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ETUDE DE QUELQUES CONSTITUANTS DU POLLEN (1)
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SOMMAIRE.

Dans le présent travail, nous décrivons les recherches que nous avons effectuées sur la chimie
du pollen.

Dans une premiére partie nous rapportons les principaux résultats obtenus avec le pollen de
pin (Pinus montana) responsable de la sarcoidose.

Nous avons ensuite examiné divers échantillons de pollens récoltés par les abeilles a la Station
de Recherches sur 'Abeille et les Insectes sociaux de Bures-sur-Yvette : pollen mixte, pollen de
pommier (Pirus malus), pollen de ciste (Cistus sp.). Dans cette seconde partie, nous avons cherché
a identifier les substances attractives pour les abeilles, ainsi que toutes les substances ayant pu étre
obtenues a ’état pur.

INTRODUCTION (?)

Le pollen, en tant que produit naturel trés abondant, a intéressé depuis longtemps
les chercheurs.

La technique du ramassage du pollen s’est beaucoup améliorée depuis quelques
années, Il peut s’effectuer de deux maniéres :

— On laisse les abeilles butiner le pollen et 'on recueille les « pelotes » qu’elles
laissent tomber dans la trappe a pollen (I,OUVEAUX, 1958).

— On peut récolter le pollen mécaniquement (ou a la main), directement, 4
partir des plantes.

On congoit que ces deux modes de récoltes ne conduisent pas a de grandes quanti-
tés de pollen, si on le désire trés pur.

1’intérét du pollen est grand en agriculture, en médecine ou au point de vue
purement scientifique.

(1) Le présent travail a fait I'objet d’une thése d’ingénieur C. N. A. M. (juin 1960).
(3) Nous avons choisi pour ce bref exposé le plan suivi par LUNDEN (1956).
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La littérature concernant la chimie du pollen est relativement pauvre ; les tra-
vaux sont peu nombreux et, si un assez grand nombre de constituants sont isolés,
peu sont identifiés. De plus, si certains se retrouvent dans de nombreuses espéces,
d’autres, au contraire, semblent étre spécifiques d'un pollen donné.

Nous essayerons de faire une classification rapide des principaux constituants
mentionnés.

Le tableau 1 donne quelques valeurs relatives 4 la composition générale de trois
pollens étudiés par NIELSEN (1955).

TABLEAU I
Zea Mays Alnus glutinosa Pinus monlana
AZOte (%) cvveerennnnnnnnennnn. 4,2 41 2,2
Protéines (%) «cvvvivineneen.. 6,5 25,6 13,8
Sulfates (%) ....cvvrveiiinn 4,9 2,4 3,0
Phosphore (%) ................. 0,75 0,42 0,3
Soufre (%) «cvovvviiiiiiit. 0,3 0,24 0,18
Sucres réducteurs (%) .......... 7,3 8,% 2,7
Sucres totaux (%)...ceveenn.nn. 34,6 27,4 29,5
I. — Protéines et acides aminés .

Les teneurs en protéines que donnent ANDERSON (1922), ELSER (1930) et WEAVER
(1941) sont trés variables : IT 4 35 p. 100.

Les abeilles semblent, le plus souvent, préférer les pollens riches en protéines :
elles ne butinent pas le pollen de pin, qui en est particuliérement pauvre.

La recherche et ’étude de ces substances ne commenga réellement que lorsque
Avucrair (1948) utilisa la chromatographie sur papier pour leur séparation.

Le pollen mixte renferme les acides aminés les plus répandus. Selon DE Groor
(1952), seuls seraient indispensables aux abeilles les acides aminés suivants : histidine,
iso-leucine, leucine, lysine, méthionine, phényl-alanine, thréonine, valine, arginine.

L’allergie que présentent certaines personnes au pollen (rhume des foins) semble
&tre liée 4 la composition des protéines : 187 plantes ont été reconnues jusqu’ici
comme étant allergissantes.

ABRAMSON (1947) isole par électrophorése, des pollens de certaines espéces sau-
vages, des fractions protéiniques incolores qui constituent la partie essentielle des
extraits actifs ; ces protéines sont de bas poids moléculaires (M = 5000) ; elles sont
lides a des sucres (pentoses). Ce sont U'artéfoline, la trifoline, et la prasétine, dont la
composition n’est pas encore connue. A ces protéines peut étre fixé un pigment :
l'isorhamnétine (voir les pigments).

De méme, STONE (1947) isole par dialyse une fraction de bas poids moléculaire
possédant 50 p. 100 de I'activité allergissante : cette fraction contient des sucres liés
4 un polypeptide.

Les extractions faites par I’eau ou des solutions salines conduisent & des mélanges
extrémement complexes : acides aminés libres, sucres, polypeptides ou protéines,
liés A des sucres ou des pigments.
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Presque tous les travaux effectués sur les fractions protéiniques ont été faits
sur des pollens ayant un grand pouvoir allergissant ; on ne connait rien sur la compo-
sition des protéines des autres espéces.

VIRTANEN (1955) a fait des expériences comparées entre la composition de la
feuille et celle du pollen et il a pu dire que le pollen contient plus de proline et d’acide
pipécolique que les feuilles, et moins de citrulline. La synthése de la proline se ferait
a partir de lacide glutamique et celle de I'acide pipécolique a partir de la lysine. Il
isole aussi des acides aminés moins courants comme 1’homosérine, ’acide y-amino-
butyrique, I'acide y-amino-adipique et des amines (asparagine, glutamine) ; ses recher-
ches ont porté sur une dizaine de plantes différentes.

S0sa-BOURDOUIL (1954) signale aussi la présence d’acides nucléiques : 1,35 p. 100
calculé sur la substance séche ; celle de I'acide désoxyribonucléique n’a pu étre mise
en évidence.

I1. — Swucres

Ils sont abondants et semblent étre d’un intérét secondaire pour la nutrition des
abeilles. Il sont en général liés aux protéines.

VonN Pranrta (1885) signale la présence d’amidon et de saccharose. Ensuite
ANDERSON (1922) isole des pentoses et des sucres réducteurs. La présence de ces
sucres réducteurs est d’ailleurs contestée par Sosa-BARDOUIL (1954) : ils n’existe-
raient pas initialement sous cette forme mais sous celle d’holosides et de sucres
polymérisés. En effet, on ne trouve pas de sucres réducteurs dans le pollen récolté
mécaniquement, mais uniquement dans le pollen récolté par les abeilles qui cimen-
tent leurs pelotes par du miel ou du nectar riche en glucose et autres sucres réduc-
teurs.

KHUN (1949) mit en évidence la présence du lactose : ¢’était la premiére fois que
ce sucre était trouvé dans le régne végétal.

Puis SaNeErRO-UENO (1954) identifia, grice a la chromatographie sur papier,
le fructose, le saccharose, le raffinose et le stachyose :

OH o CH,
0.
0 OHCH
OH OH
OH o
OH o) OH hd l | CH,0H
CHZOH OH OH
Raffinose
CH,0H OH ¢ CH,
0.
OH —Q OHCH
OH .
OH OH OH
OH o oH CH,OH
OH O—————CH, OH OH
Stachyose

Vox EULER (1945) a isolé, a c6té des acides nucléiques, du ribose et du désoxy-
ribose.
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III. — Lipudes, acides gras, stérols, alcools, hydrocarbures

Suivant les différents auteurs, ANDERSON (1922), ELSER (194I), VIRTANEN (1955)
et S0sa-BARDOUIL (1952), la teneur des pollens en lipides varie de 1 4 z0 p. 100.
En général, ils considérent que leur présence est trés importante pour la nourriture des
abeilles. Une grande variété de composés ont été isolés et identifiés a partir des extraits
éthérés ou alcooliques de pollens. Aprés saponification de ces extraits on obtient :

— une fraction non saponifiable : dans laquelle on peut isoler :

— des hydrocarbures saturés : tricosane, Sosa (1952) heptacosane et nonaco-
sane, ANDERSON (1923).

— des hydrocarbures insaturés : CyoH,, et CgHyg (SPapa, 1958).

— des alcools : ils sont en grand nombre, saturés et mono-hydroxylés : on
trouve en particulier des alcools de formule brute, C;;H,,0 Sosa (1952), CorHy6O et
Cy;H;,0 SpaDpa (1958), qui ne sont pas encore identifiés. NILSON (1¢57) isole un mélange
de n-tétracosanol, n-hexacosanol et les paraffines correspondantes, mélange qui fut
résolu grice a la spectrographie de masse. MARIELLA (1952) trouve dans des variétés
d’ Artemisia, des alcools & haut poids moléculaire qu’il n’a pu identifier.

— des stérols : aucune identification précise n’a encore été faite. Vox Pran-
1A (1885) crut isoler du « cholestérol », puis ANDERSON (1922) obtint deux stérols insa-
turés, monohydroxylés, lévogyres, dont les analyses élémentaires correspondent
aux formules brutes CyH,3OH et CoHy,OH.

— wune fraction acide : le seul acide ayant pu étre reconnu jusqu’a présent est
lacide palmitique : on le trouve sous forme de palmitate de phytostérol. ANDERSON
(r922) décrit un mélange d’acides gras non identifiés ; Sosa (1952) isole un acide en
CuH;,COH isomeére de l'acide laurique et un acide ramifié Cy,H,;CO,H. Aprés
saponification et extraction par le réactif T de GIRARD, Sosa-Bourpoull (1954)
et NiLssoxN (Ig57) ont isolé des fractions cétoniques : grice & la spectrographie de
masse NILssoN a identifié la n-tri, n-penta, n-hepta et n-nonacosanone ; Sosa n’'a
pas identifié les produits composant cette fraction.

IV. — Vitamines et hormones

Les pollens sont trés riches en vitamines du groupe B et pauvres en vitamines
lipo-solubles. ANDERSON (1922) isole de I'inositol puis HavyDAK (1938) trouve de la
vitamine E et signale un fait intéressant : la gelée royale, unique nourriture de la
reine, ne contient pas de vitamine E. Le méme auteur isole ensuite de la vitamine B,
puis de la vitamine B, ; PEARSON (1942) étudie plus spécialement 'acide panthoté-
nique : il émet U'hypothése que les abeilles synthétisent cette vitamine durant I'élabo-
ration de la gelée royale. VIVINO (1944), le premier, établit une liste des vitamines
présentes dans différents pollens (pissenlit, tréfle, pommier, bouton d’or, aster et
prunier). I1 démontra que la richesse en vitamines varie au cours de I'année : durant
I’été la niacine est trés abondante et entre juin et fin septembre I'acide panthoténique
atteint son maximum de concentration.

SEKINE (I942) a pu prouver, par des dosages biologiques faits sur des rats nourris
au pollen de pin, que celui-ci était exempt de vitamines A, B et D. (Les vitamines A et
D existent sous la forme de provitamines dans le régne végétal). Puis WEVGAND
(1950) isola de I'acide folique et de I'acide ascorbique.
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A la suite de VIvINO (1944), RIDI (1950) et NILsSON (1957) établirent une liste
des principales vitamines présentes dans différents pollens.

Quelques hormones ont été mises en évidence dans le pollen : en particulier
I’cestrone isolée du pollen de palmier dattier par RIp1 (1950).

On signale, de méme, la présence de substances de croissance (test Pisum positif);
un des facteurs responsables pourrait étre la 2-hydroxy-5-hydroxyméthyl pyridine.

% OH-CH,
L

N OH

HO
2 -hydroxy -5 hydroxy-
Oestrone méthyl pyridine

V. — Enzymes, coenzymes.

Les multiples activités biochimiques du pollen en ont fait un champ d’action
trés riche pour I'étude des réactions enzymatiques.

ELsER (1930) signale la présence d’amylase, saccharase, catalase ; Sosa-BOUR-
DOUTL (1939) étudie 'activité de la saccharase dans divers pollens.

Des études furent entreprises sur la respiration du pollen et sur la fermentation
alcoolique qu’il peut subir : les résultats ont montré que cette fermentation est
identique & celle provoquée par la levure.

On signale aussi la présence des déshydrogénases des acides lactique et succini-
nique, de systémes cytochrome-oxydases (respiration) OKONUKI, (1942) et Vox EULER
(1949).

I activité enzymatique est maxima au moment de la germination et les variations
peuvent étre considérables, méme dans une méme espéce.

Récemment NakaMURA (1951) a étudié l'action des phosphatases.

VI. — Pigments

On peut séparer dans les récoltes obtenues 4 la trappe a pollen, les différents
constituants, grice a leur couleur; les colorations que présentent les pelotes faites par
les abeilles vont du jaune pale au vert, avec toutes les gammes d’orangés et de bruns.
Les pigments isolés appartiennent 4 deux grandes classes :

— celle des flavonoides : HEVL, (19109) isole un glucoside d’isorhamnétol : il émet
I'hypothése que catte substance joue probablement un réle dans le processus de ferti-
lisation. Effectivement Kunx (1944) a montré que cet éther méthylique du quercétol,
isolé du pollen de Crocus, pouvait étre un facteur déterminant du sexe des cellules
reproductrices. Daux dérivés du quercétol ont été isolés : I'un se trouve daus les fleurs
a long style, I'autre uniquement dans celles 4 style court :

OH (o] OH o]
OH
OH H
OH OCH,
OH OH
HO o HO

Quercétol Isorhamnetol
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— celle des caroténoides : ont été isolés

o-caroténe Lycopene
HO OH HO — OH
o “ s
Luteine Zéaxanthine
H20C COZH
X =
Crocétine

VIVINO (1944) les isola dans les proportions suivantes :

— 50 4 I50 pg/g pour les caroténes ;

— I40 4 400 pg/g pour les xantophylles.

Vo~ EULER (1045) fit remarquer que les insectes récoltent généralement des
pollens contenant des caroténoides, tandis que les pollens transportés par le vent sont
riches en flavonoides.

Jusqu’a présent il n’est pas fait mention d’autres classes de pigments et en parti-
culier ni de chlorophylles, ni d’anthocyanes.

VII. — Activités biologiques du pollen. Pollénines

Le pollen de Pinus montana provoque la sarcoidose, affection voisine de la tuber-
culose par ses symptomes. CUMMINGS (1958) pensait avoir décelé dans le pollen de ce
pin deux des constituants que l'on trouve dans les fractions toxiques du bacille de
Koch (voir la partie du travail personnel consacré a cette espéce).

Le pollen a une activité bactériostatique certaine : il détruit une partie de la
flore intestinale de la souris (en particulier Escherichia coli, CHAUVIN (1952)). Une
nourriture & base de pollen semblerait provoquer des tumeurs également chez la
souris, ROBINSON (1948).

Les polléunines ont été étudiées par ZETZSCHE (1931I) ; on groupe sous ce nom des
substances mal définies qui se trouvent dans la membrane de nombreux pollens et
dans les spores de Ptéridophytes. Il a isolé en particulier une sporo-pollénine de
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formule CygH,;3,0,, ; cette substance entrerait dans la composition de l'exine (partie
la plus externe de la membrane entourant le grain de pollen, elle est essentiellement
formée de cutine). Ces substances sont extraites dans des conditions assez brutales
(aprés traitement par SO,H, 4 75 p. 100), il se pourrait qu’elles constituent un artefact.
La proportion des pollénines est différente suivant que 'on s’adresse aux Gymno-
spermes (Pinus sylvestris 20 p. 100) ou aux Angiospermes (Coryllus avellana 7,3 p. 100)
la proportion de cellulose étant respectivement de 2,2 et 1,1 p. 100 dans ces deux
groupes.

VIII. — Constituants divers

Vox PranTa (1885) signala la présence de globuline, peptone, xanthine, gua-
nine, hypoxanthine : ces résultats ne furent ni infirmés ni confirmés.

IX. — Constituants mineraux

Ils ont été déterminés par : Vox Pranrta (1885), ELSER (1930), VIVINO (1944),
RiIDI (1950) et NIELSEN (1g57) ; ce sont essentiellement du potassium, du magnésium,
du calcium, du cuivre (en quantité importante) du fer, du silicium, du phosphore {sous
forme protidique ou phytinique et sous forme minérale), du soufre et du chlore.

ETUDE DU POLLEN DE PIN (Pinus montana)

CuMMINGS (1958) a montré que le pollen de Pinus montana a la particularité de
provoquer une sarcoidose — nécrose pulmonaire analogue a celle provoquée par le
bacille de Koch — spontanée chez I'homme et expérimentale chez la souris. Il a
recherché I’agent chimique responsable de cette altération pulmonaire. Il pense avoir
identifié, dans le pollen, en question, des acides gras & longues chaines, a-ramifiés,
B-hydrolylés, analogues aux acides mycoliques que 'on isole de Mycobacterium tubercu-
losis, ainsi que l'acide o,e-diaminopimélique (DAP) quel'on trouve également dans les
Mycobactéries. Cet acide aminé est d’ailleurs spécifique des bactéries et n’a, jusqu’a
présent, jamais été rencontré dans d’autres organismes. Or, des bacilles tuberculeux
virulents, on peut isoler des Cires D dont la toxicité est bien établie, et qui sont des
estersd’acides mycoliques avec un polysaccharide et un peptide renfermant le DAP
(ASSELINEAU IQ5I).

C’est dans le but d’obtenir des fractions toxiques analogues 4 celles quel’on isole du
bacille tuberculeux (phosphatides, « cord-factor », cires D), et pour vérifier les
indications de CUMMINGS que nous avons entrepris I'étude du pollen de Pinus mon-
tana en suivant les techniques utilisées pour le bacille de Koch.

RESULTATS

A. — Extraction par I'alcool-éther (1 : 1)

ANDERSON (1930) a montré que chez le bacille tuberculeux, la fraction de I'ex-
trait alcool -éther insoluble dans l'acétone bouillante correspond au phosphatide
doué de propriétés nécrosantes pour les cellules épithéliales.
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I. — Sur la premiére partie nous avons procédé a une extraction par I'acétone
bouillante ; nous avons obtenu :

a) un précipité cristallin, qui se trouve étre du saccharose. Il n'y avait pas de
précipité blanc lipidique dans 'acétone bouillante : il ne semble donc pas y avoir de
phosphatides @ haut point de fusion dans le pollen.

Dans le cas ott un phosphatide a bas point de fusion a été entrainé, on peut le
séparer sous forme d’huile restant au fond du récipient, en réchauffant sans agiter le
précipité et s=s eaux meéres ; dans le cas du pollen tout repasse en solution : ¢/ #'y a
donc pas de phosphatide & bas point de fusion.

b) une fraction soluble & chaud (qui, par refroidissement, laisse précipiter du
saccharose), et une fraction soluble @ température ovdinaive qui contient des sucres,
du glycérol et vraisemblablement du xylose ou ses produits de condensation. J/
n'y a pas de phosphatides dans celte fraction.

II. — Nous avons séparé la seconde partie de Vextrait alcool-éther par un
mélange éther-eau ; nous avons pu ainsi éliminer la fraction osidique trop importante.
Nous obtenons :

a) wune fraction hydrosoluble dans laquelle, aprés hydrolyse, nous avons essayé
de mettre en évidence l'acide «, e-diaminopimélique : nous n’en avons pas trouvé.

b) une fraction éthérosoluble qui pourrait renfermer, éventuellement, les acides
mycoliques. Pour les séparer des acides gras inférieurs on précipite la solution éthérée
par un grand volume de méthanol : dans le cas du bacille tuberculeux, le précipité
renfermerait les acides mycoliques et leurs esters. Nous obtenons effectivement un
précipité que nous avons chromatographié sur silicate ; la fraction principale est éluée
par le benzéne ; or, dans une telle chromatographie les acides mycoliques sont élués
par un mélange éther-méthanol ou éther-acide acétique : il ne semble donc pas y avorr
d’acides mycoliques.

La fraction éluée au benzéne est un ester C,Hg Oy I 6g-70°. Nous n’avons
pu pousser plus loin I'étude de ce produit, car il se trouve en quantité relativement
faible et nous ne disposions plus de pollen de pin.

B. — Extraction par le chloroforme

Elle se fait sur le résidu laissé par l'extrait alcool-éther. Dans le cas du bacille
de Koch, on traite cet extrait ( comme l'extrait alcool-éther) par 'acétone bouillante ;
on obtient alors :

a) wune fraction insoluble @ chaud : ce sont les cires I) ;

b) wune fraction soluble a chaud, mais qui précipite a froid : ce sont les cires C
dans lesquelles on isole par chromatographie sur silicate (élution chloroforme-métha-
nol 4 : 1) un produit extrémement toxique : le « Cord-factor » ou dimycolate de tré-
halose, No1L (1956), 'I'. GENDRE (1950)

c) une fraction soluble d froid : elle correspond aux cires B.

I extrait chloroformique du pollen traité de la méme fagon donne une trés
importante fraction insoluble dans I'acétone bouillante (42 p. 100 de 'extrait ). Par
refroidissement précipite en petite quantité un produit (19 p. 100 de Uextrait ) qui
semble identique & celui isolé de l'insoluble 4 chaud : spectre IR et point de fusion
identiques. Ftant donné la petite quantité de substance, nous n’avons étudié que la
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fraction insoluble dans I'acétone 4 chaud. Cette fraction est un ester C,;Hy,0, + CH,,
qui se présente sous forme de cristaux fondant a 74-760.

Apreés saponification, nous obtenons :

— wune partie acide : il $’agit en fait d’'un mélange d’acides : la chromatographie
en phase gazeuse de leurs esters méthyliques a séparé l'acide palmitique, I'acide
stéarique, I'acide arachidique et I'acide béhénique.

— une partie insaponifiable : I'alcool obtenu répond a la formule brute C,gHgO
et fond a 78-7go.

Dans la littérature il est mentionné un alcool cérylique, monohydroxylé, non
ramifié, en Cy, F 790 ; pour vérifier que nous avions bien affaire & cet alcool nous
avons préparé un alcool cérylique a partir d'un acide mycolique de souche humaine ;
il est en effet, connu que par pyrolyse cet acide donne uniquement de 'acide héxaco-
sanoique (acide CygHy O, 1 ASSELINEAU, 1951), il suffit ensuite de réduire 'acide selon
le schéma suivant :
pyrolyse réduction
R—CH-—CH-—CO,H ~ - R — CHO + CyH;,0

| 3000

|
HO  CyHy

L Qe H,0
2 A1L1H4 2654

Le point de fusion du mélange de 'alcool synthétique et de 'alcool naturel ne
présente pas d’abaissement.

Pour avoir une preuve supplémentaire nous avons fait un méme dérivé coloré
surles deux alcools : ces dérivés azobenzoylés sont identiques: les analyses élémentaires
coincident et il n'y a pas d’abaissement du point de fusion du mélange des deux subs-
tances.

I’ester de départ est donc un mélange de palmitate, de stéarate, d’arachidate et
de béhénate de céryle.

CONCLUSIONS

Nous n’avons pu, dans le pollen de Pinus montana, isoler les constituants qui,
dans le bacille de Koch, sont considérés comme responsables de la tuberculose et que
Cummings semblait avoir identifiés dans ce pollen.

DESCRIPTION DES EXPERIENCES

A, — Extraction par lalcool-éther (1 : 1)
L’extrait total s’éléve a 1o p. 100 du poids du pollen.

1. — Traitement d'une partie de Uextrait par Uacélone bouillante
Nous obtenons, aprés filtration & chaud :

a) un précipité blanc : qui représente 20 p. 100 de Pextrait alcool-éther ; il est cristallin : F 170-
1780, (¢)1 4 64°. Il a une saveur sucrée, est soluble dans l’eau et réduit la liqueur de Fehling, aprés
hydroloyse par I'acide chlorhydrique.

La chromatographie sur papier Whatman n® 1 montre :

1 tache 4 la hauteur du saccharose, avant hydrolyse,

1 tache a la hauteur du glucose, aprés hydrolyse,

1 tache & la hauteur du fructose, apres hydrolyse.

b) une fraction soluble & chaud : il y a formation d’un précipité par refroidissement.
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¥16. 1. — Chromatographie descendante sur papicr.

Pollen de pin : extrait alcool-étherr : 1 ;

fractions insolubles dans l'acétone ;

1 : fraction insoluble dans l'acétone bouillante avant hydrolyse ;
11 : saccharose ;

11 : fraction insoluble dans 'acétone 4 froid avant hydrolyse ;
1V : saccharose, glucose, fructose ;

V : fraction insoluble dans I'acétone & chaud aprés hydrolyse ;
VI : fructose ;

VII : fraction insoluble dans 'acétone 4 froid apres hydrolyse ;
VIII : glucose ;

solvant de développement : butanol-acide acétique-eau ;
révélation : phtalate acide d’aniline ;

papier Whatman n° 1.

I oI m v v vi vivim X

.
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¥16. 2. — Chromalographie descendante sur pagier.

Pollen de pin : extrait alcool-éther I: I;
fraction soluble dans I'acétone ;

I : mannose, galactose ;

II : inositol, glycérol ;

III : fraction étudiée avant hydrolyse acide ;
IV : glucosamine, HCl ; xylose (x) ;

V : fraction étudiée aprés hydrolyse acide ;
VI : xylotriose, glucose (gl) ;

VII : xylobiose, fructose (f} ;

VIII : saccharose, ribose ;

IX : arabinose ;

solvant de développement : iso-propanol-acide acétique-eau;
révélation : acide périodique/benzidine ;
papier Arches 304.
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Etude du précipité insoluble d froid :

1l correspond 4 peu prés a 1o p. 100 de 'extrait. Il est formé de cristaux blancs semblables &
ceux obtenus dans Iinsoluble & chaud : F 186° (a)f3== -+ 635,59 : il s’agit bien de saccharose
identifié avant et aprés hydrolyse (fig. 1).

Analyse élémentaire : Cyy Hyp Oy, trouvé en pourcentage : C 42,32 H 6,60

calculé en pourcentage : C 42,10 H 6,48.

Les eaux méves, fraction soluble & froid : correspondent a 68 p. 100 de 'extrait.

Analyse élémentaire : C 43,33 p. 100 H 8,01 p. 100 P 0,045 p. 100,

Cette fraction est trés oxygénée : nous avons fait un dosage a I'anthrone selon RADIN (1955)
ce dosage est positif et indique la présence de 64 p. 100 de sucres (le calcul a été fait par rapport au
glucose).

Une hydrolyse dans 'acide chlorydrique (4N), 4 105°, durant 6 heures, fournit 7 p. 100 d’hydro-
soluble. Par chromatographie descendante dans les solvants, I, III, IV (%), nous avons obtenu, aprés
révélation a l'acide périodique (GORDON, 1956).

1 tache 4 la hauteur du xylobiose ;
1 tache a la hauteur du xylotriose (fig. 2) ;
1 tache & la hauteur du glycérol.

2. — Séparation du reste de Uextrail par un mélange eau-éther :

Cette séparation a été faite pour éliminer la fraction osidique trop importante ; nous avons
obtenu :

a) Un hydrosoluble : soit 58 p. 100 de Iextrait. Nous avons recherché sur cette fraction la présence
de DAP par chromatographies sur Whatman n° 1 ; nous avons fait ces chromatographies simultané-
ment :

sur le pollen brut (avant et apres hydrolyse).

sur I’hydrosoluble (avant et aprés hydrolyse).
(les hydrolyses sont faites dans 'acide chlorydrique (6N) a 105° durant 8 heures.) Ni la révélation a
la ninhydrine (BERRY, 1949), ni la réaction de WORK (1955), ne donnent de résultats positifs : il ne
semble pas y avoir d’acide o, e-diaminopimélique.

b) Un éthérosoluble :

Qui correspond & 42 p. 100 de 'extrait. Le précipité ainsi formé, 348 mg, soit 11 p. 100 de l'ex-
trait, est chromatographié sur 13 g de silicate de magnésium ; le volume de solvant employé pour
chaque élution est de 30 cm?® :

1-3 benzeéne ... oo e e 175 mg
4 benzéne-€ther 9:1 ... o vttiuiiiiiini i 22 mg
5 benzéne-fther 9:1 ... traces
6 benzéne-Gther 3:1 ... ..ot traces
7 benzéne-éther 1:1 ... traces
8-9 éther .. ... 14 mg
10 éther-méthanol 9:1... . oo traces
11 éther-méthanol 4:1.... ... .. ... .. ...l 0 mg
12 éther-ac. acétique 49:1 ... .. ... i 0 mg

Etude des fractions 1-3 : apreés cristallisation dans le benzéne, on obtient des cristaux F 69-729,
()3 = o (chloroforme).
Analyse élémentaire : CyoH,0 3
trouvé en pourcentage : C 81,20 H 13,65
calculé en pourcentage : C 81,00 H 13,60.
Le spectre IR présente une forte bande vers 1 750 cm! : bande ester ou cétone (fig. 3).

essat de formation d'une oxime : 4 20 mg de produit on ajoute 100 mg de chlorhydrate d’hydro-
xylamine, 150 mg d’acétate de sodium et 10 cm?® de benzéne, on laisse 24 heures au reflux, on épuise
a Iéther ; cet éther, aprés lavage par 'eau jusqu'a pH neutre, est séché sur sulfate de sodium puis
évaporé et la substance est cristallisée dans I’alcool : son point de fusion est identique & celut du
produit de départ et elle ne contient pas d’azote. Nous avons donc affaire & un ester dont la formule
brute pourrait étre CyoHgoO,.

(1) Les systémes de solvants utilisés pour les chromatographies sont :
Solvant I  :butanol/acide acétique/eau 4/1/1 ;

Solvant II : butanol/acide formique/eau 75/15/10;

Solvant III ; isopopanolfacide acétique/eau 6/3/1 ;

Solvant IV : phénol/eau 8o g dans 20 cm? eau ;
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essat de saponification : 150 mg sont dissous dans 1o cm?® de potasse méthanolique (2N) et
laissés 8 heures au reflux ; apres séparation de la fraction insaponifiable (59 p. 100) et de la fraction
acide (30 p. 100), nous avons chromatographié go mg d’insaponifiable sur 1,8 g d’alumine : le produit
reste absorbé sur la colonne.

B. -— Extraction par le chloroforme

1. extrait équivaut a 0,9 p. 1oo du poid sec.

Par ’extraction a 'acétone bouillante on obtient :

— une fraction insoluble a chaud ;

— une fraction insoluble a froid.

Ces deux fractions ont le méme spectre IR et un point de fusion identicue.

1. — Etude de la fraction insoluble dans ' acétone bouillante :

Cette fraction est filtrée a chaud, l'insoluble est dissous dans le chloroforme et reprécipité pat
I"acétone : nous avons alors obtenu des plaquettes blanches qui, apres recristallisation dans le benzene
fondent & 750, La totalité des cristaux, soit 330 mg, a été filtrée sur 7 g de silicate et éluée par frac-
tions de 25 cm?.

1 éther de pétrole-benzene 1:1 ... ... . 203 mg
2 éther de pétrole-benzéne 1:1 ... . ool 189 mg
3 éther de pétrole-benzéne 1:1 ... oL 238 mg
4 éther de pétrole-benzéne 1:1 ... ... i traces

S obenzéne........o traces

6 benzéne-¢ther | 11 95 me
7 éther , I R T T T T I T I ot 47

Les deux premicres fractions sont recristallisées dans le chloroforme et donnent des cristaux
qui fondent a 74-76°.

Analyse élémentaire @ C,3H,60
trouvé en pourcentage : C 81,54 H 13,56
calculé en pourcentage : C 81,58 11 13,69.

L’équivalent moléculaire est de 339,93, mais la masse moléculaire, calculée par le Rast, est de
700, ce qui conduit & la formule brute (4I15,0,. Le spectre IR a une forte bande ester a1 750 cm™t

(fig. 4).

Saponification :
100 mg de ces cristaux sont dissous dans 5 cm? de benzéne, on y ajoute 5 cm? de potasse métha-

nolique et on laisse 15 heures a reflux ; aprés extraction par I'éther, on obtient :
— 61 mg d’'une partie acide qui, apres cristallisation dans le méthanol, fond a 64-64,5°.

Analyse élémentaire 1 CyHyy0,
trouvé en pourcentage : C 77,73 12,98
calculé en pourcentage : C 77,58 I 13,02.

1’équivalent moléculaire , calculé par titration, est de 339, ce qui correspondrait & un acide en
CpoH 4O, ) ) ] ] ] .

Nous avons alors méthylé cette fraction acide par le diazométhane dans ’éther ; apres évapora-
tion de I'éther et cristallisation dans le méthanol, nous avons obtenu un produit dont le point de
fusion n’est pas net, F 34-39° ; I'analyse élémentaire est correcte pour 'ester méthylique de I'acide
Cy9H350,.

Analyse élémentaire :  CyHy00,
trouvé en pourcentage : C 76,34 12,76 ;
calculé en pourcentage : C 76,86 I 12,86.

Il est évident qu’il s’agit d’'un mélange : nous avons alors injecté la substance en solution
dans I’éther, dans un appareil a chromatographie gaz-liquide et il est apparu, par comparaison avec
des témoins, que nous avions bien affaire & un mélange de quatre acides (fig. 5) : acide palmitique
C16H3p0,, acide stéarique CyHye0,, acide arachidique CygHgoOy, acide béhénique CyyH,yyO,.
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— Une partie insaponifiable : apres cristallisation dans le benzéne, nous obtenons 38 mg de
cristaux blancs, F : 78-7¢°.

Analyse élémentaire : CpH;,0
trouvé en pourcentage : C 81,78 H 14,01
calculé en pourcentage : C 81,60 H 14,22.

injection

I'16. 5. — Chromalographic en phase gazeuse des esters méthyliques
des acides monocarboxyliques Cyg Crg Cyg Cyp
Phase stationnaire : silicone ;
température : 250° ;
pression a l’entrée : 240 m ;
pression i la sortie : 15 mm ;
débit d’azote : 1,2 1/h;
sensibilité : g2 mA ;
appareil utilisé : Griffin et George ;
1': esters méthyliques inconnus ;
II : esters méthyliques témoins.

Préparation de I'alcool synthétique :

— pyrolyse : 1 g d’acide mycolique de souche Brévannes donne, par pyrolyse entre 270 et 300,
200 mg d’acide hexacosanoique que 'on cristallise dans le benzene, I 83-879.
g que q » I 83-07

Analyse élémentaire : Cyll 04
trouvé en pourcentage : C 78,54 Il 12,99;
calculé en pourcentage : C 78,52 H 13,21.

— réduction de 'acide en alcool : 50 mg d'acide sont dissous dans 20 cm? d’éther, cette solution
est versée dans 310 mg d’hydrure double d’aluminium et de lithium, en suspension dans ro cm?®
d’éther. On agite mécaniquement la solution durant 48 heures. Aprés destruction de I'hydrure en
exces par I'acide sulfurique, on extrait 1'alcool par 'éther ; la purification du produit se fait par chro-
matographie sur alumine : l'alcool est élué par un mélange benzéne-éther g : 1, il est ensuite
cristallisé dans le chloroforme ; on obtient des cristaux qui fondent & 77-790.

Analyse élémentaire : Cyell;40
trouvé en pourcentage : (81,16 H13,95;
calculé en pourcentage : C 81,60 H 14,22.

1l n’y a pas d’abaissement du point de fusion du mélange des deux alcools.
— formation d’un dérivé azobenzoylé sur chacun des deux alcools : 12 mg d’alcool naturel sont
dissous dans 1 cm?® de benzéne, on y ajoute 0,75 cm?® de pyridine anhydre et 12 mg de chlorure d’azo-
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benzoyle ; on laisse 36 heures & température ordinaire ; on extrait 2 I’éther et on lave successivement
par deux fois 5 cm?® de carbonate de sodium & 5 p. 100, une fois par 5 cm?® d’eau ; on seéche sur
sulfate de sodium et aprés évaporation de I’éther, on cristallise dans I'éther de pétrole-benzéne ; les
cristaux sont ensuite chromatographiés sur silicate, la fraction éluée a 1'éther de pétrole-benzéne
(4 : 1) est cristallisée dans le benzéne-éther de pétrole et fond a 82-85°.

Nous avons fait le méme dérivé sur 3o mg d’acide synthétique, il fond 4 82-85°.

Le mélange des deux dérivés ne présente pas d’abaissement du point de fusion F 82-85°.

Les analyses élémentaires sont correctes pour les valeurs du carbone et de 'hydrogene, légére-
ment faibles pour la teneur en azote :

— calculé pour C3aHg, 05N, C 79,27 p. 100 II 10,58 p. 100 N 4,74 p. 100 ;
— trouvé pour le dérivé de I'alcool de synthese :

C 79,09 p. 100 H 11,47 p. 100 N 3,82 p. 100 ;
— trouvé pour le dérivé de I’alcool naturel :

C 79,13 p. 100 H 11,34 p. 100 N 3,88 p. 100.

ETUDE D'UN POLLEN MIXTE.

Le mélange de pollen mis a notre disposition était composé de pollen de légumi-
neuses (Tréfle), de papavéracées (Coquelicot), de rosacées (Pommier) et de quelques
espéces forestiéres (Orme).

Le but principal de ce travail a été d’isoler la fraction attirant les abeilles. Les
expériences ont été effectuées de la maniére suivante :

Les substances étudiées sont placées dans de petits godets de verre et disposées
sur une étagére située a une certaine distance de la ruche (cette ruche se trouve dans
une serre maintenue i température constante). Aprés quelque temps (celui qui est
nécessaire aux éclaireuses pour alerter les butineuses), les abeilles viennent puiser
d’abord a la source la plus riche, puis ensuite aux endroits qui les attirent le moins ;
il suffit d’étudier la densité de population autour de différents récipients pour savoir
quelle est la substance qui a I'influence prédominante. Les tests ont toujours été faits
en présence de substances témoins : pollen pur et poudre de cellulose qui sert a faire
les dilutions.

La grande facilité avec laquelle nous pouvions nous procurer ce pollen en quantité
importante, nous 'avait fait choisir comme premier matériel, avant d’aborder 1'étude
du pollen pur, assez difficile 4 se procurer en quantités appréciables.

RESULTATS
A. — Euxtrait étheére

11 est obtenu par épuisement du pollen 4 température ordinaire. Il se révéle aussi
attractif que le pollen brut.

I. — Isolement de la fraction responsable de I'activité biologique.

Aprés saponification l'activité biologique se retrouve toute entiére dans la
fraction insaponifiable.

Différents essais de purification de cette fraction (distillation, chromatographie)
ont eu des résultats négatifs. En définitive, la meilleure purification parait étre celle
que l'on obtient par chromatographie sur silicate : la fraction éluée par un mélange
benzéne-éther 4 :T posséde une importante activité biologique.
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Une purification purement physique d’une partie de cette élution nous a fourni
une substance trés attractive, mais en faible quantité : une chromatographie de ce
produit sur acide silicique n’a donné aucun résultat positif.

La fraction insaponifiable a un test de Liebermann positif (coloration bleu-vert
caractéristique des stérols, JAVILLIER (I1949). Nous avons essayé de séparer les stérols
en les extrayant au moyen de leur combinaison avec la digitonine, PESEZ et POIRIER
(1954 a) : les seules substances 4 former les digitonides sont les stérols 3, f-aminés
ou hydroxylés et ayant une double liaison en 5 (plus quelques cas trés spéciaux), et
les «- ou B-naphtols (et quelques alcools terpéniques). Aprés traitement et sépara-
tion des constituants nous obtenons :

a) Une fraction ne formant pas de digitonide. — elle est peu importante et posséde
un trés fort pouvoir attracteur sur les abeilles. C’est un stéroide ou mélange de sté-
roides (la réaction de Liebermann est positive) qui fond & 123-132°. On peut penser
qu’il s’agit de stéroides non extractibles par la digitonine ou que la formation du
digitonide n’a pas été compléte.

b) Une fraction stérolique. — Que nous avons essayé de purifier par cristallisa-
rion dans le méthanol : cette fraction nous a fourni :

o — un précipité 1 qui fond a 84-85°, a un pouvoir rotatoire de (o)}¥ = — 2g°et
dont 'analyse élémentaire correspond a CyuHg,0,.

B — une fraction soluble que nous avons divisée en deux parties :

la premiére partie, chromatographiée sur silicate nous a fourni, a I'élution
benzéne-chloroforme g5 : 5, une fraction qui, aprés cristallisation dans 'alcool, laisse
déposer des cristaux F 95-102°, (%) = |- 22°, et dont la formule brute est Cp;H,;50,.

Tes eaux meéres de ces cristaux, chromatographiées sur acide silicique désactivé
ont donné deux fractions :

— la premiére est éluée a I'éther de pétrole-benzéne 4 : 1 ; aprés sublimation,
nous obtenons un produit fondant i 80-829, («) ¥ = + 520, dont la formule brute
est CyoH 0O, ; ce stérol forme un acétate dont 'analyse élémentaire correspond a
CsoHy;, 05 et qui ne cristallise pas.

~— la seconde fraction est éluée par un mélange éther de pétrole-benzéne 1 : 1 ;
c’est une substance trés hygroscopique.

la seconde partie de cette fraction stérolique est acétylée puis chromatographiée
sur silicate : les substances que nous obtenons de cette maniére sont trés mal définies
et il est impossible de les séparer étant donné le peu de produit dont nous disposions.

I1. — Isolement de la fraction cétonique
Aprés saponification, on extrait au moyen de réactif de GirarD (1930), une frac-
tion qui, aprés chromatographie sur alumine, a fourni entre autre :
— aux élutions benzéne-éther 7 : 3: une cétone de formule brute C3,H350,, F 74°.
— aux élutions benzéne-éther 1 :1 : de la palmitone.

B. — Extrait alcoolique

11 est obtenu par épuisement du résidu laissé par les extractions a I’éther.
Nous avons entrepris 1'étude de la premiére fraction éluée, par du chloroforme-
méthanol g5 : 5, d’une colonne de silicate ; aprés séparation a I’éther nous avons :

Annales de I'Abeille. — 1962. 2
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— une fraction éthérosoluble qui contient du 24-méthyléne-cholestérol ;

— une fraction insoluble dans l’éther, soluble dans le butanol, insaponifiable
et dont la combustion est incompléte : il pouvait s’agir du phytomélane, selon
C. et J. ASSELINEAU (I957), mais ni le spectre IR, nil’analyse ne concordent. Nous
avons soumis cettre fraction a diverses hydrolyses.

— une hydrolyse trés brutale nous a permis de constater, par chromatographie
sur papier, que la substance ne contenait pas d’acides aminés et que les sucres pré-
sents s’étaient vraisemblablement condensés.

—— une hydrolyse plus douce permet d’obtenir un chromatogramme o1 existent
trois taches révélables au phtalate acide d’aniline (PARTRIDGE, 1949) & la hauteur
du xylobiose, du mannose ou de I'arabinose (qui ont le méme Rr). Par révélation a
I'acide périodique on fait apparaitre une tache a la hauteur du glycérol.

CONCLUSIONS

La fraction qui présente un test de butinage positif semble étre une fraction
stérolique ; en tout cas, elle accompagne une fraction riche en stérols ou stéroides.

Le 24-méthyléne-cholestérol, isolé pour la premiére fois dans le régne végétal a
été identifié dans ce mélange de pollens.

DESCRIPTION DES EXPERIENCES
A, — Extrait éthéré :
Il représente 3,5 p. 100 en poids de pollen pur. Il est aussi attractif que le pollen brut.

A) — Essai de séparation de la fraction ayant un lest de butinage positif :

Nous avons saponifié 39,8 g d'extrait (dissous dans 20 cm?® de benzéne) par 40 cm?® de potasse
méthanolique (2N) ; aprés étre restée 4 heures & reflux, la solution a été extraite a I'éther ; cet éthéro-
soluble a été lavé & 'eau, puis séché : il a fourni 26,7 g d’insaponifiable (soit 66 p. 100 de I'extrait).
L’hydrosoluble acidifié par I'acide sulfurique et extrait a I'éther, donne 13,1 g de partie acide.

1. — Une partie de I'insaponifiable :

Soit 1 g, a été chromatographiée sur 3o g d’alumine ; le résultat est peu satisfaisant, le produit
s’élue difficilement avec un mélange éther-méthanol 4 : 1; 83 mg sont ainsi isolés qui ont un test
biologique positif. La réaction de Liebermann est positive : cette coloration bleue-verte témoignant
de la présence de stérols est un des traits caractéristiques de cette fraction.

2. — Le reste de l'insaponifiable :

Soit 25,3 g est dissous dans 10 cm?® de benzene et saponifié, une seconde fois, par 25 cm?® de potasse

méthanolique (2N) durant 3 heures au reflux. Aprés les extractions ordinaires, nous avons isolé:

6,6 g de partie acide ;
16,7 g d'saponifable.

Nous avons alors soumis la partie insaponifable aux essals suivants :

a) distillation : 1,5 g dans un tube a boules sous o,1 m ; nous recueillons trois fractions :
la premicre entre 160 ct 180°;

la seconde entre 180 et 200° ;
la troisieme entre 200 et 250°.

Aux essais biologiques, ces trois fractions ne montrent plus aucune activité.

b) chromatographie de 2,7 g sur 125 g de silicate (soit 6o fois le poids du produit ) : on élue
avec un mélange éther-méthanol 4 :1 220 mg de produit fortement attracteur qui est purifié par
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passage sur une colonne de 20 g d’acide silicique : on obtient 103 g d’une substance attractive dont les
spectres dans 'ultra violet et le visible ne présentent aucune absorption caractéristique.

¢) chromatographie sur silicate, en prenant comme poids d’absorbant 1o fois le poids du produit :
les séparations sont meilleures et cette chromatographie est reproductible.
12,5 g d’insaponifiable sont filtrés sur 125 g de silicate ; les élutions sont de 300 cm? :

1-3 benzéne ...........oioiiiiiiia 7,712 ¢ cire jaune
4-8  benzéne-éther 95:5................. ..., 2,378 ¢ cire orange
9 benzéne-éther 4:1..................... 0,612 ¢ cire rouge
10-1% benzéne-éther 1:1..................... 1,439 ¢ cire rouge
15-18 éther. ... ... ... oo i i 0,430 ¢ cire rouge
19-20 éther-méthanol 4:1..... ... ... ... 0,283 ¢ cire jaune
21 ¢ther-acide acétique 49:1............... 0,008 ¢ cire jaune
TABLEAU 2
Tests fonctionnels et biologiques.
D
. Lrcar, Prsgz . _DNI . -
Iydroxamique LIEBERMANN et POIRIER dinitrophényl Test

FEIGL (1954) (1954 b) Cngl};;lialzor(lf;“) de butinage
h 957

l
\
|
\

1-3 + pour ester — — — 0
4-38 +4- pour ester — ! — — + 4

9 + pour ester -+ ' — — + 4+ +
10-14 -+ pour ester + | — — 4+ 44+
15-18 + pour ester brun-vert | —_ — 4 -
19-20 + pour phénol jaune ‘ — + +

21 + pour phénol — o . +

[tude des fractions 9-14.

Ces fractions ont une activité biologique ; elles représentent au total 1,961 g. I’ensemble de ces
fractions est soumis & deux traitements :

a) Traitement physique : 360 mg sont dissous a chaud dans de 'éther de pétrole; a froidily a
séparation d’un précipité blanc ne possédant aucune activité biologique. La fraction soluble qui est
trés attractive est dissoute a chaud dans’alcool absolu; seule la fraction soluble dans I’alcool absolu
a froid attire les abeilles; la partie insoluble qui se dépose est un solide blanc amorphe. On sépare
un précipité inactif et une fraction soluble ayant une notable activité, lorsqu’on dissout dans de
Palcool a 80° la fraction soluble de I'alcool absolu. On obtient ainsi 79 mg d'une substance cireuse
jaune qui ne posséde pas de spectre dans le visible. Son spectre IR montre une bande OH ou NII
vers 3 ooo cm™! et une bande cétone ou ester & 1 750 cm~L. Il n’y a pas de formation de dinitro-phényl-
hydrazone ; il y a peu de chance pour que cette substance soit une cétone. Nous avons chromato-
graphié cette cire sur 4 g d’acide sihcique ; les élutions sont de 20 cm?®.

1-2 benzene ... e s 14 mg
3 benzéne éther 95:5 ... ... 0

4-6 benzéne-éther 4:1... ... i e 2% mg
7 benzéne-éther 1:1.. .. .. i 2 mg
B Bther .. e 5 mg

10-12 éther méthanol 4:1..... .. ... . ... .. ... ... ... 24 mg
13 méthanol-acide acétique 49:1.... ... ... oL traces

Les tests biologiques sont fortement positifs pour les fractions 4-6 et ro-t2.

b) Traitement chimique : essai de formation d’une digitonide :

On verse 1,6 g de substance dans une solution de digitonine (5g/450 cm® d’alcool & gov), on laisse
deux jours a température ordinaire. On essore le précipité formé (précipité 1), on le lave & 'alcool
et a I'éther (solution 1). On redissout le précipité 1 dans la pyridine et on sépare en partie insoluble
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(précipité 2) ct partie soluble (solution 2) en ajoutant une grande quantité d’éther & la solution
pyridiique.

— le précipité 2 est la digitonine régénérée ;

— la solution 1 est la fraction ne formant pas de digitonide ;

— la solution 2 est composée de stérols.

o, Fraction ne formant pas de digitonide : on concentre la solution et I'on précipite le réactif qui
aurait pu rester dans éther. Une fois purifide cette fraction qui fond & 123-132°, possede un
() p2== — 35,7° (CHCl,), cst envoyée aux essais biologiques : elle se révele tres attractive. La réaction
de Liebermann est positive (coloration verte). Une séparation sur chromatoplaque dans le benzéne-
acétate d’éthyle g : 1 (fig. 6) et une révélation au chlorure d’antimoine montrent une seule tache située

4 la hauteur du cholésterol ou du 24-méthyléne-cholestérol.
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F16. 6. — Chromatoplaque de stérols.

Support : amidon-acide silicique ;

solvant de développement : benzéne-acétate d’éthyle g : 1;
révélation : ClgSb/CHCly;

1 : produit inconnu ;

II : produit inconnu ;

II1 : cholestérol ;

IV : ergostérol.

Le spectre IR (fait dans le bromure de potassium) présente les bandes méthylénes a 6,1 et 11,3 .
16 mg de cette substance (dissous dans 3 cm?® de pyridine) sont acétylés par 2,5 cm® d’anhydride
acétique durant une nuit & 37°; apres extraction a I'éther, lavages a 'acide chlorydique (2N) et
au carbonate de sodium (5 p. 100), puis évaporation de la solution éthérée, nous obtenons une subs-
tance que nous avons distillée 4 150° sous 0,1 mm. Le produit recristallisé dans le méthanol, nous
fournit des cristaux blancs qui fondent a 122-123°.

B. Fraction stérolique : La solution 2 évaporée est séchée au dessicateur. On obtient 970 mg de
stérols bruts : F 59-707, Liebermann positif. Par cristallisation dans le méthanol, nous obtenons :

— un précipité blanc (150 mg) qui, une fois recristallisé dans le méthanol fond 4 84-85¢ et a
un () }¥ = — 29° (CHCI3) Liebermann négatif.

Analyse élémentaire : CgoHg00,
trouvé en pourcentage : C 81,56 H 10,86 ;
calculé en pourcentage : C 81,39 H 11,38.

20 mg sont acétylés (2 cm?® de pyridine /2cm? d’anhydride acétique, une nuit & 379 ; aprés extrac-
tion de I’éther et lavage de cette solution éthérée au carbonate et a I'eau on amene a sec) et chroma-
tographiés sur 400 mg de silicate ; avec le benzéne on élue g mg d’un produit que I'on recristallise
dans le méthanol et qui fond entre 55 et 61°,

~— une fraction soluble dans le méthanol (820 mg) : nous avons divisé cette fraction en deux
parties :
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o. 170 mg sont chromatographiés sur 3 g de silicate ; les élutions sont de 1o cm?:

1-4 benzéne-chloroforme 95:5....... ... ..o oL 130 mg
5 benzéne-chloroforme 4:l..... .. ... . . il traces
6 benzéne-chloroforme 1:1....... ... oviiiiiiiiinnnns . traces
7 chloroforme ............... e traces
8-9 chloroforme-méthanol A4:1... ... . ... . ... ... .. ¢ mg

traces

10 méthanol-ac. acétique 49:1

La premiére fraction a un Liebermann positif. On cristallise dans le méthanol : on obtient : 20 mg
gle cristaux T 115-1300 etune solution qui laisse déposer 30 mg de cristaux (&) 3 = - 220 (CHCl,)
< 93-1029,

Analyse élémentaire : Cy,H,30,
trouvé en pourcentage : (C 80,00 II 11,25
calculé en pourcentage : C 8o,14 H 11,96.

Tes eaux meres de ces différents cristaux, soit 8o mg sont chromatographiées sur 3 g d’acide
silicique contenant 30 p. 100 d’eau ; les élutions sont de 5 cm? :

1 éther de pétrole-benzéne ... o o oo 0
2-5 éther de pétrole-benzéne A:b..oooiiiiiiiii L 35 mg
i éther de pétrole-benzéne 4:t. ... oo L traces
7-9 éther de pétrole-benzéne 1:1.... ... ... oo 27 mg
10 henzéne ... e ]
11 benzene-éther 9: 1. ..o o I mg
12 Gther oo 0
13 méthanol-acide acétique 49: 1. ... . . o oL 3 mg

fractions 2-5: cristallisées dans leméthanol : 1l y a formation de longues aiguilles incolores I' g 5-102°
(fig. 7). Aprés sublimation a 140° sous 0,02 mm, on obtient un produit I' 80-82° ()18 = 4 352°

(CTICI,).

Analyse élémentaire @ Cyolly0,
trouvé en pourcentage : ( 81,28 111,56
calculé en pourcentage : ( 81,23 Il 11,20.

sur 20 mg de ce stérol, on fait un acétate (dans 1 cm® d’anhydride acétique, 2 heures 2 reflux) ;
apres les extractions ordinaires ¢t chromatographie sur 100 mg de silicate (¢lution benzéne) on a une
substance qui ne cristallise pas (8 mg).

Analyse élémentaire : Cg; 15,0,
trouvé en pourcentage : C 78,79 H 10,95
calculé en pourcentage : C 79,10 I ro,71.

fractions 7-9 : aprés recristallisation dans le méthanol cette substance fond entre 122 et 140°. Aprés
sublimation & 160° sous 0,02 mm on obtient une substance hygroscopique I 102 &4 117-1289 (aprés
recristallisation sur plaque F 117-1289),

B. 650 mg sont acétylés par 15 cm?® d’anhydride acétique dans 10 cm? de pyridine a 370 durant
la nuit ; aprés extractions, on chromatographie le produit sur 10 g de silicate; élutions de 30 cm?.
Nous espérions séparer plus facilement les stérols sous forme d’acétate.

1-2 éther de pétrole ...l 20 mg
2 éther de pétrole-benzéne 9. oL 0

4 éther de pétrole-benz¢ne 4l ... il 118 mg
5 éther de pétrole-benzene 4:lo...... ool 131 mg
6 ¢ther de pétrole-benzene 4:1....... e 26 mg
7-8 éther de pétrole-benzéne 1:1..... ..o o il 10% mg
D10 DENZENE oo 69 myg
11 benzéne-btherd:tl.. ... ... oL . 15 mg
12 benzéne-éther1:i. .. ... ... .. . i 0

13 Gther .o o 21 mg
14 ¢ther-méthanol 4:1... 15 mg
15 méthanol........ o 7 mg
16 méthanol-acide acétique 49:1 80 mg
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fraction 4 :aprés deux cristallisations dans 'alcool absolu, les cristaux fondent & 65-82° et aprés
une autre cristallisation a 70-809.

fraction 5 : apreés deux cristallisations dans ’alcool, on obtient des plaquettes F 70-85° ; apreés
une troisiéme cristallisation elles fondent 4 74-80°.

fractions 7-8 : on obtient, aprés une cristallisation dans l'alcool, des cristaux F 62-120° qui,
apres une seconde cristallisation, fondent & 69-74°.

Nous avons donc affaire a un mélange fort complexe (les points de fusion restent trés mauvais) ;
nous arrivons & des quantités trop faibles pour pouvoir poursuivre les séparations. Nous avons essayé
de résoudre ces mélanges sur chromatoplaques selon la technique de DEMOLE (1958), avec des stérols
libres ou leurs combinaisons avec les réactifs de Liebermann, mais ils ne sont pas séparés (hexane-
acétate d’éthyle a diverses concentrations et toluéne saturé de propyléne glycol).

B). — Essai de séparation d’une fraction cétonique :

Nous avons dissous 24,6 g d’extrait éthéré dans 50 cm?® de benzeéne 4 chaud, ajouté 30 cm® de
potasse méthanolique & 6 p. 100 et laissé saponifier trois heures a reflux, Aprés les extractions habi-
tuelles, nous avons obtenu :

Fraction insaponifiable 15,350 ¢
Traction acide ................. e 71 ¢
Hydrosoluble perdu ... .o o o i 2150 ¢

— La partie insaponifiable est reprise dans 150 cm® de méthanol sec, on y ajoute 15 g de réac-
tif de Girard et 15 cm? d’acide acétique, on laisse deux heures & reflux : il y a formation d’un léger
précipité qui disparait au cours de la réaction. On calcule la quantité de soude (2N) nécessaire pour
neutraliser les ¢ /1o de I'acide acétique : pour cela on titre 1 cm? d’acide acétique dans 10 cm?® d’eau
par la soude (2N) (en présence de bleu de bromothymol) : il faut 8,7 cm?® pour neutraliser 1 cm?;
pour en neutraliser 13,5 cm?® il en faudra 117,5 cm®.

On chasse 10 p. 100 du volume de méthanol sous vide 4 40° ; on refroidit le milieu réactionnel
par de la glace et 'on introduit les 117,5 cm?® de soude (2N) ; on ajoute ensuite de 'eau glacée de telle
sorte que le volume final soit de 1 litre ; le pH est 6.

On extrait trois fols par 500 cm® d’éther, on lave a l'eau, on séche : fraction éthérée non cétonique :
12,985

fraction hydrosoluble : on l'acidifie par 100 cm?® d'acide chlorydrique concentré, en agitant :
on obtient une solution approximativement normale. On extrait par 5 fois 500 cm? d’éther, on lave
a 'eau et l'on seche : fraction cétonique : 1,369 g que 'on chromatographie sur 40 g d’alumine ; les
élutions sont de 100 cm?.

1-3  ¢ther de pétrole-benzéne 4: 1 11,0 mg
4-6 éther de pétrole-benzéne ...l traces
7-10 DENZENE ..t traces
11-12 benzéne-éther 9:1..... ... ... ... i traces
13-15 benzéne-éther 7:3. .. .. i i 49,3 mg
16-20 benzéne-éther 1:1. .. ... . o o i 316,7 mg
21-22 benzéne-éther 2:3. ... .. o i 61,8 mg
: éther ..o o e 34,2 mg
¢éther-méthanol 9: 1 150,6 mg

éther-méthanol 1:1 123,3 mg
méthanol ... ... 43,3 mg
34-36 chloroforme-acide acétique 49:1..................... 155,50 mg

fractions 13-15 : aprés cristallisation dans 1’acétone, on obtient des cristaux I* 74°. Liebermann
négatif. Pas de spectre dans I'U V. La réaction 4 I'lodoforme laisse le produit inchangé.

Analyse élémentaire : CyyHggO,
trouvé en pourcentage : C 80,95 H 13,27 PM déterminé Rast 494 ;
calculé en pourcentage : C 80,24 H 13,47 PM calculé 508.

fractions 16-20 : aprés cristallisation dans 'acétone, les cristaux fondent 4 829; le point de fusion
de mélange d’une palmitone authentique avec les cristaux de cette fraction ne présente pas de dépres-
sion.

fractions 26-27 : aprés cristallisation dans 1’acétone, on obtient une poudre amorphe F 40-435°.
Laréaction de Liebermann est négative.

fractions 28-30: cette fraction cristallise dans I'acétone & o°, mais se trouve sous forme d’huile &
température ordinaire. La réaction de Liebermann est négative.
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B. -— Exirait alcoolique :

I représente 23 p. 100 du poids du pollen. 11 g de cet extrait sont chromatographiés sur riog
de silicate, élutions de 250 cm? :

1-2  chloroforme-méthanol 95:5 .......................... 2,081 g
3 chloroforme-méthanol 9:1 ........ ... ... ............. 0,162 g
4 chloroforme-méthanol 85:15 ........ ... .............. 0,169 ¢
5 chloroforme-méthanol 3:1 ............. .. ... ... 0,310 ¢
6-8 chloroforme-méthanol 1:1 ............ ... ... 4,921 g
9-12 méthanol .. ... ... ..o 1,380 ¢
13-1% méthanol-acide acétique 49:1 ... ... .. ... ... ... .. 1921 g
1 0 m IV V ViVl
7
g ©
% @ 8
¥16. 8. — Chromatographie descendante sur papier
Pollen mixte : extrait alcoolique ;
fractions 1-2 : partie insoluble dans I'éther aprés hydrolyse acide :
1: xylotriose ;
11 : produit étudié aprés une hydrolyse de 1 heure ;
IIT: xylobiose ;
IV : produit étudié aprés une hydrolyse de 2 heures ;
V : arabinose ;
VI : xylose ;
VII : mannose ;
solvant de développement : butanol-acide acétique -eau ;
révélation : phtalate acide d’aniline ;
papter Whatman ne 1.
Tests fonctionnels
Hydroxamique J LIEBERMANN DXNP LEcaL
1-2 —+ pour esters \ + vert = | —_
3 -+ pour esters —-= — —
g -+ pour esters — —
5 -+ pour esters - - -
6-8 + pour esters + rouge .= —
0-12 + pour phénols + rouge + —
13-14 4 pour phénols -+ rouge — —

Ftude des fractions 1-2 :

Ces fractions sont séparées par 1'éther, on obtient :

a) un éthérosoluble : 0,680 g. La réaction de Liebermann est positive. De cet éthérosoluble a
été isolé le 24-méthyléne-cholestérol (voir le chapitre consacré a I'isolement de ce produit).

b) une poudre jaune insoluble: 1,4 g F > 350° (avec décomposition). Sa combustion est incompléte
méme apres essal de solubilisation des sels éventuels.

Analyse élémentaire : trouvé en pourcentage : C 48,17 H 7,62 N 2,54.

Il s’agit donc ici d’une fraction tres oxygénée, contenant peu d’azote. Cette substance n’est pas
saponifiable. Elle n’est soluble que dans la diméthylformamide et le #-butanol. La réaction de Lie-
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bermann donne une coloration rouge caractéristique de terpénes. La réaction d’FRLICH (1899) est
positive.
Nous avons soumis la substance a une série d’hydrolyses :

1. — hydrolyse dans Uacide chlorydrique (12 N) :

Cette hydrolyse nous fournit un hydrosoluble ( 5 p. 100) sur lequel nous avons fait
—- des chromatographies circulaires dans le systéme 11 :
la révélation a l’acide périodique est positive ;
au phtalate acide d’aniline positive ;
4 la ninhydrine faiblement positive.
— des chromatographies descendantes dans les systemes II, 111, TV :
recherche des acides aminés : il n’y a pas de produits révélables a la ninhydrine.
recherches des sucres : les différentes méthodes de révélation employées (acide périodique,
phloroglucine (DI1SCHE, 1957), phtalate acide d’aniline) font apparaitre des taches qui migrent trés
peu : ce sont vraisemblablement des sucres condensés sous une trop forte hydrolyse.
Pour vérifier cette hypothese, nous avons soumis 'hydrosoluble a :

2. — hydrolyse dans Pacide chlorydrique (2N) :

Durant une heure pour une partie de 'hydrosoluble, durant deux heures pour 'autre partie :
chromatographies effectuées dans les systemes I et III, révélation par le phtalate acide d’aniline et
le phloroglucinol. On remarque (fig. 8) :

— aprés une heure d’hydrolyse : aucun changement ;
— aprés deux heures : 1 tache a la hauteur du xylobiose ;
1 tache & la hauteur du xylose ;
1 tache 4 la hauteur du mannose et arabinose ;

en révélant par I'acide périodique une tache & la hauteur du glycérol dans les 2 cas.

TABLEAU 2
Activité biologique comparée de différentes fractions du pollen mixte.

Dilutions

1710 1/100 171 000 1/10 000

Substance de référence :
Pollen brut pur............. ... - 5 + 4 o4 -
Saccharose ... ;

Extrait ¢héré brut............. + 5 BRI 4+ 2 +
Partic insaponifiable de l'extrait.

Ghéré oo | + 4 B + +
Partie acide de Vextrait éthéré .. i

Chromatographie sur silicate de!
I'insapontfiable : ;
fractions 1-3 ................. B
fractions 4-8 .............. ...
fraction 9 ........ ... .. ...
fractions 10-14 ...............
fractions 15-18 ...............
fractions 19-20 ...
fraction 21 ...,

Stérols des fractions 10-14 ......

Fractions 10-14 ne formant pas de
digitonide. ...... [ L4

++
+
[ BERC—
o+ +

e e el S R S
+ T

|

Extrait alcoolique ............... +~ 2

|
[
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ETUDE DU POLLEN DE POMMIER (Pirus malus)

Ayant & notre disposition un pollen de pommier pur a4 85 p. 100, nous avons
cherché a identifier, dans ce pollen, les fractions précédemment isolées du pollen
mixte.

Nous avons procédé a une extraction a I'éther suivie d’une extraction a 'alcool.

RESULTATS
A. — Extraction a éther .

Cet extrait est peu abondant. Nous l'avons saponifié en totalité ; la fraction
insaponifiable a été séparée en deux parties :

a) Sur la premiéve partie, nous avons cherché les fractions attirant les abeilles :
en faisant une chromatographie sur silicate, nous les avons éluées avec un mélange
benzéne-éther, de la méme maniére que le pollen mixte. Nous n’avons pu, pour l'ins-
tant, pousser plus avant I'étude de ces fractions ;

b) sur la seconde partie, nous avons fait une chromatographie sur alumine ; nous
avons obtenu :

o) une fraction éluée au benzéne, qui est un mélange d’hydrocarbures saturés :
en effet, il n’y a pas de fixation d’hydrogéne au cours d’une micro-hydrogénation ;
aprés distillation, nous avons recueilli quatre fractions répondant aux formules
brutes : Cy,Hyy, CosHyo, CigHyo, CgiHe,y 5 ces différentes fractions sont elles-mémes des
mélanges, mais il nous a été impossible, sauf pour la premiére fraction, de les séparer
au moyen de la chromatographie en phase gazeuse, car leurs points d’ébullition sont
trop élevés.

B) une fraction éluée par un mélanye éther-méthanol 95 15, qui aprés de nombreuses
cristallisations donne des belles aiguilles blanches F 6¢g-709. Le spectre IR de cette
substance est caractéristique d’un alcool ; il s’agit, en fait d’un diol de formule brute
CsH3,0,. Nous avons voulu déterminer s'il s’agissait d'un «-glycol, et, dans ce cas
voir s’il était possible d’identifier, ou simplement d’isoler, des produits de dégradation :
pour cela, nous avons fait une oxydation périodique accompagnée d’une titration :
il y a consommation de go p. 100 de la quantité d’oxygeéne théoriquement nécessaire
pour la rupture de -CHOH-CHOH- ; ayant ainsi acquis qu’il s’agissait d'un -
glycol, nous avons fait une oxydation chromique sur les produits de 'oxvdation
périodique, oxydation qui devait transformer les aldéhydes précédemment formés en
acides ; puis, sans isoler les produits de réaction, nous avons méthylé les acides éven-
tuels en vue d’en faire une séparation par chromatographie en phase gazeuse : cette
chromatographie n’a donné aucun résultat : si l’acide isolé est trés ramifié, son manque
de volatilité peut le rendre difficilement entrainable.

B. — Extraction a lalcool

Cet extrait est trés abondant et fortement coloré. Comme pour le pollen mixte,
nous avons fait une chromatographie de Uextrait sur silicate. La fraction, éluée par
un mélange chloroforme-méthanol g5 : 5, est séparée par I'éther en :

— une fraction éthérosoluble qui contient du 24-méthyléne-cholestérol ;

— wune fraction insoluble qui est une poudre jaune clair F 110-170°, qui contient
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6 p. 100 d’'azote. Nous avons essayé de purifier cette substarnce par un partage entre
le butanol et I'eau : la fraction hydrosoluble est peu abondante ; la fraction soluble
dans le butanol est soumise :

— a une sapontfication. Nous avons :

— trés peu de fraction insaponifiable ;

— une fraction acide qui présente z maxima dans1’'UV :1'un 4 225 my, lautrea
285 my. La masse moléculaire moyenne de ce produit est 226 (déterminé par titration);

— une fraction intermédiaire, insoluble dans l'éther et 'eau, qui a une masse
moléculaire de 1380 (déterminée par titration).

Le produit brut, avant séparation butanol-eau, avait comme masse molécu-
laire déterminée par titration 1400. On peut donc considérer les deux produits comme
identiques.

La faible proportion d’hydrosoluble et son manque de réactivité a la ninhydrine
montre qu’il y a peu d’acides aminés et que ceux-ci peuvent provenir d’impuretés,
telles que les débris cellulaires. Nous cherchons a4 mettre au point des solvants per-
mettant une meilleure séparation de cette fraction.

— A différentes hydrvolyses : ceci en vue de rechercher les sucres (un dosage a
lanthrone fortement positif nous avait convaincu de leur présence) et les acides aminés
par chromatographie sur papier.

— Recherche des sucres : Nous avons pu mettre en évidence, au moyen de diffé-
rentes révélations, des produits situés sur le chromatogramme a la hauteur du gly-
cérol, de 'arabinose, du xylose et du glucose.

— Recherche des acides aminés : aprés de nombreuses chromatographies et
grace a la technique de I'électrophorése, nous avons pu montrer qu’il existe de I'orni-
thine : un dosage selon VAN SLYKE, modifié par CHINARD (1952), montre qu’il y a
0,2 p. 100 d’ornithine dans 'hydrolysat. Les autres acides aminés restent groupés sous
forme de peptides et toutes les tentatives de les séparer ont échoué jusqu’a présent.

CONCLUSIONS

Nous avons retrouvé, dans le pollen de Pirus malus, le 24-méthyléne-cholestérol
isolé d'un pollen mixte.
Il semble exister, 4 c6té des acides aminés ordinaires, de I'ornithine.

DESCRIPTION DES EXPERIENCES

A. — Fxtraction a U'éther

Cet extrait est peu abondant, il correspond & 1,7 p. 100 du poids du pollen. Nous 'avons saponitié
en totalité : on ajoute & 17,7 g (dissous dans 30 cm® de benzeéne), 6o cm?® de potasse méthanolique (2N)
et on laisse 18 heures & reflux. Aprés épuisement a4 I'éther, cette phase éthérée est lavée a l'eau ;
amenée a sec, elle donne 8,5 g de partie insaponifiable ; la phase acqueuse est acidifiée par l'acide
chlorydrique (2N) et extraite & Iéther, cet éther est lavé 4 'eau et fournit, aprés évaporation, 8,9 g
de partie acide.

La fraction insaponifiable est divisée en deux parties :

1) Premiére partie : 4,8 g sont chromatographiés sur go g d’alumine ; les élutions sont de 200 cm?.

1-3 benzene . ... e 2840 ¢
4-7 benzéne-éther 95:5. ... . 1,048 ¢
8-9 benzene-€ther 4:1... .. .. . i i 0,282 ¢
10 benzéne-éther T:1.... . i 0,083 ¢
11 éther 0,064 g

12-13 éther-méthanol 95:: 0,43%
14 méthanol 0,06%

L= Sl &
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a) Etude des fractions 1-3 : Nous avons distillé ces fractions dans un tube 4 boules sous o,05 mm ;
nous avons obtenu :

Jusqu'a 1150 : traces
115-135° : traces

135-1489 ¢ cristaux blancs ... ... oo 260 mg (1)
150-165¢ : cire blanche .......... ... .. oL 950 mg (2}
170-190° : cire jaune claire......... ... ... .. o L 140 mg (3)
190 ”()0 DCIre JAUNC ..ot 110 mg (%)
DOITE JAUNE « vttt 80 mg (3)

250-2750 & cire JAUNE ..ot e 100 mg (6)

injection
Y16, 10. ~— Chromatographie en phase gazeuse d'un mélange d'hydrocarbures

Phase stationnaire : silicone ;
température : 240° ;

pression 4 entrée : 235 mm ;
pression a la sortie : 15 mm ;
débit d’azote : 1,6 1/h ;
sensibilité : 100 mA ;

appareil Griffin et George.

Chaque fraction de distillation a été recristallisée plusicurs fois dans le méthanol ; on obtient
des plaquettes incolores. Les analyses élémentaires de ces produits ont montré qu’il s’agissait de
carbures saturés (pas de fixation d’hydrogéne au cours d’une micro-hydrogénation) ; la masse
moléculaire, donnée par Rast, nous a permis de calculer la formule brute ; les spectres IR (fig. 9)
ont confirné la nature aliphatique de ces hydrocarbures; le test au tétranitrométhane est négatif.
De plus, les spectres pris dans 'UV ne présentent aucune bande caractéristique.

(1) IV 40-419, analyse :  Cy3Hyg
trouvé en pourcentage : C 85,08 H 14,62 P. M. (Rast) 323
calculé en pourcentage : C 85,12 H 14,88 P.M. 324.

Cette fraction a pu étre résolue, par chromatographie en phase gazeuse, en quatre substances
(fig. 10) : aucune autre fraction de distillation n’a pu étre séparée de la sorte; les points d’ébullition
sont trop élevés :

(2) F 44-47° analyse Cyals,
trouvé en pourcentage : C 85,61 1 14,44 l’ M. déterminé (Rast) 337 ;
calculé en pourcentage : C 85,12 H 14,88 . M. calculé 338,64.

(3) ¥ 55°, analyse Gy, : ’
trouvé en pourcentage : C 85,63 H 14,37 P. M. déterminé (Rast) 357 :
calculé en pourcentage : C 83,12 H 14,88 P. M. calculé 352,67.

(4) F 589, analyse CgoHsg, :

trouvé en pourcentage : C 85,13 H 14,61 P. M. déterminé (Rast) 425 ;
calculé en pourcentage : C 85,12 H 14,88 . M. calculé 422,80.

(5) F 55-60°, analyse Cg,Hg, :

trouvé en pourcentage : C 85,57 H 14,21 P. M. déterminé (Rast) 432 ;
calculé en pourcentage : C 85,12 H 14,88 P. M. calculé 436,80.

©6) F 6o°

b) Etude des fractions 12-13 : Ces fractions sont trés colorées ; onles cristallise une premiére fois
dans 'acétone ; les cristaux obtenus sont dissous dans I'éther de petrole chaud, le produit qui préci-
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pite, quand on laisse refroidir la solution, est cristallisé dans un mélange benzénc-éther 2 : 15 les
aiguilles blanches (30 mg) qui se séparent fondent a 69-70,5°,

— bande hydroxyle libre &4 3300 cm-? 5

— bande hydroxyle primaire & 1350 et 1050 cm-1;

— bandes hydroxyles secondaires 4 1120 et 930 cm-! (fig, 11).

Le test de CARR et PRICE (1926) est positif (coloration rouge) tandis que celui au tétranitromé-
thane est négatif, LIANG (1941).

Analyse élémentaire : C;4115,0,
trouvé en pourcentage : C 74,27 Il 12,04 P, M. déterminé (Rast) 285 ;
calculé en pourcentage : C 74,36 1f 12,3 P, M. déterminé 258,4.

0

F1c. 12. — Spectres dans I'ullra violet et le visible.

Pollen de pommier : extrait alcoolique ;

fractions 1-2 : partic insoluble dans V'éther ;

1 : fractions brute

IT : fraction aprés hydrolyse acide : ¢thérosoluble ;

IIT: fraction aprés sapontfication : fraction soluble dans le butanol ;
spectres faits dans ’alcool : concentration ramenée a o,1 mg/fem?3,

1. — Oxydation périodique :

Cette oxydation saccompagne d'une titration permettant de calculer la quantité d'oxygéne
consommié : 1o mg de diol dissous dans 4 cm?® d’alcool, ont été oxydés durant une nuit par 2 cm?
d’acide périodique o,11 N, en présence de 4 cm® d’anhydride arsénieux o,09 N et de 0,5 cm?® d'iodure
de potassium & 2o p. 100. L titrage se fait parl’iode o,101 N (en préscnce d’amidon) et par comparaison
avec un témoin ne contenant que les réactifs. Un simple calcul d’équivalence nous a permis de
voir que Poxvgénation avait eu lieu (il y a utilisation de go p. 100 de la quantité d’oxygéne qui est
théoriquement nécessaire). Nous sonunes donc en présence d’un e-glycol.

2. — Oxydation périodique :

Aprés épuisement 2 I'éther du mélange réactionnel, nous avons obtenu g mg d’un aldéhyde
(ou d’un mélange d’aldéhydes) qui ont été dissous dans 1 cm?® d'acide acétique glacial (MERCK). A
cette solution on ajoute goutte 4 goutte, durant 3 heures, 3 cm?® d'acide chromique 4 1 p. 100 dans
'acide acétique glacial : le milieu réactionnel doit conserver une teinte brun rouge. On laisse une nuit
en contact. On ajoute alors 0,5 cin® d’alcool et 'on extrait & I'éther ; la phase éthérée est lavée puis
séchée et amende 4 sec : nous obtenons 1o mg d’une fraction acide.

3. — JMéthylation et chromatographie :

Cette substance est méthylée par le diazométhane dans I'éther ; la chromatographie gazeuse
(& 240° sous 319 mm) ne donne aucun résultat.

Lappareil a été étalonné par les esters méthyliques des acides C1aH,504, (,‘15113(‘,02 et CgHgeOy;
nous avions, en effet, pensé que 'aldéhyde formé pourrait étre celui de 'acide en Cy5 non ramifié.
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11). Deuxiéme partie : 1,5 d’insaponifiable sont chromatographiés sur 15 g de silicate ; élutions
de 50 cm?®:

Test de butinage

1-3 benzéne ...... ..o 1,333 g +++
4 benzéne-éther 95:5... .. .. ..o, 0,200 g ++++
5  benzéne-éther 95:5.... ... ... .. ol 0,813 g ++++
6  benzéne-éther 95:5.......... .. ... .. . 0,220 ¢ ++
7  benzéne-éther 95:5............o il 0,020 g +
8-9 benzéne-éther 85:15...... ... cveuiiion.. 0,127 g +
10-12 benzéne-éther 1:1...............ooiain... 0,100 g
13 éther ......... .viiiiiil e 0,025 ¢
14 éther-méthanol 4:1.......... .o, 0,020 ¢
15  ¢ther-acide acétique 49:1....... ..ol 0,131 g
13 =7000

09 €

]

|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
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225 mp 283 mp

F1G. 14. — Spectre dans l'ultra violet.

Pollen de pommier : extrait alcoolique . . .
fractions 1-2 : partie insoluble dans I'éther, partie acide de la saponification;
spectre fait dans I'alcool (0,05 mg/cc).

Les élutions benzéne-éther g5 :5 fournissent des substances qui, soumises aux tests biologiques,
donnent des réactions positives, d’intensité semblable & celles des fractions éluées par les solvants
correspondants dans la chromatographie d’un pollen mixte.

B. — Extraction a lalcool

Cet extrait correspond & 24 p. 100 du poids du pollen. Nous chromatographions 1o g de cet
extrait (dissous dans 50 cm® d’un mélange chloroforme-méthanol g5 :5) sur 50 g de silicate ; les
élutions sont de 100 cm?® :

1-2  chloroforme-méthanol 95:5 ........... ... .ol 4,013 g
3-6  chloroforme-méthanol 9:1 .......... ... .. .. .. il 2,702 g
7 chloroforme-méthanol 1:1 .......... ... .. ...l 2,273 g
8 méthanol ... i e 0,913 g
9-10 méthanol-acide acétique ........... .. ... ..o 1,600 g

Eiude des fractions 1-2 : (spectre UV fig. 12, spectre IR fig. 13).

a) fraction éthérosoluble : C’est de cette fraction que nous avons 1solé le 24-méthyléne-cholestérol
(voir chapitre suivant).

b) fraction insoluble dans I'éther : c’est une poudre jaune clair F 110-170°.

Analyse élémentaire : trouvé en pourcentage C 66,45 I 7,49 N 6,78.
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Le dosage a 'anthrone est positif : il y a 2,5 p. 100 de sucres totaux (calculés en glucose).
Un dosage de pentoses selon TRACEY (1950) montre qu’il y en a 1,4 p. 100 ; il y aurait donc 1,2 p. 100
d’hexoses dans cette fraction.

Nous avons essayé de purifier cette substance, vraisemblablement fort complexe, de la fagon
suivante :

— essai de partage entre le butanol et 'eau : on dissout 100 mg du produit dans 20 cm® de butanol ;
ce butanol est lavé trois fois par 10 cm?® d’eau ; chacune de ces phases aqueuses est épuisée a son tour,
par deux fois 10 cm?® de butanol. Aprés évaporation sous vide de chaque solution, nous avons :

1. — une fraction hydrosoluble : soit 4 mg (soit 4 p. 100 du produit de départ) sur lesquels nous
avons fait une chromatographie radiale dans le systeme II : la révélation au phtalate acide d’aniline
est négative, celle & la ninhydrine est tres légérement positive.

I 1 I v v VI voI VI
% 2 )
[}
g o o
@9 ° o gu
0 2
e 8.
16, 15. — Chromatographie descendante sur papier.

Pollen de pommier : extrait alcoolique ;

fractions 1-2 : partie insoluble dans I'éther aprés hydrolyse acide ;
solvant de développement : butanol-acide formique-eau ;
révélation : acide périodique/benzidine ;

1 : xylotriose, xylobiose ;

I1 : fructose ;

HI : hydrolysat ;

IV : mannose ;

V : ribose, glucose ;

VI : xylose ;

VII : inositol (i), glycérol (g) ;

VII : galactose, arabinose (a) ;

papier Whatman no 1.

2. — une fraction soluble dans le bulanol : g6 mg (soit 96 p. 100 du produit). Une chromatogra-
phie radiale dans le systeme II nous indique, aprés des révélations par le phtalate acide d’aniline
et la ninhydrine qui sont négatives, que ni les sucres, ni les acides animés n’existent sous forme libre.

Une saponiftcation de go mg (dissous dans 2 cm? de butanol) par 220 mg de potasse (potasse
butanolique 2N) durant 3 heures donne, apres les extractions habituelles (éther-eau)

— un insaponifiable : soit 8 p. 100 du produit mis & saponifier.

— une partie acide : qui correspond a 30 p. 100 de ce méme produit. La masse moléculaire
(déterminée par titration) est de 266 ; cette fraction présente 2 maxima dans 'UV : un & z25 mp
et lautre a 283 mu (fig. 14).

-— une partie intermédiaire : insoluble dans ’éther et dans I'eau, soluble dans le butanol, qui
représente 62 p. 100 de la substance initiale. Sa masse moléculaire, obtenue par titration, est de 1380
(hg. 12 spectre UV).

Le produit brut avait comme masse moléculaire 1400 (déterminée par titration). Pour essayer
d’isoler les acides aminés et les sucres qui semblent présents dans cet éthéro-insoluble, nous avons
fait des hydrolyses dans différentes conditions :

-— hydrolyse avec acide chlorydrique (2N) : durée 2 heures &4 105°.

Cette hydrolyse nous fournit 3 p. 100 d’hydrosoluble aprés une extraction a 1'éther. C’est une
hydrolyse trés douce qui nous a permis de rechercher la présence de sucres et celles des acides aminés.

Sur la fraction éthérosoluble, nous avons uniquement fait un spectre UV (fig. 12).

Recherche des acides aminés : Nous avons fait des chromatographies descendantes dans les
systemes Il et IV : il n’apparait qu'une seule tache, aprés traitement & la ninhydrine : celle-ci se
trouve a la hauteur de I'acide o, - diaminopimélique.
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A I A 1
2
B8
B
F16. 16. — Chromalographies descendanies sur papier (bi-dimensionnelles)

Pollen de pommier : extrait alcoolique;

fractions 1-2 : partie insoluble dans I’éther, hydrolyse acide ;

solvants de développement : sens de A : butanol-acide acétique-eau ;
sens de B : phénol-eau (CNK) ;

papier Whatmanne r ;

chromatographie I : hydrolysat seul ;

chromatographie II : hydrolysat + acide a,e-diaminopimélique.

¥16. 17. — Chromatographie circulaire sur papier.

Pollen de pommier : extrait alcoolique ;

fractions 1-2 : partie insoluble dans I'éther, hydrolyse acide ;

solvant de développement : systéme de E. WORK ;

révélation : ninhydrine ;

papier Whatmann® 1 ;

1 : acide diaminopimélique (taches jaunes : Rf: 0,57 et 0,64) ;

II : cystéine (tache rose : Ry :0,58) ;

111 : acide cystique (tache grise : Ry :0,55).

1V : produit étudié (taches violette, bleue, pourpre : Ry : 0,66-0,77 et 0,9).
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Recherche des sucres : Les chromatographies ont été réalisées dans les systémes I, IIT et TV :

La révélation par I'acide périodique montre la présence de glycérol.

11y a apparition de quatre taches lorsque I'on fait agir soit le phtalate acide d’aniline, soit le
phloroglucinol :

1 tache a la hauteur de 'arabinose ;

1 tache a la hauteur du xylose ;

1 tache a la hauteur du glucose ;

1 tache juste en dessous de la ligne de départ (peut-étre du xylotriose) (fig. 15). L’arabinose et
le xylose ont méme Ry dans le butanol, mais sont bien séparés dans les autres systemes,
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F'1G. 18. — Chromalographie descendante sur papier.

Pollen de pommier : extrait alcool-éther ; fractions 1-2 ¢ insoluble dans I'éther;
1 : acide aspartique (a), citrulline (c) ;

11 : cystéine (cy), hydroxy-proline (pOIl) ;

I11 : ornithine (o), sérine (se) ;

1V : acide o, y-diaminobutyrique, acide a-aminobutyrique (o a) ;

V : proline (pr), glycocolle (gly) ;

VI ; histidine (h), valine (v) ;

VII : glucosamine : 1ICl (gl), méthionine (mé) ;

VIII : alanine (al), iso-leucine (i-I) ;

IX : acide o, o’ -diaminobutyrique (a,2”), tyrosine (ty) ;

X : acide a,e-diaminopimélique (a,g), acide glutamique ;

X1 : B-alanine (8), acide pipécolique (a. p) ;

XII : phényl-alanine (p-a), éthanolamine (et) ;

XIII : lysine, HCI (ly), leucine (1) ;

A : produit brut, aprés hydrolyse ;

B : produit purifié (fraction soluble dans le butanol), aprés hydrolyse ;
solvant de développement : butanol-acide formique-eau ;

papier Arches 304, lavé 4leau;

révélation : ninhydrine .

— hydrolyse avec Uacide chlorydrique (6N) : durée 30 heures & 105°.

Cette hydrolyse, assez brutale, nous donne & peu prés 7 p. oo d’hydrosoluble sur lequel nous
avons uniquement essayé d’identifier les acides aminés : avec un traitement aussi violent, les sucres
risquent d’étre abimés ou tout au moins de subir le phénomene de réversion.

Nous avons utilisé ¢uatre types de chromatographies :
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F16. 19. — Chromatographie descendante sur papier.

Pollen de pommier : extrait alcoolique ;
fractions 1-2 : partie insoluble dans I'éther ;
I:lysine;

1I : acide o,a,-diaminoadipique ;

II1 : acide &,y,diaminobutyrique ;

IV : acide aspartique ;

V : produit étudié aprés hydrolyse ;

VI : sérine ;

VII : valine;

VIII: ornithine ;

IX : acide glutamique ;

solvant de développement : phénol tamponné pH 4 ;
papier Arches 304 lavé au tampon pH 4 ;
révélation : ninhydrine.
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TG, 20. — Electrophorése sur papier.

Pollen de pommier : extrait alcoolique ;
fractions 1-2 : partie insoluble dans I’éther ;
tampon véronal-sodique pH 8,2 (300v, 20 mA) ;
appareil LKB ;

parpier Arches 304 imprégné de tampon ;
I : sérine ;

11 : valine ;

III : arginine ;

IV : fraction étudiée aprés hydrolyse acide ;
V : ornithine ;

VI : acide aspartique ;

VII : lysine ;

VIII : acide glutamique ;

révélation : nmhydrine.

Annales de I’Abeille. — 1962.
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o) Chromatographies bi-dimensionnelles : étant donné (ue nous avions localisé une tache a la
hauteur de I'acide o, e-diaminopimélique (DAP), nous avons voulu vérifier la présence de cet acide
dans notre hydrolysat ; pour cela nous avons fait deux chromatographies bi-dimensionnelles (premier
systéme [ ; deuxieme systéme IV), 'un sur I’hydrolysat seul, 'autre sur 'hydrolysat + DAP (fig. 16).

Dans le second cas, nous obtenons une tache supplémentaire correspondant au DAP : la présence
de cet acide aminé doit donc étre éliminée.

B) Chromatographies circulaires : selon RUTTER (1950) une premic¢re chromatographie radiale
nous a permis de confirmer 'absence de DAP : dans le systéme de . WORK (1955), une révélation
a la ninhydrine ne nous donne pas de tache colorée en jaune, typique du DAP (fg. 17).

D’autres chromatographies ont été faites, toujours dans le méme systéme, en présence d’acide
cystéique et de cystine (les valeurs de leurs Rf sont voisines de celles du DAP) mais sans résultats
positifs (fig. 17).

Une révélation a l'isatine selon JEPSON (1953) avec, comme témoins, des produits se révélant
avec ce réactif (hydroxy-proline, B. alanine, acide «, y-diaminobutyrique) reste sans résultats.

Y) Chromatographies descendantes : les précédentes chromatographies avaient été réalisées
sur papier Whatinan n° 1 ; nous avons utilisé ici du papier Arche 304.

Nous avons vérifié que le produit brut et la fraction soluble dans le butanol, lors de I'essai de
purification par le mélange butanol-eau, étaient identiques. Ces chromatogrammies ne sont pas
satisfaisants, les substances forment de longues trainées ; un seul acide aminé, Uornithine, ne semble
plus étre lié au reste du produit (fig. 18).

Nous avons essayé de séparer les acides aminés basicues {ou les peptides) en utilisant du phénol
tamponné 4 pll 4 ; la présence de 'ornithine se confirme ; mais si ’hydrolysat laisse apparaitre trois
taches 4 la révélation, il reste encore accompagné de trainées rouges, bien caractéristiques des
peptides : jusqu’a présent, il nous a été impossible de les scinder (fig. 19).

d) Electrophorése : Cette séparation, effectuée dans le tampon véronal-sodique a pH 8,2 (Mi-
CHAELIS, 1930), permet de constater (u’il existe effectivement de Pornithine dans le produit étudié
(fig. 20).

Un dosage selon VAN SLYKE, modifié par CHINARD (1952), montre que I'hydrolysat contient
0,2 p. 100 d’ornithine.

ISOLEMENT ET IDENTIFICATION DU 24-METHYLENE-CHOLESTEROL.

HO

Ce stérol a été récemment isolé des abeilles par BARBIER (1959) en quantité
relativement faible. Il n’a jamais été trouvé dans le régne végétal. ANDERSON (1923)
avait signalé un stérol F 136,5°, mais ne I'avait pas identifié. MARIELLA (1g52) isola
les stérols ou des alcools 4 haut poids moléculaire mais ne poussérent pas plus loin
leurs recherches.

Nous avons trouvé ce stérol dans I’extrait alcoolique de différents pollens préala-
blement épuisés par ’éther. Nous avons filtré ces extraits sur colonne de silicate ; les
éluats chloroforme-méthanol g5 : 5 sont traités par 'éther : la fraction insoluble
contient des sucres et des acides aminés ; de la fraction éthérosoluble est isolé le
24-méthyléne-cholestérol. Nous l'avons retiré en premier du pollen de pommier
(Pirus malus), ensuite d'un pollen mixte et enfin du pollen de Ciste (Cistus sp.).
Il se trouve en quantité relativement importante (0,6 p. 100 de 'extrait alcoolique).
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DESCRIPTION DES EXPERIENCES

1. — Isolement a partir du pollen de pommier :

I extrait est filtré sur colonne de silicate de magnésium-célite 2 : 1. Dans Pessal suivant
effectué sur 5 g, on a utilisé 50 g d’absorbant et élué par fraction de 150 cm?®:

1-2  chloroforme-méthanol 45:5. ... .. oo i ae L, 1667 mg
3 chloroforme-méthanol absolu L:l ... ... ... o 0., 193 mg
4 éthanol absolu ....... ... . il e 1 150 mg
b ¢thanol-acide acétique 49:1. ... ool 392 mg

Les fractions 1-2 (1667 mg) ont été reprises cing fois par 20 cm® d'éther : on sépare 1 150 mg d’inso-
luble et 517 mg d’éthérosoluble. Cet éthérosoluble a été séparé en partie neutre et partie acide par le
carbonate de sodium : les 517 ma dissous dans 3o cm?® sont extraits trois fois par 10 cm?® de carbo-
nate de sodium en solution & 3 p. 100 ; la solution éthérée contenant la partie neutre est lavée
deux fois par 10 cm? d’eau puis séchée sur sulfate de sodium : on obtient 420 mg de neutre. Apres
acidification par I'acide chlorhydrique (2N) les acides sont extraits trois fois par 30 cm® d’éther
lavés deux fois par 1o cm? d'eau puis séchés : on obtient g5 mg d’acides.

La fraction neutre ainsi obtenuc est chromatographiée sur 20 g de gel de silice ; les élutions
sont de 140 cma® ¢

1-3  (ther de pétrole-benzene 1l ..o . ... 92 g (amorphe)
4 ¢ther de pétrole-benzéne 327,00 L 26,5 mg (amorphe)
57 benzéne ... il 106,5 mg (amorphe)
®-10 benzéne-Cther 910 oL 5 myg (cristallisé)
1 chloroforme ....... ... .. ... .ol 5 mg (amorphe)
12 chloroforme-méthanol 9:1................ traces (amorphe)
13 méthanol ... o oo o o traces (amorphe)

Les fractions 8-10 (106 mg) sont distillées dans un apyareil & distillation moléculaire. On recucille
la partie distillant entre 150 et 160” sous o,15 mm (la température est celle du bain d’huile). Le distil-
lut, 60 mg, est cristallisé deux fois dans le méthanol ; on obtient 31 mg de cristaux (plaques incolores)
I" 141-145° () = —2¢°, 1 (chloroforme). Réaction de Liebermann: bleu-vert. Le spectre IR de ce
stérol mesuré dans le bromure de potassium, présente deux bandes trés intenses a 6,1 et 11,3 @
caractéristiques du groupement méthyléne. Iexamen du spectre UV du stérol montre 'absence de
dérivé 7- déhydro conjugué dans le cycle B (pas d'absorption caractéristique entre 210 et 230 m )
(hg. 21).

Analyse élémentaire : CyaH, 0
trouvé en pourcentage : C 84,47 H o1,
calculé en pourcentage : C 84,33 H 11,63.

a) Ozonisation :

Une ozonisation, effectuée sur 8o mg de stérol, en solution dans I'acide acétique, apres entraine-
ment 2 la vapeur d’eau, donne 26 mg de 2-4 dinitrophénylhydrazone de la forinaldéhyde (rendement
de I'ozonisation 62 p. 100). Ce dérivé a été caractérisé par son point de fusion I' 163-160° (recristallisé
dans I'éther de pétrole), par son point de fusion avec un dérivé authentique (pas de dépression) et
par chromatographie sur papier Watman n° 1 imprégné de diméthylformamide (HIORNER, 19355).
Développement par la décaline : la technique de la chromatographie radiale a été utilisée ; le R,
du dérivé obtenu et du dérivé utilisé comme témoin est o,21. La présence sur le chromatogrammne,
d’une seule tache indique I'absence, dans le stérol 1solé de dérivé 22, ou 24-déhydro (fig. 22).

b) Formation d’'un acélate :

Un acétate a été préparé a partir de 18 mg de ce stérol. On le dissout dans o,4 cm?® de pyridine
anhydride, on ajoute 0,3 cm® d’anhydride acétique et on laisse une nuit 4 I'étuve 4 40°. Apres avoir
amené & sec, sous vide, et repris par zo cm?® d’éther, on lave deux fois par 10 cm? d’acide chlorhydrique
(2N), une fois par 5 cm® d’eau, puis deux fois par 1o cm?® de carbonate de sodium en solution &
5 p. 100 et enfin par 5 cm?® d’eau (deux fois). On séche sur sulfate de sodium et I'on obtient aprés
évaporation de la solution éthérée, 17,5 mg d’acétate brut. La cristallisation dans le méthanol fournit
9,4 mg de cristaux (plaques incolores) F 133-135°. Une seconde cristallisation donne 6 mg de produit
F 134-135° ()} = — 42° 1 (chloroforme). Le point de tusion du mélange avec un acétate authen-
tique ne présente pas de dépression (135-135,59). Les spectres IR (fig. 23) comparés des deux acétates



130 M.-F. HUGEL
sont identiques. Le spectre UV mesuré sur cet acétate ne présente aucune particularité confirmant

ainsi I'absence de quantités mesurables de dérivés plus insaturés et conjugués dans le cycle B (7-
déhydro).

0,2

01

7

210 mp 260 mp
F16. 21. — Spectre dans U'ultra violet.

acétate de 24-méthyléne-cholestérol (0,156 mg/cm?® hexane).

T'16. 22. — Chromatographie circulaive sur papler.

Ozonolyse du 24-méthyléne cholestérol ;

solvant de développement : décaline saturée de diméthylformamide ;
papier Whatman n° 1 imprégné de diméthyl-formamide ;

I : témoin de 2,4-dinitrophénylhydrazone du formaldéhyde : Ry : 0,22 ;
11 : 2,4 dinitrophénylhydrazone de la substance : Ry : 0,22 ;

III : témoin 4 produit : Ry: 0,23,

2, — Isolement & partiv d'un pollen de ciste :

Les extractions du pollen et la séparation du 24-méthyléne-cholestérol sont conduites de la méme
maniére que pour le pollen de pommier.

6,6 g d’éluat chloroforme : méthanol 95-5 sont traités par 'éther et fournissent 5,5 g de frac-
tion soluble que I'on sépare en partie neutre et partie acide. Par chromatographie sur gel de silice,
la partie neutre donne g15 mg de stérol brut (élution benzéne-éther g : 1) que l'on cristallise dans le
méthanol ; on distille ensuite les cristaux (230 mg). Apres deux cristallisations du distillat on obtient
8 mg de stérol pur F 137-140° (plaques incolores). Réaction de Liebermann : bleu-vert. Le spectre IR
présente les bandes caractéristiques a 6,1 et 11, 3.
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F16. 23. — Specire dans Uinfra rouge.
HH : acélate de 24-méthyléne cholestérol authentique
I:

acélale du 24-méthyléne cholestérol du pollen



ETUDE DE QUELQUES CONSTITUANTS DU POLLEN 131

Formation de Uacétale :

11 a été préparé dans les mémes conditions que celui isolé du pollen de pommier ; les cristaux
obtenus ont un spectre IR identique & celui de I'acétate authentique F 131-135°. Pas de dépression
du point de fusion avec I'acétate authentique.

3. — Isolement & partir d’un pollen mixie :

A partir de 7,2 g d’éluat chloroforme-méthanol 95 : 5 nous avons obtenu 2,130 g de fraction
éthérosoluble. La séparation par le carbonate a fourni 1,7 g de partie neutre que l’on a chromato-
graphiée sur gel de silice. A ’élution benzéne-éther g : 1 nous obtenons 160 mg de stérol brut et, aprés
distillation, suivie de 2 cristallisations dans le méthanol- on obtient 18 mg de cristaux (plaques
incolores), F 134-141°. Réaction de Liebermann : bleu-vert. Le spectre IR est identique & celui des
stérols de pommier et de ciste.

CONCLUSIONS

Le 24-méthyléne-cholestérol a été isolé de deux pollens purs et d’un pollen
mixte.

CLARK et BrocH (1959) ont montré que les insectes ne peuvent effectuer la
synthése des stérols. Le z4-méthyléne-cholestérol isolé des abeilles pouvait donc
provenir soit de la nourriture, soit d’une transformation d'un phytostérol. Le fait
d’avoir isolé le 24-méthyléne-cholestérol en quantité importante de différents pollens
tendrait 4 montrer ['origine purement alimentaire de ce stérol.

Requ pour publication en janvier 1962.
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SUMMARY

A STUDY OF SOME OF THE COMPONENTS OF POLLEN

This paper describes various components isolated from three types of pollen and from mixed
pollen. The study of most of these components must be continued.

Pine tree pollen, which is supposed to be the cause of sarcoidosis, was first investigated for simi-
lar substances to those which were isolated from Koch’s bacillum lipids (mycolic acids, o, e-diami-
nopimelic acid, phosphatides). Negative results were obtained.

The method for 1solating the component of pollen which attracts bees in a selective manner is
described. The results show that the active part of pollen could mainly be made of a steroid, or of
a mixture of steroids.

24-methylene-cholesterol, which had been isolated from oysters previously, could be isolated
in large amounts and identified. It seems that bee-extracts contain large quantities of this sterol
because they consume large amounts of pollen.
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A noteworthy fraction was isolated from the alcoholic extract of various tvpes of pollen. It is
insoluble in water, ether and chloroform. It is soluble in alcohol. It contains amino acids, sugars
and possibly lipids. It may be a lipo-peptide or a lipo-polysaccharide.

Various substances which had never been found previously were isolated. They are a diol com-
posite which is thought to be hexadecane diol-1,2 ; palmitone ; saturated carbohydrates ; fatty acids
such as arachidic acid ; and behenic acid esterified by cerilic alcohol. There are other substances
which were only isolated and not identified (sterols of the fraction which attracts bees).

Pollen is a large source of natural product, the systematic study of which has only begun.
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