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Abstract - The unicellular alga Botryococcus braunii consists of two species that are distin- 
guished on the structure of the hydrocarbons they yield : long unbranched alkadienes and 

trienes or acyclic triterpenes (botryococcenes). The structures of three botryococcenes : 

'30H50' '31H52 a"d C32H54' 
isolated from a cultured strain, are reported. 

La publication recente de la structure d'un hydrocarbure en C36 produit par 

l'algue Botryococcus braunii cl), -__- nous incite a rapporter les resultats que nous avons obtenus 

relatifs B la structure d'autres hydrocarbures synthetises par cette algue. Quelques preci- 

sions sur la souche qui les produit sont egalement rapport&es. 

L'algue unicellulaire B. braunii se caracterise par des teneurs &levees en hydro- -- 

carbures. Elle a ete observee dans la nature sous deux formes, l'une verte, l'autre rouge. A 

partir de prelevements effect&s en milieu naturel, il a ete montre que cette algue synthetise 

deux types d'hydrocarbures. 

- hydrocarbures lineaires "on ramifies, CnH2"_2 et C"H2"_4 n impair de 25 h 31. 

- hydrocarbures ramifies polyinsatures,"botryococc&nes", de formule generale 

CnH 
2n-10' 

30 \< n < 37. 

I1 a et& suggere que ces composes seraient successivement produits par l'algue a 

des stades differents de sa croissance : dienes et trienes dans une phase verte de croissance 

active, botryococcenes dans une phase rouge de repos physiologique (2). 

Des analyses ulterieures realisees a partir de materiel r&colt& sur le terrain, 

semblaient cependant indiquer que la nature des hydrocarbures "e serait pas lice a l'etat 

physiologique de l'algue (3). Mais la presence d'alcadienes a l'etat de composants mineurs 

par rapport aux "botryococcenes" pouvait signifier, soit que le metabolisme de l'algue subis- 

sait une modification, soit que les populations n'etaient pas homogenes. 

A partir d'echantillons de cette algue &colt&s dans diverses zones geographiques 

(4), nous avons pu isoler et mettre en culture plusieurs souches. L'analyse des hydrocarbures 

produits en culture par chacunes de ces souches a permis d'observer la production pour une 

souche don&e, a differents stades de so" developpement, d'un seul type d'hydrocarbures. 11 

"'y a pas de modification du metabolisme de l'algue qui serait fonction de son Ctat physio- 

logique et qui se traduirait par la production successive de deux types differents d'hydrocar- 

bures. 11 semble done que le nom de Botryococcus braunii recouvre deux especes morphologique- --p 

ment voisines, sinon identiques, qui se differencient par le type d'hydrocarbures qu'elles 
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produisent. Disposant d'une souche synthetisant des Botryococcenes en culture (il s'agit a 

notre connaissance de la premiere fois que cela est obtenu), nous avons extrait et purifie 

ces hydrocarbures et determine leur structure. 

L'extraction et la purification des hydrocarbures produits ont et& realisees comme 

deja decrit pour une souche balcadienes (5). Les differents hydrocarbures de l'extrait ont et& 

caracterises par CPV-Masse en utilisant l'ionisation chimique (NH ) et l'ionisation par im- 
3 

pact electronique. Les hydrocarbures ont Qte separes par HPLC sur colonne a phase inverse CL8 

phase mobile acetone-acetonitrile 40-60. Les spectres RMN ont 6th enregistres B 60 MHz pour 

le proton, 25,17 MHZ pour le 
13 

C, solvant CDC13. 

L'analyse CPV-Masse a montre que cette souche produisait et accumulait trois hydro- 

carbures : C H 3. 5. (M+ 410), C31H52 (M+ 424), C32H54 (M+ 438) dont les proportions relatives 

a 20 jours de culture sont respectivement 7 - 10 - 83, representant 31 % du poids set de 

l'algue. Comme cela a deja 6th observe (31, cette algue produit egalement du squalene (maxi- 

mum 1 % du poids set 2 10 jours de culture), mais,contrairement aux hydrocarbures caracte- 

ristiques de cette algue, il ne s'accumule pas, etant vraisemblablement metabolise en sterols 

via l'epoxy-squalkne (6). 

L'analyse des spectres RMN 
1 H apporte quelques informations structurales. Ainsi 

dans la region 0,90 - 2,60 ppm, on note la presence de signaux de groupes methyls vinyliques 

(f1,60 ppm) et non vinyliques CO,9 - 1,l ppm), de protons methyniques et methyleniques al- 

lyliques (1,7 - 2,6 ppm). La region des protons olefiniques est tout aussi complexe, cependant 

plusieurs types de protons peuvent Stre distingues : RR'C=CH2 4,60 ppm ; RHC=C_H2 4,80 et 4,90 

ppm ; RCH3C=CHR" 5,lO ppm ; RCE=CH_' 5,23 ppm ; RCH_=CH2 5,86 ppm.Le signal des protons me- 

thyleniques terminaux RR'C=CH2 est absent sur le spectre de l'hydrocarbure en C30. L'intbgra- 

tion des spectres du C3L et du C32 montrent par contre qu'un et deux motifs de ce type sent 

respectivement presents dans ces deux hydrocarbures. 

'31H52 

'3ZH54 

Structure des trois hydrocarbures et fragmentation du C31H52 
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N" des carbones 
C30H50 '31H52 '32"54 

1 17,68 109,31 109,35 
2 131,21 150,09 150,Ol 
3 124,36 40,74 40,74 
4 26,72 33,37 33,38 

5 39,71 37,54 37,52 
6 134,65 134,97 134,91 
7 124,67 * 124,70 / 124,61 5 
8 23,ll 23,13 23,13 
9 41,29 41,36 41,38 

10 42,02 42,Ol 42,Ol 
11 135,78 135,81 135,81 
12 133,70 133,70 133,71 
13 36,67 36,75 36,77 
14 37,36 37,44 37,45 
15 25,79 25,83 25,84 
16 124,77 * 124,80 J 124,49 § 
17 134,65 134,63 134,91 
18 39,71 39,73 37,52 
19 26,72 26,76 33,38 
20 124,36 124,60 40,74 

21 131,21 131,20 150,Ol 
22 17,68 17,68 109,35 
23 25,69 18,97 18,96 
24 15,95 15,90 15,97 
25 23,51 23,58 23,58 
26 146,72 146,71 146,70 
27 111,06 111,07 111,09 
28 21,16 21,14 21,15 
29 15,95 15,98 15,97 
30 25,69 25,68 18,96 
31 19,67 19,68 
32 19,68 

Dans le tableau sont rapport&s les deplacements chimiques 
13 
C ; pour une plus 

grande facilite de comparaison, la numerotation des carbones n'est pas conventionnelle. Les 

assignations des carbones ont 6th realisees b partir des spectres enregistres en condition 

d'off-resonance, d'irradiation selective des protons, et par application d'agent de deplace- 

ment pour olefines : Agfod-Yb(fod) 3 (7). Elles ont et& egalement basees sur celles des car- 

bones du squalene (8) et du botryococcene C34 (9), ainsi que sur les effets de substituants 

(10). 

Le grand nombre de "botryococctines" isomer-es produits par cette algue pourrait 

resulter d'une isomerie lice, soit B la position des doubles liaisons, soit B la stereochimie 

cis ou trans de ces mgmes doubles liaisons. 

La comparaison des d&placements chimiques que nous avons obtenus, avec ceux rap- 

portes pour un C34 (8) et un C36 (10) montrent la permanence d'une stereochimie trans pour 

la double liaison 11-12 : en effet les carbones allyliques 10 et 13 devraient resonner B 

champ beaucoup plus faible (-6 ppm) dans le cas d'une stereochimie cis (11). 

Quelques precisions sur ces structures sont fournies par lesspectresde masse : 
perte du groupe methyle situ& sur le carbone quaternaire sature (M-15), coupure de la liai- 

*is Ces attributions peuvent Stre inversees. 
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liaison allylique par rapport B deux doubles liaisons dans le C30 et le C31 (M-69), c'est- 

a-dire perte d'une unite isoprene. La presence d'un ion m/e 259 sur le spectre de l'hydro- 

carbure C31 conduit a admettre que le groupe methyle supplementaire par rapport au C30 n'est 

pas situ& sur la cha'ine la plus longue attachee au carbone quaternaire central. 

Des caracteristiques communes apparaissent a partir de la comparaison des struc- 

tures de ces trois hydrocarbures et de celles d'un C34 et d'un C36 rapport&es dans la litte- 

rature (1, 9) : 

- Le squelette carbone du botryococcene C30 est commun a tous ; ces hydrocarbures 

sont done des triterpenes plus ou mains methyles. 

- La double liaison 11-12 a une stereochimie trans et le motif central : 

4-8 Rl 
2 se retrouve dans tous ces hydrocarbures, les methylations ne prenant 

place que sur les quatre unites isopreniques terminales (Rl et R2). 

Les structures d'autres hydrocarbures, C34H58, C36H62 et C37H64, actuellement en 

tours de determination presentent les mgmes caracteristiques. C'est pourquoi contrairement 

aux appellations de quelques auteurs (1, 9), nous preferons attacher le terme de "botryococ- 

c&es" a l'ensemble des composes de cette famille, dont le chef de file serait le compose en 

C30. Les homologues superieurs en deriveraient par methylations successives. 

En ddpit de conditions de culture demeurees strictement identiques, nous avons ob- 

serve, apres un an de maintien en laboratoire, une variation dans le nombre des hydrocarbures 

produits par cette souche a "botryococcenes". A c8tC des trois hydrocarbures que nous venons 

de decrire, un nouvel hydrocarbure en C34 decrit dans la litterature sous le nom d'isobotryo- 

coccene (3), est synthetise. 11 semble done que cette souche soit susceptible d'une certaine 

variabilite. 

References et note 

l)M.N. GALBRAITH, L. W. HILLEN and L.V. WAKE, Phytochem., 22, 1441 (1983). 

2) 
3) 
4) 

5) 
6) 

A.C. BROWN, B.A. KNIGHTS and E. CONWAY, Phytochem., S, 343 (1969). 
L.V. WAKE and L.W. HILLEN, Aust. J. Mar. Freshwater Res., 2, 353 (1981). 
E. CASADEVALL, P. METZGER, C. LARGEAU et A. COUTE, Compte rend" du Colloque sur la Valori- 

sation des vegetaux Aquatiques, Bordeaux, Novembre (1982). 
C. LARGEALJ, E. CASADEVALL, C. BERKALOFF and P. DHAMELINCOURT, Phytochem., 19, 1043 (1980) 
Les index de retention rapport&s au squalene sont les suivants : C30H50_0,74, C3lH52-O,8l 
C32H54_0,88_ Un deuxieme hydrocarbure en C31H52 (index de retention 1,ll) a et& detect6 a 
l'etat de trace. En premiere analyse le spectre de masse serait en accord avec la struc- 
ture suivante : 

3551 

L'existence, a c8te des botryococcenes, de derives methyl&s du squalene, si elle se verifie, 
souligne l'aptitude particuliere de cette algue 1 effectuer des methylations. 
7) T.J. WENZEL and R.E. SIEVERS, Anal. Chem., 2, 393 (1981). 
8) F.J. WEIGERT, M. JAUTELAT and J.D. ROBERTS, Proc. Nat. Acad. Sci. U.S. 60, 1152 (1968). 
9) R.E. COW, A.K. BURLINGAME and D.M. WILSON, 3. Chem. Sot. Chem. Comm. p. 284 (1973). 
10) J.B. STOTHERS, 13C NMR spectroscopy, Academic Press, New-York (1972). 
11) J. BUS and D.J. FROST, Rec. Trav. Chim. des Pays-Bas, 93, 213 (1974). 

P.E. PFEFFER, F.E. LUDDY, J. UNRUH and J.N. SCHOOLERY, J. Amer. Oil. Chem. Sot., 54, 380 
(1977). 

(Received in France 4 July 1983) 


