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six sterols ont pu Btre identities: le stigmast&ol, le ,3-sitosterol, le stigmastanol, le campesterol, le campestanol 
et le cholesterol. Le lanosterol et le 24methylerie dihydrolanosterol ont ou Btre mis en kvidence dans la 
fractiom’riire&.xttgue &e ce r~vxort&&e. Pr s&ldre gUe ce sdir’tapoxti~e&~cin gue’t-on dit’cmu<e ass Erew 
triterpenes dam un organisme produisant des “phytosterols” en CZs. 

Abs~~~-~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~, M~~~~vttRRn~.wmhdw&sk~wmp+ 
nents, namely stigmasterol, /%sitosterol, stigmastanol, campesterol, campestanol and cholesterol, have been 
identified. Lanosterol and 24-methylene dihydrolanosterol were found in the triterpene fraction of this 
organism. This seems to be the first time that these triterpenes have been identified in an organism producing 
CZ9 “phytosterols”. 

LES MYxohWcims ont fait l’objet de nombreuses etudes concernant leur croissance et leur 
ditfere5&&n ~#&k~?~ z Ck+5&&, I’h C~~iGi5 en sZk45 dR=zs 555sz&%%+5 ~CW&C& 
avoir et6 determinCe uniquement dans le cas du Dictyostelium discofdeum: Heftmann et 
~011.~ ont mis en evidence la presence de stigmasten-22-ol-3/3 dans ce myxomydte et ont 
montre l’importance de ce compose dans le phenomtne d’agregation des cellules. Par 
ailleuirs, 0% orgaukne s’est t&%5 un ouCt1 prkkux_. permettant Y&u&5 be Ia titos_vu&kse 
de ces stCrols.4-8 

A&u d’ekctuer une ttude comparative euncecnant Ia tias_W‘ese &s_uIt_vtust&rok~, CTCIUS 
nous sommes interesses au myxomycbte “vrai”, Physarum polycephalum, dans lequel la 
presence de sterols, sans Ctre precide, avait et6 avancbe par Emmanuel.g Dans le present 
mCma%r~, nous_r&senions5 an$yse bes s’r’erc5s B bes%b~enes B’ une sDube b= &YXZYIJI~J 
polycephalum. 

RESULTATS ET DISCUSSION 

Lt%l C%&WXs &X&z WJ&?lW&?f~~& +WW%y 4kCJzSk&&#&.~~ 
le milieu liquide de Brewer ef al. lo Les cellules ont et6 rCcolt&es par centrifigation., puis 
soumises a un traitement alcalin a la potasse. La partie neutre chromatographkk sur colonne 
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(a) R’ = H, et (b) R’ = CH,CO 

d’alumine permet d’obtenir une fraction stkrolique, st+parCe de la fraction triterpknique 
tktracyclique. 

Etude de la Fraction St&oIique 

La fraction sttkolique analyste par spectromktrie de masse prtsente, dans la rCgion des 
ions moltkulaires, cinq pits B m/e 416,414,412,402 et 400. L’analyse des acetates correspon- 
dants, par chromatographie en phase vapeur sur colonne OV, A I”//,, confirme la prksence 
d’au moins cinq stkrols. 

Ce mklange d’acttates, hydrogCnC en prksence de palladium sur charbon, conduit A deux 
composCs entikrement saturCs. L’analyse par spectromktrie de masse et chromatographie 
en phase vapeur a permis de conclure qu’il s’agit des acetates de campestanol Ib et de stig- 
mastanol 26. Les squelettes carbon& des sterols CtudiCs correspondent done B ceux du 
cholestane portant sur le carbone C-24 une ramification A un ou deux atomes de carbone. 

La fraction stkrolique a CtC chromatographite sur colonne de gel de silice imprtgnk de 
nitrate d’argent 9 50%. Une fraction peu polaire F,, correspondant aux stCrols saturCs, a 
CtC ainsi sCparCe d’une fraction F,, plus polaire, correspondant au mtlange des stkrols 
insaturts. 
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La chromatographie en phase vapeur des acktates de la fraction FI montre deux pits 
dont les volumes de rktention correspondent B ccux de deux kchantillons autheniiques 
d’ackates de camptstanol lb et de stigmastanol 2b. Le spectre de masse du mklange de 
stkols libres pr&nte lesions mokk~laires A m/e 402 (M 1) et 416 (M,) et les ions de fragmenta- 
tions indiquks au Tableau 1. Ces rtsultats indiquent que les sttrols 1 et 2 ont des structures 
qui correspondent A celles du campestanol la et du stigmastanol 2a. 

TABLEALJ~. FRAGMENTATIONSOBSERVY~SDANS LESPECTREDEMASSEDELAFRACI~ON F, 
(SII?ROLS SATURt%) DE Physarum polycephalum 

Pits observts (m/e) 

Fragmentations St&o1 1 St&o1 2 

Ion molkulaire (M+) 402 416 
M+ - CHI 387 401 
M+ - (CH3 + H,O) 369 
M+ - (chaine la&ale + HZO) 257 
M+ - (chaine la&ale + 27)* 248 
M+ - (chaine la&ale + 42)t 233 
M+ - (chaine IatQale + 42 + H,O)t 215 

*, t Fragmentation impliquant le dbpart de la chaine la&ale et d’une partie du 
cycle D, *voir reference,” t voir.lz 

La chrornaIo~r@kk en _&GI~ u%wr h-es a&a&~ he 5a ka&kwn FJ @+s. \> i~&&nz \a 
prksence de quatre ou cinq pits (selon les cultures) dont les volumes de rktention correspond- 
ent A ceux d’khantillons authentiques d’acktates de cholesterol* 3b, campest&ol 4b, stig- 
mast&zd3%,ek he,8-~1~o&k~ti5~;k a~~~~~e_~~~,,~~~~~~~~~ en_~~JXA0nua+kik&,aaun 
volume de retention correspondant 6 celui de l’adtate de brassicastkrolt 6b. 

L’analyse par spectromttrie de masse des stkrols libres indique la prksence des ions 
moltc&k..i w& ~BX+k +&k~&9fl&wwr,, & 5%/+43$4<2&4‘4, +=z33~~&~&&3&k& 

ions de fragmentations prCsent6s au Tableau 2. La prksence d’un pit A m/e 300 indique 
qu’undes constituants du melange au moins prksente une double liaison dans la chaine 
lattrale en C-22, C-23.6* l3 

Les fragmentations correspondant au dkpart de la chaine la&ale et A une partie du 
cycle D conduisent B la formation d’ions communs aux quatre stCrols (voir Tableau 2) et 
indiquent que les quatre composCs ont une insaturation dans l’un des trois cycles A, B ou C. 

D’autre part, l’absence d’ions moltkulaires dans le spectre de masse des ackates corres- 
pondants et la prtsence d’un ion trts important 9 m/e 129 dans le spectre de masse du d&iv6 
trimCthylsilyl6 de ce meme mklange indiquent que la double liaison est t&s probablement 
local&e en C-5 pour Ies quatte constituants. c 1 C&k h~p&kse a &6 co&k&c par ox$ation 

* (ce composk estprksent en guanflie t&s fril%e. 
t La prksence de ce composk n’a jamais pu ttre caractkriske par spectrom&rie de masse des stkrols libres 

ou de leurs dkriv&s acktates et Cpoxy-acktates. 

I1 B. A. KNIGHTS, J. Gas Chromatog. 273 (1967). 
I2 I-J BIJDZIIUEWICZ, C. DJERASSI and D. M. WILLIAMS, Structure Elucidation of Natural Products by Mass 

spktrometry, Vols I and II, Holden-Day, San Francisco (1964). 
1)M.C. GERSHENGORN,A.R.H.SMITH,G.GOULSTON,L.J.GOAD, T. W. GOODWIN and T.H. HAIN& 

Biochem. 7,169s (1968). 
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FIG. 1. CHROMAT~CRAPHIE EN PHASE VAPEUR SUR OV-1 k 1% DE LA FRACTION F2 AC~TYL~E. 

Temoins en hachure: (a) acetate de cholesterol 36, (b) ac&ate de brassicasterol 66, (c) acetate de 
campesterol46, (d) acetate de stigmastCrol7b, (e) acetate de &sitost&ol56. 

TABLEAU 2. FRAGMENTATIONS OBSERVEES DANS LE SPECTRE DE MASSE DE LA FRACTION F2 (STEROL INSATUR~S) DE 
Physarum polycephalum 

Pits observks (m/e) 

Fragmentations Cholesterol Campester Stigmasterol /I-sitosterol 
3a 4a 7a 5a 

Ion mokxlaire (M+) 386 400 412 414 
M+ - CHp 385 397 399 
M+ - Hz0 382 394 396 
M+ - (15 + H,O) 367 379 381 
M+ - isopropyl terminal groupe 343 369 
MC - (43 i- HZO) 351 
MC - partie de cha’me laterale* 300 
M+ - (HZ0 + 67)t 301 315 327 329 
M+ - (H,O + 93)t 275 289 301 303 
MC - (Hz0 + 121)t 247 261 273 275 
M’ - (Hz0 + 108)t 260 274 286 288 
M” - chaine laterale$ 273 273 271 273 
M+ - (chaine laterale + H,O) 255 
M+ - (chaine laterale + 27) 246 
M+ - (chaine laterale + 27 + OH) 229 
M+ - (chaine laterale + 42) 231 
M+ - (chaine IatCrale + 42 + H,O) 213 

* Fragmentation caracteristique des stbols presentant une double liaison en C-22, C-23.6* I3 
t Fragmentations caracteristiques de stbols presentant une insaturation en C-5, C-6.” 
$ Rupture de la liaison C-17, C-20. Dans le cas du stigmasterol cette fragmentation est accompagnee de 

la perte de deux atomes d’hydrogene du fragment tetracyclique. ** 
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de la fraction Fz par le reactif de Jones, I4 qui conduit a un melange de c&ones a, /3 insaturees.* 
Ces resultats sont done en faveur des structures du /3-sitosterol 5a, du stigmasterol 7a, du 
campesterol4a et du cholesterol 3a, pour les constituants de la fraction I;;. 

Ceci a Ctt conhrme par la formation du melange des epoxy-acetates de la fraction F2. La 
chromatographie sur couche mince du melange obtenu permet de &parer deux fractions, 
dont les analyses, par chromatographie en phase vapeur, indiquent pour la moins polaire la 
presence de composes majeurs dont les volumes de retention sont ceux des acetates du 
monokpoxyde de 4a et de 5a et, pour la plus polaire, celui de l’acttate du diepoxyde de 7a. 
La configuration absolue du carbone C-24 du sterol diinsature 7a a et6 identifiee 21 celle du 
stigmastbrol, par comparaison des courbes de dichrolsme circulaire des acides ethyl-2,mCthyl-3 
butyrique, obtenus par degradation de la chaine laterale de ces deux composes. Les courbes 
obtenues (Fig. 2) sont semblables et presentent une bande d’absorption A 288 f 5 nm., de 
mi?me signe positif. On admet, pour les autres sterols 1 a, 2a, 4a, 5a, une stereochimie identique 
du carbone C-24. 
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FIG. 2. COURFJES DE DICIfROiSME CIRCULAIRE DES ACWES 2-ETHYL, 3-METHYL BUTYRIQIJE, OBTENUS 
PAR D&XADATlON DE LA CrutNE LATdRALE Du STtiROL 7a (------) ET D’UN TEMOIN AUTHENTIQUE 

DE STIGMASTlkOL ( -). 

Etude de la Fraction TriterptSque 

Ces dernieres an&es, differents auteurs iS-“ont avanct l’hypothese que, dans les vtgetaux 
superieurs, le cycloartenol serait le precurseur des phytosterols. Ce triterpene jouerait, dans 
ce cas, un role equivalent a celui du lanosterol au tours de la biosynthbe des sterols chez les 
animaux et les levures. 11 ttait done interessant, dun point de vue phylogenetique, de deter- 
miner la composition en triterpenes tttracycliques du myxomycete Physarum polycephalum. 

La fraction triterpenique, isolte par chromatographie sur colonne, est tres peu abondante 
(3 mg). L’analyse de cette fraction par chromatographie sur couche mince et par spectro- 
metric de masse des acetates correspondants montre la presence d’un 4-methyl sterol 

* Les c&ones a, /J insaturees form&es ont Cte caracterisees par les spectres ix. et u.v. 

I4 K. BOWDEN, I. M. HEILBRON, E. R. H. JONES and B. C. L. WEEDON, J. Chem. Sot. 39 (1946). 
I5 P. BENVENISTE, L. HIRTH and G. OURISSON, Phytochem. 5,45 (1966). 
l6 L. J. GOAD, Terpenoids in Plants (edited by J. B. PRIDHAM), p. 159, Academic Press, London (1967). 
I7 U. EPPENBERGER, L. HTRTH and G. OURISSON, European J. Biochem. 8,180 (1969). 
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(m/e 470)* et celle de deux 4,4-dimethyl-ICmCthyl sttrols (m/e 468 et 482). L’analyse par 
chromatographie sur couche mince des produits form& par Cpoxydation du melange des 
acetates indique la formation entre autres de deux diepoxy-acetates, correspondant a celui 
du lanosttrol8a et du 24-methyl&e dihydrolanosttrol9a.‘* 

L’analyse par chromatographie en phase vapeur sur colonne OV-17 confirme la presence 
de lanostCrol8a; cependant, un deuxitme pit ma1 resolut, du, vraisemblablement, au melange 
des deux autres constituants, couvre en partie une region correspondant au volume de reten- 

tion de l’acttate de 24-mtthylene dihydrolanosterol 9b ainsi que celle de l’acetate de cyclo- 
artenol, ce qui ne permet pas d’exclure la presence Cventuelle de faible quantite de ce dernier 
compose, dans la souche de Physarum polycephalum. D’ailleurs, une autre &he du chro- 
matogramme sur couche mince pourrait correspondre au melange du mono-epoxy acetate 
du lanosterol et du cycloartenol. 

C’est la premiere fois, a notre connaissance, que l’on rencontre, dans un m&me organisme, 
des phytosttrols a chaine Cthyle en C-24 et du lanosterol. Ce fait distingue le Physurum 
polycephalum des vegetaux sup&ieurs’g et des algues,‘O ou le cycloartenol accompagne seul 
les phytosterols. 

PARTIE EXPERIMENTALE 

Les chromatographies en phase vapeur ont Cte effectdes sur un appareil Chromagas modele C.G.l sur 
colonne de 1,80 m de gas chrom Q (GD 2702) a 100-120 mesh, impregnt de OV-1 a 1% ou a 4 y0 Les acetates 
des sterols ont tte analyses a 200”. les epoxy-acetates de la fraction F, a 255”. Debit d’azote: 40 cm’imn. La 
fraction triterpenique &etylte a ete anaylsee a 250” sur une colonnesemblable, impregnte de OV-17 ti 1%. 
Debit d’azote: 100 cm”/mn. L’acide ethyl-2, methyl-3 butyrique a CtC analyse a 120” sur colonne de dlite 
(1,20 m) a lO@-120 mesh, impregnee de Tween 80 (20 %) et d’acide phosphorique a 85 % (2 “/,). Debit d’azote: 
70 cm3/mn. 

Les chromatographies sur couche mince d’acide silicique (Merck, F 254) ont CtC effectuees par deux 
migrations dans un systeme de solvant: acetate d’ethyle, ether de petrole (15: 85) pour les epoxy-acetates de 
la fraction F2 et de la fraction triterpenique. Pour les sterols libres nous avons employe le systtme de solvant : 
acetate d’ethyle, hexane (25: 75). 

Les spectres de masse ont ete effect& sur un spectrombtre de masse MS-9 (A.E.I.). 
Les courbes de dichro%me circulaire ont ete enregistirees sur un dichrographe II Roussel-Jouan, Paris, 

a partir des Cchantillons liquides purs, dans des cuves de 0,l mm. 

Culture de Physarum polycephalum 

Une souche axenique de Physarumpolfceghalum a CtC cultivee dans le milieu de Brewer et a!.‘O Les cultures 
effect&es dam des erlenmeyers de 2000 ml, contenant chacun 200 ml de milieu, ont tte agittes (180 tours/min) 
a 26” c et a l’obscurite pendant 4 jours. 3 1. de milieu nous ont permis d’obtenir 190 g de cellules humides. 

Extraction des StProls 

190 g de cellules en suspension dans 400 ml du melange EtOH-H,O (1: 1) sont saponifies par chauffage a 
reflux pendant 4 hr en presence de 190 g de KOH. La fraction neutre est extraite au CH,C12 (4 x 500 ml); la 
phase organique est lavee a neutralite, &h&e (Na2S04), puis le solvant est evapore. Le r&i& (700 mgj est 
chromatographie sur 70 g d’Alz03. Par Clutions au benzene on isole des fractions correspondant aux triter- 
penes (3 mg) et par Clutions au melange benzene-Et,0 (95 : 5) on isole la fraction sterolique (110 mg), homogene 
sur plaque d’acide silicique. 

* Ce compose n’a pu Ctre identifie avec certitude. Cependant l’etude par spectrometrie de masse de la 
fraction correspondante, provenant dune culture effect&e en presence de mtthionine methyle-CD,, indique 
par la presence d’un pit isotopique a m/e (470 + 5) que ce constituant Porte une chaine lattrale C-24 ethyle 
ramifiCe5s6 et est vraisemblablement un 4a-methyl-24ethyl cholestenol. 

i Des chromatographies effectdes a differentes temperatures et sur des colonnes chargees, a des pour- 
centages variables, en OV-17 n’ont pas permis d’obtenir une meilleure resolution. 

I* C. MATHIS and G. OURISSON, J. Chromutog. 12,94 (1963). 
l9 G. OURISSON, P. CRABBY and 0. R. RODIG, Tetrucyclic Triterpenes (edited by HERMANN), Paris (1964). 
*’ L. J. GOAD and T. W. GOODWIN, European J. Biochem. 7,502 (1969). 
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Siparation des Fractions FI et F2 des St&ols 

105 mg de la fraction sterolique sont chromatographies sur une colonne de 24 g de gel de silice+%lite (1: 1) 
imp&n& de AgNOr a 50%. Par Clution avec un mblange de solvants:ether de p&role-benzene (60:40), on 
dpare une fraction F, (8 mg) (sterols satures) d’une fraction legerement plus retenue Fz (95 mg) (sterols 
insatures). 

Formation des AcPtates 

Les acetates des differents sterols ont 6th obtenus par traitement pendant 12 hr a froid des sterols libres 
(10 mg) par le melange pyridine (0,3 ml), anhydride ac&ique (0.4 ml). 

Formation des D&iv&s TrimPthylsilyiPs 

Ces derives ont et6 obtenus par traitement pendant 24 hr des sterols libres (3,s mg), dissous dans 1 ml de 
pyridine, par 1 ml d’hexamethyldisilasane et de 0,2 ml de trimethylchlorosilane.*’ 

Hydrogtkation des A&tares 

7,9 mg d’a&ates de sttrols, dissous dans 5 ml de cyclohexane, sont hydrogen& a pression et temperature 
ambiantes, en presence de 47,s mg de W/C a 5 %. 

Formation des fpoxy-Acitates 

Les acetates de la fraction F2 (20 mg) sont dissous dans 1 ml de CHC&, puis agites en presence de 40 mg 
d’acide paranitroperbenzorque, a la temperature ambiante, pendant 21 hr. Apres extraction au CHC&, la 
phase organique est Iav&e au Na,SO,, Na3C01, puis a H20. La solution CHCIa, apr&s avoir et6 s&h&e 
(Na,SO,), est evapot& (21 mg). Les acetates de la fraction triterpenique (2 mg) sont trait&s d’une facon 
semblable. 

Oxydation de la Fraction FZ 

5 mg de la fraction F2 sont dissous dans 1 ml da&one; on ajoute 1 goutte de reactif de Jones prepare 
selon.14 Le melange est agitd 30 min a la temperature ambiante; la solution devient verte. La phase organique, 
extraite a EtzO, est law% (NaHCOs), it l’eau. Elle est ensuite &ch&e (NalS04) puis le solvant est evapore 
(4 mg). Le spectre u.v., dans EtOH, du prod& obtenu pr&sente une forte absorption a h = 246 nm et le 
spectre i.r. une bande caractkristique de c&one a-B insatur&e a 1690 cm-‘. 

Degradation de la Chaine Lat.&ale du Compose’ 7a 

320 mg du melange de sttrols, provenant de 300 g de cellules, sont dissous dans 15 ml d’ac&ate de methyle 
et 15 ml de MeOH, puis ozonids a -70” jusqu’a ce que la solution conserve une coloration bleue.22 Les 
solvants sont Cvapores B temperature ambiante sous vide (15 mm) puis Ies produits de la rktion, dissous dans 
l’acktone. sont oxydts par l’acide chromique, jusqu’a obtention dune coloration marron.23 L’acRtone est 
alors Cvaporee; les acides sont extraits a l’bther et fraction& par distillation sous vide (15 mm). On obtient 
258 mg d’acide ethyl-2, methyl-3 butyrique, E = 1 lo” (15 mm Hg), dont la purete a et& control&e par chromato- 
graphie en phase vapeur. 
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