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Abstract—Triterpene alcohols and sterols of the red alga Rhodymenia palmata have been investigated. Cycloar-
tanol, 31-nor-cycloartanol and the C, sterol 24-dimethylchola-5,22-diene-3 -0l (1) have been identified. Feeding
experiments have been performed using 1-!*C-acetate, 5-' *C-mevalonic acid or ! *C-methylmethionine. The C,,
C,gand C,4 sterols incorporate radioactivities but the C, sterol is unlabelled after each experiment; its possible
origin is discussed.

Résumé—Au cours de I'analyse des alcools triterpéniques et des stérols de 'algue rouge Rhodymenia palmata,
le cycloartanol, le nor-31 cycloartanol, et un stérol a 26 atomes de carbone, le diméthyl-24 choladiene-5, 22 ol-38
(1) ont été identifiés. Les algues ont été cultivées en présence d’acétate-1-14C, d’acide mévalonique-5-1*C et de
méthionine méthyle-'*C: Une biosynthése des stérols en C,5, Cyg, C,5 est observée mais le stérol en C,¢ (1)
est retrouvé non radioactif apres chaque essai; son origine possible est discutée.

INTRODUCTION
LA DECOUVERTE de stérols a 26 atomes de carbone chez de nombreuses espéces marines
a pos¢ le probléme de leur origine biologique. La structure du premier de ces stérols (1)
a été ¢tablie par Idler et al.? puis, par Alcaide et al.® Fryberg et al.* en ont réalisé la syn-
thése. Au cours des derniéres années, ce stérol a été identifié chez des Invertébrés marins
trés divers (voir par exemple®~®). Plus récemment, deux autres stérols en C,¢ ont €té identi-
fiés.®82 Cependant, si ces travaux concernent les isolements, structures et synthéses de ces
substances, rien n’est encore connu quant a leur origine biologique. Rappelons que le
stérol (1) a €té identifié 4 partir dun phytoplancton marin'® et que sa présence dans les

algues rouges, en particulier dans Rhodymenia palmata a été soupgonnée par Idler et
al'2,11,15
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Dans une premiére partie de ce travail, nous avons repris 'analyse des stérols et alcools
triterpéniques de cette algue (pour des analyses précédentes voir'*-'* 7). Les différentes
revues parues depuis 1960 sur la biosynthese des phytostérols (voir par exemple™' *)
témoignent de I'intérét suscité par ces études; cependant, peu de recherches ont été effec-
tuées concernant les algues.?® Dans le but d’établir une synthése de novo du stérol en C,,
(1) de R. palmata, nous avons d’abord réalisé deux expériences de biosynthése en utilisant
successivement Pacétate-1-'*C et I'acide mévalonique-3-'*C comme précurseurs. Paralle-
lement, afin de vérifier une hypothése précédemment émise par Fryberg ¢t al* selon
laquelle ce stérol pourrait provenir de la dégradation d’un stérol méthylé en C,,. nous
avons cultivé R. palmata en présence de méthionine-méthyle-'*C; (cette dégradation pro-
céderait par une oxydation des méthyles 26 et 27 suivie d'une double décarboxylation).

RN PN

HO~
(1)

RESULTATS

Analyse des sterols et alcools triterpéniques de Rhodymenia palmata

Les résultats de ces analyses sont reportés au Tableau 1. Les identifications reposent
sur la comparaison des R, en chromatographie sur couche mince (CCM), des temps de
rétention en chromatographie gaz-liquide (CGL)'®!7 et des spectres de masse des stérols
libres ou propionylés, avec ceux d’échantillons authentiques. En accord avec les résultats
précédents,!” il existe une grande proportion de stérols en C,-. le plus abondant étant
le desmostérol; on constate aussi la présence de cholestérol et de déhydro-22 cholestérol.
Les stérols en C,q et C,4'* sont représentés par le fucostérol, le méthylene-24 cholestérol
et le brassicastérol.’” Le stérol en C,, (1) a ¢té isolé et identifié. Les R, de ce stérol et
de son propionate en CCM Al,O;-AgNO; dec méme que leurs temps de rétention en
CGL sont identiques a ceux du stérol (1) isolé d’autres invertébrés marins ou obtenu par
synthése.?? Les fragmentations en spectrométrie de masse sont en accord avec les résultats
de Idler et al.” et de Viala et al.**® En particulier, sur le spectre de masse du stérol libre,
Iion a m/e 300 (M-70) correspond a une fragmentation caractéristique'” d'un stérol A; ,,
(rupture C,,—C,, avec transfert de H).
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TABLEAU 1. ANALYSE DES STEROLS DE Rhodymenia palmata

595

Principales fragmentations des

Stérols % Rf* RTT M7 stérols libres par SM
Desmostérol ‘56 040 1,08 384 351: M-CH;-H,0;299: M-CH,;-CsHo-H
271: M-CgH, 5-2H ; 255: M-CgH, 5-H,0.
Cholestérol 20 0,55 1.00 386 275: M-H,0-C,H,; 255: M-CgH, ,-H,O
Fucostérol 13 044 1,62 412 314:M-C;H,,
271: M-C,(H,4-2H.
Méthyléne-24 2,3 021 1,30 398 314:M-C¢H,,
cholestérol 271: M-CgH,,-2H.
Brassicastérol 1,03 050 1,10 398 300: M-C,H,;-H:271: M-CgH, s-2H
255: M-CoH,,-H,O
Déhydro-22 0,70 048 095 384 300: M-C(H,,-H;271: M-CgH, s-2H.
cholestéro 255: M-CgH, s-H,0; 273: M-CgH, 5.
Diméthyl-24 045 048 068 370 300: M-CsHy-H; 271: M-C,H3-2H;
choladiéne-5,22 255: M-C,H,5-H,0;273: M-C,H,;.
ol-38(1)
Cycloartanotl 1,0 090 195 428 413: M-CH;;410: M-H,O;
395: M-CH;-H,0; 288: M-CgH,;O-H.
Nor-31 Cyclo- 0,7 085 160 414 399: M-CH,; 396: M-H,0;
artanol 381: M-CH;-H,0; 288: M-CgH, ;O-H.
Sa~Cholestanol Traces 0,60 1,02 388 275:M-C;H,,;257: M-C,H,,-H,0.
3

* R, du stérol libre, CCM Al,03-AgNO; (3:1) (CHCI; éther de pétrole-Me,CO 6/3/1).
+ Temps de rétention relatif du stérol libre. OV 101, 1,3%; 240°. Référence: temps de rétention du cholestérol:

28 mn.

L’analyse des alcools triterpéniques n’a pas permis de retrouver le cycloarténol précé-

demment mentionné par Alcaide et a

l.14

Un mélange de cycloartanol et de nor-31 cycloar-

tanol a été isolé ; un ion unique a m/e 288 dans le spectre de masse du mélange est caractér-
istique d’'un cyclopropane en 9,19 et de chaines latérales identiques et saturées; ces deux
substances ne different que par le nombre de leurs méthyles en C,.

TABLEAU 2a. INCORPORATION DE L’ACETATE DE SODIUM-1-!*C DANS LES STEROLS DE Rhody-

menia palmata

Radioactivite Radioactivité
Poids totale spécifique
Fractions (mg) (dpm) (dpm/mg)
Extrait lipidique 45 x 107
Insaponifiable 980 6,45 x 10° 6430
Stérols totaux 85,5 3,0 x 10° 3550
18 cristallisation 36,5 135 x 10° 3680
2°™ cristallisation 23 8.6 x 10* 3710
Eaux meéres 49 1,65 x 10° 3420

Biosyntheése des stérols de Rhodymenia palmata

Acétate de sodium-1-'*C et mévalonate-5-'*C. Les résultats de ces deux expériences sont
reportés aux Tableaux 2a, 2b, 2¢ et 3. Les incorporations observées dans les deux cas
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TABLEAU 2b. INCORPORATION DE L'ACIDE MEVALONIQUE-5-1*C DANS LES STEROLS DE Rhod)y-
menia palmata

Radioactivité Radioactivité
Poids totale specifique
Fractions (mg) (dpm) (dpm/mg)
Extrait lipidique 1.22 x 10°
Insaponifiable 721 345 x 107 490
Stérols totaux 250 2,10 x 1o 840
19 cristallisation 110 945 x 10* 83s
2°™€ cristallisation 63.7 547 x 10% 900
Faux méres 96.8 .16 x 107 1200

sont comparables (Tableau 2c¢) alors que la radioactivité présente dans les extraits
lipidiques totaux a ¢té 15 fois plus importante avec Pacétate. La radioactivité des stérols a
été mesurée aprés leur isolement (CCM Al,O;-AgNO; des stérols libres ou pro-
pionyles puis CGL). Toutes les fractions isolées par CCM se sont montrées radio-
actives. Celle contenant le stérol C,, (1) et le déhydro-22 cholestérol a, de nouveau.
ét¢ fractionnée par CGL préparative: la super-position du chromatogramme ct de la
courbe des radioactivités mesurées montre que le stérol C,, ne présente pas de
radioactivité significative. Le Tableau 3 récapitule les diverses radioactivités mesurées
dans les stérols isolés.

TABLEAU 2¢. RESULTATS COMPARATIFS DES DEUX INCUBATIONS

Expérience Expérience
Y, d'incorporation mevalonolactone* acétate de Na*
dans A ()
Llextrait 0.42 6.5
Les stérols 0,055 0,045

* Valeurs ramendes a | Kg dalgues et & une méme radioactivité des précurseurs:
on suppose que 507, de I'acide pL-mévalonique sont utilisables,

TAaBLEAU 3. EXPERIENCE AVEC L’ACETATE DE SODIUM-'#C: REPARTITION DE LA RADIOACTIVITE

DANS LES DIFFFRENTS STEROLS
Radioactivité Radioactivité

' Poids totale spécifique

Stérols (mg) (dpm) (dpm mg)
Stérols totaux 36.6 132 x 107 3680
Desmostérol 18.2 41 x 10* 2100
Cholestérol 6,9 1.8 x 10% 2600
Fucostérol 38 2,55 x 10* 3700
M¢éthyléne-24 cholestérol 2.3 24 x 0% 11400
Brassicastérol 1.05 2.1 x 103 2060
Déhydro-22 cholestérol 0,22 36 x 10° 14000

Ed *

Stérol C,, (1) 0.14

* Radioactivités peu différentes du bruit de fond.

Meéthionine-methyle'*C. Les résultats de cette expérience sont reportés au Tableau 4a
et la répartition de la radioactivit¢ dans les.différents stérols isolés. au Tableau 4b. Le
mélange du stérol C,, et du déhydro-22 cholestérol a été fractionné comme ci-dessus; les
deux substances ne sont pas radioactives.
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TABLEAU 4a. RESULTATS DE LINCORPORATION DE LA METHIONINE-METHYLE-'*C DANS LES
STEROLS DE Rhodymenia palmata

Radioactivité Radioactivité
Poids totale specifique
Fractions (mg) (dpm) (dpm/mg)
Insaponifiable 1710 2,2 x 10° 1200
Stérols totaux 282 3,5 x 10° 870
1%€ cristallisation 212 32 x 10° 1480
2°™ cristallisation 160 24 x 10° 1500

TABLEAU 4b. EXPERIENCE AVEC LA METHIONINE-METHYLE-' “C; REPARTITION DE LA RADIOACTI-
VITE DANS LES DIFFERENTS STEROLS

Radioactivité Radioactivité
Poids totale spécifique

Stérols (mg) (dpm) (dpm/mg)
Stérols totaux 2115 3,15 x 10° 1500
Stérols C, 4, Cyg
A5 mono-énes 6,5 x 10*
Méthyléne-24 cholestérol 12,6 5.1 x 10* 3600
Fucostérol 20 42 x 10* 2100
Brassicastérol 6 2.6 x 10* 4350
Déhydro-22 cholestérol 1,1 * *
Stérol C,q (1) 0.8 * *

* Radioactivités peu différentes du bruit de fond.

DISCUSSION

L’isolement du cycloartanol et du nor-31 cycloartanol met en évidence pour la premiére
fois a notre connaissance, ces intermédiaires de la biosynthése des stérols en C,, chez une
algue rouge. A T'issue des expériences utilisant des précurseurs radioactifs, plusieurs con-
clusions peuvent étre avancées concernant la biosynthése des stérols en C,, C,g et Cyg
chez R. palmata.

L’incorporation de l'acétate est assez peu homogéne dans les divers stérols; ce méme
résultat est retrouvé lorsque I'acide mévalonique est précurseur. Alors que I'on constate
une biosynthese plus importante des stérols abondants (desmostérol, cholestérol, fucos-
térol) ceux-ci sont cependant spécifiquement peu marqués ce qui est en faveur d’une ac-
cumulation. Par contre, deux stérols mineurs, le méthyléne-24 cholestérol et le déhydro-22
cholestérol sont spécifiquement plus marqués alors que leur radioactivité totale est faible.
Ceci pourrait &tre un argument en faveur d’'un métabolisme plus intense de ces stérols.

L’incorporation du méthyle de la méthionine dans les stérols en C,5 et C,4 de R. pal-
mata montre 'existence de méthylations biologiques des stérols chez ce végétal.!®

Nous n’avons pas constaté de biosynthese du stérol en C,, a partir de P'acétate, de
I'acide mévalonique, ou de la méthionine. Plusieurs possibilités peuvent étre envisagées
pour expliquer son origine chez R. palmata. Sa biosynthése peut étre lente ou saisonniére;
des variations saisonniéres des stérols chez les algues ont en effet ét€ observées.!® On peut
envisager une origine exogene de ce stérol: il serait soit formé dans le milieu marin par
dégradation d’autres stérols puis accumulé dans Ialgue, soit produit par des microor-
ganismes présents sur I'algue (ceux-ci n’ayant par survécu aux conditions des expériences).

PHYTO |3 3 1



598 I P. Ferizou. M. DEvys, ). P. ALLAIS ¢t M, BARBIER

L’ensemble des caracteres originaux des stérols a 26 atomes de carbone rend nécessaires
de nouvelles expériences afin d’élucider le probléme de leur origine.

PARTIE EXPERIMENTALEL

Obtention et analyse des stérols. Lalgue R. pulmata a é16 lavée a eau. séchée, extraite par I'éthanol puis par
I'éther en extracteur de Soxhlet. Aprés saponification, les stérols sont précipités par la digitonine. Un premier
fractionnement est obtenu par CCM Al,O5-AgNOj: apres propionylation, chaque famille de stérols est de nou-
veau séparée par CCM ALO;-AgNO,.*#* La chromatographie gaz-liquide a été réalisée sur colonne de OV
101 1,39, sur gas chrom Q a 240", Les spectres de masse ont été mesurés sur des appareils Atlas CH,; et AEI
MS 9.

Biosyntheses. Toutes les expériences ont €té effectudes en eau de mer reconstituée en bacs thermostatés a 16
et aérés par air comprimé. Les algues fraichement regues ont été trides et lavées. Les cultures ont duré 8 jours.
Acétate-1'*C. On a ajouté 0.2 mCi dacétate de sodium-1-1*C 4 50 1. d'eau de mer ct utilisé 1.5 kg d’algues (poids
humide). Acide vL-mcvalonique-5-1*C. 2.5 kg d’algues (poids humide) ont ét¢ cultivés dans 501 d’eau de mer con-
tenant 0.1 mCi d’acide pr-mévalonique-3-'*C. Methionine-méthyle '*C. 4.5 kg d'algues fraiches ont €t¢ mises en
culture dans 100 1. deau de mer additionnée de 0.5 mCi de méthionine-méthyle-'*C. Les radioactivités sur CCM
ont été contrdlées a 'aide d’un appareil Scanner Berthold LB 2720. Les mesures en solution ont ¢té faites avec
un compteur a scintillation Nuclear Chicago Mark 1 équipé¢ d'un standard externe.
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