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Dichloormetaanekstraksie van die takke en blare van 'n jong Heteromorpha arborescens-boom
(wildepietersielie of muthatha-vhanna in Tshivenda) het 'n anti-inflammatoriese kumarien,
6,7-dimetoksi-2H-chromen-2-oon, opgelewer.

6,7-Dimethoxycoumarin, the active substance of the parsley tree, Heteromorpha arborescens.
Dichloromethane extraction of the branches and leaves of a young Heteromorpha arborescens
plant (known as parsley tree or muthatha-vhanna in Tshivenda) resulted in the isolation of an
anti-inflammatory coumarin, 6,7-dimethoxy-2H-chromen-2-one.

Inleiding

Suid-Afrika het 'n ryk biodiversiteit, met ongeveer 3000 van die sowat 24 000 hoér plantspesies
wat medisinaal gebruik kan word. Hiervan word ongeveer 350-500 spesies wyd gebruik en in
groot hoeveelhede as tradisionele geneesmiddels verkoop (Steenkamp et al. 2006). Die meeste
plante wat deur tradisionele genesers aangewend word, het een of ander bioaktiwiteit (Arnold
& Gulumian 1984). In die Vhembe-distrik word baie plantsoorte tradisioneel gebruik om kwale
soos hoofpyn, pyn, en gastro-intestinale siektes te behandel (Mabogo 1990).

Heteromorpha arborescens (sin. Heteromorpha trifoliata) word algemeen in Suider-Afrika in
tradisionele behandelings gebruik (Arnold & Gulumian 1984; Bearts & Lehman 1989; Hutchings
et al. 1996; Watt & Breyer-Brandwijk 1962). Veewagters en ander jong mans gebruik die wortels
saam met melk, bier of mageu teen pyn; daar word beweer dat dié mengsel hulle sterk maak
en uithouvermoé gee (opkikker?). 'n Aftreksel van die blare word gebruik vir die algemene
‘skoonmaak’ van die maag, niere, en bloed (Mabogo 1990). Ander medisinale gebruike sluit in
behandeling vir koliek, maagpyn, histerie, hoofpyn, koors, verkoue, asma, onvrugbaarheid en
ontwurming (Palmer & Pitman 1973). Die onderskeie dele van die plant word op verskillende
maniere gebruik (Erasto et al. 2005). Die hout is baie sag sodat die Xhosa musiekinstrumente
daarvan maak (Pooley 1993). In die Okavango-delta word die wortels as opkikkermiddel gebruik.

Die uitstaande kenmerke van die wildepietersielie is die glansende bas wat in horisontale vlokke
afskilfer, en die kenmerkende pietersieliegeur wanneer die blare gekneus word. Die blare varieer
in vorm en grootte en kan van eenvoudig tot saamgesteld wees. Die klein geelgroen blomme wat
in Desember tot Januarie verskyn, is onopvallend. Heteromorpha arborescens kom in savanne en
bosveld voor en is redelik wyd verspreid in die oostelike dele van Suid-Afrika, veral die Suid-
Kaap, Oos-Kaap, Oos-Vrystaat, KwaZulu-Natal, Swaziland, Gauteng, Mpumalanga en Limpopo
(Coates Palgrave 1977; Van Wyk, Van Oudtshoorn & Gericke 2000).

Organiese ekstrakte van die wortels van H. arborescens het hoé Cyclooxygenase (COX)-1-inhibisie
getoon. Die chemiese verbinding(s) wat vir hierdie anti-inflammatoriese effek verantwoordelik
is, was tot dusver nog nie bekend nie (McGaw, Jager & Van Staden 1997).

Materiaal en metodes
Algemene prosedures

Die Thohoyandou Botaniese Tuin het H. arborescens geidentifiseer en goedgunstiglik materiaal
geskenk vir dié studie. Smeltpunte (m.p.) is met behulp van 'n Biichi SMP-20-smeltpuntapparaat
bepaal en is ongekorrigeerd. 'H- en BC-KMR-spektra is met 'n Bruker Avance 400 MHz
KMR-spektrometer in CDCI, gemeet. Chemiese verskuiwings is bepaal relatief tot residuele
oplosmiddel, en koppelingskonstantes | is in Hz gerapporteer. IR-spektra is met behulp van
‘n Bruker Alpha-P-FTIR gemeet. Dunlaagchromatografie (DLC) en kolomchromatografie
(KC) is op silikajel 60 GF,,, (Merck)-plaatjies en silika 100, onderskeidelik, uitgevoer. Kolle op
die DLC-plaatjies is sigbaar gemaak deur Ultraviolet (UV)-bestraling by 254 nm en 365 nm en
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deur behandeling met 'n p-anisaldehied-sproeireagens
(0.5 g p-anisaldehied, 50 mL ysasyn en 5 mL swaelsuur)
of vanillien (0.5 g in 100 mL metanol en 4 mL swaelsuur),
gevolg deur verhitting.

Plantmaterial en monstervoorbereiding

Die takke en blare van 'n jong H. arborescens-plant is versamel
en geidentifiseer in samewerking met die personeel van die
Thohoyandou Botaniese Tuin. Die materiaal is 4 weke lank
by kamertemperatuur en in die koelte laat droog word en
daarna gemaal om 1.03 kg poeier op te lewer.

Ekstraksie en isolasie

Die lugdroé materiaal is steeds vir drie opeenvolgende
dae teen kamertemperatuur geweek in 5 L n-heksaan (x3),
gevolg deur 5 L dichloormetaan (x3). Die gekombineerde
dichloormetaanekstrak is oor anhidriese natriumsulfaat
(Na2SO4) gedroog, gefiltreer en ingedamp om 10.05 g ru
ekstrak te lewer. Die ekstrak is deur KC op 1 kg silikajel in 'n
kolom van 75 cm x 8 cm gefraksioneer (Tabel 1).

Fraksie HaD14-20 (2.98 g) was redelik suiwer (DLC) en is na
verdere kolomchromatografie met dieselfde loopmiddels,
eers met metanol — n-heksaan, en vervolgens met n-heksaan
— etielasetaat (EtOAc), omgekristalliseer om 1.06 g
6,7-dimetoksikumarien 1 in die vorm van wit kristalle op
te lewer. M.p. 137 °C — 140 °C (Lit. 144 °C - 146 °C [Hashim
et al. 2011], 145 °C - 146 °C [Van Puyvelde ef al. 1988]). IR
(ATR): v_ 171554 (laktoon C=O strek), 1608.99 (arom.
C=C strek), 1558.14 (v..), 1507.16 (e ), 1245.72, 997.85,
917.49 (arom. §_.,,) cm™. 'H- KMR: §, 3.94 (3H, s, OMe-7),
3.97 (3H, s, OMe-6), 6.30 (1H, d, ] = 9.1 Hz, 3-H), 6.86 (1H, s,
5-H), 6.87 (1H, s, 8-H), 7.63 (1H, d, | = 9.1 Hz, 4-H) dpm.
BC KMR (CDCL): 6.56.36 (OCH,-7), 56.39 (OCH,-6), 100.08
(CH-8), 108.14 (CH-5), 111.45 (C-4a), 113.58 (CH-3), 143.19
(CH-4), 146.41 (C-6), 150.08 (C-8a), 152.94 (C-7), 161.31
(C-2) dpm.

Resultate

Kolomchromatografie oor silika het verskeie fraksies
opgelewer, wat herhaaldelik gechromatografeer is totdat 'n
intens fluoresserende verbinding in die vorm van wit kristalle
geisoleer is. Hierdie verbinding, uit n-heksaan — etielasetaat
gekristalliseer, is oplosbaar in chloroform en etielasetaat, en
smelt tussen 137 °C en 140 °C.

Die 'H KMR-spektrum het op die teenwoordigheid van
10 protone gedui, met twee prominente metoksi-seine by

TABEL 1: Kolomchromatografie van dichloormetaanekstrak.

Elueermiddelmengsels: Gekombineerde fraksies ~ Gekombineerde fraksies
n-heksaan-EtOAc (2 L elk) ingram

100:0 HaD1-5 1.63

90:10 HaD6-10 3.16

80:20 HaD11-13 1.71

40:60 HaD14-20 2.98

20:80 HaD21-24 1.11

0:100 HaD25-27 2.57

Oorspronklike Navorsing

3.94 dpm en 3.97 dpm, en twee eenproton-doeblette by
6.30 dpm en 7.63 dpm, met 'n koppelingskonstante van
9.1 hertz, tiperend vir die kumarien-piroonring. Die blou
fluoressensie onder lang golflengte UV het ook uit die
staanspoor 'n kumarien gesuggereer. Die koppeling van
twee aromatiese protone by 6.85 dpm en 6.86 dpm is deur
die korrelasiespektrum (COSY) bevestig. In die “C KMR-
spektrum het die karbonielgroep by 161.3 en twee CH,-O
by 56.36 dpm en 56.39 dpm uitgestaan. Die IR-spektrum het
ook die teenwoordigheid van C=0, aromatiese C=C, O-C,
en =C-H by 1716 cm™, 1609 cm™ en 1558 cm™, 1246 cm™ en
917 cm™, onderskeidelik, bevestig. Die DEPT-135-spektrum
het geen CH -piek en vier kwaternére koolstowwe vertoon,
terwyl die DEPT-90-spektrum op die teenwoordigheid van
vier aromatiese C-H by 100.06 dpm, 108.08 dpm, 113.57 dpm
en 14322 dpm gedui het. Die C-H-korrelasies is deur 'n
HSQC-eksperiment bevestig. NOESY- en HMBC-spektra het
die niebindingsinteraksies tussen die twee metoksi-groepe,
en die metoksies, H-5 en H-8, onderskeidelik, bevestig,
waarvan Figuur 1 afgelei is.

Die spektrale data stem grootliks ooreen met die onvolledige
data van die verbinding (gevind in Diplolophium africanum)
voorheen deur Van Puyvelde et al. (1988) gerapporteer, en die
verbinding deur Hashim et al. (2011) uit Artocarpus kemando
geisoleer. Die verbinding is ook in die hipolipiedemiese
Chinese kruie Artemisia scoparia en Artemisia capillaris (Jang
et al. 2005) gevind.

Bespreking

6,7-Dimetoksikumarien  (ook genoem skoparoon of
6,7-dimetoksi-2H-chromen-2-oon) is 'n plantgroeihormoon
(Afek, Sztejnberg & Carmely 1986). Dit verslap ook die gladde
spiere en verlaag totale cholesterol en trigliseriede in bloed
(Hoult & Paya 1996). Kumariene is oor die algemeen kragtige
anti-inflammatoriese middels (Kontogiorgis & Hadjipavlou-
Litina 2003; Sahoo et al. 2012). Natuurprodukte soos
eskuletien (6,7-dihidroksikumarien), fraksetien, dafnetien
en ander verwante kumarienderivate is reeds geidentifiseer
as inhibitore van die lipoksigenase en siklo-oksigenase
ensiemsisteme, asook van neutrofielafhanklike superoksied-
anioonvorming (Fylaktakidou et al. 2004). Veral die 5-,
6- of 7-geoksigeneerde en visinale dihidroksikumariene is
skynbaar kragtige lipoksigenase-inhibitore (Hadjipavlou-
Litina, Litinas & Kontogiorgis 2007).
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FIGUUR 1: 6,7-Dimetoksikumarien.
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Alhoewel die anti-inflammatoriese aktiwiteit van die
geisoleerde verbinding nie getoets is nie, is dit baie
waarskynlik dat die teenwoordigheid van hierdie verbinding
die tradisionele gebruik van die plant bevestig.

Slot

Kumariene, afkomstig van inheemse plante, voorsien
‘n waardevolle basis vir die ontwikkeling van nuwe
geneesmiddels (Venugopala, Rashmi & Odhav 2013). COX-
1 inhibisiestudies wat voorheen gedoen is, het reeds getoon
dat die organiese ekstrakte van die wortels van H. arborescens
hoogs aktief is (McGaw et al. 1997). Skoparoon, wat in
hierdie plant voorkom, is waarskynlik vir hierdie aktiwiteit
verantwoordelik. Dit bevestig dus die waarde van die
gebruik van H. arborescens vir die verligting van pyn deur
tradisionele genesers.

Erkenning

Die finansiéle ondersteuning van die Tegnologie-
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