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1. Introduction 

Steenbock, Hart, Elvehjem et Kletzien [I] ont 
montre que le trefle s&he au soleil posdde une acti- 
vite antirachitique et Grant [2] a confirm6 cette 
observation sur des extraits de diverses especes de 
feuilles mortes. Nous-me^mes [3] avons mis en Cvi- 
dence une activite antirachitique dans des fractions 
de feuilles de Graminees renfermant notamment 
des composes cetoniques analogues a ceux prepares 
par oxydation catalytique de calcif&ol 3. Neanmoins 
Goodwin [4] dcrivait en 1963: “there is no con- 
vincing evidence that they (vitamin D) are synthes- 
ized by plants or by protists”. Nous presentons ici 
des preuves de cette biosynthese times de l’extrac- 
tion, de la caracterisation et de l’essai biologique 
d’une vitamine D extraite de l’huile de palme. Les 
resultats preliminaires des analyses de racines et de 
feuilles de Graminees (Dactylis glomerata notam- 
ment) apportent des arguments dans le m&me sens. 

2. MATERIEL ET METHODES 

2.1. Isolement et concentrations 
a) Isolement h partir de l’huile de palme: L’huile 

est saponifiee par fractions de 5Og avec 500 ml de 
KOKmCthanol([5], p. 100) 2h a reflux et extrac- 
tion de l’insaponifiable par l’ether prive de peroxyde. 
L’insaponifiable de 200g d’huile est distill6 sous 
pression reduite ( 10Amm de mercure) CtalC au 
fond d’un ballon de 150ml chauffe dans un bain 
d’huile a 85OC pendant 24h; le distillat est 
recueilli a l’extremite dun tube refroidi per&rant 
dans le ballon de facon que le parcours moyen des 

vapeurs n’excede pas 2cm [S] . Le distillat, dissous 
dans l’ether de petrole est filtre sur une collonne 
(diam. Icm, haut. 3cm) de Kieselgel Merck (O,OS- 
0,2 mm) et Clue par le benzene et la presence de 
vitamine D contralee par chromatographie sur 
couche mince. On estCrifie par le chlorure de 35 
dinitrobenzoyle en milieu pyridinique a temperature 
ambiante pendant 14h. Les dinitrobenzoates prove- 
nant de 5 kg d’huile sont purifies par chromato- 
graphie preparative avec Clution par le benzene. 
Apres hydrolyse des esters par LiAIH4 en suspension 
benzenique a temperature ambiante pendant 1 h, les 
sterols /_3 sont precipites par le digitonoside et la 
fraction non combinee est soumise a une sublima- 
tion sous 10e4mm de mercure dans un tube horizon- 
tal (diam. 15mm) chauffe a 75OC. Le sublimat est 
a nouveau esterifie par le chlorure de 3,5 dinitro- 
benzoyle et cristallise dans le benzene-methanol. 
Poids des cristaux separes: 6,9 mg. 

b) Concentration h partir des racines de Dactylis 
glomerata. Les racines (recoltees en janvier) sont 
extraites par 10 fois leur poids d’ammoniaque RP 
(28OBC) a temperature ambiante pendant 14h, ex- 
traction des liqueurs par l’ether sans peroxyde puis 
distillation en tube horizontal comme precedem- 
ment. 

c) Concentration h partir des feuilles de Dactylis 
glomerata ou d’autres espkes: Les feuilles sont 
extraites par maceration avec KOH-methanol 

([5], p. 100) a temperature ambiante pendant 14h 
et distillation comme en a) mais la purification n’est 
poursuivie qu’en fonction des contrbles fournis par 
la chromatographie en couche mince. 
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Fig. 1. Spectres I.R. (KBr; Beckman). 1: 3,s dinitrobenzoate du calcif&rol 3 de r6f8rence; 2 : 3,s dinitrobenzoate du calcif&ol de 
l’huile de palme. 
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Fig. 2. Spectres de masse des 3,5 dinitrobenzoate du calcif&ol 3 de rkfbrence et de l’huile de palme (tempkrature de source 220°, 

introduction directe). 
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Fig. 3. Chromatographie en phase gazeuse de la vitamine D3 
de reference et de la vitamine D extraite de l’huile de palme 
(colonne de verre 150 X 0,3 cm; SE 30 i 2% sur gaschrom Q, 

80-100 mesh; 22OOC). 

2.2 Chromatographie en couche mince 
A l’aide de benzene-acetate d’ethyle (8Ov-20~) et 

revelation avec le reactif au furfural de Pesez [6], h 
chaud. Les calciferols 2 et 3 donnent une tache rose- 
viola&e de m&me Rf 0,3 ne permettant pas de les 
differencier. 11 peut arriver que les produits distill& 
a trap haute temperature presentent une seconde 
tache de Rf 0,35 environ attribuable vraisemblable- 
ment au precalciferol [7]. Les extraits non saponi- 
fies presentent, de facon peu nette, une tache de Rf 
0,9 attribuable aux esters de calciferol car se depla- 
cant Q Rf 0,3 apres saponification. 

2.3. Dtterminations physiques (voir les legendes des 

figures) 

2.4. Essai antirachitique - preventif, sur le Poulet [8]. 
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Fig. 4. Comportements respectifs en chromatographie en 
phase gazeuse des vitamines D2, D3 de reference et de la 
vitamine D d’un extrait de racine de Dactylis glomerata 
(Gamin&es). (Mimes conditions experimentales que dans la 

fig. 3.) 

3. Rdsultats 

La chromatographie sur silice en couche mince 
montre, dans tous les extraits Studies, la presence 
dune substance migrant et se colorant comme les 
vitamines D2 ou D3 de reference qui se compor- 
tent ici de meme facon. La co-chromatographie 
avec addition des vitamines D authentiques montre 
notamment le renforcement attendu du spot de Rf 
0,3. Le spectre I.R. du dinitrobenzoate cristallise de 
l’huile de palme est identique a celui du cholecal- 

mn 
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Tableau 1 
a) Pour le cholecalciferol de I’huile de palme (H.P.) ou de reference (Ref) a 0,05 ~Lglj 

July 1968 

temoins: 
H.P. : 
Ref : 

poids corporel = +133%; 
poids corporel = +266%; 
poids corporel = +297%; 

calcemie % = 6,6 mg; 
calcemie % = IO,0 mg; 
calctmie % = 10,O mg; 

cendres de femur % = 35,8 
cendres de femur % = 46,l 
cendres de femur % = 45,3 

b) Pour le calciferol des feuilles de Graminees &ah& par chromatographie en couche mince (F.G.) ou de reference (Ref) i 0,5&j 

temoins: poids corporel = +139%; 
F.G. : poids corporel = +327%; 
Ref : poids corporel = +280%; 

ciferol de reference (fig. 1) ce qui precise la nature 
de l’alcool ester%% mais ne permet pas de distinguer 
des traces Cventuelles de calciferol2 dont le spectre 

I.R. est tres comparable [9]. Le calciferol resultant 
de la saponification de 3,s dinitrobenzoate presente 

un maximum a 265 rnp E:zrn = 435. 
L’identification de la vitamine D de I’huile de 

palme avec le calciferol3 resulte de l’examen des 
spectres de masse (fig. 2) de la chromatographie en 
phase gazeuse (fig. 3) oh apparaissent les pits d’eli- 
mination des pyrocalciferols et isopyrocalciferols 
correspondants [lo] . Dans le cas des racines de 
Dactylis glomerata, la chromatographie en phase 
gazeuse (fig. 4) laisse Cgalement supposer la presence 
de vitamine D3 dans les racines (prelevees en janvier). 

Les essais antirachitiques ont montre les resultats 
donnees dans le tableau 1. 

4. Discussion 

L’eventualite que les calciferols mis en evidence 
proviennent d’un artefact d’extraction se pose. On 
pourrait envisager par exemple qu’ils resultent de 

le reduction des composes plus oxygen& signales 
anterieurement [3], mais ces derniers pourraient 
aussi provenir de la transformation inverse des cal- 
ciferols de telle sorte que les deux alternatives con- 
vergent neanmoins, pour l’essentiel, dans le sens de 
la synthese des structures envisagees. 

Les racines de Dactylis glomerata recoltees en 
hiver et les tiges recoltees au printemps ont montre 
Cgalement la presence du seul calciferol et l’absence 
d’esters decelables, par contre, dans les extraits 
neutres de feuilles. A I’exception de la vitamine D 
des racines, le type du calciferol des autres organes, 
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calcemie % = 7,0 mg; 
calcemie % = 10,2 mg; 
calcemie % = 9,6 mg; 

cendres de femur % = 42,5 
cendres de femur % = 5 1 
cendres de femur % = 56,2 

rCvClC en chromatographie sur couche mince et par son 
activite antirachitique, n’est pas encore determine. 

La temperature de distillation des extraits ayant 
BtC maintenue la plus basse possible, le passage du 
calciferol 3 pouvait dtre favorid; il est peu probable 
cependant que le calciferol2 aurait CtC ainsi com- 

pletement elimine et les possibilites de syncristallisa- 
tion des dinitrobenzoates auraient conduit Q partir de 
l’huile de palme a un ester mixte, ce que le resultat de 
la spectrographic de masse exclut. 
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