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DIE CYANOGENEN VERBINDUNGEN VON HETERODENDRON OLEAE-
FOLIUM

ADpOLF NAHRSTEDT und WINFRIED HUBEL
Institut fiir Pharmazeutische Biologie der Technischen Umversitit, D-3300 Braunschweig. Deutschland

(Received 16 August 1977)

Key Word Index-—Heterodendron oleaefolium; Sapindaceae: cyanolipids. cyanogenic glucoside: configuration:

2-f-p-glucopyranosyloxy-3-methyl-butyronitrile.

Kurzlich berichteten wir iiber das Vorkommen eines
neuen cyanogenen Glykosides (2-f-D-glucopyranosyl-
oxy-3-methylbutyronitril, 1) in den vegetativen Teilen
der Sapindacee Heterodendron oleaefolium Desf. [1];
eine Verbindung gleicher Struktur wurde in der Mimo-
sacee Acacia sieberiana gefunden [2]. Die Konfiguration
am Asymmetriezentrum C-2 im Aglykon von 1 blieb
offen. Dariiberhinaus enthédlt H. oleaefolium in den
Samen der reifen Friichte in Ubereinstimmung mit
vielen anderen Sapindaceen [3] ein cyanogenes ()R
dessen Zusammensetzung unbekannt war. Uber die
Klarung der Konfiguration von 1 sowie die cyanogenen
Sameninhaltsstoffe von H. oleaefolium wird im folgenden
berichtet.

1 laBt sich in rauchender HC! unter Erhalt der
Konfiguration am C-2 [4] zu 2-Hydroxy-isovalerian-
sdure (2) hydrolysieren. Veresterung von 2 mit (—)
Menthol und anschhieBender GLC des (~) Menthyl-
esters von 2 an FFAP im Vergleich zu (—) Menthyl-
estern emes kduflichen Enantiomerengemisches von 2-
Hydroxysiovaleriansidure zeigte, daB 2 optisch rein
vorlag. 2-(—) Menthylester war mit demjenigen Dia-
stereomeren mit kiirzerer Retentionszeit des veresterten
Enantiomerengemisches identisch. (S)2-Hydroxy-iso-
valeriansiure ist aus L-Valin unter Erhalt der Kon-
figuration am C-2 iiber Diazotierung und anschlieBende
Verkochung in guter Ausbeute zugénglich [5, 6]. Der (—)
Menthylester derartig dargestellter (S)2-Hydroxy-iso-
valeriansiure 1st GLC identisch mit demjenigen aus 2,
dem damit ebenfalils (S)-Konfiguration am C-2 zukommt.
Daraus folgert, daB auch 1 (S)-Konfiguration am C-2
besitzt. 1istdemnach 2- 8-p-glucopyranosyloxy-3-methyl-
(29)-butyronitril. Im Gegensatz zu der bei [ 7] auf Grund
vergleichender ' H-NMR-Daten geduBerten Ansicht neh-
men wir aus biogenetischen Griinden an, daB auch dem
zweiten aus H. oleaefolium isolierten [1], ebenfalls
biogenetisch aus Leucin ableitbaren Cyanglucosid 2-8-D-
glucopyranosyloxy-3-methylen-4- hydroxy butyronitril
(Cardiospermin) [8] (S)-Konfiguration im Aglykon
zukommt. Uber die Konfigurationskldrung von Acaci-
petalin [9] und Dihydroacacipetalin [2] aus Mimo-
saceen berichten wir an anderer Stelle.

Tabelle 1 Prozentualer Anteil der Fettsdauren in den Frak-
tionen A-C sowie der Gesamtcyanolipid-Fraktion

°, Aatell im
Fraktion Gesamtcyanohmd C,ho C,s o le CIE Cioo Cao
Gesamtcyanolipide 3 6 1 4217 1 15 (l 18 s
A 509 40 1 182 17 13 441
B 436 29 1 353 1 294 324
C 55 57 38 415 -~ 208 283

Die reifen Samen von H. oleaefolium enthalten ca
429 eines fetten Oles, das nach saurer und alkalischer
Hydrolyse HCN freisetzt; das entfettete Samenschrot
ist dagegen nicht cyanogen. Das durch Petrolaether-
Extraktion gewonnene Ol wurde im wesentlichen nach
[10, 11] analytisch bearbeitet. Das Fehlen einer Nitril-
bande im IR-Spektrum des Gesamtéles belegt die
Abwesenheit acyanoger Cyanolipid-Typen [11]. Die
quantitative Auswertung des 'H-NMR-Spektrums des
Gesamtéles ergab einen Anteil von 30°, Cyanolipiden
im Samendl. Die Cyanolipidfraktion wurde durch
praeparative DC an Kieselgel sowie HPLC an einer
C-18-Siule von den Glyceriden abgetrennt Das 'H-
NMR-Spektrum dieser Fraktion ist mit demjenigen
einer Allophyllus spec. [12] dargestelit in [10] identisch
und belegt als einzigen Cyanolipid-Typ den Fett-
sdurediester eines 24-Dihydroxy-3-methylenbutyroni-
trils (Typ II nach 11), Die Gesamtcyanolipide wurden
durch HPLC an einer C-18-Siule mit Acetontrii-MeOH-
Gemischen in drei Fraktionen zerlegt (A, B, C). Alkalische
Hydrolyse der Gesamtcyanolipide als auch der Cyano-
lipidfraktionen A-C und GLC der erhaltenen Fett-
sduren als Methylester an FFAP fiihrten zu den in
Tabelle 1 dargestellten Ergebnissen. Sie zeigen, daB
auch nach Auftrennung in dem verwendeten HPLC-
System keine einheitlichen Cyanolipide vorliegen. Es
lassen sich vornehmlich drei Diester-Typen mit C,; ,/
Ci0.1- Ci5.1/Ci009- und C,4 /C,q - Fettsiureresten
konstruieren, deren Substitutionsverteilung am C-2-
bezw. C-4-Hydroxy! der Alkoholkomponente jedoch
offen bleibt. Mit den vorgelegten Daten befindet sich H.
oleaefolium im Ubereinstimmung mit etlichen weiteren
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Sapindaceen-Olen, die mit einem hohen Anteil an
Cig:1-Cao0.0-und C, ;- Fettsduren [ 10] Cyanolipid-Typ
1T kumulieren [3].

EXPERIMENTELLER TEIL

Gewinnung von 2. 1 wurde wie bei [1] beschrieben isoliert.
46 mg 1 wurden mit 1 ml rauchender HCl (37%) 30 min auf
120° erhitzt, der Ansatz nach dem Erkalten dreimal mit EtOEt
a}zsgeschﬁttclt, die EtOEt-Phase getrocknet und zur Trockne
eingeengt.

Derivatisierung mit (=) Menthol. 2 sowie 2-Hydroxy-iso-
valeriansiure (Serva, Heidelberg. bezw. nach [5. 6] dargestellt
und charakterisiert) werden in Mengen von ca 10 mg in 1 ml
Benzol mit 25 mg (—) Menthol versetzt und unter Hinzufugung
einer Spur p-Toluolsulfonsiure 12 hr am RiickfluB gekocht.
Der Ansatz wird direkt zur GLC verwendet.

Gewinnung der Samenlipide. 20 g gepulverte Samen (bezogen
von Nindethana Seed Service, Wellington, N.S.W. Australien
und nach [13] als Heterodendron-Samen sowie Mustern des
Royal Bot. Gardens and National Herb., Sidney identifiziert)
wurden 2mal 4 hr mit Petrol extrahiert. Der Petrol wurde
abgedampft und der Riickstand bis zur Konstanz getrocknet.

HPLC-Bedingungen. Saule: u Bondapak C-18; FlieBmittel:
CH,CN-MeOH (17 :3)isokratisch ;2 ml/min, Detektor : Refrak-
tometer.

GLC-Bedingungen. Siaule : FFAP (WGA, Griesheim) 109/ auf
Chromosorb HP-AW-DMCS 80-100 mesh, Stahl, 5m x 2 mm
id.; Ofentemperatur: 200° (Fettsiuremethylester) isotherm,
155° ((—) Menthylester) isotherm. Die Methylierung der
Fettsiuren erfolgte nach [14].

LH-NMR-Spektren. Varian T-60-NMR, jeweils ca 30 mg
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in CDCl,. Gesamtdl-Spektren sind in [11], das Cyanolipid-
Spektrum in [10] ausfithrlich diskutiert.
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Polyacetylenes are found in safflower roots [1], aerial
parts [1, 2], flowers [3, 4], immature seed [5] and
Phytophthora-infected stems [6, 7]. In 4-day-old seed-
lings, there are about 175 nmol per seedling of poly-
acetylenic hydrocarbons, mostly in the cotyledons [8].

While trying to identify compounds in germinating
safflower that stimulate fungal spore germination, we
found and identified the polyacetylenic hydrocarbons
1-5. Of the compounds identified, four (2a, 4a, 5a and
5b) were not previously reported to be in safflower
and three of these (4a, 5a and 5b) are herein first described
as natural products. Data from UV and mass spectra
also indicate the presence of trace amounts of trideca-
1,3,5-triene-7,9,11-triyne, previously found in immature
seced [5]. We have shown that polyacetylenes 1-5
potently stimulate germination of teliospores of the
safflower rust Puccinia carthami [9].

EXPERIMENTAL

Seed of a commercial cultivar of safflower, soaked for 2 hr
in H,O, was allowed to germinate for 4 days in the dark on
open trays to which water was occasionally added. Seedlings
were then blended with Me,CO. Solvent was removed from
the Me,CO extract and the residue was partitioned between
Ft,0 and H,O. Saponification of the Et,O extract gave
nonsaponifiables. A short Si gel column removed polar com-
pounds. Nonpolar nonsaponifiables were chromatographed
ona5 x 85cm Sephadex LH-20 column with MeOH as eluting
solvent and then repeatedly on a 2 x 95cm Si gel H (dried
at 120°) column with heptane as eluting solvent. To avoid
isomerism of double bonds, operations were conducted in
dim light or in darkness and peak positions were determined
by UV analysis of aliquots of collected fractions. 1-5 were
recognised by their distinctive UV spectra [5]. Purity of the
isomers isolated was checked by HPLC on a Vydak reverse
phase column. Electron iomzation MS (70 eV) were recorded



