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Samevatting

Hierdie proefskrif behels die chemiese ondersoek van 'n reeks
verwante natuurprodukte, waaronder 'n aantal fisiologies aktiewe
rotenolede, uit die bol van Neorautanenia amboensis. Tydens

die ondersoek is daar ook gepoog om 'n voorstelling, gebaseer op
biogenetiese grondslag, van die onderskeie komponente daar te stel.
Die relatiewe toksisiteit van sintetiese en natuurlike rotenofede

is bepaal deur die snelheid van inhibisie van sitochroom-c-reduktase
te volg terwyl 'n moontlike korrelasie tussen giftigheid en struktuur

bespreek word.

N. amboensis behoort tot die Leguminosae plantfamilie wat in Suider
Afrika verteenwoordig word deur slegs 'n paar spesies, wat bekend is
vanweé die gebruik as visgif van veral N. ficifolia enlN. amboensis.
Hierdie aktiwiteit het as stimilus gedien tot die chemiese ondersoek
van die plant. Met die toenemende kommer oor besoedeling en die
leemte wat ontstaan het met die verdwyning van gechlorineerde insek-
tisiede van die mark, het die vraag na geskikte plaasvervangers,
onder andere rotenoon, skerp gestyg veral omdat die toksisiteit van
rotenoiede deur oksidatiewe prosesse heeltemal verdwyn na slegs

enkele dae en dus geen besoedelingsgevaar inhou nie.

Met behulp van tweedimensionele dunlaag- en papierchromatografie is

bepaal dat die benseen- en metanolekstrakte van die plantmateriaal

baie komplekse mengsels is en voorlopige skeidings is uitgevoer deur
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kolomchromatografie en 'n teenstroomverdeling.

Die isolasie en struktuuropklaring van opties aktiewe (-)-(6a$,
12aS)-neobanoon en (-)-(6as$, 12a8)-12a-hidroksi-isomillettoon,
twee l2a-gesubstitueerde rotenoiede, en die bevinding dat beide
'n hoé mate van toksisiteit teenoor Lucilia sericata vertoon,

het daartoe gelei dat die sintese van neobanoon volgens 'n bioge-
neties georienteerde roete (chalkoon —» isoflavoon —» rotenofed
12a-gesubstitueerde rotenoied) aangepak is. Die sintese van
neobanoon verteenwoordig die eerste totaalsintese van 'n 12a-0-
metielrotenoied. Tydens die sintese is 'n baie bruikbare bydrae
gelewer in die vorming van komplekse chalkone deur die aanwending

van "Crown" eters.

Benewens die isolasie van struktuurvariante van isoflavone,
pterokarpane en rotenoiede, het hierdie ondersoek ook gelei tot

die identifisering van die eerste natuurlike opties aktiewe
isoflavan-4-ol, (+)-ambanol. Aan die hand van PMR-spektroskopie

is aangetoon dat ambanol die 3,4-cis konfigurasie besit. Die
struktuur is bevestig deur totaalsintese en omskakelingsreaksies.
Identifikasie van hierdie verbinding is van besondere belang,
aangesien dit 'n sleutelrol vervul in die biosintese van pterokarpane

en by die oksidatiewe interomskakelbaarheid van isoflavonofede.

Die bol van N. amboensis bevat ook drie lede van die seldsame groep
25-5-deoksi-flavonoiede, naamlik (-)-3',4',7-trihidroksi-2,3-trans—
flavan-3,4-cis-diol, (=)-3",4",7-trimetoksi-2,3-trans-flavan-3, 4~

cig-diol en (-)-3,3",4,4"7-pentametoksi-2,3-trans-3,4-cis—flavaan
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waarvan laasgenoemde 'n nuwe natuurprodruk verteenwoordig. Die
struktuur en stereochemie van laasgenoemde korreleer met spektro-
metriese analises en is bewys deur omskakeling van eersgenoemde twee

verbindings na die pentametoksiderivaat.

Die gesamentlike voorkoms van flavonolede en isoflavonoiede in
N. amboensis is van biogenetiese belang, aangesien hierdie verskynsel
daarop dui dat flavonoied en isoflavonoied biosintese langs gelyk-

soortige weé kan geskied.

Die pterokarpaanskelet en substitusiepatroon van (-)-(6aR, I11aR)-
neobanol, 'n nuwe 12a-hidroksipterokarpaan, is bepaal met behulp van
PMR- en massagegewens terwyl die chemiese omskakeling na 'n pterokar-

peen die struktuur onteenseglik vasgelé@ het.

2'7-Dimetoksisophorol en 2'-hidroksi-2-metoksi-4',5"-metileendioksi-
6,7,4",5"-furanoisof lavanoon is twee nuwe isoflavanone waarvan laas-
genoemde nie alleen die eerste 2-metoksi-isoflavanoon is nie, maar

ook die eerste verbinding in hierdie klas verteenwoordig wat optiese
aktiwiteit vertoon. PMR- sowel as MS-gegewens is in ooreenstemming

met die voorgestelde strukture en bevestig die onderskeie substituente.

Twee nuwe isoflavoonglikosides, daidzein-7-D-xilosiel~g-D-glukosied

en genistein-7-D-xilosiel-R-D-glukosied, is in relatief ho® konsentra-
sies geisoleer. Die aglikoongedeeltes is met behulp van PMR- en
MS-spektrometrie gekarakteriseer terwyl die suikers deur middel van

hul trimetielsilieleters gaschromatografies bepaal is.
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Buitengewoon eenvoudige metaboliete, 6-hidroksi-2,3-dihidrobensofuraan,
a-OH, o:5(6-metoksi-2,3-dihidrobensofuraan)-etaan en p-metoksi-
asetofenoon, tot op hede onbekend in natuurlike bronne, is uit

N. amboensis gelsoleer. Met betrekking tot die strukture bied
hierdie bevindings geen nuwigheid nie, maar die natuurlike voorkoms
daarvan mag wel belangrike biogenetiese implikasies inhou, aangesien
p-metoksi-asetofenoon moontlik as voorloper tot retrochalkone kan

dien.

Nadat voorlopige toksisiteitsbepalings belowend geblyk het, is twaalf
verskillende rotenoiede getoets met betrekking tot inhibisie van die
mitochondriele nikotienamiedadeniendinukleotied oksidasie in die
asemhalingstelsel. Met behulp van kinetiese studies kon bepaal word
dat rotenoon, natuurlike neobanoon en 12a-hidroksi-isomillettoon van
vergelykbare toksisiteit is terwyl dit aan die 1lig gekom het dat die
stereochemie van rotenolede (6aS, 12aS) 'n bepalende faktor is ten
opsigte van hul inhibisievermoé van die mitochondriéle elektronvervoer—
sisteem. Hierdie bevinding is gerugsteun deur die feit dat sintetiese,
(¥)-neobanoon 'n baie laer fisiologiese aktiwiteit as die natuurproduk
toon, asook deur die verskynsel dat (=)-c¢is-12a-hidroksirotencon die
enigste isomeer van die vier 12a-hidroksirotenoondiastereoisomere

is wat toksisiteit vertoon.




Inleiding 1

Sedert flavonolede en verwante verbindings as taksonomiese merkers

gebruik is by moderne plantbiochemie ] en 'n uitgebreide ondersoek

2-5

van plantprodukte as anti-kankermiddels van stapel gestuur 1is s

het die belangstelling in die inhoudstowwe van die hoér plante ge-

weldig toegeneem. Visgiftigheid by die genera Mundulea 6_]0,
Millettiq ]]—13, Lonchocarpus] 3 s Tephrosia 14’]5-20,
Derris 14,21-23 en Neorautanenia 24’25, die wéreldwye besorgheid

oor besoedeling en die soektog na geskikte insektisiede het alles

bygedra tot 'n fitochemiese ondersoek van die Neorautanenia s esies.
yg p

Neorautanenia amboensis Schinz, algemeen bekend as die gemsbokboontjie
is een van Suidelike Afrika se inheemse plante met verspreiding in
Suidwes Afrika, Botswana, Rhodesié en die noordelike dele van

Transvaal 26’27.

Neorautanenia amboensis kom voor as groot meerjarige ondergrondse
bolle (wat tot 20 kg kan haal) met reguit of krom eenjarige lote.
Die blare is drieledig geveer met ovaal lansetvormige skutblare en
waaiervormige steunblaartjies. Die leeragtige klein blaartjies is
drielobbig getand en bedek met kort wollerige haartjies 27_29.
Vanaf Desember tot Februarie verskyn lang trosse blou-pers blomme
met 2 - 4 blomme per bundel,. Die kelk van die blom is vyftandig,

ca. 7 - 9 mm lank terwyl die kroonblare breed en ovaalvormig met

breé kante is. Die houtagtige, vaalgeel peule is met syagtige hare




bedek en bevat 'n aantal swart-violet sade. Hierdie peule

(7 - 11 sm lank; 1,5 - 2,5 sm breed) is plat, lansetvormig, aan

beide kante gespits en word dikwels deur diere gevreet 26-28.

Die Neorautanenia spesies kom in verskeie streke in die Republiek,

Suidwes Afrika, Botswana, Rhodesié en in Sentraal Afrika voor en
. . . . 25,30
volgens die Nasionale Herbarium bestaan daar agt spesies

(waarvan slegs Neorautanenia pseudopachyrrhiza buite Suid-Afrika

ondersoek is 24) naamlik :

(n N. amboensis Schinz;

(2) N. brachypus (Harms) C.A. Sm;

(3) N. coriaceae C.A. Sm;

(4) N. deserticola C.A. Sm;

(5) N. edulis C.A. Sm;

(6) N. ficifolia (Benth.) C.A. Sm;

(7) N. lugardi (N.E. Br.) C.A. Sm;

(8) V. pseudopachyrrhiza (Harms) Milne Redhead;

wat as volg geklassifiseer kan word :

Orde i  Leguminosae
e 26

Subfamilie : Fagbaceae

Genus +  Neorautanenia

Die noue verwantskap tussen die Neorautanenia spesies blyk duidelik

uit die wye reeks verwante verbindings wat reeds uit hierdie plante




gelsoleer is (Tabel 1). Die verskil in die basiese isoflavonoied-

patroon van die onderskeie spesies is van taksonomiese belang vir
'n her-klassifikasie van die spesies, daar verskeie taksonome dit
eens is dat V. edulis en N. coriacae variasies van dieselfde spesie

is terwyl N. ficifolia en N. deserticolq identies is.

Voorlopige ondersoeke 25 het getoon dat N. amboensis 'n besondere
groot verskeidenheid van verbindings bevat. Tydens die huidige
ondersoek is 'n verdere agt bekende en twaalf nuwe natuurprodukte
geisoleer (Tabel 1). Die strukture van die nuwe verbindings is bo
twyfel gestel met behulp van chemiese- en spektroskopiese metodes.
Omskakelingsreaksies is toegepas om onderlinge struktuurverwantskappe
aan te toon, terwyl totaalsinteses in sommige gevalle tot finale
rasionalisering gelei het. Die chemiese ondersoek van die bol van
N. amboensis het die isolering van rotenoilede tesame met verwante
isoflavonoiede behels wat waarskynlik ook hul biogenetiese ontstaan

aandui en van taksonomiese betekenis is.

Weens die verwydering van heelwat van die gechlorineerde insekdoders
soos DDT, Dieldrin, ens. van die mark, is navorsing na geskikte
plaasvervangers gestimuleer. Die gebruik van die insektisied,
rotenoon (1) is hoog aan te beveel, aangesien dit geredelik na
skadelose produkte oksideerbaar is. In die V.S.A. word dit verbou
. . .. 31-35
deur aanplantings van onder andere Tephrosia vogelit .
Aangesien die sintese van rotenoon dusver nie op 'n ekonomiese

grondslag bedryf kon word nie, is die ondersoek na komponente uit




-8 -

N. amboensis geloods met die vooruitsig dat nuwe struktuurvariasies
gevind sal word met 'n vergelykbare toksisiteit en wat moontlik

vanuit 'n sintetiese oogpunt ekonomies benut kan word.

Rotenoiede is reeds uit die volgende plantgenera geisoleer :

6-10, Pachyrrhizus 36_39, Derris 14’2]_23.

40’4], Neorautanenia 24’2{ Millettia ]]_13’42,

44-47

Mundulea

Dalbergia

12’43, Lonchocarpus ]2’]4, Amorpha

14,15-20

Piscidia
. 48 ,

Tephrosia en Stemona waarvan N. amboensis dusver by verre

die grootste verskeidenheid rotenoiede bevat en ook die eerste plant

verteenwoordig waaruit opties aktiewe 12a-metoksirotenoiede tesame

\ . - - . 49
met 12a-hidroksirotenolede geisoleer is .

Uit 'n biogenetiese oogpunt beskou is die ontstaan van rotenoiede
uit isoflavonoiede aanvaarbaar en ter uitbouing van hierdie basis

is die nuwe rotenoied, neobanoon (4), via 'n biogeneties-georiénteerde

weg gesintetiseer.




TABEL 1 Tabel van alle verbindings dusver uit die verskillende Neorautanenia spesies geisoleer

NEORAUTANENIA
D 0 gy S
S g, S a
"Q': s % «a 3
@ g 39 3
N & 37 5
8 © & 2
N
Q

VERBINDING

Rotencon (1): ReH - - & - 49
12a-Hidroksirotenoon (2): R=0H - - + - 49
12a-Metoksirotenoon (3): Re(Me - - - 49

Dolineoon (5): ReH - = + + 24,329
12a-Hidroksidolineoon (6): R=OH - - 4+ - 49
12a-Metoksidolinecon (7): ReOMe - - + - 49

Dehidrodolinecon (8)

Dehidrorotenoon (9)




NEORAUTANENTIA

vr70f208f

818U20qUD

pvayLifiyovd
-opnasd
butsAmon

12a-Hidroksi-iscmillettoon (11)

Bdunol (12): Ry=CHCHC(Me)z; R,=CH; Ry=H
2-Hidroksipterokarpin (13): R;=OH; R.=(Me; Ry=H
Neficin (14): R;=H; R,=OMe; R;=OMe
2-Metoksipterokarpin (15): Ry=CMe; R,=OMe; Ry=H
Neoraukarpaan (16): R;=CH,CHC(Me),.; R,=(Me; Ry=CMe

Neodulin (17): R;=H; R,=H; Ra=H
Ficinin (18): Ry=H; R,=H; R;=CMe
Ficifoloon (19): Ry;=CH;; R,=00CH,; Ry=CMe

Bdulenol (20): R\=CH,CHC(Me)z; R.=OH; Ry=H; R,=OMe; Rs=(Me
Homopterokarpin (21): Ry=H; R,=(Me; Ry=H; Ry=(Me; Rs=H
Ficifolinol (22): R;=CH,CHC(Me),; Rp=CH; Ry=CH,CHC(Me),: R,»OH; Rg=H
Homoedudiol (23): Ry=CH,CHC(Me).; R,=OH; Ry=H; Ry=OH; Rs=H
Edudiol (24): R;=CH,CHC(Me),; R,=CH; Ri=H; Ry=CH; Rs=CMe

Neorautenaan (25):

326,327
327
374

191

191
185,187
328
192
191




% 8 <

TIiNE

3 & §&
A
Q' g g,: .

N

2
Neorautaan (26): ReH - + =~ - 313
Neorautanin (27): ReOMe - 4+ - - 19
Folinin (28) + - - =~ 328
Folitenol (29) + - 4+ - 328
Bdulaan (30) - + - - 19
Neorautenol (31) -+ - - 192
Ambonaan (32): R;=(Me; Rp=(Me - - + - 32
Neodunol (33): Ry=H; R.=CH -+ - 192

> Neobanol (34)




Neorautanenia

I oy <
T EE §
‘3; S Q ®g,
s 8 3%
I S 3
] [ g \E
a
Neoduleen (35) - o+ = - 192
Neorauteen (36) - + = = 192
24,25,
Pachyrrhizin (37): ReH + + 37,39
Neofolin (38): ReOMe - - 332
Neotencon (39): R;=CMe; R.=H; R,,R,=OCH.0 + o+ + 24,25
Nepseudin (40): Ri=(Me; R,=CMe; Ry=(Me; R,=H - - 24
2',7-Dimetoksisophorol (41) - - + < 179
2'-H1dxdcsi—2-netoksi—4’,5'-net119mdioksi-6,7,4",5"- - - 4+ -
furaniso:

flavanoon (42)

Ambanol (43)




Neorautanenia

o

LI
Q0

%:%Eg

£ * 33F B
3

S, .

8 & = a
n
1N}

Daidzein (45)

Neorauflavaan (46)

Neorauflaveen (47)

Neoraufuraan (48)

Trans~-stilbeen (49)

(=)-3',4' ,7-Trihidroksi-2 ¢3-trans~flavaan-3,4-cis-diol (50) :
Ri=R;=Ry=R,=Rs=0H

(-)-3',4', 7-Trimetoksi-2,3-trans-flavaan-3 (4-cte—diol (51):
Ri=(Me; R,=(Me; R;=CMe; R,=OH; Rs=CH

(~)-3,3',4,4", 7-Pentametoks: =2,3-trans-3,4-cis-flavaan (52) :
Ry=R;=R;=R,=Rs=OMe

+

24,37,
- 39,147

- 372

218,333

218,336




Neorautanenia
YR FEt
S ® 5 378
g ﬂ.)‘\%
2 o,

N

S

E_:ij\ 6-Hidroksi~2,3-dihidrobensfuraan (53) - -+ -
o OH

I a=CH, 025 (6-Metoksi-2, 3~dihidrobensfuraan) ~etaan (54) - - + -
0

Genistein~7-D-xilosiel-g~D-glukosied (35): ReOH - - + -
Daidzein-7-D-xilosiel-B-D-glukosied (56): ReH - - 4+ -

OMe

p-metoksi-asetofenoon (57)




Literatuuroorsig 2

A. Rotenoiede
2.1 Inleidend

Vir etlike eeue het inboorlinge in die tropiese dele van die Verre
Ooste en Suid Amerika van onder andere giftige plante gebruik ge-
maak as hulpmiddel vir visvangs en jagdoeleindes. Hierdie toksiese
plante, algemeen bekend as "tuba" of '"toeba" in Maleis, is almal
lede van die familie Leguminosae waarvan die genus Derris, jnheems
o . P . . 50,51
aan Oos Asie, die hoogste toksisiteit teenoor vis en insekte toon .

Soortgelyke gebruik van die verwante spesies Lonchocarpus, Tephrosia,
Mundulea en Neorautanenia in Suid Amerika en Suid-Afrika is ook aan-

geteken >

Die gebruik van wortels van Derris spesies as insektisied is lank
reeds bekend en reeds so vroeg as 1848 het Oxley getoon dat "tuba''-
wortels giftig is teenoor blaarvretende ruspes 50. Die gebruik van
hierdie plante as insekdoders deur die Chinese en die benutting van
die wortels van Derris elliptica as visgif deur die Javaanse inboor-
. 22 . 22 ' .

linge het daartoe gelei dat Greshoff na 'n chemiese ondersoek
in 1890 beweer het dat hy die aktiewe bestanddeel van die Derrisplant

gelsoleer het.

] | . . . . 52.
'n Chemiese ondersoek na die aktiewe stof in Lonchocarpus nicou is

53,54

gedurende 1892 begin, maar Nagai het egter eers 'n paar jaar
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later daarin geslaag om dit in suiwer vorm te isoleer uit Derris
chinensis wat vir kommersiéle doeleindes in Formosa verbou is.
Na aanleiding van die inboorlingwoord "roten" vir D. chinensis

. e . . 55
word die verbinding rotenoon genoem. Dit het later geblyk dat

"tubotoxin", geisoleer deur Ishikawa uit D. elliptica, identies was

met rotenoon.

Die korrekte molekul&re formule vir roténoon, C23 H22 06’ is in 1925
deur Takei >6 bepaal en is later deur Butenandt >7 met behulp van
chemiese metodes bevestig. Die voorstelling van struktuur (1) vir
rotenoon was die gevolg van baanbrekerswerk deur Robertson 58’59,

61,62

Butenandt en McCartney 60sowel as Takei et al. wat feitlik

gelyktydig die korrekte struktuurformule postuleer het.

2.2, Struktuur en stereochemie van die rotenolede

Die rotenoiede is 'n groep natuurprodukte met 'n 6a, 12a-dihidro-

benspiraan-Y-piroon as basiese skelet en nommeringsisteem soos aan-

gedui in (a) 60.




Rotenolede kan beskou word as isoflavanone met 'n "ekstra" kool-

stofatoom (C-6) as modifikasie, wat in ooreenstemming is met resente

kennis oor die biogenetiese oorsprong van rotenoiede (sien 2.18).

Tot voor hierdie ondersoek was slegs sestien natuurlike rotenoiede
1, 5, 61 - 74) bekend, uitpesonderd die 12a-pesubstitueerde- en
dehidrorotenoiede (sien 2.4). Almal bevat 'n katesjol-tipe A-ring
( - metoksigroepe in die 2- en 3-posisies, met uitsondering van

pachyrrhizoon (64) 36, dolineoon (5) 24, millettoon (70) 12,60 en

isomillettoon (63) 12,60

wat die 2,3-metileendioksi analoé verteen-—
woordig). Die D-ring het gewoonlik resorsinol- of floroglusinol-
oksigenering terwyl sommige rotenoiede 'n ekstra E-ring bevat wat

chromeen—-, dihidrofuraan- en furaananaloé as struktuurvariasies in-

sluit.

2.2.1 Chemiese gedrag

Die teenwoordigheid van die B-ring bring mee dat die chemiese en
stereochemiese reaksies van die rotenoiede redelik kompleks is.
Sommige van die reaksies van rotenoon wat bygedra het tot die opkla-
ring van die basiese ringsisteem word aangetoon in skema 1.

21,70,71

Dehidrogenasie van rotenoon (1) lewer dehidrorotenoon €))

wat op sy beurt met groot gemak met KOH/etanol na derrissiensuur

(75), sonder verlies van enige koolstofatome 1,70

» gehidroliseer
word. Die reaksie kan beskou word asof dit verloop deur die

hidrolitiese splyting van 'n enol-eterbrug in Y-piroonring C en die
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Rotenoon (1)53: R,= H; R2 - CH3; RI‘ - RI‘ = OCH3 Deguelin (ﬂ)“: RI = H; R2 - R3 - OCH3
Sumatrol (61) 63'64'65: R,= OH; R2 - CH3; R3 - RA - OCH3 Toxicarol (Q)“: R, = OH; R, = R3 = OCH3
Amorphigenin (2)44: Rl = H; R2 - CHZOH; R3 - RL - OC}l3 Millettoon (E)IZ: Rl = H; RZ'R3 = OCH20

Isomillettoon (ﬂ)lzz Rl = H; R2 - CH3; R3,R,‘ - OCHZO

Pachyrrhizoon (ﬁ)aﬁ: Rl = OCH3; RZ,R3 - OCH20 Sermundoon (ﬂ)ﬁsz R = OH
Dolineoon (5)24: Rl = H; RZ'R3 - OCHZO Mundugeroon (2)6: R=R
39
Erosone (65)”7: Rl = H; R2 = R3 = OCH3
OMe
R ° OMe
(o]
Elliptoon (ﬁ) 66’67: R=H
Malaccol (67) 23’68: R = OH
OMe
HOKC

Dihidroamorphigenin (74) 69




Derritol (77)
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daaropvolgende splyting van die resulterende B-diketoon. Derris-
siensuur (Zé) kan hersikliseer na dehidrorotenoon (9) in teenwoor-
digheid van asynsuuranhidried en natriumasetaat 6]. Dehidrorotenoiede
kan van isoflavone onderskei word deur oksidasie van die metileengroep
(C-6) in eersgenoemde met salpetrigsuur na die ooreenstemmende geel

ketolaktone (rotenonone) (10) 72.

Wanneer rotenoon (l) met sinkpoeier in alkaliese medium behandel word,
word rotenol (Zg) en derritol (ZZ) as produkte verkry 59’73. Hierdie
verskynsel is deur Crombie et gl. 71 verklaar in terme van die geome-
trie van die B/C-ringaansluiting in rotenoon. In die eerste stap van
die reaksie word rotenoon in alkaliese medium omgeskakel na die ewewig
(1) = (b) - (c), wat bevestig is deur die isolasie van (b) en (¢) in
die geprotoneerde vorm. Rotenol (76) word dan gevorm deur die 1,4-
reduksie van (b) terwyl derritol (77) sy oorsprong het deur 'n aan-
val van sink (skema 1) soos aangetoon en daaropvolgende prototropiese

verskuiwing na (d) met kondensasie van die retroaldol as finale stap.

2.2.2 Stereochemie

Buchi et qal. 74 het vasgestel dat alle getuienis daarop dui dat die
B~ en C- ringe in rotenoon 'n cis-konfigurasie het en hy het die
absolute konfigurasie op oortuigende wyse as (6aS, 12aS, 5'R) (figuur

e) bepaal.

Die konfigurasies van die twee asimmetriese sentra by 5' en 6a is direk
y

bepaal terwyl dié van die 12a-koolstof afgelei is met behulp van
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(e)

4’75. Alle rotenoilede wat

chemiese en spektroskopiese getuienis
dusver ondersoek is toon 'n positiewe Cotton-effek 76 en sover dit
die 6a, 12a asimmetriese sentra betref, vorm hulle een stereochemiese
reeks, naamlik (6aS, 12a$S) 44. In die gevalle van rotenoon (1) en
sumatrol (61) is die ORD kurwes gewysig as gevolg van 'n negatiewe
bydrae by langer golflengte. Hierdie verskynsel kan toegeskryf

word aan die asimmetriese sentrum by C-5' en dit is ook aangetoon

dat hierdie twee rotenoiede identiese konfigurasies by C-5' besit
Unai et al. 7 het gevind dat die absolute konfigurasie by die
ba-posisie die teken van die Cotton-effek bepaal. Rotenoiede

wat 'n negatiewe kurwe toon het die baa-konfigurasie terwyl dié wat

'n 6aB-konfigurasie het, 'n positiewe kurwe lewer.

Alhoewel 'n direkte bepaling van die absolute konfigurasie by die
12a-posisie nog nie gedoen is nie, is waardevolle inligting ten
opsigte van 'n S-konfigurasie verkry deur chemiese~ en IR-ondersoeke

6 ' . .
]’7]’74. Dit het veral geblyk dat PMR-spektroskopie 'n uiters




belangrike tegniek is vir die vasstelling van die rotenoledskelet

75,78,79 (Tabel 2).

~en die stereochemie daarvan
PMR- en IR-studies het die finale bewys gelewer dat rotenoiede in

die termodinamies meer stabiele B/C cts-konfigurasie bestaan 75’79’80.
Die chemiese verskuiwing van HI op ring A is diagnosties en kan ge-
bruik word om te onderskei tussen cis- en trans ringaansluitings 49’7].
By rotenoon (1) en cis-12a-hidroksirotenoon (2a) resoneer HI by

T 3,24 en 3,33 respektiewelik terwyl dit in die geval van trans-12a-
hidroksirotenoon (2b) by 1t 2,18 voorkom. Hiervolgens blyk dit
duidelik dat die chemiese verskuiwing van Hl deur 'n asimmetriese
skermingseffek van die karbonielgroep belnvloed word as gevolg van
die ruimtelike ofiéntasie van die karbonielgroep. Omdat H! amper
koplanér is met die 12-karbonielgroep in byvoorbeeld trans-12a-
hidroksirotenoon (2b) (waar die molekuul vlakkig is met die B- en
C-ringe onderskeidelik in die halfstoel- en vyfpuntkoplanére kon-
formasie), verskyn die sein by 'n laer magneetveld. Dehidroisoro-
tenoon (Zg) (en ander dehidrorotenoiede) verteenwoordig die uiterste
geval waar die molekuul amper heeltemal vlakkig is sodat HI by

T 1,67 resoneer (Tabelle 2 en 3).

In teenstelling hiermee veroorsaak die pevoude molekul@dre vorm van
die cts-verbindings dat Hl nie meer koplan@r tot die karbonielgroep
is nie, maar dat dit naby die nodale vlak van die karboniel se
magnetiese skermingsveld 18, As gevolg van hierdie effek verskyn
Hl by heelwat hoér veld, ca. t 3,3 (Tabelle 2 en 3) - vergelyk
12-deoksi-6',7'-dihidrorotenocon (78) waar die magnetiese skermings-

effek van die karbonielgroep afwesig is en Hl by 1 3,34 voorkom.




TABEL 2
PMR-DATA (1T, CDCly, J in Hz) VIR SOMMIGE ROTENOIEDE

Verbinding H H4 aks. 56 g H6a Hl2a H10 H11 aks He! - HS' 7 CMe M OH,0 H8
) 3,51 2,16 6,18
genin (62) 3,23 3,56 ’ ,
Amorphi 62y 3, : 79 @9 6,22
5,40 5,86
J__ 12 3,53 2,19 6,90 5,34 8,66 6,22
Dalparcl (73 3,24 3,57 0 . ’ ’ : , '
LEY . S = 51 5,09 @'8) @'8) @9 W9 8,78 6,26
5,38 5,84
J_ 11,8 6,20 3,59 2,29 3,39 4,47 8,5 6,2
Deguelin (68) 3,22 3,59 gem v 5,10 ' : ’ ’ ' . 21
' 4 Jvis 3.2 Jvis 1 4 J 4,0) (J9) a9 (J 10,5) (J 10,5) 8,53 6,25
5,29 5,77
J_ 11,8 6,06 2,87 2,11 3,09 2,46 6,22
Elliptoon (66 3,23 3,55 ’ . : : ' ’
(66) : ' i T 493 g4 (7'8,5) 7 8,5) @'3) @'3) 6.26
vis 37 vis
5,42 5,87
. 312 6,25 3,47 2,17 3,21 4,47 8,55 4,09
Millettoon (30 3,18 3,53 ’ ’ : ’
(30) . ’ P 51 Lo @85en0,7) (385 (J10,1en0,7) (I 10,1) 8,61 !
vis 312 Jyig Lo
3,43 2,15 6,25 3,60
72 3,2 0 :
Manduseroon (72) ,23 3,55 5,4 5,85 5,07 6,17 39 en 2) 39 6:23 (J'2)
5,44 5,87
Sumatrol (61) 3,14 3,5 gem 11/8 520 6,20 4,00 7,17 6,77 4,83 4,96 6,20
Tpe Bl I 1,2 (7 15,2 en 7,8) 39,5 5,10 6,23
5,40 5,86
™~ 1* (69 314 3.56 3121 546 6420 3,46 4,56 8,57 6,20
xicarol™ (69) , , g T, A6 14,0 4,06 3 10) @'10) 8,64 6,23
vis 311 Tyie b
®

-OH : -2,49




TABEL 3
PR-DATA (1, CDCly, J in He) VIR 12a~GESUBSTTTUEERDE- EN DEHTDROROTENOYEDE
Verbinding Hl H4 H10 H11 H8 aks. H6 ek, Hé6a H4' H5' CMe Me Qac CH ' ' OCH0 =CH, Verwysing
cie-12a-Hidroksirotencon (2a) 3,33 3,46 3,47 2,10 5,36 5.63 6,93 4,67 8,20 6,27 . 5,23 4,93 9
J9 J9 6,17 ' ¢
cie-12a-Metoksirotenoon (3) 3,17 3,42 3,43 2,08 5,37 5,03 6,93 4,65 8,20 6,12 4,03 4
J9 Jo 6,20 ’
6,43
trang-12a-Hidroksirotenoon(2b) 2,18 3,63 3,40 2,13 5,47 5,05 6,78 4,62 8,25 6,20 6,60-7,00 4,97 P
J9 J9 6,23 '
cie-12a-Asetoksirotencon (2¢) 3,05 3,46 3,45 2,07 5,53 553 6,87 4,67 8,20 6,2 g 4,05 4
J9 J9 6,17 ’
Dehidrorotencon (9) 1,53 3,50 3,10 1,9 5,03 6,73 4,80 8,13 6,00 4.89 "
J8,5 J8,5 6,13 ’
cis-12a-Hidroksidolineoon (6)® 3,45 3,50 1,79 2,94 5,49 5,30 5,17 2,27 3,15 4,15 49
cts-12a-Asetoksidolineoon (6a) 3,10 2,95 1,72 3,48 5,47 5,58 4,50 7,84 2,40 3,22 4,10 "
3 12
I em ! I em
Tuis 2 Tyl
cte-12a-Metoksidolinecon (7) 3,26 3,46 1,75 3,00 5,46 5,33 6,45 2,43 3,22 3,0 a9
Dehidrodolinecon (8)™* 1,68 3,43 1,79 2,23 4,91 1,9 2,9 4,04 4
Tephrosin (81) 3,45 3,54 3,56 2,30 5,55 5,55 3,42 4,47 8,5 6,20 78
J8,6 J8,6 J__ 12,1 8,62 6,28
gem
Tpge 21 T 1,2
Dehidrodeguelin (84) 1,55 3,46 3,15 1,97 5,00 3,25 4,29 8,52 6,06 78
J8,8 J8,8 6,15
Amorpholoon (89) 1,50 3,27 2,91 2,00 6-H:2,06; 6-OH:3,82 6,70 4,46 8,21 6,20 4,04 e
J9 J9 J7 5,00 J8 6,20 7’8
Fotenonoon (10) 1,05 3,15 3,04 1,86 4,54 8,18 5,99
Js a8 ! 6,06 483 47,48
Stemonasetal (86) 1,67 3,47 3,77  11-GH: 3,77  6-H:4,03; 6-OCH,(H;:6,17; 6,23 8
-2,80 6-OCH,CH, : 8,80 6,17
Stemomal (87)™ 1,38 2,97 3,27 3,27 5,91 48
of of 5,87
3,03 3,03 5,82
J 2,2 J 2,2

Spektrum afgeneem in: x gedeutereerde CH,ON
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(78) (79)

(2a) (2b)

2.2.3 PMR-spektroskopie

'n Eerste orde analise van die karakteristieke ABCD-sisteem

(gevorm deur die protone op C6, Cba en Cl2a) ter bevestiging van
. . , . 12,78,79

die rotenoledskelet (80), is deur verskeie werkers gedoen .

Hulle bevindings ten opsigte van chemiese verskuiwings en koppelings-

konstantes word aangedui in Tabel 4.




Chemiese verskuiwings (t) J, Koppelingskonstantes (Hz)

Ha, Hb (multiplet) 5,47 Jab 12Hz

He (multiplet) 4,95 Jad 1-2Hz

Hd (kwartet) 5,95 Jac 1,5Hz
ch 3Hz
ch 4Hz

Die klein koppelingskonstant (J = 4Hz) tussen H6a en Hl2a, wys
eenduidig op 'n cﬁs—B/C—ringaansluiting 79. Volgens molekul8re
modelle met sodanige aansluiting is die dehidrale hoek tussen
hierdie twee protone ca. 40° wat in goeie ooreenstemming is met

die waarde van 44° wat volgens die Karplus verhouding bereken is.
Verdere bevestiging vir 'n cis-B/C-aansluiting is verkry uit 'n
analise van die koppelingskonstantes tussen Hé6a en die twee protone
op Cé6. Uit die Karplus verhouding blyk dit dat vir hierdie
koppelingskonstantes (J = 1,5 en 3Hz) die dehidrale hoeke tussen

Hba en die twee Cé-protone 53,5o en 65° onderskeidelik moet wees 79.

Hierdie berekende waardes sluit dus die moontlikheid van 'n trans-
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B/C-ringaansluiting formeel uit waar H6a en &8n van die C6-protone

1,2-trans—-diaksiaal tot mekaar sou moes wees.

2.2.4 Massaspektrometrie

Die massaspektrometrie van die rotenoiede is onder andere deur Reed
en Wilson 82 ondersoek en daar is gevind dat die fragmentasiepatrone
goed korreleer met die strukture. Die uitsonderlike stabiliteit
van die rotenolede, soortgelyk aan die pterokarpane 25, en die groot
onderlinge ooreenkoms in strukture blyk duidelik uit die verbindings
se spektra asook uit hul weerstand teen fragmentasie deur elektron-
bombardement. Karakteristiek aan die 2,3-dimetoksierotenoiede is
die basispiek by m/e = 192 wat ontstaan deur 'n retro Diels~-Alder-
splyting 82 (Skema 2). Die C6a-07- en C12-Cl2a-bindings word beide
geredelik gebreek; een is bensilies en ook o tot 'n karbonielgroep
83a en die ander is a tot 'n eter suurstof 83b. Die dubbelbinding
wat deur fragmentasie gevorm word konjugeer waarskynlik met die
benseenring. Die ontstaan van die ander ione word voorgestel in

skema 2 82.

By die 2,3-metileendioksirotenoiede (5), (64) en (70) gee retro

Diels-Alder-fragmentasie die verwagte basispiek by m/e = 176.




- 20 -

Skema 2

OMe
OMe Q
: - +
—=co__ csuéo.om:l
OMe_l + I m/e=149
| _ot - _Q+

m/e=191

mye=177 <CH;
—t cpzomel’
—’ / m/e.lél :‘,8:'3?} ' mfe =121
6; o
cH |t
mje-131 mje-106

M
ome|

(o)

—_— <I+ . CHiome — cHio
OMe OMe m/e=95 m/e=80
m/e=123 \L

C4Hy
m/e=52

m/e=138

.~ g

e- 107 m/e=77

(Hierdie ongewone fragmentasie word bevestig deur die metastabiele ioon

by m/e = 190).




_2]_

2.3 12a-Gesubstitueerde rotenolede

Die bestaan van 'n l2a-hidroksirotenoied is reeds in 1930 aangedui
toe LaForge en Smith 84 rotenoloon (dit 1is 12a—hidroksirotenoon,_§)
verkry het uit die oksidasie van rotenoon en gewys het op die
bestaan van twee stereoisomere 85. Clark h het die sade van
Millettia ferruginea (Hochst) ondersoek en na bewering onder andere

ook tephrosin (81) geisoleer.

Die vraag of 12a-hidroksirotenoiede werklik natuurprodukte is en of
hulle as artefakte gevorm word deur oksidasie van rotenolede, 6f

nadat die plantmateriaal versamel is, &f tydens isoleringsprosesse,

het al verskeie kere oorweging geniet 42’66’86’87.

Tephrosin (81) is reeds uit 'n hele aantal plante insluitende

14-17 88

. . e L. 14 .
Lonchocarpus nicou » Derris elliptica ', Derris urucu

Tephrosia vogelit 14_]7, Tephrosia obovata 18 en Millettia ferruginea H

gelsoleer, maar daar is nie in een geval melding gemaak van die

isolering van opties aktiewe tephrosin (gl) nie. Soos ook in

1 . . . .
Clark ! se geval, is by sommige van bogenoemde isolerings van
alkaliese ekstraksie gebruik gemaak. Die gemak van oksidasie van

. 87 . . . . ,
deguelin (ég) na rasemiese tephrosin en rasemiese isotephrosin

; 4 + . .
het die vermoede 2 dat (-)-tephrosin 'n artefak is, ondersteun.

Ten spyte van hierdie getuienis, dui die isolering van (-)-millet-
tosin (82) en (-)-tephrosin (81) uit M{llettia dura 12 en (-)-12a-

hidroksirotenoqn (2a) en (-)-12a~hidroksidolineoon (6) uit
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N. amboensis 49 daarop dat hulle wel as natuurprodukte mag voorkom.
Vergelykende chromatografiese ondersoek op die oorspronklike ru-
ekstrakte het hul bestaan in die plante ondersteun. (-)-12a-
Hidroksirotenoon (2a) is ook deur Filho et aZ.88 uit Derris urucu

geisoleer.

Die isolering van die eerste natuurlike opties rein 12a-metoksirote-—
noiede, naamlik (-)-12a~metoksirotenoon (é) en (-)-12a-metoksidolineoon
(Z) tesame met die ooreenstemmende (-)-l2a—hidroksirotenoiede uit

.. 49 . .
N. amboensis 1s 'n verdere bewys ten gunste van die bestaan van

12a~gesubstitueerde rotenoiede as natuurprodukte.

Dusver is slegs ses natuurlike 12a-gesubstitueerde rotenoiede bekend,

te wete (-)~tephrosin (gl) 1]’]4—]7’88, (-)-millettosin (gg) ]2,
49,88

(-)-12a-hidroksirotenoon (g), » (=)-12a-hidroksidolineoon (6) 49,

(-)-12a-metoksirotenoon (2) 49 en (-)-12a-metoksidolineoon (7 49

(-)-Tephrosin (§1) ¢ R, =R, = OCH

(=}~Millettosin (§g) : R




- 23 -

Chemiese bewys vir die strukture van die 12a-hidroksirotenoiede
is gelewer deur omskakeling van die rotenoiede na die ooreenstemmende

12a=hidroksi-rasemate 12’49.

Hierdie voorstelling is onderskryf
deur 'n vergelyking tussen die massaspektra van die ses 12a-gesubsti-

tueerde rotenolede waaruit dit ook duidelik geblyk het dat hul frag-

mentasiepatroon dieselfde is as die wat waargeneem is vir rotenolede

(Skema 3).
Skema 3.
’ t
RK
c=0 I
+ o]
O-H 100%
~H"
-H"

+ %*

c=—‘ | R

Ywaar R = OH of OMe)
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Onderskeiding tussen die trans- en cis—enantiomere was na analogie
van rotenoiede relatief eenvoﬁdig vanwee die groot verskille in hul
PMR-spektra (Tabel 3). By die trans-isomere verskyn HI by 'n laer
veld, aangesien die B- en C-ringe onderskeidelik in die halfstoel-
en vyfpunt-koplanére konformasie bestaan. Dit veroorsaak dat die
karbonielgroep baie nader aan, en meer vlakkig met Hl 18 sodat sy
skermende invloed baie groter is as by die cis-vorm, waar HI by

heelwat hoér veld resoneer (Tabel 4y,

Daar bestaan heelwat redetwis oor die vier isorotenolone, dit is die
. . . +, . 89 .
12a-hidroksiderivate van (=)-isorotenoon (78a) . Crombie en

Godin 71,87

het met behulp van chemiese en fisiese metodes hul absoclute
stereochemie bepéal wat dan ook tot die vasstelling van die stereo-
chemie van (i)-tephrosin (81) gelei het, Hulle het berig dat hulle

by die alkaliese oksidasie van natuurlike rotenoon (l) vier diaste-
reoisomeriese ketole (2a, 2b, 2c en 2d) verkry het in teenstelling met

die bevinding van Takei et al. 90 en Miyano en Matsui ~°

wat slegs
twee isomeriese rotenolone verkry het. 'n Verdere geskilpunt tussen
Crombie en Miyano was hul teenoorgestelde toeseggings van konfigurasie

aan die B/C-ringaansluiting. Die ciZs~aansluiting word egter algemeen

. . . . 66,71,87
aanvaar op grond van chemiese en spektrofotometriese getuienis .

Deur 'n vergelyking van die ORD-kurwes van (-)-millettosin (§g) en
(=)-tephrosin (§1) is vasgestel dat hulle ooreenstemmende stereochemiese
konfigurasies vertoon; maar Ollis et al. 12 kon nie bepaal watter een
van die twee enantiomere die werklike absolutc konfigurasie voorstel
nie. Later is met behulp van SD-kurwes, optiese draaiings en PMR-

gegewens daarin geslaag om die absolute konfigurasies van die vier




isomeriese 12a-hidroksirotenone te bepaal soos hieronder aangetoon

(+)-[6aR, 12aRr, 5'R]- 12a- (-)-[6as, 12as, 5'R]~ 12a-
hidroksirotenoon (2c) hidroksirotenoon (2a)

(+)-[6as, 12aR, 5'R]- 12a- (-)-|6aR, 12aS, 5'R] - 12a-
hidroksirotenoon (2d) hidroksirotenoon (2b)




2.4 6a, 12a-Dehidrorotenoiede

Weens die gemak van dehidratering van 12a-hidroksirotenoiede, kon

ba, 12a-dehidrorotenolede ook miskien beskou word as artefakte.

Benewens die isolering van 6a, 12a-dehidrorotenoon (9) uit Millettia
ferrugineq 12 en N. amboensis 49 is die volgende 6a, 12a-dehidrorote-

nolede ook as natuurprodukte bekend :

6a, l2a-dehidro-o-toxicarol (83) uit Amorpha fruticosa 91; ba, 12a-
17

bl

dehidrodeguelin (84) uit Millettia dura t2 en Tephrosia vogeli<
6a, 12a-dehidromillettoon (85) uit Piscidia erythrina 43; stemonasetal
(86), stemonal (87) en stemonoon (88) uit Stemona collinsae Craib 48;
amorpholoon (89) en rotenonoon (10) uit Amorpha canescens 47; dehidrodoli-
neoon (8) uit Neorautanenia amboensis 49. Hanekom 25 wat laasgenoemde
spesie ondersoek het, het na bewering drie nuwe dehidrorotenoiede (8,

90 en 91) geisoleer, maar weens onvoldoende materiaal kon slegs tenta-
tiewe strukture voorgestel word.

PMR-studies 44, 75, 78

op dehidrototenolede toon groot verskuiwings soos
blyk uit tabel 3 en onderstaande voorbeeld. In die geval van 6a, 12a-
dehidroamorphigenin (gg) is Hl baie meer ontskerm (t1,58) deur die
12-karboniel vanweé die vlakkigheid van die struktuur terwyl H1l by

'n relatief laer t-waarde verskyn. Die diagnostiese ABCD-multiplet

44,75

by amorphigenin (62) verval tot 'n skerp 2-proton enkelsein

(t5,13) as gevolg van die 6-metileengroep.
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Stemonasetal (Qé)

6a, 12a-dehidrodeguelin (84): R = OCHZCH3
R] = R2 = OCH3 ; R3 = H Stemonal (gl)
6a, 12a-dehidromillettoon (85): R = OH

R R, = OCH,0 ; R, = H

12 72 2

Amorpholoon (89) Stemonoon (88)

Neboensinoon Qgg):

Rl’ R2 = OCH20
Nambinoon (21):

R] = R2 = OCH3




Die toenemende aantal dehidrorotenoiede wat uit verskillende plant-

genera geisoleer word, kan moontlik 'n aanduiding wees dat hierdie
verbindings wél natuurvoorkomend en nié artefakte is nie - alhoewel

afdoende bewyse nog nie beskikbaar is nie.

2.5 Sintetiese roetes tot rotenoiede

Die sintese van rotenoon (1), rotenoiede en hul derivate bring heel-
wat probleme mee. 'n Sleutelstap in die klassieke maar ook heden-
daagse roetes tot die sintese van rotenolede behels die basies-
gekataliseerde ringsluiting van 'n feniel-2-karbetoksimetoksibensiel-
ketoon (gewoonlik 'n derrissiensuur of -ester) na die ooreenstemmende

6a, 12a-dehidrorotenoied 61,64,68,92-97 (Skema 4).




Et
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Skema 4
OMe
OMe
0

H NaO .

2 a0Ac - 6a, 12a~-dehidrorotencon (2)

H Ac, 0
H
2 1) NaBH
COEt 4

2) A1 (0 - £03H7)3/Me200

Rotenoon (1)

Die verskillende roetes tot die daarstelling van die gesogte

derrissiensuur behels onder andere :

(1) Hoesch~ of meganisties verwante kondensasies vanaf geskikte
nitriele 68,92,98-101 (Skema 5);
Skema 5
OMe
OMe OMe
OMe
+ . c
. Kondensasie 2
OH  NCHg . —> 1o H OCHLOH
2. Hidrolise
OCchy“e Et
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(ii) die hidrolise van o-metoksikarbonielmetileenisoflavone

102-109 (Skema 6); en

Skema 6
OMe
- (o)
OH
OH OCH,COH

(iii) wvanaf 2,2'-dihidroksideoksibensoiene 74,110 (Skema 7).

Skema 7

HO.
{ “5\

OH

—> dehidrorotenoiede




As alternatiewe tot die derrissiensuurweg is : (a) die sogenaamde

enamien-sintese waar dehidrorotenolede verkry word deur die

enamiene van chroman-3-one met salisilolelchloriede te behandel

I11-113

(Skema 8) sodat die moeilik bekombare ketoon-tussenstappe

vermy kan word;

en
Skema 8
OMe
OMe
¥ O

> dehidrorotenoon (2)

(b) die termiese kondensasie van 4—metoksikarbonielchroman—B—one

met m-dihidroksifenole

/©\ '
HO~ OH

HETT5 kema 9).
Skema 9
R
R
g
MeO™
o] —> dehidrorotenoTlede
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Die belangrikste probleem wat nou nog die sintetiese benadering tot
die rotenoiede in die weg gestaan het, was die reduksie van 6a, 12a-
dehidroverbindings na 6a, 12a—dihidroderivate.. Aangesien daar
dikwels funksionele groepe teenwoordig is wat sensitief is teenoor
reduksie, word meer as een stap benodig om die gesogte oksidasietoe-

74’]16’]17. Baanbrekerswerk in hierdie verband 1s

118,119

stand te bereik
gedoen deur Miyano en Matsui wat rotenoon (1) vanaf 6a, 12a-
dehidrorotenoon {2) gesintetiseer het deur reduksie van die karboniel
met natriumboorhidried gevolg deur heroksidasie van die resulterende
12-01. Hierdie elegante metode is ook toegepas by die sinteses van
deguelin (§§) ]20, munduseroon (Zg) 121 en elliptoon (ég) 122 (Skema
4). Katalitiese hidrogenering van die dubbelbinding het ook effek-
tief geblyk te wées en is toegepas deur verskeie werkers 74’123.

In 1960 voltooi Miyano et al. 124,125 die eerste totaalsintese van

rotenoon (1) nadat hulle ernstige probleme moes oorkom.

Pogings tot sintese van die rotenoiede het veral die afgelope dekade

baie aandag geniet en verskeie interessante benaderings is gepubliseer.

'n Nuwe metode vir die bereiding van die derrissiensuurtipe verbindings

via die ooreenstemmende isoflavone is onafhanklik deur Chandrashekar
104 . 103 . . .

et al. en Fukui et al. ontwikkel (Skema 6). Hierdie metode

berus daarop dat isoflavone geredelik hidroliseer in basiese medium

om derrissiensuuranaloé te lewer wat na siklisering 6a, 12a-

dehidrorotenoiede lewer en is toegepas by die sintese van dehidro-

elliptoon (93) en dehidromunduseroon (gﬁ).
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(93) | (94)

'n Sintetiese roete wat uit biogenetiese oogpunt aanvaarbaar voorkom
(maar wat nog nie gebruik is vir die sintese van natuurlike rotenoiede
nie) is waar die 3-etoksimetiel~ of 3-bromometiel -6,2'-dihidroksi-
isoflavoon onder suurtoestande sikliseer deur die vorming van 'n
eterbrug tussen die 2'- en 3-funksionele groepe om 'n 6a, I2a-

. . 126~128 . . .
dehidroverbinding te gpee . Ander interessante ontwikkelings
by rotenoiedsintese behels onder andere die pebruik van asetileniese

tussenverbindings 129 en die gebruik van polifosforsuur by die

asilering van fenole

Dusver is geen van die natuurlike 6~ of ll-hidroksirotenoiede
(byvoorbeeld sumatrol (61), toxicarol (69), malaccol (67),

amorpholoon (89), stemonasetal (gé), stemonal (§Z)) sinteties berei
nie, maar Ringshaw en Smith 130 het daarin geslaag om uit eenvoudige
uitgangstowwe twee pentasikliese 1l-hidroksirotenoiede, naamlik 4 5=

dihidromalaccol (95) en sy analoog (96) te berei.




Die twee ketolaktoon-analoé van stemonal (87) en amorpholoon (89),

dit is stemonoon (§§) en rotenonoon (19) is verkry uit eersgencemde

. . . |
twee deur oksidasie met chroomsuur 47’48, terwyl Chubachi en Hamada 31

(10) ook pesintetiseer het deur die foto-oksigenering van rotenoon (1).

132

Caplin et al. se bevinding dat 2-viniel-kumaran-3-one gevorm word

wanneer 2'-hidroksi-isoflavone behandel word met dimetielsulfoksonium-

metilied, is onlangs op gesofistikeerde wyse deur Crombie et ql. 133
benut.

Hiervolgens is die sintese van isorotenoon (78b) geslaagd

uitgevoer deur die kumaranoon (21) in piridien te verhit (Skema 10).

. . . ) . 134 . .
'n Sintetiese roete wat via die deoksibensoien direk tot rotenoilede

(in die gesogte oksidasietoestand) lei, behels die stappe soos aangedui

in Skema 11,
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Skema 10
HO. Me
OMe
(CH3)2 EOCHZ
OMe
OMe
97
\\\57/A
Isorotenoon
(78a)
Skema 11

CHO

OMe

\\\\\\\‘ Py/a

H OMe <=

Hidrolise
CH=CH,
OCH
2 OM

o e
Osmiumtetroksied/

. b OMe

perjodaat
H

(x)-Isorotenoon (78a)




B. 1Isoflavone

2.6 Isolering, struktuuropklaring en chemie van isoflavone

Die eerste isoflavone is min of meer dieselfde tyd as die eerste
rotenoied ontdek. Struktuureienskappe wat karakteristiek is aan
verbindings wat in die Leguminosae aangetref word, is ook teenwoordig
by die isoflavone en is onder andere : (a) afwesigheid van 5-hidrok-
sielfunksies ]35—]41; (b) 6-hidroksilering 142,143 en (¢c) 2'-
hidroksilering wat in die meer komplekse isoflavone aangetref

24,143-147

word Laasgenoemde kom veral voor in tropiese genera

. .“ , 4
wat ryk is aan rotenoled-inhoud ! 8.

Isoflavone is maklik onderskeibaar van flavone en isoflavanone deur
UV- en PMR-spektroskopie. Die eenvoudige isoflavone toon intense
absorpsie by ca. 255-275 nm. terwyl 'n minder intense band gevind
word by ca. 310-330 nm. Die posisie van H2 in die PMR~spektra van
isoflavone (t ca. 2,20) is karakteristiek en verskil diagnosties
van H3 by flavone (1 ca. 3,30). 0llis et al. 12 het aangetoon dat
PMR-spektroskopie 'n onmisbare instrument in die struktuuropklaring

van meer komplekse isoflavone is.

Aangesien beide flavone en isoflavone deur 'n retro Diels-Alderproses
fragmenteer om identiese fragmente te lewer is massaspektrometrie
van weinig betekenis as onderskeiding tussen die twee klasse verbin-

dings. Campbell et al. 149 het egter aangetoon dat die teenwoordig-

heid van 'n 2'-metoksisubstituent in isoflavone hul fragmentasie-

patroon grootliks beinvloed. Hierdie tipe verbindings toon 'n sterk




(M-31)-piek wat toe te skryf is aan die verlies van 'n metoksigroep;

wat moontlik geskied via ringsluiting soos aangetoon in Skema 12.

Skema 12

Chemiese metodes vir die struktuurbepalings van isoflavone 66,150
berus basies daarop dat hulle meer geredelik hidroliseer in alkaliese
medium as die flavone. By milde hidrolise vorm 'n deoksibensoien
(98) (en mieresuur) wat weer met behulp van 'n geskikte reagens

teruggeskakel kan word na die isoflavoon (Skema 13).

Skema 13

ge
OH O + HCOZH
/ o

(98)

\ OH HO
Alkalismelting .
O




- 38 -

2.7 Sintetiese roetes tot isoflavone

Daar isoflavone dikwels as tussenstap dien in die sintese van iso-

flavanone, isoflavane en pterokarpane, het pogings tot hul sintese

baie aandag geniet 150.

Die metodes wat tot onlangs die meeste gebruik was, het die ring-

sluiting van fenielbensielketone behels (Skema 14).

Skema 14

151
R, CH(OEt)3
o P
Zn(CN)6 152,153
CH —>
HCONMeZ/POC13

155-157

HCOzEt/Na

EtOZCCOC1/H20/OHn/Cu 157-159

—>

Grover et al. 160

se sintese van formononetin (22) was die eerste
geval waar 'n chalkoon omgeskakel is na 'n isoflavoon. Hierdie
sintese het die suur- (of Lewissuur~-) gekataliseerde herrangskikking
van geredelik bekombare 2'—bensieloksichalkoonepoksiede 161,162
behels waar migrering van die fenielgroep saamval met splyting van

die bensieloksigroep en ringsluiting na die isoflavoon (Skema 15).

'n Belangrike beperking op hierdie metode is dat isoflavone met 'n
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f1orog1usinol-oksigeneringspatroon nie op hierdie manier sintetiseer-

. . 163
baar is nie .

Skema 15

'n Belangrike deurbraak in die sintese van isoflavone het plaasge-

vind toe 0llis et ql. aangetoon het dat oksidasie en herrangskikking

van 2'-bensieloksichalkone gelyktydig plaasvind by behandeling met

. A
tallium (111) asetaat in kokende metanolmedium. 'n Asetaltipe
tussenstap word gevorm wat na debensilering en ringsluiting in suur-

medium die isoflavoon lewer (Skema 16).
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Skema 16

McKillop et ¢l. 165 het later hierdie metode verfyn deur tallium (111)

nitraat, in plaas van die asetaat, te gebruik om die oksidatiewe her-
rangskikking van o,B-onversadigde ketone na isoflavone te bewerk-

stellig (sien 4.2),

2.8 Isoflavoon- en rotenoledglikosides

Isoflavoonglikosides is reeds sedert 1893 bekend toe De Laire en
Tiemann 166 iridin (100) uit Iris florentina verkry het. Die meer-

derheid van hierdie klas verbindings is egter eers onlangs gelsoleer 167_]69.
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(100)

‘Die isoflavoonglikosides dusver bekend is oorwegend die 7-glukosides

of 7-ramnosielglukosides terwyl die 4'-glukosides en 4'-ramnosielglukosi-

des relatief skaars is.

Benewens die verskillende rotenoiede, 12a-gesubstitueerde- en dehidrorote-~

noiede is daar twee rotenoledglikosides bekend wat beide uit Amorpha

fruticosa geisoleer is, te wete ; amorphin (62a) 44 en amorphol (62b) 44a.
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C. Isoflavanone en isoflavan-4-ole

2.9 1Isoflavanone

In die laat veertigerjare het die idee onder chemici begin posvat
dat isoflavanone, met 'n gereduseerde piroonringsisteem, en veral
dié met 'n 2'-hidroksifunksie, in die natuur behoort voor te kom
aangesien dit aanvaar was dat sodanige verbindings as biogenetiese

- . 170
voorlopers tot rotenolede dien .

Die eerste verbinding van hierdie tipe, naamlik padmakastein (101)
171 is in 1952 uit die bas van Prunus puddum (Rosaceae) geisoleer.
Kort hierna het die isolering van ferreirin (102) en homoferreirin

(103) uit Ferreirea spectabilis 172,173 g

evolg.
In kontras met die groot aantal natuurlik-voorkomende isoflavone is
slegs 'n relatief klein aantal (dertien) isoflavanone en net een

isoflavanoon—C—glikosied, dalpanin (104) 176 bekend.

Die MS- en UV-spektra van isoflavanone verskil nie baie van die van
isoflavone nie. PMR-gegewens toon egter 'n diagnostiese ABC-
sisteem ( T ca. 5,9 gevorm deur die protone op C2 en C3 van die
isoflavanone (in plaas van 12,2 van H2 by isoflavone). Dehidroge-
nasie van isoflavanone met behulp van mangaandioksied lewer die oor-
eenstemmende isoflavoon waarvan die struktuur op konvensionele wyse

opgeklaar kan word 24.




In teenstelling met die flavone, ondergaan isoflavone geredelik
katalitiese hidrogenering na isoflavanone 150 en is dit 'n ge-
rieflike metode tot sintese van laasgenoemde. Toestande vir
hierdie reaksie moet goed gekontroleer word aangesien verdere
reduksie na die isoflavan-4-ole en uiteindelik na isoflavane maklik
kan plaasvind ]57’]75’]76. Farkas et al. 177 en Inoue 175 het
gevind dat katalitiese hidrering van die isoflavoon-asetate beter

resultate lewer as met die ooreenstemmende hidroksiverbindings, maar

geen aanvaarbare rede vir hierdie verskynsel is aangebied nie.

Reduksie van isoflavone met metaalhidrides gee rasemiese mengsels

. 119 . . . . . .
van 1isoflavan-4-ole en is dusver nie gebruik vir die sintese van

isoflavanone nie. Reaksie tussen 2-hidroksifenielbensielketone en
metieljodied lewer direk die isoflavanoon, maar beskerming van

hidroksifunksies wat nie aan ringsluiting deelneem nie, is noodsaaklik
178

'n Opvallende eienskap van alle bekende natuurlike isoflavanone, met
. . 179 . e e
uiltsondering van sophorol (105) » 1s hul optiese onaktiwiteit wat
. . . 180 .. .
moontlik toe te skryf is aan keto-enol-toutomerie . Dit is verder
insiggewend om te let op die buitengewoon hoé persentasie 2'-oksigene-

ring wat by die isoflavanone aangetref word, aangesien dit uit bio-

genetiese oogpunt van belang is (sien 2.15).
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(101) Ferreirin (102) : R = H

Homoferreirin (103) : R = Me

(104)

2.10 1Isoflavan-4~ole

Tot voor hierdie ondersoek was geen natuurlike isoflavan-4-ol1 bekend
nie. Daar was wel biogenetiese spekulasies 181 dat pterokarpin
(106) en homopterokarpin (21) (wat uit Pterocarpus indicus 182
geisoleer is) hulle gesamentlike oorsprong vanaf die ooreenstemmende
isoflavan—4-91e (lQZ) kan hé deur dehidratering tussen die 4-0H en

2'-fenoliese OH (Skema 17).
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Skema 17

(107) Pterokarpin (106) : R], R2 = OCHZO

Homopterokarpin (gl) : R, = OMe; R

1 2

'n Studie van nege sintetiese isoflavan-4-ole (verkry deur metaal-
hidriedreduksie van isoflavanone; sien 2.8 en 2.9) deur
181

Anjaneyulu et ql. het getoon dat isoflavan~4-ole besonder

suursensitief is en vig trans-watereliminasie isoflav-3-ene (108)

vorm (Skema 18),

Skema 18
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Die ondersoek na hierdie verbindings is gestimuleer deur dje hoe
estrogeniese aktiwiteit van isoflavanone, isoflavene en veral 7,4'-

diasetoksi-Z-metielisof1avan—4—ol ]83’]84.
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D. Pterokarpane, 6a—hidroksipterokarpane en 6a, lla-dehidroptero-

karpane.

2.11 Pterokarpane

Die eerste verbindings met 'n 6a, lla—dihidro—6H—bensfuro[ 3,2 - c]
[l] benspiraanringsisteem (f), naamlik pterokarpin (lgg) en homopte-
rokarpin (gl) is in 1940 deur McGookin et al. 185 gelsoleer en opge-
klaar. Die benaming pterokarpaan met die huidige nommeringsisteem

vir die pterokarpane 186 is voorgestel deur Harper et «l. ]87’]88.

(£)

Die groot aantal pterokarpane wat die afgelope dekade geisoleer is,
het hoofsaaklik uit die kernhout van die tropiese genera van die
Leguminosae gekom terwyl sommige selfs buite die sub-familie Lotoidae
aangetref is. Die chemiese ondersoek van die Neorautanenia spesies

147,191,192

deur veral Rall et gl. 189,190 en Brink et ql. het getoon

dat dit 'n besonder ryk bron van pterokarpane is (Tabel 1).

Degradasie-reaksies was van groot hulp by chemiese struktuurbepalings




van die pterokarpane (Skema 19).
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Reduktiewe ringopening van die

pterokarpane lewer ooreenstemmende 2'-hidroksi-isof lavane 193-195

terwyl isoflav-3-ene deur suurgekataliseerde watereliminasie verkry
196,197

word

KMnO

Skema 19

HO

MeO
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Die gebruik van protonmagnetiese resonansspektroskopie by die
struktuuropklaring van pterokarpane is van groot waarde, aangesien
dit die pterokarpaanringsisteem sowel as die posisies van substi-
tuente vasstel, Pachler en Underwood 198 het waardevolle werk
gedoen deur aan te toon dat die pterokarpaanskelet herken kan word
aan die karakteristieke chemiese verskuiwings van die heterosikliese
Protone wat 'n komplekse vierspin sisteem vorm met langafstandkoppe-
ling wat eerste-orde analise bemoeilik. Hlla resoneer as 'n breéd
doeblet by t = 5,5 (ca.) -terwyl Héekw, Hbaks en H6a aanleiding gee
tot drie breé multiplette byt = 5,80, 6,40 en 6,55 (ca.) respektiewe-

lik. Tabel 5 dui PMR-gegewens aan vir (-)-pterokarpin (106).

(106)
Tabel 5

Chemiese verskuiwings (t) J, Koppelingskonstantes (Hz)
Hlla 4,45 T6aks, bewy 1058
Héa 5,81 J6ekw, 6a 10,5
Hb6aks 6,57 J6aks,6a 5,1
Hb6ekw 6,37 J6a, a 6,9

J]la, 6ekw 0,8

Jlla, 6aks 0,6
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Soos ook by die rotenoliede, vertoon die pterokarpane besondere
stabiliteit teenoor elektronbombardement sodat die massaspektra

. . 25,1
besonder min fragmentasie vertoon ’ 99.

By feitlik alle
pterokarpane is die basispiek die moederioon wat deur homolitiese
splyting van die C6-05- of C6-C6a-bindings aanleiding gee tot twee
brokstukke (Skema 20). Karakteristiek by alle pterokarpane is die
[M-1] -piek wat gevorm word wanneer 'n waterstofradikaal afgesplits
word om oorsprong te gee aan twee brokstukke met relatief hoé
intensiteite, Alhoewel‘massaspektrometrie nie die substitusie-
patroon op die pterokarpaanskelet kan aandui nie - (beide ringe kan
aanleiding gee tot dieselfde m/e-waarde) ]93’200, is deur kombinasie
van chemiese en fisiese tegnieke 'n betroubare metode ontwikkel om
hierdie probleem te oorbrug. Hidrogenolise van die pterokarpaan-
ringsisteem lewer 'n isoflavaan wat die karakteristieke retro Dielg-
Alder fragmentasie ondergaan wanneer dit onderwerp word aan elektron-

bombardement ]93’]99.

Skema 20

¥
mje=131 n1e= ns




PR—
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Die absolute konfigurasie van hierdie reeks verbindings is na inten-

siewe ondersoeke 193,201-204 bepaal as 6aR, 1laR vir die linksdraai-

ende (-)-pterokarpane (g) en 6aS, 12a$ vir die regsdraaiende (+)-

pterokarpane (h).

198 . . . . .
Pachler en Underwood se PMR-studies het 'n cis-geometrie vir die
6a, lla-protone bevestig en ook aangetoon dat die verkose konformasie

van die pterokarpaanskelet die (6aR, 11aR)-(i) eerder as die (6as,

12aS)-konformasie (j) is.

Nug

(1) (i)

0@&@#&15&@
3 (P *©
IR

& -
o FOYEE AL
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'n Gerieflike metode tot sintese van pterokarpane behels die
metaalhidriedreduksie van 2'-hidroksi-isoflavanone na rasemiese
mengsels isoflavan-4-ole, gevolg deur suurgekataliseerde ringslui-

205,206

ting na die pterokarpaan soos gelllustreer deur die sintese

van_(i)—philenopteran (109) 207 (Skema 21).

Skema 21
OMe
HO - _OH
9 LiAlH .
4 » 1isoflavan-4-ol
HO O O OMe +

(109)

In gevalle waar die ooreenstemmende isoflavone moeilik sintetiseer—
baar is, kan kumestane omgeskakel word na pterokarpane (Skema 22) 205.

Die 6a, 1la—dehidropterokarpaantussenstap (110) in hierdie skema is

2
eers later erken as 'n natuurproduk 08.
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Skema 22

Flemichapparin - C

(x)-pterokarpin (106)

Flemichapparin - B (110)

2.12 6a-Hidroksi- en 6a, lla-dehidropterokarpane

Die isolering van die eerste 6a-hidroksipterokarpaan, pisatin (111),

. - . , 209 . .
uilt swamgelinfekteerde PZsum sativum het gedui op 'n interessante

variasie van die basiese pterokarpinoiede. Dusver is slegs vier

natuurlike 6a-hidroksipterokarpane bekend, te wete : pisatin (111)

209 ., , , . . L. . . 210
uit Prsum sativum; 6a-hidroksiphaseollin (112) uit sojabone 5

variablin (113) uit Dalbergia spruceana 211 en tuberosin (114) uit

Pueraria tuberosa D.C. 2]2.

ba, 1la-Dehidropterokarpane (pterokarpene) is ook bekend as natuurpro-
dukte en bevat die 6H-bensfuro-[3,2-c][1]-bensopiraanringsisteem (k)

as basiese skelet,.




Die pterokarpene is gekleurde verbindings waarvan die UV-data 'n
redelike mate van ooreenstemming toon met dié van stilbene. Die

vyf verbindings wat reeds in hierdie klas gelsoleer is, is

dehidrohomopterokarpin (115) uit Swartzia madagascariensis 187 en

Dalbergia decipularis 213; flemichapparin B (110) uit Flemingia

208

chappar 3 leiocalcyn (116) uit Swartzia Zeiocalycina 194;
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neoduleen (35) en neorauteen (36) uit Neorautanenia edulis ]92.
Dit is interessant om daarop te let dat eersgenoemde drie 6a, 1la-

dehidropterokarpane saam met die ooreenstemmende kumestane aangetref

187,194,208,213

word
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Die onstabiliteit van die 6a-hidroksipterokarpane in suurmedium

is eksperimenteel aangetoon en is kenmerkend van hierdie klas

214,215

verbindings Dit is dan ook die rede waarom eers vermoed

is dat 6a, lla-dehidropterokarpane artefakte is wat gevorm word uit

die hidroksiverbindings 209. Alhoewel dit gepostuleer is dat

pterokarpene 'n noodsaaklike tussenstap is in die biogenetiese roete

. 21 .
isoflavanoon-» pterokarpeen= kumestaan 6; bestaan geen finale bewys

., 2
van hul bestaan as natuurprodukte nie ]l.

Bevan et al. 215 het daarin geslaag om pisatin (111) en variablin

(113) onderskeidelik uit pterokarpin (106) en homopterokarpin (21)

te sintetiseer vZa isoflav-3-ene soos aangetoon in Skema 23.

Skema 23
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E. Leuko-antosianidiene en stilbene

2.13 Flavan-3,4-diole

Sedert die eerste isolasie en struktuuropklaring van 'n natuurlike

flavan-3,4-diol deur King en Bottomley 217 het die hoeveelheid
literatuur oor hierdie klas verbindings geweldig toegeneem. Weinges
et al. 218 het in 'n waardevolle oorsig die fisiese, chemiese en

stereochemiese aspekte van sommige van die flavan-3,4-diole saamgestel

en Tabel 6 toon toepaslike data vir etlike van hierdie tipe verbindings.

Tabel 6
Triviale naam Hidroksileringspatroon Absolute konfigurasie
(+)-Mollisacacidien (117) 7, 3', 4 2R : 38 : 4R
(-)-Leukofisitinidien (50) 7, 3', &4 2S : 3R : 48
(+)-Gleditsin (118) 7, 3', &4 2R : 35 : 48
(-)-Melacacidien (119) 7, 8, 3', 4! 2R : 3R : 4R
OH
©/m
HO
o--
) OH
OH
(117) OH
@ i
HO
o .-
. . HO ow ..
OH .
OH OH
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Dit is noemenswaardig dat die flavan-3,4-diole hoofsaaklik in die bas
of hout van die Acacia-spesies aangetref word en dus aanleiding gegee
het tot 'n intensiewe fitochemiese ondersoek van die Australiaanse

. . . 219,220
spesies van hierdie genus .

2.14 Stilbene

In die meeste gevalle kom natuurlike stilbene in die meer stabiele trans—

. . . 22 ;
vorm voor. Die moeder trans—-stilbeen (&2) is deur Asakawa 1 uit

Alnus firma geisoleer,

(49)

Stilbeenderivate kom wydverspreid in die planteryk
(Pinaceae, Moraceae, Saxifragaceae, Myrtaceae, Polygonaceae,

. o 222 . 223
Fugaceae, Leguminosae, Liliaceae en die Betulaceaqe ) voor.
Die strukture wissel vanaf die basiese stilbeenskelet (transof cis)
tot polifenole wat as glikosiede en metieleters voorkom. Die
besondere belang by stilbene spruit uit die feit dat verskeie stil-
beenbevattende houtsoorte, biologiese aktiwiteit besit wat die
224-227

kernhout beskerm teen houtverrottende fungi en insekte

terwyl stilbene van die genus Pinus dien as chemotaksonomiese
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opspoorders in die Pinaceae
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F. Biogenetiese verwantskap tussen rotenoiede, flavonoiede,

isoflavonolede, kumariene en pterokarpane

2.15 1Inleiding

Ten spyte van die groot variasie in strukture soos vertoon deur die
isoflavonoiede, isoflavone en rotenoiede, is daar wel onderliggende
eenvormigheid te bespeur. Een opmerklike verskil wat hierdie iso-
verbindings onderskei van die flavonoiede is die vergelykende ooreen-
koms van 2'-oksiginasie (Tabel 7). Hierdie patroon is skaars by die

flavonoiede alhoewel daar 'n baie groter aantal van hulle bekend is.

Tabel 7

Relatiewe persentasies van posisies wat 'n O-funksie bevat

Posisie 5 6 7 8 2" 3 4! 5' &'
Isoflavone 36 32 100 0 32 4 88 56 0
Rotenoiede 37 0 100 13 100 0 100 100 0
Isoflavonoiede 36 0 100 0 81 9 100 36 0

Hierdie gegewens is 'n sterk aanduiding van 'n noue biogenetiese ver-
wantskap tussen isoflavone en rotenoiede en dit word ondersteun deur-
dat hulle dikwels in dieselfde plant voorkom. Dit is dus wenslik om
ook die biogenese van die flavonoiede te beskou, daar dit bekend is
dat die biosintese van beide isoflavonoilede en flavonoiede tot op 'n

229,230

sekere stadium identies verloop Dit is taksonomies interes-

sant om daarop te let dat natuurprodukte van hierdie tipe gewoonlik
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voorkom in die plante van een familie naamlik die Leguminosae terwyl

- . . 86,231
flavonoiede in 'n e reeks plantfamilies aangetref word i .
wy

. - ; - 7,232,233
Wanneer plante beide flavonoiede en isoflavonoiede bevat '’ ? is
daar dikwels ooreenstemming in die oksiginasiepatroon 229. Ook hier-
die verskynsel dui daarop dat flavonoled en isoflavonoied biosintese,

6f vanaf dieselfde voorlopers, &f langs gelyksoortige weé geskied.

2.16 Biosintese van flavonoied-verbindings

Die biogenetiese ontstaan van die basiese C6—C3—C6—koolstofske1et van

flavonoiede en verwante verbindings is op oortuigende wyse deur
. 234 . .
Birch voorgestel alhoewel onsekerheid nog oor die tussenstappe

bestaan. Die A-ring ontstaan deur kop-tot-stert kondensasie van die

86,235,236

asetaat— of malonaateenhede (Cz—eenhede) volgens die

asetaathipotese 237 terwyl die B-ring en C3—koolstofketting afkomstig

is van kaneelsuur (of 'n derivaat daarvan) afgelei van sjikimiensuur

6,238 (120). Bevestiging hiervan is uit voedingseksperimente 234,235,

2 ,
39 met verskillende plante verkry wat ook getoon het dat 'n aantal

C6—C3—verbindings afgelei vanaf sjikimiensuur, byvoorbeeld p~kumaarsuur
en kaneelsuur, ook as effektiewe voorlopers kan dien terwyl sjikimien-

suur self ook geinkorporeer word 86,240,241

(Skema 24).

Hoewel die oorsprong van die basiese koolstofskelet bekend is, is een~
stemmigheid ten opsigte van die direkte voorloper van flavonoiede eers
onlangs bereik. Algemeen word aanvaar dat die C6—C3— en C6—eenhede

kondenseer om 'n gehidroksileerde chalkoon (121) te vorm wat as

tussenprodruk optree waarvandaan die onderskeie C6—C3—C6—produkte dan
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238, 2 .
vorm ? 42, In skema 24 word 'n voorstelling gegee van die

biogenese van flavonoiede vanaf die asetate en sjikimiensuur.

Skema 24

COOH
HOOG HLOCOH
@ < reduktiewe aminering

HO

sjikimiensuur (120)

[::]//\T/£OOH [::j/A\V/LOOH
fenielalanien — 5 kaneelsuur c;:[:::]/ﬁ\\//c
COOH
//[:::j//\\T// //[:::]//\\//C kaffeinsuur

tirosien p-hidroksikaneelsuur

3C
2

o

*
chalkoon (121)

1 o
isoflavoon
(o N

flavonol

HO o dihidroflavonol

(-)-flavanoon j

antosianidien

flavoon
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Die isolering van o-hidroksichalkone uit Trachylobium 243,

Peltogyne 244 en Berchemia 245,246

spesies het moontlik aanleiding
gegee tot 'n belangrike deurbraak betreffende die biosintese van
flavonoiede en verwante verbindings. Die gemak waarmee a-hidroksi-
chalkone in biosintetiese skemas ingevoer was, het nuwe lig op
biosintetiese tussenstappe gewerp. In sommige gevalle sou o-hidroksi-
chalkone by voorkeur bo konvensionele chalkone as biogenetiese voor-
lopers kon dien as gevolg van die gemak waardeur 3-hidroksigesubsti-
tueerde flavone, dehidroflavonole, flavan-3,4-diole en flavan-3-ole
direk vanaf a-hidroksichalkone verkry kan word. Daar dien gelet te

word daarop dat hierdie verbindings slegs via hipotetiese roetes

vanaf konvensionele chalkone 247 verkry kan word (Skema 25).




Skema 25
Metabolitiese poel
OH H
. //J:::::rxi)
. H |
Hg™  COOH HC-CO,H COCOoH
COC(&H .

prefeensuur p-hidroksikaneelsuur p-hidroksifenielpirodruiwesuur

+3Cz—inkorporasie +3C2-1nk8;porasle
OH .

PN

—
a~hidroksichalkoon
I ringsluiting
OH
reduksie
—————

2,3-cis-en 2,3-trans-dihidroflavonole
flavanone

reduksie

oksidasie

chalkone

flavan-3,4-diole

l reduksgie

flavone

flavan-3-ole
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2.17 Biosintese van isoflavonoilede

Grisebach et al. 248-253 het bewys dat die chalkoon (121) ook as

tussenproduk optree vir die biosintese van die isoflavonoiede.

Vir hierdie biogenetiese proses om plaas te vind, is dit egter nodig
dat daar 'n fenielmigrasie moet plaasvind, maar die stadium wanneer

die migrasie plaasvind is nog onseker.

Die eerste van die twee gedagterigtings wat bestaan is dat die

chalkoon (121) deur fenielmigrasie oorgaan na die formieldesoksibensolen

86,248

(122) vZa die chalkoonepoksied (123) Siklisering van die

chalkoon geskied dan deur wateronttrekking (Skema 26).

Skema 26

Isoflavoon

(122)




Aangesien hierdie voorstelling nie die 2'-

deurgaans voorkom) verklaar nie, is voorge

suurstoffunksie (wat amper

stel dat die kaneelsuur-

voorloper (124) vZa die kumarien (125) na o-kumaarsuur (126) gaan wat

op sy beurt met drie asetaateenhede verbind om 'n 2'-hidroksichalkoon

(127) te lewer 86 (Skema 27).

Skema 27
OH
OH
C02H
(124)
-—
HO2C

(127)

OH
OH

(125)

OH

OH

(126)

'n Tweede voorstelling is daarop gebaseer dat daar eers 'n hete-

rosikliese ringsisteem gevorm word en dat f

enielmigrasie dan plaas-

254

vind. Na aanleiding van 'n voorstel deur Pelter et ql. dat
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die biogenese van isoflavone deur die migrasie van 'n fenielgroep

. . . 248-250 _ .
geskied in trans-flavanole het Grisebach et ql. hierdie
hipotese as onwaarskynlik bewys en voorgestel dat die chalkoon (121)

na die spirodieénoon (129) oorgaan en dat fenielmigrasie dan die

isoflavoon (130) gee (Skema 28).

Skema 28

NH

[ (|3H 2] ,CH.COOH

2

Me - § - Adenosiel
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Pelter et al. 242 het verder aangetoon dat die teenwoordigheid van

'n 2'-suurstoffunksie die katioon, (128), sal stabiliseer sodat dit

die hoé persentasie voorkoms van 2'-hidroksi-(of metoksi)-groepe in

isoflavonoiede kan verklaar.

'n Ander verklaring van hierdie 2'-suurstoffunksie is dat die isoflava-

noon (131) vanaf die ooreenstemmende flavanoon (132) gevorm word deur

2

die aanval van die biologiese ekwivalent van OH op C2' 23 (Skema 29).

Skema 29
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2.18 Biosintese van rotenoiede

Struktuurverwantskappe, voorkoms en verspreiding in die natuur
23,42,86,146 . . . .
3,42,86, dui op 'n onteenseglike verband tussen die biosintese
van isoflavonoiede en rotenoiede. Vroeére werk deur Crombie en

Thomas 257 is deur Green et al. 258 bevestig deurdat die volgende

bewys is

(a) die biosintese van rotenoon (1) en amorphigenin (62) volg
die kenmerke van isof lavonoiedvorming en behels arielmigra-

sie van C-6a na C-12a van die finale rotenojed 257_259;

(b) die arielring van fenielalanien voorsien die A-ring van
rotenoon; C-1 van fenielalanien word C-12, C-2 word C-12a

en C-3 word C-b6a;

(c) daar is arielmigrasie vanaf die oorspronklike C-3 van feniel-

alanien na die oorspronklike C-2 en

(d) die "ekstra" koolstof by C-6, sowel as die metoksi-metiel-

. . 259-260
groepe word voorsien deur metionien .

. . . 8 . , .
Hierdie werk het ook Grisebach 6 se postulasie vir die opbouproses
van die A,C,D-ringsisteem van rotenolede volgens die isoflavonoied-

patroon onderskryf.

Die sintese van rotenoiede uit 2'-hidroksi-isoflavone en dimetielsul-

261,262 |

foksoniummetilied deur Crombie et ql. t 'n chemiese analoog
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daargestel vir die ensimatiese inbring van 'n metileengroep deur

S-adenosielmetionien. Die belangrikheid van 2'-hidroksi-isoflavone

in rotenoied-biosintese is hierdeur bevestig terwyl daar ook vasgestel
is dat laasgenoemde proses stereoselektief is, aangesien die hele
reeks natuurlike rotenoiede dieselfde absolute stereochemie by C-6a

en C-12a besit 76.

In 1972 het Crombie en sy medewerkers 261,262

na uitgebreide ondersoeke
op oortuigende wyse getoon dat daar biogeneties 'n direkte verband
tussen rotenoiede en 2'-metoksi-isoflavone bestaan. Die biosintese

van amorphigenin (ég) vanaf 7-hidroksi-2',4',5'-trimetoksi~isoflavoon

dien as uitstekende illustrasie van rotenoiedbiosintese.

Tydens hulle pogings om geskikte 2'-metoksi-isoflavone na rotenoiede
om te skakel, is insiggewende resultate verkry. Voedingseksperimente
het eerstens aangetoon dat inkorporering van die ongeprenileerde
gemerkte isoflavoon (133b) voorkeur geniet bo die geprenileerde
isoflavone en dat feitlik alle radioaktiwiteit op C-6 of C-6a geloka-
liseer is. Aangesien die oorsprong van C-6a vanaf C~3 van fenielala-
nien reeds bewys is, is dit redelik om te aanvaar dat die isoflavonoied
se 2'-metoksi-metielgroep spesifiek in die rotenoled as C-6
geInkorporeer word. Die proses toon ooreenstemming met die
biologiese omskakeling van 'n o-metoksifenol na 'n metileendioksiben~
seen 263. Hierdie eksperiment was die eerste direkte demonstrasie

van 'n biosintetiese skakel tussen isoflavone en rotenoiede.

Die isolering van isoflavoon (133a) uit Amorpha fruticosa het daarop

gedui dat prenilering en gevolglike modifikasie van die E-ring van
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amorphigenin (62) nie by die isof lavonoledfase plaasvind nie, maar

na ringsluiting van die rotenoledring B 262. Aangesien dit geblyk
het dat hierdie isoflavoon (133a). 'n definitiewe verband toon met
rotenoled-biosintese, was dit vreemd dat mevalonsuur, 'n potensiéle
voorloper van die E-ring,baie lae inkorporasie getoon het. Die
moontlikheid het dus ontstaan dat (léga) viq dle ooreenstemmende
isoflavanoon (lgﬁ) na die rotenoled omgeskakel word. Bewyse het
reeds bestaan dat isoflavanone en isoflavone geredelik inter-omskakel-

baar is in plante 264’?65.

Merkingseksperimente het egter getoon
dat isoflavoon (133c) meer effektief as isoflavanoon (134) gelnkorporeer

word.
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Rasionalisering van die voorafgaande gegewens het gelei tot die
volgende gevolgtrekkings wat finaal bevestig is deur voedingsekspe-

rimente :

(a) 9-demetielmunduseroon (135a) gee oorsprong aan rotenolede
wat resorsinoloksigenering op die D-ring en 2,3~dimetoksi-

lering op die A-ring bevat;

(b) 9-demetielsermundoon (135b) lei tot rotenolede met 'n
floroglusinol-tipe D-ring en 2,3-dimetoksilering op die

A-ring; en

(c) 9-demetielsermundoon en 9~demetielmunduseroon se 2,3-
metileendioksianaloé, (135¢). en (135d), gee aanleiding tot

die vorming van onder andere dolineoon (5) en millettoon

(70).

Ry =R, =CHy ; Ry=H : (135a)
R =R, =CHy ; Ry=0OH: (135b)
Rj» Ry = CH, 5 Ry =OH: (I135)
Ry» Ry =CH, ; Ry=H : (135)
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Hierdie waarnemings suggereer dat die biosintese van amorphigenin
(62) na die isoflavonoiedfase, as volg verloop : prenilering op C-8;

epoksidasie en ringsluiting via 6f die epoksied, &f sy diol-derivaat,

na dalpanol (Zg). Dehidratering lewer vervolgens rotenoon (1) terwyl
C-8'-hidroksilering amorphigenin (62) gee. Skema 30 is opsommend

van die verskillende fases.

Alhoewel spekulatief, wil dit voorkom asof elliptoon (66) vanaf
dalpanol (73) verkry kan word en dat die alternatiewe siklisering van

epoksied (137) via (138) na deguelin (gg) 42 kan lei (Skema 31).




Skema 30

metionien
via kaneelsuuy _: ;__,
H
H NH2

fenielalanien

(136)

:H - oordrag na
-—

ko-ensiem
HO (o} 1 2
, H
OMe
prenilering @ _epoksidasie
) O
HO N H \
9-demetielmunduseroon (135a) I /_\

Rotenoon (1)

amorphigenin (62)
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Skema 31

dalpanol (73) <——— @ —_—
HO™

O
stereospesifieke A
oksidasie of O
hidriedioconverlies
(137) (138)
| | —HZO

Voortspruitend uit hierdie ondersoek kon Crombie et al. 133,261,262

ook aantoon dat die substitusie patroon van die isoflavoon (133b)
in die voor-rotenoiedfase opgebou word nd die arielmigrasie by die
chalkoon—> isof lavoonoorgang en dat (136) die finale voor-migrerings—

chalkoon is (Skema 30).

Opsommend kan dus gestel word : (a) die eenvoudige chalkoon (136)
is die eerste herkenbare tussenstap; (b) arielmigrasie is geassosieer

met 4'-metilering gevolg deur formononetin (99) as volgende stap;

(c) oksigenering en metilering (in onbepaalde volgorde) geskied met
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behulp van S-adenosielmetionien en lei tot 7-hidroksi-2',4',5-
trimetoksi~isoflavone; en (d) omskakeling van laasgenoemde na

rotenolede geskied deur betrokkenheid van die 2'-metoksigroep

(Skema 30).

Ander biogenetiese wysigings van die rotenoledskelet wat aangetref

is, word getoon in Skema 32.

Skema 32

@
OR metilenéring @.
oR ' S-adenosielmetionien A

(R = H of CH3)

oHj Q
; - >
[0] ' H,0 )
(o] o (o)

12a- hidroksirote-

6a, 12a- dehidrorotenoiede
noiede

metilering

12a - metoksirotenoiede
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2.19 Biosintese van pterokarpane

King en Bottomley 217 se bevinding dat katesjien sy oorsprong het
uit die flavonol deur biologiese reduksie van laasgenoemde, dui
daarop dat die isoflavanone (lig), isof lavane (lig) en die

isof lavan-4-ole (lﬁl) moontlik ook afkomstig is vanaf isoflavone
(122). 'n Hele aantal chemiese ekwivalente bestaan vir die
opeenvolgende reduksies van isoflavoon—» isof lavanoon —»isoflavan~

117,157,175-177,181

4-01l — isoflavaan (Skema 33).

Skema 33
(139)
(142) (141)

Alhoewel verskeie ander voorstellings gemaak is vir die biogenetiese

oorsprong van die pterokarpane 242 wil dit voorkom asof die vorming
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van hierdie verbindings deur reduktiewe siklisering van die

ooreenstemmende 2'-hidroksi-isoflavan-4-ole (143) een van die

. 201,202,217 181
mees aanvaarbare 1is

, aangesien chemiese analoe
!

bestaan wat sodanige ringsluiting rasionaliseer (Skema 34).

Skema 34

Cornia en Merlini 266 het onlangs voorgestel dat die oksidatiewe
omskakeling van 2'-hidroksi-isoflavane (144) na pterokarpane (deur
inwerking van 2,3-dichloro-5,6~disianobenskinoon) 'n moontlike

chemiese analogie vir die ooreenstemmende biogenetiese roete is

(Skema 35).
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Skema 35

(144)

Voedingseksperimente het aangetoon dat pterokarpane en isoflavane
interomskakelbaar is in plante, maar inkorporeringsgegewens het daarop
gedui dat geeneen van hierdie omskakelings die normale biogenetiese
| .. 242a :
roete tot hulle ontstaan verteenwoordig nie . Resultate het die
bestaan van 'n gemeenskaplike tussenstap in die roete na pterokarpane
‘en isoflavane (wat waarskynlik gelyktydig vorm) geimpliseer. Sodanige

tussenverbinding kan voorgestel word as die karboniumioon (144b) of sy

mesomeriese vorm (l44c) wat afgelei is van die ooreenstemmende isoflavan-

4-o0l (1444).

Siklisering en protonverlies kan tot die vorming van 'n pterokarpaan
lei terwyl die reduktiewe addisie van 'n hidriedioon oorsprong kan gee

aan 'n isoflavaan. Struktuur (l44c) verteenwoordig die geprotoneerde

. . . 266 . . ,
vorm van die kinoonmetiedtussenstap wat gepostuleer is vir die chemiese
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omskakeling van (144) na (l44a).

Skema 36 is opsommend van die moontlike biosintetiese verwantskappe

tussen isoflavonolede, pterokarpane en rotenoiede.




Skema 36

OH
L§jikimien—, prefeensuurroet;1 //ﬂ/J::f:J//OH
—_— B
HOZC

C6 - C3- voorloper kaneelsure

O asetate
(o}

0
— L]
OH

Isoflavone chalkone

kumestane Isoflavanone

HO.
— ]
o .
2'- Hidroksi-isoflavanone 2'-Hidroksi-isoflavone
6a - Hidroksipterokar-
pane /
I HO MeO.

e

L, — -

L)
(o}

Pterokarpane 2'- Hidroksi-isoflavan- 2'-Metoksi-isoflavone
4=-ole

)
cone

2'-Hidroksi-isoflavane 12a- Hidroksirotenoiede

Dehidrorotenoiede 12a- Metoksirotenoiede
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G. Die invloed van rotenolede op die mitochondriéle elektron- en

energievervoersisteem. Toksisiteitsbepalings.

2.20 1Inleidend 267

Respirasie kan beskou word as 'n omsetting van die energie-inhoud
van organiese molekules na energie vir gebruik in lewende selle.

Dit bestaan uit drie onderling verwante prosesse (Skema 37).

Fase 1 is waar molekules deur dehidrogenasie in kleiner fragmente
afgebreek word om finaallna CO2 omgeskakel te word. Waterstofoor-
drag verteenwoordig die tweede fase en is 'n gevolg van brandstof-
ontbinding waarin waterstof vrygestel word wat aan 'n geskikte
akseptor heg. As gevolg van brandstofafbreking word energie vryge-
stel wat uitsluitlik geberg word deur die adenosiendifosfaat (ADP)-

adenosientrifosfaat (ATP) sisteem.

Skema 37

72
Organiese molekules brandstof Ontbinding _,C02
Energie
ADP »ATP

Respirasie bewerkstellig dus die vorming van hoé energiebindings uit
lae energiebindings deur interne herorganisering van 'n brandstof-

molekuul (Skema 38).
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Skema 38

adenosien - 0-P-0~ P (ADP)

respirasie energie
-0-P » -0~ P

v

v

adenosien - 0-P-0~ P-0~P (ATP)

—: lae energiebinding

:  hoé energiebinding

Hierdie skema toon duidelik dat voordat -0~ P-groepe oorgedra kan
word aan ADP om ATP te vorm, sodanige groepe eers gevorm moet word.
Tydens respirasie vind dit in twee stappe plaas. In die voorberei-
dende proses word 'n brandstofmolekule gefosforileer deur die
aanhegting van 'n fosfaatgroep (-0-P). Die gefosforileerde brand-
stof word vervolgens geoksideer deur dehidrogenasie met vrystelling
van energie wat binne die brandstofmolekule versprei word en sodoende

word -0-P omgeskakel na -0~P wat oorgedra word aan ADP (Skema 39).

Skema 39
Gereduseerde fosfor11er1?§7 gereduseerde oksidasie geoksideerde
brandstof “0-p . brandstof -0-P :;II brandstof -0~ P
(vanaf donor) 2

(na akseptor)

nergie
oordrag

ADP

v
geoksideerde
brandstof
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2.21 Mitochondria : Elektron vervoersisteem 268—270.

Die respirasieproses in lewende selle word uitgevoer deur 'n hoogs
georganiseerde rangskikking van ensieme binne die mitochondria wat
in alle plant- en dierselle voorkom en wat onder andere die volgende
chemiese verbindings bevat : fosfolipiede, flavien, ko-ensiem Q
(ubikinoon) (lﬂé)’ (Fe) sitochrome, nikotienamiedadeniendinukleotied
dehidrogenase (NADH-dehidrogenase, 'n hoé molekulérgewig ysterbevat-
tende flavoproteien wat reduksie van sy flavien-ko-ensiem deur gere—

duseerde NAD kataliseer) en NAD (145).

NH,

N
NZ N

l\ CH

; Q
' HO-P-O- CHT o
i I Me CH3
J}H CHy

o v |
l G | CONH, MeO CHZCH=C—CH,), H
. o= \N
(146)
OH OH
(145)

Biologiese oksidasies (byvoorbeeld respirasie) word gekataliseer deur
ensieme wat funksioneer in samewerking met 'n groep ko-ensieme en
elektrondraers. Die mees algemene respirasie ko-ensiem is nikotien-—

amiedadeniendinukleotied (NAD) wat optree as 'n akseptor van elektrone
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vanaf die substraat. Wanneer NAD gebind is op 'n geskikte posisie
van 'n dehidrogenase proteien, vind 'n hidriedioon oordrag plaas
vanaf die substraat na die nikotienamiedadenieneenheid en 'n proton
word vrygestel in die medium. 'n Ondersoek van die ensiemreaksies
gekataliseer deur NAD-dehidrogenases toon dat die reaksie die ver—
ﬁydering van die ekwivalent van twee waterstowwe van die substraat
behels. Wanneer NAD' dus gereduseer word deur 'nm 2-elektron oordrag
in 'n ensiemreaksie, aksepteer NAD" die ekwivalent van 'n hidriedioon

vanaf die geoksideerde substraat terwyl 'n proton vrygestel word
g g

(Skema 40).
Skema 40
‘ + +
MH2 + NAD _— M + NADH + H
sﬁbstraat
H
ONH4
-— > |
e
R
NAD'
Van verdere belang by respirasie is 'n groep elektrondraers wat in
werklikheid nie ensieme is nie. Een van hierdie reeks is 'n hidrofo-

biese verbinding, ko-ensiem Q (146), wat 'n relatief stabiele semikinoon

vorm by gedeeltelike reduksie en wat kan deelneem aan beide 1- en 2-

elektronoordragte. Al die ander elektrondraers (asemhalingdraers)
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in lewende selle is sitochrome waarvan daar ten minste drie soorte,
naamlik sitochroom a, b en c, bestaan. Die sitochrome is rooi,
ysterbevattende verbindings wat strukturele ooreenstemming toon met

die ysterbevattende gedeelte van hemoglobien in rooibloedselle.

Verskillende benaderings het bygedra om die elektronvervoerketting in

27]_277. Fleischer et al. 278

mitochondria meer verstaanbaar te maak
het 'n suksesvolle metode daargestel waarvolgens respirasiepartikels
verkry kon word, en nadat alle komponente verwyder was wat nie direk
met elektronvervoer verband gehou het nie, kon die elektronvervoer-
partikels in vier fraksies verdeel word wat elk respektiewelik die

volgende karakteristieke reaksies uitvoer 276’279_282.

NADH + H' + CoQ KQ@ELEE§—¢>NAD+ + CoQHz/NADH: CoQ (oksido) reduktase
Suksinaat + CoQ kompleks 1] fumaraat + CoQHZ/suksinaat: CoQ (oksido)
reduktase
CoQH2 + 2 sitochroom c (Fe3+) EQEElﬁki_lll CoQ + 2 sitochroom ¢ (Fe2+)/
hidro CoQ: sitochroom c¢ (oksido) reduktase
4 sitochroom c (Fe2+) +0, E922155§—12>4 sitochroom c (F63+) + H20/
sitochroom oksidase (sitochroom c: Oz(oksido)

reduktase).

Dit is duidelik dat hierdie vier komplekse, plus die twee mobiele
draers, CoQ en sitochroom c, verantwoordelik is vir al die oksidasie-

reduksie reaksies van die elektronvervoersisteem. Skema 41 verteen-

woordig 'n vereenvoudigde weergawe van hierdie sisteem.
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Skema 41
+
L-maleaat w/ NAD" A 4 FADH Fel e2+ §02
2 2
sitochrome| sitochroom
oksidase
oksaalasetaa NADH FAD Fe2+ § Fe3+ H20
+u* +2H"

(™ pie pyle toon die vloei van elektrone in die gekoppelde oksidasie-

reduksie reaksies).

2.22 Respirasie inhibeerders

Omdat die elektronvervoersisteem atmosferiese suurstof as fundamentele
akseptor vereis, word hierdie patroon van vervoer pgedefinieer as 'n
aerobiese vorm van respirasie. Indien enige van hierdie aerobiese
elektronvervoerstappe gestop word, sal die hele vervoersisteem buite
werking wees sodat die energie wat normaalweg voorsien word, nie meer
beskikbaar is nie. Reaksieversperrings kan op verskillende maniere
ontstaan, byvoorbeeld : inhibeerderverbindings van verskeie tipes

mag inmeng spesifiek met 'n gegewe vervoerreaksie éoos waar sianides

die sitochrome inhibeer en dus as gif optree.

Inhibeerders het 'n belangrike en nuttige rol gespeel by die ontwikke-

. . . . . . o - 272
ling van die mens se begrip van die respirasievermoé van selle .

Uitbreiding van hierdie studies om 'n aantal addisionele inhibeerders

283,284 .

in te sluit, sowel as spektrofotometriese tegnieke
waardevolle instrument geword om die elektronvervoerketting by ver-

skillende punte te onderbreek om sodoende die volgorde van die kbmpo-
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. . . 285 <
nente en hulle manier van interaksie op te klaar.

2.23 Rotenolede as elektroninhibeerders

Verskeie verslae is beskikbaar met betrekking tot die uitwerking van
- ' . . . . 286-290

rotenolede op 'n verskeidenheid van insekspesies , maar daar

is weinig gegewens ten opsigte van die nuwer geisoleerde rotenoiede

soos byvoorbeeld dolineoon (5) en munduseroon (72) asook oor die

verwantskap tussen strukture en hul toksisiteit.

Fukami et al. 291

het rotenoon en rotenoonanaloé getoets teen
Callosobruchus chinensis en die resultate word aangetoon in Tabel 8.
Rotenoon (1) is Eesonder toksies teenoor 'n groot verskeidenheid
insekte, maar die aktiwiteit daarvan wissel met verskillende spesies.
Alhoewel die 6a, 12a-dehidrorotoksen—12(6H)-con (§9) ringstruktuur as
eerste vereiste gestel is vir die toksisiteit van rotenolede vanwes
die feit dat 6a, 12a-dehidrorotenoon totaal onaktief is, blyk dit dat

hierdie faktor nie altyd bepalend is nie, aangesien verbindings met

verskillende ringsisteme, soos byvoorbeeld asetielrotenoon (147), ook

toksies is.
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Tabel 8 291

Verbinding Toksisiteit
rotenoon 160
6',7'-dehidrorotencon 75
isorotenoon 0
6'-chloro-6',7"'-dihidrorotenoon 20
deguelin 60
tetrahidrorotenoon . 0
6a, 12a-dehidrorotenoon 0
12a-hidroksitetrahidrorotoksen-

derivaat van rotenoon 20 - 35
12-asetiel rotenoon 50
rotenoloon I 20 - 30
rotenoloon II 0
6, 6a-dihidrorotoksen-

derivaat van rotenoon 0

Opmerklik was die feit dat rotenoloon I redelik aktiwiteit toon
terwyl rotenoloon II nie toksies is nie. Nadat Crombie et aZ?l
aangetoon het dat hierdie twee verbindings elk uit twee diastereo-
isomere bestaan wat respektiewelik cig- en trans-B/C-ringaansluitings
bevat, was dit duidelik dat die verskille in toksisiteit oorsprong
het by die verskille in stereochemie van die verbindings. Fink

en Haller 292 se bevinding dat (-)-dehidrodeguelin tien keer so
toksies is as sy rasemaat, het daarop gedui dat absolute stereochemie

ook 'n belangrike rol speel by die toksisiteit van rotenoiede.
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Alhoewel dusver geen definitiewe inligting beskikbaar is nie, skyn
dit asof epirotenoon (met enantiomeriese konfigurasies by Cé6a en

Cl2a) onaktief is teenoor insekte 293.

Strukturele variasies van die E-ring lei tot komplekse veranderinge

in biologiese aktiwiteit. So byvoorbeeld is isorotenocon en tetrahi-

drorotenoon onaktief, terwyl dihidrorotenoon, deguelin en 6'-chloro-

6',7'-dihidrorotencon as toksies beskou kan word. Daar is gevind dat
. . . . 294

natuurlike elliptoon slegs 207 so toksies is as rotenoon terwyl

(-)-munduseroon en amorphin onderskeidelik aktief en onaktief is 6’44.

2.24 Wyse van interaksie van rotenoiede met die elektronvervoersis-—

teem.

Reeds so vroeg as 1933 was dit bekend dat die belangrikste uitwerking
van rotenoiede op insekte en visse 'n drastiese afname in suurstof-

295,296

opname is O0'Brien 297 het die kragtige inhiberende aksie

van rotenolede op die respirasieproses van mitochondria breedvoerig

298,299

bespreek terwyl Fukami en Tomizawa die eerste was om aan te

toon dat die in vitro oksidasie van glutamaat in die mitochondriéle
. . “ . . 300
fraksie van inseksenuwees deur rotenoon geinhibeer word. Fukami
het ook gevind dat daar 'n afname in suurstofopname te bespeur is
by die oksidasie van suksinaat in die senuweefsels van Periplaneta
americana wat met rotenoon ingespuit is terwyl die aktiwiteit van
suksiendehidrogenase nie aangetas was nie. Nadat die kragtige inhi~

bering van glutemaat dehidrogenase deur rotenoon waargeneem is, het

hulle tot die foutiewe gevolgtrekking gekom dat die toksisiteit van
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rotenoon te wyte is aan die inhibering van glutamaat oksidasie na
'n a-ketoglutaraat. Hierdie is egter 'n sekondére effek wat, volgens
. - 301 . . . .
Lindahl en Oberg, veroorsaak word deur die blokkering in die draer-
sisteem tussen glutamaat en suurstof. Buiten die posisie van inhibisie
291

het Fukami ook 'n korrelasie tussen struktuur en aktiwiteit opge-

stel (Tabel 9).

Die uitwerking van rotenoon op die respirasie in viskieue, muislewers
. .. 301 .

en rotlewermitochondria is ook bestudeer en daar is waargeneem dat
die aerobiese oksidasie van piruvaat in laasgenoemde geval volledig

-7 . . . . . .
deur 6 x 10 ° M rotenoon geinhibeer is terwyl die oksidasie van suksi-
naat glad nie geaffekteer is nie. Inhibering van piruvaatoksidasie
deur rotenoon word nie getermineer deur ontkoppeling van fosforilering

4

met 10 @ M NAD nie, maar neem skerp af met addisie van metileenblou

(wat NADH, terugoksideer na NAD). Hierdie bevindings het daarop gedui

2
dat rotenoon reageer as 'm inhibeerder in die NADHz—dehidrogenase

gedeelte van die mitochondriéle elektronvervoersisteem.

Ter ondersteuning van hierdie gegewens is aangetoon dat rotenoon die

nikotienamiedadeniendinukleotied-flaviengekoppelde elektronvervoer

in 'n meer spesifieke manier blokkeer as amital (148) wat ook 'n aantal
. . . e 302 . .

energie oordragsreaksies inhibeer . Daar is ook bevind dat rotenoon

stewig aan die mitochondriéle partikels gebind word, in teenstelling

met amital (148) en dat die mate van respirasie—inhibering afhanklik

is van die konsentrasie van die rotenoon wat bygevoeg word.




Hscuoz;<;uzm2cn(cn3 )y
o
HNXNH

(148)

Burgos en Redfearn 293 het later die posisie van rotenoon se inhi-
beringsaksie in die elektronvervoersisteem bevestig en ook 'n ver-
wantskap tussen chemiese struktuur en inhiberingspotensiaal van
rotenolede geformuleer (Tabel 9). Dit is interessant om te let op
die parallelle verband tussen die graad van inhibering van NADH, -

2

oksidasie en insekdodende aktiwiteit.

Addisionele getuienis vir die gelokaliseerde inhiberingsaksie van
rotenoon op NADHZ—oksidasie is voorgel& deur Hull en Whereat 303
wat aangetoon het dat rotenoon 'n versnellende effek het op vetsuur-

sintese in haashart-mitochondria en dat dit die gevolg is van 'n

hoé NADH2 : NAD+—verhouding wat gehandhaaf word deur rotenoon.

Opsommend kan dit dus gestel word dat rotenoiede optree in die

NADH2~dehidrogenase gedeelte van die respirasieproses, wat die primére

meganisme vir hul toksisiteit jeens insekte verteenwoordig.




Rotenoled

Konsentrasie benodig vir
50% inhibering
u mol/mg proteien

(¥)-6a, 12a-dihidrorotoksen-12-(6H)-oon

6,6-dimetiel-6a, 12a-dihidrorotoksen-12(6H)-oon

rotenoon
deguelin
elliptoon
(~)-isorotenoon
6',7'-dihidrorotenoon
mugduseroon
sumatrol
toxicarol
malaccol
rotenol
derritol
epirotenoon

(+)-isorotenoon

rotenoon gereduseer met NaBH

epirotenoon gereduseer met NaBH

rotenoon oksiem

metielrotenoon

4000
2000
1,8
3,7
3,6
21,0
4,8
90,0
3,2
7,3
7,9
1360
1270
2200
4000
2,0
25,0
103

8000

Daar bestaan egter twee faktore waarvoor dusver geen aanvaarbare

verklaring bestaan nie :

(1) die selektiewe toksisiteit van rotenoiede teenocor insekte,
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visse en soogdiere; en

(2) die rede waarom rotenoon 'n inhiberingseffek het op suksi-
naatoksidasie van kakkerlaksenuweefsels wat Z7n vZvo behandel

is daarmee 297’304.

14C 305 306

Deur van rotenoon-b6a- gebruik te maak, kon Horgan et al.
aantoon dat rotenoon nie 'n spesifieke, stoigiometriese of onomkeer-
bare inhibeerder is nie en dat die binding van rotenoon steeds

linedr toeneem nadat die punt van maksimum respirasie-inhibisie
bereik is. Hierdie waarnemings dui daarop dat rotenoon stewig
gebind word nie alleen by 'n sekere posisie in die NADH-dehidrogenase

segment van die elektronvervoerketting nie, maar ook by ander posisies

in die submitochondriéle partikels.




Eksperimenteel 3

A. Standaard Eksperimentele Tegnieke

Tensy anders vermeld is die volgende eksperimentele tegnieke deur-

gaans tydens hierdie ondersoek toegepas.

3.1 Chromatografiese metodes

(a) Dunlaagchromatografie (DLC)

Preparatiewe en kwalitatiewe dunlaagchromatografie ondersoeke is
uitgevoer op glasplate (5 x 20 sm en 20 x 20 sm onderskeidelik)

bedek met 'n laag (1 mm) Kieselgel PF (Merck). Plate is lug-

254
droog gemaak by kamertemperatuur en ongeaktiveerd gebruik. Na
ontwikkeling van die plate in 'n ontwikkelingsisteem is dit
gedroog by kamertemperatuur en bande is onderskei met behulp van
ultravioletlig (254 nm) of deur bespuiting met 'n sproeireagens.
Die afgemerkte bande is afgeskraap en die verbindings met asetoon
geélueer.

(b) Papierchromatografie 307,308

Twee-dimensionele papierchromatogramme is op Whatman no. | papier
(28,5 x 46 sm) met waterversadigde butan-2-ol (eerste rigting) en

2% (v/v) asynsuuroplossing (tweede rigting) ontwikkel. RF waardes

met betrekking tot die twee oplosmiddels is deurgaans in hierdie
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volgorde aangedui. Die komponente is met behulp van fluoressensie

onder UV (350 nm) en sproeireagense waargeneem.

(¢) Kolomchromatografie (KC)

Kolomskeidings is uitgevoer in kolomme met binnedeursneé wat wissel
van 0,5 sm tot 3,5 sm. As skeidingssubstraat is ongeaktiveerde
Kieselgel 60 (Merck, korrelgrootte 230 - 400 maas) gepak tot op 'n
hoogte van 5 sm tot 70 sm in 'n geskikte ontwikkelingsisteem,
gebruik, Fraksies is opgevang met behulp van 'n Isco Model 272
outomatiese fraksieversamelaar. Die verhouding van materiaal wat
geskei word tot substraat het gewissel van ca. 1:20 tot 1:120,
afhangende vaﬁ hoe krities die skeidingsvereiste vir die betrokke
komponente is. Die vloeispoed van elke kolom is onderskeidelik
gestandardiseer en het gewissel van 5 ml/30 min tot 15 ml/30 min.
Die mengsel van komponente is opgelos in 'n minimum hoeveelheid van
die mobiele fase en op die kolom aangebring. In gevalle waar

die komponente nie in die fase wou oplos nie, is die materiaal op
die minimum hoeveelheid silika geabsorbeer en droog op die kolom

aangebring.

(d) Gaschromatografie (GC)

Gaschromatografiese bepalings is uitgevoer op 'n Varian 2100
gaschromatograaf met 'n vlamionisasie detektor gekoppel aan 'n
3380 A Hewlett Packard integreerder. Die glaskolom (binnedeursnee

= 3 mm, lengte ca. 2 m) is gepak met 37 SP - 2100 op 80/100 Supelcon
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AW - DMCS.

3.2 Sproeireagense

(1) Ferrichloried/perchloorsuur

Dunlaagchromatogramme is liggies met 'n oplossing van ferrichloried
(1 g) in perchloorsuur (250 ml) gesproei en by 120° tot optimum
kleurontwikkeling verhit.

(ii) p-Tolueensulfoonsuur 309

Papierchromatogramme is goed gesproei met 'n varsbereide oplossing
van p-tolueensulfoonsuur (5 g) in etanol (50 ml) en by 110° verhit
tot maksimum kleurontwikkeling.

(iii) Swaelsuur-formaldehied 310

Dunlaagchromatogramme is liggies met 'n 27 (v/v) oplossing van
formaldehied (40%Z) in gekonsentreerde swaelsuur gesproei en by
120° C tot maksimum kleurontwikkeling verhit.

(iv) B{s-gediasoteerde bensidien 311,312

Bensidien (5 g) is in HCl (14 ml) opgelos en gedistilleerde water
(980 ml) is bygevoeg. Papierchromatogramme is liggies gesproei
met 'n varsbereide mengsel (3:2 v/v) van die bensidienoplossing en

107 (g/v) natriumnitrietoplossing en vir ongeveer 1 uur onder lopende




- 95 -

kraanwater gewas.

(v) Antimoon (III) chloried (Carr-Price reagens) 313,314

Antimoon (III) chloried (25 g) is opgelos in chloroform (75 ml)
en papierchromatogramme is na besproeiing hiermee verhit vir 10

minute by 100° C en ondersoek onder ultravioletlig (350 mm).

(vi) p-Anisidien >'°»3!6
p-Anisidien hidrochloried (1 g) is opgelos in metanol (10 ml).
Butan-1-ol (90 ml) en natriumditionaat (1 g) is bygevoeg en die

oplossing is goed geskud. Papierchromatogramme is liggies hiermee

gesproei en vir 10 minute by 130° C verhit.

3.3 Chemiese metodes

(a) Asetilering 317

Die droé verbinding is in die minimum hoeveelheid piridien (KOH~-

gedroog) opgelos en asynsuuranhidried (ca. 0,1 ml/l mg monster) is

bygevoeg. Die oplossing is vir ongeveer twee uur onder terugvloei
verhit op 'n waterbad. Die reaksiemengsel is opgewerk deurdat fyn
ys bygevoeg is. Die amorfe materiaal is met eter geékstraheer,

gewas met yskoue verdunde soutsuur (1 N), versadigde natriumbikarbo-
naatoplossing en water waarna dit gedroog is oor watervrye natrium-
sulfaat. Na filtrering is die eterekstrak onder verminderde druk

ingedamp.
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(b) Metilering met dimetielsulfaat 318

Die droé fenoliese materiaal is in 'n geskikte hoeveelheid droe
asetoon opgelos, watervrye kaliumkarbonaat (ca. 1 g/200 mg monster)
is bygevoeg en die mengsel is onder terugvloei verhit (55° tot 60°)
met meganiese roering. Droé, varsgedistilleerde dimetielsulfaat
is druppelsgewys bygevoeg en die verloop van die reaksie is gevolg
met DLC. Na voltooiing van die reaksie is die reaksiemengsel
filtreer, 'n gelyke volume water is bygevoeg en die asetoon is
onder verminderde druk by 60° afgedamp. 337 Ammoniumhidroksied-
oplossing is by die reaksiemengsel gevoeg en oornag met roering
laat staan sodat die oormaat dimetielsulfaat kon ontbind. Die
reaksiemengsel is geekstraheer met eter en die gekombineerde
eterekstrakte is agtereenvolgens gewas met yskoue verdunde sout-
suur (1 N), versadigde natriumbikarbonaatoplossing, water en gedroog
oor watervrye natriumsulfaat. Na filtrering is die eterekstrak
ingedamp onder verminderde druk.

(¢) Metilering met diasometaan 319

Fenoliese materiaal (200 mg) is opgelos in metanol (ca. 50 ml) en
afgekoel tot -15°, Diasometaan, ontwikkel deur die reaksie van

KOH (8 g) in etanol (48 ml) en watef (2 ml) met diazald (N-metiel-
N-nitroso-p-tolueensulfoonamied) (7,5 g) in eter (100 ml), is

direk in die voorafbereide oplossing oorgestook. Die reaksiemengsel
is vir 48 uur by -15° gelaat en die oormaat diasometaan is daarna in

'n vinnige lugstroom by kamertemperatuur afgedamp.
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(d) Metilering met metieljodied 320

Droé fenoliese materiaal (2 g) is opgelos in 'n geskikte hoeveel-
heid droé asetoon, watervrye kaliumkarbonaat is bygevoeg (ca.l g/
200 mg monster) en die mengsel is onder terugvloei verhit (55° tot
60°) met meganiese roering. Droé, varsgedistilleerde metieljodied
(8 ml) is bygevoeg en die verloop van die reaksie is gevolg met
DLC. Na ca. 12 uur is die reaksiemengsel filtreer en die asetoon

onder verminderde druk afgedamp.

(e) Kwalitatiewe toetse vir die teenwoordigheid van 'n rotenoled-

skelet

(i) Durham-toets 321

'n Paar kristalle van die stof is in asetoon (1 ml) opgelos
en 1:1 HNOB/HZO—oplossing (1 ml) is bygevoeg. Na 30 sekondes
is die mengsel met water (8 ml) verdun en gekonsentreerde
ammoniumhidroksied (1 ml) is bygevoeg. 'n Diep persblou
kleurreaksie is verkry met rotenoiede.

(ii) Rogers en Calamari-toets 322

'n Paar kristalle van die stof is opgelos in chloroform (5 ml).
Hierby is 'n chloroformoplossing (5 ml) van timol (10 g in
100 ml chloroform) gevoeg asook 'n HN03/H01 mengsel (3 ml)

(0,2 ml gekonsentreerde HNO, + 100 ml gekonsentreerde HCl).

3
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Die mengsel is vir 30 sekondes geskud. 'n Blougroen kleur

wat binne twee minute verskyn, dui op 'n rotenoled.

(f) Kwalitatiewe toets vir die teenwoordigheid van 'n metileen-

dioksigroep : Die Labat-toets 323

'n Spoorhoeveelheid van die verbinding is behandel met gekonsentreerde
swaelsuur (2 ml) gevolg deur 'n druppel van 57 alkoholiese gallussuur.
'n Groen kleurreaksie is verkry indien 'n metileendioksigroep teen-

woordig is.

3.4 Spektrometriese- en spektroskopiese metodes

(a) Protonmagnetiese resonansspektrometrie (PMR)

Alle PMR-spektra is afgeneem op 'n Varian T-60 of XL-100 spektrometer
teen 60 of 100 MHz met gedeutereerde chloroform (CDC13) as oplosmiddel
en tetrametielsilaan (TMS) as interne standaard (tensy anders vermeld).
Chemiese verskuiwings is uitgedruk op die t-skaal in dele per miljocen
(d.p.m.) en koppelingskonstantes (J) is tot ca. 0,2 Hz akkuraat

gemeet deur skaaluitbreiding. Die afkortings, s, d, t, dd en m is
gebruik om singulet, doeblet, triplet, doeblet van doeblette en

multiplet onderskeidelik aan te dui.

(b) Massaspektrometrie (MS)

Akkurate massabepalings en massaspektra is afgeneem op AEI MS-9 en

Varian CH - 5 massaspektrometers, beide met dubbele fokus.
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(¢) Infrarooi-spektroskopie (IR)

Infrarooiabsorpsiespektra is afgeneem 6f in oplossing (CHC13) of

in vaste fase (KBr-skyfie) met 'n Unicam SP 1000 spektrofotometer.

(d) Ultravioletspektroskopie (UV)

Ultravioletabsorpsiekurwes is met behulp van 'n Perkin-Elmer 402-
spektrometer met bypassende Beckman DB-G registreerder (10 dm)

afgeneem in spektroskopies suiwer metanol.

(e) Sirkulre dichroisme (SD)

SD-kurwes is bepaal met behulp van 'n Jasco J-20 spektropalarimeter
in spektroskopies suiwer metanol. Molekul@re elliptisiteit ( 8 )

is bereken volgens die formule :

6 _ (L) (Skaalinstelling) (Molekulére gewig) (3300)
[] (buislengte in sm) (konsentrasie in g/1)

waar L = wverskil in lesing tussen die van die
verbinding in oplossing en die van die

oplossing.

(f) Optiese rotasies @]D

Optiese draaiings is gemeet met 'n Hilger-Watts M 412 polarimeter en

is gemeet by die D-lyn van natriumlig.
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3.5 Smeltpunte (Spt.)

Smeltpunte is bepaal met behulp van 3f 'n Reichert "Thermopan"
mikroskoop (Kofler "hot stage") 6f 'n Mettler FPI outomatiese
smeltpuntapparaat en is ongekorrigeerd (alle temperature word

aangedui as °C).
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B. Die Isolering en Reindaarstelling van die komponente uit

Neorautanenia amboensis.

3.6 Voorbereiding en selektiewe ekstraksie van die plantmateriaal

Die bolle van N. amboensis, versamel in die Nasionale Krugerwildtuin
naby Tshokwane, is ontbas, in dun skywe gekap, vir ca. twee weke
luggedroog en fyngemaal (ca. 50 maas) om 17,4 kg plantmateriaal te

levwer.

Die gemaalde bol is met heksaan vir 74 uur by ca. 60° in Soxhlet-
ekstraktors geekstraheer. Die droé plantmateriaal (700 g-porsies)

is vervolgens met benseen vir 60 uur by 80° geékstraheer en die
rumateriaal (108 g; 0,63% bereken op die totale gewig droé materiaal)
is verkry as 'n taai bruin stroop deur die gekombineerde ekstrakte
onder verminderde druk by 50° in te damp. Verdere ekstrakering

(72 uur, 700 g-porsies) met metanol by ca. 65° het na indamping
(verminderde druk, 50°) 'n donkerbruin taai stroop gelewer (117 g;

0,687 bereken op die totale gewig droé materiaal).

3.7 Fraksionéring van die benseenekstrak deur middel van kolom—

chromatografie

In 'n tipiese geval is 'n 15 g-porsie van die benseenekstrak gechro-~
matografeer op 350 g ongeaktiveerde silika met benseen : metanol

99:1 (v/v) as elueermiddel. Die vloeispoed van die kolomme was

deurgaans 15 ml/30 minute en die eluering is gevolg deur middel van




SKEEMA 42

Benseenekstrak (108 g)
|

. s M
2,5 ¢ [ s 2g9
KC H:B:E 5:5:2
in
1,3 g) (45 mg)
OLC DE:E:A 9:1,5:0,5
B:L 97:3 _I
e MC (E(tx)
DIC H:A 9:1(2x) 12a-Metoksido) Lnecon WM
(63 mg) ~ faroleoflaweoon ~
= 3,4 )
(21 =) G CIEx 97:3
_l y
Nepseudin . 300 |
(110 mg) wig e R D505 e g e B3
| Dehidroce 12
{18 mg) (220 mg)
| 1 KC B:A 95:5
Edulencl Bdurol NECEANOL
(30 mg) (75 ng) (15 mg)
( a‘ )
sB:E S:d: 1,8 g
KC B:B:E S:4:1 KC BiH:E S5:451
f !
j |
I DIC H:A 9:1
(620 mg) l n Foli l
KC C:Et 97:3
a1 q 47 mg) (35 my) 5,7 )
(700 mg) XC B:A 97:3 XC B:H:E 5:4:1
zin {890 mg) IB 2x |
Neofolin (400 mg) (45 mg) DIC H:B:E 5:5:2 DLC B2x) i
(97 mg) DEC H:B:E 6:4:1(8x) l SHIE 6:4:
L2202 hidroiol DIC B:H:E 6:4:0,5(2x)
! (340 mg) (14 mg) I
T | 2,7-Dimetoksisophorol
l _] i C B:E 92:8 U A
iE 92: : KC B:A 93,5:6,5
in 12a-Hidroksidol inecon i |
(260 mg) {1l ng) (30 mg) e
! 12a~Metoksirotencon (57 mg) |
i {28 mg)

1
l

12a-Hidroksidolinecon 12a-HIDROKST -1 SOMILLETTOON

]

|

KC B:H:E 5:5:2

(45 my)




3.9 ImmmmmmnmmmmsmME7

SKEMA 43
Benseenekstrak (103 g)
KC B:M 99:1
Fraksies 1-6
MeCH~was
Fraksie 7 (34 g)
T-Me metilering (DMS, K.00,, asetoon) asetilering (Ac;0, Py) 7-QAc
KC B:J 97:3 KC B:M 98:2
KC J:Et 98:2
KC B:H:E 4:5:1 |
KC B:H:E 5:4:1 l
DLC H:B3E 5:5:0,5 DILC H:B:E 7:6:2
12a-Asetoksidol inecon 12a-ASETOKSI~JSOMITIETTOON.
Edunol
(as metieleter)
BEdulenol DIC B:H:E 5:5:2
(as metieleter)
[ I KC B:A 93,5:6,5
DIC B:A 97:3 DIC B(3x) DLC DE(3x) l
‘ DIC B:H:E 5:5:2
Dehidrodol ineoon
122 NEOBANOON Dehidrodolineoon ROTENONOON
DIC H:A 9:1(4x) ) ’
Neodunol Dehidrorotenoon
(as metieleter) DIC C
DILC H:B:E 4:4:0,5
—l : Neodunol
DLC H:B:E 6:4:1 Dehidrorotenoon (as asetaat) 12a-Asetoksirotencon
12a-Metoksidolineoon
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kwalitatiewe dunlaagchromatografie van die fraksies.

Hiervolgens kon die benseenekstrak na oordeelkundige kombinasie in
sewe fraksies, 1-7, verdeel word. Fraksie 7 is verkry as die
metanolwas van die kolomme na chromatografie in bogenoemde loopmiddel

(sien skema 42 en 43).

Die volgende afkortings geld vir skema 42 en 43

A : asetoon E : etielasetaat
B : benseen Et : eter

C : chloroform H : heksaan

DE : dichlooretaan M : metanol

DM : dichloormetaan

3.10 Fraksionering van die metanolekstrak deur middel van 'n teen-

stroomverdeling

(a) Chromatografiese voorstelling

Figuur 1 is 'n skematiese voorstelling van die verspreiding van die

komponente uit die metanolekstrak van die bol van N. amboensis

na sproeiing met bis-gediasoteerde bensidien.
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2.Adsorpsie (22AcOH )

S —

:I.Parﬁsie (Buton-2-ol/ Hzo)’

Figuur 1

A. Genistein-7-D-xilosiel-g-D-glukosied (55); RF 0,22 en 0,64; geelﬁ bruin*®
B. Daidzein-7-D-xilosiel-8-D-glukosied (36); RF 0,19 en 0,52; geel® bruin*s
C. (—)—3,3',4,4',7—Pentametoksi-2,3-trans—3,4—cis—f1avaan (52); RF 0,45

en 0,55; bruin *

o

(-)-3',4",7-Trimetoksi-2, 3~trans-flavan-3, 4-cie-diol (S1); Ry 0,47

en 0,55; wynrooi

[ea]

(%)%3',4',7—Trihidroksi—2,3-trans—f1avan—3,4-cis—diol (50); RF 0,52
en 0,60; wynrooi *

F. Mengsel van rotenolede en isoflavonoiede; RF 1 en 0; bruin*

Kleurreaksies is verkry na sproeiing met bis-gediasoteerde bensidien*
+ . . K . ey =
p~tolueensulfoonsuur , antimoon (III) chloried en p—anisidien®

onderskeidelik.
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(b) Fraksionering met behulp van 'n teenstroomverdeling (VEDA)

'n Voorlopige teenstroomverdeling (10 buise, water : butan-2-ol :
n-heksaan 5/4,5/0,5, v/v, as fases) op die metanolekstrak (5 g)
het 'n verryking van die hoé RF-komponente (met betrekking tot

papieradsorpsieskeiding) aangetoon.

Derhalwe is die metanolekstrak (112 g) opgelos in die onderste fase
(125 ml) van 'n water : Butan—Z—ol : n-heksaan (5 : 4,5 : 0,5, v/v)-
mengsel opgelos. Na verdere verdunning tot 150 ml is die mengsel

in die eerste ses buise van 'n "Quickfit (Model 20) Steady State
Distribution" apparaat (25,0 ml per buis) ingevoer. Die boonste

en onderste fases van bogenoemde mengsel is vir 'n teenstroomverdeling
gebruik en na 103 oordragte is, na aanleiding van tweedimensionele
papierchromatografie, die volgende fraksies gekombineer en ingedamp
onder verminderde druk by ca. 60° tot bruin, taai strope : 7 - 11
(Fraksie 1, 30 g); 19 - 28 (Fraksie 2, 18 g); 29 - 52 (Fraksie 3, 14 g);
53 - 69 (Fraksie 4, 4 g); 70 - 82 (Fraksie 5, 4 g) en 83 - 103

(Fraksie 6, 12 g) (sien skema 44)..

Die volgende afkortings geld vir skema 44 :

A : asetoon Et : eter

B : benseen ’ H : heksaan
c : chloroform M : metanol
DE : dichlooretaan Eth etanol
DM : dichloormetaan

E : etielasetaat




3.11 ISIEKDGENMLDGVANDIEWUITVM-FRAKSIES 1-6
SKEMA 4
Metanolekstrak (112 g)
l
1 2 3 4 5 M
KC B:H:E 5:5:0,5
’ asetilering (Py/Ac,0)
KC|1) B:A 35:15
L | 2) C:Et 95:5
DIC B(3x) DEC B:A 9:1 3) Dm:A 97:3
|
l (-1-3,3,4,4, 7-Pentametoksi-2, 3-trgng-
3.4~cig-flavaan 7-D~xilosiel-g-
p—Metoksi- Genistein-7-D-xilosiel-f~
asetofenoon D—glukosied-hepta-asetaat
£ DLC B:H:E 5:4:1
KC B:H:E 5:5:0,5
. e asetiler: 2,0,
(-)~3,4, 7~Trimetoksi-2, 3~ trans- ! Ting Ey/he:0)
flavan-3,4~-cts-diol
KC B:H:E 5:5:0,5
asetiler 220 [J: |
: ing (By/Ac:0) e I(4x) DEC B:M 97:3
I
e e 12a-Metoksidolinecon Dehidroneotencon
3) DE:Eth 97:3
Daidzein-7-D-xilosiel-g-D-glukosied-
hepta-asetaat
asetilering (Py/Ac,0)
RC DE:H 7:3
sA: +1.5¢ DIC B{4x)
KC B:A:Eth 10:1,5:0,5 . 2, 3-Dihidro-§-idroksi |
(-)-3,4,7-Trihidroksi~ bensofuraan Neotencon
2,3-trans-flavan-3,4-cig~
diol KC B:H:E 5:5:0,5
RC C:Et 95:5 KC DE:A 97:3
Daidzein-7-p-xilosiel-g-D~glukosied- Genistein-7-D-xilosiel~
hepta-asetaat B-D—glukosied-hepta-asetaat .
o—0H,0:5 (6~-Metoksi-2,3-dihidrobenso= trans-
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3.12 Fisiese data van komponente uit die bol van N. amboensis

gelsoleer volgens skemas 42 - 44

Neodulin (11) 324, 325

Ontwikkel geelbruin met ferrichloried/perchloorsuur.
Kleurlose naaldjies (uit benseen)

RF : 0,68 (CHCl, : eter 97,5 : 2,5 v/v)

3
Spt.: 224° (1ic. 147 spt. 225,8%)

D

M : 308

20° o
[ o] t = 265,3" (c 0,6 in CHC1,)

-1
IR : Vmaks. (sm ') 915, 1040, 1166

PMR-spektrum (Plaat 1)

T = Hl : 2,30 (s, 1H); H4 : 2,90 (s, IH); H7

H10 : 3,60 (s, IH); Hlla : 4,40 (d, 1H); Hé6a :

: 3,30 (s, 1H);

5,80 (m, 1H);

H6 aks, ekw : 6,40 (m, 2H) 5 H3' : 3,30 (d, IH, J2,2);
H2' : 2,45 (d, 1H, J2,2) ; OCH,0 : 4,10 (dd, 2H)
185,187

Homopterokarpin (gl)

Ontwikkel helderpienk met ferrichloried/perchloorsuur

Wit naaldjies (uit etanol)




Re . 0,63 (cHcl

: eter 97,5 : 2,5 v/v)

3
Spt.: 83 - 85° (lit. '87 spt. 87 - 88°)

o
[a]§2 : -225° (e 0,4 in CHC13)
+

M : 284
-1
IR vmaks. (sm ") 1620, 1500
maks. (nm) 281, 286; log £ 3,79, 3,85,

PMR-spektrum (Plaat 2)
T= Hl : 2,50 (d, 1H, J8) ; H7 : 2,83 (d, 1H, J8) ;
H2 of 8": 3,30 (d, IH, J 2,5) ; HIO,4 en 2 of 8" : 3,50 (m, 3H);
Hlla : 4,46 (m, 1H) ;3 H6 ekw : 5,75 (m, 1H) ;
H6 aks : 6,35 (m, IH) ; Héa : 6,44 (m, 1H) 3

OMe : 6,23 en 6,20 (s, 3H)

» . . . . . . . . .
(" Die seine is nie interpreteerbaar nie, aangesien die twee ABX~sisteme

mekaar oorvleuel),

Ambonaan (22) 326

Ontwikkel groenbruin met ferrichloried/perchloorsuur

Liggeel naaldjies (uit heksaan/asetoon)

RF : 0,49 (CHC1, : eter 97,5 : 2,5 v/v)

3
Spt. : 124° - 127°

26° o
[Q]D : =191 (e 0,08 in CHC13)
Lo+

M : 324
- ] .
IR : Vnaks. (sm ") 1560, 1330, 940
UV s A ks, (mm) 365, 350, 295, 250, log € 3,19; 3,23; 3,57; 3,72.
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Analise : Bereken vir C, H ,O0_ %IC = 70,40 ; 7ZH

197165 = 4,90
Gevind : ZC 70,51 ; 7ZH = 4,93
PMR-spektrum (Plaat 3)

T =Hl : 2,13 (s, IH) 5  H27: 2,40 (4, 1H, J2)
H4 : 2,87 (s, 1H) ; H7 : 3,05 (d, IH, J8) ;
H37: 3,23 (4, 1H, J2) 3 H8 : 3,67 (d, IH, J8) ;
Hlla : 4,23 (d, 1H) ;3  H6 ekw : 5,72 (m, 1H) ;
H6 aks : 6,35 (m,.lH) 3 H6a : 6,31 (m, 1H) 3

OMe : 6,03 en 6,13 (s, 3H)

Edulenol (gg) 191

Ontwikkel helderrooi met ferrichloried/perchloorsuur
Kleurlose rhombiese kristalle (uit benseen)

RF : 0,44 (benseen : heksaan : etielasetaat 5:4:1 v/v)

191

° Qit. spt. 118,1°)

Spt. : 117

22° o .
[@]D : =253 (e 0,3 in CHCl3)

M : 368

PMR-spektrum (Plaat 4)

T =H7: 2,87 (d, IH, J9) H H10 : 3,51 (d, 1H, J2,5)
H8 : 3,55 (dd, 14, J9 en 2,5) R H4 : 3,72 (s, 1H) R
Hila : 4,33 (d, IH, J6,5) ; -CH=C: 4,71 (t, IH, J6,5) ;
H6 ekw : 5,84 (m, 1H) ‘; H6 aks : 6,38 (m, 1H) ;
H6a : 6,53 (m, 1H) H OMe : 6,26 en 6,04 (s, 3H);

CH, : 6,61 (d, 2H, J6,5) ; ~C=C(CH;),: 8,27 en 8,18 (s, 3H).




- 108 -
Edunol (12) 190,327
Ontwikkel oranjepienk met ferrichloried/perchloorsuur

Wit naalde (met benseen)

RF : 0,47 (heksaan : benseen : etielasetaat 5:4:] v/v)

spt. : 146° (1it. 129 spe. 1479
26° o o
[a]D : =-261,9° (¢ 0,8 in CHC13)
M : 352
IR: v (sm™') 3360, 1400, 1625.

maks.

PMR-spektrum (Plaat 5)

T =Hl : 2,75 (s, 1H) ; H4 : 3,53 (s, 1H) H
H7 : 3,27 (s, 1H) ;3 HI10 : 3,58 (s, 1H) H
Hjla : 4,54 (4, 1H) 4 H6a : 6,53 (m, 1H) 5
H6 ekw : 5,82 (m, 1H) ; H6 aks : 6,38 (m, IH) H
OH : 4,55 (s, OH) ; -c=c<qg3)2 : 8,23 (s, 6H) ;
-CH2 : 6,67 (d, 2H, J7) ; -CH=C : 4,68 (t, 1H, J7) ;
OCHZO : 4,08 (dd, 2H)

9-Metoksineodunol (ggb) 192
Ontwikkel violet met ferrichloried/perchloorsuur
Wit naalde (uit benseen)

RF ¢ 0,54 (benseen : heksaan : etielasetaat 5:5:2 v/v)

spt. : 156 - 158° (1it. '°2 gpe. 158,9°)




+

M : 294

PMR-spektrum (Plaat 6)

T H1 : 2,27 (s, 1H)

H7 : 2,83 (d, 1H, J9)

: 3,26 (d, 1H, J2,5)
H8 : 3,53 (dd, 1H, J9 en 2,5)
H6 ekw : 5,70 (m, 1H)

Héa : 6,37 (m, 1H)

192
9-Asetoksineodunol (33c) 9

H2": 2

H4 @ 2
HI1O0 :

Hlla :

H6 aks :

OMe :

,44 (d, 1H, J2,5)
,88 (s, 1H)

3,52 (d, 1H, J2,5)
4,30 (4, 14, J6,5)
6,18 (m, 1H)

6,23 (s, 3H)

Ontwikkel oranje-bruin met ferrichloried/perchloorsuur

Wit plaatjies (uit benseen)

0,46 (CHCl, : eter 97,5 :

91

2,5 v/v)

R

Spt.:

3

134° (1it. 1379)

-+

M 322

PMR-spektrum (Plaat 7)

T =Hl : 2,27 (s, 1H)

H7 : 2,77 (4, 1H, J9)

H3": 3,28 (d, 1H, J2,2)
HIO : 3,38 (d, 1H, J2,5)
H6 ekw : 5,68 (m, 1H)

H6a : 6,35 (m, 1H)

H2": 2

H4 : 2
H8 : 3

Hlla :

H6 aks :

OAc :

,44 (d, 1H, J2,2)

»89 (s, 1H)

.
b

,36 (dd, 1H, J9 en 2,5) ;

4,29 (d, 1H, J6,5) ;
6,25 (m, 1H)

7,75 (s, 3H)
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Folitenol (gg) 328

Ontwikkel helder pienk met ferrichloried/perchloorsuur

Kleurlose fyn naaldjies (uit benseen/heksaan)

RF : 0,54 (chloroform : eter 97,5 : 2,5 v/v)
o . 328

spt. :  126° (1lit. spt. 128,5 - 129°)
210 o) '
[a],” : -233° (c 0,04 in CHC1,)
M' ;390
IR ooy (s ') 3400, 2900, 2950, 1620, 1450, 1050.

PMR-spektrum (Plaat 8)

T =Hl : 2,74 (s, 1H) H H7 : 3,07 (4, 1H, J8) 3
H4”: 3,48 (4, 1H, J10,5) ; H4 : 3,62 (s, 1H) H
H8 : 3,65 (d, 1H, J8) : OH : 4,20 (br.s, OH) R
H37: 4,45 (4, 1H, J10,5) 3 Hila : 4,57 (d, 1H) H
-CH=C : 4,72 (t, 1H, J6,5) 5 H6 ekw : 5,83 (m, 1H) ;
H6 aks : 6,36 (m, 1H) H Héa : 6,55 (m, 1H) ;
CH2 : 6,70 (d, 2H, J6,5) 3 —C=C(CH3)2 : 8,25 (s, 6H) ;
2-CH, : 8,62 en 8,64 (s, 3H)

3

328
3-Asetoksifolitenol (29a) >

Ontwikkel geelbruin met ferrichloried/perchloorsuur

Geel viskose olie




RF : 0,68 (benseen : étielasetaat 9:1 v/v)

M 432

IR “maks
PMR-spektrum (Plaat 9)
T = HI : 2,60 (s, IH)
H4 : 3,33 (s, 1H)
H8 : 3,67 (d, 1H, J8)
Hlla : 4,58 (d, 1H)
H6 ekw : 5,82 (m, 1H)
Hé6a : 6,55 (m, IH)

OAc : 7,77 (s, 3H)

2°-CH, : 8,65 en 8,66 (s, 3H)

3

NEOBANOL (34) 27

(sm ') 2950, 2900, 1760, 1620, 1460

H7 : 3,07 (d, IH, J8)
H4": 3,48 (d, 1H, J10,2)
H3": 4,45 (d, 1H, J10,2)
-CH=C : 4,80 (t, IH)

H6 aks : 6,50 (m, IH)

CH, : 6,84 (d, 2H)
~C=C(CH,), : 8,34 (s, 6H)

Ontwikkel geelbruin met ferrichloried/perchloorsuur

Kleurlose naaldjies (uit asetoon)

RF ¢ 0,29 (heksaan : benseen :

Spt, ¢ 244 - 246°

o
Bxlgz : -246° (¢ 0,04 in CHC1,)

etielasetaat 5:4:0,5 v/v)

IR : v (sm-]) 910, 1040, 1165, 1510, 1605, 3610
maks

uv Amaks (nm) 225, 280, 290, 320; log e : 4,245 4,43 3,64; 3,88

MS-spektrum (Plaat 82)
m/e : 324 (M+ :
306 (38,4)

188 (11,7)

175 (6,5)

42,7%)

323 (100) ;
305 (113)
178 (16,9)

170 (4,2)




162 (12,8)

Akkurate massa : Vereis vir CISHIZO6 : 324,06328

Gevind : 324.06417

t Vereis vir 018H1206 : ZC 66,67 7ZH =

Gevind : A 66,59 7H

PMR-spektrum (Plaat 10)

T (Piridien—ds) = Hl : 2,17 (s, 1H) : H27: 2,27 (4, 14, J2,2)
H4 + 7 : 2,79 (br.s,2H); H37: 3,24 (4, 1H, J2,2)
HIO : 3,40 (s, 1H) 3 Hlla: 4,07 (s, IH)
OCH20 : 4,10 (s, 2H) ; 6a~OH : 5,00 (br.s, OH) ;
H6 aks + ekw : 5,46 (s, 2H)

Rotenoon (l) 21, 22, 53, 58-61, 74

Ontwikkel heldergeel met ferrichloried/perchloorsuur

Wit plaatjies (uit benseen/heksaan/etielasetaat)

RF :' 0,38 (heksaan : benseen : etielasetaat 5:5:2 v/v)
spt. : 164° (lit. '* spt. 1679
22° o .
[o] : +1187 (e 0,55 in CHCl3)
D -1
IR : v e (sm ) 1674 (G=0), 1610, 1511, 909
uv Amaks (nm) 217, 236, 244, 280, 295; log e4,47; 4,18, 4,11
4,233 3,39

M 394




PMR-spektrum (Plaat 12)

T = HIl : 2,18 (d, 1H, Jé) ; HI :-3,24 (s, 1H) 3
H10 : 3,52 (d, 1H, J8) H H4 : 3,57 (s, 1H) 5
H57: 4,67 (m, 1H) H =CH2 : 4,95 (m, 2H) H
Héa : 5,03 (s, 1H) 3 H6 aks : 5,37 (m, 1H) 3
H6 ekw : 5,80 (m, IH) : OMe : 6,20 en 6,17 (2s, 2x3H) ;

Hi2a™ : 6,16 - 6,20 (m, 1H) ;  H4": 6,90 (m, 2H)

» ) . e q . . . .
( "Hl2a se posisie is moeilik bepaalbaar aangesien die metoksiseine

daarmee oorvleuel).

SD in CZHSOH (¢ 0,0396 : 200 - 230 nm; 0,132 : 230 - 400 nm)

(6] oo *+ 147 750 , [6],,, - 275 800 , [8]340 * 140 867

(o] 950 ~ 22155 , [§] g0 - 178 717 [q sg5 = 104 867
(6] 3,9 = 75327 , [dq 335 = 5908 , [ 4.+ 19 20
24

Dolineoon (2)

Ontwikkel donker bloupers met ferrichloried/perchloorsuur
Wit naaldjies (uit metanol)

RF : 0,11 (benseen : metanol 99.1 v/v)

spt. : 205° (1it. 2% spt. 233 - 235%)

24° .
[@_D : +32 (¢ 0,0028 in CHC1,)

-1
IR : Vhaks (sm ") 1685, 1635, 1587, 1545

w (nm) 207, 237, 275, 300, 340; log € 4,103 4,465 3,703

Amaks
3,613 3,39

M : 336
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PMR-spektrum (Plaat 13)

-

T = HIl : 1,77 (s, 1H) ; H2 : 2,45 (4, 1H, J2,2) H
HS : 2,92 (s, 1H) s H3 : 3,25 (d, IH, J2,2)
Hl : 3,23 (s, 1H) ' ; H4 : 3,55 (s, IH) ;
OCH,0 : 4,17 (dd, 2H) ; H6a : 5,10 (m, 1H) ;
H6 aks : 5,57 (m, IH) 3 H6 ekw : 5,90 (m, IH) 3

Hl2a : 6,15 (m, 1H)

12a-Hidroksirotenoon (2a) 49,88

Ontwikkel oranjepers met ferrichloried/perchloorsuur
Liggeel olie

RF : 0,68 (chloroform : eter 97, 5 : 2,5 v/v)
rq 22° o )
[d : -145° (e 0,172 in CHC1.)
D 3
-1
IRt v o (sm ) 3255, 1675, 1615, 1515, 910

Amaks (nm) 206, 235, 295; 1log e 4,563 4,08y 4,08.

M : 410

PMR-spektrum (Plaat 14)

T =HIl : 2,10 (d, 1H, J9) ; H1 : 3,33 (s, IH) :
H10 : 3,47 (d, 1H, J9) 3 H57: 4,67 -(m, 1H) 3
=CH2 : 4,93 (d, 2H) 3 H6a : 5,03 (s, 1H) ;

H6 aks en ekw : 5,36 (br.d2H) ; OMe : 6,17 en 6,27 (2s, 2x3 H) ;

H4": 6,93 (m, 2H) ; CH3 : 8,20 (s, 3H) 3

OH : 5,23 (s, OH)
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SD in C,H_OH (e 0,00505 : 200 - 225 nm; 0,0505 : 225 - 400 nm)

275
[6] 905 ~ 152 360 (o] 215 = 76 180 , o] 990 ~ 106 652
(6] 240 ¥ 731046 (6] 280 = 44 167 , 6] 300+ 6092
(6] 330 = 39 598 [e] 370 ©
. . . 49
12a-Hidroksidolineoon (g)
Ontwikkel persgeel met ferrichloried/perchloorsuur
Wit rhombiese kristalle (uit chloroform/benseen)
RF : 0,01 (benseen : etielasetaat 98:2 v/v)
Spt.: 194 - 195°
[ o] : +42° (¢ 0,52 in cHCL.)
"D 3
-1
IR : Vmaks (sm ") 1690, 1635, 1595, 1515, 910
uv : Amaks (nm) 202, 235, 276, 302, 335;
log e 4,243 4,464 3,74 3,583 3,42
M ;352
PMR-spektrum (Plaat 16)
T(CD3CN) = H11:1,79 (s, 1H) 3 H4:3,50 (s, 1H) 3
H1:3,45 (s, IH) ; H8:2,94 (s, IH) 3
H27:2,27 (d, 1H, J2,5) 5 H37:3,15 (4, 1H, J2,5) 3
OCH20 : 4,15 (dd, 2H) ; OH:5,17 (m, OH) R
H6a:5,30 (m, 1H) 3 H6 aks en ekw : 5,49 (m, 2H)
SD in C2H50H (¢ 0,006 : 200 - 255 nm; 0,06 : 255 - 400 nm)
(6] 500 * 116160 (6] 597 = 96 800 » [0 5,5 + 106 480

'+ 96 800 ] ,y, + 35816 + 12 584

1 290

18] 540
] 5, *+ 4 528 [6] 45 * 11 616
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12a-Metoksirotenoon (3) 49

Ontwikkel geelpers met ferrichloried/perchloorsuur

Geel olie

RF : 0,09 (benseen)

[d 22° -211° (¢ 0,9 in CHC1.)
p ’ 3

-1
IR : v . (sm ') 1690, 1620, 1510, 910
Aae () 206, 237, 295; log e 4,54
4,233 4,08
M s 424

PMR-spektrum (Plaat 17)

T = H!1:2,08 (d, 1H, J9) 5
H10:3,43 (4, 1H, J9) H
H57: 4,65 (m, 1H) H
H6a:5,03 (m, I1H) H

OMe : 6,12 en 6,20 (2s,2x3H) ;

H4": 6,93 (m, 2H) H

SD in CH,0H (¢ 0,00583 : 200 - 230 nm;

H1:3,17 (s, 1H) 3
H4:3,42 (s, 1H) :
=CH2:4,93 (m, 2H) ;

H6 aks en ekw :5,37 (m, 2H);
12a-OMe : 6,43 (s, 3H) 5

CH3 : 8,20 (s, 3H)

0,0583 : 230 - 400 nm) :

3
[d 215 ~ 180 000 (6] 940 * 72 000 ,[§ ,gs = 50 400
[d 390 - 16800 [6] 550 *+ 38 400 ,[§ 50 + 12 000

12a-Metoksidolineoon (Z) 49

Ontwikkel donker blougroen met ferrichloried/perchloorsuur

Geel olie
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RF : 0,38 (benseen : heksaan : etielasetaat 5:5:2 v/v)

(o]
[o] ;2 : +58° (¢ 0,650 in CHCL,)

(sm ) 1680 (C=0), 1520

IR : vmaks
A (Pm) 203, 237, 275, 302;
log ¢ 4,60y 4,673 4,169 4,02
M : 366

PMR-spektrum (Plaat 18)

T = HIt:1,75 (s, 1H) H H2":2,43 (4, 1H, J2,2) :
H8:3,00 (s, IH) - 3 H3":3,22 (4, 1H, J2,2) 3
HI: 3,26 (s, 1H) s H4 : 3,46 (s, 1H) ;
OCH20:3,94 (dd, 2H) H H6a : 5,33 (m, IH) ;

H6 aks en ekw : 5,46 (m, 2H) H 12a~0Me : 6,45 (s, 3H)

SD in CH,OH (e 0,00413 : 200 - 245 nm; 0,0413 : 245 - 400 nm)

3
6] 5o - 47 220, (6] y30 + 110 180, [6],,s —47 220
o) )y + 3148, o]+ 42498 [6] 355 =14 166

NEOBANOON (4) >2°

Ontwikkel blougroen met ferrichloried/perchloorsuur
Liggeel olie

RF : 0,15 (benseen : heksaan : etielasetaat 6:4:0,5 v/v)
)
(o] 52 : +77° (¢ 0,002 in CHC1,)

=1
IR : Vnaks (sm ') 1680, 1630, 1520 en 1475

uv : Amaks (om) 275; log ¢ 4,81

MS-spektrum - (Plaat 69)




: 382 (M3  21,2%) s 351 (3,5) ;
323 (1,9) s 222 (100)
221 (76,2) ;207 (11,6) :
192 (5,8) ; 191 (10,9) H

160 (5,8) : 132 (34,3)

Akkurate massa : Vereis vir C21H]807 : 382,1042

Gevind : 382, 1051

Analise : Vereis vir C21H]807 : #ZC = 65,96 7H = 4,74
Gevind : ZC = 65,88 7ZH = 4,82

PMR-spektrum (Plaat 19)

T = HIl:1,76 (s, 1H) ' s H27:2,44 (d, 1H, J2,2) ;

H8:3,00 (s, IH) : H1:3,33 (s, 1H)

H37:3,34 (d, 1H, J2,2) R H4 : 3,46 (s, 1H) R
H6a:5,32 (m, 1H) 3 H6 aks en ekw : 5,47 (m, 2H) ;

OMe:6,17 en 6,24(2s,2x3H) : 12a-0Me : 6,44 (s, 3H)

SD in CH30H (¢ 0,00177 : 200 - 245 nm; 0,0177 : 245 - 400 om) (Plaat 67):

[6] 300 * 34500, [6] 505 0 ., (8,55 - 36500
(6] 5 O o [6] ygs *+ 6 320 [, + 8050
(6] 359 O s [9] 389 - 2 300

329

12a-Hidroksi-isomillettoon (ll)

Kleur oranjepers met ferrichloried/perchloorsuur

Kleurlose glas
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RF ﬁ 0,28 (benseen : heksaan :

D
: Vmaks

: Amaks

(sm ') 1675, 1620, 1498

(nm) 210, 237, 295;

loge 4,503 4,133 4,18

MS-spektrum (Plaat 74)

m/e : 394 (M'; 18,27)

203 (11,1)

191 (62,3)

Akkurate massa : Vereis vir c,.,H .0

2271877

Gevind

Analise : : Vereis vir C..H. 0O

2271877

Gevind

PMR-spektrum (Plaat 35)

T = HIl1:2,12 (d, 1H, J8)
H10:3,42 (d, IH, J8)

OCH20:4,]2 (br. s, 2H)

Hb6a + 6 aks + 6 ekw + 12a OH :

H47:6,92 (m, 2H)

=CH2:4,95(m, 2H)

SD in CH3OH (c 0016) (Plaat 68)

B0 0 ’

[6,,6 - 32 360

(8370 0

.
b

[QZSO

[QBOO

24° o
[o] : -235,7° (e 0,0035 in CHC1,)

etielasetaat 6:5:1 v/v)

376 (17,7) H

192 (100) H

174 (6,3)

394, 1047

394, 1051

A

A

67,00 ZH

4,60

69,95 7H = 4,68

H1:3,40 (s, 1H)

H4:3,50 (s, 1H)

H57:4.65 (m, 1H)

5,43 (br.s, 4H)

8'—CH3:8,22(br.s, 3H)

+ 4 851

0

b

0 ,

(95,
ﬁbze -118 041,
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Dehidrorotenocon (9) 11,49

Ontwikkel oranjepers met ferrichloried/perchloorsuur
Liggroen naaldjies (uit benseen)
RF : 0,20 (chloroform : eter 97,5 : 2,5 v/v)

spt. : 214 - 217° (1it. ! spt. 218%)

(sm ') 1645, 1615, 1525, 905

IR vmaks

uv : Amaks (nm) 202, 237, 277, 307;
log € 4,51y 4,424 4,353 4,24

M 392

PMR-spektrum (Plaat 37)

T = HI:1,53 (s, 1H) ; H11:1,90 (d, 1H, J8) ;
H10:3,10 (d, 1H, J8) ; H4:3,50 (s, 1H) ;
H57:4,80 (d, 1H) H H6:4,89 (d, 2H) ;
OMe:6,00 en 6,13 (2s,2x3H) R H47:6,73 (m, 2H) R

8’—CH3: 8,13 (s,3H)

SD in CH3OH (¢-0,00582 : 200 - 250 mm; 0,0582 : 250 - 400 nm)

BﬂZ]O + 45 207 , [6532 - 75 345 + 7530 ,

(8,50
WE75 - 67 770 , @kgo - 36 156 [Qboo - 46 686
bgzo - 15 060

Dehidrodolineoon (8) 49

Ontwikkel vaalpers met ferrichloried/perchloorsuur

Geel naaldjies (uit piridien)
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RF : 0,54 (benseen : heksaan : etielasetaat 5:5:2 v/v)
Spt.: 290 - 291° (ontbind)

22, 0° (¢ 0,20 in CHCL,)
[qu : (e 0,20 in 3

IR : v (sm™ ') 1650 ( c=0 ), 1510, 1495, 935
maks

Amaks (tm) 215, 237, 275, 310;

log e 4,123 4,065 3,873 3,83

M ;334

PMR-spektrum (Plaat 38)

T = HI:1,68 (s, IH) 5 HI1:1,79 (s, 1H)
H27:1,96 (d, 1H, J1,5) 3 H8:2,23 (s, 1H)
H37:2,90 (d, IH, J1,5) ; H4:3,43 (s, 1H)
OCH20:4,04 (dd, 2H) 3 H6:4,91(s,2H)

78,329

Rotenonoon (HQ)

Ontwikkel swak met ferrichloried/perchloorsuur en formaldehied/

swaelsuur
Heldergeel naaldjies (uit dichlooretaan)

RF : 0,49 (benseen : heksaan : etielasetaat 5:5:2 v/v)
Spt. : 295 - 306°
24° o .
B{]D : -62° (¢ 0,0028 in CHC1,)
IR : Vnaks (sm_]) 1750(1laktoon), 1630(onversadigde C=0), 1610
uv : Amaks (nm) 217, 265, 295;

log ¢ 4,48, 4,29, 4,19

MS-spektrum (Plaat 75)
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m/e 406 (M'; 100%)

391 (35,3)

203 (4,1)

Akkurate massa : Bereken vir C..H .0

Gevind

Analise ¢ Bereken vir C,..H, _0

Gevind

PMR-spektrum (Plaat 39)
T = H1:1,02 (s, 1H) ;
H10:3,01 (br.d, IH, J8) ;

H57:4,55 (br.dd, 1H, J9 en 17);
H47:5,00 (s, 2H) ;

CH

318,17(2,380)

Neotenoon (22) 24

Wit rhombiese kristalle (uit metanol)

0,47 (benseen :

R

Spt. 24

181° (1it. spt. 180,5°)

21° o .
[@ p 0 (e 0,20 in CHCl3)

.
’

23718%7 ¢

237187 ¢

300,

-1

IR :v . (sm ') 930, 1033, 1182,
Aaks (AW 235, 275,
log ¢ 4,68, 3,83,

3,87,

392 (30,6) H

363 (3,0) ;

406, 1051

406, 1062

%C = 67,98 IH = 4,47
%C = 68,05 ZH = 4,51

H11:1,85(br.d, 1H, J8)
H4:3,12(s, 1H)
=CH2:4,83 (br.s, 2H)

OMe:5,98 en 6,04 (2s,2x3H)

Ontwikkel geelgroen met ferrichloried/perchloorsuur

chloroform 1:1 v/v)

1684, 1623, 1582,
335;

3,61

.
’

1541




M : 338

PMR~spektrum (Plaat 40)

T = H5:1,67(s, 1H) : H2":2,35 (d, 1H, J3)

H8:2,85 (s, 1H) 5  H3":3,18(d, IH, J3)

H67:3,30 (s, 1H) H H37:3,37 (s, 1H)

.
3

OCH20:4,02(S, 2H) ; H2a,2aks en ekw:5,50(m, 3H);

OMe:6,20(s, 3H)

Nepseudin (ﬁg) 24
Ontwikkel ligpienk met ferrichloried/perchloorsuur

Kleurlose naalde (uit metanol/chloroform)

RF : 0,28 (benseen : heksaan : etielasetaat 5:4:1 v/v)

spe. ¢ 114° (lit. 2% spe. 1169)

[ 2% 0° (0,25 in ccL,)
p ’ 3

-1
IR : Vnaks (sm ") 1686, 1680 (C=0), 1629, 1605, 1580, 1490

uv Amaks (nm) 235, 257, 272, 335;

log e 4,74, 4,08, 3,94, 3,61

M 354

PMR-spektrum (Plaat 41) :

T = H5:1,70(s, 1H)

5 H2":2,40(d, 1H, J2,5)

H3":3,25(d, 1H, J2,5) sy - H8:2,89(s, 1H)

H57:3,10(d, 1H, J9) 5 H67:3,34(d, 1H, J9)

.
b

OMe:6,10(s, 9H) : H2a, 2aks en ekw:5,57(m, 3H)
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2',7-Dimetoksisophorol (41) 179

Ontwikkel geelgroen met ferrichloried/perchloorsuur

Kleurlose naalde (uit asetoon)

RF : 0,32 (benseen : heksaan : etielasetaat 5:6:1 v/v)

spt. : 134° (1ic. 172 spr. 136 - 138°)

(o]
[4];2 : 0° (e 0,027 ix CHCI,)

IR : (sm ') 1670, 1575, 1610, 1510

v
maks

uv : Amaks (nm) 230, 275, 305;

log € 4,27; 4,22, 4,04

MS-spektrum (Plaat 76) :

m/e : 328 (M'; 21,7%) ;  178(93,0) ;

165 (7,6) 5 150(100)

Akkurate massa : Bereken vir C18H]606 : 328.095
Gevind : 328.093

Analise ‘ ¢ Bereken vir 018H1606 : 7C

Gevind : %C

65,85 7 H = 4,91

65,79 Z H

4,99

PMR-spektrum (Plaat 42)

T = H5:2,07(d, 1H, J8) H H6:3,39(dd, 1H, J2 en 8)

H37:3,47 (s, IH) 5 H67:3,44(s, IH)

H8:357 (d, 1H, J2) R OCH20:4,10(s, 2H)

H2a,2aks en ekw:5,65(m, 3H) R OMe:6,17 en 6,27 (2xs,2x3H)
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2'-Hidroksi-2 metoksi-4',5'-metileendioksi-6,7,4",5"-furanoisoflavanoon

(42)
Ontwikkel blougroen met ferrichloried/perchloorsuur
Wit, rhombiese kristalle (uit benseen)

RF ¢ 0,27 (benseen : heksaan : etielasetaat 6:4:0,5 v/v)
Spt. : 164 - 166°

21° o .
[, :-77,5° (¢ 0,0029 in CHC1,)

IR : v (sm 1) 3250, 1675, 1625, 1510, 1180, 930

maks

UV oz A (mm) 235, 275, 300, 335;

log ¢ 4,68, 4,57, 4,31, 4,07

MS-spektrum (Plaat 77)

m/e 354 (M'; 34,77) 194 (73,2)
179 (52,9) : 177 (54,7)
161 (45,1) ; 149 (100)
Akkurate massa : Vereis vir C]9H1407 : 354.074
Gevind : 354.069
Analise ¢ Verels vir C19HMO7 : AC =
Gevind : ZC =

PMR-spektrum (Plaat 43)

64.42 7H

64,39 ZH

3,98

4,05




T = H5:1,75(s, 1H) ; H2":2,40(d, 1H, J2,2)
H67:2,87(s, 1H) ; H8:2,90(s, 1H)
H3":3,22(d, 1H, J2,2) ; H3”: 3,50 (s, 1H)
OCH,0:4,07 (s, 2H) ; H3:5,15(d, IH, J12)
H2:5,72(d, 1H, J12) : OH:6,17(br. s, OH)

OMe:6,40(s, 3H)

SD in CH3OH (e 0,0019) (Plaat 67)

[0 0 0. o [d s+ 52104 , (g 255 O
[g a7 “34 167, [d sas O o [6 59y + 22177,

(4506 © o [d 455 =36 598, [q 355 O

Dehidroneotencon (&3) 24,147

Ontwikkel geelbruin met ferrichloried/perchloorsuur

Kleurlose naalde (uit etanol/chloroform)

RF : 0,10 (benseen : asetoon 92:8 v/v)

239° (1it. % spr. 240 - 241°)

IR (sm ') 1660, 1630, 1590, 1550, 1505

v
maks

uv Amaks (nm) 240, 310 log : 4,77 4,31

M ;336

PMR-spektrum (Plaat 49)
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T (Py-dS5) = H2:1,77 (s, IH) ; H2":2,09(d, 1H, J2,2) ;
H5:2,30 (s, 1H) ; H8:2,80(br.s, IH) ;
H3":3,09(d, 1H, J2,2) 3 H37:3,20(s, IH) ;
OCH,0:4,04(s, 2H) ; OMe: 6,37(s, 3H) ;

H67:2,87(s, 1H)
Ambanol (43)
Ontwikkel blou met fefrichloried/perchloorsuur, pers met swaelsuur.
Kleurlose naalde (uit heksaan/asetoon)
RF : 0,33 (benseen : chloroform 1:1 v/v)

Spt. : 213 - 215°

24° o .
[df P +67 (¢ 0,0009 in CHCI,)

D
IR : v (sm ) 2995, 1610, 1490, 1380, 930
maks
Mpaks () 207, 247, 255, 300;
log € 4,14, 3,75, 3,74, 3,73

MS-spektrum (Plaat 79)

m/e i 340 (M'; 18,12) ;322 (1,4) ;
307 (1,1) ; 178 (100) 3
161 (1) ; 132 (19,7) H
146 (1) : 133 (11,2) :
Akkurate massa : Vereis vir C19H1606 : 340.095
Gevind : 340.093
Analise : : Vereis vir C19H1606 : ZC = 67,06 ZH = 4,74
Gevind : %C = 66,97 ZH = 4,82
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PMR-spektrum (Plaat 44)

T = H2":2,48 (d, 1H, J2,2) 3 H5:2,50 (s, 1H) R
H8:2,95 (s, 1H) 3 H67:3,25 (s, 1H) 5
H3":3,32 (4, 1H, J2,2) ; H37:3,40 (s, 1H) 5
OCH20:4,07 (s, 2H) 3 H4:5,07 (m, 1H) 3

H2aks, ekw en 3:5,30-6,20(m,3H) ;3 OMe: 6,25(s, 3H)

OH:8,0Q3(br.s, OH)

SD in CH,OH (¢ 0,008) (Plaat 68)

3
[ 210 O , [e] a3 +184 140
| 243 * 11900 ,  [g 250 O ,
[g] 276 O , 4 ,g5 = 95 000 ,

{8 309 - 29700 , T[4 395 = 14 850

Pachyrrhizin (37) 3/°3°

Ontwikkel groen met ferrichloried/perchloorsuur

Geelgroen naalde (uit benseen)

RF : 0,35 (benseen : chloroform 1I:1 v/v)
Spt. : 206 - 208° (1it. 37 spr. 209°)
25° o

[{J,” = 0 (CHC1,)

o -1

IR : Vnaks (sm ") 936, 1039, 1191
uv Amaks (rm) 480; log ¢ 3,89

+

M : 336

o5 0
(6] 570 + 53 500 ,

(6] 590 — 53 500 ,

(0350 ©
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PMR~spektrum (Plaat 53)

2°-0Me:6,21(s, 3H)

T = H3":3,13(d, 14, J2,5) ; H2":2,25(d, 1H, J2,5)
H4:2,14(s, 1H) ; H6':2,27(s, 1H)
H5:2,47(s, 1H) ; H8:3,07(s, 1H)
H37:3,34(s, 1H) ; OMe:6,23(s, 3H)
OCH,0:4,00(s, 2H)

Neofolin (§§) 332
Ontwikkel groen met ferrichloried/perchloorsuur
Geelgroen naaldjies (uit asetoon)
RF : 0,30 (benseen : chloroform I:1 v/v)
spt. : 187° (1it. 332 spt. 189,5 - 190,5°)
[ 21°, o .
D : 00 (e 0,32 in CHC13)

-1
IR Vmaks (sm ") 1715, 1295, 1195? 1033, 941
uv Amaks (tm) 245, 298, 352;

log ¢ 4,53, 4,28, 4,11

M ;366
PMR-spektrum (Plaat 54)

T = H4:2,24(s, 1H) ; H2":2,32(d, 1H, J2,5)
H5:2,66(s, 1H) : H67:3,11(s, 1H)
H3":3,19(d, 1H, J2,5) 5 H37:3,36(s, 1H)
0CH20:4,01(s, 2H) s 8-0OMe:5,67(s, 3H)

.
b
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(=)-3',4',7-Trihidroksi-2,3-trans-flavan-3,4-cig~diol (50){ (-)-
] 330,331,333

leukofisetinidien

Ontwikkel helderrooi met ferrichloried/perchloorsuur

Liggrys naalde (uit water)

R, ¢ 0,57 (PC, 27 CH_,COOH)

F 3
Spt. : 129° (lit. 333vspt. 1300)
25° o .
[a]D : -12,8° (e 0,5 in MeOH)
M : 290

PMR-~spektrum (Plaat 55)
t (DMF) = H5:2,60(d, 1H, J10,5) ;  H2'+5'+6':3,00(br.d, 3H)
H6:3,44(dd, 1H, J10,5 en 2,2); H2+3+4+5xOH :

5,00-6,40(m, 8H) s  H8:3,67(d, 1H, J2,2)

Antosianidientoets : 334, 335

2mg (-)-3',4',7-Trihidroksi-2,3 trans-flavan-3,4-cis-diol (50)

is opgelos in isopropanol-3N-soutsuur (4:1 v/v) en vir 45 minute

in 'n drukbuis by 96° verhit. Die ontwikkelde antosianidien is
in hoé konsentrasie op Whatman Nr. 1 papier (6 x 46 sm) aangewend,
en afwaarts ontwikkel in mieresuur-3N-soutsuur (1:1 v/v). Die

kleurstof migreer as 'n enkele pienk band (RF 0,56; Amaks 525 nm)

en is ooreenstemmend met fisetinidienchloried (flavilium-3,3',4',7-

tetraolchloried).
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(-)-3',4',7-Trimetoksi-2,3-trans-flavan-3,4-cis-diol (51) 330,331,336

Ontwikkel helderrooi met ferrichloried/perchloorsuur
Wit naalde (uit etanol)

RF ¢ 0,32 (1,2-dichlooretaan : asetoon 17:3 v/v)
spt. : 180° (1it. 330 spe. 178,59)

[of , ¢ 52° (¢ 0,052 in MeOH)

M 332

PMR-spektrum (Plaat 56) :

;U (DMF) = H5:2,67(d, 1H, J8,5) ; H57:2,87(d, 14, J8,5) ;
H6':2,92(dd, 1H, J8,5 en 2); H27:2,99 (d, 1H, J2) ;
H6:3,34(dd, 1H, J8,5 en 2,2); H8:3,52(d, IH, J2,2) ;
3+40H:4,50(br.d, OH) ; H2:4,92(d, 1H, J9,5) :
H4:5,32(d, 1H, J3,4) ; H3:5,94(dd, 1H) H

3'+4'OM_636,]2(Ss 6H) ; 70Me:6,19(s, 3H)

(=)-3,3",4,4"',7-Pentametoksi-2,3-trans-3,4-cis—flavaan (52)
, ——

Ontwikkel bruin met ferrichloried/perchloorsuur
Wit naalde (uit dimetielformamied)

Rp ¢ 0,45 (benseen : asetoon 5:2 v/v)

Spt. : 287°

220 o) .
[d]D ==132° (¢ 0,005 in CHC1,)




IR : vmaks

MS-spektrum (Plaat 83)
m/e  : 360 M'; 37,6%)
328 (32,7)
194 (100)
165 (33,7)

164 (7,1)

151 (24,7)

Vereis vir C, H_ ,0

Akkurate massa : 202476

Gevind

Vereis vir C,.H,, 0

Analise 20124 9%

Gevind
PMR-spektrum (Plaat 58)

t (DMSO) = H5:2,70(d, 1H, J8)
H27:2,95(d, 1H, J2)
H8:3,54(d, 1H, J2)
H2™:4,92(d, 1H, J10)
3'+4'0Me:6,17(s, 6H)

3+40Me:6,58(s, 6H)

(sm™') 1645, 1500, 1425,

1250,

330 (2,9)
298 (4,1)
166 (92,3)
180 (32,9)
161 (6,4)

137 (18,2)

360, 1566

360, 1570

ZC = 66,65 7 H

%ZC = 66,60 7 H

H5'+6':2,90(d, 2H)

H6:3,39(dd, 1H, J8 en

H4 : 4,72

H3 : 5,32

70Me:6,24(s,34)

(™ Vanweé die onoplosbaarheid van (52) is die PMR-spektrum in DMSO

afgeneem en is die chemiese verskuiwings en koppelings van H2, H3 en

H4 nie onderskeibaar nie. Die benaderde t-waardes is aangedui).
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SD in CH3OH (e 0,008) (Plaat 68)

(9 500 0 [6) 5,0 - 7 425, [d] 900 = 44 550

[d ,3, = 110 890 (o] 240 = 44 550 , [d] ss0 = 1 485

(4 590 0 [6] o = 5 940 . [] .85 = 8910 ,

[6 yg0 = 7 425 (o] 300 =~ 2 970

Trans~stilbeen (ﬁg) 221

Ontwikkel bruin met swaelsuur/formaldehied
Blink, wit plaatjies uit etanol

RF : 0,28 (benseen : heksaan : etielasetaat 5:4:1 v/v)

Spt. : 124° (1lit. 221 spt. 125°)

-1 )
IR : \)maks (sm ) 1610, 1505, 1455, 960

M : 180

PMR-spektrum (Plaat 59)

Ha+B : 2,77 (s, 2H) ; H2'-6' en 2-6 : 2,30-2,70(m,!0H)

6-Hidroksi~2,3-dihidrobensofuraan (53) 341

Ontwikkel persrooi met ferrichloried/perchloorsuur

341

Liggeel olie (lit. kp. 128°/2 mm)

M ;o136

IR : v (sm—l) 1510, 1470
maks

UV iAo (m) 325, 287,

log € 2,94, 3,56,




Akkurate massa : Bereken vir C8H802 : 136,052

Gevind : 136,051

PMR-spektrum (Plaat 30)

T = H4:3,04(d, 1H, J8) ; H5:3,62(dd, 1H, J8 en 2)
H7:3,63(d, 1H, J2) 3 OH:4,00(br.s, OH)

OCH,:5,45(t, 2H, J8) : ~CH,:6,93(t, 2H, J8)

a-OH,a:5(6-metoksi—2,3—dihidrobensofuraan)—etaah (2&)

Ontwikkel persblou met ferrichloried/perchloorsuur

Wit naaldjies uit etanol

Spt. : 142 - 144°
RF : 0,43 (benseen : heksaan : etielasetaat 5:4:1 v/v)
+

M : 194

PMR-spektrum (Plaat 60)

T = H4:2,84(s, 1H) : H7:4,60(s, 1H)
CH:4,92(dd, 1H) 3 Oq52:5,44(t, 2H, J8)

OMe:6,20(s, 3H) ; -CH,:6,84(t, 2H, J8)

2

OH:7,34(br.s, OH) H Qﬂ3:8,55(d, 3H, J6)

Genistein—7—D—xilosiel—B—D—glukosied (as hepta-asetaat geisoleer) (55)

Ontwikkel groen met ferrichloried/perchloorsuur.

Wit, rhombiese kristalle uit metanol




161,6°

Spt.

R.F:
uv :

0,20 (benseen

(rm) 312, 270

Amaks

log € 3,38, 4,09

Vereis vir C, .H, .0

Analise : 4014291

Gevind
PMR-spektrum (Plaat 61)

T = 5-0H:-2,79(s, OH)
H3'+5':2,79(d, 2H, J8)
H6:3,54(d, 1H, J2)

4'-0Ac:7,65(s, 3H)

-

.
b

: metanol 99:1 v/v)

(in MeOH + NaOMe)

ZC = 55,94 ; ZH = 4,93
ZC = 55,89 H ZH = 4,99
H2'+6':2,36(d, 2H, J8) 5
H8:3,36(d, 1H, J2) H
H2:1,93(s, 1H) ;

glukose/xilose~protone:4,52-6,48(13H)

glukose/xilose-0Ac e:7,93-7,87(6 x OAc)

Daidzein-7-D-xilosiel-B-D-glukosied (as hepta-asetaat geisoleer) (56)

Ontwikkel groen met ferrichloried/perchloorsuur

Geel olie

RF 0,19 (benseen :
maks (om) ~ 275;
log ¢ 4,11
Analise : Vereis vir C, H .0

Gevind

PMR-spektrum (Plaat 62)

4074220 °
s 74C

ZC = 57,00;

metanol 99:1 v/v)

7H 5,03

7ZH

56,91; 5,14

.
’
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T = H5:1,75(d, I1H, J8,5) ;5 H2:1,87 (s, 1H)
H2'+6":2,34(d, 1H, J8,5) ; H3'+5':2,80(d, 2H, J8,5)
H8:2,87(d, 1H, J2) ; H6:2,94(dd, 1H, J8,5 en 2) ;
4'-0Ac:7,64(s, 3H) 3 glukose/xilose-protone:4,47-6,20(13H) ;

-

glukose/xilose-0Ac :7,84 - 7,92(6 x OAc)

p-Metoksi-asetofenoon (57)

Ontwikkel bruin/pienk met ferrichloried/perchloorsuur

Wit, plaatjies (uit etanol)

/

RF : 0,64 (benseen : asetoon 11:1 v/v)

375

spt. : 35° (lit. spt. 38 - 39°)

uv Amaks(nm) 217, 272;
log € 4,07, 4,22
M : 150

PMR-spektrum (Plaat 66)

T = H2+46:2,07(d, 2H, J8) ; H3+5:3,09(d, 2H, J8)

OMe:6,14(s, 3H) ; COQ§3:7,44(S, 3H)




\

C. Struktuurondersoek en omskakelingsreaksies van nuwe komponente

uit die bol van N. amboensis

3.13 Struktuurondersoek van ambanol (43)

(a) Omskakeling van neotenoon (39) na ambanol (43)

119,337-340 .,

KBH4 (250 mg) is opgelos in 707 waterige etanol (50 ml)

waarby KOH (50 mg) gevoeg is as stabiliseerder van die KBH4.
Neotenoon (39) (250 mg) is in suspensie geplaas in tetrahidrofuraan

(20 ml) en dit is oor 'n tydperk van ca. 1 uur by die KBH,-oplossing

4
gedrup terwyl by 20° geroer 1is. Die reaksiemengsel is oornag by

20° geroer waarna versadigde NH4C1-oplossing stadig bygedrup is (om
die oormaat KBH4 te vernietig). Die mengsel is geéksfrabeer met
eter, gewas met water en gedroog oor natriumsulfaat. Indamping onder

verminderde druk en herkristallisasie uit metanol het 'n wit stof

o . . . . .
gelewer (spt. 2157) wat 'n mengsel is van die vier optiese isomere,

(43a), (43b), (43c) en (43d), van ambanol.

Preparatiewe DLC van hierdie mengsel in benseen : heksaan : etielasetaat

5:4:1 (v/v) (5%) as loopmiddel het twee bande met RF 0,22 en 0,20

gelewer wat onderskeidelik die twee pare rasemate verteenwoordig.

Die band met hoér mobiliteit het (¥)-ambanol A (mengsel van (43a) en

(43b)! as wit rhombiese kristalle (spt. 243-2440) gelewer wat volgens

PMR-en MS—-data in alle opsigte identies is met natuurlike opties aktiewe

ambanol (sien 312) terwyl die tweede band 'n kleurlose olie gelewer het

wat die enantiomere-paar B [43c) en (43d] verteenwoordig.
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PMR-spektrum (Plaat 46)

T = H5:2,39(s, 1H) ; H2":2,50(d, 1H, J2) :
H8:3,02(s, 1H) s H3":3,34(d, 1H, J2) ;
H6':3,37(s, 1H) ; H3':3,47(s, 1H) 3
0CH20:4,15(s, 2H) 3 H4:5,05(br.d, 1H, J7) ;

(b) Asetilering van ambanol (43)

MS-spektrum (Plaat 80):

m/e ;382 (M';  36,2%)
322 (65,7)
321 (9,7)
178 (100)
132 (2,9)
Akkurate massa : Vereis vir C21Hl807
Gevind

H2:5,69(dd, 2H, J6 en 11) ; OMe:6,25(s, 3H)

H3:6,44(m, 1H, J7 en 11) ; OH:7,67(br.s, OH)

Ontwikkel bloupers met ferrichloried/perchloorsuur

323
307
306

‘146

382

382

Asetilering van natuurlike ambanol en (¥)-ambanol A het 4-asetoksi-

ambanol (149)A as wit plaatjies (spt. 166 - 168°) gelewer.

RF = 0,29 (benseen : heksaan : etielasetaat 5:4:1 v/v)
(o] B
Eq]D = =214~ (¢ 0,0032 in CHCl3)
RV (sm ') 1720, 1605, 1035, 945
maks (om) 355, 305, 255, 225;
log ¢ 4,31, 4,22, 3,83, 4,05

(21,1) H
(11,0) H
(6,2) H
(3,5) H
.1051

.1049
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PMR-spektrum (Plaat 45)

t = H5:2,40(s, 1H) . H2":2,48(d, 1H, J8,5)
H8:2,93(br.s, 1H) ; H3":3,33(d, IH, J2,5)
H6':3,38(s, 1H) 3 H3':3,43(s, 1H)
H4 :3,71(d, 1H, J4) 5 OCH,0:4,08(s, 2H)

H2aks,2ekw en 3:5,20-6,30(m, 3H); OMe:6,23(s, 3H)

OAc:8,13(s, 3H)

Asetilering van (t)-ambanol B het 4-asetoksi-ambanol (149)B as

amorfe wit poeier gelewer.

PMR-spektrum (Plaat 47)

T = H5:2,47(s, 1H) ' ;s H2":2,50(d, IH, J2) :
H8:2,97(br.s, 1H) ; J3":3,34(d, 1H, J2) 3
H6':3,37(s, 1H) s H3':3,47(s, 1H) ;
H4:3,74(d, 1H, J4) 3 OCH20:4,17(s, 2H) 3
H2:5,55(br.d, 2H) ;3 OMe:6,20(s, 3H) 5
H3:6,37(m, 1H) ;3 OAc:7,94(s, 3H)

(c) Bereiding van 3',4'-metileendioksi~2'-metoksi-6,7,4",5"-furano—

isoflav-3 een (150)

Ambanol (43) (200 mg) is met metanol (30 ml) en 107 swaelsuur (2 ml)
vir 2 uur onder terugvloei verhit. Die mengsel is afgekoel,by water
(150 ml) gevoeg en met eter geékstraheer. Die gekombineerde eter-
ekstrakte is gewas met 57 natriumbikarbonaatoplossing, water en

gedroog oor watervrye Na2804.
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Skeiding van die reaksieproduk deur preparatiewe DLC in benseen :
heksaan : etielasetaat 5:5:2 (v/v) as mobiele fase het 3',4'-
metileendioksi-2'-metoksi-6,7,4",5"-furano-isoflav-3-een (150)
(117 mg) as 'n kleurlose olie gelewer (wat geelbruin ontwikkel met

formaldehied/swaelsuur).

RF ¢ 0,52 (benseen : heksaan : etielasetaat 5:4:1 v/v)

MS-spektrum (Plaat 78) :

m/e : 322 (M'; 100%) 3 307 (12,2)

306 (8,9) : 146 (11,2) 3
132 (23,7) H 190 (10,1) H
321 (2,1)
Akkurate massa : Vereis vir C19HMO5 : 322.0840
Gevind : 322.0838
PMR-spektrum (Plaat 48) :

T = H2":2,50(d, 1H, J2,5) ;. H5:2,79(s, 1H) ;
H8 :2,97(s, 1H) : H4:3,17(s, 1H) ;
H6'en 3":3,35(m, 2H) ;3 H3':3,47(s, 1H) 4
OCH20:4,05(s, 2H) s H2:4,97(s, 2H) ;

OMe:6,24(s, 3H)

(d) Omskakeling van neofulin (17) na 3',4'-metileendioksi-2'-

metoksi-6,7,4",5"-firano—isof lav-3-een (150)

Neodulin (17) (500 mg) is met etanol (50 ml), gekonsentreerde sout-

suur (1 ml) en p-tolueemﬂlfcxnnsuur (100 mg) vir 15 uur onder terug-

215
vloei verhit. Die mengtl is afgekoel,by water (100 ml) gevoeg en
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met eter geékstraheer. Die gekombineerde eterekstrakte is gewas
met 3% natriumbikarbonaatoplossing, water en gedroog oor watervrye
natriumsulfaat waarna die oplosmiddel onder verminderde druk afge-

damp 1is.

Metilering van die verkreé reaksieproduk volgens die standaard metode
met dimetielsulfaat het 3',4'—metileendioksi-Z'—metoksi—6,7,4",5"—
furano-isoflav-3 een (150) gelewer wat in alle opsigte ooreenstemmend
is met die produk wat vanaf ambanol (43) berei is deur wateronttrekking

(sien 3.13c¢).

3.14. Omskakeling van neobanol (34) na neoduleen (35)

By neobanol (gﬂ) (18 mg) is 10% swaelsuur in etanol (ea.20 ml) gevoeg
en vir 2 uur onder terugvloei verhit waarna die reaksiemengsel op

soortgelyke wyse as in 3.13c opgewerk is.

Skeiding van die reaksiemengsel deur preparatiewe DLC met benseen :
heksaan 3:1 (v/v) as ontwikkelingsisteem het neoduleen (35) (13 mg)
as fyn wit naaldjies (uit metanol) gelewer.

RF : 0,72 (benseen : heksaan 3:1 v/v)

192 2230)

spt. : 222° (1it. spt.

Ontwikkel eers groen en dan geel met ferrichloried/perchloorsuur.

uv A naks (nm) 224, 252, 294, 346, 364;

log € 4,30, 4,16, 3,84, 4,28, 4,18
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PMR-spektrum (Plaat 11)

T = H1:2,33(s, 1H) ; H2':2,47(d, 1H, J2,2)
H4:2,90(s, 1H) ; H7:2,94(s, 1H)
H10:3,23(s, 1H) ; H3':3,30(d, 1H, J2,2)
0CH20:3,98(5, 2H) H 6—CH2:4,45(s, 2H)

3.15 Asetilering van 12a-hidroksi-isomillettoon (11)

Asetilering van 12a-hidroksi-isomillettoon (ll) met asynsuuranhidried/
piridien het 12a-asetoksi-isomillettoon (151) as ligbruin olie gelewer

wat oranjepers ontwikkel met ferrichloried/perchloorsuur.

RF : 0,57 (benseen : heksaan : etielasetaat 5:4:1 v/v)
)
[q ;4 : -191,9 (e 0,0028 in CHC13)

M 436

PMR-spektrum (Plaat 36)

T = HII1:2,09(4d, 1H, J8) s H10:3,44(4, 1H, J8) H
H4:3,50(s, 1H) s H1:3,09(s, 1H) 3
OCH20:4,09(br.s, 2H) s H6a:4,51(m, 1H) ;
Hé6ekw:5,69(m, 1H) ; H5':4,65(m, 1H) s
Hbaks:5,40(m, 1H) ; H4':6,92(m, 2H) ;
=CH2:4,95(br.d, 2H) ;3 OAc:7,85(s, 3H) R

8'-Me:8,23(br.s, 3H)

3.16 Omskakeling van dehidrorotenoon (9) na rotenonoon (10)

Dehidrorotenoon (9) (20 mg) is opgelos in warm asynsuur (5 ml) en

afgekoel in 'n vriesmengsel tot -5°.  Varsbereide n-amielnitriet
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(0,75 ml) is bygevoeg waarna die mengsel vir 1 uur by 0° geroer is

en toegelaat is om kamertemperatuur te bereik. Die reaksiemengsel

is met benseen geékstraheer, gewas met water, gedroog oor watervrye
natriumsulfaat en ingedamp onder verminderde druk om na kristallisasie
uit dichlooretaan rotenonoon (lg) (11 mg) as geel naalde te lewer wat

in alle opsigte ooreenstem met die natuurprodruk (sien 3.12).
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D. Totaalsintese van neobanoon (4)

3.17 6-Hidroksi-2,3-dihidrobensfuraan-3-oon (152) 341

Chloroasetielchloried (28 g) is drupsgewys oor 'n tydperk van 90 min
by 'n geroerde mengsel van resorsinol (22 g) en aluminiumchloried

(33 g) in nitrobenseen (250 ml) gevoeg terwyl die temperatuur tussen
50° en 55° gehou is. Nadat die addisie voltooi is, is die reaksie-
mengsel vir 'n verdere 15 min by dieselfde temperatuur geroer, afge-
koel, by 'n oormaat verdunde soutsuur en fyn ys gevoeg en oornag laat
staan. Die organiese laag is van die waterlaag geskei en met IN
waterige natriumhidroksied’ ge€kstraheer. Die gekombineerde alkali-
ekstrakte is éangesuur met gekonsentreerde soutsuur; die gevormde
presipitaat affiltreer en met koue water gewas. Die kristallyne
produk is opgelos in etanol en met dierkool vir 30 miﬁ onder refluks
geplaas. Die dierkool is affiltreer deur 'n kort kolom Celite en
die oplosmiddel afgedamp onder verminderde druk. Herkristallisasie
(2 x) uit metanol/piridien het 6-hidroksi-2,3-dihidrobensfuraan-
3-oon (152) (12,7 g) as geelbruin plaatjies met spt. 245 - 246° (lit.

spt. 2450) gelewer.

KBr -1
IR : Vhaks (sm ") 3150, 1680, 1480
uv Amaks (nm) 320, 275;
log e 3,64, 3,55.
M i 150

PMR-spektrum (Plaat 31)

&

341
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t(piridien) = OH:2,05(br. s, OH) ; H4:3,58(d, 1H, J8) ;
H5:4,42(dd, 1H, J8 en 2); H7:4,48(d, 1H, J2) 3

CH2:6,55(S, 2H)

3.18 a) 6-Hidroksi-2,3~dihidrobensfuraan (53)

'n Mengsel van hidrasien hidraat (90%, 7 ml) en 6-hidroksi-2,3-
dihidrobensfuran-3-oon (152) (10 g) in etanol (50 ml) is onder terug-

'n

vloei gekook vir 1 uur waarna die oplosmiddel afgedamp is.
Oplossing van kaliumhidroksied (10 g) in diétileen glikol (80 ml)

is bygevoeg en die mengsel is vir 90 min. by 190° verhit. Na afkoeling
is die reaksiemengsel aangesuur met verdunde soutsuur, geékstraheer met
eter, gewas met water en gekonsentreer tot 'n taai swart stroop wat na
KC met heksaan : benseen : etielasetaat 5:5:2 (v/v) as mobiele fase

twee produkte gelewer het. Die verbinding met laer mobiliteit, 6-

hidroksi-2,3-dihidrobensfuraan (22), is verkry as liggeel olie (4,4 g)

(1it. 4 kp. 128°/2 mm).
-1
iR v (sm ) 1510, 1470
uv Amaks (nm) 325, 287, 265;
log ¢ 2,9, 3,56, 3,26

Akkurate massa : Bereken vir C8H802 : 136,052

Gevind : 136,051
PMR-spektrum (Plaat 30)

T = H4:3,04(d, 1H, J8) ; H5:3,62(dd, 1H, J8 en 2);
H7:3,63(d, 1H, J2) s OH:4,00(br.s, OH) ;

OCH,:5,45(t, 2H, J8) ; CH,:6,93(t, 2H, J8)
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b) 6~Hidroksibensfuraan (153)

Die verbinding met hoér mobiliteit uit bogenoemde kolom (sien 3.18a),

is verkry as liggeel olie (180 mg) wat nie kristallyn verkry kon word

nie (lit. °*2 spt. 56°).

PMR-spektrum (Plaat 30a)

T = H4:2,70(d, 1H, J6) 5 H2 en 5:3,17(dd, 2H)

-e

H7:3,37(d, 1H, J:6) ; H3:3,70(d, 1H, J2)

OH:5,50(br.s, OH)

3.19 S5-Asetiel-6-hidroksi-2,3-dihidrobensfuraan (154)

Droé soutsuurgas is vir 4 uur gelei deur 'n mengsel van 6-hidroksi- -
2,3-dihidrobensfuraan (22) (12 g), droé asetonitriel (7 g), droé
eter (80 ml) en varsgesmelte sinkchloried (35 g) wat by 0° gehou is
in 'n ysbad. Die reaksiemengsel is vir 'n verdere 20 uur by 0° gehou,
ys (100 g) is bygevoeg en die gevormde blou presipitaat is affiltreer,
met 'n klein hoeveelheid eter gewas en gehidroliseer op 'n waterbad
deur die byvoeging van 2N swaelsuur (100 ml). Die resulterende oplos-
sing is geékstraheer met benseen, gewas met 'n 3% natriumbikarbonaatop-
lossing, water, gedroog oor watervrye natriumsulfaat.en die oplosmiddel
onder verminderde druk ingedamp. Na herkristallisasie uit metanol is
5-asetiel-6-hidroksi-2,3-dihidrobensfuraan (154) verkry as wit naalde

(7,2g) met spt. 107 - 108° (1ic. > spt. 107 - 108%).

M ;178

PMR-spektrum (Plaat 29)




T = OH:-303(s, OH) ; H4:2,48(br.s, 1H) 3

H7:3,70(s, 1H) ; OCH,:5,35(t, 2H, J8) ;

CH,:7,47(s, 3H) 3 Q§2:6,87(t, 2H, J8)

3

3.20 5-Asetiel-6-hidroksibensfuraan (155)

'n Mengsel van dichlorodisianobenskinoon (13 mmol, 3 g) en 5-asetiel-
6-hidroksi-2,3-dihidrobensfuraan (léi) (11 mmol, 2 g) in droé benseen
(30 ml) is vir 3 uur onder terugvloei gekook. Metanol (30 ml) is
bygevoeg en die oplosmiddels afgedamp. Die mengsel is op 'm kolom
geskei in benseen : heksaan : etielasetaat 5:5:3 (v/v) en het 5-

asetiel-6-hidroksibensfuraan (155) (1,5 g) as liggeel kristalle gelewer

(spt. 94 - 95° (1it. %1 spr. 969)).
-1
IR :v . (sm ) 3080, 1650, 1550
uv Amaks (nm) 345, 275;
log ¢ 3,70, 3,84
M 176

PMR-spektrum (Plaat 28)

T = OH:-2,46(s, OH) 3 H4:2,13(s, 1H) R
H2:2,50(d, 1H, J2) ; H7:3,03(s, IH) ;
H3:3,32(d, 1H, J2) 3 CH,:7,38(s, 3H)

3

3.21 5-Asetiel-6-metoksimetoksibensfuraan (156) 343

'n Mengsel van 5-asetiel-6-hidroksibensfuraan (155) (2 g) en kalium-
hidroksied (638 mg) in water/metanol (30 ml) is vir 1 uur op 'n
waterbad verhit. Die oplosmiddels is afgedamp en die residu oornag

by 120° onder vakuum gedroog. 18-Crown-6 (700 mg) is opgelos in
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droé asetonitriel en die kaliumsout van (155) bygevoeg. Die oplossing
is vir 30 min. geroer, chlorodimetieleter (980 mg) is bygevoeg en die
reaksiemengsel is vir 'n verdere uur by kamertemperatuur geroer. Na
voltooiing van die reaksie is 7% waterige kaliumhidroksied bygevoeg

en die organiese oplosmiddels verwyder. Die waterfase is geékstraheer
met eter, gewas met water, gedroog, gekonsentreer en het 5-asetiel-6-

metoksimetoksibensfuraan (156) (1,5 g) as geel olie gelewer,

Akkurate massa : Vereis vir C, ,H .0 : 220.073

1271274
Gevind : 220.072
Analise : Vereis vir C]2H1204 : ZC = 65,44 7 H = 5,49
Gevind : %ZC = 65,31 2 H = 5,57
PMR-spektrum (Plaat 27)

T = H4:2,03(s, 1H) ; H2:2,38(d, 1H, J2) 3
H7:2,68(s, 1H) 3 H3:3,27(d, 1H, J2) ;
OQEZOCH3:4,70(S, 2H) 3 OMe:6,47(s, 3H) ;
CH,:7,32(s, 3H)

3.22 Veratrool (156)

Pirokatesjol is met metieljodied gemetileer volgens die standaard
metode (sien 3.3d) en het veratrool as geel olie gelewer.

M : 138

PMR-spektrum :

T = H3,4,5 en 6:3,05(br.s, 4H) ; OMe:6,12(s, 6H)




44

3.23 3,4-Dimetoksinitrobenseen (157) 3

Veratrool (156) (10 g) in klein porsies by 'n afgekoelde oplossing

(OO) van salpetersuur (10 ml) en water (10 ml) gevoeg. Die oplossing
is oornag by kamertemperatuur geroer waarna die presipitaat affiltreer,
gewas en uit etanol geherkristalliseer is om 3,4~dimetoksinitrobenseen
(157) (9,7 g) as blink.geelbruin kristalle te lewer met spt. 98 - 99°

(lit. 3% spt. 98°).

M i 183

PMR-spektrum :

T = H2:1,98(d, 1H, J2) s H4:2,17(dd, 1H, J2 en 8) ;

3-0Me:5,97(s, 3H) 3 4~0Me:6,00(s, 3H)

3.24  3,4-Dimetoksi-anilien (158) 346

Natriumsulfied (62 g) en 3,4-dimetoksinitrobenseen (157) (25 g) in

water (20 ml) is agtereenvolgens vir 1 uur gekook en vir 1 uur gestoom-
distilleer. Die mengsel is afgekoel, met chloroform geékstraheer en
gewas met 3N soutsuur. Die waterfase is alkalies gemaak, geekstraheer
met etielasetaat, ingedamp onder verminderde druk en oorgebring op 'n
kolom met benseen : asetoon 8:1,5 (v/v) as mobiele fase. 3,4-Dimetoksi-
anilien (158) (8,0 g) is verkry as grys plaatjies met spt. 86 - 87°

(1it. spe. 85 - 86°).

M : 153

PMR-spektrum :
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T = H6:3,29(br. d, 1H, J8) s H2:3,72(br. s, 1H) 3
H5:3,80(br. d, 1H, J8) ; OMe:6,24(s, 6H) H
N§2:6,45(s, 2H)

6

3.25 3,4-Dimetoksifenol (159) 34

'n Oplossing van 3,4-dimetoksi-anilien (158) (5 g) in water (70 ml)
en gekonsentreerde swaelsuur (8 ml) is tot -10° afgekoel en gediaso-
teer deur die byvoeging van 167 waterige natriumnitriet (15 ml).
Nadat die oplossing vir 2 uur op 'n stoombad verhit is, is dit afge-
koel, versadig met ammoniumsulfaat en geékstraheer met eter. Die
gekombineerde eterekstrakte is gewas met water, gedroog oor natrium-
sulfaat, gekohsentreer en het na KC in benseen : asetoon 9:2 (v/v)
3,4-dimetoksifenol (ng) (3,7 g) as kleurlose plaatjies met spt.

346

45 - 46° (lit. spt. 46°) gelewer.

Akkurate massa : Bereken vir C8H1003 : 154,063

Gevind : 154.063

PMR~spektrum (Plaat 34)

T = H5:3,25(d, 1H, J8,5) ;y H6:3,63(dd, 1H, J8,5 en 2) ;
H2:3,48(d, 1H, J2) ;3 OH:4,00-5,00(br.s, OH) ;

OMe:6,22 en 6,25(2s, 2x3H)

3.26 4,5-Dimetoksi=2-hidroksibensaldehied (160)

Dro€ soutsuurgas is vir 5 uur deur 'n mengsel van 3,4-dimetoksifenol

(159) (4,1 g), waterstofsianied (10 ml), droe eter (100 ml) en

sinksianied (7 g) by ° geborrel. Die reaksiemengsel is vir 'n




verdere 12 uur by -5° gehou, die groen vaste stof is affiltreer, ge-

was met eter, opgelos in water (100 ml) en op 'n stoombad gehidroli-
seer vir 30 min. Ekstraksie met chloroform, verwydering van die
oplosmiddel en KC in benseen : heksaan ! etielasetaat 5:5:3 (v/v)

het 4,5-dimetoksi-2-hidroksibensaldehied (160) (3,7 g) as fyn, kleur-

lose naalde, spt. 105 - 106° (1it. 348 spt. ]050) gelewer.

_] .
IR Vmaks (sm ") 3000, 2860, 1670, 1590
uv Amaks (nm) 345, 275;
log € 3,59, 3,75
M ;182

PMR-spektrum (Plaat 33) :
T = OH:-1,43(br. s, OH) ; CHO:0,03(s, 1H)
H6:3,07(s, IH) 3 3H:3,53(s, 1H) ;

OMe:6,07 en 6,13(2s, 2x3H)

3.27 4,5—Dimetoksi—2—metoksimetoksibensaldehied (161) 343

Deur die eksperimentele prosedure vir metoksimetilering soos in
3.21 te gebruik, is 4,5-dimetoksi-2-metoksimetoksibensaldehied (161)
in 847 opbrengs as geel naalde (uit benseen) (spt. 54 - 550) vanaf

4,5-dimetoksi-2-hidroksibensaldehied (160) verkry.

Akkurate massa : Vereis vir C Hl 0 s 226.084

1171475
Gevind :  226.085
Analise : Vereis vir C”HMO5 i 7ZC = 58,40 7ZH = 6,23
Gevind ¢ %C = 58,31 ZH = 6,32

PMR-spektrum (Plaat 32)




T = CHO:-0,35(s, 1H) 3 H6:2,72(s, 1H)

H3:3,22(s, 1H) ; OCH

OCH3:4,73(S, 2H)

2

OMe:6,07 en 6,15(2s, 2x3H) ; OCH20Q§3:6,47(S, 3H)

3.28 2,2'-Dimetoksimetoksi~4,5-dimetoksi-4',5",4" 5"-furanochalkoon

(162)

'n Mengsel van 5-asetiel-6-metoksimetoksibensfuraan (léé) (500 mg) in
etanol (10 ml) en 70% (g/v) waterige kaliumhidroksied (10 ml) is vir

15 min by kamertemperatuur geroer. 4,5-Dimetoksi-2-metoksimetoksi-
bensaldehied (161) (513 mg) in etanol (10 ml) is bygevoeg en die reaksie-
mengsel is vir 2 uur geroe£. Verwydering van die oplosmiddel onder
verminderde dfuk en herkristallisasie uit metanol het 2,2'-dimetoksimetok-
si-4,5-dimetoksi-4',5',4",5"-furanochalkoon (162) (800 mg) as fyn, geel

naaldjies, spt. 119 - 121°, gelewer.

-1
IR Vmaks (sm ") 1660, 1630, 1610, 1580, 1520, 1480,
1295
uv Amaks (nm) 370, 303, 270;
log ¢ 3,92, 3,77, 3,91

Akkurate massa : Vereis vir CZ3H2408 : 428.147

Gevind : 428.148
Analise : Vereis vir C23H2408 : ZC = 64,47 7H = 5,64

Gevind : ZC = 64,32 7ZH = 5,71




MS-spektrum:

m/e  : 428 (M'; 32,6%) 5 367(44,9) :
351 (34,7) : 323 (20,7) ;
322 (27,8) ;223 (5,2) ;
205 (100) s 192 (28,8)
191 (34,5) s 177 (15,8)
161 (41,7)

PMR-spektrum (Plaat 26)

T = Ho:l,98(d, 1H, J . 15) ; H6':2,18(s, 1H) ;
H2":2,38(d, 1H, J2). 5 HB:2,73(d, IH, Jvis 15)
H3':2,65(s, 1H) | ; H6 :2,87(s, IH) :
H3:3,23(s, 1H) s H3":3,25(d, 1H, J2) ;
2'-O0CH,0CH,:4,70(s, 2H) ; 2-OCH,OCH,:4,82(s, 2H) ;
OMe:6,10 en 6,13(2s, 2x3H) ; 2'—OCH20C§3:6,48 (s, 3H);

2-0CH,0CH,:6,52(s, 3H)

3.29 4',5'—Dimetoksi-Z'-hidroksi—6,7,4",5"—furanoisof1avoon (163) 105

2,2'—Dimetoksimetoksi-4,5-diﬁetoksi—4’,5',4",5"-furanocha1koon (162)
(800 mg) gesuspendeer in droé metanol (100 ml), is met thallium (I11)
nitraat (1,3 g) vir ! uur geroer terwyl die oplossing van oranje na
feitlik kleurloos verander het 207. Die mengsel is vervolgens met
10%Z (v/v) soutsuur (10 ml) aangesuur en vir 4 uur by 96° verhit,
Ekstraksie met etielasetaat gevolg deur KC in benseen : heksaan :
etielasetaat 5:5:3 (v/v) het by kristallisasie uit metanol kleurlose

105 spt. 200 - 2010) gelewer.

plaatjies (200 mg), spt. 207 - 209° (1lit.




-1
IR Vaks (sm ') 1610,
uv A aks (nm) 300,
log € 3,69,

Akkurate massa :

Gevind

MS—-spektrum (Plaat 70)

m/e

PMR-spektrum (Plaat 25)
T = H2:1,47(s, 1H)
H2":2,28(d, 1H, J2)
H3":3,12(d, IH, J2)
H3':3,34(s, 1H)

4'-0Me:6,17(s, 3H)

ir C
Bereken vir ]9H]406
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1590, 1520 en 1450
270,
3,84,
338,079
338,079
338 (', 1002) ;323 (91,5)
178 (22,8) 3 161 (18,9)
; H5:1,83(s, IH) H
;5 H8:2,43(br. s, 1H) H
3 H6':3,30(s, 1H) H
;3 5'-OMe:6,13(s, 3H) ;

Die arolelbensfuraan, 3-(2—hidroksi-4,5,4',5'—furobensoie1)—5,6—

dimetoksibensfuraan (164), is verkry as byproduk wat by herkristal-

lisasie uit metanol/benseen geel plaatjies met spt. 159 - 161°

gelewer het.

-1
IR Vmaks (sm ') 3010,
uv A naks (nm) 345,
log € 3,94,

1630, 1610, 1590, 1445, 1320
330, 312, 300, 283,  270;
3,98, 3,68, 3,58, 3,61, 3,43
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Analise : Vereis vir C19H1406 : ZC = 67,45 ZH = 4,17
Gevind : ZC = 67,30 7ZH = 4,23
Akkurate massa
Vereis vir C19H1406 : 338,079
Gevind : : 338,079
PMR-spektrum (Plaat 24)
T = H6:2,09(s, 1H) s H2':2,42(d, 1H, J2) ;
H3':3,22(d, 1H, J2) 3 H2 en 4:2,84(s, 2H) ;
H3 en 7:2,94(s, 2H) ; OH:2,84(s, OH) ;

OMe:6,09(s, 6H)

. 3.30 2-~(2'-Hidroksi-4',65'-dimetoksifeniel)~2-vinielbenso

[1,2-b:5,4-b']difuraan-3 [ 2H ] —oon (165)

Trimetielsulfoksoniumjodied (180 mg), natriumhidried (20 mg) en

droé dimetielsulfoksied is vir 15 min. onder droé stikstof geroer.

Na byvoeging van 4',5'-dimetoksi'-2'-hidroksi-6,7,4",5"~furanoiso-
flavoon (163) (230 mg) is die mengsel vir 2,5 uur by kamertempera-
tuur geroer, verdun met water, aangesuur met 3N soutsuur en geékstra-
heer met etielasetaat. Die gekombineerde ekstrakte is gewas met

17 waterige natriumbikarbonaat, gedroog oor watervrye natriumsulfaat
en gekonsentreer. KC van die reaksiemengsel in benseen : metanol
9:1 (v/v) as mobiele fase het 2-(2'-hidroksi-4',5'-dimetoksifeniel)-
2-vinielbenso [ 1,2-b:5,4~b"' ] difuraan-3[ 2H] -oon (165) (150 mg) as

liggeel naalde,spt. 134 - 136? gelewer.




=1
IR Vhaks (sm ) 1690, 1625, 1440
uv maks (nm) 350, 290, 277;
log ¢ 3,52, 3,80, 3,94
Akkurate massa : Vereis vir C20H1606 352,095
Gevind 352,096
Analise Vereis vir C20H1606 ZC = 68,17 ZH = 4,57
Gevind ZC = 68,02 7ZH = 4,69
MS-spektrum (Plaat 71)
m/e 352 (M'; 100Z) ;337 (21,8) ;
192 (11,4) H 191 (30,7) H
177 (7,8) 3 161 (46,3) H
149 (16,4) ; 133 (11,4)
PMR-spektrum (Plaat 23)
T = OH:1,33(br. s, OH) ; H4:2,13(s, 1H) ;
H6:2,40(d, 1H, J2,2) ;3 H6':2,72(s, 1H) ;
H8:2,90(s, I1H) s H5:3,23(d, 1H, J2,2) ;

H3':3,43(s, 1H) ;
=CH,:5,40 en 5,70(2dd, 2xIH, J _,

- cls
OMe:6,20(s, 6H)

3.31 Erosone (166)

-CH=:3,88(t, I1H, J . 10,5 en J
—_ c1ls tr

10,5, Jtrans 17 en J

gem

1);

2-(2-Hidroksi—4,5-dﬁnetoksifenie1)-2-vinie1benso[1,2—b:5,4—b']

difuran—3[_2H ]—oon (165) (80 mg) is oornag by 100° in droé piridien

(3 ml1) in 'n geseélde glasbuis verhit.

eter 97:3 (v/v) en

KC in chloroform :

ans

Verwydering van die oplosmiddel,

herkristallisasie uit chloroform

17);
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het liggeel kristalle (53 mg),spt. 214 - 216°, (lit. -2 spt. 218°)
gelewer.
_‘]

IR vmaks (sm ) 1685, 1635, 1525, 1475
uv Amaks (nm) 340, 276, 305;

log ¢ 3,41, 3,85, 3,51
Akkurate massa': Vereis vir C20H1606 : 352,095

Gevind : 352,096

PMR-spektrum (Plaat 22)

T = H11:1,78(s, 1H) ; H2':2,45(d, 1H, J2) ;
H8:2,95(s, IH) : s H1:3,23(s, IH) ;
H3':3,28(d, 1H, J2) s H4:3,53(s, 1H) H
H6a:4,95(m, 1H) ; H6 aks:5,34(d, IH, J13) ;
H6ekw: 5,83(dd, 1H, J13) ; HI2a:6,10(d, 1H, T6a, 1225

OMe:6,22 en 6,27(2s, 2x3H)

3.32 12a-Hidroksi-erosone (167)

By erosone (lgg) (25 mg) in etanol (50 ml) is 10% natriumhidroksied-

oplossing (1 ml) gevoeg. Suurstof is vir 12 uur deur die oplossing

geborrel terwyl magneties geroer is. Die reaksiemengsel is aangesuur
met verdunde soutsuur en geékstraheer met etielasetaat. Die gekombi-
neerde ekstrakte is agtereenvolgens gewas met natriumbikarbonaatoplos-
sing, water en gedroog oor natriumsulfaat. Verwydering van die oplos-—
middel gevolg deur KC in chloroform: eter 97:3 (v/v) het 12a-hidroksi-

erosone (167) (20 mg) as geel naaldjies uit chloroform/eter, spt.

185 - 187°, gelewer.
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IR : v (sm™') 3508, 3200, 1692, 1630, 1595, 1515, 910

maks

uv Amaks (nm) 277, 306, 330;

log ¢ 3,82, 3,56, 3,42
Akkurate massa : Vereis vir C20H1607 : 368,099
Gevind : 368,010
Analise ¢ Vereis vir C20H1607 : ZC = 65,21 7H = 4,37
Gevind : ZC = 65,11 7ZH = 4,52
MS-spektrum (Plaat 72) :
m/e : 368 (M': 29,77) ;350 (1,9)
*208 (100) 3 207 (22,7) 3
193 (15,3) 3 165 (5,3) 5
161 (26,5) ; 160 (15,4)
132 (5,2)
PMR-spektrum (Plaat 21)

T = Hl11:1,87(s, 1H) ; H2':2,52(d, IH, J2) ;
H8:3,05(s, 1H) ; H3':3,34(d, 1H, J2) ;
H1:3,52(s, 1H) ; H4:3,57(s, 1H) ;
12a-0H:5,67 (br.s, OH) ; Hé6aks, 6 ekw en 6a:5,50(m, 3H) ;

OMe:6,28 en 6,38(2s, 2x3H)

3.33 12a-Asetoksi-erosone (168)

Asetilering van 12a~hidroksi-erosone (167) (20 mg) met asynsuuranhidried

in piridien (2 ml) het 12a~asetoksi~erosone (168) (19 mg) as liggeel olie

gelewer.
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Akkurate massa : Vereis vir C22H1808 : 410.100

Gevind

410.101

Analise :  Vereis vir C22H1808 : ZC = 64,38 7ZH

Gevind

MS-spektrum (Plaat 73) :

m/e : 410 (M': 36,9)
350 (57,8)
321 (8,5)
208 (92,8)
193 (7,7)
190 (6,4)

160 (5,8)

PMR-spektrum (Plaat 20)

T = HI1:1,77(s, 1H)
H8:2,98(s, 1H)
H3':3,25(d, IH, J2,2)
H6a:4,53(m, 1H)
Hbekw:5,67(dd, 1H, J

aks, ekw
OAc:7,87(s, 3H)

3.34 Neobanoon (i)

%C = 64,22 7H

351 (20,2)
349 (8,9)
250 (100)
207 (27,3)
192 (15,3)

161 (4,2)

;- H2':2,47(br.d, 1H, J2,2);

H1:3,12(s, 1H)
H4:3,50(s, 1H)
Hbaks:5,38(dd, 1H, Jaks,ekw
OMe:6,20 en 6,25(2s, 2x3H)

Metilering van 12a-hidroksi-erosone (167) (10 mg) met metieljodied en

kaliumkarbonaat in droé asetoon het neobanoon (4) (7 mg) as liggeel

olie gelewer wat volgens PMR- en MS-spektra identies is met die gelso-

leerde natuurprodruk (sien 3.12).
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E. Totaalsintese van ambanol (43)

3.35 2-Hidroksi-4,5-metileendioksibensaldehied (169)

Droé soutsuurgas is vir 4 uur deur 'n mengsel van 3,4—metileendioksifénol
(10 g), waterstofsianied (14 ml), droé eter (200 ml) en sinksianied (12 g)
by 0° geborrel. Nadat die reaksiemengsel vir 'n verdere 12 uur by -5°
gehou was, is die groen vaste stof affiltreer, gewas met eter, opgelos

in water (150 ml) en op 'n stoombad vir 30 min. gehidroliseer. Stoom-
distillasie vir 5 uur het 2-hidroksi-4,5-metileendioksibensaldehied

(169) (7,7 g) gelewer wat as wit naalde uit eter gekristalliseer het,

spt. 125 - 126° (Lit. >° spr. 125 - 126%).

M* o 166
PMR-spektrum (Plaat 52)

T = OH:-1,18(s, OH) ; CHO:0,32(s, 1H)

we

H6:3,15(s, 1H) ; H3:3,54(s, 1H)

OCH20:3,97(s, 2H)

3.36° 2-Metoksi-4,5-metileendioksibensaldehied (170)

Metilering van 2-~hidroksi-4,5-metileendioksibensaldehied (169) (2 g)
met dimetielsulfaat het 2-metoksi~4,5-metileendioksibensaldehied (170)
(1,8 g) as fyn naalde uit metanol /heksaan, spt. 113 - 114° (1lit. 376
11,5 « 112°) gelewer.

M ;180

PMR-spektrum (Plaat 51)
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T = CHO:-1,03(s, 1H) ; H6:3,10(s, 1H) :
H3:3,44(s, 1H) ; OCH20:3,97(s, 2H) 3

OMe:6,10(s, 3H)

3.37 2-Metoksi-2'—metoksimetoksi—4,5-meti1eendioksi—4',5',4",5"—

furanochalkoon (171)

'n Mengsel van 5-asetiel-6-metoksimetoksibensfuraan (Léé) (1 g)

(sien 3.18 - 3.20) in etanol (15 ml) en 70% (g/v) waterige kalium-
hidroksied (10 ml) is vir 15 min. by kamertemperatuur geroer.
2—Metoksi—4,S-meti1eendiok§ibensa1dehied (lzg) (820 mg) in etanol

(10 ml) is bygevoeg waarna die reaksiemengsel vir 18 uur geroer is.
Verwydering Qan die oplosmiddel onder verminderde druk, KC in benseen:
heksaan : etielasetaat 5:5:3 (v/v) en herkristallisasie uit metanol
het 2-metoksi—2’—metoksimetoksi-4,5-meti1eendioksi—4',5',4",5"—

furanochalkoon (171) (1,1 g) as heldergeel naalde, spt. 119 - 121°

gelewer.
IR v (sm™ 1) 1665, 1630, 1605, 1580, 1515,
maks
1470, 1285
uv : 2 (nm) 370, 305, 275;
maks

log e 4,21, 4,11, 4,19

Akkurate massa : Vereis vir C..H. .0 : 382,105]

2171877
Gevind : 382,1048
Analise : Vereis vir C2]H]807 :  %C = 65,96 ZH = 4,74
Gevind : ZC = 65,89 ZH = 4,79
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MS-spektrum (Plaat 81)

m/e : 382 (M' : 23,4%) ; 352 (100)

351 (16,5) 5 337 (65,8) ;
338 (19,7) | 5 321 (9,5)
307 (11,6) 5 205 (11,7)
177 (10,4) ; 161 (66,9) ;
147 (12,6) ;133 (18,7)

PMR-spektrum (Plaat 50)

T = Ha:2,00(d, 1H, J15) 3y H6':2,20(s, 1H) R
H2":2,42(d, IH, J2,2)’ ; H3':2,64(s, 1H) ;
HB:2,79(d, 1H, J15) 3 H6:2,94(s, 1H) 3
H3":3,27(d, 1H, J2,2) ; H3:3,52(s, IH) ;
OCH,0:4,07(s, 2H) ; OCH,0CH;:4,74(s, 2H)  ;
OMe:6,25(s, 3H) ; OCHZOCE3‘6’50(S’ 3H)

3.38 2'—Metoksi~4',5'—meti1eendioksi—6,7,4",5"—furanoisof1avoon

(dehidroneotenoon) (44)

2—Metoksi—2'—metoksimetoksi—4,5—meti1eendioksi—4',5',4",5"—furano—
chalkoon (lZl) (670 mg) gesuspendeer in droé metanol (100 ml), is
met tallium (III) nitraat (1,1 g) vir 18 uur geroer 207. Die reaksie-
mengsel is vervolgens opgewerk soos in 3.29 om na KC in chloroform :
eter 97:3 (v/v) dehidroneotenoon (&ﬁ) (380 mg) te lewer, spt. 236 -

24

238° (1it, spt. 240 - 241°), Die fisiese data van hierdie sinte-

tiese produk, is ooreenstemmend met di& van die natuurproduk (sien

3.12),




3.39 Ambanol (43)

Reduksie van dehidroneotenoon (44) met natriumboorhidried by 60°C

op soortgelyke wyse as in 3.13a het 'n mengsel van die optiese isomere,

(43a), (43b), (43c) en (43d) van ambanol gelewer (sien 3.13).
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F. Pogings tot die totaalsintese van ambonaan (32)

3.40 2-Hidroksi-3,4-dimetoksibensaldehied (172)

Herhaling van die Gattermanreaksie (sien 3.25) op 2,3-dimetoksifenol
(10 g) het 2-hidroksi-3,4-dimetoksibensaldehied (172) (7,7 g) as room-
kleurige naalde na KC in benseen : heksaan : etielasetaat 5:5:3, spt.

71 - 72° gelewer.

M 182

PMR-spektrum (Plaat 63)

T = OH:~1,12(s, OH) ; CHO:0,24(s, 1H) ;
H6:2,70(d, 1H, J9) ; H5:3,40(d, 1H, J9) ;

OMe:6,09 en 6,14(2s, 2x3H)

3.41 2-Metoksimetoksi-3,4-dimetoksibensaldehied (173)

Deur die eksperimentele prosedure vir metoksimetilering soos in
3.21 te gebruik, is 2-metoksimetoksi-3,4~-dimetoksibensaldehied (173)
in 787 opbrengs as wit plaatjies (spt. 48 - 500) vanaf 2-hidroksi-

3,4-dimetoksibensaldehied (172) verkry.

Akkurate massa : Vereis vir C, H ,0 : 226,084

1171475
Gevind : 226,083
Analise : Vereis vir C”HMO5 : 4C = 58,40 7H = 6,23
Gevind :  %C = 58,24 ZH = 6,29
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PMR-spektrum (Plaat 64)

T = CHO:-0,96(s, 1H) ; H6:2,33(d, IH, J8,5) ;
H5:3,20(d, 1H, J8,5) : OQEZOCH3:4,70(S, 2H) ;

OMe:6,05 en 6,13(2s, 2x3H) ; OCHZOCE3:6,41(S, 3H)

3.42 2,2'-Dimetoksimetoksi—3,4—dimetoksi—4',5',4",5"—furanocha1koon

(174)
Kondensasie tussen S—ésetiel-6~metoksimetoksibensfuraan (156) (1,14 g)
(sien 3.17 - 3,21) en 2~metoksimetoksi-3,4—dimetoksibensa1dehied (173)
(1,17 g) volgens die metode by 3.28 het 2,2'-dimetoksimetoksi~-3, 4

dimetoksi-4',5' 4", 5" furanochalkoon (174) (1,41 g) as geel plaatjies

na KC in chloroform : eter 97:3 (v/v) spt. 182 - 1840, gelever.
IR : v (sm™) 1665, 1625, 1605, 1580, 1520,
maks
1480, 1290
uv Amaks (nm) 372, 305, 270;
log ¢ 3,97, 3,81, 4,01

Akkurate massa ; Vereis vir C..H. 0 : 428,147

2372478
Gevind : 428,146
Analise ¢ Vereis vir C23H2408 : %C = 64,47 7H = 5,64
Gevind :  7C = 64,35 ZH = 5,75
MS-spektrum :
m/e o+ 428 (M": 2,37) ;383 (18,6) ;
367 (24,8) H 351 (35,9) 5
323 (12,5) : 322 (21,2) H

223 (3,5) 5 205 (100) ;
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192 (21,2) ; 191 (25,1)

177 (10,2) : 161 (40,2)
PMR~-spektrum (Plaat 65)

T = Ha:1,95(d, 1H, J15) ;3 H6':2,15(s, 1H)

H2":2,35(d, 1H, J2,2) ; H6:2,54(d, IH, J8,5)

H3':2,57(s, 1H) ; HB:2,64(d, 1H, J15)

H5:3,22(d, 1H, J8,5) ; H3":3,22(d, 1H, J2,2)

OCH,0CH,:4,70 en 4,79(2s,2x2H); OMe:6,10 en 6,14(2s,2x3H)

OCH,0CH,:6,47 en 6,54(2s, 2x3H)
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G. Struktuurondersoek van genistein—7-D—xilosiel-B—D—glukosied (55)

en daidzein-7-D-xilosiel-g-D-glukosied (56) uit N. amboensis

3.43 Hidrolise van genistein- en daidzein-7-D-xilosiel-B-D-glukosied-

hepta~-asetaat (55a) en (56a)

(55a) en (56a) is vir 4 uur by 96° verhit in 'n mengsel van metanol
en NHAOH. Die mengsel is afgekoel en aangesuur met verdunde HCI.
Verwydering van die oplosmiddels het (éé) en (ég) as geel olie en

geel kristalle (spt. 226 - 2290) onderskeidelik gelewer.

3.44 Hidrolise van genistein- en daidzein-7-D-xilosiel-g-D-glukosied

(55) en (56). Vorming van trimetielsilielderivate van die

suikers.

(22) en (éé) is 6 uur by 96° verhit in 'n mengsel van 6N HZSO4 en
metanol 44. Die mengsel is geneutraliseer met KZCO3 en die oplos-

middels is verwyder.

By die droé suikermengsel (20 mg) is 1,5 ml "Tri-Sil 'z'" (1,5 mg
N-trimetielsilielimidasool/1 ml piridien, verkry vanaf Pierce Chemical
Company) gevoeg en die mengsel is verhit by 60 - 70° totdat die vaste
stof volledig opgelos het (die TMS-derivate het binne 'n paar minute

volledig gevorm).

3.45 Gaschromatografiese bepaling van die TMS-derivate van glukose

en xilose

Die TMS-derivate is direk na bereiding onderwerp aan gaschromatografie.
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Met behulp van 'n 80/100 Supelcon AW-DMCS kolom by 155° (isotermies),

is die suikerkomponente na verdunning met heksaan bepaal as B-D-glukose-
TMS-eter (T 7.70) en D-xilose-TMS-eter (T 2.07). Die retensietye van
standaard B-D-glukose-TMS-en D-xilose~TMS—eter ("Sugar Sil ™ Kit"
verkry vanaf Pierce Chemical Company) is bepaal met dieselfde kolom

(T B-D-glukose 7.73 en TD—xilose 2.20) en is in goeie ooreenstemming

met di& van die natuurprodukte.
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H. Struktuurondersoek en omskakelingsreaksies van 3,4-gesubstitueerde

flavane

3.46 Metilering van (=)-3",4",7-trihidroksi-2,3-trans-flavaan-3,4-

czs-diol (50)

Metilering van (50) (50 mg) met diasometaan het (-)=3',4",7-trimetoksi-

2,3~trans-flavan-3,4-cig~-diol (1 336 (42 mg) gelewer wat in alle opsigte

identies is met die natuurproduk (sien 3.12 en PMR-plaat 56).

3.47 Asetilering van (-)—3',4',7-trimetoksi—2,3—trans—f1avaan—3,4-cis—

diol (51)

Asetilering van sintetiese en natuurlike (51) met asynsuuranhidried/

piridien het 'n amorfe diasetaat 336 (=)-3",4",7-trimetoksi~2,3~trans—

3,4-cis-diasetaat (175) gelewer.

416

Die PMR-spektrum is afgeneem in CDCl3 (plaat 57) en lewer saam met
literatuurgegewens 'n bevestiging vir die struktuur en relatiewe kon-

“figurasie.

T = H5:2,72(d, 1H, J8) s H5':2,90(d, 1H, J8)
H6':3,10(dd, 1H, J8 en 2) ; H2':3,00(d, 1H, J2)
H6:3,39(dd, 1H, J8 en 2) ; H8:3,47(d, 1H, J2) ;
H4:3,79(d, 1H, J3,3) 3 H3:4,47(dd, 1H, J10,5 en 3,3) ;
H2:4,77(d, 14, J10,3) 3 3'+4'0Me:6,09(s, 6H)
70Me:6,24(s, 3H) . 3 40Ac:7,87(s, 3H)

30Ac:8,17(s, 3H)
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3.48 Metilering van (=)-3',4',7-trimetoksi-2,3-trans-flavaan-

3,4=cis=diol (51)

Metilering van (51) (80 mg) met behulp van dimétielsulfaat het
(—)—3,3',4,4',7-pentametoksi-2,3-trans—3,4—cis—f1avaan (50 mg)
(52) as wit naalde gelewer wat in alle opsigte identies is met
die gelsoleerde metieleter (52) (sien 3.12 en PMR-plaat 58).
PMR-spektrometrie bevestig 'n 2,3-trans-3,4-cis-konfigurasie

10,3 Hz; 3,3 Hz).

Uy .5 3,4 3
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I. Relatiewe toksisiteitsbepalings van sommige rotenoiede

3.49 Spektrofotometrie en reaksiekinetika

Die reaksiesnelheidskonstante (k) vir die reduksie van ferrisito-
chroom ¢ deur nikotienamiedadeniendinukleotied (NADH) is bepaal deur
die verdwyning van ferrisitochroom ¢ by 550 mm te volg in 'n Durrum
vloeistop-spektrofotometer wat gekoppel is aan 'n Tetronix : ossillo-
skoop. Hierdie apparaat ('n skematiese voorstelling word gegee in
figuur m) word gebruik vir reaksies met 'n halfleeftyd van 5 millise-
kondes tot twee minute. Die oplossings wat moet reageer, word vinnig
vanuit twee aparte silinders, F en G, onder 400 kPa druk in sel I gepers,
waar die reaksie plaasvind. Menging van die reagense vind binne 1
millisekonde in H plaas en die reaksieverloop word onmiddellik op die
ossilloskoop N geregistreer. Waardes vir optiese digtheid (A) by
verskillende tye is verkry vanaf polaroid foto's van die skerm van

N (figuur m).

3.50 Voorbereiding van die Asolectin en sitochroom-c-reduktase

Asolectin ('n kommersiéle fosfolipied, verkry van Associated Concentrates,
Inc., Woodside, New York) is opgelos in n-butanol wat 2 mg kaliumdeoksi-
cholaat per 1 mg asolectin bevat. Hierdie oploésing is gedialiseer

vir twee weke teen 200 volumes van 'n oplossing wat 0,01 M tris
(hidroksimetiel) aminometaan (tris-HCl), pH8,en 0,001 M EDTA in water
bevat en wat daagliks vervang is. Die fosfolipied-suspensie is vir

10 minute teen 40,000 omwentelinge per minuut gesentrifugeer op 'n

Beckman Model L3-40 ultrasentrifuge waarna die oordekkende vloeistof
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vir 30 min, met 'n Branson Sonic/Sonifier B-12 gedisperseer is.

Al die bogenoemde prosedures is uitgevoer in 'n kouekamer by 5%.

'n Paar minute voor die reaksie begin is, is 1,6 mg ferrisitochroom—-c—
reduktasie (tipe I, verkry vanaf Sigma) opgelos in 10 ml van 'n
waterige oplossing wat 0,05 M tris-HCl, pH8:; 0,67 M sukrose en 0,001M
histidine bevat.

3.51 Prosedure

'n Mengsel van die volgende oplossings is gemaak : 0,4 ml 1,0 M kalium-

fosfaatbuffer, pHS; 0,4 ml 0.1 M natriumasied; 1,2 ml 1% ferrisito-

chroom ¢; 0,4 ml asolectin (in 0,001 M EDTA); 0,5 ml 0,01 M NADH;

en met gedistilleerde water verdun na 10 ml. Hierdie oplossing en die
ensiem is onderskeidelik in silinders F en G van die vloeistop-apparaat
geplaas en toegelaat om 38° te bereik. Die reaksie is begin deur 0.25
ml van beide van die oplossings deur te skiet na sel I terwyl dit
gevolg is vir 40 sekondes. 'n Grafiek van 1n AV teen tyd het die
reaksiesnelheidskonstante (sien 4.16) vir die bepaalde reaksie gegee

(figuur o).

Bogenoemde prosedure is herhaal waar verskillende konsentrasies van
twaalf rotenoiede (in etanol) by die ensiemoplossing gevoeg is, In

'n tipiese geval is 0,2 ml 5 x 10_4 M rotenoon by 5 ml ferrisitochroom-
c-reduktase-oplossing gevoeg en die oplossing vir 15 min by kamertem-

peratuur geinkubeer voordat die reaksie begin is,




"SSP svesceenetrosses

1igbron'

monochromator

spuite wat uitgangstowwe bevat

vlcei-inisieerder

silinders waaruit reagerende vloeistowwe gepers word

sel waarin vermenging binne ! millisekonde plaasvind
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dreineringsisteem




K - stop-silinder

L - sneller-skakelaar

M - ligstraal-versterker
N - ossilloskoop
(—) - klep

A ligbaan

= - vloeipad




Bespreking

A. Struktuuropklaring en stereochemie van 12a-gesubstitueerde-

en dehidrorotenoiede uit N. amboensgis (Schinz). Totaalsintese

van neobanoon

4.1 Die struktuur en chemie van neobanoon (i)

Herhaaldelike kolom- en preparatiewe dunlaagchromatografie op die

benseenekstrak van V. amboensis het gelei tot die isolasie van
neobanoon (4) as 'n liggeel olie. Akkurate massabepaling sowel

as verbrandingsanalise het op die molekul&re formule C2]H]807

gedui.

e . 321 . w
'n Positiewe Durhamtoets het op 'n moontlike rotenoledskelet
gedui waarna gepoog is om die maksimum inligting te verkry deur die
aanwending van moderne fisies-chemiese tegnieke terwyl finale

struktuurbewys deur middel van sintese verkry is (sien 4.2).

Die UV- en IR-spektra het op die teenwoordigheid van 'n o,B-versadigde

1

karbonielgroep gewys (Amaks 275 nm; log ¢ 4,80 en v__ 1680 sm_ ),

Co
terwyl die PMR-spektrum (Plaat 19) 'n rotenoiedskelet bevestig het.

Die hoeveld singuletpieke by 16,17 (s, 3H) en 16,24 (s, 3H) is onder-

skeidelik aan die twee metoksigroepe op posisies C2 en C3 van die A-ring
toegewys. Normaalweg sou verwag word dat hierdie seine opmekaar val,

maar as gevolg van asimmetriese skerming, vind ons dat die lyne geskei
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is 75. Hierdie skeiding van seine kom veral voor by 'n onnatuurlike

12a-spiro-B/C-sisteem waar die chemiese verskuiwing tot 0,23 d.p.m

kan wees

Die twee aromatiese protone H1(t3,33) en H4(3,46) van ring A resoneer

as skerp enkelseine soos verwag. Aangesien die posisie van die H4-

sein minder varieer by strukturele veranderinge op C12 en Cl2a as HI,
verskyn eersgenoemde by 'n nagenoeg vaste posisie by die meeste rote-
noiede (Tabelle 2 en 3). Die posisie van H! verskaf sodoende waarde-
volle inligting in verband met die geometrie van die B/C—ringaansluiting75
In die geval van neobanoon dui HI se absorpsie dan ook eenduidig op 'n

cts-B/C-ringaansluiting.

Hierbenewens dui die PMR—épektrum verder op die teenwoordigheid van nog
twée aromatiese protone (11,76 en 3,00) wat as skerp enkelseine resoneer
en wat dus 'n line@re aansluiting van ringe D en E rugsteun. Die E-ring
van neobanoon is 'n furaanring wat duidelik deur PMR- en MS-spektroskopie
bevestig word. Kenmerkend van die furaanring is die AB-sisteem wat
gevorm word deur H2' en H3' wat as twee nou doeblette by 12,44 en 3,34 |
(J2,2) 332 voorkom. H2'" verskyn by laer veld as H3', aangesien ring-
stromingseffekte veroorsaak dat 'n elektronryk punt op . die C2'-posisie

geskep word. Die H3'-sein is effens verbreed as gevoig van langafstand-

koppeling met H8 350’351.

H8 en HII verskyn by 'n effens laer veld as
normaal (r1,76 en 3,00), aangesien ringe D en E 'n bensofuraanringsisteem
vorm wat 'n 10T-aromatiese sisteem is waarin die heteroatoom twee elek-

. . . 352 . .
trone tot die aromatiese sisteem bydra . Die effek van die suurstof-

atoom is om die twee koolstofatome naasliggend daaraan relatief elektron-

ryk te maak terwyl die koolstofatome van die benseenring relatief




elektronarm gelaat word 352 en aangesien dit bekend is dat die

substituente van elektronarm koolstofatome by laer veld as normaalweg
voorkom 353, verklaar dit die effens laer veld waarby H8 en HII

resoneer,

Die heterosikliese protone van ringe B en C by die rotenoiede vorm 'n

12,354 .
. Aangesien

baie komplekse, dog karakteristieke ABCD-sisteem
daar by die meeste rotenolede oorvleueling van hierdie sisteem met

die metoksiseine plaasvind, is dit besonder moeilik om deur middel van
analise van die spin-spin-koppelingsisteem enige afleidings in verband
met die geometrie van die B/C-ringaansluiting te maak. 'n Faktor wat

bydra tot hierdie probleem is dat die seine baie verbreed is en gevolg-

lik bemoeilik dit die bepaling van die koppelingskonstantes.

Aangesien hierdie ABCD-patroon met 'n ABC-sisteem (t5,03; m, I1H en
15,37; m, 2H) vervang was in die PMR-spektrum van neobanoon, was dit
voor die handliggend dat die alifatiese metoksigroep (16,44; s, 3H)

op die Cl2a-posisie geplaas kon word. Hierdie toesegging is verder
onderskryf deur 'n vergelyking met die PMR-spektra van 12a-metoksirote-—

noon en 12a-metoksidolineoon (Tabel 3).

Die identifikasie en plasing van die onderskeie substituente aan die
rotenoledskelet is verkry aan hand van die fragmentasiepatroon (Plaat
69) van neobanoon in die massaspektrometer. Die molekulére ioon (M+)
by m/e = 382 is in ooreenstemming met die voorgestelde formule van

C, H,g0-, en gee deur 'n R.D.A-splyting van die CI2-Cl2a- en C6a=07-

2171877
bindings oorsprong tot brokstukke a (m/e = 160) en b (m/e = 222) wat

as basispiek voorkom. Hierdie bindings word geredelik gebreek; een
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. .. . 83a .
1s bensilies en ook o tot 'n karbonielgroep , en laasgenoemde is a

83b

tot 'n etersuurstof . Fragmente ¢ (m/e = 221) en d (m/e = 207)
ontstaan deur H' en CHB' verlies vanaf die basispiek respektiewelik,
terwyl fragment e (m/e = 132) uit a ontstaan deur CO verlies. Eers-

genoemde uitsplitsing van 'n waterstofradikaal is 'n uitsonderlike

oorgang en word bevestig deur 'n metastabiele piek by m/e = 221,5.

'n Vergelyking van die PMR-spektra en SD-kurwes van neobanoon (Plate
19 en 67) met ander 12a-gesubstitueerde rotenolede het 'n ets-B/C-
ringaansluiting bevestig en gevolglik is die absolute konfigurasie as

die normale (+)-[6as, 12aS] bepaal.

Rasionalisering van die voorafgaande data het gelei tot die volgende

struktuurvoorstelling vir neobanoon (4)

4.2 Die totaalsintese van neobanoon (4)

Die sintese van neobanoon is veral gestimuleer nadat voorlopige toksi-

siteitstoetse™ 'n besonder hoé biologiese aktiwiteit vir hierdie ver-

( *Hierdie toetse is uitgevoer deur Prof. P.H. Hewitt, Departement

Entomologie, U.0.V.S.)
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binding aangedui het, Die gesamentlike voorkoms van neobanoon (4)
. . . . 261,262

en dehidroneotenoon (44) in N. amboensis en Crombie et al.

se bevindings dat [ 2'- ]4C] -metoksi-isoflavone as biogenetiese

voorlopers tot [6- 14C] -rotenoiede dien, het daartoe gelei dat die

sintese van neobanoon (4) op 'n biogeneties-georiénteerde roete vig

chalkoon en isoflavoon as tussenstappe aangepak is.

Die sintese van chalkoon (lzg) met 'n bensofuraan A-ring was die eerste
oogmerk. 6-Hidroksi-2,3-dihidrobensofuran-3-oon (152) is deur 'n
Friedel Crafts-reaksie met resorsinol en chloroasetielchloried in
nitrobenseen berei. Huang-Minlon reduksie op (152) het 'n bevredigende
opbrengs 6-hidroksi-2,3~dihidrobensfuraan (53) (plaat 30; OH : 14,00,
br.s) en spoorhoeveelhede 6-hidroksibensofuraan (122) gelewer, wat 'n

15 - 207 hoer opbrengs was as die alternatiewe metode vaﬁ katalitiese

hidrogenering op dieselfde verbinding. Hoeschkondensasie van (22)

het die 5-asetielderivaat (154) (plaat 29; COCH

3 ¢ 7,47, s) gelewer.
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DDQ-oksidasie op (154) het S5-asetiel-6-hidroksibensofuraan (155)
(plaat 28; H2 : 12,50 en H3 : 13,32, d, J2) gegee wat die A-ring

brokstuk verteenwoordig.

Aanvanklike pogings tot sintese van 2-hidroksi-4,5-dimetoksibensalde-
hied (160) [B-ring fragment] via 'n aanvanklike Elbs-oksidasie van 2-
hidroksi-4-metoksibensaldehied, het misluk toe die selektiewe metilering
van die reaksieproduk ondanks talle pogings nie geslaagd uitgevoer kon
word nie. 'n Alternatiewe sintese het die volgende stappe behels

(a) nitrering van veratrool (lgg) om 3,4-dimetoksinitrobenseen (121)

te gee;
(b) reduksie met NaZS na 3,4-dimetoksi-anilien (158) (Ngz : 16,45, s5);

(c) omskakeling deur diasotering na 3,4~dimetoksifenol (159) (plaat 34;

b

OH : 14,00 - 5,00), en

(d) formilering van die fenol deur middel van 'n Gattermanreaksie om
2-hidroksi-4,5-dimetoksibensaldehied (160) (plaat 33; CHO : 10,03,

s) in redelike opbrengs te lewer.

OMe

OMe
(157) R] = NO2 3 R2 = H
(158) : R] = NH2 ; R2 = H
(159) R] = OH 5 R2 = H
(160) R1 = 0H 3 R2 = CHO
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Pogings tot die kondensasie tussen brokstukke A (155) en B (160) om
chalkoon (176) te vorm, was aanvanklik onsuksesvol. Verskeie werkers
het hierdie probleem teengekom en dit is oorbrug deur beskerming van
die 2'-hidroksifunksie. As gevolg van die skynbare gemak van vorming

. . . . . 355-357 . . .
en hidrolise van metoksimetoksi-derivate » het hierdie beskermings-
tegniek aanloklik voorgekom. Ten spyte van 'n hele aantal verskillende

355-357

metodes was die daarstelling van 'n metoksimetoksiderivaat uit

brokstuk A onsuksesvol.

Hierdie probleem is suksesvol opgelos deur gebruik te maak van die vermoé

van "Crown" eters om alkalimetaal soute op te los in nie-polare oplos-

middels 358. Die gebruik van 18-Crown-6 het verseker dat die opbrengs

van die metoksimetoksiderivate besonder goed was (79 - 84%) 343. Die
teenwoordigheid wvan die metoksimetoksigroepe in beide (156) en (161)
blyk duidelik uit die PMR-spektra (plate 27 en 32). By 5-asetiel-6-
metoksimetoksibensfuraan (156) resoneer die alifatiese metoksigroep by
16,47 (s, 3H) en die OCH2 verskyn as 'n skerp enkelsein by 14,70 (s, 2H).
4,5—Dimetoksi—2—metoksimetoksibensaldehied (lgl) toon soortgelyke

absorpsies by 16,47 (s, 3H) en t4,73(s, 2H).

O !

OCH,OCH, CHOC OMe

(156) (161)
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Die Aldolkondensasie tussen (156) en (161) het die chalkoon (162) in
70% opbrengs gelewer wat ten volle onderskryf word deur die PMR-spektrum
(plaat 26). Diagnosties van trans-chalkone is Ha en HB wat onderskeide-

lik by 71,98 en 12,73 resoneer as doeblette (Jvis 15 Hz).

Die massaspektrum van (162) het die struktuur volledig onderskryf met

359,360 by

die verwagte basispiek m/e = 205, wat vorm deur splyting van

die karboniel-a-C-binding.

R = OCHZOCH3

(162)

Oksidatiewe herrangskikking van chalkoon (lzg) na die isoflavoon (lgg)
met tallium (III) nitraat 207, het in alle gevalle waar die 2- en 2'-
metoksimetoksigroepe verwyder was v&dr omskakeling, misluk. In teen-
stelling hiermee het die omskakeling van (162) 'n mengsel van 'n hele
aantal produkte gelewer waarvan die isoflavoon (163) die hoofkomponent
was. Die PMR-spektrum met karakteristieke laeveld proton by C2
(t1,47, plaat 25) en massaspektrum wat die verwagte R.D.A-fragmentasie
na £ (m/e = 161) en g (m/e = 178) (Plaat 70) toon, het die struktuur

van (163) bevestig.




Die aroielbensfuraan (164), is as neweproduk gelsoleer waar die H2
(t1,47) absorpsie van die isoflavoon (163) vervang is deur 'n singulet
by 12,84 in (164) (Plaat 24). Hierdie enkelsein is tueges@ aan die

2-proton van die bensfuraan na analogie van die werk gedoen deur Farkas

et al. 207.

McKillop et aZ.l65 het aangetoon dat die oksidatiewe herrangskikking van

a,B-onversadigde ketone via 'n asetal-tipe tussenstap ringsluiting in
suurmedium ondergaan na die ooreenstemmende isoflavoon. Die meganisme

kan moontlik as volg voorgestel word :

TI\(NO3)2

s2- diariel-3,3- -dimetoksipropan-
I-oon
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Reaksie van dimetielsulfoksoniummetilied met isoflavoon (163) het

die nuwe 2-vinielkumaran-3-oon (165) in 83% opbrengs gelewer. Akkurate

massabepaling sowel as verbrandingsanalise het die molekul&re formule

as C20H1606 bevestig, Brokstukke h (m/e = 161), i (m/e = 191),

J (m/e = 192) en k (m/e = 337) in die massaspektrum kon almal gerasiona-

liseer word vanaf die voorgestelde struktuur (Plaat 71). Die PMR-
spektrum (plaat 23) het die struktuur (165) bo alle twyfel gestel.
Die furaanring was identifiseerbaar deur twee nou doeblette by 73,23
(H5) en 2,40 (H6) (J2,2) terwyl die vier aromatiese protone as enkel-
seine by 13,43 (H3'), 2,72 (H6'), 2,13 (H4) en 2,90 (H8) voorkom.

Die vinielgroep is gekarakteriseer deur 'n doeblet (Jcis 10,5 en

Jtrans 17) by 13,88 (I1H) en twee dubbel doeblette (JCis 10,5,

Jtrans 17 en Jgem 1) by 15,40 en 5,70 (1H elk) terwyl die oorblywende

absorpsies by 11,33 (uitruilbaar met D20) en 16,20 aan die hidroksi-

en metoksigroepe onderskeidelik toeges® is.

Verhitting van kumaranoon (165) vir 24 uur by 100° in droé piridien

het (¥)-erosone (166) gelewer wat onderskryf is deur PMR- en MS-gegewens

(Plaat 22). Die meganisme van hierdie omskakeling is deur Crombie
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et al. 261 as volg gepostuleer :

2
2-viniel~kumaran-3-oon
OH
Intramolekulére herrangskikking
_ ———— Rotenoied

Lugoksidasie van erosone (166) in alkaliese medium het (*)-12a-hidroksi-
erosone (167) as geel naaldjies gelewer. Hierdie oksidasie geskied

waarskynlik vZa die hidroksiperoksiedioon (m) wat gevorm word deur die

87

aanval van molekul@re suurstof op die ioon (1)




Die voorkoms van 'n ABC-sisteem 354 in die PMR-spektrum (plaat 21)

van 12a-hidroksi-erosone (167) by 15,50 (H6 aks, 6 ekw en 6a, m, 3H)

het die 12a-substitusie bevestig en die fragmentasiepatroon was in

ooreenstemming met dié van ander 12a-hidroksirotenolede (Plaat 72).

Die hidroksigroep is chemies aangetoon deur asetilering met behulp
van asynsuuranhidried/piridien om 12a~asetoksi—erosone ngg) te lewer,
soos geblyk het uit die opwaartse verskuiwing van die M+—piek met

42 massa-eenhede op die m/e-skaal (Plaat 73). Die PMR-spektrum van
die asetoksiderivaat (168) (plaat 20) toon groot paramagnetiese
verskuiwings (AT = .40 en .97) by Hl en H6a wat bevestig dat die
asetoksigroep op die 12a-posisie moet wees om vir die skermende effek
op Hl verantwoordelik te wees. Die bree singulet van die OH-groep
by 15,67 (D20 uitruilbaar) het ook verval en is vervang deur 'n

singulet (t7,87, 3H).
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Metilering van die 12a~hidroksifunksie met behulp van metieljodied/
asetoon/kaliumkarbonaat het (¥ )-neobanoon (ﬁ) gelewer wat volgens
PMR- en MS-spektroskopie in alle opsigte identies met die opties
aktieye natuurproduk was. By neobanoon (ﬁ) verskyn Hl by heelwat
laer veld (13,33) as by die 12a-hidroksiderivaat (191) (13,52) as
gevolg van die groter skermende effek van die metoksigroep op die

12a-posisie (plate 19 en 21).

Hierdie totaalsintese van neobanoon verteenwoordig die eerste sintese

van 'n 12a-metoksirotenofed.
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4.3 Die struktuur en chemie van 12a~hidroksi-isomillettoon (11)

12a-Hidroksi-isomillettoon (11) (C22H]807) is gelsoleer as 'n kleur-
lose glas en gee 'n positiewe Durham toets. Die UV-spektrum
(Amaks 210, 237, 295 nm; log ¢ 4,50, 4,13, 4,18) en IR-spektrum

(vCO 1675 sm_l) was soortgelyk aan die van ander rotenoiede 326.

Die PMR-spektrum (plaat 35) het kemmerkende absorpsies van die rote-
noonsyketting getoon (Tabelle 2 en 3) (18,22; C—CEB) terwyl die
=CH2—groep as 'n breé doeblet by 14,95 resoneer as gevolg van lang-
afstandkoppeling met die C8'-protone van die metielgroep en protone
op C4' en C5' asook deur oorvleueling met Héa. Die seine by 74,65
(m, 1H) en 16,94 (m, 2H) is onderskeidelik toegeken aan H4' en H5'

(figuur n).

(n)

Die heterosikliese protone Hé6a, H6aks en H6ekw vorm 'n ABC-sisteem
wat oormekaar val (15,43, br.s, 3H) en dui op 'n 12a-gesubstitueerde
rotenoied. H10 (t3,42; d, 1H, J8) en H11 (t2,12; d, 1H, J8) op

die D-ring vorm 'n AB-sisteem en rugsteun die angul@re aansluiting van

ringe D en E, Die karbonielgroep van ring C wat naasliggend tot
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HIl 18, veroorsaak 'n aansienlike paramagnetiese verskuiwing terwyl
HIO0 slegs in 'n baie klein mate beInvloed word. Die chemiese ver—
skuiwing van hierdie sein is meer afhanklik van die aard van die naas-—
liggende suurstoffunksie van ring E, wat diamagneties geskerm word
deur 'n dihidrofuraanring of dimetiel-2H-piraanring 75 en in kleiner
mate deuf 'n furaanring. Hierdie verskynsel is verenigbaar met die
opwekking van ringstroming in laasgenoemde en die skerming van HI10
kan beskou word as 'n kompromie tussen die effek van die naasliggende

suurstofatoom en die ringstromingseffek.

Aangesien die chemiese verskuiwing van 'n metileendioksigroep in feit-

198, 361-364 ..

lik enige tipe van verbinding karakteristiek is
14,00 - 4,10, is die breé singulet by t4,12 (2 H) toegeskryf aan die

teenwoordigheid van sodanige substituent op C2 en C3 van die A-ring

terwyl Hl1 (13,40) en H4 (13,50) as enkelseine resoneer.

Die 12a-hidroksigroep (t5,43, DZO—uitruilbaar) is chemies aangetoon
deur asetilering (Am = +42). Die PMR-spektrum van die asetoksiderivaat
(lgl) (Plaat 36), toon die alifatiese asetielmetiel drieprotonsingulet
(17,855 s, 3H) en die verwagte ontskerming van die I- en 6a-protone

in vergelyking met dié van die hidroksiderivaat (plaat 35).

Die plasing van die onderskeie substituente aan die rotenoiedskelet is

verkry deur die fragmentasiepatroon van 12a-hidroksi-isomillettoon QLL)
(Plaat 74). Die moederioon (M+) by m/e = 394 is in ooreenstemming met
die molekul@re formule en gee oorsprong aan brokstukke 1 (m/e = 203) en

m (m/e = 376). Fragment n (m/e = 192) verteenwoordig die basispiek
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soos algemeen gevind word by 12a-hidroksirotenoiede met 'n metileen-—

dioksisubstituent.

Voortspruitend uit die voorafgaande data is die volgende struktuurvoor-

stelling vir (11) gedoen :

(151) R =

Die PMR-spektrum van 12a-hidroksi-isomillettoon (11) toon 'n cis-

Ac

B/C-ringaansluiting en uit die SD-kurwe (Plaat 68) is die absolute

konfigurasie bepaal as (-)- [ 6aS, 12aS, 5'R]




4.5 Die struktuur en chemie van rotenonocon (10)

Sintetiese rotenonoon (lg) is lank reeds bekend, maar die natuurproduk
is eers onlangs geisoleer 47. Rotenonoon is 'n hoogs onoplosbare stof
wat as heldergeel naaldjies uit dichlooretaan kristalliseer. Die IR~
spektrum bevestig die teenwoordigheid van twee karbonielgroepe

1750 sm—] en v 1630 sm_]).

onversadigde C=0

(vlaktoon C=0

Die PMR-spektrum (plaat'39) toon dat HI (t1,02) by besonder lae veld
resoneer wat in ooreenstemming is met 6a, 12a-dehidrorotenoiede (tabel
3. Die voorkoms van die HIO en Hll-doeblette by relatief laer

waardes (711,85 en 13,01; 2d, IH elk, J=8) vergelyk goed met dehidro-
rotenoon (9) terwyl absorpsies van die rotenoonsyketting op die verwagte

posisies voorkom.

Die massaspektrum van rotenonoon is tiperend van die gewone dehidro-
rotenoiede en weerspieél die stabiliteit van die verbinding jeens elektron-
bombardement deur die verskynsel dat die molekuldre ioon ook die

basispiek verteenwoordig (Plaat 75).

Oksidasie van dehidrorotenoon (9) met n-amielnitriet in asynsuur het 'n

produk gelewer wat in alle opsigte identies was met die natuurproduk (10).
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B.  Struktuuropklaring en stereochemie van isoflavanone, 1Isolasie

van die eerste natuurlike isoflavan-4-ol en 2-metoksi-isoflava-

noon. Totaalsintese van ambanol.

4,6 Die struktuur en chemie van 2',7-dimetoksi-sophorol (41)

2',7-Dimetoksisophorol (41) is as kleurlose naalde (Spt. 134°) geisoléer
en alhoewel hierdie verbinding as sintetiese produk bekend is 179,

verteenwoordig hierdie die eerste geval waar dit as natuurproduk verkry

is.

Die PMR-spektrum (plaat 42) lewer onteenseglike bewys van 'n isoflava-
noonstruktuur deur die karakteristieke chemiese verskuiwing van die
heterosikliese protone (15,65; ABC-sisteem, m, 3H), terwyl die teen-
woordigheid van 'n metileendioksigroep (t4,10, s, 2H) en twee metoksi-
funksies (t6,17 en 6,27, 2s, 3H elk) waargeneem is, Vyf aromatiese :
protone, waarvan drie 'n ABX-sisteem vorm en twee wat para-koppeling
vertoon, kon verder onderskei word. Ten einde vir hierdie koppeling-
sisteme te verantwoord is 'n metoksigroep op C7 van die C-ring geplaas
met die metileendioksigroep en tweede metoksi-funksie op posisies

C4', C5' en C2' onderskeidelik van die A-ring. Die H5-doeblet (ontskerm
deur die 4-karbonielgroep [bevestig deur 'n C=0-strekkingsvibrasie
(1670 sm—]) in die IR-spektrum] verskyn by t2,07, d, J8) terwyl H6
(13,39) as doeblet van doeblette resoneer (J2 en 8) as gevolg van orto-

en meta-koppeling met H5 en H8 (t3,57, d, 1H, J2).

Die massaspektrometriese fragmentasiepatroon (Plaat 76) onderskryf die

voorgestelde struktuur (41) (C M+ 328 - 25%). Fragmentasie

18916%
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van die 0-C2- en C3-C4-bindings vind plaas volgens 'm R.D.A-tipe
splyting en gee oorsprong aan fragmenteo (m/e = 150; die basispiek)

en p (m/e = 178).

Die optiese onaktiwiteit van hierdie verbinding is 'm algemene verskyn-
sel by al die bekende natuurlike isoflavanone en kan moontlik toegeskryf

. 180
word aan keto-enol-toutomerie .

4.7 Die struktuur en chemie van 2'-hidroksi-2-metoksi-4',5"-

metileendioksi-6,7,4",5"-furanoisoflavanoon (42)

'n Vreemde struktuurvariasie van 'n natuurlike isoflavanoon, 2'-hidroksi-
2-metoksi-4',5'-metileendioksi-6,7,4",5"-furanoisof lavanoon (42) is in
lae konsentrasie aangetref in die bol van N. amboensis. Die metaboliet
is as 'n kristallyne verbinding uit die benseenekstrak verkry en lewer

geredelik 'n monoasetaat (177).

Die PMR-spektrum van die verbinding (42) (plaat 43) toon 'n alifatiese

metoksifunksie (76,40; s, 3H), 'n furaanring (12,40 en 3,22; 2d, 1H
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elk, J2,2), 'n metileendioksigroep (t4,07; s, 2H), 'n hidroksigroep

(16,17; br.s, D,0 uitruilbaar) [ bevestig deur 'n OH-strekkingsvibrasie

2

(3250 sm_]) in die IR-spektrum] en vier para-gekoppelde protone waarvan
1]

een ontskerm is na laer veld deur die karbonielgroep [bevestig deur 'n

C=0-strekkingsvibrasie ( 1675 sm—])]

Die heterosikliese gebied vertoon uitsluitlik twee doeblette (in plaas

van die normale ABC-patroon by isoflavanone) as gevolg van die 2'-

metoksifunksie. Die relatiewe 2,3-trans-konfigurasie volg vanaf 'n
vergelyking van die koppelingskonstant (J2 3 12Hz) tussen H2 (T 5,72;

b
d, 1H) en H3(1r5,15; d, 1H, ontskerm deur karbonielgroep). Die spektrum

van die 2'-asetielderivaat (177) toon die asetielmetiel-drieprotonsingulet

by 17,87 (s, 3H).

Massaspektrometrie van (ﬁg) (Plaat 77) en die mono-asetaat (152) bevestig

M" 354 - 347 en C..H..0., M 396 - 327

dle molekul@re massas (C]9H]407, 21H,6%>

onderskeidelik) terwyl fragmentasie hoofsaaklik 'n R.D.A-splyting behels
wat oorsprong gee aan prominente fragment q (m/e = 161) en fragment r

(m/e = 194). Die basispiek (m/e = 149) word gevorm deur agtereenvolgende
verlies van CH3' en CH,0 uit laasgenoemde. Veral opmerklik is die hoé

intensiteit van brokstuk s (m/e = 323; 87Z) wat toe te skryf is aan

gemaklike verlies van die labiele 2-OCH,-groep.

3
Die isolasie van (-)-2'-hidroksi-2-metoksi-4',5'-metileendioksi-6,7,4",5"-
furanoisoflavanoon verteenwoordig nie alleen die eerste voorbeeld van 'n
2-metoksi-isoflavanoon nie, maar is ook die eerste isoflavanoon wat

optiese aktiwiteit vertoon ([a]go - 77,50; plaat 67).
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(42) : R=H

Ac

~
—
~J
~J
~
w
]

4.8 Die struktuur en chemie van ambanol (43)

(+)-Ambanol (ﬁ§)~verteenwoordig die eerste isoflavan-4-ol uit natuur-
like oorsprong en die struktuurvoorstelling daarvan is gegrond op
spektrometriese analises van die vry fenol en sy asetielderivaat (149)
en is gerugsteun deur chemiese omskakelings terwyl 'n sintese die

struktuur (43) bo twyfel gestel het.

Die PMR-spektra van ambanol (43) (plaat 44) vertoon 'n metileendioksi-
groep, 'n furaanring, 'n metoksigroep en vier para-gekoppelde aromatiese
protone. Die teenwoordigheid van 'nm bensiliese hidroksifunksie op

C4 (t8,03; OH, br.s, D20 uitruilbaar) [bevestig deur 'n OH-strekkings-
vibrasie (vOH 2995 sm-l) in die IR-spektrum] is chemies bevestig deur
vorming van 'n monoasetaat (149) (Plaat 45). Die PMR-spektrum toon

die verwagte ontskerming van H4 (ot 1,36). Verdere bewys is verkry
deur die suurgekataliseerde wateronttrekking uit ambanol (43) om die
verwagte 3',4'-metileendioksi-2"-metoksi-6,7,4",5"-furano-isof lav-3-een
(150) (Am = -18, Plaat 78) te lewer. Die PMR-spektrum van (150) (plaat

48) word gekemmerk deur 'n singulet (t4,97; s, 2H) wat in ooreenstemming
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is met dié& van isoflavene

Massaspektrometrie van ambanol (ﬁé) (Plaat 79) en sy asetielderivaat

(149) (Plaat 80) bevestig die molekulére massas (C M+ 340 -

19%16%

187 en C, H, _O,, M 382 - 34%) en die toevoeging van slegs een asetiel-

2171877’
groep. Fragmentasie vind plaas via "n aanvanklike R.D.A-splyting om
onder andere die basispiek by m/e = 178 te gee terwyl die verlies van

H20 uit M+ lei tot fragment m/e = 322,

Die koppelingskonstantes vir die ABXY-sisteem gevorm deur die hetero-

sikliese protone (J 9,5; 4 Hz) van ambanol (43) en (149)

3,4

onderskryf 'n 3,4-cis-konfigurasie met die heterosikliese ring in 'n

2,3

vyfpuntkoplanére konformasie en die dehidrale hoek tussen H3 en H4 ca.
400, wat volgens die Karplusverhouding in ooreenstemming is met die
waargenome koppeling. Die A-ring is ekwatoriaal geleé met die 4-
hidroksifunksie in 'n kwasi-ekwatoriale posisie sodat die groot

waargenome koppeling (J 9,5) toegeskryf is aan die feit dat die

2,3
dehidrale hoeke van die twee H2-protone met H3 ca. 70° en 180°

onderskeidelik is 365. Volgens die Karplusverhouding sal laasgenoemde

'n visinale koppeling van 9 - 10 Hz tot gevolg hé terwyl 'n hoek van

70° 'n baie klein koppeling (ca. 0,2 Hz) sal veroorsaak.




4.9 Die totaalsintese van ambanol (43)

Die finale bewys vir die struktuur van ambanol (43) is deur sintese

gelewer.

2-Metoksi-2'-metoksimetoksi-4,5-metileendioksi-4',5',4",5"-furano-
chalkoon (171) is in goeie opbrengs verkry deur kondensasie van 5-
asetiel-6-metoksimetoksibensofuraan (lég) en 2-metoksi-4,5-metileen-
dioksibensaldehied QLZQ) (plaat 51) in alkaliese medium. Die PMR-
spektrum van (171) (plaat 50) toon Ho en HB by 72,00 en 12,79 onder-
skeidelik as doeblette (IH elk, J15), terwyl die massaspektrometriese

fragmentasiepatroon (Plaat 81) die struktuur onderskryf.

Oksidatiewe herrangskikking van chalkoon (171) met behulp van tallium

(III) nitraat 207 in metanol lewer 2'-metoksi-4',5'-metileendioksi-6,7,4",5"-

furanoisoflavoon (ﬁﬁ) (dehidroneotenoon) in goeie opbrengs. Die fisiese
gegewens van hierdie sintetiese isoflavoon stem in alle opsigte ooreen

met dié van die natuurproduk (sien 3.12).
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0
(170) MeO~" o

Q71

R = 0CH20CH3

337-340 le

wer 'n

Natriumboorhidriedreduksie op dehidroneotenoon (ﬁi)
mengsel van vier optiese isomere (43a), (43b), (43c) en (43d), van

ambanol wat deur preparatiewe DLC geskei kon word in die twee pare

rasemate (ﬁ§a+b) A en (£§c+d) B.

Onderskeiding tussen die 3,4-cis-en-trans-enantiomere is relatief een-
voudig vanweé die groot verskille in die PMR-spektra van hul asetate
(plate 45 en 47). By die 3,4-trans-isomere (149c) en (149d) is die
heterosikliese ring in 'n vyfpuntkoplan@re konformasie met die dehidrale
hoeke tussen H3 en die twee waterstowwe op C2 ca. 60° elk sodat 'n baie
klein visinale koppeling waargeneem word (in ooreenstemming met die
Karplus-verhouding). Hierdie faktor, sowel as die feit dat geminale
koppeling tussen die twee C2-waterstowwe ook klein is, veroorsaak dat H2

(15,55, d, J4) as breé doeblet resoneer. Die 3,4-trans-karakter word
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weerspieél in die koppeling van 4 Hz tussen H3 (t6,37) en H4 (13,74) en

is analoog aan die koppelings wat waargeneem word by die diastereoisome-

riese flavan-3,4~diole 368 Beide die feniel- en hidroksifunksies is

in kwasi-ekwatoriale posisies.

Die PMR-spektrum van die cis-enantiomere se asetate [(149a) en (149b)]

(plaat 45) is identies met dié van die natuurproduk (sien 4.8), sodat

(+)-ambanol (43) dus 'n (+)-3,4-cis-isoflavan-4-ol is. (SD-kurwe :

Plaat 68).
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C. Struktuuropklaring en stereochemie van 'n ba-hidroksipterokarpaan.

Pogings tot totaalsintese van ambonaan (32).

4.10 Die struktuur en chemie van neobanol (34)

Verbinding (34) waaraan die triviaalnaam neobanol toeges? is, het
volgens akkurate massabepaling en verbrandingsanalise die molekul&re

formule C18H1206'

Die PMR-spektrum (plaat 10) het die teenwoordigheid van 'n furaanring,
'n metileendioksigroep, vier para-gekoppelde aromatiese protone en 'n
hidroksifunksie (t5,00; br. s, OH, D20 uitruilbaar) aangetoon.

As gevolg van die afwesigheid van die karakteristieke ABC-patroon van
pterokarpane 198 is die hidroksigroep op C6a gelokaliseer terwyl Hé6aks +

bekw (15,46, s, 2H) en Hlla (14,07, s, 1H) as enkelseine resoneer.

Chemiese bevestiging van die tersi8re 6a~hidroksigroep is verkry deur

die omskakeling van neobanol (34) na neoduleen (35) soos geblyk het uit
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die afwaartse verskuiwing van die M+—piek met 18 massaeenhede op die
m/e-skaal, Die PMR-spektrum van neoduleen (22) (plaat 11) toon die
kenmerkende paramagnetiese verskuiwing (At1,0) van die twee protone op
C6 na laer veld (t4,46; s, 2H) wat altyd waargeneem word by omskakeling

van 6a-hidroksipterokarpane na pterokarpene 214,2]5.

. ~ + . . .
Die molekul@re massa (M' = 324) is bevestig deur massaspektrometrie

(Plaat 82) en 'n fragmentasiepatroon ooreenstemmend met dié van bekende

209,210

6a-hidroksipterokarpane word vertoon waar H'-verlies uit die

moederioon oorsprong gee aan die basispiek by m/e = 323. Die fragmen-—
tasiepatroon is bevestig deur deuteriumuitruiling in die massaspektro-

meter.

Vergelyking van die PMR-spektrum en SD-kurwe van neobanol (34) met dié
van ander l2a-hidroksipterokarpane toon die normale eig-ba, 12a-

geometrie en gevolglik is neobanol se absolute konfigurasie bepaal as

(-)- [ 6aR, 12aRr].
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4.11 Pogings tot totaalsintese van ambonaan (32)

Ambonaan, 'n pterokarpaan met tentatiewe struktuur soos hieronder
aangetoon, is geisoleer uit die heksaanekstrak van N. amboensis.
Weens 'n tekort.aan voldoende materiaal kon die posisies van die
metoksi-funksies op die D-ring slegs met behulp van Ballantine en

1 366 . . ..
Pillinger se teoretiese chemiese verskuiwings bepaal word en ten
einde die struktuur (32) finaal te bevestig is pogings tot die sintese

van ambonaan (gg) van stapel gestuur.

5-Asetiel-6-metoksimetoksibensfuraan (156) is berei volgens die metode
soos reeds beskryf (sien 3.21). 2,3-Dimetoksifenol onderwerp aan 'n
Gattermanreaksie het 2-hidroksi-3,4-dimetoksibensaldehied (172) (plaat
63, 10,24 : CHO, s, IH) gelewer wat omgeskakel is na die ooreenstemmende
metoksimetoksiderivaat (173) (plaat 64 : 4,70 : OCEZ, s, 2H en 16,41 :
OCH,0CH,; s, 3H).

Kondensasie van 5-asetiel-6-metoksimetoksibensfuraan (156) en 2-metoksi-
metoksi-3,4-dimetoksibensaldehied (173) in alkaliese medium het 2,2'-

dimetoksimetoksi-3,4-dimetoksi-4"',5',4",5"-furanochalkoon (174) as
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heldergeel plaatjies gelewer. Die PMR-spektrum van die chalkoon (174)

; (plaat 65) is in ooreenstemming met die verwagte struktuur.

OMe
RO OMe
H
)
(172) : R =H | (174) : R = OCH,OCH,
(173) : R = OCH,OCH,

Ondanks verskeie pogings waar reaksiekondisies gevarieer is, kon die
oksidatiewe herrangskikking na isoflavoon (178) nie suksesvol uitgevoer
word nie. McKillop en Taylor 367 maak ook’melding daarvan dat sémmige
chalkone slegs oorsprong gee aan komplekse mengsels en dat strawwer

reaksietoestande geen oplossing bied nie.
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D. Struktuuropklaring en stereochemie van die eerste 3,4-di-O-metiel-

flavaan

4,12 Struktuur en chemie van 3,4,3',4',7-pentametoksiflavaan (52)

(-)3,4,3',4' ,7-Pentametoksi-2,3-trans~3,4-cis-flavaan (52) is as

kristallyne, hoogs onoplosbare verbinding uit die metanolekstrak van
die bol van N. amboensis na teenstroomverdeling, kolomchromatografie
en herkristallisasie uit ﬁiridien verkry en verteenwoordig die eerste

voorbeeld van 'n flavonoied uit die Neorautanenia spesies.

PMR-spektrometrie van (52) (plaat 58) lewer bewys van twee alifatiese
metoksifunksies (16,58; s, 6H) en drie aromatiese metoksigroepe

(16,24, s, 3H en 16,17; s, 6H) terwyl die substitusiepatroon bevestig
word deur twee en ABC-sisteme vir die A~ en B-ringe onderskeidelik.

Die relatiewe 2,3-trans-3,4-cis-konfigurasie 368 volg uit die koppelings-
konstantes van die heterosikliese ringprotone (J2,3 9,8, J3,4 3,2 Hz).
Die massafragmentasiepatroon van (52) (Plaat 83) verloop soortgelyk as
vir flavaan-3,4-diole 218 en onderskryf die voorgestelde struktuur

(c M 360 - 37%Z). Die basispiek by m/e = 194 word gevorm deur

20%240%
R.D.A-splyting van die moederiocon terwyl die prominente ioon by m/e =

328 (32%) sy oorsprong het deur die verlies van MeOH.

Chemiese bewys vir die struktuur van (52) is uitgevoer deur alkilering
van natuurlike (=)-3',4',7-trimetoksi-2,3-trans-flavaan-3,4-cis~diol (51)
met behulp van dimetielsulfaat/kaliumkarbonaat om pentametoksiflavaan,

'(52), te lewer wat in alle opsigte identies is met die natuurproduk (52).
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Deur 'n vergelyking van die PMR-spektrum en SD-kurwe van (52) (Plaat 68)
met dié van (-)—7,3',4'—trihidroksi-en—trimetoksi—z,3—trans—f1avaan—3,4—
cig-diol (50 en 51) is die absolute konfigurasie van (-)-3,4,3",4",7-

pentametoksi-2,3-trans-3,4-cis-flavaan (52) bepaal as (-)- [ 2R, 3S, 48]

0R‘2
(§_9)2R=R=R=R=R=H

5
(51) : R, =R, =R, =Me ; R, =R_=H

(52) : R, =R, =R, =R, = R_ = Me

Die gesamentlike voorkoms van isoflavonoiede en flavonoiede in N. amboensis
is biogeneties van belang, aangesien dit as moontlike bewys dien dat
flavonoied en isoflavonoied biosintese &6f vanaf dieselfde voorlopers,

6f langs gelyksoortige weé geskied.




E. Isoflavoonglikosides. Analoé verbindings as moontlike biogenetiese

voorlopers

4.13 Genistein-7-D-xilosiel-B-D-glukosied (55) en daidzein-7-D-xilosiel-

B-D-glukosied (56)

Bogenoemde twee glikosides, (55) en (56), is in relatiewe hoé konsentra-
sies uit die metanolekstrak van N. amboensis na teenstroomverdeling en
kolomchromatografie verkry.

Die aglikoongedeelte;, daidzein (178) 369 en genistein (179) 369 is ge-
karakteriseer deur die PMR-spektra 349 van die glikosiedasetate (plate 61
en 62) terwyl die suikers gaschromatografies bepaal is deur die retensie-
tye van die trimetielsilielderivate te vergelyk met dié van referensie-
monsters. (Orde en koppelingspunte tussen glukose en xilose is spekula-

tief).

Vérbrandingsanalises van genistein-7-D-xilose-B-D-glukosied-hepta-asetaat
(55a) en daidzein-7-D-xilose-g-D-glukosied-hepta~asetaat (56a). bevestig

die molekulé@re massas as 040H4202] en C4OH42020 respektiewelik terwyl

massaspektrometrie onteenseglik bewys lewer van die aglikoonstrukture

. . + . . +
(genistein : C]SOSH]O’ M 270 - 100% en daidzein : C1504H]0, M 254 -

100%) .

-




~~
'N
co
g
s
I

H (Daidzein)

~

~J

B

~

7]
|}

OH (Genistein)

(56) : R

daidzein

Qéé) : R genistein

4,14 Dihidrofuraanverbindings

6-Hidroksi-2,3-dihidrobensofuraan (ég) en 0—-0H, a:5(6-metoksi-2,3~
dehidrobensofuraan)-etaan (54), verbindings ooreenstemmend aan die
C- en D-ring hidroksileringspatroon van die meerderheid isoflavonolede
en rotenolede uit N. amboensis onderskeidelik, is uit 'n verrykte

teenstroomverdelingsfraksie van die metanolekstrak geisoleer.

Die voorgestelde struktuur vir (53) vertoon identies(spektrometries)aan
sintetiese 6-hidroksi-2,3-dihidrobensofuraan (22) wat verkry is tydens

die sintese van neobanocon (sien 3.18) (plaat 30).
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0::\OH o)

(53) (54)

OMe

Die PMR-spektrum (plaat 60) van (éi) vertoon, in ooreenstemming met
die substitusie van die aromatiese ring, 'n metoksigroep, twee para-
protone en 'n CHB—doeblet terwyl die AB-sisteem (gevorm deur H2 en H3)
as twee triplette resoneer. Ha verskyn as doeblet van doeblette
(t4,92; dd, IH) terwyl die hidroksifunksie (t7,34; OH, br.s,) beves-

tig is deur deuteriumuitruiling,

4.15 Eenvoudige metaboliete as moontlike biogenetiese voorlopers

Saitoh et al. 370 het aangetoon dat p-hidroksi-asetofenoon as biogene-

tiese voorloper kan dien tot die retrochalkone - (chalkone waarvan die
hidroksileringspatroon heeltemal afwyk van die konvensionele). Gesien
in hierdie lig kan die isolering van p—metoksi-asetofenoon uit N. amboensis

moontlik van biogenetiese belang wees,

—————— e e e




F. Toksisiteitsbepalings. Korrelasies tussen biologiese aktiwiteit

en strukture

'

4,16 Bepaling van reaksiesnelheidskonstantes. Inhiberingseffek van

rotenolede

Die reduksie van ferrisitochroom ¢ deur NADH verloop volgens die reaksie: 371

s ' . +
NADH + 2 ferrisitochroom ¢ ——> NAD+ + 2 ferrositochroom ¢ + 2H .

In alle gevalle is die vormingsnelheid (k) van die ferrositochroom c-ione
bepaal en kinetiese metings is uitgevoer met wisselende rotenoledkonsentra-
sies by konstante temperatuur en ferrisitochroom-c-reduktase-, NADH- en

ferrisitochroom c-konsentrasies,

Die resultate vir 'n tipiese bepaling word aangetoon in figuur o :

[sitochroom-c-reduktase = 0,4 mg/ml
[NADH] = 0,01 M
[Rotenoied] 0

Temperatuur 38°
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Tabel 10
Rotenoiledkonsentrasie (M) < o
H-
. . -1, . -8 -7 -6 -5 N
k (reaksiesnelheidskonstante) (sekonde ') i.t.v:|1,36x10 ~ 2,6x10 ' 9,6x10 1,92x10 0 A
Y =
s g
(+)-rotenoon (1) 0,0566 0,0427 0,0307 0,0117 - ‘:,Lh 3
‘ o
(+)-neobanoon (4) 0,0567 0,0420 0,0306 0,0137 - § .
0 L]
(+)-neobanoon (4) - - 0,0617 0,0573 - E 3;;_
N = wn
(-)-12a-Hidroksi-isomillettoon (11) 0,0565  0,0430 0,0347 0,0140 - g §
o] =]
(-)-12a-Metoksirotenoon (3) 0,0573 0,0487 0,0347 0,0199 - a % |
T (‘D. N
(-)-cis-12a-hidroksirotenoon (2a) - 0,0695 0,0497 0,0316 - § B =
- =3 ~ |
(+)-cis-12a-hidroksirotenoon (2b) - - 0,0607 0,0573 - % §
ct
(-)-trans-12a-hidroksirotenoon (gc) - - - 0,0677 - S; §
. < ]
(+)-trans-12a-hidroksirotenoon (_Z_d) - - - 0,0652 - g @
~ T
(+)-Dolineoon (5) - - - 0,0683 - =R
- o =
(+)-12a-hidroksidolinecon (6) - - - 0,0642 - 5 3
4]
(+)-12a-metoksidolineoon (7) - - - 0,0620 - g 3
4]
Ferrisitochroom~c-reduktase - - - - 0,0740 5 5
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(%5} [$)2]
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Uit tabel 10 kan die volgende afleidings gemaak word :

(a) (+)-rotenoon; (+)-neobanocon en (-)-12a-hidroksi-isomillettoon
inhibeer die reaksie tot dieselfde mate en is dus van vergelykbare
toksisiteit terwyl (-)-12a-metoksirotenoon effens minder aktief is

(sien ook tabel 11);

(b) die absolute konfigurasie van die C6ba- en Cl2a-posisies is

van definitiewe belang [ soos blyk uit die verskille in aktiwiteit

van (2a), (2b), (2c), (2d) en (1)] vir die toksisiteit van rotenoiede.
'n Verklaring vir hierdie verskynsel kan daarin 18 dat indien die
konfigurasies van H6a en Hl2a van die normale B-posisie na die a-
posisie verander, dan is die stereochemiese konfigurasie wat benodig
word vir binding met die ensiem afwesig en die rotenoied dus relatief

onaktief;

(c) wvariasies van die E-ring sowel as verskille in substituente op

die A-ring van rotenoiede beinvloed nie hul biologiese aktiwiteit nie;

(d) wuit die grafieke van log ¢ vs. log k (figure p en q, tabel 11)
blyk dit dat daar 'n line€re verband bestaan tussen rotenoledkonsen-

trasie en inhiberingsvermoé; en

(e) sintetiese (+)-neobanoon het 'n lae fisiologiese aktiwiteit in

teenstelling met natuurlike (+)-neobanoon wat hoé toksisiteit vertoon.




+)-rotenoon

(+) —neobanoon

Tabel 11

(-)-12a-hidroksi-
isomillettoon

log k

(-)-12a-metoksi~-
rotenoon

(=)-cis-12a
hidroksirotenoon

g

rotenoiedkonsentrasie benodig vir 50% inhibisie (figure p en Q)]
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Hierdie spektrofotometriese gegewens is in ooreenstemming met voor-
lopige toksisiteitstoetse waar die rotenojede inwendig aan Lucilia

sericata toegedien is (tabel 12).

Tabel 12
Rotenoled Mortaliteit (%)
(+)-rotenoon 100
(+)-neobanoon 100
(-)-12a-hidroksi-isomillettoon 40
(-)-12a-metoksirotenoon 40
(-)~cis-12a-hidroksirotenoon 20
(+)—cis—12a—ﬁidroksirotenoon 0
(-)-trans-12a-hidroksirotenocon 0
(+)-trans-12a-hidroksirotenoon 0
(#+)-12a-hidroksidolineocon _ 0
(+)-12a-metoksidolineoon 0

Rotenonoon 0
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PLAAT 49: DEHIDRONEOTENOON (44)
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PLAAT 55:
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(=)-37,47,7-TRIHIDROKSI-2,3-trans~-3,4-cis-DIOL (50)
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PLAAT 56: (-)-37,4",7-TRIMETOKSI-2,3-trans-3,4-cis-DIOL (51) H>
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PLAAT 57: (-)-37,4-,7-TRIMETOKSI-2,3-trans-FLAVAN-3,4-cis-DIASETAAT (175)
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PLAAT 64: 2~-METOKSIMETOKSI-3,4-DIMETOKSIBENSALDEHIED (173)
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