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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 Cz6 sterol24-dimethylchola-5,22-diene-3fi-ol(1) have been identified. Feeding 
experiments have been performed using I-i4C-acetate, 5-‘4C-mevalonic acid or “C:-methylmethionine. The C,,, 
Czs and C,s sterols incorporate radioactivities but the C,, sterol is unlabelled after each experiment; its possible 
origin is discussed. 

R&m&Au cours de l’analyse des alcools triterpeniques et des sttrols de l’algue rouge Rhodymeniu palmata, 
le cycloartanol, le nor-3 1 cycloartanol, et un sttrol a 26 atomes de carbone, le dimethyl- choladitne-5, 22 01-38 
(1) ont Ctt identifies. Les algues ant ttt cultivees en presence da&ate-1-i4C, d’acide mtvalonique-5-‘4C et de 
mtthionine mlthyle-i4C: Une biosynthtse des sttrols en C,,, C,,, Cz9 est observee mais le sterol en Cz6 (1) 
est retrouvi non radioactif apres chaque essai; son origine possible est discutee. 

INTRODUCTION 

LA D~OUVERTE de sterols a 26 atomes de carbone chez de nombreuses especes marines 
a pose le probleme de leur origine biologique. La structure du premier de ces sterols (1) 
a ete etablie par Idler et al.’ puis, par Alcaide et a1.3 Fryberg et aL4 en ont realist: la syn- 
these. Au tours des dernitres annees, ce sterol a ete identifie chez des Invertebres marins 
tres divers (voir par exemple5-*). Plus recemment, deux autres sterols en CZ6 ont Cte identi- 
f&.6,8,9 Cependant, si ces travaux concernent les isolements, structures et syntheses de ces 
substances, rien n’est encore connu quant a leur origine biologique. Rappelons que le 
sterol (1) a Cte identifie a partir dun phytoplancton marin” et que sa presence dans les 
algues rouges, en particulier dans Rhodyrnenia palmata a CtC soupconnee par Idler et 
al,2>’ 1,15 

* Partie IX dans la serie “Communications sur les sterols en C,,“. Pour Partie VIII voir. Ref. 1. 
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Dans une premitre partie de ce travail, nous avons repris l’analyse des stkrols et alcools 
triterpkniques de cette alguc (pour des analyses prk&dentcs van 1L.‘4.‘5). Lcs diffkrentes 

revues parues depuis 1960 sur la biosynthkse des phytost&ols (voir par exemple” ?A) 
timoignent de l’intCr$t suscitk par ces itudes; cependant, pcu dc rccherches ont &C effec- 
tukes concernant les algues.‘” Dans le but d’ltablir une synthtse dc /ww du stci-rol en C2, 
(I) de R. paltnntrt, nous avons d’abord rCalist2 deux expkriences de biosynthkse en utilisant 
successivement l’ac&ate-l-‘4C et l’acide m&alonique-5-‘4 C comme prkurscurs. Parallk- 

lement, afin de vkifier une hypothtse prkidemment knise par Fryberg (gt rrl.’ selon 
laquelle ce stlrol pourrait provenir de la d@gradation d’un St&o1 mithylP en Cz4. nous 

avons cultivd R. pulnzotu en prkence de mkthionine-mithyle-‘“C; (cette ddgradation pro- 
ciderait par une oxydation des mkthyles 26 et 17 suivie d’une double dtkarboxylation). 

(1) 

RESULTATS 

Les rksultats de ces analyses sont report& au Tableau 1. Les identifications reposent 
sur la comparaison des R,, en chromatographie sur couche mince (KM), dcs temps de 
rktention en chromatographic gaz-liquide (CGL)‘As” ct des spectres de masse des stkols 
libres ou propionylk. avec ceux d’kchantillons authentiques. En accord avec les rckultats 
@&dents, ’ ’ il existe unc grande proportion de stkols en Cz;. lc plus ahondant ktant 
le desmost&ol; on constate aussi la prknce de cholestkrol et de dkhqdro-22 cholestkol. 
Les st&ols en CzR et Cz914 sont reprt5sentds par le fucost&ol. le mPthylPne-14 cholestkol 
et le brassicast@rol.” Le St&o1 en C Zh (1) a it& is016 et identitik Les R, de cc stt5ol et 
dc son propionate en CCM Al,03~~AgN03 dc mSme que ICLII-s tcmps de rktention en 
CGL sont identiques B ceux du stlrol (1) is016 d’autrcs invertibrk marins OLI obtenu pal 
synthkse.“’ Lcs fragmentations en spectromCtrie de masse sont en accord avec les r&ultats 
de Idler ~‘t al.’ et de Viala et ~1.~~” En particulicr. sur le spectre de masse du stkol libre. 
l’ion B m/c) 300 (M-70) correspond B une fragmentation caractCristique”’ d’un stdrol A,,,? 
(rupture C,,-C,z avec transfert de H). 

’ - h_ER, D. R. et WISEMAK. P. (197 1) Cbmp. ~iochcwl. Ph rsid. 38A, 58 1. 
lx FI;K~-ZOI -VIALA, J. (1972) Thkse de Doctorat dc ikmc Cycle, Orsa\. 



St&ok 

L’algue rouge Rhodymenia palmata 

TABLEAU 1. ANALYSE DES STEROLS DE Rhodymeniu palmala 

Principales fragmentations des 

% R,* R,Tt M+ stkrols libres par SM 

595 

DesmostCrol 

Cholest&ol 

FucostCrol 

Mkthylene-24 
cholesttrol 

Brassicasttrol 

Dimkthyl-24 
choladikne-5,22 
ol-3B( 1) 
Cycloartanol 

Nor-3 1 Cyclo- 
artanol 

Sa-Cholestanol 

38 

‘56 0,40 1,08 384 

20 0,55 1,OO 386 

13 0.44 1,62 412 

2,3 0.2 1 1,30 398 

1,03 0,50 1,lO 398 

0,70 0,48 0,95 384 

0.45 0,48 0,68 370 

18 0,90 1,95 428 

0,7 0,85 1,60 414 

Traces 0,60 1,02 388 

351: M-CH,-HIO; 299: M-CH3-C,H9-H 
271: M-C,H,,-2H;255: M-C,H,,-HZO. 

275: M-H,O-C,H,; 255: M-CsH,,-Hz0 

314: M-C7H14 

271: M-C10HIg-2H. 

314: M-&HI2 
271: M-CgH,,-2H. 

300: M-C,H,S-H; 271: M-C,HIS-2H 

255: M-C9H,,-HLO 

300: M-C,H,,-H; 271: M-C,H,,-2H. 
255: M-C,H15-Hz0;273: M-C8H15. 

300: M-CSH,-H; 271: M-C,H13-2H; 
255: M-C,H,J-H,O; 273: M-C,H13. 

413: M-CH,; 410: M-H,O; 
395: M-CH3-H20; 288: M-C,H,,O-H. 

399: M-CH,; 396: M-H,O; 
381: M-CH,-H,O; 288:. 

275: M-C,H1,;257: M-C.,H1,-H20. 

* R, du stkrol libre, CCM AI,O,-AgN03 (3: 1) (CHC13 kther de pitrole-Me,CO 6131’1). 
t Temps de rktention relatif du stirol libre. OV 101, 1,3%; 240”. RCfkrence: temps de ktention du cholesttrol: 

28 mn. 

L’analyse des alcools triterpiniques n’a pas permis de retrouver le cycloartkol prlcC- 
demment mentionnk par Alcaide et al.’ 4 Un melange de cycloartanol et de nor-3 1 cycloar- 
tanol a Ctl isolt; un ion unique g m/e 288 dans le spectre de masse du mklange est caracth- 
istique d’un cyclopropane en 9,19 et de chaines IatCrales identiques et saturtes; ces deux 
substances ne diffkrent que par le nombre de leurs methyles en C4 

TABLEAU 2a. INCORPORATION DE L’AC~TATE DE ~~DKJM-~-‘~C IIANS LES ST~ROLS DE Rhody- 
menia palmuta 

Fractions 
Poids 

(mg) 

RadioactivitC Radioactiviti 
totale spkifique 

(dpm) (dpm/mg) 

Extrait lipidique 
Insaponifiable 
Stkrols totaux 
lkre cristallisation 
ZBme cristallisation 
Eaux m&es 

980 
85,5 
36.5 
23 
49 

4,5 x IO’ 
6,45 x lo6 

3.0 x lo5 
I,35 x IO5 

8.6 x IO4 
I,65 x 10’ 

6430 
3550 
3680 

3710 
3420 

Biosynthkse des stdrols de Rhodymenia palmata 

A&ate de sodium-l-‘4C et me’valonate-5-14C. Les rksultats de ces deux expkriences sont 
report& aux. Tableaux 2a, 2b, 2c et 3. Les incorporations observkes dans les deux cas 
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Extrait lipidique 
Insaponifiable 
Stci-I’OlS tOtallY 

I’” cristallisation 
Yme cristallisation 
Eaux m&s 

sont comparables (Tableau 2c) alors que la radioactivitk prksente dans les extraits 
lipidiques totaux a kt@ 15 fois plus importante avec I’acktate. La radioactivitk des stkrols a 
ktk mesurke aprk leur isolement (CCM Al,O,- AgIVO, des stProls libres ou pro- 
pionyles puis CGL). Toutes les fractions isolkes par CCM se sont montrkes radio- 

actives. Celle contenant le stkrol Cz, (1) et le dt-hydra-22 cholcstkrol a. de nouveau. 
Ctk fraction&e par CGL prkparative; la super-position du chromatogramme et de la 
courbe des radioactivitk mesurles montra que Ic stk-ol C2(, nc prknte pas de 
radioactivitk significative. Le Tableau 3 rCcapitule les diverscs radioactivitk mesurkes 
dans les stkrols isolts. 

‘Y,, d’incorporation 
dnns 

Expirlrnce 
mevalonolactone* 

(“,‘I 

L’estrait 

Les sllrols 

0.42 6.5 

0,055 0.045 

* Valeurs ramen& ;t I Kg d’algucs et j WC mPme rndio:tctivitP dcs prkurseurs: 
on suppose que SO”,, de I‘acide IlI_-mL:valoniqL1e sent utilisnhlcs. 

Poids 

(mg) 

St&ok totaux 36.6 
DesmostCrol 1 x.7 
CholestCrol 6.9 
FucostCrol 3,x 
MCthylkne-24 cholesttkol 1.3 
BrassicastCrol I .05 
DChydro-72 cholcstlrol 0,22 
St&o1 Czb (1) 0.14 

* Radioactivitbs peu diffbrentes du bruit de fond. 

M~thionhe-n2~th~lr’“C. Les rksultats de cette expkrience son1 report& au Tableau 4a 
et la r&partition de la radioactivitk dans les.diffkrents stkrols isol&. au Tableau 4b. Le 
milange du stlrol C,, et du dChydro-22 cholestdrol a dt6 fractionnd comme ci-dessus; les 
deux substances ne sont pas radioactives. 



TABLEAU 4a. R~SULTATS L)E L’INCORPOKATION DE LA M~~IONINE-M~~~IYL~-‘~~ DANS LES 
ST~ROLS IX Rhodywnin pulmutu 

Fractions 

Insaponifiable 
StCrols totaux 
17 cristallisation 
2eme cristallisation 

Poids 

(w) 

1710 
282 
212 
160 

Radioactivite Radioactivite 
totale specifique 

(dpm) (dpmimg) 

2.2 X 1Oh 1200 
3,5 X 10” 870 
32 x lo5 1480 
2,4 x IO5 1500 

TABLEAU 4b. EXP~YRILNCE AVEC LA M~THIONINE-M~THYL~-‘~C; REPARTITION IX LA RAIXOACTI- 
VlTti DAiYSLES DIFF6RENTSSTtiROLS 

Wrols 

Sttrols totaux 
Sterols C,,. C z9 
As mono&es 
Methylene-24 cholesterol 
Fucosterol 
Brassicastirol 
Dehydro-22 cholesterol 
Sterol CZh (1) 

Poids 

(mg) 

211.5 

12,6 
20 

6 

l,l 
0.8 

Radioactivite 
totale 

(dpm) 

3,15 X 105 

6,5 x 10’ 
5.1 X lo1 
4,2 x lo4 

2.6 x lo4 
* 
* 

Radioactivite 
specilique 

(dpm/w) 

I500 

3600 
2100 
4350 

* 
* 

* Radioactivites peu differentes du bruit de fond. 

DISCUSSION 

L’isolement du cycloartanol et du nor-31 cycloartanol met en evidence pour la premiere 
fois a notre connaissance, ces intermtdiaires de la biosynthese des sterols en Cl7 chez une 

algue rouge. A l’issue des experiences utilisant des precurseurs radioactifs, plusieurs con- 
clusions peuvent Ctre avancees concernant la biosynthese des sterols en Cl,, CZ8 et C,, 
chez R. palmuta. 

L’incorporation de l’acetate est assez peu homogene dans les divers sterols; ce meme 
resultat est retrouve lorsque l’acide mevalonique est precurseur. Alors que l’on constate 
une biosynthese plus importante des sterols abondants (desmosterol, cholesterol, fucos- 
terol) ceux-ci sont cependant specifiquement peu marques ce qui est en faveur dune ac- 
cumulation. Par contre, deux sterols mineurs, le methylene-24 cholesterol et le dehydro-22 
cholesterol sont specifiquement plus marquis alors que leur radioactivite totale est faible. 
Ceci pourrait &tre un argument en faveur dun metabolisme plus intense de ces stbols. 

L’incorporation du methyle de la methionine dans les sterols en Cl8 et C,, de R. pal- 
muta montre l’existence de methylations biologiques des sterols chez ce vegetal.’ 3 

Nous n’avons pas constate de biosynthese du sterol en CZh a partir de l’acetate, de 
l’acide mevalonique, ou de la methionine. Plusieurs possibilitls peuvent Ctre envisagees 
pour expliquer son origine chez R. palmata. Sa biosynthese peut etre lente ou saisonniere; 
des variations saisonnieres des sterols chez les algues ont en effet Cte observees.” On peut 
envisager une origine exogtne de ce sterol: il serait soit forme dans le milieu marin par 
degradation d’autres sttrols puis accumule dans l’algue, soit produit par des microor- 
ganismes presents sur I’algue (ceux-ci n’ayant par survecu aux conditions des experiences). 

PH,,,, Ii i I 
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L’ensemble des caractkes originaux des stkols B 26 atomes de carbone rend nkessaires 
de nouvelles expk-iences afin d’llucider le problkme de leur origine. 

PARTIE EXPERIMENTAL13 

Ohrolrh et mtlw dcs .\rh/.\. L’algue R. ptdtmn ;I 6tl la& in I’eau. s&h&, evtraite par I’ithanol puis par 
l’&her en extracteur de Sonhlet. A& saponification. les &roIs sent prCcipitt% par la digitonine. Un premier 
fractlonnemcnt est ohtenu par CCM Al,O, AgNO,; apri‘s propionylation. chayuc famille de stCrols est dc nou- 
wau s$xir6c par CCM A1203 AgN02, 1 ‘.“’ La chromatographie gaz-liquidc a 6tt: r&hs& sur colonne de OV 
101 1.3”,, sur gas chrom Q :I 1-K) Les spectrcs de maw ont i.tL: mesuri:s sur drs appareils Atlas CH, et AEI 
MS 9. 

I~io.~!,rlrh~.se.\. Toules Its cxpi:riences ont it6 cl&t&es cn eau dc mer rcconctitute en bats thcrmostattis in 16 
et a&& par air cornprime. Les algues fraichement rques ont 6tC tri&s et IavCes. Lea cultures out durt; 8 jours. 
.Acch~t~-l “C. On a ajout6 0.2 m(‘i d’cktate de sodium-l- ‘Y’ j 50 I. d’eau dc mer et utillst! 1.5 kg d’nlgues (poids 
humide). ilcidc, vt.-i,~i~~rl~,r?fq~f~,-~- “C’ 7 5 kg d‘algues (poids humidc) ont i:tti cultiG danc 50 I. d’cau de mer con- _._ 
tenant 0.1 m<‘i d‘acide t,t.-m~valoniquc-i-‘l C. !1IPrifiorli,lc,-tll(;rh idc “C’ 3 5 kg d’alguc~ fraichcs ont tit6 mises en 
culture dans IO0 I. d‘eau dc mcr additionnCe de 0.5 mCi de methionine-mc:th)ie-“C. La radioacti\ltCs sur CCM 
ant 6th contr6lt;es i I’aide d’un apparcil Scanner Bcrthold LB 2720. Leb mcsurcs en bolutlon ont CtG faites a\ec 
un comptcur h scintillation Nuclw~- C‘h~cago Mark I Gquipi: d’un standat-d cxtcrnc. 
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