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OPSOMMING

Hierdie verhandeling behels ' ondersoek van

enkele splitsingsreaksies ven die disulfiedbinding.

" Aantal onsimmetriese disulfiede van lae
molekul&re gewig, asook onsimmetriese disulfiede gevorm
tussen proteiene wat tiolgroepe bevat en tiole van lae
molekulére gewig, is berei deur middel van tiol-disulfied-
uitruilingsreaksies. Die reaksie van sulfietione met
bogenoemde onsimmetriese disulfiede is ondersoek. By
meeste van die onsimmetriese disulfiede van lae molekul@re
gewig toon sulfietione n groter affiniteit vir n spesifieke
swaelatoom van die disulfiedbinding. Dit varieer van n
geringe voorkeur tot n aanvel wat feitlik uitsluitlik net
op die een swaelatoom geriy is. Hierdie preferente aanval
van sulfietione op N sekere swaelatoom word beheer deur
stereochemiese faktore. Kwayternére substitusie op
B-koolstofatome vercorsaak groter steriese beskerming as
tersiBre substitusie, terwyl laasgenocemde weer meer
beskerming verleen as sekondére substitusie. Die invloed
van.  steriese verhindering is so sterk dat dit die invloed
van faktore soos polarisasie van die disulfiedbinding,
coulombiese kragte of die stabiliteit van die verplaasde
merkaptiedione oorheers. Hoewel albei die B-koolstofatome
van die onsimmetriese disulfiede tussen proteien-tiolgroepe
en sistelen tersiér-gesubstitueer is, toon sulfietione
nogtans dikwels 'n groter affiniteit vir die ,sisteien"-
swaelatoom. Die ,proteien"-swaelatoom van die onsimme-
triese disulfied geniet steriese beskerming as gevolg van
die geordende ruimtelike rangskikking van die natuurlike
proteienmolekule. Na denaturering deur ureum is die
sekondére en tersifre proteienstruktuur vernietig en val

sulfiet die disulfied sonder enige voorkeure aan,

In die bepaling van alifatiese tiole met Ellman se
reagens, 5,5'-ditiobis-(2-nitrobensogsuur), (DTN), woxrd
onsimmetriese disulfiede in aansienlike hoeveelhede in die
reaksiemengsel gevorm. So 'n onsimmetriese disulfied het
feitlik dieselfde absorpsiespektrum as 5,5'-ditiobis-~(2-
nitrobensoésuur) en meng nie by die kolorimetriese bepaling
van die gevormde 3—kérboksi—44nitrotiofenol in nie. Die
gevormde onsimmetriese disulfiede is nie stabiel in '
alkaliese medium nie en ontbind om 3-karboksi-4-nitrotiofenol:
asook die ooreenkomstige alifatiese sulfien- en sulfoansure

te vorm. Ellman se reagens kan nie gebruik word om




tiolgroepe van natuurlike keratien te bepaal nie, maar wel
na hidrolise. Deur ksratienhidrolisete meganies te roer,
kan die hidrolisetyd van 120 minute tot 45 minute verminder
word. Onder hierdie kondisies gee die DTN-metode resultate

wat in goeie Doreens{emming is met kontrolebepalings.

Die kwantumopbrengs van sisteien by sistien-
natriumhipofosfietoplossings wat met ultravioletlig
(golflengte = 254 mp) bestraal is, is onafhanklik van die
konsentrasie van die sistien, maér neem toe met toenemende

hipofosfietioonkonsentrasies.

Die reduksie van sistien deur hipofosfietione word

geinduseer deur ' chemiese vry radikaalopwekker (Fe++/H20 ).

Dieselfde twee intermedigre reaksieprodukte, (HZDE)éSR en
[(HZDE)ESilgR, wat by die lig-geinduseerde reaksie gevorm
word, word ook in hierdie geval gevorm. Hoewel die
reaksie maklik verloop, word kwantitztiewe reduksie nie

verkry nie,

Die termies-geinduseerde reduksie van sistien deur
hipofosfietione verloop kwantitatief by pH 5.2, maar nie in
0.1 M HCl-medium of by pH 9.3 nie. Die induksietyd van

bogenoemde reaksie word verminder deur toenemende

hoeveelhede tiocl by die reaksiemengsel te voeg.
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I. INLEIDING

Die dlsulfledblndlng is een van dle ‘belangrikste
kovalente bindings wat in chemiese verbindings voorkom.
Dit besit n santal unieke eienskappe wat veroorsaak dat dit
nie slegslby organiese chemie n besondere rol speel nie,
maar wat dit ook van kardinale belang in talle biochemiese

prosesse maak.

Hlerdle binding speel bv N baie belangrike rol

in die struktuur en funksie van proteiene. Die stablllsering
van die sekond&re ‘en tersiBre struktuur van proteiene deur
disulfiedbindings is deur talle eksperimente-bewysa’lDS’lSl.
Verhietiging van hierdie strukfuur beinvloed gewoonlik die
funksié van die proteien; so word dasr bv. m verlies in '
biologiese aktiwiteit ondervind wanneer die disulfiedbindings
van lisosiemlsl,,pepsien36, insulién89 of ribonukleas.e377
gesplits word. Biqﬁhemiese prosesse soos die koagulering en
denaturering van proteiene (bv. die gelvorming vén eierwit-
albumien) berus ook op die 'splitsing van die disulfiedbinding

170. Verder is dit bekend dat die taaiheid van beesvleis

deur die disulfiedbindings in die miofibrillel62 beinvloed
word, DieAfisiologiese aktiwiteit van die laktogeen-hormoon
132 word beheer deur disulfiedbindings, en selfs die klont-
vorming van bloedfibrinogeen232 berus dp die'splitsing en
vorming van disulfiedbindings. Daar word ook beweer243 dat
mitose (seldeling) gepaard gaan met die splitsing van

disulfiedbindings.

. Selfs in die planteryk laat die disulfiedbinding
sy invloed geld. Onlangs is bv. bewys dat dit een van die
faktore is wat die weerstand van plante teen ryp en droogte

bepaalldz. Net so is die taaiheid van deeg h funksie van

die aantal disulfiedbindings in die meel135

n Verskynsel wat biochemici jare lank in die
duister laat tas het, is die beskerming wat sekere disulfiede

en tiole teen ioniserende straling verskaflo’ll’ZYl. Hierdie

beskermende effek is gevind by diere, laer vorms van lewe
soos bakterieg, en selfs by proteiene. Die verklaring vir
hierdie reaksie word gevind in die onsimmetriese disulfiede
wat in al hierdie gevalle gevorm word en wat beskermlng teen

X-strale en y-strale verleengd'gg

Die disulfiedbinding kan ook as die basis van die

keratienchemie beskou word. Wol bevat 11% sistien, wat n
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geweldige invloed op die fisiese en meganiese eienskappe

van die vesel het. Bykans al die reaksies wat aangewend word

om die fisiese eienskappe van wol te verander, het te doen

met die disulfiedbinding. Dit sluit in krimpweringsprosesse,
4 . . .

permanente setting, ens. . Splitsingsreaksies van disul-

fiedbindings wat industrigle toepassing het, vind ons by

_ . ‘ . . . .15 . .

kettingoordragreagense in polimerisasies™~, vulkaniserings-

versnéllerslg8 en selfs by sekere landbouchemikaliézza.

.Ten spyte van die feit dat die disulfiedbinding
dikwels bestudeer is en daar veral op die gebied van die
biochemie reeds m groot aantal publikasies hierocor verskyn
het, bestaan daar nog talle onopgeloste probleme in hierdie
veld. Hierdie verhandeling behels h ondersoek van enkele
splitsingsreaksies van die disulfiedbinding en skrywer hoop
dat die kennis wat met hierdie studie ingewin is, sal bydra

tot die opklaring van sommige van die vraagstukke.




3.

II. DIE STEREQOCHEMIE VAN DIE DISULFIEDBINDING

Talle splitsings van die disulfiedbinding word
beinvloed deur stereochemiese faktore. 'n Goeie kennis van

die stereochemie van hierdie binding is dus noodsaaklik.

A, Die rangskikking van die swaelatome in di- en polisulfiede

‘ Die swaelatome in di- en polisulfiede kan teoreties
in onvertakte (I) of vertokte (II) kettings voorkam.
R~5-5-R R-S-R

I
S

I 11

Die feit dat disulfiede en polisulfiede redelik
maklik -swael vrystel, het daartoe gelei dat vir baie jare
geglo is dat die vertakte struktuur II saam met struktuur I

voorkom. Met behulp van moderne fisies-chemiese tegnieke wat

0.a. ultraviolet-lz’197’198’255, infrarooi—a;g en Ramanspektro-
skopiellz’llB, dipoolment-210’374’383 en diamagnetiese
363,385

metings107 en X-straal- elektrondiffraksie

studiesB6’339

insluit, is nou egter bewys dat die vertakte
struktuur nie bestaan ﬁie. Talle disulfiede en polisulfiede

is ondersoek en in geen enkele geval is enige vertakking gevind
nie. Die enigste gevallé waar die disulfiedbinding wel deels
dubbelbindingkarakter toon, is by tiosulfaatione en polisul-

fiede as terminale ione

B. Bindingslengtes

S-5-bindingslengte:

A Die bindingslengte tussen divalente swaelatome in
di- en trisulfiede is taamlik konstant. Abrahamsl gee die
gemiddelde lengté van drie-en-veertig verbindings aan as
2.08 R, wat presies ooreenstem het die waarde wat teoreties

274

deur Pauling' bereken is. Huggins169 het bereken dat die

lengte tussen 2,05 en 2.07 R varieer.

C-S-bindingslengte:

Cox en Jeffrey73 gee die C-5-bindingslengte aan as

1.812 R wat ook die waarde is van die som van die Pauling

kovalente strale van swael en koolstof274.

ings van Hugginslsg het die C-5-bindingslengte m waarde van

Volgens bereken-

1.83 R, terwyl Abrahamsl die lengte as 1.82 R aangee.







c. Bindingshoeke:

Die S-S-C-bindingshoek (y) varieer tussen 103°
en 107° en die dihedriese hoek (§) tussen die twee

S-C-bindings28 is ongeveer 90°. Die struktuur van n

tipiese alifatiese disulfied (dimetieldisulfied) is volgens
tt321,322 o

Sco n Calvin46 die volgende:

By disulfiedbindings wat 'n deel van 'n ringstruktuur
vorm, is die dihedriese hoek kleiner as 90°. By 1,2-ditiolaan-
1
d~karboksielsuur 31 ig dit bv. 26.6

O o

?DDH'

///Cﬂ\\
C H

H C
\ 2 |2
5 S

Hierdie klein dihedriese hoek veroorsaak
sansienlike spanning* in die ring. Weens die spanning wat
in vyfledige disulfiedringe bestaan, toon verbindings van
hierdie tipe, bv. lipoiensuur (1,2-diticlaan-3-valeriaan-

suur), n hod reaktiwiteitzas.

D. Die orbitale betrokke by die vorming van die disulfied-

binding

Die elektroniese konfigurasie van die Vry element
swael is die volgende88

1 52 2 52 2 p6 3 52 3 p4

* Daar bestaan nog h meningsverskil oor die grootte van die
spanning in vyfledige ringe; sommige navorsers het beweer

dat dit ongeveer 5 Kkal/mol is terwyl andere dit aangegee
het as 25 Kkal/mo11i6s27,47,110,344




Die elektronkonfigurasie van die valensbaan van die vry

swaelatoom is:

Js 3p 3p 3p 3d 3d 3d 3d 3d

(7 I

Die bindingshoeke by divalente swael kan dus ontstaan283

uit:
(i) suiwer p-bindings .
(i1) spa—hibriedbindings
(iii) bindings met d-karakter.
J1ing
(1) Pauling272 het beweer dat die g~-binding wat die twee

swaelatome verbind, feitlik suiwer p-karakter het met slegs
- 1% s-karakter. Die een vry elektronpaar van elke swael-
atoom is sferies om die kern versprei in die Js-orbitaal,
terwyl die oorblywende elektronpaar op die 90°-as voorkom

as 3p -Tr- elektrone.

Die optimum dihedriese hoek behoort volgens teo-
retiese berekeninge lDSD.te wees in bogenoemde geval, maar
die waarde wat eksperimenteel bepaal is, is 90°. . Dit
is toe te skryf aan ' coulombiese afétoting tussen die
ongedeelde p-elektrone op aangrensende swaelatome. Pauling
het bv. die dihedriese hoeke vir ringe van 6, 8, 10 en 12
swaelatome bereken en gevind dat dit respektiewelik 690,
103%, 119° en 129° is. Die Sg-ring is die mees stabiele
omdat dit die enigste is wat h dihedriese hoek in die

optimum gebied van 90-110° het. N

(ii) Die bindingshoeke van divalente swael kan net so goed
toegeskryf word aan die vorming van spa—hibriedbindingsl’Sl;
in hierdie geval is die grootte van die bindingshoeke naby

dié van die tetrahedriese hoek van 1090.

(iii) Dit is ook moontlik dat die oorvleueling van die
3p-TT-elektronpaar van die een swaelatoom met nh 3d-orbitaal
van die ander kan lei tot die vorming van n swak
pd—TT-binding?DY,wat die konfigurasie stabiliseer met m
dihedriese hoek van 90°.

. Al drie die moontlikhede wat hierbo genoem is, is
teoreties afgelei. 1In teenstelling hiermee het Schmidt304
onlangs die probleem op h verfrissende wyse aangepak deur-
dat hy probeer het om die karakter van die disulfiedbinding

te bepaal met behulp van gegewens wat eksperimenteel verkry




is. Die feit dat suurstof in slegs twee verbindings met
homself (osocon-en 02) bindings vorm waar %it twee ongepaarde
elektrone besit, terwyl swael ongeveer 10° sulke tipes
verbindings vorm, is deur Schmidt toegeskryf aan die verskille
in die grondtoestande van hul elektrone. Suurstof kan net
bindings vorm het Behulp van p-orbitale of sp-hibriede,

terwyl die swaelatoom ook nog vyf vry d-brbitale beskikbaar
het. Swael kan dus die oktetregl oorskry en heelwat gevalle

hiervan is dan ook bekend, bv. SF6.

P

Alhoewel die meeste chemici die siening van
Pauling (suiwer g~ -bindings tussen p-elektraone) aanvaar,

het Schmidt gevind dat baie eksperimentele bevindings nie

“hierdeur verklaar kan word nie en dat die resultate baie

beter inpas by ' struktuur waar die swael ven sy d-orbitale
gebruik maak vir binding. Volgens die klassieke teorie

moet diekSB-ring sestien vry elektronpare besit, en aangesien

~dit dus n Lewis-basis is, moet dit as volg daar uitsien:

/N

5 S

N

S

S

.
/

Die reaksies van nukleofiele reagense met hierdie
ring toon dat die swaelatome egter in werklikheid elektro-
fiel is. Dit beteken dat die swzelatome so n sterk neiging
het om hul orbitale uit te brei, dat huile in meervoudige
bindings kan ocorgaan, wat die gebruik van d-orbitale
impiiseer. N Wisselwerking van nie-bindende p-elektrone

met vry d-orbitale kan op twee maniere verklaar word:

of deur hibridisering of deur ontkoppeling van die gepaarde

elektrone in die grondtoestand.

Uit die eksperimentele gegewens blyk dit dus dat
die vry elektronpare in die Sa—ring ook betrokke is by die
vorming van die disulfiedbinding deur middel van uitbreiding

304

na die dforbitale. Schmidt het dan ook beweer dat die

TT-elektrone nie meer direk lokaliseerbaar is nie, dat elke
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swaelatoom n 10-elektron orbitaal besit, en dat die swael-

ring as volg daar uitsien:

.5
5?§;/ni§§5
"N\
S — G
-

S

Nt

Volgens Pryor283 is daar nog nie genoeg inligting

L beskikbaar om te kan verduidelik watter orbitale by die

bindings van swzel betrokke is nie; dit geld veral vir die
d-orbitale. Verder het Kimball193 gewys dat bindingshoeke
by 110° verklaar word deur bindings met 25% s-karakter,

0-75% d-karakter en die res as p-karakter.

E. Rotasie om die S-S-binding

Daar is 'n beperking op die rotasie om die 5-5-
binding. Die grootte van die energieheuwel is in n hele
aantal gevalle bereken uit termodinamiese en spektroskopiese
data. - By dimetieldisulfied°' is dit 9.5 Kkal/mol, by

322 160

dieétieldisulfied 13.2 Kkal/mol en by 52C12 14.2 Kkal/mol .

' Hierdie bepérkiﬁg op die rotasie om die disulfied-
binding is waarskynlik toe te skryf aan die neiging van die
ongedeelde 3p-elektrone op die twee swaelatome om te
oorvleue1272. Hierdie corvleueling van 3p~- T -elektrone

lei tot n coulombiese afstoting tussen die elektronpare wat
N meksimum waarde het by 0° en 180° en n minimum bereik by
n dihedriese hoek van 90°, Hierteenoor het Bergson25’26
beweer dat die disulfiedbinding pd-[l-binding karakter moet

besit om die beperking op die rotasie te kan verklaar.

As die beperking op die rotasie om die disulfied-
binding inderdaad in die orde van 10-20 Kkal/mol is, sal die
téenwoordigheid van disulfiedgroepe in proteiene belangrike
steriese invloede uitoefen. In h proteien kan daar dus
disulfiedbindings bestaan met verskillende grade van wring-
spanning om die disulfiedbinding. Nie alleen sal dit
distprsies in ander dele van die molekule veroorsaak nie,

maar die moontlikheid bestaan ook dat die disulfiedbindings

self verskillende reaktiwiteite kan besit.
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8.

IIT. DIE STERKTE VAN DIE DISULFIEDBINDING

A, n_Korrelasie tussen die swael-swael-bindingsafstand en

die aktiveringsenergie nodig om die binding te breck:

Een van die belangrikste aannames wat by die studie
van reaksiesnelhede gemaak word, is dat daar h geaktiveerde
kompleks as intermedi&re stap in die reaksie gevorm word.

Die reagerende stowwe, wat genocegsame energie bevat, kom

baie naby aan mekaar en dan vind n herrangskikking van
valensbindings en energieé plaas om die geaktiveefde kampleks
te vorm,wat vervolgens ontBind om die reaksieprodukte te gee.
Die aktiveringsenergie van n reaksie word gedefinieer as die
ekstra energie wat die reagerende molekules nodig het om die

geaktiveerde kompléks te kan vorm,

Die vraag wat nou ontstaan, is of daar enige
verband is tussen die 1engte van n binding en die aktiverings-

energie wat nodig is om hierdie binding te breek. Heelwat

114,153,154,156,273

outeurs het al op teoretiese gronde beweer

dat daar wel mn verbaﬁd moet wees. McKelvie245 het bv. beweer

‘dat die verband tussen die bindingsenergie, ESS’ en die

swael-swael-afstand, Tog o die volgende 1is:
513
3

Tsg
78,79

Ess =

Davis en medewerkers het onlangs na h reeks eksperimente
tot die baie belangrike gevolgtrekking gekom dat daar beslis
n verband bestaan tussen die aktiveringsenergie, Ea’ en die
swael-swael-bindingsafstand, Eersgenoemde is n omgekeerd
eweredige funksie van die bindingsafstand:
E. = C
SS

(C is n konstante)
Die aktiveringsenergie is bepaal vir die splitsing van die
S-5-binding deur sianied- of sulfietione en dit is gevind

dat die verband tussen E3 en die swael-swael-bindingsafstand

C

die volgsnde is:

Vir CN™: . Ea = .99 Kkal/mol

r3
35

£ = 110 -Kkal/mol
@ 3
- ' ss
Uit bogenoemde vergelykings blyk dat die akti-

Vir 503

veringsenergie vir die splitsing van die swael-swael-binding

direk eweredig is aan die bindingsenergie. = Met sianied
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is die aktiveringsenergie Ea = 0.19 ESS en met sulfiet is
Ea = 0.21 ESS' Die aktiveringsenergie verskil dus baie min

vir sianied- en sulfietione en is ongeveer een-vyfde van

die bindingsenergie.

Verder blyk dit dat die aktiveringsenergie wat
nodig is om die disulfiedbinding te splits, afneem met
toenemende bindingslengte., Deur dus die lengtes van die
swael-swael-bindings in bv. heksasulfied te bepaal, kon

Davi8579 voorspel watter binding eerste deur sianied

gebreek sal woxrd.

CN™

+

SI—-Sg—-Sj——Sj——SZ——Sl 5-5 + NCS-5-5-§

2.01 2.11 2.03 R

Die binding tussen swaelatome 2 en 3 is die langste en atoom
3 moet dus aangeval word omdat die afstand tussen die
negatiewe ladings van die sianied en sulfied groter is as
wanneer atoom 2 aangeval word. Dit is ook eksperimenteel

79

bewys dat hierdie aanname korrek is'”,

B. n Vergelvking van die sterktes van 0-0- en 5-S-bindings

.Die bindingsdissosiasie-energie, D, word gedefinieer
as die energie benodig om 'n spesifieke binding in n molekule
te'breekZB3 en word gewoonlik bereken uit kine£iese gegewens.,
Uit die beskikbare data 2:134s169,234,238,328 ) 1 gat die
binding tussen twee divalente swaelatome sterker is as die

binding tussen twee divalente suurstofatome.

D (5-5)
Kkal/mol
+
CH3—5—S-CH3 67; 6
CZHSfS-S-CZHS' 69:,6
C3H7-S—S—C3H7 68= 6
CH3-S-S-L2H5 72
H-5-5-H 72
D_(0-0)
C2H5’—D-O—C2H5 32
H-0-0-H 48

Alhoewel die S-S-binding heelwat sterker is as die
0-0-binding, ondergaan dit met nukleofiele reagense baie

makliker ioniese splitsing as peroksiede. Die verklaring
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hiervoor is die beskikbaarheid van 3d-orbitale van die
swaelatoom, wat in die oorgahgstadium gebruik kan word.

Alhoewel D(S-S) taamlik hoog is by disulfiede,

is onlangs.gevind188

dat die bindingsdissosiasie-energie
in die geval van tetrasulfiede en 58 heelwat laer is en
" ongeveer 35 Kkal/molekule bedra. Dit is nie heeltemal
duidelik wat hierdie drastiese verskille veroorsaak nie

en die skrywers het dit toegeskryf aan 'n resonansig-
' 146,147

stabilisasie van die drie-elektronbindingstipe
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Iv., MEGANISMES WAARVOLGENS DIE DISULFIEDBINDING
GESPLITS KAN WORD

Die splitsing van disulfiedbindings behels n
ontsaglike groot veld waarop orgenici, fisici en biochemici
werk. Hierdie is geen poging om die veld volledig te dek
nie en die|verskillende'tipes splitsingsreaksies sal slegs
kortliks bespreek word, terwyl spesiale klem gel® word op

- die tipe reaksies wat in die eksperimentele werk beskryf

word,

Daar bestaan twee meganismes283 waarvolgeﬁs n
disulfiedbinding gesplits kan word, naamlik homolise en
heteroclise. n Homolitiese splitsing vind plaas wanneer
die kovalente binding in n molekule A-B so gebreek word dat

A en B elk een elektron van die gedeelde paar behou:

tA é; —_— :A~ + 'é:

Behou een van die fragmente egtér albei die gedeelde elektraone,

staan die splitsing bekend as heterolise:

-

A é: _ :K+ + :BY

Homolitiese splitsingsreaksies word normaalweg in
twee groepe verdeel, naamlik monomolekulédre homolise en
bimolekulére rédikéalverplasingSreaksies. Heterolitiese
splitsingsreaksies word weer geklassifiseer volgens die tipe

N reagens wat die splitsing vercorsaak, nl. elektrofiele en .
nukleofiele heterolises. Nukleofiele substitusie kan
volgeps n SNI— of SNZ—meganisme plaeévind, terwyl elektrofiele

substitusiereaksies volgens n SEl- of SEZ-meganisme verloop.

A, Homolitiese splitsing van die disulfiedbinding

~-
Homolitiese splitsingsreaksies staan in die algemeen
bekend as vry radikaalreaksies omdat neutrale vry radikale

gevorm word,

Daar is twee tipés homolitiese.splitsing van die

disulfiedbinding bekend:

(1) Monomolekulgre splitsing:
R-5-5-R  Ditte ofy g, L .5




120

(2) Bimolekul&re radikaalverplasingsreaksies:

R-S-S-R + R° ——>  R-5-R + RS

R-5-5-R + R -S+ ——> R-5-5-R + R S-

(a) Monomolekulére splitsing:

(1) Termiese homolise:

By 120°C bestaan vloeibare swael uit agtledige
ringe met normale viskositeit. Word die temperatuur

verhoog tot 159°C, is daar h skerp toename in viskositeit

)9,300

(tienduisendvoudig ,omdét SB—ringe by hierdie tempe-

ratuur termiese homolise ondergaan en diradikale gevorm

word wat dan weer ander S, -ringe aanval in ' ketting-

8
reaksie om polimere te gee. Die teenwoordigheid van vry

tiielradikale is aangetoon met e%ektronparamagnetiese
143

resonansstudies . Die viskositeit neem geleidelik verder
toe tot by lB?OC, waarna dit vinnig val tot normaal;
volgens 688145 is hierdie afname in viskositeit te wyte aan

splitsing van die polimeerkettings.

OQorspronklik is vermoed dat alle disulfiede termiese
homolise ondergaan omdat baie van hulle omkeerbaar gekleur
word by 100-150°C. Hierdie reaksie is verkeerdelik toege-

198’317’325,.want later

- skryf aan die vorming van vry radikale
is bewys dat omkeerbare kleuring en homolise saam kan
plaasvind sonder om noodwendig enige verband met mekaar

sommige disulfiede wel termiese homolise by 100-150°C

Daar bestaan egter heelwat bewyse dat

ondergaan. Verskeie onsimmetriese diarieldisulfiede

dissosieer homolities in kokende dioksaan om simmetriese

disulfiede te gee’l®, Tiolnaftoieldisulfied°® en
bensotiasolieldisulfied77 dissosieer ook bokant 100°C om
vry radikale te gee. Verder het 50h5nberg316 die

dehidrerende werking van disulfiede toegsskryf aan

tiielradikale wat by ho& temperature gevorm word.

Die feit dat disulfiede die polimerisasie van monomere
by hog& temperature in die donker ken inisieer, is n
beslissende bewys vir die dissosiasie van die disulfied-
binding na tiielradikale. Wanneer n disulfied nie
polimerisasie van h sekere monomeer‘kan veroorsaak nie,

is dit nie altyd m bewys dat gee&n vry radikale gevorm is

nie, want dieselfde disulfied kawn die polimerisasie van

191’267, Kern189 het aangetocon

m ander monomeer inisieer
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dat bensotiasolieldisulfied die polimerisasie van akrilonitriel,
me takrilonitriel en metielakrilaet in die donker by 95°C
inisieer, maar nie dié van stireen en vinielasetaat nie.

Die feit dat disulfiede die polimerisasie van metiel-
metakrilaat inisieer, maar nie dié van vinielasetaat of

stireen nie, word verklaar deurdat die polistiriel- en
polivinielasetaatradikale vinniger met die disulfied-

inisiator reageer as wat hulle met hul eie monomere

polimeriseerzaa. Gevolglik word die inisiator vernietig en
vind geen verdere polimerisasie plaas nie:
R
|
» S
- . L.
R-S* + R’-CH=CH, —— R’~CH-CH,

R-5-

N &—-

!
R'* - CH —ACHé -5 - R

Hierteenoor-reageer die polimetielmetakrielradikaal
. . . . C e 4 .
baie stadig met dlebdlsulfled1n181ator (2x10  maal stadiger
as die radikaal van polivinielasetaat) en polimeriseer dit

selfs in die teenwoordigheid van die inisiator:

R
|
5
R =-S5 + R’ = CH = CH, —_> " R'- EH - CH,
lﬁ - CH = CH,
R
{
3
R- CH - 9&2
HC, - CH - R
l/ R'- CH = CH,
R
|
i
l R” = CH - ?HZ
H%C - CH - R™ .. ...._7>
R'- CH - CHZ'

Bykans alle disulfiede kan polimerisasiereaksies

inisieer en selfs onsimmetriese disulfiede, scos metiel-
30

etieldisulfied, vercorsaak polimerisasie van akrilonitriel

in die donker by 150°cC.

, ,
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(ii) Fotolifiese dissosiasie:

Homolise van die disulfiedbinding kan ook deur lig

veroorsaak word:

R-5-S-R —-@———é RS+ + SR

Die teoretiese grondslag vir hierdie reaksie is lankal
gelé. Reeds in 1817 het Grotthuss n waarneming gemaak wat
gelei het tot die Eerste Wet van die Fotochemie, nl. dat
slegs lig wat geabsorbeer word, 'n reaksie in W molekule kan
veroofsaakzag. Deur die ébsérpsiespektra van disulfiede
te ondersoék, kan vasgestel word watter golflengte lig deur
die disulfiedbinding geabsorbeer word. Uit die beskikbare
data blyk dit dat alifatiese, aromatiese en sikliese

disulfiede almal ultravioletlig absorbeer.

By alifatiese disulfiede toon die ultravioletabsorpsie-~
spektrum n breg skouer by 250 mp. Dit gaan gepaard met n
' 197

intense absokpsié by kort golflehgfeSa Koch het voor-
gestel‘dat die hod absorpsie by kort golflengtes geassosieer
word met polarisasie van die disulfiedbindihg en dat _
homolitiese dissosiasie na vry radikale dus kan plaasvindé
Bauer en Carmacklg het beweer dat die absorpsie by

252 mp op konjugasie tussen die ongedeelde elektrone van

die twee swaelatome dui.

Die ultravioletabsorpsiéspektra van verskeie sikliese

disulfiede 1is reedé ondersoekzas.

By vyf-, ses- en sewe-
ledige sikliese disulfiede is gevind dat die absorpsiemaksimum
na langer golflengtes verskuif, hoe kleiner die ring word.
Hierdie-verskuiwing is toegeskryf aan n toenemende spanning

in die kleiner ringe.

Disulfied Absorpsiemaksimum

1,2- ditiolaan <//\\7 330 mp
S

1,2- ditiaan <’\/5 290 my

-

1,2- ditipaan S — 260 mp

Leapdri en Tundo219 het beweer dat die band by 240 mu by

aromatiese disulfiede dui op konjugasie tussen die swael

en die ring, die band by 270 mp verocorsaak word deur die

bensenoiedchromofoor en die skouer by 300-320 myp ontstaan
as gevolg van die éktivering van die elektrone van die

disulfied.
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Die bindingsdissosiasie-energie van 'n disulfiedbinding
is £ 70 Kkal/mol en indien dasr dus meer energie as 70

Kkal/mol beskikbaar is, kan die disulfiedbinding homolise

ondexrgaan. Die energie van lig neem as volg toe?39 met N
afname in golflengte:
Golflengte (mu) Energie (Kkal/molkwantum)
- 400 - 71
313 ' 91
285 100
254 112
200 142

Dit blyk dus dat ultravioletlig genoeg energie besit om

fotolitiese dissosiasie van die disulfiedbinding te kan
120,122,253,287, 366
s

vercorsaak. Bestraling van dialkiel- )
30,218

diariel-237,290,291 en onsimmetriese disulfiede met
ultravioletlig veroorsaak dan ook homolise van die disul-

fiedbinding en tiielradikale word'gevorm. -

Dieselfde reaksie vind plaas by ho&r sulfiede, 5008
253

trisulfiede , en ook by sikliese sulfiede, bv. die

SB-rinng6, lipoiensuur379 en l,2—dit;olaanl6. Die

fotolitiese dissosiasie van sommige gromatiese disulfiede
verloop so maklik dat hulle gebruik word as aanvangskatalisatOre

291} Die disulfiede word gewoonlik met

by radikaalreaksies
polichromatiese ultravioletlig bestraal, maar selfs wanneer

monochromatiese lig met dieselfde golflengte as %\ van

mak s
die disulfied gebruik word, word tiielradikale gevorm. So
maks 286 mp)

met monochromatiese lig van golflengte 286 mp bestraal word

" geval word gevind wanneer 1,2- ditiaan ( %
330

Die feenwoordigheid van tiielradikale is in bestraalde
disulfiede aangetoon met elektronparamagnetiese resonans
(E.P.R.)—ondersoek834’121’209

Die meeste disulfiede inisieer bv. die polimerisasie van
116,189,191

en met polimerisasiereaksies.

vinielasetaat by fotolise Verder gee disulfiede

wat in vakuum in die vaste toestand bestraal is, stabiele

E.P.R.-seine. Dieselfde karakteristieke sein is verkry vanaf
verskillende tipes disulfiede soos sistien157’209,

] i : L 33
51stamlenl64, glutatioondisulfledléd, 1,2- ditiaan D,

CFB—S—S—EFBAD, ens. en dit is bewys dat hierdie sein afkomstig
is van die tiielradikaal (R-5-). Proteiene wat disulfied-

_groepe bevaf, bv. ribonuklease, pepsien en tripsien, gee

326-328

na bestraling ook hierdie sein Die tiielradikale

wat vanaf die bestraalde disulfiede gevorm word, stabiliseer

gewoonlik in lug deur die vorming van ti018237.
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237 het die kwantumopbrengste van verskeie

Lyoné
aromatiese disulfiede bepaal en gevind dat dit 0.046 is,
Volgens hom word die kwantumopbrengs nie beinvloed deur
die oplosmiddel en die disulfied se geaardheid en konsen-
trasie nie. Hy het-voorgestel dat die fotolise as volg

verloop:

R-5-5-R —ﬂ:i—-{> ~ [rssR] ™
[R=5-5-R|* + W —> RSSR

[R-5-5-A1% ——> 2 RS-

RS+ + Oplosmiddel —> R-SH

waar [RSSR]X N foto-geaktiveerde molekule is en W n

inerte liggaam of wand.

In teenstelling met die bevindings van Lyons, gee
verskeie sikliese disulfied8379 waaronder lipoiensuur,

kwantumopbrengste van ongeveer 1.0, Hierdie ho& waardes

is na bewering te wyte aan spanning in die ri”QStUktUr925’l3D'

(b) BimolekulBre radikasdlverplasingsreaksies op disulfied-

bindings:
By SHZ-reaksies* val vry radikale die disulfied-
binding aan deur n tiielradikaal te verplaas:

R+ + R-S-5-R =———3 R-5-R + RS"*

In die reaksie van trigtielfosfiet met disulfiede word n

tiielradikaal verplaas deur. n koolstofradikaal wat afkomstig

is van die ontbinding van die triétielfcsfiet368. Verskeie

ander radikale, soos trifenielmetiel3la en koolwaterstof-

radik318276, val disulfiede op n soortgelyke wyse aan.

Tiielradikale val self ook die disulfiedbinding
aan en by mengsels van disulfiede vind vinnige uitruiling
‘onder fotolitiese of termiese kondisies plaas met die

vaorming van onsimmetriese disulfied829’70’292:

e_c_ hitte ofy - )
R~5-5 ﬁ —1ig " 7 2 RS ,

RS* + RSSR ————> RSSR + RS-
Onsimmetriese disulfiede ontbind op h soortgelyke wyse
gedhrepde bestraling om die ooreenkomstige simmetriese

disulfiede te vorm91

* homolitiese substitusie-~reaksies, na analogie van
SNZ-reaksieleO.
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Die meeste inligting oor SHZ-reaksies is verkry
vanaf die reaksies van disulfiede as kettingoordragreagense
by polimerisasiezea. n Kettingoordragreagens reageer met
" groeiendé polimeerradikaal om een molekule af te sluit
en n ander te begin. Na bewering verplaas die groeiende
polimeerradikaal 'n tiielradikaal uit die disulfied en is

die'reaksiemeganisme by kettingoordrag283 die volgende:

Inisiasie: I +M ———— M
Voortsetting: M+ (n=1)M —_— M
Oordrag: Mze+ RSSR > M_-SR + RS-
. \ - ..
RS + nM > RS-M g
5indiging: . _
Begindiging 2 M — M IVIn

\

! 3 . . I3
Bogenoemde meganisme is bevestig deur die

276

bévindings van Tobolsky359 en Pierson

Die data wat verkry is vanaf die kettingoordrag by
disulfiede, is gebruik om steriese invloede by 5H2-reaksies

282. Dit is gevind dat hoe gfoter die groep R

te .ondersoek
is, hoe laer word die snelheid van aanvel op die disulfied-
groep in R-5-5-R. 50 bv. is die reaksie ses-en-sestig keer
stadiger met R = t-butiel- as waar R = metiel- . Dit is

egter baie minder as by ioniese 5N2-reaksies op disulfiede,

waar die ooreenstemmende faktor van vertraging 106 is.
b4
Dit is nog nie bekend vanuit watter rigting die

radikaal die disulfiedgrdep aanval nie. Daar bestaan verskeie

moontlikhede; die radikaal kan die disulfiedbinding of

die swaelatome aanval.
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Aanval op die disulfiedbinding wat plaasvind uit
die rigtings (a) en (b) is vry van enige steriese verhindering,
selfs waar R = t-butiel. Val die radikaal 'n swaelatoom aan
en nie die disulfiedbinding nie,.is daar vyf moontlike

rigtings vir aanval (figuur (c)):

Afwaartse aanval op die S-atcom.
Aanval van die agterkant van die R-S-binding.

(1)

(2)

(3) Aanval van die agterkant van die 5-S-binding.
(4) -Aanval uit h rigting tussen rigtings (2) en (3).
(5)

Opwaartse aanval op die S-atoom,

Volgens Bergson. vind aanval uit rigting (3) plaas. Dit is:
die Walden-inversierigting waar die drie atome betrokke by
die breking en vorming van die bihding in h reguit lyn 18&.
Die steriese verhindering by aanval neem as volg toe by die
verskillende rigtings: 2< 53«1, Daar is ndg nie genoeg
inligting beskikbaar om vas te stel uit watter rigting die
aanval plaasvind nie, en dit is selfs moontlik dat n groot
persentasie van die aanval op die waterstofatome van die

koolstofatome kan plaasvind283.

B.. Nukleofiele splitsing van die disulfiedbinding

(2) Meganisme:

Die aanval van nukleofiele rcagense op disulfiede
behels h uitgestrekte veld wat in 'n chaotiese toestand was
totdat Olav Foss op dié gebied begin werk het. Deur h reesks

123,125 | . hy bewys dat die aanval van

briljante studies
enige nukleofiele. reagens op n disulfied slegs h spesiale

geval van die volgende algemene reaksie is:
“S=X 4+ YT &———  _Soy 4 X7
: - 7

Bogenocemde is n tweede orde—verplasihgsreaksielY’57’108’27D

en dus van die tipe 5,2.

N

Wanneer n nukleofiele reagens Y 'n disulfied aanval,
is daar twee faktore wat bepaal of n merkaptiedgroep verplaas
sal word of nie, nl. die relatiewe affiniteite van X'en Y vir

swael, en stereochemiese invloede.

(b) Die relatiewe tiofiliteite van nukleofiele reagense:

n Disulfied kan as m sulfenielmerkaptied beskou word:

+ - s - + .
R-S €1 + R-5-H —— R-5-5-R + HC1

Id
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h Reagens Y sal m merkaptiedgroep (R-S7) uit die disulfied
verplaas indien Y ' groter affiniteit vir R-S5" toon as wat
R-S~ daarvoor het: '

R-S5-S«R + Y ——  R_5.Y 4+ R-=5
~ :

Indien daar geen verplasing plaasvind nie, beteken dit dat
die merkaptiedanioon (R-5") nh groter affiniteit vir R-5*
het as Y_ (mits daar geen stereochemiese invloede is nie.)
Hierdie affiniteit word 5-nukleofiliteit of tiofiliteit

69

genoem

Fosle5 was in staat. om h aantal anione te rangskik
~volgens hul tiofiliteite deur gebruik te maak van hul
oksidasiepotensiale. Hoe laer die oksidasiepotensiaal van
die sisteem 2XS~ /XSSX, hoe groter is die basiese sterkte van
XS .,

7/

Elektrodepotensiaal EO (volt, vs. N.W.E.) vir

sisteme 2 X5 = ———> X5-S5X + 2e
prom——

Xs~ E’
) c
SCN™ o+ 0.77
%293 _ , + 0.20
RS : ca.0

Eé is die potensiaél met die tekenkonvensie (teenocorgesteld
aan EO, sien Latimer213) soos gebruik deur Anderson en

Plaut2 en wat meer algemeen deur biochemici gebruik word.

}

Uit bogenoemde data kon Foss voorspel dat die

volgende reaksie heeltemal na regs behoort te verloop:

‘R-5-SCN + 5203 ——-—? R—S—5203 + SCN
Dit is dan ook eksperiménteel bewys dat dit wel die geval is,
en gevolglik is 5203= meer tiofiel as SCN~ . Fosforbevattende

verbindings is ook sterk tiofiele reagense. Trigtiel-

‘fosfietle verplaas bv. die etielmerkaptiedicon:
+

(CoHO) 4P + CoHE5-S-C Ho ——> C,H.ST + C,H -S-P(OC,H )

25 °3 25 25 25 2 2°5°3

Karboniumione is ook besonder tiofiel, want

\ -
fenieldisulfied, wat normaalweg baie stabiel is, word deur

feniellitium gesplitsBlB:

CeHg=5-S-CHg  +  CHe —> [ HgS-CHe  +  CgHeS




20.

Uit redokspotensiale en ewewigstudies is die

125,269,283

volgende 1lys van relatiewe tiofiliteite van

nukleofiele reagense opgestel:

(C2H 0),P>R™, HS™, CZHSS > R3P 7 LGHSS 7-(C6H5)3P,

5773

CN >SD3 7 OH 7HDDC\—CH2—5 >2,4-(NDZ)2C6H3-S >

R-S0." > 5203= -<SCN~ 2 Br- >cC1”

2

In die verbinding -S5-X sal X deur enige anioon Y~
verplaas word indien Y  ho8r as X op bogenoemde tabel
voorkom, d.w.s. indien Y meer tiofiel is as X.

Uit die tabel hierbo blyk dit dat CN~ meer tiofiel

is as SCN”, terwyl 503= meer tiofiel is as 5205=. Foss®d het
die volgende reg€l hieruit afgelei, nl. dat n antio-anioon*

die ooreenstemmende tio-anicon kan verplaas.

Dit is nog nie bekend watter faktore die tiofi-
liteit of S-nukleofiliteit van nh reagens bepaal nie en daar
bestaan selfs heelwai onduidelikheid oor nukleofiliteit
in die algemeen., Tiofiliteit en nukleofiliteit teenoor bv.
koolstofatome stem ook nie ocoreen nie. So is die orde van
nukleofiliteit van reagense teenoor die koolstof van

CHaBr die volgende:

HS™ > CN"=> I > SCN = 0OH > N5
Volgens Edward593 word die nukleofiliteit van n
reagens bepaal deur: basisiteit, polarisasie en die _
a-effek, d.i. die teenwoordigheid van ongedeelde elektronpare
op die atoom net langs die nukleofiele atoom. Hierdie drie
faktore is essensieel onafhanklik van mekaarlYY. Die a-effek
speel by alle substrate in 'n mindere of meerdere mate 'n rol.
Substrate wat met die proton ooreenstem deurdat dit 'n hoé
positiewe lading en N lae aantal elektrone in die buite-
orbitale besit, se reaktiwiteit berus op basisiteit, terwyl
die reaktiwiteit van substfate met n lae positiewe lading en

baie elektrone in die buite-orbitale weer bepaal word deur

polarisasie.

'

* 'n Antio-aniocon is volgens definisie h anicon wat so n
affiniteit vir swael het dat dit n stabiel tio-anicon vorm
as dit met vry swael reageer.. Ander bekende antio-anioon/
tio-anioon pare is:
fosfien—fosfiensulfied; sulfinaat—tiosulfinaat, sulfied-

polisulfied269. '




Elemente van die derde en vierde periodes van die
Periodieke Tabel, bv. fosfor en swael, wat maklik polari-
seerbare elektrone bevat, vorm makliker bindings met swael
as bv. elemente van die tweede periocde, soos stikstof en
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suurstof Wanneer die lys van relatiewe tiofiliteite
bestudeer word, blyk dit dat h nukleofiele aanval op swael
nie net van polarisasie afhang nie, maar dat basisiteit ook

" rol speel. Dit is nie bekendwst die relatiewe bydraes van
hierdie twee faktore is nie; dit mag verskil in verskillende
gevalle. Dit is wel bekend dat polarisasie n groter rol as
basisiteit speel by die splitsing van SB-ringe. By die
nukleofiele splitsing van 'n aantal onsimmetriese disulfiede

speel basisiteit egter weer n groter roleU.

{c) Stereochemiese invloede:

In al die gevalle waar kinetiese data bekend is,

is die verplasing van divalente swael h bimolekulére reaksiel29
van die tipe SNZ. By koolstof word hierdie tipe reaksie
beinvloed deur steriese faktore en dieselfde effek word ook by
swaelverbindings gevind. Alhoewel CN~ meer tiofiel is as
SCN™, kan dit nogtans ;éz tiosianaat uit t-butielsulfeniel-

tiosianaat verplaas nie

CH

|

CH3—C4S—SCN —£N€> geen reaksie
|

CH3

3

t-Butielmerkaptied verplaas etiélmerkaptied uit dié&tiel-

disulfied, maar is nie in staat om etielmerkaptied uit

etiel-t-butieldisulfied te verplaas niezaaz

CHa—CHZ-S—S—CH2-CH3 + t—CaH S — CH3CH2—S—S—C4H +

9 9

| CHBCHZS

CH3

- _ e = - -C-5~ — a 1
CH3 EHQ 5-5-C CH3 + CH3 C-5 geen reaksie

| |
CHy . . CH,

Verder is dit ook bekend dat disulfiedbindings wat direk aan

tersiére koolstofatome gebind is, nie deur CN~ of 503=

gesplis word nieBDg.
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Pry0r283 gee die volgende tabel aan vir die
vergelyking van die relatiewe snelhede van SNZ-reaksies op

swael en koolstof vir die reaksies:

R-CH,-X + Y = ——> R-CH,=Y + X7

R-5-507 + S0; ——> R-5-507 + 503 ~ \

3 3
Relatiewe reaksiesnelheidskonstantes
R A -
‘R-CHZ—X R—S—SD3
CH3 _ 100 100
E2H5 40 50
1-C3H7 3.0 0.7
t-C H 10 x 1074 6 x 10°°
-C4Hg X x 1

Uit bogenoemde tabel blyk dat dieselfde sterea-
chemiese invloede (van die neopentieltipe) wat by koolstof
gevind word, ook by nukleofiele substitusie op swael n rol
speel.

108-110 het die struktuur en

Fava en medewerkers
ladingverspreiding in die ocorgangstoestand by verplasings-
reaksies van divalente swael ondersoek in ﬁ poging om vas te
stel vanuit watter rigting nukleofiele aanval op die disulfied-
binding plaasvind. Hulle het tot die gevolgtrekking gekom dat
verplasings vanaf swael déur  rugkantaanval plaasvind, sddat
die intredende en uittredende groepe in n reguit lyn 18, net
' soos in die geval van koolstofBl. In die Oorgangstadiumlog
kan die ladings op twee maniere versprei wees. Die sentrale
swaelatoom kan minder negatief wees as in die beginstadium
(dit behels die gebruik van slegs die s- en p-orbitale van die

swael):

-(1-8) + 1-28 (1-8)

Die swaelatoom kan ook meer negatief wees as in die begin-
stadium. Hier word gebruik gemaak van die le2 d-orbitale

van die swaelatoom wat dan tien valenselektrone het met een

paar in n 3d-orbitaaly
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Omdat swaelbevattende verbindings makliker nukleofiele
splitsing ondergezan as verbindings wat suurstof bevat en geen

vry d-orbitale besit nie, is laasgenoemde teorie waarskynlik

korfek;

Soos réeds'vermeld, verloop die splitsing van n
disulfiedbinding deur h nukleofiele reagens Y~ volgens n
SNZ-meganisme. In baie gevalle 18 die ewewig ver na links
omdat RS~ meer tiofiel is as Y™, of omdat steriecse faktore
die aanval van Y  verhinder. In sulke gevalle kan splitsing
van die disulfied langs ander weé& plaasvind. Afhangende van

die tipe disulfied en van Y~ word n groot verskeidenheid
141,163 306,310
’ HZS y

sulfiensure3o3, monosulfied8346, ens., 1s al geidentifiseer

produkte gevorm. Vry swael

en daar bestaan verskeie splitsingsreaksies waardeur die
vorming van hierdie produkte verklaar word. Hierdie

meganismes word in hoofstuk VIII bespreek.
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V. DIE REAKTIWITEIT VAN DIE DISULFIEDBINDINGS IN
PROTE TENE '

Dit is al lank bekend dat daar groot verskille
bestaan in die reaktiwiteite van disulfiedbindings in
proteiene., Hierdie onderwerp is dikwels bestudeer en
alhoewel n groot aantal publikasies al hieroor verskyn het,
is daar nog geen eenvoudige en bevredigende verklaring vir
die verskille in reaktiwiteit aangebied ni938’54’58. n
Studie van die literatuur toon dat die verskille in
reaktiwiteit nie net beperk is tot nh paar geisoleerde
gevalle nie, maar inderdaad h eienskap is van elke disulfied-
bevattende proteien, waaronder insulien, albumien,
ribanuklease en keratien die bekendste is. Verder is dit ook
veelseggend dat hierdie verskille in reaktiwiteit nie net
beperk is tot 'n spesifieke reagens nie, maar geld vir enige
reagens wat die disulfiedbinding aanvalsa. Dit impliseer dat
die reaktiwiteit nie m funksie van die reagens is nie, maar
eerder beheer word deur faktore wat in die struktuur van die

proteien opgesluit 12.

Danksy die ontwikkeling van doeltreffende
chrométografiese skeidingsmetodes en parsigle hidrolise-
tegnieke (ensimaties sowel as nie-ensihaties) is die primére
struktuur* van m hele aantel proteiene, insluitende insulien

294,296,297 176 en ribonukleéseaBd, reeds bekend.

, lisosiem
" Ondersoek van die disulfiedbindings van hierdie proteiene
toon dat almal in werklikheid onsimmetries is, m.a.v. A, B, X
en Y (in onderstaande figuur) is nie identiese aminosuurreste
nie, maar kan enige van die gewone aminosure, bv. tirosien,

aspartiensuur of lisien, wees.

* Proteiene bestaan uit polipeptiedkettings wat opgebou is uit

a-aminosure: die aminosuuropeenvolging in dié polipeptied-
ketting word beskou as die primére struktuur; dié helikse wat
ontstaan wanneer die polipeptiedkéttings in spirale vou, word
die sekondére struktuur genoem; en die-wisselwerkinge wat die
verskillende helikse aanmekaar skakel, die tersire struktuur.
Die aantrekkingskragte tussen die polipeptiedkettings van
proteiene kan van uiteenlopende aard wees, s00S waterstof—,

hidrofo_biese of kovalente bindings soos bv. disulfiedbrie.
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t 1

A i B
1 1]
Co : co
1] . ) 1}
NH NH

1 1

CH-CH -S—S—CHZ—CH

2
1 !
co - Co
[ ' 1
NH NH
. 1
X Y

Afgesien van die feit dat die swaelatome van die
disulfiede dus verskillend gepolariseer kan wees as gevolg
van die elektrdomere invloede van naburige groepe, bestaan
daar ook die moohtlikheid dat die swaelatome in verskillende
mate steries beskerm kan word deur hierdie groepe. Verder
is dit ook moontlik dat groepe in die nabyheid van die disul-
fiedbinding die reaktiwiteit kan beinvloed deurdat geleasaide
groepe mekaar aantrek of afstoot as gevolg van die invloed

\

van coulombiese kragte.

Dit is bekend dat die reaktiwiteit van disulfied-
bindinés in protefene'aansienlik verander word deur denatu-
rering van die natuurlike proteien. Aangesien denaturering
die sekondé&re en tersidre struktuur van proteiene verander,
moet die reaktiwiteit van die disulfiedbinding‘géa,hierdeur
beheer word. Teenswoordig word zanvaar dat die‘ﬁroteien-
molekule uit geordende en ongecordende strukture bestaan. Die
geordende strukture wat tans die meesté‘steun geniet7l’275 is
die a-heliks en B-struktuur, %erwyl eksperimentele gegewens
daarop dui dat die.ongeofdende struktuur n willekeurige klos-
konfigurasie inneem302. Dit is bekend dat gewone polimere
in oplossing voorkom as ongeordende kettings. Hierteenoor
dui die jongste inligting daarop dat proteienmolekules in
oplossing bestaan in h vorm wat deels gevou en deels ontvou
i5226.

Die volgende tabel, geneem uit die publikasie van
Linderstrbm-LangZZ6,'gee die persentasie van die proteiene

reste aan wat in n gevoude konfigurasie voorkom, socos bepaal

deur verskillende tegnieke:
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‘ . . . Veranderings
Proteien Dguteylgm tha51e. T?ITDdl' in optiese

uitruilingjdispersie|namies .

rotasie

Insulien 0 48 33 66
Ribonukleass 40 15 35 39
Ovalbumien - 46 . - 79

Beesserum-

albumien - 47 - 56
B-Laktoblo- ’
bulien 70 - - 100

Denaturering is een van die mees unieke en
terselfdertyd ook karakteristieke eienskappe van proteiene

4’187’284 as h fisiese of intramolekulre

en word gedefinieer
herrangskikking, eerder as 'n chemiese verandering van die
natuurlike proteienstruktuur, wat die-spesifieke ruimtelike
konfigurasie van die proteien verander tot n meer
ongeordende struktuur sonder dat hidrolise optree van die

primére kovalente bindings.

Die hidrodinamiese eienskappe van proteiene word
drasties veréhder deur denaturering. ADit‘is bekend dat
bolvormige broteiene, S00S globﬁlien en albumien, h© groot
toename in hul spesifieke viskositeit en wrywingsverhouding
toon ﬁé denaturering, en dit word algemeen aanvaar dat dit
toe te skryf is aan 'n grdter anisometrie wat sy oorsprong
het in ' ontvouing of losdraaiing van die natuurlike poli-

peptiedketting5226’284, Vglgens Kauzmanﬁla7 beétaan n
gedenatureerde proteien in ureum in n willekeurige klos-

konfigurasie,

" Kenmerk van die denaturering van proteiene
is die vrystelling van ,verborge" reste in die molekule.
Daar is talle voorbeelde bekend waar tioclgroepe of hidrok-
sielgroepe van tirosien nie reageer nie, tensy die proteien
gedenatureer is38’58. Dit beteken dat hierdie sogenaamde
ponreaktiewe, trae of verskuilde" groepe in dié natuurlike
proteien ontoeganklik is vir reagense as gevolg van die

ruimtelike rangskikking van die proteien.

Denaturering word veroorsaak284 deur n hele aantal.
faektore, waarvan warmte, sekere pH-kondisies, meganiese
kragte, bestralings (ultravioclet of ioniserend) en sekere
tipes molekules (organies sowel as anorganies) die bekendste
is. In hierdie ondersosk is ureum gebruik as denaturerings-
middel en dif is' dus nodig om die meganisme van proteien-

denaturering deur hierdie reagens kortliks te skets. Die




27.

tradisionele verduideliking vir die denaturering deur ureum
was dat dit weens sy strukturele ooreenkoms met peptiede
-in staat is om sterker waterstofbindings met peptiedgroepe
as met water te vorm, met die gevolg dat dlt interpeptied-
waterstofblndlngs'kan breek wat nie deur water geaffekteer

word nie. Latere werklga’354

het egter om twee redes twyfel
hieroor laat ontstaan: dit is bewys dat interpeptied-

en ander waterstofbindings relatief onbelangrik is as
stabiliserende faktore in die natuurlike proteienmolekule

in water en tweedens is aangetoon dat ureum nie noodwendig
sterker waterstofbindings as water vorm nie. So is bv. bewys
dat die waterstofbindings tussen water en die peptiedgroep
van N-metielasetamied baie sterker is as die interpeptied~-

155

bindings tussen die amiedgroepe .

Daar bestaan tans twee gedagterigtings oor die
denaturerende werking van ureum. Die eersté.hipofese is dat
ureum in staat is om die hidrofobiese bindings in die mole-
kule te breek deurdat ureum n groter affiniteit as water toon

vir die nie-pol&re aminosuursykettings. Hierdie hipotese is
370

dorspronklik deur Waugh voorgestel., Latere eksperimentele

. .4 265 . . .
bevindings van Bruning en Nozaki 1s in-ooreenstemming
met bogenoemde aanname. In teenstelling hiermee het

' Colacicfo68 beweer dat bogenoemde hipotese nie al die
eksperimentele bevindings verduidelik nie en het hy voorgestel
dat ureum as,m zwitterioon voorkom met n positiewe hooflading,
vandaar die benaming ,ureum-katioon". Die amfipatiese

ureummolekule sien as volg daar uit:

©

en bestaan waarskynlik as een van die volgende strukture:
[ - .

o 0 0 0
| + + I ‘l F+ H+ l
H-N-C=N-H H-N=C~N-H H-N=C-N-H  H-N=C=N-H
o : L L‘ '1_1 /
H- H | H

Volgens Colacicco is ureum n oppervlak-aktiewe katicon, tm ioon-
uitruiler en baie swak waterstofbindingsreagens en sy

denaturerende werking word verklaar deur die iconbindings-

krag van die molekule met proteiene.
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VI. DIE REAKSIE VAN SULFIETIONE MET DIE
' DISULFIEDBINDING

AL Meganisme van die reaksie

Sulfietione splits die disulfiedbinding, en hn
tiol en organiese tiosulfaat (Bunte~sout) word gevorm:

R-5-5-R + S0,° ———> R-S7.". ' + RSs0]

I < 3

Rosenthal en Dater289 het aangevoer dat die reaksie van
sulfiet op disulfiede deur hn Vry radikaalmeganisme verloop.
Die aktiveringsentropie& dui egter op ™ ioniese meganisme
‘en verskeie werker518’109’124’126’128 het dan ook bewys dat

hierdie reaksie deur middel van ' heterolitiese splitsing

van die disulfiedbinding verloop.
Die splitsing van disulfiedbindings deur sulfiet-

ione is n nukleofiele verplasingsreaksie64’235’269 en 1is

340

analoog aan die reaksie van S0 met karbonielverbindings .

Die reaksie is bimolekuldr en gmkeerbaar, en kinetiese data
is in baie geQallé beskikbaar56’247’342’343. Die reaksie-
snelheid is sterk afhanklik van pH, want by lae pH-waardes
vorm die minder tiofiele bisulfietioon HSDS waarvan die

reaksiesnelheid weglaatbaar klein is in vergelyking met dié

van SD?L

Die reaksiesnelheid neem na bewering58 ook sterk
af as die netto lading iﬁ die omgewing van die disulfied-
binding verander van positief na negatief. 'Verbindings met-
N positiewe lading reageer vinnig, dié met n negatiewe lading
stadig en neutrale verbindings met h intermedi&re snelheid.
Totale ladings het ook n invloed op die reaksiesnelheid;
so reageer n ongelaaide sistienderivaat (diasetielsistienester)
stadiger as die zwitterioonvorm van sistien

Die invloed van die ladings op die reaksiesnelhede
word geillustreer deur die resultate van Cecil en McPheeaB

wat in onderstaande tabel saamgevat is:




onelheidskon-_
stante met 507 .
_ _ : 5 3 Netto lading
Disulfied .| by 25°C 1 op molekule
(liter mole -

min_ ")

Sistamien 6700 - 8600
Diasetielsistienester » v 265
Diformielsistien (éeioniséer) 9
Sistien‘ ’ ) 1100

3
Glutatioondisulfied 160

10
Homosistien ‘ v 155

2

N O &~ N N O NN O

' Disulfiede met groepe wat ioniseerbaar is bokant

pH 5, toon m-optimum pH vir dis skynbare reaksiesnelheids-
konstante met sulfietione. Met toenemende pH is daar h
toename in die reaksiesnelheid as gevolg van n verhoging in
die konsent:asie van SD;, wat egter teengewerk word deur n
afname in snelheid as gevolg van n toename in die persentasie
meer negatief gelacide disulfiedmolekules. Die optimum pH
hang af van die pK-waardes van die verskillende groepe in die
disulfiedmolekule en van die- snelheidskonstantes vir reaksies

van die verskillende gelaaide vorms met Sulfietione5

Die basiese sterkte van die swaelatoom van die
sulfieticon (SO3=) word heelwat verminder deur resonansie
met die suurstofatome en gevolglik is dit nie so n sterk
tiofiele reagens as bv. die sulfiediocon (S87) ni8269. Dit is
nogtans n antio-aniéon, want dit reageer maklik met vry
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swael om tiosulfaat te vorml Sulfiet is ook in staat om

polisulfiede te ontswael:

R-5-5-5-5-R + 50T = R-5-5-5-507 + RS~

3 2

R-S-5-S07  + RS R-5-S-R - + §

3
R-5-5-5-507 + 503 : R-5-5-50-  + 5.0

>0

Omdat tiosulfaat die minste tiofiel is van al die ione
betrokke in bogenoemde reaksie, 1l& die ewewig ver na_ regs en
' 27

word die tetrasulfied maklik Dntswaell . lzgolitionate wo rd

op n analog wyse deur sulfietione ontswael
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B. Stereochemiese invloede

Die reaksie van sulfietione met disulfiede verloop
volgens ' SN2—meganisme en steriese verhindering kan dus in
sommige gevalle verwag woxrd. So is bv. gevind dat
ditiodiglikolsuur (I) maklik deur sulfiet gesplits word,

terwyl ditiodimelksuur (II) nie reageer nie 54.

%HB EHB

HOOC-CH —S—S—SHZ-CDDH HOOC~CH-5-5-CH-COOH

2
1 ' II

Disulfiede weaarvan die swaelatome aan tersifre koolstofatome

) 289,309

gebind is, reageer ook nie met sulfiet nie Die

bekendste geval is penisillamiendisulfied:

)

Hy O
HOOC-CH-C-5-5-C-CH-COOH
| /

NH2 CH3 EH3 NH2
108,109

Fava en medewerkers het die steriese invloede van

verskillende groepe op die volgende reaksie bestudeer:
* — * =

~5-5_.0" - -5-50" =

| R 5-5 03 + 503 - R-S 503 + 503
Hulle het gevind dat die struktuur van die groep R ' groot

rol in die reaksiesnelheid speel en dat steriese verhindering,
soortgelyk aan die neopentieleffek by koolstofatome, in
hierdie.reaksie ondervind word. Hierdie effek word duidelik
geillustreer deur hul resultate wat in die volgende tabel

aangegee word:

| ‘ 100 k

. ~_“2R)
k Ly k, = tweede orde-
Z(CHEL snelheids-
CH3' 100 konstante
EH3—CH2— 50
CHB\
CH- 0.7
e
CH3
CH3~
CHJ——-\C— ' 0.0006
EH3
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Diarieldisulfiede soos difenieldisulfied en
dibensieldisulfied\254 word nie deur sulfiet gesplits nie.
Onsimmetriese diarieldisulfiede met sterk elek tranonttrekkende
'arielgroepé, bv., 2,4-dinitrofeniel, word vinnig deur sulfiet
gesplits, terwyl mono-nitrogesubstitueerde verbindings stadig
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reageer . Dialkieldisulfiede wat amino- of karboksiel-
groepe bevat, bv. sistien56’64’309’342, homosistien247,
sistamien309 en ditiodiglikolsuurada, word maklik deur

sulfiet gesplits.

Ten slotte kan genoem word dat die tiol wat in die
sulfitolise gevorm word, in die teenwoordigheid van oksideer-

middels heroksideer na disulfied wat dan weer deur sulfiet.
gesplits kan word. Kwantitatiewe omsetting van die
disulfied‘na R—S—SOS is dus moontlik. Hierdie reaksie word
dan ook dikwels gebruik om tiolsulfonate uit disulfiede te

berei:

R-5-5-R + 5

T

D; —= RS™ + R—S—SDS
! oksideermiddel

n Hele aantal oksideermiddels kan gebruik word, :
sS00S waterstofperoksied332, tetrationaat, jodosobensoaatl3’14,
divalente koper347, of lugsuurstof met spore metaalione bv.

CuII of FeIII as katalisatore64’201,

C. Reaksie van die disulfiedbinding in protelene

Die reaksie van sulfiet met die disulfiedbindings
van proteiene is taamlik gekompliseerd, want nie almal toon
dieselfde reaktiwiteit nie. By sommige natuurlike proteiene
reageer slegs h deel van die disulfiedgroepe met sulfiet-
ione -~ volledige reaksie vind eers plaas na denaturering in

die teenwoordigheid van swaarmetaleS3.

Die disulfiedgroepe inbnatuurlike beesserum-
albumien reageer bv. nie met sulfiet by pH 6.5 nie. Na
denaturering met guanidien reageer slegs 12-13 disulfied-
bindings/molekule, selfs al word die reaksie vir lang tye
met hoé konéentrasies sulfietione uitgevoer. Die totaal van
17 disulfiedbindings/molekule reageer eers nadat h klein
oormaat Hg++ bygevoeg is20 . Eksperimente met verskillende
konsentrasies Hg++ gee dieselfde resultaat; dit dui op
baie min direkte aanval van Hg++ op die disulfiedgroepe,
en na beweriné word n merkaptied van die tipe (i) geVorm

wat dan verder met sulfietione reageer:
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Azari6 het die invloed van denaturering deur ureum
op die reaktiwiteit van die disulfiedbindings van lisosiem
bestudeer en gevind dat die asantal disulfiede wat deur |
sulfietione gesplits word, toeneem met toenemende ureum-
konsentrasie. Gepaard hiermee vind daer ook n progressiewe
deaktivering van die lisosiem plaas.

Die reaksie van sulfietione met die disulfiedgroepe

in n hele aantal proteiene is reeds ondersoek55’59’2o3’212’372.

L Die aantal disulfiedgroepe per'molekule wat met sulfiet alleen
. reageer, is bepaal, asodk die totale aantal disulfiedgroepe
per molekule. Laasgencemde is bepaal na reaksie met sulfiet
+ guanidien + merkurichloried. Die resultate is saamgevat in

die volgende tabel:

Proteien | ' Aantal é—S—bindings/molekule
‘ Reaksie met SD; | Reaksie met SD;
alleen + kwikverbinding
Oksitofsien 1.1 -
Ribonuklease 0.5 3.95
Insulien 1.9 3.05
Lisosiem 0.1 3.9
"o-Chimotripsinogeen 0.8 4.7
| a~Chimotripsien 3.1 4.7
Tripsinogeen 5.1 5.9
Tripsien 5.2 5.9
Beesserumalbumien 0.0 17.0
Pepsien 2.0 3.0

Uit bogenoemde tabel blyk-dit dat die disulfied-
bindings van - heelparty: proteiene stabiel is teencor sulfiet-
ione in die afweéigheid van denatureringsreagense. Lisosiem
en ribonuklease reageer : feitlik nie met sulfiet nie terwyl

" by die meeste ander proteiené slegs nh deel van die disulfied-
biﬁdihgs reageer. Die disulfiedbindings in proteiene verskil
dus heelwat in hul reaktiwiteit teenoar sulfietione, en,

soos voorheen genoem, bestaan daar nog onduidelikheid onr

watter faktore almal die reaktiwiteit beinvlced.
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VII. TIOL-DISULFIEDUITRUILINGSREAKSIES

A. Meganisme van die uitruiling

Die reaksie tussen tiole en disulfiede is van
groot belang in biochemie. Vir baie jare is hierdie

reaksie beskou as n eenvoudige oksidasie-reduksieproses:
R-S-5-R + 2 R'-SH ——— R’-5-5-R’° + 2 R=SH
<

Later het dit egter duidelik geword dat dié reaksie in twee

stappe plaasvind en 'n SNZ—meganismelzg valg:

R-5-5-R + R’=SH =——— R_S5-S5-R’ + R-SH
R-5-5-R” + R’=SH ———> R’_5_.5-R” + R=GSH
—

Die eerste geval waar tiol-disulfieduitruiling

221,224,225

ondeérsoek is, is in 1920 deur Lecher gerapporteer:

H.S ——

* Celgs ——= G4

C HS—S—S—C

6 HA—ND

H5-S—S-C H +

6 2 65

S—C6H4—N02

Die eerste kwantitatiewe bestudering van tiol-~
disulfieduitruilim;»is in 1937 deur Fredgal36 gepubliseer.
Hy het die reaksie tussen (+) ditiodimelksuur en tiomelksuur
polarimetries bestudeer en vasgestel dat dit h bimolekulére
uitruilingsreaksie is. In 1938 is die reaksie tussen
L-sistien en tioglikolsuur polarimetries ondersoek deur
Bersin en Steudelza. Hulle het die ewewigskonstantes bepaal
en aangetoon dat die reaksie deur die merkaptiediocon RS~
verloop, maar foutief afgelei dat die onsimmetriese disulfied
baie onstabiel is en nie'by die ewewig in enige noemens-
waardige kwantiteite teenwoordig is nie, soos wel later

bewys sou wordzod.

Die ewewigskonstantes vir talle tiol-disulfied-

sisteme is reeds bepaal en dit is bewys dat daar ho& konsen-

trasies onsimmetriese disulfiede by ewewig bestaan97’98’lll’
204’211. Dit is vir n geruime tyd aanvaar dat die uit-
155,183,

ruilingsreaksie deur die merkaptiediocon RS~ verloop

185’360, en later is dit dan ook deur kinetiese studies

28'111. Die snelheidskonstante vir die reaksie

bevestig
van sistien met tioglikolsuur is buv, lD4 keer groter vir
die RS -vorm as vir die RSH-vorlel en die reaksiesnelheid

word gegee deur:
v = k [Rssr] [R’s7]

Omdat hierdie uitruilingsreaksie basis-gekataliseerd is, is

daar nog 'n meganisme waarvolgens dit moontlik kan verloop:
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RSSR + OH™ . —— R-SOH + RS~
JE————

R~SOH + R'ST — R~5-5-R’~ + OH~
» .

Favalll het egter daarin geslsag om te bewys dat die

reaksie nie so verloop nie, maar wel deur n aanval van die

merkaptiedicon op die disulfied,

Tiol-disulfieduitruiling kan soms wel deur

middel van n vry radikaalmeganisme plaasvind. So is bv.
gevind dat ultravioletlig die wuitruiling tussen tiokresol
en ditolieldisulfied kataliseerl59.

Die ewewigskonsentrasies van onsimmetriese disul-

fiede in tiol-disulfiedsisteme word bepaal deur die twee

ewewigskonstantes K2 en K3:
K, = [rssr7LRs™]
LR'S JRSSR]
Ky = [r’ssr’JRs™]
[R°S J[RSSR ]
K, ) 2
o= K= L RSSR”]
3 [RSSRJ[R SSR ]

K, is dus die ewewigskonstante vir die disulfiedsisteem:

K
RSSR + R’SSR’ —33 2 RSSR’
pom—

Die ewewigskonstantes K2 en K3 is vir n hele

aantal tiol-disulfiedsisteme bepaal en by almal is
gevind dat K2> 1 en K3 <1, wat beteken dat daar by

ewewig ho& konsentrasies onsimmetriese disulfiede teen-

99

woordig is. Die volgende tabel gee gepubliseerde waardes

van die ewewigskonstantes K, en K3 vir n aantal tiol-disul-

2
fiedsisteme aan:

2 3
Sisteamien-sistien 4.76 0.75
Sisteamien-~glutaticon-
disulfied 5.00 0.34
N-dimetielsisteamien-
sistien 2.30 0.36
N-dimetielsisteamien- _
glutatioondisulfied 1.56 0.32
Glutatioon-N.,N'-tetra- ’
asetielsistamien 4,23 0.47
Glutatioon-sistamien 12.80 0.20

In die geval van die glutatiocon-sistamien-
sisteem is K2 3> 1 en K3<<1l,‘sodat Ka baie groot is., Dit is

dan ook gevind dat die onsimmetriese disulfied in groot

hoeveelhede gevorm word.
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B. Redokspotensiale van tiol-disulfiedsisteme

Fosslz5 het aangetoon dat daar 'n noue verband
bestaan tussen die oksideerbaarheid en die S-nukleofiliteit
(tiofiliteit) van sekere anione:

Y

2 XsT ——3  XS5X + 2e

Hoe laer die oksidasiepotensiaal van die sisteem
2 XST/XSSX is, hoe groter is die basiese sterkte of
S-nukleofiliteit van XS - gewoonlik. Alhoewel Foss in
staat was om by h hele aantal gevalle die reaksieverloop
suksesvol te voorspel, was dit nie so maklik in die geval
van tiol-disulfiedsisteme nie. By hierdie sisteme 1is die
.oksidasiepotensiale van die verskillenae merkaptiedgroepe
baie klein, moeilik bepaalbaar en verskil ook nie veel van
mekaar nie. Talle pogings is al aangewend om die oksidasie-
potensiaél vir tiol-disulfiedsisteme te bepaal. Die probleem
is dat daar nog geen elektrodesisteem beskikbaar is wat
omkeerbaar is ten opsigte van die tiol-disulfiedsisteem nie
en selfs platienelektrodes vorm n lagie stabiele merkaptiedf
wat die omkeerbaarheid van die elektrode ondermyn. Die
beste bepalingsmetode wat tans beskikbaar is, maak gebruik
van n jodium-jodiedsisteem wat in ewewig met die tiol-

disulfiedsisteem verkeerzgj.

Hier word aangeneem dat die
swael elektro-onaktief is en dus nie die elektrode affekteer
nie. Die aanname is ook gemaak det die elektrodepotensiaal
heeltemal via die jodium-jodiedsisteem bepaal word. Hierdie
werk is later gekritiéeer}37 op grond van die feit dat

jodium met tide kan reageer om ander produkte benewens
disulfiece te vorm. Alhoewel daar dus onsekerheid bestaan
coor die absolute waardes van redokspotensiale wat deur middel
van bogenoemde metode bepaal is, het hierdie waardes

heelwat betekenis in die gevalle waar slegs ' vergelyking

van die reduksievermcg& van tiole nodig is.

Die volgende tabel gee die reduksiepotensiale aan
vir n aantal tiol-disulfiedsisteme, sSQos bepaalA6 volgens

bogenocemde metode:

e

Tiol ’ ED (vs. N.W.E.) (pH 7.0)
Tioglikolsuur - =0.15
Sisteien ‘ ~0.15
Tiolhistidien « -0.10
Merkaptogtanol -0.07
Ergotionien -0.06
Glutatioon +0.03
Tiofenol (in 70% etanol) -0.31
o-Tiokresocl (in 70% etanol) -0.12
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Van bogenoemde reeks tiole is tiofenol die beste
reduseermiddel. Hierteenoor is glutatioon die swakste
reduseermiddel, m.a.w. dit is baie maklik om glutatiocon-
disulfied te reduseer. Hierdie besondere eienskap van
glutatiocon speel m groot rol in baie biologiese prosesseq6'

Die problsem van omkeerbéra elektrodesisteme het
die vordering in hierdie veld net tydelik vertraag en
spoedig is oorgegaan tot ander tegnieke om die oksidasie-
potensiale van tiol-disulfiedsisteme te bepaal. So bv.
het Eldjarn en Pihl97 ewewigstudies op tiol-disulfied-’
uitruilings uitgevoer en gevind dat die volgende. verband

tussen die sisteme bestaan:

£’ - E’ - 0.0307 log (K

o RSSR/RSH o R'SSR/R'SH, 2K y)

E

E 0.0307 log K,

i

o R.SSR/RSH,RSH o RSSE/R'SH ~

Wanneer die ewewigskonstantes K2 en K3 vir die

sisteme (R-SH + G5SG) en (R-5H + sistien) bekend is, kan

die verband tussen die redokspotensiasal van sistelien en die

van glutétioon bereken word. Volgens hierdie metode i

~ 0

die redokspotensiaal van sisteien 0.01 volt hog&r as die

van glutatioon, wat egter téenstrydig is met die waardes

wat deur Calvin46 verskaf is. (Hierdie potensiaal is
relatief tot dié€ van glutatioon en nie tot die normale water-
stofelektrode nic.)

Kolthoff en sy medewerkers353 het ook baie byge-

dra om die kennis van hierdie sisteme uit te brei. Deur
middel van spektrofotometriese studies het hulle die ewe--
wigte tussen ferro- en ferri-yster en sistien-sisteien
bepaal en hiervan bereken dat die reduksiepotensiaal van

die sistien-sisteiensisteem -0.33 volt is by 25°C en pH 7.0.
Dit stem ogreen met waardes verkry vanaf poﬁensiomet:iese

studiesldg’lsa.

asook met waardes bercken uit termodina-
. - 3

miese data 5. Net so stem die waarde van die reduksie-

~ potensiaal wat deur polarografiese studieqzo5 verkry is,

ook  goed met bogenoemde waarde ooreen.

Reeds in 1937 is gewy5262 dat die polerografiese
halfgolfpotensiaal E% van 'n omkeerbare oksidasie-reduksie-
sisteem in ' goed gebufferde oplossing die Eé van die sisteem
weergee. Dit geld vir eenvoudige tiol~disulfiedsisteme,
en onlangs is bewys dat dit ook’van toepassing is op die
disulfiedbindings in proteiene60. Insulien gee bv. n
reduksiegolf by pH 1.1 met h halfgolfpotensiaal van -0.244
volt (vs. N.W.E. by 25°C). £y by pH 7 is.-0.38 volt

(vs. N.W.E.) en omdat die reduksie heeltemél.omkeerbaar is,.

moet dit ook die reduksiepotensiaal Eé wees by pH 7. Hierdie
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. 7 . .
waarde stem goed ooreen met die van sistien wat volgens

ander metodes bepzal is65’l37.

Daar bestaan aansienlike verskille in die reduksie-
60,373( So

bv. word die twee interkettingdisulfiedbindings van insulien

~

by bogenoemde potensiaal gebreek, terwyl die intraketting-

potensiale van disulfiedbindings in proteiene

-disufied eers by n effens ho8r potensiaazl gereduseer word.

Die verskil in die reduseerbearheid van disulfiedbindings

kan egter nie altyd toegeskryf word aan die verskil tussen
inter- en intrakettingbindings nie, want dit is bv. gevind
dat die vier intrekettingdisulfiedbindings in ribonuklease
heelwat verskil wat betref hul reduseerbaarheid. Daar is
aangevoer dat omgewingsfaktore ook n invloed op die reduksie-

potensiale moet hé.

Die reduksiepotensiale van kleiner disulfied-
molekules soos glutatioon en ditiodiglikolsuur 1& skynbaar
baie na aan dié van sistien. Kolthof’f204 het dit in beide
gevalle met behulﬁ van ewewigstudies bepaal en n waarde van
-0.32 volt gevind, wat goed ocorcenstem met die waardes wat
deur GhoshldB’vergkaf is. Hoewel daar heelwat werkers was
wat beweer het dat die reduksiepotensiale van glutatioon en
sistien baie leer is as -0.32 volt, dui die’jongste inligting
tog op n reduksiepotensiasl van die orde -0.33 tot -0.39

volt vir die meeste disulfiedbinding565’137.

Daar bestaan nog nie duidelikheid oor presies wat
die verband is tussen reduksiepotensizle en die reduksie-
vermog van tide soos dit eksperimenteel ondervind word nie.

. 4 " .
Daar is beweer2 2 dat die reduksievermog van tiole as volg

toeneem:
tersigre tiole < sekondé&re tiole ¢ primére tiole <
aromatiese tiole.
. . : . L . 240
Dit stem nie ooreen met die bevindings van Maclaren nie .

Hy het in h ondersoek van die disulfiedbindings in wol gevind

dat die reduksievermo& van n reeks tiole as volg toeneem:

HDDC—CH2—5H<‘H2N-CH2—CH2-SH<;C H.-5H <HD—CH2—CH -5H <

65

C2H5—SH~\E6H5—LH2~SH

Daar bestaan .geen korrelasie tussen die reduksie-
240

2

vermo#& van bogenoemde tiole en hul reduksiepotensiale nie
Verder is dikwels beweer dat penetrasie die reaksies by wol

behoort te beinvloed omdet groter molekules die vesel

moeiliker binnedring es kleiner molekules. Uit bogenoemde
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reeks blyk egter dat een ven die grootste molekules,

nl. bensielmerkaptaan, in werklikheid die beste
reduseermiddel is. Daar bestéan ook die moontlikheid dat
die dissosiasie van die. tiole hul reduksievermocig kan
beinvloed, maar Maclaren kon geen korrelasie vind tussen
die pK-waardes van die tiolgroepe en die reduksievermog

van die verskillende tiole nie.

Skynbaar is die reduksieproses baie ingewikkeld.
Benewens die feduksiehqtansiaal van die tiol moet talle
ander faktore so0s pK-waardes, geaardheid van die tiol,
adsorpsie en stereochemiese verhindering die reaksie

beinvloed.

C. Faktore wat die reaksiesnelhede by tiol-disulfied-
uitruiling beinvloed

(1) Die geaardheid Qén die disulfied speel n belangrike
rol in die reaksiesnelheid. Na bewering38 word die reakti-
witeit van disulfiede beinvloed deur strukturele faktore en
ock deur die netto iading op die disulfiedmolekule.
Gevolglik vind reaksie makliker plaas tussen twee teenoor-
gesteld gelaaide molekules as tussen twee identies gelaaide.
of twee ongeleaide molekulesSB. S50 bv. is die snelheids-
konstante vir die reaksie van glutaticon met sistamien

300 meal groter as vir die reaksie van glutatioon met diase-

tielsistamien.

Ten spyte van hierdie verskille in reaksissnelhede
is die reaksie van glutatioon met disulfiede by fisiologiese
pH-waardes nogtans baie vinnig. So bv. word 8% van die
disulfied binne die eerste sekonde geredusear in die reaksie

van 0.001 M glutatioon met 0.001 M N,N’-diasetielsistamien’®.

(ii) Die geaardheid van die verplasende merkaptiedgroep,
Y-S7, het ook h groo{ invlced op die reaksiesnelheid. Dit
is bewys dat die uitruiling nie deur die merkaptaan YSH
verloop nie, maar wel deur die merkaptiediocon YS~, Gevolglik
word die reaksiesnelheid bepaal deur die hoeveelheid Y-S5~
wat beskikbaar is by dies pH waarby die reaksie uitgevoer
word, d.w.s. dit word bepazal deur die pK-waarde van die

merkaptaan.

Die ionisasie van merkaptane by fisiologiese'pH—
waardes behoort dus n aanduiding van hul biologiese aktiwi-
teite te gee. - Die volgende tabel, gensem uit die publikasie

- 22 . Ce . .
van Benesch en Benesch™ , gee die persentasie ionisasie van

N aantal tiole by pH 7.4 aan:
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Merkaptaan % RS™ by pH 7.4
Sisteienetielester 16
"Sisteiniel-glisien 11
Sisteamien . 11
Sisteien _ 6

Glutétioon
Homosisteien

y-Glutamiel-sisteien

O =

Tioglikolsuur

Daar bestaan h baie goeie korrelasie tussen bogencemde
ionisasiewaardes en die snelheid van deaktivering van anti-
biotiese middels, soos streptomisien, deur merkaptane.
‘CavallitoSZ het bv. gevind dat die deaktivering deur n
spesifieke tiol toeneem met n toename in pH van die oplossing.
By n konstznts pH necm die deaktivering as volg toe vir
n reeks tiole: )

tioglikolsuur <"N-asetielsisteien Cglutatioon <C

glisiel-sistelen < sisteien {sisteiniel-glisien

Dit dui beslis daarop dat die merkaptiedioon die reaktiewe

spesie by die uitruilingsreaksie 1is.

- Alhoewel die reaksiesnelheid bepaal word deur die
pK-waarde van die tiolgroep, is dit belangrik om daarop te
let dat die verskille in reaksiesnelhede van twee tiolgroepe

met verskillende pK., ,-waardes by n gegewe pH kleiner kan wees

SH
as wat verwag is, omdat die hoe&r konsentrasie merkaptiedione
van die groep met laer pKSH na bewering opgehef word deur die
groter nukleofiele reaktiwiteit van die ione van die groep

met die hoér pKSH—waardESB.

So het Favalll gevind dat die snelheidskonstante vir
dié reaksie tussen n-butaanmerkaptied en trimeti@leendisulfied
650 keer groter is as die van die merkaptied van tioglikol-
suurmetielester, ten spyte van die feit dat die pK-waarde
van n-butaantiol (pK = 13) heelwat ho&r is as die van
tioglikolsuurmetielester (pK = 8). Dit blyk dus dat
elektrononttrekkende groepe in die molekule die elektron-
digtheid op die swaelatdom'verlaag en die ioon minder

nukleofiel maak.

t

Eldjarn99 het die reaksiesnelhede van sistien met

n aantal sisteien- en sisteamienderivate by pH 7.4 ondersoek
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en gevind dat dit ongeveer dieselfde is in die meeste
gevalle. Die pK-waardes van die tiole wat gebruik is,
varieer van 7.7 (penisillemien) tot 10.1 (homosisteien), en
gevolglik bestaan by pH 7.4 ongeveer 50% van eersgenocemde
tiol in die geioniseerde vorm, terwyl slegs 0.2% van
lazsgenoemde geioniseérd is. Hiervan het Eldjarn afgelei

dat by n gegewe pH die afname in konsentrasie van merkaptied-
ione met toenemende pKSHnwaarde effektief gekansélleqr wo rd
deur n toename in nukleofiele reaktiwiteit van die

merkaptiediocon.

A;omatiese tioleAsoos tiofenol, 2,4-dinitrotio-
fenol en ergotioneien vorm na bewering nie onsimmetriese
disulfiede met sistien nie en stel ook geen sisteien vry
nie, selfs al word n oormaat tiol gebruikgg. Dit beteken
dat die ewewigte in sulke sisteme ver na links verplaas
is, m.a.w. dat die redokspotensiale van die aromatiese
tiole heelwat ho®r is as die van sistien/sisteien. By
aromatiese tiole word die merkaptiedgroep gestebiliseer deur
resonansie van die Tr—elektrone van die ringstruktuur, wat

dan ook hul lae pKSH—waardes verklaar,

Dit is noodsaasklik om hier te wys op die gebruik
om sekerc spesifieke pK-wazardes aan tiolgroepe toe te ken,
- sonder dat daar sekerheid bestaan oor die korrektheid
hiervan. In die voorafgaande literatuuroorsig word hierdie
gebruik telkens opgemerk. Dit kan soms baie misleidend wees
en tot h‘foutiéwe vertolking van resultate lei. Die bepaling
van die dissosiasiekonstantes'van die merkapteangroepe van
egnvoudige alkiel- en arieltiole lewer nie veei probleme op
nie en die pK-waardes van n groot aantal tiole is dan ook
_bekenddé’ZDB.

Indien die molekule n aminogroep sowel as n merkaptaangroep

Dit 12 gewoonlik in die gebied van 9.5 - 10.5.

bevat, word die saak meer gekompliseerd omdat dit moeilik 1is
om vas te stel watter proton eerste sal_dissosieer38'58.

In m molekule soos sisteamien (Ham—CHZ—EHZ—SH) word die
pK-waarde van die SH-groep verlaag deur die invloed van die
positiewe lading op die amincgroep. Terselfdertyd is die
pK-=waarde van die NH;-groép hoEr as bv. dié_van eticlamien as
gevolg van die negatiewe lading op die swaelatoom. Dit word
teenswoordig aaHVaarZZ dat pKl die dissosiasiekonstantc van

die SH-grocp en pK., dié van die NH;—groep is in bogencemde

2

geval,
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Bevdt die molekule verder ook h COOH-groep, soos
sisteien (HDDC—CH(NHZ)—CHZ—SH) dan word die suursterkte van
die aminogroep verder verhoog omdat die induktiewe invloed
van die karbonielgroep groter is as die elektrostatiese
effek van die negatiewe ladingzz. Dit bring die ionisasie
van die aminogroep in dieselfde gebied as dié ven die SH-
groep, met die gevolg dat dit nou nie meer moontlik is om
pK2 en pK3 aan die SH- of NHg—groepe toe te skryf nie.
(Cannan het bewys dat pK, wel die pK-waarde van'die

CO0H-groep is in die geval van sisteien).

In n poging om bogenoemde probleem te oorbrug, is
sekere aannames gemaak, met behulp waarvan die dissosiasie-
konstantes dan indirek afgelei word. Die meeste navorsers

moes egter erken dat hierdie metodes slegs benaderde waardes

gee, met die gevolg dat hierdie kwessie nog glad nie

‘In die volgende lys word die gepubliseerde pK-waardes.

vir n aantal tiole aangegee:

Tiol pK Ref.% Tiol pK Ref.g
MerkaptoBtanol 9.58 76 | Sisteamien  8.10 76
Etielmerkaptaan 10.50 76 8.35 22
Bensielmerkaptaan 9.43 208 8.40 58
Fenielmerkaptaan 6.52 208 |Sisteien 10.28 67

7.78 76 : B8.70 76

B-Merkaptopropioconsuur 10.05 138 8.15 138
Tioglikolsuur 10.20 80 8.30 7 46
' 10.12 236 10.78 35

10.06 76 8.32 76

Homosisteien 8.70 138 |Glutatioon 9.62 277
10.00 22 | 8.56 138

N-formielsisteien 9.50 58 8.70 46
N-asetielsisteien 9.52 138 9.20 22

Uit bogenoemde tabel is dit duidelik dat daar nog
glad nie eenstemmigheid heers oor die pK-waardes van tiolgroepe
in molekules wat hiermee saam ook karboksielsuur- en amino-
groepe bevat nie. In proteiene, wat heelwat meer gelaaide
groepe bevat, word die ssak verder gekompliseer deurdat
waterstof- en hidrofobiese bindings ook die-ionisering van die

tidgroep kan beinvloelez’aol. Daar is beweer dat die tiol-

331

groepe van hemoglobien bokant pH 10 eers begin dissosieer
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D. | Verdere aspekte van tiol-disulfieduitruiling

By sommige tiol-disulfiedsisteme word daar
besonder ho& persentasies onsimmetriese disulfiede gevorm.
Volgens Eldjarn99 kan die termodiramiese stabiliteit van
hierdie Dnsimmetrieée disulfiede nie toegeskryf word aan n
groter sterkte van die disulfiedbinding nie en behoort die
asimmetrie.van so n disulfied die binding eerder te ver-
swak. Dit blyk dat hierdie onsimmetriese disulfiede gesta-
biliseer word deur watersfofbindings. In die geval van die
onsimmetriese disulfied glutetioon-sisteien word waterstof-
bindings tussen die aminogreoep van die y-glutamiel- en die
karboksieléuurgroep van die sisteinielreste onderskeidelik
gevorm. Dit kan moontlik verklaar waarom sommige tiole nie
in vivo Eeskerming teen ioniserende straling verskaf nie,
want geeneen wvan die nie—beskermende tiole i1s in staat om
waterstofbindings te‘vorm»nie;

Sikliese disulfiede speel soms hibesondere rol by
tiol-disulfieduitruilingstt17220:357 55 1 geval word
gevind by‘l,d—ditiotreitol66. Hierdie diticl kan na bewering
vry sistien kwantitatief ne sisteien reduseer, terwyl dit

self na n sesledige sikliese disulfied gecksideer word:

—CH

R-5-5-R + HS-CH.-(CHOH) -SH ———> R-SH + R-5-5-CH.-
2 2 2 — 2
X L — -
(c..OH)2 CH,-SH
5\\
~-5-G- - - - —\ :
R-5-5-CH,, (CHDH)2 CH,-SH - %HZ ?
CHOH cy + R-SH

2
e

Die sikliese disulfied is glo die meer stabiele.vorm en
gevolglik word die ewewig heeltemal na regs verplaas.
Hierdie reduksiemetode word tans suksesvol gebruik om
sistiengroepe in wol te reduseer, selfs in die afwesigheid

371

van denatureringsreagense .

Daar is beweer99 dat sikliese disulfiede; soos
lipoiensuur, nie met ticle reageer nie. Wanneer die
gereduseerde vorms van lipoiensuur of 2,3-ditiopropanol
egter met n disulfied socos sistien reageer, verloop die
reaksie kwantitatief na regs en word die ooreenkomstige
sikliese disulfied en sisteien gevorm, met slegs spore
onsimmetriese disulfied daarby. Hierdie reaksie is moeilik

verklaarbaar indien aanvaar word dat daar wel heelwat spanning

in die ring ven lipoiensuur bestasan, soos voorheen beweer
is . : '
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E. Enkele toepassings van die tiol-disulfieduitruilings-
reaksie

Die bepaling van tiolgroepe deur middel van tiol-

disulfieduitruiling het die afgelope paar jear heclwest

veld gewen298. In 1958 het EllmanlUl " metode vir die

bepaling van tiole beskryf wat op die volgende reaksie

gebaseer is:

2 R-5 + DZN—C6H —S—S—C6H NO

4 R-5-5-R + 2 DZN_CBHA-S

g~NO; —2
"Die aantal p-nitrotiofenolione wat in bogenoemde reaksie
gevaorm word, is h funksie van die aantal R-S-ione wat
corspronklik teenwoordig was. Omdat die absorpsiespektrum
van die merkaptiedioon DZN—CsHa—S— (absorpsiepiek by 412 myp)
totaal verskillend is van dié van die oorspronklike disulfied
(absorpsiepiek by 320 mp), en aangesien bewys is dat
bogenoemde reaksie kwantitatief verloop, kan die oorspronk-
like tiolkonsentrasie vasgestel word deur die kolorimetriese
bepaling van DZN-C6H4-9". Later het EllmantO? oorgeslaan na
die gebruik van n ander reagens, 5,5'-ditiobis-(2-nitro-
bensogsuur) (DTN) wat net soos bis-(p-nitrofeniel)-disulfied
met tiole reageer en op N scortgelyke manier bepaal kan waord,
Die voordeel van DTN is dat dit wateroplosbaar is en nie hoé
konsentrasiasasetoon benodig om op te los soos bis-(p-
nitrofeniel)disulfied nie. Die gevolg is'dat dit éebruik

kan word vir die kwantitatiewe bepaling van tiolgroepe in
biologiese materiale. ' Nadeel van hierdie tipe bepalings

is dat dit nie. kwantitatiewe resultate gee vir die tiol-

inhoud van natuurlike proteiene niegl?t,

. 2 »
Linko®?? het op n soortgelyke manier die aantal
tiolgroepe in koringmeel bepaal met 2,2'-dihidroksig-6,6"'-
dinaftieldisulfied. ' Baie interessante bepalingsmetode

31,32,87,182 _ . Siiel is.

is dié wat deur Bitny-Szlachto
Hy het n onsimmetriese disulfied (P-hidroksigtiel-2,4-
dinitrofenieldisulfied) gebruik om SH-groepe in proteiene
soos aktien, albumien en miosien te‘bepaal. Bogenoemde
disulfied reageer kwantitatief met tiocle en vorﬁ 2,4~dinitro-
tiofenol wat spektrofotometries bepaal word.

Verder berus talle oksidaéies_en reduksies op

: P 2
tiol-disulfieduitruiling, Die oksidasie van merkaptlede6l’l 5,

117

4 .
xantatedg, ditiokarbamate en tiobensoate 8 na disulfiede

deur tetrationaat, die oksidasie van xantate en ditiokar-
A ) . . . 124
bamate na disulfiede deur bis-(dimetoksifosfiniel)disulfied

behels almal ticl-disulfieduitruilings. Hierdie reaksie
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vind ook n toepaséing in die industrie by die rekspannings-
verlaging van polisulfiedrubber5338 en in die permanente
golwing van hareaad. Dit is egter veral op die gebied

van die biochemie dat hierdie reaksie 'n baie belangrike

rol speel. Dit sluit o.a. die studie in van die disulfied-
kruisbindings van insulien295, N studie van die fisiolo-
giese aktiwiteit van hormone soos oksitoksien en vaso-
pressiengo, asook m ondersoek m die funksie en gedrag

van reaktiewe en onreaktiewe tiolgroepe in proteien

F. Die rol wat tiol-disulfieduitruiling en onsimmetriese
disulfiede in proteiene speel

(a) Die reduksie van disulfiedbindings in proteiene

n Bidchemiese reaksie wat dikwels bestudeer word,
is die reduksie van die disulfiedbindings in proteiene deur

33,104,286,3123,37_8, Hierdie

tiole met n lae molekulér gewig
reaksie word gebruik om polipeptiedkettings wat deur
disulfiedbindings aan mékaar gebind is, te skei vir amino-
suurvolgordebepalings, by die studie van die rol wat
tiol--en disulfiedgroepé in biologiese reaksies speel en ook
by n ondersoek na die invloed van disulfiedbrle op die

driedimensionele struktuur van proteiene,

In baie gevalle word die disulfiedbindings van
natuurlike proteiene slegs 1in n geringe mate deur tiole
gereduseef, selfs al is n groot oormaat tiol teenwoordig.
Na denaturefing vind reduksie makliker plaas; volledige
reduksie van disulfiedhindings is dan ook verkry na

densturering deur hi&8256 of in die teenwoordigheid van

ureum133’227, guanidien186, of benattingsmiddelsl74’251.

.Beesserumalbumien bevat sewentien disulfied-
bindings. In die natuurlike proteien word slegs een van
hierdie disulfiedbindinésAdeur sisteamienZSl of tiocglikol-
suur186 gereduseer, terwyl al sewentien gereduseer word in
die teenwoordigheid van natriumdodesielsulfaat; So word
ook net een van insulien se disulfiedbindings deur litium-
tioglikolaat by pH 5 gereduseer, maar na denaturering in
8 M ureum kan al drie die“disulfiedbindings gereduseer
word. Onlangs is bewéer358 dat die disulfiedbindings in
proteiene wel kwantitatief deur tiole gereduseer kan word
in die afwesigheid van denatureringsreagense, deur h groot
'oormaatvtiol te gebruik. O0Op hierdie manier is al die
disulfiedbindings in insulien, lisosiem en beesplasma-
albumien deur 4 M merkaptoetanocl (400-voudige oormaat)

gereduseer in die afwesigheid van ureum. Aangesien die
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reduksie h omkeerbare proses is, verplaas die ocormaat tiol
die ewewig na bewering heeltemal na regs en vind volledige
reduksie plaas. .Daar bestaan ook die moontlikheid dat

denaturering as gevolg van die hoé konsentrasie merkaptog&-

tancl die reduksie kan bevorder.

Dit is maklik om met behulp van reduksie vas te
stel of die disulfiedbindings in n proteien inter- of
intrakettingbindings is. Bly die molekul&re gewig van die
proteien nd volledige reduksie onveranderd, is al die
disulfiedbihdings van die intrakettingtipe, maar as daar
n afname in molekul@re gewig ondervind word met die
vorming van meer as een polipeptiedketting, beteken dit
dat sommige van die disulfiedbindings van die interketting-
tipe is. Laasgencemde is. bv. die geval by insulien,

Op hierdie manier is ook bewys dat die disulfiedbindings

174

van lisosiem133 en beesserumalbumien almal intraketting-

gebaonde 1is,

(b) Die vorming van onsimmetriese disulfiede tussen
tinlgroepe van proteiene en tiole van lae molekul&re

gewig

Heelwat onsimmetriese disulfiede tussen
proteiene. en tiole van lae molekul&re gewig is al berei.
Kanarale4 het m onsimmetriese disuified van- gereduseerde
eierwitlisosiem en sistelen berei. Verder is met behulp
van radioaktiewe tioglikolaat bewy5335 dat tot 4% van die
disulfiede in wol in die onsimmetriese vorm bestaan na
reduksie met,tioglikolaat; Dit is ook bekend dat
mefkaptobarnsteepsuur op h soortgelyke wyse met die
sistiengroepe 'van.'wol308 reageer.- Klotz196 het gevind
dat n onsimmetriese disulfied gevorm word in die reaksie
tussen beésserumaibumign en die dinatriumsout van die
gekleurde 2,2'~(2-hidroksi-6-sulfonaftiel-l-aso)difeniel~

disulfied:
Prot-SH + DSSD =—————> Prpt-5-5-D + DSH
—

n Soortgelyke reaksie is ondervind by B-laktoglobulien
wat twee SH-groepe per molekule bevat196. Alhoewel dit
geen proteien betref nie, is dit interessanmt om te meld
dat n onsimﬁetriese disulfied tussen 'n gétioleerde
polisakkaried en sisteamien berei is deur h aantal

. 83
Italiaanse navorsers ..

96

Eldjarn en Pihl het die reaksie tussen

. . 35 - .
sistamien=""5 en proteiene ondersoek en gevind dat bees-
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en mensserumalbumien, asook menshemoglobien en katalase
die sistamien chemies bind deur middel van disulfied-
bindings. Behandeling van hierdie onsimmetriese disulfiede
tussen ticlgroepe van proteiene en sisteamien (proteien;
S—S-CH2—CH2—NH2) met N oormaat sisteien lei fot die vry-
stelling van die sisteamien, Bogenoemde proteiene bevat
almal vry tiolgroepe en dit word sanvaar dat die onsim-
metriese disulfied deur hierdie tiolgroep gevorm word.
Insulien en sitochroom C bevat nie vry tiolgroepe nie en
vorm onder socortgelyke kondisies ook geen onsimmetriese

disulfiede met sisteamien of sistamien nie.

Die feit dat onsimmetriese disulfiede in vitro
kan vorm tussen proteiene en tiole met lae molekulére
gewig, het daartoe gelei dat die vorming van sulke tipes
verbindings in vivo ondersoek is. Dit is dan ook bewy598
dat onsimmetriese disulfiede in vivo gevorm word tussen
die serumproteiene, asook hemoglobien, en sisteamien-BSS
wat in muise ingespuit is. Heelwat disulfiede van hierdie
aard is reeds uit biologiese sisteme geisoleer, o.a. die
baie interessante onsimmetriese disulfied sisteien-

39

. I . . . - - .
homosisteien uit die urien van pasi&nte wat aan sistinurie

ly.

Die onsimmetriese disulfied tussen ko-ensiem A en
.glutatioon is uit suurdeeg en ook uit varklewer geisoleer
63’336. Verder bestaan daar n sterk moontlikheid dat
kristallyne gliseraldehied-3-fosfaatdehidrogenase glutatioon
magibevat wat as consimmetriese disulfied gebind islgg.
Onlangs het Ferdinandl_l5 bewys dat die simogeen van strep-
to%kokkgaproteinase een disulfiedgroep per molekule bevat
en na rgauksie is gevind dat hierdie disulfied n onsimme-

triese een is:

Proteien-5-5-R —Z£892 proteien-SH + R-SH '
(R-SH = ongeidentifiseerde
vliugtige tiol).
(c) Tiol—disulfieduitruilinq in proteiene

Afgesieh van.bogenoemde uitruilingsreaksies vind
daar ook nog meer subtiele uitruilings in proteiene plaas.
Onder geskikte kondisies word disulfied-disulfieduitruilings
in proteiene geinisieer deur klein hoeveelhede tiol.

Die tiol reageer met n disulfiedgroep om n nuwe disulfied-

binding te vorm, en_térselfdertydﬁstel dit 'n verdere tiol-
179
t .

groep vry wat die proses kan voortsi
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Hierdie uitruiling kan soms drastisse
veranderings in die geaarcdheid van die proteien veroorsaak
en verskynsels soos die denaturering van proteiene word aan
hierdié tipe uitruiling toegeskryf. So is bewys dat die
een SH-groep van béesplamWealbumien n groot rol speel in
die aggregering van hierdie proteieh, en dat die klonte
gevorm .deur termiese denaturering van natuurlike albumien
verskil van dié gevorm vanaf albumien waarvan die fiolgroep

geblokkeer islBD. Huggins het beweerl69 dat die aggregering

van bees~ en mensserumalbumien om dimere en polimere te
vorm, afhanklik is ven ticl-disulfieduitruiling, aangesien
h& gevind het dat hierdie dimere afgebreek word wanneer
die proteien met tiole behandel wordaal. Verder ié ook
bewys dat die gelvorming van plasma-albumien,; fibrinogeen,
en y-globulien in gekonsentreerde ureum afhanklik is van
die teenwoordigheid van klein hoeveelhede tiolgroepe in
hierdie proteiene; want gelvorming word uitgeskakel deur
die blokkering van die tiplgroepelYO.

79

Jenéenl het beweer dat daar by die denaturering
"van proteiene deur ureum tiol—disulfieduitruiling plaas-
vind wat tot die vorming van n reeélmatige driedimensionele
gelstruktuur lei, In die geval van denaturering deur
warmte lei dit tot h sy-aan-sy-assosiasie omdat daar geen
ureum teenwoordig is om die molekules van mekaar geskei te
hou nie. Hierdie uitrﬁilingsmeganisme by denaturering is
bevestig in verdere ondersoeke op proteiene scos ovalbu-

mien246 en B—laktpglobulienzal.

Die presipitasie van proteiene met zlkohole
begunstig skynbaar ook tiol-disulfieduitruilings, want dit
is bv. gev;nd dat die behandeling van beesplasma-albumien
met koue alkohol (60%) veroorsazk dat die pfoteien na n
dimeer omskakel. Proteien wat mszt joodasetamied behandel
is om die tiolgroepe te blokkeer, reageer nie onder soort-

gelyke kondisies nieadl'

Dit is ook bewys dat die reologiese eienskappe
van deeg n funksie is van die aantal disulfiedbindings wat
dit bevat. Verwydering van die SH-groepe in deeg deur
reaksie met N-etielmaleienimied maak die deeg taaier

deurdat tiol-disulfieduitruilings verhoed wordl35.

Dit is nou beslis bewys dat tiol-disulfied-
uitruiling'ook in vivo plaasvind, en hierdie reaksie speel

n rol in talle fisiologiese prosesse. Die stolling\van
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bloedfibrinogeen is ' goeie voorbeeld hiervanzaz. Deur
middel van n tiol-disulfieduitruilingsreaksie veroorsaak
die fibrien-stabiliserende faktor (FSF) kruisbinding van
die opiosbare fibrien-s-molekule.om die onoplosbare
fibrien-i te vorm. . Seldeling is nog 'n baie belangrike
biologiese proses waarby hierdie uitruiling h rol kan
speel. Onlangs is bewys dat uitruiling plaasvind tussen
glutatioon en proteiendisulfiede gedurende die komplekse

. proses van mit058243. Die bioldgiese werking van die

hormone vasopressien32U en insulienll9 met weefsel

behels waarskynlik ook n tiocl-disulfieduitruiling.
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VIII. DIE REAKSIE VAN ALKALI MET DIE
DISULFIEDBINDING

Die reaksie van die hidroksielicon met die
disulfiedbinding is besonder ingewikkeld. Dit is die
gevolg van sekonddre resksies wat die reaksie so gekompli—.
seerd maak dat die presiese reaksiemeganisme moeilik

bepaal kan word.

Sommige navorsers3ll het beweer dat die
splitsing van n disulfiedbinding volgens h‘SNl—megénisme

verloop:
v : +..
R-5-5-R ——> R:ST + S:R
\ e ..

Die twee gevormde fragmente kan na ander produkte ontbind:
uit die negatief gelaaide deel vorm tiol as merkaptiedioon,
terwyl die positief gelaaide deel eop verskeie maniere kan

stabiliseer, o.a. deur vry swael of H,5 af te splits.

2
Volgens die jongste inligting wat beskikbaar is,
lyk dit egter nie asof 'n splitsing volgens n SNl—meganisme
baie waarskynlik is nie269 en dit word tans algemeen aanvaar
dat die reaksie n SNZ—méganisme volg. Na analogie van die
algemene vergelyking vir die nukleofiele splitsing van n
disulfiedbinding behoort die reaksie met n hidroksielioon

as volg te verloop:
R-5-5~-R + OH ———= - R-5  + R-S0H

n Merkaptiedioon sal dus uit die disulfied verplaas word,
terwyl 'n sulfeensuur gevorm word., Dit is bekend dat
sulfeensure besonder oﬁstabiel is en in meer stabiele
produkte oorgaan, sodat dit die splitsing sou aanhelp deur
die ewewig na regs te verplaas. Dit is egter gevind dat
die méeste disulfiede taamlik stabiel teencor alkali is en
dat splitsing nie maklik plaasvind nie. Die hidroksielioon
is dus nie so n sterk tiofiele reagens as wat dikwels
beweer word nie. Omdat OH egter.h aterk affiniteit vir
koolstof- en waterstofatome het, word die disulfiedbinding

dikwels vernietig deurdat ander meganismes in werking tree.

Die enigste disulfiede waar n merkaptiediocon direk
deur N hidroksielioon verplaas kan word, is die wat
karboniel- of onversadigdé groepe ap n a-koolstofatoom het,
asoak diarieldisulfiedeall.- Na bewering7 is sulfeensure
(R-SOH) by sommige van hierdie splitsingsreaksies
geidentifiseer, maar die bewyse wat aangevoer word, is nie

baie oortuigend nie. Dit is bekend dat hierdie verbindings
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uiters onstabiel is en die enigste sulfeensure wat nog
ooit gesintetiseer is, is die van antrakinoon en enkele
van sy derivatedl. Talle pogings is al aangewend om
ander sulfeensure te berei, maar almal was onsuksesvol
omdat hierdie verbindings vinnig disproporsioneer of

 oksideer na ander derivate.

In die meeste-gevalie waar direkte nukleofiele
splitsing van die disulfiedbinding wel plaasvind, word
sulfiensure (R-SUZH) en sulfoonsure (R-SDBH) in die
reaksiemengsel gevind en dit word aanvaar dat hulle die
ontbindingsprodukte van die sulfeensure isaoa. Laasgenoemde
kan deur oksidasie of dismutasie ohgeskakel het na

sulfien- en sulfoonsure en die reaksie_verloop waarskynlik

as volg:-
R-5-S5-R + 0OH ———> R-SOH + R=-S"
=<
Dksidasie: R-5S0H ———= ReSDZH

R-SO,H ——= R-S0H

Dismutasie: 2 R-S0H —= RéSD2 + R-SH

'3 R-SO0H —> R-SO,H + 2 R-SH

In die geval van diarieldisulfiede veroorsaak.
elektrofiele groepe in die benseenring dat die disulfied-
binding makliker deur alkali aangeval word. So bv. moet
difenieldisulfied tot ho& temperature verhit word met

281,303
g

alkali om splitsing te bewerkstelli , Maar wanneer

NDZ- of CQUH—groepe in die benseenring gesubstitueer word,
vind die reaksie selfs by kamertemperétuur plaa8270’313.
Die posisie van die elektrononttrekkende groepe in die |
benseenring beinvloed ook die reaksiesnelheid. Diariel-
disulfiede met n meta-gesubstitueerde COOH-groep word bv.
baie vinniger deur alkali gesplits as dié met h orto-gesub-

stitueerde groep329.

Nog n interessante reaksie wat moontlik volgens
n 5N2—meganismeAkan verloop, is die vorming van lantionien
wanneer sistien deur h nukleofiele reagens aangeval word.

Hierdie reaksie verloop na beweringlgo S00s volg:-

R-CH,-5-S-CH,-R + Y=  ——= R-CH.-5" 4+ Y=S-CH_-R
2 2 :  — 2 2

R-CH,-5" + CH,-R  ———> R-CHy-5-CH, =R + YS~

2 T
2
i
Y

Soms word gevind dat lantionien gedurende tiol-disulfied-
386,388,389

uitruilings in proteiene gevorm word en Zahn
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het aangevoer dat dit volgens bogenoemde meganisme
plaasvinds

‘ Die hidroksielioon is nie so ' sterk tiofiele
reagens as bv. CN™ of SD? ni8283. Dit het egter n sterk
affiniteit vir koolstof- of waterstofatome en in die gevalle
waar daar geen direkte nukleofielegverplasing van merkaptied .

deur OH plaasvind nie, kan die disulfied nogtans deur anﬂer

reaksiemeganismes vernietig word. Hier bestaan verskeie

moontlikhede: -
(1) lonisasie -van n a-waterstofatoom:
. 289 . . S, )
Dit is bekend dat disulfiede soos sistien n

a-waterstofatoom in n basiese medium kan verloor. Omdat
swael m vry 3d-orbitaal beskikbaar het, kan dit die ekstra
-elektrone van die gevormde karbanioon opneem en hidrolise

van sistien kan dus as volg plaasvind:-

R-CH,=5-5-CH,-R + OH™ ———> R—EH—S-S—CHZ—R + H,0

——
R-CH-5-5-CH.-R ——>  R-CH=5-5-CH,-R
2 = 27"
R-CH=S ¢+ R—CHz—S-
¢ HZU
) | R-CH=0 + HZS
Rosentha1288’289 het die bewering gemaak dat die

- a-waterstofatoom ' belangrike rol in hierdie splitsing speel
en hy het dit ook geillustreer met behulp van die volgende
disulfied:

' ? NH2
HOOC-C-CH-COOH

L 2

-

Bogenoemde. verbinding is baie labiel teenoor alkali.
Verplasing van al drie die groepe op die a-koolstofatoom
deur metielgroepe gee hierteenoor n verbinding wat gean

a-waterstofatome bevat nie en stabiel is teen alkali.

_ Schﬁber1306 het gevind dat disulfiede wat
a-karboksielsuurgroepe bevat, besonder onstabiel is teenoor
alkali. Elektrononttrekkende groepe verhoog dus die '
disulfiedbinding se labiliteit teenocor alkali en dit is
gevind- dat die volgende disulfiede almal deur alkali

aangeval word met die vorming van karbonielverbinding en

merkaptiedione:

e
<D
&
cD
o P
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COQOH - COOH HDDC—HC—S—S—?H—CDDH
l I
HT-S—S~?H HDDE—EHZ-S-S-CHZ-CDDH CH3 CH3
CO0H COoOH
Dimalonsuur- Ditiodiglikol- Ditiodimelk-
disulfied T suur Suur,

Dit is ook bewys dat aldehiede gevorm word gedu-
rende die alkaliese hidrolise van wol en bogencemde
reaksiemeganisme behoort dus soms geldig te wees vir die

afbreek van die sistienreste in w01289;

(ii) Ionisasie van n B-waterstofatoom:

' Hele aantal navorsers>®’28,263,356

het beweer
dat die splitsing van h disulfied deur alkali volgens die

volgende meganisme verloop:-

X ‘ - X
l |
R-5~S5-CH,~CH + OHT ——> R_S5-S_CH.~C~ + H.O
2 |  — 2 | 2
Y Y
vog

R-5-S" + C=CH
| 2

N

RS + S /
Die ionisasie van n. B-waterstofatoom is die belangrikste
stap in hierdie reaksiemeganisme en ionisasie sal bevorder
word indien X en Y elektrononttrekkende groepe is, Dit is
die geval by siétienbevattende protéieneZGQ. Indien boge-
noemde teorie korrek is, behoort disulfiede wat geen
B-waterstofatome bevat nie, besonder stabiel tasnoor alkali

337,345

te wees. Dit is dan ook inderdaad die geval , want

dit is bv. bewys dat B,B'-dimetielsistien

COCH , COOH
. | |
CH3—f—CH2—S—S—CH2—T—CH3
NH2 : NH2

baie meer stabiel teenoor alkali is as sistien.
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(iii) Direkte aanval op 'n koolstofatoom:

By disulfiede met n onversaedigde groep op die

'a-koolstofatoom, kan die oa-koolstofatoom direk deur

. 269
~alkali aangeval word .

R-C~5-5-C-R
I I
X Y

Dit is bv. die geval wanneer X en Y suurstof, swael of

stikstof is. Die disulfied word dan socos volg
afgebreek:
OH
R-C-5-5-C-R + OH  ——=> R-C-5-5-C-R
——

[l I : Q o
X Y . i Y _
OH
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IX. DIE _REDUKSIE VAN DISULFIEDBINDINGS DEUR
HIPOFOSFIETIONE

Swanepoel (van hierdie laboratorium) het
oorspronklik die bestudering van die reduksie van disul-
fiedbindings deur hipofosfietione begin348 en hierdie werk
is 'n voortsetting daarvan. Aangesien genoemde outeur die
elektroniese konfigurasie en rigtende eienskappe van
fosfor volledig bespreek het, sal dit net kortliks hier
aangestip word ter wille van die besprekings wat later

volg,

Fosfor kom meestal in die vorm van p3— of sp3-
gebonde geometriese sisteme voor206’250’364. In hipofos-
forigsuur (H3P02) is die bindings tetragdries gerangskik
ten opsigte van die fosforatoom en dit bring mee dat daar -
heelwat T -bindingskarakter in hipofosfietsoute voorkam.

Die volgende resonansievorms kan dus bestaan:z-

H H
Hebop  —— H—.fg-U"
6_ < .%

Afgesien van bogencemde vorms bestaan daar ook n toutomere
vorm waar die fosforatoom aan slegs drie ander atome gebind
is:

H OH

-P-
.
0

en wat in lae konsentrasies. in hipofosforigsuuroplossings

teenwoordig is.

Swanep051348 het dan ook aangeneem dat hipofosfiet-~

soute en trivalénte fosforverbindings op dieselfde manier
reageer, Albei tipes verbindings bevat n ongedeelde
3s-elektronpaar wat hulle sterk reduserend maak as gevolg
van fosfor se neiging tot spa—hibridisering en die vorming
van T[[-bindings. Verder is dit bekend43 dat fosfor n
sterk affiniteit vir swaelverbindings besit, waarskynlik as
gevolg van fosfor se ho# polariseerbaarheid en grootte

waardeur dit maklik die les 3d-orbitaal van swael kan- betrek.

Reaksie van trivalente fosfqrverbindinqs met tiole

Dit is bekend dat trialkielfosfiete met tiole
reageer om die ooreenstemmende koolwaterstof en die
fosforotionaat te vorml67. Hierdie reaksie vind plaas

in die teenwoordigheid van lig of by .verhoogde temperature:-

PS + R-H

- . —_—
R-SH + (CZH,D)BP = (CZH50)3




/
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67

Na bewering3 word n intermediére kwadrikovalente
fosforanielradikaal gevorm deur nh direkte aanval van h

tifelradikaal op die trivalente fosfor:-

R-SH ————=> R-S+ 4+ H-
R-5. + (R’o)aP —_ (R’o)3PSR

Die afbou van die fosforanielradikaal word beheer deur die

sterkte van die P=0- en P=S-bindin9862’368:

(R”O)aﬁSR —_— (R'U)3PS + R

Reaksie van trivalente fosforverbindings met disulfiede

Die disulfiedbinding kan deur n hele reeks
“trivalente fosforverbindings gesplits word. Daar bestaan
twee moontlike meganismes waarvolgens hierdie splitsing

kan plaasvind, nl. n ioniese en h vry radikaalmeganisme.

(1) Ioniese meganisme:

Volgens hierdie meganisme word die disulfied-=
binding gepolariseer en word die meer positiewe swael-
atoom deur trivalente fosforverbindings aangeval om h

dubbelsout te vorm:-
85+ 6~

4 4 + =
R-5-5-R + R3P- —_— [RB PSR] SR

Laasgenocemde produk kan op twee maniere ontbind:

(R Psr]dR — RIP:S + R-S-R

N .
: RSP:D + 2 R-SH

Hierdie ioniese splitsingsmeganisme word deur

61,175,252,259,260 as die korrekte

" hele aantal werkers
aanvaar. Heelwat reaksies is bestgdeer en talle bewyse

is asangevoer waarom die splitsing ' ioniese meganisme

moet valg. Sommige werkersl68 het sover gegaan om te
beweer dat n ioniese meganisme optree selfs in die gevalle
waar homolise baie moontlik is, soos by fotolise. Met al
die inligting wat nou beskikbaar is, kan skrywer nie
hiermee saamstem nie en hoewel die ioniese meganisme

soms wel die korrekte is, behoort die vry radikaalmeganisme

tog onder homolitiese kondisies gevolg te word.
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(ii) Vry radikaalmeqénisme;
315, 369

Na bewering reageer disulfiede en
trialkielfosfiete onder homolitiese kondisies volgens n
vry radikzalmeganisme. Hierdie meganisme geniet tans

67

heelwat steun, en veral die werk van Walling3 versterk
die vermoede dat hierdie meganisme die korrekte moet wees.
Hy het die reaksie tussen triBtielfosfiet en dibutiel-
disulfied ondersocek en gevind dat dit geinduseer word

deur radikaalopwekkers.

Na n intensiewe studie het Swanepoel348 tot die
gevolgtrekking gekom dat die splitsing van disulfiede
deur hipofosfietione in die teenwoordigheid van ultra-

violetlig ook volgens nh radikaalmeganisme moet verloop.

Dit is bekend dat tiielradikale gevorm word wanneer
disulfiede met ultravioletlig bestraal word en dit is dan
ook die eerste stap in die splitsingsmeganisme. Die
volgende stap is 'n reaksie tussen die tiielradikaal en die
enol-toutomeer Qan die hipofosfietioon, waardeur h
neutrale Rwadrikovalente fosforanielradikaal gevorm wo rd,
wat met n verdere disulfied kan reageer om n dubbelsout -
te vorm onder vrystelling van ' tiielradikaal. Die
dubbelsout ontbind in water en vorm fosfietione en n tiol,
Die volgende rcaksieskema weerspiegl hierdie reeks

prosesse: -

CySSCy —ﬁg—s 2CyS-

- - °
H2P02 — (HZDZ )P

. . VP e\ VP
CyS+ + (HZUZ) : (HZDZ )PSCy

- -+ -
(H;,0,7)PSCy + CySSCy ——— [(Hzo2 ) PSC¥J SCy + CyS-

-t -
[(HZDZ )PSCy-] SCy + H20 —_—

2PO
—

3 + 2 CySH
Wanneer meeste van die sistien gereduseer is, kan

die fosforanielradikaal nie meer na die dubbelsout omgesit

word nie en ontbind dit as volg:-

(H,0,7)PSCy - (H,0,7)PS + Cy-

>
Cy* + CySH ——> C(CyS* + alanien ,
(HZDZ )PS + APAU E— H2P03 + HZS

Bevestiging hiervoor is verkry deur sisteien in
die teenwoordigheid van hipofosfietione te bestraal. In
, hierdie geval word slegs die fosforanielradikaal en

alanien gevorm, maar geen dubbelsout nie.

%
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Die redﬁksie van disulfiede deur fosforbevattende
reagense het wye velde geoﬁen in die gebied van organiese
en biochemie en daar bestaan baie moontlikhede vir
industriéle toepassings. Wolfram178 het onlangs daarin
geslaag om al die disulfiedbindings in wol met tris-
(hidroksigmetiel) fosfien, P(CHZUH)3,

is ook aangevoer dat hipofosforigsuur die setting van wol
352,382,389

te reduseer. Daar

kén beinvloed

In een van die interessantste reaksies wat tans
aangewend word vir die kwantitatiewe reduksie van
disulfiede, word gebruik gemaak van tributiel- of
trifenielfosfien:~

R-5-5-R + R3'P + H,0 ——> 2 R-SH + RB'P:U

" Reeks aromatiese disulfiede is op hierdie

manier deur trifenielfosfien in waterige metanol na die

173

ooreenkomstige tiole gereduseer Die reduksie verloop

vinnig en kwantitatief by kamertemperatuur. Voorheen is

beweer3ld’315

dat geen reduksie met trifenielfosfien

verkry is nie. Al hierdie reaksies is egter in watervrye

173 -
het dit

duidelik geword dat water nodig is in die reaksiemengsel,

media uitgevoer, en uit die werk van Humphrey

waarskynlik om as bron van waterstofatome te dien.
Tributielfosfien is nog hn beter reduseermiddel as
‘trifenielfosfien, want dit is in steat om aromatiese

(difeniel- en dibensiel-) sowel as alifatiese (dibutiel-

en dipropiel-) disulfiede kwantitatief te reduseer.
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X. DIE_SULFITOLISE VAN;_UNSIMMETRIESE DISULFIEDE

e

(i) Die QLntE%P van onq:mmptrleqe 01qulflpdp

e e A TSRO A v
3 PR

(a) Slntese van on51mmetrlese dlsulflede met lde_
molekulere qew1q R

Daar bestaan verskéie.metodes waarvolgens
Qnsimmetriese,diéulfiede berei kan word en aanvanklik
is die metode wat deur Schijberl307 ontwikkel is,
gebruik. In hierdie reaksie word die disulfied met
berbensoésuur geoksideer om die tiolsulfinaat (R-5-50-R)

te gee, wat dan verder met n tiol reageer om die opr-

eenkomstlge Dnswmmetrlese disulfied te vorm,  Ons kon
egter nie daarin slaag om die on51mmetrlese\dlsulf1ed
in n suiwer vorm te berei nie en gevolglik is afgesien
van hierdie metode. Weens sy eenvoudigheid en die
milde reaksiekondisies is tiol-disulfieduitruiling die
sintesemetode wat algemeen aanbevee]l word en dit is
ook suksesvol in hierdie ondersoek gebruik.

Ekwimolere hoeveelhede tiol en disulfied
(ca. 5 x 1077 m oplossing) is vir 30 minute by pH 7
(0.1 M trisbuffer) gehou en daarna aangesuur met asyn-
suur tot pH 2.5. In die gevalle waar 51stlen—355 of
sistamien- 55 gebruik is, is genoeg radioaktiewe
reagens bygevoeg om n aktiwiteit van ongeveer 5 pC/ml

te gee.

Van die aangesuurde oplossing is 50 pl geneem
en die verskillende verbindings geskei deur middel van
hoogspanningselektroforese in 10% asynsuur. 'n Span-
ningsgradié&nt van 50 V/cm en stroomdigtheid van 0.7
mA/em is deurgaans gehandhaaf op 'n strook papier van
100 x 15 cm wat by 0°¢c gehou 1is. Na die ionoforetiese
skeiding is die papier gedroog, in drie stroke gesny
en die drie stroke met ninhidrien, jodoplatinast- en

sianied-nitroprussiedreagense* respektiewelik gespuit.

* Ninhidrienreagens:

5 gm Ninhidrien is opgelos in 'n mengsel van 930 ml
n-butanol en 70 ml asynsuur. Aminosure gee n blou
kleur met hierdie reagens.

Jodqplatinaatreaqens362:

Gelyke volumes 0.17% PtCl - en 10% KI-oplossing is
gemeng net voor die ferogram gespuit is. Tiole,

disulfiede en ander oksideerbare swaelverbindings gee

n wit kol op n ligroos agtergrond met hierdie reagens.
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Sianied-nitroprussiedreagens:

1% Natriumnitroprussied in 'n oplossing van 5% NaZCD3
en 5% NaCN. Tiole en disulfiede gee n pers kleur op n
liggeel agtergrond. Hierdie kleur is onstabiel en is

net vir enkele minute waarneembaar.

)
N
¥

Figuur I toon n tipiese skeiding wat met
behulp van die hoogspanningselektroforese gevind is.
In feitlik 2l die gevalle wat ondersoek is, is gevind
dat daar drie verskillende verbindings in die reaksie-
mengsel teenwoordig is. Die i1onoforetiese mobiliteite
van verbindings A en C stem ooreen met dié van die twee
uitgangstowwe nl. die tiol (R-SH) en die disulfied
(é—S—S—é). Verbinding B 18 ongeveer halfpad tussen A
en C oﬁ die ferogram, wat impliseer dat dit die coreen-
komstige onsimmetriese disulfied (R—S-Sif) is. Dit is
dan ook as volg bevestig: na die skeiding in die eerste
rigting is die papier gedroog, gespuit met n oplossing
van 0.5% merkapto&tanol in water, gedroog, natgespuit met
10% asynsuur en ionoforese uitgevoer in 'n rigting loodreg
tot die eerste rigting. Daarna is die papier gedroog en
met ninhidrien gespuit. Die resultasat word in figuur II
getoon, waaruit blyk dat die reduksie van verbinding B deur
merkaptogtanol lei tot die vorming van verbindings A en C.
Verbinding B moet dus die onsimmetriese disulfied (RSSﬁ)
wees. Die enigste geval waar daar vier verskillende ver-
bindings na ionoforese voorkom, is wanneer sisteamien of
sistamien as uitgangstef gebruik word. Met behulp van
merkers is bewys dat sisteamien en sistamien effens verskil
in hul elektroforetiese mobiliteite en dat die ekstra band
hieraan te wyte is. By al die ander sisteme is gevind dat
die tiol en die ooreenkomstige disulfied identiese mobili-
teite besit en gevelglik word na ionoforese net drie bande
gevind wat toegeskryf word aan: RSH/RSSR, RSSR en RSH/
..
RSSR.

Nadat die teenwoordigheid van die onsimmetriese
disulfied in die reaksiemengsel aangedui is, is vervolgens
oorgegaan tot die isolasie daarvan. Dit is moontlik om die
onsimmetriese disulfied te skei van die ander verbindings
met behulp van ioonuitruilingschromatografie.‘ Crawhall74
het bv. die disulfied peﬁisillamien-sisteien geisoleer na
skeiding op Amberlite 120 ioconuitruilhars,., Skrywer het egter
gevind dat skeiding met behulp van kontinueerlike papief—

elektroforese n uiters geskikte en gerieflike metode is en




Hoogspanningsferogram van h .
mengsel van n tiol (A) en
disulfied (C). Die buitenste

bande bevat merkers van die’

tiol en die disulfied.
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Figuur TI. Tweedimensionele ionoferogram

van h oplossing van h ticl en
disulfied. Na die eerste skeiding
is die ferogram gedroog en met
0.5% merkaptostanol gesbuit.
Ionoforese in 10% asynsuur by 15

volt/cm en 0.5 mA/em vir 3 uur in

beide rigtings.
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dit is deurgaans gebruik vir die isolasies. Die reaksie-
. mengsel is geskei op n ,Beckman Continuous Flow Paper
Electrophoresés Cell, Model CP" met 2% asynsuur as
medium. Die papiergordyn is afgekoel tot 0°C en n
spanningsgradiént van 7 V/cm en stroomdigtheid van 0.5
mA/cm in die geval ven sisteamien-bevattende disulfiede,
of m spanningsgradig&nt van 27 V/cm en stroomdigtheid van
1.5 mA/cm in die geval van sisteien-bevattendc disulfiede,
is deurgaans gehandhaaf. Deelvolumes van die fraksies
wat opgevang is, is met wéterige ninhidrien* behandel

om die posisies van die verskillende verbindings te
bepasal, waarna die fraksie wat die onsimmetriese

disulfied bevat, by 0°C bewaar is.

Wanneer die hele papiergordyn van die elektroforese-
sel gedroog en met ninhidrien (in n-butanol) gespuit is,
kan die pad wat elke spesie volg, duidelik gesien word,

n Tipiese skeiding word in figuur III aangetoon.

Die volgende onsimmetriese disulfiede is op
bogenoemde wyse berei:
sisteien-sisteamien, homosisteien-sisteamien,
glutatioon-sisteamien, penisillamien~-sisteamien,
a-metielsisteien-sisteamien, tioglikolsuur-sisteamien,
merkaptogtanol-sisteamien, (-merkaptopropiconsuur-
sisteamien, a-merkaptopropioconsuur-sisteamien,
isopropielmerkaptaan-sisteamien, N-asetielsisteien-
sisteamien, tioglikolsuur-sisteien, a-merksptopro-
pioonsuur-sisteien, PB-merkaptopropiconsuur-sisteien,

en etielmerkaptaan-sisteien.

In die geval waar 3-karboksi-4-nitrotiofenol (CNT) deel van
die onsimmetriese disulfied vorm, was bogenoémde
skeidingsmetode onbevredigend omdat hierdie aromatiese
verbindings' in: n mate delly die papier geadsorbeer word.
Dit is gevind dat n beter skeidingsmetode vir sulke
gevalle adsorpsiechromatografie op 'n dekstrankolom

oo ,
igt18,278 280. Sephadex G-10 is vir 60 minute in 10%

* Die ninhidrienbepalingsmetode (sitraatbuffer +

metielsellosolf) van Moore en Stein258 is gebruiks




Kontinueerlike elektroferogram van

n tiol-disulfiedoplossing.

A
B
C

R5H. ,
RSS‘R,
R5S R




61.

asynsuur geweek en daarna is n kolom met deursnit

2 cm en lengte 50 cm hiermee gepak. Fraksies van die
reaksiemengsel (10 ml) is op die kolom geplaas en

met 10% asynsuur geelueer. ' Die uitlaat van die kolom
het deur n ultravioletmonitor (L.K.B. Uvicord) wat aan
'n registreerder verbind is, gegaan, en vervolgens na n
fraksieversamelaar waar 5 ml fraksies opgevang is.
Monsters van elke fraksie is ook mei waterige ninhidrien
behandel en die ninhidrienchromatogram saam met die
ultravioletaftaéting gee N duidelike beeld van die
skeiding wat verkry is. n Tipiese skeiding word in
figuur IV aangetoon. Die vier geskeide verbindings is
spektrofotometries en met bshulp van hoogspannings-
elektroforese geidentifiseer en die fraksie wat die

onsimmetriese disulfied bevat, is by 0°C bewaar.

Die volgende onsimmetriese disulfiede is op

bogenocemde manier berei:-

G—S—S—C6H3(N02)~CUDH en Cy-S—S—C6H3(

waar G die tripeptied y-glutamiel-alaniel-glisien en Cy

HODC-CH(NHZ)—CHz— is.

NDZ)—CDDH

(b) Die sintese van onsimmetriese proteien-5-5-Cy
disulfiede:

Die metode wat hier gebruik is, is deur
Eldjarn96 ontwikkel:-

By 10 ml van 'n oplossing van 1% proteien in 0.1 M
trisbuffer (pH 7.2) is 25 pl 0.1 M sistien—aSS—oplossing
(aktiwiteit 0.50 uC/pl) gevoeg en die oplossing vir

60 minute by kamertemperatuur gefoer, waarna die reaksie-
mengsel vir 24 uur teen kraanwater in Visking No.23
dialisebuis gedialiseer is. Vervolgens is die oplossing
ge¥riesdroog en die dro& produk by 6°C bewaar. Net
voordat dit gebruik is, is die proteien opgelos in

5 ml trisbuffer (pH 7.2). Onsimmetriese disulfiede van
sisteien met die volgende proteiene is volgens hierdie

metode berei:

beesplasma-albumien, urease, hemoglobien en
laktalbumien.

Ten einde seker te maak dat al die sisteien—BSS
wat nie deur dialise verwyder is nie, wel chemies aan die

proteien gebind is, is n fraksie van die proteien opgelos




100

% Absorpsie

Fraksie No.

Figuur IV. Die skeiding van CNT-bevattende
onsimmetriese disulfiede op
Sephadex~G10.
1l = Glutstiocon
4 2 = G-5-5-C H, (NDO,)-COCH
~ 3 = DTN
4 = CNT
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in trisbuffer (pH 7.2) en vir 90 minute onderwerp aan
hoogspanningselektroforess. (Stroomdigtheid 0.7 mA/cm
en spanningsgradignt 50 V/cm). Hierna is die papier
gedroog en deur 'n radiochromatogramaftaster gevoer. In
al die gevalle was al die radioaktiwiteit teenwoordig
op die posisie waar die oplossing gelaai is (proteiene
beweeg nie onder bogenoemde elektroforetiese toestande
nie) en geen radicaktiwiteit is gevind teenoor die
posisie van Sisteien—BSS-merkerS nie. In n verdere
eksperiment is merkaptogtanol by n deelvolume van boge-
noemde proteiencoplossing gevoeg (om n 1% merkaptogtanol-
oplossing te gee), die reaksiemengsel is vir 1 uur
geroer en daarna soos voorheen gedialiseexr en gevries-
droog. n Ondersocek van die ge&riesdroogde proteilen

het aangetoon dat dit geen radiocaktiewe reagens bevat
nie. Dus kan met veiligheid aanvaar word dat die
sistefen-°S deur middel van h disulfiedbinding aan

die proteien gebind is.

(ii) Die sulfitolise van onsimmetriese disulfiede:

Die reaksie van sulfietione met onsimmetriese disulfiede:

n Deelvolume (5 ml) van die oplossing van die
onsimmetriese disulfied in 2% asynsuur is tot pH 5, 7 of
9.5 gebring deur die byvoeging van 2 M NaOH, tris-

(hidroksi¢émetiel)aminometaan of Na PD4 respektiewelik,

waarna die oplossing opgemaak is tgt 10 ml met water. In
die geval van die onsimmetriese disulfiede tussen proteiene
en sisteien is die geVriesdroogde proteien opgelos in 5 ml
trisbuffer (1 M, pH 7;2). Waar die invloed van denaturering
op die spesifisiteit van die aanval bestudeer is, is ureum
by die oplossing gevoeg om n finale konsentrasie van 8 M

te gee.

Vervolgens is h oplossing van natriumsulfiet
(0.4 M) en CHBHgI*.(D.OlB M) in die ocoreenkomstige buffer
gemaak en 1 ml hiervan by die oplossing van die onsimme-
‘triese disulfied gevoeg. (Vars sulfietoplossing is elke
dag berei). Die mengsel is vir 20 mihute by kamertempe-
ratuur geroer en dan aangesuur tot pH 2.5 deur die byvoeging
van asynsuur., In enkele gevalle is die CH3HgI vervang deur

" oplossing van 0.1 M N-etielmaleienimied.

* CHBHgI is berei volgens die metode van Leacthd.
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Ondersoek na die snelheid van die reaksie van CHaHgI

met verskillende tiole:

Die ondubbelsinnige vertolking van die resultate
vereis dat CHaHgI baie vinnig met die tiol wat deur die
sulfitolise van die disulfied gevorm word, moet reageer ten
einde sekond@re reaksies soos oksidasie te verhoed. Hierdie

reaksie is as volg ondersoek:

n Oplossing van CH,HgI (0.001 M) in trisbuffer (pH 9.3,
0.1 M) wat KC1 (0.1 M) bevat, is opgemeak en monsters van
die verskillende tiole (0.01 M) wat bestudeer is, is opge-
los in trisbuffer (pH 7.0).

Die ondersoek is met behulp van n registrerende
polarograaf (Metrohm Polarecord E261) met n vibrerende,
druppende kwikelektrode met konstante M é t-% = 2.68 mg /3
SEk—%, uitgevoer (E in figuur V). n Geforseerde drup-
frekwens van 6 druppels per sekonde is deurgaans gehandhaaf.
Die galvanometer-sensitiwiteit was 10-8 A/mm met demping 2
en kompensasiestroominstelling 4. "n Ag/AgCl-verwysings-
elektrode, R, het terselfdertyd ook as nie-polariserende
elektrode gedien en is met die vloeistof verbind deur mn
versadigde KCl-1%-agarbrug.

Dit 1is bekenle4 dat die halfgolfpotensiaal van

CH3HgI by pH 9.3 ongeveer -0.6 V is vs. die Ag/AgCl-elektrode.
Die druppende elektrode is by n konstante potensiaal van

-0.8 V (vs. die Ag/AgCl-elektrode) gehou en die reaksie van
die CHaHgI met die tiol is gevolg deur die registrasie van
die grensstroom as n funksie vaen tyd. Die halfgolfpotensiaal
van die gevormde metielmerkurimerkaptied R-—S—HgCH3 18 by

~1.1 V (vs. Ag/AgCl-elektrode) en meng dus nie hier in
niezld.

20 ml CHaHgI—oplossing is in mantelsel A by 2°¢C
geplaas en 1 ml tioloplossing in houer V. (V is ook afge-
koel tot 2°C). Om suurstof uit die sisteem te verwyder,
is kraan T2 gesluit en stikstofgas by kraan Tl ingelaat,
deur die oplossing in A geborrel, dan deur die glasbuis G
(wat bokant die vloeistofoppervlakte hang), en deur die
afleibuis F deur die vloeistof in houer V gevoer en dan uit

by kraan T Nadat vir 20 minute ontgas is, is die

3
polarograaf en registreerder aangeskakel, Tl gesluit en T2
geopen. Afleibuis G is tot in die vloeistof in A laat

sak en die roerder M is aangeskakel. Daarna is kraan T3
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omgeskakel en stikstof in die teenoorgestelde rigting
deurgestuur. Dit verpleas die tiocloplossing tot in A, waar
die mengsel vir 'n verdere 2 sekondes heftig geroer is
voordat roerder Mlvinnig met behulp van N direkte-stroom
rem gestop is. Voltooiing van die reaksie is aangetoon

deur " konstante grensstroom.

m Tipiese kurwe van die stroomverandering teen
reaksietyd word in figuur VI aangetoon. Die reaksie-
snelheid van CHaHgI met verskeie* tiole is ondersoek en in
al hizrdie gevalle is die reaksie binne B8 sekondes voltooci
by 2°c. Die reaksie mag nog baie vinniger plaasvind, maar
dit was nie eksperimenteel moontlik om die proses in
vinniger as ongeveer 8 sekondes uit te voer nie. Aangesien
die sulfitolises van die disulfiede in die teenwoordigheid
van CH3HgI by kamertemperatuur (15-20°C) gedoen is en dit
bekend is dat reaksiesnelhede toeneem met temperatuur-
verhogings, kan aanvaar word dat die reaksie tussen die
gevormde tiole en CHBHgI vinnig genoeg plaasvind vir die
doeleindes van hierdie ondersoek.

Die spesifisiteit van CH.,Hgl as tiolreagens:

3

Dit word normmaalweg aanvaar dat CHaHgI n
spesifieke reagens vir tiole is en dat dit nie disulfied-
bindings aanval nie. Hierin. 1& dan ook sy groot voordeel
as analitiese reagens opgesluit en dit word bv. algemeen
gebruik om die tiol- of tiol- plus disulfiedinhoud (in
teenwoordigheid van sulfietione) van proteiene te be-
paalZld’ZlS,

Uit die.resulfate wat verkry is, het in een geval
twyfel ontstaan oor die algemene geldigheid van bogenoemde
aanname. Dit is die geval waar die onsimmetriese disulfied
sisteamien-sisteien met sulfietione reageer in die teen-
woordigheid van‘CHaHgI. Hoewel nie een van die ander
onsimmetriese disulfiede pH-afhanklike resultate gegee

het nie, het die resultate verkry van sisteamien-sisteien
.begin afwyk van die normale patroon sodra die pH van die
reaksiemedium bokant 8 verhoog is. (Tabel II). Daar is

twee moontlike verklarings hiervoor: die onsimmetriese

disulfied 1is onstabiel4in alkaliese medium, of dit word

* Sisteamien, tioglikolsuur, a-merkaptopropionsuur,
B-merkaptopropiconsuur, glutaticon, sisteien en

N-asetielsisteien.
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ontbind deur die EHaHgI by ho€ pH-waardes. Daar is as volg
te werk gegaan om vas te stel waardeur hierdie onthinding

veroorsaak word:-

Die onsimmetriese disulfied is vir 30 minute by pH 9.5

gehou in fosfaatbuffer in die afwesigheid van sulfiet en
CHaHgI. Daarna is die oplossing aangesuur en 'n fraksie op

n hoogspanningsferogram geskei, Die onsimmetriese disulfied
is onveranderd herwin, en dus word die ontbinding nie deur
die alkaliniteit van die oplossing veroorsaak nie. Hierna

is die disulfied met CHBHgI'behandel (in die afwesigheid

van sulfiet) by pH 5, 8.2 - of 9.5 vir 30 minute en daarna weer
elektroforeties geskei. In dielgeval van pH 5 is die
disulfied onveranderd herwin, maar by pH 8.2 en 9.5 is

gevind dat die disulfied gedeeltelik ontbind het om,

afgesien van sisteien—BSS, twee radiocaktiewe verbindings

te gee wat in elektroforefiese mobiliteite ooreenstem met

alaniensulfiensuur en sisteiensuur.

As kaontrole is die stabiliteit van al die
onsimmetriese disulfiede in die teenwoordigheid van
EHaHgI en/of ho& pH (9.5) ondersoek, maar in geeneen van
die ander gevalle is enige ontbinding in die afwesigheid
van. sulfietione ondervind nie. Die resultate soos aangegee
in tabelle II en III kan dus beskou word as n direkte
maatstaf van die voorkeur van sulfiet vir die swaelatome

van die disulfied.

Die skeiding en kwantitatiewe bepaling van die reaksie-
produkte van die gesulfitoliseerde disulfiede:

By die sulfitolise van n onsimmetriese disulfied
in die teenwoordigheid van metielkwikjodied word daar,
afgesien van die twee metielmerkurimerkaptiede, ook die

twee ooreenkomstige tiolsulfonate RSSUS en R'SSDS

gevorm. Die plan was aanvanklik om laasgenocemde twee

derivate te skei en kwantitatief te bepaal, waarna vasgestel
sou kon word of die sulfietione enige voorkeure toon vir

die twee swaelatome van die onsimmetriese disulfied. Volgens
die werk van de Marc082 is dit moontlik om verskillende
R—S—SDS—derivate van mekaar te skei deur chromatografie op
ioonuitruilharse. Skrywer het gevind dat .die tiolsulfonate
gevorm vanaf die onsimmetriese disulfiede sisteien-sisteamien,
homosisteien-sisteamien en glutatioon-sisteamien kwantitatief

geskei kan word op m Beckman Spinco aminosuuranaliseerder.

Die eksperimentele kondisies verskil van die wat deur
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de Marco gebruik is en is deur Mellet van hierdie
laboratorium ontwikkel. Die elueringsbuffer wat gebruik

is, is as volg opgemaak:

396.1 gm NaAC6H507.2H20, 20 gm* BRIJ-35 benattingsmiddel en

2 ml kaprielsuur is opgemaak na 20 liter met gedistilleerde
water. Die pH (2.98) is ingestel met HC1.

Vir die kwantitatiewe bepaling van die hoeveel-

hede R—S—SOS gevorm, moet die kolorimetriese kleurkonstantes333

van hierdie verbindings bepaal word. Hiermee is heelwat
probleme ondervind. 5o bv. is 'n santal R—S-SOS—deriggtga
berei volgens die metode van de Marco en medewerkers ~’
en hul kleurkonstantes bepaal., Die waardes wat verkry is,

word in tabel 1 aangegee.

TABEL I
Verbinding KOldﬁgﬁgi;iiekle“r"
HODC-CH(NH,) ~CH,~5-50 JNa 14.34
HDOC=CH (NH,,) ~CH,=CH ,-5~
50, Na 12.00
HN~CH_,~CH,=5-50 N~ 14.08

Hierdie resultate ié‘aanvanklik as korrek aanvaar, maar
later het dit duidelik geword dat die bereidingsmetode van
de Marco nie n analities suiwer produk gee nie en dat
bogenoemde kleurkonstantes gevolglik nie betroubaar is nie.
In n anlangse publikasielSD het de Marco dan ook erken dat
hulle produk gekaontamineer was met onsuiwerhede. Afgesien
van bogenoemde moeilikhede was dit verder ook nie moontlik
om tiolsulfonaatderivate wat geen eminogroepe bevat, met

die ninhidrienmetode te bepaal nie en sou allerlei indirekte

bepalingsmetocdes gevolg moes word.

Bogenoemde bepalingsmetode bring dus heelwat
probleme mee en gevolglik is daarvan afgesien en oorgeskakel
na die gebruik van radiocaktiewe reagense in die vorm van
355—gemerkte sisteamien en sisteien. Al die probleme wat
hierbo ondervind is, word hiermee uitgeskakel want die
355—gemerkte reagens het die voordeel dat dit in besondex

lae konsentrasies bepaalbaar is en self as standaard dien.
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Verder is die skeiding en bepaling van die reaksieprodukte
redelik eenvoudig. Dle 1nstrument wat gebruik is om die
aktiwiteite te meet, is n "Pacard Model 7200 Radiochroma-
togram Scanner". Die radiocektiwiteit is gemeet deur middel
van twee vensterlose gasvloei Geiger-telbuise, afgeskerm
deur loodskerms met kollimators wat in 'n 4 T] rangskikking
geplaas is‘om beide kante van die papier te monitor.
Kontaminasie van die telbuise word deur nh stroom inerte
gas verhoed. Die ferogrampaper word outomaties deur die
apbaraat gevoer teen h snelheid wat gesinchroniseer is met
dié van die motor wat die papier deur die registreerder
voer. ‘Gevolglik kan die posisies van die aktiewe verbindings
maklik gelokaliseer word en met die hulp van merkers

geidentifiseer word.
Die volgende prosedure is in al die gevalle gebruik:-

Deelvolumes (50 pl) van die reaksiemengsel is aan hoogspannings-
elektroforese onderwerp by h spanningsgradig&nt van 50 V/cm

en stroomdigtheid van 0.7 mA/cm, op 'n 'strook papier van

100 x 15 cm wat in 10% asynsuur geweek en by 0°¢c- gehou is

deur afkoeling. Merkers van R S S0, R- S HgCH en die

y
onsimmetriese disulfied (R-S- S R) 12 ook ap die papier
geplaas. Die duur van die elektroforese het gewissel -tussen
60 en 100 minute, afhangende van die disulfied wét bestudeer
is. Na elektroforese is die papier gedroog, die stroke wat |
die verskillende verbindings bevat, uitgesny en die konsen-
trasies van die produkte bepaal deur aftasting van die
ferogramme en integrasie van die pieke. n Tipiese skeiding
word in figuur VII aangetoon. As kontrole is 'n verdere

50 pl van die reaksiemengsel op h stroock drog€ papier gelaai
en die konsentrasie soos hierbo bepaal. In al die gevalle
het die aktiwiteite ooreengestem. Onder die reaksiekondisies
wat gebruik is, is gevind dat al die onsimmetriese disulfiede
binne 20 minute kwantitatief deur sulfietiOne gesplits is

en dat dle‘ferogramme slegs die twee gemerkte verbindings

R-5- -S03 en R-S- HgCH3 bevat het.

In die bcspr klng sal aangetoon word dat
RSSUS/R'SSU — RSSO /RSHgCHa,

sulfietione vir die swaelatome van die onsimmetriese

sodat die affiniteit van die

disulfied direk uit die verhouding van die twee radiocaktiewe
produkte bepaal kan wdrd.' In ons ondersoek is die affiniteit
van sulfiet vir die swaelatome van verskeie onsimmetriese
disulfiede bepaal en die iesultate word in tabelle II en III

aangegee.




1000~

-/‘\
o A
3
3
C
-
1=
+ H
oo
O
4
Ha )]
2 o
- C
+ -l
X o~
<< ~
(1))
e

10 N 20
7~

Afstand afgetas (cm)

Figuur VII. Radioferogram van h gesulfitoliseerde

355—bevattende onsimmetriese disulfied.




(ny-S*-HgCH; )

(‘ prot-S-ST-qii : Begin

[ -Cy-s*-so;' )

+

Figuur VIII. Hoogspanningsferogram van proteien-S-S*.Cy

I
1T

Onbehandel
Behandel met sulfiet + CHBHgI

il

i




1A 11
RSSOT/R "S50]
vir reaksie by
pH
L%
N R-5-5-R" " 5 7 9.5
I | H,N-CH,~CH,-5-5-CH,~CH,~COOH 0.97 1.02 0.96
IT | H,N~CH,~CH,=5=5~CH,~Ch,~OH 1.00  1.07 -
ITT | HoN-CHy=CH,=5-5-CH,=CH,~CHINH,) 8'33** 0.91 0.95
COOH .
IV | H,C~CH,=5-5-CH,~CH(NH.,)~COOH - 2.26 -
V| HoN=CH_=CH.=5-5-CH.~CH(NH.) 2.08.. 2.04 2.35°°%
I 2 CooK 2 2.05" - -
VI | HODC-CH,~CH,=5-§~CH,~CH(NH.) - - 1.90 1.95
COOH
VIT | HoN=CH,=CH,=5-5-CH,~CH(COOH) - ,
NH-CO-CH | 2.00 2.09 -
HDUC-CH(NH)Z-(CHéZZ—CD—NH
VITI | H N=CH,=CH,~5-5-CH,~CH-CO-NH- 1.86,, 1.79 1.86
| CH,,-COOH .83 - -
IX | HoN-CH,-CH,=5-5-CH,~CH(CH3), - 1.79 -
CH
X | HoN=-CH,~CH,-5-5-CH,-C(NH,)-COOHK | 30.0 ~ 30.0 32.0
XI | K N-CH,-CH,-5-5-CH(CH ) -COOH 20.0 24.0 -
- P = = - \
XIT | HoN~CH,=CH,-5-5-C(CH4) ,~CH(NH,® [>100 > 100 > 100
COOH
XIIT | HoN-CH,~CH,=5-5-CH,-COOH 2.30 2.30 2.25
XIV | HOOC-CH,-5-5-CH,~CH (NH.,) -COOH 1.67 1.60 -
XV HDDC—CH(CHa)-S—S-CHz-FH(NHZ)
COOH 0.28 0.35 -
XVI [HOOC=CH(NH,) ~CH,=5-5-C H , (ND,,) -
COOH - > 100 -
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*R verwys na die groep aan die linkerkant van die disulfied-

binding en R’ na die groep aan die regterkant daarvan.

**Waardes verkry wanneer N-etielmaleienimied i.p.v.

CHaHgI gebruik word om die gevdrmde tiole te blokkeer,

**¥*¥Die verhouding verkry by pH 8.2 is 2,18,

TABEL 111

~Cy—S—SDS/Prot.S-SDS
Onsimmetriese disulfied
’ 8 M ureum
Cy-S-S-albumien 9.0 1.0
Cy-S-S-urease 4.0 1.0
Cy-5-5S-hemoglobien 4 2.0 1.0
Cy-5-S-laktalbumien 5.0 1.0
Cy = -CH,~CH(NH,)-COOH

2 2
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P

XTI, TIOL-DISULFIEDUITRUILING EN DIE KWANTITATIEWE
BEPALING VAN TIOLE MET 5,5'-DITIOBIS~

(2-NTITROBENSOESUUR) (DTN)

(i). Die vorming en identifikasie van onsimmetriese

disulfiede in die reaksie tussen DTN en tiole:

Ekwimolere hocveclhede DTN en glutatioon (0.1 M)
is opgelos in trisbuffer (0.1 M, pH 7.4), vir 30 minute by
kamertemperatuur gehou en dearna aangesuur tot pH 2.5 met
asynsuur. 'n Deelvolume van die oplossing. is onderwerp aan
papierelektroforese met 10%'asyn5uur as medium. (Spannings-
gradiént 17 V/cm, stroomdigtheid 0.5 mA/cm). Na elektrofo-
rese is die papier gedroog en het n ondersoek in naby-
ultravioletlig (,swartlig"~lamp wat hoofsaaklik lig van
golflengte 366 mp uitgee) die teenwoordigheid van twee
donker bande A en B getoon (figuur IX). Die ionoforetiese
mobiliteit van band A stem ooreen met dié van N merker van
DTN. (Soos in die geval van sisteien en glutatioon, het
die gereduseerde vorm van DTN, nl. 3-karboksi-4-nitrotiofenol
(CNT) dieselfde elektroforetiese mobiliteit as die ooreen-
komstige disulfied in 10% asynsuur). Verbinding A is uit
die papier geloog met trisbuffer (0.1 M, pH 7.4) en die
absorpsiespektrum daarvan is'spektrofotometries* bepaal.
Die spektrum toon absorpsiepieke by 340 en 412 mp, wat die
golflengtes is waar DTN en CNT onderskeidelik absorpsie-
maksima het, sodat verbinding A waarskynlik uit n mengsel
van DTN en CNT bestaan. Vir die skeiding van stof A in sy
komponente, is gebruik gemaak van adsbrpsiechromatografie
op ;gkrui%&onde dekstran soos op bladsy 60 beskryf is.
Hiervolgens bestaan A uit twee verbindings wat in hul
elueringsposisies met DTN en CNT onderskeidelik ooreenstem.
Bepaling van die absorpsiespektra van die twee geskeide
produkte het bevestig dat dit DTN en CNT is. Stof A

bestaan dus uit 'n mengsel van bogenoemde twee verbindings.,

Wanneer die ferogram (hierbo genoem) met ninhidrien
gespuit word, is gevind dat bande B en C ﬁinhidrienpositief
is (figuur IX)- Band C kom ooreen met n glutaticonmerker in
sy elektroforetiese gedrag. Op n Sephadex G-10 kolom word
dit by dieselfde posisie as n glutaticonmerker geg&lueer, wat
bevestig dat verbinding C glutatioon is. Band B se elektro-

foretiese mobiliteit toon dat dit moontlik n rasksieproduk

* In hierdie ondersoek is 'n Beckman DB-en Unicam SP 700-

spektrofotometer gebruik.
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van A en C kan wees, want dit 1& ongeveer halfpad tussen

A en C op die ferogram. Die feit dat dit n ninhidrien-
reaksie sowel as absorpsie van langgolflengte ultraviolet-
lig toon, het hierdie vermoede verder versterk. Verbinding
B is vervolgens ondersoek met behulp van reduksie- en
tweedimensionele elektroforese. Na elektroforese in die
eerste rigting is die papier gedroog, met n waterige
oplossing van 1% merkapto€tanol gespuit, gedroog en dan

met 10% asynsuur gespuit waarna elektroforese uitgevoer

is soos voorheen, maar in die komplément®re rigting. Daarna
is die papier gedroog en die posisies van die verskillende
verbindings soos voorheen vésgestel. Die ninhidrien-
positiewe verbindings is N gemerk en dié wat ultravioletlig
absorbeer U (figuur X). Dit is duidelik dat verbinding

B deur die behandeling ﬁet merkaptoétanol ontbind is om
glutatiocon en CNT te vorm. Aangesien dit bekend is dat
merkaptogtanol disulfiedbindings reduseer, kan aanvaar wcrd
dat verbinding B bestaan uit glutatioon en CNT wat deur n

disulfiedbinding gebind is en as volg daar uitsien:

(G = y—glutamiel—alJniel—
glisien)

Bogenoemde onsimmetriese disulfied is vervolgens van die
ander komponente op n Sephadex-kolom €n ook deur middel
van papierelektroforese geskei. 1In laasgenoemde geval
is dit uit die papier geloog met trisbuffer (0.1 M,
pH 7.4). Die absorpsiespektrum van die onsimmetriese
disulfied, asook dié van monsters suiwer CNT en DTN, is
vervolgens spektrofotometries bepaal. Die spektra word in
figuur X1 aangetoon. Die spektrum van die onsimmetriese
disulfied stem goed ooreen met die van DTN, met n klein
batochromiese verskuiwing van 600 cm_l na n langer
golflengte. Die onsimmetriese disulfied toon, net scos

DTN feitlik geen absorpsie by 412 mp nie.

(ii) Faktore wat by die DTN-bepalingsmetode van tiole inmeng:

Uit die inleidende bespreking het dit geblyk dat
sekere disulfiede gebruik word as reagense om tiole te
bepaal. Een van die metodes wat die meeste gebruik word,

. . 7 . . .
is die een wat deur Ellman ontwikkel is en berus op die
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“ A = DTN
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reaksie van DTN met 0 tiol om 3-karboksi—4—ni%rotiofenol te
gee, wat kolorimetries bepaal word. (Hierdie .reaksie word
volledig in die bespreking behandel). kDie absorpsiespek-
trum van DTN verékil heeltemal van dié van CNT en dit word
algemeen. aanvaar dat dit nie by die bepaling van laasge-
noemde inmeng nie. Die moontlikheid het egter bestaan dat
die onsﬁmmetriese'disqlfied-wat‘tussen BTN en tiole gevorm
word, by die kolorimetriese bebaling van die CNT-ione kan
inmeng, indien ‘die absorpsiéspektrum van hierdie disulfied’

baie van dié van DTN verskil.

Ons het so pas aangetoon dat die absorpsiespektra
-van DTN en die oocreenkomstige onsimmetriese disulfied feitlik
identies is. Indien die DTN-konsentrasie geen invloed op die
bepalingsmetode het nie, behoort dieselfde dus vir die
onsimmetriese disulfied te geld. Gevolglik is die invloed
van verskillende konsentrasies DTN op die kolorimetriese
bepaling van n gegewe hoeveelheid tiol ondersoek. Die resul-
tate word in tabel IV sangegee, en is verkry deur 0.2 mikro-
mole glutatioon in 10 ml oplossings van DTN in pH 7.4 tris-
buffer wat verskillende konsentrasies DTN bevat, te voeg en

die uitdowing te bepaal.

TABEL IV
% DTN in die oplossing Relatiewe Uitdowing
0.002 S 0.292
0.003 0.287
0.004 0.290
0.005 0.287
0.006 . 0.288

Uit ons resultate blyk dat die DTNw=konsentrasie
geen invloed op die kolorimetriese bepaling van die CNT-ione
het nie, wat in-ooreenstemming is met die bevindings van
EllmanlDl by sy studie van bis-(p-nitrofeniel)disulfied.

Dus kan met veiligheid aanvaar word dat die konsentrasie
van die onsimmetriese disulfied in die reaksiemengsel geen

invloed op die DTN-bepalingsmetode het nie,

Alhoewel die onsimmetriese disulfied geen
invloed op die DTN-bepalingsmetode het nie, is nogtans
gevind dat die reaksiemengsel nie baie stabiel was onder die
gegewe kondisies nie en dat daar h geleidelike verandering

in die absorpsie by 412 my plaasgevind het. Aangesien die’




73.°

oksidasie van CNT moontlik versnel kan word deur spore
metaalsoute, is die dinatriumsout van etileendiamientetraf
asynsuur (EDTA) gebruik as sekwestreerder om metaalsoute te
verwyder en oksidasie te verhoed. Vérder kan ultraviolet-
lig ook by die bepalingsmefode inmeng deurdat dit die
disulfiedbinding homolities kan splits. Dit is.vermy deur
die eksperimente uit te voer in n kamer met wolframlampe as
die-enigste bron van lig; verder is die DTN-oplossings

in donker houers bewaar. Ten spyte van al dié voorsorg-
maatregéls was die reaksiemengsel nog steeds onstabiel en het

die absorpsie by 412 mp geleidelik verander.

Dit is bekend dat disulfiedbindings deur alkali
gesplits kan word en die moontlikheid dat dit ook hier die
geval kan wees, is vervolgens ondersoek. Die pH van die
reaksiémengsel (0.1 M DTN en 0.1 M glutatioon, pH 7.4~
trisbuffer) is verhoog tot 10 deur die byvoeging van 1.0
M NaDH—oplossihg. Nadat die reaksiemengsel 30 minute by
kamertemperatuur gestaan het, is 'n deelvolumeg in sy
komponente geskei deur middel vah hoogspanningselektroforese,
waarna die ferogram gedroog en met ninhidrien gespuit is.

Die ferogram het, afgesien van glutatioon en die onsimme-
triese disulfied, nog n addisioﬁele ninhidrienpositiewe

band (van lae intensiteit) by posisie C getoon (figuur XIT).
Bogenoemde proses is herhaal by pH 11.5 en toé is gevind dat
band B 'n skerp afname in intensiteit getooh het, terwyl
band C baie sterker was as wat by pH 10.0 die geval was.,
Terselfdertyd is daar ook nog n verdere flou band gevorm by
posisie D. Die ferogramme is vervolgens met Cu(ND3)2

gespuit om die kleur te fikseer, die verskillende verbindings
uitgeloog en die relatiewe intensiteite van die verbindings
spektrofotometries bepaal volgens die me tode van Wieland380.
Volgens die resultate, wat in tabel V aangegee word, blyk

dat verbindings C en D moontlik afkomstig kan wees van

die ontbinding van die consimmetriese disulfied.

"TABEL V
» Relatiewe intensiteit
Posisie Verbinding
: pH 5.0 1 pH 11.5

A GSSG/GSH 0.73 - 1.05

B Onsimmetriese disulfied 1.27 - 0.10

C G—SDZH - -l 0.83

D G—SDSH - 0.05




Begin

Figuur XTIT. Hoogspanningsferogram van h
glutatioon/DTN-oplossing wat
vir 80 minute by pH 11.5

gestaan het.
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In kontrole-eksperimente is opleossings van glutatioon-
disulfied (GSSG) asocok DTN vir 30 minute by pH 11.5 gehou,
waarna met behulp van elektroforese aangetoon is dat GSSG
nie onder hierdie kondisies ontbind hét om verbindings C

en D te vorm nie. Terselfdertyd is spektrofotometries
‘aangetoon dat DTN “4n: n mate onthind het. Bevestiging

dat verbindings C en D afkomstig is van die ontbinding van,
die onsimmetriese disulfied, is verkry deur.n monster
suiwer G—S—S—C6H3(N02)-CDUH (berei soos beskryf op

bladsy 60) onder bogencemde alkaliese kondisies te behandel.
Na elektroforese:van die reaksiemengsel is die teenwoordig-
heid van verbindings C, D en DTN/CNT soos voorheen op die

ferogram aangetoon.

Daar is as volg te werk gegaan om verbindings C
en D te identifiseer. Na elektroforetiese ékeiding van die
reaksiemengsel is N smal strokie van die ferogram afgesny
en met.ﬁinhidrién gespuit om die posisies van verbindings
C en D te bepaal, waarna hierdie twee verbindings met tris-
buffer (0.1 M, pH 7.4) uit die res van die ferogram geloog
is. Die absorpsiespektra van C en D is spektrofotometries o
bepaal. Nie een van die twee verbindings toon ligabsorpsie
by 412 of 340 mp nie, en gevolglik bevat hulle nie DTN of
CNT nie. |

Vir n verdere studie is verbindings C en D met
8.1 M HCl uit_ die ferogramme geloog. Nadat h voldoende
hoeveelheid van elke verbinding verkry-is, is die produkte
met 6 M HCl gehidroliseer vir 6 uur by 100°C, waarna die
suur op N roterende.verdamper verwyder is., Die residue is
opgelos in water en n deelvolume is deur middel van hoog-
spanningselektrdforese in sy komponente geskei. Ontwikkel-
ing van die ferogram het die teenwoordigheid van drie
ninhidrienpositiewe verbindings aangetoon, wat in hul"-
elektroforetiese mobilitéite ooreenstem met glisien-,
glutamiensuur- en alaniensulfiensuurmerkers in die geval
van verbinding C en g%isien-, glutamiensuur~ en sisteiensuur-
merkers in die gevai van verbinding D. Hierdie identifikasie
is bevestig deur die hidrolisate van C &an D op n cutomatiese
aminosuuranaliseerder in hulle komponente te skei. Die
standaardprosedure wat normaalweg vir keratienhidrolisate
gevolg.word, ;s gebruik saam met n gewysigde elueringsprogram

(sitraatbuffer, pH 2.98), soos beskryf deur Melletzdg. »
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Uit ons resultate blyk dat verbindings C en
D respektiewelik die sulfien- en sulfoonsuurderivate van
glutatibon moet wees. Die sulfoonsuurderivaat van
glutatiocon is vervolgens berei vanaf glutatioon deur
permieresuuroksidasie, volgens die metode van Toennies36l.
Met behulp van chromatografie en elektroforese is bevestig
dat verbinding D en die sulfoonsuurderivaat van glutatioon
identies is. Weens die feit dat glutatioon nie baie
stabiel is nie, was dit nie moontlik om die sulfiensuur-
| derivaét daarvan volgens normale metodes te berei nie.

(Die glutatioon word ontbind deurdat veral die y-glutamiel-

peptiedbinding baie maklik hidrolities gesplits word.)

Wanneer ekwimolare hoeveelhede sisteien en DTN
(0.1 M) by pH 10.0 of 11.5 gereageer is, is soortgelyke
resultate verkry as wat by glutatioon die geval was.,
In higrdie geval is verbindings C en D so sterk suur dat
hulle nie elektroforeties van DTN geskei kon word nie en

'is die volgends metode gebruik om hulle te isoleer:-

Nadat die DTN/sisteien-reaksiemengsel vir 30 minute by

pH 11.5 gestaan het, is dit aangesuur tot pH 2.5 met
asynsuur; 10 ml van die.éangesuurde oplossing is met

400 mg aktiewe dierkool opgeskud (vir 15 minute) en daarna
gefiltreer. Die proses is tweemaal herhaal., Al die aro-
matiese verbindings word aan die dierkool geadsorbeer en
wanneer'h deelvolume van die gefiltreerde, kleurlose oplos-
sing aan hoogspanningselektroforese onderwerp is, is gevind
dat vefbindings C en D bevredigend van mekaar geskei is.
Verbinding C toon dieselfde elektroforetiese mobiliteit as
h alaniensulfiensuurmerker, terwyl verbinding D en
'Sisteiensqur ooreenstem. Bevestiging dat C wel alanien-
sulfiensuur en D sisteiensuur is, is verkry na chromato-
grafie op n outomatiese aminosuuranaliseerder met sitraat-

buffer (pH 2.98) as elueermidde1??.

(iid) Bepaling van die tiolinhoud van nh onoplosbare

proteien met behulp van die DTN~me tode:

-

Keratien:

Merinowol.(64%kwaliteit), waarvan die punte
afgesny is,.1is DpeenVOlgend gewas in petroleum-eter
(K.P. 60 - BDDC), hn verdunde waterige oplossing van n

nie-ioniese wasmiddel, water, alkohol en eter. Daarna

is die wol in lug gedroog.
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DTIN-oplossing:

50 mg DTN en 20 mg EDTA is opgelos in 100 ml
trisbuffer (0.1 M, pH 7.4). Daarna is die oplossing
aangesuur met HC1l tot pH 4.0 en in N donker houer bewaar.
(Onder hierdie kondisies word die splitsing van die
disulfiedbinding tot n minimum beperk en is die oplossing
vir ten minste n maand stabiel; langer tye is nie onder-

soek nie.)

Trisoplossinq:

Tris-(hidfoksiémetiel)aminometaan.is opgelos in
water om'n 3 M oplossing te gee. (L.W. Hierdie is nie h

buffer nie.)

Hidrolise van die keratien:

h’GeSkikte hoeveelheid wol (I 20 mg) is afgeweeg
in 'n proefbuis met lengte 7 cm en deursnit 1 cm. Hierby
is 1 ml 15% H,50,-oplossing gevoeg, wearna die proefbuis in
hn termostaat (poli&tileenglikol) by 105°C I 1°C geplaas is
tot die wol volledig opgelos het. Dit neem gewoonlik
ongeQeer 2 uur, maar daar is gevind dat die hidrolisetyd
sansienlik verminder kan word deur die oplossing aanhoudend
te roer met behulp van n gemotoriseerde glasstampertjie
wat op en af in die proefbuis beweeg het met n frekwens
van 2 siklusse per sekonde en amplitude 1 cm. (Figuur XIII),

In hierdie ondersoek is wolmonsters gehidroliseer vir tye

wat gewissel het van 30 tot 120 minute.

Bepalingsmetode:

' Die hidrolisaat is vervolgens kwantitatief
oorgewas in 10 ml trisbuffer (pH 7.4), en 1 ml DTN-oplossing
is bygevoeg. Die pH van die oplossing is nog laer as 2
en in hierdie stadium is 2 ml tfisoplossing (3 M) bygevoeg
om die pH tot 7.4 te verhoog. Wanneer n proteienhidro—‘
lisaat geanaliséer is, is gevind dat.die_CNT—anione vinniger
vernietig word as wanneer glutatioon of sisteien bepaal word
en dus is die absorpsie by 412 mp so gou moontlik. nadat die
trisoplossing bygevoeg is, gelees. Daarna kon die tiol-
inhoud direk van die molare uitdowingsko&ffisiént bereken
word, Vaughan365 het die molare uitdowingsko&ffisignt van

CNT-ione bepaal en gee dit aan aséj = 13,600.

412
Ons het gevind dat .die gevormde CNT-ione gerieflik
bepaal kan word in spesiale proefbuise wat seam met n

Coleman Junior spektrofotometer gebruik word. In al die

gevalle is die verwysingsoplossing opgemaak deur 1 ml 15%
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Figuur XIIT. Motor met glasstampertjies vir

keratienhidrolise.
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HZSD4 te gebruik in die plek van'die hidroliseat. Voordat
die bepalings gedoen is, is eers h kalibrasielyn . opgestel
deur standaard sisteien- of glutativonoplossings. te

gebruik. So n kalibrasielyn ..~ waarvan die tiolkonsentrasies
'afgelees is, word in figuuxr XIV aangétoon. Dit is gevind
dat Beer se wet geldig is vir die konsentrasiegebied wat
ondersoek is (0.0 - G.08 p M tiol/ml). .Die resultate wat
verkry is deur die tiolinhoud van n aantal wolmonsters
volgens bogenocemde metode te bepaal, word in tabel VI
aangegee. Wanneer die wol wat geanaliseer word n hog
tiolinhoud het, soos in die geval waar die wol met merkap-

toEtanol gereduseer is, is die hidrolisaat oorecnkomstig

verder verdun.

TABEL VI
Wolmonster H%iiiii:?:tyd Mikromole SH/grqm wol
_ -
30 30.0
45 32.9
60 32.7
ODnbehandel . 75  32.8
| 90 _ 32.6
105 Jl.4
120 ' 30.8
, .
45 172
60 - | 773
75 768
Gereduseer* - 90 . 7158
' 105 752
120 689

Cx ‘
Gereduseer vir 12 uur met 1% merkaptoB8tanol.

(iv) Amgerometriése kontrolebepaling van die DTN-metode:

Apparaat en voorbereiding van die elektrode:

n Metrohm—pofensiograaf, Model £, met
gesinchroniseerde motoraangedrewe buret en roterende
platiﬁa—elektrode—eenh&d met N polariseerder (deur
dieselfde vervaardiger verskaf) is gebruik. Die platina-
elektrode roteer teen n konstante spoed van 600 omwentelings
per minuut. As verwysingselektrode is h Ag/AgCl-sel in
n versadigde KCl-oplossing gebruik; "™ versadigde KNDa—brug

wat 1.5% agar bevat, het elektriese kontak met die titrasie-




Absorpsie

1 | ]

0.1 0.2 ' B 0.3.

Mikromole Tiol
Figuur XIV. Kalibragsielyn . vir die DTN-bepalingsmetode

van tiole.
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oplossing verskaf. Die potensiaal van die indikator-
elektrode is konstant gehou by -0.15 volt (m.b.t. die
Ag/AgCl-elektrode). Die standaard silwernitrasatoplossing
(lD"4 tot 5 x 1074 M, afhangende van die aantal tiolgroepe
in die wol) is in die reaksiemedium ingelaat teen ' tempo
van 0.5 ml/min, terwyl die elektriese stroom op die

gesinchroriseerde registreerder geregistreer is.

Die indikatorelektrode is daagliks as volg
voorberei:- Die elektrode is met HND3 (;:l) skoongemazak
‘en met water gewas. Die roterende platina-elektrode is
versilwer met n 6~volt droéseijbattery in 'n oplossing van
5 x 107° M KAg(CN),. (Hierdie oplossing is berei deur h
gekonsentreerde KCN-oplossing by 15 ml AgNDa-Dplossing
(0.1 M) te voeg tot die gepresipiteerde AgCN net opgelos
het, en die oplossing dan op te maakAtot 30 ml met water.)
Sodra n goeie silwerbasis gevorm het, is die elektrode
geékwilibreef deur n werklike titrasie te doen en die
apparaat vir nog 15 minute nadat die buret (5 ml) reeds
leeg was, aan te los. Die doeltreffendheid waarmee die
elektrode berei is, is geillustreer deur die afwesigheid
van enige ,geraas", selfs by instellings van die hoogste
sensitiwiteit.

Prosedure gebruik by die amperomstriese titrasie van

tiolgroepe:

Die prosedure wat by al hierdie bepalings gebruik
is, is gebaseer op bepelingsmetodes van Benesch21’23 en
KélthoffZDD, wat as volg deur Swanepoe1348 gewysig is:-

Die wolhidrolisaat is tot 25 ml verdun met water. By

40 ml etanol (96%) is 1 ml NH,OH/NH,NO,-buffer (8.3 M)
gevoeg en die mengsel is vir 10 minute ontgas deur water-
stof. Daarna is die hidrolisaat (0.5 of 1.0 ml) bygevoeg
en die titrasie met die AgNDB-oplossing (1074 M, in 92%
etanol) begin. Die presipitasat wat gevorm word wanneer
die hidrolisaat by die buffer-alkoholoplossing gevoeg word,
bevat geen aminosure of peptiede nie*, maar is in werklik-
heid h klein hoeveelheid (NHA)ZSDA wat as gevolg van die
ho& alkoholkonsentrasie- neergeslean het. Dit het egter
nie n merkbare invloed op die bufferkonsentrasie nie en

geen aandag is verder hieraan geskenk nie.

* .
Bewys met behulp van ioonuitruilingschromatografie op n

outomatiese aminosuuranaliseerder.
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Bogenoemde argentometriese metode is vervolgens
gebruik om die tiolinhoud van h aantal wolmonsters, soos
verkry met die DTN-metode, te kontroleer. Die verskillende
wolmonsters is vir 45 minute gehidroliseer soos voorheen
beskryf is {(meganies geroer), voordat die bepalings gedoen

is, en die resultate word in tabel VII éangegee.

TABEL _VII

, Mikromole SH/gram wol
Wolmonster | Behandeling
DTN Argentometries
A Geen 31.8 31.5
B Geen 7 31.0 31.4
C Geen _ 30.3 - 29.9
D Geen | 26.6 - 26.7
E |Geen | 25.5 25.4
F Geen 24.0 23.6
G Bestraal met . .
ultravioletlig 121 125
H Gereduseer 813 197
!Gereduseer | | 392 358
G, Bestraal vir 20 uur met m ho&-druk Hanovia-lamp
H. Gereduseer met 1% merkapto&tanol vir 12 uur

I. Gereduseer met 1% merkaptogtanol vir l% uur
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XII. DIE REAKSIE VAN HIPOFOSFIETIONE MET SISTIEN

P —

T ———— —
— e ———— —

— e e e et e —|

(1) Die lig-geinduseerde sistien/hipofosfiet-reduksig-

reaksie:

Ondersoek na die golflengte van die lig wat die reduksie
van sistien deur hipofosfietione induseer:

Hanovia-lamp:

f

Die spektrum van 'n hog..-druk-kwikontledingslamp
van 360 watt is spektrofotometries bepaal en word in

figuur XV sangegee.
Phillips-,germicidal™~lamp:

Die spektrum van bogencemde lamp (30 watt) is
soos in die geval hierbo bepaal en word aangegee in
figuur XVI,

Filters:

Die absorpsiespektra van CCl4 en n 6% Ni504.6H20—
oplossing is met behulp van die spektrofotometer bepaesl
(kwartsselle met n padlengte van 10 mm) en word aangegee in
figure XV en XVI. |

Bestralings:

n Oplossing van éistién (lD_3 M) en natriumhipo-
fosfiet (1.5 x 10_3 M) in 0.1 M HCl is vir 60 minute bestraal
in n kwartssel (padlengte 10 mm) op n afstand 50 cm vanaf die
Hanovia-lamp of 7.5 cm vanaf die Phillips~lamp. Daarna is
deur middel van die sianied-nitroprussiedreagens bewys dat
reduksie in albei gevalle plaasgevind het. Vervolgens is

n filter (10. mm padlengte sel) van 6% NiSDA.GHZD-oplossing
voor die sistien/hipofosfietoplossing geplaas en na n
bestraling van 60 minute is weer eens gevind dat reduksie in
albei gevalle plaasgevina het. Wanneer die NiSUa-filter
egter deur CCl4 vervang word, is feitlik geen reduksie van
die sistien ondervind nie. Vanuit die kurwes in figure
XV en XVI blyk dat die Phillips-lamp die meer eenvoudige
spektruﬁ'het, en alle bestreslings is vervolgens daarmee

gedoen.,

Bepaling van die kwantumopbrengste van sisteien in
bestraalde sistien/hipofosfietoplossings:

Keuse van n aktinometer:

Kwantum-intensiteite kan gemeet word met foto-

glektriese selle, termosuile of chemiese aktinometers.
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Na déeglike studie het Noy85264 tot die slotsom gekom dat
iaasgenoemde die betroubaarste resultate gee. Die bekendste
chemiese aktinometer is Dngetwyfeid dié een wat gebruik maak
van die fotochemiese ontbinding van oksaalsuur in oplossings
van okéaalsuur/uranieloksalaat37. Hierdie bepalingsmetode
berus egter op titrasie van die fotolitiese produkte en
omdat groot volumes oplossing hiervoor nodig is, asook lang

bestralingstye in die geval van lae bestralingsdosisse, is

dié metode nie altyd baie geskik nie.

Aktinometers waarvan die produkte van fotolise
direk bepaal kan word bv. spektrofotometries, is nie
alleen meer akkursat as bogencemde metode nie, maar ook
makliker hanteerbaar. Parker268 het bv. 'n chemiese
aktinometer ontwikkel wat baie :gevoeliger.. as die uranielok-
salaat-aktinometer is. Dit berus op die ontbinding van
kaliumferrioksalaat na ferrosoute, en die spektrofotometriese
bepaling van die ferro-ione. Hierdie metode het egter die
nadeel dat die oplossings wat gebruik word, ligsensitief is-
(selfs dowwe elektriese lig ontbind dit) sodat die bepalings

-in n donker kamer gedoen moet word.

61 het onlangs N

Moroson en Gregoriades2
aktinometer beskryf wat nie alleen baie akkuraat is nie,
maar ook stabiel is onder gewone laboratoriumkondisies.
Omdat hierdie metode slegs klein volumes reagens benodig
en die bepaling baie eenvoudig is, is besluit om dit te
gebruik in hierdie ondersoek. Die metode maak gebruik van
die feit dat bensoé&suuroplossings wat met ultravioletlig
bestraal word, salisielsuur gee in opbrengste wat direk
eweredig is aan die dosis van bestraling. Die gevormde
salisielsuur word fluorimetries bepaal. Nadat die
aktinometer teen n standaard bestralingsbron gestandaardi-
seer is, is dit moontlik om bestralingsdosisse vinnig en

akkuraat volgens hierdie metode te bepaa126l.

Bepeling van die bestralingsdosisse:

'h Beckman Fluorometer (met opwekking by 320 mp
en sekondére filter vir die deurlating van die fluoressente
lig by 405 mp) is gebruik., Dit is gestandaardiseer met
natriumsalisilaat in 0.01 M NaOH-oplossing. (n Liniére
standaardisasielyn..» is verkry vir salisielsuurkonsentrasies
tussen O en°lU—6 M). By die bepaling van die fluoressensie

na bestraling is die instrument ingestel op 0% fluoressensie
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met l0°3 M bensgésuur in 0.01 M NaOH-oplossing terwyl
100% fluoressensiz ingestel is met 10‘6 M salisielsuur
in 0.01 M NaOH-oplossing. Twee houers wat elk drie
standaard spektrofotometerselle (padlengtes 10 mm) in
serie kan hou, is op ' afstand van 7.5 cm’Qan die
Phillips-lamp bestraal. Die voorste selle (naaste aan
die-lamp) het in albei geva%le n 6% NiSDA.6HZD-0plossing
bevat. Die middelste selle het die sistien/hipofosfiet/
HCl-reaksiemengsel in die een geval en 'n kontrole
hipofosfiet/HCl-oplossing (van dieselfde konsentrasie)
in die ander geval bevat, terwyl die derde selle in albei

gevalle 3.5 ml van h 10_3 M bensoésuuroplossing in 10-2

M NaOH bevat het. Na die bestraling is die inhoud van
die derde selle oorgedra in die kwartshouers van die
fluorometer en die fluoressensie van albei monsters
bepaal, terwyl die sisteieninhoud van die middelste sel

bepaal is wvolgens die DTN-metode.

'n Ondersoek na die lini@riteit van die aktinometer met
betrekking tot die dosis van bestraling:

n Oplossing van 0.01 M sistien en 0.02 M natrium-
hipofosfiet in 0.1 M HCl is in die middelste sel geplaas;
by die ander houer bevat die ooreenkomstige sel n hipo-

" fosfiet/HCl-oplossing wat as kontrole dien. Na bestralings
vir vefskillende tye is die fluoressensie en tialinhoud
bepaal soos hierbo beskryf’ is. Die resultate wat verkry
is, word in figuur XVII aangegee., Die fluoressensie word
as 'n funksie van bestralingsduur aangegee en uit die
figuur blyk dit dat daar n linigre verband tussen hierdie
twee bestaan, vir die tye ondersoek. In mn kontrole-
ekspe;iment is die voorste NiSOa-filters vervang deur
CCla-filters. Nadat vir 30 minute bestraal is, is gevind
dat die fluoressensie van die aktinometer ooreenkom met
dié van m monster onbestraalde benso&suur. Gevolglik het
daar geen omsetting na salisielsuur onder bogenocemde

kondisies plaasgevind nie, wat beteken dat onder hierdie

omstandighede alleen daardie éolflengte ultravioletlig

(254 mp) wat die sistien/hipofosfiet reduksie inisieer,

die Moroson-aktinometer aktiveer,
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Bepaling ven die kwantumintensiteit van d ie Phillips-lamp:

Die opening van die selhouer het ' oppervlakte
van 2 cm2 en vanaf die grafiek in figuur XVII blyk
dat 0.4 x 107°
30 minute. Die kwantumopbrengs van silisilaat is volgens

6

Moroson 0.081 en dus word 0.4 x 107 M salisilaat gevorm

M salisilaat gevorm is na n bestraling van

deur 4,95 x 10—6nm1kwanta. In 30 minute word n dosis van
4.95 x lD_6m§1kwanta deur 2 sz deurgelaat en dus is die
kwantumintensiteit van die Phillips-lamp op n afstand van
7.5 cm:

8.23 x 10°8 NRY /min/cm?.

Die invloed van temperatuur:

Volgens Noyes en BDBkeihBid8264 het temperatuur-

skommelings " merkbare invloed op fotochemiese reaksies,
want die absorpéiekoéffisiénte van die oplossing en die
snelheid van sekondére prosesse, sowel as die opbrengste

by primére prosesse, kan verskil by verskillende
temperature, Dit is dus noodsaaklik dat die temperatuur
van die reaksiemengsel beheer moet word. Daar is as volg
te werk gegaan om vas te stel of daar temperatuursveranderings
plaasvind gedurende die bestralingseksperimente: h termo-
koppel, wat aan n registreerder verbind is, is in die
reaksiesel geplaas en die oplossing is bestraal onder die
kandisies wat hierbo genoemlis. Die temperatuur is bepaal
as h funksie van tyd en die resultaat word in figuur XVIII
aangegee., Dit is duideLik dat daar n geleidelike styging
in die temperatuur van die oplossing voorkom by bestralings
van langer as 10 minute; en om moontlike komplikasies te
vaoorkom, is al die bestralings vir n konstante tyd van

10 minute gedoen.

Berekening van die kwantumopbrengs &:

In die bepaiing van § is die sistien/hipofosfiet-
oplossings (van verskillende konsentrasies in 0.1 M HC1l) vir
10 minute bestraal op n afstand 7.5 cm vanaf die Phillips-

- lamp, waarna die fluoressensie en tiolinhoud van die onder-
skeie oplossings bepaal is soos wat hierbo beskryf is.
Die kwantumopbrengs van siéfeien is bereken volgens die

volgende voorbeeld:-

Die fluoressensie van die aktinometriese oplbssing vir die
sistienmonster was_Z.%Z terwyl dié van die kontrole 13.37
- was. (lO“6 M natriumsalisilaat = 100%). Terselfdertyd is-

2.02 x 10-6 mole sistelien in die bestraalde oplossing

gevarm. Na die bestraling is die verskil in fluoressensie




(°c)
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Figuur XVIII.
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wat op n afstand 7.5 cm vanaf ﬁ

Phillips-lamp bestraal is.
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tussen die kontrole en reaksiemonsters:

Fp = F = 13.3 - 2.9%
10. 4%

In 3.5 ml bensoBsuuroplossing is gevorm:

-6 3.5 ..
x 10 X 1000 Dle_sallsllaat

= 3.64 x 10719 mole salisilaat.

Volgens Moroson26l is die kwantumopbrengs van hidroksi:.-

bensogsuur by pH 12.0:
= 0.081
“"Gevolglik word 3.64 x 10710 nole salisilaat gevorm deur:

1
8.

[om]

0 X 5.64 X lD_lD kwanta

’_J

= 4,49 x 10_9 kwanta.

Aangesien 2.02 x 1078 mole sisteien deur 4.49 x 1077 kwanta
lig gevorm word, is die kwantumopbrengs van sisteien vir

bogenoemde bestraling:

~

= 450 mol/kwantum

Die kwantumopbrengste 'is vir verskeie gedalle bepaal en die

resultate word in tabel VIII aangegee:

TABEL VIII
H3P02—konsentrasie Sistienkonsentrasie Kwantumopbrengs
van sisteien
(M) (M) ()
a - 5 x 10”3 0.2
5 x 10”° 5 x 10”3 24
3 x 1073 5 x 1077 73
2 x 1072 5 x 10”3 85
5 x 107° 5 x 1077 102
1 x 1071 5.x 1077 167
2 x 1071 5 x 107° 337
3 x 1071 5 x 1073 620
4 x 1074 5 x 1073 675
5 x 1071 5 x 1077 665
2 x 10‘? 1 x 1077 82
2 x 10'2 2 x 10*3 88
2 x 107° 5 x 107° . 85
2 'x 107° 1 x 107° | 97
2 x 10—2 5 x lD-'2 96
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Induksie van die sistien/hipofosfiet reduksie-

reaksie deur middel van radikaalinisiators van h

cheamiese aard:

Bepaling van die persentasie reduksie verkry by die
"radikeat-geinduseerde sistlen/hipofosfiet"reaksie:

By 'n oplossing van sistien (2 x 10-% M) in 0.1 M
HC1 (wat verskillende konsentrasies natriumhipofosfiet
bevat), is waterstofperoksied- en ferroammoniumsulaatoplos~
sings van verskillende konsentrasies gevoeg, daarna is die
reaksiemengsel vir 1 minuut geskud waarna n' deelvolume
(1 ml) by 1 ml van n versadigde .oplossing van EDTA in
water gevoeg is om die metéalione te sekwestreer en sodoende
enige oorblywende inisiafor té vernietig. Nadat die oplos-
sing vir ongeveer 1 minuut geskud is, is 9 ml trisbuffer
(pH 7.4), 1 ml DTN-oplossing en 2 ml trisoplossing (3 M)
bygevoeg en die absorpsie by 412 mp gelees teen 'n verwysings-
monster wat nie sistien bevat nie. Die persentasie reduksie
verkry, word in tabel IX weergegee as die aantal tiole

gevorm per maksimum aantal tiole moontlik.

TABEL IX
Ferroammonium- NaH2P02 % Reduksie
Medium HZUZ sulfaat
(M) (M) (M)
0 0 0.1 0
0.1 M HC1 | 1074 3 x 1074 0 0
D 5 x 1074 0. 0
4x10™% | 0 0. 0
1074 « 1073 0.01 16.2
0.1 M Hcy | 1078 x 1073 0.10 61.3
1074 2 x 1077 1.00 68.5
e -3
Asetaat- 10 2 x 10 0.01 16.0
buffer '
oH 4.7 1074 |2 x 1073 0.10 64.5
107° x 1077 1.00 ' 69.5

n Onderscek na die reaksiebrodukte gevorm by die radikaal-

geinduseerde sistien/hipofosfietCreduksie:

By 5 ml van ' oplossing van sistien (0.001 M) en

natriumhipofosfiet (0.1 M) in 0.1 M HC1l is 100 pl waterstof-

peroksiedoplossing-(B%) en 100 pl ferroemmoniumsulfaat (3%~

oplossing) gevoeg.

Die reaksiemengsel is vir n -paar sekondes

¥ Hierdie induksiereaksies is almal by kamertemperatuur 1in
n donkerkamer ondersoek.
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geskud en toe is 50 pl hiervan deur middel van hoogspannings--
elektroforese in sy komponente geskei. Nadat die ferogram
‘gedroog is, is die papier in twee stroke'gesny, waarvan die
een met n fosforreagensl65 en die ander met ninhidrien-oplossing
gespuit is. Ontwikkeling van die kleure het, afgesien van
sistien, die teenwoordigheid van twee verbindings C en D .
(figuuf XIX) getoon, wat albei ninhidrienpositief en fosfor-
bevattend is. Hierdie twee verbindings stem in elektrofo-
retiese mobiliteite ooreen met die twee verbindings wat
volgens die foto-induksiemetode van Swanepoel348 berei is

en wat reeds voorheen geidentifiseer is as n fosfoniumtipe
dubbelsout [(HZQE)ESEngCy in die geval van C en n
kwadrikovalente fosforanielradikaal (H,0,)PSCy in die geval

272
D (Cy = HOOC-CH(NH,)~CH,-).

Herhazling van die inisiasieproses in asetaatbuffer
(0.1 M, pH 4.7) in plaas van 0.1 M HCl, het dieselfde twee
intermedi&re reaksieprodukte as wat hierbo beskryf is,

gegee.

(1ii) .Die termies-geinduseerde reduksie van sistien deur

hipofosfietione:

h Ondersoek na die tydsverloop voordat die térmies—qefnduseerde
sistien/hipofosfiet-reduksie n aanvang neem:

n Oplossing van sistien (l'[]_'3 M) en natriumhipo-
fosfiet (0.1 M) in asetaatbuffer (4 M, pH 5.2) is in n
termostaat in 'n donkerkamer by 60°C of 80°C gehou. Elke
5 minute is n deelvolumé (1 ml) van hierdie oplossing
onttrek en n tiolbepaling daarop gedoen met behulp van
die DTN-metode. Nadat daar vir n lang tydsverloop geen
reaksie was nie, is n skielike drastiese toename in die

tiolinhoud gevind. Tipiese gevalle word in tabel X

aangegee:
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C _J| ¢
C | P

figuur XIX.

+
Hoogspanningsferogram van h

sistien/hipofosfietaplossing
wat met h chemiese radikaal-
opwekker behandel is.

A is met ninhidrien gespuit.

B is met nh fosforreagens gespuit.

-
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TABEL X
Reaksie- Ra12
tyd
(minute) 60°C 80°cC
by pH 5.2
5 p.020} 0.025| 0.035/0.040|0.032}0.028{0.030]0.03]
10 0.018| 0.021 | 0.038}0.041{0.034|8.031}0.040{0.032
15 0.028) 0.025| 0.041|0.041{0.032|0.930]1.90 |0.035
20 0.024] 0.029 | 0.037/0.980{0.035|1.90 0.035
25 0.025} 0.030 | 0.040}1.90 {0.039] . 0.039
30 0.029} 0.035 | 0.037 0.710 0.900
35 0.031} 0.030 | 0.830 1.90 1.90
40 0.027] 0.030.{1.90
60 0.032| 0.027 |
100 0.035| 0.035
120 - 0.040| 1.90
140 1.90

Hoewel hierdie reduksie konsekwent plaasgevind het, blyk

uit ons resultate dat die tydsverloop voordat reaksie onder-
vind is, nie baie reproduseerbaar is nie. Berekening van

die persentasie reduksie het getoon dat sisteien kwantita-
tief gevorm is in al die gevalle wat ondersoek is., Wanneer
deelvolumes van bogenoemde reaksiemengsels deur hoogspannings-
elektroforese in hul komponente geskei is, is gevind dat
sisteien die enigste ninhidrienpositiewe verbinding is, en

dat geen dubbelsout of fosforanielradikaal teenwoordig is

nie.

Bogenoemdé reaksies is ook herhaal™in 0.1 M HCl-
medium of 0.1 M ammoniumhidroksied-ammoniumchloriedbuffer
(pH 9.3), maar in geeneen van hierdie gevalle is enige

reduksie ondervind vir die tye wat ondersoek is nie.

Die induksie van die sistien/hipofosfiet’reduksie deur
katalitiese hoeveelhede tiol: '

By 20 ml oplossings van sistien (lD-3 M) en natrium-
hipofosfiet (0.1 M) in asetaatbuffer (4 M, pH 5.2) is 20 pl
oplossings van sisteienhidrochloried in water gevoeg om die
volgende konsentrasies tiol in die finale volume te gee:

5 x 1077, 1074, 2 x 107" en 5 x 107* M. Die oplossings is
by 60°C in h termostaat in n donkerkamer gehou, terwyl 1.0
ml declvolumes elke 5 minute onttrek en met DTN behandel is,
soos voorheen beskryf is. Die absorpsie by 412'mp is vir
elke monster bepaal en word aangegee as N funksie van tyd

in figuur XX.
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Bogencemde reaksie is ook herhaal in 0.1 M HC1,

"trisbuffer (pH 7.4, D.l-M) en ammoniumhidroksied-ammonium-
chloriedbuffer (pH 9.3, 0.1 M), msar in geeneen van hierdie
gevalle is enige reduksie verkry nie. In laasgencemde twee

gevalle is in werklikheid gevind dat die hoeveelheid tiol

wat bygevoeg is, met verloop van tyd verminder het,
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XIIT. DIE REAKSIE 'VAN SULFIETIONE MET ONSIMMETRIESE

DISULFIEDE

n Kompliserende faktor by sulfitolises is Jie
omkeerbaarheid van die reaksie. Dit is bewy558 dat hierdie
reaksie volledig omkeerbaar is by pH 9, sodat die volgende
moontlike ewewigte bestaan in die reaksie met h onsimmetriese
disulfied:-

4

R-5-5-R + 593%;: R—S-SD3 + R -5 e eeans (1)
S gos” + R’-5-507
Hierdie reaksies word gewoonlik in neutrale of effens
alkaliese medium uitgevoer en dit is bekend355 dat tiole

baie maklik onder hierdie kondisies na disulfiede kan
oksideer, .veral in die teenwoordigheid van sekere metaal-

soutes-
2 R’-8T —> R’-5-5-R~ + 2 e e (ii)
2 R=ST —> R-5-5-R + 2e ceeeen.s (idd)

Sulke syreaksieskan die vertolking van die resultate baie
bemoeilik deurdat die sekond&r gevormde disulfied nou weer
met sulfietione reageer en n verdere stel ewewigte by die

reaksie betrokke raask:-

R-5-S-R + S0. —> R-S-S-US + R-S ceeee. (div)

-~

w

R’-S5-S5-R’ + 50° —> Ris-sog + RIST L. .. (V)

A

w

Die hele reaksiesisteem kan baie vereenvoudig-word indien
die reaksie uitgevoer word. in die teenwoordigheid van n
reagens wat spesifiek en vinnig met tiole reageer. Nie
alleen sal oksidasie verhinder word nie, maar die ewewig

van die sisteem sal ook heeltemal na regs verplaas word:

R-5-S0- + RIS-M
A :
, = +
R-S-S-R’ + SO7 + M
\\\gR-S-M + R7-5-507 ... (vi)

CH,Hgl is gekies as reagens om die gevormde tiolgroepe te

3
blokkeer. Reeds in 1947 het Hughelel,lYZ

hierdie reagens monofunksioneel en baie spesifiek vir tiol-

aangetoon dat

groepe is:- .

CHyHgD + R-SH ———3> R-S-HgCH; + HI ........ (vii)

Verder het dit die voordeél dat dit stabiel is in die teen-

woordigheid van sulfietionaZlA.
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CHaHgI is besonder reaktief en uit die eksperiment-
ele deel blyk .(figuur VI) dat hierdie reagens vinnig genoeg

" met enige fipe tiol wat in dié ondersoek gebruik is, reageer
om moontlike komplikasies deur oksidasie te verhinder.
Hoewel algemeen aenvaar word dat CHaHgI»nie het disulfied-
bindings reageer nie, het uit hierdie ondersoek duidelik
geword dat daar wel een uitsondering bestaan, nl. die on-
simmetriese disulfied sisteien-sisteamien, wat by ho# pH—'
waardes deur CH3HgI ontbégd word om sulfien- en sulfoonsure
te vorm., Daar is beweer dat sekere swaarmetaalverbindings
in staat is om disulfiede aan te val met die vorming van
sulfien- en sulfoonsure. Sulke reaksies vereis,K gewoonlik
drastiese:kondisies en dit is verbasend dat sisteamien-
sisteien onder baie milde kondisies reeds begin,dntbind.
Geeneen van die ander onsimmetriese disulfiede word onder

soortgelyke kondisies ontbind nie en geen verklaring kan vir

hierdie reaksie gegee word nie.

Indien die reaksie uitsluitlik volgens
vergelyking (vi) pleasvind, kan, deur die hoeveelhede
R—S—SD; en R'—SQSOS wat gevdrm word, te vergelyk, maklik
vasgestel word of die sulfietiocon enige voorkeure toon in
sy reaksie met die twee swaelatome van die onsimmetriese

disulfied. Uit vergelyking (viii):-

x R=5-5-R’ + x SO; + x CHjHgl —> a R-5-507 =+

+ (x=-a) R’=5-50 + x 1

a R'-SHgCH, + (x-a) R-SHgCH 5

3 3

(viii)
volg dat:-

[f-5-503 ) / [15-503] = [f-s-503] /-s-tioce.]

Al die onsimmetriese disulfiede wat bestudeer is, het
355—gemerkte sisteien of sisteamien bevat en volgens
bogenoemdé vergelyking kan die voorkeur of affiniteit van
 sulfietione vir die twee swaelatohe dus direk bepaal word
uit die relastiewe verhouding van die twee radioéktiewe

splitsingsprodukte nl. R—SfQOS en R-SngCH In die gevalle

waar die sulfietione geen voorkeur vir h sgesifieke swael-
atoom het nie, sal hierdie verhouding n waarde van 1.0 hg;
waardes groter of kieiner as 1.0, dui daarop dat sulfiet

n groter affiniteif vir een van die swaelatome van die

onsimmetriese disulfied het.
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Dit is noodsaaklik om daarop te wys dat
Schijber-lao5 verbinding XI¥ met. sulfietione behandel het,
en- gevind het dat slégé sisteien en S-sulfomerkapto-
asynsuur en geen S-sulfosisteien en/of tioglikolsuur gevorm
is nie. Dit impliseer N oneindige voorkeur van sulfiet
vir die swaelatoom aan die karboksig¢metielgroep van die
disulfied, in feenstelling met die voorkeur van 1.6 wat in
tabel IT aangegee word. Hierdie anomalie is waarskynlik’
_te wyte aan die feit dat Schoberl sy sulfitoliese in die

teenwoordigheid van fesfowolframsuur uitgevoer het,

waardeur die ewewig van die omkeerbare reaksies beinvloed

kan word:-

R“‘S—SU_ . ¢« o 8 0 o 0 s o
_Aé?;; 5 + Cy (a)
R-5-5-Cy + 505
B\\-R-s‘ + CySS05  wieeenn.. (b)
(R = HDOC-CH,- )

(Cy = HOOC-CH(NH,)~CH,-)

FOSfowdlframsuur reageer net met CyS~ en nie met die ander
produkte in bogenocemde reaksie nie en dus word die ewewig
in vergelyking (a) totaal na regs verplaas. Reaksie (b) .
bly nog altyd omkeerbaar, en hierdie ewewig word gevolglik
na links verplaas. Dié versteuring beinvloed daardeur die
hele sisteem en dit verklaar waarom Schoberl slegs

R—S—SDS en die kompleks.tussen CyS~ en fosfowolframsuur in
die reaksiemengsel gevind het. Omdat CH3HgI vinnig met
sisteien sowel as tioglikolsuur reageer, is sulke kompli-

kasies nie in hierdie ondersoek ondervind nie.

Daar. het natuurlik ook die moontlikheid bestaan
dat CHBHgI met verskillende ;nelhede met die verskillende
tiole kan reageer, sodat dit die ewewigte en gevolglik die
voorkeure kan beinvloed, net soos Schdberl ondervind het.
Die feit dat N-etielmaleienimied egter in die gevalle
waar dit CH3HgI as tiolreagens vervang het, (tabel II)
nog steeds dieselfde resultate gegee het, toon dat CH3HgI
en N-gticlmaleienimied nie die ewewigte beinvloed nie en
dat die verhouding RSS03/R’SS03

die affiniteit van sulfiet vir die twee swaelatome van die

n direkte maatstaf is van

onsimmetriese disulfied. N

-Die resultate vérkry van die sulfitolise van

onsimmetriese disulfiede, is in tabelle II en III asangegee.
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Dit blyk dat daar slegs drie onsimmetriese disulfiede is
(nl. verbindings I,'II en II1), waar die verhouding
RSSDS/R'SSD; naby genoeg aan 1.0 1% om te kan .aanvaar dat
sulfiet geen voorkeur vir enige van die twee swaelatome
van die disulfied het nie. .By al die ander disulfiede
toon die sulfietione h groter affiniteit vir een van die
swaelatome; dit wissel van n geringe voorkeur in |
verbinding XIV, tot 'n voorkeur wet feitlik uitsluitlik

net op een swaelatoom gerig is in verbindings XII en XVI.

Daar is vier faktore wat moontlik hierdie voorkeur
van sulfiet vir n sekere swaelatoom kan veroorsaak en uit die
literatuur blyk dit dat elkeen van hierdie faktore n
skoal van ondersteuners het. Hierdie faktore het telkens
ter sprake gekom in die inleidende bespreking, en sal

duidelikheidshalwe weer kortliks aangestip word:-

Dit is moontlik dat steriese fektorelDB’l09 die aanval

van die sulfiet kan beinvloed, want nukleofiele verplasing
van swael vind deur nh rugkant-aanval plaas sodat intredende
en uittredende groepe in die oorgéngstadium in n reguit

lyn 18. Indien die ruimtelike rangskikking van groepe om
die twee swaelatome verskil, kan verwag word dat die gemak
van toegang van sulfietione tot die twee swaelatome sal
verskil en dus mag n preferensigle substitusie plaasvind.
(h Volledige bespreking van die invloed van steriese
faktore by sulfitolises wo rd op bladsy 30 gevind.)

Daar is ook beweer137’257

dat die polarisasie van
die disulfiedbinding (as gevolg van elektronverplasings-
invloede) die reaktiwiteit van die_swaelatomé kah beinvloed.
In die disulfied R-5-5-R“(R’is sterker elektrononttrekkend

es R) sal die twee swaelatome na bewering as volg gepolariseer

wees:-
8§86 + &+
R-S-5-R' (8&8+ is n kieiner positiewe polarisasie
as 6+) |
Dit is bekendzzD dat elek trofiele aanval by so n onsimme-

triese disulfied plaasvind op die swaelatoom wat die verste
van die elektrononttrekkende groép R’ 18, en na analogie
hiervan is verwag dat 'n nukleofiele reagens soo0s sulfiet dus
swaelatoom S+ behoort aan te val. Sekere werkersZYD het
gevind dat presies die teenoorgestelde plaasvind en dit

het gelei tot die derde beskouing nl. dat nukleofiele
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reagense die swaelatoom die verste vanaf die sterker
elektrononttrekkende groep aanval, sodat die meer stabiele
merkaptied uit die onsimmetriese disulfied verplaas word,
Die volgende moontlike ewewigte bestaan in die reaksie van
n huklenfiele reagéns Y™ met n onsimmetriese disulfied:-

’ ' —

R-5-S5-R~ + Y~ —2=R-5yY + R’-S

A

N R-S™ + R’-SY

2170 het beweer dat R'S™ h stabieler

Bogenoemde werkers
anioon is as RS™, (omdat die pK-waarde van die tiolgroep
van R'SH laer is as dié van RSH), met die gevolg dat die
ewewig by vergelyking (a) na regs en aié by vergelyking
(b) ne links verplasas sal word. Dit verklaar waarom
gevind is dat die merkaptied met die lser pK-waarde uit
die onsimmetriese disulfied verplaas word deur nukleofiele

reagense.

Vierdens is dit ook moontlik dat coulombiese
kragte die reaktiwiteit kan beinvloed®®. Die rol wat
hierdie kragte by sulfitolises kan speel, is breedvoerig
bespreek in hoofstuk V, waaruit geblyk het dat
negatief gelaaide groepe die sulfietione mag afstoot terwyl
positief gelaaide groepe dit kanAaantrek. Die moontlikheid
bestaan dus dat die sulfiet by onsimmetriese disulfiede
waar verskillend gelaaide groepe aan die twee swaelatome
gebind is, n groter affiniteit vir een van die swaelatome

mag toon.

Die vier hipoteses wat hierbo genoem is, sal
vervolgens getoets word met die inligting wat eksperimenteel

verkry is,

Wat die polariserende invloed van groepe op die
twee swaelatome van die disulfied betref, moet onthou word
dat hierdie invloed progressief afneem hoe verder die groep
van die swaelatoom geleg& is. Hierdie effek behoort dus
slegs van betekenis te wees in die gevalle waar die groep
wat dit vercorsaak in 'n o-posisie met betrekking tot die
swaelatoom geleg& is. In verbindings I, II en IIIl is die
groepe verantwoordelik vir die asimmetrie van die disulfied,
geleg op die PB-koolstofatoom. Ten spyte van die feit dat
die elektronverplasingseffekte van hierdie groepe drasties
verskil, wys die resultate dat die sulfiet sonder enige
voorkeur met die individuele swaelatome reageer. Dus kan

beweer word dat substituente op B-koolstofatome te ver van
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die swaelatoom verwyder is om enige betekenisvolle
polarisasie daarvan te kan veroorsaak. Verbindings IV,

V en VI verskil slegs wat betref die substituent op die
B-koolstofatoom van die een helfte. Die verhouding
RSSDS/CySSUS (Cy ='HDDC-CH(NH2)—CH2—) is in al drie
hierdie gevalle ongeveer dieselfde, wat in ooreenstemming
is met die gevolgtrekking wat hierbo gemaak is. In
verbinding XVI is die een swaelatoom wel direk aan n

sterk elektrononttrekkende groep gebind, terwyl die

ander deur n metileengroep geisoleer word van groepe wat
dit kan beinvloed. Die swaelatoom wat aan die elektron-
onttrekkende 3-karboksi-4-nitrofenielgroep gebind is, sal
meer positief gepolariseer wees as die ander swaelatoom en
gevolglik behoort sulfiet n groter affiniteit vir eersge-
noemde swaelatoom te toon. Dit is egter nie die gevel nie
en in werklikheid vind aanval alleenlik op die ander swael-
atoom plaas. Die resultazat verkry van verbinding XIII is
ook in ooreenstemming met bogenoemde waarnemings en

dit blyk dus dat enige invloed van polarisasie totaal

opgehef word deur ander faktore.

Ten einde die bespreking wat volg, te vergemaklik en
verwarring te voorkom, word enkele termeawat gebruik word,
eers gecdefineer. In die disulfied —S-S—CHZ—CH3 sal
substitusie van die waterstofatome van die B-koolsiofatoom
deur ander groepe lei tot ' sekondér, tersiér of kwarternér
gesubstitueerde B-koolstofatoom:-
—S—S-EHZ-CH3 primére PB-koolstofatoom, sekondére
a-koolstofatoom
—S—S—CHZ—CHZ—E sekondér gesubstitueerde B-koolstofatoom
-S-S—CHZ—FHAR tersiér gesubstitueerde B-koolstofatoom
R
¥
—S—S—CHZ—C-PR kwaftern&r gesubstitueerde B-koolstofatoom

!
R

Word verbindings IV tot IX beskou, blyk dit dat
daar beslis 'n begunstigde aanval van sulfietione op een van
die swaelatome van die disulfied plsasvind. In al hierdie

verbindings is die verhouding van RSSDS/R'SSDS’Q&Z.D.
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Hierdie verbindings bevat n primére B-koolstofatoom
(verbinding IV) of sekond&re PB-koolstofatoom (verbindings
V-IX) ean die een kant en almal bevat h tersifre B-koolstof-
atoom aan die ander kant. By al hierdie disulfiede toon

die sulfietione n groter affiniteit vir die swaelatoom san
die kant van die primére of sekondére B-koolstofatcom,

as vir die swael aan die kant van die tersigre PB-koolstof-
atoom. In die geval waar die f-koolstofatoom aan die een
kant van tersigr (verbinding V) na kwarternér (verbinding X)
verander word; neem die voorkeur van sulfiet vir die
swaelatoom aan die kant vaen dis sekondére B-kcolstofatoom

drasties toe.

Dit is duidelik dat substitusie op n fB-koolstof-
atoom die reaksie van sulfietione met die disulfiedbinding
beinvloed. Hierdie effek is direk verwant aan die graad
van substitusie, maar onafhanklik van die geaardheid van
die substituent. Die implikasie hiervan is dat polarisasie
van die disulfiedbinding deur groepe op B-koolstofatome n
onbeduidende rol speel en dat die reaksie met sulfiet

grootliks beheer word deur stereochemiese faktore.

Dit is bekend dat simmetriese disulfiede wat
tersiére of kwarternére a-koolstofatome besit, stabiel is

254’289’309, gn verder is ook

teenoor nukleofiele reagense
.bewys'dat kwarternére substitusic'grotep steriese verhinder-
ing &s tersiére substitusie veroorsaak. Hierdie bevindings
is weer eens bevestig deur die resultate verkry van
verbindings XI en XII. In verbinding XIV is die steriese
beskermingseffekte van die twee groepe wat aan die twee
swaelatome gebind is, feitlik dieselfde. Word
waterstofatoom van die een a-koolstofatoom verplaas deur n
metielgroep (verbinding XV) sodat dit van 'n sekondére na
tersiér-gesubstitueerde koolstofestoom verander, dan verlaag
die affiniteit van die sulfiet vir daardie spesifieke swael-
atoom drasties. Sover bekend, is hierdie die eerste studie
waarin bewys word dat substitusie op PB-koolstofatome ook n
steriese beskermingseffek op die swaelatome van disulfiede
het. Hierdie effek is natuurlik heelwat groter by a- as by
B-koolstofatome omdat laasgenoemde verder van die swael-
atoom 18, en word mooi geillustreer deur die resultate van
verbindings IX (B-tersi&r) en XI (a-tersi&r) en verbindings

X (B-kwarternér) en XII (a-kwarternér).




96.
270

Parker en Kharasch het in die geval van
2,4-(N0,),C H =5-5=R (R = -CH,-CH, of -CH,-CH,0H) gevind
dat nukleofiele oanvzl feitlik uitsluitlik op die
swaelatoom (+«S5-R) plaasvind. Dit bring ons by die derde
faktor wat moontlik die nukleofiele splitsing vah
disulfiedbindings,kan beinvloed, nl. die bewering van
bogencemde skrywers dat die meer stabiele merkaptied?nioon
(met die laer pK—waérde) uit die disﬁlfied verplaas sal
word. Soos voorheen vermeld, bestsan daar nog heelwat
onsekerheid oor die'toekenniﬁg van spesifieke pK-waardes
aan die tiolgroepe van verbindings wat ook amino- en
karboksielsuurgroepe bevat. Om onnodige spekulasies te
vermy, is slegs die onsimmetriese disulfiede waarvan die

76,138,236
met

pK-waardes van die ooreenkomstige merkaptiede
n redelike mate van sekerheid bekend is, gekies om die
bewering van Parker en Kharasch te toets, Die gegewens

word in tabel XI gevind.

TABEL XI
. pK _
R~S5-S-R RSSOS/R'SSD3
RSH R ‘SH
H,N-CH,=CH,~5~5-CH.,~CH,-COOH | 8.4 10.1 1.0
H,N-CH,-CH,-5-5~CH,~CH,~0H 8.4 9.6 1.0
HZN—CHZ—CHZ—S—S-CHZ—CDDH 8.4 10.1 2.3
HZN—CHZ—CHZ-S-S—CHZ—CH(CDOH)—NH—
CO-CH, 8.4 9.5 2.0

Indien die Amerikaanse werkers se bewering korrek
sou wees, behoort sisteamien in al die verbindings in .
tabel XI as die meer stabiele merkaptied verplaas te word,
met die gevolg det sulfiet nh groter affiniteit vir die
ander swaelatoom moet toon. Die verhouding RSSDS/R'SSDS
behoort dus in al bogenoemde gevalle kleiner as 1.0 te wees.
Dit is nie die gevel nie. Die bewering dat n nukleofiele
reagens die meer stabiele merkaptied uit n onsimmetriese
disulfied verplaas, geld dus nie vir bogenoemde disulfiede

nie.

Alhoewel die amsnname van Parker en Kharasch wel
van toepassing mag wees op verbinding XVI, waar die pK-waarde
van die tiolgroep van 3—karboksi—d-nitrotiofenoll02 waar-
skynlik laer as>5.0 is, terwyl dié van sisteien hoBr as

8.0 is, blyk uit ons bevindings det hierdie hipotese
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nie konsekwent geld vir al die disulfiede wat ondersoek
is nie. In teenstelling hiermee word al die resultate
bevredigend verklaar deur die invloed van stereochemiese
faktore, en hierdie effek is skynbaar so sterk dat dit
enige mbontlike invloed wat die relatiewe stabiliteite
van die merkaptiedione op die voorkeur van sulfiet vir
die swaelatome mag uitoefen, totzal ophef. Hoewel Parker
en Kharasch nie die rol wat steriese verhindering by hul
reaksieé kan speel, in ag geneem het nie, is dit nogtans
moontlik om baie van hul bevindings hierdeur te verklaer,
soos bv. die feit dat die aanval van verskeie nukleofiele
reagense uitsluitlik op die swaelatoom (~-S5-R) van die
onsimmetriese disulfied Ar-5-5-R plzasvind. Die aromatiese
koolstdfatoom kan as n kwarfternér-gesubstitueerde a-koolstof-
atoom beskou word, terwyl die ander swaelatoom aan n
sekondére a-koolstofatoom gebind is, en volgens ons
bevindings behoort Ar-S5- dus “in® nm groter mate steriese

beskerming te geniet as -5-R.

Die vierde fektor wat moontlik die reaktiwiteit
van onsimmetriese disulfiede kan beinvlced, is coulombiese

kragte. Daar is beweerSB dat negatief gelaaide sulfietione
vinnig met positief gelaaide molekules soos sistamien en
stadig met negatief gelaaide ditiodipropioonsuur reageer,
omdat teenoorgesteld gelaaide molekules mekaar zantrek en
identies gelaaide molekules mekaar afstoot. By al die
onsimmetriese disulfiede wat bestudeer is, is die twee
swaelatome gebind aan groepe wat verskillende ladings dra
(in die pH-gebiede wesarby die ondersoek uitgevoer is) en
hoewel die sulfitolises nie onder omkeerbare toestande
ondersoek is nie (en dus nie direk met kinetiese recaksie-
studies vergelyk kan word nie), bestaan daar nogtans n
moontlikheid dat die aanval van sulfiet deur coulombiese
kragte beinvloed kan word. Die negatief gelazaide sulfiet-
ione moet dus deurgaans h groter affiniteit toon vir die
swaelatoom wat aan die meer positief gelaaide fragment
gebind is, en indien so n effek wel N noemenswaardige
-invloed op die voorkeure het, behoort die resultate in

tabel II dit te illustreer. Hiervolgens behoort verbindings
I, 1II en 111 almal RSSOS/R'SSDS—waardes groter as 1.0 te
gee. Dit is egter nie die geval nie. In verbindings V en VI
is graoep R” in albei gevalle dieselfde, terwyl groep R in
eersgenoemde geval positief en in laasgenoemde geval negatief

gelaai is. Gevolglik behoort die voorkeure groot verskille
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te toon, maar dit is nie die geval nie. Verder is dit ook
nie moontlik om die resultate verkry vanaf verBindings

XIV en XV met behulp van die invloed van coulombiese
kragte te verklaar nie, en dit is trouens onmoontlik om
enige verband tussen coulombiese effekte en ons resultate
te vind. Skrywer wil dan ook die bewering maak dat die
rigtende effek by nukleofiele aanval deur sulfietione ap

onsimmetriese disulfiede so sterk beinvloed word deur

stereochemiese faktore dat enige ander effek, indien dit

wel voorkom, feitlik geen betekenis het nie.

Hierdie stériese_verhindering word nie net by
onsimmetriese disulfiede van lae molekul&re gewig gevind
nie, maar ook by die onsimmetriese disulfiede tussen
sisteien en proteiene, soos die resultate in tabel III

duidelik toon.

Bogenoemde disulfiede sien almalseoos volg daar uit:

!

A

1

NH

1

co

!
CH—EHZ—S—S—CHZ—EH-CDDH

1 1

wH NH2

CO
1

B
'

Alhoewel beide B-koolstofatome tersi&r gesubstitueer
is en gevolglik vérwag is dat sulfiet geen voorkeur vir enige
swaelatoom sal toon nie, het dit uit die eksperimentele
bevindings geblyk dat die sulfietione n voorkeur vir die
nsisteien" swaelatoom van die natuurlike proteiene toaon.
Hierdie voorkeur (CySSS/Prot.SSUS) varieer van 2.0 in die
geval van hemoglobien, tot 9.0 in die geval van albumien en
laktalbumien. Na denaturering deur cvreum toon die sulfiet
geen. voorkeur vir n spesifieke swaelatoom nie en is die

waarde van CySSOa/Prot.SSD3 in al die gevalle 1.0. Die
resultate verkry by die natuurlike proteiene toon dat die
toegang vah die sulfietione tot die swaelatoom van die
sproteierCtioclgroep” ini 'n aansienlike mate verhinder word.
Na denaturering word geen verhindering ondervind nie, wat
beteken dat dic beskerming wat by die natuurlike proteiene

ondervind is, te wyte was aan steriese faktore. wat n funksie
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is van die sekondére en tersigére struktuur van die
proteienmolekule. (Dit is bekend226 dat 'n gedenatureerde
proteien ™ ongeordende (willekeurige klos) konfigurasie
het, in teenstelling met die geordende vorm van die
natuurlike proteien). Die feit dat ons gevind het dat
verskillende natuurlike proteiene verskille in die
voorkeur toon, word toegeskryf aesn verskillende grade van
steriese verhindering wot by die protelen-~-5-5-Cy-binding

verleen word.

Die inligting wat uit hierdie ondersoek verkry
is,. kan aangewend word om die verskille in reaktiwiteit
van die disulfiedbindings van proteiene te verklaar.
Steriese verhindering as gevolg van die geordende
struktuur van natuurlike insulien* verhoed bv. die toegang
van sulfietione tot die disulfiedbinding wat reste 6 en 11
van die A-ketting verbind, terwyl die disulfiedgroep van
die analoé oksitoksienring wel qnder soortgelyke kondisies
reageer. Aangesien aangevoer word dat geordende strukture
slegs stabiel is as die polipeptied meer as 8-15 aminosuur-

reste bev_at299

, kan 2anvaar word dat die oksitoksienring
(molekul&re gewig = 980) in m ongeordende vorm bestaan en
dus toeganklik is vir aanval deur sulfietione. Bogencemde
hipotese word ondersteun deur die feit dat al drie die
disulfiedbindings van insulien met sulfiet reageer na

denaturering van die proteiénzaa.

Net so kan die feit55 dat geeneen van die vier
intrakettingdisulfiedbindings van natuurlike lisosiem of
ribonuklease met sulfietione reageer nie, terwyl twee van
pepsien se drie, en vyf van tripsien se ses disulfiede wel
reageer, verklaar word deurdat verskillende grade van
steriese verhindering by die onderskeie disulfiedbindings
ondervind word. Sodra die geordende struktuur van die
natuurliké prateien vernietig word deur denaturering, word
al die disulfiedbindings toeganklik vir aanval deur sulfiet

en bestaan daar geen verskille in die reaktiwiteit nie.

n Verdere aspek wat vermelding verdien, is die
bevinding dat tiole in vivo beskerming kan verleen teen

X- en y-strale, as gevolg van die vorming van onsimmetriese

* Dit word elgemeen aanvaar dat sulfietione slegs die twee
interkettingdisulfiedbindings van insulien.splits, terwyl
die intrakettingdisulfiedbinding wat reste 6 en 11 van die

A-ketting verbind, stabiel is en nie reageer tensy die
59,216,217,248

proteien gedenatureer word nie
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disulfiede met die serumproteiene. Eldjarn en Pihl het

beweer dat die proteienmolekule as volg teen die effekte van

bestraling beskerm word:-

Proteien—S—S-CHz—CHZ—NH + *0H —sProteien-SH + HZN—CH ~-CH, =507

2 2 2 2

Proteien—SDz + H2N—CH2—CH2fSH

Hulle het aangevoer dat daar n gelyke kans bestaan dat aan-
val op enige van die twee swaelatome kan plaasvind, met

die gevolg dat die aantal proteier_tiolgroepe wat deur
straling vernietig sal word, met h faktor van twee sal
verminder in die geval waar die tiolgroep beskerm is deur
die vorming van h onsimmetriese disulfied. Uit die
inleidende bespreking blyk dit dat vry radikaalresksies ook
deur steriese faktore beinvloed word en aangesien ons
gevind het dat nukleofiele esanval by soortgelyke
onsimmetriese disulfiede as dié wat deur Eldjarn en

Pihl ondersoek is, by voorkeur op die ,sisteien”’-swaelatoom
plaasvina, behoort die ,proteien"-swaelatoom tot nog n
groter mate teen die effekte van ioniserende étraling

beskerm te wees as wat bogenoemde werkers vermoed het.
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TIOL-DISULFIEDUITRUILING EN DIE KWANTITATIEWE
BEPALING VAN TIOLE DEUR 5,5'-DITIOBIS-(2-NITRO-
BENSOESUUR)

In die inleidende bespreking is gewys op die
gebruik van sekere disulfiede as reagense vir die kwanti-
tatiewe bepaling van tiole. Die asantreklikheid van hierdie

bepalingsmetodes 18 veral daarin dat dit maklik uitvoerbaar

is en nie duur reagense of apparaat vereis nie. Een van
dié metodes wat die afgelope tyd geweldig veld gewen het,

102 ontwikkel, Dit word daagliks in hierdie

is deur Ellman
laboratorium gebruik en berus op die feit dat 5,5'-ditiobis-
_(2—nitrobensoésuur) (DTN) deur middel van n tiol-disulfied-
uitruiling met tiole reageer om 3-karboksi-4-nitrotiofenol

(CNT) te vorm:-

(HGDC—(DZN)C

+ 2 RS~ —> R-G-5-R + 2 HDOC-(DZN)E6H3fS-

63750,

Umdat die absorpsiespektrum van CNT-ione, wat n© maksimum by
412 mp toon, heeltemal verskil van dié van die uitgangstof
DTN met absbrpsiemaksimﬁm by 340 mp, en aangesien Ellman
bewys het dat hierdie tiol-disulfieduitruiling kwantitatief
verloop - vir die tiole wat hy ondersoek het, kan die konsen-
trmsie van dip oorspronklike tiol vesgestel word deur die

kolorimetriese bepaling van die konsentrasie ven die CNT-ione.

Dit is bekend dat onsimmetriese disulfiede in feitlik
alle reaksies tussen tiole en disulfiede gevorm word en die
moontlikheid het dus bestaan dat dit ook by die DTN-bepalings-
metode teenwoordig mag wees. Indien so 'n onsimmetriese
disulfied wel gevorm sou word, en die absorpsiespektrum
daarvén baie van dié van DTN sou verskil, of as die disulfied
weens sy asimmetrie in ander reaksies behalwe tiol-
disulfieduitruiling betrokke sou raak, kon dit die akkuraat-
heid van die metode madelig beinvloed en sy analitiese waarde
verlaag. Hoewel die DTN;metode algemeen gebruik word, is
hierdie aspekte nog nie voorheen bestudeer nie, gevolglik is

n deel van hierdie ondersoek daaraan gewy.

In die eksperimentele gedeelte is bewys dat
onsimmetriese disulfiede wel in zansienlike hoeveelhede in
die reaksie tussen DTN en glutatioon of sisteien gevorm word
(figuur IX). Verder is aangetoon dat die onsimmetriese
disulfied feitlik dieselfde absorpsiespektrum as DTN het
(figuur XI), en aangesien bewys is dat die DTN-konsentrasie
nie die kolorimotricse bepaling van die CNT-ione beinvloed

nie (tabel IV), sal die onsimmetriese disulfied ook nie by
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die bepalingsmetode inmeng nie. Die hoeveelheid CNT-ione
wat gevorm is en kolorimetries bepsal word, is dus n
direkte maatstaf van die hoeveelheid tiol wat ocorspronklik

teenwoordig was.

In verdere studies is gevind dat die gevormde
onsimmetriesé disulfied onder sekere toestande nie baie
stabiel is nie en in ander reaksies behalwe tiol-disulfied-
uitruiling betrokke raak. =~ Dit is bekendlZD dat ultra-
violetlig disulfiedbindings homolities kan splits en om
moontlike inmenging hierdeur uit te skakel, is die
eksperimente in 'n donkerkamer gedoen met wolframlampe as
die enigste bron van lig. Verder kan metaalsoute355 die
oksidasie van CNT-ione versnel; om dit te verhoed is die
dinatriumsout van etileendiamientetra-asynsuur gebruik as
sekwestreerreagens saam met DTN. Ten spyte van bogenocemde
vooréorgmaatreéls.het die onsimmetriese disulfied nog
steeds ontbind. Na n verdere ondersoek is vasgestel dat
die alkaliniteit van die oplossing ' groot invloed op die

stabiliteit van die onsimmetriese disulfied het.

Uit die resultate (tabel V) blyk dat die onsimme-
triese disulfied tussen CNT en sisteien of glutatioon labiel
is en deur alkali afgebreek word om die ooreenkomstige
alifatiese sulfien- en sulfoonsure te vorm. Om moontlike
komplikasies deur alkaliese vernietiging van die disulfied-
binding te vermy, moet die DTN-bepalingsmetode dus by die
laagste moontlike pH uvitgevoer word. Dit is egter ook
bekend dat tiol-disulfieduitruilingsreaksies deur die
merkaptiedioon (RS ) en nie deur die tiol (RSH) verloop
nie28, en gevaolglik moet die bepaling uitgevoer word by
" pH wat hoog genoeg is om dissosiasie van die tiolgioepe
wat bepaal word, te verseker. Verder moet die pH ook hoog
genoeg wees om dissosiasie van die gevormde CNT te bewerk-
stellig, want El-lmanlDZ het aangetoon dat slegs die
gedissosieerde vorm van CNT by 412 mp absorbeer. (Die
spektrum van ongedissosieerde CNT kom ooreen met dié van
DTN). 1In sy oorspronklike publikasie het EllmanlDl aanbeveel
dat die reaksie by pH B.0 uitgevoer word. Die pK-waarde van
die tiolgroep van 4-nitrofenielmerkaptaan word aangegee as
5.1. Hierteenoor bevat die fenielgroep van CNT twee sterk
elektrofiele groepe en aangesien dit bekend is dat die
dissosiasie van groepe aan n fenielgroep bevorder word deur
elektrofiele substituente, behoort die pK-waarde van die
tiolgroep van CNT nog laer as 5.1 te wees. Gevolglik sal

feitlik sl die CNT gedissosieer wees by pH 8.0, sodat die
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bepaling by 412 mp kwantitatief sal wees. Ons het gevind
dat hidrolise van die disulfiede verder vertraag kan word,
sonder afbreek aan die doeltreffendheid van die metode,

deur die pH van die reaksiemengsel te verlaag tot 7.4.

Dit was in hierdie stadium nodig om die meganisme
waarvolgens die onsimmetriese disulfied ontbind word, te
ondersoek. Uit die literatuuroorsig wat in die inleidende
bespreking gegee is, blyk dat die disulfiedbinding oor die
algemeen redelik stabiel is teenoor alkaliese hidrolise,
omdat die hidfoksielioon nie n baie sterk tiofiele reagens
is nie. Die besondere labiliteit wat by die CNT-bevattende
onsimmetriese disulfied ondervind is, is dus nie n algemene
- kenmerk van disulfiedbindings nie. So is gevind dat die
onsimmetriese disulfied tussen DTN en sisteien of glutatioon
grotendeels ontbind is om die ooreenkomstige alifatiese sul-
fien- en sulfoonsure te vorm, nadat dit vir 30 minute by
pH 11.5 gestaan het (tabel V). Hierteenoor het kontrole-
monsters sistien en glutatioondisulfied (GSSG) geen ontbinding
onder soortgelyke kondisies getoon nie. Die labiliteit van
bogenoemde disulfied kan moontlik toegeskryf word aan die

asimmetrie daarvan. Eldjarn en Pihl het bv. aangevoer

dat onsimmetriese disulfiede termodinamies nie so stabiel is

as simmetriese disulfiede nie. Die 3-karboksi-4-nitrofeniel-
groep van die disulfied .kan die labiliteit verder verhoog,

want dit is bewys dat alhoewel difenieldisulfied281’303
stabiel is teenoor alkali, die disulfiedbinding drasties
verswak word deur HOOC- of 02N—groepe in die benseenring

te substitueerZYO’ala’Bzg.

Aangesien CNT en die alifatiese sulfien- en sulfoon-
sure by die alkaliese hidrolise van die onsimmetriese-
disﬁlfied gevorm word, lyk dit asof daar n direkte
nukleofiele aanval van OH op die disulfiedbinding plaas-

vind, sodat die reaksie waarskynlik as volg verloop:-

5-5-R

COOH , COOH

Volgens huidige teori& ondergaan h sulfeensuur (wat uiters
41

onstabiel is en in slegs twee gevalle, sover bekend ~,

geisoleer kon word) dismutasie om die ooreenkomstige

sulfiensuur en tiol te vorm:-

R-S50H + R-5-5-R ——=> R-50-5-R + R-GH

R-50~5R + HZD —_— R-SDZH + R-SH
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Die sulfoonsuur word moontlik gevorm deur die stadige

oksidasie van die sulfiensuur:-

R—SDZH - R—SD3H

n Dismutasie van die sulfiensuur is cok moontlik:-

R-SO0,H + R-5-5-R -———> R-50,-5-R + R-SH

2

'R-SUZ-S-R + H0  ——> R-SO_H + R-SH

Noudat aangetoon is teen watter faktore gewaak
moet word wanneer die DTN-bepalingsmetode gebruik word, en
ons die reaksiekondisies diencoreenkomstig varmnder het in
'n poging om die akkuraatheid te verhoog, is hierdie metode
gebruik om die tiolinhoud van n onoplosbare proteien
(kerafien) te bepaal. Voorlopige eksperimente het egter
getoon dat dit nie moontlik is om die tiolgroepe van onge-
hidroliseerde keratien met DTN te bepaal nie, want lae
onreproduseerbare resultate is telkens verkry. Dit is
bekend dat sekere van die tiolgroepe van natuurlike proteiene
ontoeganklik is vir die reagens as gevolg van die ruimtelike
rangskikking van die proteienmolekule. Hierdie ontoeganklike
of afgeskermde groepe kan eers bepaal word nadat die
geordende proteienstruktuur vernietig is. Hidrolise van die
peptiedkettings is waarskynlik die eenvoudigste en mees
algemeﬁaagmimetode waardeur die proteien afgebreek word na
kleiner fragmente. Wanneer n proteien egter gehidroliseer

266

word, word die tiolgroepe geleidelik vernietig en dus moet

die hidrolisetyd so kort moontlik gehou word om die ver-
nietiging tot N minimum te beperk. Louw233 het bv. die
hidrolisetyd van 8 tot 4 uur verminder en gevind dat dit
hog&r waardes vir die tiolinhoud van wol gee, soos bepaal
deur die fosfowolframmetode. Zahn387 het dit nog verdex
verminder tot 2 uur en die hidrolisasat dan titreer met
fenielmerkurihidroksied in die teenwoordigheid van guanidien
met nitroprussied-indikator. 0Ook hy het gevind dat verkorte

hidrolisetye h toename in die tiolinhoud van wol gee.

‘Hoewel te lang hidrolisetye vernietiging van die
tiolgroepe meebring, bestaan daar ook die gevaar dat te
kort hidrolisetye te lae waardes kan gee, omdat al die
tiolgroehé"dan nog nie toeganklik mag wees vir die reagens
nie. Gevolglik moet daar sekere optimum hidrolisetye
bestaan vir die bepaling van tiolgroepe in proteiene.
Wanneer wol gehidroliseer word onder standaard kondisies,
neem dit ongeveer twee uur voordat al die proteien opgelos

het, en‘dit word algemeen aanvsar dat dit die minimum
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hidrolisetyd is wat gebruik kan word. Ons het egter
gevind dat die hidrolisetyd nog verder verkort kan word
deur die hidrolisaat meganies te roer, en vervolgens is

n ondersoek ingestel na die hidrolisetye wat die optimum
tiolinhoud vir meganies-gevoerde keratienhidrolisate gee,

soos bepaal met die DTN-metode.

Uit die resultate blyk dat n lae waarde by die
30 minute hidrolisaat verkry is (tabel VI). Dit kan

verklaar word deur die feit dat sl die wol nog nie opgelos
het na n hidrolise van 30 minute onder die geégewe toestande
nie. Hidrolisetye van 45 tot 90 minute gee die maksimum
waarde vir die tioiinhoud. Wanneer die wol langer as

90 minute gehidroliseer word, is gevind dat die hidrolisaat
'n pers of bruin kleur begin ontwikkel; dit gaan gepsard
met n afname in die tiolinhoud van die wol. Die optimum
hidrolisetyd vir die reaksietoestande hierbo beskryf, 18
dus in die gebied 45-50 minute. Word die oplossing glad
‘nie gerocer nie, los die wol baie stadiger op en is die
minimum'tydperk vir hidrolise twee uur, soos deur Zahn

aanbeveel 1is.

Hoewel die vernietiging van tiolgroepe gedurende
hidrolise van protelene n algemeen erkende feit is, bestaan
daar nog nie duidelikheid oor die faktore wat dit teweeg
bring nie. Dit wil egter voorkom asof die aanname van
Olcott en Fraenkel-Conrat266 die mees waarskynlike 1is.

Hulle het beweer dat pirodruiwesuur, wat afkomstig is van
die ontbinding van serien gedurende die hidrolise, die hoof-
oorsaak 1is vir die vernietiging van sisteien. Dit is bekend
dat pirodruiwesuur met triptofaan reageer om bruin of swart
oplossings of presipitate (wat humien genoem word) te gee.
Aangesien die geroerde hidrolisate eers na 90 minute
gekleurd rask, is dit moontlik dat daar voor die tyd nog

nie genoeg pirodruiwesuur gevorm het om enige ontbinding

te veroorsaak nie. Hierdie hipotese is in ooreenstemming
met die feit dat die sisteieninhoud van die gehidroliseerde
wol konstant bly tot n hidrolisetyd van 90 minute, waarna

dit begin afneem.

Nadat die optimum kondisies vir die meganies-
geroerde keratienhidrolises vasgestel is, was dit ten
slotte nodig om die resultate verkry met die DTN-metode
te vergelyk met 'n kontrolebepaling. (Vir die kontrole is
besluit of n argentometriese titrasie van die tiolgroepe.)
Die tiolinhoud van wolhidrolisate wat vir 45 minute
meganies geroer is, is met bogenocemde twee metodes bepaal.

Uit die resultate, wat in tabel VII aangegee word, blyk dat
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die DTN-bepalingsmetode baie goed vergelyk met die argen-
tometriese kontrolemetode, vir n aantal wolmonsters wat
ondersoek is, Die resultate toon dat die DTN-bepalings-
metode nie alleen in die geval van nh normale onbehandelde

wol gebruik kan word nie, maar ook suksesvol aangewend

kan word vir bepalings in proteiene wat verhoogde tiolinhoude
het as gevolg van reduksies of bestraling met ultravioletlig.
Afgesien van die feit det die DTN-metode dus akkuraat is,

het dit ook die voordeel dat dit baie eenvoudig is, en dat
geen standaardoplossing benodig word nadat die kalibrasie-
lyn eers opgestel.is nie. (Vroegr is reeds aangetoon dat

die DTN-konsentrasie geen invloed op diec kolorimetriese

bepaling van die CNT-ione het nie (tabel IV).)
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XV. DIE REDUKSIE VAN SISTIEN DEUR__HIPOFOSFIETIONE

(i) Die lig-geinduseerde sistien/hipofosfiet-reduksie~
reaksie: ' :

Soos reeds voorheen genoem, is in hierdie labora-
torium bewys dat hipofosforigsuur en sy soute in staat is
om die disulfiedbindings van sistien, peptiede en proteiene

349-331 4o reduseer. Hierdie

onder sekere omstandighede
reduksie verloop nie vanself nie en moet geinduseer word

deur verhitting of bestraling met ultravioletlig.

In die teenswoordige ondersoek is gevind dat die-
reduksie van sistien deur hipofosfietione geinisieer word
deur ultravioletlig vanaf die Phillips- en Hanovia-lampe
(figure XV en XVI). In die gevalle waar CCld—filters
gebruik is, is geen reduksie verkry nie, wat beteken dat
al die energie wat nodig is vir induksie, deur hierdie
filter uitgesnyAword}-en dus n golflengte korter as
ca. 262 mp moet besit. Die induksie van die sistien/
hipofosfiet-reduksie word dus deur lig van die volgende

golflengtes veroorsaak:

i
Phillips-lamp:
254 mp

Hanovia-lamp: A
254 mp, en moontlik geringe bydraes van
264.6, 265.3 en 266.4 mp.
bit is bokond dat sistieﬁ lig van golflengte 254 my
absorbcar20’140’375, ©n aangesien dii energie von lig met
golflengte 254 my 112 Kkal/mol is, torwyl die bindings-
dissosinsig-encrgie van n disulfiedbinding ongeveer 70
Kkal/mol f5239, volg dat lig van hierdie golflengte in

staat moet wees om disulfiede te homoliseer:

Cy-5-5-Cy —33L4> 2 CyS-

Die bepaling van die kwantumopbrengste van
sisteien by die foto-geinduseerde sistien/hipofosfiet-
reduksiereaksie het getoon dat i heelwat groter as 1.0 is,
vir al die gevalle wat ondersoek is (tabel VIII), wat
beteken dat h kettingreaksie plaasgevind het na die

primére homoliséstap152’2_64

. Hierdie bevindings getuig
verder ten gunste van die meganisme wat voorheen351 vir
dié reaksie voorgestel is. Volgens hierdie meganisme word

h tiielradikaal gevorm, wat die kettingproses aan die gang

g
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sit deurdat dit met 'n hipofosfietioon reagecr om W
fosforanielradikaal te vorm. Laasgenoemde val vervolgens
h sistienmolekule aan en n dubbelsout en 'n verdere tiilel-
radikaal word gevorm. Die kettingproses word voortgesit
totdat deaktivering van die tiielradikaal plaasvind.

CyS+ + (H,05)P: —> (H,05)PSCy

. : ' .t -
(H,05)PSCy + CySsCy —> [ﬂHzoz)P5t¥]scy + CyS:

Lyon5237 Het gevind dat die kwantumopbrengs by die bestraling
van sistien in verdunde HCl ongeveer 0:02 is en dat dit

nie afhanklik is van die konsentrasie van die disulfied nie.
Ons bevindings det die kwantumopbrengste nie noemenswaardig
deur veranderings in die konsentrasie van die sistien
beinvloed word nie, is in ooreenstemming hiermee. Die
konsentrasie van die hipofosfiet het daarenteen n belangrike
invloed op die kwantumopbrengs en die feit dat die kwantum-
opbrengs progressief verhoog word deur h toename in die
hipofosfietioonkonsentrasie, kan verklear word deurdat daar
by hoér natriumhipofosfietkonsentrasies n groter moontlikheid
bestaan dat die gevormde tiielrsdikaal met nh hipocfosfiet-
molekule kan reageei, voordat dit deur terminasieprosesse

uitgeskakel word.

(ii) ©Die inisiasie van die sistien/hipofosfietreduksie
deur radikaalopwekkers van n chemiese aard:

Daar bestaan verskeie radikzalopwekkers wat nie
afhanklik is van ultravioletlig of verhitting vir die
verskaffing van vry radikale nie, maar wat op 'n chemiese
grondslag berusa’zao. Ons het die invloed van so h
chemiese radikaalopwekker (H202/F6++) op die reduksie van
sistien deur hipofosfietione bestudeer. Uit die resultate
(tabel IX) blyk daet slegs n kombinasie van al drie die
reagense nl. hipofosfiet, ferroammoniumsulfaat en waterstof-
peroksied, in staat is om reduksie van sistien te veroorsaak.
Haber en WEissl6l het voorgestel dat ferro-ione die ontbinding
van H202 kataliseer om vry radikale te vorm, en na bewering
verloop die reaksie as volg:-

o0, + Fe™ ——= .0 4+ OH™ + Fe™tt

—s  OH  + Fe'TF
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\
Dit volg dus dat vry radikale in die oplossing gevorm wozrd,
in welke geval radikaaloordreg met die disulfied kan
plaasvind, sodat hierdie resksie volgens 'n vry radikaal-
meganisme kan verloop. N Ondersoek van die sistien/
hipdfosfietreaksiéhengsel wat met Fe++/H202 behandel is,
het dan ook inderdaad die. teenwoordigheid van dieselfde
twee intermediére reaksieprodukte as wat by die lig-ge-
induseerde reduksie gevind is, aangetoon. Dus word

aangeneecm dat albei hierdie reaksies volgens dieselfde

meganisme verloop. By die lig—geindﬁseerde reaksie word
m vry tiielradikaal gevorm deur homolise van sistien,

| terwyl .OH- of .UHZ—radikale vanaf die chemiese inisiator
gevorm word, wat den deur nh radikaaloordragmeganisme
tiielradikale uit die disulfied vorm. Die tiielradikale
reageer verder met n hipofosfietiocon om h fosforaniel-
radikaal te gee, wat soos voorheen met sistien reageer

om n dubbelsout en verdere tiielradikaal te vorm.

Die verloop van die radikaal—géinduseerde
reaksie is nie pH-afhanklik nie, in die gebied wat
ondersoek is (tabel IX), maar net soos in die geval van
die lig-geinduseerde reaksie, en ongetwyfeld om. dieselfde
rede, is die kaonsentrasie van die hipofosfiet van die
allergrootste belang en neem die graad van reduksie
verkry, skerp toe met toenemende hipofosfietioonkonsen-
trasie. Hoewel die reaksie maklik verloop, het\dit as
reduksiemetode sekere beperkings omdat kwantitatiewe

reduksie nie verkry kan word nie.

(iii) - Die termies-geinduseerde reduksie van sistien deur
hipofosfietione:

Alle gegewens dui daardp dat-die reduksie van
sistien deur hipofosfietionre deur m vry radikaalmeganisme
verloop in die geval waar hierdie reaksie in die teenwoor-
digheid van ultravioletlig of 'm chemiese vry radikaalop-
wekkerlui%gevoer word. Dit is verder ook moontlik om
hierdie reduksie te induseer deur gebruik te maak van
verhittingadag maar in die geval van die termies-
geinduseerdé reaksie kon nie met sekerheid vasgestel word
of dieselfde meganisme hier gevolg word nie, a2angesien dit
bekend is dat die intermediére produkte wat by die lig-
geinduseerde reduksie gevorm word, deur hitte ontbind

word348.

In m poging om verdere inligting ocor die
meganisme van die termies-geinduseerde reduksie te bekom,

is enkele aspekte van hierdie reaksie vervolgens ondersoek.
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Uit die resultate (tabel X) blyk dat die termies-
geinduseerde reaksie .alleenlik by pH 5.2 en nie in
0.1 M HCl-medium of by pH 9.3 verloop nie, vir die tye
wat onderscek is. By pH- 5.2 het die reaksie nh sekere
induksietyd getocn voordat die reduksie plaasvind.
Hierdie induksietyd is nie baie reproduseerbaar nie, i
maar in al die gevalle hét die feaksig soos n ketting-

proses verloop deurdat h geleidelike toename in die

tiolinhoud van die reaksiemengsel ondervind is, totdat

N éekere kritiese waarde bereik word, waarna'die‘reduksie
dan skielik volledig verloop het. h Ondersoek (elektrofo-
reties) van die produkte in die reaksiemengsel het in

al die gevalle slégs die teenwoordigheid van sistien/
sistelen aangetoon, terwyl geeneen van die intermediére
reaksieprodukte wat in die lig-geinduseerde reaksie gevorm
word, aanwesig was nie. Swahépoel348 het voorheen
gevind dat die inddksietyd van bogenoemde reduksie
aansisnlik verkort kan word deur spoorhoeveelhede tiol

by die reaksiemengsel te voeg. Ons het hierdie ondersoek
verder uitgebrei en gevind dat die tiol-gekatazliseerde,.
termies-geinduseerde reduksie van sistien deur hipo-
fosfietione nie in 0.1 M HCl of by pH 9.3 verloop nie,
maar "fﬁelfij” by pH-5.2. -Verder is 5ok gevind dat
hierdie reduksie versnel word deur toenemende hoeveelhede

tiol by die réaksiemengsal te voeg (figuur XX).

Soos reeds voorheen genoem, kan trivalente fosfor-
verbindings h disulfiedbinding volgens ' radikaal-of
ioniese.meganismé splits. Uit die literatuur-oorsig wat
in die .inleidende deel gegee is, blyk dat daar heelwat
bewyse bestaan dat-disulfiedbindingsvwel termiese homolise
kan ondergaan om tiielradikale te vorm, en gevolglik is
dit moontlik dat n termiése homolise van sistien kan
plaasvind as die eerste stap in die sistien/hipofosfiet-
reduksiereaksie. Dit is ook n algemeen erkende feit dat
tiolé, net soos disulfiede, in staat is bm tiielradikale
deur homolise te vorm283. Hierdie reaksie5 is reeds in
1928. waargeneem en vandag is daar talle gevalle bekend
waar tiole deur tefmiesélof fotolitiese homolise tiiel-

radikale gevorm hetlgz.

Indien n tiol makliker as n
disulfied termiese homolise ondergaan, kan dit moontlik
ten gunste van n vry radikaalmeganisme getuig vir boge-

noemde reaksie.

h Studie van die literatuur toon dat daar nog.
nie sekerheid bestaan ocor hierdie vraag nie. Crawshaw75

het n aantal jare gelede die bewering gemaak dat sistien
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in staat is om die polimerisasie van a-metielakrielsuur
te inisieer, maar sisteienhidrochloried nie. Dit het
daartoe gelei dat aanVaar is dat disulfiede makliker as
tiole homolise kan ondergsan. Hiexrdie gsdagte is verder
versterk deurdat die bindingsdissosiasie—energie134’283
van tiole (ca: 90 Kkal/mol) heelwat ho8r is as dié van
disulfiedbindings (ca. 70 Kkal/mol). In teenstelling met

. . . . . 7
die bevindings van Crawshaw dui die van Madaras en mede-

werkersZAl daarop dat tiole makliker as disulfiede homo-

lise ondergaan. Hulle het die polimerisasie van metakriel-
suur met normale en gereduseerde wol ondersoek en gevind

dat daar n groter mate van polimerisasie in laasgenoemde
geval plaasgevind het, wanneer chemiese radikaalopwekkers
gebruik is. (Die kettingmeganisme waarvolgens hierdie poli-
merisasies plaasvind, is volledig in die inleiding bespreek.)
Verdere studies op vry sistien en sisteien het bevestig dat
die tiol makliker homolise ondergaan; dit word duidelik
geillustreer deur die volgende tabel, geneem uit die

publikasie wvan MadarasZAl.

Reagens lPersentasie Polimerisasie
Kontrole (wol en 4.4
sietien afwesig)
Normale wol . 45,4
Gereduseerde wol 61.4
Sistien 29.3
Sisteien 48.0
" 312 , . .
Schdberl het soortgelyke resultate met sy studies gevind

en hy het die bewering gemaak dat n hoBr aktiverings-
energie nodig is vir die homolitiese splitsing van
disulfiedbindings as vir S-H-bindings. Die meeste eksperi-
mentele gegewens dui dus daarop dat S;H-bindings makliker
as 5-5-bindings homolise ondergaan. Indiendit wel die
geval is, kan die feit dat die termies~geinduseerde reduksie
van sistien deur hipofosfigtione gekataliseer word deur die
byvoeging van tiole, ten gunste van n vry radikaalmeganisme
‘getuig. Dit is egter nie moontlik om al die eksperimentele
bevindings bevredigend met behulp van hierdie .meganisme te
verduidelik nie. Dit is veral moeilik om die feit dat die
tiol-gekataliseerde reaksie pH-afhanklik is en nie in

sterk suur of alkaliese medium verloop nie, met behulp van
h vry radikaalmeganisme te verduidelik, tensy aanvaar word
dat die vorming van vry radikale uit tiole en disulfiede

pH-afhanklik is, Ongelukkig is daar nie inligting oor
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hierdie aspek beskikbaar nie en kan geen mening hieroor

uitgespreek word nie.

Die eksperimentele gegewens dui dearop dat h
sekere hoeveelﬁeid tiol nodig is voordat die reduksie
kan plaasvind, en aangesien die reaksie pH-afhanklik is,
het die vermoede ontstaan dat dit deur die merkaptied-
ioon (RS™) verloop en dus waarskynlik n ioniese meganisme
volg. Die meganisme van die tiol-gekataliseerde reaksie
kan dan ook bevredigend verklaar word as aanvaar word
dat natriumhipofoéfiét as elektrofiele reagens kan optree,

deur as volg met n merkaptiedioon te reageer:-
(NaH,0,)P + Cys™ —= (NaH,0,)P-5-Ty

Bogenoemde hipotese kan natuurlik alleenlik geldig wees
indien natriumhipofosfiet as elektrofiele reagens kan
optree. Cadoganas, ' outoriteit op die gebied van die
chemie van fosforverbindings, het aangevoer dat trivalente
fosforverbindings wel in sommige gevalle as elektrofiele
reagense kan optree. Hy het hierdie bewering gemaak na
bevindings dat die reduksie van piridien-N-oksied deur
verskillende trivalente fosforverbindings vertraag word
in die gevalle waar elektrononttrekkende groepe aan die
fosforatoom gebind is. Hierdie hipotese is bevestig deur
soortgelyke bevindings van EmersonlO3. Die tiol-gekata-
liseerde reaksie vind dus waarskynlik pléas deurdat
natriumhipofosfiet as elektrofiele reagens optree en met
die tiol reageer soos hierbo beskryf is, waarna die

produk verder met sistien reageer:-

- - + -
(NaH DZ)P—S—Cy + Cy-5-5-Cy ——§~BNaH 0 )P-S—Cy]SCy + SCy

2 272

Die merkaptiedione wat in bogenoemde reaksie vrygestel
word, reageer verder met natriumhipofosfiet, en dit verklaar
die kettingmeganisme wat in hierdie studies weaargeneem 1is.
Hierdie ioniese meganisme pas baie goed in by die eksperi-
mentele bevindings (figuur XX). Die reasksie verloop nie in
0.1 M HCl nie, omdat die tiolgroep van sisteien in die
ongedissosieerde (R-SH) vorm is by hierdie pH. Aangesien
daar skynbaar n sekere kritiese konsentrasie tiol nodig is
voordat die reaksie verloop, kan dit verklaar waarom geen
reduksie in alkaliese medium plaasvind nie, want dit is
bekend dat tiole baie vinnig na disulfiede oksideer onder
hierdie toestandeaSS. By die tiol-gekataliseerde reaksies
wat in alkaliese medium uitgevoer is, is inderdaad gevind
dat die Hoeveelheid tiol wat bygevoeg 1is, vihnig afgeneem

het met verloop van tyd.
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Dit bring ons by die laaste probleem nl. die
meganisme waarvolgens die tiol gevorm word gedurende
die induksietyd by die termies-geinduseerde reaksie.
Uit die reéultate is dit duidelik dat daar h kritiese

hoeveelheid tiol nodig is voordat die reduksiereaksie

verloop, en in =1 die gevalle word dié tiol uit die

disulfied gevorm gedurende die induksietyd. Hierdie
kritiese hoeveelheid tiol wat nodig is vir die inisiasie, |
word net gouer bereik wanneer die resksie gekatalisser
word deur tiole by die reeksiemengsel te voeg. Aangesien - |
hierdie reaksie skynbaar nie volgens n vry radikaal-
meganisme verloop nie, kan die vorming van sisteien A |

nie toegeskryf word aan termiese homolise nie. Daar is

twee verdere meganismes waarvolgens dit kan vorm, o.a.

n termies-geinduseerde dissosiasie van die disulfied:-

|

t

R-5-5-R ———-—\ RS™ + RS™ E
In hierdie geval behoort die reaksiemengsels die teen- |
woordigheid ven klein hoeveelhede ontbindingsprodukte
van die RST-vorm (gewoonlik sulfien- en sulfoonsure) te
toon, wat egter nie die gevel wes nie. Die enigste
ander moontlike verklaring vir die vorming van die
sisteien is dat die primé&re stap m stadige nukleofiele

sanval van hipofosfietione op die disulfiedbinding

behels, volgens die meganisme wat deur Fossl29 en
ChallengérGl voorgestel is:-
- P -
R-S-S-R + (H,05)P —=> [(n,05)PSR]3n
: 272 - I_ 272
‘ HZD

N -
2 RSH -+ (HZDZ)PD

Sodra die kritiese hoeveelheid tiol volgens hierdie
meganisme gevorm is, reageer dit met die natriumhipofosfiet

en verloop die reaksie verder volgens die meganisme wat

hierbo voorgestel is.
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