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oPSm~MING

Hierdie verhandeling behels n ondersoek van
enkele spLi~singsreaksies van die disulfiedbinding.

n Aantalonsimmetriese disulfiede van lae
molekulêre gewig, asook onsimmetriese disulfiede gevorm
tussen proteïene wat tiolgroepe bevat en tiole van lae
molekulêre 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 molekulêre
gewig toon sulfietione n groter affiniteit vir n spesifieke
swaelatoom van die disulfiedbinding. Dit varieer van n
geringe voorkeur tot n aanval wat feitlik uitsluitlik net
op die een swaelatoom geriy is. Hierdie preferente aanval
van sulfietione op n sekere swaelatoom word beheer deur
stereochemiese faktore. Kwatternêre substitusie op
~-koolstofatome veroorsaak groter steriese beskerming as
tersiêre substitusie, terwyl laasgenoemde weer meer
beskerming verleen as sekondêre substitusie. Die invloed
van· steriese verhindering is so sterk dat dit die invloed
van faktore soos polarisa.sie van die disulfiedbinding,
coulombiese kragte of die stabiliteit van die verplaasde
merkaptiedione oorheers. Hoewel albei die ~-koolstofatome
van die onsimmetriese disulfiede tussen proteïen-tiolgroepe
en sisteïen tersiêr-gesubstitueer is, toon sulfietione
nogtans dikwels n groter affiniteit vir die "sisteïen"-
swaelatoom. Die "proteïen"-swaelatoom van die onsimme-
triese disulfied geniet steriese beskerming as gevolg van
die geordende ruimtelike rangskikking van die n~tuurlike
proteïenmolekule. Na denaturering deur ur~um is die
sekondêre en tersiêre proteïenstruktuur vernietig en val
sulfiet die disulfied sonder enige voorkeure aan.

In die bepaling van alifatiese tiole met Ellman se
reagens, 5,5'-ditiobis-(2-nitrobensoësuur), (DTN), word
onsimmetriese disulfiede in aansienlike hoeveelhede in die
reaksiemengsel ge00rm. So n ons~mmetriese disulfied het
feitlik dieselfde absorpsiespektrum as 5,5'-ditiobis-(2-
nitrobensoësuur) en meng nie by die kolorimetriese bepaling
van die gevormde l-karboksi-4-nitrotiofenol in nie. Die
gevormde onsimmetriese disulfiede is nie stabiel in
alkaliese medium nie en ontbind om 3-karboksi-4-nitrotiofenoli
asook die ooreenkomstige alifatiese sulfien- en sulfoonsure
te vorm. Ellman se reagens kan nie gebruik word om



tiolgroepe van natuurlike keratien te bepaal ni~ maar wel
na hidrolise. Deur karatienhidrolisate 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 ooreenstemming is met kontrolebepalings.

Die kwantumopbrengs van sisteïen by sistien-
natriumhipofosfietoplossings wat met ultravioletlig
(golflengte = 254 m~) bestraal is, is onafhanklik van die
konsentra~ie van die sistien, maar neem toe met toenemende
hipofosfietioonkonsentrasies.

Die reduksie van sistien deur hipofosfietione word
geïnduseer deur h chemiese vry redikaalopwekker (Fe++/H202).
Dieselfde twee intermediêre reaksieprodukte, (H2o;)PSR en
[(H2o;)~S~§R, wat by die lig-geïnduseerde reaksie gevorm
word, word ook in hierdie geval gevorm. Hoewel dié
reaksie maklik ver~06p, word kwantitatiewe reduksie nie
verkry nie.

Die termies-geïnduseerde reduksie van sistien deur
hipofosfietione verloop kwantitatief by pH 5.2, maar nie in
0.1 M HCl-mediu~ of by pH 9.3 nie. Die induksietyd van
bogenoemde reaksie word verminder deur toenemende
hoeveelhede tiol by die reaksiemengsel te voeg.
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in die struktuui en funksie van proteiene. Die stabilisering

1.

I. INLEIDING

Die disulfiedbinding is een van die belangrikste
kovalente bindings wa~ in chemiese verbindings voorkom.

I

Dit besit n aantal unieke ~ienskappe wat veroor,saak dat dit
nie slegs by organiese chemie h besondere rol speel nie,
maar wat dit obk' van kardinale belang in talle biochemiese
prosesse maak.

Hierdie binding speel bv. h baie belangrike rol

van die sekondêre en tersiêre struktuur van proteiene deur
disulfiedbindings is deur talle eksperimente bewys3,105,151
Vernietiging van hierdie struktuur beinvloed gewoonlik die
funksie van die proteïen; so word daar bv. n verlies in
biologiese aktiwiteit ondervind wanneer die disulfiedbindings

I' ,181 ,36, I' 89 f ib kl 377van lSOSlem , pepslen , lnsu len 0 rl onu ease
gesplits word. Biochemiese prosesse soos die koagulering en
denaturering van proteïene (bv. die gelvorming van 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 miofibrille162 beinvloed
word. Die fisiologiese aktiwiteit van die laktogeen-hormoon
132 word beheer deur disulfiedbindings, en selfs die klont-
vorming van bloedfibrinogeen232 berus op die splitsing en

243vorming van disulfiedbindings. Daar word ook beweer dat
mitose (seldeling) gepaard gëan met die splitsing van
disulfiedbindinga.

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

142bepaal . Net so is die taaiheid van deeg n funksie van
di t 1 d i If' db' di 'd' 1135le aan a lSU le ln lngs ln le mee

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

, lO Il 271en tiole teen ioniserende strallng verskaf ' • • Hierdie
beskermende effek is gevind by diere, laer ~orms van. lewe
soos bakterieë, en selfs by proteïene. Die verklaring vir
hierdie reaksie word gevind i~ die onsimmetriese disulfiede
wat in al hierdie gevalle ~evorm word en .wat beskerming ~een

94-99X-strale en y-strale verleen . .

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 ei~nskappe van wol te verander, het te doen
met die disulfiedbinding. Dit sluit in krimpweringsprosesse,
permanente setting, ens.44. 5plitsingsre~ksies van disul-
fiedbindings wat industriële toepassing het, vind ons by
kettingoordragreagense in polimerisasiesiS, vulkaniserings-
versnellers198 en selfs by sekere landbouchemikalië223 •

.Ten spyte van die feit dat die disulfiedbinding
dikwels bes~udeer is en daar veralop die gebied van die
biochemie reeds n groot aantal publikasies hieroor verskyn
het, bestaan daar nog talle onopgeloste probleme in hierdie
veld. Hierdie verhandeling behels n ondersoek van enkele
splitsingsreaksies van die disulfiedhinding en skrywer hoop
dat die kennis wat met hierdie studie ingewin is, sal bydra
tot die opklaring· van sommige 0an die vraagstukke.
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II. DIE STEREOCHEMIE 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 ran~ikking van die swaelatome in di- en polisulfiede

Die swaelatome in di- en polisulfiede kan teoreties
in onvertakte (I) of vertakte (II) kBttings voorkom.

R-S-S-R R-S-R
II
S

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

. 12 197 198 255. . 319 .o.a. ultravlolet- ' , , , lnfraroOl- . en Ramanspektro-
k . 112,113 d' 1 210,374,383 d' .s ople , lpOO ment- en lamagnetlese

metingsl07 en X_straal_363,385 en elektrondiffraksie
studies86,339 insluit, is nou egter bewys dat die vertakte
struktuur nie bestaan nie. Talle disulfiede en polisulfiede
is ondersoek en in geen enkele geval is enige vertakking gevind
nie. Die enigste gevalle waar die disulfiedbinding wel deels
dubbelbindingkarakter toon, is by tiosulfaatione en polisul-
f· d t . 1 . 22le e as ermlna e lone

B. Bindingslenqtes

S-~ndingslengte:
Die bindingslengte tussen divalente swaelatome in

1di- én trisulfiede is taamlik konstant. Abrahams gee die
gemiddelde lengte van drie-en-veertig verbindings aan as
2.08 ~, wat presies ooreenstem ~et die waarde wat teoreties
d P 1· 274 b k·· H'· 169 h t b k d t d'eur au lng ere en lS. ugglns e ere en a le
lengte tussen 2.05 en 2.07 ~ varieer.

C-S-bindingslengte:
73Cox en Jeffrey gee die C-S-bindingslengte aan as

1.812 ~ wat ook die waarde is van die som van die Pauling
kovalente strale van swael en koolstof274. Volgens bereken-
ings van Huggins169 het die C-S-bindingslengte n waarde van

ol' 01.83 A, terwyl Abrahams die lengte as 1.82 A aangee.





By disulfiedbindings wat n deel van n ringstruktuur
vorm, is die dihedriese hoek kleiner as 900• By 1,2-ditiolaan-

131 .4-karboksielsuur is dit bv. 26.60:

4.

C. Bindingshoeke:

k (). 1030Die S-S-C-bindingshoe y var~eer tussen
en 1070 en die dihedries~ hoek (6) tussen die twee
S_C_bindings28 is ongeveer 900• Die struktuur van n
tipiese alifatiese disulfied (dimetieldisulfied) is volgens
Scott32l,322 en Calvin46 die volgende:

Hierdie klein dihedriese hoek veroorsaak
aansienlike spanning* in die ring. Weens die spanning wat
in vyfledige disulfiedringe bestaan, toon verbindings van
hierdie tipe, bv. lipoïensuur (l,2-ditiolaan-3-vaieriaan-

) .... ho i k t i.w i t ·t285suur ," oe rea ~w~ e~ •

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

Die elektroniese konfigurasie van die vryelement
88swael is die volgende

1 s2 2 s2 2 p6 3 s2 3 p4

* Daar bestaan nog n meningsverskiloor 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/mol16,27,47,llO,344.



5.

Die elektronkonfigurasie van die valensbaan van die vry
swaelatoom is:

.Js 3p 3p
1~ 11/ 1

Die bindingshoeke by
uit:

3p
1

3d 3d 3d 3d 3d

2S3divalente swael kan dus ontstaan

(i)

(ii)
suiwer p-bindings _
sp3-hibriedbindings

(iii) bindings met d-karakter.

(i) Pauling272 het beweer dat die q--binding wat die twee
swaelatome verbind, feitlik suiwer p-karakter het met slegs
1% s-karakter. Die ee~ vry elektronpaar van elke swael-
atoom is sferies om die kern versprei in die 3s-orbitaal,
.terwyl die oorblywende elektronpaar op die 90°-as voorkom
as '3p -IT - el ektron e •

Die optimum dihedriese hoek behoort volgens teo-
retiese berekeninge 105° 'te wees in bogenoemde qeval, maar
die waarde wat eksperimenteel bepaal is, is 90°. Dit
is toe te skryf aan h coulombiese afstoting tussen die
ongedeelde p-elektrone op aangrensende swaelatome. Pauling
het bv. die dihedriese hoeke vir ringe van 6, S, 10 en 12
swaelatome bereken en gevind dat dit respektiewelik 690,
103°, 119° en 129° is. Die Ss-ring is die mees stabiele
omdat dit die enigste is wat h dihedriese hoek in die
optimum gebied van 90-110° het.

(ii) Die bindingshoeke van divalente swael kan net so goed
toegeskryf word aan die vorming van sp3-hibriedbindingsl,51
in hierdie geval is die grootte van die bindingshoeke naby
dié van die tetrahedriese hoek van 109°.

(iii) Dit is ook moontlik dat die oorvleueling van die
3p-1T-elektronpaar van die een swaelatoom met h 3d-orbitaal
van die ander kan lei tot die vorming van h swak
d ïr b i d i 207 di k f i . b i tP - 11- 1n 1ng , wat 1e on 19uras1e sta 111seer me h

dihedriese hoek van 90°.

Al drie die moontlikhede wat hierbo genoem is, is
teoreties afgelei. In teenstelling hiermee het Schmidt304
onlangs die probleem op h verfrissende wyse aangepak deur-
dat hy probeer het om die karakter van die d isulfiedbinding
te bepaal met behulp van gegewens wat eksperimenteel verkry
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is. Die feit dat suurstof in slegs twee verbindings met
homself (osoon ·en O2) bindings vorm waar dit twee ongepaa.rde

6elektrone besit, terwyl swaelongeveer 10 sulke tipes
verbindings vorm, is deu~ Schmidt toegeskryf aan die verskil~
in die grondt~estande van hul elektrone. Suurstof kan net

,bindings vorm met behulp van p-orbitale of sp-hibriede,
terwyl die swaelatoom ook nog vyf vry d-orbitale beskikbaar
het. 5wael kan dus die oktetreël oorskry en heelwat gevalle
hiervan is dan .ook bekend, bv. 5F6.

Alhoewel die meeste chemici die siening van
Pauling (suiwerO--bindings tussen p-elektrone) aanvaar,
het 5chmidt gevind dat baie eksperimentele bevindings nie
hierdeur verklaar kan word nie en dat die resultate baie
beter inpas by h struktuur waar die swael yen sy d-orbitale
gebruik maak vir binding. Volgens die klassieke teorie
moet die,5s-ring sestien vry elektronpare besit, en aangesien
dit dus h Lewis-basis is, moet dit as volg daar uitsien:

5
../ .."", ..
5 5

/.. ..'\.
.. '\. .,
5 5
.. ~ ../ ..

5 5
.."" ../ ..

5

Die reaksies van nukleofiele reagense met hierdie
ring toon dat die swaelatome egter in werklikheid elektro-
fiel is. Dit beteken dat die swaelatome so n sterk neiging
het om hulorbitale uit te brei, dat hulle in meervoudige
bindings kan oorgaan, wat die gebruik van d-orbitale
impliseer. n Wisselwerking van nie~bindFnde p-elektrone
met vry d-orbitale kan op twee maniere verklaar w6rd:
óf deur hibridisering óf deur ontkoppeling van die gepaarde
elektrone in die grondtoestBnd.

Uit die eksperimentele gegewens blyk dit dus dat
die vry elektronpare in die 5s-ring ook betrokke is by die
vorming van die disulfiedbinding deur middel van uitbreiding
na die d-orbitale. 5chmidt304 het dan ook beweer dat die
lT-elektrone nie meer direk lokaliseerbaar is nie, dat elke
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swaelatoom TI lO-elektron orbitaal besit, en dat die swael-
ring as volg daar uitsien:

283 'Volg~ns Pryor is daar nog nie genoeg "inligting
beskikbaar om te kan verduidelik watter orbitale by die
bindings van swael betrokke is nie; dit geld veral vir die
d-orbitale. Verder het Kimball193 gewys ~at bindingshoeke

o <by 110 verklaar word deur bindings met 25% s-karakter,
0-75% d-karakter en die res as p-k~rakt8r.

E. Rotasie om die 5-5-bindi~

binding.
Daar is TI beperking op die rotasie om die 5-5-
Die grootte van die energieheuwel is in TI hele

aantal gevalle bereken uit termodinamiese en spektroskopiese
data. By dimetield~sulfied321 is dit 9.5 Kkal/mol, by
diëtieldisulfied322 13.2 Kkal/mol en by 52C12 14.2 Kkal/mol160•

Hierdie beperking op die rotasie om die disulfied-
binding is waarskynlik toe te skryf aan die neiging van die
o~gedeelde 3p-elektrone op die twee swaelato~e om te

< 272oorvleuel • Hie rdie oorvleueling van 3p- TI -elektrone
lei tot TI coulombiese
TI maksimum waarde het
TI dihedriBse hoek van

afstoting tussen die elektronpare wat
o 0by 0 en 180 en TI minimum bereik by

900• H " h B 25,261erteenoor et ergson
beweer dat die disulfiedbinding pd-TT-binding karakter moet
b~sit 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
teenwoordigheid van disulfiedgroepe in proteïene belangrike
steriese invloede uitoefen. In TI proteïen kan daar dus
disulfiedbindings bestaan met verskillende grade van wring-
spanning om die disulfiedbinding. Nie alleen sal dit
distorsies in ander dele van die molekule veroorsaak nie,
maa<r die moontlikheid bestaan ook dat die disulfiedbindings
self verskillende reaktiwiteite kan besit.
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III. DIE STERKTE VAN DIE DISULFIEDBINDING

A. h Korrelasie tussen die swael-swael-bindingsafstand en
die aktiveringsenerqie nodig om die bindinq te breek:

Een van die belangrikste aannames wat by die studie
van reaksiesnelhede gemaak word, is dat daar h geaktiveerde
kompleks as intermediêre stap in die reaksie gevorm word.
Die re~gerende stowwe, wat genoegsame energie bevat, kom
baie nabyaan mekaar en dan vind h herrangskikking van
valensbindings en energieê plaas om die geaktiveetde kompleks
te vorm,wat vervolgens ontbind om die reaksieprodukte te gee.
Die aktiveringsenergie van h reaksie word gedefinieer as die
ekstra energie wat die reagerende molekules nodig het om die
geaktiveerde kompleks te kan vorm.

=

Die vraag wat nou ontstaan, is of daar enige
verband is tussen die lengte van h binding en die aktiverings-
energie wat nodig is om hierdie binding te breek. Heelwat

t 114,153;154,156,273 h tIt t' d beweerou eurs e a op eore aese gron e
dat daar wel h verband moet weBS. McKelvie245 het bv. beweer
dat die verband tussen die bindingsenergie, ESS' en die
swael-swael-afstand, rSS' die volgende is:

513
3

rSS
78 79Davis en medewerkers ' het onlangs na h reeks eksperimente

tot die baie belangrike gevolgtrekking gekom dat daar beslis
h verband bestaan tussen die aktiveringsenergie, E , en diea
swael-sw~el-bindingsafstand. Eersgenoemde is homgekeerd
eweredige funksie van die bindingsafstand:

E a =

(C is h konstante)
\ Die aktiveringsenergie is bepaal vir die splitsing van die

S-S-binding deur sianied- of sulfietione en dit is gevind
dat die verband tussen E en die swael-swael-bindingsafstanda
die volg ende is:

Vir CN-: E a .22 Kkal/mol
3
r SS

= 110 Kkal/mol
3
r SS

vergelykings blyk dat die akti-

Vir SO = E3 a

Uit bogenoemde
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
= 0.21 ESS' Die aktiveringsenergie verskil dus baie minE a

vir sianied~ en sulfietione en is ongeveer een-vyfde van
die bindingsenergie.

Verder blyk dit dat die aktiveringsenergie wat
nodig is om die disuifiedbinding te splits, afneem met
toenemende bindingslengte. Deur dus die lengtes van die
swael-swael-bindings in bv. heksasulfied te bepaal, kon
Davies79 voorspel watter binding eerste deur sianied
gebreek saL word.

CN

+
-5152 53-53-52-. Si

2.01 2.11 2.03 f:?

Die binding tussen ~waelatome 2· en 3 is die langste en atoom
3 moet dus aangeval word omdat die afstand tussen die
negatiewe lodings van die sianied en sulfied groter is as
wanneer atoom 2 aange0al word. Dit is ook eksperimenteel
bewys dat .hierdie aanname korrek is79•

B. h Vergelyking van die sterktes van 0-0- en S-S-bindings
Die bindingsdissosiasie-energie, D, word gedefinieer

as die energie benodig om h spesifieke binding in h molekule
te' breek283 en word gewoonlik bereken uit kinetiese gegewens.
Uit die beskikbare data 72,134,169,234,238,324 blyk dat die
binding tussen twee divalente swaelatome sterker lS as die
binding tussen twee divalente suurstofatome.

CH3-S-S-CH3
C2HS-S-S-C2HS
C3H7-S-S-C3H7·
CH3-S-S-C2HS
H-S-5-H

D (S-S)
Kkal/mol

67:?::6
69:!:.6
68:?::6

72
72

Q_j_g-Ol
32
48

C2H S,-0-0-C2H S

H-O-O-H

Alhoewel die S-S-binding heelwat sterker is as die
O-O-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 oorgangstadium 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 h resonansie-
t bi Li sasi di dri l'kt bi di t i 146,147s a ~ ~sas~e van ~e r~8-e 8 ron ~n ~ngs ~pe •
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bimolekulêre radikaalverplasingsreaksies. Heterolitiese

IV. MEGANISMES WAARVOLGENS DIE DISULFIEDBINDING
GESPLITS KAN WORD

Die splitsing van disulfiedbindings behels h
ontsaglike groot veld waarop organici, fisici en biochemici
werk. Hierdie is geen poging om die veld volledig te dek

I

nie en die ve~skillende tipss splitsingsreaksies sal slegs
kortliks bespreek word, terwyl spesiale klem gelê word op
die tipe reaksies wat in die eksperimentele werk beskryf
,"'0 rd •

. 283 -Daar bestaan twee meganlsmes waarvolgens h

disulfiedbinding gesplits kan word, naamlik homolise en
heterolise. h Homolitiese splitsing vind plaas wanneer
die kovalente binding in h molekule A-B so gebreek word dat
A en B -elk een elektron van die gedeelde paar behou:

:A B: : A • + ·B:

Behou een van die fragmente egter albei die gedeelde elektrone,
staan die splitsing bekend as heterolise:

:A B : ) + :B:

Homolitiese splitsingsreaksies word normaalweg in
twee groepe verdeel, naamlik monomolekulêre homolise en

splitsingsreaksies word weer geklassifiseer volgens die tipe
reagens wat die split~ing verQorsaak, nl. elektrofiele en
nukleofiele heterolises. Nukleofiele substitusie kan
volge~s h SN1- of SN2-meganisme plaesvind, terwyl elektrofiele
subs ti tu sie r,eaksis s -volgens In SE 1- of SE 2-meganisme verloop.

A. Homolitiese splitsing van die disulfiedbindin~
"'t,

Homolitiese splitsingsreaksies staan in die algemeen
bekend as vry radikaalreaksies omdat neutrale vry radikale
gevorm word.

Daar is twee tipes ho~olitiese splitsing van die
disulfiedbinding bekend:

(1) Monomolekulêre splitsing:

R-S-S-R hitte of,
lig / RS· + .SR



Oorspronklik is vermoed dat alle disulfiede termiese
homolise ondergaan omdat baie van hulle omkeerbaar gekleur
word by 100-1500e. Hierdie reaksie is verkeerdelik toege-
k f d" d'k 1 198,317,325 tIts ry aan le vo rrrunq van vry ra 1 a e , .wa n a er

is bewys dat omkeerbare kleuring en homolise saam kan
plaasvind sonder om noodwendig enige verband met mekaar
te h~77,222. Daar bestaan egter heelwat bewyse dat
sommige disulfiede 'wel termiese homolis8 by 100-1500C

12.

(2) Bimolekul~re radikaalverplasingsreaksies:

" ,
) R-S-R + R 5·R-S-S-R + R·

" ",
R-S-S-R + R -5. ----~ R-S-S-R + R 5·

(a) Monomolekul~re splitsing:

(i) Termiese homolise:

By 1200e bestaan vloeibare swael uit agtledige
ringe met normale viskositeit. Word die temperatuur

o 'verhoog tot 159 e, is daar n skerp toename in viskositeit
(tienduisendvoudig)9,300,omd~t S8-ringe by hierdie tempe-
ratuur termiese homolise ondergaan en diradikale gevorm
word wat dan weer ander S8-ringe aanval in n ketting-
reaksi~ om polimere te gee. Die teenwoordigheid van vry
tiielradikale is aangetoon met elektronparamagnetiese

t d i 14 3 D ' is k ,I t it 1 id Li k . dresonanss u les . le V1S OSl el neem ge el elver er
tde tot by 187°e, waarna dit vinnig val tot normaal;

145volgens Gee i~ hierdie afname in viskositeit te wyte aan
splitsing van die polimeerkettings.

ondergaan. Verskeie onsimmetriese diarieldisulfiede
dissosieer homolities in kokende dioksaan om simmetriese
disulfiede te gee218 Tiolnaftoieldisulfied39 en
bensotiasolieldisulfied77 dissosieer ook bokant 1000e om

di kIt V d htS h" b 316 'dl'evry ra 1 a e e gee. er er e c on erg
dehidrerende werking van disulfiede toegeskryf aan
tiielradikale wat by hoë temperature gevorm word.

Die feit dat disulfiede die polimerisasie van monomere
by hoë temperature in die donker ken inisieer, is 'n
beslissende bewy s vir die dis sosia sie va n die d is uLfie d-
binding na tiielradikale. Wmnneer n diSulfied nie
polimerisasie van h sekere monDmeer kan veroors~ak nie,
is dit nie altyd h bewys dat g8~n vry radikale gevorm is
nie, want dieselfde disulfied ka~ die polimerisasie van
h ander monomeer inisieer191,267. Kern189 het aangetoon



dat bensotiasolieldisulfied die polimerisasie van, akrilonitriel,
metakrilonitriel en metielakrilaat in die donker by 950C
inisieer, maar nie di~ van stiroen en vinielasetaat nie.
Die feit dat disulfiede die polimerisasie van metiel-
metakriladt 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
polimeriseer283• Gevolglik word die inisiator v~rnietig en

13.

plaas nie:
R
I
S

, I •
R -CH-CH21R-S·

R
I
5

RI - ~H - CH2 - 5 _ R

vind geen verdere polimerisasie

Hierteenoor-reageer die polimetielmetakrielradikaal
baie stadig met die disulfiedinisiator (2xI04 maal stadiger
as die radikaal van polivinielasetaat) en polimeriseer dit
selfs in die teenwoordigheid van d{e inisiator:

R
I
5
I .

R - 5· + R ' - CH = CH2 ') R'- CH CH2tR'- CH = CH2
R
I
5

R ' -
I
CH _ CH
. \ 2

R'HC2 - CH -

t R' - CH = CH2
R
I
S
I

R' - CH - TH 2

H 2/C _ ~H - R' ••••••• ~

R ' - CH - CH2

Bykans alle disulfiede kan polimerisasiereaksies
inisieer e~ selfs onsimmetriese disulfiede, soos metiel-
etieldisulfied, veroorsaak polimerisasie van akrilonitrie130

in die donker by 150°C.
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(ii) Fotolitiese dissosiasie:

Hbmolise van die disulfiedbinding kan ook deur lig
veroorsaak word:

R-S-S-R ) RS' + .SR

Die teoretiese grondslag vir.hierdie reaksie is lankal
gelê. Reeds in 1817 het Grotthuss h waarneming gemaak wat
gelei het tot die Eerste Wet van die Fotochemie, nl. dat
slegs liq wat geabsorbeer wo~d, h reaksie in h molekule kan

239veroorsaak Deur die absorpsiespektra van disulfiede
te ondersoek, kah vasgestel word watter golflengte lig deur
.die disulfiedbinding geabsorbeer word. Uit die beskikbare
data blyk dit dat alifatisse, aromatiese en sikliese
disulfiede almal ultravioletlig absorbeer.

By alifatiese disulfiede toon die ultravioletabsorpsie-
spektium h breê sko~~i by 250 m~. Dit ga~n gepaard met h

inten~e absoipsie by kort golflengtes~ Koch197 het voor-
qe st eL 'dat die ho~ ab sorp si e by kort golflengtes geassosieer
word met polarisasie van dié disulfiedbinding en dat
homolitiese dissosiasie na vry radikale dus kan plaasvind,
Bauer en Carmack19 het beweer dat die absorpsie by
252 m~ op konjugasie tussen die ongedeelde elektrone van
die twee swaelatome dui.

Die ultravioletabsorpsiespektra van verskeie sikliese
disulfiede is reed~ ondersoek285. 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 h toenemende spanning
in die kleiner ringe.

Disulfied Absorpsiemaksimum

('J
S - S

330 m~1,2- ditiolaan

~S 290 mu

1,2- ditipaan / ~~ 260 m~

Lea~dri en Tundo219 het beweer dat die band by 240 m~ by

1,2- ditiaan

aromatiese disulfiede dui op konjugasie tussen die swael
en die ring, die band by 270 m~ vefoorsaak word deur die
bensenoïedchromofoor en die skouer by 300-320 m~ ontstaan
as gevolg van die aktivering van die elektrone van die
disulfied.
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Die bindingsdissosiasie-energie van h disulfiedbinding
is + 70 Kkal/mol en indien daar dus me er energie a,s 70
Kkal/mol beskikbaar is, kan die disulfiedbinding homolise

239ondergaan. Die energie van lig neem as volg toe met ~
afname in golflengte:

Golflengte (mu) Ene rgie (Kka l/mol.kwantum)

400
313
285
254
200

71
91

100
112
142

Dit blyk dus dat ultravioletlig genoeg energie besit om
fotolitiese ~issosiasie van die dis~lfiedbinding te kan

. .. 120 122 253 287 366veroorsaak. Bestral1ng van d1alk1el- ' , , " ,
d i '1 237,290,291' , , , 'd' 30,2181ar1e - en onS1mmetrlese dlsulfle e met
ultravioletlig veroorsaak dan ook homolise van die disul-
fiedbinding en tiïelradikale word gevorm.

Dieselfde reaksie vind plaas by hoër sulfiede, soos
trisulfiede253, en ook by sikliese sulfiede, bv. die
5 ' 106 Li ,. 379 1 2 d i t a 1 16 D'8-rlng lpOlensuur en, - 1 10 aan le
fotolitiese dissosiasle van som~ige aromatiese disulfiede
verloop so maklik dat hulle gebruik word as aanvangskatalisatore
by radikaalreaksies291 Die disulfiede word gewoonlik met
polichromatiese ultravioletlig bestraal, maar selfs wanneer
monochromatiese lig met dieselfde golflengte as A k s vanma s
die disulfied gebruik word, word tiielradikale gevorm. So
h gev~l word.gevi~d wanneer 1,2- ditiaan (\ k = 286 m~)

ma s 330
met monochromatiese lig van golflengte 286 m~ bestraal word .

Die teenwoordigheid van tiïelradikale is in bestraalde
dis~lfiede aangetoon, met elektronparamag~etiese resonans
(E.P.R.)_ondersoeke34,121,209 en met polimerisasiereaksies.
Die meeste disulfiede inisieer bv. die polimerisasie van
vinielasetaat by fotolisel16,189,191. Verder gee disulfiede
wat in vakuum in die va~te toestand bestraal is, stabiele
E.P.R.-seine. Dieselfde karakteristieke sein is verkry vanaf

k i.Ll, d t i , . d ist i 157,209vers 1 en e lpes dlsulfle e soos SlS len ,
ist ' 164 ioond i suLf i d16 4 1 2 d 't ' 330SlS amlen ,glutatloondlsul le ,- 1 laan

CF 3-S-S-CF 340, ens. en dit is bewys dat hierdie sein afkomstig
is van die tiielradikaal (R-S·). Proteïene wat disulfied-
groepe bevat, bv. ribonuklease, pepsien en tripsien, gee

b t 1, ook hi.erd ,326-328 D' t"· 1 di.k 1na es ra a nq a eru i.e s e i n . 18 118 ra 1 a e
wat vanaf die bestraalde disulfiede gevorm word, stabiliseer

l'k' 1 d d i , t' 1 237gewoon 1 ln ug eur le vormlng van lo~e .



In teenstelling met die bevindings van Lyons, gee
verskeie sikliese disulfiede379 waaronder lipoiensuur,
kwantumopbrengste van ongeveer l.O. Hierdie hoê waarrles

. k 25,130.is na bewering te wyte aan spanning in die r~ngstu ture

~-----------------------------------------------------------------------------------------~

16.
237 .Lyons het die kwantumopbrengste van verskeie

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-S-S-R h~ ::> ~SS~ x
[R';'S-S-R]x + W ---7 RSSR

[R-S-S-RJ x ) 2 RS·

RS· + Oplosmiddel ~ R-SH
waar [RSSR]x h foto-geaktiveerde molekule ~s en W h
inerte liggaam of wand.

(b) Bimolekulêre radika~lverplasingsreaksies op disulfied-
bindings:

By SH2-reaksies* val vry radikale die disulfied-
binding aan deur h tiielradikaal te verplaas:

, ,
)R' + R-S-S-R R-S-R + RS'

In die reaksie van triêtielfosfiet met disulfiede word h
tiielradikaal verplaas deur. h koolstofradikaal wat afkomstig
. di t bi di di t i é t i lf f' i t368 Vk'~s van ~e on ~n ~ng'van ~e r~e ~e os ~e . ers e~e
ander radikale, ~oos trifenielmetie1318 en koolwaterstof-
radikale276, vai disulfiede op h 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

, 'to d ' 1f i d 29, 70 ,292vorm~ng van ons~mme r~ese ~su le e :
hitte of,

lig /R-S-S-R 2 RS'
,, ,

RS' + RSSR RSSR + RS'/

Onsimmetriese disulfiede ontbind op h soortgelyke wyse
gedurende bestraling om die ooreenkomstige simmetriese
disulfiede te vorm91

* homolitiese substitusie-reaksies, na analogie van
2 k si 100SN -rea sae s...
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Die meeste inligting oor SH2-reaksies is verkry

vanaf die reaksies van disulfiede as kettingoordragreagense
b 1· . . 283 'n K 't t i d tY po ~mer~sas~e. e ~ngoor ragreagens reageer me
'n groeiende 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:

I + M M'

M + (n-l)M ~1 .n
Mr"' + RSSR M -SR + RS'n n
RS' + nM RS-M· .n.
2 M . M -Mn n n

Inisiasie:
Voortsetting:

Oordrag:

Beëindiging:

Boge~oemde meganisme is bevestig deur die
b . di T bIk 359 p. 276ev~n ~ngs van oos y en ~erson .

Die data wat verkry is vanaf die kettingoordrag by
disulfiede, is gebruik om steriese invloede by SH2-reaksies
te ondersoek282. Dit is gevind dat hoe groter die groep R
is, hoe laer word die snelheid ~an aanval op die disulfied-
groep in R-S-S-R. So 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 SN2-reaksies op disulfiede,

d d f k . 106.w~ar ie ooreenstemmen e a tor van vertrag~ng ~s.
I

Dit is nog nie bekend vanuit watter rigting die
radikaal die disulfiedgroep aanval nie. Daar bestaan verskeie

die swaelatome aanval.
die radikaal kan die disulfiedbinding ofmoontlikhede;

( a )



+ , - +
R-S CJ. + R-S ..H

,
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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)):

(1) Afwaartse aanval op die S-atoom.
(2 ) Aanval van die ag te rkan t van die R-S-binding.
(3) Aanval van die agterkant van die S-S-binding.
( 4 ) 'Aanval uit n rigting tussen rig ting s (2 ) en (3) •
(5) Opwaartse aanval op die S-atoom.

26Volgens Bergson vind aanval uit rigting (3) plaas. Dit is
die Walden-inversierigting waar die d r i.e a tome be trokke by
die breking en vor~ing van die binding in n reguit lyn lê.
Die steriese v~rhind8ring by aanval neam as volg toe by die
verskillende rigtings: 2L 51'\,,3 ~l. Daar is nog nie genoeg
inligting beskikbaar om vas te stel uit watter rigting die
aanval plaasvind ni~, en dit is selfs moontlik dat n groot
persentasie van die aa~val op die waterstofatome van die
koolstofatome kan plaasvind283•

B. Nukleofiele splitsing van die disulfiedbinding

(a) Meganisme:

Die aanval van nukleofiele reagense op disulfiede
behels n uitgestrekte veld wat in n chaotiese toestand was
totdat Olav Foss op dié gebied begin werk het. Deur n reeks
briljante studies123,125 het hy bewys dat die aanval van
enige nukleofiele, reagens op n disulfied slegs n spesiale
geval van die volgende alge~ene reaksie is:

-S-:;X + Y -S-y + X

. . 17 57 108 270Bogenoemde is n tweede orde-verplaslngsreaksle ' , ,
en dus van die tipe SN2.

Wanneer n nukleofiele reagens Y n disulfied aanval,
is daar twee faktore wat bepaal of n merkaptiedgroep verp~aas
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 n sulfenielmerkaptied beskou word:

> R-S-S-R + Hel
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h Reagens Y sal h merkaptiedgroep (R-S-) uit die disulfied
verplaas indien Y h groter affiniteit vir R-S+ toon as wat,
R-S daarvoor het:

,
R-S-5-R + Y R-S-Y + R-S-

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

269genoem

Foss12S was in staat, om haantal ani9ne te rangskik
volgens hul tiofiliteite deur gebruik te maak van hul
oksidasiepotensiale . Hoe 'laer die oksidasiepotensiaal van
die sisteem 2XS- /XSSX, hoe qrot.er is di e basiese sterkte van
XS-.

,
Elektrode~otensiaal E (volt, vs. ,N.W.E.)o

~.~S~i:~s~t~~e~m:e~~2~X~S~.__~;:::.__~X~S~S~X~+~~2~e~ ~

vir

XS E '
o

SCN
CJ Il; =2 j .

RS

+ 0.77
+ 0.20
ca.O

E' is die potensia~l met die tekenkonvensie (teenoorgesteld
o '. 213

aan EO, sien Latimer ) soos gebruik deur Anderson en
2Plaut en wat meer algemeen deur biochemici gebruik word.

Uit bogenoemde data kon Foss voorspel dat die
volgende reaksie heeltemal na regs behoort te verloop:

) + SCN

Dit is dan ook eksperimenteel bewys dat dit wel die geval ~s,
en gevolglik is S203= meen tiofiel as SCN-. Fosforbevattende
verbindings' is ook sterk tiofiele reagense. Tri~tiel-

-fosfietlB verplaas bv. die etielmerkaptiedioon:
+

+ C2HS-S-P(OC2HS)3

Karboniumione is ook besonder tiofiel, want
fenieldisulfied, wat normaalweg baie stabiel is, word deur
feniellitium gesplits31B

) +



kóolstofatome stem ook nie ooreen nie. 50 is die orde van

20.

Uit redokspotensiale en ewewigstudies is die
12S 269 283 .volgende lys ' , van relat18we tiofiliteite van

nukleofiele reagense opgestel:

(C2HSO)3P "/R-, HS-, C2HSS-" Rl -; C6HSS-7 (C6HS)3P,

CN-" 503=" OH-'/HOO~-CH2-S-> 2,4-(N02)2C6H3-S- >

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

Uit die tabel hierbo blyk dit
is as SCN-, terwyl 503- meer tiofiel is
die volgende reël hieruit afgelei, nl.

dat CN meer tiofiel
= 12Sas 5203 • Foss het

dat 'Il antio-anioon*
die ooreenstemmende tio-anioon kan verplaas.

Dit is nog nie bekend watter faktore die tiofi-
liteit of S-nukleofiliteit van 'Il reag8ns bepaal nie en daar
bestaan selfs heelwqt onduidelikheid oor nukleofiliteit
in die algemeen. Tiofiliteit en nukleofiliteit teenoor bv.

nukleofiliteit van reagense teenoor die koolstof van
CH3Br die volgende:

HS 7" CN-:::=:>,1-"/' SCN-"7 OH >- N 3

Volgens Edwards93 word die nukleofiliteit van 'Il

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 essensieelonafhanklik van mekaar177. Die a-effek
speel by alle substrate innmindere of meerdere matenrol.
Substrate wat met die proton ooreenstem deurdat dit 'Il hoë
positiewe lading en 'Il lae aantal elektrone in ,die bui te-
orbitale besit, se reaktiwiteit berus op basisiteit, terwyl
die reaktiwiteit van substrate met 'Il lae positiewe lading en
baie elektrone i~ die buite-orbitale weer bepaal word deur
pola risasie.

* 'Il Antio-anioon is vol~ens definisie 'Il anioon wat so 'Il

affiniteit vir swael het dat dit 'Il stabiel tio-anioon vorm
as dit met vry swael reageer. Ander bekende antio-anioon/
tio-anioon pare is:
fosfien-fosfiensulfied, sulfinaat-tiosulfinaat, sulfied-
" . If' "d269pOllSU le
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~lemente 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 p~riode, soos stikstof en
suurstof269. Wanneer die lys van relatiewe tiofiliteite
bestudeer word, blyk dit dat n nukleofiele aanval op swael
nie net van polarisasie afhang nie, maar dat basisiteit ook
n rol speel. Dit is nie bekend IABt 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 Se-ringe. By die
nukleofiele splitsing van n aantalonsimmetriese disulfiede

270speel basisiteit egter weer n groter rol •

(c) Stereochemiese invloede:

In al die gevalle waar kihetiese data bekend is,
is die verplasing van divalente swael n bimolekulêre reaksie129
van' die tipe SN2. 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 nie tiosianaat uit ~butielsulfeniel-
't i tI' 166aosaariae verp aEE nae :

CH3
I

CH -C-S-SCN
3 I

CH3

geen reaksie

t-Butielmerkaptied verplaas etielmerkaptied uit diëtiel-
disulfied, maar is nie in staat om etielmerkaptied uit
etiel-t-butieldisulfied te verplaas nie244

CH -CH -S-S-CH -CH3 2 2 3 CH3CH2-S-S-C4H9 +

CH3CH2S

r3

CH -CH_-S-S-C-CH +
3 2 I 3

CH3

CH -c-s
3 I

CH 3

geen reaksie

Verder is dit ook bekend dat disulfiedbindings wat direk aan
tersiêre koolstofatome gebind is, nie deur CN of 503=

I its d' 309gesp wor n~e .
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Pryor283 gee die volgende tabel aan vir die
vergelyking van die relatiewe snelhede van SN2-reaksies op
swael en koolstof vir die reaksies:

* -+ SO; > R-S-SO; + SO;

~.--.--------~----------------.-----------------------------,
R

CH3
C2HS
i- C3H 7

t-C4H9

Relatiewe reaksiesnelheidskonstantes

'R-CH2-X R-S-SO;

100 100

40 50

3.0 0.7

10 x 10-4 6 x 10-4

~------.-------~,--------------------~-------------------------~
Uit bogenoemde tabel blyk dat dieselfde stereo-

chemiese invloede (van die neopentieltipe) wat by koolstof
gevind word, ook by nukleofiele substitusie op swael n rol
speel.

Fava en medewerkersl08-110 het die struktuur en
ladingverspreiding in die oorgangstoestand by verplasings-
reaksies van divalente swaelondersoek in n 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 deur n rugkantaanval plaasvind, sddat
die intredende en uittredende groepe in n reguit lyn l~, net
soos in die geval van koolstofBl. In die dorgan~stadiuml09
kan die ladings op twee maniere versprei ~ees. Die sentrale
swaelatoom kan minder negatief wees as in die beginstadium
(dit behels die gebruik 0aA slegs die s- en p-orbitale van die
swael) :

X. -------

R

I
5 y

Die swaelatoom kan dok meer negatief wees as in die begin-
stadium. Hier word gebruik gemaak van die leë d-orbitale
van die swaelatoom wat dan tien valenselektrone het met een
paar in n 3d-orbi taal:'

-(I-cS) + 1-2cS (I-cS)

x

R
I
5 y



vorming van ~ierdie produkte verklaar word.
meganismes word in hoofstuk VIII bespreek.

Hierdie
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Omdat eva eLb eve t t en de verbindings makliker nukleofiele
splitsing ondergaan as verbindings wat suurstof bevat en geen
vry d-orbitale besit nie, is laasgenoemde teorie waarskynlik
korrek.

Soos reeds vermeld, verloop die splitsing van 'n
disulfiedbinding deur'n nukleofiele reagens Y volgens 'n
SN2-meganisme. In baie gevalle lê die ewewig ver na links
omdat RS- meer tiofiel is as Y of omdat steriese faktore
die aanval van Y verhinder. In sulke gevalle kan splitsing
van die disulfied langs ander weë plaasvind. Afhangende van
die tipe disulfied en van Y word 'n groot verskeidenheid

141 163 306 310produkte gevorm. Vry swael ' , H2S ' ,
If· 303 If· d 346 . 1 -d t·f·su aen su re , monosu ae e ,ens., as a qe i, en a aseer

en daar bestaan verskeie splitsingsreaksies waardeur die

----------------------------------------------------------------------------------



ketting word beskou as die primêre struktuur; die helikse v-Jat
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V. DIE REAKTIWITEIT VAN DIE DISULFIEDBINDINGS IN
PROTEïENE

Dit is al lank bekend dat daar groot, verskille
bestaan in die reaktiwiteite van disulfiedbindings in
p ro t e Lane , Hierdie onderwerp is dikwels bestudeer en
alhoewel h groot aantal publikasies al hieroor verskyn het,
is daar nog geen eenvoudige en bevredigende verklaring vir
die verskille in reaktiwiteit aangebied nie38,54,58 h
Studie van die literatuur toon dat die verskille in
reaktiwiteit nie net beperk 1S tot h paar geisoleerde
gevalle nie, maar inderdaad h eienskap is van elke disulfied-
bevattende proteien, ~aaronder insulien, albumien,
ribonuklease en keratien die bekendste is. Verder is dit ook
veelseggend dat hierdie verskille in reaktiwiteit nie net
beperk is tot h spesifieke reagens nie, maar geld vir enige
reagens wat die disulfiedbinding aanva154• Dit impliseer dat
die reaktiwiteit nie h funksie van die reagens is nie, maar
eerder beheer word deur faktore wat in die struktuur van die
proteien opgesluit lê.

Danksy die ontwikkeling van doeltreffende
chromatografiese skeidingsmetodes en parsiële hidrolise-
tegnieke (ensimaties sowel as nie-ensimaties) is die primêre
strukt~ur* van h hele aantal proteiene, insluitende insulien
294 296 297 . . 176 . . 334, , ,llsoslem. en r1bonuklease ,reeds bekend.
h Ondersoek van die disulfiedbindings van hierdie proteiene
toon dat almal in werklikheid onsimmetries is, m.8.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.

* Proteïene bestaan uit ~olipeptiedkettings wat opgebou is uit
a-aminosure: die aminosuuropeenvolging in die polipeptied-

ontstaan wanneer die polipeptiedkettings in spirale vou, word
die sekondêre struktuur genoem; en die wisselwerkinge wat die
verskillende helikse aanmekaar ska~el. die tersiêre struktuur.
Die aantrekkingskragte tussen die polipeptiedkettings van
proteïene kan van uiteenlopende aard wees, soos waterstof-,
hidrofobiese of ~ovalente bindings soos bv. disulfiedbrGe.



mate steries beskerm kan word deur hierdie groepe. Verder

25.

A B

co co

NH NH

CH-CH -S-S-CH -CH2, 2

CO CO

NH NH

x y

Afges ien ve-n die fe i t dat die swa e1atom 8 van die
disulf~ede dus verskillend gepolariseer kan w~es as gevolg
van die elektrómere invloede van naburige groepe, bestaan
daar ook ~ie moontlikheid dat die swaelatome in verskillende

is dit ook moontlik dat groepe in die nabyheid van die disul-
fiedbinding die reaktiwiteit kan beïnvloed deurdat gelaaide
groepe mekaar aantrek of afstoot as gevolg van die invloed
van coulombiese kragte.

Dit is bekend dat die reaktiwiteit van disulfied-
,

bindings in proteïene 'aansienlik verander word deur denatu-
rering van die natuurlike proteïene Aangesien denaturering
die sekondêre en tersiêre struktuur van proteïene verander,
moet die reaktiwiteit van die disulfiedbindina ó~a.hierdeur

r .., ~ ••

beheer wo rd. Teenswoordig word aanvaar dat die proteïen-
molekule uit geordende en ongeordende strukture bestaan. Die
geordende strukture wat tans die meeste steun geniet7l,275 is
die a-heliks en ~-stru~tuur, terwyl eksperimentele gegewens
daarop dui dat die ongeordende struktuur h willekeurige klos-
konfigurasie inneem302 Dit is bekend dat gewone polimere
in oplossing voorkom as onggordende kettings. Hierteenoor
dui die jongste inligting daarop dat proteïenmolekules in
oplossing bestaan in h vorm wat deels gevou en deels ontvou
. 226lS

Die volgende tabel, geneem uit die publikasie van
L' d t" L 226 d i t'd' t .-ln ers rom- ang , gee le persen aSle van le pro elene
reste aan wat in h gevoude konfigurasie voorkom, soos bepaal
deur verskillende tegnieke:



n Kenmerk van die denaturering van proteïene
is die vrystelling van "verborge" reste in die molekule.
Daar is talle voorbeelde bekend waar tiolgroepe of hidrok-
sielgroepe van tirosien nie reageer nie, tensy die proteïeh

. 38 58gedenatureer ~s' Dit beteken dat hierdie sogenaamde
"onreëiktiewe, trae of verskuilde" groepe in die natuurlike.
proteïen ontoe_ganklik is. vir reagense as gevolg van die
ruimtelike rangskikking van die proteïen.

Denaturering word veroorsaak284 deur n hele aantal

26.

, VeranderingsDeuterium Rotasie Termodi-Proteï.en uitruiling dispersie namies in optie se
rotasie

Insulien O· 48 33 66
RibonukleasE 40 15 35 39
Ovalbumien - 46 - 79
Beesserum-

albumien - 47 - 56
~-Laktoglo-

bulien 70 - - 100

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

. .. 4 187 284en word gedef~n~eer' , as n fisiese of intramolekulêre
herrangskikking, eerder as n chemiese verandering van die
natuurlike proteïenstruktuur, wat die spesifieke ruimtelike
konfigurasie van die proteïen verander tot n meer
ongeordende struktuur sonder dat hidrolise optree van die
primêre kovalente bindings.

Die hidrodinamiese eienskappe van proteïene word
drasties verah~er deur denaturering. .Dit is bekend dat

,

bolvormige proteïene, soo~ globulien en albumien, n groot
toename in hul spesifieke viskositeit en wrywingsverhouding
toon ná denaturering, en dit word algemeen aanvaar dat dit
toe te skryf is aan n groter anisometrie wat sy oorsprong
het in 'no ontvouing of losdraaiing van die natuurlike poli-

t· dk t t i 226,284 187pep ~e e ~ngs Volgens Kauzmann bestaan n
gedenatureerde proteïen ±n ureum in n willekeurige klos-
konfigurasie.

faktore, waarvan warmte, sekere pH-kondisies, meganiese
kragte, bestralings (ultraviolet of ioniserend) en sekere
tipes molekules (organies sowel as anorganies) die bekendste
is. In hierdie ondersoek ~s ureum gebruik as denaturerings-
middel en dit is' dus nodig om die meganisme van proteïen-
denaturering deur hierdie reagens kortliks te skets. Die
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tradisionel~ verduideliking Vlr 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 dit interpeptied-
waterstofbindings kun breek wat nie deur water geaffekteer

. 194 354word nie. Latere werk ' 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 proteïenmolekule
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-
b i d i t d i ie d 195ln lngs ussen le am18 groepe •

Daar bestaan tans twee gedagterigtings oor die
denaturerende werking van ureum. Die eerst~ hipotese is dat
ureum in staat is om die hidrofobiese bindings in die mole-
kule te breek deurdat ureum h groter affiniteit as'water toon
vir die nie-polêre aminosuursykettings. Hierdie hipotese is
oorspronklik deur Waugh370 voorgestel. Latere eksperimentele
b ind ' B' 42 N k ,265" t'eVln lngs van runlng en oza 1 lS ln ooreens emmlng
met bogenoemde aanname. In teenstelling hiermee het

. 68Colacicco beweer dat bogenoemde hipotese nie al die
eksperimentele bevindings verduidelik nie en het hy voorgestel

r
dat ureum as,h zwitterioon voorkom met h positiewe hooflading,
vandaar die benaming "ureum-katioon".
ureummolekule sien as volg daar uit:

Die amfipatiese

o
CV

en bestaan waarskynlik as een van die volgende strukture:
I

0 0 0 0
I I I H H+ I+ + 1+H-N-C=N-H H-N=C-N-H H-N=C-N-H H-N-C=N-HI I

~ ~ ~
/H - H H

Volgens Colacicco is ureum h oppervlak-aktiewe katioon, h. ioon-
uitruiler en baie swak waterstofbindingsreagens en sy
denaturerende werking word verklaar deur die ioonbindings-
krag van die molekule met proteïene.
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VI. REAK5IË VAN SULFIETIONE MET DIEDIE
DI5ULFIEDBINDING

A. Meganisme van die reaksie

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

Rosenthal

R-5-5-R + 503=
289en Oster het aangevoer dat die reaksie van

R-5·-. +

sulfiet op disulfiede deur n vry radikaalmeganisme verloop.
Die aktiveringsentropie~ dui egter op h ioniese meganisma58

. 18 109 124 126 128en verske1e werkers ' , , , het dan ook bewys dat
hierdie reaksie deur middel van h heterolitiese splitsing
van die disulfiedbinding verloop.

Die splitsing van disulfiedbindings deur sulfiet-
. ...... kl f' 1 La si k . 64,235,269 .10ne 1S "nu eo 1e e verp aS1ngsrea S1e en 1S

1 di k . 50= kb' 1 bi di 340ana oog aan 1e rea S1e van 3 met ar on1e ver 1n 1ngs
Die reaksie is bimoiekulêr en omkeerbaar, en kinetiese data
is in baie gevall~ beskikbaar56,247,342,343. Die reaksie-
snelheid is sterk afhanklik van pH, want by lae pH-waardes
vorm die minder tiofiele bisulfietioon HSO; waarvan die
reaksiesnelheid weglaatbaar klein is in vergelyking met di~
van 50;.

Die reaksiesnelheid neem na bewering58 ook sterk
af as die netto lading in die omgewing van die disulfied-
binding verander van positief na negatief. Verbindings met·
n positiewe lading reageer vinnig, di~ met n negatiewe lading
stadig en neutrale verbindings met n intermediêre snelheid.
Totale ladings het ook h invloed op die reaksiesnelheid;
so reageer n ongelaaide sistiend~rivaat (diasetielsistienester)
stadiger as die zwitterioo~vorm van sistien58.

Die invloed van die ladings op die reaksiesnelhede
word geïllustreer deur die resultate van Cecil en MCPhee58
wat in oender sta and e t abel saamgevat is:
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Snelheldskon- -
stante met SO= Netto ladingDisulfied by 250[ 3

-1 op molekule
(liter mole -1

min )

Sistamien 6700 - 8600 + 2
Diasetielsistienester 265 °-Diformielsistien (geïoniseer) 9 - 2
Sistien 1100 °3 - 2
Glutatioondisulfied 160 - 2

10 - 4

Homosistien 155

I
·0

2 - 2
1 II 1

Disulfiede met groepe wat ioniseerbaar is bokant
pH 5, toon h ·optimum pH vir die skynbare reaksiesnelheids-
konstante met sulfietione. ~~et toenemende pH is daar In
toename in die reaksiesnelheid as gevolg van h verhoging in
die konsentrasie van SO;, wat egter teengewerk word deur h

afname in snelheid as gevolg van h toename in die persentasie
meer negatief gelooide disulfiedmolekules. Die optimum pH
hang af van die pK-~aardes van die Jerskillende groepe in die
disulfiedmolekule en van die· snelheidskonstantes vir reaksies
van die verskillende gelaaide vorms met sulfietione58.

Die basiese sterkte van die swaelatoom van die
sulfietioon (S03=) word heelwat verminder deur resonansie
met die suurstofatome en gevolglik is dit nie so h sterk
t i f i 1 b di . lf'· d i (S=)' 269 D.l.·tlO le e reagens as v. le su le loon· nle
nogtans h antio-anioon, want dit teageer maklik met vry

. 127swael om tiosulfaat te vorm . Sulfiet is ook in staat
polisulfiede te ontswael:

is

om

r:
R-S-S-S-SO;R-S-S-S-S-R + SO; le + RS

"<:

R-S-S-S-SO; + SO; R-S-S-S03 + S20;

R-S-S-SO; + RS R-S-S-R + S20;
<,

Omdat tiosulfaat die minste tiofiel lS van al die ione
betrokke in bogenoemde reaksie, lê die ewewig ver na. regs en
word die ~8trasulfied maklik ontswael127. Politionate word

123
op h analoë wyse deur sulfietione ontswael



Die reaksie van sulfietione met disulfiede verloop
volge~s h SN2-meganisme en steriese verhindering kan dus in
sommige gevalle verwag word. So is bv. gevind dat
ditiodiglikolsuur (1) maklik deur sulfiet gesplits word,
terwyl ditiodimelksuur (II)' nie reageer nie254.

CH 3
I

HOOC-CH-S-S-CH-COOH

Disulfiede waarvan die swaelatome aan tersi~re koolstofatome
b i d . k' t If' t . 289,309 D'ge 1n 1S, reageer 00 n1e me su 1e n1e . 1e

bekendste geval is penisillamiendisulfied:

Fava en medewerkersl08,109 het die steriese invloede van
verskillende groepe op die volgende reaksie bestudeer:

Hulle het gevind dat die struktuur van die groep R h groot
rol in die reaksiesnelheid speel en dat steriese verhindering,
soortgelyk aan die neopentieleffek by kools~ofatome, in
hierdie reaksie ondervind word. Hierdie effek word duidelik
geillustreer deur hul resultate wat in die volgende tabel
aangegee word:

30.

B. Stereochemiese invloede

HOOC-CH2-S-S-SH2-COOH

I

CH 3 CH 3
I I

HOOC-CH-C-S-S-C-CH-COOH
/ i I \NH2 CH3 CH3 NH2 .

* -SO-
3

>.R-S-S-O; +
'-

I IR I

CH 3-
CH3-CH2-

CH 3
'CH- I

CH]'

CH3 -.CH ._- C-
3_/,

CH
I 3
I

100 k2(R)

k2 (CH~·).,:

100

50

0.7

0.0006

~----.------~---------------_I

I I

* -R-S-S03 + SO;

tweede orde-
snelheids-
kanstante



disulfied na R-5-50; is dus moontlik. Hierdie reaksie word

3l.
Diarieldisulfiede soos. difenieldis~lfied376 en

dibensieldisulfied254 word nie deur sulfiet gesplits nie.
Onsimmetriese diarieldisulfiede met sterk elektrononttrekkende
·arielgroepe, bv. 2,4-dinitro(eniel. word vinnig deur sulfiet
gesplits, terwyl ·mono-nitrogesubstitueerde verbindings stadig

270reageer . Dialkieldisulfiede wat amino- of karboksiel-
b t b ·0 to 56,64,309,342 h 0 to 247groepe eva, v. SlS len , omosls lan ,

o t 0 309 di t i di Li.k 1 343 d klok dSlS amlen en 1 10 19 1 0 suu~ , wor ma 1 eur
sulfiet gesplits.

Ten slotte kan genoem word dat die tiol wat in die
sulfitolise gevorm word, in die teenwoordigheid van oksi~eer-
middels heroksideer na disulfied wat dan weer deur sulfiet
gesplits kan word. Kwantitatiewe omsetting van die

dan ook dikwels gebruik om tiolsulfonate uit disulfiede te
berei:

R-5-5-R + 50; ; RS + R-5-50;
/I~ I
I oksideermidde~

h Hale aantaloksideermiddels kan gebruik word,
332 0 13 14soos waterstofperoksied ,tetrationaat, Jodosobensoaat ' ,

347divalente koper , of lugsuurstof met spore metaalione bv.
II III 0 64 201

Cu of Fe as ka ta Li sa t o re ' •

C. Reaksie van die disulfiedbinding in prote:lene

Die reaksie van sulfiet met die disulfiedbindings
van proteïene is taamlik gekompliseerd, want nie almal toon
dieselfde reaktiwiteit nie. By somm~g8 natuurlike proteïene
reageer slegs h deel van die disulfiedgroepe met sulfiet-
ione volledige reaksie vind eers plaas na denaturering ln
die teenwoordigheid van swaarmetale53.

Die disulfiedgroepe in natuurlike beesserum-
albumien reageer bv. nie met sulfiet by pH 6.5 nie.·Na
denat~rering met guanidien reageer slegs 12-13 disulfied-
bindings/molekule, selfs al word die reaksie vir lang tye
met hoê konsentrasies sulfietione uitgevoer. Die totaal van
17 disulfiedbindings/molekule reageer eers nadat n klein

t H ++ b 0 202 Eko t t k OIl doormaa 9 ygevoeg lS . sperlmen 8 me vers 1 en e
konsentrasies Hg++ gee dieselfde resulta9t; dit dui op
baie min direkte aanval van Hg++ op die disulfiedgroepe,
en na bewering word n merkaptied van die tipe (i) gevorm
wat dan verder met sulfietione reageer:
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S

/,
Prot I"'S

S

p-rot/ -,\. Hg
\. S ---- (i )

)

Azari6 het di~ invloed van denaturering deur ureum
op die reaktiwiteit van die disulfiedbindings van lisosiem
bestudeer en gevind dat die aantal disulfiede wat deur
sulfietionB gesplits word, toeneem met toenemende ureum--
konsentrasie. Gepaard hiermee vind daar ook h progres~iewe
deaktivering van die lisosiem plaas.

Die reaksie van sulfietione met die disulfiedgroepe
h 1 1 - . d d k55,59,203,212,372in h e ~ aanta protelene lS ree s on arsoe •

Die aantal disulfiedgroepe per molekule wat met sulfiet alleen
reageer, is bepaal. asook die totale aantal disulfiedgroepe
per molekule. Laasgenoemde is bepaal na reaksie met sulfiet
+ guanidien + merkurichloried.
die volgende tabel:

Die resultate is saamgevat in

Proteïen Aantal S-S-bindings/molekule

SO= I -Reaksie met Reaksie met SO-
I 3 3
i alleen + kwikverbinding

OksitoYsien I 1.1 -I
I

Ribonuklease I 0.5 3.95
Insulien , 1.9 3.05i
Lisosiem I 0.1 3.9

-a~Chi~otripsinogeen 0.8 4.7
a-Chimotripsien

I
3.1 4.7

Tripsinogeen 5.1 5.9
I

Tripsien I 5.2 5..9
Be8sserumalbumien 0.0 17.0
Pepsien 2.0 3.0

Uit bogenoemde tabel blyk-dit dat die disulfied-
bindings van :·h~e,lpa,i'_ty.., proteïene stabiel is teenoor sulfiet-
ione in die afwesigheid van denatureringsreagense. Lisosiem
en ribonuklease reageer.;: feitlik nie met sulfiet nie terwyl
by die meeste ander proteïene slegs h deel van die disulfied-
bindi~gs reageer. Die disulfiedbindings in proteïene verskil
dus heelwat in hul reaktiwiteit teenoor sulfiet~one, en,
soos voorheen genoem. bestaan daar nog onduidelikheid onr
watter faktore almal die reaktiwiteit beïnvloed.
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VIr. TIOL-DISULFIEDUITRUILINGSREAKSIES---
A. Meganisme van die uitruilinq

Die reaksie tussen tiole en disulfiede is van
groot belang in biochemie. Vir baie jare is hierdie
reaksie beskou as 'n eenvoudige oksidas:ie-reduksieproses:

R-S-S-R + 2 R'-SH R'-S-S-R' + 2 R-SH

Later het dit egter duidelik geword dat d~é reaksie in twee
. 129stappe plaasvind en 'n SN2-meganisme volg:

R-S-S-R + R'-SH

R-S-S-R' + R'-SH

R-S-S-R' + R-SH

R'-S-S-R' + R-SH

ondersoek
Die eerste geval waar tiol-disulfieduitruiling

221 224 225is, is in 1920 deur Lecher ' , gerapporteer:

Die eerste kwantitatiewe bestudering van tiol-
136 .disulfieduitruili~ is in 1937 deur Fredga gepubliseer.

Hy het die reaksie tussen (+) ditiodimelksuur en tiomelksuur
polarimetries bestudeer en vasgestel dat dit 'n bimolekulêre
uitruilingsreaksie is. In 1938 is die reaksie tussen
L-sistien en tioglikolsuur polarimetries ondersoek deur
Bersin en Steude128• Hulle het die ewewigskonstantes bepaal
en aangetoon dat die reaksie deur die merkaptiedioon 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

. 204bewys sou word •

Die ewewigskonstantes vir talle tiol-disulfied-
sisteme is reeds bepaal en dit is bewys dat daar hoë konsen-
trasies onsimmetriese·disulfiede by ewewig bestaan97,98,111,
204,211 Dit is vir 'n geruime tyd aanvaar dat die uit-
ruilingsreaksie deur die merkaptiedioon RS- verloopI55,183,
185,360, en later ~s dit dan ook deur kinetiese studies
bevestig28,111. Die snelheidskonstante vir die reaksie
van sistien met tioglikolsuur is bv. 104 keer groter vir
die RS--vorm as vir die RSH_vorm211 en die reaksiesnelheid
word gegee deur:

Omdat hierdie uitruilingsreaksie basis-gekataliseerd is, is
daar nog 'n meganisme waarvolgens dit moontlik kan verloop:
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RSSR + OH-

R-SOH + R'S-

R-SOH + RS

R-S-S-R' + OH

Favalll het egter daarin geslaag om te bewys dat die
reaksie nie so verloop nie, maar wel deur TI aanval van die
merkaptiedioon op die disulfied.

Tiol-disulfieduitruiling kan so~s wel deur
middel van TI vry radikaalmeganisme plaasvind. So is bv.
gevind dat ultravioletlig die uitruiling tussen tiokresol
en ditolieldisulfied kataliseer159•

Die ewewigskonsentrasies van onsimmetriese disul-
fiede in tiol-disulfiedsisteme word bepaal deur die twee
ewewigskonstantes K2 en K3:

K2
[RSSR 'J[ RS-]
LR ;S- J!B SSRJ

K3 = CR 'SSR'J [RS- ]
[R ;S-] [RSSR 'J

K2 2

is = K4 [ R5SR']
[RSSR][R 'SSR">]

K4 is dus die ewewigskonstante vir die disulfiedsisteem:

RSSR + R'SSR' 2 RSSR'

Die ewewigskonstantes K2 en K3 is vir TI hele
aantal tiol-disulfiedsisteme bepaal en by almal is
gevind dat K2.) 1 en K3 < 1, wat beteken dat daar by
ewewig hoê konsentrasies onsimmetriese disulfiede teen-
woordig ~s. Die volgende tabel gee gepubliseerde waardes99

van die ewewigskonstantes K2 en K3 vir TI aantal tiol-disul-
fiedsisteme aan:

~ K3

Sisteamien-sistien 4.76 o • 75
Sisteamien~glutatioon-

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 glutatioon-sistamien-
sisteem is K2» 1 en K3«1, sodat K4 baie groot is. Dit is
dan ook gevind dat die onsimmetriese disulfied in groot
hoeveelhede gevorm word.



Tioglikolsuur
Sisteïen
Tiolhistidien
Merkaptoëtanol
E rgotionien
Glutatioon
Tiofenol (in 70% etanol)
o-Tiokresol (in 70% etanol)

-0.15
-0.15
-0.10
-0.07
-0.06
+0.03
-0.31
-0.12

35.

B. Redokspotensiale van tiol-disulfiedsisteme
125Foss het aangetoon dat daar h noue verband

bestaan tussen die oksideerbaarheid en die S-nuk18ofiliteit
(tiofiliteitl van sekere e n i one :

2 XS XSSX + 28

Hoe laer die oksidasiepotensiaal van die sisteem
2 XS-/XSSX is, hoe groter is die basiese sterkte of
S-nukleofiliteit van XS-_ gewoonlik. Alhoewel Foss in
staat was om by n hele aantal gevalle die reaksieverloop
suksesvol te voorspel, was dit nie so maklik in die geval
van tiol-disulfiedsisteme nie. By hierdie sisteme is die
oksidasiepotensiale van die verskillende merkaptiedgroepe
baie klein, moeilik bepaalbaar en verskilook nie veel van
mekaar nie. Talle pogings is al aangewend om die oksidasie-
potensiaal 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 merkaptied
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 verkeer293. Hier word aangeneem dat die
swael elektro-onaktief is en dus nie die elektrode affekteer
nie. Die aanname is ook gemaak dat die elektrodepotensiaal
heeltemal via die jodium-jodiedsisteem bepaal word. Hierdie

k" 1 t k it i 137 d di f e i dwer 15 a er ge r1 1seer op gron van 18 e1t at
jodium mat tliie kan reageer om ander produkte benewens
disulfiede te vorm. Alhoewel daar dus onsekerheid bestaan
oor die absolute waardes van redokspotensiale wat deur middel
van bogenoemde metode bepaal is, het bierdie waardes
heelwat betekenis in die gevalle waar slegs n vergelyking
van die reduksievermoë van tiole nodig is.

vir In
Die volgende tabel gee die reduksiepotensiale aan

46aantal tiol-disulfiedsisteme, sqos bepaal volgens
bogenoemde metode:

Tiol E' (vs. N.W.E.) (pH 7.0)o



E '
o RSSR.:/RSH E~ R'SSR'/}{SH. - O. 0 30 7 log
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Van bogenoe~de ~eeks tiole is tiofenol die beste

reduseermiddel. Hierteenoor is glutatioon die swakste
reduseermiddel, m.a.w. dit is baie maklik om glutatioon-

46glutatioon speel n groot rol in baie biologiese prosesse
disulfied te redugeer. Hierdie besondere eienskap van

Die probleem van omkeerbare 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 Pih197 ewewigstudies op tiol-disultied-
uitruilings uitgevoer en gevind dat die volgende verband
tussen die sisteme bestaan:

E ' ;. 'o R,SSR/'RSH ,RSH = E~ 'RSSR'/R'SH- 0.0307 log K2

Wannesr die ewewigskanstantes K2 en K3 vir die
sisteme (R-SH + GSSG)' en (H-SH + sistien) bekend is, kan
die verband tussen d~e redok~potensiaal van sisteien en di~
van glutatioon bereken word. Volgens hierdie metode J.S
die redokspotensiaal van sisteien 0.01 volt hoër as dié
van glutatioon, wat egter teenstrydig is met die w'aardes
wat deur Calvin46 verskaf is. (Hierdie potensiaal is
relatief tot dié van glutatioon en nie tot die normale water-
stofelektrode nie.)

Ko~thoff 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

odie sistien-sisteiensisteem -0.33 volt is by 25 C en pH 7.0.
bit stem 'oO,reenm.et wa~rdec:;~ - verkry vanaf potensiometriese
t di 149,158s u J.es . asook met waardes bereken uit termodina-
. 'd 35 NmJ.ese ata . et 90 stem die waarde v~n die reduksie-
t e '. 1 t d 1 f i t udi 205 kpa ~nSJ.aa wa eur pa arogra J.ese s u J.8S ver ry is,

ook goed met boge~oemde waarde ooreen.

Reeds in 1937 262is gewys dat die polarografiese
halfgolfpotensiaal El van nomkeerbare oksidasie-reduksie-

'2
sisteem in ~ goed gebufferde oplossing die E' van die sisteem

o
weergee. Dit geld vir eenvoudige tiol-disulfiedsisteme,
en onlangs is bewys dat dit ookivan toepassing' is op die
Idisulfiedbindings in proteiene60 Insulien gee bv. n
reduksiegolf by pH 1.1 met n halfgolfpotensiaal van -0.244

, 0volt (vs. N.W.E. by 25 C). E.1..by pH 7 is -0.38 volt
2

(vs. N.W.E.) en omdat die reduksie heeltemalomkeerbaar is,
moet dit ook die reduksiepotensiaal E' wees by pH 7.

o Hie rdie



heelwat verskil wat betref hul reduseerbaarheid. Da a r is

37.
waarde stem goed ooreen met dié van sistien wat volgens

. . 6S 137ander metodes bepaal lS ' .

Daar bestaan aansienlike verskille in die reduksie-
.1. • 1 di If' db' d i . t eI 60,373 5po~enSla evan lSU le ln lngs ln pro GlenS 0

bv. word die twee interkettingdisulfiedbindings van insulien
by bogenoemde potensiaal gebreek, terwyl die intraketting-
disuJfied eers by 'n effens hoër potensiaal gereduseer word.
Die verskil in die reduseerbaarheid van disulfiedbindings
kan egter nie altyd toegeskryf word aan die verskil tussen
inter- en intrakettingbindings nie, want dit is bv. gevind
dat die vier intrakettingdisulfiedbindings in ribonuklease

aangevoer dat omgewingsfaktore ook h invloed op die reduksie-
potensiale moet hê.

Die reduksiepotensiale van kleiner disulfied-
molekules soos glutatioon en ditiodiglikolsuur lê skynbaar
baie na aan dié van sistien. Kolthoff204 het dit in beide
gevalle met behulp van eW8wigstudies bepaal en h waarde van
-0.32 volt gevind, wat goed ooreenstem met die waardes wat
deur Ghosh148 verskaf i~. Hoewel daar heelwat werkers was
wat beweer het dat die reduksiepotensiale van glutatioon en
sistien baie laer ·is as -0.32 volt, dui die jongste inligting
tog op n reduksiepotensiaal van die orde -0.33 tot -0.39

It . di t d i If' db' di 6S,137vo vlr le mees e lSU le ln lngs

Daar bestaan nog nie duidelikheid oor presies wat
die verband is tussen reduksiepotensiale en die reduksie-
vermoë van t.ide soos dit eksperimenteelondervind 'word nie.
Daar is beweer242 dat die reduksievermoë van tiole as volg
toeneem:

tersiêre tiole <: sekondêre tiole"" primêre tiole <
aromatiese tiole.

Dit stem nie ooreen met die' bevindings van Maclaren nie240
Hy het in n ondersoek van die disulfiedbindings in wol gevind
dat die reduksievermoë van h reeks tiole as volg toeneem:

HooC-CH2-5H <" H2N-CH2-CH2-5H <~C6HS-5H <,Ho-CH2-CH2-SH <
C2HS-SH <C6HS-CH2-SH

Daar bestaan .geen korrelasie tussen die reduksie-
.. b d.L· 1 h 1 d ks i t' . 1 . 240vermoe van ogenoem e ~lO e en u re u slepo enSla e nle

Verder is dikwels beweer dat penetrasie die reaksies by wol
behoort te beïnvloed omdat groter molekules dié vesel
moeiliker binnedring as kleiner molekules. Uit bogenoemde
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reeks blyk egter dat een van die grootste molekules,
nl. bensielmerkaptaan, in werklikheid die beste
reduseermiddel is. Daar bestaan ook die moontlikheid dat
die dissosiasie van die tiols hul reduksi8vermo~ kan
b~invl08d, ma&r Moelaren kpn geen korrelasie vind tussen
die pK-waardes van die tiolgroepe en die reduksievermo~
van die verskillende tiole nie.

Skynbaar is die reduksieproses baie ingewikkeld.
Benewens die teduksie~ot8nsiaal van die tiol moet talle
ander faktore soos pk-~aardes, geaardheid van die tiol,
adsorpsie en stereochemiesG verhindering die reaksie
beinvloed.

c. Faktore wat die reaksiesnelhede by tiol-disulfied-
uitruilinq beinvloed

(i) Die geaardheid van die disulfied speel h belangrike
rol in die reaksiesnslheid. Na bewering38 word die reakti-
witeit van disulfiede beinvloed deur strukturele faktore en
ook deur die netto lading op die disulfiedmolekule.
Gevolglik vind reaksie makliker plaas tussen twee teenoor-
gesteld gelaaide molekules as tussen twee identies gelaaide
of twee ongelaaide molekules58. So bv. is die snelheids-
kanstante vir "die reaksie van glutatioon met sistamien
300 maal groter as vi~ die reaksie van glutatioon met diase-
tielsistamien.

Ten spyte van"hierdie verskille in reaksiesnelhede
is die reaksie van glutatioon met dlsulfiede by fisiologiese
pH-waardes nogtans baie vinnig. So bv. word 8l van die
disulfied binn~ die eerste sekonde gereduseer in die reaksie
van 0.001 M glutatioon met 0.001 M N,N'-diasetielsistamien98.

(ii) Die geaardheid van die verplasende merkaptiedgroep,
Y-S-, het ook h groot invloed op die reaksiesnelheid. Dit
is bewys dat die uitruiling nie deur die merkaptaan YSH
verloop nie, maar wel deur "die merkaptiedioon YS-. Gevolglik
word die reaksie~nelheid bepaal deur die hoeveelheid Y-S-
wat beskikbaar is by die pH waarby die reaksie uitgevoer
word, d.w.s. dit word bepaal deur die pK-waarde van die
merkaptaan.

Die ionisasie van merkaptane by fisiologiese pH-
waardes behoort dus h aanduiding van hul biologiese aktiwi-
teite te gee~' Die volge~de tabel, geneem uit die publikasie

22van Benesch en Beneseh ,gee die persentasie ionisasie van
haantal tiole by pH 7.4 aan:



Merke.ptaan % RS- by pH 7.4
Sisteienetielester 16
Sisteiniel-glisien 11
Sisteamien 11
Sisteïen 6
Glutatioon 1
Homosisteïen 1
y-Glutamiel-sisteien 1
Tioglikolsuur 0

Daar bestaan h baie goeie korrelasie tussen bogenoemde
ionisasiewaardes en die snelheid van deaktivering van anti-
biotiese middels, soos streptomisien, deur merkaptane.

'Cavallit052 het bv. gevind dat die deaktivering deur h
spesifieke tiol toeneem met h toename in pH van die oplossing.
By h konsti.Jnti3pH nOQm die deoktivering as volg toe vir
h ree kst i01e :,

tioglikolsuur <N-asetielsisteïen :::':::'glutatioon<
glisiel-sisteïen <sisteïen < sisteiniel-glisien

Dit dui beslis daarop dat die merkaptiedioon die reaktiewe
~pesie by die uitruilingsreaksie is.

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 pKSH-waardes by h gegewe pH kleiner kan wees
as wat verwag is, omdat die hoër konsentrasie merkaptiedione
van die groep met laer pKSH na bewering opgehef worrl deur die
groter nukleofiele reaktiwiteit van die ione van die groep

58met die ho~r pKSH-waarde .
So het Favalll gevind dat die snelheidskonstante vir

die reaksie tussen n-butaanmerkaptied en trimet~leendisulfiGd
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 hoër is as die van
tioglikolsuurmetielester (pK = 8). Dit blyk dus dat
elektrononttrekkende groepe in die molekule die elektron-
digtheid op die swaelatoom verlaag en die ioon minder
nukleofiel maak.

Eldjarn99 het die reaksiesnelhede van sistien met
haantal sisteien- en sisteamienderivate by pH 7.4 ondersoek
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en gevind dat dit ongeveer dieselfde is in die meeste
geva lle. Die pK-waa rdes van die tiole wat gebruik is,
varieer van 7.7 (penisillamien) tot 10.1 (homosisteien) , en
gevolglik bestaan by pH 7.4 ongeveer 50% van eersgenoemde
tiol in die geioniseerde vorm, terwyl slegs 0.2% van
laasgenoemde geïoniseerd is. Hiervan het Eldjarn afgelei
dat by n gegewe pH die afname in konsentrasie van merkaptied-
ione met toenemende pKSH-waarde effektief gekansel18~r word
deur n toename in nukleofiele reaktiwiteit van die
merkaptiedioon.

Aromatiese tiole soos tiofenol, 294-dinitrotio-
fenol en ergotioneien vorm na bewering nie onsimmetriese
disulfi~de met sistieh nie en stelook geen sisteien vry
nie, selfs al word noormaat tiol gebruik99. Dit beteken
dat die ewewigte in s01ke sisteme ver na links ver~laas
is, m.a.w. dat die redokspotensiale van die aromatiese
tiole heelwat hoër is as die van sistien/sisteien. By
aromatiese tiole word die mer~aptiedgroep gestabiliseer deur
resonansie van die nO-elektrone van die ringstruktuur, wat
dan ook hul lae pKSH-waardes verklaar.

Dit is .noodsaaklik om hier te wys op die gebruik
om sekere spesifieke pK-waardes 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 n foutiewe vertol~ing van resultate lei. Die be pa ling
van die dissosiasiekonstantes van die merkaptaangroepe van
e~nvoudige alkiel- en arieltiole lewer nie veel probleme op
nie en die pK-waardes van n gOroot aantal tiole is dan ook
b k d46,2oB DlOt lA lOk ° dO bOd 9 5 -lO 5. e en . 8 gewoon l In le ge l8 van . - ..
Indien die molekule n aminogroep sowel as n merkaptaangroep
bevat, word die saak meer gekompliseerd omdat dit moeilik is
om vas te stel watter proton eerste sal dissosieer3B,5B.
In n molekule soos sisteamien (H3~-CH2-[H2-SH) word die
pK-waarde van die SH-groep verlaag deur die invloed van die
positiewe lading op die aminogroep • Terselfdertyd is die

.J.. .pK·waard€ van die NH~-groep ho~r as bv. di~ van etielamien as
gevolg ven dia negatiewe lading op die swaelatoom. Dit word
teenswoordig aanvaar22 dat pKl die dissosiasiekonstante V2n
die SH-groep en pK2 dié van die NH;-groep is in bogen08~de
geveil.
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Bevát die molekule verder ook h COOH-groep, soos

sisteïen (HOOC-CH(NH2)-CH2-SH) dan word die suursterkte van
die aminogroep verder verhoog omdat die induktiewe invloed
van die karbonielgroep' groter is as die elektrostatiese
effe~ van die negatiewe lading22 Dit bring die ionisasie
van die aminogroep in dieselfde gebied as dié van die SH-
groep, met die gevolg dat dit nou nie meer moontlik is om
pK2 en pK3 aan die SH- of NH~-groepe toe te skryf nie.

50(Cannan het bewys dat pKl wel die pK-waarde van'die
COOH-groep is in die geval van sisteïen).

In h 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

kl . . 92,144,228opge aar ~s n~8 •

In die volgende lys word die gepublis8erde pK-waardes~
vir haantal tiole aangegee:

Ref.pKpK--------7--------------------------
9.58

10.50
9.43
6.52
7.78

Raf. TiolTiol
76
22
58
67
76

138
46
35
76

277
138
46
22

8.10
8.35
8.40

10.28
8.70
8.15

76 Sisteamien
76

208

Merkaptoëtanol
Etielmerkaptaan
Bensieimerkaptaan
Fenielmerkaptaan 208 Sisteïen

76
138
80

236
76

138

~-Merkaptopropioonsuur 10.05
r:8.30

10.78
8.32
9.62
8.56
8.70
9.20

10.20
10.12
10.06
8.70

10.00

Tioglikolsuur

Horno s i s t e f an Glutatioon
22

9.50 58
9.52 138

N-formielsisteïen
N-asetielsisteïen

Uit bogenoemde tabel ~s 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 proteïene, wat heelwat meer gelaaide
groepe bevatf word die saak verder gekompliseer deurdat
waterstof- en hidrofobiese bindings ook die'ionisering van die
tlligroep kan beïnvloed212,301. Daar is beweer dat die tiol-
groepe van hemoglobien bokant pH 10 Bsrs begin dissosieer331•



R-S-S-CH -(CHOH) -CH -SH :;::=::::222 ,
+ R-SH
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D. Verdere aspekte van tiol-disulfieduitruiling

By sommige tiol-disulfiedsisteme word daar
besonder hoë persentasies onsimmetri~s8 disulfiede gevorm.
Volgens Eldjarn99 kan die termodinamiese stabiliteit van
hierdie onsimmetriese disulfiede nie toegeskryf word aan h

groter sterkte van die disulfiedbinding nie en behoort die
asimmetrie van so h disulfied die binding eerder te ver-
swak. Dit blyk dat hierdie onsimmetriese disulfiede gesta-
biliseer word deur waterstofbindings. In ~ie geval van die
onsimmetriese disulfied glutatioon-sisteïen word waterstof-
bindings tussen die aminogroep van die y-glutamiel- en die
karboksielsuurgroep van die s~steinielr8ste onderskeidelik
gevorm. Dit kan moontlik verklaar waarom sommige tiole nie
in vivo beskerming teen ioniserende straling verskaf nie,
want geeneen van die nie-beskermende tiole is in staat om
waterstofbindings te vorm nie.

Sikliese disulfiede speel soms n besondere rol by
t· 1 d i 1 f i d it .1 . III , 220 •357 S 1 d10 - lSU -le u i : r ua a nqs 0 'n geve wor
gevind by.l,4-ditiotreito166. Hierdie ditiol kan na bewering
vry sistien kwantitatief na sisteïen reduseer, terwyl dit
self na h sesledige sikliese disulfied geoksideer word:

R-S-S-.R + HS-CH2-(CHOH)2~CH2-SH
"

R-SH + R-S-S-CH2-
(CHOH)2-CH2-SH

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

d t ureri 371van ena urerlngsreagense .

D . b 99 d . kLi di If' daar lS eweer .at Sl lese lSU le e, soos
lipoïensuur, nie met tiole reageer nie. Wanneer die
gereduseerde vorms v~n lipoïensuur of 2,3-ditiopropanol
egter met h disulfied soos sistien reageer, verloop die
reaksie kwantitatief na regs en word die ooreenkomstige
sikliese disulfied en sisteïen gevorm, met slegs spore
onsimmetriese disulfied daarby. Hierdie reaksie is moeilik
verklaarbaar {ndien aanvaar word dat daar wel _heelwat spanning
in die ring van lipoïensuur bestaan, soos voorheen beweer
. 285lS



behels almal tiol-disulfieduitruilings. Hierdie reaksie

E. Enkele toepassings van die tiol-disulfieduitruilings-
reaksie

Die bepaling van tiolgroepe deur midd~l van tiol-
disulfieduitruiling het die afgelope paar jaar heelwat
veld gewen298. In 1958 het EllmanlOl n metode'vir die
bepaling van tiole beskryf wat op die volgende reaksie
gebaseer is:

Die aantal p-nitrotiofenolione wat in bogenoemde reaksie
gevorm word, is n funksie van dia aantal R-S-ione wat
oorspronklik teenwoordig waS. Omdat die absorpsiespektrum
van die merkaptiedioon 02N-C6H4-S- (absorpsiepiek by 412 m~)
totaal verskillend is van di~ van die oorspronklike disulfied
(absorpsiepiek by 320 m~), en aangesien bewys is dat
bogenoemde reaksie kwantitatief verloop, kan die oorspronk-
like tiolkonsentrasie vasgestel word deur die kalorimetriese

102bepaling van 02N-C6H4-S-' Later het Ellman oorgeslaan na
die gebruik van n ander reagens, 5,5'-ditiobis-(2-nitro-
benso§suur) (DTN) ~at net soos bis-(p-nitrofeniel)-disulfied
met tiole reégeer en op n sdortgelyke manier bepaal kan word.
Die voordeel van DTN is dat dit wateroplosbaar is en nie hoê
konsentrasiffiasetoon benodig .om op te los soos bis-(p-
nitrofeniel)disulfied nie. Die gevolg is'dat dit gebruik
kan word vir die kwantitatiewe bepaling van tiolgroepe in
biologiese materiale. n Nadeel van hierdie ~ipe bepalings
is dat dit nie kwantitatiewe resDltate gee vir die tiol~
, h d t . lOk t - " 196ln ou van na uur 1 e pro elene nle .

L' k 229ln 0 het op n soortgelyke manier die aantal
tiolgroepe in koringmeel bepaal met 2,2'-dihidroksi_-6,6'-
Uinaftieldisulfied. n Baie interessante bepalingsmetode
js di~ wat deur Bitny_Szlachi031,32~87,l82 ontwikkel is.
Hy het n onsimmetriese di~ulfied (~-hidroksiëtiel-2,4-
dinitrofenieldisulfied) gebruik om SH-groepe in proteïene
soos aktien, albumien en miosien te bepaal. Bogenoemde
disulfied reageer kwantitatief met tiole en vorm 2,4-dinitro-
tiofenol wat spektrofotcimetries bepaal wo~d.

Verder berus talle oksidasies en reduksEs op
t" 1 di If" du i t 'I" D" ksi.desi . k t'" d 61,125la - lSU le Ul rUl lna. le 0 Sl aSle van mer ap le e ,
xantate49, ditiokarbama;el17 en tiobensoate48 na disulfiede .
deur tetrationaat, die oksidasie van xantate en ditiokar-
bamate na disulfiede deur bis~(dimetoksifosfiniel)disulfied124



die teenwoordigheid van natriumdodesielsulfaat. So word
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vind ook 'n toepassing in die industrie by die rekspannings-
verlaging van polisulfiedrubbers338 en in die permanente

384golwing van hare • Dit is egter veralop die gebied
van die biochemie dat hierdie reaksie 'n baie belangrike
rol speel. Dit sluit o.a. die studie in van die disulfied-
k . bi di . 1· 295 'n t ud i di f i . 1rU1S ln lngs van lnsu len , s u le van le lSlO 0-

giese aktiwiteit van hormone soos oksitoksien en vaso-.
pressien90, asook 'n ondersoek ra die funksie en gedrag
van reaktiewe ~n onreaktiewe tiolgroepe in proteïen85

F. Die rol wat tiol-di~ulfieduitruilinq en onsimmetriese
disulfiede in E.E0teïene speel

(a) Die reduksie van dis~lJiedbindings in proteïene

'n Biochemiese reaksie wat dikwels bestudeer word,
is die reduksie van die di suLf.ie dbi.ndi.nq s in proteïene deur
tiole met'n lae molekulêr gewig33,104,286,3~3,378. Hierdie
reaksie word gebruik om polipeptiedkettings wat deur
disulfiedbindings aan mekaar gebind is, te skei vir amino-
suurvolgordebepalings, by die studie van die rol wat
tiol- en disu~fiedgroepe in biologiese reaksies speel en ook
by 'n ondersoek na die invloed van disulfiedbra~ op die
driedimensionele struktuur van proteïene.

In ba ie geva Lle word die d isu1fie dbind ings van
natuurlike proteïene slegs .in 'n geringe mate deur tiole
gereduseer, selfs al is 'n groot oormaat tiol teenwoordig.
N~ denature~ing vin~ reduksie makliker plaas; volledige
reduksie van disulfiedbindings is dan ook verkry na
denaturering deur hitte256 of in die teenwoordigheid van

133,227 .. 186 f b . ·dd 1 174,251ureum , guanldlen , 0 enattlngsml es.

8eesserumalbumien bevat sewentien disulfied-
bindings. In die natuurlike proteïen word slegs een van
hierdie disulfiedbindin~s deur sisteamien251 of tioglikol-

186 .suur gereduseer,ter~yl al sewentien gereduseer word in

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 bew~er358 dat die disulfiedbindings in
proteïene wel kwantitatief deur tiol~ gereduseer kan word
in die afwesigheid van denatureringsreagense, d~ur 'n groot
oormaat tiol te gebruik. Op hierdie manier is a 1 die
disulfiedbindings in insulien, lisosiem en beesplasma-
albumien deur 4 M merkaptoetanol (400-voudige oormaat)
gered~seer in die afwesigheid van ureum. Aangesien die



Prot-SH + DSSD Prot-S-S-D + DSH

45.

reduksie n omkeerbare proses is, verplaas die oormaat tiol
die ewewig na bewering heeltemal na regs en vind volledige

-reduksie plaas. Daar bestaan ook die moontlikheid dat
denaturering as gevolg van die hoë konsentrasie merkaptoë-
tanol die reduksie kan bevorder.

Dit is maklik om met behulp van reduksie vas te
stelof die disulfiedbindings in n proteien inte.r- of
intrakettingbindings is. Bly die molekulêre gewig van die
proteïen n~ volledige reduksie onveranderd, is al die
disulfiedbi~dings van die intrakettingtipe, maar as daar
n afname in molekulêre gewig ondervind word met die
vorming van meer as een polipeptiedketting, beteken dit
dat sommige van die disulfiedbindings van die intBrketting-
tipe is. Laasgenoemde is. bv. die geval by insulien.
Op hierdie manier is ook bewys dat die disulfiedbindings

- l' . 133 b Ib . 174 1 1 . t k tt'van ~sos~em en eesseruma um~en a ma ~n ra e ~ng-
gebonde is.

(b) Die vorming van onsimmetriese disulfiede tussen
tiligroepe van proteïene en tiole van lae molekulêre
gewig

Heelwat onsimmetriese disulfiede tussen
proteïene en tiols van lae molekulêre gewig is al berei.
Kanarak184 het nonsimmetriese disulfied van gereduseetde
Bierwitlisosiem .en sisteïen berei. Verder is met behulp

335van radioaktie~e tioglikolaat bewys dat tot 4% van die
disulfiede in wol in die onsimmetriese vorm bestaan na
redu ksi e met ,tioglikolaat. Dit is ook bekend dat
merkaptobarnsteensuur op h soortgelyke wyse ~et die

'308 . 96sistiengroepe van wol reageer. Klotzl het gevind
dat nonsimmetriese disulfied gevorm word in die reaksie
tussen beesserumalbumien en die dinatriumsout van die
gekl~urde 2,21-(2-hidroksi-6-sulfonaftiel-l-aso)difeniel-
disulfied:

n Soortgelyke reaksie is ondervind by ~-laktoglobulien
196wat twee SH-groepe per molekule bevat . Alhoewel dit

geen proteien betref nie, is dit interessant om te meld
dat nonsimmetriese disulfied tussen n getioleerde
polisakkaried en sisteamien berei is deur n aantal

83Italiaanse navorsers •

Eldjarn en Pih196 het die reaksie tussen
'.l. • .35S t .. d k d ds~s~a~~en- en pro e~ene on ersoe en gevin at bees-
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(R-SH ongeïdentifiseerde
vlugtige tiol).

en mensserumalbumien, asook menshemoglobien en katalase
die sistamien chemies bind deur middel van disulfied-
bindings. B~handeling van hierdie onsimmetriese disulfiede
tussen t~olgroepe van proteïene en sisteqmien (proteien-
S-S-CH2-CH2-NH2) met hoormaat sisteïen lei tot die vry-
stelling van die sisteamien. Bogenoemde proteïene bevat
almal vry tiolgroepe en dit word aanvaar dat die onsim-
metriese disulfied deur hierdie tiolgroep gevorm word.
Insulien en sitochroom C bevat nie vry tioigroepe nie en
vorm onder soortgelyke kondisies ook geen onsimmetriese
disulfiede met sisteamien of sistamien nie.

Die feit dat onsimmetriese disulfiede in vitro
kan vorm tussen proteïene en tiole met lae molekulêre
gewig, het daartoe gelei dat die vprming van sulke tipes
verbindings in vivo ondersoek is. Dit i~ dan ook bewys98
dat onsimmetriese disulfiede in vivo gevorm word tussen
die serumproteïene, asook hemoglobien, en sisteami~n-35S
wat in muise ingespuit is. Heelwat disulfiede van hierdie
aard is reeds uit biologiese sisteme geïsoleer, o.a. die
baie interessante onsimmetriese disulfied sisteien-
homosisteïenl39 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 geïsoleer
63,336 Verder bestaan daar h sterk moontlikheid dat
kristallyne gliseraldehied-3-fosfaatdehidrogenase glutatioon

\ . 199mag bevat wat as onsimmetriese disulfied gebind ~s
Onl~ngs het Ferdinandl15 bewys dat die simogeen van ~trep-
tolkokke~proteïnase een disulfiedgroep per mol~kule bevat

"--__,., .

en na reduksie is gevind dat hierdie disulfied h onsimme-
triese een is:

Proteïen-S-S-R Proteïen-SH + R-SH

(c), Tiol-disul fi'eduitruiling in proteïene

Afgesien van bogenoemde uitruilings~eaksies vind
daar ook no~ meer subtiele uitruilings in proteïene plaas.
Onder geskikte kondisies word disulfied-disulfieduitruilings
in proteïene geïnisieer d~ur klein hoeveelhede tiol.
Die tiol reageer met h disulfiedgroep om ~ nuwe disulfied-
binding te vorm, en terselfdertyd.·stel dit h verdere tiol-

t d i kt' tI 79groep vry wa ~e proses an voor Sl •
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Hierdie uitruiling kan soms drastiese
veranderings in die geaardheid van die proteïen veroorsaak
en verskynsels soos me denaturering van proteïene word aan
hierdie tipe uitruiling t~egeskryf. So is bewys dat die
een SH-groep van b eespLesmr--io Ibum.ien 'Il g root rol speel in
die aggregering van hierdie proteïen, en dat die klonte
gevorm deur termiese denaturering van natuurlike albumien
verskil van di~ gevorm vanaf albu~ien waarvan die tiolgroep

. 180 169geblokkeer ~s . Huggins het beweer dat die aggregering
van bees- en mensserumalbumien om dime re en polimere te
vorm, afhanklik is ~an tiol-disulfieduitruiling, aangesien
h) gevind het dat hierdie dimere afgebreek word wanneer
die proteïen met tiole behandel word381 Verder i~ 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 proteïene; want gelvorming word uitgeskakel deur
d . bl kkeri d . 't i 1 170~e 0 er~ng van ~e ~p groepe .

. 179Jensen het beweer dat daar by die denaturering
van proteïene deur uroum 'Il tiol-disulfieduitruiling plaas-
vind wat tot die vorming van'nreëlmatige driedimensionele
gelstruktuur lei. In die geval van denaturering deur
warmte lei dit ~ot 'Il sy-aan-sy-assosiasie omdat daar geen
ureum teenwoordig is om die molekules van mekaar geskei te
hou nie. Hierdie uitruilingsmeganisme by denaturering is
bevestig in ve~dere ondersoeke op proteïene soos oVelbu-
. 246 (-{1 k 1 b 1· 231m~en en ~- a tog 0 u ~en •

Die presipitasie van proteïene met alkohole
begunstig skynbaar ook tiol-disulfieduitruilings, want dit
is bv. gev~nd dat die behandeling van beesplasma-albumien
met koue alkohol (60%) veroorsaak dat die proteïen na 'Il

dimeer omskakel. Proteïen wat met joodasetamied behandel
is bm die tiolgroepe te blokkeer, reageer nie onder soort-
gelyke kondisies nie341•

Dit is ook bewys dat die reologiese eienskappe
van deeg 'Il funksie is van die aantal disulfiedbindings wat
dit bevat. Verwyder~ng van die SH-groepe in deeg deur
reaksie met N-etielmaleïenimied maak die deeg taaier

135deurdat tiol-disulfieduitruilings verhoed word •

Dit is nou beslis bewys dat tiol-disulfied-
uitruiling ook in vivo plaasvind, en hierdie reaksie speel
'Il rol in talle fisiologie~e prosesse. Die stolling van
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bl df i.b . . 'Il . b Id hi 232oe ~ r~nogeen ~s goe~e voor ee ~ervan • Deur
middel van'n tiol-disulfieduitruilingsreaksie veroorsaak
die fibrien-stabiliserende faktor (FSF) kruisbinding van
die oplosbare fibrien-s-molekule.om die onoplosbare
fibrien-i te vorm. Seldeling is nog 'Il baie belangrike
biologiese proses waarby hierdie uitruiling'n rol kan
speel. Onlangs is bewys dat uitruiling plaasvind tussen
glutatioon en proteiendisulfiede gedurende die komplekse

i t 243 D' bi Lo o i k: diproses van m~ ose . ~e ~o og~ese wer ~ng van ~e
h . 320 . L'i 119 t f 1ormone vasopress~en en ~nsu ~en me wee se
behels waarskynlik ook 'Il tiol-disulfieduitruiling.



disulfiedblnding is besonder ingewikkeld. Dit is die
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VIII. DIE REAKSIE VAN ALKALI MÉT DIE
DISULFIEDBINDING

Die reaksie van die hidroksielioon met die

gevolg van sekondêre reaksies wat die reaksie so gekompli-
seerd maak dat die presiese reaksiemeganisme moeilik
bepaal kan word.

311Sommige navorsers het beweer dat die
splitsing van n disulfiedbinding volgens n SNl-meganisme
verloop:

R-S-S-R
"R:S: +

+ ..
S:R

Die twee givormde fragmente kan na ander produkte ontbind:
uit die negatief gelaaide deel vorm tiol as merkaptiedioon,
terwyl die posnmf gelaaide deel op verskeie maniere kan
stabiliseer, o.a. deur vry swael of H2S af te splits.

Volgens die. jongste inligting wat beskikbaar 1S,

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 SN2-meganisme volg. Na ansiogie van die
alg~mene vergelyking vir die nukleofiele splitsing van n
disulfiedbinding behoort die reaksie met n hidroksielioon
as volg te verloop:

R-S-S-R + OH R-S + R-SOH

n Merkaptiedioon sal dus uit die disulfied verplaas word,
terwyl n sulfGe~suur gevorm word. Dit is bekend dat
sulfeensure beson~er onstabiel 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 meeste disulfiede taamlik stabiel teenoor 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 n aterk affiniteit vir
koolstof- en waterstofatome het, word die disulfiedbinding
dikwels vernietig deurdat ander meganismes in werking tree.

Die enigste disulfiede waar n merkciptiedioon direk
deur n hidroksielioon verplaas kan word, is die wat
karboniel- of onversadigde groepe op n a-koolstofatoom het,
asook diarieldisulfiede3ll. Na bewering7 is sulfeensure
(R-SOH) by sommige van hierdie splitsingsreaksies
geidentifiseer, maar die bewyse wat aangevoer ~ord, 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

d . t 41van sy erlva e
is, is die van antrakinoon en enkele

1alle pogings is al aangewend om
ander sulfeensure te berei, maar almal was onsuksesvol
omdat hierdie verbindings vinnig disproporsioneer of
oksideer ~a ander derivate.

-In die ~eeste ·gevalle waar direkte nukleofiele
splitsing van die disulfiedbinding wel plaasvind, word
sulfiensure (R-S02H) en sulfoonsure (R-S03H) in die
reaksiemengsel gevind en dit word aanvaar dat hulle die

. di d k d . If . 303 L dontbln lngspro u te van le su eensure lS • aasgenoem e
kan deur oksidasie of dismutasie omgeskakel het na
sulfien- en sulfoonsure en die reaksie=verloop waarskynlik
as volg:-

R-S-S-R + OH R-SOH + R-S,.
Oksidasie: R-SOH -- R-S02H--

R-S02H :> R-S03H

Dismutasie: 2 R-SOH ---?- R-S02H + R-SH
3 R-SOH ----::;;. R-S03H + 2 R-SH

.In die geval van diarieldisulfiede ve roorsaa k·
elektrofiele groepe in die benseenring dat die. disulfied-
binding makliker deur alkali aangeval word. So bv. moet
difenioldisulfied tot hoë temperature verhit word met

. 281 303alkali om splitsing te bewerkstelllg , , maar wanneer
N02- of COOH-groepe in .die benseenring gesubstitueer word,
. d di k si lf b k arnert ernoeri t 1 270,313Vln le rea Sle se s y amer empera uur paas

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 di~ met n orto-gesub-
t·t d 329s l ueer e groep •

Nog n interessante reaksie wat moontlik volgens
n SN2-meganisme kan verloop, is die vorming van lantionien
wanneer sistien deur n nukleofiele reagens aangeval word.

190 .Hierdie reaksie verloop na ~ewering soos volg:-

R-CH2-S-S-CH2-R + Y

R-CH2-S + CH2-RI
S
i
Y

R-CH2-S- + Y-S-CH -R. 2
--------~/ R-CH2-S-CH2-R + YS-

Soms word gevind dat lantionien gedurende tiol-disulfied-
·1· . t - . d Z'h 386,388,389uitrul lngs ln pro elene gevorm wor en a n



Bogenoemde verbinding is baie labiel teenoor alkali.
Verplasing van al drie die groepe op die a-koolstofatoom
deur metielgroepe gee hierteenoor h verbirrding wat geen
a-waterstofatome bevat nie en stabiel is teen alkali.

Schober1306 het gevind dat disulfiede wat
a-karboksielsuurgroepe bevat, besonder onstabiel is teenoor
alkali. Elektrononttrekkende groepe verhoog dus die
disulfiedbinding se labiliteit teenoor alkali en dit is
gevind dat die volgende disulfiede almal deur alkali
aangeval wo~d met die vorming van karbonielverbinding en
merkaptiedione:
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het aangevoer dat dit volgens bogenoemde meganisme
pLe e s v i nd-,

Die hidroksislioon is nie so h sterk tiofiele
reagens as bv. CN- of 50; nie283 Dit het egter h sterk
affiniteit vir koolstof- of waterstofatome en in die gevalle
waar daar geen direkte nukleofiele verplasing van merkaptied
deur OH plaasvind nie, kan die disulfied nogtans deur ander
reaksiemeganismes vernietig word. Hier b8staan verskeie
moontlikhede:-

(i) Ionisasie van h a-waterstofatoom:

Dit is bekend289 dat disulfiede soos sistien h
a-waterstofatoom in h basiese medium kan verloor. Omdat
swael n vry 3d-orbitaal besyikbaar het, kan dit die ekstra

-elektrone van die gevormde karbanioon opneem en hidrolise
van sistien kan'dus as volg plaasvind:-

-R-CH-S-5-CH2-R + H20

R-CH=5-S-CH2-R

R-CH=5 ~ + R-CH2-5

J H20

R-CH=O + H25

Rosentha1288,289 het die bewering gemaak dat die
a-waterstofatoom n belangrike rol in hierdie splitsing speel
en hy het dit ook geillustreer met behulp van die volgende
disulfied:

H NH2I /
HOOC-C-CH-COOH

~- 2
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COOH COOH
I I

HC-S-S-CH HOOC-[H2-S-S-CH2-COOHI I
COOH COOH

HOOC-HC-S-S-CH-COOH
I I
CH 3 CH 3

R-S-S

t

Dimalonsuur- Ditiodiglikol-
disulfied suur

Ditiodimelk-
suu r.

Dit is ook bewys dat aldehiede gevoTm word gedu-
rende die alkaliese hidrolise van wol en bogenoemde
reaksiemeganisme behoort dus soms geldig te wees vir die
fb k' di is.t i t" 1289are evan l. e s l. S, l. enres e l. nwo .

(ii) Ionisasie van n ~-waterstofatoom:

H II 24,58,263,356 h bnee aantal navorsers ,et eweer
dat die splitsing van n disulfied deur alkali volgens die
volgende'meganisme verloop:-

x
I

R-S-S- CH' -CH
2 I

y

x
I.

-----, R-S-S-CH -C + H20~ 2 I
y

Die ionisasie van h, ~-If.Jat8rstofatoom is die belang rikste
stap in hierdie reaksiemeganisme en ionisasie sal bevorder
word indien X en Y elektrononttrekkende groepe is. Dit is
die geval by sistienbevattende prot~ïene269 Indien boge-
noemde teorie korrek is, behoort disulfiede wat geen
~-waterstofatome bevat nie, besonder stabiel ta8~oor alkali
t~ wees. Dit is dan ook inderdaad die geva1337,345, waht
dit is bv. bewys' dat ~,~'-dimetielsistien

COOH COOH
I I

CH3-C-CH2-S-S-CH2-C,--CH3
I '
NH2 NH

2

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

By disulfiede met h onversadigde groep op die
a-koolstofatoom, kan die a-koolstofatoom direk deur

26qalkali aangeval word /.

R-C-S-S-C-R
II IIX y

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

Die disulfied word dan soos volg

OH
IR-C-S-S-C-R

~ ~J
R-C-S-S-C-R + OH
II II
X Y

+

OH
IR-C
il
Y

R-C-S-S-

~ ""_- '\\R-C-S +
II
X

5
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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 TI 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,

3 3Fosfor kom meestal in die vorm van p - of sp _
'. 206 250 364gebonde geometrlese slsteme voor ' , . In hipofos~

forigsuur (H3P02) is die bindings tetra~dries gerangskik
ten opsigte van die fosforatoom en. di~ bring mee. dat daar _
heelwat 1f-bindingskarakter in hipofosfietsoute voorkom.
Die volgende resonansievorms kan dus bestaan:-

H
IH-P=O6-

H

H-~,..O""
il
o

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

H
I

H-P=O
I
o

H-P-OH
I
o

en wat in lae konsentrasies.in hipofosforigsuuroplossings
teenwoordig is.

348Swane~oel het dan ook aangeneem dat hipofosfiet-
saute en trival~nte fosforverbindings op dieselfde manier
reageer. Albei tipes verbindings bevat TI ongedeelde
3s-elektronpaar wat hulle ~terk reduserend maak as gevolg
van fosfor se neiging tot sp3-hibridisering en die vorming
van lT-bindings. Ve rde r is dit bekend43 dat fosfor TI

sterk affiniteit vir swaelverbindings besit, waarskynlik as
gevolg van fosfor se ho~ polariseerbaarheid en grootte
waardeur dit maklik die leê 3d-orbitaal van swael kan betrek.
Reaksie van trivalente fosforverbindings 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:_
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N b . 367 d 'n . t ·d.A k dri kovaLe nta ewerlng wor ln erm~ lere wa rl ova en e
fosforanielradikaal gevorm deur 'n direkte aanval van 'n
tiïelradikaal op die trivalente fosfor:-

trivalente fosforverbindings gesplits word. Daar bestaan

R-SH -----'>,. R-S· + H·

R-S. +
.

(R'O)3P ~ (R'O)3PSR

Die afbou van die fosforanielradikaal word beheer deur die
sterkte van die P=O- en P=S_bindings62,368._

Reaksie van trivalente fosforverbindings met disulfiede

Die disulfiedbinding kan deur 'n hele reeks

twee moontlike meganismes waarvolgens hierdie splitsing
kan pla~svind, nl. ~ ioniese en 'n vry radikaalmeganismo.

(i) Ioniese meQanism~:

Volgens hierdie meganisme word die disulfied~
binding gepolariseer en word die mEer positiewe swael-
atoom deur trivalente fosforverbindings aangevalom 'n
dubbelsout te vorm:-

ó+ 6-
R-S-S-R + R 'P

3

L~asgenoemde produk kan op twee maniere ontbind:

----4) R~P:S + R-S-R

R~P:O + 2 R-SH

Hierdie ioniese splitsingsmeganisme word deur
'n hele aantal werkers61,175,252,259,260 as die korrekte
aanvaar. Heelwat reaksies is bestudeer en talle bewyse

J

is aangevoer waarom die splitsing'n ioniese meganisme
t 1 S· k 168 h t tmoe VD g. ommlge wer ers e sover gegaan om e

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) VrYwradikaalmeganisme:
Na b ,315,369 d i lf' dewer~ng reageer lSU ~e e en

trialkielfosfiete onder homolitiese kondisies volgens h
vry r2dikaalmeganisma. Hierdie meganisme geniet tans
heelwat steun, en veral die werk van Walling367 versterk
die vermoede dat hierdie meganisme die korrekte moet wees.
Hy het die reaksie tussen tri~tielfosfiet en dibutiel-
disulfied ondersoek en gevind dat dit geïnduseer word
deur radikaalopwekkers.

+ 2 CySH

Na 'n intensiewe 348studie het Swanepoel tot die
gevolgtrekking gekom dat die splitsing van disulfiede
deur hipofosfietione in die teenwoordigheid van ultra-
violetlig ook volgens h 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 h reaksie tussen die tiïelradikaal en die
enol-toutomeer van die hipofosfietioon, waardeur h
neutrale kwadrikovalente fosforanielradikaal gevorm word,
wat met h verdere disulfied kan reageer om h dubbelsout
te vorm onder vrystelling van h tiïelradikaal. Die
dubbelsout ontbind in water en vorm fosfietione en n tiol.
Die volgende reaksieskema weerspieël hierdie reeks
prosesse:-

CySSCy

H2P02
CyS· + (H202)P:

h~
~:::::::\ 2 CyS·

(H202-)P:
(H202-)PSCy

[(H202 -) ~SCy] SCy + CyS .
.

(H202-)PSCy + CySSCy

[(H202 -)'tsCy J SCy + H20

Wanneer meeste van die sistien gereduseer is, kan
die fosforanialradikaal nie meer na die dubbelsout omgesit
word nie en ontbind dit as volg:-

(H202-)PSCy'

Cy· + CySH
(H202-)PS + H20

CyS· + alanien

Bevestiging hicirvoor is verkry deur sisteïen in
die teenwoordigheid van hipofosfietione te bestraal. In
hierdie gBval word slegs die fosforanielradikaal en
alanien gevorm, maar geen dubbelsout nie.
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3 -~) 2 R-SH + R~P:O
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) Die reduksie van disulfiede deur fosforbevattende
I

reagense het wye velde geopen in die gebied van organiese
en biochemie en daar bestaan baie moontlikhede vir
industriële toepassings. Wolfram178 het onlangs daarin
geslaag om al die disulfiedbindings in wol met tris-
(hidroksi~metiel)fosfi~n, P(CH20H)3' te reduseer. Daar
is ook aangevoer dat hipofosforigsuur die setting van wol
kan b - 1 d352;382,389elnv oe .

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

TI Reeks aromatiese disulfiede is op hierdie
manier deur trifenielfosfien in waterige metanol na die
ooreenkomstige tiole gereduseer173. Die reduksie verloop
vinnig en kwantitatief by kamertemperatuur. Voorheen is

314 315beweer ' dat geen reduksie met trifenielfosfien
verkry is nie. Al hierdie reaksies is egter in watervrye
media uitgevoer, en uit die werk van Humphrey173 het dit
duidelik geword dat water nodig is in die reaksiemengsel,
waarskynlik om as bron van waterstofatome te dien.
Tributielfosfien is nog TI beter reduseermiddel as
trifenielfosfien, want dit is in staat om aromatiese
(difeniel- en dibensiel-) sowel as alifatiese (dibutiel-
en dipropiel-) disulfiede kwantitatief te reduseer. -
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x. DIE SyLFITOLISE VAN ONSIMMETRIESE DISULFIEDE
=

(i) Die sint.§.$.evan onsimm~trj_e5e disuJ.fied£L
.,- -. '.~..

( a ) Sintese van onsimmetriese disulfiede met lae
mó'Lé.ku Lêr e g'e~' ,"~.:,~"rH' ,"

. 'Daar best~an verskeie metodes waarvolgens
onsimmetriese disulfiede berei kan word en aanvqnklik
is die metode wat deur Schober1307 ontwikkel is~
gebruik~ In hierdie reaksie word die disulfied met
perbensoësuur geoksigeer om die tiolsulfinaat (R-S~SO-R)
te gee, wat dan verder met 'n tiol reagSler om die o.o r=
~enkomstige onsimmet~ie~e disulfied te vorm. Ons kon

-to -~.; \
egter nie ~~~~in slaag om die onsimmetriese disulfied
in h 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+ word en dit is
ook suksesvol in hierdie ondersoek gebruik.

~Ekwimol~re hoeveelhede tiol en disulfied
(ca. 5 x 10-3 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 sistien_35S of
sistamien-35S gebruik is, is genoeg radioaktiewe
reagens bygevoeg om h aktiwiteit van ongeveer 5 ~C/ml
te gee.

Van die aangesuurde oplossing is 50 ~l geneem
en die verskillende verbi~dings geskei deur middel van
hoogspanningselektroforese in 10% asynsuur. h Span-
ningsgradiënt van 50 V/cm en stroomdigtheid van 0.7
mA/cm is deurgaans gehandhaaf op h strook papier van
100 x 15 cm wat by DOe gehou is. Na die ionoforetiese
skeiding is die papier gedroog, in drie stroke gesny
en die drie stroke met ninhidrien, jodoplatinaat- en
sianied-nitroprussiedreagense* respektiewelik gespuit.

* Ninhidrienreagens:

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

Jodoplatinaatreagens362:

Gelyke volumes 0.17% PtC14en 10% KI-oplossing is
gemeng net voor die ferogram gespuit is. Tiole,
disulfiede en ander oksideerbare swaelverbindings gee
h wit kol op h ligroos agtergrond met hierdie reagens.



oorgegaan tot die isolasie daarvan. Dit is moontlik om die
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Sianied-nitroprussiedreagens:

1% Natriumnitroprussied in ~ oplossing van 5% Na2C03
en 5% NaCN. Tiole en disulfiede gee ~ pers kleur op ~
liggeel agtergrond. Hierdie kleur is onstabiel en is
net ~ enkele minute waarneembaar.

Figuur I toon ~ tipiese skeiding wat met
behulp van die hoogspanningselektroforese gevind is.
In feitlik al die gevalle wat ondersoek is, is gevind
dat daar drie verskillende verbindings in die reaksie-
mengsel teenwoordig is. Die ionoforetiese mobiliteite
van verbindings A en C stem ooreen met di~ van die twee
uitgangstowwe nl. die tiol (B-SH) en die disulfied
I /

(R-S-S-R) . Verbinding B lê ongeveer halfpad tussen A
en C op die ferogram, wat impliseer dat dit die ooreen-

,/

komstige onsimmetriese disulfied '(R-S-S4r) is. Dit is
dan ook as volg bevestig: na die skeiding in die eerste
rigting lS die pap~er gedroog, gespuit met ~ oplossing
van 0.5% merkaptoëtanol in water, gedroog, natgespuit met
10% asynsuur en ionoforese uitgevoer in ~ rigting loodreg
tot die eerste rigting.
met ninhidrien gespuit.

Daarna is die papier gedroog en
Die resultaat word in figuur II

getoon, waaruit blyk dat die reduksie van verbinding B deur
merkaptoëtanol lei tot die vorming van verbindings A en C.

f

Verbinding B moet dus die onsimmetriese disulfied (RSSk)
wees. Die enigste geval waar daar vier verskillende ver-
bindings na ionoforese voorkom, is wanneer sisteamien of
sistamien as uitgangstof gebruik word. Met behulp van
merkers is bewys dat sisteamien en sistamien effens verskil
in hul elektrofoTetiese 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 gevolglik word na ionoforese net drie bande
gevind wa t toegeskryf word aan: RSH/RSSR, RSS1{ en li/SH/
f ,-

RSSR.

Nadat die teenwoordigheid van die onsimmetriese
disulfied in die reaksiemengsel aangedui is, is vervolgens

onsimmetriese disulfied te skei van die ander verbindings
met behulp van ioonuitruilingschromatografie. Crawhal174
het bv. die disulfied penisillamien-sisteien geisoleer na
skeiding op Amber1ite 120 ioonuitruilhars~ Skrywer het egter
gevind dat skeiding met behulp van kontinueerlike papier-
elektroforese ~ uiters geskikte en gerieflike metode is en
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In die geval waar .J-karboksi-4-ni trotiofenol (;C~,) deel van
die onsimmetriese disulfied vorm, was bogenoemde
skeidingsmetode onbevredigend omdat hierdie aromatiese
verbindings' A·n0: 'n mate deJlij{die papier gea:Hsorbeer word.
Dit is gevind dat TI beter skeidingsmetode vir sulke
gevalle adsorpsiechromatografie op TI dekstrankolom
. 118,278-280 S h d G 10' . 60 . t .lS . ep a ex - lS Vlr mlnu e ln 10%
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dit is deurgaans gebruik vir die isolasies. Die reaksie-
mengsel is geskei op TI "Beckman Continuous Flow Paper
Electrophores~s Cell, Model CP" met 2% asynsuur as

omedium. Die papiergordyn is afgekoel tot 0 e en TI
spanningsgradi~nt van 7 V/cm en stroomdigtheid van 0.5
mA/cm in die geval van sisteamien-bevattende disulfiede,
of TI spanningsgradiënt van 27 V/cm en stroomdigtheid van
1.5 mA/cm in die geval van sisteien-bevattendu disulfiede,
is deurgaans gehandhaaf. Deelvolumes van die fraksies
wat opgevang is, is met waterige ninhidrien* behandel
om die posisies van die verskillende verbindings te
bepaal, waarna die fraksie wat die onsimmetriese
disulfied bevat, by OOC 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.
TI 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-metielsisteïen-sisteamien, tioglikolsuur-sisteamien,
merkaptoëtanol-sisteamien, ~-merkaptopropioonsuur-
sisteamien, a-merkaptopropioonsuur-sisteamien,
isopropielmerkaptaan-sisteamien, N-asetielsisteïen-
sisteamien, tioglikolsuur-sisteien, a-merkaptopro-
pioonsuur-sisteien, ~-m8rkaptopropioonsuur-sist8ien,
en etielmerkaptaan-sisteien.

* Die ninhidrienbepalingsmetode (sitraatbuffer +

metielsellosolf) van Moore en Stein258 is gebruik~
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asynsuur geweek en daarna is TI 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 geëlueer. Die uitlaat van die kolom
het deur TI ultravioletmonitor (L.K.B. Uvicord) wat aan
TI registreerder verbind is, gegaan, en vervolgens na TI
fraksieversamelaar waar 5 ml fraksies opgevang is.
Monsters van elke fraksie lS ook met waterige ninhidrien
behandel en die ninhidrienchromatogram saam met die
ultravioletaftasting g88 TI duidelike beeld van die
skeiding wat verkry is. TI Tipiese skeiding word in
figuur IV aangetoo~. Die vier geskeide verbindings is
spektrofotometries en met behulp van hoogspannings-
elektroforese geïdentifiseer en die fraksie wat die
onsimmetriese disulfied bevat, is by DOe bewaar.

Die volgende onsimmetriese disulfiede is op
bogenoemde manier berei:-

waar G die tripeptied y-glutamiel-alaniel-glisien en ey
I

(b) Die sintese van onsimmetriese proteïen-S-S-£y
disulfiede:

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

By 10 ml van TI oplossing van 1% proteïen in 0.1 M
trisbuffer (pH 7.2) is 25 ~l 0.1 M sistien_35S-oplossing
(aktiwiteit 0.50 ~e/~l) gevoeg en die oplossing vir
60 minute by kamertemperatuur geroer, waarna die reaksie-
mengsel vir 24 uur teen kraanwater in Visking No.23
dialisebuis gedialiseer is. Vervolgens is die oplossing
ge~riesdroog en die droë produk by DOe bewaar. Net
voordat dit gebruik is, is die proteïen opgelos in
5 ml trisbuffer (pH 7.2). Onsimmetriese disulfiede van
sisteïen met die volgende proteïene is volgens hierdie
metode berei:

beesplasma-albumien, urease, hemoglobien en
laktalbumien.

T . d k t k d t ld' . t e f 355en eln e se er e maa a a le SlS elen-
wat nie deur dialise verwyder is nie, wel chemies aan die
proteïen gebind is, is TI fraksie van die proteïen opgelos
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in trisbuffe~ (pH 7.2) en vir 90 minute onderwerp aan
hoogspanningselektroforese. (Stroomdigtheid 0.7 mA/cm
en spanningsgradiënt 50 V/cm). Hierna is die papier
gedioog en deur ~ radiochromatogramaftaster gevoer. In
al die gevalle was al die radioaktiwiteit teenwoordig
op die posisie waar die oplossing gelaai is (proteïene
beweeg nie onder bogenoemde elektroforetiese toestande
nie) en geen radioaktiwiteit is gevind teenoor die

. . . t ef 35S k . I I dposlsle van SlS elen- -mer ers nle. n n ver ere
eksperiment is merkaptoëtanol by n deelvolume van boge-
noemde .proteïenoplossing gevoeg (om n 1% ~erkaptoëtanol-
oplossing te gee), die reaksiemengsel lS vir 1 uur
geroer en daarna soos voorheen gedialiseer en gevries-
droog. n Ondersoek van die gevriesdroogde proteïen
het aangetoon dat dit geen radioaktiewe reagens bevat
nie. Dus kan met veiligheid aanvaar word dat die
sisteïen-35S deur middel van n disulfiedbinding aan
die proteien gebind is.

(ii) Die sulfitolise van onsimmetriese disulfiede:

Die reaksie Van sulfietione met onsimmetriese disulfiede:

~ Deelvolume (5 ml) van die oplossing van die
onsimmetriese disulfied in 2% asynsuur is tot pH 5, 7 of
9.5 gebring deui die byvoeging van 2 M NaOH, tris-
(hidroksitmetiel)aminometaan of Na3P04 respektiewelik,
waarn~ die oplossing opgemaak is tot 10 ml met water. In
die geval van die onsimmetriese disulfiede tussen proteïene
en sisteïen 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 ~ finale konsentrasie van 8 M

te ge e .

Vervolgen~ is n oplossing van natriumsulfiet
(0.4 M) en CH3HgI* (0.013 M) in die ooreenkomstige 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 minute by kamertempe-
ratuur geroer en dan aangesuur tot pH 2.5 deur die byvoeging
van asynsuur. In enkele gevalle is die CH3HgI vervang deur
n oplossing van 0.1 M N-etielmaleïenimied.

* CH3HgI is berei volgens die metode van Leach2l4•
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Ondersoek na die snelheid van die reaksie van CH3HgI
met verskillende tiole:

Die ondubbelsinnige vertolking van die resultate
vereis dat CH3HgI baie vinnig met die tiol wat deur die
sulfitolise van die disulfied gevorm wor4 moet reageer ten
einde sekondêre reaksies soos oksidasie te verhoed. Hierdie
reaksie is as volg ondersoek:

h Oplossing van CH3HgI (0.001 M) in trisbuffer (pH 9.3,
0.1 M) wat KCl (0.1 M) bevat, is opgemaak 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 h registrerende
polarograaf (Metrohm PDlare~ord E261) met h vibrerende,

21- .i. 2/druppende kwikelektrode met konstante M 3 t-2 = 2.68 mg 3
1

sek-2, uitgevoer (E in figuur V). h 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. h Ag/AgCl-verwysings-
elektrode, R, het terselfdertyd ook as nie-polariserende
elektrode gedien en is met die vloeistof verbind deur h
versadigde KCl-l%-agarbrug.

214Dit is bekend dat die halfgolfpotensiaal van
CH3HgI by pH 9.3 ongeveer -0.6 V is vs. die Ag/AgCl-elektrode.
Die druppende elektrode is by h konstante potensiaal van
-0.8 V (vs. die Ag/AgCl-elektrode)· gehou en die reak sie van
die CH3HgI met die tiol is gevolg deur die registrasie van
die grensstroom as h funksie van tyd. Die halfgolfpotensiaal
van die gevormde metielmerkurimerkaptied R-S-HgCH3 lê by
-1.1 V (vs. Ag/AgCl-elektrode) en meng dus nie hier in
. 214

n1.8

20 ml CH3HgI-oplossing is in mantelsel A by 20C
geplaas en 1 ml tioloplossing in houer V. (V is ook afge-
koel tot 20C). 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 T3. Nadat vir 20 minute ontgas is, is die
polarograaf en registreerder aangeskakel, Tl gesluit en T2
geopen. Afleib~is G 1.S 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 ~ie teenoorgestelde rigting
deurgestuur. Dit verplaas die tioloplossing tot in ~ waar
die mengsel vir ~ verdere 2 sekondes heftig geroer is
voordat roerder M vinnig met behulp van ~ direkte-stroom

reaksiemedium bokant 8 verhoog is. (Tabel II). Daar is

rem gestop is. Voltooiing van die reaksie is aangetoon
deur h konstante grensstroom.

n Tipiese kurwe van die stroomverandering teen
reaksietyd word in figuur VI aangetoon. Die reaksie-
snelheid van CH3HgI met verskeie* tiole is ondersoek en in
al hierdie gevalle is die reaksie binne 8 sekondes voltooi
by 20C. 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 (15-200C) gedoen .is en dit
bekend is dat reaksiesnelhede toeneem met temperatuur-
verhogings, kan aanvaar word dat die reaksie tussen die
gevormde tiole en CH3HgI vinnig genoeg plaasvind vir die
doeleindes van hierdie ondersoek.

Die spesifisiteit van CH3HgI as tiolreagens:

Dit word normaalweg aanvaar dat CH3HgI n
spesifieke reagens vir tiole is en dat dit nie disulfied-
bindings aanval nie. Hierin lê 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 suLf i.et i.one ) van proteïene te b e-

1214,215paa •

IJit die res ult ate wat ver kry is, het i nee n ge val
twyfelontstaan oor die algemene geldigheid van bogenoemde
aanname. Dit is die geval waar die onsimmetriese disulfied
si~tBamien-sisteïen met sulfietione reageer in die teen-
woordigheid van CH3HgI. Hoewel nie een van die ander
onsimmetriese disulfiede pH-afhanklike resultate gegee
het nie, het die resultate verkry van sisteamien-sisteïen
begin afwyk van die normale patroon sodra die pH van die

twee moontlike ver~larings .hiervoor: dié onsimmetriese
. ,

disulfied is onstabiel. in alkaliese medium, of dit word

* Sisteamien, tioglikolsuur, a-merkaptopropiunsuur,
~-merkaptopropioonsuur, glutatioon, sisteïen en
N-asetielsisteïen.
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ontbind deur die CH3HgI by ho~ pH-waardes. Daar is as volg
te werk gegaan om vas te stel waardeur hierdie ontbinding
veroorsaak word:-

Die onsimmetriese disulfied is vir 30 minute by pH 9.5
gehou in fosfaatbuffer in die afwesigheid van sulfiet en
CH3HgI. Daarna is die oplossing aangesuur en h 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 CH3HgI behandel (in die afwesigheid
van sulfiet) by pH 5, 8.2 of 9.5 vir 30 minute en daarna weer
elektroforeties geskei. In die geval 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 sisteïen-35S, twee radioaktiewe verbindings
te gee wat in elektroforetiese mobiliteite ooreenstem met
alaniensulfiensuur en sisteïensuur.

As kontrole 1S die stabiliteit van al die
onsimmetriese disulfiede in die teenwoordigheid van
CH3HgI en/of hoë pH (9.5) ondersoek, maar in geeneen van
die ander gevalle is enig~ 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-
erodukte van die qesulfitoliseerde disulfiede:

By die sulfitolise van nonsimmetriese disulfied
in die teenwoordigheid v~n metielkwikjodied word daar,
afgesien van die twee metielmerkurimerkaptiede, ook die
twee ooreenkomstige tiolsulfonate RSSO; en R'SSO;
gevorm. Die plan was aanvanklik om laasgenoemde 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-SO;-derivate van mekaar te skei deur chromatografie op
ioonuitruilharse. Skrywer het gevind dat die tiolsulfonate
gevorm vanaf die onsimmetriese disulfiede sisteien-sisteamien,
homosisteïen-sisteamien en glutatioon-sisteamien kwantitatief
geskei kan word op n Beckman Spinco aminosuuranaliseerder.
Die eksperimentele kondisies verskil van die wat deur
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de Mareo gebruik lS en is deur Mellet249 van hierdie
laboratorium ontwikkel.
is, is as volg opgemaak:

Die elueringsbuffer wat gebruik

396.1 gm Na4C6H507.2H2o, 2o,m' BRIJ-35 benattingsmiddel en
2 ml kaprielsuur is opgemaak na 20 liter met gedistilleerde
water .. Die pH (2.98) is ingestel met HCl.

Vir die kwantitatiewe bepaling van die hoeveel-
hede R-S-So; gevorm, moet die kolorimetriese kleurkonstantss333

van hierdie verbindings bepaal word. Hiermee is heelwat
probleme ondervind. So bv. is haantal R-S-So;-derivate
berei volgens die metode van de Mareo en medewerkers69,S4
en hul kleurkonstantes bepaal. Die waardes wat verkry is,
word in tabellaangegee.

TABEL I

Kol~metriese kleur-
konstanteVerbinding

~------------------------------r-------------'-'-----------'-----
14.34

HooC-CH(NH2)-CH2-CH2-S-
S03Na

H N-CH -CH -5-50 Nn2 2 2 3

12.00

----------------,----------------~----------------.---------.---
Hierdie resultate is aanvanklik as korrek aanvaar, maar
later het dit duidelik geword dat die bereidingsmetode van
de Mareo nie h analities suiwer produk gee nie en dat
bogenoemde kleurkonstantes gevolglik nie betroubaar is nie.
I' 1 bl' k ,150 h ' d M d k k d tn n on angse pu 1 a si e e t e I areo an 00 er en a
hulle produk gekontamineer 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
bepalingsmetodes gevolg moes word.

Bogenoemde bepalingsmetode bring dus heelwat
probleme mee en gevolglik is daarvan afgesien en oorgeskakel
na die gebruik van radioaktiewe reagense in die vorm van
35 .S-gemerkte sisteamien en sisteïen. Al die probleme wat
hierbo ondervind is, word hiermee uitgeskakel want die
35S-gemerkte reagens het die voordeel dat dit in besonder
lae konsentrasies bepaalbaar is en self as standaard dien.
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Verder ~s die skeiding en bepaling van die reaksieprodukte
redelik eenvoudig: Die instrument wat gebruik is om die
aktiwiteite te meet, is 'n ilPac;ardModel 7200 Radiochroma-
togram Scanner". Die radioaktiwiteit is gemeet deur middel
van 'twee vensterlose gasvloei Geiger-telbuise, afgeskerm
deur loodskerms met kollimators wat in 'n 4 IT rangskikking
geplaas is ~m beide kante van die, papier te monitor.
Kontaminasie van die telbuise word deur h stroom inerte'
gas verho e-d , Die ferogrampapier word outomaties deur die
ap~araat 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 ~l) van die reaksiemengsel is aan hoogspannings-
elektroforese onderwerp by h spanningsgradiënt 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 O~C' gehou is

. * *deur afkoeling. Merkers ~an R;S-SO;, R-S-HgCH3 en die
onsimmetriese disulfied (R-S-S-R) is ook op die papier
geplaas. Die duur van die elektrofo,rese' het gewissel,tussen
60 en 100 minute, afhangende van die disulfied wat bestudeer
is. Na elektroforese is die papier gedroog, die stroke wa~
die verskillende verbindings bevat, uitgesny en die konsen-
trasies van die produkte bepaal deur aftasting van die
ferogramme en integrasie van die pieke. h Tipiese skeiding
word in figuur VII aangetoon. As kont~ole is h v~rdere
50 ~l. van die re~ksiamengsel op h strook dro~ papier gelaai
en die konsentrasie soos hierbo bepaal~ In al die gevalle

wat gebruik is, is gevind dat al die onsimmetriese disulfiede
binne 20 minute kwantitatief deur sulfietióne gesplits is
en dat die ~erogramme slegs die twee gemerkte v~rbindings

* *R-S-SO; Bn R-S-HgCH3 bevat het.

In die bespreking sal aa~getoon word dat
* *RSSO;/R'SSO; = RS~0;/RSHgCH3' sodat die affiniteit van die

sulfietione vir die swaelatome van die onsimmetriese
disulfied direk uit die verhouding van die twee radioaktiewe
produkte bepaal kon w~rd. In ons ondersoek is die affiniteit
van sulfiet vir die swaelatome van verskeie onsimmetriese
disulfiede bepaal en die resultate word in tabelle II en III
aangegee.
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I

TABEL II

--
RSSO;/R'SSO;
vir reaksie by (

pH
,* 5 7 9.5Nr. R-S-S-R ,

--
I H N-CH -CH -S-S-CH -CH2-COOH 0.97 1.02 0.962 2· 2 2 ,

II H2N-CH2-CH2-S-S~CH2-CH2-0H 1.00 1.07 -

I I I H2N-CH2-CH2-S-S-CH2-CH2-fHiNH2) 0.95** 0.91 0.95
COOH 0.97 - -

IV H3C-CH2-S-S-CH2-CH(NH2)-COOH - 2.26 -
***V H N-CH -CH -S-S-CH -CH(NH )- 2.08** 2.04 2.352 2 2 2 COOH 2 2.05 - -

VI HOOC-CH -CH -S-S-CH -CH(NH )- - 1.90 1.952 2 2 COOH 2

VII H N-CH -CH -S-S-CH -CH(COOH)-2 2· 2 2·
NH-CO-CH3 2.00 2.09 -

HOOC-CH(NH) -(CH ,) -CO-NH. 2 2 ,2 /
VIII H N-CH -CH -S-S-CH -CH-CO-NH- 1.86** 1.79 1.862 2. 2 2 CH -COOH 1.83 - -2

IX H N-CH -CH -S-S-CH -CH (CH ) - 1.79 -2 2 2 2 3 2
CH3
IX H2N-CH2-CH2-S-S~CH2-C(NH2)-COOH 30.0 30.0 32.0

XI H2N-CH2-CH2-S-S-CH(CH3)-COOH 20.0 24.0 -
XII H N-CH -CH -S-S-C(CH ) -CH(NH , > 100 > 100 > 1002 22. 321 2

·COOH
XI II H N-CH -CH -S-S-CH -COOH 2.30 2.30 2.252 2 2 2
XIV HOOC-CH -S-S-CH -CH(NH )-COOH 1.67 1.60 -2 2 2
XV HOOC-CH(CH3)-S-S-CH2-fA(NH2)

COOH 0.28 0.35 -
)(VI HOOC-CH(NH2)-CH2-S~S-C6H3(N02)-

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.
CH3HgI gebruik word om die gevormde tiole te blokkeer.

***Die verhouding verkry by pH 8.2 is 2.18.

TABEL III

Cy-S-S-albumien

Cy-S-SO;/Prot.S-SO;

pH 7.2 pH 7.2,
8 M ureum

-
9.0 1.0
4.0 1.0

2.0 1.0

9.0 1.0

Onsimmetriese disulfied

Cy-S-S-urease

Cy-S-S-hemoglobien

Cy-S-S-laktalbumien



70.

XI. TIOL-DISULFIEDUITRUILING EN DIE nJANTI TA TI E\rJE
BEPALING VAN TIOLE MET 5,5'-DITIOBIS-
(2-NITROBENSOëSUUR) (DTN)

(i). Die vorminq en identifikasie van onsimmetriese
disulfiede in die reaksie tussen DTN en tiole:

Ekwimolêre hoeveelhede DTN en glutatioon (0.1 M)
1S opgelos in trisbuffer (~.l M, pH 7.4), vir 30 minute by
kamertemperatuur gehou en daarna aangesuur tot pH 2.5 met
asynsuur. TI Deelvolume van die oplossing.is onderwerp aan
papie~elektroforese met 10% asynsuur as medium. (Spannings-
gradiënt 17 V/cm, stroomdigtheid 0.5 mA/cm). Na elektrofo-
rese is die papier gedroog en het TI ondersoek in naby-
ultravioletlig ("swartlig"-lamp wat hoofsaaklik lig van
golflengte 366 m~ uitgee) die teenwoordigheid van twee
donker bande A en B getoon (figuur IX). Die ionoforetiese
mobiliteit van band A stem ooreen met di~ van TI merker van
DTN. (Soos in die geval van sisteïen 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 gelaag met trisbuffer (0.1 M, pH 7.4) en die

*absorpsiespektrum daarvan is spektrofotometries bepaal.
Die spektrum toon absorpsiepieke by 340 en 412 m~, wat die
golflengtes is waar DTN en CNT onderskeidelik absorpsie-
maksima het, sódat verbinding A waarskynlik uit TI mengsel
van DTN en CNT bestaan. Vir die skeiding van stof A in sy
komponente, is gebruik gemaak van adsorpsiechromatografie

<Jeop éL.kruisAbo.ndedekstran 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 TI mengsel van bogenoemde twee verbindings.

Wanneer die ferogram (hierbo genoem) met ninhidrien
gespuit word. is gevind dat bande B en C ninhidrienpositief
is (figuur IX). Band C kom ooreen met TI glutatioonmerker in
sy elektroforetiese gedrag. Op TI Sephadex G-IO kolom word
dit by dieselfde posisie as TI glutatioonmerker geëlueer, wat
bevestig dat verbinding C glutaiioon is. Band B se elektro-
foretiese mobiliteit toon dat dit moontlik TI r8aksieproduk

* In hierdie ondersoek is TI Beckman DB~en Unicam SP 700-
spektrofotometer gebruik.
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van A en C kan wees, want dit lê ongeveer halfpad tussen
A en C op die ferogram. Die feit dat dit TI 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 g~droog, met h waterige
oplossing van 1% merkaptoëtanol gespuit, gedroog en dan
met 10% asynsuur gespuit waarna elektroforese uitgevoer
is soos voorheen, maar in die kompltmentêre rigting. Daarna
is die papier gedroog en die posisies van die verskillende
verbindings soos voorheen vasgestel. Die ninhidrien-
positiewe verbindings is N gemerk en dié wat ultravioletlig
absorbeer U (figuur X). Di t is duidelik dat verbinding
B deur die behandeling met merkaptoëtanol ontbind is om
glutatioon en CNT te vorm. Aangesien dit bekend is dat
merkaptoëtanol disulfiedbindings reduseer, kan aanvaar word
dat verbinding B bestaan uit glutatioon en CNT wat deur TI

disulfiedbinding gebind is en as volg daar uitsien:

G-S-S- Q-N02
'[DOH

(G = y-glutamiel-alJniel-
glisien)

Bogenoemde onsimmetriese disulfied is vervolgens van die
ander komponente op TI Sephadex-kolom en ook deur middel
van papierelektroforese geskei. In laasgenoemde geval
lS dit uit die papier gelaag 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 XI aangetoon. Die spektrum van die onsimmetriese
disulfied stem goed ooreen met die van DTN, met TI klein
batochromiese verskuiwing van 600cm-l na TIlanger
golflengte. Die onsimmetriese disulfied toon, net soos
DTN feitlik geen absorpsie by 412 m~ nie.

(ii) Faktore wat by die DTN-bepali!29..§.metode van tiole inme.!2.9_:

Uit die inleidende bespreking het dit geblyk dat
sekere disulfiede gebruik word a~ reagense om tiols te
bepaal. Een van die metodes wat die meeste gebruik word,
is dié een wat deur Ellman- ontwikkel is en berus op die
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reaksie van DTN met h tiol om 3-karboksi-4-niirotiofenol te
gee, wat kalorimetries bepaal word. (Hierdie -r eaksi e word
volledig in die bespreking behandel). Die absorpsiespek-
trum van DTN verskil 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 onsimmetriese disulfied wat tussen DTN en tiole gevorm
word, by die kalorimetriese bepaling van die CNT-ione kan
inmeng, indien ·die absorpsiespektrum van hierdie disulfied
baie van dié van DTN verskil.

Ons het so pas aangetoon dat die absorpsiespektra
van DTN en die ooreenkomstige onsimmetrfese disulfied feitlik
identies is. Indien die DTN-konsentrasie geen invloed ~p die
bepalingsmetode het nie, behoort dieselfde dus vir die
onsimmetriese disulfied te geld. Gevolglik is die invloed
van verskillende konsentrasies DTN op die kalorimetriese
bep~ling van h gegewe hoeveelheid tiol ondersoek. Die resul-
tate word in tabel IV aangegee, en is verkry deur 0.2 mikro-
male glutatioon in Ib mloplossings van DTN in pH 7.4 tris-
buffer wat verskillende konsentr~sies DTN bevat, te voeg en
die uitdowing te bepaal.

TABEL IV

% D~N in die oplosSing Relatiew~ Uitdowing

~.----------~--~----------~---------.------------.----.-----
Uit ons resultate blyk dat die DTN.konsentrasie

geen invloed op die kalorimetriese bepaling van die tNT-ione
het nie, wat in-ooreenstemming is met die bevindings van
EllmanlOl by sy studie van bis-(p-nitrofeniel)disulfied.
Dus kan met veiligheid aanv~ar 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 ~at die reaksiemengsel nie baie stabiel was onder die
gegewe kondisiBS nie en dat daar h geleidelike verandering
in die absorpsie by 412 m~ plaasgevind het. Aangesien die'
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oksidasie van [NT moontlik versnel kan word deur spore
metaalsout~, is die dinatriumsout van etileendiamientetra-
asy~suur (EDTA) gebruik as sekwestreerder om metaalsoute te

. I

verwyder en oksidasie te verhoed. Verder kan ultraviolet-
lig ook by die bepalingsmetode inmeng deurdat dit die
disulfiedbinding homolities kan splits. Dit is vermy deur
die eksperimente uit te voer in h kamer met wolframlampe as
die enigste bron van lig;
in donker houers bewaar.

verder is die DTN-oplossings
Ten spyte van al dié voorsorg-

maatreëls was die reaksiemengsel nog steeds onstabiel en het
die. absorpsie by 412 m~ geleidelik verander.

Dit is bekend dat disulfiedbindings deur alkali
ges p1Lt s kan. wor den di e mo 0nt 1ikhei d dat dit ook hie r'die
gev~l kan wees, is vervolgens ondersoek. Die pH van die
reaksiemengsel (0.1 M DTN en 0.1 M glutatioon, pH 7.4'
trisbuffer) is verhoog tot 10 deur die byvoeging van 1.0
M NaOH-oplossing. Nadat die reaksiemengsel 30 minute by
kamertemperatuur gestaan het, is h deelvolume in sy
komponente geskei deur middel van hoogspanningselektroforese,
waarna die ferogram gedroog en met ninhidrien gespuit is.
Die ferogr~m het, afgesien van glutatioon en die onsimme-
triese disulfied, nog h addisionele ninhidrienpositiewe
hand (vah lae intensiteit) by posisie [ getoon (figuur XII)·.
Bogenoemde proses is herhaal by pH 11.5 en toe is gevind dat
band B h skerp afname .in intensiteit getoon het, terwyl
band'C baie sterke~ was as wat by pH 10.0 die geval was.
Terselfdertyd is daar ook nog h verdere flou band gevorm by
posisie D. Die ferogramme is vervolgens met [u(N03)2
gespuit om die .kleur te fikseer, die verskillende verbindings
uitgeloog en rlie relatiewe intensiteite van die verbindings
spektrofotometries .bepaal volgens die metode van Wieland3BO•
Volgens die resultate, wat in tabel Vaangegee word, blyk
dat verbindings [ en D moontlik afkomstig kan wees van
die ontbinding van die onsimmetriese disulfied.

·TABEL V
- i Rela tiewe intensi

Posisie Verbinding --
pH 5.0 pH 11.

A GSSG/GSH 0.73 1.05
B Onsimmetriese disulfied 1.27 0.10
c G-S02H - 0.B3
D G-S03H - 0.05

teit
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glutatioon/DTN-oplossing wat
vir BO minute by pH 11.5
gestaan het.



is. Die absorpsiespektra van C en D is spektrofotometries -:

74.

In kontrole-eksperimente is oplossings van glutatioon-
disulfied (GSSG) asook DTN vir 30 minute by pH 11.5 gehou,
waarna met behu Lp van elektroforese aangetoon is dat· GSSG
nie onder hierdie kondisies ontb~nd het om verbindings C
en D te vorm nie. Terselfdertyd is spektrofotometries
aangetoon dat DiN ~in:,'Inmate ontbind het , Bevestiging
dat verbindings C envD afkomstig is van die ontbinding van,
die onsimmetriese disulfied, is verkry deur h monster
suiwer G-S-S-C6H3(N02)-COOH (berei soos beskryf op
bladsy 60) onder bogenoemde alkaliese kondisies te behandel.
Na elek trofo rese 'van die rea ksieme ngsel is die te_enwoordig-
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 elektro!oretiese skeiding van die
reaksiemengsel is h smal strokie van die ferogram afgesny
en met ninhid~i~n 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

bepaal. Nie een van die twee verbindings toon ligabsorpsie
by 412 of 340 m~ nie, en gevolglik bevat hulle nie DTN of
CNT nie.

Vir h verd~re 'studie 1S verbindings C en D met
0.1 M HCl uit~die ferogramme geloog. Nadat h voldoende
hoeveelheid van elke verbinding verkry is, is dia produkte
met 6 M HCl gehidroliseer vir 6 uur by 1000C, waarna die
suur op h roterende verdamper verwyder is. Die residue is
opgelos in water en h deelvolume is deur middel van hoog-
spanningselektroforese in sy komponente geskei. Ontwikkel-
ing van die fe rogram het die teenwoordigheid van drie
ninhidrienpositiewe verbindings aangetoon, wat in hul
elektroforetiese mobiliteite ooreenstem met glisien-,
glutamiensuur- en alaniensulfiensuwrmerkers in die geval
van verbinding C en glisien-, glutamiensuur- en sisteïensuur-

I

merkers in die geval van verbinding D. Hierdie identifikasie
is bevestig deur die hidrolisate van C an D op h outomatiese
aminosuuranaliseerder in hulle komponente te skei. Die
standaardprosedure wat normaalweg vir keratienhidrolisate
gevolg word, is gebruik sa~m met h gewysigde elueringsprogram
(sitraatbuffer, pH 2.98), soos beskryf deur Mellet249.
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Uit ons resultate blyk dat verbindings C en

D respektiewelik die sulfien- en sulfoonsuurderivate van
glutatioon moet wees. Die sulfoonsuurderivaat van
glutatioon is vervolgens berei vanaf glutatioon deur
permieresuuroksidasie, volgens die metode van Toennies361•
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 ni~. was dit nie moontlik om die sulfiensuur-
derivaat daarvan volgens normale metodes te berei nie.
(Die glutatioon word ontbind deurdat veral die t-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 hi~rdie geval is verbindings C en D so sterk suur dat
hulle nie elektroforeties van DTN geskei kon word nie en
is die volgende metode g~bruik 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 aangesuurde oplossing is met
400 mg a.kt i ewe 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 n deelvolume van die gefiltreerde, kleurlose oplos-
sing ~an hoogspanningselektrofor~se onderwerp is, is gevind
dat verbindings C en D bevredigend van mekaar geskei is.
Verbinding C toon dieselfde elektroforetiese mobiliteit as
n alaniensulfiensuurmerker, terwyl verbinding D en
sisteiensuur 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 elueermidde1249.

(iii) Bepaling van die tiolinhoud van h onoplosbare
proteien met behulp van die DTN-metode:

Keratien:

Merinowol (64~kwaliteit), waarvan die punte
afgesny is,.is opeenvolgend gewas in petroleum-eter
(K.P. 60'- 800C), n verdunde waterige oplossing van h
nie-ioniese wasmiddel, water, alkohol en eter. Daarna
is die wol in lug gedroog.



in h proefbuis met lengte 7 cm en deursnit 1 cm. Hierby
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DTN-oplossing:

50 mg DTN en 20 ~g EDTA is opgelos in 100 ml
trisbuffe r (0.1 M, pH 7 •.4). Daarna is die oplossing
aangesuur met HCl tot pH 4.0 en in h donker houer bewaar.
(Onder hierdie kondisies word die splits~ng van die
disulfiedbinding tot h minimum beperk en is die oplossing
vir ten minste h maand stabiel;
soek nie.)

langer tye is nie onder-

Trisoplossing:
. .

Tris-(hidroksi~metiel)aminometaan is opgelos in
water om h 3 M oplossing te gee. (L.VJ. Hieraie is nie h

buffer nie.)

Hidrolise van die keratien:

h Ge~kikte hoeveelheid wol (!20 mg) is afgeweeg

is 1 ml 15% H2S04-oplossing gevoeg,
h termostaat (poliëtileenglikol) by
tot die wol voll~dig opgelos het.

waarna die proefbuis in
o + 0105 C - 1 C geplaas is

Dit neem gewoonlik
ongeveer 2 uur, maar daar is gevind dat die hidrolisetyd
aansienlik verminder kan word deur di~ oplossing aanhoudend
te roer met,behul~ van h gBmotoriseerde glasstampertjie
wat op en af in die proefbuis beweeg hef met h frekwens
van 2 siklusse per sekonde en amplitude 1 cm. (Figuur XIII).
In hierdie on~ersoek 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 by~evoeg. Die pH van die oplossing is nog laer as 2
en in hierdie stadium is 2 ml trisoplossing (3 M) bygevoeg
om die pH tot 7.4 te verhoog. Wanneer h proteienhidro-
lisaat geanaliseer is, is gevind dat die CNT-anione vinniger
vernietig word as wanneer glutatioon of sisteien bepaal word
en dus is die absorpsie by 412 m~ so gou moontlik. nadat die
trisoplossing bygevoeg is, gelees. Daarna kon die tiol-
inhoud direk van die molare uitdowingskoëffisiënt bereken

d V h 365 hd' 1 .t dow.i ko é ff' ...twor. aug an et le mo are Ul oWlngs oe lSlen van
CNT-ione bepaal en gee dit aan as E412 = 13,600.

On~ het gevind dat .die gevormde CNT-ione gerieflik
bepaal kan word in spesiale proefbuise wat saam met h

Coleman Junior spektrofotomet~r gebruik word. In al die
gevalle is die verwysingsoplossing opgemaak deur 1 ml 15%
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Motor met glasstampertjies vir
keratienhidrolise.
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H2S04 te gebruik in die plek van die hidrolisaat. Voordat
die bepalings g,edoen is, is eers'n keLi.bres i.el.yrrv.';opgestel
deur standaard sisteien- of glutatibonoplossings te
gebruik. So 'Il kalibrasie'lyn' " waarvan die tiolkonsentrasies
a1gelees is, word in figuur XIVaangetoon. Dit is gevind
dat B~er se wet geldig is vir die konsentrasiegebied wat
ondersoek is (0.0 - 0.08 ~ M tiol/ml). Die resultate wat
verkry is deur die tiolinhoud van'naantal wolmonsters
volgens bogenoemde metode te bepaal, word in tabel VI
aangegee. Wanneer die wol wat geanaliseer word 'Il ho§
tiolinhoud het, soos in die geval waar die wol met merkap-
toëtanol gereduseer is, is die hidrolisaat ooreQnkomstig
verder verdun.

I I !
W01monster Hidrolise:::±yd Mikromole SH/gram wol(minute)

--
jO 30.0
45 32.9
60 32.7

Onbehandel 75 32.8
90 32.6

105 31. 4
120 30.8

i

45 772
60 773
75 768

*Geredusee~ 90 758
105 752
120 689 I

.*
Gereduseer vir 12 uur met 1% merkaptoëtanol.

(iv) Amperometriese kontrolebepaling van' die DTN-metode:

Apparaat en vo'orbereiding van die elektrode:

'Il Metrohm-potensiograaf, Model E, met
gesinchroniseerde mbtoraangedrewe buret en roterende
platina-elektrode-eenhid met'llpolariseerder (deur
dieselfde vervaardiger verskaf) is gebruik. Die platina-
elektrode roteer teen 'Il konstante spoed van 600 omwentelings
per minuut. As verwysingselektrode is 'Il Ag/AgCl-se1 in
'Il versadigde KCl-oplossing gebruik; 'Il versadigde KN03-brug
wat 1.5% agar bevat, het elektriese kontak met die titrasie-
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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 silwernitraatoplossing
( -4 -410 tot 5 x 10 M, afhangende van die aantal tiolgroepe
in die wol) is in die reaksiemedium ingelaat teen h tempo
van 0.5 ml/min, terwyl die elektriese stroom op die
gesinchroriseerde registreerder geregistreer is.

Die indikatorel~ktrode is daagliks as volg
voorberei:- Die elektrode is met HN03 (1:1) skoongemaak
en met water gewas. Die roterende platina-elektrode is
versilwer met h 6- vol t droëseLbattery in In oplos sing van

-2 '5 x 10 M KAg(CN)2' (Hierdie, oplossing is berei deur h

gekonsentreerde KCN-oplossing by 15 ml AgN03-oplossing
(0.1 M) te voeg tot die gepresipiteerde AgCN net opgelos
het, en die oplossing dan op te maak tot 30 ml met water.)
Sodra h goeie silwerbasis gevorm het, is die elektrode
geëkwilibreer deur h 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 geïllustreer deur die afwesigheid
van enige "geraas", selfs by instellings van die hoogste
sensitiwiteit~

Prosedure gebruik by die amperometriese titrasie van
tiolgroepe:

Die prosedure wat by al hierdie bepalings gebruik
, 21 23is, is gebaseer op bepallngsmetodes van Beneseh ' en

K~lthoff200, wat as volg deur Swanepoe1348 gewysig is:-
Die wolhidrolisaat is tot 25 ml verdun met water. By
40 ml etanol (96%) is 1 ml NH40H/NH4N03-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 AgNO -oplossing (10-4 M, in 92%

3
etanol) begin. Die presipitaat wat gevorm word wanneer
die hidrolisaat by die buffer-alkoholoplossing govoeg word,

*bevat geen aminosure of peptiede nie , maar is in werklik~
heid h klein hoeveelheid (NH4)2S04 wat as gevolg van die
hoë alkoholkonsentrasie' neergeslaan het. Dit het egter
nie h merkbare invloed op die bufferkonsentrasie nie en
geen aandag is verder hieraan geskenk nie.

* Bewys met behulp van ioonuitruilingschromatografie op h

outomatiese aminosuuranaliseerder.
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Bogenoemde argentometriese metode is vervolgen~
gebruik om die tiolinhoud van TI aantal wolmonsters, soos
verkry met die DTN-metode, te kontroleer. Die verskillende
wolmonsters is vir 45 minute gehidroliseor soos voorheen
beskryf is (meganies geroer), voordat die bepalings gedoen
is, en die resultate word in tabel VIr aangegee.

TABEL VII

I .
,

Mikromale SH/gram wol
Wolmonster Behandeling

DTN Argentometries
--

A Geen 31. 8 31. 5
B Geen 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 813 797
I Gereduseer 392 398I I

G. Bestraal vir 20 uur met TI ho~-druk Hanovia-lamp
H. Gereduseer met 1% merkaptoëtanol vir 12 uur
I.. Gereduseei met 1% merkaptoëtanol vir lt uur
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XII. RIf- REAKSIE VAN HIPOFOSFIETIONE MET SISTIEN

(i) Die liq-geinduseerde sistien/hipofosfiet-reduksie-
reaksie:

Ondersoek na die qolflenqte van die liq wat die reduksie
van sistien deur hiEofo·sfietione induseer:

Hanovia-lamp:

Die spektrum van h hoê~druk-kwikontladingslamp
van 360 watt is spektrofotometries bepaal en word in
figuur XV aangegee.

Phillips-ligermicidalH-lamp:

Die spektrum van bogenoemde l~mp (30 watt) is
soos in die geval hierbo be~aal en word aangegee in
figuur XVI.

Filters:

Die absorpsiespektra van CC14 en TI 6% NiS04.6H20-
oplossing is met behulp van die spektrofotometer bepa21
(kwartsselle met h p'adLe nq t e van 10 mm) en word aangegee in
f i qu re XV en XVI.

Bestralings:

TI Oplossing van sisti~n (10-3 M) en natriumhipo-
fosfiet (1.5 x 10-3 M) in 0.1 M HCl is vir 60 minute bestraal
in h kwartssel (padlengte 10 mm) op hafstand 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
TI filter (10 mm padlengte sel) van h 6% NiS04.6H20-oplossing
voor die sistien/hipofosfietoplossing geplaas en na h
bestraling van 60 minute is weer eens gevind dat reduksie in
albei gevalle p128sgevind het. Wanneer die NiS04-filter
egter deur CC14 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 eenvoudlge
spektrum het, en alle bestralings is vervolgens daarmee
gedoen.

Bepali~ van die kwantumopbrengste van sisteïe~~
bestraalde sistien/hipofosfietoplossings:

Keuse van h aktinometer:

Kwantum-intensiteite kan gemeet word met foto-
~lektriese selle, ~ermosuile of chemiese aktinometers.
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natriumsalisilaat in 0.01 M NaOH-oplossing. ('n Liniêre

Bl.
264Na n deeglike studie het Noyes tot die slotsom gekom dat

laasgenoemde die betroubaarste resultate gee. Die bekendste
chemiese aktinometer is ongetwyfeld di~ een wat gebruik ~aak
van die fotochemiese ontbinding van oksaalsuur in oplossings
van oksaalsuur/uranieloksalaat37• Hierdie bepalingsmetode
berus egter op titrasie van die fotolitiese produkte en
omdat groot volumes pplossing 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 akkuraat as bogenoemde metode nie, maar ook
makliker hanteerbaar. Parker26B het bv. n chemiese
aktinometer ontwikkel wat baie é.gevbé.Hger.·: a s 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.

Moroson en G . d 261 h t 1 IJregor~a es e on angs n
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 bensoësuuroplossings 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
aktiriometer teen n standaard bestralingsbron gestandaardi-
seer is, is dit moontlik om bestralingsdosisse vinnig en

261akkuraat volgens hierdie metode te bepaal .

Bepaling van die bestralingsdosisse:

n Beckman Fluorometer (met opwekking by 320 m~
en sekondêre filter vir die deurlating van die fluoressente
lig by 405 rnu) is gebruik. Dit is gestandaardiseer met

s t.e nde erd.isasLeIyn -Ó. ;· is verkry vir salisielsuurkonsentrasies
o -6tussen 0 en 10 M). By die bepaling van die fluoressensie

na bestraling is die instrument ingestelop 0% fluoressensie



in 0.01 M NaOH-oplossing. Twee houers wat elk drie
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met 10-3 M bensoËsuur in 0.01 M NaOH-oplossing terwyl
_, - 6100~ fluoressensie ingestel is met 10 M salisielsuur

standaard spektrofotometerselle (padlengtos 10 mm) in
serie kan hou, is op ~ afstand van 7.5 cm'van die
Phillips-lamp bestraal. Die voorste selle (naaste aan
die-lamp) het in albei gevalle h 6% Ni504.6H20-oplossing
bevat. Die middelste selle het die sistien/hipofosfiet/
HCl-reaksiemengsel in die een geval en h kontrole
hipofosfiet/HCl-oplossing (van dieselfde konsentrasie)
in die ander gevil bevat, terwyl die derde selle in albei
gevalle 3.5 ml van h 10-3 M bensoësuuroplossing in 10-2

M NaOH bevat het. Na die bestraling is die inhoud van
die derde selle oorgedra in die kwartshou~rs van die
fluorometer en die fluoressensie van albei monsters
bepaal, terwyl die sisteieninhoud van die middelste sel
bepaal is volgens die DTN-metode.

'Il Ondersoek na die liniêriteit van die aktinometer met
betrekking tot die dosis van bestraling:

'Il 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 'Il hipo-
fosfiet/HCl-oplossing wat as kontrole dien. Na ~estralings
vir verskillende tye is die fluoressensie en tiolinhoud
bepaal soos hierbo beskryf! is. Die resultate wat verkry
is, word in figuur XVII eangegee. Die fluoressensie word
as 'Il funksie van bestralingsduur aangegee en uit die
figuur blyk dit dat daar 'Il liniêre verband tussen hierdie
twee bestaan, vi r di e tye ondersoek. In 'Il kontrole-
ekspe~iment is die voorste NiS04-filters v~rvang deur
CC14-filters. Nadat vir 30 minute bestraal is, is gevind
dat die fluoressensie van die e~tinometer ooreenkom met
dié van 'Il monster onbestraalde bensoësuur. Gevolglik het
daar geen omsetting na salisielsuur onder bogenoemde
kondisies plaasgevind nie, wat beteken dat onder hierdie
omstandighede alleen daardie golflengte ultravioletlig
(254 m~) wat die sistien/hipofosfiet reduksie inisieer,
die Moroson-ektinometer aktiveer.



30
:cLn
»
u

Q)

rl
0
E20 0
H
-'"OM
z;

, [yS H

10

10 20
Bestraling (minute)

Fluorassensie van h aktinometriese
oplossing as h funksie van bestralings-

duur.

30



83.

Bepaling van di e kwantumin tensi tei t van d ie Ph i l.Ldpsc Lamp r

Die opening van die selhouer het hoppervlakte
2van 2 cm en vanaf die grafiek in figuur XVII blyk

dat 0.4 x 10-6 M s~lisilaat gevorm'is na h bestraling van
30 minute. Die kwantumopbrengs van silisilaat is volgens

-6Moroson 0.081 en dus word 0.4 x 10 M salisilaat gevorm
-6deur 4.95 x 10 molkwanta. In 30 minute word h dosis van- -6: 2·4.95 x 10 moLkwan t a deur 2 cm deurgelaat en dus is die

kwantumintensiteit van die Phillips-lamp op h afstand van
7.5 cm:

~.23 x 10-8 Nh~ /min/cm2•

Die invloed van temperatuur:

Volgens Noyes en Boekelheide264 het temperatuur-
skommelings h merkbare invloed op fotochemiese reaksies,
want die absorpsiekoëffisiënte van die oplossing en die
snelheid van sekondêre prosesse, sowel as die opbrengste
by primêre prosesse, ~an 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 stelof daar temperatuursveranderings
plaasvind gedurende die bestralingseksperimente: h termo-
koppel, wat aan h registreerder verbind is, is in die
reaksiesel geplaas en die oplossing is bestraalonder die
kondisies wat hierbo genoem is. Die temperatuur is bepaal
as h funksie van tyd en die resultaa~ word in figuur XVIII
aangegee. Dit is duidelik dat daar h geleidelike styging
in die temperatuur van die oplossing voorkom by bestralings
van langer as 10 minute, en om moontlike komplikasies te
voorkom, is al die bestralings vir h konstante tyd van
10 minute gedoen.

Berekening van die kwantumopbrengs ~:

In die bepaling van j is die sistien/hipofosfiet-
oplossings (van verskillende konsentrasies in 0.1 M Hel) vir
10 minute bestraal op hafstand 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 sisteien is bereken volgens die
volgende voorbeeld:-

Die fluo~essensie van die ~ktinometriese oplossing vir die
sistienmonster was, 2. 9,Z terwyl dié van di e kontrole 13.3 /.
was. (10-6 M natriumsalisilaat = 100%). Terselfdertyd is'
2.02 x 10-6 mole slsteïen in die bestraalde oplossing
gevorm. Na die bestraling is die verskil in fluoressensie
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tussen die kontrole en reaksiemonsters:

F - Fk
= 13.3 - 2.9%
= 10.4%

In 3.5 ml bensoësuuroplossing is gevorm:

10.4 x 10-6
100 x ió~o mole salisilaat

= 3.64 x 10-10 mole salisilaat.
261Volgens Moroson is die kwantumopbrengs van hidroks;!.;-

bensoësuur by pH 12.0:

== 0.081
Gevolglik word 3.64 x 10-10 male salisilaat gevorm deur:

100 / -108.1 x 3.64 x 10 kwanta

= 4.49 x 10-9 kwanta.

Aangesien 2.02 x 10-6 male sisteïen deur 4.49 x 10-9 kwanta
lig gevorm word, is die kwantumopbrengs van sisteïen vir
bogenoemde bestraling:

= 450 mol/kwantwm
Die kwantumdpbrengste is vir verskeie gevalle bepaal en die
resultate word in tabel VIII aangegee:

TABEL VIII

H3P02-konsentrasie Sistienkonsentrasie Kwsntumopbrengs
van sis teïen

(M) (M) (~ )

0 5 x 10-3 0.2

5 x 10-4 5 x 10-3 24

3 x 10-3 5 x 10-3 73

2 x 10-2 5 x 10-3 85
5 x 10-2 5 x 10-3 102
1 x 10-1 5 ·x 10-3 167
2 x 10-1 5 x 10-3 337
3 x 10-1 5 x 10-3 620
4 x 10-1 5 x 10-3 675
5 x 10-1 5 x 10-3 665
2 x 10-2 1 x 10-3 82
2 x 10-2 2 x 10:-3 88
2 x 10-2 5 x 10-3 85
2 x 10-2 1 x 10-2 97
2 x 10-2 5 x 10-2 96
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(ii) *Induksie van die sistien/hipofosfiet~reduksie-

ie

reaksie deur middel van radikaalinisiators van n
chemiese aard:

Bepalin~an die persentasie reduksie verkr~ die
- :r:ad.:;..krel'a-:t-g e in dus ee rd 2 sii.:U..e.D./hipofo~fieiCreqk~.ie :

By n oplossing van sistien (2 x 10-4 M) in 0.1 M
Hel (wat verskillende konsentrasies natriumhipofosfiet
bevat), is waterstofperoksied- en ferroammoniumsuFaatoplos-
sings van verskillende konsentrasies gevoeg, daarna is die
reaksiemengsel vir 1 minuut geskud waarna Tl'deelvolume
(1 ml) by 1 ml van n vers~digde_oplossing van EDTA in
water gevoeg is om die metaalione te sekwestreer en sodoende
enige oorblywende inisiaior te vernietig. Nadat die oplos-
sing vii 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 m~ gelees teen Tl verwysings-
monster wat nie sistien bevat nie. Die persentasie reduksie
verkry, word in tabel IX weergegee as die" aantal tiole
gevorm per ~aksimum aa~tal tiole moontlik.

TA BEL I X

I
I

Medium I H2O
(M)

0
0.1 M Hel 10

0
4xl

10
0.1 M Hel 10

10
---

Asetaat- 10
buffer
pH 4.7 10

10

Ferroammonium- NaH2P02 % Reduks
2 sulfaat

(M) (r~)

0 0.1 0
4 3 10-4 0 0x

5 x 10-4 0.1 0
0-4 0 0.1 0

4 2 10-3 0.01 16.x
4 2 10-3 0.10 61-x
4 2 10-3 1.00 68.x

4- 2 10-3 0.01 16.x

4 2 10-3 0.10

I
64.x

4 2 10-3 I 1.00 69.x
,...--.--

I
I
I

2

3

5

o

5

5

Tl Ondersoek na die reaksieprodukte gevorm by die radikaal~
geïn"dusee rde si stien/hipofosfietC'reduksi e:

By 5 ml van n oplossing van sistien (0.001 M) en
natriumhipofosfiet (0.1 M) in 0.1 M Hel is 100- ~l waterstof-
peroksiedoplossing (3%) en 100 ~l ferroammoniumsulfaat (3%-
oplossing) gevoeg. Die reaksiemengsel is vir Tl paar sekondes

* Hierdie induksiereaksies is almal by kamertemperatuur in
h donkerkamer ondersoek.
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tiolinhoud gevind.
aangegee:

Tipiese gevalle word in tabel X

geskud en toe is 50 ~l hiervan deur middel van hoogspannings-.
elektroforese in sy komponente geskei. Nadat die ferogram
gedroog is, is die papier in twee stroke'gesny, waarvan die

165een met In fosforreagens en die ander met ninhidrien-oplossing
gespuit lS. Ontwikkeling van die kleure het, afgesien van
sistien, die teenwoordigheid van twee verbindings C en D
~figuur 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 Swanepoe134B berei is
en wat reeds voorheen geidentifiseer is as h fosfoniumtipe
dubbelsout [(H20;)tsCy]SCy in die geval van een 'n
kwadrikovalente fosforanielradikaal (H20;)PSCy in die geval
D (Cy = HOOC-CH(NH2)-CH2-).

Herhalin~ van die inisiasieproses in asetaatbuffer
(0.1 M, pH 4.7) in plaas van 0.1 M HCl, het dieselfde twee
intermediêre reaksieprodukte as wat hierbo beskryf is,
gegee.

(iii) .Die termies-geIndus~erde reduksie van sistien deur

hipofosfietione:

h Ondersoek Aa die tydsverloop voordat die t~rmies-gefnduseerde
sistien/hipofosfiet-reduksie h aanvang neem:

h Oplossing van sistien (~0-3 M) en natriumhipo-
fosfiet (0.1 M) in asetaatbuffer (4 M, pH 5.2) is in h

termostaat in h donkerkamer by 600C of BOoC gehou. Elke
5 minute is h deelvolume (1 ml) van hierdie oplossing
onttrek en h tiolbepaling daarop gedoen met behulp van
die DTN-metQde. Nadat daar vir h lang tydsverloop geen
reaksie was nie, is h skielike drastiese toename in die



+
Hoogspanningsferogram van n
sistien/hipofosfietoplossing
wat met n chemiese radikaal-
opwekker behandel is.,

A is met ninhidrien gespuit.
B is met n fosforreagens gespuit.

A B

Il )

(

( )

')

Begin

c

D
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TABEL X

vind is, nie baie reproduseerbaar is nie. Berekening van

Reaksie- A 412
tyd --
(minute) 600e BOoe
by pH 5.2

5 0.020 0.025 0.035 0.040 0.032 0.028 0.030 0.031
10 O.OlB 0.021 0.038 0.041 0.034 0.031 0.040 0.032
15 0.028 0.025 0.041 0.041 0.032 0.930 1.90 0.03:
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 o .030- 1.90
60 0.032 0.027

100 0.035 0.03:)
120 0.040 1.90
140 1.90

Hoewel hierdie reduksi~ konsekwent plaasgevind het, blyk
uit Dns re~ultate dat die tydsverloop voordat reaksie onder-

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.

Bogenoemde reaksies is ook herhaal-in 0.1 M HC1-
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 mloplossings van sistien (10-3 M) en natrium-
hipofosflet (0.1 M) in ase~aatbuffer (4 M, pH 5.2) is 20 ~l
oplossings van sisteienhidrochloried in water ~evoeg om die
volgende konsentrasies tiol in die finale volume te gee:

-5 -4 -4 45 x 10 • 10 , 2 x 10 en 5 x 10- . M. Die oplossings is
by 600e in h termostaat in h' donkerkamer gehou, terwyl 1.0
ml deeLvo Lume s elke 5 minute onttrek en met DTN behandel is,
soos voorheen beskryf is. Die absorpsie by 412' m~ is vir
elke monster bepaal en word aangegee as h funksie van tyd
in figuur XX.
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Bogenoemde reaksie is odk h~rhaal in 0.1 M Hel,
.trisbuffer (pH 7.4, 0.1 M) en ammoniumhidroksied-ammonium-
chloriedbuffer (pH 9.3, 0.1 M), maar in geeneen van hierdie
gevalle is enige reduksie verkry nie. In laasgenoemde twee
gevalle is in werklikheid gevind dat die hoeveelheid tiol
wat bygevoeg is, met verloop van tyd verminder het.
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XI I 1. DIE REAKSIE VAN SULFIETIONE MET ONSIMMETRIESE

DISULFIEDE

R-S-S-R' + so; +

+ R'-S-SO; (vi)

h Kompliserende faktor by sulfitolises is die
omkeerbaarheid van die reaksie. Dit is bewys58 dat hierdie
reaksie volledig omkeerbaar is by pH 9, sodat die volgende
moontlike ewewigte bestaan in die reak~ie met h onsimmetriese
disulfied:-

- R'-S-R-S-S-R + S03 ........R-S-S03 + ........ (i )

~ R-S + R'-S-SO;

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-
soute:-

R'-S-S-R' + 2 e (ii)

2 R-S R-S-S-R + 2 e (iii)

Sulke syreaksieskan die vertolking van die resultate baie
bemoeilik deurdat die s~kondêr gevormde disulfied nou weer
met sulfietione reageer en h verdere stel ewewigte by die
reaksie betrokke raak:-

R-S-S-R + SO= ___:::.. R-S-S-O; + R-S (iv)......3 ....:::--

R '-S-S-R ' + SO= _.::.. R~S-SO; + R~S- ( v)3 ......
0::::--

Die hele reaksiesisteem kan baie vereenvoudig word ind ien
die reaksie uitgevoer word in die teenwoordigheid van h
reagens wat spesifiek en vinnig ~et tiole reageer. Nie
alleen saloksidasie verhinder word nie, maar die ewewig
van die sisteem salook heeltemal na regs verplaas word:

R-S-SO + R~S-M/f 3

CH3HgI is gekies
blokkeer. Reeds

as reagens om die gevormde tiolgroepe te
in 1947 het Hughes171,172 aangetoon dat

hierdie reagens monofunksioneel en baie spesifiek vir tiol-
groepe is: ...

-~), R-S-HgCH 3 + HI . . . . . . .. (vii)

Verder het dit die voordeel dat dit stabiel is in die teen-
di h id . If' t i 214woor 19 e1 van su 18 10na •



sulfien- en sulfoonsure. Sulke reaksies vereis, gewoonlik
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CH3HgI ~s besonder reaktief en uit die eksperiment-
ele deel blyk .(figuur VI) dat hierdie reagens vinnig genoeg
met enige tipe tiol wat in di~ ondersoek gebruik is, reageer
om moontlike komplikasies deur oksidasie te verhinder.
Hoewel algemeen 8Bnvaar word dat CH3HgI nie met disulfied-
bindings reageer nie; het uit hierdie ondersoek duidelik
geword dat daar wel een uitsondering best~an, nl. die on-
simmetriese disulfied sisteien~sisteamien, wat by ho~ pH-
waardes deur CH3~gI ontbind word om sulfien- en sulfoonsure
te vorm. Daar is beweer58 dat sekere swaarmetaalverbindings
in staat is om disulfiede aan .te val met die vorming van

drastiese kondisies en dit is verbasend dat sisteamien-
sisteien onder baie milde kondisies reeds begin nntbind.
Geeneen van die ander onsimmetriese disulfiede word onder
soortgelyke kondisies ontbind nie en geen verklaring kan vir
hierdie reaksie gegee word nie.

Indie~ die reaksie uitsluitlik volgens
vergelyking (vi) plaasvind, kan, deur die hoeveelhede
R-S-SO; en R'-S~SO; wat gevorm word: te vergelyk, maklik
vasgestel word of die sulfietioon enige voorkeure toon in
sy reaksie met die twee swaelatome van die onsimmetriese
disulfied. Uit vergelyking (viii):-

x R-S-S-R' + x SO= + x CH3HgI -7 a R-S-SO- +3 3
a R '-SHgCH 3 + (x-a) R-SHgCH3 + (x-a) R'-S-SO- + x I. 3

(viii)

volg dat:-

IR-S-SO; J / [R'S-SO;] = [R-S-SO;l/ [R-S-HgCH3l
Al die onsimmetriese disulfiede wat bestudeer is, het
35S-gemerkte sisteien of sisteamien bevat en.volgens
bogenoemde vergelyking kan die voorkeur of affiniteit van
sulfietione vir die twee swaelatome dus direk bepaal word
uit die relatiewe verhouding van die twee radioaktiewe

* - *splitsingsprodukte nl. R-S-S~3 en R-S-~gCH3' In die gevalle
waar die sulfietione geen voorkeur vir ~ spesifieke swael-
atoom het nie, sal hierdie verhoud~ng ~ waarde van 1.0 hê;
waardes groter of kleiner as 1.0, dui daarop dat sul~iet
~ groter affiniteit vir een van die swaelatome van die
onsimmetriese disulfied het.
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Dit is noodsaaklik om daarop te wys dat
5 hó b 1305 b i d i Xllr~ t Lf i e t i d hC 0 er ver ln lng ~ me . su let10ne behan el et,
en gevind het dat slegs sisteien en S-sulfomerkapto-
asynsuur en geen S-sulfosisteien en/of tioglikolsuur gevorm
is nie. Dit impliseer h oneindige voorkeur van sulfiet
vir die swaelatoom aan die karboksi~metielgroep van die
disulfied. in teenstelling met die voorkeur van 1.6 wat in
tabel II aangegee word. Hierdie anomalie is waarskynlik
te wyte aan die feit dat Sch6berl sy sulfitoliese in die
teenwoordigheid van fosfowolframsuur uitgevoer het,
waardeur die ewewig van die omkeerbare reaksies beinvloed
kan word:-

R-S-S-Cy +

R-S-SO-
so=.f 3

3_~

~R-S-

+ Cy ............ ( a )

(R = HOOC-CH2-

(Cy = HOOC-CH(NH2)-CH2-)

Fosfowolframsuur reageer net met CyS en nie met die ander
produkte in bogenoemde 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 v~rsteuring beinvloed daardeur die
hele sisteem en dit verklaar waarom Sch6berl slegs
R-S-SO; en die kompleks tussen CyS en fosfowolframsuur in
die reak~iemengsel gevind h~t. Omdat CH3HgI vinnig met
'sisteien sowel as tiog~ikolsuur reageer, is sulke kompli-
kasies nie in hierdie ondersoek ondervind nie.

Daar. het natuurlik ook die moontlikheid bestaan
)

dat CH3HgI met verskillende snelhede met die verskillende
tiole kan reageer, sodat dit die ewewigte en gevolglik die
voorkeure kan beinvloed, net soos Sch6berl ondervind het.
Die feit dat N-etiel~aleienimied egter in die gevalle
waar dit CH3HgI as tiolreagens vervang he~ (tabel II)
nog steeds dieselfde resultate gegee het, toon dat CH3HgI
en N-etielmaleienimied nie die ewewigte beinvloed nie en
dat die ve~houding RSSO;/R'SS0'j h direkte maatstaf is van
die affiniteit van sulfiet vir die twee swaelatome van die
onsimmetriese disulfied.

-Die resultate verkry van die sulfitolise van
onsimmetriese disulfiede, is in tabelle II en III aangegee.



lyn lê. 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 h preferensiêle substitusie plaasvind.
(n Volledige bespreking van die invloed van steriese
faktore by sulfitolises word op bladsy 30 gevind.)

Daar is ook beweer137,257 dat die polarisasie van
die disulfiedbinding (as gevolg van elektronverplasings-
invloede) die reaktiwiteit van die swaelatome kan beinvloed.
In die disulfied R-S-S-R'(R'is sterker elektrononttrekkend
as R) sal die twee swaelatome na bewering as volg gepolariseer
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Dit blyk dat daar slegs drie onsimmetriese disulfiede is
(nl. ver~indings I, II en III), waar die verhouding
RSSO;/R'SSO; naby genoeg aan 1.0 lê 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 h geringe voorkeur in
verbinding XI~ tot h voorkeur wet feitlik uitsluitlik
net op een swaelatoom gerig is in verbindings XII en XVI.

Daar is vier faktore wat moontiik hi~rdie voorkeur
van sulfiet vir n sekere swaelatoom kan veroorsaak en uit die
literatuur blyk dit dat elkeen van hierdie faktore 'n
skool 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 faktorelOB,109 die aanval
van die sulfiet kan beinvloed, want nukleofiele verplasing
van swael vind deur n rugkant-aanval plaas sodat intredende
en uittredende groepe in die oorgangstadium in n reguit

wees:-

66 + 6+
(66+ is h kleiner positiewe polarisasie
as 6+)

Dit is bekend220 dat elektrofiele aanval by so n onsimme-

R-S-S-R'

triese disulfied plaasvind op die swaelatoom wat die verste
van die elektrononttrekkende groep R' lê, en na analogie
hiervan is verwag dat h nukleofiele reagens soos sulfiet dus

~+ b h t 1 - k k 270 h t~ e oor aan te ve. ~e ere wer ers esweelatoom
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
elektrorionttrekkende groep aanval, sodat die meer stabiele
merkaptied uit die onsimmetriese disulfied verplaas word.
Die volgende moontlike eW8wigte bestaan in die reaksie van
h nukle~fiele reagens Y- mat h onsimmetriese disulfied:-

R-S-S-R' +

+ R ' -5Y

+ R'-S-

270 'Bogenoemde werkers het beweer dat R 5- h stabieler
anioon is as RS-, (omdat die pK-waarde van die tiolgroep
van R'SH laer is as d{~ van RSH), met die gevolg dat die
ewewig by vergelyking (a) na regs en dié by vergelyking
(b) na links verplaas sal word. Dit verklaar waarom
gevind is dat die merkaptied met die laer pK-waa~de uit
die onsimmetriese disulfied verplaas word deur nukleofiele
reagense.

Vierdens is dit ook moontlik dat coulombiese
k t d.i kt i it it kb'· '1 d58rag e le rea lWl el an 8lnv oe • Die rol wat
hierdie kragte by sulfitolises kan speel, is breedvoerig
bespreek in hoofstuk V, waaruit geblyk het dQt
negatief gelaaide groepe die sulfietione mag afstoot terwyl
positief gelaaide groepe dit kan aantrek. Die moontlikheid
bestaan dus dat die sulfiet by onsimmetri~se disulfiede
waar verskillend gelaaide groepe aan die twee swaelatome
gebind is, h 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 sWBelatome van die disulfied betref, moet onthou word
dat hierdie invloed progress~ afneem hoe verder die groep
van die swaelatoom geleê is. Hierdie effek behoort dus
slegs van betekenis te wees in die gevalle waar die groep
wat dit veroorsaa~ in h a-posisie met betrekking tot die
swaelatoom geleë is. In verbindings I, II en III is die
groepe verantwoordelik vir die asimmetrie van die disulfied,
geleë op die ~-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 ~at substituente op ~-koolstofatome te ver van



94.

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
~-koolstofatoom van die een helfte. Die verhouding
RSSO;/CySSO; (Cy ". HOOC-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 h
sterk elektrononttrekkend~ groep gebind, terwyl die
ander deur h metileengroep geisoleer word van groepe wat
dit kan beinvloed. Die swaelatoom wat a2n die elektron-
onttrekkende 3-karboksi-4-nitrofenielgroep gebind is, sal
meer positief gepolariseer w~es as die ander swaelatoom en
gevolglik behoort sulfiet h groter affiniteit vir eersge-
noemde swaelatoom te toon. Dit is egter nie die geval nie
en in werklikheid vind aanval alleenlik op die ander swael-
atoom plaas. Die resultaat 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 gedefineer. In die disulfied -S-S-CH2-CH3 sal
substitusie van die waterstofatome van die ~-koolstofatoom
deur ander groepe lei tot h sekondêr, tersiêr of kwatternêr
gesubstitueerde ~-koolstofatoom:-

primêre ~-koolstofatoom, sekondêre
a-koolstofatoom

-S-S-CH2-CH2-:R

-S-S-CH2-rH-:')i
1~

sekondêr gesubstitueerde ~-koolstofatoom

tersiêr gesubstitueerde ~-koolstofatoom

;R
I

-S-S- CH 2 - C-::R
I
R

kwafternêr gesubstitueerde ~-koolstofatoom

Word verbindings IV tot IX beskou, blyk dit dat
daar beslis h begunstigde aanval van sulfietione op een van
die swaelatome van die disulfied plaasvind. In al hierdie
verbindings is die verhouding van RSSO;/R'SSO; ~2.0.
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Hierdie verbindings bevat h prim~re ~-koolstofatoom
(verbinding IV) of sekondêre ~-koolstofatoom (verbindings
V-IX) ean die een kent en almal bevat n tersiêre ~-koolstof-

die sulfietione h groter affiniteit vir die swaelatoom aan
die kant van die primêre of sekond~re ~-koolstofatQom,
as vir die swael aan die kant van die tersi~re ~-koolstof-
atoom. In die geval waar die ~-koolstofatoom aan die een
kant van tersiêr (ve~binding V) na kwarternêr (verbinding X)
verander word; neem die voorkeur van sulfiet vir die
swaelatoom aan die kant van dis sekond~re ~-koolstofatoom
drasties toe.

Dit is duidelik dat substitusie op h ~-koolstof-
atoom die reaksie van sulfietione met die disulfiedbinding
beïnvloed. Hierdie effek is direk verwant aan die graad
van substitusie, maar onafhanklik van die geaardheid van
die substituant. Die implikasie hiervan is dat polarisasie
van die disulfiedbinding deur groepe op ~-koolstofatome h
onbeduidende rol speel en dat die reaksie met sulfiet
grootliks beheer word deur stereochemiese faktore.

Dit is bekend dat simmetriese disulfiede wat
tersiêre of kwarternêre a-koolstofatome besit. stabiel is

. 254 289 309 .teenoor nukleof1ele reagense ' , , en verder 1S ook
bewys dat kwarternêre substitusio groter steriese verhinder-
ing as tersiêre 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 h

waterstofatoom van die een a-koolstofatoom verplaas deur h

metielgroep (verbinding XV) sodat dit van h sekondêre na
tersiêr-gesubstitueerde koolstofatoom 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 ~-koolstofatome ook n
steriese beskermingseffek op die swaelatome van disulfiede
het. Hierdie effek is natuurlik heelwat groter by a- as by
~-koolstofatome omdat laasgenoemde verder van die swael-
atoom lê, en word mooi geïllustreer deur die resultate van
verbindings IX (~-tersiêr) en XI (a-tersiêr) en verbindings

,
X (~-kwarternêr) en XII (a-kwarternêr).



R.;..5-5-R'
pK

R550;/R'550;
RSH R'5H

H N-CH -CH -5-S-CH -CH -COOH 8.4 10.1 1.022222
H2N-CH2-CH2-5-5-CH2-CH2-0H 8.4 9.6 1.0

H N-CH -CH -5-5-CH -COOH 8.4 10.1 2.32 2 2 2
H N-CH -CH -5-5-CH -CH(COOH)-NH-
2 2 2 2 CO-CH 8.4 9.5 2.03
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Parker en 270Kharasch het in die geval van
2,4-(N02)2C6H3-5-5-R (R = -CH2-CH3 of -CH2-CH20H) gevind
dat nukleofielo oonv~l f8itlik uitsluitlik op die
eWBelatoom (-5-R) plaasvind. Dit bring ons by die derde
faktpr wat moontlik die nukleofiele splitsing vah
disulfiedbindings kan be~nvloed9 nl~ die bewering van
bogenbemde skrywers dat dia ~8er stabiele merkaptied?nioon
(met die laer pK-wa~rde) uit die disulfied verplaas sal
word. 500s voorheen vermeld, bestaan daar nog heelwat
onsekerheid oor die toekenning van spesifieke pK-waardes
aan die tiolgroepe van v~rbindings wat ook amino- en
karboksielsuurgroepe bevat. Om onnodige spekulasies te
vermy, is slegs die onsimmetriese disulfiede waarvan die
K d d i k t· k t· d 76,138,236 tP -waar es van le ooreen oms a qe mer ap le e me

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-----

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 dat sulfiet n groter affiniteit vir die
ander swaelatoom moet toon. Die verhouding RS50;/R'SSO;
behoort dus in al bogenoemde gevalle kleiner as 1.0 te wees.
Dit is nie die geval nie. Die bewering dat n nukleofiele
reagens die meer stabiele merkaptied uit h onsimmetriese
disulfied verplaas, geld dus nie vir bogenoemde disulfiede
nie.

van
Alhoewel die aanname van Parker en Kharasch wel

toepassing mag wees op verbinding XVI, waar die pK-waarde
die tiolgroep van 3-karboksi-4-nitrotiofenoll02 waar-van

skynlik laer as 5.0 is, terwyl di~ van sisteien ho~r as
8.0 is, blyk uit ons bevindings dat 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 stork dat dit
enige moontlike invloed wat die relatiewe stabiliteite
van die merkaptiedione op die voorkeur van sulfiet vir

en Kharasch nie die rol wat steriese verhindering by hul
reaksies kan speel, in ag geneem het ni~, is dit nogtans
moontlik om baie van hul bevindings hierdeur te verklaar,
soos bv. die feit dat die aanval van verskeie nukleofiele
reagense uitsluitlik op die swaelatoom '(-5-R) van die
onsimmetriese disulfied Ar-5-5-R plaasvind. Die aromatiese
koolstdfatoom kan as h kwattern~r-gesubstitueerde a-koolstof-
atoom beskou word, terwyl die ander swaelatoom aan h
sekond~re a-koolstofatoom gebind is, en volgens ons
bevindin~s behoort Ar-5- dus ~rrt h groter mate steriese
beskerming te geniet as -5-R.

Die vierde faktor wat moontlik die reaktiwiteit
van onsimmetriese disulfiede kan beinvloed, is coulombiese
kragte. Daar is beweer58 dat negatief gelaaide sulfietione
vinnig met positief gelaaide molekules soos sistamien en
stadig met negatief gelaaide ditiodipropioonsuur reageer,
omdat teenoorgesteld gelaaide molekules mekaar aantrek en
identies galaaide 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 waarby die ondersoek uitgevoer is) en
hoewel die sulfitolises nie onder omkeerbare toestande
ondersoek is nie (en dus nie direk met kinetiese reaksie-
studies vergelyk kan word nie), bestaan daar nogtans h

moontlikheid dat die aanval van sulfiet deur coulombiese
kragte beinvloed kan word. Die negatief gelaaide sulfiet-
ione moet dus deurgaans h groter affiniteit toon vir die
swaelatoom wat aan die meer positief gelaaide fragment
gebind is, en indien so h effek wel h noemenswaardige

"invloed op die voorkeure het, behoort die resultate in
tabel II dit te illustreer. Hiervolgens behoort verbindings
lp II en III almal R550;/R'S50;-waardes groter as 1.0 te
gee. Dit is egter nie die geval nie. In verbindings V en VI
is groep 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 op
onsimmetriese disulfiede so sterk beinvloed word deur
stereochemiese faktore dat enige ander effek, indien dit
wel voorkom, feitlik geen betekenis het nie.

Hierdie steriese verhindering word nie net by
onsimmetriese disulfiede van lae molekulêre gewig gevind
nie, maar ook by die onsimmetriese disulfiede tussen
sisteien en proteiene, soos die resultate in tabel III
duidelik toon.

Bogenoemde disulfiede sien almalsoosvolg daar uit:

co

A

NH

NH

co
B

Alhoewel beide ~-koolstofatome tersiêr gesubstitueer
is en gevolglik verwag 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
"sisteien" swaelatoom van die natuurlike proteiene toon.
Hierdie voorkeur (CySS;/Prot.SSO;) varieer van 2.0 in die
geval van hemoglobien, tot 9.0 in die geval van albumien en
laktalbumien. Na denaturering deur ~r8um toon die sulfiet
geen voorkeur vir n spes~fieke swaelatoom nie en is die
waarde van CySSO;/Prot.SSO; in al die gevalle l.O. Die
resultate verkry by die natuurlike proteiene toon dat die
toegang van die sulfietione tot die ~waelatoom van die
ilproteIerC-tiolgroepll :i.nL'n aansienlike mate verhinder word.
Na denaturering word geen verhindering ondervind nie, wat
beteken dat die beskerming wat by die natuurlike proteiene
and ervindis, tew y te was aan ste ri esefa kta ro . wat n fun ksie
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is van die sekondêre en tersiêre struktuur van die
proteïenmolekule. (Dit is bekend226 dat 'n gedenatureerde
proteïen 'n ongeordende (willeke~rige klos) konfigurasie
het, in teenstelling met die geordende vorm van die
natuurlike proteïen). Die feit dat ons gevind het dat
verskillende natuurlike proteïene verskille in die
voorkeur toon, word toegeskryf aan verskillende grade van
steriese verhindering wet by die proteïen-S-S-Cy-binding
verleen word.

Die inligting wat uit hierdie ondersoek verkry
is" kan aangewend wo rd om die verskille in reaktiwiteit
van die disulfiedbindings van proteïene 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 Il
van die A-ketting verbind, terwyl die disulfiedgroep van
die analoë oksitoksienring wel ~nder soortgelyke kondisies
reageer. Aangesien aangevoer word dat geordende strukture
slegs stabiel is as die polipeptied meer as 8-15 aminosuur-

299reste bevat ,kan aanvaar word dat die oksitoksienring
(molekulêre gewig = 980) in 'n ongeordende vorm bestaan en
dus toeganklik is vir aanval deur sulfietione. Bogenoemde
hipotese word ondersteun deur die feit dat al drie die
disulfiedbindings van insulien met sulfiet reageer na
d t.ureri di t '. 248ena urerlng van le pro elen •

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
natuurlike proteïen 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 algemeen aanvaar dat sulfietione slegs die twee
interkettingdisulfiedbindings van insulien splits, terwyl
die intrakettingdisuifiedbinding wat reste 6 en Il van die
A-ketting verbi.nd, stabiel is en nie reageer tensy die

, 59 216 217 248proteïen gedenatureer word nle ' , , •
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disulfiede met die serumproteiene. Eldjarn en Pih199 het
beweer dat die proteienmolekule as volg teen die ffifekte van
bestraling beskerm word:-

Proteien-S-S-CH2-CH2-NH2 + ·OH ~.proteien-SH + H2N-CH2-CH2-S02'

~ proteien-SOZ + H2N-CH2-CH2-SH

Hul~e het aangevoer dat daar h gelyke kans bestaan dat aan-
val op enige van die twee swaelatome kan plaasvind, met
die gevolg dat die aantal proteïen.: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 radikaalreaksies ook
deur steriese faktore beinvloed word en aangesien ons
gevind het dat nukleofiele aanval by soortgelyke
onsimmetriese disulfiede as dié wat deur Eldjarn en
Pihl ondersoek is, by voorkeur op die Ijsisteïenil-swaelatoom
plaasvind, behoort die _nproteïen"-swaelatoom tot nog 'n
groter mate teen die effekte van ioniserende straling
beskerm te wees as wat bogenoemde werkers vermoed het.
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XIV. TIOL-DISULFIEDUITRUILING EN DIE KWANTITATIEWE
BEPALING VAN TIOLE DEUR 5,5'-DITIOBIS-(2-NITRO-

BENSQ_ëSUUR)

In die inleidende bespreking is gewys op die
gebruik van sekere disulfiede as reagense vir die kwanti-
tatiewe bepaling van tiole. Die aantreklikheid van hierdie
bepalingsmetodes lê 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,
is deur Ellmanl02 ontwikkel. Dit word daagliks in hierdie
laboratorium gebruik en berus op die feit dat 5,5'-ditiobis-
(2-nit roben so ë suur) (DTN) deu r middeL van In ti01-dis u1fie d-
uitruiling met tiole reageer om 3-karboksi-4-nitrotiofenol
(CND te vorm:-

Omdat die absorpsiespektrum van CNT-ione, wat h maksimum by
412 m~ toon, heeltemal verskil van dié van die uitgangstof
DTN met absbrpsiemaksimum by 340 m~, en aangesien Ellman
bewys het dat hierdie tiol-disulfieduitruiling kwantitatief
verloop vir die tiole wat hy ondersoek het, kan die konsen-
tr~sie van die oorspronklik8 tiol v2sgostel word deur die
kolorimetriese bepaling van die konsentrasie van 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 h onsimmetriese
disulfied wel gevorm sou word, en die absorpsiespektrum
daarvan 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 nadelig beinvloed en sy analitiese waarde
verlaag. Hoewel die DTN-metode algemeen gebruik word, is
hierdie aspekte nog nie voorheen bestudeer h~e, gevolglik is
h deel van hierdie ondersoek daaraan gewy.

In die eksperimentele gedeelte is bewys dat
onsimmetriese disulfiede wel in aansienlike 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 kolorim~trics8 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 eNT-ione
wat gevorm is en kolorimetries bepaal word, is dus n
direkte maatstaf van die hoeveelheid tiol wat oorspronklik
t.eenwo o rdig wa s ,

In verdere studies is gevind dat die gevormde
onsimmetriese disulfied onder sekere toestande nie baie
stabiel is nie en in ander reaksies behalwe tiol-disulfied-
uitruiling betrokke raak. Dit is bekend120 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

355 .die enigste bron van lig. Verder kan metaalsoute die
oksidasie van eNT-ione versnel; om dit te verhoed is die
dinatriumsout van etileendiamientetra-asynsuur gebruik as
sekwestreerreagens saam met DTN. Ten spyte van bogenoemde
voorsorgmaatreêls het die onsimmetriese disulfied nog
steeds ontbind. Na n verdere ondersoek is vasgestel dat
die alkaliniteit van die oplossing n groot invloed op die
stabiliteit van die onsimmetriese disulfied het.

Uit die resultate (tabel V) blyk dat die onsimme-
triese disulfied tussen eNT en sisteïen 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 uitgevoer word. Dit is egter ook
bekend dat tiol-disulfieduitruilingsreaksies deur die
merkaptiedioon (RS-) en nie deur die tiol (RSH) verloop
nie2B, en gevolglik moet die bepaling uitgevoer word by
n pH wat hoog genoeg is om dissosiasie van die tiolgroepe
wat bepaal word, te verseker. Verder moet die pH ook hoog
genoeg wees om dissosiasie van die gevormde eNT te bewerk-
stellig, want Ellmanl02 het aangetoon dat slegs die

spektrum van ongedissosieerde eNT kom ooreen met dié van
DTN). In sy oorspronklike publikasie het EllmanlOl aanbeveel
dat die reaksie by pH B.O uitgevoer word. Die pK-waarde van
die tiolgroep van 4-nitrofenielmerkaptaan word aangegee as
5.1. Hierteenoor bevat die fenielgroep van eNT 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 eNT nog laer as 5.1 te wees. Gevolglik sal
feitlik al die eNT gedissosieer wees by pH B.O, sodat die



OH
+ R-SOH
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bepaling by 412 m~ 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 ~n 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 hidroksielioon 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 sisteïen 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 Pih199 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 d8~r HOOC- of 02N-groepe in die benseenring
te b t't 270,313,329su s ~ ueer .

Aangesien CNT en die alifatiese sulfien- en sulfoon-
sure by die alkaliese hidrolise van die onsimmetriese
disulfied gevorm word, lyk dit asof daar n direkte
nukleofiele aanval van OH op die disulfiedbinding plaas-
vind, sodat die reaksie waarskynlik as volg verloop:-

Volgens huidige teorië ondergaan n sulfeensuur (wat uiters
41onstabiel is en in slegs twee gevalle, sover bekend ,

geïsoleer kon word) dismutasie om die ooreenkomstige
sulfiensuur en tiol te vorm:-

R-SOH + R-S-S-R ---->~. R-SO-S-R + R-SH
R-SO-SR + + R-SH
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Die sulfoonsuur word moontlik gevorm deur die stadige
oksidasie van die sulfiensuur:-

n Dismutasie van die sulfiensuur is ook moontlik:-

R-S02H + R-S-S-R -->~R-S02-S-R + R-SH

Noudat aangetoon is teen watter faktore gewaak
moet word wanneer die DTN-bepalingsmetode gebruik word, en
ons die reaksiekondisies dienooreenkomstig vor~nder het in
n poging om die akkuraatheid te verhoog, is hierdie metode
gebruik om die tiolinhoud van nonoplosbare proteïen
(keratien) 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 proteïene
ontoeganklik is vir die reagens as gevolg van die ruimtelike
rangskikking van die proteïenmolekule. Hierdie ontoeganklike
of afgeskermde groepe kan eers bepaal word nadat die
geordende proteïenstruktuur vernietig is. Hidrolise van die
peptiedkettings is waarskynlik die eenvoudigste en mees
eLq emens.e .metode waardeur die proteïen afgebreek word na
kleiner fragmente. Wanneer h proteïen egter gehidroliseer
word, word die tiolgroepe geleidelik vernietig266 en dus moet
die hidrolisetyd so kort moontlik gehou word om die ver-
nietiging tot h mi~imum te beperk. Louw233 het bv. die
h~drolisetyd van 8 tot 4 uur verminder en gevind dat dit
hoër waardes vir die tiolinhoud van wol gee, soos bepaal
deur die fosfowolframmetode. Zahn387 het dit nog verder
verminder tot 2 uur en die hidrolisaat dan titreer met
fenielmerkurihidroksied in die teenwoordigheid van guanidien
met nitroprussied-indikator. Ook hy het gevind dat verkorte
hidrolisetye n toename in die tiolinhoud van wol gee.

Hoewel te lang hidrolisetye vernietiging van die
tiolgroepe meebring, bestaan daar ook die gevaar dat te
kort hidrotisetye-te lae waardes kan gee, omdat al die
t i oLq r-oepe'dan nog nie toeganklik mag wees vir die reagens
nie. Gevolglik moet daar sekere optimum hidrolisetye
bestaan vir die bepaling van tiolgroepe in proteïene.
Wanneer wol gehidroliseer word onder standaard kondisies,
neem ~it ongeveer twee uur voordat al die proteien opgelos
het, en dit word algemeen aanvaar dat dit die minimum



bring nie. Dit wil egter voorkom asof die aanname
olcott en Fraenkel-Conrat266 die mees waarskynlike
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hidrblisetyd 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
h ondersoek ingestel na die hidrolisetye wat die optimum
tiolinhoud vir meganies-ge£oerde keratienhidrolisate gee,
soos bepaal met die DTN-metode.

U~t die resultate blyk dat h lae wa~rde by die
30 minute hidrolisaat verkry is (tabel VI). Dit kan
verklaar word deur die feit dat al die wol nog nie opgelos
het na h hidrolise van 30 minute onder die gegewe toestande
nie. Hidrolisetye van 45 tot 90 minute gee die maksimum
waarde vir die tiolinhoud. Wanneer die wol langer as
90 minute g~hidrolis~er word, is gevind dat die hidrolisaat
h pers of br0in kleur begin ontwikkel; dit gaan gepaard
met h afname in die tiolinhoud van die wol. Die optimum
hidrolisetyd vir die reaksietoestande hierbo beskryf, lê
dus in die gebied 45-90 minute. Word die oplossing glad
nie geroer nie, los die wol baie stadiger op en is die
minimum" tydperk vir hidrolise twee uur, soos deur Zahn
aanbeveel lSo

Hoewel die vernietiging van tiolgroepe gedurende
hidrolise van proteïene h algemeen erkende feit is, bestaan
daar nog nie duidelikheid oor die faktore wat dit teweeg

lSo

Hulle het beweer dat pirodruiwesuur, wat afkomstig is van
die ontbinding van serien gedurende die hidrolise, die hoof-
oorsaak is vir die vernietiging van sisteïen. 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 raak, 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 sisteïeninhoud van die gehidroliseerde
wol konstant bly tot h 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 h kontrolebepaling. (Vir die kontrole is
besluit or h argentometriese titrasie van die tiolgroepe.)
Die tiolinhoud van wolhidrolisate wat vir 45 minute
meganies geroer is, is met bogenoemde 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 h aantal wolmonsters wat
ondersoek is~ Die resultate toon dat die DTN-bepalings-
metode nie alleen in die geval van n normale onbehandelde
wol gebruik kan word nie, maar ook suksesvol aangewend
kan word vir bepalings in proteïene wat verhoogde tiolinhoude
het as gevolg van reduksies of bestraling met ultravioletlig~
Afgesien van die feit dat 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-

die DTN-konsentrasie geen invloed op die kolorimetriese
bepaling van die eNT-ione het nie (tabel IV).)
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XV. DIE REDUKSIE VAN SISTIEN DEUR HIPOFOSFIETIONE

(i) Die liq-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

. 349-351onder sekere omstandlghede te reduseer. Hierdie
reduksie verloop nie vanself nie en moet geïnduseer 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 H~novia-lampe
(figure XV en XVI). In die gevalle waar CC14-filters
gebruik is, is geen reduksie verkry nie, wat beteken dat
al die energie wat nodig is vir induksie, deur hierdie
filter uitgesny word,· en dus n golflengte korter as
ca. 262 m~ moet besit. Die induksie van die sistien/
hipofosfiet-reduksie word dus deut lig van die volgende
golflengtes veroorsaak:

_/

Phillips-lamp:
254 m~

Hanovia-lamp:
254 m~, en moontlik geringe bydraes van
264.6p 265.3 en 266.4 m~.

Dit is bokond dct sistien lig ven golf1engt~ 254 m~
"_ 20 14L1 375 .ë\bsorbciJr' , , en a an q esaen di r. energie v.zn lig mot

golflengte 254 m]l-112 KkaLv'rnoL is, t c rwy I die bindings-
dissosi~siG-enurgi8 V2~ n disulficdbinding ongevee~ 70

"/ .'239 dl.Kkal molls ,volg nt 19 van hierdie golflongte in
staat moet wees om disulfiede te homoliseer:

Die bepaling van die kwantumopbrengste van
sisteïen by die foto-geïnduseerde 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 n kettingreaksie plaasgevind het na die

. _ 152 264prim~re homollsestap' 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



sistien deur hipofosfietione bestudeer. Uit die resultate
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sit deurdat dit met n hipofosfietioon reageer om n
fosforanielradikaal te vorm. Laasgenoemde val vervolgens
n sistienmolekule aan en n dubbelsout en n verdere tiiel-
radikaal word gevorm. Die kettihgproses word voortgesit
totdat deaktivering van die tiielradikaal plaasvind .

CyS'
.

+ (H202)P: ~ (H202)PSCy
(H202)PSCy + CySSCy~· [(H202)~SCYJsCY + CyS'

L 237h·t·· ··d·dtyons . e gevln a die kwantumopbrengs by die bestraling
van slstien in verdunde HCl ongeveer 0~02 is en dat dit
nie afhanklik is van die konsentrasie van die disulfied nie.
Ons bevindings dat 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 h belangrike
invloed op die kwantumopbrengs en die feit dat die kwantum-
opbrengs progressief verhoog word deur n toename in die
hipofb~fietioonkonsentrasie, kan verklaar word deurdat daar
by ho§r natriumhipofosfi8tkonsentrasies n groter moontlikheid
bestaan dat die gevormde tiielradikaal met n hipofosfiet-
molekule kan reageer, voordat dit deur terminasieprosesse
uitgeskakel word.

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

Daar bestaan verskeie radikaalopwekkers wat nie
afhanklik is van ultravioletlig of verhitting vir die
verskaffing van viy radikale nie, maar wat op n chemiese
grondslag berusB,230. Ons het die invloed van so n
chemiese radikaalopwekker (H202/Fe++) op die reduksie van

(tabel IX) blyk dat slegs n kombinasie van al drie die
reagense nl. hipofosfiet, ferroammoniumsulfaat en waterstof-
peroksied, in sta~t i~ om reduksie van sistien te veroorsaak.
H b 1··1· 161 h d f . dia er en nelSS et voorgestel at erro-ione die ontbln lng

na beweringvan H202 kataliseer om vry radikale te vorm, en
verloop die reaksie as volg:-

H202 Fe++ --7 'OH OH Fe++++ + +

.OH Fe++ ~ OH Fe ++++ +

.OH + H202 ___;,. .02H H2O;' +

.02H + H202 --7 .OH + H2O + O2
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D~t volg dus dat vry radikale in die oplossing gevorm word,
in welke geval radikaaloordrag met die disulfied kan
plaasvind, sodat hierdie reaksie volgens n vry radikaal-
meganisme kan verloop. n Ondersoek van die sistien/
hip~fosfietreaksi~~engsel wat met Fe++/H202 behandel is,
het dan ook inderdaad die. teenwoordigheid van' dieselfde
twee intermediêre reaksieprodukte as wat by die lig-ge-
induseerde reduksie gevind is,· aangetoon. Dus word
aangeneom dat albei hierdie reaksies volgens dieselfde
meganisme verloop. By die lig-geinduseerde reaksie word
n vry tiielradikaal ge00rm deur homolise van sistien, .
terwyl .OH- of .OH2-radikale vanaf die chemiese inisiator
gevorm word, wat dan deur n radikaaloordragmeganisme
tiielradikale uit die disulfied vorm. Die tiielradikale
reageer verder met n hipofosfietioon om n fosforaniel-
radikaal te gee, wat soos voorheen met sistien reageer
om n dubbelsout en verdere tiielradikaal te vorm.

Die verloop van die radikaal-gsinduseerde
reaksie is nie pH-afhanklik nie, in die gebied wat
ondersoek is (tabel IX), maar net soos in die geval van
die lig-geïnduseerde reaksie, en ongetwyfeld om dieselfde
rede, is die konsentrasie 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 se~ere beperkings omdat kwantitatiewe
reduksie nie verkry kan word nie.

(iii) Die termies-geinduseerde reduksie van sistien deur
hipofosfie~ione:

All~ gegewens dui daarop dat die reduksie van
sistien deur hipofosfietione deur n vry radikaalmeganisme
verloop in die geval waar.hierdie reaksie in die teenwoor-
digheid van ultravioletlig of n chemisse vry radikaalop-
wekker uitgevoer word. Dit is verder ook moontlik om
hierdie reduksie te induseer deur gebruik te maak van

h'tt' 348 'd' 1 d' ,ver 1 lng maar ln le geva van le termles-
geinduseerde reaksie kon nie met sekerheid vasgestel word
of diesplfde meganisme hier gevolg word nie, aangesien dit
bekend is dat die intermediêre produkte wat by die lig-
geinduseerde reduksie gevorm word, deur hitte ontbind

348word .

In n poging om verdere inligting oor die
meganisme van die termies-geïnduseerde reduksie te bekom,
is enkele aspekte van hierdie reak~ie 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 HC1-medium of by pH 9.3 verloop nie, vir die tye
wat ondersoek is. By pH 5.2 het die reaksie n sekere
induksietyd getoon voordat die reduksie plaasvind .
.Hierdie induksietyd is nie baie reproduseerbaar nie,
maar in al die gevalle het die reaksi~ soos n ketting-
proses verloop deurdat n'geleidelike toename in die
'tiolinhoud van die reaksiemengsel ondervind is, totdat
n sekere kritiese waarde bereik word, waarna die reduksie
dan skielik volledig verloop het. TI Ondersoek (elektrofo-
reties) van die produkte in die reaksiemengsel het in
al d~e gevalle slegs die teenwoordigheid van sistien/
sisteien aangetoon, terwyl geeneen van die intermediêre
reaksieprodukte wat in die lig-geinduseerde reaksie gevorm

d . . S' 1348 h t hwor, aanweslg was nle. wanepoe e voor een
gevind dat die induksietyd van bogenoemde reduksie
aansienlik verkort kan word deur spoorhoeveelhede tiol

.1

by die reaksiemengsel te voeg. Ons het hi~rdie ondersoek
ver~er uitgebrei en gevind dat die tiol-gekataliseerde,
termies-geinduseerde reduksie van sistien deur hipo-
fosfietione nie in 0.1 M HCl of by pH 9.3 verloop nie,
maar .:.we1 ..-,by p+i 5 •2 . .Ve rder iso 0 k ge vindd a t
hierdie reduksie versnel word deur toenemende hoeveelhede
tiol by die reaksiemengsel te voeg (figuur XX).

Soos reeds voorheen genoem, kan trivalente fosfor-
verbindings n disulfiedbinding volgens n radikaal-of
ioniese meganisme splits. Uit die literatuur-oorsig wat
in die inleidende deel gege8 is, blyk dat daar heelwat
bewyse bestaan dat disulfiedbindings wel termiese homolise
kan ondergaan om tiielradikale te vorm, en gevolglik is
dit moontlik dat n t~rmiese homolise van sistien kan
plaasvind as die eerste stap in die sistien/hipofosfiet-
reduksiereaksie. Dit is ook TI algemeen erkende feit dat
tiole, net soos disulfiede, in staat is om tiielradikale

283 5deur homolise te vo rm • Hierdie reaksie is re-eds in
1928. waargeneem en vandag is daar talle gevalle bekend
waar tiole deur termiese of fotolitiese homolise tiiel-
radikale gevorm het192. Indien In tiol makliker as 'n

disulfied termie~e homolise ondergaan, kan dit moontlik
ten gunste van n vry radikaalmeganisme getuig vir boge-
noemde reaksie.

n Studie van die literatuur toon dat daar nog
nie sekerheid bestaan oor hierdie vraag nie. Crawshaw75
het TI aantal jare gelede die bewering gemaak dat sistien
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in staat is om die polimerisasie van a-metielakrielsuur
te inisieer, maar sisteïenhidrochloried nie. Dit het
daartoe gelei dat aanvaar is dat disulfiede makliker as
tiole homolise kan ondergaan. Hierdie gedagte is verder

t k d d t d i bi .. d i .. . 134,283vers er eur a le lndlngs lSSOSlBsls-energle
van tiole (ca~ 90 Kkal/mol) heelwat hoër is as dié ven
disulfiedbindings (ca. 70 Kkal/mol). In teenstelling met
die bevindings van Crawshaw dui dié van Madaras en mede-

241werkers daarop dat tiole makliker as disulfiede homd-
lise onderga an. Hulle het die polimerisasie van metakriel-
suur met normale en gereduseerde wolondersoek en gevind
dat daar n groter mate van polimerisasie in laasgenoemde
geval plaasgevind het, wanneer chemiese radika310pwekkers
gebruik is. (Die kettingmeganisme waarvolgens hierdie poli-
merisasies plaasvindi is volledig in die inleiding bespreek.)
Verdere studies op vry sistien en sisteïen het bevestig dat
die tiol makliker homolise ondergaan; dit word duidelik
geïllustreer deur die volgende tabel, geneem uit die
publikasie van Madaras241.

Kontrole (wol en
sistien afwesig)

Normale wol
Gereduseerde wol
Sistien
5isteïen

4.4

Reag8ns IPersentasie Polim8risasie
--t

45.4
61. 4

29.3
48.0,

Sch~ber1312 het soortgelyke resultate met sy studies gevind
en hy het die bewering gemaak dat n hoër 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 S-S-bindings homolise ondergaan. Indien dit wel die
geval is, kan die feit dat die termies-geïnduseerde reduksie
van sistien deur hipofosfietione 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 alkali8se medium verloop nie, met behulp van
n vry radikaalmeganisme te verduidelik, tensyaanvaar 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 daarop dat h
sekere hoeveelheid 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 h ioniese meganisme
volg. Die meganisme van die tiol-gekataliseerde reaksie
kan dan ook bevredigend verklaar word as aanvaar word
dat natriumhipofosfiet as elektrofiele reagens kan optree,
deur as volg met h merkaptiedioon te reageer:-

(NaH202)P + CyS
o

---~....:.,(NaH202)P-S-Cy

Bogenoemde hipotes~ kan natuurlik alleenlik geldig wees
indien natriumhipofosfiet BS elektrofiele reagens kan
optree. Cadogan45, 'Il outoriteit op die gebied van die
chemie van fosforverbindings, het aangevoer dat trivalente
fosforverbindings wel in sommige gevalle es 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

t 1 k b ind ' E 103soor ge y e eVln lngs van merson •
is bevestig deur

Die tiol-gekata-
liseerde reaksie vind dus waarskynlik plaas deurdat
natriumhipofosfiet as elektrofiele reagens optree en met
die tiol reageer soo~ hierbo beskryf is, waarna die
produk verder met sistien reageer:-

(NaH202)P-S-Cy + Cy-S-S-Cy ~~NaH202)P-S-CYJsCY + SCy
Die merkaptiedione wat in bogenoemde reaksie vrygestel
word, reageer verder met natriumhipofosfiet, en dit verklaar
die kettingmeganisme wat in hierdie studies waargeneem is.
Hierdie ioniese meganisme pas baie goed in by die eksperi-
menteie bevindings (figuur XX). Die reaksie 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 h 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 toestande355• By die tiol-gekataliseerde reaksies
wat in alkaliese medium uitgevoer is, is inderdaad gevind
dat die hoeveelheid tiol wat bygevoeg is, vinnig 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-geïnduseerde reaksie.
Uit die resultate is dit duidelik dat daar h kritiese
hoeveelheid tiol nodig is voordat die reduksiereaksie
verloop, en in al die gevalle word di~ tiol uit die
disulfied gevorm gedurende die induksietyd. Hierdie
kritiese hoeveelheid tiol wat nodig is vir die inisiasie,
word net gouer bereik wanneer die reaksie gekataliseer
word deur tiole by die reaksiemengsel te voeg. Aangesien
hierdie reaksie skynbaar nie volgens h vry radikaal-
meganisme verloop nie, kan die vorming van sisteïen
nie toegeskryf word aan termiese homolise nie. Daar is
twee verdere meganismes waarvolgens dit kan vorm, o.a.
h termies-geïnduseerde dissosiasie van die disulfied:-

R-S-S-R + RS

In hierdie geval behoort die reaksiemengsels die teen-
woordigheid van klein hoeveelhede ontbindingsprodukte
van die RS+-vorm (gewoonlik sulfien- en sulfoonsure) te
toon, wat egter nie die geval was nie. Die enigste
ander moontlike verklaring vir die vorming van die
sisteïen is dat die primêre stap h stadige nukleofiele
aanval van hipofosfietione op die disulfiedbinding

129behels, volgens die meganisme wat deur Foss en
61Challenger voorgestel is:-

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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