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ETUDES CHIMIO-TAXONOMIQUES DANS
LA FAMILLE DES EUPHORBIACEES—I

INTRODUCTION GENERALE ET SEPARATION ET IDENTIFICATION DES
TRITERPENES TETRACYCLIQUES MONOHYDROXYLES NATURELS

GERARD PONSINET et GUy OURISSON
Institut de Chimie, Strasbourg, France
(Recue 17 Mai 1965)

Résumé—Les études chimio-taxonomiques précédentes dans Ia famille des Euphorbincées sont discutées. On
décrit une méthode analytique de séparation chromatographique et d’identification par RMN des triterpénes
tétracycliques monohydroxylés naturels, sous forme d'époxydes-acétates. Les spectres de RMN sont décrits
et discutés,

Abstract—Previous chemotaxonomic work on the Euphorbiaceae is reviewed. Methods are described whereby
the natural tetracyclic triterpenes can be separated by chromatography and identified by NMR spectroscopy
of their epoxide-acetates. NMR results are given and discussed.

INTRODUCTION

Les Euphorbiacées constituent une famille de plus de 7000 espéces réparties en 280 genres
présents dans toutes les flores du globe.

La majorité des travaux chimiques effectués A partir de produits extraits de ces plantes
s’expliquent par leur intér8t commercial (Hevea, Ricinus, Manioc), 'activité physiologique
que présente la plupart des espdces (Ricinus, Croton, Hura, Mercurialis, Euphorbia etc.), et
les terpénes que beaucoup accumulent (Beyeria, Euphorbia etc.).

Plusieurs genres de cette famille sont caractérisés par la présence dans leurs tissus de latex,
c’est 4 dire d’une suspension dans I’eau contenant principalement des sels minéraux, des
protéines et acides aminés, des terpénes et du caoutchouc. Outre ces constituants majeurs
le latex contient des substances responsables de sa toxicité et de ses autres propriétés phar-
macologiques (protéases, glucosides, alcaloides etc.) et des enzymes et cofacteurs qui en
font un milieu physiologiquement actif, le distinguant ainsi d’une simple substance de déchet.

Le genre Euphorbia constitue un groupe numériquement trés important (1600 espéces)
auquel nous nous attacherons plus particuliérement. Aprés une trés rapide revue de quelques
produits extraits d’Euphorbiacées nous étudierons de plus prés ceux du genre Euphorbia en
nous attachant principalement & ceux qui permettent des études systématiques 3 I'intérieur
du genre.

Produits Extraits d’ Euphorbiacées (sauf Euphorbia)

Nous nous contenterons de relever les principaux résultats relatifs aux lipides, terpénoides

et alcaloides.
Lipides:! en plus des acides gras saturés et insaturés universels les huiles des Euphor-
1 W. KArrer, Konstitution und Vorkommen der organischen Pflanzenstoffe, Birkhiiuser Verlag, Bile (1958);

et E. Guoemaster et F. R. HOFFMANN, Die diherischen Ole, Vol. 5, p. 695, Akademie Verlag, Berlin (1959).
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biacées contiennent des acides insaturés non usuels (acide éléaestéarique) ou des acides alcools
(acide ricinoléique, acide kamloténique).

Terpénoldes: On a identifié les produits suivants: p-cymol' et limonene' (Croton);
diterpénes? (Beyeria et Ricinocarpus) et® (Croton); squaléne* (Ricinus); lupéol® (Hevea,
Phyllanthus); multifiorénol et bauerénol (Gelonium);* saponines triterpéniques® (Sapium,
Phyllanthus, Mercurialis); caoutchouc (Hevea); glucoside stérolique 3 (4leurites).

Alcaloldes. Parmiles nombreux genres ol 1a présence d’alcaloides a été signalée, quelques-
uns ont conduit a isolement de produits dont la structure a été établie. Ceci conduit &
distinguer:®

Les Phyllantholdées qui ne contiennent que des alcaloides du type sécurinine: Phyllanthus,
sécurinine, phyllochrysine; Securinega, sécurinine, suffruticosine, dihydrosécurinine,
allosécurinine; et Flueggea, virosécurinine, norsécurinine.

Les Euphorbioidées dont la composition en alcaloides semble plus variée: différentes
especes de Croton ont fourni: pronuciférine, linéarsine, orotonsine, sparsifiorine, (type
protoaporphine) ; acide hydroxy-4 hygrinique, (type stachydrine); vasicine, tumuriquirensine,
(type bisbenzylisoquinoléine). Julocroton: julocrotine, (dérivé de la phénylalanine). Al
chornea: yohimbine. Hippomane: physostigmine, (base indolique). Ricinus: ricinine, et
Trewia: nudifiorine (type acide nicotinique).

Etudes Chimiques du Genre Euphorbia

Nous ne distinguerons pas les produits extraits du latex de ceux provenant d’autres parties
de 1a plante. On a isolé du latex d'un grand nombre d’espices les triterpines tétracycliques
suivants: euphol, euphorbol, tirucallol, cycloarténol, lanostérol, lanosténol, obtusifoldiénol
et un certain nombre de produits non identifiés. Des dérivés de I'euphane et du lanostane
sont parfois présents dans un méme latex.

Les résultats concernant les triterpénes pentacycliques sont moins nombreux: 3 taraxérol
et dérivés (E. regis-Jubeae, antiquorum, jolkinii, hirta et resinifera); friedeline et dérivés
(E. antiquorum et hirta); germanicol (E. candellila et balsamifera); p-amyrine (E. hirta et
resinifera).

La teneur en caoutchouc d’un certain nombre de latex a été déterminée sans d’ailleurs
donner lieu & une exploitation. Tous ces latex semblent contenir le polyisopréne. La présence
d’alcaloldes a été signalée dans plusieurs espéees (E. pilulifera.’ gerardiana,® orientalis,
peplus,!® rhizoma,\! seguieriana,'? virgata,® hirta'3) mais aucun produit identifié n’a pu &tre
extrait.

2 G, V. BADDELEY, A. J. BEALING, P. R. JEFFERIES &t R. W, RETTALACK, Australian J. Chem. 17, 908 (1964).

3J. S. BRTwiSTLE, D, E. Casg, P. C, DutTa, T. G. HALSALL, G. MATHEWS, H. D. SaBLE ¢t V. THALLER,
Proc. Chem. Soc. 329 (1962).

4 W. DICKHART, Am. J. Pharm. 127, 359 (1955).

5 i issus de 'ouvrage de P. Bortzau, B. Pasich et A. R. RATSIMAMANGA, Les Triterpénoldes
en Physiologie Végétale et Animale, Gauthier-Villars, Paris (1964); et de G. OURIsSON, P. Crassé et Q. R.
RODIG, The Tetracyclic Triterpenes, Herrmann, Paris (1964).

56 Y, C. Lezet W, L. NOBLES, J, Am. Pharm. Ass. 48, 162 (1959).

6 Renseignements communiqués par le Professeur Hegnauer.

7 F. B. PowER et H. BROWNING, Chem. Zenir. 1, 1824 (1913).

8 D, E. Dionisgy et E. E. CHERNOMAZ, Chermn. Abstr, 34, 5878 (1940).

9 8. Y. SOLOTNITSKAYA, Chem. Abstr. 48, 11727 (1954).

10 A, SHARAF, Brit. Vet. J. 108, 128 (1949),

11 M. YANAGITA, J. Pharm. Soc. Japan 64, 9 (1944),

12 M., S. STEPANYAN, Chem. Abstr. 59, 9230 (1963).

13 F. HAERD1, Plantes médicinales africaines, p. 93. Verlag fiir Recht und Gesellschaft, Bile (1964),
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L’étude des protéines du latex et en particulier celle de activité protéolytique de certaines
d entre elles a pu constituer une base de comparaison entre différentes espéces.4:15 Enfin
des produits divers ont fait Pobjet d’études isolées: alcools: cyclitols (E. amygdaloldes,'$
pilulifera'®) lathyris,\? humifosa,'® thymifolia,'® longana,;' octacosanol (E. regis-Jubeae?°);
hydrocarbures:2! hentriacontane (E. pilulifera”); acides: acide gallique (E. humifosa'®);
acide biglandulinique (E. biglandulosa®?); acide B-éthylmalique (E. biglandulosa®®); acide
ellagique (E. formosana,?’ royleana®*); acide phorbique (E. palustris26).

Etudes Chimio-taxonomiques dans le Genre Euphorbia

Les quelques travaux de systématique n’ont pas apporté de contribution trés importante
a I’étude globale du genre. Une classification?” de 21 espéces d’aprés la valeur du point
isoélectrique de leur latex a pu &re comparée avec succés & une classification botanique;
19 latex d’espéces variées se sont révélé2® contenir les mémes 17 acides aminés libres 2
quelques exceptions prés; une étude faite sur 6 espéces seulement?? semble montrer une
distribution assez variable de n-alcanes dans la cire des feuilles.

Etudes des Triterpénes

Nous avons entrepris une étude systématique des constituants triterpéniques de diverses
Euphorbiacées. Cette étude a exigé Ia mise au point d’'une méthode analytique précise et
rapide d’identification des triterpénes tétracycliques du latex de ces plantes.

Cette premiére publication est donc consacrée A la description de la méthode utilisée.
Elle est immédiatement suivie d’une seconde publication consacrée 4 un exemple d’utilisation
de cette méthode dans le cas de ’Euphorbiacée ligneuse Hura crepitans L. L’étude de
nombreuses espéces du genre Euphorbia est actuellement trés avancée, et nos résultats seront
communiqués ultérieurement. .

Pour faciliter I’étude analytique de mélanges de triterpénes tétracycliques, nous avons
été amenés A utiliser systématiquement les méthodes de *chromatographie fonctionnelle™
sur couche mince mises au point par C. Mathis et G. Ourisson.?®

Etant donné la taille des molécules envisagées et leurs grandes ressemblances structurales,
les différences de propriétés physiques et de réactivité chimique sont ici estompées et Ia
séparation de ces produits par cristallisation fractionnée ou chromatographie sur couche
mince ou colonne (d*alumine, de silice ou de silice imprégnée de nitrate d’argent 3°) est, soit
fastidieuse, soit inefficace.

14 F, G. LeEnnox et W. J. ELLiS, Biochem. J. 39, 465 (1945).

15 J. ROCA, Annales Inst. Biol. 18, 7 (1947).

16 V, PLOUVIER, Compt. Rend, 236, 317 (1953).

17 R. JARETZKY et W. KOHLER, Chem. Zentr. I, 1796 (1943).

18 K. Huzzi, H. Husikawa et Y. Kupo, J. Pharm. Soc. Japan 57, 140 (1937).
19 M. NAGASE, Chem. Zentr. 1, 359 (1942).

20 T, TAKEMOTO et M. INAGAKT, Yakugaku Zasshi 18, 292 (1958).

21 G, EGLINTON, A. G. GONZALEZ, R, J. HAMILTON ¢t R. A. RAPHAEL, Phytochem. 1, 89 (1962).
22N, P. KiriaLow, Chem. Zentr. 1. 967 (1939).

23 N. P. KiRlALow, Chem. Zentr. 11, 773 (1940).

24 R, C. SHARMA, A. ZAMAN et A. R. KIDWAL, Indian J, Chem. 2, 254 (1964).
25 J. SHNoDA et C. P. KuUN, Chem. Zentr. 11, 2170 (1931).

26 A, NORDAL et G. OGNER, Acta Chem. Scand. 18, 830 (1964).

271.S. MOYER, Am. J. Botany 21, 293 (1934).

28 C, MONTANT, Compt. Rend, 245, 1454 (1957).

29 C, MATHIS et G. OURISSON, J. Chromat. 12, 94 (1963).

30 A, S, Gupra et SUxH DEv, J. Chromat. 12, 189 (1963).



G. PonsiNeT et G. OURISSON

‘STNLYN SPIAXONAAHONOW SINOITOAOVILIL SANFINAUN], [ *OLy

fouspnElopIA) (11X) fousipioysnqo (HIA) foquoydnzy (A1)
N OH OH OH
i N
JOURTEIN30IAD (IX) foupisoue] (IiA) Toreona L (111

OH OH OH

: : ! _ {

- ]

JOUBLHOPADPT-RRAYBRW (X) oied (IA) jousrsdsofing {11)
%om
jouots (111X jodng (1)

OH
m“\



Etudes chimio-taxonomiques dans la famille des Euphorbiacées—I 803

De plus, dans une telle série, I'identification de produits par mesures physiques (point de
fusion, pouvoir rotatoire) est, elle aussi, aléatoire car elle n’assure pas suffisamment le
contrdle de la pureté des produits,

X R
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/ —
R
AcO
o \
Lanostérol
R’
AcO
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AcO R’

o/

Euphol
Fic. 2.

1l est A noter que des méthodes de séparation ont pu étre décrites dans certains cas (euphol
et euphorbol,3! euphol et tirucallol3?) mais ces méthodes ne pourraient s’appliquer a des
analyses systématiques et rapides utilisant de petites quantités de produit. Enfin, des essais

31 G. T. NgwnoLp et F. S. SPRING, J. Chem. Soc. 249 (1944).
32D, W. HANEs et F. L. WARREN, J. Chem, Soc. 2554 (1949).
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d’identification per chromatographie en phase gazeuse ont ét€ décrits pour des mélanges de
ces produits. 33

Chromatographie des Epoxydes

L’ utilisation de la chromatographie fonctionnelle nous a amenés 3 préparer les époxydes
par action de I'acide p-nitroperbenzolque en excés, sur les acétates des alcools de 1a Fig. 1
et de quelques-uns de leurs dérivés (seul le produit VIII n’a pu &tre &tudié, faute d’échantillon
de référence). Cette réaction présente P'intérét d’étre totale et les époxydes obtenus sont
chromatographiquement séparables. L’introduction d’un ou de deux atomes d’oxygéne
dans la molécule conduit en effet & un plus grand étalement des polarités. Cette réaction
n’étant pas toujours stéréospécifique, il est possible, a priori, d’obtenir deux stéréoisoméres
& partir d’un produit unique.

En fait, dans le cas qui nous intéresse, la présence de groupements méthyles en 10, 13 et
14 oriente en « ’époxydation de Ia double liaison des cycles B ou C (Fig. 2). La présence d’un
centre d’asymétrie en 20 semble suffisante pour conduire, dans la chaine latérale, & I'un des
isoméres de préférence 3 l'autre. II faut d’ailleurs noter que pratiquement nous n’avons
jamais pu, ni les distinguer, ni nous assurer que les deux n’existaient pas.

L’examen de la chromatoplaque obtenue avec ensemble des époxydes-acétates permet de
calculer les Ry relatifs donnés dans le Tableau 1.

TABLEAU 1. R RELATIFDES DIFFERENTS EPOXYDES-
ACETATES PAR RAPPORT A L'EPOXYDE-ACETATE DB

CYCLOARTENOL
Ry relatif*
Monoépoxydes:

Dihydroeuphorbol 1,26
Dihydroeuphol
Dihydrobutyrospermol 1,17
Dihydroparkéol 1,15
Méthyléne-24-cycloartanol
Cyclolaudénol } 1,12
Cyclocucalénol

Dihydrolanostérol 1,10
Cycloarténol 1,00
Shionol 0,95

Diépoxydes:

Euphorbol 0,95
Tirucallol 0,76
Euphol 0,71
Parkéol 0,65
Lanostérol 0,60
Butyrospermol 0,59

* Sur les chromatoplaques de silice éludes
deuxs x 5)foms avec cyclohexane:acétate d’éthyle
(85:15).

33 B. CAPELLA, E. Feperr et M. CIRIMELE, Chem. & Ind. (London) 1590 (1963).
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On peut ainsi classer les époxydes en deux groupes: (a) monoépoxydes, produits
polarité Ia plus faible. Dans ce groupe P'époxyde de cycloarténol (IX), époxyde trisubstitué,
est plus polaire que ses homologues disubstitués-1,1 (cycloeucalénol (XI), cyclolaudénol
(XII), méthyléne-24 cycloartanol (X)).

(b) Diépoxydes, produits plus polaires. Dans ce groupe également, 'époxyde d’euphor-
bol (IV), époxyde disubstitué -1,1 est moins polaire que le groupe des isoméres de I’époxyde-
acétate de lanostérol (V), époxydes trisubstitués.

La Tableau 1 indique que certains produits sont pratiquement inséparables dans les
conditions d’élution utilisées, mais on peut cependant les distinguer par leurs spectres de
RMN, lesquels peuvent &tre mesurés, en micro-cellules, sur quelques milligrammes isolés
p.ex. avec une chromatoplaque préparative.

Spectres de RMN des Epoxydes

Quand Ia différence de polarité le permet, les époxydes sont séparés quantitativement par
chromatographie sur colonne ou mieux sur couche mince de silice.

L’absence de réaction quantitative et simple34 permettant de réduire les époxydes pour
obtenir les composés éthyléniques initiaux, nous a obligés & prendre les spectres de RMN des
triterpénes A I'état d’époxydes-acétates. L’examen de ces spectres est une méthode sfire
d’identification de ces produits (seuls les dérivés de I'euphol et du tirucallol ont des spectres
superposables, mais leur Ry sur plaque est différent). Leurs principales caractéristiques sont
décrites dans le Tableau 2, ol nous avons également mentionné celles des spectres des dérivés
hydrogénés des produits I, I, IV et VI (Fig. 1).

L’étude comparative semi-empirique des points communs des spectres ¢t des motifs
structuraux communs permet d’attribuer & un certain nombre de protons des signaux
déterminés. Ces indications sont portées dans le Tableau 3.

11 faut remarquer que dans le lanostérol Ie groupement méthyle 14 « est déplacé vers les
champs faibles, & 1,13 ppm, 2 cause du voisinage de 'époxyde en 8-9 o3 tandis que dans
I'euphol c’est le groupement méthyle 13 « qui se trouve dans le voisinage de I'époxyde et qui
est déplacé A 1,07 ppm (Fig. 2).

L’influence du cycle époxydique sur le déplacement chimique des protons voisins a été
étudiée en particulier par K. Tori et coll.3% sans qu'une loi générale ne puisse en prévoir Peffet.

CONCLUSION

Cette méthode analytique, qui est de mise en ceuvre facile et n'exige que de faibles
quantités de produit (Ia limite inférieure est imposée par le spectrographe de RMN), ne peut
manquer de trouver des applications dans les études phytochimiques relatives aux triterpénes:
chimio-taxonomie,3? études biogénétiques 8 etc.

D’autre part les conclusions tirées de I'étude de RMN devraient pouvoir faciliter
P'établissement de structures nouvelles en série triterpénique.

34 C. B. Scorr, J. Org. Chem. 22, 1118 (1957).

35 D, E. Casg, Travaux non publiés,

36 K, Tori, K. KIras#ONOK!, Y. TAKANO, H. Tanipa et T. Tsun, Tetrahedron Lett. 559 (1964); et P. LaszLo, Bull.
Soc. chim. France, 2660 (1964).

37 G, Ponsiner et G. Qurisson, Communication suivante (Phyfochem. 4, 813 (1965).

38 G. PonsiNgr et G. QuRrissoN, Travaux en cours,
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PARTIE EXPERIMENTALE

Les données physiques permettant la caractérisation des époxydes ainsi que I'origine des
produits sont données dans le Tableau 4.*

TABLEAU 4. CARACTERISTIQUES PHYSIQUES ET ORIGINE DES PRODUITS

Analyse C%
HY
Points de fusion: °C ——A———
P A - Valeurs
Epoxyde acétate de De la litérature Mesurés Calk, Trouv. Origine des produits
1. Euphol 1801813  182-183 76,75 76,6  Extraction d’Euphorbium3
1. Butyrospermol P. A. Robins
IIl. Tirucallol 163-165 D. Arigoni
IV. Euphorbol 193-196 7700 770
10,58 10,66 F.L.Warren
V. Lanostérol 194-19835  193-195 76,75 77,0 D. E. Case
1046 10,5
VI. Parkéol K. Schreiber
VII. Lanosténol 14235 140,5-141,5 78,96 78,9 D. E. Case
11,19 11,04
IX. Cycloarténol 141-1424  143,5-144 79,28 79,2
10,82 10,72 K. Schreiber
X. Méthylkne-24 137-137,5 7946 794
cycloartanol 1092 1097 G.Ohta
XI. Cycloeucalénol 121-122 79,28 79,1
10,82 10,81 J.G.King
XM. Cyclolaudénol 153-1544  130-131 G. Berti
XIII. Shionol 180-183 F. Patil
IA. Dihydroeuphol 178-178,53 176-177 78,96 789
11,19 11,08
HA. Dihydrobutyrospermol 165-167 P. A. Robins
IVA. Dihydroeuphorbol 198-200 7915 7192
11,28 11,36
VIA. Dihydroparkéol 185,5-186,5 78,96 79,2  Isomérisation du cycloartanol

11,19 11,05 selon K. Schreiber42

Methodes Chimiques

Les hydrogénations des produits I, I, IV et VI sont faites dans P’acétate d’éthyle en
présence d’oxyde de platine 4 pression ordinaire.

Les acétylations sont effectuées dans la pyridine anhydre avec de 'anhydride acétique en
excés (12 h & température ordinaire).

Les époxydations sont faites dans le chloroforme avec de I’acide p-nitroperbenzoique 2
100 pour cent d’exces (12 h & température ordinaire).

* Igmhummthndansl'&hr—m&bandn’amsmwadimmﬂt&mmmu,dummsmmm
échantillons suﬂisammmt abondants. Les spectres de RMN montrent qu’il n’y a pas de décomposition du
cycle époxydique 8-9« signalée par J. FRIED, J. W. BROWN et M. APPLEBAUM, Tetrakedron Lett. 849 (1965).

39 J, B. BARBOUR, J. Chem. Soc. 2534 (1951).

40 P, BENVENISTE, Thése Docteur-ingénieur, Strasbourg (1964).
41 H. R. BenTLEY, J. Chem. Soc. 596 (1955).

42 K. ScHREIBER ¢t G. OssKE, Tetrahedron 20, 1803 (1964).



Etudes chimio-taxonomiques dans la famille des Euphorbiacées—I 811

Séparation Chromatographique

Les chromatoplaques sont faites de silice Merck (* G nach Stahl’’) 4 raison de 1,5 g pour
une plaque de 12x 9 cm. Les plaques sont éluées successivement deux fois avec un mélange
cyclohexane:acétate d’éthyle 85:15 et révélées A I'acide sulfurique concentré.

Les points de fusion sont pris au microscope Reichert corrigé et les analyses faites sur
des quantités de ’ordre du milligramme. Les spectres de RMN sont pris dans CDCl; sur
un appareil Varian 60 M cycles.
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