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Sur quelques substances stéroides du
laurier-rose (Nerium oleander L.)

PAR

Pierre-Louis POULY et Louts FAUCONNET

a) RAPPEL DE NOs METHODES D’ANALYSE :

Depuis quelques années, nos laboratoires se sont spécialisés dans
I’analyse des drogues & hétérosides cardénolides au moyen de la
chromatographie sur papier. Deux systémes solvants permettent de
bien séparer ces hétérosides, méme & partir d’extraits bruts: ce sont
les systtmes solvants BMH (benzéne -+ méthanol - eau (2:2:1))
et DMH (dichlorométhane - méthanol | eau (11:4:5)). (Faucon-
NET et Krers (5, 6 et 10)).

Nous utilisons les révélateurs AT, acide sans oxydant (acide tri-
chloracétique a 2500 dans I’éthanol) et ATO, acide avec oxydant
(acide trichloracétique a 25 0o dans le chloroforme auquel nous ajou-
tons, au moment de l'emploi, 2 & 3 ¢ d’extrait de Javel) mis au
point par Fauconner et Fazan (4). Nous distinguons ainsi sous les
rayons ultra-violets (env. 350 mp) les taches de trois séries d’hété-
rosides digitaliques, les séries A, B et C, différentes par la teinte
de la fluorescence de leurs taches et par la constitution des aglu-
cones correspondants.

Nous pouvons modifier le révélatear ATO en le remplacant par
le révélateur AT (acide trichloracétique a 25 9 dans 1’éthanol) dans
lequel nous dissolvons, au moment de ’emploi, environ 5 9% de chlo-
ramine. Le révélateur ainsi modifié est tout aussi sensible, il a
'avantage de donner des résultats plus reproductibles, mais il dif-
férencie moins bien les séries A et C.

b) LEs sttroipes pu Nerium oleander :

A la suite des travaux de Fauconner et Fazan (4), nous avons
analysé, par chromatographie sur papier dans les systémes solvants
BMH et DMH, des extraits de feuille, d’écorce et de bois de laurier-
rose par lacétone aqueuse a 50 0. Nous avons constaté que cette
plante contient un grand nombre d’hétérosides stéroides décelables
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par nos techniques; a l'aide de nos révélateurs AT et ATO, nous
transformons ces hétérosides en subsiances fluorescentes. Les tein-
tes différentes des f[luorescences et les conditions dans lesquelles
nous les faisons apparaitre nous permettent de distinguer 3 séries
d’hétérosides dans le Nerium oleander :

1¢ Les hétérosides B dont les taches se distinguent par une [luo-
rescence bleue sur nos chromatogrammes traités a chaud par le
révélatenr AT, acide sans oxydant. La fluorescence de ces taches est
tout a fait semblable & celle que donnent les taches de la séric B
des hétérosides cardénolides des digitales dont l’aglucone est la gi-
toxigénine (= gén B), ou un de ses esters comme la gitaloxigénine
(== 16-formyl-gén B ou gén E) ou loléandrigénine (== 16-acétyl-gén B).
Nous supposons donc que le Nerium oleander contient aussi de tels
hétérosides dont I'aglucone est la gén B ou un de ses esters. Un révé-
lateur acide comme notre AT donne & leurs taches une fluorescence
bleue en transformant la gén B ou son ester en 14,16-dianhydro-
gén B. La solution saturée de trichlorure d’antimoine {SbCl;) dans le
chloroforme, selon Lawpav (13), provoque la méme transformation et
fait apparaitre la méme fluorescence sous les rayons ultra-violeis.

L’oléandrine, isolée en 1937 par Neumann (14), est 'un de ces
hétérosides, responsable de 'une de nos taches, mais nous observons
15 autres taches semblables sur nos chromatogrammes d’extraits du
Nerium oleander. 11 est vraisemblable (ue plusieurs de ces taches
sont dues & des substances que JaecEr, ScminpLEr et ReicmsreIn (8)
ont isolées a partir des graines de la méme plante, et dont 14 ap-
partiennent a cette série B, puisqu’elles donnent a la fois une réac-
tion de Kedde (1) positive et la fluorescence bleue ci-dessus aprés
transformation par SbCl,.

20 Les hétérosides A dont les taches n’apparaissent avec une fluo-
rescence jaune-orangé sous les rayvons ultra-violets (env. 350 mp)
que si elles ont été traitées a chand par le révélateur ATO, acide
et oxydant. Nous supposons que ces hétérosides ont pour aglucone
la digitoxigénine (= gén A), comme c’est aussi le cas pour les hété-
rosides cardénolides digitaliques de la série A. Traitées par un révé-
lateur acide sans oxydant (AT ou SbCly), les taches de ces substan-
ces ne sont pas révélées, car les anhydro-digitoxigénines décrites
par Swmrru (21) ne sont pas fluorescentes. Nous supposons que le ré-
vélateur ATO, acide et oxydant, transforme la gén A en déhydro-
anhydro-gén A, responsable de la fluorescence jaune-orangé.

Nous observons 6 taches appartenant a ceite série A : 3 sont sépa-
rées par le systtme solvant BMH et 3 autres, en traces, par le sys-
teme solvani DMH. Ces taches sont probablement dues. en partie au
moins, a quelques-uns des 7 odorosides A 4 G que Rancaswam,
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ReicesTEIN et collab. (15 a 20) ont obtenus a partir du Nerium odorum
Sowr.; JAEceER, ScHINDLER et REeicHSTEIN (8) ont retrouvé quelques-uns
de ces odorosides dans les graines du Nerium oleander L., a coté
d’autres substances de la série A.

3 Une nouvelle série d’hétérosides, que nous désignons par N,
est présente dans les chromatogrammes de Nerium et non dans ceux
des digitales. Les substances N se distinguent par la fluorescence
jaune-orangé qu’elles acquidrent sous les rayons ultra-violets (env.
350 mp) lors de la révélation acide sans oxydant par le révélateur
AT ou SbCl;. Cette fluorescence est la méme que celle des taches des
substances de la série A soumises & Daction acide et oxydante du
révélateur ATO.

3 taches de cette série N sont séparées par le systéme solvant
BMH; l'une d’elles est due a I’adynérine!, découverte en 1937 par
NEuMANN (14). 4 autres taches, dont 3 en traces, sont séparées par

le systéeme solvant DMH.
Le laurier-rose ne contient pas d’hétérosides formylés (série E

de la digitale) (cf. thése de Kurrer (11)), car les chromatogrammes
des solutions sont identiques avant et aprés traitement par P'acétate
de plomb (Kurrer et Fauconner (12)).

¢) REPARTITION ET VARIATION SAISONNIERE :

L’écorce contient plus de substances hydrophiles et moins de
substances lipophiles que la feuille. Le bois écorcé est nettement
plus pauvre que la feuille et I’écorce en substances décelables par
nos méthodes.

Comme dans les digitales, nous avons constaté que la tenmeur en
substances stéroides des feuilles du laurier-rose est soumise a des
variations saisonnieres (cf. Fauconner et Kurrer (7)). Ainsi, les subs-
tances lipophiles des trois séries A, B et N sont plus abondantes en
automne, puis diminuent progressivement jusqu’au printemps tan-
dis que nous assistons & une légére augmentation des substances
hydrophiles en hiver.

d) IsoLATION D'UNE SUBSTANCE N INCONNUE :

Fauconner et Fazan (4) avaient déja signalé la présence d’une
séric N dans le laurier-rose. Nous avons vérifié ce point et, comme
des contradictions subsistent encore aun sujet de la constitution de
I'adynérigénine (comparer CirpweLLn et Swrrm (2) avec Neumanw (14)

! M. le professeur T. REicasTEIN nous a aimablement adressé un échan-
tillon d’adynérine isolée du péricarpe du Nerium oleander L.: qu’il soil assuré
de notre reconnaissance.
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et TscuescHe et collab. (222 24)), nous nous sommes proposé d’iso-
ler une nouvelle substance de la série N.

Parmi les taches N, celle qui est la plus lipophile est aussi la
plus chargée. Elle migre a proximité du front dans nos chromato-
grammes développés par le systtme solvant BMH. Nous désignons
cette tache par N,;. En vue d’une meilleure séparation chromato-
graphique de Ny, nous avons mis au point un nouveau systéme sol-
vant qui s’applique exclusivement a la séparation des substances
trés lipophiles qui nous intéressent. En nous inspirant des travaux
de Kaiser (9), nous avons choisi un systéme solvant dans lequel
I’eau, en tant que phase immobile, est remplacée par de la forma-
mide, et qui a Pavantage d’avoir une grande capacité. De plus, il
permet de faire de la chromatographie ascendante et il est relative-
ment peu sensible aux variations de température. Ce systéme sol-
vant est un mélange de n-hexane et de méthyléthylcéione (2:1) sa-
turé de formamide, dans lequel Ny, a un Rp de 0,5 environ. Nous
avons utilisé le méme systéme solvant pour faire de la chromato-
graphie sur colonne de poudre de cellulose comme l'ont fait Haack,
Kaiser et SpincLER (3). En chromatographiant ainsi des extraits au
dichlorométhane — obtenus en évaporant sous pression réduite le
macérat acétonique aqueux de feuilles de Nerium oleander et en
extrayant la suspension aqueuse qui en résulte par le dichloromé-
thane — nous avons obtenu des fractions contenant N,, a l’exclu-
sion de toute autre substance décelable par nos techniques d’analyse
chromatographique, mais contenant encore des substances colorées
provenant notamment de la dégradation de la chlorophylle.

e) HYDROLYSE ENZYMATIQUE ET HYDROLYSE ACIDE :

Nous avons trituré de la feuille fraiche et de 1’écorce fraiche de
laurier-rose avec de l’eau thymolée et avons laissé les mélanges
pendant plusieurs jours & 35°C. Puis nous avons ajouté de l’acétone
et filtré. Dans le liquide obtenu, l'analyse chromatographique sur
papier nous a montré une neite diminution des substances hydrophiles
au profit des substances lipophiles. Ainsi, les taches des substances N
séparées par le systtme solvant DMH diminuent ou disparaissent,
tandis que les taches d’adynérine et de N,, augmentent sur les
chromatogrammes BMH. Nous admettons que les hétérosides les
plus hydrophiles ont subi une hydrolyse enzymatique les transfor-
mant en adynérine et en N,

Des extraits de feuille de laurier-rose traités par de I'acide chlor-
hydrique & diverses concentrations et a diverses températures ont
montré, lors du contrdle par analyse chromatographique sur papier,
que la réaction d’hydrolyse obtenue par voie enzymatique n'est pas
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réalisable par voie acide: la dégradation des hétérosides hydrophi-
les séparés par le systtme solvant DMH ne produit pas de l'adyné-
rine et de la substance N,, mais deux taches trés lipophiles auto-
fluorescentes en jaune-orangé sous les rayons ultra-violets. Nous
supposons que I’hydrolyse acide des hétérosides N, avec libération
d’oses, ne se produit pas sans une dégradation, partielle au moins,
de la partie aglucone de la molécule, avec perte probable d’H,0 et
transformation en une anhydro-génine N, & fluorescence jaune-orangé.

J) Concrusion :

Cette sensibilité de la partie aglucone des hétérosides N aux
réactifs acides est probablement une des raisons pour lesquelles la
constitution chimique de l’adynérine est encore en partie indétermi-
née. Jusqu’a présent, adynérine n’avait pas d’analogues connus. La
découverte de la série N et l'étude de N,,, autre substance de ceite
série, peuvent contribuer a augmenter nos connaissances sur ce
groupe de stérols, auxquels nous consacrons la suite de nos travaux.

BIBLIOGRAPHIE

Busu I.-E. et TayLor D.-A.-H. — Biochem. J. 52, 643, 1952.

CarpweLL H.-M.-E. et Smita S. — J. chem. Soc. 1954, 2012.

Haack E., Kaiser F. et SeineLEr H. — Ber. dtsch. chem. Ges. §9,
1353, 1956.

Fauconner L. et Fazan R. — Bull. Soc. vaud. Se. nat. 66, 307, 1950.

Fauconner L. et Kreis K. — Bull. Soc. vaud. Sc. nat. 65, 347, 1952,

Fauconner L. et Kreis K. — Pharmac. Acta Helv. 32, 253, 1957.

Fauconner L. et Kurter D. — Pharmac. Acta Hely. 33, 369, 1958.

JaeceEr H., ScuinpLer O. et ReicasteIn T. — Helv. chim. Acta 42,
977, 1959.

9. Kaiser F. — Ber. dtsch. chem. Ges. 88, 556, 1955.

10. Kreis K. — Thése Dr pharm. Université de Lausanne, 1953.

11. Kurrer D. — Thése Dr és sciences Université de Lausanne, 1957.

12. Kurrer D. et Fauconner L. — Pharmac. Acta Helv. 34, 200, 1959.

13. Lawpay D. — Nature 170, 415, 1952.

14, Neumanny W. — Ber. dtsch. chem. Ges. 70, 1547, 1937.

P e



210 P.-L. POULY ET L. FAUCONNET

15. RANGAswgm S. et Reicastein T. — Pharmac. Acta Hely. 24, 159,
1949,

16. Ranecaswamr S, et ReicasteiN T. — Helv. chim. Acta 32, 939, 1949,

17. ReeiNer A., Huneer A. et Reicustein T. — Helv. chim. Aecta 35,
687, 1952.

18. RueiNer A., HunceEr A. et ReicnsteIN T. — Helv. chim. Acta 36,
434, 1953.

19. Rirrer W. et Reicastein T. — Helv. chim. Acta 36, 554, 1953.

20. RosseLer J.-P. et Reicastein T. — Hely. chim. Acta 36, 787, 1953.

21. Smita S. — J. chem. Soc. 1935, 1050. _

22. Tscaescae R. et Boure K. — Ber. dtsch. chem. Ges. 71, 654, 1938.

23. Tscaescae R. et GrRiMmMEr G. — Ber. dtsch. chem. Ges. 87, 418,
1954.

24, Tscuescar R. et Snatzke G. — Ber. dtsch. chem. Ges. 87, 1108,
1954.

Manuserit recu le 12 décembre 1959.

ANALYSES D’OUVRAGES RECENTS

JAdQUEs AuBgrt. Plecoptera. Insecta helvetica, vol. 1, 140 pages, 456
figures. La Concorde, Lausanne.

La faune des insectes de la Suisse est encore mal connue; pour
encourager les études dans ce domaine, la Société entomologique
suiss¢c a décidé d’éditer une série de publications, portant le titre
général « Insecta helvetica». C’est au Dr J. Aubert qu’est échu
Ihonneur d’inaugurer la collection par un volume sur les insectes
dont il est un spécialiste renommé, les Plécoptéres, hotes fréquents,
mais méconnus, de nos cours d’eau. L’ouvrage doit permettre, sur-
tout grice i sa trés riche illustration, de déterminer, soit les adul-
tes soit les larves des especes de Plécoptéres habitant notre pays;
il donne pour chacune d’elles des renseignements sur la répartition,
I’habitat et la biologie. Si tous les volumes de la série sont de la
méme qualité, on peut lui prédire un vif succes.

J. de B.
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