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procedures.“‘j These C-glycosylflavones were minor constituents, the major flavonoids 
being as yet uncharacterized biflavones. This is the first report of C-glycosylflavones in the 
cycads. 

EXPERIMENTAL 

The plant material was furnished by the Fairchild Tropical Gardens, Miami, Florida, U.S.A. (accession 
Nos. 58545 and 59958). The air dried leaflets were thoroughly extracted with 80% EtOH. The extract was 
concentrated, filtered through celite, and the aqueous filtrate was exhaustively extracted with EtOAc. The 
EtOAc was removed under vacuum, the residue dissolved in a small amount of MeOH and chromatographed 
on a polyamide column (I&O, 80% MeOH, and MeOH); each fraction was chromatographed one dimen- 
sionally on paper (15% HOAc); &rally, each l-dimensional band was purified by 2-dimensional chromato- 
graphy on paper (TBA and 15 % HOAc). UV-visible spectra were determined according to Mabry et ~1.~ 
The compounds were refluxed in acid according to Wallace ef al.6 and the products were chromatographed 
on 0.25 mm Avicel (TG-101) plates using TBA and 15 % HOAc. Cochromatography was on Avicel plates 
using 80% isopropyl alcohol; 1% HOAc; 15% HOAc; BAW, TBA; and Benz: HOAc: Hz0 (6:7:3; 
organic phase). 

4 T. J. MABRY, K. R. MARKHAM and M. B. THOMAS, Tie Systematic Zdentification of ZGwmoiak, Springer- 
Verlag, New York (1970). 

5 J. W. WALLACE, T. J. MABRY and R. E. ALSTON, Phytochem. 8,93 (1969). 
6 J. W. WALLACE and T. J. MABRY, P~ytochem. 9,2133 (1970). 
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ALCALOrDES DES FEUILLES D’HOLARRHENA iWTZS* 

M. LEBOEUF~, A. CAVES, G. P. WANNIGAMA~ et R. GOUTAREL: 

(Regu le 4 juin 1971) 

Holarrhena mitis est une esp2ce endemique dans We de Ceylan oh elle est connue sous les 
noms de kiri-walla et kiri-mawara ;ls2 on la trouve dans les regions s6ches jusqu’a une 
altitude de 500 m. L’&corce, vendue sous le nom de ‘kalinda’ est utili& en medecine locale 
dans le traitement des fievres et de la dysenterie. 

C’est un arbre grand et frele, a Ccorce lisse et blanchltre; les rameaux sont grsles, lisses, 
de couleur pourpre. Les feuilles, courtement p&iolCes, mesurent de 4 li 9 cm; elles sont 
oblongues-lanceolees, glabres, minces. Les fleurs apparaissent en Avril en corymbes peu 

* Partie CXXXIII dam la serie “Alcaloides Steroidiques”. Pour Partie CXXXII J. EINHORN, C. 
MONNERET et Q. KISJONG-HUU (sous presse). 

7 Laboratoire de Matiere Medicale, Faculte de Medecine et de Pharmacie, 25-Besancon. 
$ Institut de Chimie des Substances Naturelles du C.N.R.S., 91-Gif s/Yvette. 
5 Universite de Ceylan, Peradeniya. 

r TRIMEN, A Handbook to the Flora of Ceylon Part III, p. 131, Dulau, London (1895). 
z K&~KAR et B. D. BASU, Indian Medicinal Plants (edited by L. M. BASU), Vol. II, p. 1573, Allahabad, 

India (1935). 
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compacts; elles possbdent un pedoncule assez long et pubescent; les bract& sont petites et 
aciculaires. Les pieces du calice sont aigues; la corolle forme un tube d’environ 1 cm de 
long termine par des lobes en forme de lanitre de 15 mm de long. Le fruit est constitue par 
deux follicules de 35 a 40 cm, fins, cyclindriques, glabres. Les graines, Ctroites, sont munies 
d’une touffe de poils fauves dont la longueur est double de celle de la graine. 

A partir de l’tcorce d’Holarrhena mitis, de la conessine a Cte isolte et des bases stero- 
idiques demethylees de la serie de la conessine ont Cte mises en Cvidence.3 De nouvelles 
recherches ont montre que ces Ccorces sont riches en alcaloldes oxygenes du type de l’holar- 
rhimine.4 

Nous avons precedemment decrit w I’isolement, a partir d’un Cchantillon de feuilles 
d’Holarrhena mitis nkoltees a Ceylan, de la mitiphylline (Ia) premier exemple d’un amino- 
glyco-cardenolide naturel. Sa structure rtsulte de l’union d’un cardenolide, identifie a la 
digitoxigenine, et d’un sucre amine, le dboxy-4’ methylamino-4’ D-cymaropyrannose ou 
N-methylholosamine. 

0 

3 

(10) R=CH3: mitiphylline 
(Ib) R=H : N-d6m6thylmitiphyltine 
(Icj N-d6m6thyl N-ac6tylmitiphylline 

(II) triacanthine 
R=Ac : 

Disposant d’une quantite plus importante de feuilles d’H. mitis, nous avons repris 
l’etude des constituants alcalofdiques, afin d’isoler les autres alcaloides existant a cot6 de 
la mitiphylline. L’extraction des bases alcaloidiques, effectuee selon une methode classique, 
a conduit a un rendement en alcaloides totaux de 2,3 g%,. La chromatographie sur colonne 
d’alumine a permis d’isoler, en plus de la mitiphylline, 2 autres alcalofdes. 

Le premier, de polarite tres legerement superieure a celle de la mitiphylline, est identifie 
a la N-dtmtthyl mitiphylline, (Ib). Son spectre de RMN est en effet pratiquement super- 
posable a celui de la mitiphylline; seul est absent le singulet a 6 2,35 ppm provenant du 
N-CH, en 4’ de la mitiphylline. Son spectre de masse confirme la formule brute Cs0H4,06N 
(M+ = 517) et est surtout caracterise par un ion a m/e 73 (pit de base) correspondant a 
H2Nf=CH-CH-0CH3, prouvant la filiation avec la mitiphylline dans laquelle l’ion cor- 
respondant CH,HN+=CH-CH-OCH, se trouve a m/e 87.’ 

Comme la mitiphylline, la N-dtmethylmitiphylline est une base amorphe; l’acttylation 
conduit a une N-demcthyl N-acttylmitiphylline (Ic) cristallisee (methanol aqueux), dont le 
spectre de masse presente un pit moleculaire M + 559 et dont le pit de base a m/e 115 
correspond a I’ion radicalaire AcHN+ = CH-CH-OCH,. 
3 V. P. BHAVANANJXN et G. P. WANNIGAMA, J. Chem. Sot. 2368 (1960). 
4 G. P. WANNIGAMA et A. CAVE, Ann. Phar&. Fr. (a paraitre). 
5 M.-M. JANOT. M. LEBOEUF. A. CAVE. R. 0. B. WIJESEKERA et R. GOUTAREL. Comot. Rend. 267 C. 1050 

(1968). ’ 
6 R. GOUTAREL, KPmiai K&lem.Gnyek 34, 155 (1970). 

_ 
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Le deuxitme alcaloIde isole s’est rev616 identique a la triacanthine (II) y,y dimethylallyl- 
3 amino-6 puke, d’abord retiree des feuilles de Gleditsia triacanthos’ et d’autres legumi- 
neuses C&salpiniees,* puis retrouvee dans les feuilles de deux Apocynacees africaines du 
genre Holarrhena, H. floribunda et H. febrzyuga.g,‘o 

La triacanthine ne semble pas jusqu’ici avoir Bte trouvee dans les feuilles d’HoZarrhena 
asiatiques autres que H. mitis. 11 faut cependant noter que la presence de triacanthine ne 
semble pas specifique ni de l’espece botanique, ni de l’origine geographique, mais depend 
surtout de l’epoque de la recolte.7*10 

Dans le cas des feuilles d’H. mitis, nous confirmons cette variabilite de la teneur en tria- 
canthine. Le premier Bchantillon Ctudie par nous en 1968 renfermait les 3 principaux 
alcaloides selon les pourcentages suivants (exprimes par rapport aux alcalo7des totaux): 
mitiphylline: 65 %, iV-dCm6thylmitiphylline: 10 %, triacanthine: 20% (ces 2 derniers 
Bvaluts selon l’importance de leurs taches en CCM). Dans le nouveau lot de feuilles etudi6 
actuellement, les pourcentages de ces alcaloides sont : mitiphylline: 40 %, iV-demethyl- 
mitiphylline: 9%, triacanthine: 45%. 11 semble que le taux maximal de triacanthine soit 
observe pendant les ptriodes de floraison et de fructification. 

En dehors de ces 3 alcaloides principaux, les feuilles d’H. mitti ne renferment que des 
traces de 2 autres alcaloi’des de polarite tres voisine de celle de la mitiphylline et qui n’ont 
pu Ctre isoles. On doit noter que les amines steroidiques du type de l’holamine et de l’hola- 
phyllamine, caracteristiques des feuilles des Holarrhena africains, semblent dtre absentes 
des feuilles de cet Holarrhena asiatique. 

EXPERIMENTALE 

Extraction des alcaloides totaax. 12 kg de feuilles d’H. mitis sent trait& au Soxhlet par de S&her de 
p&role. La poudre &ch&e est alcalinis&s par de l’ammoniaque diluQ et extraite au Soxhlet par du chlorure 
de m&hylene; la solution extractive est cowentree sous pression r&luite jusqu’a sic&t& Le. r&sidu gommeux 
est repris par un litre de methanol ac&ique a 10 %; le titre alcoolique est abaiss6 par addition progressive 
de 1,2 1. d’eau et le precipite qui apparalt est elimine par filtration. La solution methanolique acide est law% 
il P&her de p&role, puis extraite de nombreuses fois par du CHCls apr&s alcalinisation par l’ammoniaque 
et dilution sl l’eau; cette extraction est longue par suite de la solubilite non negligeable des bases alcaloldiques 
dans l’eau. La solution CHC13 est law% a l’eau, s&h& sur Na2S0, et tin%. il see sous pression r&luite; elle 
laissc un r&+idu brut d’alcaloldes totaux pesant 28 g, soit un rendement de 2,3 g %,. 

Isolement des alcafoides. 23 g d’alcalo’ides totaux sont dissous dans le minimum de CHC13 et tritures 
avec de l’alumine ‘Merck’ d’activitd II-III. Le solvant est chasse sous vide, et le r&sidu introduit a la partie 
sup&ieure dune colonne renfermant 750 g d’ahunine ‘Merck’ (activite II-III) dans du benzene. 

(1) L’elution par le m&nge ben&ne-CHClj (1: l), puis par du CHC13 pur, permet d’isoler 9,55 g de 
mitiphylline, (Ia), dam un degre de purete satisfaisant. Les constantes physicochimiques de la mitiphylline 
ont et& d&rites dans des publications antQieures.5*6 

(2) L’elution par du CHC13 renfermant des quantitb croissantes d’6thanol (2 %, puis 5 %) fournit 2,35 g 
de N-d&methyl mitiphylline (Ib) legerement impure; un echantillon est purifie par une deuxieme chromato- 
graphie sur ahunine: prod& amorphe, blanc; [a]g = +9” (CHC13). 

Spectre de RMN:* de lapartie sttrofdique: CHB 18, s a 0,87 ppm; CHJ 19, s ii 0,93; H 17, m B 2,74; 
H 3a, m a 3,99; CH2 21, m k 4,86; H 22, t B 5,85. De la partie aminoaucre: CHJ 6’, d k 1,23 (J = 6Hz); 
OCH33’, s a 3,39; H l’, Dd A 4,67; H 3’, m A 3,73; H 5’, m ii 3,50. 

Spectre de masse+: pit mol&ndaire M+ a 517; pits a m/e = 73 (pit de base), 339, 357. 
N-a&tyZ N-d~mCthylmitiphyZZine (Ic). 500 mg de N-demCthylmitiphylline (Ib) sent ac&yleS par 0,5 cm’ 

d’anhydride ac&ique dam 5 cm3 de methanol, selon la methode classique. Apres extraction, le r6sidu, 

* Les spectres de RMN ont et6 r&tlisb dam le deut&iochloroforme avec un Varian A-60 (r6ference 0, 
tttram&hylsilane); les deplacements chimiques sont exprimes en ppm et les constantes de couplage en Hz. 
Les spectres de masse ont CtC &list% sur un spectrographe MS 9. 

7 A. S. BELIKOV. A. I. BANKOWSKY et M. V. TSAREV, Zhur. Obshchei. Khim. 24,914 (1954). 
B X. G. MONSE~R et E. L. ADRIENS, J. Pharm. Belg. 579 (1960). 
g M.-M. JANOT. A. CAW? et R. GOUTARJSL. Bull. Sot. Chim. Fr. 896 (1959). 

lo A. CAW?, Th&e Doctorat &-Sciences, P&is (1962). 
~ _ 
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535 mg, est purifi& par chromatographie sur 18 g de gel de silice ‘Merck’. Le d&iv& N-a&y16 (Ic) dluk, 
homoghne en CCM, est repris par du m&than01 aqueux; la cristallisation, longue et difficile, liwe 140 mg de 
cristaux, F (peu net) 253-256”; [aJg= + 16” (CHC13). 

Spectre de RMN. Semblable a celui de Ib; on note seulement en plus la pr&nce ii 1,98 ppm du singulet 
provenant de NH-CO-CHJ en 4’, et le dbplacement du CH3 6’ de 1,23 & 1,16 ppm. 

Spectre de masse. Pit mol&ulaire M+ B 559; pits & m/e = 115 (pit de base), 339, 357, 515. 
(3) L’Bution par du CHC13 renfermant 5 %, puis 10 %, puis 50 % d’Cthano1, livre IO,20 g de triacanthine 

(II). Un Bchantillon est cristallid dans le mtthanol: F231”; ses constantes physicochimiques et ses dun&es 
spectra&es sont identiques & celles d’un khantillon de rbf&ence. 

Remerciements-Nous remercions le Professeur M.-M. Janot pour l’intb& qu’il a port& & ces recherches 
et les Laboratoires ROUSSEL pour une gin&ewe subvention accord& & l’un de nous (G.P.W.). 

Key Word Index-Holarrhena mitis, Apocynaceae; steroidal alkaloids; mitiphylline; N-desmethyl- 
mitiphylline; triacanthine. 
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ALCALOIDES D’OCHROSIA BALANSAE* 

JEAN BRUNETON et ANDRE CAVE 

Laboratoire de Mat&e Mkdicale, Facultd de Pharmacie de Paris, Paris, France 

(Recu le 21 avrill971) 

D~vws~s ttudes ont montrk que certaines esptces appartenant au genre Ochrosia 
(ApocynacCes) contenaient des alcalo’ides du groupe de l’ellipticine do&s de propriCt6s 
antitumorales.’ 

Le genre Ochrosia est r6pandu en zones tropicales et subtropicales, en particulier en 
Australie et dans les iles de 1’Octan Indien et du Pacifique. Un certain nombre d’espkces 
sont propres g la Nouvelle-CalCdonie, c’est le cas d’ochrosia balansae Guill. qui fait l’objet 
de cette Etude, dans le cadre d’un examen systkmatique des Ochrosia de Nouvelle-CalCdonie. 

Ochrosia balansae Baill. ex. Guill. = Excavatia balansae Guill.’ est un arbuste ou un 
arbre pouvant atteindre 6-8 m de hauteur. Les feuilles ovales-lanc6olCes (7-12 cm x 2-5 
cm) p&iolt5es, sont coriaces, pointues; les nervures la&ales, peu visibles, sont t&s serr6es et 
presque g angle droit. Les inflorescences sont axillaires, dichotomes; les fleurs, faiblement 
pCdicell6es, possbdent une corolle d’environ 1,4 cm, 5 lobes tordus, presque aussi longs que 
le tube, des Ctamines ins&es B la partie supkieure du tube. Les fruits, d’abord ail&, sont 
ensuite fortement comprim&s, & bords aplatis B pkicarpe t&s aminci, g endocarpe ligneux 
sur la face externe. L’tchantillon BtudiC a CtC r&ok6 dans les for&s du Boulinda, sur 
massifs peridotitiques. 

Des korces de tronc, ont Btt isol& quatre alcaloides: l’ellipticine (I), l’aricine (II), 
I’isorCserpiline (III) et la kserpiline (IV). 

* Partie VI dans la sMe “Plantes de Nouvelle-Cal&lonie”. Pour Partie V, H. MEHRI, M. PLAT et P. 
POTIER, Ann. Pharm. Fr. 29, 291 (1971). 

1 G. H. SVOBODA, G. A. PADRE et L. MONTFORT, J. Pharm. Sci. 57,172O (1968). 
’ A. GUILLAUMIN, Bull. Sot. But. Fr. LXXXVIII, 362 (1941). 
’ M. SHAMMA et J. M. RICHEY, J. Am. Chem. Sot. 85,2507 (1963). 


