, kon die suurstofvolume opgenee~.per tyds= 

eenheid as mikroliter bereken word . Elke manometerlesing is gekorrigeer 

vir veranderings in temperatuur en lugdruk m . b . v . 'n termobarometer . 

2. Ekstraheermetodes 

Die metaboliete aanwesig in verskillende organe van Gifblaar en kon= 

troleplante is op twee wyses geekstraheer . 
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(a) Met 70% Etanol 

Gewoonlik is 'n groot oormaat 70% etanol by fynversnipp rde bla.ar= 

weefsel gevoeg en die blaarweefsel is m . b . v . 'n Ultra-turrax homogenise r = 

der fyngemaak. Om te sorg dat die temperatuur nie te hoog styg nie , is die 

etanol vooraf afgekoel en die homogeniseerder is nie vir !anger as vyf sekon= 

des aaneenlopend aangeskakel nie . Die vesels is van die ekstrak geskei m . b. v. 

sentrifugering, en, waar 'n kwantitatiewe ekstrahering ncxlig was, is die pr·­

ses nog drie keer herhaal. Die gesamentlike etanolekstr ak is hierna in 1n 

Btichi-rolflesapparaat onder vakuum ingedamp na 'n klein waterige volume. 

Aangesien die vloeistof wat afgedamp word, s kookpunt slegs afhanklik is van 

die druk in die apparaat, is die temperatuur buite die fies gewoonlik by 70- so
0

c 

gehou, wat tot vinniger verdamping van die vloeistof lei. Sorg is gedra dat die 

oplossing nooit droogdamp nie. In gevalle waar al die opl smiddel verwyder 

moes word, is die laaste paar ml by 'n temperatuur van 40 ° C verwyder. Die 

fles se inhoud is hierna kwantitatief met water in 'n ske itregter gewas en die 

lipiede is uit hierdie ekstrak verwyder deur herhaaldelik met chloroform op 

te skud totdat die chloroform nie meer groen was nie. 

(b) Met metanol/chloroform/water (12:5:3) (MCW) 

Nadat bewys is dat hierdie oplosstelsel baie meer doeltreffend a s 70% 

etanol is(lO), ten minste wat die ekstrahering van a minosure betref, is in 

hierdie studie verder net van hierdie ekstraheermetode gebruik gemaak. 

Weefsel met 'n vars gewig van 0 . 5-2 g is met 'n sker stukkend geknip 

en in 20 ml MCW laat val, waarna die weefsel met 'n homogeniseerder , 

soos hierbo beskryf, fyngemaak is. Die mengsel is teen 500 x swaartekrag 

uitgeswaai vir 10 minute en nadat die ekstrak afgegiet is, is 20 ml MCW weer 

bygevoeg en die mengsel is vir 5 minute in 'n horisontale skudmasjien geskud . 

Die proses is herhaal en die gesamentlike MCW-ekstrakte is bewaar , waar= 

na die proses nog twee keer met 70% etanol herhaal is . By die gesamentlike 

MCW-ekstrak is 10 ml chloroform en 15 ml water gevoeg en na deeglike ver= 

menging, is die twee fases d. m. v. sentrifugering geskei. Die waterige fase 
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is met die etanolekstrak gekombineer en die chloroformfase is as die lipied= 

fraksie bewaar . 

In gevalle waar minder weefsel gebruik is , is die hoeveelheid MCW ook 

verlaag. Indien die vesels na die derde MCW-ekstrahering nog groen was, is 

die proses weer eens herhaal en is die volume water en chlor form a.an die 

einde bygevoeg dienooreenkomstig verhoog. In die gevalle waar die versprei= 

ding van radioaktiwiteit in die verskillende fraksies nagegaan is, is die w,;1,te= 

rige fase nog twee keer met chloroform en die chlor oformfase n twe , kee r 

met water geekstraheer. 

3 . Skeiding van ekstrakte in fraksies 

Die basiese metode wat hier gebruik is, berus op die tegniek soos be= 

skryf deur Boardman (l4). 

In een reeks eksperimente was dit nodig om die aromatiese en poli= 

fenoliese verbindings vooraf te verwyder . Die ekstrak is gevolglik deur 'n 

klein kolommetjie aktiewe koolstof gestuur. (Die koolstof is voor af vir 'n uur 

met 5% asynsuur opgeskud en is daarna goed met water gewas .) Ar omatie se 

en polifenoliese verbindings word op die koolstof geadsorbeer en kan verplaas 

word met warm 95% etanol. 

In die mee ste g~valle is 'n enkele blaar wat 'n sekere behandeling ont= 

vang het, geekstraheer, en in hierdie gevalle is die volgende opstelling vir 

die fraksionering gebruik. Klein kolommetjies met 'n binnedeursnee van 

8mm en 'n hoogte van 10- 15 cm is uit Pyrex- glasbuise getrek . Nadat 'n 

proppie fyn glaswol onder in die kolommetjies gedruk is , is e en gr p kolom= 

metjies tot 'n hoogte van 2- 3 cm met Dowex 50 X- 4- hars in die ii+- vorm gevul, 

terwyl die res met Dowex 1 X- 8 in die formiaatvorm tot 'n ho gte van 6- 8 cm 

gevul is. Aan die onderpunt van die Dowex 50- kolom is 'n deur boorde rub= 

berproppie geplaas wat bo-op die Dowex 1- kolom inpas . Die twee kolomme= 

tjies is d. m . v . die rub erproppie gekoppel, en m . b . v . 'n r ubberbuisie , met 

'n deurboorde rubberproppie wat bo- op die Dowex 50- kolom pa s aan die een 
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punt , is wate r uit 'n houer d . m . v. hewelwerking deur die twee kolommetjies 

gestuur . Daar is gesorg dat die kolommetjies nie in enige stadium droog 

word nie . Albei die kolommetjies is goed met gedistilleerde wat er gewa.s , 

en die m onster is op die Dowex 50- kolom geplaas . Nadat die laaste gedeelte 

van die monste r net weggesak het, is die kolom goed met gedistilleer de water 

gewas . 

Die eluaat van die Dowex 1-kolom het die ongelaaide verbindings waar -n= 

derdiekoolhidrate die belangrikste groep uitmaak, bevat . Op die Dow x 50-

kolom is die kationiese verbindings, waaronder die belangrikste groepe die 

aminosure en die stikstofbasisse is, geadsorbeer . 

Hierdie verbindings is met ongeveer 50 ml l N NH
4

OH verplaa.s . Op 

die Dowex 1-kolom is die anioniese verbindings geadsorbeer. Hierdie ver= 

bindings, waaronder die organiese sur e voorkom, is met 8 N m ieresuur 

(+ 50-70 ml) geelueer. 

4 . Bepaling van fluoried 

Fluoriedbepalings is op monsters wat geen remstowwe van die latere 

kleurreaksie bevat nie , uit gevoer , en gevolglik was dit nie n odig om die fluoried 

eers d. m. v . Conway-mikrodiffusie <
22

> te suiwer nie. 

Die fluoorkonsentrasie is gebruik as 'n maatstaf van die hoeveelheid 

FAc wat daar in sekere oplossings teenwoordig was . 'n Geskikte deelvolume 

van die FAc-oplossing is op 'n stukkie swart filtr eerpapier (Whatman No . 29) 

geplaas. Die filtreerpapier is in 'n suurstofgevulde Thoma s - Ogg- suurst of= 

verbrandingsfles oor 4 ml verdunde NaOH (0. 05 N) gehang . Hierna is die 

filtreerpapier veras deur 'n bundel infrarooilig op die swart papiertjie wat 

in die fl.es hang, te fokus . Nadat die anorganiese fluoried wat a . g . v . die 

verassing gevorm het , in die NaOH opgelos het , is die fluoriedinhoud van 

hierdie oplossing kolor imetr ies d . m . v . die metode van Johnson & onari 
46

) 

bepaal . 
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5. Bepaling van Sitroensuur (SS) 

Die SS-konsent rasie is volgens die metode van McArdle ( 
59

) epaa.l . 

Die bepaling be rus op die oksidasie van sitroensuur na asetoondikarboksit:'ll= 

suur deur natriumvanadaat in die teenwoordigheid van swawelsuur . M t 'n 

kaliumbromied/ kaliumbromaat)nengsel is die a s et oondikarboksielsuur na 

pentabroomasetoon omgeskakel. Nadat die oormaat broom en suur ve rwyder 

is, en die pentabroomasetoon m et petr oleumet er geekstraheer is , is 'n 

natriumsulfiet-tioureum- boraks:oplossing by die petroleumeterekstra.k ge= 

voeg en die kleurintensiteit is by 435 en 500 mp gelees . Be ide glukos e en 

asetoasetaat gee 'n sterk kleur by 435 mp, maa r 'n weglaatbaar- swak kleur 

by 500 ll1Jl. 

Voorlopige bepalings op suiwer SS was bevredigend, maar toe die 

met ode op ontvette Gifblaar ekstrakte toegepas is , i s wisselvallige en hoe 

waardes verkry. Vervolgens is die ekstrakte in kationiese , anioniese en on= 

gelaaide fraksies geskei , en SS is op die anioniese fraksie bepaal , maar die 

SS-waardes was nog onrealisties hoog . 

Volgens Weil- Malherbe & Bone(ll
4

) kan verbindings soos salisielsuur 

en ander aromatiese verbindings ook die bepaling van SS belemmer . Die in= 

vloed van hierdie ver bindings kan volgen s hulle u itgeskakel word deur die ek= 

strak vooraf te bromeer. Voorafgaande bromer ing is op Gifblaar ekstrakte 

toegepas en dit het tot 'n verlaging in die SS- waar de gelei . Daar is egter 

probleme by die voorafbromering ondervind en 'n ander met ode om die bel m= 

merende verbindings te ve-rwyder , is toegepas . Om die a romatiese verbin= 

dings te verwyder , is die ekstrak eer s deur 'n klein kolommetjie suur gewas= 

t e aktiewe koolstof gestuur . Die eluaat is hierna, soos r eeds beskryf, in 

kationiese , anioniese en ongelaaide fraksies verdeel. Toe die SS- konsen= 

trasie hierna in die anioniese fraksie bep~al is , i s r ealistii.ese en herhaalbare 

waardes verkry. 
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6. Chromatografie 

Beide dalende en stygende papierchromatografie is in 'n temperatuurge= 

kontroleerde kamer (27° C) t oegepas . In die geval van stygende chromato= 

grafie is van 44 cm hoe silindervormige houers met 'n deur snee van 21 cm 

wat met 'n Perspex-deksel dig afgesluit is, gebruik gemaak. Die chroma.to= 

grafiepapier (Whatman No.1 of 3) is silindervormig vasgekr am en in die 

chromatografiehouer regop laat staan . Hierdie stelsel is gebruik vir die 

chromatografie van organiese sure met etielasetaat:mieresuur :water (10: 2:3) 

(EMW} as loopvloeistol45) . 

Vir die dalende chromatografie is glastenks (30 x 70 x -70 cm) wat met 

glasdeksels (verseel met rubberstroke) afgesluit is, gebruik . Die opstelling 

van die troe en die wyse waarop die papier vasgehou is , is s oos elders be= 

skryf is(l
3

). Whatman No.1 en 3 papier (57 x 46 cm) is gebruik . In sekere 

gevalle is ook kleiner chromatogramme (28 x 23 cm) gemaak deur van kleiner 

kabinette (50 x 30 x 37 cm) gebruik te maak . 

Vir aminosure is die volgende twee stelsels gebruik; butanol:asynsuur : 

water (90:10:29) (BAW) en waterversadigde fenol , vir koolhidrate ; butanol: 

asynsuur:water (10:1:3) en vir organiese sure; propanol :ammonia:water 

(6:3:1) (PAW) en sekond~re butanol:mieresuur:water (6 :1:2) (BMW) . 

Die chromatogramme is in 'n dampkas by 27° C gedroog en met die 

betrokke kleurreagens gespuit waarna die kleurontwikkeling in geventileerde 

termostaties gekontroleerde oonde plaasgevind het. Die volgende kleurrea= 

gense is gebruik: 

Aminosure <
26>: Gespuit met O. 25% ninhidrien opgelos in 5% metanoliese 

2, 4 , 6-kollidien . Verhit by so0
c vir 10-20 minute. 

Koolhidrate: (i) Gespuit met O. 93 g anilien en 1. 6 g ftalsuur wat in 100 ml 

waterversadigde butanol opgelos is waarna vir 10 minute by 105~110°c v r= 

h ·t . (77) 
l lS . 
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(ii) Gespuit met 0. 5 g orsinol en 15 g t r ichloorasynsuur opgelos in 

100 ml waterversadigde butanol en 20-40 minute ver hit by 105-110° c<9). 

(iii) Gespuit met 'n mengsel van 0. 15 g difenielamien wat in 20 ml 

etielasetaat opgelos is waarby nog 0 . 8 ml anilien , 80 ml etiela setaat en 11 ml 

80% (g/v) fosforsuur gevoeg is en hierna vir 5-10 minute by 95- 100°c ver= 

hi/52). 

Organiese sure: (i) Gespuit met 2 g glukose en 2 ml anilien wat in 20 ml 

water opgelos is en met 20 ml etanol en 60 ml butanol gemeng is waarm:1. vir 

5-10 minute by 130°c verhit(70) is. 

(ii) Gespuit met 0. 03 g metielrooi wat in 100 ml bufferoplos sing 

(30ml Na
2

B
4
o

7
.10H

2
O(19.07g/l) + 70ml H

3
BO

4
(12.37g/l)) opgelos 

. (53) 
1S 

7. Werk met 
14

c-verbindings 

Die betrokke aktiewe verbinding is met 'n mikropipet (5, 10 of 20 

mikroliter) op die blare gestryk sodat dit so 'n gr oot oppervlak as moontlik 

bedek het. In die geval waar baie jong blaartjies gebruik is , is die wasagtige 

bedekking met die punt van die mikropipet oor 'n redelike groot oppervlakte 

van die blaartjie afgekrap. Na verloop van die verlangde tyd is die blaartjie 

afgeknip en in 15 ml MCW by -80°C geplaas. 

Na ekstrahering en fraksionering soos elders beskryf, is die oplossing 

drooggedamp en opgemaak na 0. 5 ml. Twintig mikroliter van elke fraksie is 

hierna op 'n koperplanchet geplaas en die aktiwiteit is m .b.v. 'n Tracerlab 

Geiger-Mtiller-apparaat bepaal. 

Die verskillende fraksies is gechromatografeer soos elders bespreek, 

en die verspreiding van die aktiwiteit is op twee wyses bepaal . In die eerste 

plek is radio-out ogramme gemaak deur Kodak Kodirex X-straal-film in 'n 

donkerkamer (met fotografies-veilige r ooi beligting) aan die chromatogram 

vas te heg . Na verloop van 'n sekere tyd (gewoonlik 1-2 weke) is die films 
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afgehaal, aan spesiale houers vasgeheg en vir 3-6 minute in die donker in 

Kodak X-straal-ontwikkelaar ontwikkel, waarna dit vir 10-30 minute in Kodak 

X-straal-fikseerder gefikseer is. Die films is vir 'n uur in lopende kraan= 

water gewas, en is hierna gedroog. Met die merke van die krammetjies as 

rigsnoer is die film weer op die chromatogram, wat onde rtussen met 'n 

kleurreagens behandel is, vasgeheg. Hierdie metode is veral op twee- di= 

mensionele chromatogramme van belang . 

Die lokalisering van die aktiwiteit in eendimensionele chromatogram= 

me het in sekere gevalle m. b. v. 'n skerm geskied. Die skerm wat van dik 

bladaluminium gemaak is, het oor die Geiger-MUller telbuis gepas, en het 

'n opening van 3 x 1½ cm voor die Geiger .... Mtiller venster gehad. Die chroma= 

trogram is onder ultravioletlig be~kou en gewoonlik kon duidelik gesien word 

waar die gechromatografeerde verbinding beweeg het. Die middellyn hier= 

van is met 'n potloodstreep aangedui. Die tyd nodig vir 320 tellings is vir 

elke cm vanaf die oorsprong tot by die front bepaal deur die Geiger-Mtiller 

telbuis met die bladaluminiumopening dwars gedraai vir 1 cm op 'n keer 

regoor die potloodlyn aan te skuif. Hieruit kon die tellings per minuut teen= 

oor die afstand vanaf die oorsprong gepunteer word. 
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A. Die invloed van FAc op respirasie 

1. Inleiding 

Om uit te vind of Gifblaar in staat is om FAc te metaboliseer, kan 

van respirasiebepalings gebruik gemaak word. Aangesien suurstof di fina= 

le oksideermiddel in aerobiese metaboliese stelsels is , kan die suur s tofop= 

name van weefsels gebruik word om 'n aanduiding te kry van die metaboli se 

aktiwiteit van die betrokke weefsel. ·n Vergelyking van die suurst ofopname 

van 'n organisme met en sonder toediening van 'n sekere verbinding kan bv. 

'n aanduiding gee of die verbinding as 'n substraat of as 'n remstof van res= 

pirasie optree. Daar is reeds voorheen aangedui dat FAc die suurstofopna= 

lkn I k f . (5, 36) A k I . I (15, 16) me van aartappe o s y ies , vena o eoptie segmente , ga rs= 

t I (44) k · "k' 1· (3S) D . d wor e s en ormg.,. 1em mge rem. it 1s us interessant om na te 

gaan of FAc ook die suurstofopname van Gifblaar rem. Om die suurstofop= 

name te bepaal, is van die Warburg-tegniek, soos beskryf in hoofstuk II , 

gebruik gemaak. 

Vir die toepassing van die Warburg-tegniek is dit belangrik dat die 

materiaal horn tot verteenwoordigende monsterneming moet leen . Aangesien 

dit nie prakties moontlik is om Gifblaarblare te kry wat presies ewe groot is 

en in dieselfde fisiologiese toestand verkeer nie en omdat die blare in elk ge= 

val te groot is om in die Warburgflessies te kom, is blaarknipsels i . p . v. 

heel blare gebruik. 

In 'n reeks voorlopige proewe om die invloed van FAc op die resp i= 

rasie van Gifblaar te bepaal, is 'n groot mate van variasie aangetref. Des= 

nieteenstaande was daar wel aanduidings dat F Ac die respira sie van Gifblaar 

stimuleer. Aangesien daar op daardie stadium net ses Warburg-manometers 

beskikbaar was, en gevolglik nie voldoende herhalings ingesluit kon word nie , 

is die saak voorlopig daar gelaat. 

Later is nog 12 manometers aangekoop en dr . B . von Sydow, wat toe 

pas uit Gtlttingen as gasnavorser hier aangekom het, het, sonder dat hy van 
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my vroeere pogings bewus was, besluit om die eksperimente met die tegniese 

bystand van mev. M. C . van Beijma oor 'n wyer FAc-konsentr a s iegebied te 

her.haal en om ook later verskillende kontroleplantsoorte* in te sluit. Uit 

sy r esultate het hy afgelei dat daar geen bet ekenisvolle ver skille: tussen die 

invloed van verskillende FAc- konsentrasies op die suurstofopname van Gif= 

blaar bestaan nie(lOS). Hy het goedgunstiglik sy syfers tot m y beskikking 

gestel en ek het gevind dat s y verwerkings net op die suur s tofopname na twee 

uur gebaseer is en dat hy n ie die lesings wat v ooraf geneem is , in berekening 

gebring het nie. Ek het die resultate op 'n ander wyse verwerk, waarmee 

dr . Von Sydow horn nie vereenselwig nie, en hieruit het dit geblyk dat FAc 

wel die respirasie van Gifblaa r stimuleer. (In 'n finale ver slag( l 0
9

) het dr . 

Von Sydow ook die betrokke resultate op 'n ander wyse a s in die eers te ver= 

1 (108) k .. ) s ag verwer en gernterpreteer . 

Die resultate wat op bogenoemde wyse van dr . Von Sydow verkry is , , 

is in figure 1, 2, 3 en 4 aangedui. Die resultate wat in figure 5 en 6 weerge= 

gee is , is in samewerking met dr. Von Sydow ve r kry, terwyl al die verwer= 

kings , bespreking en gevolgtrekkings en die resultate wat in figure 7 en 8 

aangedui word , my eie werk is. Terwille van die kontinui'teit word a l die 

resultate hier weergegee . 

2. Respirasie in die teenwoordigheid van FAc 

Om uit te vind watter konsentrasie FAc die grootste effek op die res = 

pirasie van Gifblaar het, is die invloed van vyf verskillende FAc- kons entra= 

sies bepaal . In elke eksperiment is duplikaat monsters blaarknipsels aan die 

volgende konsentrasies FAc in 0. 03 M KH
2
PO 

4
-buffer (pH = 4. 5) blootgestel: 

geen FAc (kontrole), 0. 0005 M, 0. 0025 M, 0. 005 M. 0. 025 M en 0. 05 M 

FAc . Die blaarskyfies is vooraf vir drie uur ender gekontrolee rde toestande 

op bogenoemde oplossings op 'n skudtafel laat dryf. ** Hier na is die suurstof= 

*D. w. s. plante wat nie FAc bevat nie, en dus , wat hierdie a spek betref, a s 
kontrole kan dien . 

**Later is hevind dat ooreenstemmende resultate behaal word indien die drie 
uur voorafbehandeling weggelaat word. 
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opname van die verskillende blaarskyfies (nog steeds op die verskillende FAc­

oplossings) met tussenposes van 15 minute oor 'n totale proeftydperk van 

twee uur bepaal. Die suurstofopname is bereken in terme van mikroliter 

suurstof opgeneem per mg stikstof in die monster. 

Omdat ·n groot mate van variasie aangetref is , (variabiliteitskolH= 

fisient vir kontroles = 38%) is die eksperiment ses keer herhaal. Hierdie 

variasie het nie net tussen herhalings van die eksperiment nie, maar ook 

tussen duplikaatbehandelings in elke eksperiment voorgekom, maar in laas= 

genoemde .geval is die variabiliteitskoeffisient vir die kontroles baie laer 

( 5. 8 %) . Dit dui daarop dat die variasie nie hoofsaaklik aan inherente varia= 

biliteit van die materiaal op 'n gegewe oomblik toe te skryf is nie , maar eer= 

der aan die invloed van omgewingstoestande in die veld of endogene prosesse 

op die fisiologiese toestand van die materiaal. 

Die gemiddelde suurstofopname van die kontroles was na twee uur 

87 .1 mikroliter suurstof per mg stikstof met 'n standaardafwyking van 31. 5 . 

Die kontrolebehandelings het 'n baie gelykmatige tempo van suurstofopname 

oor die hele tydsduur van die eksperiment geopenbaar soos aangedui in figuur 

1, waar die gemiddelde suurstofopname teenoor tyd gepunteer is. 

Deur telkens die suurstofopname van die kontrole as interne maatstaf 

te gebruik, kan die invloed van die varierende faktore op die resultate dus 

uitgeskakel word. Vir verdere verwerking van die resultate is die gemiddelde 

van die twee duplikate as uitgangsgetal gebruik en hieruit is die suur stofopna= 

me as 'n persentasie van die kontrole (= 100%) telkens bereken om al die re= 

sultate op 'n vergelykbare basis te kry. 

Die gemiddelde waardes vir die ses eksperimente is in figuur 2 aange= 

dui. Deur figuur 1 in berekening te bring, kan die gemiddelde suurst ofopna= 

me vir die verskd.llende gevalle bereken word. Alhoewel die resultate 'n baie 

duidelike neiging openbaar naamlik dat hoe hoer die FAc-konsentrasie is , hoe 

meer word suurstofopname gestimuleer en dat die stimulering aanvanklik hoer 

is as later , moes 'n variansieanalise uitgevoer word om uit te v ind of die ver= 
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Fig u u r 1 Die gemiddelde suurstofopname van kontrolebehandelings van Gif= 
- blaarblaarskyfies. 
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Fi gu u r 2 Die invloed van verskillende konsentrasies FAc op d iepersentasiesuur = 
stofopname (kontrole = 100%) van Gifblaarblaarskyfies . (1 ~ 0. 05 M, 
2 = 0. 025 M, 3 = 0 . 005 M, 4 = 0. 0025 M, 5 = 0. 0005 M FAc.) 
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skille betekenisvol is al dan nie. Die gemiddelde persentasie-suurstofopname 

(kontrole = 100%) vir die duplikaatbehandelings van elke eksperiment is as u it= 

gangsyfer vir die variansieanalise gebruik. 

Bron van Variansie 
Vryheids= Som van Gemiddelde 

F 
grade kwadrate kwadraat 

Behandelings 39 15912.70 408.02 6 . 42 :·,;., 
Konsentrasies 4 8518.48 2129 . 62 33 .51** 
Tye 7 4773.08 6818. 69 10 . 73 ** 
Wisselwerkings 28 2636. 84 94.14 1. 48 
Herhalings 5 16962.43 3392.40 53 . 38 ** 
Fout 195 12392.00 63.55 
Totaal 239 45267.13 

Tabel 1 Variansieanalise van die invloed van vyf konsentrasies FAc 
op persentasiesuurstofopname by Gifblaar. 

Uit tabel 1 is dit duidelik dat daar hoogsbetekenisvolle verskille tussen 

tye en konsentrasies bestaan. Die gemiddelde invloed van FAc- konsentrasie 

vir al die verskillende tye sowel as die KBV (kleinste betekenisvolle verskil) 

volgens die metode van Schem/
98

) bereken, word in figuur 3 aangedui. Dit 

is duidelik dat die twee hoogste konsentrasies FAc tot 'n hoogsbetekenisvolle 

hoer suurstofopname as die kontrole en die laagste FA~konsentrasie gelei 

het. 

Omdat die resultate streng gesproke nie heeltemal onafhanklik van 

mekaar is nie, mag daar vanuit 'n biometriese oogpunt beswaar teen bogenoem= 

de analise van die resultate ingebring word. Vervolgens is die resultate op 

aanbeveling van dr. S.G. Reinach (Hoof, Dept. Biometrie, U.P.) op 'n antler 

wyse ontleed. Dieselfde uitgangsyfers as voorheen (persentasiesuurstofop= 

name t. o. v. kontrole) is gebruik en vir elke herhaling van die verskillende 

konsentrasies is die oppervlakte onder die kromme bereken volgens die me= 

tode van Simpson(
35

) _ (Kyk tabel 2) Hierdeur is die invloed vant yd uitge= 

skakel. 
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Die waardes is ontleed volgens die metode van Friedman soos beskryf 

in Siege1<
97

). Die meervoudige betroubaarheidsinterval, soos afgelei deur 

Reina ch <
92

), is bereken en m. b. v. die waarde is gevind dat die hoogste en 

laags1e konsentrasie FAc behandelings op die 5% peil verskil. D. w . s . die 

hoogste konsentrasie F Ac het 'n betekenisvolle hoer suurstofopname a s die 

laagste konsentrasie FAc veroorsaak. 

Herha= 
lings 

1 
2 
3 
4 
5 
6 

R. 
1 

Tabel 2 

0.05 M 0. 025 M 0 . 005 M 0. 0025 M 0 . 0005 M 
FAc FAc FAc FAc FAc 

(753) 2 (788) 1 (710) 3 (688) 5 (697) 4 
(726) 5 (761) 3 (776) 2 (727) 4 (815} 1 
(658) 5 (750) 4 (804) 3 (859) 2 (950) 1 
(650) 3 (641) 5 (646) 4 (737) 1 (655) 2 
(764) 5 (869) 3 (797) 4 (8 69) 2 (901) 1 
(571) 5 (661) 4 (691) 3 (783) 2 (843) 1 

25 20 19 16 10 

Die oppervlakte onder die krommes verteenwoordig in figuur 2 
(kontrole telkens = 700) en ooreenstemmende rangnommers 
volgens Friedman(97) KBVR = 14.8 . 

Daar is gevind dat 'n lae anorganiese fluoriedkonsentras ie in sekere 

gevalle tot stimulering van respirasie by plante gelei hei
3 7

' 
81

). · Dit mag dus 

wees dat die invloed van FAc op Gifblaarrespirasie deur kontaminerende 

fluoried in die FAc veroorsaak word. Om die stimulering wat in die vorige 

proewe verkry is, te bevestig en om bogenoemde moontlikheid te ondersoek, 

is eksperimente waar die invloed van FAc op die respirasie van Gifblaar en 

drie kontroleplantsoorte vergelyk word, uitgevoer. 

As kontroleplantsoorte is Parinarium capense (Grysappel) , Ochna 

pulchra (Lekkerbreek) en Dodonaea viscosa uitgekies omdat hulle so algemeen 

saam met Gifblaar voorkom. Dieselfde tegnieke as voorheen is toegepas, 

maar benewens die kontrolebehandeling, is net twee konsentrasies FAc , nl. 

0. 05 Men 0. 0005 M (in 0. 03 M KH
2
PO 

4
), gebruik. In elke proef is Gifblaar 
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met een van die drie kontroleplante vergelyk. Hier is weer eens duplikate 

van elke behandeling toegepas en die gemiddelde is gebruik vir verdere ver= 

werkings. Met elkeen van die kontroleplante is die proef drie keer herhaal 

sodat vir Gifblaar elke punt in figuur 4 die gemiddelde van agtien verwerkte 

replikate verteenwoordig. Vir die kontroleplante verteenwoordig elke punt 

die resultaat wat op ses lesings gebaseer is . 

Uit figuur 4 is dit duidelik dat die respirasie van aldrie die kontrole= 

plantsoorte deur die hoe konsentrasie FAc geihhibeer is . Dit wil voorkom 

asof Grysappel {E_. capense) meer gevoelig as D. viscosa en minder gevoelig 

as 0. pulchra vir FAc is. fu tabel 3 word die gemiddelde persentasiesu r= 

stofopname van die behandelings en die suurstofopname van die kontrolebehan= 

delings aangegee. 

Gifblaar 
D. viscosa -
Grysappel 
Q_. pulchra 

Tabel 3 

0. 0005 M 0.05 M Gemiddeld Kontrole* Standaard Variab ;::. 
FAc FAc respirasie afwyking koeff. 

108.9 122.3 115. 6 69 . 2 26.9 38 . 9 
107.5 75.7 91. 5 51.3 6.3 12.3 
92.2 62.3 77.6 132.8 9.9 7.5 
76.4 54.5 65.5 56.2 26 . 4 46 . 9 

Die gemiddelde persentasiesuurstofopname (kontrole = 100%) 
van Gifblaar en kontroleplantsoorte. 
*µliter suurstof opgeneem per mg N in twee uur . 

Dit is duidelik dat die respirasie van Gifblaar met 'n verhoging in die 

FAc-konsentrasie toeneem terwyl die respirasie van aldrie die kontroleplan= 

te afneem met _'n verhoging in FAc-konsentrasie. Die toename in respira sie= 

tempo van Gifblaar kan dus waarskynlik nie aan kontaminerende anorganiese 

fluoried toegeskryf word nie , anders sou die respirasie van die kontroleplan= 

te ook toegeneem het tensy FAc die respirasie van die kontroleplantsoort e 

meer rem as wat fluoried dit stimuleer. Uit die resultate in tabel 3 weerge= 

gee wil dit voorkom asof Grysappel die geskikste kontroleplant van die drie 

is omdat dit baie minder variasie as 0. pulchra getoon het en omdat dit 'n 
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F igu u r 4 Die invloed van FAc op die persentasiesuurstofopname (kontrole 
= 100%) van die blaarskyfies van Gifblaar en drie kontroleplante . 
(G = Gifblaar , P = Grysappel , 0 = Ochna pulchra, D =:= Dodonaea 
viscosa , H = 0. 05 M en L = 0. 0005 M FAc) 
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groter effek as D. viscosa t.o.v. FAc openbaar het . Verder is dit ook die 

een wat morfologies die meeste met Gifulaar ooreenstem. In verdere proe= 

we is Grysappel dus telkens as kontroleplant gebruik. 

3. Respirasie in die teenwoordigheid van MeFAc en MeAc 

Die stimulering van die respirasie van Gifulaar deur FAc was baie 

wisselvallig en relatief laag. Pogings om 'n verhoogde effek te verkry deur 

die blaarskyfies vooraf in vakuum met die oplossing te infiltreer het nie tot 

'n groter effek gelei nie. Eweneens het pogings om die blaar vooraf in 'n 

mate te verhonger deur dit in die donker te hou totdat die reserwevoeding= 

stowwe eers opgebruik is, ook nie tot 'n noemenswaardig hoer stimulering 

gelei nie. 'n Interessante waarneming naamlik dat Gifulaar blykbaar nie sty= 

sel bevat nie, is tydens hierdie ondersoek gemaak. 

Aangesien molekule oor die algemeen baie makliker as ione deur plant= 

selle opgeneem woraC
31

), kan verwag word dat die pH van die toetsoplossing 

'n invloed sal uitoefen op die opname van FAc. Omdat die soute van sterk 

sure volledig ioniseer in water , sal die opname van FAc van die ionisa sie= 

konstante van fluoorasynsuur en van die pH afhanklik wees. 

D .w. s. 
CH

2
FCOONa 

en + 
+ H CH FCOOH 

2 

Die ionisasiekonstante van fluoorasynsuur is ongeveer 2. 2 x 10- 3 
<
42

> 

(m.a. w. pK = 2. 7). In die Henderson-Hasselbalch-vergelyking word die in= 

vloed van pH op die verhouding van gedissosieerde tot ongedissosieerde suur 

weergegee. 

Yir fluoorasynsuur dus: CH FCOO 

PH = p.K + log --2--­
CH FCOOH 

2 -
CH

2
FCOO 

daarom pH - 2. 7 = log 
CH

2
FCOOH 
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By 'n pH van 2. 7 sal daar dus ewe veel fluoorasetaatione en fluoorasyn= 

suurmolekule teenwoordig wees. By die pH waarby die vorige reeks eksperi= 

mente uitgevoer is, naamlik 4 .5 , is daar dus ongeveer 1n honderd keer meer 

fluoorasetaatione as fluoorasynsuurmolekule teenwoordig . Aldous & Rozee (l) 

kon dan ook aantoon dat die toksiese effek van FAc op suurdeegselle sterk af= 

hanklik is van die pH. 

Indien die pH van die oplossing waarindie FAc toegedien word , dus 

baie verlaag word, sal 'n veel groter gedeelte van die FAc in die ongediss 

sieerde vorm wees en kan verwag word dat dit makliker opgeneem sal word. 

'n Verlaging van die pH mag egter tot belangrike neweverskynsels a.g.v. 

ensieminhibering of ander effekte lei, en gevolglik is die invloed van pH nie 

nagegaan nie. 

'n Ander moontlikheid om die opnameprobleem te omseil is om 'n 

derivaat van FAc toe te dien wat nie sal ioniseer nie en wat in vivo maklik 

omgesit behoort te word na FAc. Die keuse het op metielfluoorasetaat (MeFAc) 

geval. Hierdie verbinding ioniseer nie omdat hier net kovalente bindings be= 

trokke is. Aangesien esters oor die algemeen maklik opgeneem word en in 

vivo maklik afgebreek word na die vry suur , behoort dit geskik te wees . 

Bergmann & Blank(S) het 'n metode beskryf vir die sintese van etiel= 

fluoorasetaat (EtFAc) wat berus op die fluorering van etielchloorasetaat met 

KF wat in asetamied opgelos is. Dieselfde metode, met die onderskeid dat 
J 

metielbroomasetaat as uitgangstof gebruik is, is aangewend vir die sintese 

van MeFAc. 

Aangesien MeFAc maklik gehidroliseer word na fluoorasynsuur in die 

teenwoordigheid van 'n hoe waterstofioonkonsentrasie, is daar met hierdie 

reeks proewe 'n KH
2
PO 

4
; Na

2
HPO 

4
-buffer (30 ml 0. 067 M KH

2
PO 

4 
+ 70 ml 

0. 067 M Na
2
HP0

4
) van pH 6.4 gebruik, en die suurstofopname is direk na 

toediening begin meet . 'n Aantal eksperimente is vervolgens op Gifblaar en 

Grysappel uitgevoer en die suurstofopname is bepaal in die teenwoordigheid 

van KH
2
Po

4
/Na

2
HP0

4
-buffer, 0. 025 M MeFAc in die buffer en 0 . 00025 M 
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MeFAc in die buffer. Die resultate is op dieselfde wyse as voorheen verwerk; 

en word in figuur 5 weergegee. 

Uit figuur 5 is dit duidelik dat wat die lae konsentrasie betref dieself= 

de neiging as voorheen aangetref is. Waar die gemiddelde persentasiestimu= 

lering van die respirasie met toediening van 0. 0005 M FAc 8 . 9% is , is die 

gemiddelde persentasiestimulering met die toediening van 0. 00025 M MeFAc 

21 %. Dit mag dus wees dat die laer stimulering in die geval van FAc- toe= 

diening aan swakker opname toegeskryf kan word. Aangesien hierdie prepa= 

raat geen anorganiese fluoried behoort te bevat nie , dui dit daarop dat die 

toename in respirasietempo waar FAc toegedien is, nie slegs aan fluoried toe= 

geskryf kan word nie . By Grysappel is dieselfde effek as voorheen verkry. 

Die hoer konsentrasie MeFAc het naamlik 'n sterker remmende invloed· uit= 

geoefen as die laer konsentrasie, verder was die effek in albei gevalle gro= 

ter as die verkry met FAc. 

Die hoe konsentrasie MeFAc het aanvanklik ook die respirasie van 

Gifblaar gestimuleer, maar na 'n kort tydjie is die respirasie gerem . 'n 

Moontlike verklaring vir hierdie waarneming is dat die MeFAc in vivo na 

fluoorasynsuur en metanol gehidroliseer word en dat die konsentrasie metanol 

so·hoog is dat dit 'n toksiese invloed uitoefen. 

Om hierdie moontlikheid te ondersoek is 'n ooreenstemmende reeks 

eksperimente met metielasetaat (MeAc) i. p. v. MeFAc uitgevoer. Die re= 

sultate word in figuur 6 weergegee. 

Dit is duidelik dat dieselfde effek alhoewel vertraag, by Gifblaar met 

0. 025 M MeAc as met 0. 025 M MeFAc aangetref is. Aangesien ooreenstem= 

mende konsentrasies natriumasetaat (NaAc) in voorafgaande proewe geen 

remmende (of noemenswaardige stimulerende) effek t. o. v . die respirasie van 

Gifblaar openbaar het nie, wil dit voorkom asof die remming hier grotendeels 

aan die hand van in vivo metanolvorming verklaar kan word . 

Dit is interessant dat Grysappel baie minder deur die gepostuleerde 
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in vivo vrygestelde metanol beihvloed word as Gifblaar. Moontlik vind die 

hidrolise van MeAc stadiger in Grysappel plaas of word die metanol vinnig 

na 'n nie-toksiese verbinding gemetaboliseer. 

Indien figure 5 en 6 vergelyk word, is dit duidelik dat die inhibering 

van die respirasie by Grysappel aan die organies gebonde fluoor d. w. s . aan 

FAc toegeskryf moet word . Uit die vergelyking is dit ook duidelik dat daar 

in hierdie opsig 'n basiese verskil tussen Gifblaar en Grysappel bestaan en 

dat Gifblaar in staat is om FAc te metaboliseer terwyl FAc die metabolisme 

van Grysappel onderdruk. 

In al die gevalle waar F Ac of 'n derivaat hiervan as substraat vir di 

respirasie van Gifblaar gebruik is, is gevind dat die invloed van FAc op die 

suurstofopname met tyd afgeneem het. Dit is in teenstelling met wat gewoon= 

lik verkry word naamlik dat die effek binne perke groter word met tydsver= 

loop. Dit mag wees dat FAc aanvanklik die respirasie stimuleer, maar dat 

hierdie stimulering gepaard gaan met 'n proses wat die verdere opname van 

FAc beihvloed. Daar is gevind dat die toksiese effek van FAc op lewersnee 

afhanklik is van die suurstofkonsentrasie van die atmosfeer(
6
) . Dit mag dus 

wees dat die invloed wat FAc op die respirasie van Gifblaar uitoefen ook af= 

hanklik is van die suurstofspanning en dat selfs met die min suurstof wat op= 

gene em word deur die blaarskyfies, die suurstofkonsentrasie die beperkende 

faktor word wat die invloed van FAc op Gifblaarrespirasie betref. Vo rlopige 

proewe wat uitgevoer is, het nie hierdie teorie bevestig nie. Aangesien daar 

so 'n groot aantal herhalings nodig is a. g. v. die variabiliteit van Gifblaar= 

weefsel, is hierdie aspek voorlopig daar gelaat. 

B. Die metabolisme van FAc 

Die meganisme van FAc-omsetting in diere kan skemat ies s oos volg 

voorgestel word: 



CH FCOOH asynsuur- t 
2 tiokinase 

Oksaalasetaat 
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CH2FC\KoA 

kondenseringsensiem 

FSS 

By hoer plante is nog baie -min werk op die metabolisme van FAc ver= 

rig. Dit is alreeds aangedui dat FAc die respirasie van Gifblaar stimuleer. 

Indien Gifblaar oor 'n normale Krebssiklus beskik, bestaan een van die volgen= 

de moontlikhede: 

1 . FAc word omgesit na FSS en Gifblaar- akonitase is nie sensit ief vir 

FSS nie. M.a. w. FAc word deur die Krebssiklus gemetaboliseer heelwaar= 

skynlik met een of antler stap waar fluoor in die vorm van anorganiese fluoried 

vrygestel word . 

2. Die omsetting van FAc- KoA na FSS vind nie plaas nie omdat die kon= 

denseringsensiem kan onderskei tussen FAc-KoA en Ac- KoA . 

3. Die omskakeling van FAc na FAc-KoA word in Gifblaar geblokkeer 

omdat Gifblaar-asynsuurtiokinase kan onderskei tussen FAc en asynsuur 

of omdat die ensiem nie in Gifblaar teenwoordig is nie . 

Indien een van laasgenoemde twee gevalle geld, moet die meta.bolisme 

van FAc dus langs 'n antler weg plaasvind . 

Om uit te vind watter van bogenoemde moontlikhede die waarskynliks te 

is , is respirasiestudies van Gifblaar in die teenwoordigheid van FSS aangepak. 
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In al die proewe is Grysappel as kontroleplant gebruik. Dieselfde tegnieke as 

voorheen is aangewend . 

Die trrntielester van fluoorsitroensuur (EtFSS) is d . m . v. 'n Refor= 

matsky-tipe reaksie volgens die metode van Rivett(
94

) gesint etisee r . Etiel= 

fluoorasetaat (I) is berei deur etielchloorasetaat met KF opgelos in a setamied 

te fluoreer volgens die metode van Bergmann & Blank(S) . Uit etielfluoorase= 

taat en etieloksalaat is etieletoksalielfluoorasetaat (II) gesintetis eer . In die 

teenwoordigheid van Zn is etielbroomasetaat met etieletoksalielfluooras taat 

gekondenseer om trietielfluoorsitroensuur (III) te lewer , d. w. s . 

CH FCOOEt + COOEt HCl , C
2

H
5
0Na 

2 I 
COO Et eter 

CH BrCOOEt + Zn 
2 

COCOOEt 

I 
CHFCOOEt 

CH
2

FCOOEt 

(I) 

COCOOEt 
I 
CHFCOOEt 

(II) 

BrZnCH
2

COOEt 

tH2COOEt 

O(OH)COOEt 
1-
CHFCOOEt 

(III) 

Etielfluoorsitroensuur het min of meer geen invloed op die respiras ie 

van Gifblaar of Grysappel gehad nie. In die literatuur is hierna gevind dat 

EtFSS nie toksies vir diere is(SO) . Aangesien daar baie praktiese probleme 

by die hidrolise van EtFSS betrokke is ('n soutsuur-hidrolisaat van EtFSS kan 

bv. m. b. v. suilchromatografie in 12 verbindings geskei word)(l1
2

), en baril~m = 

fluoorsitroensuur (BaFSS) intussen kommersieel beskikbaar geword het 

(Calbiochem) , is BaFSS in verdere proewe gebruik. 

Dieselfde tegnieke as voorheen is gebruik en die invloed van twee kon= 

sentrasies BaFSS (0. 01 Men 0. 0001 M) is op die suurstofopname van Gifblaar 
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en Grysappel bepaal. Omdat die BaFSS nie goed in die buffer (0.3 M KH
2
P0

4
) 

opgelos het nie, is 'n paar druppels gekonsentreerde soutsuur bygevoeg totdat 

die BaFSS opgelos het . Die pH is weer na 4. 3 herstel deur 'n paar druppels 

50% KOH by te voeg. Die proef is twee keer herhaal telkens met vier repli= 

kate scxlat elke punt in figuur 7 die gemiddelde van 8 bepalings voorstel. 

Uit figuur 7 is dit duidelik dat BaFSS die respirasie van beide Gifblaar 

en Grysappel sterk geihhibeer het. Dit wil dus voorkom asof Gifblaar ook oor 

'n Krebssiklus wat gevoelig vir FSS is, beskik, en dat die plant blykbaar nie 

FAc na FSS kan omsit nie. Dit kom dus daarop neer dat Gifblaar nie oor die 

ncxlige ensieme (asynsuurtiokinase en/ of sitroensuursintetase beskik nie , of 

andersins dat een van hierdie twee ensieme verskil van die wat in ander orga= 

nismes (en in Grysappel) aangetref word, insoverre die ensiem kan onderskei 

tussen fluoorbevattende en 
11
normale" metaboliete . 

Om uit te vind of die blokkering vir die vorming van FSS uit FAc by 

Gifblaar voor of na die vorming van fluoorasetielkoensiem A (FAc- KoA) plaas= 

vind, sou respirasiestudies in die teenwoordigheid van FAc-KoA ideaal wees . 

Ongelukkig is hierdie verbinding nie in die handel beskikbaar nie. Brad/lS) 

en Marcus & Elliott ( 
64

) het wel 'n metcxle vir die chemiese sintese van hier= . 

die verbinding beskryf, maar aangesien FAc-KoA baie onstabiel is, is besluit 

om die saak van 'n ander kant te benader. Fluoorpircxlruiwe suur ( FP) is wel 

kommersieel beskikbaar. Indien FP in vivo omgeskakel word na FAc- KoA 

en die blokkering van die omsetting van FAc na FSS le by Gifblaar voor die 

vorming van FAc-KoA, dan sal FP na FSS omgeskakel word met 'n gevolg= 

like inhibering van die respirasie. Vervolgens is die selfde eksperiment as 

hierbo met FP . (0.01 Men 0 . 0001 M) i.p.v. FSS op Gifblaar en Grysappel 

uitgevoer. Die resultate word in figuur 8 aangedui. 

Uit figuur 8 is dit duidelik dat FP 'n baie sterk onderdrukkende invloed 

op die suurstofopname van Grysappel en 'n minder sterk onderdrukkende invloed 

(by die hoe konsentrasie) op Gifblaar het. Volgens bogenoemde argument wil 

dit dus voorkom asof die omsetting van FAc na FSS by Gifblaar blokkeer word 

voordat FAc-KoA gevorm het. D. w. s. asynsuurtiokinase is of afwesig, of dit 
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kan onderskei tussen FAc en asynsuur. 

Om bogenoemde resultate te bevestig is besluit om ook die s itroen= 

suurkonsentrasie van beide Gifblaar en Grysappel voor en na verskillende be= 

handelings te bepaal . 'n Opvallende kenmerk van FSS-vergiftiging is da 

sitroensuur (SS) ophoop. Sitroensuurophoping waar FAc en/ of FP t oegedien 

is, sal dus daarop dui dat die betrokke verbinding omgesit is na FSS . 

Blaarskyfies met 'n deursnee van 8 mm is u it volwasse blare van 

Gifblaar en Grysappel geknip en is in vier petribakkies wat elk een van die 

volgende oplossings bevat, geplaas: buffer (0. 3 M KH
2
PO 

4
), 0. 05 M FAc in 

die buffer, 0. 01 M FP in die buffer, 0. 01 M FSS in die buffer . Daar is geBorg 

dat elke petribakkie die self de aantal knipsels van dieselfde blaar bevat . Die 

totale aantal knipsels per petribakkie was 80 en dit het 350 mg droe gewig 

Gifblaar- en 450 mg droe gewig Grysappelweefsel verteenwoordig . Hierna 

is die bakkies op 'n horisontale skudmasjien geplaas en vir 5 uur lank stadig 

geskud. Na 5 uur is die knipsels met water afgespoel, drooggeklad en die 

SS-konsentrasie van die knipsels is bepaal. 

Die metode vir die bepaling van SS en die wysigings wat aangebring is 

om die metode op Gifblaar toepasbaar te maak, is in hoofstuk II saamgevat. 

Die finale metode kom daarop neer dat 'n :MCW-ekstrak van Gifblaar in lipied, 

aromatiese, kationiese, anioniese en ongelaaide fraksies geskei word deur die 

ekstrak met chloroform te ekstraheer en die ingedampte ekstrak deur kolom= 
+ 

me van geaktiveerde koolstof, Dowex-50 (H -vorm) en Dowex-1 (formiaat= 

vorm) te stuur. Die anioniese fraksie is verkry deur die Dowex-1 met 8 N 

mieresuur te elueer. Die eluaat is op 'n waterbad drooggedamp om die oor= 

maat mieresuur te verwyder en die SS-konsentrasie is in 'n deelvolume hier= 

van volgens die metode van McArdle bepaa1<
59

). Die metode berus ~ die ok= 

sidasie en bromering van SS na pentabroomasetoon wat na 'n kleurreaksie 
(82) .. 

kolorimetries bepaal word. Volgens Peters gee FSS geen pos1ti we waar= 

de .met hierdie metode nie. 
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Bepaal by 435 IDJ.1 Bepaal by 500 IrVJ. 

pg SS in 100 mg µg SS per ,ug SS in 100 mg pg SS per 
droe gewig 10 mg N droe gewig 10 m g N 

162 651 129 518 
162 651 129 5 8 
174 699 144 578 
240 964 237 952 

246 946 240 923 
309 1188 303 1165 
194 746 188 723 
269 1034 260 1000 

338 1358 305 1250 
308 1262 281 1152 
283 1160 250 1025 
525 2152 501 2053 

341 1398 320 1311 
305 1250 286 1172 
261 1070 225 922 
330 1352 275 1127 

235 876 201 750 
236 880 204 761 
195 728 166 619 

217 810 181 675 
206 769 170 634 
257 960 221 825 

Sitroensuurkonsentrasie in Gifblaarknipsels na verskillende 
behandelings. ( FAc = 0. 05 M, FP en FSS = 0. 01 M, 
K = 0. 3 M KH

2
PO 

4
. ) 
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Bepaal by 43 5 IIlJl Bepaal by 500 IIlJl 

µg SS in 100 mg µg SS per p.g SS in 100 mg µg SS per 
droe gewig 10 mg N droe gewig 10 mg N 

58 308 49 258 
115 603 103 541 

37 197 30 160 
131 689 136 714 

19 108 19 08 
122 68 7 120 6 , 5 

62 349 47 265 
71 398 69 386 

70 366 52 275 
107 561 94 492 

66 343 57 298 
164 859 179 939 

Sitroensuurkonsentrasie in Grysappelknipsels na verskillende 
behandelings. (FAc = 0. 05 M, FP en FSS = 0. 0lM, 
K = 0.3 M KH

2
Po

4
.) 

Uit die resultate in tabel 4 en 5 is dit duidelik dat daar 'n groot mate 

van variasie tussen die kontrolewaardes van die verskillende proewe voorkom . 

Dit mag moontlik toegeskryf word aan die teenwoordigheid van verskillende 

SS-poele a.g. v . omgewings en/of endogene faktore in die plant. Die gemiddel= 

de SS-konsentrasie in Gifblaar is 905 pg/10 mg N en 214 µ g/10 mg N by Grys= 

appel. Die SS- konsentrasie by 500 mp gemeet was altyd laer a s die by 435 

ny.i gemeet. Daar was dus verbindings soos asetoasetaat , wat in d ie anioniese 

fraksie voorkom en wat ook 'n positiewe reaksie met die bepalingsmetode gee , 

teenwoordig. 

Dit is duidelik dat daar oor die algemeen geen noemenswaardige ver= 

hoging · in die SS- konsentrasie voorgekom het waar F Ac-en FP aan Gifblaar 

en FP aan Grysappel toegedien is nie. Na t oediening van FAc en FSS aan 

Grysappel is 'n sterk verhoging in die SS- konsentrasie aangetref. Na die 

toediening van FSS aan Gifblaar is in die meeste gevalle ook 'n verhoging van 
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die SS-konsentrasie aangetref. 

Die vraag ontstaan of die SS-toename in die behandelings waar FSS 

toegedien is, aan FSS wat opgeneem is, maar tot geen SS- ophoping aanleiding 
. (82) 

gee nie, toegeskryf kan word . Alhoewel Peters beweer dat FSS geen po= 

sitiewe reaksie met hierdie analitiese bepalingsmetode lewer nie , is hier ge= 

vind dat 100 µg FSS diese lfde kleurintensiteit as 26 µg SS gegee het. Dit is 

desnieteenstaande sterk te betwyfel of die toename in SS-konsentras ie net 

aan FSS wat opgeneem is, toegeskryf kan word. 

Dit is duidelik dat die r emming van die respirasie gepaard gegaan het 

met 'n toename van SS waar FAc en FSS aan Grysappel, en FSS aan Gifblaar 

toegedien is. Hieruit blyk die volgende: (a) Dat Gitblaar nie FSS uit FAc kan 

sintetiseer nie, (b) dat Grysappel FAc net soos dierweefsel na FSS omska= 

kel en (c) dat beide Grysappel en Gifblaar oor 'n aktiewe Krebssiklus beskik. 

Die interessantste aspek van die resultate is dat alhoewel respirasie 

sterk deur FP gerem is, die toediening van FP aan albei die plante oor die 

algemeen nie tot 'n verhoging in die SS-konsentrasie gelei het nie. Daar is 

inteendeel 'n neiging dat die toediening van FP aan Gifblaar tot 'n verlaging 

in die SS-konsentrasie lei. 

Dit dui daarop dat een of ander stap wat met die vorming van SS of 

een van sy voorgangers te doen het, gerem word, of dat verdere omsetting 

van SS gestimuleer word. Die eerste moontlikheid is die waarskynlikste 

omdat daar so 'n sterk remming van die respirasie deur toediening van FP 

gevind is. Dit mag dus wees dat FP die piruvaatoksidase - ensiemstelse l 

inhibeer. Hierdie postulaat mag ondersoek word deur die invloed van FP in 

die aanwesigheid van FAc-KoA op SS-toename te toets. 'n Ander alternatief 

is om die invloed van FP op 
14co

2
-vrystelling uit piruvaat-1-

14c na te gaan . 

Omdat in nie een van die twee plante FP na FSS omgesit is nie , bl yk 

dit dat die vroeere aanname , dat Gifblaar nie FAc na FAc-KoA omsit nie , nie 

noodwendig geldig is nie . Dit mag wees dat Gifblaar nie FAc- KoA na FSS 
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kan omskakel nie. Dit lyk eerder asof die laaste moontlikheid die waarskyn= 

likste is. In 'n verwante spesie, nl. D. toxicarium, is omega- fluoorolei"en= 

suur en omega-fluoorpalmitiensuur aangetref. Hierdie verbindings is heel= 

waarskynlik uit fluoormalonielkoensiem A via FAc-KoA vanaf FAc gevor m . 

Proewe met die toediening van FAc- 2-
14c mag moontlik help om hierdie 

probleem op te los. (Kyk hoofstuk V . ) 

C. Bespreking 

Uit die werk in hierdie hoofstuk weergegee blyk dit dat Gifblaa r in 

staat is om FAc te metaboliseer. Dit verklaar ten minste gedeeltelik waar= 

om ou blare van Gifblaar soveel minder FAc as jong blare bevat. In al die 

ander plante wat getoets is, het FAc tot 'n remming van respirasie gele i. 

M. b. v. MeFAc is 'n veel grater effek op die respirasie van beide 

Gifblaar en Grysappel verkry, wat daarop dui dat die opname van die FAc 

die invloed daarvan op respirasie beperk. Grysappel was baie minder sen= 

sitief as Gifblaar teenoor wat as in vivo vrygestelde metanol beskou is . 

Die feit dat FSS die respirasie van Gifblaar en Grysappel onderdruk 

het en dat FSS in albei gevalle tot 'n verhoging in die SS- konsentrasie gelei 

het,dui daarop dat die Krebssiklus in albei plante voorkcm. Omdat FP met 

beide Gifblaar en Grysappel die respirasie sterk gerem het sander 'n gepaard= 

gaande SS-ophoping, is gepostuleer dat FP die piruvaatoksidase ensiemstel= 

sel inhibeer. Dit het later onder die aandag gekom dat Traub & Ginzburg(lOS) 

in werk wat op soogdierweefsel gedoen is, bevind het dat FP inderdaad 

piruvaatoksidase inhibeer. Hierdie effek van FP is vir saver bekend , nog' ' 

nooit op plante geillustreer nie. Dit dien 4ftt dan ook as 'n verd~re bewys dat 

Gifblaar, wat piruvaatmetabolisme betref, met ander organismes ooreenstem . 
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A. Isolering en identifisering van onbekende aminos u re 

1. Ontdekking van X en Z 

Die voorafgaande respirasieproewe dui daarop dat fluoorasetaat deur 

Gifblaar gemetaboliseer word. Om uit te vind of daar beduidende verskille 

in die samestelling van die belangrikste metaboliete ( organiese sure, amino= 

sure en koolhidrate) na fluoorasetaattoediening ontstaan, is die volgende eks= 

periment uitgevoer: 

Volwasse blare van Gifblaar (0. 05 g in die vorm van skyfies met 

'n deursnee van 8 mm) is op oplossings van 0.1 M KH
2
PO 

4 
met 'n pH van 

4.5 (B), 0.05 M FAc in 0.1 M KH
2
POiH) , 0.005 M FAc in 0.1 M KH

2
Po

4 
(L) 

en water onderskeidelik _in lig by 20°c vir vier uur laat dryf. Die skyfies is 

afgespoel, met 70% etanol geekstraheer en in lipied, kationiese (en amfotere) , 

anioniese en nie-ioniese fraksies verdeel soos in hoofstuk II bespreek. 

Geskikte deelvolumes van die verskillende fraksies is hierna op papier 

gechromatografeer en vergelyk. Die aminosure is tweedimensioneel dalend 

gechromatografeer ( Fenol, BA W), die organiese sure eendimensioneel dalend 

(PAW) en die koolhidrate ook eendimensioneel dalend (BA W). Geen verskille 

kon tussen die verskillende behandelings aangedui word nie. Dit was opval= 

lend dat die posisie van die twee aminosure wat in die hoogste konsentrasie 

voorkom, nie ooreenstem met die posisie van aminosure wat algemeen in plan= 

te voorkom nie. (Sien plaat 5.) 

Die twee aminosure wat hierna X en Z genoem word, het 'n buitenge= 

wone rooibruin kleur met ninhidrien-kollidien (0. 25% ninhidrien in 5% meta= 

noliese 2, 4, 6- kollidien) gelewer en het die volgende Rf waardes gehad: (Die 

standaardafwyking is na agt herhalings bereken.) 
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P 1 a at 5 'n Tweedimensionele chromatogram van die vrye aminosure teen= 
woordig in volwasse blare (2 mg droe gewig) van Gitblaar. (1 = ~ -
aminobottersuur, 2 = X, 3 = alanien, 4 = glutamiensuur , 5 = Z, 6 = 
aspartiensuur, 7 = serien). 
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P 1 a at 6 'n Tweedimensionele chromatogram van die vrye aminosure teen= 
woordig in baie jong blare (3 mg drot:! gewig) van Gitblaar , wat vertikaal 
met BAW en horisontaal met waterversadigde fenol ontwikkel is. (1 = 
leusien/isoleusien, 2 = valien, _3 = ~ -aminobottersuur, 4 = alanien, 
5 = glutamiensuur, 6 = aspartiensuur, 7 = serien, 8 = glisien , 9 = as= 
paragien, 10 = glutamien, 11 = sisteiensuur). 
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* Verbindings Rf in fenol Rf in BAW Ra1· in BAW 

X O. 87 (SA O. 02) 0. 083 (SA 0. 002) 0 . 76 (SA 0. 02) 
z 0. 73 (SA 0. 02) 0. 147 (SA 0. 007) 1. 36 (SA 0. 06) 

* Posisie relatief tot alanien. 

Ander organe van Gifblaar is ook ondersoek en in elke geval bloeisels, 

perikarp , saad, risoompunt) was X en Z dominante aminosure . Dit het voor= 

gekom asof jong blare 'n hoer konsentrasie X en Z as ou blare bevat het. Aan= 

gesien hierdie aminosure wyd verspreid en in so 'n hoe konsentrasie in die 

plant voorkom, is hulle heelwaarskynlik van metaboliese belang en gevolglik 

is besluit om 'n poging aan te wend om die struktuur van hierdie twee verbin= 

dings op te klaar. 

2. Voorafgaande werk op X en Z 

Om vas te stel of die twee onbekende verbindings moontlik seldsame 

aminosure is wat alreeds voorheen in plante aangetref is, is aminosuurkaarte 

waarop die posisies van 'n groot aantal bekende aminosure aangedui is, ge= 

raadpleeg(l0
3

). Die relatiewe posisie t . o. v. bekende aminosure is 'n baie 

beter maatstaf van die identiteit van 'n aminosuur as die blote Rf waarde . 

Dit is dus wenslik om die identiteit van die ander aminosure wat saam met 

X en Z voorkom te bepaal. 

'n Aantal tweedimensionele chromatogramme is gemaak soos voorheen 

beskryf. Daar is telkens aminosure ekwivalent aan die teenwoordig in 1 mg 

(droe gewig) volwasse blare (± 20 µg N) saam met 10 pg van een van die 

vermoedelik aanwesige aminosure gechromatografeer. Die aanwesigheid 

van aspartiensuur, glutainiensuur, serien, X-aminobottersuur en alanien 

onder die vrye aminosure van volwasse blare is hierdeur bevestig . 

Op grond van relatiewe posisie en kleur met ninhidrien- kollidien kon 

Z moontlik sarkosien en X moontlik pipekoliensuur wees . Chromatografie 
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met die toevoeging van sarkosien en pipekoliensuur het hierdie moontlikhede 

uitgeskakel. (Kyk later figuur 14). 

3. Bepaling van die stabiliteit van X en Z 

Om die moontlikheid dat X en/of Z moontlik peptiede mag wees , te 

L ondersoek, en om 'n aanduiding te kry van die stabiliteit van X en Z is suur 

en alkaliese hidrolis op X en Z uitgevoer. 

Suur hidrolise: 

Die aminosuurfraksie uit O. 5 g droe gewig volwasse blare verkry, 

is opgelos in 1 ml water en in 'n 10 cm lange buisie (binnedeursnee 8 mm) 

waarvan die onderpunt toegesmelt is , geplaas waarna 1 ml gekonsentreerde 

soutsuur (11. 3 N) bygevoeg is . Die buisie is aan die bopunt toegesmelt en 

by 100°c vir 24 uur gehou . Die buisie is vervolgens gebreek en met water 

uitgewas waarna die humien afgesentrifugeer is . Om al die soutsuur te ver= 

wyder, is die ekstrak onder vakuum drooggedamp ( < 40° C) en 4 ml water 

is bygevoeg waarna die prose s nog drie keer herhaal is. Die residu is in 'n 

klein volume water opgelos en 'n geskikte deelvolume is met fenol gechroma= 

tografeer. 

Alkaliese hidrolise: 

By 1 ml van dieselfde aminosuurekstrak as hierbo is 1 ml versadig= 

de bariumhidroksiedoplossing gevoeg en die mengsel is in diese lfde tipe bui= 

sie as hierbo geplaas . Die buisie is aan die bopunt toegesmelt en vir 16 uur 

by 100°c gehou. Nadat die buisie gebreek, met water uitgewas en die humien 

afgesentrifugeer is , is die bariumhidroksied omgesit na bariumsulfaat deur 

die pH van die oplossing met 1 N swawelsuur na ongeveer 5 te verlaag . Hier= 

na is O. 5 g bariumkarbonaat bygevoeg om die oormaat swawelsuur om te sit 

na bariumsulfaat . Die onoplosbare presipitate (BaSO 
4 

en BaC0
3

) is afge= 

sentrifugeer en die mengsel is onder vakuum ingedamp na 'n klein volume 

waarvan 'n deelvolume gebruik is vir chromatografie s oos hierbo. 

Soos in figuur 9 gesien kan word , is X en Z nie deur die suur of alka= 
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Figuur 9 Lyndiagram van 'n chromatogram van vrye aminosure uit vol= 
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wasse blare van Gifblaar voor (V) en na hidrolise met alkalie (A) 
en suur (S). 

X 

'lJ - aminobottersuur 
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fraksienommer 

48 0 520 

Figuu r 10 'n Skematiese voorstelling van die fraksionering van vrye aminosure 
uit volwass.e blare van Gifblaar op 'n Dowex 50-X4 kolom wat met s outsuur 
(0 . 075- 2 N) geelueer is. 
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liese hidrolise afgebreek nie. In die geval van die alkaliese hidrolise het 

daar aminosure in die omgewing van alanien ontstaan. Dit kan m oont lik toe= 

geskryf word aan die hidrolise van peptiede wat in klein hoeveelhede teenwoor= 

dig was . 

4. Isolering van X en · Z 

'n Aantal voorlopige proewe is op 'n klein skaal uitgevoer en hieruit 

is 'n bevredigende tegniek vir die isolering van X en Z ve rkry. Dit is r eeds 

vroeg opgemerk dat baie jong blare 'n veel hoer konsentrasie van X en Z op 

droe gewigbasis bevat as ouer blare . In die geval van ouer blare is daar net 

vyf aminosure wat in 'n redelike hoe konsentrasie saam met X en Z v oorkom , 

terwyl daar in die geval van baie jong blare ten minste twaalf ander amino= 

sure in 'n redelike hoe konsentrasie voorkom, soos aangedui op plaat 6 . Ge= 

volglik is besluit om X en Z uit volwasse blare te ekstraheer . 

Driehonderd gram (vars gewig) volwasse bla re van Gifblaar is gewas 

en met 'n sker versnipper, waarna 1. 5 liter 95% etanol (temperatuur - 15°C) 

bygevoeg is om 'n finale konsentrasie van ongeveer 70% etanol te gee . (Die 

blare het 29% water bevat. ) Die mengsel is met 'n 
11
Ultra- turrax"- homogeni= 

seerder fyngemaak terwyl voorsorg getref is dat die temperatuur nie bokant 

25°c styg nie. Voorlopige proewe het aangedui dat 'n groter verskeidenheid 

aminosure by hoer temperature geekstraheer word, moontlik a.g . v . die ont= 

binding van hitte-labiele peptiede wat andersins deur die 70% etanol gedena= 

tureer sou word. 

Die blaarreste is van die ekstrak verwyder deurdat die ekstrak deur 

'n driedubbele laag kaasdoek gedruk is. Die residu is nog twee keer met 1 . 5 

liter 70% etanol geekstraheer waarna die gesamentlike ekstrak gefiltreer en 

onder vakuum na 'n klein volume ingedamp is . Die ekstrak is in 'n skeitregter 

met chloroform geekstraheer om lipiede te verwyder en die proses is herhaal 

totdat die chloroformekstrak kleurloos was. 

Vir 'n voorlopige skeiding is die metode van Hirs , Moore & Stein (
4

0) 
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gebruik wat daarop neerkom dat die aminosure op 'n katioonuitruile r (Dowex 

50-X4) geadsorbeer word terwyl die anioniese (hoofsaaklik organiese sure) 

en nie-ioniese (hoofsaaklik koolhidrate) fraksies met water geelueer w rd . 

Deur die aminosure met soutsuur , waarvan die konsentrasie van 1 N na 4 N 

verhoog word, te elueer , kan 'n skeiding van sekere aminosure bewerkstel= 

lig word. 

Om 'n aanduiding te kry van die hoeveelheid hars wat benodig word om 

al die katione in die ekstrak te adsorbeer is 'n klein deelvolume van die ek= 

strak deur 'n kolommetjie Dowex 50-X4 
+ 

(H -vorm ) gestuur en goed met 

water gewas. Aangesien die waterstofione op die hars deur die katione in 

die ekstrak verplaas word, kan die katiooninhoud van die ekstrak bereken 

word deur die eluaat met natriumhidroksied te titreer(l
4

). Hierdie titrasie 

sal ook die organiese sure insluit wat vry in die ekstrak voorkom, maar in 

vergelyking met die totale aantal katione teenwoordig behoort hierdie faktor 

in die meeste ekstrakte nie 'n groot rol te speel nie . Daar is bevind dat vol­

wasse blare van Gifblaar 1. 6 milli- ekwivalente katione per gram droe gewig 

bevat. Aangesien Dowex 50- X4 'n uitruilkapasiteit van 1 . 3 milli - ekwiva= 

lente per ml hars bevat, sal 261 ml hars nodig wees om al die katione teen= 

woordig in 213 g (droo gewig) Gifblaar blare te adsorbeer . Omdat die Dowex 

50-X4 kolom gebruik sou word vir fraksionering is 'n groot oormaat hars ge= 

bruik. Die kolom wat gebruik is ·was 80 cm hoog met 'n deursnee van 7½ cm. 

Uit voorafgaande eksperimente was dit duidelik dat die onbekende am i== 

nosure vroeg van die kolom gei;;lueer word. Gevolglik is met 'n lae konsentra;= 

sie(0.075 N) soutsuur. begin. Elke 15 minute is 'n nuwe fraksie (-:t 20 ml) m .b.v. 

'n fraksieversamelaar opgevang. 

Elke fraksie is getoets vir aminosure deur 'n druppel eluaat op 

Whatman No. 1 papier te plaas en met ninhidrien te behandel. As gevolg van 

die lae pH het die ninhidrien egter nie reageer nie. 'n Poging is aangewend om 

die soutsuur te verwyder deur dit met 'u warm lugstroom af t e damp . Die 

eluaatkolle het egter swart geword a. g. v. 'n chemiese reaksie van die sout= 
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suur met die papier. Pogings om die soutsuur te verwyder deur dit oor am= 

moniumhidroksieddampe te hou het ook nie heeltemal bevredigende resultate 

gelewer nie aangesien die gevormde ammoniumchloried (of die ammonia wat 

op die papier geadsorbeer is) 'n swak positiewe reaksie met ninhidrien gee. 

Die volgende prosedure het bevredigende resultate gelewer: Uit elke proef= 

buis is 'n druppel eluaat op Whatman 1 papier geplaas en die kolle is met 'n 

koue lugstroom drooggeblaas . Die papier is hierna met 'n gebufferde ninhi= 

drien oplossing (0 .2% in 0. 5 M sitroensuur/natriumhidroksied, pH= 5. 6) 

gespuit, met koue lug drooggeblaas, weer met die gebufferde ninhidrien p= 

lossing gespuit en in 'n oond by 80° C vir 15-30 minute gelaat . 

Toe daar na 140 fraksies nog geen aminosure geelueer is nie , is die 

konsentrasie van die soutsuur na 1 N verhoog. Na 'n nog verdere 150 frak= 

sies is die konsentrasie van die soutsuur na 2 N verhoog. Vanaf fraksie 380 

tot 526 is aminosure geelueer . 'n Monster uit elke tweede fraksie is ver= 

volgens gechromatografeer op Whatman 1 papier met fenol as elueermiddel . 

In figuur 10 word 'n skematiese voorstelling van die fraksionering wat verkry 

is weergegee. Dit is duidelik dat fraksies 404 - 435 Z saam met 'n klein 

hoeveelheid glutamiensuur en aspartiensuur bevat, terwyl daar in fraksies 

468 - 520 behalwe X ook nog alanien en J-aminobottersuur voorkom . Die 

dikte van die dwarsbalke gee 'n aanduiding van die kleurintensiteit en grootte 

van die betrokke aminosuurkol . 

Die suiwering van Z 

Fraksies 404 - 435 is onder vakuum drooggedamp, in water opgelos 

en weer eens drooggedamp om die oormaat soutsuur te verwyder. Die re= 

sidu is in 100 ml 0. 2 N asynsuur opgelos en op 'n 20 x 7 cm kolom van 

Dowex 1-X8 hars in die asetaatvorm geplaas(
78

) . Die kolom is met 0 . 5 N 

asynsuur deurgewas waardeur Z van die twee ander aminoeure geskei is . 

Aspartiensuur en glutamiensuur word baie later as Z verplaas . Z is dus 

heelwaarskynlik nie 'n suur aminosuur nie . 

Die fraksies waarin Z voorkom, is onder vakuum ingedamp en nadat 
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verskillende stelsels uitgetoets is, is bevredigende kristallisering verkry 

deur die residu in warm metanol op te los en warm asetoon by te voeg totdat 

'n permanente vertroebeling net ontstaan . By afkoeling het Z in die vorm 

van fyn wit kristalletjies gekristalliseer . 

Die suiwering van X 

Om X van alanien en ~-aminobottersuur te skei is die metode van 

Hirs, Moore & Stein (
39

) gebruik . Fraksies 468 - 520 is onder vakuum inge= 
+ 

damp na 'n klein volume wat op 'n Dowex 50- X8 (NH 
4 

- vorm) kolom gepla:as 

is. Die aminosure is met 'n oplossing (pH 3 . 1) van ammoniumformiaat in 

40% etanol geelueer. Elke 15 minute is 'n nuwe fraksie van ongeveer 20 ml 

opgevang . Omdat die ammoniumformiaat 'n swak positiewe t oets met ninhi= 

drien gee, is besluit om dit te verwyder voordat toetse op die fraksi~s uit= 

gevoer word. Pogings om die ammoniumformiaatvanaf Whatman No . 1 papier 

te verwyder deur dit onder hoe vakuum af te sublimeer was onsuksesvol , 

heelwaarskynlik omdat die ammoniumformiaat sterk deur die papier gead= 

sorbeer word . Bevredigende resultate is verkry deur waterversadigde fenol 

oor die kolle te laat loop en die papier in 'n koue lugstroom te droog. Hier= 

deur is die kleur wat die ammoniumformiaat met ninhidrien gee , uitgeskakel. 

Die fraksies wat aminosure bevat is hierna met fenol op Whatman No. 1 pa= 

pier gechromatografeer . Fraksies 118 - 123 het net X bevat . Ammonium= 

formiaat is uit fraksies 118 - 123 verwyder deur dit onder vakuum in 'n 

kouevingerapparaat by 40°c te sublimeer. 

X is uit die residu verkry deur dit uit metanol met asetoon te kristal= 

liseer. Na herhaaldelike kristallisering is X gesuiwer deur dit by 75 - 100° C 

onder 'n druk van 0. 01 mm kwik te sublimeer. 

5. Struktuurbepaling van X 

Aangesien een van die eerste stappe in die identifisering van 'n onbe= 

kende verbinding die bepaling van die elementere samestelling is , is X na -· 

die Nasionale Chemiese Navorsingslaboratorium geneem waar mnr . K. P . 
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Kunz 'n elementere analise uitgevoer het . 

X het bestaan uit 46.16% koolstof, 8.34% waterstof, 13 .41% stikstof 

en (deur verskil) 32 . 09% suurstof. Hieruit is gevind dat die relatiewe ver= 

houding van C:H:O:N 3. 84:8 . 28 :0 . 957:2. 005 of, deur met 'n konstante faktor 

te vermenigvuldig, 4. 0:8. 6:1. 0:2.1 is . Dit wil dus voorkom asof die empirie= 

se formule van X C 
4 

H
9

NO 
2 

is. Die elementere samestelling bereken vir 

(C 
4

H
9

NO
2

)n is 46. 58 % koolstof, 8. 80% waterstof, 13. 58% stikstof en 31. 03 % 

suurstof wat goed ooreenstem met die waardes verkry vir X. 

As gevolg van hulle Zwitterioon-geaardheid het aminosure baie hoe 

smeltpunte en gaan die smeltproses gewoonlik gepaard met ontbinding . In 

die geval van X is dit reeds aangedui dat die verbinding gesublimeer kan word . 

Dit is dus nie nodig om 'n vlugtige derivaat van X te berei om 'n massaspek= 

trometriese analise uit te voer nie. 

Die massaspektrum van X is in 'n A. E. I. MS-9 apparaat by 'n inlaat= 

temperatuur van 110° C deur dr. S. H. Eggers verkry (Nasionale Chemiese 

Navorsingslaboratorium, W . N. N. R. , Pretoria). In 'n massaspektrometer 

word die monster in dampvorm deur elekrone gebombardeer, wat daartoe 

lei dat die monster in 'n groot aantal positief-gelaaide brokstukke gesplyt 

word. Hoe beter 'n sekere brokstuk gestabiliseer is, hoe groter is die per= 

sentasie van die totale aantal positief-gelaaide deeltjies wat in daardie vorm 

sal voorkom. Die resultate word in 'n massaspektum weergegee waarin 

die relatiewe voorkoms van brokstukke met verskillende massas (streng ge= 

sproke massa/lading, maar die lading is in die praktyk gewoonlik een) aange= 

dui word. 

Aangesien stikstof a. g. v. ongepaarde elektrone 'n positiewe lading 

kan aanneem, is die belangrikste posisies van splyting vir aminosure 'n 

koolstof-koolstof-band in die alfa posisie vanaf die stikstof-atoom . Die posi= 

tiewe lading is dan op die stikstof atoom gesetel . D. w. s. 

+ 
lewer R- CH = NH

2 
en 

+ 
NH = CH-COOR 

2 



48 

Alfa-aminosure wat nie op die karboksielsuurgroep of stikstofatoom 
+ 

gesubstitueer is nie, sal dus 'n sterk piek by m/e 74 ( NH =CH- COOR) he . 
. 2 

Soos in figuur 11 aangedui, het X nie 'n piek by m/ e 7 4 nie. X is dus 6f 

gesubstitueer op die karboksielsuurgroep 6f op die aminogroep 6f dit is nie 

'n alfa-aminosuur nie . 

Die piek by m/e 103 moet toegeskryf word aan die molekulere-ioon 

wat verkry word deur een elektron uit die molekulere s truktuur t e verwyder. 

Die swak piek by m/e 104 is 'n sterk bewys dat m/e 103 die molekulere- ioon 

verteenwoordig en word verklaar deur die bydrae van die natuurlike isotopie= 

se koolstof (
13 

C), wat ongeveer 1.1 % van natuurlike koolst of uitmaak(ll) . 

Die piek by m/e 103 dui dus aan dat n in die voorwaardelike formule , 

(C
4

H
9

NO
2

)n een moet wees. 

Aangesien daar 'n baie sterk piek by m/e 58 voorkom, kan X nie op 

die karboksielsuurgroep gesubstitueer wees nie. 

R-CH(NH
2

)-COOH 

103 

lewer 
+ 

R-CH= NH 
2 

58 

+ COOR 

45 

Die feit dat die basispiek by m/ e 58 voorkom, dui aan dat X 'n a lfa­

aminosuur moet wees. Ook die feit dat slegs 'n baie swak piek by m/ e 88 
+ + 

( NH
2
=CH-CH

2
- COOH) en geen piek by m/e 102 ( NH

2
=CH-CH

2
- CH

2
- COOH) 

voorkom nie, dui aan dat X nie 'n beta- of gamma-aminosuur is nie. 

Die enigste verklaring is dus dat X 'n N-gesubstitueerde aminosuur 
+ 

moet wees. Die piek by m/e 30 kan net toegeskryf word aan NH- CH
3 

of 
+ NH

2
=CH

2 
wat daarop dui dat X 'n N- metielaminosuur moet wees . 

Met die voorafgaande in gedagte, kan daar net een struktuur vir X 

geskryf word naamlik N-metielalanien (NMA). 

NH - CH 
130 I 3 

CH3t CH -t COOR 

88 ~ 
M.G . = 103 
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Hierdie struktuur word ook deur die volgende ondersteun: 

1. 'n Kernmagnetieseresonansspektrum van X is deur dr. K. G. H. Pachler 

van die Nasionale Chemiese Navorsingslaboratorium getrek, en dit het die 

struktuur van N-metielalanien bevestig . (Sien plaat 7) . 'n Varian A60-ap= 

paraat (60 megasiklusse/sekonde) is gebruik met tetrametielsilaan ( j' = 10. 0) 

as interne standaard. Die enkelpiek by Tau 5.4 verteenwoordig die karboksiel-, 

water- en moontlik imienprotone . Die een- protonkwartet gesentreer by Tau 

6. 36 is waarskynlik toe te skryf aan 'n C- H proton , terwyl die drie- prot on­

enkelpiek by Tau 7. 3 en die drie-proton- dubbelpiek by Tau 8. 53 op die 

N-CH
3

- en C-CH
3

-groepe respektiewelik dui. 

2. Die kleur van X met ninhidrien- kollidien is dieselfde seldsame rooi= 

bruin kleur as wat met sarkosien (N-metielglisien) aangetref word. 

3. Die relatiewe posisie van X t. o. v. alanien is dieselfde as die van sar= 

kosien t. o. v. glisien. (Sien figuur 14 later.) 

NMA is sover vasgestel kan word, nog nooit voorheen in plant_e aange= 

tref nie. Dit is wel gevind as 'n deel van Aktinomisien. Z, 'n antibiot iese stof 

wat deur Actinomyces fradiae gevorm word(l 7). 'n Sintese van NMA is on= 

langs beskryf(
9

l), en dr . Peter Quitt het goedgunstiglik 'n monster beskik= 

baar gestel vir vergelyking met X. 

Soos in plaat 8 aangedui, het X en N-metiel- L-alanien identiese ab= 

sorpsiespektra in die infrarooigebied gehad. 'n Perkin- Elmer 237- apparaat 

is gebruik. X en N-metiel- L-alanien kon nie van mekaar geskei word deur 

met drie verskillende elueermiddels (waterversadigde fenol , BAW en PAW) 

te chromatografeer nie . 

Ten slotte is die spesifieke optiese rotasie van X bepaal . Die waarde 

wat verkry is, nl. + 5. 3° (c = 0. 003 in water) stem baie goed ooreen met die 

(+ 5. 2°) wat in die literatuur aangeteken is (
9
l). Die struktuur van X is dus 

ondubbelsinnig die volgende: 



.,, 

P 1 a at 7 Die kernmagnetiese resonansspektrum van X 

Plaat 8 Die infrarooispektrum van nujol pastas van X (A) en N-metiel - L-
alanien (B). 
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CH
3 

COOR 

I I 
HN C H 

I 
CH

3 

N-metiel- L-alanien 

6. Struktuurbepaling van Z 

Omdat die kristalle van Z taamlik higroskopies was en omdat Z nie 

wou sublimeer nie, maar by ongeveer 190°c ontbind het, is baie meer pro= 

bleme met die suiwering van Z as met die suiwering van X ondervind . 'n 

Analise het aangedui dat Z 7. 4 7% as bevat. Hierdie as kan slegs toegeskryf 

word aan 'n katioon wat aan die karboksielsuurgroep gebind is. 

Op asvrye basis bereken , is die persentasiesamestelling van Z 40. 51% 

koolstof, 7. 45% waterstof, 12. 49% stikstof en (deur verskil) 39. 55% suurstof. 

Die relatiewe aantal a tome is dus 4. 02 koolstof, 8. 81 waterstof, 1. 06 stik= 

stof en 2. 95 suurstof. Dit wil dus voorkom asof die empiriese formule van 

Z C 
4

H
9
No

3 
is. Die elementere samestelling bereken vir (C 

4
H

9
NO

3
)n is 

40. 33% koolstof, 7. 62% waterstof, 11 . 76% stikstof en 40. 30% suurstof wat 

goed ooreenstem met die waardes verkry vir Z . 

Alhoewel Z nie wou sublime er nie, kon 'n bruikbare massaspektrum 

van Z tog verkry word (kyk figuur 12) deur by 'n relatief hoe fulaattempera= 
0 

tuur (190 C) te werk. 

Soos reeds aangedui, lewer alfa--aminosure wat ongesubstitueer is op 

die karboksielsuur- en amiengroep 'n sterk piek by m/ e 7 4 a. g . v. die 

+ . I NH
2
=CH-COOH-ioon. 'n Sterk piek by m e 74 is wel gevind wat dus aandui 

dat Z 'n ongesubstitueerde aminosuur is. 

'n Swak piek by m/ e 119 kan heelwaarskynlik aan die inolekulere­

ioonpiek toegeskryf word aangesien geen pieke by hoer m/ e waardes gevind 

is nie. In die voorwaardelike formule ( C 
4 

H
9

NO 
3 

)n moet n dus een wees . 

Die infrarooispektrum van Z (sien later) het 'n absorpsieband by 3 p gehad , 
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wat aandui dat die derde suurstof 'n hidroksiel- en nie 'n eter-funksie is nie. 

Die struktuur van Z kan dus uit bogenoemde slegs wees: 

CH
2 

OH-CH
2 

CH(NH
2

) COOR 

I 

of CH
3

-CH(OH)- CH(NH
2

)COOH 

II 

Die massaspektrum van Z is meer kompleks as die van X omdat hier 

twee heteroatome (N en 0) voorkom waarop die positiewe lading gestabiliseer 

kan word. Struktuur II kan uitgeskakel word omdat die piek by m/ e 88 

(d.i. 119-31, CH
2
0H = 31) nie hiermee gerym kan word nie. Die tweede 

grootste piek (by m/ e 42) kan in die geval van struktuur I deur die volgende 
+ 

ioon verklaar word: CH
2
=C= NH

2
. Die pieke by m/e 56 en 89 kan egter nie 

bevredigend aan die hand van struktuur I verklaar word nie, en die piek by 
+ + 

m/e 45 (CH
3

-CH= OH of O=C= OH) behoort baie sterker te wees . 

Omdat a. g. v. die lae vlugtigheid van Z by so 'n hoe inlaattemperatuur 

gewerk moes word, kon sekere artefakte moontlik gevorm het. Om hierdie 

moontlikheid uit te skakel en om bevestigende getuienis vir struktuur I te 

verkry, is die etielester van Z volgens die metode van Biemann & Vetter<
12

> 

berei. 

Die metode berus op die volgende omsetting: 

10% etanoliese HCl 
refluks vir 3 uur 

Vir 'n kwantitatiewe omsetting van die aminosuur na die ester behoort die 

reagense heeltemal anhidries te wees. Aangesien droe soutsuurgas nie be= 

skikbaar was nie, en daar nie in 'n kwantitatiewe omsetting belanggestel is 

nie, is 'n gekonsentreerde soutsuuroplossing met a:nhidriese alkohol gemeng. 

Om die hidrochloried na die vry ester om te skakel sonder om die esterbinding 

te hidroliseer, is die produk in 'n vakuumdesikkator gedroog , in dichlorome= 

taan (CH
2 

Cl
2

) opgelos en droe ammoniakgas is vir 'n paar minute deur die 

oplossing geborrel. Die ammoniumchloried wat vorm, is onoplosbaar in 
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dichlorometaan en is deur filtrering verwyder. D. w. s. 

alllmoniak ) 
(CH

2
Cl

2
) 

Die etielester van Z het by 'n inlaattemper atuur van so0 c alreeds 'n 

goeie spektrum gegee soos in figuur 13 aangedui word. Aangesien in figuur 
+ 

13 geen piek by m/e 102 ( NH
2
=CH-COOC

2
H

5
) aangetref word nie, is Z dus 

nie 'n alfa-aminosuur wat ongesubstitueer op die aminogroep is nie , en st r uk= 

tuur I moet uitgeskakel word . Die piek by m/ e 7 4 in figuur 12 moet dus nie 
+ aan 'n NH

2
=CH-COOH-ioon toegeskryf word nie. 

Uit die aard van die saak is dit duidelik dat Z nie 'n karboksielsuur­

gesubstitueerde aminosuur kan wees nie, andersins sou die sintese van die 

etielester nie geslaag het nie en sou Z baie meer vlugtig gewees het en ook 

beslis nie ontbind het by die smeltpunt nie. Z moet dus 'n beta- of gamma­

aminosuur wees of andersins 'n alfa-aminosuur wat op die amiengroep gesub= 

stitueer is. Aangesien die basispieke in figure 12 en 13 by m/ e 7 4 voorkom 

d. w. s. by M - 45 (COOR= 45) (figuur 12) en by M - 73 (COOC
2

H
5 

= 73) 

(figuur 13) en nie by M - 59 (CH
2

-COOH = 59) ens. nie, moet Z 'n alfa­

aminosuur· wees. 

Z moet dus 'n N-gesubstitueerde aminosuur wees en wel een van die 

volgende: 

~-CH2OH NH-CH 
I 3 

NH- CH 
I 3 

CH
3

-CH-COOH of CH
3 

-C(OH)-COOH of CH
2

OH- CH-COOH of 

III IV V 

NH-CH -CH OH NH- CH OH- CH NH-CH
2

CH 
I 2 2 

of 
I 3 

of 
I 3 

CH
2

-COOH CH - COOR CHOH- COOH 
2 

VI VII VIII 

Die etielester van IV, VII en VIII kan nie tot 'n sterk piek by m/ e 116 
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(d. w. s. M - 31, CH
2

OH = 31) aanleiding gee nie, en word derhalwe uitgeska= 

kel. Strukture III en VI kan ook uitgeskakel word omdat pieke by m/e 30 en 

by m/e 89 (figuur 12) nie daaruit verklaar kan word nie. Die struktuur van Z 

moet dus V wees, d. w. s. N-metielserien . Al die pieke kan bevredigend aan 

die hand van struktuur V verklaar word, nl. 

NH - CH 

~3 

CH
2 

OH t- CH -t COOR 

~ HJ 
M.G. = 119 

Ook m/e 42 

en m/e 56 

+ 
CH= N=CH 

2 2 
+ 

CHO-C !!:NH 

en 

of 

of 

NH - CH
3 

ri~7 I 
cH

2
oHTCH -tcooc

2
H

5
. 

~HJ 
M.G. = 147 

+ 
CH=N- CH 

3 
+ 

N=C-CH= OH 

Die baie swak molekulere ioonpiek kan toegeskryf word aan die feit dat 

Z 'n hidroksielgroep bevat. Aangesien die suurstofatoom ook 'n positiewe la= 

ding kan aanneem, is daar so baie relatief-stabiele brokstukke dat die mole= 

kulere ioonpiek baie swak is (ll). 

'n Kernmagnetiesi~sonansspektrum van Z het die struktuur van Z as 

N-metielserien (NlY.IS) bevestig. Die enkelpiek by Tau 5 . 4 verteenwoordig 

die karboksiel; water en waarskynlik imienprotone. Die pieke a. g. v. die 

hidroksie.lproton en die metileenprotone is gesentreer by Tau 6. 05. Die C-H 

proton se pieke is gesentreer by Tau 6. 34 en die drie-protonpiek a. g. v. die 

N-CH
3 

-groepering by Tau 7 . 25. (Sien plaat 9.) 

'n Verdere bevestiging van die struktuur van Z word verkry uit die 

feit dat Z dieselfde seldsame rooibruin kleur met ninhidrien-kollidien oplewer 

as sarkosien (N-metielglisien) en N-metielalanien. Ook is die posisie van Z 

relatief tot ander aminosure op 'n chromatogram presies die verwagte. (Sien 

figuur 14.) In die eerste plek is die posisie van NMA tot Z dieselfde as die 

van die verskillende aminosure tot hulle hidroksiederivate . (Bv . prolien­

hidroksieprolien, fenielalanien-tirosien , alanien- serien, pipekoliensuur -hidrok= 



0.3 

0.2 
(1-OH) 

0 
0.1 CJ 

(6) 

oo (4-'-OH) Q 
(5-OH) 

0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0 

Rf in waterversadigde fenol 

Figuur 14 Posisies van verskillende aminosure op 'n tweedimensionele 
chromatogram. 1 = fenielalanien, 1-OH = tirosien, 2 = pipekolien= 
suur, 2-OH = hidroksiepipekoliensuur, 3 (= 5-NH ) = NMA (X), 
3-OH (= 5-OH-NH

2
) = NMS (Z) , 4 = prolien, 4-08 = hidroksieprolien, 

5 = alanien, 5-OH = serien, 6 = glisien, 6-NH2 = sarkosien. 
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· · k 1· (l03)) Tw d · d. . . Z t t .· d . l"d s1ep1pe o 1ensuur . ee ens 1s 1e pos1s1e van o senen 1ese .l' e 

as die van NMA tot alanien en die van sarkosien tot glisien. 

N-metielserien is sover vasgestel kan word nog nooit voorheen in plan= 

te aangetref nie, maar net soos NMA maak dit 'n deel uit van Aktinomisien Z, 

'n antibiotiese stof gevorm deur Actinomyces fradiae. Die finale stap in 'n 

struktuurbewys is gewoonlik 'n vergelyking met 'n ondubbelsinnig gesinteti= 

seerde verbinding. Aangesien N-metielserien nie elders verkry kon word 

nie, is die verbinding volgens die metode van Q.iitt , et al(
9
l) gesintetiseer . 

Die sintese berus op die volgende omsettings: 

NH -CH-COOR 
2 I + 

QcHo ___ _ 
CH2 ~H 

L-serien bensaldehied 

?H3 0 CH2-N-,H-COOH ( HCHO/HCOOH 

CH
2

OH 

N-bensiel-N-metiel-L-serien 

lH
2
/Pd 

Ysasynsuur 

NH-CH 0 I 3 + CH 
CH2OH-CH-COOH 3 

N-metiel-L-serien tolueen 

QcH=N-,H-COONa 
CH

2
OH 

NaBH
4 

+ 
.H 

0 CH -NH-CH-COOR 
2 I 

CH
2

OH 

· N-bensiel-L-serien 

Aangesien die finale krista.llisering moeilik plaasgevind het, en die 

kristalle higroskopies was, is besluit om die NMS te suiwer deur dit eers op 

'n Dowex 50-X4• kolom te adsorbeer en nadat die kolom goed met water gewas 



P laa t 9 Die kernmagnetiese resonansspektrum van Z . 

P 1 a at 1 0 Die infrarooispektra van nuj ol pastas van Z (A) en N- metiel -
L-serien (B). 
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is, met 0. 1 N ammoniumhidroksied te elueer. Hierna het die kristallisering 

makliker plaasgevind en was die kristalle nie meer higroskopies nie . 

Z en NMS het identiese absorpsiespektra in die infrarooi gebied gehad 

soos aangedui word in plaat 10. 

Ten slotte is die spesifieke optiese rotasie van Z opgelos in 6 N sout= 

suur ook bepaal. Daar was te min van Z oor om 'n noukeurige bepaling van 

die spesifieke optiese rotasie moontlik te maak, maar uit die resultaat was 

dit duidelik dat Z die L-isomeer van NMS is. Die struktuur van Z is dus die 

volgende: 

COOR 
I 

HN-C-H 
I I 
CH

3 
CH

2
OH 

N-metiel-L-serien. 

7. Bepaling van die konsentrasie van NMA (X) en NMS (Z)' in verskillende 
organe van Gifblaar 

Uit vorige eksperimente het dit alreeds geblyk dat jong blare 'n hoer 

konsentrasie NMA as ou blare bevat. Die konsentrasie van NMA en NMS is 

vervolgens in verskillende dele van Gifblaar nagegaan. Aangesien NMA en NMS, 

indien die konsentrasie nie te hoog is nie, goed van die ander aminosure in 'n 

eendimensionele stelsel met fenol as elueermiddel skei, is van hierdie metode 

gebruik gemaak. Indien die aminosure in 'n ekstrak en in standaard monsters 

in ewe groot volumes op dieselfde papier geplaas word en onder dieselfde toe= 

stande gechromatografeer en met ninhidrien behandel word, kan die grootte van 

die kol en die intensiteit van die kleur van die aminosure in die verskillende 

standaarde met die van die betrokke aminosuur in die ekstrak vergelyk word, 

om 'n aanduiding van die konsentrasie van die aminosuur te verkry (l
3

). 

Verskillende dele van Gifblaar (blare van verskillende ouderdom, bloei= 

sels, perikarp, saad en die eindpunte van groeiende risome) is gevriesdroog 
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en daarna volledig met MCW geekstraheer. Nadat die ekstrakte ontvet is , is 

die aminosuurfraksie m. b. v. Dowex 50 hars getsoleer. Die aminosure is 

hierna drooggedamp (onder 40°C) en in 'n klein volume water opgelos . Ver= 

skillende verdunnings van NMA, NMS en die ekstrakte is in 5 mikroliter hoe= 

veelhede op Whatman No. 1 papier geplaas en dalend met fenol gechromatogra= 

feer. Die chromatogramm.e is oornag in 'n koue lugstroom gedroog totdat 

geen fenol:reuk meer waarneembaar was nie en is hierna met ninhidrien- kol= 

lidien gespuit en ontwikkel. 

Uit die grootte en intensiteit van die kolle van verskillende standaarde 

en monsters kon 'n aanduiding verkry word van die konsentrasie van die be= 

trokke aminosuur. Herhalings is oor nouer konsentrasiegebiede gemaak en 

die konsentrasie van die aminosure kon hierdeur met 'n akkuraatheid van be= 

ter as 10% vasgestel word. Deur die verskillende verdunnings in berekening 

te bring, kon die persentasie wat die betrokke aminosuur van die droe gewig 

uitmaak, bereken word. (Sien tabel 6). 

Monster %NMA %NMS %N NMA-* NMS* 

Baie jong blare (nog nie oopgevou) 5 . 6 0. 80 3.60 21.1 2.6 
Jong blare (nog nie gelignifiseer) 2.0 0.45 2.76 9.9 1. 9 
Volwasse blare (einde groeiseisoen) 1.1 0.38 2.20 6.8 2 . 0 
Ou blare (vorige groeiseisoen) 0.3 0.25 1. 53 2.9 1. 9 
Punt van risoom 3.7 1.5 2.23 22.6 7.9 
Bloeisels 3.5 1. 3 2.62 18.2 5.8 
Perikarp 4.3 0.8 2.20 26.6 4.3 
Saad 1.8 0.1 1. 90 12.9 0.6 

Tabel 6 Die NMA-, NMS- en stikstofinhoud (gebaseer op droe gewig) 
van verskillende dele van Gifblaar en *die persentasie van die 
totale stikstof wat toegeskryf kan word aan NMA en NMS in 
verskillende dele van Gifblaar. 

Aangesien die stikstofinhoud van jong blare altyd hoer is as die van ou 

blare, is dit belangrik om te weet of die hoer NMA-inhou\l in jong blare net 

toe te skryf is aan die hoer stikstofgehalte. Die stikstofinhoud van die ver= 
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skillende monsters is derhalwe bepaal en in tabel 6 word die aminosuur stik= 

stof as persentasie van die totale stikstof weergegee. 

Uit die resultate in tabel 6 is dit duidelik dat hoe jonger die blare is , hoe 

hoer is die konsentrasie van NMA en NMS. Dit is bekend dat jonger blare 

baie meer toksies is as ouer blare, d. w . s . jonger blare bevat 'n baie hoer 

FAc-inhoud as ou blare. Dit is dus insiggewend om ook 'n aanduiding van 

die FAc-inhoud van die ander monsters na te gaan om te sien of daar 'n ver = 

band tussen die konsentrasie van NMA en NMS en die konsentrasie van FAc 

bestaan. 

Vervolgens is die totale en anorganiese fluoriedinhoud van die monsters 

deur dr. B. von Sydow bepaal. Hieruit is die organiese fluoorinhoud van die 

monsters, wat sover bekend, slegs aan FAc toegeskryf kan word, bereken. 

(Kyk tabel 7). 

Monster Totale F Anorg. F Org. F 

rBaie jong blare 210.9 1. 7 209.1 
IV olwasse blare 13. 2 0.9 12.3 
Ou blare 16.4 4.6 11. 8 
IRisoompunte 333.1 3.4 329.7 
rBloeisels 69.3 2.1 67 . 2 
IPerikarp 12.7 1.8 10.9 
!Saad 93.4 1.1 92 . 3 

Tabel 7 Die fluoorinhoud van verskillende dele van Gifblaar uitgedruk 
in terme van mikrogram F per 10 mg stikstof. 

Die organiese fluoorwaardes is omgereken (vermenigvuldig met 

87. 04/19) om die 
11

FAc-inhoud" in die verskillende organe te gee . Alhoewel 

die plant al redelik goed ondersoek is , kon daar tot dusver nog geen ander 

fluoorbevattende verbindings opgespoor word nie. Die 11 FAc-inhoud" kan dus 

heelwaarskynlik in 'n baie groot mate aan FAc toegeskryf word. (Kyk tabel 

8). 
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Monster Totale F Anorg. F Org. F %FAc 

Baie jong blare 756.0 6.2 749.8 0. 31 
Volwasse blare 29.0 2.1 26.9 0.01 
Ou blare 25.0 7 . 0 18. 0 0.01 
Risoompunte 740.0 6.5 733.5 0.30 
Bloeisels 182. 0 5.5 176.5 0.07 
Perikarp 28.0 4.0 24.0 0 . 01 
Saad 178.0 2.0 176.0 0. 07 

Tabel 8 Die persentasie FAc gebaseer op droi;; gewig en die fluoorinhoud 
in dele per miljoen (µg F per g droe gewig) van verskillende de= 
le van Gifblaar , 

Uit die voorafgaande tabelle is dit duidelik dat daar 'n redelike goeie 

korrelasie tussen die FAc-inhoud en NMA- en NMS-konsentrasie in die blare, 

risoompunte en bloeisels bestaan. Wat die perikarp en saad betref, pas die 

resultate egter nie by die voorafgaande patroon in nie. 

Dit is interessant dat op stikstofbasis die risoompunte die hoogste FAc­

inhoud gehad het. Dit wil dus voorkom asof FAc in hierdie organe gesintetiseer 

en in die blare afgebreek of vanuit die blare uitgeloog of vervoer word. Dit wil 

ook voorkom asof NMA en veral NMS in die risoom gesintetiseer word. 

8 . Die toksisiteit van NMA en NMS 

Soos reeds opgemerk bevat organe soos jong blare wat baie giftig is, 

baie meer NMA en NMS as die minder giftige ouer blare. Dit is bo twyf el be= 

wys dat die toksien in Gifblaar FAc is, maar dit is nie onmoontlik dat die twee 

aminosure ook giftig kan wees nie. 

Dr. T. W. Naude van Onderstepoort het goedgunstiglik ingewillig om 

die toksisiteit van die twee aminosure op muise uit te toets. 'n Baie groot 

dosis (1000 mg aminosuur per kilogram muisgewig) is deur onderhuidse in= 

spuiting aan twee pare albino wistar-muise (jong gespeende mannetjies waar= 

van die gewigte gewissel het tussen 14 en 21 g) toegedien. Nie een van die 
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muise het enige simptome van vergiftiging getoon nie en by post mortem 9 dae 

na die toediening is ook geen patologiese veranderings opgemerk nie. 

9. Die voorkoms van NMA en NMS in protei'ene 

Aangesien NMA en NMS so 'n groot deel van die vrye aminosuurfrak= 

sie uitmaak, is dit interessant om na te gaan of die twee aminosure ook in die 

proteiene van Gifblaar voorkom. 

Die vrye aminosure is so volledig moontlik uit gevriesdroogde monsters 

van Gifblaar blare, bloeisels, saad en perikarp geekstraheer . Die 
11
vesels" 

is hierna met 6 N soutsuur vir 24 uur by 100°c gehidroliseer soos beskryf 

onder 
11

Bepaling van die stabiliteit van X en Z". As kontrole is jong blare 

waarvan die vrye aminosure nie vooraf verwyder is nie, ook gehidroliseer . 

Al die hidrolisate is hierna tweedimensioneel gechromatografeer soos gewoon= 

lik. 

In nie een van die gevalle, behalwe vir die kontrole, kon NMA of NMS 

aangedui word op die chromatogramme van die hidrolisate nie. Die twee ami= 

nosure kom dus blykbaar nie voor in die proteiene van Gifblaar nie. Soos op 

plaat 11 aangedui, is daar in die geval van die bloeiselhidrolisaat 'n amino= 

suur opgemerk wat nie een van die is wat algemeen in proteiene voorkom nie . 

Hierdie aminosuur was ook die een teenwoordig in die hoogste konsentrasie. 

10. Die voorkoms van NMA en NMS in ander plante 

Soos alreeds genoem, is NMA en NMS sover bekend nog nooit voorheen 

in hoer plante aangetref nie. Dit is egter interessant om na te gaan of hier= 

die aminosure moontlik ook in plante wat saam met Gifblaar groei , gevind 

kan word. Die blare van Parinarium capense (Grysappel) wat in baie opsig= 

te ooreenstem met Gifblaar is gevolglik soos reeds beskryf vir aminosure on= 

dersoek. Uit die chromatogram in plaat 12 uitgebeeld is dit duidelik dat Grys= 

appel nie NMS of NMA bevat nie. 

Aangesien vroeere resultate aandui dat daar moontlik 'n verband be= 



PI a at 11 Chromatogram van 'n proteienhidrolisaat van Gifblaarbloeisels 
waarvan die vrye aminosure vooraf verwyder is. Horisontaal met 
waterversadigde feilol en vertikaal met BA W ontwikkel. 
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staan tussen die metabolisme van FAc en die van NMA en NMS is besluit om 

die aminosure van 'n ander plant wat ook FAc bevat, naamlik Acacia georgina~ ~) 

te ondersoek. Die fillodes van die plant is soos reeds beskryf, geekstraheer 

en die kationiese fraksie is tweedimensioneel gechromatografeer . Uit die re= 

sultate (plaat 13) is dit duidelik dat A. georginae nie NMA en NMS in opspoor= 

bare hoeveelhede bevat nie. Dit wil dus voorkom asof die metabolisme van 

NMA en NMS nie noodwendig met die van FAc gekoppel is nie . 

, B. Die Biosintese v an NMA en NMS 

Die feit dat NMA en NMS in sulke groot hoeveelhede in Gifblaa r voor= 

kom, dui daarop dat hierdie verbindings een of ander belangrike metaboliese 

rol vertolk. Omdat hierdie twee aminosure meer as 30% van die tota le stik= 

stof in die risoompunt verteenwoordig (tabel 6), mag hulle betrokke wees by 

die berging en/of vervoer van stikstof in die planl
29

). 

In 'n hele aantal gevalle is gevind dat 'n hoe NMA- en NMS- konsentra= 

sie met 'n hoe FAc-konsentrasie gepaard gaan (tabelle 6 en 8) . Dit mag dus 

wees dat 'n hoe FAc-konsentrasie aanleiding gee tot die sintese van hierdie 

aminosure, of andersom dat 'n hoe konsentrasie van hierdie aminosure tot 

die vorming van FAc lei. Dit is dus belangrik om meer i . v . m. die metabo= 

lisme van NMA en NMS te wete te kom . 

Die biosintese van nuutontdekte aminosure is gewoonlik een van die 

eerste aspekte wat ondersoek word . Gevolglik is pogings aangewend om die 

biosintese van hierdie twee verbindings na te gaan. Die voor-die- hand-liggend= 

ste sintese van NMA en NMS sal 'n een- stap metilering van alanien of serien 

deur 'n metileringsreagens soos metionien of hidroksiemetieltetrahidrofolien= 

suur <
24

) wees . Dit mag selfs ook wees dat F Ac op die volgende wyse die sken= 

ker van die metielgroep kan wees : 

CH
2

FCOONa + NMA + CO
2 

+ NaF 

La.tere proewe (hoofstuk V) het hierdie moontlikheid uitgeskakel . 



¢-OH ---

P 1 a at 12 Chromatogram van die vrye aminosure teenwoordig in blare 
(18 mg droe gewig) van Grysappel. 

I Ci) 

¢-OH---

P 1 a at 13 Chromatogram van die vrye aminosure aanwesig in fill odes (25 · mg 
droe gewig ) van Acacia georgina,e. 



61 

Met die oog daarop dat 'n groot aantal aminosure uit ketosure ontstaan , 

het prof. F. C. Steward ( Cornell Universiteit, V. S .A.) tydens sy besoek al= 

hier die volgende skema voorgestel: 

NMA + F AD-ensiem 

CH
2 

=C(NH . CH
3

) COOH + 

CH
2

=C(NH. CH
3

)COOH + FADH
2

- ensiem 

NMS 

Om bogenoemde moontlikhede te ondersoek, is voereksperimente met 

die volgende gemerkte verbindings uitgevoer: piruvaat-1-
14c, (l)(P - 1) , 

piruvaat-2-
14c (2)(P-2), piruvaat- 3-

14c (3)(P - 3), glisien- 1-
14c (4)(G-1), 

glisien-2-
14c (5)(G-2), alanien-

14c (6)(A) en serien-
14c (7)(S). 

Uit tabel 6 wil dit voorkom asof hierdie verbindings in die risoompunt 

gesintetiseer word en in ouerwordende blare afgebreek word. Vir die eerste 

eksperiment is die jongste beskikbare blaartjies (± twee weke oud) dus ge= 

bruik. Twee uur nadat 2 . 5 mikrocurie van een van die sewe verbindings op 
I 

sewe genommerde, min of meer j_dentiese blaartjies geplaas is, is die blaar= 
I 

tjies afgeknip, gevries, geekstraheer en gefraksioneer soos in hoofstuk II 
I 

aangedui. 'n Geskikte deelvolume van die aminosuurfraksie is tweedimensio= 

neel op Whatman No. 1 papier gechromatografeer. In nie een van die gevalle 

was die NMS of NMA in die volume wat gechromatografeer is voldoende r a= 

dioaktief om binne twee weke 'n positiewe reaksie op die radio-outogr am te 

toon nie. Nadat die film vir 4 weke blootgestel is, is 'n baie swak kol by die 

NMA posisie aangetref in die geval waar piruvaat- 3-
14c toegedien is . In ta= 

bel 9 word die relatiewe aktiwiteite van die verskillende aminosure op die on= 

derskeie chromatogramme weergegee. (Kyk ook plaat 14). 

Die resultate wat met P-1 , P-2 en P-3 behaal is, het belangrike im= 

plikasies wat in hoofstuk V volledig bespreek word . Verder is dit interessant 

dat glutamiensuur in al die gevalle radioaktief was. Dit wil ook voorkom asof 

glisien omgesit word na serien, maar serien word nie omgesit na glisien nie , 

en dat serien omgesit word na alanien , maar alanien word nie omgesit na se= 
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P 1 a at 14 Radio-outogramme ( oor lyndiagramme van die oorspronklike chro= 
matogramme geplaas) van .die vrye aminosure in baie jong blare van 
Gifblaar nadat piruvaat-1-14c (P-1), -2-14c (P-2), -3-1~c (P-3) en 
alanien-14c toegedien is. (1 = NMA, 2 = alanien, 3 = NMS, 4 = as= 
partiensuur, 5 = glutamiensuur, 6 = serien, 7 = glisien, 8 = glutamii.en, 
9 = ?). 

Gl-1 Al 

i -2 Ser 

P 1 a at 15 Radio-outogramme ( oor lyndiagram.me van die oorspronklike chro= 
matogramme geplaas) van die vrye aminosure in ou blare van Gifblaar 
nadat glisien-1-14c (Gl-1), -2-14c (Gl-2), alanien-14c (Al) en serien- · 
14c (Ser) toegedien is. (1 = NMA, 2 = alanien, 3 = NMS, 4 = glutamien= 
suur, 5 = serien, 6 = glisien, 7 = glutamien, 8 = ? , 9 = aspartiensuur, 
10 = sisteiensuur). 
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rien toe nie. 

1 2 3 4 5 6 7 

P-1 P-2 P-3 G-1 G-2 A s 

Aspartiensuur - + ++ - + + -
Glutamiensuur + ++ ++++ ++ ++ ++ + 
Serien - - - ++ ++ - b. st . 
Glisien - - - +++ +++ - -
Glutamien - - ++ + - + -
Alanien - - ++ + - b . st . +++ 
NMS - - - - - - -
r -aminobotters. - - +++ - - + -
NMA 
Onbekendes 

Tab el 9. 

- - - - - - -
- - - +++ ++++ + ++++ 

Verspreiding van aktiwiteit in die aminosuurfraksie na toedie= 
ning van gemerkte verbindings aan baie jong blare van Gifblaar. 
(+ = net sigbaar, ++ = maklik sigbaar, +++ = sterk kol, ++++ = 
baie sterk kol, b. st. = baie sterk aktiwiteit a. g. v. oorgeble= 
we aktiewe verbinding toegedien.) 

Fowden <
29

> merk die volgende i. v . m . nie-protei'en-aminosure op: 

11
Generally, the study of the biosynthesis is rendered difficult by the slow 

turnover rates found for many of these compounds in plants". Verder bevat 

jong blaartjies so 'n groot hoeveelheid NMA en NMS dat die bietjie radioak= 

tiewe verbinding wat moontlik vorm, baie verdun word deur die ongemerkte 

verbinding. In die volgende eksperiment is gevolglik besluit om ou blare te 

gebruik, om meer radioaktiwiteit (10 mikrocurie) toe te dien en om 'n langer 

tydsverloop (5 uur) toe te laat. Die resultate word weergegee in tabel 10 en 

in plaat 15. 

Uit tabel 10 en plaat 15 is dit duidelik dat NMA die sterkste gemerkte 

verbinding is wat uit alanien gevorm het. In al die gevalle is radioaktiewe 

NMA gevorm. In elke geval was daar ook gemerkte alanien teenwoordig . Dit 

wil dus voorkom asof NMA direk uit alanien gevorm word. Die feit dat ra= 

dioaktiewe NMA ook gevorm het in die geval waar glisien-1-
14c toegedien is, 

bewys ondubbelsinnig dat NMA nie uit pirodruiwesuur en glisien vorm vol= 

gens die skema hierbo aangedui nie. (Volgens die skema dekarboliseer C-1 
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van glisien tydens die vorming van NMA). 

1 2 3 4 5 6 7 
P-1 P-2 P - 3 G-1 G-2 A s 

IAspartiensuur + +++ ++ ++ ++ ++ ++ 

Glutamiensuur + +++ +++ ++ ++ +++ ++ 

Serien - - - +++ +++ + b. st. 
Glisien - - - b . st. b . st. +++ +++ 

Glutamien - +++ +++ ++ ++ ++ + 

Alanien ++ ++ ++ ++ ++ b. st . -1-+ 

NMS - - - - - - + 
ir-aminobotters. - - - - + - -
NMA +++ ++++ ++++ +++ +++ +++++- ++ 
Onbekendes + - - ++ ++ ++ +++ 

Tabel 10 Verspreiding van aktiwiteit in die aminosuurfraksie nadat ver= 
skillende gemerkte verbindings aan ou' blare van Gifblaar t oe= 
gedien is. (Kyk plaat 15) . 

N t · 1 1·k · 14c t d. · · · t e m een geva , naam 1 waar serien- oege 1en 1s, 1s en1ge e= 

ken van radioaktiewe NMS aangetref. Aangesien geen radioaktiewe NMS ge= 

vorm is waar die konsentrasie radioaktiewe NMA baie hoog was nie , wil dit 

voorkom asof NMS deur metilering direk uit serien gevorm word en dat NMS 

nie uit NMA d.m.v. dehidrogenering en hidrering vorm, soos in die skema 

hierbo aangedui nie . 

Verdere werk wat op hierdie tema uitgevoer kan word , behels onder 

meer die bepaling van die skenker van die metielgroep, die verdere metabo= 

lisme van NMA en NMS, en om die biosintese in vitro na t e gaan waarna die 

betrokke ensiem gei"soleer en gekarakteriseer kan word . Op hierdie stadium 

is hierdie aspekte van die werk egter agterwee gelaat. 

C. Bespreking 

Die feit dat Gifblaar, benewens FAc, in alle organe wat ondersoek is 

ook nog 'n baie hoe konsentrasie NMA en NMS bevat , dui daarop dat hierdie 
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aminosure moontlik op een of ander wyse gekoppel is aan die FAc-metabolis= 

me van Gifblaar. Aangesien 'n hoe FAc-konsentrasie in 'n hele aantal organe 

gepaard gaan met 'n hoe NMS- en NMA-konsentrasie, mag dit wees dat 'n 

hoe konsentrasie NMA en/ of NMS lei tot die sintese van FAc of anders ins mag 

'n hoe FAc-konsentrasie lei tot die sintese van NMA en/ of NMS . Derdens mag 

aldrie hierdie verbindings produkte van dieselfde of gekoppelde biochemiese 

prosesse wees. Omdat geeneen van hierdie twee aminosure in 'n ander plant 

wat ook FAc bevat (Acacia georginae) voorkom nie, mag bogenoemde aflei= 

dings verkeerd wees . Dit sal baie interessant wees om na te gaan of hierdie 

verbindings en FAc ook in ander lede van die Dichapetalaceae voorkom . Dit 

mag ook die moeite loon om ander spesies wat FAc bevat, soos bv . verskeie 

Oxylobium- en Gastrolobium-spesies te ondersoek vir hierdie twee aminosure . 

Dit is opvallend dat Gifblaar 'n baie hoe konsentrasie vrye aminosure 

in vergelyking met Grysappel en A. georginae het. (Vergelyk plate 6, 12 en 

13). Verder is NMA en NMS beslis die dominante aminosure in die vrye ami= 

nosuurfraksie. In die groeipunt van die risoom verteenwoordig die stikstof 

aanwesig in NMA 22% van die totale stikstofinhoud van die weefsel. Dit is dus 

moontlik dat NMA en NMS 'n rol speel by die berging en/ of vervoer van stik= 

stof in die plant. 

Dit is ook interessant dat hierdie twee aminosure nie toksies vir 

muise is nie, en dat dit ook nie in die protei'ene van Gifblaar voorkom nie. 

Dit is bewys dat hierdie twee aminosure nie bloot inerte eindprodukte 

van metabolisme is nie, aangesien hoe konsentrasies gemerkte NMA in ou 

blare uit 'n hele aantal radioaktiewe verbindings (alanien, glisien, serien en 

piruvaat) gevorm is. Jong blare beskik blykbaar nie in so 'n groot mate oor 

die vermoe om NMA te sintetiseer nie, maar dit mag moontlik 'n ewewigs= 

verskynsel wees omdat jong blare so 'n hoe konsentrasie NMA bevat. Alle 

beskikbare getuienis dui daarop dat NMA deur metilel'ing uit alanien gevorm 

word. NMS word heelwaarskynlik deur 'n metilering van serien gevorm . 
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Hoofstuk V 

DIE ORGANIESE SUURMETABOLISME VAN GIFBLAAR 

11 
The results indicate the existence of several 

pathways of fluoroacetate metabolism (in the 
intact rat) hitherto not extensively investigated" 
- Gal, Drewes, Taylor(30). 

A. Funksionering van die Krebssiklus 66 

14 
B. Die mikroskaal-sintese van FAc-2- C 69 

C. Die FAc-2-
14c metabolisme van Gifblaar 76 

D. Bespreking 82 
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A. Funks ion er ing van die Krebs s iklu s 

Dit is reeds aangedui dat Gifblaar in staat is om FAc te metaboliseer 

en dat die metabolisme heelwaarskynlik nie deur die Krebssiklus gaan nie . 

In die verband is dit van belang om vas te stel of Gifblaar wel 'n aktiewe 
14 

Krebssiklus bevat. Proewe met die toediening van natriumpiruvaat - 1- C, 

- 2- 14c en :..3-
14c sowel as met sitroensuur 1, 5-

14c is gevolglik uitgevoer. 

Indien piruvaat deur die Krebssiklus gemetaboliseer word, sal die lot= 

gevalle van die drie koolstofatome van mekaar verskil. Die karboksielsuur= 

koolstofatoom ( C-1) sal baie gou as koolsuurgas vrygestel word tydens die 

om setting na asetielkoensiem A. Die koolstofatoom afkomstig vanaf die ke= 

toon-groepering (C-2) sal ten minste een rondte van die Krebssiklus moet 

deurgaan voordat dit as koolsuurgas vrygestel word; en die metielkoolstof= 

atoom sal ten minste twee rondtes van die Krebssiklus moet deurgaan voordat 

dit as koolsuurgas vrygestel word. Gevolglik sal die koolsuurgas afkomstig 

van C-3 stadiger vrykom as die van C-2 terwyl die afkomstig van C-1 baie 

vinnig vrygestel word. Aangesien die tussenprodukte van die Krebssiklus aan 

syreaksies kan deelneem, soos bv. die vorming van glutamiensuur uit alfa­

ketoglutaarsuur en die vorming van aspartiensuur uit oksaalasynsuur , behoort 

'n groter deel van C-3 as van C-2 in aspartiensuur en glutamiensuur (en pro­

dukte hiervan) ingebou te word indien die Krebssiklus funksioneer. Gevolglik 

behoort daar dan in die geval waar piruvaat -3-
14c toegedien is 'n groter ak= 

tiwiteit in die aminosuurfraksie te wees as waar piruvaat-2-
14c toegedien is . 

Indien piruvaat uitsluitlik deur die Krebssiklus gemetaboliseer word , behoort 

daar in die geval waar piruvaat-1-
14c toegedien is, geen aktiwiteit in die a= 

minosuurfraksie te wees nie. Dit moet egter in gedagte gehou word dat ge= 

merkte alanien ook uit piruvaat-1-
14c kan vorm. 

Sitroensuur 1, 5-
14c en piruvaat-1-

14c, -2-
14c en -3-

14c is aan jong 

(volgroeid, maar nog sag) en ou blare van Gifblaar in die veld toegedien. Vyf 

mikrocurie (10 mikroliter) van een van bogenoemde verbindings is op naasten= 

by identiese genommerde blare gesmeer soos reeds beskryf. Die blare is na 
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drie uur afgelmip , in MCW by -80°c gedompel, gehomogeniseer , geekstraheer 

en gefraksioneer waarna die aktiwiteit in die verskillende fraksies bepaal is 

soos in hoofstuk II aangedui . (Kyk tabel 11). 

Lipiede Koolhidrate Org. sure Aminosure 

P -1 01 0. 13 2.97 94.78 2 .12 
P -2 02 0.40 2.08 93.41 4 . 10 
P -3 03 2.41 3.42 88.14 6 . 00 
ss 04 1.39 2.28 91.19 5 . 14 

P - 1 Jl o. 68 6.05 89.65 3.63 
P - 2 J2 1. 54 4.54 90.72 3.21 
P-3 J3 5.81 5.17 85.67 3.35 
ss J4 0. 92 0.45 97.12 1.51 

Tab e 1 11 Die persentasie van die totale aktiwiteit wat herwin is teenwoor= 
dig in verskillende fraksies nadat piruvaat-1-14c (P -1), piru= 
vaat-2-14c (P-2), piruvaat-3-14c (P-3) en sitroensuur 1, 5-14c 

(SS) aan ou (0) en jong (J) blare van Gifblaar toegedien is. 

Die organiese sure is eendimensioneel (PAW en E MW) en die 

aminosure tweedimensioneel (BA W en fenol) gechr omatografeer, waarna ra= 

dio-outogramme gemaak is. 

'n Groot aantal radioaktiewe verbindings is aangetref (± 10 by die PAW 

chromatogram en± 8 by die EMW chromatogram). Die konsentrasie van die 

meeste van hierdie verbindings was nie hoog genoeg om 'n positiewe toets met 

die kleurreagens (anilien-glukose) te gee nie. Daar was nie opvallende kwa= 

litatiewe verskille tussen die verskillende behandelings nie. In alle gevalle 

is daar radioaktiwiteit op die posisie van appelsuur en sitroensuur aangetref. 

Dit is baie interessant dat daar in elke geval, behalwe waar piruvaat-

2-14c aan ou blare en sitroensuur-1, 5-
14

c aan jong blare toegedien is, 'n re= 

delike sterk aktiwiteit op die posisie van FAc in albei (PAW en EMW) chro= 

matogramme aangetref is. Dit mag dus wees dat FAc onder sekere omstan= 

dighede uit pirodruiwesuur en sitroensuur gevorm kan word. Aangesien die 

radioaktiewe FAc" uit piruvaat-i-, -2- en -3
14

c gevorm het, is dit nie net 
" 
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'n geval van dekarboksilering en dan fluorering van piruvaat nie. FAc vorm 

dus heelwaarskynlik uit een of ander produk van piruvaat-metabolisme . Aan= 

gesien hierdie resultate eers op 'n laat stadium van die ondersoek behaal is , 

is die saak, alhoewel dit baie interessant en belangrik is, voorlopig agter= 

wee gelaat . 

Uit die radio-outogramme van die aminosure tree daar 'n paar be= 

langrike aspekte na vore. Die relatiewe aktiwiteit van die aminosure word 

in tabel 12 weergegee . 

01 02 03 04 Jl J2 J3 J4 

IAspartiensuur 
Glutamiensuur 
Glutamien 
IAianien 
INMA 
Onbekendes 

Tabel 12 

P-1 P-2 P-3 ss P-1 P -2 P - 3 ss 

+ +++ ++ ++ - ++ + -
+ +++ +++ ++++ + +++ +++ ++++ 
- ++ + + - - + ++ 

++ ++ ++ ++ - - + -
++ + +++ +++ - - + -

+ ++ - - +++ - - -

Verspreiding van aktiwiteit in die aminosuurfraksie nadat 
piruvaat-1-14c (P-1), piruvaat-2-14c (P-2), piruvaat- 3-14c 
(P-3) en sitroensuur-1, 5-14c (SS) aan jong (J) en ou (0) bla= 
re van Gifblaar toegedien is. 

Uit die resultate is dit duidelik dat NMA-
14

c in elke geval by die ou 
14 

blare gevorm het. In die geval van jong blare het NMA- C net gevorm 

waar piruvaat-3-
14

c toegedien is. 

By al die behandelings is glutamiensuur-
14

c gevorm. Dit_ is verstaan= 

baar dat glutamiensuur die eerste gemerkte aminosuur sal wees indien pirn= 

vaat deur die Krebssiklus na alfa-ketoglutaarsuur gemetaboliseer word om= 

dat die omsetting van piruvaat na alanien d. m. v. alaniendehidrogenase blyk= 

baar riie aktief in plantweefsels plaasvind nie<
24

). Die vorming van alanien ~ 
14

c vind heelwaarskynlik plaas deur transaminasie tussen glutamiensuur n 

. t 14c . h' d' . t 1 I b . kt' f . . I t <24> p1ruvaa - aangesien ier ie ensiems e se a1e a 1e 1s m p an e . 

Dit is nie moontlik om volgens konvensionele biochemiese roetes te 
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verklaar hoe glutamiensuur-
14c uit piruvaat-1-

14c vorm sonder dat alanien 

eers radioaktief is nie . Dit kan nie via asetielkoensiem A, s itroensuur, 

is ositroensuur en alfa- ketoglutaarsuur plaasvind nie, omdat C- 1 van piru= 

vaat dekarboksileer tydens die vorming van asetielkoensiem A daaruit. Dit 

kan ook nie via appelsuur of oksaalasetaat en dan soos hi rbo deur die Krebs= 

siklus uit a lfa- ketoglutaarsuur vorm nie omdat die koolsuurgas wat vrykom 

net voor die vorming van alfa-ketoglutaarsuur in hierdie geval van C- 1 van 

pirodruiwesuur a fkomstig is . 

Indien sitroensuur- 1, 5-
14c slegs deur die Krebssiklus gemetabuli= 

seer word , sal aspartiensuur baie minder radioaktief as glutamiensuur wees , 

omdat radioaktiewe koolsuurgas tydens die vorming van suksinielkoensi m A 

uit alfa- ketoglutaarsuur vrygestel word. Dit is dan ook inderdaad gevind dat 

a spartiensuur baie minder aktief as glutamiensuur is. Alanien word heel= 

waarskynlik via appelsuur en piruvaat uit sitroensuur gevorm, terwyl NMA, 

soos reeds aangedui, uit alanien ontstaan. Die merkpatroon dui dus daarop 

dat die Krebssiklus wel 'n aktiewe rol speel in die metabolisme van Gifblaar. 

By ou blare is daar orals alanien-
14c gevorm, terwyl by jong blare 

net in een geval 'n geringe mate van alanien-
14c gevorm is. 'n Aanvaarbare 

verklaring is dat piruvaat by jong blare vinniger deur die Krebssiklus wegge= . 

metaboliseer word, terwyl die Krebssiklus by ou blare blykbaar 'n minder 

belangrike rol speel en piruvaat-
14 

C ondergaan dus 'n syreaksie met gluta= 

. 1 . 14C. NMA 14 m1ensuur om a anien- en - C te vorm. 

Indien die resultate wat met baie jong blare behaal is in hoofstuk IV 

(sien plaat 14) beskou word, is dit duidelik dat die Krebssiklus volgens voor= 

afgenoemde argumente , hier 'n nog groter rol speel as met jong blare . Hier= 

die resultate is in ooreenstemming met die van ander werkers wat gevind het 

dat die Krebssiklus 'n minder belangrike rol vervul na mate plante ouer worJ.
7

) . 

B . Die m ikro skaal- sintese van FAc-2- 14 c 

Die respirasieproewe het aangedui dat FAc wel deur Gifblaar gemeta= 
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boliseer word, en dat die metabolisme blykbaar nie via die Krebss iklus 
en 

plaasvind nie . Om hierdie resultate te bevestig aet om te probeer nagaan 

langs watter weg FAc wel gemetaboliseer word , is voereksperimente me · 

radi aktiewe FAc van groot belang. Omdat die halfleeftyd van di isotope 
. . 17 18 20 21 (54) 

van fluo r so kort 1s, F = 66 s , F = 112 m , F = 11 s , F = 5 s ), 

kan fluoorgemerkte FAc nie maklik gebruik word nie . Die beste alternatief 

is om k lstofgemerkte FAc toe te dien . Aangesien hierdie verbinding ni 

in die handel verkrygbaar is nie, is pogings om FAc uit radioaktiewe vuor= 

gang rs te sintetiseer , aangewend. 

Saunders & Worthy(
96

) het 'n metode beskryf vir die sintese van FAc-

2- 14 C wat berus op die fluorering van metielbroomasetaat- 2-
14 

C met kalium= 

fluoried (KF) onder anhidriese toestande in 'n roterende , verseelde outoklaaf 

by 200°c vir 3½ uur lank . Alhoewel die metode in hulle hande 37-50% van die 

teoreties -moontlike hoeveelheid gelewer het, kon daar nooit opbrengste van 

h ~ r as 20% in ons laboratorium verkry word nie . Die lae opbrengste mag 

toegeskryf word aan die feit dat die outoklaaf moontlik nie heeltemal anhidrie s 

afgesluit kon word nie . 

Behal we vir die feit dat hierdie metode spesiale apparaat benodig, het 

dit die tekortkoming dat 11 % van die metielbroomasetaat (MeBrAc) na 3½ uur 

verhitting by 220°c ontbind het . Dit lewer nie alleen laer opbrengste nie , 

maar lei moontlik ook tot kontaminering van die eindproduk met ontbindings= 

produkte . 

Deur etielchloorasetaat met KF opgelos in gesmelte asetamied (AA) 

te fluoreer , kon Bergmann & Blank (S) etielfluooras taat met opbrengste van 

60- 63 % berei. Omdat broom 'n beter verlatende groep vir die nuk:leofiele 

aanval van fluoor is, en omdat metielbroomasetaat- 2-
14

c kommersieel ver= 

krygbaar is , is hierdie verbinding as uitgangstof gebruik. 

In die metode van Bergmann & Blank(S) is makrohoeveelhede etiel= 

chloroasetaat met verpoeierde anhidriese kaliumfluoried/asetam ied 1:1, g:g) 

gemeng en na verhitting is die produkte m. b. v . fraksion le distillasie geskei. 



71 

Uit die aard van die saak is dit nie moontlik om dieselfde prosedure op 1n mi= 

kroskaal toe te pas nie. 'n Mikrometode wat gebaseer is op die reaksie in 1n 

verseelde buis is gevolglik ontwikkel. 

Die sintese berus op die volgende reaksies : 

CH
2

FCOOCH
3 

+ KBr 

+ NaOH CH
2

FCOONa CH
3

0 H 

Om die optimale toestande vir die sintese van FAc te vind , is die in= 

vloed van temperatuur , tydsduur van reaksie en die verhouding van KF/ AA 

tot MeBrAc op die omsetting na MeFAc bepaal. 

·n Mengsel van gelyke dele anhidriese kaliumfluoried en vars gedis= 

tilleerde asetamied is fyngemaal en oor magnesiumperchloraat in 'n desik= 

kator geberg . 'n Pyrex-glasbuisie van 10 cm x 3 cm wat aan die een kant 

toegesmelt is , is ongeveer 3 cm vanaf die oop punt vernou, en 'n bekende 

gewig KF/ AA is ingevoeg . Nadat die gevulde buisie oornag oor magnesiumper= 

chloraat gedroog is , is dit vinnig met 'n rubber ampulleproppie afgesluit . 

M. b . v. 'n mikrospuitjie is die vooratbepaalde hoeveelheid MeBrAc (50-150 

mg) bygevoeg. 'n Dun inspuitnaaldjie is hierna deur die ampulleproppie ge= 

druk en terwyl die basis met droe ys afgekoel is , is die buisie met 'n kl in 

vlammetjie verseel. Hierna is die verseelde buisie in 'n termostaties-be= 

heerde oond vir die vooratbepaalde tyd en temperatuur verhit . 

In die voorlopige eksperimente wat daarop gemik was om die optima= 

le reaksietoestande te bepaal , is die glasbuisie wat die reaksieprodukte bevat, 

in 'n vysel wat petroleumeter (kookpunt 40-60°C) bevat, fyngemaal. Die in= 

houd van die vysel is kwantitatief na 'n Erlenmeyerfles oorgebring en vir 30 

minute met ± 60 ml petroleumeter opgeskud om die Me FAc te skei van die 

onoplosbare KF . Die gefiltreerde ekstrak is hierna met natriumhidroks ied 

a lkalies gemaak waardeur MeFAc na FAc omgeskakel is . Die petroleumeter 

is by 40°C afgedamp waarna die FAc in 'n bekende hoeveelheid water pgelos 
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is . Die fluoriedinhoud van die oplossing is bepaal soos beskryf in hoofs t k 

II. Ekwivalente hoeveelhede KF is ook met petroleumeter geekstraheer en 

die fluoriedinhoud van die ekstrakte (gewoonlik baie laag) is a s kontrole ge= 

bruik . 

Deur die eksperiment te herhaal met verskillende temperature en tyds= 

dure van verhitting en met verskillende MeBrAc tot KF + AA verhoudings , 

is die optimale toestande bepaal. Dit is gevind dat verhitting van 'n 1:1. 4 

mengsel van MeBrAc tot KF + AA (g :g) vir 30 minute by 100°c die ho gste 

opbrengste (± 65%) lewer. In figuur 15 word twee stelle resultate weergegee. 

Vir die sintese van radioaktiewe MeFAc onder optimale toestande is 

enkele wysigings op die voorafgaande prosedure toegepas . In 'n voorlopige 

sintese waar hierdie gewysigde metode toegepas is met nie-radioaktiewe 

MeBrAc as uitgangstof is gevind dat 64% van die MeBrAc omgesit is na 

MeFAc . Dit ism. b. v . infrarooispektroskopie vasgestel dat, die FAc wat 

gesintetiseer is, meer as 95% suiwer was. Die spektrum van die gesinteti= 

seerde FAc het meer ooreengestem met 'n standaard spektrum a s selfs kom= 

· mersiele FAc (Fluka) wat as ten minste 98% suiwer gespesifiseer is . Die 

verskille tussen die spektra van die gesintetiseerde F Ac en die standaard= 

spektrum kan toegeskryf word aan BrAc wat blykbaar in klein hoeveelhede 

teenwoordig was . 

As uitgangstof vir die sintese van FAc-2-
14c is 3 . 0 millicurie 

MeBrAc-2-
14c van 

11
The Radiochemical Centre" (Amersham) gekoop. Hier= 

die verbinding het 'n spesifieke aktiwiteit van 4. 7 4 mc/mM gehad, en was 

radiochemies 95% suiwer. 

Die afgekoelde flessie waarin die MeBrAc-2-
14c ontvang is , is ge= 

breek en in 'n effens groter droe Pyrexbuis wat aan die een punt toegesmelt 

was, geplaas. Die voorafberekende gewig KF / AA is in 'n gewysigde treg= 

tertjie afgeweeg, in die tregtertjie gedroog en vinnig oorgebring na die 

MeBrAc-2-
14c in die binneste buisie soos in figuur 16 aangedui. Die groot 

buis met die reagense is hierna toegesmelt terwyl die onderpunt in droe ys 
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gehou is, waarna dit vir 30 minute by 100°c in 'n oond verhit is. Die reak= 

siebuis is in 'n groter, sterk proefbuis (A in figuur 16) wat van 'n geslypte 

prop voorsien is, geplaas en geskud totdat die uitgetrekte punt afgebreek het 

en die inhoud in proefbuis A uitgestort het. Nadat die onderpunt van proef= 

buis A in drot:! ys afgekoel is , is die proefbuis verbind aan die fraksioneerbuis 

soos in figuur 16 aangetoon . 

Vir die skeiding van die MeFAc-2-
14

c van die ander reaksieprodukte is 

'n mikrovakuumdistillasieprosedure wat basies dieselfde, alhoewel baie een= 

voudiger, is as die wat Saunders & Worthy(
96

) gebruik het, aangewend . Ter= 

wyl pr~efbuis A nog steeds by -so0
c gehou is, is die fraksioneerapparaat na 

0. 05 mm kwik geevakueer. Die verskillende dele van die fraksioneerapparaat 

is nou afgekoel na die temperature aangedui in figuur 16 en hierna is proef= 

buis A toegelaat om oor 'n tydperk van 5 uur na 20° C te verwarm om 'n ef= 

fektiewe fraksionering van die dampe tussen B en C te bewerkstellig. By 

'n druk van 0. 05 mm kwik kook asetamied by 21°c, MeBrAc by -25°C en 

Me F Ac by ongeveer -45 ° C. Kaliumfluoried en kaliumbromied smelt onder 

atmosferiese druk eers by 880°c en 730°c respektiewelik en sal gevolglik in 
' 

buis A agterbly. 

Nadat die fraksionering voltooi is, is die horisontale gedeelte van die 

fraksioneerbuis tussen A en B, Ben C, en C en D afgesmelt met 'n klein saam= 

gepersde lug-butaan vlammetjie, terwyl die onderste gedeeltes van die buise 

in droe ys gehou is. 'n Klein druppeltjie MeFAc-2-
14

c kon onder in deel C 

van die fraksioneerbuis gesien word. Nadat deel C goed gedroog is aan die 

buitekant, is dit geweeg, afgekoel en m. b. v. 'n glasmes aan albei kante oop= 

gemaak. Die MeFAc-2-
14

c is met 'n klein oormaat verdunde natriumhidrok= 

sied (bereken op 'n opbrengs v&.n 64%) uitgewas, gevolg deur ongeveer 4 ml 

water. Die oplossing is in 'n vrieskas by -20°c bewaar. Deur die droe , lee 

gedeeltes van C te weeg, is bereken dat 58% van die MeBrAc-2-
14

c omgesit 

is na MeFAc-2-
14

c. 
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Figuur 16 Die apparaat gebruik vir die sintese van MeFAc-2-
14c en vir die fraks ioner:ing van die reaksieprodukte . 
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3. Die suiwerheid van die gesintetiseerde FAc-2-
14

c 

Om die suiwerheid van die FAc-2-
14

c na te gaan is van dalende pa= 

pierchromatografie gebruik gemaak. Beide 'n suur (EMW) en alkaliese (PA¥/) 

stelsel is aangewend . Dit het geblyk dat 'n groot deel van die radioaktiwiteit 

onder suur toestande vervlugtig, en gevolglik is net die alkaliese s telsel ver= 

der gebruik. 

Die FAc-2-
14

c-preparaat is saam met verskillende standaar de ge= 

chromatografeer en 'n outoradiogram is van die chromatogram gemaak. 

(Kyk plaat 16) . Dit het geblyk dat FAc-2-
14

c in vier radioaktiewe komponen= 

te (Rf= 0.57, 0.49, 0.35, 0.25) geskei is en dat die komponent met die hoog= 

ste aktiwiteit dieselfde Rf as FAc gehad het. 

Die vraag ontstaan nou of daar werklik vier verskillende verbindings 

in die preparaat aanwesig is, en of twee of meer van hierdie verbindings 

ewewigsvorms van dieselfde verbinding is . In hierdie verband is die volgen= 

de stelling van belang: 
11

When chromatographing salts or organic compounds 

one may often find that they split into acids and bases which travel indepen= 

dently of each other" (l9). (Kyk ook verwysing(5l)). Natriumfluoorasetaat 

kan dus in 'n ammonia-bevattende oplosmiddel twee kolle nl. fluoorasynsuur 

(of natriumfluoorasetaat) en ammoniumfluoorasetaat lewer. 

Om hierdie moontlikheid te ondersoek, is 'n groot hoeveelheid FAc 

in die vorm van 'n streep op Whatman No. 3 papier gechromatograieer. 'n 

Vertikale strook is uitgeknip en met anilien-glukose behandel. Daa.r is bevind 

dat hier ook twee verbindings voorkom wat 'n positiewe reaksie met die kleur= 

reagens gee. (A Rf= 0. 75 , B Rf= 0. 33) Met die vertikale strook as gids is 

die papier wat A en B bevat uitgeknip en met water geelueer. Toe hierdie twee 

verbindings later in dieselfde stelsEi (PAW) gechromatografeer is, is gevind 

dat A ook tot B oorsprong gee en dat B ook tot A oorsprong gee . 

Dieselfde prosedure is met FAc-2-
14

c herhaal en daar is bevind dat 

komponent 1 (dieselfde Rf as A) en komponent 3 tfieselfde Rf as B) ook ewe= 
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wigsvorms van mekaar is. Dit is ook bevind dat komponent 2 dieselfde Rf 

as glik~olsuur het. 

Om uit te vind wat die bydrae van die verskillende komponente tot die 

totale radioaktiwiteit is, is 2 mikroliter (± 0. 6 mikrocurie) van die FAc-2-14c­
oplossing_ met PAW op Whatman No. 3 papier dalend gechromatografeer . 

M. b. v. 'n bladaluminiumskerm en 'n Geiger-Mtiller telbuis is die tyd beno= 

dig vir 320 tellings vir· elke cm vanaf die oorsprong tot by die front van die 

chromatogram bepaal soos in hoofstuk II uiteengesit. Hieruit kon die impulse 

per minuut teenoor die afstand vanaf die oorsprong gepunteer word soos in 

figuur 17 aangedui. Dit is duidelik dat die twee komponente van FAc ( 1 en 3) 

vir die grootste gedeelte van die aktiwiteit verantwoordelik is. Deur die op= 

pervlaktes onder die kromme te bepaal blyk dit dat FAc 94% (86. 6 + 7. 4%), 

Glikolsuur 4.4% en die onbekende verbinding 1. 6% van die totale aktiwiteit 

uitmaak. 

Indien in ag geneem word dat die uitgangsproduk 95% suiwer was , is 

die 94% suiwerheid van die FAc heeltemal bevredigend. 

Omdat die glikolsuur-
14c ook gemetaboliseer kan word, mag dit in 

sekere gevalle belangrik wees om FAc-2-
14c in 'n suiwer vorm te he. Aan= 

gesien die FAc-2-
14c so 'n hoe spesifieke aktiwiteit het (4. 74 mc/mM), kan 

'n mikrofraksioneermetode gebruik word. Die eenvoudigste metode is m. b. v . 

preparatiewe papierchromatografie. 

'n Groot hoeveelheid (± 1 ml) FAc-2-
14c is in die vorm van 'n streep 

op deeglik-gewaste Whatman No. 3 papier geplaas en is dalend met PAW ge= 

chromatografeer. M. b. v. 'n radio-outogram wat van die chromatogram ge= 

maak is, is die posisie van die verskillende komponente presies aangedui. 

Die deel van die chromatogram wat net NH
4 

FAc (komponent 1) bevat, is uit= 

gelmip en onder 'n klokglas geelueer deur met water afwaarts te 11 chromato= 

grafeer". Die eluaat is by 'n lae temperatuur na ± ½ ml ingedamp en hierdie 

oplossing is as 
11

NH
4 

FAc-2-
14c11 gebruik in verdere proewe. In figuur 17 

word die verspreiding van die aktiwiteit in 'n PAW-chromatogram van 
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NH 
4 

FAc-2-
14 

C ook aangedui. Dit is duidelik dat die preparaat alreeds 'n 

klein hoeveelheid (2. 4%) van die ewewigsvorm van NH
4 

FAc-2-
14

c bevat en 

dat geen radioaktiewe glikolsuur of 
11
komponent 4" teenwoordig is nie . (Kyk 

ook plaat 16). 

Nadat die metode uitgewerk is, is gevind dat Gal, Drewes & Taylor (
3

0) 

ook 'n verbetering van die metode van Saunders & Worthy(
96

) wat gebaseer 

is op die metode van Bergmann & Blank(S)' uitgewerk het. Hulle het die ma= 

krometode van Bergmann & Blank direk op 'n semimikrometode toegepas , 

deur 3 millicurie EtClAc-2-
14

c met 1.4 gm EtClAc te meng, maar hulle kon 

slegs 'n opbrengs van 25% verkry. Behalwe vir die feit dat hulle produk 'n 

18 keer laer spesifieke aktiwiteit as my produk gehad het, was daar 'n veel 

groter persentasie onsuiwerhede aangetref wat heelwaarskynlik 'n gevolg van 

die meer-drastiese toestande is. Die outeurs vermeld ook die volgende: 

11Attempts to exchange the bromoester with KF under the conditions used for 

the chloroester were unsuccessful". Dit is reeds genoem dat broom teore= 

ties makliker as chloor deur fluoor verplaas word. Jndien geskikte toestande 

dus toegepas word, is dit duidelik dat met MeBrAc as uitgangsproduk 'n hoer 

opbrengs verkry sal word as met MeClAc. 

Nadat hierdie werk afgehandel is, het 'n artikel van Ward & Huskis= 
(111) . . (30) .. 

son verskyn waarm die metode van Gal, et al krities ondersoek en 

verbeter is. Net soos hierbo is dit ook deur hulle bevind dat radioaktiewe 

suksinaat nie 'n onsuiwerheid in die reaksieproduk uitmaak soos deur Gal, 

et al(30) gerapporteer is nie. (Die verbinding wat deur Gal, et al(30) as 

suksiensuur beskou is, is moontlik die ewewigsverbinding van FAc) . Die 

metode van Ward & Huskisson (lll) het 'n effens h~r (68 % teen 65 %) opbrengs 

as die hierbo-uitgewerkte metode gehad, maar dit vereis duur en gespesiali= 

seerde apparaat, soos bv. 'n preparatiewe gaschromatograaf. 

C. Die fluoorasetaat -2-
14

c-metabolisme van Gifblaar 

Soos reeds aangedui is, het Louw(SS) bevind dat die anorganiese 
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P 1 a at 1 6 PAW-chromatogram van organiese sure. 1-5 met anilien-
glukose behandel, 6+7 tadio-outogram. (1 = NH4 FAc, 2 = FAc, 3 = 
BrAc, 4 = suksiensuur, 5 = glikolsuur, 6 = FAc-2-14c, · 7 = 
NH4 FAc-2-14c). 
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fluoorinhoud van Gifblaar blare verhoog indien die blare van FAc voorsien 

word. Dit wil dus voorkom asof Gifblaar anorganiese fluoried kan vrystel 

uit FAc. Indien dit gebeur, kan die res van die molekule verder 11normale" 

metabolisme ondergaan. Deur FAc-2-
14c toe te dien kan nagegaan word of 

bogenoemde wel gebeur en kan dit definitief bewys word of Gifblaar FAc 

metaboliseer of nie. 

'n Groot aantal voorlopige proewe is uitgevoer om vas te stel wat die 

wyse van toediening en tydsduur van blootstelling se invloed op die versprei= 

ding van die radioaktiwiteit in die verskillende metaboliete is. 

Ten eerste is jong en ou blare gepluk en in die een geval is die radio:; 

aktiewe FAc op d~e blare gestryk, terwyl die blare toegelaat is om in die 

tweede geval die FAc-2-
14c via die blaarsteeltjie op te neem. Die blaartjies 

is verwerk soos in hoofstuk II beskryf. Daar was radioaktiewe verbindings 

teenwoordig in al die verskillende fraksie's. D. m. v. chromatografie en 

radio-outografie is vasgestel dat die radioaktiwiteit in 'n aantal onbekende 

organiese sure, in een onbekende koolhidraat en in twee onbekende aminosure 

gelee was. Dit het hieruit alreeds voorgekom asof FAc-2-
14c wel gemeta= 

boliseer word. 

Omdat dit onprakties is om elke blaartjie dop te hou totdat al die ak= 

tiwiteit deur die blaarsteeltjie opgeneem is, sonder dat dit droog word, is 

die onderpunt van 'n takkie met 4 blare, wat onder water afgeknip is, in 'n 

groot'hoeveelheid FAc-2-
14c geplaas en die blare aan die bopunt is na ver= 

skillende tye afgeknip. Hierdie blare is ook geanaliseer soos die ander, 

maar dit is gevind dat daar baie min aktiwiteit in die verskillende fraksies 

teenwoordig is. Die FAc is dus blykbaar nie doeltreffend vervoer na die 

blare toe nie. 

Die grootste beswaar teen bogenoemde metodiek is dat die metabo= 

lisme van die afgeknipte blaar moontlik verskil van die van die blaar wat 

nog aan die plant geheg is. Dit is bv. gevind dat die aminosuursamestelling 

van bogenoemde blare verskil van die van varsgeplukte blare. 
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Vervolgens is besluit om FAc-2-
14c eerder aan lewende plante in 

die veld toe te dien en 6 mikrocurie is oor die oppervlakte van 'n volwasse 

blaar gestryk. Die blare is na verloop van die volgende tye afgeknip, in 
0 

MCW by -8 0 C geplaas en later verwerk soos reeds beskryf: 0 m, 1 m, 

2½ m, 6 m, 10 m, 15 m, 23 m, 30 m, 45 m, 90 m, 3 uur, 6 uur, 10 uur, 

15 uur, 25 uur, 41 uur. Die organiese sure is in PAW en EMW gechroma= 

tografeer en outoradiogramme is hierna gemaak. Daar was 5-6 radioaktie= 

we verbindings teenwoordig in al die behandelings, maar nie een van die ver= 

bindings wat met anilien-glukose reageer het, was radioaktief nie. Die ra= 

dioaktiwiteit op die FAc posisie het algaande verminder totdat daar na 10 uur 

slegs 'n baie klein aktiwiteit bespeur is. Dit wil dus voorkom asof die FAc 

weggemetaboliseer is, of uit die blaar vervoer is. Onder die aminosure was 

daar twee wat na 45 minute blootstelling gemerk was. Nie een van hierdie 

twee was in 'n groot genoeg hoeveelheid teenwoordig om met ninhidrien 'n 

kleur · te gee nie. Hulle het net onderkant aspartiensuur en glutamiensuur op 

'n fenol-chromatogram verskyn. Na 'n blootstelling van 10 minute was daar 

'n koolhidraat (X) wat positief met anilien-glukose reageer het, gemerk. 

Hieruit wil dit voorkom asof FAc wel gemetaboliseer word en wel via 

twee onbekende aminosure en 'n onbekende koolhidraat. 

Omdat daar in die vorige eksperiment ook met die kontrolebehande= 

· 1ing so 'n groot aantal radioaktiewe verbindings uit FAc-2-
14 

C in die organie= 
14 

se suurfraksie gevorm is, is besluit om ook met NH 
4 

FAc-2- C proewe uit 

te voer. 'n Aantal voereksperimente is met NH
4 

FAc-2-
14c uitgevoer en dit 

het geblyk dat daar nou minder radioaktiewe organiese sure aanwesig was en 

dat dieselfde koolhidraat as voorheen gemerk was. By die aminosuurfraksie 

was glisien sterk radioaktief. Aangesien glisien-
14c ook by die kortste behan= 

deling (1 minuut) ontstaan het, het die vermoede ontstaan dat NH
4 

FAc-2-
14c 

chemies omgesit word na glisien-
14c tydens die prosedure. 

D.w.s. 
CH

2
FCOONH

4 
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Toe proewe met doodgestoomde blare uitgevoer is, is dit inderdaad 

bevind dat gemerkte glisien ontstaan het in die geval waar NJI
4 

FAc-2-
14

c op 

die blaar gesmeer is. Die selbestanddele van Gifblaar bevat dus moontlik 

een of antler verbinding wat die omsetting van NH 
4 

FAc na glisien kataliseer 

of anders is dit een of antler stap van die prosedure, moontlik die adsorpsie 

aan die Dowex 50 hars, wat die omsetting bewerkstellig. 

In 'n laaste proef, die resultate waarvan volledig weergegee word, is 

die invloed van FAc-2-
14

c (FA), NH
4 

FAc-2-
14

c (AFA) en NaAc- 2-
14

c (NaA) 

op jong (J) en ou (0) blare van Gifblaar en op volwasse blare van Grysappel 

(P) bepaal. Ongeveer 5 mikrocurie van een van die drie radioaktiewe ver= 

bindings is op die betrokke blaar gesmeer soos reeds aangedui. Die blare 

is na 5 uur afgeknip en verwerk soos reeds aangedui. Die aktiwiteit in die 

onderskeie fraksies is ook bepaal soos in hoofstuk II aangedui en die resul= 

tate word in tabel 13 weergegee. Chromatogramme en radio-outogramme 

is van die organiese sure (PAW en BMW), die koolhidrate (BAW) en die a= 

minosure (waterversadigde fenol) gemaak. Die resultate word in tabel 14 

en plate 17, 18, 19 en 20 weergegee. 

11 FA-O 
12 AFA-O 
13 NaA-O 
14 FA-J 
15 AFA-J 
16 NaA-J 
17 FA-P 
18 AFA-P 
19 NaA-P 

Tabel 13 

Lipiede Koolhidrate Aminosure Org. sure 

o. 08 8.20 25.00 270.98 
0.00 3.63 13.78 142.20 
4.61 26.65 98.63 119.45 
3.15 2.90 10.35 235 . 15 
2.30 2.23 5.43 141. 08 

70.85 40.03 43.55 74 . 15 
2.80 1. 58 . 1. 75 245. 23 
3.70 0.85 12.48 54.90 

184. 03 23.38 94.20 67.15 

Die aktiwiteit (in t. p. m. x 1/1000) van verskillende fraksies 
van ou (0) en jong (J) blare van :f¼itblaar en volwasse blare 
van Grysa,.ppel (P) nadat FAc-2- C (FA), NH

4 
FAc-2-14c 

(AFA) en NaAc-2-14c (NaA) toegedien is. 
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P 1 a at 1 7 Radio-outogramme ( oor lyndiagramme van die oorspronklike PAW-
chromatogramme geplaas) van die organiese sure na toediening van radio­
aktiewe verbindings. (11, 12, 13 = jong en 14, 15, 16 = ou Gifblaarblare , 
17, 18, -19 = Grysappel) (11, 14, 17 = FAc-2-14c, 12, 15, 18 = 
NH4FAc-2-14c en 13, 16, 19 = NaAc-2-14c toegedien)(l = askorbiensuur 
2 = appelsuur, 3 = suksiensuur, 4 = sitroensuur). 

BMW. 

0 

0 

0 

Plaat 18 Radio-outogramme (oor lyndiagramme van die oorspronklike BMW-
chromatogramme geplaas) van die organiese sure na toediening van radio= 
aktiewe verbindings. (1 = suksiensuur, 2 = appelsuur , 3 = sitroensuur , 4 = 
askorbiensuur) (Kyk na plaat 17 vir verdere gegewens). 



11 12 13 14 15 16 17 18 19 
FA-0 AFA-0 NaA-0 FA-J AFA-J NaA-J FA-P AFA-P NaA-P 

Appelsuur + - - - - +++ - - +++ 
Askorbiensuur ++ - + ++ - - - - -
FAc ++++ +++ - ++++ +++ - ++++ +++ -
Glikolsuur ++ + + ++ - + +++ + ++ 
Sitroensuur - - - - - ++ - - ++ 
Suksiensuur - - +++ - - +++ - - +++ 
Ander org. +++ - +++ ++++ - - +++ +++ ++ 

sure (3) (3) (5) (3) (2) (1) 

------------------ ------ ------- ~------- ______ : ------ ------- ------~------ ------
Xilose - - + - - - - - -
Fruktose + - ++ - - + - - ++ 
Glukose + - ++ - - ++ - - ++ 
X +++ ++ ++++ ++ ++ +++ + + +++ 

~----------------- ------ ~------ ~------- ------ ------ ------- ------ ------- ------
NMA - + - ++ - - + - - -
~-am. bottersuur - - + - - ++ - - -
Alanien 
Glisien 
Serien 
Glutamiensuur 
Aspartiensuur 
Ander amino-

sure 

Tabel 14 

- - +++ - - ++ - - ++ 

- + - - + - - + -
- ++ - - - - - - -
+ - ++++ + - ++ - - ++++ 
- - +++ - - - - - ++ 

+++ - + ++ + + - - +++ 
(1) (1) (1) (1) (1) (4) 

Die relatiewe radioaktiwiteit van verskillende metaboliete van Gifblaar en Grysappel nadat radioak= 
tiewe verbindings toegedien is. (FA= FAc-2-14c, AFA = NH4 FAc-2- 14c, NaA = NaAc-2-14c, 
0 = Ou blare van Gifblaar, J = Jong blare van Gifblaar, P = Volwasse blare van Grysappel (Farina= 
rium capense) . 

00 
0 
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P 1 a at 19 Radio-outogramme ( oor lyndiagramme van die oorspronklike chroma= 

Plaat 

togramme geplaas) van die aminosure van Gitblaar en Grysappel nadat radio= 
aktiewe verbindings toegedien is. (1 = NMA, 2 = gamma-aminobottersuur, 
3 = NMS, 4 = alanien, 5 = glisien, 6 = serien, 7 = glutamiensuur, 8 = 
aspartiensuur, 9 = sistei'ensuur) (Kyk na plaat 17 vir verdere gegewens). 

-- - -----------------~ 

,JI 

1' 

2 0 Radio-outogramme (oor lyndiagramme van die oorspronklike chro~at~ 
gram geplaas) van die koolhidrate van Gifblaar en Grysappel nadat ~ad1oak­
tiewe verbindings toegedien is. (xil.. = xilose' fr. = fruktose, gl. - glukose) 
(Kyk na plaat 17 vir verdere gegewens) . 
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Dit is duidelik dat ou blare van Gifblaar FAc:2-
14c meer aktief geme= 

taboliseer het as jong blare. Die belangr,ikste organiese suur wat in albei 

gevalle gemerk was, was askorbiensuur. Dit moet in: gedagte gehou word 
. · 14 

dat glikolsuur 'n onsuiwerheid in die preparaat van FAc-2- C is. Die 

koolhidraat X en glutamiensuur was ook in albei gevalle gemerk . Die feit dat 

ou blare FAc beter metaboliseer as jong blare ondersteun die teorie dat ou 

blare minder FAc as jong blare bevat omdat die FAc weggemetaboliseer word . 

Dit is interessant dat NMA ook in die geval van ou blare gemerk was . 

Die blare van Grysappel is ook in staat om FAc- 2-
14c tot 'n geringe 

mate te metabolise er . Een van die onbekende organiese sure is heel waar= 

skynlik fluoorsitroensuur. Die feit dat die aktiwiteit hier soveel m inder was 

as wat die geval met Gifblaar was , skakel die moontlikheid dat slegs 'n nie­

ensiematiese proses hierby betrokke was, uit. 

Daar is baie minder radioaktiewe verbindings uit NH
4 

FAc-2-
14c ge= 

vorm. Die koolhidraat X was weer eens een van die belangrikste gemerkte 

verbindings. Die feit dat soveel minder radioaktiewe verbindings uit 
14 

NH
4 

FAC-2- C gevorm is, mag moontlik aan 'n swakker opname en/of swak= 

ker vervoer van NH 
4 

FAc na die aktiewe posisies in die sitoplasma toegeskryf 

word . 'n Ander moontlikheid is dat die groter aantal radioaktiewe verbindings 

in die geval waar FAc-2-
14c toegedien is, aan radioaktiewe onsuiwerhede wat 

verder gemetaboliseer is , toegeskryf moet word, maar dit lyk baie onwaar= 

skynlik indien die hoeveelheid radioaktiwiteit wat in die vorm van onsuiwerhe= 

de toegedien is, in ag geneem word. Indien dit die onsuiwerhede is wat oor= 

sprong gee aan die ander gemerkte verbindings sou 'n niens kon verwag om 

dieselfde gemerkte verbindings ook in die geval van Grysappel aan te tref. 

Wat die metabolisme van NaAc-2-
14c betref, stem die merkpatroon 

wat by jong blare van Gifblaar en by Grysappel aangetref is, goed ooreen , en 

albei pas baie goed in by die idee dat die Krebssiklus 'n belangrike rol in die 

metabolisme speel. Net soos met piruvaat-
14c aangetref is, het die merk= 

patroon aangedui dat die Krebssiklus nie so 'n groot aandeel in die metabo= 
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lisme van ou blare as van jong blare van Gifblaar het nie. Ook hier is bevind 

dat NMA in die geval van ou blare gemerk was. Verder was die onbekende 
14 

koolhidraat (X) in elke geval waar NaAc-2- C toegedien is, radioaktief. 

Pogings is aangewend om die identiteit van X vas te stel. Ekstrakte 

van Gifblaar-koolhidrate is met BA W gechromatografeer en hierna met die di= 

fenielamien-anilien-fosforsuurjeagens<
52

) gespuit. Beide die kleur (donker= 

bruin) en die Rf het aangedui dat die verbinding glukuroonsuur is. Toe ander 

oplosstelsels en kleurreagense op standaard glukuroonsuur toegepas is , het 

dit duidelik geword dat X definitief nie glukuroonsuur is nie. 

Met orsinol-trichloorasynsuur het X dieselfde kleur as die ketoheksoses 

gegee. A. g. v. die posisie op die chromatogram kon afgelei word dat X nie 

een van die algemene ketoheksoses is nie. Die moontlikheid het bestaan dat 

X 'n disakkaried mag wees, maar nie een van sellobiose, laktose, maltose of 

sukrose het dieselfde kleur as X met verskillende kleurreagense gegee nie. 

M. b. v. preparatiewe papierchromatografie is ·n klein hoeveelheid van X in 

'n suiwer vorm verkry. Die verbinding is hierna volgens die metode van 

MacRae & Castro(
62

) gehidroliseer. Toe die hidrolisaat gechromatografeer 

is, is slegs glukose gevind. Tyd het ongelukkig nie toegelaat dat verdere aan= 

dag aan hierdie saak bestee word nie. Laastens is egter nagegaan of X fluoor 

bevat of nie volgens die metode in hoofstuk II beskryf. Dit het geblyk dat X 

geen fluoor bevat het nie, soos ook verwag is, aangesien X blykbaar ook in 

Grysappel voorkom. (Kyk plaat 20). 

D. Bespreking 

In hierdie afdeling is dit bewys dat Gifblaar oor 'n aktiewe Krebssiklus 

beskik en dat die Krebssiklus 'n groter rol in die metabolisme van jong as van 

ou blare speel. Daar is ook tentatiewe aanduidings verkry dat die blare van 

Gifblaar in staat is om F Ac uit piruvaat en sitroensuur te sintetiseer. 

'n Metode is uitgewerk vir die mikroskaal-sintese van FAc-2-
14c wat 
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is . 
'n verbetering op.die reeds beskrewe metodes~ Die metode berus op die om= 

. 14 14 
settmg'8.n MeBrAc-2- C na MeFAc-2- C deur KF wat in asetamied opge= 

los is. Dit is bevind dat ender optimale toestande (verhitting van ·n 1:1. 4 

(g:g) mengsel van MeBrAc tot KF + AA vir 30 minute by 100°c) ·n 65% op= 

brengs van MeFAc teweeggebring is. Toe die suiwerheid van die gesinteti= 
14 

seerde FAc-2- C bepaal is, is bevind dat FAc twee komponente op ·n PAW-

chromatogram lewer. Die preparaat het op grond van radioaktiwiteit uit 94% 
14 14 

FAc-2- C, 4. 4% glikolsuur-2- C en 1. 6% van 'n onbekende verbinding 
14 

bestaan. (Die uitgangstof vir die sintese, nl. MeBrAc-2- C, was radioche= 

mies 95% suiwer). 

Toe FAc-2-
14c aan Gifulaarblare toegedien is, is bevind dat 'n 

onbekende koolhidraat na 10 minute gemerk was, en dat twee onbekende ami= 

nosure na 45 minute radioaktief was. Die aminosure was in so 'n lae konsen= 

trasie teenwoordig dat hulle nie positief met ninhidrien op die chromatogram 

reageer het nie. 

Daar is bevind dat NH
4 

FAc deur 'n nie-ensiematiese proses ty= 

dens die bewerking omgeskakel is na glisien. 

Voorts is bevind dat ou blare F Ac meer aktief metabolise er as 

jong blare. Dit pas in by die teorie dat die laer konsentrasie FAc in ou bla= 

re aan die wegmetabolisering daarvan toegeskryf kan word. 

Grysappel was ook in staat om FAc in ·n geringe mate te metabo= 

liseer. Dit mag wees dat Grysappel FAc op ·n identiese wyse as Gifblaar me= 

taboliseer met die uitsondering dat Gifulaar in staat is om die omsetting na 

FSS te verhoed. Die groot verskil tussen Gifblaar en Grysappel is dus daarin 

gelee dat FAc nie deur Gifblaar na FSS omgeskakel word nie, terwyl FAc, 

a. g. v. FSS-vorming, die metabolisme van Grysappel sterk inhibeer. 

Uit die resultate is dit duidelik dat die hoofroete van metabolisme , 

veral in ou blare , nie na enige lipiede is nie. Grysappel het ·n hoer konsentra= 

sie gemerkte lipiede uit FAc-2-
14c as die ou blare van Gifblaar gevorm . 

Die feit dat die onbekende koolhidraat wat na 10 minute alreeds ge= 

merk was, geen fluoor bevat nie, dui daarop dat fluoor op een of ander wyse 
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uit FAc vrygestel is. Dit is al aangedui dat fluoorpiruvaat (FP) fluoor vry= 

stel indien dit met sulfuidrielgroepe reageer(
2

), maar dit is baie onwaarskyn= 

lik djit FAc-metabolisme in Gifblaar langs hierdie weg plaasvind omdat FP 

respirasie rem terwyl FAc respirasie stimuleer, en tweedens omdat die 

merkpatroon na toediening van FAc-2-
14c nie hierdie teorie bevestig nie . 

Indien FAc na FAc-KoA omgesit word, mag lg. verbinding met CO
2 

reageer 

om malonielkoensiemA te vorm waarvan die C-F-binding baie verswak sal 

wees. 'n Ander moontlikheid is dat fluoorasetoasetaat kan vorm en dat hier= 

die verbinding 'n onstabiele F-binding mag bevat. 
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SAMEVA TTING 

Uit die resultate van die respirasieproewe is dit duidelik dat Gifblaa r 

wel in staat is om FAc te metaboliseer. Dit verklaar, ten minste gedeeltelik, 

waarom ou blare soveel minder FAc as jong blare bevat. Hierdie resultate 

is bevestig deur proewe wat met FAc-2-
14c uitgevoer is. Daar is naamlik 

bevind dat ou blare radioaktiewe FAc beter metaboliseer as jong blare . Dit 

is dus duidelik dat die vermindering van die FAc-konsentrasie namate die 

blaar ouer word in 'n groat mate toegeskryf kan word aan die wegmetabolise= 

ring van FAc. In die gevalle waar FAc aan kont:r;oleplante toegedien is , is 

gevind dat 'n verhoging van die FAc-konsentrasie altyd tot 'n onderdrukking 

van respirasie gelei het. 

Voorts is bevind dat die opname van FAc 'n beperkende faktor betref= 

fende die invloed van FAc op die respirasie van Gifblaar is. MeFAc het tot 

'n hoer stimulering van die respirasie gelei omdat dit makliker opgeneem 

word. Hoe konsentrasies van beide MeFAc as MeAc het egter tot 'n verla= 

ging van die respirasietempo van Gifblaar gelei. Die verklaring hiervoor het 

heel waarskynlik te doen met die in vivo vrystelling van metanol. 

Dit is interessant dat die stimulerende invloed van FAc op die respi= 

rasie van Gifblaar met tyd afneem. Dit mag moontlik toegeskryf word aan 

die effek van 'n verlaging van die suurstofspanning in die Warburgflessie. 

Toe respirasieproewe met fluoorsitroensuur ( FSS) onderneem is, is 

bevind dat FSS die respirasie van Gifblaar sterk onderdruk. Dit beteken dus 

dat Gifblaar nie FAc na FSS omskakel nie, en dit dui ook daarop dat Gifblaar 

oor 'n aktiewe Krebssiklus beskik, veral omdat late:r;e proewe ·n ophoping van 

sitroensuur aangedui het . Aangesien die omsetting van FAc na FSS 'n twee 

stap-proses is, d. w. s. eerstens aktivering van die FAc (vorming van FAc­

KoA) en tweedens 'n kondensering van die geaktiveerde FAc met oksaalase= 

taat om FSS te vorm, is dit van belang om te weet of Gifblaar moontlik een 

van hierdie omsettings kan bewerkstellig. 
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Aangesien FAc-KoA nie kommersieel verkrygbaar is nie , is r espira= 

sieproewe met fluoorpiruvaat ( FP) aangewend met die doel om FAc-KoA in 

vivo vanuit FP te laat vorm, en dan vas te stel of die respirasie ger em word. 

Remming van die respirasie sal aandui dat FAc-KoA na FSS omgeskakel word . 

Daar is bevind dat die respirasie van beide Gifblaar en Grysappel (kontrole= 

plant) gei·em word , maar in hierdie gevaJ is geen sitroensuurophoping gevind 

nie. Dit wil dus voorkom asof FSS nie uit FP deur Gifblaar of Grysappel ge= 

sintetiseer word nie . Hieruit is gepostuleer dat FP die piruvaatoksidasestel= 

sel in plante inhibeer . 

Dit mag wees dat Gifblaar glad nie oor die nodige ensiemstelsels be= 
14 

skik om asetaat te aktiveer nie. Proewe met NaAc-2- C het egter die teen= 

deel bewys. Die kom dus daarop neer dat Gifblaar van ander plante verskil 

daarin dat dit kan onderskei tussen asetaat en FAc. Die plant beskik dus oor 

'n meganisme om die vorming van FSS uit · FAc te verhoed. 

Die vrye aminosuurkonsentrasie van Gifblaarweefsels is besonder 

hoog in vergelyking met die van ander plante. Van die vrye aminosur e is 

daar twee wat in 'n baie hoe konsentrasie voorkom en wat, volgens die posi= 

sie op 'n chromatogram, nie algemeen bekende aminosure is nie. Die twee 

aminosure is gei'soleer en m. b. v. elementere analise, massaspektrometrie , 

kernmagnetiese resonansspektrometrie en infrarooispektroskopie is vasgestel 

dat die twee aminosure N-metiel-L-alanien (NMA) en N-metiel-L-serien (NMS) 

is . Hierdie aminosure is sover bekend nog nooit voorheen in plante aangetr ef 

nie. 

Die konsentrasie van hierdie twee aminosure is in blare van verskil= 

lende ouderdom, risoompunte, perikarp, saad en bloeisels van Gifblaar be= 

paal. Dit het geblyk dathoe jonger die blaar is, hoe hoer is die NMA en NMS 

konsentrasies . Toe die FAc-konsentrasie in dieselfde monsters bepaal is , is 

bevind dat , afgesien van die perikarp 'n hoe NMA- en NMS-konsentr asie met 

'n hoe FAc-konsentrasie gepaard gaan. Dit mag beteken dat_ FAc die meta= 

bolisme so beihvloed dat NMA en NMS gesin1etiseer word, of anders mag 
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NMA en/of NMS tot die vorming van FAc lei. Toe 'n ander plant (Acacia 

georginae) wat ook FAc bevat, ondersoek is, is bevind dat geen NMA of NMS 

teenwoordig" is nie. Die metabolism:e van FAc is dus moontlik nie aan die van 

hierdie twee aminosure gekoppel nie. 

In die risoompunt van Gifblaar verteenwoordig die stikstof aanwesig 

in NMA 22 % van die totale stikstofinhoud van die weefsel. Dit is dus moontlik 

dat NMA en NMS 'n. rol speel by die berging en/ of vervoer van stikstof in die 

plant . Nie een van die twee aminosure het in die protei'ene van die blare , 

bloeisels, saad of perikarp van Gifblaar voorgekom nie . Hierdie aminosure 

was nie toksies vir muise nie en het ook nie onder die aminosure van Grys= 

appel voorgekom nie . 

Voorts is bewys dat hierdie twee aminosure nie· bloot inerte eindpro= 

dukte van metabolisme is nie, aangesien hoe konsentrasies gemerkte NMA 

in ou blare uit 'n hele aantal gemerkte verbindings (alanien, glisien , serien, 

piruvaat, asetaat en ook FAc) vorm. Jong blare beskik skynbaar nie in so 

'n groot mate oor die vermoe om NMA te sintetiseer nie. Net in enkele ge= 

valle is geringe tekens van aktiwiteit in NMA by ekstrakte van jong blare 

wat van radioaktiewe verbindings voorsien is, aangetref. Alle beskikbare 

gegewens dui daarop dat NMA deur metilering uit alanien vorm. In een eks= 

periment is 'n aanduiding gevind dat NMS deur metHering uit serien vorm. 

Dit sal van belang wees om vas te stel watter verbinding die skenker van die 

metielgroep is. 

. 14 . . 14 . 14 
Proewe wat met p1ruvaat-l- C, piruvaat-2- C, piruvaat-3- C, 

. 14 . 14 . . 
s1troensuur-l, 5- C en natrmmasetaat-2- C u1tgevoer 1s, het bewys dat 

Gifblaar oor 'n aktiewe Krebssiklus beskik. Dit het ook duidelik geword dat 

hoe jonger die blaar is, hoe groter is die rol wat die Krebssiklus in die me= 

tabolisme speel. Daar is aanduidings gekry dat die blare van Gifblaar onder 

sekere omstandighede in staat is om FAc uit piruvaat en sitroensuur te sin= 

tetiseer. 



88 

'n Metode is uitgewerk waardeur MeBrAc-2-
14c met 'n opbrengs van 

14 
65% na Me FAc-2- C omgesit kon word. Hierdie met ode is 'n verbetering 

op reeds beskrewe metodes vir die mikroskaal-sintese van FAc-
14c . Die 

preparaat het uit 94% FAc, 4. 4% glikolsuur en 1. 6% van 'n onbekende ver= 

binding bestaan. 

14 
Toe FAc-2- C aan Gifblaarblare toegedien is, is bevind dat 'n onbe= 

kende koolhidraat na 10 minute radioaktief was en dat twee onbekende amino= 

sure na 45 minute gemerk was. Die aminosure was in so 'n lae konsentrasie 

aanwesig dat hulle nie positief met ninhidrien op die chromatogram reageer 

het nie. 

Toe die onbekende koolhidraat ondersoek is, is bevind dat die verbinding 

geen fluoor bevat het nie. Aangesien hierdie verbinding al reeds 10 minute na= 

dat FAc-2-
14c toegedien is, gemerk was, dui dit daarop dat een van die vrpee 

stappe van die metabolisme van FAc met die vrystelling van ·fluoried gepaard 

gaan. Dit is reeds voorheen aangedui dat FP fluoor vrystel indien dit met 

sulfhidrielgroepe reageer <
2>, maar dit is baie onwaarskynlik dat FAc-metabo= 

lisme in Gifblaar langs hierdie weg plaasvind omdat FP respirasie rem, ter= 

wyl FAc respirasie in hierdie plantsoort stimuleer, en tweedens omdat die 

merkpatroon na toediening van FAc-2-
14c nie hierdie teorie bevestig nie. In= 

dien FAc na FAc-KoA oorgeskakel word, mag laasgenoemde verbinding met 

CO
2 

reageer om malonielkoensien Ate vorm waarvan die C-F-binding baie 

verswak sal wees. 'n Ander moontlikheid is dat fluoorasetoasetaat kan vorm 

en dat hierdie verbinding 'n onstabiele F-binding mag bevat. Daar is aandui= 

dings gevind dat NH 
4 

FAc nie-ensiematies na glisien verander kan word met die 

vrystelling van fluoried . Die feit dat geen gemerkte glisien aangetref is in 

die gevalle waar FA.c-2-
14c toegedien is nie, bewys dat FAc nie op hierdie 

wyse gemetaboliseer word nie, maar dit dui op nog 'n moontlikheid waarvol= 

gens die C-F-binding gebreek kan word. 

Aangesien D. toxicarium 'n hoe konsentrasie van twee fluoorbevatten= 

de vetsure het , is vermoed dat die metabolisme van FAc grotendeels via die 
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lipiede sal gaan. Daar is egter bevind dat slegs 'n geringe mate van aktiwi= 

teit , veral by ou blare, in die lipiedfraksie aangetref word. Grysappel het 

selfs 'n hoer konsentrasie gemerkte lipiede as die ou blare van Gifblaar uit 
14 

FAc-2- C gevorm. 

Grysappel was ook in staat oin FAc in 'n geringe mate te metaboli= 

seer. Dit mag wees dat Grysappel FAc op 'n identiese wyse as Gifblaar me= 

taboliseer met die uitsondering dat Gifblaar in staat is om die omsetting na 

FSS te verhoed. Na aanleiding hiervan sou die groot verskil tussen Gifblaar 

en Grysappel dan daarin gelee wees dat FAc nie deur Gifblaar na FSS omge= 

skakel word nie, terwyl FAc, a.g. v. FSS-vorming, die metabolisme van 

Grysappel sterk rem. 
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ABSTRACT 

It has been shown by means of respiration stu,dies that Gifblaar is 

capable of metabolizing FAc. A method was worked out for the synthesis of 
14 14 . 14 

FAc-2- C from MeBrAc-2- C w1tp. a yield of 65%. When FAc-2- C was 

applied to Gifblaar leaves it was found that one of the first radioactive com= 

ponents was an unknown carbohydrate. Indications were found that Grysappel 

(Parinarium capense), a control plant, also metabolizes FAc-2-
14c to a small 

extent. 

The application of fluorocitrate ( FC) was shown to inhibit the respira= 

tion of Gifblaar and lead to an accumulation of citrate. This indicates that 

FAc is not metabolized via FC and that Gifblaar contains an active Krebs 

cycle. The latter was confirmed in experiments with radioactive pyruvate, 

citrate, acetate, alanine, serine and glycine. 

It was found that Gifblaar has a relatively high free amino acid con= 

centration and ,:hat the two amino acids present in the highest concentration 

are not commonly encountered in other organisms. These two amino acids 

represented more than 30% of the total nitrogen present in the tip of the 

rhizome. 

The two amino acids were isolated and with the aid of elementary 

analysis, mass spectrometry, nuclear magnetic resonance spectrometry 

and infrared spectroscopy they were characterized as N-methyl-L-alanine 

(NMA) and N-methyl-L-serine (NMS) respectively. These amino acids have 

not yet been encountered in other plants, as far as is known. 

It was found that a high NMA and NMS concentration Usually went hand 

in hand with a high FAc concentration. :Furthermore these amino acids were 

not poisonous to mice and it was established that they are formed in vivo by 

methylation of alanine and serine. 
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