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OPSQMMING

'n Groot aantal van die‘skimméls wat- plaaslik op voedingsstowwg
voorkom is giftig. In hierdie proefskrlf word die 1sola31e en d1e

1dentif1ka51e van die gifstowwe van die sklmmels, Asperglllus nldulans

V(Eldam) Wint.., Agperg;llus ver51color (vuill) Tlraboschl en Blgolarls SD.
beskryf Die skimmels is op gesteriliseerde“mieliemeel'gekWéek éﬁ‘dig'
glfstowwe is met 'n chloroform—metanol mengsel geékstraheer. Nél#erwyderingw

- van die nie-giftige'vette,»wateroplosbare stowwe en sure is die giftiggj |

" ekstrak verdeel\in fenoliese-‘(hatriumkérpogaat oplosﬁarq) en ﬁeu£réle'
lfrak‘gi’es. " Hierdie fraksies is verder onderverdgel deu.rt-,, middel van v'erdel:l.ngS-
’ en'adsbgpsieéhmmatograﬁe. Die giftigheid van die vqrskiliénde Wf“;v'akéiés |

is bepaal deur voedingseksperimente met dagoud eends- en hoenderkuikens.

S

N ;Feggligseléifétoﬁwé: )
ﬁie fendliese gifstowWe van hierdie skimmelswis meestal hidrdksi- -
antrakinéne. n Aantal, averuflen (17), averufanlen (33) en versikolorien C
‘(29); is reeds voorheeﬁ'ult A, ver51color stamme geisoleer. Hle:dle,\*
‘ hidroksiantrakiqoqe'ig nou vir die gersté méal uit A,bnidulans eﬁ ‘
;Bigola:z"is' $p. styémﬁxer"geigéleier, |
Dle 1n11gt1ng en arguﬁénte wat voorheén aangevoér is ter stawing
van die~struktuur‘(17) vir averufien is krlties ontleed en die gevolgtrekklng,(
ndatdiegtrﬁktﬁur‘van averuflen n1e~on9mwondepbewys‘;s‘nle, 1§ gemaak. -
- Aéhvﬁilenﬂe chemieséren‘spektréskoéiéée~gégewens;_wat beﬁ&s'dat*dienstruktugr’
wel korrek is, word bespreek. o - |
‘Die'. isolasie ven drie muve : hidroksiantrakinone, 'niduxfufién (uit A
ni@uléﬁs% bipolafien‘<uit Bipolaris‘sp.)‘en 1';0—metiéia§erantién - |
(ult A, x)eréico_lor) word be;sicryf.. Hiérd_ié metabéliefe kom i'n"uiters klein

hoeveelhede voor en die struktuurbepaling het hoofsaallik op moderne fisiese
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tegﬁieke, veral kernmagnetiese resénans— en massaspektrometrie, berus. Die
. ultraviolet- en k,m.r.7spek£ra ven hierdie verbindings het aangedui dat
hulle almal,‘net soos averufien, averufanién en versikolorien C, 'n
153,6,8-suurstofsubstitusiepatroon bggit. Hﬁile verskil egter in die nie-

aromatiese gedeelte van die struktuur,
, -

gﬁgyrufien (26, R = R! = H) : Analise van dievmassap‘enbkfmgr.QSPektra ven
nid?rufien (C20H1608) het aangedui dat dit, deur dieiteenwoordigheid van ;n "
Msekondére'hidroksielgroep in die nie-aromatieSe gedeelte; van averufiéﬁ“
verékilt Dié sekondere hldrok31elgroep is selektlef na 'n ketogroep
’geoksideerz Die sein van die proton, op posisie C—1', in die k.m.r.
g;sPektrum:van nidurufien kom‘as 'n swak dpgeIOS%e dpeblet voof.“Die sein,
vén die>oqréenkoﬁstige ﬁrotqn ip?dié k.m:r,-spektrum,van’dehidfonidﬁrufién'
(27) is 'n skerp enkelsaiﬁ:” Na aanleiding van hierdie resultaat is die -
hidroksieigroep op posisie CeZ'vgeélaas:v Die Cotton effekte in die
:sirkulérp dichroisme”spektréhﬁan ni@u;ufien eﬁ averufien is feiylikidenﬁieﬁ _
en dieiresﬁltéaf word in terme van die absolute étereochémie vah‘averuf;en

~ en nidurufien bespreek. -

. Blpolarlen (32) Hlerdle verblndlng met molekulerformule 018H1407 se

flslese gegewens het getoon dat twee van die suurstofatome as karbonlelgroepe
en vier as fenoliese hidroksielgrbepe)teenwoordigJis: ‘Die infrgroo;spektrum
het die.afwesighéid van 'n aiifatieaé‘ketécﬁfaéngedui. ’Die’tetraQO-mgtiei- |
‘;‘derlvaat is stablel teenoor behandellng met osmlumtetraok81ed. Di; nie-f
;r§ﬁatlese,gedeelte‘ls‘dus Versadlg. Die sewende suurs~ofatoom is ggvoiglik |

J

v1aan 'n. versadlgde eterring31steem toegeken. AnaliSe van d1e massar en

[

“Jk.m,r.—spektra het bewys dat blpolarlen 'n 1'-tetrahldrok51furaansubstituent

i

© . dn dlen2-p05131e van.d;e antrakanOnkern be31t¢
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1'=-0O-metielaverantien (34) $+ Die massaspektrum van die #erbinding

C21 59 7 het aangedui dat dit 'n CG—alkiélsyketting; wat‘met'fn O-metielgroep
gesubstitueér is, bevat. ‘Die O-metié;grgep:is op koolstof C~1' geplass na
‘aanleidingvvan die voorkoms van die sein van die.proton.op C=1! in die
‘k.m;r.—spektrum Hlerdle se1n stem bale goed ooreen met die sein van 'n , 
.éoortgelyke‘proton in averufanlen.’ ’n Dlrekte bewys vir dle struktuur is
.verkry deur die’ omskakellng van 1'—0—metlelaverantlen na averytrlen deur dle :‘
- suurgekatallseerde‘uitsplitsing van meéandl. |
Twée ander fenollese verblndlngs is ook geisoleer.r Diefmetab;liet
,kﬁrvularlen (52) is nou vir d1e eerste maal uit Blpol aris s _Bv geisoleero«
Hlerdle verblndlng is 'n bekende stofw1sselingsproduk van Curvularia 31ddlggi en

Penn1c111um steckn°

se strukﬁuur is vasgeld

NldUlOl (42‘ R =_H) ,» Dle verblndlng 010 10 4

5-h1droks1-6—metiel—7-metOksiftalled op grond van d1e f1s1ese data van '
nldulol, 0—met1eln1dul°l (42, R= CH ) en die ftaalanhldrled (43a) wat by

- d1e ok31da51e van O-metlelnldulol met kallumpermanganaat verkry 1s.

-Neutrale gifstowwe

D1e glftlgheid van: d1e neutrale frak31es van al drie sknmmels kan
h§6fsagk11k aan dle teenwoordlgheld van dle kars1nogene metabollet,
sfe;igmafosistién (13;.l51%‘ N H) toégesknyf word. Sterlgmat081stlén
‘éwas voorheén slegs bekend as n stofw1sse11ngsproduk van A. versicolor.‘<iw

KWantltatiewe bepallngs van dle sterigmat051stlenproduks1e van versklllende
' stamme,van hierdie sklmmels/het getoon datwdiéisterlgmat051stienpr9dpksie ‘
'aans1en11k w1sse1 ‘Die aanvoorwerk vi£ die Omskékeling van‘sterigmatosistien |

na die verwante glfstof aspertok31en (13, =H R ﬁ‘OH) word beskrywe.

J
Afge81en van sterlgmatosistlen het d1e neutrale gedeeltes van hierdie
(sklmmels geen ander glfstowwe, behalwe in d1e geval van As versicolor;

bevat;nle.r Ult A. ver31color is 'n groelvertragende, 81kllese tetrapeptled,d
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- ‘genoem aspetkolorien, geIsoleer,

ﬂAspenEo;g;iegAKQO) : Die verbinding,lcésﬂééN405, is as’ 'n Sikliese tetra~

peptied geﬁafakteriseer.. Hidrolise van ésperkolorien het L-fenielalanien,

f  L-prolien, B-alanien en 'nmaromatiese aminosuur gelewer. Leasgenoemde

“ s geidentiflseer ae 5-me;ok51antranieisuur en is nog nie voorheen uit A
:'n‘natuurlike bron geisoleer nie. Deur 'n 1nteneiewe analise‘van die

:kraklngspatroon van asperkolorien in- die massaspektrometer, is die aminosuun- ,

| ':'volgorde van asperkolorien bepaal.

E

Sji-lr;'tes‘evan’“l:i.n‘iéx;eA:;ge_'gt:i‘ed:e’:’"-"w
A Vier verskillende liniere tetiapeptiede kan as moontlike 91ntet1ese k
. voorlopers van esperkolorien beskou word.‘ Die 81ntese van een &aﬁ hierdie

tetrapeptiede word beskryf n Begin is gemaak met die Sintese van peptiede
. wat 'slegs in aminosuurvolgorde van asparkolorien verskil. Die sznteses"l

is‘aans1enlik bemoeilik as gevolg van die teenwoordigheid van 5—metok51-vf;*
antranielsuur in die peptiede. Die milde koppel;ngemetodes, wat algemeen
‘"h vir aminosure gebruik word, kan nie suksesvol op hierdie ongewone aminosuur

Bl

toegepas word nie.““"‘

'n Gedeelte van die werk wat in hierdie proefskrif aangebied word
‘het verskyn 1n die publika51e : The constitution of nidulol, a metabolic

7:i product of Asggrglllus nidulans (Eidam) Wlnt." deur P, J. Aucamp en

- ‘{;c We. Holzapfel in 3, s. g;r. Chem. . Tnst,, 21, 26 (1968>




AFKORTINGS

" In hier&iefproefskrif word van diéfvolgende,afkorfingé vir aminosure

gn\hﬁl defivate gebfuik gemaak.

4 i

. Die afkortings is in 6oreenstemming met die erkende internasionale
S N . , c . e S S ; . .

’fkohferehSigs 5008 ﬁiteengeéifidéu; Em‘Schxdaer en K, Lilbke inldié éersﬁé' |

-~ . yolume ven ,The Peptides" (bl xifi - xxix)y

Ala - glanien . -Hipro - hidroksiprolien
‘B-Ala - . .= p-aldénien . . His © . - - histidien
\ thnt‘~‘* B - antranielsuuf ‘f e :.‘ Ileu °~ - Isoleusien

" Asp  ‘ : = “aspertiensuur ﬁ»‘ o ~ Leu - Leusien-

" Msp-WH, - ‘aspértiensuur-c-amied  Niben - nitrobensodsuur’

;Dichlofébro{..a ,3,4~dichloroprolien B @—Nipropv:- thitrOprOPioénsuui‘
‘féﬁi« | - | - Bafenielaléhiegr‘ - 5»Nval  - ndf}alien :

; &aFe-ﬁ-ala ~‘!a-féhiéle6§alanien ;‘ gh“Orn' - §%nitien,:f

blu   ' - ;glﬁtamiensuﬁr‘ii ‘vf/ﬂi Neant "{i_ '$-mé£6ksiantranieisﬁur
IJQiQ;NH2ﬁ ; ‘4 ? é1u£am£§ﬁ;4*' ~i .,A 0fror "  ;¥ Prglien
V*L?éli o “; . ‘glisienv L  £’\  ‘ Tir ,Qs,-- ‘tirQ§iéﬁ

. Hislai o '_n*h{drbksia;égiéﬁ‘i,jfi Tri . <. triptofaan .

‘;’jHiésp’ S - ,h;drdksiaspefﬁieﬁsdﬁr' ?°fVa1 _ - ?élién 3

‘Téﬁsy'andérs verméld iéidit éltyd-dié L-vbrﬁ“véh;diéfamiﬁdéufé ﬁéﬁ
wfvaoorgestel word. Dle amlnosure word altyd geskryf met die karbonielgroep

P“’Qiaan d1e regterkant en die aminOgroeP aan d1e 11nkerkant. o

St

- Vir die versklllende derlvate word d1e volgende afkortlngs gebru1k°'

‘d s.k. - dls1klohek51elkarbod11m1ed UKbo-“ - karbobensok51f

.‘FOHM? - formlel— SRS  t o -~}OCH3- =" metielester

"Fta;ft e fta16191;~ e fﬂ}w“°' c o —PNE o -':Vp-ﬁitrbfeniélestér :




As voorbeelde van hoe die éfkortirigs gebruik word,. kan die volgende

diens
N-formielprolien = "= =~ Form &= Pro, o+ ' | =

e

, B—féniela;ani’enmétiej:esf"ei“ " - Fen - OCHBY

N~ftalofel-B-alanien-5-netoksiantrenielsuurnetieles ter =

v

N
§
»
+
%
i
) f v
. Y
‘
.
\ v o
o
.-
B
- v
Sy .
\ -y - .
- i . .
N ‘4
Vi
A
.
%
s
1
.
3
N
. '
5
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. . \
; LN
¢
\ S
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INLEIDING

Slekteverskynsels wat veroorsaak word deur sklmmels wat para51tles'
in d1e gasheer groel, is’ lank reeds d1e onderwerp van 1ntense studle. TOt

' /redel1k onlangs is. daar egter geen s1stematiese ondersoek na d1e effek

. ARERAY -
[ B PN

"van sklmmelbesmette voedsel op d1e gesondheld van hoér organlsmes R
vdeurgevder,nie; ; ' ' |
P : «;’f:y . 3 ’ o “ ; :

ﬂv&;Teedidde‘eiﬁde.veﬁddie_vofige‘eed'ves“dif5;eededbekeﬁd1;de#}.

:‘skiddels %Qt dien&ormdnglvenfgiftiée;mefebeliete:ih:efaatids,qmeadeie;:dt::_f‘r -
“P,verband*tdesen?ﬁiefdie gifetovweuehLéekefexSdekteverskyﬁeeisfvesid-ddei,ivﬁ”
“:’algedeed,ﬁde‘ﬁerkeh nie. ?Sdekteve;ekydeele_yef‘entetaad'aéigevolg;van;die"s

4 ihname“vanjvoedeeldwet met.dievskimqelgifsfewve besmet is}‘etegh‘asb =1j:ﬁ” - i v
7m1kotok51kose52 bekend. %Hierdié'akdte of chroniesexsiéktetoéstahde vanrk

ffmens of dler 1s nie. aansteekllk nle ‘en. word gekarakterlseer deur hul
. : ] , s N o A ,‘;"‘,. y _\, ‘
‘ sporadieee’voorkbms?in verskillende streke en‘seisoene. ‘ o

Emptlsme3 1s waarskynllk die eerste 31ekteverskynsel wat as.”

t

‘,mlkotok81kose herken 1s. Hlerdle 51ekte word veroorsaak deéur die 1nname

- . ‘ L

‘ftvan brood bere1 van graan wat met d1e sklmmel Clav1ceps purpurea (Pr.) Tul

‘ﬁbesmet'is, Hlerdle sklmmel produseer 'n reeks blologles—aktlewe alkaloiede?;

7ﬂ‘sobe éféotamien (1a), ergokrlstlen (1b), engokarmlen (10) en ergokrlptlen

"7(1d), wat v1r d1e verglftlglng verantwoordellk 1s.

F“Daar bestaan twee versklllende soorte ergotlsme naamllk gangrenﬁr T' ifﬁ

Y
&

;en krampagtlge-ergotlsme. D1e eerste 81mptome van gangrene-ergotlsme 1s

oy [ , el

prlkkelbaarheid van dle vel, vomerlng en bulkloop.r Na 'n paar dae verskyn ‘ff

o ;daar duldellke tekens van gangreen, veral 1n d1e ledemate. ‘Die”vroeé;

‘N51mptome van krampagtlge-ergotlsme 1s feltllk 1dentles met d1e van gangrene

q .
i : K

‘jiergotisme, maar word gevolg deur geweldlge splerkrampe wat’ 'n eplleptlese"

A : N B -
‘ [




aard sanneem.  In die verlede het baie mense’ in Europa asn hierdie siekte, = .

‘:besnyk%

"

ﬂ Nleteenstaande d1e felt dat dlt bekend was dat ergotlsme deur

sklmmelbesmette voedsel veroorsaak word, 1s daar tot redellk onlangs :
’\welnlg poglngs aangewend om vas te stel of enlge ander 31ektes n1e ook U A“‘{”

»
T

,,moontllk deur m1kotoks1ene veroorsaak word nle.'

I Rusland is daar 'n begin gemaak met die OnderSOek van glftlge B

o

sklmmels ‘en wel na aanleldlng van 'n studle van stachyboryotok31kose.5,*J

_‘Hlerdle siekte tas versklllende veesoorte ‘aan, maar kom veral voor onder SIS

'perde. Dlt word veroorsaak deur voer wat besmet 1s met d1e sklmmel

' Stachyobotrvs atra Cda. (S.ralternans Bon.) wat 'n peptledagtlge metabollet

' ,stachyobotrystok51en, produseer.2

T»“ R : Verdere werk in Rusland het getoon dat d1e 31ekte "Alimentary

--tox1c a]eukla", ook bekend .as’ A T, A.,6iook 'n mlkotok51kose 1s.‘ A, T A.;. -

¥ - .
P

,f,;~* y‘ﬂhet sporadles in 1917, 1932 en later gedurende dle Tweede Wereldoorlog

42 het sowat tlen persent van die dlstrlk

Aln Rusland ultgebreek.; In 1944
‘ ‘Orenburg se bevolklng, aan h1erd1e 51ekte beswyk. Hierdle epldemles was ”‘i ;GKgﬁyf:_

veroorsaak deur d1e 1nname van brood berel van graan wat onder dle sneeu '

oorw1nter het en met d1e sklmmels Fusarlum sporotrlch01des Sherb..

dCladosporlum eplphyllum (Pers ) Wart.; ‘en’ C. ggig Oud. besmet 15#_'D§éi‘}

- sklmmels ‘is verantwoordellk v1r d1e produk31e van die glfstowwe ;'f,; ?'”5[}¥ D

wfusarlogenlen (2), eplkladosporlensuur (3) en faglkladosporlensuur (4)

" FSRN
LI,
B




» ",, f’(ac) R,
(ld)R,

T o

%V;'Rz- ’"CHzcsHs :
VfﬂR2-¥~CH2C6H5 e e T
~CH3, Rj= —CH =(CHzlp ~ ’
f‘*'?-CH3,,-’“ | '

:.‘RZ--—CHZ CH= (cwgz >

~(C5Hg0, )(Cs Hio%s)2—0™ R

CH3 (C H2) CH CH | (CH )33 —~C , SH:;"

‘ (3) S
([év“/v_u_ i

(CHQQ*C Ska; ?”*"

CH3 (CH )9—-CH CH
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" Nieu-Seelandv;n Aust?éi}éa’gjoﬁdérv%nd'j&érlikéagfootlveriiésé

yvan skape as gevolg van die s1ekte faciai eczema". “ﬁierdie siekte is ;n
hepatogenlese llggevoellgheld wat veroorsaak word deur dle afskeldlng van
flloerltrlen ('n metabollese produk van chloroflel) in die bloed as gevolg
van~lewerletsels. Dle s1ekte ontstaan as gevolé.vén weldlng Op voergewasse .

wat met d1e sklmmel Plthomyces chartarum (Berk &- Curt ) M B. Ellls, besmet. -

A,‘is. Hlerdle sk1mmel vorm d1e tok51en sporodesmlen (5), wat hoofsaakllk . f

‘in dle‘spore gekonsentreer is.

'n Wydversprelde verglftlglngsprobleem onder beeste 1n Amerlka is
'teruggevoer na dle 1nname van klawer wat met die skimmel Rhlzoctonia
-1 ggglnicola Gough & Elllot besmet 1s. Die’gifstoffwat'vir;hierdie siekte

o ”Yverantwoordellk is, is die alkaloied 1-asetoks1—8—amino—1nd011S1dlen (6)

Langtermyn toksikologlese studles wat sedert 1940 in Japan uitgevoeryﬁ

*18, het getoon dat d1e hoé voorkoms van lewerkanker in die Verre Ooste waar- ;‘:
\;‘skynllk aan dle teenwoordigheld van kar51nogene glfstéwﬁe in’ die voedsel -
: toegeskryf kon word. "n Moontllke bron van die glfstowwe is‘dle éogenaamde -
‘rgi"geel rys" wat met verskéle Pénlclllla spes1es, ver;l P. 1slandlcum Sopp.11‘
"“fgekontamlneer 1s.‘ Uraguchl en sy medewerkers het getoon dat dle glftlge N
v‘fimetébolle;e vén P.‘lslandlcum Sopp. naamllk luteoskyrien en 'n chloorbe—
 §at£ende péptled, ernstlge lewerlétsels 1h ’n proefdler veroorsaak.12

aﬂlﬂlerdie waarnemlng het gelel tot d1e vraag13 of dle ho# voorkoms14'?an'

_,.'

'”;lewer- en slukdermkanker onder d1e Bantoes 1n Afrlka nle moontllk aan - chronlese 5;x:'

t £verg1ft1g1ng deur kar31nogene mlkotok81ene toegeskryf kan word nle.,

D1e huidlge groot belangstelllng in glftlge sklmmelmetaboliete het '”

A ‘ v

”1n 1960 ontstaan na die ultbreek van dle sogenaamde Turkey X' dlsease"

: in‘Engeland.15 Hierdié 81ekte het klelnvee en veral plulmvee aangetas en




‘,‘(7‘0;):;‘1;“*_ o (;eg')“R,:H_ )




 _6"_'

;'in 1969 het hbnderdduiéendﬂkaikbene in;Engelaﬁd ééh;hierdié’siekte.gévfékl;‘

JiffDit is vefoo:saak‘d§Ur die'gebrﬁik van Brasiiiaansé,grondbéoqprOdukfé wat

‘met die skimmel*Aspergillus flavus Link besmet‘wés.f;Chemieséé'eﬁ,miko
;loglese onde:cfaoeke%"20 van d1e glftlge materlaal het gelel tot dle
: 3lsola31e van d1e aktlewe bestanddele, aflatok81ene B (7a) B (8a), o

(9) G (dlhldro G ) en onlangs ", (7b) en M. (8b) Langtermyn voedlngs—

2

, eksper1mente het aangedul dat dle aflatok31ene ulters potente hepato—

.‘ D"

‘ ‘ 20,21 T
» kar51nogene~r rStOWWG‘IS.'

ein " W
4 e

:;ii'Boétéandé‘5éépfékih§fiiiﬁé££eé£~auidelik diéfwéfklike enfpéteﬁgiéip‘
jgevaar’van glftlge sklmmelmetabollete vir mens en dler.‘ Dlt het dus _7( f*-'
vinoodsaakllk geword dat dle héle p?obl;em vaﬁ g1f£1gé sklmmelmetabollété ;“
beter ondersoek‘mo;t word ten einde verband tussen sklmmelbesmettlné vanx;

‘:y;edseljen'sekerefyo:mg fan‘kanker flnaal tgﬁbgpaal,i Sedert 1962 is dle:;;g
vYW N. N'R. in-hierdié‘véfﬁénd géfﬁig’uftéebréiaeJéhemlese onde?soek b631g.‘
‘fi‘Dle ultgaﬁgspﬁnt vaﬁvhlerdie studlé 1s d1evwaarnem1ng van Scott2 ‘

’r‘“‘

>ﬂyGouwsz4 dat 'n groot verskeldenheld tok31gene sklmmels, (Tabel I) op

i

“‘ffgraan- en peulgewasse voorkom. ‘@i,fEV“ " S Fw"' : V‘;n“f
T ab e l I “”ﬁaﬁ'f(;¢yi;f}?jﬂffli: 31%;51“
Domlnante Toks1gene Sklmmels;i‘J’
i Aspergzllus avenaceus " G ,:Sxxiifh
' 4?;:{ A?:carneus (v. Tlegh ) emend Bloch. ' ‘ff, j‘aur}xia”;?j‘:’
A fche,z__)alwm ‘ (Mang) Thom & Church
'ff;A:chqoatus o Desmo S ‘
"‘;jA;,fi¢v¢peé - (Baln & Sart ) Thom & Church,
A. - flavus' - Lmk. | R

ifA,‘fungatus Fresenlus.

. A;‘mangznz (Mangln) Thom & Raper.v'
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Tabel I (vervolg) -

: ‘nidu‘lans (Eldam) wlnt.

l m’veus' Bloch. .
ochrdceus Wilhelm. A

“ruber Brem.

4. verszcolor (Vulll ) Tlraboschl. V

Y Penzczllzum standzcum ‘ SOpp-A- '

P cchopzum Westllng.;bt |

P oxalzcum : Currle & Thom;

" P, ptceum Raper & annell

P. rubrum Stoll. o ;::;‘fjfw:dA T ,""
"Pf varzable‘ Sopp. | | | o |
. 'P&eczlomyces vartotz dJBalnler ‘4\
"} Fusarzum roseum (Llnk) emend. Snyd. & Hans, -
t F. monzlszrme (Sheld ) emend. Snyd. & Hans;‘(
| Q‘fTrzchotheczum roseum : Van Beyma.

Rh%zopus arrhezus Fisher.,g“««

;"“~R.‘qryaae . Wert. et Pr. Geerl.

v
[ .
v-

'-5oB&xdié.stﬁdiéﬁwén‘diétgifstowwGHWat déurdékiﬁméls geprOddseér word,"‘

moet 1n gedagte gehou Word dat d1e veranderde toestande waaronder die ~";’T[VVJ

"*fl, skimmel 1n d1e laboratorlum gekweek word, glfstofproduksie sterk kan be— jf‘f

R

"ﬁ 1nvloed D1t is, dus raadsaam om- d1e sklmmels Op 'n‘ atuurllke voedlngs—‘

.y " hl_‘);;‘

bodem te kweek, aange51en daar 'n sterk moontllkheld‘bestwan dat dle glfstof j?:; fj;

«Q nie Op 'n 81ntetlese vloelstofmedlum (wat algemeen v1r die produk31e van =

b ‘t‘

antlblotlka aangewend word) gevorm sal word nle.

N s i ' . " - it B
‘ ! . v L

B 'n Aantal van bogenoemde glfstlge sklmmels 1s alreeds plaasllk en "

,fiin-dié buiteland ondersoek; D1e hoofglfstowwe van Asperglllus ochraceus ’ f‘y

2
Wllhelm,(5 Penlcllllum oycloplum Westllng,26 en P.aurtlcae Baln, ’31

respektlewellk ochratok31en A (10), s1klop1asoonsuur (11) en patullen (12)‘




o

CHé _CI:‘H;"—’NH —-—CO
| oo coow

| 5  (10)




Hierdie‘vooybééide toon dét,mikpto;siéﬁe nie't6t énige Eepaalde;
- kléé van ofganieéé verbihdiﬁgs behooft;ﬁié. Dit verklaar nie alleen ge-
' ‘deeltellk dle u1teen10pende a;rd vah m1k0t0k51koses nie, ﬁaar maak d1t o0ok-
onmoontllk om in d1e geval vaﬁ-'n onbekende m1kotoks1en vooraf dle gesklkste‘-

“ "chem1ese 1801331eprosedure te bepaal

| Soos in dle geval van Asperglllus flavus L1nk bevatrA. nlduléns)
(Eldam) Wlnt., A ver31color (Vulll ) T1rabosch1 en Blpol aris _B" |
:yerskeldenhe;d van.glfstowweg; Die‘karsinogeen sterigmatos;stien‘(13),‘;”
kom'algemeen‘in giftige isélaté vén’hierdié skimmels voor, In hiéfdié
'p;oefskr1f word die 1sola31e en struktuurbepallng van dle‘newegifstowwe
,f'ult hlerdle stérlgmatos1stlen—produserende sklmmels bespreek.
Die giftige stamme is opvgestgriliSe;£de mieiieﬁéél*gekﬁéék; ‘Giftig;":
. heidsﬁroéwe met»dagoud eéﬁéélis‘na‘elké fraksioneringsétaf ggﬁfpik om die
sulwering van d1e glfstowwe te valg. Aangesien dieigifétéwﬁeiin uiters '
: kleln‘hoeveelhede‘geproduseer word,lls d1e 0pbrengste uit hlerdie bron

17_gewoon11k ontoereikend v1r 'n ultgebreide chemlese ondersoek. Struktuuru‘

resonans—, ultrav1olet- en massaspektrometrie berus."'

. Dlt sal getoon word dat die meerderheld van die- neweglfstowwe u1t
'Asgerglllus nldulans (Eldam) Wlnt., A. vers1color (VUIIL) T1rabosch1 en
= Blpol is 8P hldrok51antrak1none is, Dit is bekend dat antraklnqne 29,30

en. verwante stowwe tok51es is bv° die antrak;moonplgmente31 #ansﬁqnicilliqm '

. brunneum brunneum Udagawa en P, concavorugg;oaum Abe. D1e~blsh;droksiantrakinoon, S

D1e 1solaat van BlEOl aris sp. wat in h1erd1e proefskrlf bespreek word,

, 13 gelsoleer vanaf 'n’ monster van Trlbulus terrestrls L.: afkomstlg u1t

. die distrik Victoria~Wes, -

bepallngs het dus hoofsaakllk 0p,moderne flslese metodes, veral kernmagnetlese “ -
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-y .
| . . [N

3 .

luteoskrynen (14), wat deur P. 1sla.nd1cum 80pp geproduseer WOI‘d,“'lS 'n
kankerverwekkende glfstof. Dierproewe het aangetoon dat d1e hldroksn.antra—,v
kinone wat uit Ao nldulans (Eldam) Wint., A. versmolor (VU.lll.) T1rabosch1

en BlEOl s gp_. geisoleer 1s, emstlge 1ewer1etsels veroorsaak.
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,kankerverwekksnde metaboliet, ste:igmatosmtien.

V"FFN’)I.IESE MEDEMF’I‘ABOLIETE VAN
STERIGMATOSISTIEN

'n Groot aantal giftige stamme van sErggllus nidula.ns (Eidam)

; ',-Wint., A. versioolor (Vuill,) Tiraboschi en Bipol is __g. produseer dio

21,28 In geen van die

‘sta.mme wat tot duever ondersoek is; kon die giftigheid uitsluitlik aan die
teenwoordigheid van sterigmatosistien toegeskryf word nie. Die stamme -

‘verskil ook aansienlik in hul vermoé Om sterigmatosistien te produseer o

“ Hierdie spesie van Bigol 1s 21 ; ,
, deur MoBo Ellis va.n die Commonwealth Nchological Institute" geidentlfiseaor‘

Dit toon ooreenkoms met die Bipolaris toestand van Cochlibolus nodulosus, '

IoM, I. 1 150’76

(Tabel II),
T a b e 1 II
Steri@atc 1stiengrodu.ksie deur
- verskillende _skimmels
(. ol  Sten Steriginatosistienproduk- |
- I sie inmg/Kg
| Asperzillus nidulans G 106 500 -
o | M8 80
‘I.Q,Msis. 95489 - o 7-', o
TM.Ie 72731 . 800
I.M.Is 86806 BT
| Aspergillus versicolor MT6 200
: - ' G179 750.
G 202 -
, .M.Ie 49124“— 350
1 Biml sris Sp.- 200 0

is nog nie voorheen beskrywe nie en is )

Y




- drie skimmels is op gesteriliseerde miellemeel gekweek.

a2

Poglngs is aangewend om die neweglfstowwe, wat deur hierdie skimmels

1ééproduseer:word,=te 1soleer. 'n Verteenwoordigende ‘stam’ van elk van die

2 Dle gifstowwe

© < is met 'n chloroform-metanol mengsel geékstraheer en' die ekstrak verdeel

- in suir (natriumbikarbonaat oplosbare), ~fenoliese (kaliumkarbonaat 0p=

: losbare) en neutrale fraksies.x Sterigmatosistien was hoofsaaklik in die

' ‘neutrale fraksle teenwoordig, terwyl die fenoliese fraksie die grootate ‘

gedeelte van die nswegifstowwe bevat het. Fraksionoring van laasgenoemde

",deur verdelings- en adsorpsiechromatOgrafie het gelei tot die isolasie ven

2bekende metaboliete van. A, versicolor

dle aktiewe bestanddele, hoofsadklik hidroksiantrakinons, : 'n,aantalr.""

Q-onaktiewe fenoliese verbindings

ROKSIANTRAKINONE

' é;ggmeen V

Die meeste van die~hidrok§ianfr£kinone;“wét bééﬁréékiéal wad;*is‘

5335 mear is nou vir die eerste keer fr;

uit 4. nldulans en Bigol i’ _;p geisoleer. ‘Drie van die hldroksiantrar ,‘«;b

‘fkinone, naamlik nlduruflen, blpolarien en 1'-0~met1e1averantien 15 nog nie ‘

‘ ;;‘voorheen ge!dentifiseer nieo_ As gevolg van die uiters klein hoeveelhede

. materiasl wat beskikbaar was, het ‘die’ identifikasie van die bekende E

&nmstaboliete en d1e struktuurbepaling ven die nuwe metaboliete hoofsaaklik '

’\'ﬂop moderne fisiese tegnieke berus. Die massaspektra van die hidroksiantra- |

kinone wat hier bespreek sal word, is nog nie voorheen breedvoerig ge=

, rapporteer nie en sal dus. volledig behandel wordo Ooreenkomstig die aard f{‘f

\ytliv? van die substituente R en R' aan die antrakinoonkern ‘(15), kan hierdie

“'hidroksiantrakinone in drie groepe onderverdeel word, nl, z L »'




?.’ '.‘.1y3;

(A) Waar R' 'n heterosikliese sisteem verteenwoordlg wat deur 'n eterbrug

in die plek van R aan die kern verbind iss

(B) Waar R=H enkR’ ?nvhetero§ikliese ringsisteeh iss

.(C) Wear R=HenR' 'n goéubsti?cue'erdo ‘alki,éi's‘y'léet"tirig ies

2?2“f

202.1

>o‘fdie verbindzng, C. H 0 ; wat uit A. nidulans geisoleer is, het aangeduiV'

Groép A s Averufien, nidurufien en ver51kolorien C
Struktuur van averuflen.- Die fisiese eienskappe (smeltpunt,

infrarooi- ultraviolet- kernmagnetiese resonanso en massaspektra) vnn

.20 167

"dax dit moontlik identles aan averufien, ’n bekende metaboliet uit'Ao

: 'versicolor,32~kon‘wees; Die identiteit is bewys deur direkte vergelyking S

' van die tri-O-metieleter met 'n egte monster van. tri-O—metiel&verufien o

_ vat ven Dro J.c. Roberts (Nottingham Umversiteit) verkry isg Avemfien io‘»_‘

i

‘ 'nog nie voorheen uit gp nidulans geisoleer nieoge

Die struktuur (16) is ‘deur Roberts and Pusey32 aan averufien toege-

":_ ken en berus hoofsaakllk op infrarooi- ultraviolet- en kernmagnetiese

K "Qresonans spektra° Die plasing van ‘n proton Op posisie 4 het berus op die j;iﬁ e

"‘felt dat hierdle proton by 'n lae veld ('r 24 43) in die k,m.r. spektrum

baorbeer. Hierdie afleiding het ons bevestig deur 'n studie van' die azuoon-=

. varakuiw1ngs 'van di~0-metie1averufien (verkzy-deur selektiewe metilasie

t

;van averufien) in dlmetielsulfoksied° ‘-?;‘J

Brown36 en Highet37 het die anioonverskuiwingstegnlek beskryf Hulle N

‘ het getoon dat die chemiese verskuiwings van die arOmatiese protone van fenole

LIRS
i
. .

'n ho@veldverskuiwing toon wanneer die fenole diasosieer om die ooreenp i

"stemmende,fenbksiedionerte vorm. th is aangetoon dat hierdie hoéveld— of




L anioonverskuiw1ngstegn;ek is al voorheen

,ahibdﬁverskuiwiﬁg karékteristiek van die posiéié Vap’die/protbn,ﬁtéh'opSigteJ
\vaﬁ die féndlj“ié°37 Aangésién diéranioonvérskuiwings'&an die protone in
die orto— en parapos1sies die grootste waardes aanneem, is dit voorgestel
dat die verskulwings te wyte is aan die toename van die elektronladings-
‘:digtheid;'wat aan-die mesomeriese strukture ‘vén die'verbindings toegeskryf’
kan word, in hierdie p081sies. Die substitu51epatroon van die fenoliese‘,

,verbindlng het ook 'n aansienlike invloed op die verskulwings

Dt is aangetoon det dimetielsulfoksied die beste oplosmiddel v1r¢ 
die bepaling van anioonverskuiwings is, aangesien asnsienlik hoér ver-
skuiwings in‘die opipsmidgel as 1n metaqdl of deuterioohlgrqform verkryk
word. Die waardéé van die ahidon?éfskﬁiwings vir alkiel- en'alﬁbkéiel»
gesubstltueerde fenole in d;metialsulfoksied is redelik konstant en word;
aangegee37 138 o orto 0:40 = 0,60 d.p.m. metauo.zo.rono d.pome en para

0, 70 - O°BO dopomov Fenole wat n karbonielgroep of ‘n viniel—karbonielalv} B
sasteem para ten opsigte van die fenoliese hidrok51elgroep het, toon veru .
Askulwings van orto 0.60 - 0, 84 d»p.m. en meta 0 20 - 0 47 d.p;m,l Die -
39—41 gebrulk om dle pre51ese -

posisie van’ die fenoliese h;droksielgroep vas te stel. h

Die byvoeglng van ‘een ekwivalent NaOD by 'n 0p10351ng van di~0—
fmetielaverufien (in dlmetielsulfoksied-D ) het veroorsaak dat dle onge-
(koppelde proton (in posisie 2 of 4) sterk (0.8 d.p.m,) sku;f na 'n hoér f‘ -
veld ' terwyl die metagekoppelde protone (1n p08151es 5 en 7) feltlik on=

. veranderd bly. H1erdie waarneming het onteenseglik getoon dat dle onge-
Vwkoppelde proton para ten opsigte van die hidroksielgroep en dus in posisie |

4 geplaas moet word.

Krltiese ontleding vaen die data wat deur Roberts32 vir averufien

Aaangegee is, het getoon dat geen onomstootlxks bewys vir struktuur (16)
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‘gelewer is nie en dat struktuur (17)v°°k oorieeg moet word, Die eén-

proton sein by T 4.5 in”die“k;mwra spekffum‘van tri—oametieiaveru%ien'is

toegeskryf aan ’n Jproton’ wat 0p I koolstofat00m>tussen twee suurstofatome
*‘geleé is, analoog gan. ™n’ soortgelyke proton in dlhldroklerodien I (18) wat o

' ook by T 4.5 absorbeer.' D1e ooreenstemmende proton in aflatoksien 32

"(8a) absorbeer egter by T 3. 6., Dit 1s duidelik dat die aromatiese sisteem

ta

o 1n (8&) 'n aansienllke ontskermende effek op die poszsle van die proton het.“F"

'lRoberts het nie die moonxlikheld dat 8o 'n ontskermende effek in’ averufien .

s

"werksaam is, oorweeg nie° Protone in die modelstof (19) ? absorbeer by

‘ T 5~2z Substitusie van een van die protone deur n alklelgroep sal 'n
e  3laava1dverakuiwing van dxe sein van die oorblywende proton veroorsaak. - 0p R
‘ Jgrond van bogenoemde inllgtlng is dit dus duidelik det’ meor inligting npdig

3 is om tussen die twee moontllke strukture te onderskei."?‘:

Die massaspektrum van averuflen is volledig geanaliseer in dis hoop
"Om tussen hlerdle twee strukture te onderskeloy D1e mees 1ntense pieke
,‘-13 die. moederioon en brokstukke met m/e 325; 310 en 297 ( Flg, 1A) Aklmrate
"”massabepalings het getoon dat laasgenoemde pleke ooreenstem met verllese | j
”‘f:;van CHBCO, CH3COCH en CH3COCH CH2 In terme van struktuur (17) kan hierdie ‘.
‘pleke maklik verklaar word as die van die ioon (1) wat deur 'n retro Dlels-
;iLAlderA4 omskakeling vanaf (17) ontstaan (Skema 1) As d1e fragmentasie'; |
fihoofsaaklik via die ioon (i) plaasv1ndy kan die afwe51gheld van n
,:[M-CHSCOCH20H20H2]+ fragment in dle massaspektrum maklik verklaar word,> 
"; aangesien kraking langs 'n dubbelbinding (sonder gelyktydige waterstof— Aféf
»?oordrag) baie onwaarskynlik is. Dit is moeilik, maar nie onwaarskynlik, ,

f'n algemeen aanvaarbare meganisme vir die ontstaan van bogenoemde fragmente o

1n‘t9rme van struktuur,(16)\voor(te‘stela :
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Dle massaspektrometrlese gegewens het wel aangetoon dat dle struk—

'tuur (17) waarskynllk meer korrek 1s, maar struktuur (16) kon nog nie uit= . ’

gesluit word nie, Pogings ;s aangeqend om die struktuur met behulp van

"bhemieSe metodes vas te 18, ‘Dié~étrdk£ure (16)‘en“(17) kanwohdq}skgidglik“‘

as 'n 31k11ese asetaal en 'n 81k11ese ketaal beskou word. Averufien is

bale stablel 1n waterige suur medlum., Hlerdle stabilltelt 1s onverwags o

in die lig van moontllke asetaal of ketaal vormlng In d1e onderstaande

ewew1g moet die geslote vorm dus bale meer: stablel wees -as dle 00p vorm (20) L

1

u;nhbogings'om die eweWig na regs te dwing. is tri-O-metielaverufien .

'métvasynsuuranhidried en p-tolueensulfoonsuur béhaﬁdel. ’Selfsgondén ”fl‘ih
:dfgstiese ieakéiekondisies‘wgs daar geen teken dat die oop vorm (20) gevormr‘>

'wbrd nig.;v

Hlerdle pOglngS is gestaak na. dle verskynlng van publlka31es wat:

Roffey en Sargent

‘ ‘;het d1e modelstowwe (22) en (23) wat die twee. moontllke allfatlese gedeeltes

. “,}van die averuflen molekuul bevat gesmtetlseer° Hulle het aangetoon dat

_die k e T, spektra van die allfatlese gedeeltes ven averuflen en (22)

[

',ien die modelstof (22) twee deuterlumatome ultrull. in die allfatlese

“‘1dent1es 1s.‘ 'n Verdere bewys is gev1nd in d1e feit- dat belde averuflen

;'i handel oor d1e hers1ene struktuur van averuf1en..34’45 | 45 46‘w
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gedeeite, by beheﬁdeliﬁg mef fosfeﬁéedirachiorded~en deuteriumo?eded: Dit
lewer dus 'n onomstootlike bewys dat ayerufien eei struktuur (17) het.
Holker en sy medewerkers34 beweer dat everufien wel 'n sikliese ketaal is
‘en'in waterige suur medidm.in ewewig met:die obplvorm:verkeergr Na be-
. handeling van<tri—0-detieiaverufien zot deuteriuﬁokSied en fosforpenta-
chlorled het hulle ' n derivaat (21 R= H, , CD ) geisoleer wat vyf .
f deuterlumatome in die alifatlese gedeelte bevat het. Dle uxtruillng van_
‘vyf waterstofatOme met deuterlum kan alleen in terme van struktuur (17)
) verklaar word. Onder dieselfde toestande ken 'n molekuul met struktuur (16)
'n mak51mum van slegs twee deuterlumatome ultrull. (21, R= CH3 R' = H):
'(xVolgens Holker toon die massaspektrum van gedeutereerde tri~0‘metielayeru—
flen pieke wat ooreenstem met verllese van CD

3
Hlerdie eksperlment toon ook dat averuflen struktuur (17) moet aanneema

CO, CD3COCD2 en CD3COCD2GH2

.2.2 1e massaspekt;gg van averufleng verdere besprek;gg ' Aangesien

die etruktuur van averufien nou onomstootlik bewys 1s, is d1t nou moontlik
“’om die massaepektrum volledlg te behandel. D1e ontstaan van die pleke met
”ﬂm/e 325, 311, 310 en 297 is reeds bespreek (Skema 1) Die fragment met

B .m/e 270 (C 06) kan- waarskynlik as die 1oon (J) voorgestel word. (Skema 1)

%6

AfiDle fragmentloon met m/54272 (c. H ) bevat twee waterstofatome meer as:

14 8 6
4die met m/e 270 en dit is dus nodig om die oordrag van twee waterstofatome

*:na die aromatiese gedeelte aan te neem. Akkurate massabepallngs het getoon ‘

,edat die fragmente ‘met. ‘w/e 285 en 286 die samestellings: C15H1007 en

B 15 11o onderskeidelik het. Hierdde sone’ bevat dus die antrakinoonkern en |

al die suurstof atome plus 'n addisionele koolstofatoom en drie of vier

”wateretpfatqme respektlewelik, Die beste verklaring vir die ontetaan van
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die ioon met n/e 285~is dat dit dieioordrag van 'n metielgroep en ‘'n water-
stofatoom na die arOmatiese gedeelte behels (Skema 2).. Die teenwoordigheid
van 'n 1ntense metastableleplek het aangetoon dat die fragment met m/e
286 dlrek vanaf d1e moederioon afkomstlg is. Daar is geen metastabiele-
Lp;ek;yir d;g‘pqréang.vanaf die moeder;oon'na Qiéioon met n/e 285 nie en
&it‘is.ﬁbpﬁ;lik dét'laasgenoeméeféntstéan'vanaf‘die'i§§n-ﬁet m/e 286 deur
‘verlieé vah"n waterstofétbom. “ |
Vir dle Qertolking van hlerdie massaspektrum is dit ‘dus nodig om
tp metieloordrag te postuleer. Djera531 en Brown47 het daarop gewys dat 'n‘
metieloordrag baie selde plaasvind en dat dit dlkwels onnodig by die ver=
tolking ven spektra aangeneem word. As die moontllkheid van ’n metieloordrag
"in averufien uitgesluit word, kan die brokstuk met - m/e 286 alleen gevorm
word’ deur n proses wat die- oordrag van drie waterstofatome behels. Hierdie

umoontllkheld is onwaarskynllk weens dic =hoé 1nten51telt van dle plek en

sdie felt dat dit. dlrek vanaf d1e moederloon ontstaan.

T;"n Dlrekte bewys v1r d1e metleloordrag in averufien kan verkry word :
deﬁr d1e metlelgroep met deuterlum te merk. Langdurlge behandeling van
-averuflen met fosforpentachloried in deuterlumok31ed en tetrahldrofuraan
het’ gélel tot 'n volledlge ﬁltruliing met- deuterlum van dle aromatiesé

N

l'protone asook twee allfatlese protone. Anallse‘van‘dle‘massaspektrumwvan

iﬂ1h1erdle pentadeuterloaveruflen het getoon dat die twee deuteriumatowe in

: twdie al1fatlese gedeelte op koolstofatoom 4' geplaas moet word (21 ‘R = . H,

“RY = Cﬁj)“ Hlerdie resultaat stem ooreen met d1e van Roffey en Sargent.45 46'a ;

Hierdle ultruillng vind moontlik plaas volgens die volgende ewewig:







AR hlerdle prosesse aangegee. In al h1erd1e gevalle v1nd daar 'n 1 2 versku1-37

.-&23 " L i,

Holker eﬁ‘sy;ﬁedewerkerSBS het nog. geen eksperlmentele besonderhede
‘ vir dle berelding van dle oktadeuter10tr1—O-metlelaveruflen gepubllseer ,=‘
niq.‘»Hlerdlq derlvaat bevat‘die deuteriumjgemerkte.metielgroep.

Daar is verskele gevalle van metleloordragte, wat met behulp ven -

ﬁlsotOOpmerklng bewys 1s, bekend.4» 50 In skema<3 word voOrbeelde van‘

 “w1ﬁg van dle metielgroep plaae. Indien 'n soortgelyke 1 2 versku1w1ng iA s
cidle geval van averuflen plaasvind, kan d1e vormlng van' d1e 1one met m/é |

’  286 en 285 voorgestel word soos in skema 2 aangedu1 1s.‘ 'n Dreldlng model *
© van- averuflen toon dat dle waterstofétoom, wat oorgedra word, baleﬂgaby aan » -

:dle koolstofatoom in p05131e 2 geleé s, D1e brokstuk met’ m/é 83 (C H7O)

kan deur 'n soortgelyke kraklngsproses ontstaan.

t

Metleloordrag kan ook. oor 'n groter afstand plaasv1nd 8008’ 1n dle
geval ven 2-(N—d1metlel)—p1r1d1en (24) waar, 'n met1eloordrag51 tot die

ba51sp1ek aanleldlng gee. (Skema 4);!

In d1e geval van averuflen kan mlnstens twee meganlsmes neergeskryf
: ;word waarvolgens die ontstaan van dle m/e 286 fragment 'n 1 4 metleloordrag

behels. (Skema 5) Dle eerste van dle twee meganlsmes moet as onwaarskynllk

v - o




 SKEMA . 3
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~ beskou word sangesien die Dreiding model toon dat die metielgroep baie ver

yan C—2'geleé is, Die tweede meganlsme 1s ook bale onwaarskynllk aang951en'

: d1t oor 'n tussenstap gaan wat bale maklik deur 'n waterstofoordrag 'n

P

vfragment met m/é 272 sal 1ewer°

In gevalle waar beide 'n wq;arstcf ‘om ’n metneloordrae mOOntllk 15’ e

\18 eersgenoemde bale meer waarsf,i fn51te1t van d1e fragment

met m/e 272 is egter bale laag 1n vergelyklng met die van dle fragment met’
‘ m/e 286 " By dle gebrek -aan verdere gegewens word d1t dus tentatlef voorge-l'”
‘ stel dat die vormlng'van dle 1oon met m/e 286 'n 1, 2 metléloordrag ﬁehels.
7 'Dit is moelllk om -te. verklaar waarom hierdie metleloordrag 80 makllk plaas— ;"’
;,vind veral as d1£ met d1e prosesse, wa% 'n waterstofoordrag behels, yergelykk
zerrde 'n Moontllke verklarlng is dat d1e ter31ere koolstofradlkaal in d1e
. tussenstap k (Skema 2) aan51en11k deur dle w1sselwerk1ng met d1e twee suur=

’stofatome gestab1llseer Word.

In die massaspektrum van trl-o-metlelaveruflen het dle pleke wat :

rooreenstem met d1e fragmente met m/e 270, 272, 285 en 286 in averuflen 'n

Tl




.§.‘.A27~_

bai-"'e‘lae ihtens‘iteit‘. 'n Moontllke verklarlng is dat die fragmente in
averufien ontstaan uit dle k:raklng van ‘n ma.ndera.romatlese toutomeer )

. (bvs 25);

Kre.king van. die vmielbmd:mgs (01 -cs ) sa.l ,moantlnc gunstiger wees j ‘

’in,dz.e geval van 'n toutomere vorm: met 'n nle-aromatlese rmg In die gevel o ‘

. Jvan dle trl-O-met:Lelei;er J.S tmxtomer:.easxe van die antraklnoonkem nie-
Se 'v}'moontllk nie. ;

Die [M—18Tp1ek 1n d1e massaspektrum van averuflen kan ook bevredigend o

' “v"v'verklaar word in terme van die toutomere vorm (95) as verlles van water vana.f g o

"twee peri—georlénteerde fenoliese groepe, analoog aa.n die sterk [M—18] 1oon ;

P 1n die massaspektrum van C)-hldroksibens:n.elalkohol.52 : D1t is bewys deur \

.5‘ kS

L die [M-D 0] fragment in. die massaspektrum van trideuterio-averufien (uJ.t- ‘

53

| :ruiling met CH.50D) Dit is bekend dat die tetrahldroksiantrak:!.noonkern

R 'ba:Le stablel is en glad nie. verder afbreek nie. Dit verklaar d1e afwes:.ghe1d~

Lt

‘ van pleke met m/e kle:.ner as 270.

292.3 - Stereoohemie van averuflen. Daar 1s geen 1nformasie aangaande die

» -

o absolute stereocheme van die C1 en CS senters van averuflen bekend n1e. \

b2




" FIG.2._ AVERUFIEN : MOONTLIKE KONFORMASIES
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Hierdie .gebrugde sisteem kan alleen gevorm word as C3 en C5 .cis ten opsigte

vah'ring D geori¥nteer.is. -'n Dreiding model van averufien9tooﬁ>dat ring E

* in 'n stoel of 'n skewe boot konfornasie kan bestaan (Fig. 2). In die

geval van die stoelkonform351e is die dihldrale hoek tussen dle proton op

*koolstof 1' en dle op koolstof 2' in d1e omgew1ng van 50 en 70 respektlewelik.j‘

54

- fVolgens d1e vergelyklng van W1lliamson en Johnson, “vir. die verband tussen

'n v151nale koppelingskonstante en dle dlhidrale hoek tussen d1e protone,

ekan dit voorspel word dat dle koppelingskonstantes ongeveer 1 en 4 Hz moet

L

‘;wees. Met rlng E 1n 'n skewe boot konforma51e is die dlhidrale hoek tussen‘ ’

't':C1'-H en C2'-Hé ongeveer 90 en 30 respektlewellk. D1e ooreenkomstlge

koppellngskonstantes is ongeveer 0 en 8 Hz respektiewellk. D1e k.m.r. ge—'

¥ gewens v1r averuflen, 5008 Roberts aangegee het, kon nie tussen hlerdle twee

_wmi moontllkhede onderskel n1e, aange51en d1e seln vir C1'—H 1n d1e 60 mega—f

 131klusspektrum as 'n bred- spltsvormlge band vertoon. In die 100 megasiklusé-

‘spektrum van trl-O-metlelaveruflen (Flg. 3&) verskyn d1e C1'-H sein as 'n

"oduldellke kwartet met koppellngskonstantes 1.5 en 4 Hz. D1t is. dus duldellk

ilo'dat ring- E wel 'n stoelkonforma81e aanneem soos ook op grond van konformasie E\if»'

i‘_anallse voorspel kon word. ?

| ,g.2.4~ -

Struktuur van mdumﬁen.- - 'n Nuwe metaboliet (c ) is uit A

20 16 8

”k nidulans en A. ver81oolor geisoleer. Hierdle metabollet, waaraan die

4k-"tr1v1aalnaam nlduruflen toegeken 1s, is as (26 R H) geformuleer :

op / crecere. .

D1t word tentatlef aangeneem dat hlerdle vergekyklng ook v1r die ongewone

'*“f} ring81steme geld,,‘l

‘5“§§N1duruf1en is nie noodwendlg sinonlem met 2'-hidrok51averuflen nie, aange-

I

" -sien dit nie dlrek met averufien gekorreleer kon word nie.,u
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op grond van die volgende informasie: -

‘(253 5  !, ,‘ - ,   - ];r’ ﬁ(2T)

. ' Die w.v.’ abso'r'psie ve nidurufien O 223, 264, 291 en 148 m) en

‘;:'dle karbonlelabsorpsie in die’ 1nfraroo;geb1ed (Y i 1710 ‘en. 1625 cm )

]"a,l(;; "

‘was feltllk identles aan d1e van averuflen. (Tabel III) ‘Die k.m;r{,t
'»;spektrum het geen, metﬂm1seﬁu;bevat nle. Méfilasie met mef;eijodiet‘en‘ .
o I 's1lweroksied het tr1— en’ tetrametok91der1vate (26 R = CH3 R'  H;én,i2
>>1“:?1% =‘ ‘ CH3 respektlewellk) gelewer. D1e k.m r, spektrum van dle tetra—
Wf;metoksiderlvaat het. d1e teenwoordlgheld van drleléromatlese - (6 proton “
i31nglet by T 6.05, 3 proton 31nglet by T 6, 08) en een allfatlese-o-metlel-,
't groep (3 proton 81nglet by x, 6 48) aangedul.55 Nlduruflen bevat dus‘een
'L;;alkohollese- en, dr1e fenollesehldrok51elgroepe. tDie lée%karboniélabsorpsie:'
fXAln dle 1nfrar001spektrum van niduruflen is in ooreenstemﬁlng“met die van

:

'a'sander bekende hldrok31antrak1none waar een of belde ven d1e karbonielgroepe,A‘f'

. 1ntramolekulere waterstofblndlng onderv1nd.5§ ?8 A", j‘AU_ . ‘,”“‘

Dle k.m.ro spektrum van niduruflen (Flg. 3b) is in. ooreenstemmlng
Y"jmet struktuur (26 R = R"; H) en stem ook ooreen met d1e van ander 1 3 6,8-

"tetrahldrok51e antrakinone. (Tabel IV)

: Tq.bel HI / (nﬂ,ow oio oo
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T a"b-e’l

IIT

Ultraviolet absorp51e mak31ma van d1e

o protone van h1dr0k31antrakin0ne

h1drok81antrak1none
L ’ A mu(1o3eA) Y
Antrekinoén p—— . e —— -
| o 223 | 255 - 266 [ 290 | 320 .| "450
1,3,6,8tetras | | N S .
‘hidroksiantra~ | 223(28.3) | '254(13.2) | 261(12.9) | 292(23.6) | 319( 8,24)| 450( 9.4)
, klnoon . ‘ o | ; "'w:' ‘f  S o
- |hveratien | 223(32.7) | 253(15.9) | 264(17.8) | 291(30.0) | 316(10.7). | 448( 9.9)
Nidurufien | 223(37,9) | 253(17,5) | 264(19.6) | 291(35.0) | 318( 9,7) | 448(11.8)
Dehidro= | poims ¥l okxfin sy | A sontan ) U w1etan ) | azof10.0)
;:'nidqrufien 2;35;§.§)4,253(1735) 264(18.6) 291(30.4). 536(1Q,]}, 450(1030)
'Yz;;:fgl°' | 225(28.8) 255(15 9) | 266(20.4) | 292(28.8) | 314(10.0) | 448(10.7)
| Bipolarien | 223(35.2). 253(17 5) | 264(19.6) | 292(28.6) | 314(10.6) | 448( 9.7)
" | Averufanien 223(30.7) 253(13.9) 265(16.2) | 292(28.5) | 320( 8.8) .| 450( 9.2)
| 4r-Hetoksin N ‘ L ol N |
| averantien 223(28.6) | 253(14.9) | 264(16.2) | 291(29.0) | 316( 8:4) 450( 9.3)
Averantien 223(33.6) | 256(15.2) | 266(17.5) | 294(33.7) | 325(10.3) | 454(10.7) |
| Averytrien 223(28,3) 253(16.4) | 267(17.5) |'296(28.9) | 326( 9.8) | 450(10.0) |
Ta be 1w |
‘Koo Ts absorp31ep031s1es van- die arOmatlese

- . | Absorp31e-waarde in'v : N
Averufien 5.4 | 3,05 | 3.5 | 475 ()0 |
| Mdurufien’ | 287 | a7 | 336 | 473 |(oDg) 00
Dehidronidurufien : | 2,89 | 2.80 } 3.37 '\ 4.72 - CDCL5 '
.,V?tsikolorien'c | ‘;2.75‘}( 2,68 | 3.31 vf4471 _ ‘CDC13
| Bipolarien 2,82 | 2.89 | 3.43 | 4.67 | (CD,),80
" | hverufanien 2.90 | 2,92 | 344 | 5.02. |(CDy) S0
‘1;;Metoks;averantien ~2.9i. ’2 82 ,3<43 g .5.05‘;?((cn3)zco .
'| Averantien 3,18 13, 20:>"3;85 | -3.95 " |D,0-Na0D
| Averytrien. +3.16 3.22 | .387 | .3.36 |Dj0-NaOD

Die / og;o“o.? 860




.vuRelatlef skerp eenproton sein by T 4 73 (breedte by halfhoogte 3 Hz) en. 'n

‘ :fibreé eenproton seln by T 6 03 (breedte by halfhoogte 9 Hz) word aan die‘w

e hldrok51elgroep is op p08131e 2! geplaas op grond van d1e verskll van dle

ldfﬂlwaarde het as in dle geval van averuflen sal dit bale klein (2 1 5 Hz) wees, ﬁ’“

N

'bft;:dle gesogte ketoon, dehldronlduruflen (27)

- ~33 -

o Dle drie proton seln by T 8 42 word toegeskryf aan die tersiére metlelgroep.
'n Skerp eenproton sein by T 2 78 en eenproton doeblette by T 75 en-3. 36
(7=2 Hz) word aan d1e aromatlese protone op p091s1es 4, 5 en 7 onderskel-v

.‘dellk toegeskryf D1e lae veld absorp51e van die protone in. pOSlSleS 4 en

412d5 is waarskynllk te wyte aan dle felt dat hulle 1n d1e per1-posis;e ten

4 ,op51gte van 'n karbonlelgroep geleé is. en dus sterk ontskerm wordosg;;fn' '

nrdprotone op p08131es 1' en 2' respektlewellk toegeskryf Dle alkohollese

rdC1'-H sein met dle van averufien. D1e proton 0p C-1' 1n averuflen vertoon
}'n kwartet by T 4 75 (34 en 1 5 Hz) as gevolg van d1e kOppeling met die :
lv151nale metlleen protoﬁe'o; d—2"' Indlen d1e (endon) proton op 02' wat
iverantwoordellk is vir, die sterk koppellng met C1'-H, vervang word met 'n o
ithdrok31elgroep sal dle C1'-H seln 1n swak 0pgelosde doeblet word.1 Indlen dle
koppellngskonstantes v1r hlerdie v151nale w1sse1werk1ng ongeveer dleselfde fh

) Dle foit dat dle 01"H sein in. . die °°rSPronk11ke k.m.r. spektrum d1e vorn. van b

,'n effens verbreedte s1nglet aanneem is tentatlef toegeskryf aan die swak N o

Voplosvermoé van die k.m.r. 1nstrument. ,Id tn spektrum wat onlangs opgenéedu L',f;a
e 13; vertoon dle C1'-H sein as ' doeblet (J = 4.5 Hz) Dit-is dus duJ.del:Lk “
1’1;dat die h1droks1elgroep nle edlge konforma81everander1ng in ring E Veroorsaag‘.{

e fni‘e. } IR

Ten elnde d1e p08151e van d1e sekondere h1dr0k81elgroep vas te stel, 1sf'}*f

Ynlduruflen selektief geoks;deer. Behandellng met chroomsuur 1n asetoon 1ewer:,'“
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Die~u1travio;etspekﬁrum van die‘produktwas idenvies.aan<die vap‘die

, aanvangsmateriaal- (’I‘abeil‘I].fD.A 'n Ekstra Vkarboﬁielabsorpsie m dia infrarooi~
spektrum (1, 705;cm-j) is asn die ketoongroep toegeskryf Die absorpsie van
die c1 proton in dle k.m.r. spektrum vertoon nou as 'n skerp seln by T 4. 72
;(breedte by halfhoogte 1. 2 Hz) D1t is dus duldellk dat 02’ .geen protone dra

N n1e en dus d1e allfatlese karboniel moet bevat.

Die sekondére h1dr0k51elgroep in niduruflen’word bale‘stadlg aangeval

: deur chroomsuur 1n asetoon as dit vergelyk word net 'n soortgelyke reak31e vah

" sekondére h1droks1elgroepe 1n terpene en steroiede met dle reagens.' In 1aas—
,}genoemde twee gevalle reageer dle sekondere hidroksxelgroepe gewoonllx v1nn1g
genoeg sodat 'n tltra81e—metode van oksida51e toegepas kan word.§3l Nlduruflen

' Ais egter oor ‘n lang perlode (30 mlnute) met 'n groot oormaat (10 ekw1valente)

chroomsuur behandel ten elnde dle reaks1e volledig te laat verloop.‘ Die k.m,r,r

;{data van nlduruflen toon dat die sekondere h1droks1elgroep ‘n endo orienta31e
‘het (dit w1l sé 1n d1e rigtlng van - dle antraklnoon 51steem georienteer)

l; Dreldlngmodel van nlduruflen toon dat die proton van dle sekondére h1dr0k31el- -

“”1 groep naby genoeg (1 8 A ) ‘aan d1e suurstofatoom van dle C1 fenollesegroep )

e \hldrok51groep vertraag word.

<kan kom om dle vorming van In sterklwaterstofblndlng te veroorsaak. Dit
‘"15 bekend dat die spoed waarteeﬁ 'n sekondere hldrok51eléroep met chroomsuuriﬂﬁ'
1}reageer; deuv waterstofblndlng verlaag word aange31en d1e veresterlng van‘dle ‘
&5 .
D1e hldrok31antrak1noon smsveme van nddurufden en: avevuflen 1sroesonder
'31etabiel‘ﬁeenoo; chroomsuur. Fenole sooe ip en B—naftol word relatlef vinnlg
." deuviohroowedurveraietig}§5~ Dae elektvoatrekkende 1nvloed van die karbonlel-;»,

groepeqen wateretofbindihg tuSSen die fenoliese hidroks;e1groepe'en d;e

D1e teenwoordlgheid van vier hidroksielgroepe in nlduruflen maak dit on-
moontllk om 'n dlrekte bevestlging hlervoor op grond van k.m.r. en i, To data

‘te verkry
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,kanboniglgroep‘iS‘ﬁééfék&niikAvernntwoor@elik virﬂﬁie‘stabiiiteit'van nidurufien
u énraverufien. - | - ‘. |
, Die waterstofgeninde fenoliesegroénehin nidurufien 1s verantwoordelik K
:‘v1r skerp éenproton selne by T 0 10 en 0, 82 in die k.m.r. spektrum ‘ Hierdie
lﬂﬁgroe;e kanrnie met dimétlelsulfant en anetoon gemetileer word nie. Behandeling
}‘(met 31iwerok81ednen metielgndied lewer wel nollediée met11a51e’maar die o
:met11a51e’van d1e CZ'-OH groep ner100p baie stadig en die hoofpro&uk nanwdie
inreak51e was die tri-O-metielderivaat (26 R = CH3, R' = H);ffg « |
:2{2,5L4i ble mansaspektrun vanvniduruflen., ; D1e kraklngspatroon van nidurufien i-h
'1n die massaspektrOmeter (Fig. 1b) kan volledig 1n terme van: struktuur | |
E;{(26 R= R :fH) verklaar word. Die mees intense fragment ontstaan deur die
]dehidra51e vnn.nidurufien.; Hierdie dehidra51e kan aan termiese ontbinding
o N en/of elektronbotsing te wyte wees.‘ Indien eersgenoemde die g;val 1s, sal ;f
1 n‘q die gevormde Dﬁ-18] 1oon waarskynlik 'n CZ'fp C3! dubbelblnding bevat.

‘Studies met deuteriumgemerkte 1-butanol60 61 én sukloheksanol6 het bewys dat

[,nle-termiese dehidra31e hoofsaaklik 'n 1 3 of 1 4 uitsp11t51ngs proses behels.n‘y'fﬁf

- f\fIn die geval van niduruflen bestaan daar ook nog d1e moontlikheid dat die
\ ”"sekondére hidrok31elgroep en die fenoliese h1droks1el by C1 gesamentlik
“ifbetrokke is by die waterelimina51e. Minstens drle moontlike strukture kan

l‘.jdus v1r die [MP18]+1oon neergeskryf word (Skema 6)

ﬁi?*ﬁl ‘Die- brokstukke met m/e 357, 337r 323' 310 en. 309 ontstaan waars lk
"1‘?vanaf dle [M—18] ioon deur die verlies vén CH3 CHO: CH3C°' CH COCH en
RERTR CH3COCH respektiewelik (Skema 6) Die fragmente met m/é 341’ 326 o0 314 moet

.

Volgens Bredt se reél sal dehidra81e 1n d1e gebrugde 31steem nie die vorming :
~ van ?n c1t - 02' dubbelbinding ‘tot gevolg he nie as gevolg van d1e hoér

spanning wat dan in ring D sal ontstaan.




A L

- -CH:‘COCH’;CJ»"'/ 34 L
.y“—CH3COCH3 - 326 |
"~CH3 COCH2 m/ 257

»‘ ‘__'?H@SCO My 38

e ‘%277’

B m’° 285 - oo




deur verliese van CH,CO, CE,00CH, en lcaﬁcdca:’ CH, vanaf. die moederioon
’gevorm~word. Die fragmente met m/e 272, 285 en 286 ontstaan waarskynlik op
. dleselfde wyse as dle met dieselfde samestelllng in d1e massaspektrum van

‘ averuflen. D1e fragment met m/e 99 (05H70 ) ontstaan moontllk deur 'n prosesv

i‘“ﬁ Wat analoog is aan d1e wat aanlelding gee tot d1e fragment met m/e 83 in d1e

”l!_5pektrum van averufien. D1e 1nvloed van die sekondere h1dr0k31elgroep op

R

o jdle kraklngsproses 1s moontlik verantwoordellk vir dle veel hoér 1ntensitelt

?!‘2?@ "

van d1e m/e 99 brokstuk a8 die- ooreenkomstlge plek in averuflen met m/e 83, '

Dle s;rkulére dlchr01sme spgktra van averuf_gg en nldurufien.- Daar is“
‘“geen 1nligting beskikbaar aangaande dle absolute steroohemie van C1' en CS’

l‘fJ in averuflen en nidurufien nle.‘ In A. nidulans kom.belde saam~voor;‘ Hlerdle .
Ametabollete is heel waarskynllk biogenetles 'verwant en het waarskynllk dus “]
dleaelfde sterochemle by C1' en CS' j D1e bale groter infensitelt van dle :

ﬂCotton effekte in d1e 81rkulere dlchr01sme (s d) spektrum van- n1duruflen in

¥vergelyk1ng met die van averuflen (Flg- 4) moet dus aan d1e bydrae van die ‘~5”

N

; “;a31mmetriese sentrum by C2' te wyte wees. Ondersoek van 'n groot aantal

i

;aromatlese verblndlngs het getoon dat 'n a51mmetr1ese sentrum, wat nle direk o
e aan dle chromofoor geblnd is n1e, gewoonllk net 'n kleln bydrae tot d1e

- Optlese aktlwitelt maak, tensy dlt dle sterochemle ‘van dle hele 31steem _;‘,
'e‘bepaal.66i Daar 1s dus 'n dlrekte 1nterak31e tussen die chromofoor en d1e

’,. 4‘4 S

4a51mmetr1ese sentrum by 02' . Argumente 1s reeds aangevoer vir d1e felt dat

‘1dle alkohollese hldrok31elgroep naby dle C1—0H groep geleé ise D1e sekondére: e

hldrok51groep kan dus deur dlrekte interak51e met die chromofoor (bv. water— ;‘

;'stofblndlng) d1e elektronverspreldlng in d1e chromofoor genoegsaam versteur ?

o om tot sterk Optlese akthlteit aanleldlng te gee.67

Dle tekens van dle Cotton effekte van niduruflen en averuflen in d1e

\‘280 - 350 mp gebled is identies met die van ¥ - rhodomy51noon (28) en sy

T Vderlvate.ss
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Die optlese akt1w1te1t van.dle chromofoor word waarskynllk in. be1de

Y -

. gévalle deur dle naaste a51mmetr1ese sentrum (Ar - CH .~ R) bepaal In dle
11g van dle struktuurverwantskap en’ dle noue ooreenstemmlng in u v. absorp31e
is dlt moontlik dat- d1e elektronlese oorgange van averuflen en.‘Y—rhodomws1noon
nie veel sal vérskil nie. Die feit dat die tekens van die Cotton effekte van,
averufien en Y—rhodomy31noon dleselfde 1s, kan dus moonfllk Aaarop dui dat die
581mmetriese sentra ﬁat één dle twee chromofore verbind 1s,‘dlese1fde stero— .

‘¢hemie het.

22,7 . Versikolorien Cu- Ver51kolor1en c (29) is 'n bekende metabollet van
Ao vt—:'r‘sicolorj3 en kom ook in die stam‘M716 VOOr. Hlerdle metabollet is nou

ook vir dle eerste keer ult A nidulans en BlpOlaIlS _B° geisoleer. Die ‘

eldentlflka51e van. vers1kolor1en C is gebaseer op sy molekulere samestell;ng
”(C18H1207) en.die ooreenkoms vén‘sy flSlese data smeltpunt, Ve (Tabel III)
for.= en k.m.r. spektra (Tabel IV) met die van d1e gepubllseerde waardes.tw
Die’ massaspektrum van ver31kolor1en c (Flé. 1c) is bale eenvoudig; ,Die"i
ernéamste fragmente stem ‘ooreen ﬁet dlevverlles van CH3 CHO ‘en CH CHO
;7Dié vernaamSte fragmente in’ die‘massaspektra van dlhldrosterlgmatoslstlep en
aflgégksieﬁ Bzféhtétaan op sbortgeiyke manier.‘aInlskeﬁa 7'yord ﬁggénigﬁe;“  ~>

Cvir die krakingsprosesse voorgesﬁel., 
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2.3 Groep B, Bipolarien en averufanien, ‘
20351 Bipolarien.s 'n Nuwe antrakinoon (018 14° 7) 1s uit. Blpol is sp.

Léé1501eef. Hlerdle metabollet, waarvoor die trlviaalnaanlblpolarlen voor-
géétei word, WQS'dUlde;lk"n 1,3,6,8—tetrahldroksiantrak;poon op grond vén-rA
"‘die'volgehde informasie;~;Na‘behandéling métjCH3QD ibe;at b;polarieﬁ vier:
"déutefium atdmell;pit dui -aan dé£ Bipolérien‘vier‘hidroksielgioepe‘pevét;
Bipolarién het ook 'n tipiese 1,3,6,'&tetrahidqusiaﬁtrakinoon ultravioiet' |
‘spvektrum 9“7 (Tabel m) Béhandeling, van bipolarieﬁ met silverckeied en

‘metlelJodled lewer 'n derlvaat wat v1er arOmatlese metok51groepe bevat.“

‘(k m, r.)selne h-by T 6, 05) D1e k.m.r° spektruﬁ van blpolarlen bevat twee
~‘skerprla9“veld éelné ( T =0, 82 en = 0, 10) wat verdwyn ne behandeling met »
‘deutériumoksied.' Hlérdie selne is tewyte aan twee hldrok81elgroepe wat sterk
"rwaterst;fblndlng ondervind.71 D1e aromatlesevgedeelte van d1e k m.ro spektrum o
wat een ongek0ppelde (T 2. 82) en twee metagekoppelde protone (t 2. 89 en 3. 43,
J 2 Hz) bevat en’ dle ultrav1olet— en karbonlelabsorp31e is. feltlik 1denties‘

'taan d1e van averuflen en ander 1 3,6 8-tetrahldrokslantraklnone (Tabel IV)

,;Dle deelstruktuur (30) kan dus aan blpolarlen toegeken wordo_




~do-

Die infrarooiispektrum§van giﬁolarien toon duidelik dat die nie-
-aromatiese gedeelte nie 'n kéféongroep bevat nie, Di; déuteriumuitruiling
" het reeds bewys dat hierdie gedeelte ook nie"n hidroksielgroep bevat nie@
1,D1e suurstoffunk51e kan nie 'n epok51edgroep bevat nie aangesien dit stabiel
‘ is teenoor behandeling met suur ‘'en alkali, ;Dig suprstof,moet dus»in fn eter-
g@oep weeé.T Die stabiliteit\van tetfametoksibipolafién~teenoorroémiuﬁtétra-'
oksied het die éfwésigheid va.n n ‘ol:efinieSe‘ dubbelbinding bewys.

Bogenoemde feite het gelel tot die gevolgtrekklng dat blpolarlen 'n ;1

tetrahldrofuraan substltuent bevat wat op een van twee maniere aan d1e kern

; 'gekoppel kan wees nl; s00s in (31) of (32)

Struktuur (31) is i aantrekllka_moontllkheld aanges1en.dle verwantskap

tussen blpolarlen en-ver51kolorlen C. dan dleselfde sou wees as dle tussen

'avepufgnlgn (33) en»averufien-(17)5

Hlerdle struktuur is egter verwerp op grond van d1e volgende f1s1ese

"

rgegewens~ Die. massaspektrum van blpolarlen (Flg. 6b) het 'n sterk plek met
fm/e 299 bevat, Akkurate -massabepaling het getoon dat hierdie plek 'n doeblet
‘ls en dat d1e hoofkomponent d1e samestelllng C15H70 het, Hmerdle fragment,

iwat al dle suurstofatome van die molekuul bevat kan alleen verklaar word
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indien die- koolstofatoom 1' 'n suurstofatoom dra soos in (32);. Die posisie
en patroon van die eerproton sein by v 4.67 (kwartet J = 4-en 7 Hz) in die
k,m,r,: spektrum van bipolarien (Fig. 5b) bevestlg die teenwoordlgheld van 'n

0-
~CH = CH. = groepering. Die (-0 - CH, -) groep was verantwoordalik vir

2
' bro# seih by T 7.91.

Die feit dat d1e C1'-H sein van blpolarlen by ‘n heelwat laer veld &s .
die ooreenstemmende seln van averufanlen verskyn, is moontlik gedeeltellk te‘
wyte daaraan dat die a«protone in furane by *n laer veld absorbeer as dIe
van pirane,

‘ntUitgebreide étﬁdie van pentafuzanosederivate het getoon dat die
koppelingskonstanfés van'visinale cis-waterétéfatome wissel van 4,3 tot 6.8 Hz
terwyl d:.e waardes vir v151nale transwaterstofatome wissel van € 0,05 Hz tot -

2
T2s Nog 'n groter koppelingskonstante is opgem.erk:7Zb

7.2 Hz; vir 3'-0- metiel— |
adenosien4(8-2 Hz), Die koppelingskonstantes tussen C1'-H en C2'-2H in
bipolarien val diis in hierdie gebied 'n Koevertkonformasie van die furaanring oo
met die suurstofatoom bokant die vlak van die ander ringatome en die C1'-Ar
binding tussen die waterstofatome‘op C2! is een van die moontlike konform391es
wat‘tot hiéfdié koppelingskonstantes kan aanleiding gee° Dit is moeiiik om o

"n deflnltlewe konforma31e vir die. furaanrlng voor te stel aangesien dle )

koppellngskonstantes afhanklik is van die elektronegatiwitelt van dle sub—

| stltuente en omdat dasr 'n groot aantal koevert- en skewekonformas1es moontlik |

is, | |

In skema 8 word aie fragmenfasie vanjbipolarien.(Fig. 6b)'in dié
"m395aspektrometer uiteengésii. Die‘massasﬁektra vaﬁ_bipolarien toéni‘n.grbot

ooreenkoms -met die van averufanien'(Fig.IGA).
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‘2;3;? - Averufanien - D1e antraklnoon (C20 18 7) wat geisoleer is uit A,

ver31color (stam M 716) en’ Blpol is _2.,1 se flSlese konstantes .

[smeltpunt ultrav1olet (Tabel III), 1nfrar001~ en k m.r.- (Tabel IV)

massaspektrum] het getoon dat dlt moontllk 1dent1es kan wees aan dle antra-

.klnoon (33) wat deur Holker en sy medewerk:ers34 ult 'n U, v, mutant van. A

' ver51color geisoleer is.y Dle 1dent1te1t is. bewys deur dlrekte vergelyklng

met 'n egte monster wat van dr° Holker (leerpool) verkry 1s. D1e trlviaalnuaﬁ,)

averufanlen word vir hlerdle metabollet voorgestel

Dle Cotton effekte van averufanlen (270 - 340 mp) het dleselfde tekens

a8 dle van averufien.. [A €0 (240 mu) 0 82 (250 mu) O (266 mu), ”
‘ ,73};08 *(2‘84 ‘mp)‘,_~"v0“(292 mu), _1 54 (298 mu) o (308 mu.) -0, 82 (325 mp.)
B OV(34é r?ﬁ;i -0‘5 (365 mu) -0 02 (380 mp) L0 (400 mu)] Dlt versterk
‘ - die argudent dat d1e optlese akt1w1te1t van averuflen hoofsaakllk deur dle ’:le

C1' a31mmetrlese sentrum bepaal word

- 3‘Grbep;Cd:,'1'-O-metielévéranfien“"

is ult A vers1color geisoleer, IDit

. 'n Nuwe antrakinoon (021 - 7) Yersicolor Ty

"ils geformuleer as 1'-O-met1elaverant1en 1(34, R = CH ) op grond van dle :

,Wivolgende gegewens- T :i?:, IR [_:f o ,7”';“",f Y “‘yf* "

Averantlen het struktuur (34 R _fH) qﬁ’iéq{ﬁlhekehdefmetapoliétivan‘Ad:

’ versmolor°




SKEMA 9 -




Die ultraviolet absorp51e (X 223, 264 291 én 450 mp)v*ndie nuwe
metaboliet was feitlik 1denties met die van die ander hidrok51antrakinone wat o
reeds‘bespreek is (Tabel III); . Die teenwoordigheid»van vier hidrOksielgroepe

is bewys met deuteriumuitruiling met deuteriometanol Die k m.r. spektrum

. (Fig: Sa) het die teenwoordigheid van 'n alifatiese-o-metielgroep by T 6 53

‘ »'afen 'n primere C—metielgroep by v 9,13 (triplet J =5 Hz) Die drie atomatiese '

' T i protone se absorp51e was tipies die van die 1,3, 6 8~tetrahidroksi-Z-alkiel-

"antrakinoon81steme wat reeds bespreek is (Tabel IV) ) Die eenproton kwartet
by T 5, 05 (J= 5. 4 en 7 4 Hz) is toegeskryf aan"n (Ar - CH - CH o ) groepering. -

o Deur metanol (deur die. behandeling van 1’-0-metielaverantien.met
ip—tolueensulfoonsuur in dimetielsulfok51e® 1d¢ te splits, is 1'—0—metie1-‘ :
~averantien omgeskakel na die bekende averytrien (35) Dit het die struktuur
»onomstootlik bewys, ‘: h ‘ ll : o o fl ", R ‘i,:‘ L

Die fragmentasie in die massaspektrometer (Fig. 6c) bevestig ook die
struktuurb Die afbreekpatroon word in skema 9. uiteengesit

"J~S%ruk¢uuranalise en. bioggnese

van. die hidrok51antrak1none

. Struktuuranalise van averufien (17) averufanien (33) en averantien j'

”Z,ﬂ(34 R = H) toon dat hierdie metaboliete volledig uit asynsuureenhede opgebou S

;“kan word&‘ Die suurstofsubstitusiepatroon in die aromatieee gedeelte toon dit
~ baie duidelik> ~

Gatten.beck74 75 het met 1sotoopgemerkte voorstowwe bewys dat antrakinone L

i

" (van skimmeloarsprong) soos endokroslen en 1s1andisien uit een B-poliketied '

- ;ketting gevorm word In die geval van die antrakinone wat hier bespreek word

'Q‘,kan die direkte voorloper waarskynlik as (36) voorgestel word Die verskillende Q‘ -

L modifikasies ontstaan dan waarskynlik deur oksxda51e ven, die antroon31steem en




, IO x CH3COOH

- CH%
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’ selektieWQ-reduksie van die syketting (Skema 10).‘~Nidurufien‘
(26, R = R* = H) kan nie direk vanaf die voorloper gevorm word nie en

~ontstaan waarskynlik deur oksidatiewe hidrpﬁsiiasie van averufien,

Dit is moeiliker om 'n aanvaarbare biogenese vir versikolorién Q‘en'
sterigmatosistien &Qér,te stel, Hierdie metaboliete kom in die skimmels

ssem met bogenoemde C -antrékinonevvoor. 'n Voorstel‘is gemaék’dat

20
hierdle stowwe 'n. gemeenskapllke voorloper het, Indlen (36) hlerdle VOOT=

- loper is,;kan die biogenese‘SOOS in Skema 11 voorgestel word, Die voorlopef‘
(36) kan na die‘resorsipol;derivaaf (37)'omgésk;kel‘w;rdfdeur aldolkonﬁenév‘w
-sasie van die syketting. Oksldatiewe splytlng van die resorsinol—aisteem

| analoog aan die omskakellng van 6—metielsalis¢elsuur na patullen,77 kﬁh‘:ﬁ _ﬁ
'die vorming van 'n antrakinoon met 'n vertakte 04—sykatt1ng (38) tot

: gevolg hé Deur selektlewexreduksie van die syketting gevolg deur intra;; »
| molekulere omskaksllng kan (38) omgeskakel word na ver91kolorien A33 (39),‘ -
Analoog aan die- vorming van solochrlen vanaf emodien in P freguentes78 '
lsal pkszdatlewe:splyting van die antrakinopns;steem (39) die bensofgnoon  '

(40),1ewerqi_Sterigmatosistien :(13_,~R1 #/R21= H)7kan'pou geVOrm word deur T

intr&mdlékuléfé;okéidafi;ﬁé_kobpeling,g‘dekéfboksilésié‘Qanfdie geVﬁfmde
B-ketosuur (41) verwyderlng van d1e h1droks1groepe deur selektlewe reduksie
‘en dehldrasie en met11a91e (bv° deur metionien) tAlternatlewe skemas wat ’f;]
ﬁerskil in d1e voléorde wearin. die verék1llende stappe plaasv1nd‘kan ook ,i

"voorgestel word° N

Vot

®on NuWe gintese v&n-xa@#ohé behels~iﬁtiam019kulére‘fenol koppeling vﬁnr
. :» . ) : . } . 8
hidroksibensofenone?9 Die 'werk van Franck en'Sy medewerkers o met 1sotoop
.gemerkte voorstowwe het bewys dat dle ergotplgmente deur ‘n’ soortgelykn

intramolekulere oksidatiewe koppeling ontstaan.




Blic‘hi"‘en'syymédewerkerss1 hétiéﬁlgngs,die iﬁkofporasie van isotoop-
gemerkte asynsuur’in aflatok51en B ondersoek Hulle resultate ondersteun
die teorie.dat aflatoksien B1 ontstaan‘deqr okgidatiewg verandering vap 
vérsikolorien A of 'n nou verwante antrakihdon. lDit is\egfer nodig on aan‘

te.neem: dat vers1kolor1en A van ‘n C -pollketled en nle van 'n C, 50"

pol;ketled afkomgt;g.;s nle,'d;t'w1l se,gverufien en versikolorien>A het nie
.“n gémeeﬁskaplike voorloper nie, Volgéns4die skema waﬁ'Buchi en sy medéwerkers
‘ voorstel ontstaan ver81kolorlen A deur oks1dat1ewe veranderlng van n.

: pollhldrok51naftaleen wat deur 'n Clalsen kondensa81e van die C 18 pollketled

r-verkry word

f'Holker én Underw06d82 het voorgestel dat aflatok51en B moontlik vanaf

sterlgmat051st1en deur ok31dat1ewe splytlng van rlng A, gevolg deur her-
knndensas1e en dekarboksilasie gevorm kan word Burkhardt en‘FOrg’acs83 hét.<7

onlangs O—metlelsterlgmat031st1en (13, = CH3’ R H)‘uit !nfaflatpksien
1-produserende stam van Aspgrg;llus flavus geisoleer. Aspertok51en84

(13, , = H, R2 = OH) is ook ult 'n A, flavus stam geisoleer.

ORf O . 'OCHz -

L 13)

NIDULOL

Isolasie en struktuurbépaling.- Saam met die hidroksiantrakinome .is' .

"'n mue metaboliet waarsin die triviaalnasm, nidulol toegeken is, uit-A,




(430; R =H)
(43b, R=CI)




- as volg. D1e verbindlng 1s met natriumhidroksied gehldrollseer en d1e

, niduians‘geisoleers

Ni&u}ol‘(42 R = H), C1OH1004' 1s 'n opties onaktiewe fenol wat in

waterige kaiiumkerbonaat oplosbaar 1s° } Dle 1nfraroo:|.spektrum toon hldroksiel-
(3560 om ) en karbonlelabsorpsie (1746 cm ) bande. Laasgenoemde kan aa.n 'n ‘
ftalied 5 toegesk:ryf word Die ul’crmg_letspektmm met ma.ksma by 216 261 |
en 290 my, stem bale goed ooreen met dle van 5 7--d.ime'l:oksifte,lied.,8l6 ; ’, ‘
Met:.laele met dlasometaan of metiel,]odied en. sn.lweroksied lewer tn O-metiel-

11 1274°
o aan die van nldulol is, maar geen hidroksielabeorpsie kom in die- infraroo:.— ‘

wdenvaat C,,H,.0 (1 2 R + CH ) vaarvan die ultravioletspektrum byna identies

- spektrum voor nie. Die kemme{metiese resmansspektrum van die O-metielnidulol‘f‘
toon twee aromatlese metokeigroepe (= 5 93 en 6 08) 'n aromatiese C-metiel— . j‘
groep (r 7;,83) 'n aromatlese proton as 1y singlet ('r 3. 33) en twee ekwi- S

;jvalente protone by T 4 80 wat aan die - CH groeperlng J.n (Ar CE2=— 0 -

CO - ) ‘toegesk:ryf 18,87 Al die suurstoffunksies is dus verklaaro o

D1t is onomstootl:.k bewys dat (42 R = CH ) wel 'n ftalied 1s en wel

| hidrollsaat met kalmmpemanganaat geokmdeer. DJ.e gevormde suur is, " a

aansunng van d:Le rea.ks:.emedium met swaelsuur, geisoleer., Hlerdie produk is ,

met asynsuur anhldried verhrb ten einde dit na dle ftaa.le.nhidried (43&), e

' :011 1 0 5, om te skaloel. D1e hldroksimetlelgroep van d1e hldrolisaat 1s dus L

T vinnlg en selektlef geoks:.deer. Direkte oksidas:Le van die ftalied (42 R &= CH3)

met alkaliese kaliumpermanga.naat was stadig en’ me-selektief Dieselfde .
| ftaalanhldried (43a) is na direkte’ ok51dasie van die ftalled (42 R = CH3)
. met chroomtrioks:.ed in asynsuur verkxy Die infraroon.spektrum van die f't;a.al- <
a.nhidried (439.) toon karbonielabsorpeie by 1770 en 1840 em 1 Dit is tlpies

~ van En fteala.nhidzf.ieds_lsteem,‘ae Die beé:mdiging van bogenoemde oks:Lda.sie met
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'gekonsentreerde soutsuur in\plaas van swaelsuu;.h;t n chlo;oéuur, waf na die
chloroanhidried (43b) omgeskakel kon word, ggleﬁert' Die kernmagnetiese
Lresongnsspektfum van (43b) bévestié”dat die aroﬁatiese sisteeﬁ,volledig
gesubstitueer is, DieAreéksie tussen kg;igmpermanganagt en soutsuur ;ewgr‘
chloor wat dan die intepmediéré disuﬁr‘(44)‘kan chlorineer 6@ éie chlérosuur‘;

" te vorm,

'n Studie van die oploémiddel effokte in die:kerhmagnetiese resonath'f':
spektra van (42 R = CH ) en (43&) het aan81en11k llg gewerp op dle posisie '
van die substituente in die aromatiese kern van die ftalied Oplosmiddel— |
‘verskuiwings van ketone in benseen relatief tot deuteriochloroform is alreeds '

89

intensief bestudeer° Alle substltuente agter 'n verwysingsvlak deur die’

karbonielgroep, word beskerm en. die voor die verwysingsvlak word ontskerm. .
Soortgelyke resultate is vir karboksielsuuranhidrlede en laktone bekend 90, 91
Die p031tlewe oplosm1ddelversku1w1ng van d1e metileengroep in (42 R = H)
(Tabel V) is dus in ooreenstemming met die verskuiwings wat met die qubonlel-'

funksie geassosieer word,

Tabel V .

- S ’ ‘,CHemiese‘yéfskﬁiﬁingﬂv-"
Verbinding Substituent ————— ———
. ' in CD013~ ‘13‘?636
43R = CH, AxCH 7,85 .87
- 0.~ CH 5,93, 6,08 6,13, 6,83
Arcgzoco | 4"',80 563
ArH 3,33 -
‘448 ArCE 7.80 - - 8.0é:
. OCH 5083, 6,02 6,21, 6,92
ArH 282 -
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’n Sterk bewys vir d1e ons1mmetrlese rangsklkklng van die metok31groepe
71n die anhidried (43a) is gev1nd in dle merkbaar, versklllende oplosmlddel—
fersku;w1ng wat hulle‘onQerv1nd~het. Hlerdle metoks;groepe moet dus geblaes
ﬁor& 8008 in'(45) en die in O—metielnideloi soos’inw(46)"ef(47)f In \

' aromatiese verBindinge,toon alle metoksigfdepe'Verskuiwihés na heéf'gebiede ) !
:afg951en van dle teenwoordlgheid of afweeigheid van naburlge karbomelgroepe;92
Een van. die: metok51groepe in O—metlelnldulol toon egter 'n klein oplosm1dde1-~

versku1w1ng In kinone toon 'n metok31groep orto ten opsigte van 'n karboniel— :

' 2
,'groep 'n heelwat klelner oplosmiddelverskuiw1ng as d1e ander metok51groepe?

’<_D1t is aan die effek van d1e peri-karbonlelgroep, wat 'n negatlewe effek op

‘f‘karbonlelgroep geplaas is, gedemg*lleer kan wozd Dis produk (48) C

die oplosmlddelverskulwing het tewyte. Dleselfde verskynsel tref ons aan
by kumarlene waar d1e metokewgroep perl ten op51gte van dle karbonlelgroep

'n kleln verskuiwing ondervind terwyl die ander metok51groepe tn redellk

93

groot (O 60 = 0,77 d p.m,) p031t1ewe verskulwing onderv1nd Om dle kleln

‘oplosmlddelversku1w1ng, van een van dle O-metlelgroepe van O-metlelnidulol

te verklaar is, na aanleldlng van bogenoemde bewyse een van d1e O-metlel-
gfoeee van O—met1e1n1du101 tentatlef orto ten op31gte van éle karbonlel-

,- ;groep éeplaas spos’in (46) Ten e1nde h1erd1e afle1d1ng te bewys is O-metlel-

‘ niduloi‘met aluminiumchlofied in nltrobenseen,lbehandel Dit 1s;een94_van fl~1’

fdie metodesgs 9 waarmee 'n metoksigroep, wat orto ten op51gte van 'n o

b

1o 10 4° '

v‘fis Jn 1someer van nldulol en gee 'n 1ntense groen kleur by behandeling met

\ 1 B
ferrichloried Die karbonlelgroep van (48) absorbeer by 1729 em” in die” . -

L -1
e 1nfrar001geb1ed in teenstelllng van die van nidulol wat by 1750 om

‘absorbeer.rvblt is 'n duldellke bewys van waterstofblndlng by (48) In?
die kernmagnetiese resonansspektrum van (48) verskyn 'n skerp eenproton;_.

»seln\bygr 2,29.‘Hierd1e sein yerdwyn;na behandellng met deuteiiﬁmokeiedQ

E




- 58 -

Hlerdle ~sein en d1e 1nfrar001;absorpsie by 3450‘cm w ‘is tewyte aan 'n water-‘
nstofgeblnde h1droks1elgroep. Die hoof elektronoordragband toon 'n klein
opwaartse_verskuiwing in alkali (259'na 265;mu)‘terwy1 die langgolfabsorpsie
" (tweede elektronoordragband) 'nJSterk opwaartse vefskuiﬁing todn (293 na
, o7 y

328 mu). D1t is wat mens v1r 'n o—hldroks1-aroielstruktuur verwag.

Op grond van d1e voorafgaande resultate kan struktuur (42 R = CH, )
| of (49) aan O-metlelnldulol toegeken word. Die sterk lae veld versku1w1ng
van: d1e aromatlese proton (O 51 d, p.m,) in die ftaalanhldried (43&) in

vergelyking met die van O—metlelnldulpl bewyssg

dat<d1e€prqton_o:tq teq

. opsigte vah'die nuwe ka&bonielgrgep in (43&) moet wees, ,O-petielﬁi&ulql~hef
dus die struktuur (42 R = H)., Hierdié afieiding word vérder bndersfeun 3
deur die felt dat O-metlelnlduigl en die ooreenstemmende ftéalanhldrled se ’“'
smeltéunte 1dentles is aan die vaﬁ d1e verblndlngs (42 R = CH ) en (43&)
respektlewellk. Laasgeﬁoemde twée verblndlngs is deur Blrklnshaw en sy

m.edeyw'_erkers9 »99. ges1ntetlseer.

‘Bogenoemde resultate bewys ook struktuur (42 R = H) vir nldulol
D1e negatiewe ferrlchlorled toets en dle normale ftalledkarbonlelabsorp81e B
- kan ook nou makllk verklaar, word aange31eﬁ dle vfy hldrok51elgroep nie orto
ten op31gte van d1e karbonielgroép geleé is- n1e. 4—H1drok51ftalled 09 g§§ ;
n negatlewe ferrlchlorled toets en 7-h1drok51fta11ed 0 gee"n~1ntense’pers—@‘:
Vkleur met fefrlchlorled Dle hoof elektronoordragband van nldulol toon 'n
groot opwaartse versku1w1n° (261 na 302 mu) 1n alkali ‘soos’ van"n p—hldroksl-
. aroiel struktuur‘verwag‘kap wg;d: n-Alkaliese oplos51ng van nldulol is met
_ chloroform geref}uks om Jn«qthidrok31a1deh;edderlvaat te vorm.,bﬁlgrdle |

‘derivaat kan éangetoon word deur dit na die'aIQagién om;te skakéi.102' Dié'

“positiewe reaksie van nidulol met natriimkobaltinitriet lewer verdere ge-

tuienis dat'ﬁidulol‘{n‘féﬁbl‘met,!n vry pfto‘posisiejpzlisé '
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Birkinshaw en sy medeverkers”” het beweer dat hulle 'n produk met

struktuur (42; R = H) berei het deur 'n;sinkstofredﬁksie van die:Doeuvre

oksidasieproduk ('n aldehied suuf) van Quadrilineatién (509 Hulle répporteer
"'n smeltpunt van 198 C. terwyl n1du101 by 234 C- smelt. Dit is baie onwaar-

;-skynllk dat die Doeuvre reagens (alkallese merkurlchlorled in kallumaodied

'1op10331ng) die aldehied’ groep in pos131e 2 selektlef sal ok51deer. fDie

',produk met smeltpunt 198 C kan dus bestaan ult 'n mengsel van. die 1somere
.(42 R = H) en 51, R = H) Blrklnshaw en~sy’medewerkers 00 het geen bewys
"v1r dle sulwerheld ‘van hlerdle produk gelewer nie, ’n Monster vir dlrekte

rvergelyklng met nldulol was ongelukklg nie besklkbaar n1e°

Daar is al verskele ftallede ult sklmmels geisoleer84 03 104 maar

behalwe n1dulol is daar nog net een ftalled naamllk (51 R = H) ult 'n spes1e

100"
van dle A, nidulans groep geisoleer en wel deur Blrklnshaw en sy medewerkers

ult A° quadrlllneatus Thom en Rapero‘

'n Verblndlng (C11 1204) met dleselfde smeltpunt as d1e O—metlelderlvaat .

'van'(51, = H) is na d1e met11as1e van nidulol uit die moederloog geisoleer. i,
D1e kernmagnetlese .resonans spektrum toon absorp31es by T 7 80 (ArCH )
h ,r 6. 12 (twee aromatlese OCH3 groepe) T 4 63 (AruCH -O-CO) en.t 2, 92 (ArH)

vDit is in ooreenstemmlng met struktuur (51 R CH )

KURVULARTEN

Isolasié en identifikasie-'

'n Fenollese metabollet C16H2005’ is uit Blpolarls___g0 csisoleer, o

4Dle f1s1ese konstantes (smeltpunt ultrav1olet- en 1nfrar001spektrum) het |

goed ooreengestem met d_e wat v1r kurvularlen aangegee ‘is .106>107 K larien”

is 'n bekende metabollet van Curvularla Slddlg 1 SPo novo, en Penlcllllum

. Steckii Zaleski,




Die fragmentas1e van die verblndlng het du1de11k op struktuur (52)
,gedp;.' Die ontstaan van die vernaamste fragmente kan as volg u1teenges1t

-words

_.__._‘,....._.}... PP

- Metilasie ven die metaboliet met metieljodied.en silweroksied: lewer **
" 1n dizO-metielderivaat wat in alle opsigte identies aan. 'n egte monster van.'
- Oemetieliurvularienis, . ..o oo

,;ianOGINGS oM STERIGMATOSISTIEN
" GHEMIES TR HIDROKSILEER

Aflatok51en B (7&) en B2 (8a) word in d1e lewer van proefdlere ge-\

e o 20 ‘
‘oksideer‘na aflafok51en M‘ (7b) en M (8b) respektlewellk, wat dan in dle
“aquelk en urlne ultgeskel word Aanges1en 'n groot gedeelte van die aflatokslen

; B molekuul ook ln d1e sterlgmatos1st1enmolekuul voorkom, bestaan dle

< L
- . . G

3 - [ . ' . K C - I
L C s ) - . [
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'moontlikheid dat ait ook Op " soortgelyke manier in dle lewer gehldrok51-
‘ leerfsal word. Bloed, melk en urlne is komplekse mengsels en die ge~
) jhidrok31leerde sterigmatosistien sal alleen aangetoon kan word deur

‘:;thomatografiesegvergelyklng met 'n egte monster3V 

e Poglngs 1s aangewend om d1e hidrok31ster1gmat031st1en (13"-T

R2 = OH) chemles te berel. Die 1' p05131e van sterlgmat051st1enais

=H,

”ﬁ“allllles ‘ten opsigte van beide die oleflnlese dubbelbinding en die‘

{ aromatlese s1steem° - Die pos1sie behoort dus maklik geasetoksileer te" word

‘deur behandellng met loodtetra-asetaat.1 8‘\

Aahgésien'die loodtétra—
5 asetaat ook die fenoliese hldrok51elgroep sou aanval is sterlgmat081st1en-
= monobensoaat met loodtetra-asetaat behandela D1e enigste produkte van

\ hierdie‘reaksle‘was die'asetate (53) en (54). Hlerdie strukture is gegrond

' op‘hul,k,m;rofgegewens; . ’{;‘
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. Die reak31e van loodtefra~asetaat met dqmﬂncﬁjldrosterlgmatos1stlen
is. hierna Ondersoekb Dle stof was egter volkOme stablel teenoor dle lood-
tetfa;asétaat ondér 'n verskéidenheid*vah reaks;e}gondISIes‘ondei aﬁdere
in die teenwoordlgheld van bensoielperok81ed.r ﬁéf bofontriflﬁofied as- |
1'f  kata1is was, demetllasie van d1e O-metlelgroep dle enigete'reaksie. »
D1e\presiese meganlsme %aarvolgené dle asetoksllaéie van 'n alllliese 7
h p05151e met loodtetra-asetaat plaasv1nd is nie met sekerheid bekend‘nie.ng“..
:Daar bestaan 'n sterk moontllkheld dat die reak31e oor 'n ?adlkaal tussen~ ;;
'stap gaan. In die geval van sterigmétOSistlen en dihidr0ster1gmat031stien‘
ri'sal die radikaal op p09181e 1' nie maklik gestablliseer kan word nie, aénQI:1

- ‘gesien die resonanstoestande ’n baie gespanne rlngsisteem tot gevolg sal hé

'
BN

K

o oocHy Ows R
Cem (581"

; As hlerdle argumente korrek is behoort apatoksilaale plaas te-v1nd in

1 verbinding waar. een van dle furaan ringe oop is soos in (55)

So'n verblnding is berei deur d1hidrosterigmatos1stien met metanoliese
’ ‘kallumhidrok51ed te refluks Dle produk (55 R OCH3R' H) is deur mlddel
‘-van sy k.m.r. spektrum geidentlflseer. Dle reaks1e van (55, R = OCH3 R' ?FH)V‘

'met loodtetrayasetaat word tans ondersoek.

1
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HOOFSTUK 2

DIE ISOLASIE EN STRUKTUURBEPALING VAN
ASPERKOLORIEN, 'N SIKLIESE TETRAPEPTIED,
' UIT ASPERGILLUS VERSICOLOR

g mmmmc

' In hlerdle hoofstuk word dle 1solas1e en struktuurbepallng van 'n

grdéivertragende‘metaboliet van Agpergillus versicolor;Tirabosch1~bespreek;.
"Die_triviaalnaam asperkolorien is aan die;metéboliet toegeken en dit sal
aangé#oon word dat asperkolorien 'n sikliese tetrapepfied»is;

Sikliese polipeptiede wdrd dikwels in die-hatuuf‘éangetref en hierdie

) stowwe toon dlkwels hormoon- of ander flSlologlese-akt1w1te1t. Bekende‘

IS 110111 (

voorbeelde is die. melkafskeldlngshormoon, ok31tos1en 56) en dle

“

2 o
vasopress:.enreeks11 wat uit die slymkller geisoleer‘ls.g

NH2 . NH2?

" H'- Sis- Tir - Ileu - Glu - Asp - Sis = Pro - Leu - Glu = NE,
R A | S

. bl

2w S S

Verskeie ven die bekende antibiotike bv. gramasidien’S' >’ % (57) -
"is sikliese‘peptiéde waf.uit verskillende Bacillus spesies geisoleer’is.:‘
"Deur d1e volgorde en aard van sommige van dle amlnosure 1n so! n peptled te

"EVérapder; kan npwe antlblotlka‘berel)word.11s 117

arvasOmfvabaFmafm-Vﬂ-Lm-D-Fm-Pmﬁ~5

(57)
Dle glfstowwe van d1e reuse fung1 of paddastoele, byvoorbeeld die

sg. "death cap"™ (Amanlta pha1101des), is glftlge'blsﬂillese pollpeptledeo

HADle falloldlengroep1 (58) kan as 'n voorbeeld dlen.

{
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AMea - Tri - R =~ Val

f

a - Hipro - Sis - e =~ Hiasp

R=¢e = Dihileu = falloldien

*e - Hilew = fallofen’
- (58)
Daar is nog net 'n paar sikliese polipeptiede uit mikroskopiese fungi

gélsoiégr. ,FUngisporien119 (59) is 'n onaktiewe metaboliet wat uit die_sporeﬂ

‘van Pen;cillium en AspergilluS‘spésies gelsoleer is.

3

[—-pﬁ; Fen - Fen = D = Val - Val = D = Fen - Fen - D = Val - Val 7

(59)

" Die sikliese peptied uit Aspergillus niger,??o malformien (60) is
- verantwoordelik vir die misvorming van boontjies, maar is andersins biologies

‘Qnaktief.

'~D - Sis = Val = D = Sis = D ~ Leu - Tleu—

4 ’ } I .

'(60)": -

«

121

Die chioorbevatténde‘sikliese‘peptied, islanditoksien (61) _‘waf

- uit Penicillium islandicuﬁ Sopp; gelisoleer is, is die enigste bekende‘giftige _

‘sikliesé polipeptied wat tot duéve?“uit?mikrOSKOpiesebfungi gelsoleer is.

e ,";1Hﬁﬂai

"

Nval -~ (@—Fé—ﬁ-ala) ' = Dichloro pro
Asperkolbrien is dus een van 'n klein aantal sikliese polipeptiedé
van»éﬁiﬁmelqorsproné eﬂ'isinqg<verdep‘beiéngpik in die opsig dat dit die

kleinste bekende sikliesepolipeptied ﬁéﬁjnatuurlike oorsprong is. Alle ander




?Lfl werklng

31k11ese tetrapeptlede is van s1ntet1ese oorsprong.22-124

Een van die
gmlnosgurkp?ponente yan gsperkolorlen, S-metok31antfanielsuﬁr,‘ﬁord nie
 normaa1wég;as(lﬁ’émindsuur b‘eskoﬁ,nie.vv 5~Hidroksiantrénielsuur-iskwely'n
normale tussenstap in d;e hldroks;trlptofaan metabollsme en het 'n antlgewas
125 ;‘_jﬁwa' '

: Dle hﬁldlge.Qordering 1n dle kennls van d1e genetiese kode ‘en A1e

meganlsme van proteienb1051ntase het dle studle van d1e blogenese van ver—

‘sklllende pollpeptlede gestlmuleer.‘ Dle b1031ntese van gramlsldlen S uit

- 2. 122 .
‘ kBa01lluajbrev1s1?‘ en malformlen uit Asperglllus nlger is reeds intensief‘
\ ondérsoekgr Daar is aanduldlngs dat die b1031ntese van hlerdle kleln 31k11ese o

vpollpeptlede verskll van dle van. proteiene126 VASperkoloriennis,'n,eenvqudlger ‘

\ 3"—Qslkl;e§¢ pepﬁled as d;e wat hlerbovgenoem is en dif sal om hierdié'fédg

o

: nuttigjwees vir biogenetiese étudies. -

J ISOLASIE VAN ASPERKOLORIEN

+

It

Asperg llus vers1color, stam M716 is soos in dle eerste hoofstuk

‘ :1"beskryf met 'n chloroform—metanol mengsel geékstraheer. D1e ekstrak 1s 1n

‘ suur-, fenollese- en neutrale frak51es verdeel. Nadat*alle sterlgmat031stien

| deur chromatografle oor formamiedgeimpregneerde sellulose of verdellng tussen k

_,heksaan (sterlgmat031st1en) en vyf-en—negentlg persent waterlge metanol

‘7verwyder 1s, het die neutrale nes n groelvertragende effek op eendekulkens

y

'i‘?getoon.

o I

‘bﬁromatogréfie 05r gilikage1:hét ge1ei tot die iéoiésié vah’}n'ﬁyqu_(
- -fluoresserende komponentvwatﬁvir diéfgrbei&eftragende‘effek’veréntwoardelik |
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3 STRUKTUURBEPALING VAN
ASPERKOLORIEN

361 Identifikasie van die
, aminosuurko;ponente

ASperkollen is 'n w1t krlstallyne stof, smeltpunt 158 C, met
“molekulere formule 025H28N405 Die ultrav1oletspektrum (A ks 226 260
;, en 315 mp) het aangetoon dat 'n aromatlese chromofoor waarskynllk in die
molekuul teenwoordlg is. Hlerdle afleldlﬁg 1S~bevest1g deur die k.me.r.
v‘épektrum (Fig; 7) Wét absorpsie vir aréﬁafiese protone by T 2,64 - 2.70
L  (vyf{pr6t6ne)'f‘?.O2 (eénpfofonrdoeblef, J 10 Hz), T 3.22 (eenproton ;
-kwar't:e)t, J 3.6 en 10 Hz),;r ;3..18»2‘Y(eenproton \dq‘ebleﬁt, J 3.6 Hz) tg»ﬁetoon het.,
 Pie t;enwoordigheid vaﬁf'n arﬁmafiese\Q-ﬁetielg:§e§fis‘bewys deur die

drieproton sein by T 6.46. .

Daar was dus nog vier suurstof- en vier stikstofatome wat verant—
hoord moes Word. Hierdie atome is tentatief aan vier amledgroepe toegeken
.aangesien asperkolorlen 'n neutrale stof is (onoplosbaar in. waterlge suwur
maks _

of ba51s) en die 1nfrar001spektrum slegs amledbande ( | 1675 cm ‘)’lp .

die karbonlelgebled getoon het..

Bogenoemde gegewens het aangedul dat asperkolorlen moontllk 'n L

s1k11ese tetrapeptled is en d1e stof 1s met 6 N soutsuur gehldrollseer.‘,Né
21 3 ‘

‘hldrollse kon v1er nlnhldrlenp051t1ewe

129

komponente deur paplerchromato-

.grafle aangetoon word.‘ (Slsteem I Butanol : water { asynsuur‘;;»¢:531 _

’\Rf 0.20, 0,28, 0.61 en 0, so. ' sisteem 1173
| R, 0.57, 0.50, 0.35, 0,30, Sisteem TII""

- 0.84, 0,82 en 0.48),

Kolluldlen : lutidien i3 421,

Fenol H water }f 8 3, R 0 86

Vergelyking van die R waardes en Kleurreaksies (met ninhidfien‘en

f
Folin serreégen§128) van hierdie‘komfonente met dig van bekende amihoaure
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het ééﬁgédu; dat‘féﬁielalanien'(ggfo;ss,o;6o'én[o.863§ﬁ sisteme Ii“II‘on-'
III réopéktiewoizk)'prolien'(R ’0.25,“0;40;'0.88) on B-alanien (Rf/0;21,
0.30 en Q. 44) moontlik teenwoordlg was.= Hierdie'afleiding is bevestig

“deur direkte paplerchromatograflese vergelyklng van die hldrollsaat met -

‘ dle genoemde amlnosure, asook op grond van die chromatograflese gedrag van

' ‘dlo amlnsouufkoopohehée op 'n: 1oonu1tru11erharskolom13 ’ 33 (Dowex AG 50 WF'

X 8) Dle v1erde kOmponent ven, dle hldrollsaat was 'n onbekende blou / ‘»

,fluo;esserendevaminosuuro

Ten elnde hlerdle komponent te 1dent1flseer is.die hldrollse op ‘
“groter skaal herhaal en d1e totale produk, na vrlesdroglng, gemetlleer met

' absolute metanol en tJ.onlelcxhlor::.ed.34’v13

Die metlelesters is op ‘n
oformamled geimpregneerde papierchromatogram (1;' 1'benseen-hekéaan as' “

| vloelbare fase) geskel.v Die blou fluoresserende band (R 0 8) is: ultgesnyf
‘en met chloroform geélueer en flnaal deur dunlaagchromatografle oor 5111ka-; 
»Tgel (R 0. 2, dlchlorometaan) gesulwer. " Die blou fluoresserende kleurlose
}‘olle het stadlg by O ult metanol/eter gekrlstalllseer.‘ Akkurate massa~ )

;bepallng het aangetoon dat d1e stof 'n molekulere formule van 09H N O3 het.

aﬁ 212, 220 (sk.), 258, 296 en 354 mu)

(Dle u.vo spektrum van dle ester (A
‘ het d1e érOmatlese karakter van die stof aangedul. D1e k.m.r. spektrum

hhet dle teenwoordlgheld van. 'n metleleoter en 'n aromatlese O-metlelgfoeb
‘J(drleproton seine by T 6 12 eﬁ 6o 28) asook drle aromatlese protone aangedulg,.;

“Van dle koppellngspatroon was dit duldellk dat die arOmatlese protone soos

1n‘(62) gerangsklk moet wees.,




PN

Proton H {7 2,65)__ toon. slegs metakoppellng (doeblet, J 3.6 Hz), Hb '
(T 3.06) toon orto- sowel as' metakoppellng (kwartet J 3 6 -en’ 10 Hz),
(v 3.40 toon slegs ortokoppeling (doeblet, J 10 Hz). Dit was dus duldelik g

dat daar, op hlerdle stadlum, .8es. moontllke strukture (63 - 68 1n Tabel VI)

vir dle onbekende amlnosuurester was, Versklllende fls;ese tegnleke is toegepasy‘
in''n poglng om die regte 1someer aan te' dul.— s

In 'nnbensoésuuieste; het d}evaa;dben posisie‘fgh vérgkiliendg éﬁth
ﬁstitgeqtéu'n invlogdfop die}abéorpsiémakSimg iﬁdiepu,;.'spek%r;m;136. Dit.ié'%ﬁ
u verai mérkEaar‘in @ié §0sisié van die hoofJeiéktfon&ordragbandfWat, i#;dié 
gevai’vanrbensQésuur; by. 230,ﬁu‘aangétfe§‘wad; Om diexpoéisié vaﬁ die?;

' absorpsiemakéimé>Van éesubstitueérde benséésuuresﬁefstgpréties,té‘bépaQL,fqvl
qud dié:waardes»&ir die-éﬁbéfit@énte; sdﬁéjvanuit Tébéi VII vé;kry,agy‘éié'%‘
a£sdrp§iepo$iSiebvan benso8suur (230 my) get;l: DieLWaafdes wat &erkr&ﬁﬁofd{
:is géwéonlik’binne yyf ﬁéréent'van die eksper%mentele waardeé; |
| Tabel VI |

xgraés van substituente tot die p031sle
van die hoofelektronoordrag band :

'Substituente R s . 1 s
) , orto i meta - i " ‘para
- OCH3 B A I 25
- NH2 - ,";' R B 13 | .58
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" ‘Tabel VI

t waardes . A (o)

Struktuur o Ha T Hb k : »Hc s
~ Be~ |Gevind | Be- |Gevind | Be- |Gevind| Be- -|[Gevind
‘reken; .. | reken| reken | .. © |rekenj

Jass | s | ladss | tlees Ll

12,50 | 2,58 |3.10 | 3040 | 245 | 2,50 [295 | 299 |

1345 | 3,95 |2.15 | 2.26 | 3,40 | 3.86 fe95 | 300. |

2.55 | 2.85 (3,05 | 3,10 | 3.15 | 3.13 [250 . | 242 |

N aiiillﬂ/, 545 | . lats |35 | Jaes [

R GO o T R (TR NN )

©|250 | 2,65 | 3.10] 3,06 | 390 | 3.40 [250 | 255




SR SN

In Tabel VI is berekende waardes vir die verskillende moontlike
isomere aangedui. Minstens Qier van die berekende waardeé 18 binne vyf
persent van die eksperimentele waarde (258 mp) vir die onbekende aminosuur-

metielester en is dus as van min waarde vir die’struktuuropklaring beskou.,

" 'n Studie59 van 'n groot aari{cal'verbindingsl hef ;getoon dat die

’u chemlese versku1w1ngs—p03181e van die aromatlese protone van eenvoudlge
aromatlese verbindings redelik akkuraat voorspel kan word. Versklllende
substltuente het berekenbare beskermende- of ontskermende effekte op dle k
aromatiese protone. Indlen‘aangeneem word dat die bydraes van elke subs

: stltuent additief is, kan,die'chémiése‘verskuiﬁings vah dié aromatiésé protone‘ ‘
in die ses isbmereiberekéh word uit die waardeé136 ‘wat in Tabel VIII aangegee

word, - Die berekende waardes vir dle protone in d1e isomere is in Tabel ‘

VI aangegee.
'I“‘la, be 1 ,}VI"I-I
Substltuent beskermings Waardes

in dip,m. vanaf benseen
| ‘Substituent .8 N T -
- . .. orto R ‘,meta ~ para -
- O'slkiel | 045 © | o0 | 0.40
- NH, e 085 b 015 ] 055

. -COOH (R) | . -0.80 . | ‘=025 . | -0.20

P 10%‘bpiqssing Qan benseen in CDCl%

ébqofbeer bth;2;70“eﬁ‘*n .j
.‘“negatiéwg teken dui 'n verskuiwing nalesrveld aen.

D1e berekende waardes het in geen geval goed ooreengestem met dle ;“
van d1e onbekende ester nle. Dlt is duldellk dat d1e empiriese reéls‘nle k
‘ ‘_ sonder meer gebrulk kan word vir die berekenlng van die chemlese versku1w1ng ,

. van~hoogsgesubst1tueerde aromatlese verblndlngs nie, Hlerdle gevolgtrekklng

is bévestig‘deurVdie ekspepimenteie bepaling van die chemiese versku1w1ng’
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«jvif die isomere” (64),>(65), (66), Die émpi;iese feBlé kan egter_Wel ’
gébfuik word om die volgorde‘waarin dié'seine in.die k.ﬁ;r, éﬁektfﬁpg

verskyn te voorspel. Hiervdigens moes die isomere (66) en (gsj §e1 oere;g .
word.- Isomeer (66) was egter élad nie identieg aan die onbekende aminosuur-‘
ester nie.- Op grond van bOgenoemde argumente is struktuur (68) agn die

onbekende ester toegeken., Dle felt dat dle onbekende ester in.die maSSap

spektrometer aanleldlng gee tot 'n sterk [M - CH3OH ] brokstuk het ook

138-141

- op m antranlelsuurester‘stuktuur gedui. Die struktuur van die~'f”‘

- onbotente QSteQ»istinaal.ééi(68)‘Y@?ééléidéﬁr direkte vergelyking (Smelttfi
i“punt.33°c' mengsmg;tpunﬁ 3390’"infrér°°i‘: ultraviolég;r,maSSareﬁ‘knmérﬁ' ‘
spektra is vir slle praktiese doeleindes identies) met 'n ogto, monste o
'éinfetiesﬂberei is;f e monster wat

142, 143

71Die,ﬁitgangspunt vir die’sintése (68) was. 5-am1no—2—r~

nitrobensoééuur. Deur te refluks met kallumhidrok51ed is 5-h1dr0k51-2-n1tro-y '

'bensoésuur verkry Hierdie produk is gemetlleer met dlmetlelsulfaat (in
“asetoon ‘in die teenwoordlgheld ven kallumkarbonaat) om- 5—metoks1—2—nitr§- :
- bensoésuﬁrmetielester te verkry. Hlerdle produk is ook verkry deur die L
f metllasie (diasometaan) van 5—metok51-2-n1trobensoésuur Wat as 'n neweproduk{wv
“uit die nitrer1ng1?7 van m—metoks1benso§suurverkry is, - Hldrogen;51evvan-,dh K

(5-metoksi-2-nitrobensoésuurmetielester oor Pd—C het dle geSOgte 5—metok31-:;

x‘antranlelsuurmetielester gelewer.‘ Y

Asperkolorien bevat v1er amlnosure naamllk fenlel—alanien, B—alanien, ri
'_“prolien en S—metoksl-antran1elsuur. Uit d1e molekulere formule van. asperu i

kolorien; C H28N405; is dlt duldelik dat hlerdle stof 'n 31k11ese tetrar‘

25

®Die isomere (65) en (66) was kommer51eél besklkbaar en. d1e 1someer (64) is :ﬁ [

‘berei volgens die voorskrlf van Wroéllcher en CohenB7 deur n;tre:;ngvvan

“O—metoksibenQOBSuure




=T -
'.lbeptiéd moet wees. Die k.miTo gegewens ‘pas perfek hierby in. Behandeling
” van asperkolorlen met deuterlometanol in die teenwoordlgheld van trlmetlelamlen
het die verwagte teenwoordlgheid van drie ultrullbare protone bevestig
(massaspektrometrle)

) f3,2 ;Q ; ‘}gOp%iese;akfiﬁitéit~vaﬂ‘

4die“aminOéuurkomponente o

L

D1e 31rkulere dlchr01sme spektrum van asperkolorlen (Flg. 8) é

- 5. 63 (225 mu), 0. (228 mu)y =31.54 (245 mp), -0.45 (282 my), -1, 81 (314 mp)
0. (345 m), O, 226 (356 mp) en 0 (360 M) het getoon dat hierdie stof N

o optles aktlef 1s. 'Een of belde van die: amlnosuurkomponente, fenlelalanlen

-en prollen, was dus opties akt1ef.144—147

o

Poglngs is aangewend om d1e 0pt1es .
| aktlewe metlelesters van hlerdle amlnosure ult dle gemetlleerde hldrollsaat
‘van asperkolorlen te 1soleer. D1e produkte wat wel geisoleer 1s, was n1e

R

d1e gesogte metlelesters nie, maar wel dle ooreenkomstlge dlket0p1pera31ene

4

(69) en (10, .

e “;xj°ﬁ'vf74>‘(655)‘*

| Hlerdle dlketoplpera31ene et ontstaan deur knndensa81e “van dle

eenvoudlge metlelesters van ‘die ooreenkomstlge amlnosure gedurende d1e

iSolasieprosedure. Eksperlmente met LrprollenP en' L—fenlelalanlenmetlelesters 7




. FIGUUR 8

o S.d Sﬁ@ﬁfwm van asperkolorien




.. aan die van d1e dlketoplpera81ene‘

D33

-4 -

het getoon dat dit selfs by kamertemperatuur betrekllk vlnnlg na die dlketo-

-‘plpera51ene omskakel. Die o.r, d spektra van die dlketoplpera31ene (69)

en (70) was feitlik 1dent1es (sterk negatlewe rota51e by lae golflengte)

148 ? 149 ~afkomstig van L-prollenmetlelester

;‘enrL-fenlelalanlenmetlelester. Dlt 1s dus duidelik dat be1de die prollenp ‘

en fenlelalanlenkomponente van asperkolorlen die L—konflgura31e het. .

f_‘Aminosﬁurvolggrde van - -
foasggrkolofien '

Asperkolorlen 1s 'n 31k11ese tetrapeptled wat vier amlnosure nl.

.’vfenlelalanlen, 3—alan1en, prollen en S—metoksiantranielsuur, as boustene

>: bevat. Ses strukture met versklllende aminosuurvolgordes ken vir asper—

:»ikolorlen voorgestel word. Selektlewe h1dr011se na trl- en dlpeptledbr°k*

~stukke is d1e enlgste chemlese metode (behalwe smntese) waarmee tussen dle

strukture onderskei kan word° Hldrolises onder versklllendevreak31ekond151es

 het slegs enkelamlnosuurbrokstukke en ultgangsmaterlaal gelewer.“Asper-

kolorlen word dus baie; stadlger gehldrollseer as die 0pekett1ng vorm wat

| o relatlef v1nn1g afgebreek word. Dit is bekend dat poglngs tot selektlewe

}hldrolise150 van 51k11ese pollpeptiede anders as normale pollpeptlede,'fft

‘aanleldlng gee tot allerlel newereak51es.‘

Uit 'n studie v‘a,nfdietses moontlike strukcture was dit duidelik dat

die k.m.r. datd nie tussen hierdie moontlikhede kon onderskei nie. Die

‘o;maééaspektrﬁm vah aSperkolorién‘(fig.;g)'béhOOrt‘eéter“waardevolieuiﬁligtingR-l

\ééngaandé.die"étruktuur tewiewergjf

D1e massaspektra van a31elpollpept1edesters kan gebrulk word om die .
151-154.

L'amlnosuurvolgorde in d1e peptlede te bepaal. . D1e vernaamste

151

“‘brokstukke ontstaan deur 'n kraklngsproses wat vanaf dle C—termlnaal
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begin om '"n asiliumioon te vorm wat amlnosuurbrokstukke deur kraklng van.

die amledblndlngs verloor. (Skema 11).

"R= 00 ~NH - CHR|
-3

0.
: ' SR M
_ R=CO- NH=-CHR' - C*- NH

O4o

- - B \ ‘ “ ,
- CO - NH - CHR2 3

- €« OR

2wt
ZCHR -CZ.0

SRR  ;/31 ’
T, :>. :1‘- co
A o 0
\ L. . “Ti 1 ’ /"\""» 2
\ R-~CO~Ni~CHR - C-=NHCEHR
Lo 5
- NE - CHRCO - NH = CHR -
5 R=C0-NE-CHR «C=o0"
ens,
Skema 11 -

"Daéf is betreklik min bekend éangaande die krakingsmeganiéme véﬂ -

sikliese polipep‘tiede°

Die studles van Mlllard

155 151, 156

. én andere

daarop dat die vernaamste brokstukke ontstaan nadat die. rlng oopgemaak is

“deur’ elektronbots1ng

voorgestel nl,

(i) by 'n fenielalanienkomporient vind ringoopmaak met 'n waterstof- o

Versklllende meganismes vir dle rlngoopmaak i

. oordrag plaas wat tot 'n oopketting ioon lei

- CH - "0611-5*
6 2

+o
OH

LJ

CH = CHCGHS,
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(11) deur verlles van 'n neutrale‘amlenfragﬁent (met‘of sonder
k waterstofoordrag) om 'n radlkaalloon te gee, Hierdie kraking:
. vind gewoonlik langs 'n groot aminosuursykétting plaas.
L 'cﬁR",f e . Lo ‘CH\R,N R

0 0 0 20 6
L T R R T
ME- C ~ cH - Mo —sm- & cm =

|

',(In teenstelllng met dle 33111um10ne, afkomstlg vanaf d1e a51elpep-
tledesters, be31t die opekettlngione van 51k11ese pollpeptlede belde ioon=
‘ en radlkaalkarakter. Dit verklaar moontllk waarom waterstofoordrag S0

»

promlnent by verdere krakingsprosesse van 1aasgenoemde lS,“'\

As bogenoemde reéls 0p al ses dle moontllke struktunevanasperkolorlen‘
toegepas word, kan in geen geval 'n kraklngspatroon, wat perfek met dle o
ﬂwerkllke massaspektrum ooreenstem, voorspel word nie. "n Moontllke rede
hlervoor is: dle teenwoordlgheld van twee B-aminosure in asperkolorlen. ,Alﬁ

-d1e 81k11ese pollpeptlede wat voorheen ondersoek 13, het slegs ult o

B

‘“‘,JJamlnosure bestaan,,‘ B

SR struktuur verskaf (Tabel m)

toe D1e samestelllng van 'n groot aantal brokstukke, wat met behulp van

akkuratemassabepallngs verkry 1s, het egter bale 1n11gt1ng aangaande dle o

W

Die strukture van die brokstukke met m/e 70 91, 120, 131 ‘en 150

'71{;3'word as (71) (72) (73), (74) en (75) voorgestel° Hlerdle brokstukke

.1s almal afkomstlg van enkel amlnosureo
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" Tabel IX

Akkuratemassabepalings op q

asperkolorienbroks tukke

' Brokstuk

Akkurate massa

Samestelling .

Bepaal . -

Bereken. |

RVT7A

373
367
344"

. 295

a', | 273 S i\"

248

a5
218
S 202

192

491, 0L

77 7

6
150
131
120
o1

‘7o~\

- S0

CostagyO5

18P21"%
Caoto 5%

Ci7tagl505 -

C

CrgaM% -
G0

%15813M0%

Crafg%

P PLIPLIAS

CoHgl05

g HN0

Coligly0, -

L%

,CBHSNO?

St

AR

C4H8N t

464,205

367,151

om0 |
248,109 |
[“2450090 o
‘2i8,1o4J '
202089
‘1592.0573  f]h

191,046

167,083
150,055
131,050

420.081

373.153.

344.126 .

295;107 |

177.065 |

91.056

218,106

' 202.087

464.,206"

57351

367,153

3440 125 |

235.1oa'w

‘273;166;

| 248,104 -

- 245,092

"jgé;053ir
| 191,051
- 177;966@f'2"
41:» 16%;9825j-5/_“1

150,055 -

131.050 « |

120.081

91,055

. 70.066
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Dle brokstuk met m/e 373 ontstaan deur dle verlles van An. benslel-iy‘:Vf o

s

”lfifiradlkaal vanaf die fenlelalanlengedeelte van dle moederloon. D1e trl- -

‘"‘“kpeptledbrokstuk met m/e 367 ontstaan deur verlles van die neutrale fragmentﬂf

' (76) en- CO vanaf d1e moederloon. Die trlpeptledbrokstuk met m/e 344 kan -

alleen verklaar word as: aangeneem word dat d1e moederloon 'n neutrale }ff?

. brokstuk (77) verloor° Dle samestelllng van d1e brokstuk met m/e 273 toon"

rﬂdat dlt waarskynllk ontstaan deur d1e verlles van dle radlkaal (78) Dle bli"

'{ brokstuk met m/e 248 ontstaan waarskynllk vanaf d1e [M - 91] * piek en. .

e “bevat gedeeltes van B—alanlen, fenlelalanlen en S-metoksl-antranlelsuur.?“;,
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e
«0 .. CH=NH A
(76?”'*177 ‘K77f e jflf :;_(?8X ,

Die‘dipéétiédﬁrok;tukfméé1m/é 167 kan siegS'ﬁif BAalahién.ehlprélien“
gedeeltes bestaan, terwyl die met m/é 295 ult fenlelalanlen en 5—metok51-r ??7'
.antranlelsuur moet bestaan Dle samestelllng van dle brokstuk met m/e 245

‘stem ooreen‘met dle van>'n dipeptledbrokstuk gevorm ult prollen- en 5--’A
~i;meéoks1antranlelsuurgedeeltes en d1e brokstukke met m/e 202 en. 218 se’ same—;t: ;;;!ﬁ“

‘ﬂstelllng toon dat d1t uit fenlelalanlen en B-alanlen gedeeltes bestaan.

Bogenoemde gegewens toon duldellk dat d1e moontllke strukture van

s

V‘gasperkolorlen nou tot (79) en (80) beperk moet word°




-,-"81-‘v

‘ﬁié %wéé‘stiukture.§79) en (80) Ver;kil slegsvin aié manier wé;rbii: 5
diefaﬁiédbindings‘tussenldie‘aminosuuikoﬁponeﬁfé géqum ésg"' e

 In skemas 12‘- 14 word dle kraklngspatroon van (80) voorgestelq  }n
.Soortgelyke patroon kan vir (79) voorgestel word behalwe dat dle pleke .
'met m/e 177 en 192 slegs 1n terme van (80) verklaar kan word, alhoewel die
v betrokke kraklngsmeganlsme n1e normaalweg 1n s1kllese pollpeptlede aange—

tref word nleo"'

'n Studle van die kraklﬁgspatroon van asperkolorlen toon dus duidellk
dat dle struktuur slegs as (80) voorgestel kan word° Selektlewe‘chemlese o
1’afboureaks1es om die struktuur te bevestig kon nie uitgevoer word nle
‘:aang981en asperkolorlen nle in genoegsame hoeveelhede besklkbaar was nie.:jy."

Dle struktuur sal dus slegs deur 51ntese onteensegllk bewys kan wordo ;

iem

re)




Cﬂgmﬁé ®

oe-cnpcoih, )

g
T 0.
—3
o
X
'S
I
o
o
|

—O=O—O—&

. mpezoz

m/ 373 ,;f O mfear?

SKEMA 2.




- 84 -

o \?Hg—‘CHa;C‘O-—N
N "
A R
C. i B

SR
‘. O; .&“

N
cO

(]




CHp CHp=CO—A,

. . . : < ‘. [
. . : v - - i < F | o T oy B
[ [ g g . N . R . -
N . 4 . o o [ . v LT AT Gt e .
. CY [ S - N < o R e . A . " a e v o
. . o . - o - - . ou . - o - R - -
S ¥ PN o Yoo - .o R , B N P . < « . NS
[ o . : RN . s 5 - o ,
. L ¢ . PR - . . . . . . ot
S . . . L N el s f RS - L . ve L=
’ . g [ - E P D . : L N -
. L - . . V- . - . .
! s . . . .
\
)

| CHp—CHp=CO=# ~ J ' 'CHp-CHp—CO
SR e N
o @ o T e L B e T
CUUC=O0H - e s hy GOl s T

L ‘C‘H27C761H"5 _ ~42 6 S R ;

omje2r3. o

. SKEMA 14




Il\;r

'INLEIDING
"‘nasperkolorlen as (80) voorgestel word. Poglngs om- asperkolorlen te

. s1kliese polipeptiede, wat ultslultlik uit a—amlnosure bestaan, is tot dusver | -

.nle., Poglngs sal dus aangewend word om ook ander smkllese tetrapeptlede

: wat slegs in. amlnosuurvolgorde van asperkolorlen versk;l, te s1ntetiseer ,‘:

o .PEPTIEDS]I\ITESE

'tussen dlo suurgroep van d1e een amiroouur en., dle amlnogwoep ven 'n tweede
';amlnosuur.‘ Hlerdle redkole is formeel 'n wdterulfsp11t81ng envdle karbowlel-:“i,};f$7
‘f‘groep moet-deur n nogatlewe substltuentkgeaktlveer word voordat dde reaksle ;i;%idfi
"’kan plaasv1nd. udn Peptled51ntese met vry amlnosore kan nie 'nrspesifleke
: produk lewer nle;aangeolen dle gea&tlveerde sdurgroep nle.slegs dlo amino-uiiglﬁlf'
!‘ groep van d1e tweede amlnosuur maar ook d1e amlnogroep van 'n ander | -

: :molekuul ven dleselfde soort sal aanval om ’n reeks pollpeptlede te vorm.,, ‘

- van dle tweede amlnosuur beskerm moet word Dle groepe wat gebrulk word

’ v1r die bes&erming word amlno- of N—beskermlngsgroepe en karbonlel- of C-

‘.aminosure kan een van dle beskermlngsgroepe selektief verwyder word en 'n

-8 -

"HOOFSTUK 3.

MOONTLIKE SINTESES VAN ASPERKOLORTEN

In hoofstuk 2 1s 1n11gt1ng verskaf waarvolgens d1e struktuur van

s1ntetlseer word in hierdie hoofstuk*bespreek. Slegs 'n kleln aantal

150, 155, 156 g o

massaspektrOmetrles ondersoek D1e meganlsme waarvolgens die

kraklng 1n d1e massaspektrometer plaasv1nd 1s nog n1e baie duldellk vasgelé

A i

v1r(massaspektrometrlese)studles,

157-160 T T T U S T
Die sinteée van"n peptied~béhels<die=vormihg'vanﬁ!n amiedbindingg

-

N

Dit is dus noodsaak.hk dat d:Le am:LnOgroep van die eerste en dle suurgroep

beskermlngsgroepe genoem. Na d1e reak31e tussen d1e twee gesubstltueerde fﬁf‘yv'




BRI

: verdere koppellngsreak31e met 'n derde beskermende amlnosuur kan ultgevoer
word. Op hlerdle wyse kan 'n lang pollpeptled ges1ntetlseer word. 'n.

t . \

Slkllese pollpeptled word gevorm deur d1e 1ntramolekulere koppellng van d1e -

suur- -en amlnogrOepe van ’n pollpeptledmolekuul. N “:,n.

) By enlge pept1eds1ntese is d1e keuse van'éesklkte beskermlngsgroepezjgiﬁ’9;‘\ 3
vnvvan groot belang D1t 1s noodsaakllk dat d1e beskermlngsgroepe 1ngevoer l

_en later selekilef verwyder kan word sonder om degrad851e of rasemlsa31e iiﬂ&; .
‘Jte reroorsaak Suurgroepe kan’beskerm word deur‘estervormlng (ov,'metlel-161, )
otiel—162; Bén8161—163; terolero butdol-1§4 en and 165—168 eo%ers) of deuryﬂd )
‘ddie rording vao9dmiede,169:hidrosiedé17q en soute.171l: Die belangrlkste
“~,dvan hlerdle beskermlngsmetodes 1s“estorvorm1ng Die'esters kan selektlef |  :}: QQZ'l\
rorwyder word deur mllde alkallese hldrollse 7 (metlel— en etleleotors), =

hldrollse met soutsuurgas 1n metlleenchlorled 73 (terslere butlelester)

en hldrogenollse 174 (bens1elester)

Daar is verskele substltuente wat v1r dle beskermlng van amangroepe

; gebrulk kan word. D1e vernaamste tlpes 1s a51elgroepe ( RCO - en RSO2

 uretaangroepe (R <0- CO - en ROSO -) arklel-»en arlelgroepe ( _-),.
. arllldeengroepe ( = CH = ) en- soutvormlng o _ |
Van dle 851e1groepe is d1t slegs die formlel-:?sg trifiuoroééefdei$176;
,»ftaliél-j77 en p-tolueensulfonlelgroepe17 (t031elgroep) wdt algemoor S e
é'q:éébruik word Hlerdle groepe kan se‘ektlef verwyder word deur hldrollse

79 (formlelgroep) mllde alkaliese hldrollse1$9:‘

" met metanollese soutsuur
o (trlfluoroasetlelgroep), hidrasdnolise (ftallelgroep) of deur reduktlewe
,splyting mét“nétrium in vloéibaréfgimonlak1 g2 (t031e1groep) Dle-nadeler L

u'van hierdie- eenvoudlge as1elgroepe is dat hulle makllk tot rasemlsa51e’

A aanleldlng geee




Soortgelyke probleme word n1e met d1e uretaantlpe groepe ondervind

nie.. Die karbobensok51groep 8 (C - CH. -0 - C0-) wOrd,dikwels

6 5 2
' 184,185

gebruik en kan selektief verwyder word deur hidrogeholise of met

behulp van HBr in_asynsuur;186° Dle enlgste koppellngsmetode wat tot
r‘newereak51es met dle karbobensok81groep aanleldlng gee 1s die suurchlorled—- ’
jmetode,JsjjA“

Alkleltlpe beskermlngsgroepe Wat dikwels gebrulk word is dle tr1t1el-187

(trifen1elmet1elf) eq bensrelgroepeTSB wat onderskeldellk verwyder kan
G . 4gg 190 ..
. wordldeur milde suur,hldrolise en katalltlese hldrogenollse. ~ Die
7sterlese grootte van hlerdie groepe vertraag of verhoed egter dlkwels d1e
vormlng van peptledblndlngs
‘ D1e arllldeentlpe beskermlngsgroepe Word selde gebrulk weens hulle |
”relatlewe onstabllltelt. Dle Schlffba31s van 1-h1droksn.bensaldeh1ed191

1s egter met sukses aangewend., Beskermlng van amlnogroepe “deur protonerlng

’

";word relatlef min gebrulk behalwe by d1e s1ntese van d1e metlel- en etlel— o AT

. esters van amlnosure waar die amlnogroep deur protonerlng beskerm moet word

‘,bomldle“Ontstaan van d;ketoplperaslenejgz’te‘verhoed.»

Daar 1s,'n groot aantal metodes, waarvolgens d1e karbonlelgroep

van 'n. amlnosuur of peptled geaktlveer kan word bekend. D1e oudste bekende j

T'metode193

194)“_U a

'jkan gevorm word met anorganlese sure (bv° d1e suurchlorled vanaf soutsuur
195) on isovaleriensuur196)
. S

: fhlerdle afdellng val ook d1e suura81ede ( - CO - N= N N)

‘of met organlese sure (bv.lplvaliensuur Onder

'n Tweede metode ‘is- d1e waar van aktlewe esters gebruik gemaak word.
H1erd1e metode is ook reeds bale lank bekend, mear dlt was nle voor 1950 dat

'n werklik geskikte ester (die tiofenielester 198y gevind iS»nie,’ Hiernagis. |

berus op die vorming van . aktlewe gemengde anhldrlede. Dle anhldrlede;r'lvo




ontdek‘dat die anitrotiofehiei-199; p-nitrofeniei~?oo en'siénometielestérs201

selfs nog meer aktief is en word dit vandag algemeen gebruik,

. Die aktlverlng deur 'n - C = N - groep is relatlef onlangs (1955)202

©yir dle eerste keer gebrulk D1s1klohek31elkarbod11m1ed (d.s.k.)¢is‘i
;odle metode wat die meeste aangewend word Hlerdle reageoo word dlrek v1r
k0ppellng gebrulk sonder om d1e aktlewe tussenstap te 1soleer. ‘Die‘f |
meganlsme 3’204 aarvolgens die reaksie plaasv1nd is nog n1e met sekerheld ,
vasgestel nie, maar dit is voorgestel dat dlt waarskynllk volgens die ‘)

, onderstaande proaesse plaasv1nd°

R-C0-0"H 4+ R -N=C=N-R_—3R=00=0 .+

‘+,, o

'-N—C-NHR’
o o A ; Y B
VR-CO—O-C‘-.NHR' M<, — . +.’. R-—CO—O-C- NHR'
R-C0-0 BE" -~ |
| e
S+ R=C0=0 . o p CO—N- co-mm'

‘L‘ o

R-CO~0=CO=R""

4 RY = NE - CO.- NHR!

. R=CO-NH-R"

Die laaste groep wat. h1er genoem sal word is aktlverlng deur m1ddM b

s

van heter031k11ese amledezq5 eoo° 1m1dasollede.206 errdle -proses wat i

:elntllk 'n transamlda31e behels. word mlnder algemeen crebru:.k Dgarris,nog -

“'n groot aantal metodes, 207,214 ot:onlangs gepubliseer.is,rwgarvolgenshdié




- koppeling bewerkstellig kan word, Behalwe vir die vastefase of Merrifield” '

~-metode wof& hiéfdie,metodes nog’nie dikwels aangewend nie..

Dlt is- ook moontllk om d1e amlnogroep in plaas van dle karbonlelgroepe

Srte aktlveer deur 13031anaat- 15,~en’fosforasovorm1ng216 enjdeur estars met - -

“i.fosfor1g~217 en'arsgnigsure¢?18 _‘Hierdie ﬁetodeq het tot dusver Béig min
*ﬁoepa581ng gevindﬁ_.

Dle grootste enkele probleem Wat by 'n peptled51ntese teengekom o
' ‘hword, is dle van rasemlsa51e, veral wanneer reaksles in alkallese medlum
flultgevoer word° Dlt word aanvaar dat die rasemlsa51e d1e gevolg van die

“Onttrekknng van 'n Proton vanaf d1e a581metr1ese koolstofatoom 1s.2j9¥3

SR = NH - gR' - 00 - R" ‘_:———"__ R-'NH - CR‘ - COR" + H

Rasemlsa51e ‘tind ulters makllk plaas 1n die N;a51elam1nosure en word

: ”ftoegeskryf aan dle aktlverlng van die a331metr1ese CH b1nd1ng deur die -

”;}mesomerlese vorm van die NCO groep.21?

. g . NS B ‘ ., ‘N"‘ L ' r" \'(:}.va"' I + ‘ ' ﬁ_ ¢ . “ - L “
R’\-‘ C o NH = CHR' = C()Rn‘______---"—"—3 R=C=0NH - CHR‘J‘-_ co " C
N ""4 - . v L SRS S _ ., ) . . ;:( Ps

N

= fIn teéstelllng hlermee word d1e assimetrlese CH blndlng in d1e derlvate van 7{'.~""’

ipdle uretaantlpe weer gestablllseer deur mesomerie.2207

R-o-cg = CHRY - CORY == R 0= C
SR o Coe e 07

P

A51e1beskermende amlnosure (81) en alle dlpeptlede (82) kan rasem;seer

‘f‘Jdeur aslaktoonvormlng, veral in die geval van gemengde anhldrlede.

-89 - ST e

214

Ll

- NE.- CHR' = COR"' '+




-9~

‘N—CHR - | -~ N—CHR

\/ \/

o Volgens Siemioﬁ'en ahdére221 v1nd aslaktoonvormlng plaas gedurende '
‘ d1e gebrulk van dle gemengde anhidrled—, karbodllmled- en" t031elchloried~
metodes, maar nlg in die geval van die p-nitrofenielestenL en im;dasolied-

,’*mgtodes'nie. S

AddlSlonele funk51onelegroepe (w—groepe) kan ook aan reak51es deelneem

om rasemlsasie te veroorsaak. Die B—hidrok51— en B—merkaptogroepe verooru |

saak rasemlsasie deur B-ellmlnasie.2?2 Rasemlsa81e word dlkwels Opgemerk

SR ‘ 23 .
) by die alkallese hldrollse van peptlede wat serien of S—bens:.els:.stlen2 5.

;Pbevat. L R
. ' »j CHé'ﬁ X R . IR
S0P S0T Beeliminasie - ll |
-NE«CH=-CO- . — ﬁf’ ——— -MN-C- CO.- + HXR
' ‘ N herkomblna31e met ‘

rasemlsa51e.

X"égsibf‘C en
R =:ﬁf¢f Benéfel;i'
“, Dieﬁnéigihé td%Lf;seﬁisa;ié2?4 wat met d1e belangrlkste koppelings— vi"‘
A;Lreak81es waargeneem is, word hleronder ulteenge81t.
: (1) A31edmetode - geen rasemlsa31e,‘
(11) p—Nltrofenlelestermetode - geen rasemlsas1e onder perfekte toe; !
stande ‘maar tot meér as 20% rasemlsaéle as polere oplosmlddels
‘en ters1erg’bas1SSe gebruik word, By alkaliege hidrolise word

'dikwas\1OQ% raseﬁisésie”aangetref,
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(iii) Disikloﬁekoielkarbodiiﬁiedmetodej;.uiiersdmin rgsémisasie onder
gewoge omstandighede maar as dimetielformomiod aé oplosmiddol'
" gebruik word, Yeroq;saak‘did tot 50% rasemisasie. |
\(iv) 'Gemeogde anhidriedmotode -4ﬁeroofsaakidikwels‘rasemisasie,w
’fualgoewel reaks1es met mlndef‘as %7 rasemlsa31e al volgens hlerdle
%;metode uitgevoer is, . D1e suurchlorledmetode gaan altyd met

‘_volledlge of gedeeltellke rasemlsa51e gepaard.

Dlt blyk dus(duldellk uit bostaande bespreklng dat ’n groot aantal
"faktore in’ ag geneem moet word by d1e keuse van beskermlngsgroepe en’ e
‘kOppellngsmetodes, By d1e s1kllsa31e van 'n pOllpeptled is daar ook nog
ander faktore wat 1n godagte gehou moet word., Dle effek van verdoonlng; ;
'Qp die oybrengs van dio sikliese peptied, is sgstematios.ondersdek.???a'
"n kohséotrasie“van eén‘millimol ooo.litef Iewér moestal‘dié;hoogéteoopbfeogglbj"
: D1t is noodsaakllk om by hierdle hoé verdunnlng te werk ten elnde dle T »
'”sogenaamde vertweelinglng effek2 Sb' Waar twee peptiede met mekaar reageeihi :
-om 'n- groter ring” te vorm, te onderdruk Hlerdle effek word veral by o
.‘mpeptlede Wat 'n ongelyke aaptal amlnosure bevat opgemerk en kom veral by‘

trl— en~pentapept1ede voor. Behalwe by dlpeptlede (wat maklik dle stablele

‘diketoplpera31ene vorm) onderv1nd peptlede met 'n gelyke aantal amansure,,

'Lgewoonllk nie d1e vertweellnglngeffek nie. Alle peptlede kan egter nog steedsih;;.ftf‘

lang pollpeptled kettlngs vorm deur met 'n tweede en derde peptled te reageer.;‘fy
,jTeoretles kan al die normale metodes wat vir: pept1eds1ntese gebrulk word,v |
. gangewend word om d1e r1ng te slult mlts daar geen groot groepe nabj dle ,€§ o‘
i‘:i'rlngslultlngopunt is wat die rlngslultlng kan, verhlnder nle. fDle metodes‘dogj’i:
_Wat dle meeste v1r rlngslultlng gebrulk word is die van dle ;ktleoo osters,i’

:gemongde anhidriede en disikloheksielkarbodiimied.— .




DIE _SINTESE VAN 'N TETRAPEPTIED MET
Se—emnoem o S oA IAD MWL
-;DIEDELFDA AMINOSUURVOLGORDE AS ASPERKOLORIEN

Vier liniére tetrapeptiede naamlik (83),.(84), (85).en (86). kan as

-sintetiese voorlopers vir asperkolorien oarweeg word..

Meant - Fen = § = Ala - Pro . . Fen - B --Ala ~ Pro - Meant
(e3) . : ()
' ﬁ - Ala ~ Pro % Meant - Fen 3 'Y'Pro —“Meént - Fen -fB - Ala
(85) . ~ ' (86) ‘

Die siklisasie van (83) en (84) sal waarskynllk moeilik wees aangesien
be:ﬂe Aie suur- en amlengroepe van Svmetoksiantranielsuur steries gehinderd

is, 29 ‘Hierdie twee moontlikhede is dus nie as geskikte 31ntetlese voorb

lopers beskou nle.

ﬁy die sintese van- d1e tetrapeptled (86). moet tn Nkbeskermde érolien—  .::
derlvaat aan 'n antranlelsuurderxvaat gekoppel word.i Antranielsunrmetislaater
en N—formlelprollen is as modelstowwe v1r dle studie van’ die. koppellngs—
reaksie gebrulk.i Poglngs om die koppeling te bewerkstelllg met beide die
" des Kom en p-n1trofenlelestermetodes was -nie suksesvol nle."Die onvermoé"
‘van die aromatlese amlen Om met die® geaktlveerde‘esters te Treageer k;n nlé |
“net aan steriese h1nder1ng toegeskrywé word nle, aangeslen antranlelsuur->h:
metlelestér wel met die p-nltrofenlelesters van amlnosuie feageer. ble
onreakt1w1te1t van S-metok31antranielsuurmet1elester is waarskynllk te wyte
- aan die swak basisiteit van d1e émlnogroepo Die gemengde anhldrled en suur~
‘chlorledmetodes is n1e ondersoek nie, aange31en dle besklkbare Nabeskermgs-
- groepe (bv. dle formle;a,.karbobensoksigroepe ens;) opstabie; onder hierdie
reaksietoestande157 is. | - | | | |
' Daar is dus besluit om die tefrapeptied (éSS te sinfetiséer; Die
iéerSte stépjin'hierdié sintesé behe1s die koppeling van S-mefoksianiranieio

suur met fenielalanien. As modelstowwe vir hierdie resksie is Neasetiel~
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, antranleluuur en fenlelalanlenmetlelesterbgebrulk. Met die d.s.k.-metode
‘1sxé~en rbaLSLe waargeneemvnle. -Die ;bnltrofenlelester van N-asetlelantrap
vnleruur kon selfs nie by hoé temperatuur bérel word nie, Die onreaktiwiteit
van I-ase+velanorun1elsuur kan waarskynllk toegeskryf word aan sterlese |
4h1nder1ng van d1e karbok51elsuurgroep. Die koppeling van’ o-nltrobensoésuur
en 5~metoxsi—2-n1trobénso§suu1'met:fenlelalanlenmetlelester is ook ondersoek.
Weereens was die d,s k.- en é—nltrofénlelestermetodes nie suksesvol nie, 1

: Die as1cd van\o-nltrobensoésuur is berel deuf ;eh;ndeling van d1e suur- T
chloried ﬁut natriumasied,’ ‘ Hlerdle asied het wel met d1e amlen geréageer
om die anied te lewer maar die koppellngsreak31e was stadlg in vergelyklng

ret die Curt =8 omskakellng 29 van die asied wat o—nltroanlllen (wat ontstaan

deur hﬂdrollse van d1e 1ntermed1§re 13051anaat) as hoofproduk gelewer het.

A A
£y “ R

Die suurchloried van o-nltrobensoésuur het egter ‘met fenlelalanienmetlelester‘
‘gereageer om die gesogte amied in . ho# Opbrengs te lewer. D1e nadeel van"
hlerdle metode is dat gedeeltelike rasémlsas1e157 gedurende dle koppeling
plaasv1nd. D1e enlgste ander metode wat d1e gesogte amled gelewer het (dle

‘asiedmetode) is nie verder gebrulk n1e ‘Wweens dle lae opbrengs wat verkry is.

D1e suurchlorledmetode is dus gebrulk v1r dle bere1d1ng van die

dlpeptled (87)

:Méant ~ Fen e‘QCHj ‘

(é?)

D1e suurchlorled van 5—metoksl-2-n1trobensoésuur is toegelaat om met
fenleTalanlenmetlelester by lae temperatuur te. reageer. Die nltrogroep is
na 'n amlnogroep gereduseer deur katalltlese h1drogena81e. N—formlelprollen

in die teenwoordlgheid van d.s,k. en karbobensoks1prollen-p-n1trofen1elester




het geen reaksie met die dipeptied (87) getoon nie. Dit wao duiéelik dat
die drestiese gemengde anhidried- of suurchloriedretodé wir:die koppeling
gebruik moes word. Die suurohloriodmetode veroek;r*ln éoeie opbrengs en
. vercirsack gowoonlrk nie veel meer rasemloa51e as dle gemengde anhldrled-
metode nie. Die suurchloriede van dle meeste’ N;beskermde amlnosure.is
, ovter onstabiel,194 | Sommlge suurchloriede bv, dle‘van N—ftaloielamlnosure
1s‘wel stablol en kan gebrulk word., Byvoorbeeld reak51e van N—ftalo!el->“
‘.fenrelalanlen met fosforpentachlorled het die stabiele suurchlorled gelewer
_”wat mﬂt antranlelsuurmetlelester gereageer het omidie dlpeptled (88)
gew |

‘Fta.- Fen - Ant - OCH}'

(s8)

- Die fraloielgroep kan slogs verwyder word deur‘bohandeling hét
hidrasienaj§1. Metlelesters is nie stabiel onder hlerdle reak51ekondlsles
“nie en onder andero word dle ooreenkomstlge hldra51edo, vat bale moelllk
hidroliseer;,. gevorm. Die suwrchlorledmetode is.- wel met‘sommlge amlnoswre,

 waarvan die amron‘beskerm is deur d1e karbobensok51— of. ale suurlablele :

trltlelgroep, gebrulk Die dipeptied (89) kon dus moontllk met die suur-

' chlorledmetode aan die dlpeptled (87) gekoppel word.

Form -uﬁ = Ala - Pro"
(89)
Dio‘dipeofied (89) is berei deur 'die reaksie van N7forriol;B-oianieg
on brolienmetieleéfer in die‘teenwoorQigheid van d.s.k., gevolg deur hidrolise
van dié ester met verdunde alkali. Die suurchlorieduvan hierdio dipeptied‘
kon egter nie berei word nie aang951en behandellng van d1e dlpeptled met

fosf rpentac hlorled ook d1e verwyderlng van die formlelgroep veroorsaak het.




R

Om hlerdle probleem te oorbrug is B—nltropnnnoonsuur in plaas van
N—formlel-B-alanlen gebruik om. d1e beskermende prolienderlvaat (89) te
vorm. Die- ooreenkomstlge metlelester is bere1 deur d1e reak31e van .

»B—nltroproploonsuur en prollenmetlelester 1n d1e teenwoordlgheld van d.s k‘:

‘:Dle suur kon nie deur alkallese hldrollese verkry word nie aangesien alkali .
,B—ellmlna51e ven d1e nltrogroep veroorsaak Hldrollse met verdunde soutsuur:

;,‘het egter d1e verlangde ‘produk (90) gelewer. 

3 - Niprop - Pro

(90)

Die. suurchlorled van (90) is bere1 deur die reaksie met oksallelchloried."7ﬁ

Koppellng met d1e dlpeptled (87) ‘het die tetrapeptled (91) gelewer.

B - Nlprop - Pro - Meant - Fen =, OCH3
(91) e

., Hldrollse van d1e estergroep met verdunde soutsuur gevolg deur ’

‘reduk31e van, d1e nltrogroep na 'n amlnogroep (katalltlese hldrogenas1e)

,‘het d1e gesogte tetrapeptled (85) gelewer. ‘

BEREIDING VAN ANDER LINIERE TETRAPEPTIEDE

| fWAT IN AMINOSUURVOLGORDE VAN ASPERKOLORIDN VERSKIL

Poglngs is: aangewend on d:.e linJ.ere tetrapept:.ede (92) en (93) te

'a>31ntetlseer.;

| ' Fen - Meant 718‘- Aia’7fPio B = Ala - Meant - Fen = Pro

| ‘,[(92) - \-  : (93)

‘ Slkllsasie van hlerdle tetrapeptlede sal verblndlngs lewer wat slegs _

in amlnosuurvolgorde van asperkolorlen verskll. Hlerdle nuwev31kllese

P

' -‘tetrapeptiede se massaspektyalen fiaiologiese aktiﬁiteit sal\@ndersbgk_word;‘ o
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Dit word beoog om die tetrapeptied (93) te’berei—vAnaf~¢nftiipepéied-
,soortgexyk aan (95) (met S-metoksi-antranielsuur in plaas van die. antranlel~~ o
suur) deur selektlewe alkallese hldrollse van die metielester gevolg deur o

koppeling met prolienmetlelester en verwydering van die beskermingsgroepeo o E

Dle trlpeptied (95) is as volg berei' Die suurchloried van o-nitro—
bensoésuur is by B—alanienmetlelester gevoeg -en ‘1e produk is katalitles
» ‘gehldrogeneer‘om die_dlpept;ed (98) te‘geea ’
t-B-'a-W%‘;\ e
(98) o

.

Die ;»n;trofenielester van N—formielfenielalanlen en die dipeptied

o (98) het stadlg gereageer om d1e geSOgte trlpeptled (95) in 'n lae opbrengs 'ﬁ’

‘jte 1ewero S

Na volt001ing van dle sintese van die llnlére tetrapeptlede (85),

| (92) en (93) sal metodes vir die sikllsa31e ven hlerdle verblndlngs ondersoekff‘J

m..wordQ Dle sikllsa51eproduk van (85) sal direk net asperkolorien vergelyk

‘vword om die 1dent1teit van asperkolorien onteenseglik te bewys.;' j"
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HOOFSTUK 4

EXKSPERIMENTELE GEDEELTE

ALGEMEEN

Smeltpunte is met 'n Koflerblok bepaal en is nie gekorrigeer nie,
Infrarooispektra (Perkin-Elmer model 237 spektrofotometer) en ultraviolet-
spektra (Unicam model S.P. 800 spektrofotometer) is respektiewelik in
chloroform en metanol bepaal. Optiese draaiings is met 'n Hilger-Watts
polarimeter en o,r.d. spektra met 'n Jasco u.v./0.r.d. 5 spektrofotometer
opgeneem, Massaspektra is met 'n A.E,I,, M.S. 9 dubbelfokus massaspektrometer

en k.m.r, spektra met 'n Varian A60A of H A 100 spektrofotometer opgeneem.

.Kieselgel G nach Stahl" van Merck en Whatman Nr, 1 chromatografie-
papier is onderskeidelik vir dunlasg- en papierchromatografie gebruik. Merck
se silikagel (0.05 - 0.20 mm) en Whatman Chromedia sellulose is vir kolom=-
chromatografie gebruik. Formamiedgeimpregneerde sellulose is berei volgens

die voorskrif van Enslin en andere.226

Gedistilleerde tegniese oplosmiddels is gebruik vir ekstraksie en
chromatografie terwyl analities rein reagense vir sintetiese reaksies gebruik

is.

EKSTRAKSIE VAN VERSKIMMELDE MEEL EN
VOORLOPIGE FRAKSIONERING VAN DIE EKSTRAK

Aspergillus nidulans (Eidam) Wint., stam G106, is volgens die metode

van Scott23

op gesteriliseerde mieliemeel gekweek. Dro8, fyngemaalde, ver-
skimmelde meel (13 kg) is in 'n Soxhletapparaat met 'm 1 : 1 chloroform-
metanol mengsel 72 uur lank geBkstraheer., Die ekstrak is onder vakuum
gekonsentreer en die teeragtige residu (955 g) is tussen chloroform (3 1.)

en water (4 1.) verdeel. Die chloroformfraksie is ingedamp en die residu
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P
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- (450.g)» tusse’n“heksa.an (3 1. ) en 95% Wate:clge metanol (1 5 l ). verdeel.

. Indampmg van d1e meta.nolfraks:.e het n bruln teer (56g), wat in- chloroform

“' Opgeneem is, gelewer. D1e Oploss:.ng is met n natrlumblkarbonaatoplossn.ng

2

(3 300 ml) gewas en. daarna met 'n versad.lgde kalmmkarbonaatoploss:.ng A

"‘(;"’ o

(4 X 250 ml) geekstraheer. ) 'n Neutrale frak51e, A, (31 g) is na’ mdamping

o van. dJ.e ~‘chloroform verkry Dle karbonaatoploss:.ng het na aan.suring (HCl)

en ekstraks:.e met chloroform 'n fenohese fraks:.e, By, (7.2 ‘gelewer.

A,- \fefsicoiof (Vui‘ll; ) Tirabeschi;. stan M‘7'-'16 ‘is’*‘éo’p 'dieeelfde wyse as o

w0 A nldulans gekweek en die chloroform—metanol ekstrak van die verskimmelde ‘

‘.‘meel (10 kg) verdeel in neutrale- (A) (24 g) en fenol:.ese (B) (6 2) frak.s:.ese o

3.1

BlEOl aris __g. is op 1n soortgelyke mamer behandel om neutralefraksie

(a) (1 5 g/kg) en 'n fenollese fra.k.Sle (B) (700 mg/kg) te lewero |

A‘S&K‘EVIDING VAN DIE.
 FENOLIESE FRAXSTES

A, nldulans%'

D1e fenoliese fraksn.e (B) is oor formamiedgeimpregneerde sellulose

(1 2 kg) gechromatografeer. | Eluering met heksaan (2 1,) het hoofsaaklik

:,‘sterlgmatosmtlen (66 mg) (smn 1solaele ult neutrale gedeelte) gelewer.
’ Heksaan—benseen mengsels (3 l., 20, 1-} ¥ 2) het ‘n reeks antraklnoon—

'v‘plgmente (‘I 459 g) (fraks:Le B, ) gelewer.‘ Benseen (2 l ) het n fra.ksie (B )

(590 mg) ’ wat relat:.ef mln antraklnoonplgmente beva.’c, van die kolom verwyder.

: Benseen—chloroform mengsels (4 l.. 9 s 1%1 4) het n tweede reeks antra- o B

klnoonplgmente (fraks1e B ) (14 638 g) gelewer. Chloroform—metanol mengsels '

! l

‘(8 1., 9 2 1__91 4) Het polere rooi fenol:.ese (2 28’7 g) pigmente (wat nie

‘verder ondersoek is n:Le) van d:|.e kolom verwyder.

Frak31e B1 4s oor s111kage1 (145 g) gechromatografeer, -Gele'ﬁidelike‘ :

eluern_ng met benseen—chloroform mengsels (2 1., 11 1—-)1 4) en’ chloroform- '
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Y”metanol mengsels (3 1., 51— :'1) het’die volgende produkte'gelewér;
- (4) Azgzgiggg (17) (403 mg) Na krlstalllsas1e uit chloroform—metanol

32 280 - 282 ),

- het d1e stof dle volgende elenskappe H Smeltpunt 280 (Letter
AE ¢ -2, 35 (230 mu) 0 (242 mp), 1.41 (256 mu, sk.), 1. 88 (262 my), O. (270 mp),
0,56 (280 mu), 0 (292»mp), -1 88 (298 ) , 0 (302 mp),.ﬂ 41 (310 mp),

(4oo mu) 1, 27 (450 mp) ‘en 0, 38 (480 mu)
-4,

aks
13, 27, 1o 597, 1 785, 3. 007, 1.071, O 9961

223, 253 (sk. ), 264, 291, s

316 (sk.) en 448 mp, (é x 10

72001677

stelllng van ln aantal van d1e belangrlkste pieke 1n die massaspektrum van

,vrespektlewellk) ut 368 (bereken vir C..H,.0 Mz.368) Die molekulere same- _

; averuflen is met behulp van akkurate massabepallngs verkry m/e 325 070, )
: “310 ,045, 247 034, 286, 045, 85. 065, 85, 101, &3, 049 en 83 086 Bereken-v1r o

CgfrsOs 17H1o 6 C16 %' Cistlilr C 9 o Cglys 370 en C6H11
‘m/e 325 071, 310 047, 291.040, 286. 048, 85 065 85, 101, 83. 050 en 83 086
krespektlewellk. |

Metilasie32 van d1e stof met 311werok81ed en metlelgodled het trl- ‘

: metoksiaveruflen, 1dentles (Smeltpunt 189 C mengsmeltpunt 189 C, 1nfrar001-“‘i
en’ massaspektrum) 'n egte monster verskaf deur- dr. J.Ca Roberts, as een\f o

| :van d1e produkte gelewer. ‘

(n) Ma_c (29) (1.5 &) Ya mstamsasie u'if m‘etAnoI het
: /5dit dle volgende elenskappe P Smeltpunt 310 - 330 C, [ ] 5 o° (C: 1 0 1n L

33

‘ metanol), (Letter Smeltpunt 310 cE@Bo ) A 223, 255 (sk )y 266 292

=3

.'314 en 448 m (é 21077 ¢ 28 8, 15.9, 20, 4 28, 8, 10.0'en 10 7), ,f, 34Qf;,,

vgw(bereken v1r o : M 340) Dle molekulere samestelllng van d1e volgende»» -

18 12 7 \
pleke in dle massaspektrum van ver51kolorlen C 1s akkuraat bepaal 325 033,,

S 311 049, 297 036. (Bereken vir 01739 7 17H110 " en- 0163906 325 071,

311 054 en 297 040 respektlewellk)




""71n metanol),

. ‘1 967, 3,506, o 9767 en j 185 respektlewellk), v 1710 en 1625 om™

- 101 =

: Chromatografle van frak51e B oor": 3111kage1 (60 g) en eluerlng met

2

13 1 benseen—chloroform het eers vers1kolor1en [of (29) (55 mg) en daarna

nidulol (42, R =‘H)~(390 mg) geleWer. Na krlstall1sas1e uit chloroform—
metanol het nldulol die volgende elenskappe Smeltpunt 234 C [a]DO (C 1o O

216, 261,eg 290 mp (é x 107 3 29 0, 13.65 en 2.8 respek—

makS'
(; ‘tlewellk) Na byvoeging van alkalibskulkamaks na 238 en 302 mp (5 X 10 X
' '13 9 en 25 6 respektlewelik), Vo ‘ "3560 én'1746 cm [ C g 5 23%,

194 bereken vir c1OH1OO4 : C : 61 85, H,5{2%i: 194 ]

; Chromatografie van, frak31e B. oor s111kagel (100 g) en eluerlng met

3
benseenpchloroform mengsels ( 4: 1‘—91 2 4) het dle'volgendq produkte,ge;ewer. o

r‘(l) Nlduruflen (26 R H) (75 mg) Na krlsta1119351e u1t chloro—w ’
k form—metanol het die stof die volgende elenskappe : Smeltpunt 188 C,“ -

. -10 4 (230 mp) 0 (240 mp), 1 9o (256 m), 2.84 (260 mu). 0 (270 mp), 0. 95

(280 mp), 0 (288 mp), -7.6 (296 mu) 0 (308 mp), 2.8 (325 mp), (348 mu), uﬂf;'?~~~

<-7 6 (365 mu), -0, 57 (380 mp), 0 (4oo mu): 4 17 (444 mp), 0,76 (480 mp),

223, 253 (sk.), 264, 291, 318 (sk.) en. 448 mu (é x 10 4

1
aks

= M 384 083 (bereken vir C2OH1608 : M 384 084) D1e molekulergew1gte van d1e 

| :volgende pleke 1n dle massaspektrum van nlduruflen is akkuraat bepaal m/e
"~286 041 en 99 043 (bereken v1r C15H1006 en CSH7O m/e 286 047 en 99. 045 .
'nr:respektlewelik)  1¢~‘J |

(11) Nldulolw (42} R = H) (105 ﬁé;)

Elua81e van die kolom met meet polere oplosmlddelé het slegs komplekse

o ‘mengsels van fenollese verblndlngs gelewer.{ Hierdle mengsels is nie verder

7,,

. ondersoek nle.‘”

23 791. 1 754,;1ﬂA‘”




3.2 A, versicolor .

. . Die feneliese»fraksie (B) is oor silikagel'(SOO g) geehrenafogrefeerr
' 8008 reeds vir-die frak51e B van A. nldulans beskryf 1S°; Die volgende.

-dprodukte is- geisoleer t

(1) Averufanlen (33) (45 mg) Na krlstalllsa51e ult chloroforupmetanol . o

34

“het dle stof d1e volgende elenskappe" Smeltpunt 254 C (Letter 260 ),

. Aé : 0 (240 mu) 0.82 (250 o)) O (266 mp) 3, 08 (284 mp) [0 (292 mp), ~1, 54
i (298-mu) (308 mu), -0. 82 (325. mp) o (348 mp),~-o 51 (365. mu), -o 31 (380 mg

"o (400 mu). : 223, 253 (sk ) 265, 292 320 en 450 mp (é x| 10 3 30 78,

ak
) 13 97, 16 24, 28.51,. 8 874 en 9 251 respektlewellk), Ve 3410, 1620 en

-1

. 1580,cm . M 370 (bereken vir C : M 370) D1e volgende molekulér L

20 18 T

gew1gte van dle pleke in:die massaspektrum se massas 1s akkuraat bepaal

299 028 en 297 039 (bereken vir 015Hﬁ0 en. C 299 019 en 297 040

16 9 6
v respektlewellk) Die stof 1s geidentlflseer deur dlrekte vergelyk1ng

(Smeltpunt 254 C mengsmeltpunt 256 C massae en 1nfrar001spektrum) met 'n *f

iegte monster wat deur dr. J Se E° Holker verskaf is,

t

(ii) ’”rSJkOIOTJGH C (29) (100 mg) Geidentlflseer deur dlrekte ver- fﬁ“ g

Qgelyk1ng (Smeltpunt > 310 C: mengsmeltpunt> 310° C, 1nfrar001-~en massaspektrum)
"met d1e ‘wat ult A. nldulans geisoleer is, 'un-gu

AT [ . - . . . N .
';‘.,\“, . s . - . . . R N

(111) 1’-Metok51averant1en (34, R = CH3) (28 mg)‘ Na kristallisa31e uit - SELfV

T

-3 »28;659 14.97,;ﬂ,‘i??

.chloroform—metanol het d1e stof d1e volgende elenskappe ; Smeltpunt 215 en )

575°%, Amaks

',‘16 27, 8 42 en 9. 39 respektlewellk) v 1625 en 1600 om 1, M 386 136

223h 253 (sk.), 264, 291 316 en 450 mp (é X, 10

‘(bereken vir 021H2207 ® M 386 137, ) Dle molekulere gew1g - van dle volgende '

piek in die massaspektrum se massa is akkuraat bepaal 354 111 (bereken vir

20H1806 354 110)




© = 103 -

(IV) Hzégzgiggg (26 ‘R'= R' = ) (10 mg) Geidentlflseer deur ‘direkte

vergelyklng (Smeltpunt 188 C, mengsmeltpunt 187 C 1nfrar001- en massaspektrum)

met dle wat uit A.‘nldulans geisoleer is,

: ‘(v)“Pdlére fenbliese‘verbindings wat nie verder ondersoek is nie.

Blpol aris _2.

F

ChromatOgrafle van d1e fenollese frak31e (B) 00T 3111kagel (500 g) en -

_bieluas1e soos reeds beskryf het tot d1e 1sola31e van d1e volgende produkte

; ,gelel :

(i)’ Averufanien (33) (50 mg) Geidentlflseer deur dlrekte vergelyklng

(Smeltpunt 254 C, mengsmeltpunt 255 C, 1nfrar001— en massaspektra) met‘dle

"):»

uit A. ver31color.

v

(11) Ver31kolorlen C 29) (55 mg) Geidentlflseer deur dlrekte verge- ]

' ‘leklng (Smeltpunt> 310 C, mengsmeltpunt>'310 C, massa~ en 1nfrar001spektra)

"~ na krlstalllsa31e uit chloroform—metanol . Smeltpunt 261 c, A

i

B met dle ult A. nldulans.{J - »if')f o m‘? P

(111) Blpolarlen (32) (70 mg) ‘Hierdie sfef ﬁet'die vdlgeﬁde‘eieﬁSkappe ‘

223, 253 (sk ), e

T maks:
265,292, 316 en 448 mp. (é x. 1o 3 : 35, 2, 17.5, 19, 6 28 6, 106 en 9 7)..
. “J ymaks 3410, 1620 en 1580 cm 1 M 542 074 (bereken vir C18 & 7 : M 342 074)

D1e volgende pleke se maesas 1s akkuraat bepaal m/e 299 018 en 272 031. “«

“?'Bereken vir ¢, H 0 en c 5O m/e 299 019 éﬁ 27é 032. ,w‘l.\ ”

‘ "“t‘na krlstallis351e ult metanol : Smeltpunt 203 o (Letter ,

”'“f222 236 (sk ), 272 en 304 my (& x 10

:Htlewellk), v

15 7 7 14786,

3

(iV) Kurvularlen (52) (120 mg) D1e stof het die volgende elenskappe PR

106, 107 >
206 ), aks
-3 ‘112.J2, 9.43;‘5;18 en 5:115 respek-"

1630‘en‘1610 cm‘ [C : 65*77; H': 6,80, M ',. 292 129!.,>_“f

16 20 5

-g}bereken vir- CoH Ot -C & 65. 74’, B 6 90 en M’ 292 131 ]




Dle molekulergew1g van die volgende plek 1n d1e massaspektrum is

[akkuraat bepaal : m/e 195 025 (bereken vir C.HO. .t m/e 195 029 respektlewellk) -

95

Ty
Met11a81e ven hlerdle stof. met metlelJodled en 51lwerok81ed3 “het

e “dl—O-metlelkurvularlen, 1dent1es aan (Smeltpunt 72 C,~mengsmeltpunt 72 C,

>

-(Lette

| :(é X 10

ﬂinfrar001- ‘en massaspektrum) in egte monster wat deur dr. J C Roberts»

verskaf'is,~gelewer,<

'SKEIDING VAN DIE NEUTRALEFRAKSIE VAN

A. VERSICOLOR EN SY KOMPONENTE

Die neutrale frak91e (A) (24 g) is oor 8111kage1 (1 kg) gechromato—

. .grafeer, Elua31e met heksaan—benseen mengsels (1 H 9~+}9_ 1) en benseen-""

‘chlofoform mepgsels (1 : 4~—3 43 1) lewer dle volgende produkte.;ﬂ

(i) Sterlgmatosmtlen (13, R H) (510 mg) .rNa, kristallieasie

17 2

ult metanol het hlerdle stof die volgende elenskappe H Smeltpgnt 246 C

27 ,28 205, 233; 246 en 525 o (£ x 10" =2 és.dé, 39590,

246 )’ maks

33. 80 en 16 20 respektlewellk), M 295 (bereken vir 017 11 5‘. M 295)

H1erd1e stof is geidentlflseer deur dlrekte vergelyklng (Smeltpunt 246 C,

X

‘mengsmeltpunt 245 C,‘1nfrar001— en massaspektrum) met 'n egte monster wat vani‘

‘gdrt J.Ce Roberts verkry is. :

(11) Asperkolorlen (80) (400 mg) Nd krlsta1113351e u1t metanol het

hierdle stof d1e volgende elenskappe E] Smeltpunt 158 C, ”A 5 63

ﬁ:f“(zzs mpx 0 (228 mp),,- 31, 54 (245 mu),'—O 45 (sk ) (282 mp), -1, so (314 mp),

0. (345 mu), 0. 22 (356 mp), Q (364 mp), , 210, 224 (sk.), 260 en 314 Ty

23

ak
' =1
: ‘28, os 18 .92, 13 62 en 4. 17) Vsl 3435, 3305, 1675 en 1645 em

25284 5 °

[0 64565 H : 6 35%, M 464 205 Bereken vir'c, H N0, ¢ C & 64.565

H: 6. 03, M 464, 210]
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5  CHEMIESE REAKSIES UTTGEVOER
OP_DIE HIDROKSIANTRAKTNONE

5.1 Metilasie van die hidroksiantrakinone

5.1.12 Metilasie var overufion° 'n Mengsel van averuflen (117 mg) metiel-
jodied (45 ml) en varsborelde 31lwerok31ed (700 ng; berei vanaf silver- »o
nitraat en natrlumhldroks;ed) is 4‘d§e lank by‘kamértemperatuor geroer. Dié N
neerSlag:is afgefiifreer en met chloroform (40 ml) gewas. Die oplosmiddel
is afgedamp en die'residﬁ‘oor/silikagéldunlaagp}ate gechrooatografeér »i‘r
(3%’motohol in chldroformras Vloeioare fase). ‘Iéié“vernaamsté‘bando(Rf 0.77

en 0.59) is vanéf die plaat afgeskraap en met métanol geékstraheer.

Die band met Rf O 77 het na krlstalllsa31e ult chloroform d1-0—metlel-.

‘averuflen (60 mg) gelewer, Smeltpunt 208°¢, Amak
3 : 36.1, 15.7., 27 2, 9,8 en 7.1 respektlewellk) Y

223, 252 286 320 en

450 mpu(; x 107 ks

1626 en 1601 cm (Gev1nd : M 396. Bereken vir 022H200,7 : M 396) Die

‘band met R .0.59 het, na’ krlstalllsa51e uit chloroform, tr1—0—met1elaveruf1en-

(23 mg) gelewer, 1dent1es asn (Smeltpunt 189 C, mengsmeltpunt 190 Cy, 1nfra~ f‘

lr001— en massaspektra) 'n egte monster32 wat van dr. J C° Roberts verkry is.

5,1.2 Metilasie van nidurufien : Nlduruflen (130 mg) is gemetlleer met
metlelgodled en 51lwerok31eo net 3008 vir averuflen beskrywe is. Dle:reakSie-‘
produk 1s op s;likageldunlaagplategechromatografeer (ontwikkel met 5%
meténol in chloroforﬁ).“Die<£wee vernaamste banderié‘met hetonol geéksfraéow‘

heer. . R oL

Die band met R 0,69 het na kristallisasie uit chloroform tri=0-

metielnidurufien (26, R = CH3' R!' = H) (72 ng) géléwer. -Smeltpunt 158001,.

A . 223, 251, 285, 313 en 440 my (& x 107

maks : 3602,_ 16.7’ 320,1’ 1005 en

- T.4 respektlewellk) v naks

1670 en 1602 cﬁf1'(Gevind“= Mt 426, Bereken vir
o M 426) v R v 7:;.:.“(#‘.&> ,‘ ’

23H22 8




VCHr) o
3

Die band met R, o 50 het tetra-O-metlelnidurufien (26 R RY

' (31 mg), n geel olie, gelewer.‘eAﬁak' 223, 285 344 en 407 mp (é x-10°

'38 2 38 O 5 1 en 4 8 respektiewelik) maks 1670 en 1601 cm ‘ (Gevind

“oM 2440 Bereken v1r C24H2408 : M 440) Hlerdie produk kon nle in 'n e

"5kr1stallyne toestand verkry word nle,

;l5;1;3iﬁ*,rA Met11351e van' versikolorien C Ver31kolor1en c (140 mg) is, volgens
fdie metode wat hierbo beskrywe is, met metielaodied en 31lwerok31ed ge-

;metileer. Die produk is oor 31likageldunlaagplate geskei en die twee ven- ;f“r

‘naamste bande met metanol ge&lueer. ;fﬂ.' h‘i~ﬂ

D1e band met Rf O 75 het na kristallisa51e uit chloroform di—O— B
'“,Vmetielver31kolorien C (90 mg) gelewer i Smeltpunt 186 C, -‘aks 222, 251,

3

) _,284, 315 en 450 mu. (a x 107 35»23,15 4y 37 3 8.78 en 5 7 respektiewelik)

f ' 1
; mak 1665, 1630 en 1600 cm (Gevind /M 368. Bereken vir 020 16 7
u 368‘)

(RN

D1e band met R 0O, 58 het na kristallisaSie uit chloroform tri—O-

33

met1e1vers1kolorien (20 mg) gelewer : Smeltpunt 209 c (letter.’, 212 C)

f

'."Am i o3, 285, 36 en 410 . (é x 1077+ 36, 71, 3, 31, 5.677%n 3.66 RN 1
respektiewelik) vm;k; 1665 en 1600 cm (Gev1nd M 382. Bereken v1r
h' C H 0 .;M‘ 382). n»/‘;,‘h{ ‘vx‘ ,“: ; ) f. ; t ci‘;iiiié»:‘[

21 18 T

BRR
\

J”S,l§4,<‘ MetilaBie van bipolarien H Bipolarien (30 mg) 1& soos voorheen beskryf,.f 1‘_7"

met metielJodied en s1lwerokSied gemetileer. Die produk 1s oor alumina (4g) ;

i \:3gechromatografeer en elua51e met chloroform het tetrapo-metiel-bipolarien

.;v(26 mg), 7v'n geel olie, gelewer :ﬁAmaks 294, 287, 348 en 410 m (5 . 10 2 26

,;32 53, 37 36 5 24 en 3,98 respektiewelik) vm 1669 en 1602 cm 7 (G=v1nd

222277 "

:M'7398' Bereken Vlr C, H 0, 3 M 398) Hierdie produk kon nie in 'n .
'f‘,kristallyne toestand verkry word nie.,;n,f_J y

P
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Deuterer;gg van averuflen ’

Averuflen (31 mg) en’ fosforpentachlorled (3 g) is- opgelos in 'n

-‘}mengsel van dloksaan (20 ml gedlstllleer vanaf natrlum) en deuterlumok51ed

LHV(3O ml) ‘en 3 dae 1ank onder terugvloel verhlt. D1e oploss1ng is 1ngedamp

't”tot 20 ml en met chloroform (3 X 20 ml) geékstraheer.v Indamping van d1e

;‘nfchloroform en krlstalllsasie van die residu uit chloroform-mstanol het ‘1'¥;

- 1ipentadeuterlo-averuflen (2J, R H, R' = CH3) (30 mg), gelewer (Gev1nd 3 o

rlyM»,373.‘ Bereken vir C, §D0, M 373)

' 5;3}“H

‘ r;fase 37 metanol in chloroform) “Die vernaamste band (R 0 40) is met metanol .

20 11 5 7

', Ok51da31e van nldurufien » j'

Nidurufien (17 mg) in asetoon (30 ml, gedistilleer vanaf kallnmn

permanganaat) is by 0 C met 0 08 N ohroonsuur in 4. N swaelsuur (0 45 ml)
‘{behandel.v D1e oploss1ng is toegelaat om kamertemperatuur te berelk (na 30
jmlnute), verdun met water en met chloroform geékstraheer. Dle chloroform

‘ 1s 1ngedamp en dle residu oor 'n 5111kageldunlaagplaat geskei (vloelbare

Gy

”°3‘geékstraheer.; Krlstalllsa31e van d1e residu uit asetoon het dehldro-

;lo;nlduruflen (27) (8 mg) gelewer : Smeltpunt 226 C, Amaks : “x“‘ :

201, 36 en 450 mp. (é % 10 2 6. 82, 16,45, 18.76 34 60, 5. 67 en 10,58

f’respektlewellk)

223, 253. 264.

1
maks 1713, 1680 en 1605 om_, (Gevind M 382 069 en'-

20 48,

ﬁlm/e 311 054. Bereken vir o, & o, “en' C17H11 6 : M 382 060 en 311 055 .

—xrespektlewelik)

W‘;met chroomsuur in asetoon soos hlerbo beskrywe

s Averufien en versikolorien C is onveranderd teruggekry na behandeling

I

. Behéhdél;gg van blpglarlen P

'met osmiumtetraok51ed

Bipolarien (10 mg) in BQ% asynsuur (5 ml) is met oamlumtetraok31ed

o ‘(20 mg) behandel en dle reak51e mengsel 2 dae lank by kamertemperatuur gelaat.

1

e
R
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Die'mengsel is verdun met Watér‘en met chloroform geékstraheer;y~lndamping
van d1e chloroform en krlstalllsa31e uit chloroform—metanol het slevs on- |

veranderde blpolarlen (Smeltpunt 261 C) gelewer. ’

Omskakellng van ki -O-metlel-
, averantlen na averytrlen :

‘ ‘;1 -O-metlelaverantlen (23 mg) en p—tolueensulfoonsuur (30 mg) is S

‘ opgelos in dlmetlelsulfoksled (5 ml) en 2 dae lank by 80 C onder terugvloel ,

‘L verhit D1e oploss1ng is verdun met water en met chloroform geékstraheero

oy

E dlrekte vergelyklng met 'n egte monster van’ averytrlsn

jDie chloroform is afgedamp en die residu uit ohloroform gekristalllseer om i o

f averytrien (35) (17 ng) te lewer.c Hierdle produk is geidentlfiseer deur

35 Wa% van dr. Je C;

3

. Roberts verkry 1s. (Smeltpunt 231 C, mengsmeltpunt 231 C infrarooi— en

- massaspektrum)

CHEMIESE REAKSIES UITGEVOER
MOP NIDULOL

‘fjﬂ Met11a51e van n1dulol

Nldulol (42, R = H) (70 mg) en varsberelde s11werok31ed (500 mg)

,.‘18 in metlelaodled (30 ml) gesuspendeer en, 24 uur lank by kamertemperatuur .

.geroer. D1e neerslag 1s afgeflltreer en gewas met chloroform. D1e chloroform}f?”

P ‘7‘

‘; is 1ngedamp en die re31du gekrlstalliseer u1t metanol om O-metlelnidulol

. (42 R = CH3 (49 mg) te lewer ; Smeltpunt 172 - 173 ) (Letter

y17a.5 %) A

99,100 171, 5

215, 259 en’ 288 mp (é x 10 3 ;26 0, 14 0 en 2,20 respek—

‘maks

rtiewéiikf‘ v b 1750 em (Gev1nd 3 c 63 33 H 6 qz, M 208. Berelken

W

11 1274

©vir c B0, t C, 63.45%; H,.S.B;‘ i fzos); ~r_v,‘;.;;”f*ja I

Hierdle;verhinding 18 ook heréi‘démr(nidulol'metiln oormaat

"

B diasometaan in 1 4 metanol—eter oornag te ‘metileer. - R V'f




\ d1-0-met1e1fta11ed (5 R = CH3) (34 mg) gelewer. Smeltpunt v 157 c

‘ maks
Ymgksn7749;¢m ) (Gev1nd M 208 073 Borokeo vir. C11H1204 ¢ 208 074)

6.2

‘) ; 1s u1t eter gekrlstalllseer om die ftaalanhldrled (43b) (51 mg) te lewer.

">Sme1tpunt 165 - 166 c. (Letter &4

166 c), ak 217, 242 en. 309 g
"‘(é-x'1o‘3 ~~17~8o‘ 20, 20 en 3.97 respektlewellk) mak 1840 en’ 1770 on
Bkannd "C 59, 4,”'3,-4;39%; LM ,222. Bereken virT, C11H1OO5 : C, 59 45,

i suur (79 mg) wat in asynsuuranhldrled (2 ml) Opgeneem is'en 30 mlnute ek :

.~;'onder terugvloel verhlt 1s, voordat die 0plosm1ddel afgedamp is. Dle r351du . J,*

2109 -

Die residu (80 mg) vahaf die gekombineérde moederloé, van‘die'
krlstalllsas1e van nldulol, is ook, net 8008 hlerbo, met metlelgodled en .
s1lwerok51ed gemetlleer. D1e reak51eproduk is oor ’n preparatlewe s111kap B

geldunlaagplaat (ontw1kkel mot 2% metanol 1n chloroform) geskel en d1e twee
vernaamste bande 1s met metanol geékstraheer./';}J 

R

D1e band met Rf 0. 73 het na krlstalllsa51e ult metanol 'n krlstallyne

\

-3

217, 259 en 287 oy (é x 107 30 50, 13. 80 en 2 37 respektlewellk) ,

‘),

' Die bapd met R}‘om57 het!Otmetielq;guioi (40 mg) geléwér¢  

.

”Oksidasie~van O;metieinidulol

O—metlelnldulol (85 mg) in 0,1 N natr1umh1droks1ed (20 ml) is 2 uur 5
lank onder terugvloel verhlt.‘ Die oploss1ng is afgekoel tot kamertemperatuur"'
en 'n kallumpermanganaatOploss1ng (42 mg in 2 ml) is druosgewys oor. 'n - .
tydperk van vyf m1nute bygevoeg. D1e reak31e is na ’n verdere tyoperk ven .

20 mlnute by kamertemperatuur met 3N swaelsuur (20‘ml) aangesuur en met

chloroform (4;(50 ml) geekstraheer. Indamplng.van dle‘chloroform lewer

by

99 100

" 4.55%;: M< 222].\217' -~'i juf" i ‘rfe

In 'n soortgelyke eksperlment is O-metlelnldulol (50 mg),ohderf‘ '

1dent1ese toestande 9eok31deer. Die oks1das1e is egter beélndlg deur dle'ﬁ‘f




6.3-

’ ~gekr1stalllseer om n wit krlstallyne produk (35 mg) te gee.

) Smeitpunt 14700, Y

en 328 mp (& x 10

- met metanollese ferr:.chlorled° R

= 110 -

byvoeging van soutsuur (10 ml) in plaas van die‘éwaelsﬁur.* Kristallisasie

van die finaie produk het 'n chloroftaalanhidried (43a) 18 mg gelewer @

y L o
naks 1850 en 1777 cm [Gevi;ld’: C, 51.4; H, 3.5%;

" 256. Bereken vir C, H.0.C1 : C, 51.5; H, 3.5% M 2567.

112:%

Selektiewe demetilasie van
" O-metielnidulol

O-metielnidulol’ (45 mg) in nitrobenseen (10 ml) ‘is met aluminium-

chloried (600 mg) behandel en die oplossing 12yuurvlank'by'659Cagehou.‘LDie

" oplosmiddel is afgedamp, die residu met 1ON'HCl (20 ml)‘behandel‘en met~'

chloroform geékstrahcer. D1e chloroform is afgedamp en die re51du u1t

chloroform«eter gekrlstalllseer om die. demetoks1ftalied (48) (18 mg) te

lever : Smeltpunt 142 - 143°, A ks 217, 259 en 293 mp, (& x 1072 .3_1,00,

14.00 en 5,30 respektlewellk) Na byvoéging van'alkali is A
-3

maks

232;”265
36 OO 7 60 en 5, 30 respektlewelik), v ﬁ~ 3450 eﬁ A‘

1729 cm-1 (Gevind 194 057 Bereken vir C 10}11004 194 058)

In teéstelllng met nldulol gee hierdie verblndlng 'n intense groen kleur -

-~ METILASIE VAN KURVULARIEN

Kurvularlen (52) (30 mg) en varsberelde 51lwerok31ed (300 mg) is

: 3¢dée lank in metlelJodled.(3O'ml)'geroer. Dle neerslag is afgeflltreer o }"

“en met chloroform'gewas. D1e Oplosmlddel is afgedamp en die residu uit eter 5

6 107 ﬁl’rdleo

: produk is geidentlflseer as dl-O-metlelkurvularien deur dlrekte vergelyklng :

(Smeltpunt 72 C, mengsmeltpunt 71 C, 1nfrar001- en massaspektra) met 'n egte "

"monster wat van dr. J.C. Roberts,verkry is.




8  CHEMIESE REAKSIES UITGEVOER :
OP_STRRIGMATOSTSTTIEN

"8:1 Reaksie van s%eriématdsistien— o
: ‘ bensoaat met lood%etra-asetaatAf 4

Sterlgmat051stlenbensoaat (Smeltpunt 259 C, bere1 volgens d1e metode
‘van Roberts en andere 7) (1 g) in asynsuur (99%; 30 ml) is met loodtetrar
asetaat (1 2 g) behandel en, dle 0plos51ng veertlen uur lank by kamertem— 'f

peratuur geroer. Die oplos31ng is met water (100 ml) verdun en met chloro-

- form (3 x 50 m1) golkstraheer; Die chloroformoplossihg is met wéterigé
natrlumblkarbonaat en daarna met Water gewas, gedroog (oor natrlumsulfaat)

en 1ngedamp.‘ Die re31du (1.1 g) is oor silikagel (100 g) gechromatografeer. ;

Die kolom is met benseen—chloroform mengsels (4 + 191 :~4,,1.5,l.) ontw1kkel.

Hierna is twee frakaies met chloroform geélueer;

'ﬁie‘ee}sté' raksle het na krlsfalllsas;e ult eter dlerdl—asetaat (53)
(250 ng) gelewer. Smeltpunt 230° 1 Vom 1740, 1680, 1639, 1615, 1605
“en 1600 cm71. Die k.m,r. spektrum (1n CDC7 ) het onder andere die volgende
seine getoon : drleprotonselne by T 6 22. (O—metlel), T 7. 82 (asetaat) en S
T 8.36 (asetaat) [Gevmd + C, 63, 5, Hy 4.07%; Bereken vir C H0,

29 22 11
L C; 63‘,6’ H’4‘%]° B o - - E i | B .v

Die tweede fraksie het na krlstalllsa31e u1t bénseen dle ﬁénoasetaatl
(54) (405 mg) gelewer : Smeltpunt 202 C, : 3400, 1737, 1680,;1615
éﬁf1600,cm j. Die k,m.r. spektrum (1n CDCl ) het, onder andere, dle volgende'
drleproton seine by T 6.38 (O-metlel) en T 74 97 (asetaat) getoon~ ; D1e Qler ‘_;:
7pr§tone van die eterr1n331steem het tot die volgénde seine aanlelainé‘gegee;
doeblet (7 = 682) by ¥ 6.0 (C6H5 - CHT ), doeblet (J - 48z vat verval na :

o
'n enkel sein na ultrulllng met deuterlumok31ed) by T 4 65 ( - O - CH - OH)

l e
'n dosblet (J 6Hz) by T3.50 (Ar - 0= CE= 0= ) en 'n enkel sein by T 4,82
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| ; o : ‘
f;( - CH - OCOH ) - Dit is duidelik dat die dihidrale hoeke in hlerdle
51steem sodanlg is dat net twee van die vier protone visinaal gekoppel is,-

[Gev1nd C, 64,43+ H,- 3.8%. .Bereken vir 027H20010 : C, 64,33 g,"4.Q% ].w

8.2 ‘ Reak51e van. O—metleldlhldrosterlgma-' —
t031st1en net loodtetra-asetaat A

O—met1e1d1h1droster1gmat0s1stlen (Smeltpunt '282 C‘ berel volgens
die metode van Roberts en andere ) is onveranderd teruggekry na be— .
handellng met loodtctrarasetaat in asynsuur (24 uur by kamertemperatuur of'
‘:onder‘terugvloel verhlt) of benseen (3 uur lank onder terugvloei4Verhit).“
Byvoeglng van bensoielperok51ed (57) het nie die reaksie aangehelp nie .
terwyl byvoeglng van borontrlfluoriedeteraat (57) as’ katalls slegs { .

demet11as1e na dihldrosterlgmat051stlen tot gevolg gehad het.

8.3  Reaksie van O—metleldlhldro—
: sterlgmat051st1en met. alka11

'n Oploss1ng van O—metleldlhldrosterlgmatosistlen (100 mg) in 1Q7:
metanollese kallumh1dr0k31ed (10 ml) is dertlg uur lank onder terugvloelj
verhlt D1e 0p10931ng is 1ngedamp tot 'n kleln volume, verdun met water,
ver31gt1é aangesuur met soutsuur en met chloroform geékstraheer.; Dle :,:
chloroform is 1ngedamp en die residu (95 mg) gechromatografeer oor 5111k&-

gel (10 g) D1e kolom is ontw1kkel met chloroform. Eluerlng met. 5%7metanol S

in chloroform en krlstalllsa51e uit: metanol, het d1e fenol (55, R'- OCH3

? : , -4
H) geleier ‘Smeltpunt 194 o, Amaks_237 en’ 311 (& x 10
‘ 4

in alkali 236 en 34b-mpz(£ x 107"+ 14,17 en

:w16;4§ en'’

8, 06 respektlewellk) A naks

‘8 05 respektlewellk), v ék

(in plrldlen) het onder andere die volgende seine getoon ¢ drie drleproton seihe

‘ 1650, 1620 en 1600 om j, Die Kom,Ts: spektrum

by T621 ent' 6, 31 (aromatlese OCH3) en 6,60 (allfatlese OCH3 3 'n eenproton
O_.,
doeblet (J= 4Hz) by T 4. 38 ( -~ CH - CH —“OCHB) en 'n ‘bre# eenproton sein
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by T 5. 4 ( - OH) ‘wat na behandellng met deuteriumoksied verdwyn. (Gevind 3

vl 372, Bereken Vir c B0 M 372).,

2072077

CHEMIESE REAKSIES. VAN..
ASPLRKOLORIENA1~\'

Hldrollse van aspgrkolorlen

| 'n Suspen51e van asperkolorlen (35 mg) 1n 6 N soutsuur (30 ml) is 30 :

uur lank onder terugv10e1 verhlt.lele mengsel. was volkome helder'na»4 uur.

: Dle op10551ng is 1ngedamp tot 'n kleln volume (2 ml) en papmerchromatOgrafles

,fls onder ultravioletlig be51gtig en met nlnhidrlen128ven Fblin se reagens

’ondersoek. *Drle versklllende 91steme is gebrulk naamlik butanol.,;
asynsuur é»waterf::“4:1e57(sisteem 1);‘3‘kollu1dlen : 1ut1d1en;.. SN

‘Y(Siéteém 2) en fenol : water*::f8~“3 (sisteeme) _que,chromatOgrammeu

- 128

gespuit." Die"teenwoordigheid vanadie vler'aminosuurkompo@ente in die

nidrolissat kon hierdeur asngedui word; i naamlik

(A): ﬂﬁ‘blbuf}uoresséréndé’ké@boégnt; (ﬁf 0580;;9.5Q eh 0.82 ih‘

sisteme 1,r2;en3:?e§pektie%éli%),;\,A n;fffig‘f¢ ;;;
:  iﬁ); 'h ninhidrieﬁposifiéWe komponéh% (R 0.61; 0.57-en“6;$4bi€j

 ',31steme 1, 2 en 3 respektlewelik), - |
: (b)vr'n nlnhldrlen en Follnreagéﬁs p351tiewe kémp&nent (R 0. 28

 '0 35 en- O 86 in 31steme 1,. 2 en 3 respektlewellk) en &J
f(Djff'n ninhldrlenp051tiewe komponent (R 0. 20 O 30 en 0, 48 in

X slsteme 1, 2 en 3 respektlewellk)

'Dle knmponente is geskel deur ioonultrulllngschromatografle op Dowex

‘?‘A G. SOW X8 hars (1n d1e natrlum vorm) D1e kolom is - ontw1kkel met 31traat- a

buffers 8008 beskrywe is deur Block en Welss.132 Komponente B (geélueer

;:met vuffer pH 4 2, 250 ml), c (geélueer net buffer pH 3.2, 740 ml) en D (

‘ (geélueer met buffer pH 4 2, 550 ml) 1s hierna geidentiflseer as fenielalanien,




PRIV
prollen en B—alanien deur dlrekte peplerchromatograflese vergelyklng met
‘ egte monsters’ van hierdle aminosure., D1e komponent A is geélueer met
‘ buffer pH 6.0 (50 ml) en van. d1e sitroensuur geske1 deur absorp91e op.
: Dowex AG 50 X8 ‘hars- (by pH 0. 8) en ‘nadat d1e hars goed .met SOutsuur (pH
‘0 8) gewas is, weer vrygestel met 1 N natrlumhldrok51ed. Die op10331ng is
'gevrlesdroog en geékstraheer met*1% soutsuur~1nukokende—asetoon.f Die oplosﬁ»
Lmlddel ig afgedamp en d1e residu Opgeneem in absolute metanol (10 ml) wat
’j 'tlonlelchlorled (O 5 ml bygevoeg by - 10 C) bevat. D1e mengsel 1s ses wur -
‘jrlank onder terugvloel verhit. Die oplosmiddel is afgedamp en dle residu

‘verdeel tussen 3 N soutsuur (5 ml) en chloroform (10 ml) . D1e suur is

. geneutrallseer (natriumbikarbonaat) en met chloroform (3 X 20 ml) geékstraheel.,v, ‘_'

Die chloroform ig afgedamp en die r931du uit eter gekristalllseer om 5- A

metoksiantranielsuurmetlelester~(66)‘ (8 mg) te“»lewer $ Smeltpunt 33° C,

| :)\ 222, 255 en 355 oy (25. z 107 =3 22, o 7.50 en 7 0 respektlewelik)
‘ 17oo en 1620 om -1 (Gevmd M+ isj»;. Bereken vir 09111 1No3 'y 181)

;Hierdle stof 13 geidentiflseer deur dlrekte vergelyking (massap, infrarooi-

maks

1]ultrev1olet- enrkzmwrwfopektrum) met fn egteqmoneter wat;e;ntetlesboereiils»

P ‘<sieﬁ{-§.‘4‘>‘-.

‘5;jIn 'n anderveksperlment is esperkolorien (80 mg) gehldrollseer, soos
Treeds hlerbo beskryf 1s.; Dle totale hldrolisaat is gevriesdrOOg en Opgeneem f:-
j»in absolute metanol (10 ml) wat tlonlelchlorled (O 5 ml, bygevoeg by -10 C)
’:bevat, Die op10381ng is 6 uur 1ank onder terugvloel verhlt en daarna
“drooggedamp. ‘Die res1du 1s verdeel ‘tussen chloroform (30 ml) en waterlge
natriunbikarbonaat (15 ml) Die*chloroform is‘met-water‘gewas; gedroog*-o
1(natr1umsulfaaﬁ en afgedamp. Die re31du (60 mg) is op formamled-gelmpreg- -
neerde Whatman nr,’ 3 MM chrOmatograflepapier gechromatografeer (ontw1kkel

'met 23% benseen 1n heksaan) ' Na chromatografle 1s d1e chromatogram 1n ses




‘gelyke stroke verdeel (genommer van 1 tot 6 van bo na onder) . Blke strook

is met metanol geékstraheer, d1e metanol afgedamp en die residu verdeel

~ tussen chloroform en water. Die chloroform is afgedamp en krlstallyne

‘materlaal is vanaf stroke 2 3 en 4 verkry

Dle materlaal afkomstlg van band 2 het 5—metoksi-antranlelsuurmetiel— 4

‘ ester (66) (10 mg, Smeltpunt 33°¢) gelewer wat geldentlflseer is deur

“9‘2‘

direkte vergelyklng met 'n egte 51ntet1ese monster.

D1e materlaal afkomstlg ven band 3 het na krlstalllsa91e ult metanol :

L-dlfenlelalanlendlketx>glpera31en (70) (9 mg) gelewer wat geidentiflseer

"1s deur direkte- vergelyking (Smeltpunt 280° C, mengsmeltpunt 279 C, 1nfra-

rooi~ en o.r.d, spektrum) met 'n egte 51ntetlese monster. '

D1e materlaal afkomstlg van band 4 het na kristallisa51e uit ohloro—

form—metanol Ipdlproliendlketopigerasien (69) (7 ng) gelewer, wat ge—

K identlflseer 1s deur dlrekte vergelyklng (Smeltpunt 149 Cy mengsme-tpunt

—148 C, infrarooi~ en o.r.d, spektrum) met.'n egte,81ntetiese monsteré h

S

Bereldlng van Ipdlfenielalqnlen- ‘
dlket0p1pera31en '

L—Karbobensoks1fenlelalan1en-p—nitrofenlelester (600 mg) is ge-

‘ suspendeer in 'n oploss1ng van HBr in asynsuur (5 ml, 407) by kamertemperatuur

vir 30 mlnute.. D1e helder 0p10551ng is verdun met- eter (20 ml), geflltreer

en d1e krlstallyne neerslag gewas met koue eter (3 x 10 ml) Dle gevormde

: vIpfenlelalanlen-p-nltrofenlelesterhldrobromied (Smeltpunt 212 C) (400 mg)

. opgeneem in chloroform (10 ml) en oornag by kamertemperatuur gelaat.

is met natrlumblkarbonaat behandel om d1e amlen vry te stel.v Die amlen is

VR

Afdamplng van d1e chloroform en krlstalllsa51e van die produk uit chloroform;

het L-d1fen1elalamendlketopimrasmn (70) (200 mg) gelewer. Smeltpunt 280 c
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(Letter *-280°C)A  _208_en 258 w (G 10775 18.95. en .0.59 respelctievelik),

: ~1
Voo 1680 cm, g 3997 (220 mp,) 987.7 (240 mp) 399.8 (300 mp), 1881

(340 my), 94.1 (380 mp) en O (400 my). (Gev1nd M 294. Bereken vir

. ot
.C18H9N202 : M 294).

Bereldlng van L-dlgrollen~
diketopiperasien .

L»Prollen (1 g) is opgelos in absolute metanol (10 ml) wat tioniel- -

'chlorled (0.5 ml, bygevoeg by -10%! ) bevat en die op10851ng is 3 uvur lank

onder terugvloel verhit. Die oplosmlddel is afgedamp en die residue opge-~

neen in cnloroform (20 ml), behandel met waterige natrlumblkarbonaat (om die

amlcn vry te stel) gewas ‘met water en gedrOOg (natriumsulfaat) Dle oplos—

mlddel is afgedamp en die r331du ult»metanol/eter-gekristalliséer om

L—dlproJ1nnd1ketop1pera51en (69) (950 ng) te lewer. Smeltpunt'149°c

192 205 ms (& x 1075+ 1.272), v 1660 ox”, 8 ¢

149 c) A s

(Letter ks

5298 (230 mp,) 414,7 (240 mp,), 177,7 (280, mp), 103.6 (320 mp,), 66. 64

(360 mu) en 44. 42 (4oo mp,) (Gevmd il 194.' Bereken vir C 1031 4N202

194)

Sintese van S5-metoksi~
antranielsuurhetielester

5—Am1no—2—n1trobensoésuur (5 g verkry van K. & K. Laboratories) is.
opgelos in 10% kallumhldroksied (200 ml) en die op10831ng 24 uur lank onder
terugvloel verhlt 1n 'n stlkstofatmOSfeer.; Die 0p10331ng 1s afgekoel en
met yskoue swaelsuur (400 nl, 12N) aangesuﬁr en geékstraheer met et1elase£aat.
Die 0plosm1ddel 1s afgedamp en die res1du gekrlstalllseer uit water om 5~

hldroko1—2—n1trob°nsoésuur (4 6 g) te lewer. Smeltpunt 170 C‘(Letter’42"

169 c) (Gev:.nd il 183, Bereken vir CH.N O MY 183),

| ’5-Hidroksi-2-nitrobensqésuur (2.8 Tg)lis opgelos in drod asetoon
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(30 m) waarby drod kaliumkarbonaat (10 g) gevoeg is.. Dimetielsulfaat.
-,(S-ml) ig drupsgewys oor 'n tydperk van een'uur,pygevoeg terwylydi§~o;b
lossing geroer en onder terugvloei:verhit‘is.; Die ojlossing is nog 48 uur
“ '.;'la.nk‘.onder terﬁgvloei verhittvoox;da.t' ,a.inmoniumhidroksiédl (15 ml) versigtig -
‘ ﬁbygevoeg 1s om die oormaat dlmetlelsulfaat te vernletlg. Die.neéisiag’isf
“ Aafgef1ltreer, gewas met ésetooﬁ en drOOggedamp.» D1e r951du is opgelos in-
i.etielase’taat, met koue natriumhidroksied (107, 2 x 100 ml) geSkstraheer,.
géwas met watér;;gédroég (nafriumsﬁlfaat)len &ie 6plosmiddel éféedamp.o Die
.‘fg re91du (2 7 g) is oor 3111kagel (30 g) gechromatografeero Die kdiom is\"

' ontw1kke1 met heksaan—benseen mengsels (4 1-—91 4). Eluasie ﬁet

‘benseen en krlstalllsasie ult metanol het 5-metok81-2-n1trobensoésuurmetlel-
%2

ester (2.3 g) gelewer. Smeltpunt 55 c (Letter 55 C) (Gev1nd M -

;‘2\11. Bereken vir 09H9N 0 ¢ gM 211)

Hldroksle van hierdie stof (1 5 g) met N kallumhldroksied (20 ml)
*‘by 100 (5 uur lank) het na. neutrallsa51e en kristalllsa51e uit waterige
4¢~metanol S-metoksi-2-nitrobensoééuur (650 ng) gelewer.l Smeltpunt‘132 C

137

\ (Letter 133 c) (Gevmd M 197. Bereken vir C8H7N0 197)

| S-Métoks1—2-nitrobensoésuur (150 mg) is opgelos in metanol (20 ml)
| en palladlum op koolstof katalis (50 Bgy; 3Q7) 1s bygevoeg. Die'mengsel 1s,‘ﬁ
b‘-f4 uur lank onder atmosferlese druk gehldrogeneer, die katalis afgeflltreer i
en die oplosmiddel afgedamp. D1e~res1du is uit,metaqq}-eter gekrlstalllseer -
om 5-metoksi-antrenielsuur (P1oo mg) te lewer :aSmelﬁpunt : 180° ¢ (Letter™ "

1179°0) (Gevind + W' 167 Bereken,vir.,cSﬁgN% ‘::.M+ 167)..

5—Metoks1-2-n1trobensoésuurmetlelester (100 mg) is opgelos in etiel=
asetaat (10°m1) waarby platlenok91ed (20 mg) gevoeg is en 3 uur lank by

- - atmosferiese druk gehidrogeneera, Die katalis is afgefiltréer en die oplos-
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. middel afgedami. Dle residu is uit eter gekrlstalllseer om 5-metok31-
i 0; 228
antranlelsuurmetlelester (68) (85 ng) te lewer. Smeltpunt 33 C, maks '
. 222, 255 en 355 mu (é x 10 ? H 21 95, 7 22 en 6i 73 respektiewellk), '
. , » . Lo
‘ . ~181). .
| »,vm aks 1700 en 1620 cm : (Gevmd 181 ‘Bereken vir c9H1 11\103 VM 1,&;: )"
10 SINTESE VAN LINIERE ‘PEPTIEDE.

10,1 ,Béréiding van

uitgggggstowwe
:Béféid? '.van diermetielesters van aminosure i Die éhiﬁésure‘(olﬁ ﬁi)‘

i

: 100 101
is Opgelos in absolute metanol (87 ml) waarby vooibf tidnislnhloried (9.8 ml)
by O bygedrup is, D1e oplosslng 1s drle war lank onder terugvloel verhit

'.en na afkoellng met vaste natrlumblkarbonaat behandel om dle oormaat suur, S

v

. te verwyder. Indamplng van die flltraat het die’ amanSuurmetielesterh

%

’hldrochlorled in meer ds 90% Opbrengs gelewer.

“\

Die metlelesters van dle volgende amlnosure 'is volgens hlerdle o

.‘ametode berel.

%"‘ﬁAalanienmetlelesterhldrochlorled Smeltpunt~93pé (ﬁifrmeténdlyéte}ﬁ

230

Letter 94 c) oy .

‘. 1” fenlelalanlenmet1elesterh1drochlorled Smeltpdnt)15996,(uif;5"

15, 160 %).

'metanol/eter, Letter

lL-prgllenmetlelesterhldrochlor ed as''n kleﬁrlbsguolié“(v‘df.‘i 

1740 em” )

1

10,12 Formllering van amlnosurea 2 Die aminosuur (0 1 mol) is opgelos in o
: 9&% mieresuur~(210 ml) Hlerby is asynsuuranhldried (78 ml) oor “1n tydperk

van twee uur gevoeg en’ dle mengsel twaalf uur lank by kamertemperatuur gelaate ,

-’,‘,, BN N S ) /»‘ . ‘”,
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Na‘vol#obiing van die reaksie is’yswater (BO.ﬁljnbygevoeg; Afdamping’van

die oplosmiddels het die N-fdrmiel-éminoéure ig meer as 9Q% Opbréngs gelewer;

A‘Dieivolgende verbindipgg is op hierdie wyse bérei;' | ,
-formlel-ﬁ-alanlen Sﬁeltpﬁn£ 72607(ﬁi%'waééfiéé'étaﬁoi. ”1ééfér231’j;

- 74°) [Gevmd: 117. Bereken vir C4H7NO 117]

N—form;el-lps-fenielalanien i Smeltpunt 166 C (uit Waterige/etandIQ :

ean232 :
Letter ™ 167 °) [Gevind,M 193../ ‘Bereken vir cwﬂ1 1No3 i ut 193]

‘ N-formlel-L-prolien as 'n kieurlose olie [ Gev1nd u* 143° Bereken v»l

vir C6H9N03 HETE

10;1'3 L FtaloielJL&fenielalanién : L-fenlelalanlen (2. 48 g) en ftaalanhldrled
(2.24 g) is bale fyn gemaal en goed gemeng, D1e mengsel is veertlg mlnute

lank by 150 C gehous ' Na afkoel1ng is die res1du met metanol (15 ml)

’

. behandelg Dle on0pge10ste vaste stof is afgeflltreer en die metanol met

N gelyke volume water verdun en oornag by 0 C gelaat sodat d1e produk kan .
W «,k(_\, . : ) .

krlstalllseerq

Dle N;ftaloiel-IFfenlelalanlen (3 7 g) is afgeflltreer en gewas met
177

"yswater. Smeltpunt 183 % (Letter

185. C) [Gev1nd'M 1295, . Bereken vir ./
C17H13NO e ' 295]

10.1:4 Ftalofelzlxfenielalaniéhswurchioried N—ftﬁaloied-‘-L-feniel"alanien

B } (740 mg) en fosforpentachloried (570 mg) is in benseen (8 ml) gesuspendeer l

‘.en een uur lank onder terugvloe1 verhit:. Die oormaat fosforpentachloried is

afgefiltreer en die dpiosmiddeltaféédamp.: Dle res1du (860 mg) is ult benseen/’f S

heksaan gekrlstalllseer om N—ftaloIel-L-fen1elalanlensuurchloried te geeo

Smeltpunt 82 ° (Letter _7,7

83°c) [ Gevind: M 313. Bereken vir 017111 NO 01

b 313]
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40,1.5 Formiel-L—fenielaléhien—i»nitrofehiélester : Formjel~I-fenielalanien

(965 mg) en p-nitrofenol (835 mg) is opgelos in dioksaan (20 ml) en afgekoel
tot 0°C. D.s.k. (1.03 g) is bygevoeg en die ﬁengsgl dertig minute lank by
QOC en Qier uur lank by kamertemperatﬁur geroéf; Die gevormde disiklo-

_ heﬁsieiurea is a%gefiltreer en die oplosmiddel afggdaﬁpa Die residu is
idpgénéem'in chloroform (100 ml) en met watérigé kaliuﬁkérbonaaf

(10 x 50 ml) en daarna met water (2 x 50 ml) gewas en drooggedamp. Kris;

talllsa31e uit etanol het Nkformlel-lpfenlelalanlen—p~n1trofen1elester

(1.5 g) gelewer. Smeltpunt 135° [a]D -29, 25 (¢ 044 in chlorofonm)

fl[Gev1nd C 2 61.14%; H i 4,49%; N i 8, 8?7 en M 314. Bereken vir

) C16H14N205 . C . 51,14%; H :‘4,43% H Njf 8,91%‘en’M 3?115

| 10.1.6  _ HIﬁFbgéglaianienQﬁ-nitrofgggelesterh;dfobr0q;gg‘: N-karbObenéOksié
‘feﬁielalanien—panitrofenielester,(BOObmg, verkry &an Pie;éé Cheﬁicalé) is
opgelos in fﬁ oblossiné vantHﬁBr in ésynsuur (1 ml,w45%) ;n‘eeﬁ»uur lank
by»kamertemperatuur gelast. Eter (10 ml) is bygevbég en'die neerslag met

';eter (10 ml) gewas om L—fenlelalanlen-p-nltrofenlelesterhldrobromled (200 mg)

te lewera Smeltpunt 213vC”»(Letter233

215 c) [Gev1nd n 367° Bereken vir

+
015H15N204Br t M 367 ].

10.147 - S-Metbksi+2%nitrobensoééuur~é:nitrofénielestef 2 5-metoksi~2;nitro;
",bensoésuur (1.97 g) en p-nltrofenol (1.54 g) is 0pgelos in etlelasetaat 1

( 9 ml) en afgekoel tot o%. D;s.k; (350 g) is bygevoeg en dle temperatﬁur“*
;s dertlg minute lank by O c gehou. Die reak51emengsel is nog v;er-en-b
,;tw1nt1g uur lank by kamertemperatuur‘geroer.l D1e neerslag 1s afgeflltreer .
en die flltraat met 'n kallumkarbonaatop10581ng (5 X 50 ml) in’ water gewas.

. Die oplosm1dde1 is afgedamp en d1e re81du ult etanol gekristalllseer om

S—metoks1—2—n1trobensoésuur-g:nltrofenielester (2. 3 g) te lewer @




10.1

~Smeltpunt‘152oc v
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naics 1760 en 1590 om” ;[l,Mf 317,976 Bereken VJ.r

¢ H N0 st 317,978 J.

14 10°2 7
H1erd1e aktlewe ester is onveranderd terug gekry na langdurlge

verhlttlng met fenlelalanlenmetlelester in chloroform of dlmetlelformamledo

8 ‘i Bereldlng van B-nltroproploonsuur ; B—chloroprOploonsuur (27 g) en “‘ﬂ‘

fnatrlumgodled (30 g) ig opgelos in: asetoon (300 ml) en .30 uur lank onder -

234

.terugvloel verhlt._‘ . Die neerslag is afgeflltreer en. dle 0plosm1dde1

hafgedamp. D1e resulterende r001 olle 1s opgelos in chloroform (200 ml)

h'hen met verdunde swaelsuur (2 X 50 ml) geékstraheer.. Die chloroform is af-

‘1§gedamp en d1e residu uit'water (15 ml) gekrlstalllseer ol B—JodOproploonsuvr7'

- (27 g) te lewer : Smeltpunt 83 C (Letter

235 85 C) [Gev1nd M 200.

: Bereken vir CSHSO J M 200]

behandel

B-JodOprOploonsuur (12 g) is opgelos in eter (15 ml) en by O C
36 met 311wernitr1et (10 g) Dle suspen31e is v1er~en-twint1g uur \

by O c gevolg deur'ses—ensdertlg.uurfby1kamertemperatuur geroei; Bogoﬁoemdew

proses 1s ultgevoer met d1e volkome ultslultlng van lig, ‘Die neerslag is

‘xafgeflltreer en mnt eter gewas° D1e eter is afgedamp en. die‘réoulferende'ﬁ‘

“‘olle 1n yskoue gekonsentreerde swaelsuur (80 ml) geglet. Na vyf mlnute 1s

,<-

- yswater (80 ml) ver31gt1g bygevoeg en d1e 0plos51ng met etlelasetaat ,‘

' geékstraheer. D1e etlelasetaat is afgedamp en dle re31du ult chloroform

v

ij_gekrlstalllseer om B-nltroproploonsuur (1 5 g) te lewer. Smeltpunt 66 C

(Letter 2
10'2

237 68 C) [Gev1nd M 139. Bereken vir C H5N0 139 ]

Koppellng van d1e
amlnosuurderlvate

T ‘Koppel;gg,VAn o-h;trobehSOééuﬁf‘mot feniolélaniohmétiéleStor i
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” ir1Q,2 1a ," o—Nltrobensoésuur (345 mg) en tlonlelcﬁlorled (8 ml) is dertlg
; mlnute lank onder terugvloel verhlt D1e~oplosm1ddel is afgedamp en die
' res1du‘opgeneem 1ehdroé dlmetielformamied7(16 ml) Natrlumasied (344 mg)
‘i‘ls in klein pors1es byge;oeg terwyl dle temperatuur veertlg mlnute lank
:‘_by O Cc gehou 1s. Etlelasetaat (10 ml) en water (5 ml)\ls bygevoeg en d1e Q-!.M‘;L:’
" waterige fase is ﬁa skeldlng weer met etlelasetaat geékstraheer. Dle
e‘_gekomblneerde etlelasetaatfraksies ‘is stadlg by 'n 0p10331ng ven L—fenlel- w<~
"alanlenmetlelesterhldrochloried (400 mg) en trletlelamlen (275 mg) in etlel-. ; ,
. Lasetaat (10 ml) by 0 C gedrup. Dle reakslemengsel 1s sewe uur by O C en
| twaalf uur lank by kamertemperatuur geroer. Dle op10581ng is gewas met n"
”verdunde ammonlumhldroksied (20 ml) verdunde soutsuur (20 ml) en water
“':f(40 ml) gedroog (natrlumsulfaat) en 1ngedamp. D1e resulterende geel 011e

o (402 mg) is. oor s111kagel (30 g) gechromatografeer. Eluerlng met benseen

: het o—nltroanlllen (165 mg) gelewer.» Smeltpunt 71 C (ult eter/heksaam, :

. Letter238

71.5 C)r” D1t is geidentiflseer deur dlrekte vergelyklng
?,‘(Smeltpunt, mengsmeltpunt, 1nfrar001— en massaspektrum) met 'n egte monster., °

K Eluerlng met; chloroform het nggﬁngggggiglrL-fenlelalanlenmet1elester .%jﬁf o

' re-‘(120 mg) wat u1t eter gekrlstalliseer 1s, gelewer. Smeltpunt 115 C [a]D

: ‘"-3.00 (; 2 5 in' chloroform) » vmk 3360, 1740, 1699 en- 1595 e .‘}-‘[Gev;.nd"w:f
\”':3CM? 62 Q%, _ ¢ 807 en N : 8, 2%.7 Bereken v1r C17H16N o ; c}ﬁtsgcg%;'fl“"“ﬂ
5 H 4 9007 en N 8. 575] R T S f T,

10 2 1b o o—Nltrobensoésuur (167 mg) en tlonielchlorled (8 ml) is dertlg mlnute‘h  ':j¥:
K "‘ lank onder terugvloel verhlt.A Die 0plosm1ddel 1s afgedamp, d1e re51du o
“fopgeneem 1n etlelasetaat (5 ml) en’ drupsgewys gevoeg by 'n oploss1ng van
;l’,”; 5IpfenielalanlenmetlelesterhidrOChloried (229 mg) en trletlelamlen (101 mg)

in etlelasetaat (10 ml) by 0%.
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Die oplossing is nog drie uur by 0% en drie wur by‘kamortemperatuur
geroer.» Die oblossing is gewas met verdunde ammoniumhidroksied'(10 ml),
soutsuur (10 ml) en water (2 x 20 ml) en gedroog’ (natrlumsulfaat) Die
etielasetaat is afgedamp en die residi uit eter/heksaan gekristalllseer om
E o-n1trobensoiel;L-fenlelalanlenmetlelester (272 mg) te lewsr. Dle produk A
is geldentlflseer deur direkte vergelyklng~(Sme;tpuntj115ﬁC, mengsmeltpunt ';
,>513°C; infrarooi- en maésaSpekfrum) mot*die'monsterfwof’in dieivorige
}eksperiment berei 15.{ Die [alD wearde (18 );'foonodatwdie metode neer

rasemisas1e veroorsaak het as die asiedmetode.

'10.é.é" i ereiggggivah ftoloieIﬁL:feniélalanielantrahielsouzmetielester (88) :
‘ Ftalo&el-L—fenlelalaniensuurchloried (313 mg) en antranlelsuurmetieleeterh -

: hidrochloried (187 mg) is opgelos 1n yskoue chloroform (8 ml), 'Trietielamien:;

| ;(202 mg) is bygovoeg en die op10851ng is ‘twee wur lank by kamertemperatuur

geroer.< Meer chloroform (30 ml) is bygevoeg en-die chloroform gewas met

f m kallumkarbonaatoplossing (4225 ml), verdunde’ soutsuur (3 x 25 ml)

’gedistllleerde water (50 ml) ‘en gedroog’ (natrlumsulfaat) .Die oplosmlddel
| 18 afgedamp on’ die r951du uit metanol gekristalliseer om ftaloiel—L— - .}fQ
lfenlelalaniel-antranlelsuurmetlelester (88) (385 mg) te lewer.VaSmeltpunt

.135‘0, v 3270, 1780, 1720, 1700 en *1600 cm [Gev1nd s M 428,

maks

€1 69.9% g 657 enN 6. 41%. Bereken vir'c M 428, |

25H20 2V 1
"C -

:70;08%, " 4 T en N : 6. 54%]

10 2 3 Dle 31ntese van formlel-B-alanlel-L-prolienmetielester (89)

:Form1e1-6~a1an1en (234 mg) en L-prollenmetielesterhldrOchlorled (330 mg)
;18 OpgeIOS in etlelasetaat (10 ml) en- trietlelamlen (158 mg) is bygevoego.;~
D.s.k. (750 mg) 1s by 0 C bygevoeg en. dle suspens1e 1s dertlg mlnute lank
by O C‘geroer. g Na nog twaalf uur by kamertemperatuur 1s die gevormde

; disikloheksiélurea;afgeflltreer en d;q otlelasetaat gewas met fn kallumw

P
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: karbonaat0p10s31ng ( 3% 15 ml), verdunde soutsuur (2 X 15 ml) en gedls— % fJ‘>
tllleerde water (15 ml) en gedroog (natrlumsulfaat) ‘ Indamping van die -

oplosmlddel het formlelfﬁ-alanlel-L—prol1enmet1elester (89) i llggeel

olie, wat nie gekrlstalllseer kan word n1e, gelewer. ‘ ﬁ 3440, 1740,;‘

10 16 2 4
Hldrollse met kallumhldrok31ed 1n dloksaan het d1e ooreenkOmstlge suur

( m 3440, 1710, 1690 ‘en 1640 cm 1, M 214) gelewer wat nie volledlg

1690 en 1650 cm [Gev1nd M 228.113. Bereken vir C AN 0 H M 228 111]

gekarakterlseer 1s n1e aange51en dlt nie gesk1k was v1r d1e doel (bereldlng ‘

-van d1e‘formrel—ﬁ-alanlelprollensuurchlorled) waarygor dlt,berel,;ernie.~ﬂr

1~,l0 2.4 ‘ Slntese van 5—metokslantranoiel-b-fenlelalanlenmetlelester (87)

Sy

5-Metok51-2-n1trobensoésuur (1 75 g) 1s opgelos 1n tlonlelchlorled (75 ml)
"'en twee uur lank onder terugvloei verhlt Dle oplosmlddel is afgedamp, die T

r931du Opgeneem 1n chloroform (10 ml) en drupsgewys gevoeg by 'n yekoue
'ltvop10351ng van L-fenlelalan1enmetlelesterhldrochloried (4 g)’ en. trletlelamieng;
}h~(4 5 ml) 4in chloroform (100 ml) Dle mengsel is dertlg minute by O C en
{idrle uur lank by kamertemperatuur geroer.‘ D1e~chloroform is gewas met
hh%fverdunde ammonlumhidrok51ed (10 x 50 ml), verdunde soutsuur (3 x 50 ml)

Ca i

’;“Awater (100 ml) en gedrOOg (natrlumsulfaat) -Die. 0P1°sm1ddel is, afgedamp

wmaks

“J:fen d1e bruln olle (1 64 g "Q 3460, 1730,‘1660 en 1595 cm ) 1s opgeneemr‘

g*‘. 1n etlelasetaat, Palladlum Op koolstof katalls (2 g, 1Q7) 1s bygevoeg en

”f?:lee mengsel 1s v1er-en-tw1nt1g uur lank (totdat geen verdere waterstofopname?‘

ﬁ,flltraele verwyder en dle oplosmlddel 1s afgedamp. Dle re31du is Opgeneem
”‘in chloroform en met soutsuur (SQ%, 8 x 50 ml) geékstraheer. Dle suur-
" fraksies 1s gekOmb1neer, geneutrallseer (natriumblkarbonaat) en met chloroform

'geékstraheer. Afdamplng van dle chloroform het S-metok31antranoiel-L-

’fenielalaniemetlelester (87) 'n olle, wat nle gekrlstalllseer kon word

: "W&argeneem is. nle) by een atmosfeer druk gehldrogeneer. Dle katalls is deur;f"v"”
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¢

”nié, gelewer. 3440, 3360, 1730, 1660 en 1600 em - [Gevihth+ 328,144;

"maks
. Bereken vir C18H20N204f. M 328 142]
Slntese van | nltro ro'lonlel-L- rollen (90) B-Nltroproploonsuur

- 104 2 5

(618 mg) L-prollenmetlelesterhldrochlorled (906 mg) en trietlelamien
(606 mg) is. opgelos in chloroform (100 ml) en d1e op10331ng afgekoel tot
‘j Q?CQ D.s.k° (1 236 g) is stadlg by die op10551ng gevoeg° D1e oplossing 1s
’ dertlg mlnute by 0 C en ses uur lank by kamertemperatuur geroer. D1e gevormdc

dlSlkloheks1elurea ‘is afgeflltreer en met chloroform (25 ml) gewas, Die

o ? flltraat is gewas met verdunde ammoniumhidrok31ed (10 ml), verdunde soutsuur'

(10 ml) en water (2 x 10 m1) ‘en gedroog (natrlumsulfaat) Die oplosmiddel

is afgedamp en: dle r651duele 011e (1 32 g, vm 3440, 1750, 1660 en 1560

(10 ml) by kamertemperatuur gehldrollseer. "n Oormaat natriumkarbonaat-
op10351ng is. bygevoeg en dle mengsel met chloroform (4 x 20 ml) geékstraheer,'

Dle waterlge fase is met soutsuur aangesuur en twee uur lank kontlnueerllk

i)- v

met,chloroform geékstraheer. Indamping van die chloroform en krlstallisa31e ‘f

van d1e re51du it metanol/chloroform het
(745 mg) ‘gelewer, Smeltpunt 164 c, ek 3340 (breed) 1715, 1650 en 1560

figi;ﬁj~ [Gev1nd ,Cﬂ‘\&4’%%; E: +50 &7, N3 12 6 %, Bereken vir CBH12N205
e B 44 4% H : 5;6&;.'N::ﬁ12{92%ﬁ]:f" S

B

10 24 6

(85) B-NltroprOplonlel-L-prol1en (89) (442 mg) in oksallelchloried (10 ml)

is dertlg mlnute lank onder terugvloel verhlt,» Die 0plosmiddel is afgedamp,
die suurchlorled in chloroform (6 ml) opgeneem en drupsgewys gevoeg by 'n f"
yskoue oploss1ng van 5—metoks1antranoIel-L-fenlelalanlenmet1elester (87),

(56 mg) en. trletlelamlen (230 mg) 1nzchloroform (10 ml) Dle reaks1emengsel

cm ) v1er-en-twintig uur lank ‘met soutsuur (1 uﬂ,gekonsentreerd) in dioksaan“'
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' 1s 'n verdere vier-en-tw1nt1g uur by 0° ¢ geroer voordat die chloroform-

h op10881ng met verdunde ammonlumhldrok81ed (5 ml), verdunde soutsuur (5 m),

‘en water (2 X 20 ml) gewas en gedroog (natrlumsulfaat) is. Indamplng van

; d1e chloroform het 'n bruin 01le (378 mg) gelewer wat in benseen opgeneem

vl

en oor 5111kagel (20 g) gechromatOgrafeer 1s. D1e kolom 1s ontw1kke1 met
benseen en benseen/chloroform mengsels (4 1—-4 1 1, 1 1, ) D1e'hoof~‘
komponent, @:nltropr0plonlel-L-prol1el-'-metoks1antranoiel-Lpfenlelalanlenp

metlelester (305 mg) (91) (v 1740, 1660 en 1658 om 1, M 526) is met

chloroform geélueer a8 'n kleurlose 011e wat nle gekrlstalllseer kon word nle,A o

Bogenoemde ester (91) (250 mg) is vier-enptwintig uur 1ank met sout-
B suur (5 ml, gekonsentreerd) 1n dioksaan (5 ml) by kamertemperatuur

R

gehldrollseer. D1e reaksiemengsel is met chloroform (3 x, 30 ml) geékstraheer

en die chloroform met 'n versadlgde natr1umbikarbonaatoplossing (2 X 8 ml) A

v

geékstraheer. D1e natrlumblkarbonaatoploss1ng is aangesuur en met ohloroform m
(3 ¥ 30 ml) geékstraheer. Dle chlorororm is 1ngedamp én- die B—nltro- o
Dronioniel-Lporoliel—5—metoks1antranolel—L-fenlelalanien (185 mg) is in
metanol (10 ml) opgeneem. Palladlum op koolstof katalls‘(107, 100 mg) is:

bygevoeg en dle mengsel by een atmosfeer druk gehldrogeneer. Dle katalls

is afgeflltreer en die flltraat 1ngedamp. Krlstalllsa51e van die r681du

: ﬂ u1t metanol/chloroform het Q:alanlel-L-prol el—5-metoks1antranoiel—L=fan1el- ‘?QQ":
. alanlen (,85) (103 mg) gelewer. Smeltpunt 185 vm 3430, 1730, 1675,_
1640 én 1600 cm | [Gev1nd C 62 Q%, H : 6 1%, N 11.3%. ~Bereken:v1r _ r:,m

2533046 C'622%v,H=63% N.116%:|

10 2 7

| ~Sinte'éev van -métoléiantranoiel;bfenielalaniel-lé ‘rbiie‘nﬁietieiester
(94) 2-N1tro—5—metoks1bensoésuur (66 mg) in. tlonielchlorled (10 ml) is N

twee uur lank onder terugvloel verhlt. Dle 0plosm1ddel is afgedamp, d1e




et

reéidu bpéeneem in chloroform <2ﬂml> en"trietielemien (67<mg)tis bygeroeg."
: Hierdle oploseing”isydrcpégeWye gevoeg”h&.'h yshome euspemsie van‘L-feniel-
alanlen-p-nltrofenlelesterhldrobrOmled (125 mg) in chloroform (2 ml) Die
oplos31ng 1s dertlg minute lank by 0 C geroer voordat L—prollenmetlelesterh ‘
hldrochlorled (55 mg) en trletlelamlen (34 mg) bygevoeg 1s. Na twaalf uur
by kamertemperatuur 1s dle OplOSSlng verdun met chloroform (30 ml) en gewas ‘
met 'n kallumkarbonaat0p10881ng (6 X 15 ml), verdunde soutsuur (2 X 15 ml)
en water (30 ml) en gedroog (natrlumsulfaat) D1e oplosmlddel is afgedamp

en die r981du (155 ng, v_ 3420, 1140 1670, 1635, 1600 en 1580 on 1)

maks
R Opgeneem in etielasetaat (10 ml) Palladlum op koolstof katalls (150 mg,

10¢) is bygevoeg en d1e 0p10551ng is v1er uur lank by atmosferlese druk
gehldrogeneer; Dle katalls 1s afgeflltreer en dle oplosmlddel afgedamp.
~ D1e re51du is in chloroform (10 ml) opgeneem en: met soutsuur (6N, 8 b 10 ml)

geékstraheer,i Dle gekOmblneerde suurfrak31es is geneutrallseer en met :

o L-fenielalanlel-L-prol1enmet1e1ester (94) (120 mg) as 'n bruln olle, wat n1e

gekrletalllseer kon' word nle, gelewer° 3410 1740 1680, 1640 en :h.

lmaks
1602 cm [Gev:Lnd M 425 195 Bereken vir 023327 e M 425 195]

‘f‘310£2;8 o Bere__;gg ven formiel—L—fenlelalan1el;antranoleleﬁ-alenlehmetlelester

| (95) : o-Nltrobensoésuur (417 mg) in tlonlelohlorled (10 ml) is twee uur |
lank onder terugvloel verhlt. )Dle oplosmlddel is- afgedamp, d1e residu op-

o goheen in chloroform (5 ml) jetaolg by 'n ys&oue 0p10831ng van. B-alanlen-
‘metielesterhidrochlorled (103 g) “én trletlelamlen (500 mg) in’ chloroform
(10 ml) gevoeg. Die op10381ng is vier wur 1ank by kamertemperatuur geroer,~

gewas met 'n kallumkarbonaatoploSS1ng (4 x 15 ml), verdunde soutsuur '

(2 x 15 ml) en water (30 ml) en gedroog (natrlumsulfaat) D19‘°P108mid&el L

chloroform geékstraheer. Indamping van dle chloroform het §-metoksiantranwie1—‘ .l“k




is afgedamp en,dia Tegidu (412 mg) opgeneem.;n etielasetaatm Platienoksied
4(60 mg) is bygevoeg en dis: oplossing drie uur lank by atmosferlese draik
.gehldrogeneer. D1e katalfs 1s afgefiltreer en die Oplosmlddelafgedamp. ,f
Die r931du 1s oor .'n 3111kageldunlaagplaat gechromatografeer (chloroform as“
vloeibare fcse) en dle blou fluoresserende band met R O 5 is met metanol

ge8lueer. Krlstalllsa31e ult‘eter lewer antraraoiel—l,alanlenmetlelester -

‘(98)'(250‘mg) Smeltpunt 56 C” 3460' 33609 1730. 1650 en. 1600 om - 1iw‘i

‘Amaks

‘ Lo
[Gevind.M 222.101@ Bereken vir C11H14N303 ¢ u 222, 100 ]

Antranoiel—ﬁ—alanlenmetielester (97) (208 mg) en formlel-L-feniel-
v"'alanien-p-nltrofenielester (314 mg) is opgelos in chloroform (10 ml) en driev
‘ﬁdae lank by, kamertemperatuur geroer,‘ Die ohloroform is geras met 'n kalium-;
karbonaatop10581ng (4 x 15 ml) verdunde soutsuur (2 p 15 ml) en water
. (30 ml) en gedroog (natrlumsulfaat) Die chloroform is afgedamp am ;gigl—jm
teru(95) as ty liggeel olie te

L~fenielalaniel-antranoﬂel-y,alanienmetigle:

Lewer: v Vi 3420,. 3360, 1730, 1690 1650 en 1601 on” [Gev:md u* 397, 162.'

¢

.JvBereken vir: 021H23N305 u* 397.164 ]
V10,29 Slntese ven formiel-L-femelalaniel—L- i .
Ve ée. van dle formlel roe 3 Formlel-LFfenlelalanlen-p-nltrofenlel-

' _ester (2 36 g)o L-pr011enmetlelesterhidrochlorled (1 ‘¢) en trletielamlen W:l“

i

(3 5 ml) is 0pgelos 1n chloroform (40 ml) Na twee dae by kamertemperatuur lf‘

. fsoutsuur (2 X 30 ml) en gedistllleerde water (60 ml) en gedroog. Afdamping -
xvan die chloroform het formlel-L—fenie1alan1el-1~‘rollenmetielester (96)

v(1* 79 g) as 'n kleurlose olie gelewer. Vs 3420, 1740, 1690, 1640 en -

16" 20 2 4

?.

L '1500 om [Gevind i 304, 142 Bereken vir. c, H, N0, &N 304, 142]

’vls die 0p10551ng gewas net verdunde ammonlumhldrok31ed (5 x 30 ml) verdundefg”‘; L
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‘Hierdie ester (96) is opgéldé,in absolute metanol (10 ml) wat ge-

konsentreerde soutsuur (1 ml) bevat en die oplossing twee dae lank by kamer-
temperatuur gelaat. Die oplosmlddel is afgedamp, die r951du opgeneem in
ohlorofonm en gewas met n versadlgde natrlumblkarbonaatoplos31ng. Indamping

van die chloroform Tewer L-fenielalanlel-L-Erolienmetlelester (1.5 g)

| ‘x'nfkleurlose olie met Vmaks 3425, 1738, 1645 en 1600 om 1; Selfs by kamer-
"temperatﬁgf vind.éiklisasie»vinnig plaas om'die kristallyne L-fenielalaniel~
:ﬂLeéroiiel-dikétogiggrasien:(97) teVlewer° Na_kristaliisaéig uit‘pefanolz

'. yteﬂter het. hierdie verbinding ' -.Sméltpmt 138% Vnas 3400, 1680, 1660.en

| 4600-on” . {Gevind ' 244,123, Bereken vir C14H16\1202 204,121 ]
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