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SOMMAIRE.

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

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

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

INTRODUCTION (2)

Le pollen, en tant que produit naturel très 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 manières :
- On laisse les abeilles butiner le pollen et l’on recueille les « pelotes » qu’elles

laissent tomber dans la trappe à pollen (LouvEAux, ig58).
- On peut récolter le pollen mécaniquement (ou à la main), directement, à

partir des plantes.
On conçoit que ces deux modes de récoltes ne conduisent pas à de grandes quanti-

tés de pollen, si on le désire très pur.
L’intérêt du pollen est grand en agriculture, en médecine ou au point de vue

purement scientifique.

(1) Le présent travail a fait l’objet d’une thèse d’ingénieur C. N. A. M. (juin in6o).
(2) Nous avons choisi pour ce bref exposé le plan suivi par LUNDEN (rgg6).



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 espèces,
d’autres, au contraire, semblent être spécifiques d’un pollen donné.

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

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

I. - Protéines et acides aminés :

Les teneurs en protéines que donnent ANDERSON (ig22), ELSER (ig3o) et WEAVER
(1941) sont très variables : m à 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 particulièrement pauvre.

La recherche et l’étude de ces substances ne commença réellement que lorsque
AUCLAIR (ig48) utilisa la chromatographie sur papier pour leur séparation.

Le pollen mixte renferme les acides aminés les plus répandus. Selon DE GROOT
(ig52), 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
être liée à la composition des protéines : 187 plantes ont été reconnues jusqu’ici
comme étant allergissantes.
ABRAMSON (1947) isole par électrophorèse, des pollens de certaines espèces 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
liées à des sucres (pentoses). Ce sont l’artéfoline, la trifoline, et la prasétine, dont la
composition n’est pas encore connue. A ces protéines peut être fixé un pigment :
l’isorhamnétine (voir les pigments).

De même, S’roNE (1947) isole par dialyse une fraction de bas poids moléculaire
possédant 50 p. 100 de l’activité allergissante : cette fraction contient des sucres liés
à un polypeptide.

Les extractions faites par l’eau ou des solutions salines conduisent à des mélanges
extrêmement complexes : acides aminés libres, sucres, polypeptides ou protéines,
liés à des sucres ou des pigments.



Presque tous les travaux effectués sur les fractions protéiniques ont été faits
sur des pollens ayant un grand pouvoir allergissant ; on ne connaît rien sur la compo-
sition des protéines des autres espèces.
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 synthèse de la proline se ferait
à partir de l’acide glutamique et celle de l’acide pipécolique à partir de la lysine. Il
isole aussi des acides aminés moins courants comme l’homosérine, l’acide y-amino-
butyrique, l’acide y-amino-adipique et des amines (asparagine, glutamine) ; ses recher-
ches ont porté sur une dizaine de plantes différentes.

Sosa-BouRDOUm (z954) signale aussi la présence d’acides nucléiques : z,35 p. 100

calculé sur la substance sèche ; celle de l’acide désoxyribonucléique n’a pu être mise
en évidence.

II. - Sncyes

Ils sont abondants et semblent être d’un intérêt secondaire pour la nutrition des
abeilles. Il sont en général liés aux protéines.
VON PLANTA (1885) signale la présence d’amidon et de saccharose. Ensuite
AxDERSON (1922) isole des pentoses et des sucres réducteurs. La présence de ces
sucres réducteurs est d’ailleurs contestée par Sos:!-BaRDOUm, (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.

KHUx (i949) mit en évidence la présence du lactose : c’était la première fois que
ce sucre était trouvé dans le règne végétal.

Puis SANERO-UENO (1954) identifia, grâce à la chromatographie sur papier,
le fructose, le saccharose, le raffinose et le stachyose :

Vow EULER (1945) a isolé, à côté des acides nucléiques, du ribose et du désoxy-
ribose.



III. - Lipides, acides gras, stérols, alcools, hydrocarbures

Suivant les différents auteurs, ANDERSON (tg22), ELSER (1941), VIRTANEN (1955)
et SOSA-BARDOUIL (1952), la teneur des pollens en lipides varie de I à 20 p. 100.

En général, ils considèrent que leur présence est très importante pour la nourriture des
abeilles. Une grande variété de composés ont été isolés et identifiés à partir des extraits
éthérés ou alcooliques de pollens. Après 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 (rg23).
- des hydrocarbures insaturés : C2oH4o et C34H58 (Sl’ADA, 1958).
- des alcools : ils sont en grand nombre, saturés et mono-hydroxylés : on

trouve en particulier des alcools de formule brute, Cl5H320 SOSA (ig52), C27H560 et
C25H520 SpADA (1958), qui ne sont pas encore identifiés. NU.SON (1957) isole un mélange
de n-tétracosanol, it-hexacosanol et les paraffines correspondantes, mélange qui fut
résolu grâce à la spectrographie de masse. MARIELLA (rg52) trouve dans des variétés
d’Avtemisia, des alcools à haut poids moléculaire qu’il n’a pu identifier.
- des stérols : aucune identification précise n’a encore été faite. VON PLAN-

TA (r855) crut isoler du « cholestérol », puis ASDERSON (1922) obtint deux stérols insa-
turés, monohydroxylés, lévogyres, dont les analyses élémentaires correspondent
aux formules brutes C26H430H et C21H3,OH.
- une fyaction acide : le seul acide ayant pu être reconnu jusqu’à présent est

l’acide palmitique : on le trouve sous forme de palmitate de phytostérol. ANDERSON
(1922) décrit un mélange d’acides gras non identifiés ; Sos9 (1952) isole un acide en
CUH3lC02H isomère de l’acide laurique et un acide ramifié C22H45C02H. Après
saponification et extraction par le réactif T de GiRnRD, SOSA-BoURDOUIL (1954)
et NiLSSON (1957) ont isolé des fractions cétoniques : grâce à la spectrographie de
masse NWSSOx a identifié la n-tri, n-penta, n-hepta et t2-nonacosanone ; Sos! n’a
pas identifié les produits composant cette fraction.

IV. - Tlitamines et hormones

I,es pollens sont très riches en vitamines du groupe B et pauvres en vitamines
lipo-solubles. ANDERSON (1922) isole de l’inositol puis HAYDAK (1938) trouve de la
vitamine F, et signale un fait intéressant : la gelée royale, unique nourriture de la
reine, ne contient pas de vitamine E. Le même auteur isole ensuite de la vitamine B,
puis de la vitamine B2 ; PEARSON (1942) étudie plus spécialement l’acide panthoté-
nique : il émet l’hypothèse que les abeilles synthétisent cette vitamine durant l’élabo-
ration de la gelée royale. VIVINO (ig44), le premier, établit une liste des vitamines
présentes dans différents pollens (pissenlit, trèfle, pommier, bouton d’or, aster et
prunier). Il démontra que la richesse en vitamines varie au cours de l’année : durant
l’été la niacine est très abondante et entre juin et fin septembre l’acide panthoténique
atteint son maximum de concentration.

SEKINE (ig42) 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 règne végétal). Puis WEYGAND
(ig5o) isola de l’acide folique et de l’acide ascorbique.



A la suite de VIVI NO (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
l’oestrone isolée du pollen de palmier dattier par RIDI (1950).

On signale, de même, la présence de substances de croissance (test Pisunt positif);
un des facteurs responsables pourrait être la 2-hydroxY-5-hydroxyméthyl pyridine.

Les multiples activités biochimiques du pollen en ont fait un champ d’action
très riche pour l’étude des réactions enzymatiques.
ELSER (1930) signale la présence d’amylase, saccharase, catalase ; SosA-BoCR-

DOUII. (rg39) étudie l’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 à celle provoquée par la levure.
On signale aussi la présence des déshydrogénases des acides lactique et succini-

nique, de systèmes cytochrome-oxydases (respiration) Oxo:vuxi, (1942) et ‘’on EULER
(1949) .

L’activité enzymatique est maxima au moment de la germination et les variations
peuvent être considérables, même dans une même espèce.

Récemment NaKmvtuRa (ig5i) a étudié l’action des phosphatases.

VI. - Pigments

On peat séparer dans les récoltes obtenues à la trappe à pollen, les différents
constituants, grâce à leur couleur ; les colorations que présentent les pelotes faites par
les abeilles vont du jaune pâle au vert, avec toutes les gammes d’orangés et de bruns.
Les pigments isolés a.ppartiennent à deux grandes classes :
- celle des flavonoïdes : HEYL (1919) isole un glucoside d’isorhamnétol : il émet

l’hypothèse que cette substance joue probablement un rôle dans le processus de ferti-
lisation. Effectivement Kuxw (1944) a montré que cet éther méthylique du quercétol,
isolé du pollen de Crocus, pouvait être un facteur déterminant du sexe des cellules
reproductrices. Deux dérivés du quercétol ont été isolés : l’un se trouve dans les fleurs
à long style, l’autre uniquement dans celles à style court :



VIVINO (1944) les isola dans les proportions suivantes : 1
- 5o à i5o [Lgjg pour les carotènes ;
- i4o à 400 }jLg/g pour les xantophylles.
Vorr EULER (1945) fit remarquer que les insectes récoltent généralement des

pollens contenant des caroténoïdes, tandis que les pollens transportés par le vent sont
riches en flavonoïdes.

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

VI1. - Activités biologiques du pollen. l’ollésiines

Le pollen de Pinus montana provoque la sarcoïdose, affection voisine de la tuber-
culose par ses symptômes. CuMMmGS (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 à cette espèce).

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

Les pollénines ont été étudiées par ZETZSCHE (1931) ; 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



formule C90Hl3S022 ; 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
(après traitement par S04H. à 75 p. ioo), il se pourrait qu’elles constituent un artefact.
La proportion des pollénines est différente suivant que l’on s’adresse aux Gymno-
spermes (Pinus sylvestris 2o p. 100) ou aux Angiospermes (Covyllus 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

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

IX. - Constituants minévaux

Ils ont été déterminés par : VON PLANTA (r885), EI.SER (z93o), VIVINO (1944),
RiDi (r95o) et NIELSEN (t957) ; 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.

ÉTUDE DU POLLEN DE PIX (Pinus montana)

CUMMINGS (1958) a montré que le pollen de Pinus montana a la particularité de
provoquer une sarcoïdose - nécrose pulmonaire analogue à celle provoquée par le
bacille de Koch - spontanée chez l’homme et expérimentale chez la souris. Il a

recherché l’agent chimique responsable de cette altération pulmonaire. Il pense avoir
identifié, dans le pollen, en question, des acides gras à longues chaînes, a-ramifiés,
!-hydrolylés, analogues aux acides mycoliques que l’on isole de Mycobacterium tubercu-
losis, ainsi que l’acide iX,E-diaminoPimélique (DAP) que l’on trouve également dans les
Mycobactéries. Cet acide aminé est d’ailleurs spécifique des bactéries et n’a, jusqu’à
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
esters d’acides mycoliques avec un polysaccharide et un peptide renfermant le DAP
(ASSELINEAU 1951).

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

RÉSULTATS

A. - Extvactioix Par l’alcool-éther (i : i)

ANDERSON (1930) a montré que chez le bacille tuberculeux, la fraction de l’ex-
trait alcool-éther insoluble dans l’acétone bouillante correspond au phosphatide
doué de propriétés nécrosantes pour les cellules épithéliales.



I. - Sur la première partie nous avons procédé à une extraction par l’acétone
bouillante ; nous avons obtenu :

a) un précipité cristallin, qui se trouve être du saccharose. Il n’y avait pas de
précipité blanc lipidique dans l’acétone bouillante : il ne semble donc pas y avoir de
fihosfihatides à haut point de fusion dans le pollen.

Dans le cas où un phosphatide à bas point de fusion a été entraîné, on peut le
séparer sous forme d’huile restant au fond du récipient, en réchauffant sans agiter le
précipité et s!s eaux mères ; dans le cas du pollen tout repasse en solution : 2’I na’y a
donc pas de fihosfihatide à bas point de fusion.

b) une fraction soluble à claaud (qui, par refroidissement, laisse précipiter du
saccharose), et une fraction soluble à température ordinaire qui contient des sucres,
du glycérol et vraisemblablement du xylose ou ses produits de condensation. Il

!2’y a Pas de Phosphatides dans cette fvaetion.

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

a) une fraction hydvosoluble dans laquelle, après hydrolyse, nous avons essayé
de mettre en évidence l’acide x, e-diaminopimélique : nous n’en avons pas trouvé.

b) une fraction éthévosoluble 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 benzène ; or, dans une telle chromatographie les acides mycoliques sont élués
par un mélange éther-méthanol ou éther-acide acétique : il ne semble dooac pas y avoir
d’acides mycoliques.

La fraction éluée au benzène est un ester C4oHso02’ F 69-700. Nous n’avons
pu pousser plus loin l’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 l’acétone bouillante ;
on obtient alors :

a) uyae fvactiora insoluble à chaud : ce sont les cires D ;
b) une fvaction soluble à chaud, mais qui précipite à froid : ce sont les cires C

dans lesquelles on isole par chromatographie sur silicate (élution chloroforme-métha-
nol q. : r) un produit extrêmement toxique : le « Cord-factor n ou dimycolate de tré-
halose, NOLL (i956), T. GENDRE (1956)

c) une fraction soluble à froid : elle correspond aux cires B.
L’extrait chloroformique du pollen traité de la même façon donne une très

importante fraction insoluble dans l’acétone bouillante (42 p. 100 de l’extrait ). Par
refroidissement précipite en petite quantité un produit (19 p. 100 de l’extrait ) qui
semble identique à celui isolé de l’insoluble à chaud : spectre IR et point de fusion
identiques. Étant donné la petite quantité de substance, nous n’avons étudié que la



fraction insoluble dans l’acétone à chaud. Cette fraction est un ester C46H9202 :!:: CH2,
qui se présente sous forme de cristaux fondant à 74-76°.

Après saponification, nous obtenons :
- une partie acide : il s’agit en fait d’un mélange d’acides : la chromatographie

en phase gazeuse de leurs esters méthyliques a séparé l’acide palmitique, l’acide
stéarique, l’acide arachidique et l’acide béhénique.

- une partie insa!oniftable : l’alcool obtenu répond à la formule brute C26H540
et fond à 78-79°.

Dans la littérature il est mentionné un alcool cérylique, monohydroxylé, non
ramifié, en C,,, F 790 ; pour vérifier que nous avions bien affaire à cet alcool nous
avons préparé un alcool cérylique à partir d’un acide mycolique de souche humaine ;
il est en effet, connu que par pyrolyse cet acide donne uniquement de l’acide héxaco-
sanoïque (acide C2sH5002 ! ASSELINEAU, I95 I) , il suffit ensuite de réduire l’acide selon
le schéma suivant :

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

Pour avoir une preuve supplémentaire nous avons fait un même dérivé coloré
sur les deux alcools : ces dérivés azobenzoy·lés sont identiques : les analyses élémentaires
coïncident et il n’y a pas d’abaissement du point de fusion du mélange des deux subs-
tances.

L’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 EXPÉRIENCES

A. - Extraction par l’alcool-éther (i : i)

L’extrait total s’élève à ro p. 100 du poids du pollen.

i. - Traitement d’une partie de l’extrait par l’acétone bouillante
Nous obtenons, après filtration à chaud :

a) un précipité blanc : qui représente 20 p. roo de l’extrait alcool-éther ; il est eristallin : F 17°-
178°, (a)]#+ 64°. Il a une saveur sucrée, est soluble dans l’eau et réduit la liqueur de Fehling, après
hydroloyse par l’acide chlorhydrique.

La chromatographie sur papier Whatman n° i montre :
i tache à la hauteur du saccharose, avant hydrolyse,
i tache à la hauteur du glucose, après hydrolyse,
i tache à la hauteur du fructose, après hydrolyse.
b) une fraction soluble à chaud : il y a formation d’un précipité par refroidissement.





Etude du précipité insoluble â froid :
Il correspond à peu près à 10 p. 100 de l’extrait. Il est formé de cristaux blancs semblables à

ceux obtenus dans l’insoluble à chaud : F 186° (a)f1° + 65,5° : il s’agit bien de saccharose
identifié avant et après hydrolyse (fig. i).

Analyse élémentaire : CIZ H22 On, trouvé en pourcentage : C 42,32 H 6,60
calculé en pourcentage : C 42,10 H 6,48.

Les eaux méres, fraction soluble â froid : correspondent à 68 p. 100 de l’extrait.

Analyse élémentaire : C 43,33 p. 100 H 8,01 p. 100 P 0,045 p. 100.
Cette fraction est très oxygénée : nous avons fait un dosage à l’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 l’acide chlorydrique (4N), à 105°, durant 6 heures, fournit p. 100 d’hydro-
soluble. Par chromatographie descendante dans les solvants, I, III, IV (1), nous avons obtenu, après
révélation à l’acide périodique (GORDON, 1956).

i tache à la hauteur du xylobiose ;
l tache à la hauteur du xylotriose (fig. 2) ;
i tache à la hauteur du glycérol.

2. - Séparation du reste de l’extrait par un mélange eau-éther: I

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

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

sur le pollen brut (avant et après hydrolyse).
sur l’hydrosoluble (avant et après hydrolyse).

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

b) Un éthérosoluble:

Qui correspond à 42 p. 100 de l’extrait. Le précipité ainsi formé, 348 mg, soit 1I p. 100 de l’ex-
trait, est chromatographie sur 13 g de silicate de magnésium ; le volume de solvant employé pour
chaque élution est de 3o cm3 :

Étude des fyactions i-3 : après cristallisation dans le benzène, on obtient des cristaux F 69-72°,
(a)D = o (chloroforme).

Analyse élémentaire : CzoH9oU;
trouvé en pourcentage : C 81,20 H i3,65 ; 1
calculé en pourcentage : C 8i,oo H 13,60.

Le spectre IR présente une forte bande vers 1 750 crri 1 : bande ester ou cétone (fig. 3).
essai de formation d’une oxime : à 2o mg de produit on ajoute ioo mg de chlorhydrate d’hydro-

xylamine, i5o mg d’acétate de sodium et 10 cm3 de benzène, on laisse 24 heures au reflux, on épuise
à l’éther ; cet éther, après lavage par l’eau jusqu’à pH neutre, est séché sur sulfate de sodium puis
évaporé et la substance est cristallisée dans l’alcool : son point de fusion est identique à celui du
produit de départ et elle ne contient pas d’azote. Nous avons donc affaire à un ester dont la formule
brute pourrait être C4oH30Ü2.

(1) Les systèmes de solvants utilisés pour les chromatographies sont :
Solvant 1 : butanol/acide acétique/eau 4/1/1 ;
Solvant II : butanol/acide formique/eau g5Jr5lro :
Solvant III : isopopanol/acide acétique/eau 6/3Jr ;
Solvant IV : phénol/eau 80 g dans 20 cme eau ;



essai de saponification : igo mg sont dissous dans io cm3 de potasse inéthanolique (2N) et
laissés 8 heures au retlux ; après séparation de la fraction insaponifiable (59 p. 100) et de la fraction
acide (3o 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

L’extrait équivaut à 0,9 p. 100 du poid sec.
Par l’extraction à l’acétone bouillante on obtient :
- une fraction insoluble à chaud ;
- une fraction insoluble à froid.
Ces deux fractions ont le même spectre IR et un point de fusion identique.

i. - Etude de la fraction ivasoluble dans l’acétone bouillante:

Cette fraction est filtrée à chaud, l’insoluble est dissous dans le chloroforme et reprécipité par
l’acétone : nous avons alors obtenu des plaquettes blanches qui, après recristallisation dans le benzène
fondent à 75°. La totalité des cristaux, soit 330 m6’ a été filtrée sur 7 g de silicate et éluée par frac-
tions de z j cm9.

Les deux premières fractions sont recristallisées dans le chloroforme et donnent des cristaux
qui fondent il 74-¡6°.

Analyse élémentaire : CaaH4s0
trouvé en pourcentage : C 81,54 1-I I3,¡6 ;
calculé en pourcentage : C 81,58 II [3,60.

L’équivalent moléculaire est de 330,03, mais la masse moléculaire, calculée par le Rast, est de
700, ce qui conduit à la formule brute C.6II.,O,. Le spectre IR a une forte bande ester à I 7 jo <ni i

(fig. 4).

Saponification :
100 mg de ces cristaux sont dissous dans 5 cm3 de benzène, on y ajoute 5 cm’ de potasse métha

nolique et on laisse z5 heures à reflux ; après extraction par l’éther, on obtient :
- 61 mg d’une partie acide qui, après cristallisation dans le méthanol, fond à 64-64,50.

Analyse élémentaire : C22H4402
trouvé en pourcentage : C 77,7,3 Il r z,98 ;
calculé en pourcentage : C 77,58 Il 1.1,02.

L’équivalent moléculaire , calculé par titration, est de 339, ce qui correspondrait à un acide en
CzzHa40z.

Nous avons alors méthylé cette fraction acide par le diazométhane dans l’éther ; après évapora-
tion de l’éther et cristallisation dans le méthanol, nous avons obtenu un produit dont le point de
fusion n’est pas net, F 34-39° ! l’analyse élémentaire est correcte pour l’ester méthylique de l’acide
C1.H’BO,.

Analyse élémentaire : C,oH.oO,
trouvé en pourcentage : C 76,34 Il 12,76 ;
calculé en pourcentage : C 76,86 Il rz,86.

Il est évident qu’il s’agit d’un mélange : nous avons alors injecté la substance en solution
dans l’éther, dans un appareil à chromatographie gaz-liquide et il est apparu, par comparaison avec
des témoins, que nous avions bien affaire à un mélange de quatre acides (fig. 5) : acide palmitique
CrsHaa!z! acide stéarique CIBH’60&dquo; acide arachidique C,oH.oO&dquo; acide béhénique CaaH440x.





YyépaYation de l’alcool synthétique :
- pyrolyse : 1 g d’acide mycolique de souche Brévannes donne, par pyrolyse entre 27o et 3°0&dquo;,

200 mg d’acide hexacosanoïque que l’on cristallise dans le benzène, F 83-87°.

Analyse élémentaire : C’6IIs,O.
trouvé en pourcentage : C 78,54 II xz,99 ;
calculé en pourcentage : C 78,52 H 13,21.

- réduction de l’acide en alcool : 5° mg d’acide sont dissous dans 20 <,m3 d’éther, cette solution
est versée dans 310 mg d’hydrure double d’aluminium et de lithium, en suspension dans 10 cm3
d’éther. On agite mécaniquement la solution durant 48 heures. Après destruction de l’hydrure en
excès par l’acide sulfurique, on extrait l’alcool par l’éther ; la purification du produit se fait par chro-
matographic sur alumine : l’alcool est élué par un mélange benzène-éther 9 : i, il est ensuite
cristallisé dans le chloroforme ; on obtient des cristaux qui fondent à 77-79&dquo;.

Analyse élémentaire : C’6lIs40
trouvé en pourcentage: (’Si,i6 Il 13,95 J
calculé en pourcentage : C 81,60 H x.F,zz.

Il 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 : xz mg d’alcool naturel sont

dissous dans i cm3 de benzène, on y ajoute o,75 cm3 de pyridine anhydre et rz mg de chlorure d’azo-



benzoyle ; on laisse 36 heures à température ordinaire ; on extrait à l’éther et on lave successivement
par deux fois 5 cin3 de carbonate de sodium à 5 p. 100, une fois par 5 cm&dquo; d’eau : on sèche sur
sulfate de sodium et après évaporation de l’éther, on cristallise dans l’éther de pétrole-benzène ; les
cristaux sont ensuite chromatographiés sur silicate, la fraction éluée à l’éther de pétrole-benzène
(4 : i) est cristallisée dans le benzène-éther de pétrole et fond à 8z-85°.

Nous avons fait le même dérivé sur 3o mg d’acide synthétique, il fond à 8z-85&dquo;.
I,e mélange des deux dérivés ne présente pas d’abaissement du point de fusion F 8z-85°.
Les analyses élémentaires sont correctes pour les valeurs du carbone et de l’hydrogène, légère-

ment faibles pour la teneur en azote :

- calculé pour C..H6,O.N. C 79,27 p. 100 II io,j8 p. 100 N 4,74 p. 100 ;
- trouvé pour le dérivé de l’alcool de synthèse :

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

C 79,13 p. 100 H i 1,34 p. 100 N 3,88 p. 100.

ÉTUDE D’UN POLLEN MIXTE.

Le mélange de pollen mis à notre disposition était composé de pollen de légumi-
neuses (Trèfle), de papavéracées (Coquelicot), de rosacées (Pommier) et de quelques
espèces forestières (Orme).

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

Les substances étudiées sont placées dans de petits godets de verre et disposées
sur une étagère située à une certaine distance de la ruche (cette ruche se trouve dans
une serre maintenue à température constante). Après quelque temps (celui qui est
nécessaire aux éclaireuses pour alerter les butineuses), les abeilles viennent puiser
d’abord à 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 l’influence prédominante. Les tests ont toujours été faits
en présence de substances témoins : pollen pur et poudre de cellulose qui sert à faire
les dilutions.

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

RÉSULTATS

A. - Extrait éthéré

Il est obtenu par épuisement du pollen à température ordinaire. Il se révèle aussi
attractif que le pollen brut.

I. - Isolement de la fraetion yesponsabte de l’activité biologique.

Après saponification l’activité biologique se retrouve toute entière dans la

fraction insaponifiable.
Différents essais de purification de cette fraction (distillation, chromatographie)

ont eu des résultats négatifs. En définitive, la meilleure purification paraît être celle
que l’on obtient par chromatographie sur silicate : la fraction éluée par un mélange
benzène-éther 4 :r possède une importante activité biologique.



Une purification purement physique d’une partie de cette élution nous a fourni
une substance très 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 (t949). 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 à former les digitonides sont les stérols 3, p-aminés
ou hydroxylés et ayant une double liaison en 5 (plus quelques cas très spéciaux), et
les a- ou (3-naphtols (et quelques alcools terpéniques). Après traitement et sépara-
tion des constituants nous obtenons :

a) Une f vaction ne formant pas de digitonide. - elle est peu importante et possède
un très fort pouvoir attracteur sur les abeilles. C’est un stéroïde ou mélange de sté-
roïdes (la réaction de Liebermann est positive) qui fond à i23-i32°. On peut penser
qu’il s’agit de stéroïdes non extractibles par la digitonine ou que la formation du
digitonide n’a pas été complète.

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

x - un précipité: qui fond à 84-85°, a un pouvoir rotatoire de (u)£8 290 et
dont l’analyse élémentaire correspond à C¡¡OH3002’

! - une f vaction soluble que nous avons divisée en deux parties :
La première partie, chromatographiée sur silicate nous a fourni, à l’élution

benzène-chloroforme 95 : 5, une fraction qui, après cristallisation dans l’alcool, laisse
déposer des cristaux F 95-1020, (u) %8 = + 22°, et dont la formule brute est C27H4s02’

Les eaux mères de ces cristaux, chromatographiées sur acide silicique désactivé
ont donné deux fractions :
- la première est éluée à l’éther de pétrole-benzène 4 : r ; après sublimation,

nous obtenons un produit fondant à 80-82°, (oc) D = + 52°, dont la formule brute
est C29H4s02 ; ce stérol forme un acétate dont l’analyse élémentaire correspond à
C,OH,10,, et qui ne cristallise pas.
- la seconde fraction est éluée par un mélange éther de pétrole-benzène l : l ;

c’est une substance très hygroscopique.
La seconde partie de cette fraction stérolique est acétylée puis chromatographiée

sur silicate : les substances que nous obtenons de cette manière sont très mal définies
et il est impossible de les séparer étant donné le peu de produit dont nous disposions.

II. - Isolement de la fraction cétoitique :

Après saponification, on extrait au moyen de réactif de GIRARD (r93o), une frac-
tion qui, après chromatographie sur alumine, a fourni entre autre :
- aux élutions benzène-éther 7 : 3 : une cétone de formule brute C34H3s02’ F 74°.
- aux élutions benzène-éther i : r : de la palmitone.

B. - Extrait alcooliqzie
Il est obtenu par épuisement du résidu laissé par les extractions à l’éther.
Nous avons entrepris l’étude de la première fraction éluée, par du chloroforme-

méthanol 95 : 5, d’une colonne de silicate ; après séparation à l’éther nous avons :
Annales de l’:Abeille. - 1962.



- une fraction éthérosoluble qui contient du 2q.-méthylène-cholestérol ;
- une fraction insoluble dans l’éther, soluble dans le butanol, insaponifiable

et dont la combustion est incomplète : il pouvait s’agir du phytomélane, selon
C. et J. ASSELINEAU (rg57), mais ni le spectre IR, ni l’analyse ne concordent. Nous
avons soumis cettre fraction à diverses hydrolyses.
- une hydrolyse très 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 où existent

trois taches révélables au phtalate acide d’aniline (PARTRIDGE, 1949) à la hauteur
du xylobiose, du mannose ou de l’arabinose (qui ont le même RF). Par révélation à
l’acide périodique on fait apparaître une tache à la hauteur du glycérol.

CONCLUSIONS S

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

Le 24-méthylène-cholestérol, isolé pour la première fois dans le règne 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 ayarzt un test de butinage positif :
Bous avons saponifié 3g,8 g (t’extrait (dissous dans 20 cm3 de benzène) par 40 cm’ de potasse

méthanolique (ZN) ; après être restée q heures à reflux, la solution a été extraite à l’éther ; cet éthéro-
soluble a été lavé à l’eau, puis séché : il a fourni 26,7 g d’insaponifiable (soit 66 p. 100 de l’extrait).
L’hydrosoluble acidifié par l’acide salfuri<lue et extrait à l’éther, donne 13,1 g de partie acide.

i. - Une partie de l’insaponifiable :
Soit i g, a été chromatographiée sur 30 g d’alumine ; le résultat est peu satisfaisant, le produit

s’élue difficilement avec un mélange éther-méthanol 4 : i ; 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’insaponiJïable :
Soit z 5,3 g est dissous dans io cm3 de benzène et saponifié, une seconde fois, par z; cm3 de potasse

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

6,6 g de partie acide ;
16,7 g d’insaponifiablc.

Nous avons alors soumis la partie insaponifiable aux essais suivants :

a) distillation : r, g dans un tube à boules sous o, mm ; nous recueillons trois fractions :

la première entre t6o et 180n ;
la seconde entre 180 et 200&dquo; ;
la troisième entre 200 et 2 jo°.

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

b) chromatographie de z,’7 g sur 125 g de silicate (soit 60 fois le poids du produit ) : on élue
avec un mélange éther-méthanol 4 a 2zo mg de produit fortement attracteur qui est purifié par



passage sur une colonne de 20 g d’acide silicique : on obtient 103 g d’une substance attractive dont les

spectres dans l’ultra violet et le visible ne présentent aucune absorption caractéristique.
c) chromatographie sur silicate, en prenant comme poids d’absorbant 10 fois le poids du produit :

les séparations sont meilleures et cette chrornatographie est reproductible.
12,5 g d’insaponifiable sont filtrés sur 125 g de silicate; les élutions sont de 300 cm’ :

Etitde des fractions 9-14.
Ces fractions ont une activité biologique ; elles représentent au total 1,961 g. L’ensemble de ces

fractions est soumis à deux traitements:

a) Traitement physique : 36o mg sont dissous à chaud dans de l’éther de pétrole ; à froid il y a
séparation d’un précipité blanc ne possédant aucune activité biologique. La fraction soluble qui est
très attractive est dissoute à chaud dans l’alcool absolu ; seule la fraction soluble dans l’alcool absolu
à 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
l’alcool à 80° la fraction soluble de l’alcool absolu. On obtient ainsi 79 mg d’une substance cireuse
jaune qui ne possède pas de spectre dans le visible. Son spectre IR montre une bande OH ou NII
vers 3 ooo cni-1 et une bande cétone ou ester à l 750 cm 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 silicique ; les élutions sont de 20 cm’.

Les tests biologiques sont fortement positifs pour les fractions 4-6 et 10-12.

b) Traitement chiinique : essai de formation d’une digitonide :
On verse i,6 g de substance dans une solution de digitonine (!g/!5o cm’ d’alcool à 90&dquo;), on laisse

deux jours à température ordinaire. On essore le précipité formé (précipité i), on le lave à l’alcool
et à l’éther (solution i). On redissout le précipité i dans la pyridine et on sépare en partie insoluble



(précipité 2) et partie soluble (solution 2) en ajoutant une grande quantité d’éther il la solution

pyridinique.
- le précipité 2 est la digitonine régénérée ;
- la solution i est la fraction ne formant pas de digitonide ;
- la solution 2 est composée de stérols.

a. Fyaclion ne formant pas de digitonide : on concentre la solution et l’on précipite le réactif qui
aurait pu rester dans l’éther. Une fois purifiée cette fraction qui fond à 123-132°, possède un

(a) n8- -35!7° (CI!C13), est envoyée aux essais biologiques : elle se révèle très attractive. La réaction
de Liebermann est positive (coloration verte). Une séparation sur chromatoplaque dans le benzène-
acétate d’éthyle 9 : i (fig. 6) et une révélation au chlorure d’antimoine montrent une seule tache située
à la hauteur du cholésterol ou du 24-méthylène-cholestérol.

Le spectre IR (fait dans le bromure de potassium) présente les bandes méthylènes à 6,1 et 11,3 p.
16 mg de cette substance (dissous dans 3 cm3 de pyridine) sont acétylés par z,5 cma d’anhydride
acétique durant une nuit à 370 ; après extraction à l’éther, lavages à l’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 à 150o sous °,1 n1l11. Le produit recristallisé dans le méthanol, nous
fournit des cristaux blancs qui fondent à 122-123°.

p. 7<Ya<’<!OM stérolique : La solution 2 évaporée est séchée au dessicateur. On obtient 970 mg de
stérols bruts : F 59-70°, Liebermann positif. Par cristallisation dans le méthanol, nous obtenons :
- un précipité blanc (i5o mg) qui, une fois recristallisé dans le méthanol fond à 84-85o et a

un (a) v = -z9o (CHCI3) Liebermann négatif.

Analyse élémentaire : C3aHb°Oz
trouvé en pourcentage : C 81,56 H io,86 ;
calculé en pourcentage : C Si,39 H 11,38.

20 mg sont acétylés (2 cm3 de pyridine /2cm&dquo; d’anhydride acétique, une nuit à 37° ; après extrac-
tion de l’éther et lavage de cette solution éthérée au carbonate et à l’eau on amène à sec) et chroma-
tographiés sur 400 mg de silicate ; avec le benzène on élue 9 mg d’un produit que l’on recristallise
dans le méthanol et qui fond entre 55 et 6ro.
- une fraction soluble dans le méthanol (820 mg) : nous avons divisé cette fraction en deux

parties :



Oc. 170 mg sont chromatographies sur 3 g de silicate ; les élutions sont de 10 cin3 :

La première fraction a un Liebermann positif. On cristallise dans le rnéthanol : on obtient : 20 mg
de cristaux r i is-130° etune solution qui laisse déposer go mg de cristaux (a) D = + 22° (CFICI3)
I’ 9!woz!.

Les eaux mères de ces différents cristaux, soit 80 mg sont chromatographiées sur 3 g d’acide
silicique contenant 3o p. ioo d’eau ; les élutions sont de 5 cm3 :

fractions z-5: cristallisées dans le utéthanol : il y a. formation de longues aiguilles incolores F 95- 1020
(iig. 7). Après sublimation à 1400 sous 0.02 mm. on obtient un produit F 80-82° (OC)’1)8 = -!- 520
(CIICI3).

.1>ialp.;c élénimttairc : C29]t’80,
trouvé en pourcentage : 8i,2,S II II,76;
calculé en pourcentage : (’ 8t,z5 II 1 [,29.

sur 20 mg de ce stérol, on fait un acétate (dans i cm3 d’anhydride acétique, 2 heures il reflux)
après les extractions ordinaires et chromatographie sur 100 mg de silicate (élution benzène) on a une
substance qui ne cristallise pas (8 mg).

Analyse élémentaire : C3III5°03
trouvé en pourcentage : C 78,79 Il io,95 ;
calculé en pourcentage : C 79,10 II io,7 1 .

fractions 7-g : après rceristallisation dans le méthanol cette substance fond entre 122 et r4o°. Après
sublimation à 160° sous 0,02 mm on obtient une substance hygroscopique F 102 à 1I7-128° (après
recristallisation sur plaque F 117-128°).

P. 65o mg sont acétylés par i5 cm3 d’anhydride acétique dans 10 cin3 de pyridine à 37o durant
la nuit ; après extractions, on chromatographie le produit sur 10 g de silicate; élutions de 3o cm3.
Nous espérions séparer plus facilement les stérols sous forme d’acétate.



fraction 4: après deux cristallisations dans l’alcool absolu, les cristaux fondent à 65-82° et âpres
une autre cristallisation à 70-80°.

fraction 5 : après deux cristallisations dans l’alcool, on obtient des plaquettes F 70-85° ; après
une troisième cristallisation elles fondent à 74-80°.

fractions 7-8 : on obtient, après une cristallisation dans l’alcool, des cristaux F 62-120° qui,
après une seconde cristallisation, fondent à 69-74°.

Nous avons donc affaire à un mélange fort complexe (les points de fusion restent très mauvais) ;
nous arrivons à des quantités trop faibles pour pouvoir poursuivre les séparations. Nous avons essayé
de résoudre ces mélanges sur chromatoplaques selon la technique de DEMOLE (19S8), avec des stérols
libres ou leurs combinaisons avec les réactifs de Liebermann, mais ils ne sont pas séparés (hexane-
acétate d’éthyle à diverses concentrations et toluène saturé de propylène glycol).

B). - Essai de séparation d’une fyactian cétonique :
Nous avons dissous 24,6 g d’extrait éthéré dans 50 cm’ de benzène à chaud, ajouté 30 cme de

potasse méthanolique à 6 p. ioo et laissé saponifier trois heures à reflux. Après les extractions habi-
tuelles, nous avons obtenu :

- La partie insaponifiable est reprise dans 150 cma de méthanol sec, on y ajoute 15 g de réac-
tif de Girard et 5 cm3 d’acide acétique, on laisse deux heures à reflux : il y a formation d’un léger
précipité qui disparaît au cours de la réaction. On calcule la quantité de soude (2N) nécessaire pour
neutraliser les 9/10 de l’acide acétique : pour cela on titre i cm3 d’acide acétique dans io cms d’eau

par la soude (2N) (en présence de bleu de bromothymol) : il faut 8,7 cm3 pour neutraliser i cm3 ;
pour en neutraliser 13,5 cm&dquo; il en faudra r r y,5 cma.

On chasse io p. 100 du volume de méthanol sous vide à 40° ; on refroidit le milieu réactionnel
par de la glace et l’on introduit les 117,5 em3 de soude (2N) ; on ajoute ensuite de l’eau glacée de telle
sorte que le volume final soit de i litre ; le pH est 6.

On extrait trois fois par 50o cm3 d’éther, on lave à l’eau, on sèche : fraction éthérée non cétoniclue :
]2,9 g; J

fraction hydrosoluble : on l’acidifie par 100 cm3 d’acide chlorydrique concentré, en agitant :
on obtient une solution approximativement normale. On extrait par fois 500 cm3 d’éther, on lave
à l’eau et l’on sèche :fraction cétonique : f,,369 g que l’on chromatographie sur 4o g d’alumine ; les
élutions sont de ioo cin.

fractions 13-15: après cristallisation dans l’acétone, on obtient des cristaux F 74°. Liebermann
négatif. Pas de spectre dans l’U V. La réaction à t’iodoforme laisse le produit inchangé.

Analyse élémentaire : C3,,HgeO2
trouvé en pourcentage : C 80,95 Il 13,27 l’M déterminé Rast 404. ; 3
calculé en pourcentage : C 80,24 H 13,47 PM calculé 508.

fractions r6-zo : après cristallisation dans l’acétone, les cristaux fondent à 82° ; 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 : après cristallisation dans l’acétone, on obtient une poudre amorphe F 40-45&dquo;.
La réaction de Liebermann est négative.

fractions 28-3°: cette fraction cristallise dans l’acétone à o°, mais se trouve sous forme d’huile à
température ordinaire. La réaction de Liebennann est négative.







B. -- Extrait alcoolique :
Il représente 23 p. 100 du poids du pollen. i g de cet extrait sont chromatographiés sur i io g

de silicate, élutions de 250 CM3 :

laude des fractions i-z :
Ces fractions sont séparées par l’éther, on obtient :
a) un éthérosoluble : 0,680 g. La réaction de Liebermann est positive. De cet éthérosoluble a

été isolé le zq-méthylène-cholestérol (voir le chapitre consacré a l’isolement de ce produit).
b) une poudre jaune insoluble : t,¢ g F > 350° (avec décomposition). Sa combustion est incomplète

même après essai de solubilisation des sels éventuels.
Analyse élémentaire : trouvé en pourcentage : C 48,17 H 7,6z 2 N 2,54.
Il s’agit donc ici d’une fraction très oxygénée, contenant peu d’azote. Cette substance n’est pas

saponifiable. Elle n’est soluble que dans la diméthylfonnamide et le n-butanol. La réaction de Lie-



bermann donne une coloration rouge caractéristique de terpènes. La réaction (IIERLICII (i8qq) est
positive.

Nous avons soumis la substance à une série d’hydrolyses :
i. - hydrolyse dans l’acide chlorydrique (12 N) :
Cette hydrolyse nous fournit un hydrosoluble ( 5 p. ioo) sur lequel nous avons fait
- - des chromatographies circulaires dans le système II :
la révélation à l’acide périodique est positive ;

au phtalate acide d’aniline positive ;
à la ninhydrine faiblement positive.

- des chromatographies descendantes dans les systèmes II, III, IV :
recherche des acides aminés : il n’y a pas de produits révélable, à la ninhydrine.
recherches des sucres : les différentes méthodes de révélation employées (acide périodique,

phloroglucine (DISCHE, r957), phtalate acide d’aniline) font apparaître des taches qui migrent très
peu : ce sont vraisemblablement des sucres condensés sous une trop forte hydrolyse.

l’our vérifier cette hypothèse, nous avons soumis l’hydrosoluble à :

2. - hydrolyse dans l’acide chlorydrique (2N) :
Durant une heure pour une partie de l’hydrosoluble, durant deux heures pour l’autre partie :

chromatographies effectuées dans les systèmes I et III, révélation par le phtalate acide d’aniline et
le phloroglucinol. On remarque (fig. 8) :
- après une heure d’hydrolyse : aucun changement ;
- après deux heures : i tache à la hauteur du xylobiose ;

i tache à la hauteur du xvlose ;
i tache à la hauteur du -mannose et arabinose ;

en révélant par l’acide périodique une tache à la hauteur du glycérol dans les 2 cas.



ETUDE DU POILEN DE POMMIER (Pirus malus)

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

Nous avons procédé à une extraction à l’éther suivie d’une extraction à l’alcool.

RÉSULTATS

A. - Extyaction à l’éthev :

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

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

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

u) une fvaction éluée au benzène, qui est un mélange d’hydrocarbures saturés :
en effet, il n’y a pas de fixation d’hydrogène au cours d’une micro-hydrogénation ;
après distillation, nous avons recueilli quatre fractions répondant aux formules
brutes : C241,50, C25H52, C3oH62, C3lH64 ; ces différentes fractions sont elles-mêmes des
mélanges, mais il nous a été impossible, sauf pour la première fraction, de les séparer
au moyen de la chromatographie en phase gazeuse, car leurs points d’ébullition sont
trop élevés.

une fraction éluée par un mélan{!,e éther-méthanol 95 :5, qui après de nombreuses
cristallisations donne des belles aiguilles blanches F 6g-ïoo. I,e spectre IR de cette
substance est caractéristique d’un alcool ; il s’agit, en fait d’un diol de formule brute
C1sH3402’ Nous avons voulu déterminer s’il s’agissait d’un x-gh-col, 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’oxygène théoriquement nécessaire
pour la rupture de -CHOH-CHOH- ; ayant ainsi acquis qu’il s’agissait d’un a-
glycol, nous avons fait une oxydation chromique sur les produits de l’oxydation
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 très ramifié, son manque e
de volatilité peut le rendre difficilement entraînable.

B. - Extraction à l’alcool

Cet extrait est très abondant et fortement coloré. Comme pour le pollen mixte,
nous avons fait une chromatographie de l’extrait sur silicate. La fraction, éluée par
un mélange chloroforme-méthanol 95 : 5, est séparée par l’éther en :

- une fraction éthérosoluble qui contient du 24-méthylène-cholestérol ;
- une fraction insoluble qui est une poudre jaune clair F I IO-I70°, qui contient



6 p. 100 d’azote. Nous avons essayé de purifier cette substance par un partage entre
le butanol et l’eau : la fraction hydrosoluble est peu abondante ; la fraction soluble
dans le butanol est soumise :

- à une saponification. Nous avons :
- très peu de fraction insaponifiable ;
- une fraction acide qui présente 2 maxima dans l’UV : l’un à 225 m!,, l’autre à

28j 5 m>. La masse moléculaire moyenne de ce produit est 226 (déterminé par titration) ;
- une fraction intermédiaire, insoluble dans l’éther et l’eau, qui a une masse

moléculaire de i38o (déterminée par titration).
Le produit brut, avant séparation butanol-eau, avait comme masse molécu-

laire déterminée par titration i4oo. On peut donc considérer les deux produits comme
identiques.

La faible proportion d’hydrosoluble et son manque de réactivité à 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 à mettre au point des solvants per-
mettant une meilleure séparation de cette fraction.
- A différentes hydrolyses : ceci en vue de rechercher les sucres (un dosage à

l’anthrone 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 à la hauteur du gly-
cérol, de l’arabinose, du xylose et du glucose.
- Recherche des acides aminés : après de nombreuses chromatographies et

grâce à la technique de l’électrophorèse, nous avons pu montrer qu’il existe de l’orni-
thine : un dosage selon VAN SIYKE, modifié par CHIXARD (1952), montre qu’il y a
0,2 p. 100 d’ornithine dans l’hydrolysat. Les autres acides aminés restent groupés sous
forme de peptides et toutes les tentatives de les séparer ont échoué jusqu’à présent.

CONCLUSIONS

Nous avons retrouvé, dans le pollen de Pirus mcalus, le 24-méthylène-cholestérol
isolé d’un pollen mixte.

Il semble exister, à côté des acides aminés ordinaires, de l’ornithine.

DESCRIPTION DES EXPERIENCES

A. - A’.B’<)’ac<:0t: à l’éther

Cet extrait est peu abondant, il correspond à i,7 p. 100 du poids du pollen. Nous l’avons saponifié
en totalité : on ajoute a 17,7 g (dissous dans 30 cm3 de benzène), 6o cm3 de potasse méthanolique (2N)
et on laisse 18 heures à reHux. Après épuisement à l’éther, cette phase éthérée est lavée à l’eau ;
amenée à sec, elle donne 8,5 g de partie insaponifiable ; la phase acqueuse est acidifiée par l’acide
ctrlorydrique (2N) et extraite à l’éther, cet éther est lavé à l’eau et fournit, après évaporation, 8,9 g
de partie acide.

La fraction insaponifiable est divisée en deux parties :
i) Première partie: 4,8 g sont chromatographies sur 9° g d’alumine ; les élutions sont de 200 cm3.



a) Etude des fractions r-3 : Nous avons distillé ces fractions dans un tube à boules sous o,05 mm ;
nous avons obtenu :

Chaque fraction de distillation a été recristallisée plusieurs 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’hydrogène 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 confirmé la nature aliphatique de ces hydrocarbures; le test au tétranitrométhane est négatif.
De plus, les spectres pris dans l’UV ne présentent aucune bande caractéristique.

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

b) Etude des fractions 12-13 : Ces fractions sont très colorées ; on les cristallise une première fois
dans l’acétone ; les cristaux obtenus sont dissous dans l’éther de pétrole chaud, le produit qui préci-



pite, quand on laisse refroidir la solution, est cristallisé dans un mélange benzène-éther 2 : i ; les
aiguilles blanches (30 mg) qui se séparent fondent à 6c!-!o,50.

- bande hydroxyle libre à 330o cm-’ ;
- bande hydroxyle primaire à i35o et io5o cm-1 ;
- bandes hydroxyles secondaires à 1120 et 93o cm-1 (fig. II).
Le test de CARR et PRICE (1926) est positif (coloration rouge) tandis que celui au tétranitromé-

thane est négatif, LleNC (r9çi).

1. - Oxydation périodique:

Cette oxydation s’accompagne d’une titration permettant de calculer la quantité d’oxygène
consommé : 10 mg de diol dissous dans 4 cm3 d’alcool, ont été oxydés durant une nuit par 2 cma
d’acide périodique o,T N, en présence de q cm3 d’anhydride arsénieux o,09 N et de o,5 cm3 d’iodure
de potassium à 20 p. 100. Le titrage se fait par l’iodc 0,’ 0 N (en présence d’amidon) et par comparaison
avec un témoin ne coutenant que les réactifs. Un simple calcul d’équivalence nous a permis de
voir que l’oxvgénation en lieu (il y a utilisation de oo p. IOO de la quantité d’oxygène qui est
théoriquement nécessaire). Nous sommes donc en présence d’un &OElig;-glycol.

2. - Oxydation p,;riodique :

Après épuisement a l’éther du mélange réactionnel, nous avons obtenu 9 mg d’un aldéhyde
(ou d’un mélange d’aldéhydes) qui ont été dissous dans i cm3 d’acide acétique glacial (’_MExcx). A
cette solution on ajoute goutte à goutte, durant 3 heures, 3 crn3 d’acide chromique à i p. 100 dans
l’acide acétique glacial : le milieu réactionnel doit conserver une teinte brun rouge. On laisse une nuit
en contact. On ajoute alors 0,5 cma d’alcool et l’on extrait à l’éther ; la phase éthérée est lavée puis
séchée et amenée à sec : nous obtenons 10 mg d’une fraction acide.

3. - .l/<’My/a<!0)! et chromatographie :
Cette substance est méthy1ée par le diazométhane dans l’éther ; 1sL chrontatographie gazeuse

(à 24o&dquo; sous 3rg mm) ne donne aucun résultat.
L’appareil a été étalonné par les esters méthyliques des acides CB.H’80&dquo; l’15II300z et C16H3,O, ;

nous avions, en effet, pensé que l’aldéhyde formé pourrait être celui de l’acide en C,6 non ramifié.







1I). Deuxième pariie : 1,5 d’insaponifiable sont chromatographiés sur I5 g de silicate; élutiuns
de 5o cm3 :

Les élutions benzène-éther 95 :5 fournissent des substances qui, soumises aux tests biologiques,
donnent des réactions positives, d’intensité semblable à celles des fractions éluées par les solvants
correspondants dans la chromatographie d’un pollen mixte.

B. - Extractioll a l’alcool

Cet extrait correspond à 24 p. 100 du poids du pollen. Nous chromatographions 10 g de cet
extrait (dissous dans 50 cm9 d’un mélange chloroforme-méthanol 95 :5) sur 5o g de silicate ; les
élutions sont de 100 cm3 :

Etude des fractions 1-2 : (spectre UV fig. 12, spectre IR fig. 13).
a) fraction éthérosoluble : c’est de cette fraction que nous avons isolé le 2¢-méthylène-cholestérol

(voir chapitre suivant).
b) fraction insoluble dans l’éther : c’est une poudre jaune clair F i io-170°.
Analyse élémentaire : trouvé en pourcentage C 66,45 II 7,49 N 6,78.



Le dosage à l’anthrone est positif : il y a 2,5 p. 100 de sucres totaux (calculés en glucose).
Un dosage de pentoses selon TRACEY (ig5o) montre qu’il y en a 1,4 p. 100 ; il y aurait donc 1,2 p. 1’)0
d’hexoses dans cette fraction.

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

- essai de partage entre le butanol et l’eau on dissout 100 mg du produit dans 20 em3 de butanol;
ce butanol est lavé trois fois par 10 cm.&dquo; d’eau ; chacune de ces phases aqueuses est épuisée à son tour,
par deux fois io cm3 de butanol. Après évaporation sous vide de chaque solution, nous avons :

i. - une fraction hydrosoluble : soit 4 mg (soit 4 p. 100 du produit de départ) sur lesquels nous
avons fait une chromatographie radiale dans le système II : la révélation au phtalate acide d’aniline
est négative, celle à la ninhydrine est très légèrement positive.

2. - une fraction !oluble dans le butanol : 96 mg (soit 96 p. roo du produit). Une chromatogra-
phie radiale dans le système II nous indique, après 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 saponification de go mg (dissous dans 2 cm3 de butanol) par 220 mg de potasse (potasse
butanolique 2N) durant 3 heures donne, après les extractions habituelles (éther-eau)
- un insaponifiable : soit 8 p. 100 du produit mis à saponifier.
- une partie acide : qui correspond à 3o p. roo de ce même produit. La masse moléculaire

(déterminée par titration) est de z66 ; cette fraction présente 2 maxima dans l’UV : un à zz5 iny
et l’autre à z83 ’nu (fig. 14).

- - une partie intevmédiaiye : insoluble dans l’éther et dans l’eau, soluble dans le butanol, qui
représente 62 p. ioo de la substance initiale. Sa masse moléculaire, obtenue par titration, est de ig8o
(fig. i 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 l’acide chlorydrique (2N) : durée 2 heures à ro!!.
Cette hydrolyse nous fournit 3 p. roo d’hydrosoluble après une extraction à l’éther. C’est une

hydrolyse très 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. rz).
Recheyche des acides amines : Nous avons fait des chromatographies descendantes dans les

systèmes II et IV : il n’apparaît qu’une seule tache, après traitement à la ninhydrine : celle-ci se
trouve à la hauteur de l’acide a, e- diaminopimélique.



Pollen de pommier : extrait alcoolique;
fractions 1-2 : partie insoluble dans l’éther, hydrolyse acide ;
solvants de développement : sens de A : butanol-acide acétique-eau ;

sens de B : phénol-eau (CNK) ;
papier Whatman n° i ;
chromatographie 1 : hydrolysat seul;
chromatographie II : hydrolysat + acide x,e-diaminopimélique.

Pollen de pommier : extrait alcoolique ;
fractions 1-2 : partie insoluble dans l’éther, hydrolyse acide ;
solvant de développement : système de E. BB’oax ;
révélation : ninhydrine ;
papier Whatman n° i ;
I : acide diaminopimélique (taches jaunes : Rf : 0,57 et 0,64) ; J
II : cystéine (tache rose : Rf : 0,58) ;
III : acide cystique (tache grise : Rf: 0,55).
IV : produit étudié (taches violette, bleue, pourpre : Rf : 0,66-0,77 et 0,9)-



Recherche des sucres : Les chromatographies ont été réalisées dans les systèmes II, III et IV : i
La révélation par l’acide périodique montre la présence de glycérol.
11 y a apparition de quatre taches lorsque l’on fait agir soit le phtalate acide d’aniline, soit le

phloroglucinol :
i tache à la hauteur de l’arabinose ;
i tache à la hauteur du xylose ;
i tache à la hauteur du glucose ;
i tache juste en dessous de la ligne de départ (peut-être du xylotriose) (fig. i5). L’arabinose et

le xylose ont même Rf dans le butanol, mais sont bien séparés dans les autres systèmes.

Pollen de pommier : extrait alcool-éther ; fractions r-z : insoluble dans l’éther;
I : acide aspartique (a), citrulline (c) ;
II : cystéine (cy), hydroxy-proline (pOII) ;
111 ornithine (o), sérine (se) ;
1V : acide a,Y-diaminobutyrique, acide x-aminobutyrique (a a) ;
V : proline (pr), glycocolle (gly) ;
VI : histidine (h), valine (v) ;
VII : glucosamine : IICI (gl), méthionine (mé) ;
VIII : alanine (al), iso-leucine (i-1) ;
IX : acide a,a’-diaminobutyrique tyrosine (ty) ;
X : acide a,e-diaminopimélique acide glutamique ;
XI : p-alanine (!), acide pipécolique (a. p) ;
XII : phényl-alanine (p-a), éthanolamine (et) ;
XIII : lysine, HCl (ly), leucine (I) ;
A : produit brut, après hydrolyse ;
B : produit purifié (fraction soluble dans le butanol), après hydrolyse ;
solvant de développement : butanol-acide formique-eau ;
papicr Arches 304, lavé à l’eau ;
révélation : ninhydrine .

- hydrolyse avec l’acide chlorydrique (6N) : durée 30 heures à 10So.
Cette hydrolyse, assez brutale, nous donne à peu près 7 p. ioo d’hydrosoluble sur lequel nous

avons uniquement essayé d’identifier les acides aminés : avec un traitement aussi violent, les sucres
risquent d’être abîmés ou tout au moins de subir le phénomène de réversion.

Nous avons utilisé quatre types de chromatographies :



Pollen de pommier : extrait alcoolique ;
fractions 1-2 : partie insoluble dans l’éther ;
I : lysine ;
II : acide a,a,-diaminoadipique ;
III : acide a,Y,diaminobutyrique ;
IV : acide aspartique ;
V : produit étudié après hydrolyse ;
VI : sérine ;
VII : valine ;
VIII : ornithine ;
IX : acide glutamique ;
solvant de développement : phénol tamponné pH q ; 1
papier Arches 304 lavé au tampon pH q ; J
révélation : ninhydrine.

Pollen de pommier : extrait alcoolique ;
fractions r-z : partie insoluble dans l’éther ;
tampon véronal-sodique pH 8,2 (300v, 20 mA) ;
appareil LKB ;
parpier Arches 304 imprégné de tampon ;
1 : sérine ;
II : valine ;
III : arginine ;
IV : fraction étudiée après hydrolyse acide ;
V : ornithine ;
VI : acide aspartique ;
VII : lysine ;
VIII : acide glutamique ;
révélation : ninhydrine.



x) Chromatographies bi-dimellsionnelles : étant donné que nous avions localisé une tache à la
hauteur de l’acide a, e-diaminopimélidue (DAP), nous avons voulu vérifier la présence de cet acide
dans notre hydrolysat ; pour cela nous avons fait deux cltromatographies bi-dimensionnelles (premier
système 1 ; deuxième système IV), l’un sur l’hydrolysat seul, l’autre sur l’hydrolysat + DAP (fig. r6).

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

(3) ChYOnzatogyaphies circulaires : selon RCTTER (t95o) une première chromatographie radiale
nous a permis de confirmer l’absence de DAl’ : dans le système de E. Woxx (r955), une révélation
à la ninhydrine ne nous donne pas de tache colorée en jaune, typique du DAP (fig. 17).

D’autres chromatographies ont été faites, toujours dans le même système, 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 à l’isatine selon _lEi>soN (1953) avec, comme témoins, des produits se révélant
avec ce réactif (hydroxy-proline, p. alanine, acide a, y-diaminobutyri<lue) reste sans résultats.

y) Chronzalographies desr endantes : les précédentes chromatographies avaient été réalisées
sur papier Whatman n° i ; nous avons utilisé ici du papier Arche 304.

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

Nous avons essayé de séparer les acides aminés basiques (ou les peptides) en utilisant du phénol
tamponné à pli q ; la présence de l’ornithine se confirme ; mais si 1’hydrolysat laisse apparaître trois
taches à la révélation, il reste encore accompagné de traînées rouges, bien caractéristiques des
peptides : jusqu’à présent, il nous a été impossible de les scinder (fig. t9).

a) Ele<-trophorèse : Cette séparation, effectuée dans le tampon véronal-sodique à pH 8,2 (NIt-
CIIAELIS, 1930), permet de constater qu’il existe effectivement de l’ornithine dans le produit étudié
(fig. 20).

Un dosage selon VAN SLYKE, modifié par CniNAKD (t95z), montre que l’hydrolysat contient
0,2 p. 100 d’ornithine.

ISOLEMENT ET IDENTIFICATION DU 24-MÉTHYLÈNE-CHOLESTEROL.

Ce stérol a été récemment isolé des abeilles par BARBIER (1959) en quantité
relativement faible. Il n’a jamais été trouvé dans le règne végétal. ANDERSON (1923)
avait signalé un stérol F 136,50, mais ne l’avait pas identifié. MARIELLA (r952) isola
les stérols ou des alcools à haut poids moléculaire mais ne poussèrent pas plus loin
leurs recherches.

Nous avons trouvé ce stérol dans l’extrait alcoolique de différents pollens préala-
blement épuisés par l’éther. Nous avons filtré ces extraits sur colonne de silicate ; les
éluats chloroforme-méthanol 95 : 5 sont traités par l’éther : la fraction insoluble

contient des sucres et des acides aminés ; de la fraction éthérosoluble est isolé le
24-méthylène-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 l’extrait alcoolique).



DESCRIPTION DES EXPÉRIENCES

i. - Isolemellt à partir du pollen de pommier:

L’extrait est filtré sur colonne de silicate de iiiagiiésiuni-célite 2 : 1. Dans l’essai suivant
effectue sur g, on a utilisé 5° g d’absorbant et élué par fraction de i jo cma :

Les fractions i-z (r66y mg) ont été reprises cinq fois par 20 cm’ d’éther : on sépare 1150 mg d’inso-
luble et 517 mg d’éthérosoluble. Cet éthéro.·,oluble a été séparé en partie neutre et partie acide par le
carbonate de sodium : les -!17 m;; dissous dans 3o cm3 sont extraits trois fois par 10 cm3 de carbo-
nate de sodium en solution à p. ioo ; la solution éthérée contenant la hartie neutre est lavée
deux fois par 10 cm3 d’eau puis séchée sur sulfate de sodium : on obtient 4zo mg de neutre. Apres
acidification par l’acide chlorhydrique (2N) les acides sont extraits trois fois par 3o cm3 d’éther
lavés deux fois par io cm3 d’eau puis séchés : on obtient 9; mg d’acides.

La fraction neutre ainsi obtenue est chromatographiée sur 20 g de gel de silice ; les élutions
sont de 140 cm3 :

Les fractions 8-10 (io6 mg) sont distillées dans un appareil à disti.Iation moléculaire. On recueille
la partie distillant entre i5o et 16o&dquo; sous o, 1 5 uuu (la température est cel!e du bain d’huile). Le distil-
lat, 60 mg, est cristallisé deux fois dans le méthanol ; on obtient 3r mg de cristaux (plaques incolores)
F 141-145° (a)ÿ = -zc!°, i (chloroforme). Réaction de Liebermann : bleu-vert. Le spectre IR de ce
stérol mesuré dans le bromure de potassium, présente deux bandes très intenses a 6, et II,3 p.
caractéristiques du groupement méthylène. L’examen du spectre GV du stérol montre l’absenee de
dérivé 7- déhydro conjugué dans le cycle Il (pas d’absorption caractéristique entre 210 et 23o m [1.)
(fig. 21).

Analyse élémentaire : C’8H480
trouvé en pourcentage : C 84,47 II i t,7 t ;
calculé en pourcentage : C 84,,3i Il 11,63.

a) Oz-)nisation :
Une ozonisation, effectuée sur 80 mg de stérol, en solution dans l’acide acétique, après entraîne-

ment à la vapeur d’eau, donne 26 mg de 2-4 dinitrophénylhydrazone de la formaldéhyde (rendement
de l’ozonisation 62 p. ioo). Ce dérivé a été caractérisé par son point de fusion F 163-166° (recristallisé
dans l’éther de pétrole), par son point de fusion avec un dérivé authentique (pas de dépression) et
par chromatographie sur papier Watman n° i imprégné de diméthylfonnamide (HORNER, 1955).
Développement par la décaline : la technique de la chromatographie radiale a été utilisée ; le RI
du dérivé obtenu et du dérivé utilisé comme témoin est o,2t. La présence sur le chromatogramme,
d’une seule tache indique l’absence, dans le stérol isolé de dérivé 22, ou 24-déhydro (fig. 22).

b) Formation d’un acétate :
Un acétate a été préparé à partir de 18 mg de ce stérol. On le dissout dans 0,4 cm3 de pyridine

anhydride, on ajoute o,3 ciii3 d’anhydride acétique et on laisse une nuit à l’étuve à 40°. Après avoir
amené à sec, sous vide, et repris par 20 cm3 d’éther, on lave deux fois par 10 cm3 d’acide chlorhydrique
(2N), une fois par 5 cm&dquo; d’eau, puis deux fois par 10 mn3 de carbonate de sodium en solution à

5 p. 100 et enfin par 5 cm3 d’eau (deux fois). On sèche sur sulfate de sodium et l’on obtient après
évaporation de la solution éthérée, 17,g mg d’acétate brut. La cristallisation dans le méthanol fournit
9,4 mg de cristaux (plaques incolores) F r33-t35°. Une seconde cristallisation donne 6 mg de produit
F 134-135° (¡x)¡’B = - 42° 1 (chloroforiiic). Le point de fusion du mélange avec un acétate authen-
tique ne présente pas de dépression (135-135,5°). Les spectres IR (fig. 23) comparés des deux acétates



sont identiques. Le spectre UV mesuré sur cet acétate ne présente aucune particularité confirmant
ainsi l’absence de quantités mesurables de dérivés plus insaturés et conjugués dans le cycle B (7-
déhydro).

2. - Isolement à parlir d’un pollen de cisle : 1

Les extractions du pollen et la séparation du 24-méthylène-cholestérol sont conduites de la même
manière que pour le pollen de pommier.

6,6 g d’éluat chloroforme : méthanol 95’S sont traités par l’éther et fournissent 5,5 g de frac-
tion soluble que l’on sépare en partie neutre et partie acide. Par chromatographie sur gel de silice,
la partie neutre donne 915 mg de stérol brut (élution benzène-éther 9 : i) que l’on cristallise dans le
méthanol ; on distille ensuite les cristaux (230 mg). Après deux cristallisations du distillat on obtient
8 mg de stérol pur F r37-r4o! (plaques incolores). Réaction de Liebermann : bleu-vert. Le spectre IR
présente les bandes caractéristiques à 6,i et 11, 3p..





Formation de l’acétate :

Il a été préparé dans les mêmes conditions que celui isolé du pollen de pommier ; les cristaux
obtenus ont un spectre IR identique à celui de l’acétate authentique F 131-13So. Pas de dépression
du point de fusion avec l’acétate authentique.

3. - Isolement à partir d’un pollen mixte :
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 l’élution benzène-éther 9 : i nous obtenons i6o mg de stérol brut et, après
distillation, suivie de 2 cristallisations dans le méthanol- on obtient 18 mg de cristaux (plaques
incolores), F r3d-r4W. Réaction de Liebermann : bleu-vert. Le spectre IR est identique à celui des
stérols de pommier et de ciste.

CONCLUSIONS

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

CI,ARK et BLOCH (1959) ont montré que les insectes ne peuvent effectuer la
synthèse des stérols. Le 24-méthylène-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-méthylène-cholestérol en quantité importante de différents pollens
tendrait à montrer l’origine purement alimentaire de ce stérol.

Reçu pour publication en janvier 1962.
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SUMMARY

:1 STUDY OF SOME OF TIIE 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, a, e-diami-
nopimelic acid, phosphatides). Negative results were obtained.

The method for isolatiug 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-iyietliylene-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.



A noteworthy fraction was isolated from the alcoholic extract of various types 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.

V’arious substances which had never been found previously were isolated. They are a diol com-
posite which is thought to be hexadecane diol-I,2 ; palmitone : saturated carbohydrates ; fatty acids
such as arachidic acid ; and behenic acid esterified by cerilic alcohol. There are other substances
which were onlv 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.

RÉFÉRENCES BIBLIOGRAPHIQUES

ABRAMSOX II. A., 1047. Chemical, physical and inunmiolohical properties of electrophoretically purified
pollen extracts. ilniz. fLllergy, 5,1926.
ANnEItsoN, RoBERTS 1&dquo;I.-(’!., 1930. XIX Concerning the composition of phosphatide fraction isolated from

the bovine type of tubercule bacillus. J. Biol. Chem., 85. 519.
ANDERSON }.R.,io23. Composition of corn pollen. y. Biol. Chenr., 55, 6)1-628.
AssELW Eau J., 1051. Acides mycoliques et cires du bacille tuberculeux. Thèse, Paris.
.ÀSSEUNE.41i (’., ASSELINEAU J,1957. Sur la composition de l’huile de racine d’année. B»11..&dquo;oc, Chim.

France, 1359-1364.
AUCLAIR J. 1,., JniVItESOV C. A., 19-tS. Qualitative analysis of amino-acids in pollen collected 1>p’ bees.

Science, 108, 357-358.
BARBIER t[., SCHINDLER O., ig5g. lsolierttng corr 2-1-.!lethyleii-(-bolcsteriii ans Küniginnen und Arbeiterinnen

des Ilonigl)ietie. Helv. Chem. Acta, 42,1998-2005.
73FttR1 II. CAIN L., 1949. l’aper chromatographic technique for determining excrétion of amino-acids

in the presence of interfeling substances. Arrlr. lliv<J<ei«., 24, i;g-i8g.
(’ARR F. Il., I’RtcE E. A., 1926. Colour reactions attributed to vitamin ,B. l3iodchem. _1., 20, 497-;or. I .

CIIAUVI! R., DEFROMONT C., LolliEi«’X J., VERGE J., 1952. Sur une substance présente dans le pollen
qui s’oppose au développement de certaines bactéries. C.1-I..)’oc. I@>ol., 146, 645-647.
CitEIto1BIS BT. D., E>BTxtRw 1. ])., i jqq. Semi-Inino qualitative analysis. p. 493. Inler.rcience l’ub., New-

York. 
’ ’

CIIINARD F. ]’., 1052. Photometric estimation of poline and ornithine. _l. Îliol. Chem., 199, g I -g5.
CLARK A. J., HLOCH K., 1959. Conversion of er£;osterol to 22-dehv(Irocliolesterol in Blatella gerrnarzica.

J. Biol. C’herrt., 234, 25,Sg-2393-
CUMMINGS :B1. 111., FIUI)(-,IN, P. C., t()58. Chennca) constituents of pine pollen and their possible reiationhip

to sarcoidosis. JH;. y. !7<’f/. S;1., 236, 3r r-3r 7.
DEBIOLE E., tg58. Applieations de la microchromatographie d’absorption sur couches minces. J.Clii,oilla-

tngraphy, 1, 24-34.
DISCIIE Z., l3oREVFREU!n E., 1057. A new spray spotting of sugars on paper Cliroi<1;ttograliic. :.IrCÀJZ>.

Biochem. Rio/,h.,7, 239 0-zlo.
ESLER E., (i:wz!trt,LER J., 1930. Die Chemische Zusammensctzung eini!cr DlÜtenstaubarten. Z.l’hB’siol.

Chem.&dquo; 194,21-23.
ERLICII P., SACHS F., IS99. Ueber Condensationen von aromatischen Nitroverbiudungen mit methylen

Derivation. Ber., 32, z,;¢t-234G.
IÉULER II, von, IIELt,ER L., Hec BER K. G., [(HS. Nuc1eoproteid aus Pollen voit Dirke. Ark. Kt>!;i. lIiner.

Geol., 26 .1, na zr. i .

FEIGL P’., )()54. Spot Test, 2, 171. h;lsccier.
GENDRE T., 1,EI)FRER 7?., IIÜGEL ÀI.-i&dquo;., 1956. Sur le « éor<1-factor ». 13ull. Soc. Chim. France, 1478-1480.
GIRARD A., S¡BNDULESCO C., 1936. Sur une nouvelle série de réactifs du groupe carbonyle, leurs utlisations.

à l’extraction de substances cétoniques et à la caractérisation microchimique des adéhydes et des cétones
lIeh.. Chilll. Acta. 19, 1005-1107.
GORDON H. T., THORNBURG W., WERDI I,. N., 1956. Rapid paper chromatography of carbohydrates
and related compounds. /lnal. Cherrt., 28, 849-855.

DE GROOT A. P., 1952. Ainino-Acids requirements for growth of Honcy-bee. Expérientfa, 8, 102-103.
HAYDAK M. H., PAL’!IF.R 1,. 5., 193R. Vitamin l’ content of royal jelly and bee bread. ,J. Econ. Entomol.,

31,576-577.
HEYL F. W., 1010. The yellow colorin!· substances of ragweed pollen. Ant. Chent..S’oc., 41, 1285-1280.
BORNER L., KIR1ISE W.,I955. Studien zum Ablauf der Substitution. Liebigs llnn. Chem., 597, 48-66.
JAVII.LIER 14i. 1949. Traité de Chimie organique de Grignard, 16, 853.
JErsos J. B., SNIITiI, 1053. a Muttip)e dipping ! » procedures in paper chromatography : a specific test for

hydroxy-proline..B’alrrye, 172, 1 1 oo- 1 1 o r .



Kuw R., 3loEw.tJs F., Lo%v 1., 1944. Ueber pHanzenphysiologische Spezifitàt von Quercetin Derivaten.
Bt’;’,77,210-220.
KCII:B R., Low L, 1949. Ueber ein Vorkommen von milchzucker im Pftanzenreich. Chem. Ber., 82,
479-481.

Linvc l’., Danxr N. L., !IONZINGO R., 1941. Tetrauitromethane. Organic syntltesis, 21, 1°5.
LOUVEAL’X J., 1958. Recherches sur la récolte du pollcu par les abeilles. Tlaèse Paris.

LTTNI)F,N R., 195Ó. Literature on pollen chemistry. Grana Palynologica (N. S.) ; 1-2, 3-21. 1 .
MARIELLA R. l’., I3saasTEW T. B., AOSCIIER A. L., 1953. Some purification studies on ragweed pollen.

Chem. A bstracts, 47, 113 1 - 
’

lIIICILBELI&dquo;i I,., ig!3o. Diethyl barbiturate BuffeT. J. Biol. 6’AffM., 87, 33-3.=;.
Nnxnwtur G. I2., BECx>;a E. 1..,1951. Phosphatases of ragweed pollen. Arch. Bioch. l3ioplzys., 33,78-89’
NtFt,s-r;s N., GROMMER J., LU’-IDE:--1 P., 1955. Chemical composition of pollen from some plants. Acta
£’hew..&dquo;<a>i>1.> 2, moo-mo6.
NiLssoN !l., RYIIAGE R., SYIJOM vol’, 1957. Constituent-, of pollen. II, Lonâchain hydrocarbons and

aUohols..lcta. Chern. Scand.,11, 631-53g.
NOLL H., BLOCII IL, ASSEUNEAU J., LEDERER E., H)56. ’l’he chemical structure of the cord factor of

’VI,’cobac/erium trtbercrtlosis. Biaclt. Biohltys. Acta, 20, 2()g-30Q.
fiKoNuiùl K., 1951. Coenzymes in pollen. Chem. Abstracts, 45, 3°-+1.
l’ntx’ratUCas S. Vl., ig4o. Aniline hyùrogcn phtalate as a spraying reagent for chromatography of sugars.
N&dquo;IlIre. 164, 44 ;.

PESEZ !!., POIRIER P., rg54. 3léfhode de recherches en analy.se organique. 2, 220. Masson, Paris.
PESEZ lL, PoiRiER P., 195-1..!Iélho(les (le, recherches en ilnalyse organique. 3, 40. Masson, Paris.
PEARSDN l’. B., 1942. l’anthotenic acid content of pollm. Pi,oc. Soc. Ex/,. Biol. Med. 51, 8I5-8r¡.
PLANTA A. von, r88j. Landwirlsch. Stal. Vers., 32, 2’ 5.
Rnvtx B. S., LBNVIX F. B., UROWX J. R., H)55. Colorimetric détermination of cerebrosides. J. Biol.
CJ(t’Î(1., 217, 78()-796.
RIDI BI. S., aBOUt,-W:vrn BI. Il., [()5°. Générât composition and vitamin content of the pollen grain of

the date ¡mlll1. Chell/. tlbslrrzct., 44, 7402 a.

Rotstwov W., io-18. Delay in the apparence of palpable mammary tumeurs in C,11 mice followillg the
ingestion of pallenized fO:Jd..J. :Vatl. Cancer. 1n.<t., 9,119-123,
RUTTER L...I95°. Sonie applications of a modified in paper chromatography. Analyst, 75, 37-42.
SavFao-Urao rgg3. Sugar in pollen of corn plants. Science, 24, 9°-91. I .

SFNINE II., Ll T., i95o. Biological studies of pollen. Chem. Abstract, 4!, z6o6 d.
Sosn-l3outtnoutt, C.,io3o. Note sur le pollen. Clrerrz. !lbslract., 33, g36o4.
S05,B-.B., SosA-BoURDOUIL C., 1952. Etudes de quelques constituants chimiques du pollen de Corynlls
fll’Ùllf»1>1 L., C. j!. -4c(i,l. Sci., 235, 971-973.

So.-.A-BoL’RDOL’H, C., SO.’cB A., 1934. Recherches sur la composition du pollen de Corynlts avellana L.>
Brsll. Sac. Chim. 13iOl-, 36, 303-404.
SPAI).B COPPINI D., Blovznst A., [958. Ricerce sulpolline di Cedms deodora e di Cedms atlan/im. AnI!.

Chim. (Rome), 48, 181-187.
STONE G. C. Il., IIARKIBVY F., Bxooxs G., 1947. Chemical investigation of biant ragweed Pollen. Ann.
Allagy, 5, 546.

TRACEY M. V., 19,50. Colorimetric determination of pentoses in presence of hexoses and uronic acids. Biocliein.
cltrnz. J., 47, 43!3-436.

VtttTnw A. 1., Knxt S.,I955. Acides aminés libres dans le pollen. Acta. Chem. Scand., 9, i!548-1551- 1 .

Vivtxo A. 1!., PALMER L. S., r944. Thé chemical composition and nutritional value of pollens collected by
bees. ,/rch. Bioch., 4, 129-’3Ó’

WEAVER N., KutxFV K. A., 19si. Quantitative analysis of the essential amino-acids of royal jelly and
some pollens. J. Econ. Entomol., 44, 635-638.

WES-c:avD F., HOFMAN H., 1950. Pollinenhalstoffe. I. Mitteil.: Zucker, Pollinsaure und Ascorbinsâure.
Chenr. Ber., 83, 4°5-413.

Woxx E., 1955. ’l’he lrehavior of the isomers of ci,£-diaininopimelic acid on paper chromatography.
J..-lnz. Chem. Soc., 77, 48-+-+--+846.
ZETZ<CHE F’., Vtcnai 11.,193[. Untersuchungen liber die !leinbraii der Sporen und Pollen (3). Helv. Chem.
Acta., 14, 58-62.




