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methode py-Anderungen oder gar chemische Reaktionen
erforderlich sind, da das Verhiltnis zwischen Chalkon
und Flavanon schon durch geringe physikalische oder
chemische Einfliisse verdndert wird.

Die Bildungsgeschwindigkeit eines Chalkons aus einem
Azetophenon und einem Aldehyd lieB sich polarogra-
phisch gut verfolgen. Als Beispiel wurde das 2, 2’-Dioxy-
5-bromchalkon gewihlt, da sich bei dieser Verbindung
sowohl der Aldehyd, als auch das Azetophenon neben
dem Chalkon eindeutig nachweisen lieBen. Die erhal-
tenen Werte stimmen gut mit dem Ablauf einer Reak-
tion zweiter Ordnung itberein. Nach 8 Stunden waren
79% des betreffenden Chalkons gebildet.

Die polarographische Bestimmung von Chalkonen und
Flavanonen im Pflanzenmaterial wird derzeit durchge-
fiihrt. E. SCHRAUFSTATTER
Erlangen, den 9. Januar 1948,

Summary

It has been found by polarographic analysis in neutral
or acid solution that chalcones show two reduction
potentials, while flavanones show only one.

It was possible to determine 2°-hydroxy-chalcone
beside flavanone with a polarograph.

The formation rate of a chalcone from an aldehyde
and a ketone could be followed polarographically,

Existence de sels biliaires et de cérébrosides
associés 4 des protéines chez Moniezia expansa
(Recherches biochimiques sur les Cestodes)

Nous avons déja montré! que des acides biliaires ac-
compagnaient certaines fractions protéiques extraites
des vers. Nous poursuivons ici I’étude de la fraction la
plus riche en sels biliaires.

Rappelons comment fut obtenue cette fraction: les
Moniézias fraichement récoltés & 'abattoir dés la mort
des moutons, sont rapidement lavés par de I'eau salée
isotonique, puis congelés et broyés a froid. On les dé-
lipide par de l’alcool absolu froid (au-dessous de 0° C),
puis par de ’éther froid. La poudre délipidée est épuisée
par de I'eau distillée (dans une glaciére). On obtient de
grands volumes de solution que 'on dialyse sous pression
contre de I'eau distillée. La dialyse enléve des substances
diffusibles. De plus, grice & la pression (1 atm.); il se
produit unc considérable exosmose qui concentre les
substances non diffusibles. On arréte la dialyse aprés
huit jours, alors que le volume n’est plus que 0,6 ml
par g de ver.

Au cours de la dialyse, il se forme progressivement un
précipité blanc que 'on recueille et lave par de 1’eau, La
matiére lavée est la fraction qui nous intéresse ici. Elle
est insoluble dans I’eau, méme si I'on ajoute du chlorure
de sodium et méme si 'on rameéne le py 4 7 par un peu
de -soude (pour dissoudre, il faudrait atteindre py 9).
La précipitation pendant la dialyse n’est donc pas sim-
plement due & la baisse de concentration saline, ni &
Vévolution du py vers lisoionique moyen des protéines.

Dans cette fraction, nous avions déja décelé des sels
biliaires et des protéines. Pour les séparer, il avait été
nécessaire de pratiquer une longue alcoolyse par de 'al-
cool absolu bouillant. Aprés cette opération, nous avions
laissé refroidir et recueilli la solution alcoolique dans la-

1 N. Kent et M, Macuese®vur, C, R. Acad. Sci. 225, 539 (1947);
XI® Congrds international de chimie (17 juillef 1947, Londres); Rev.
suisse Bact. Pathol. 70, 464 (1947).
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quelle nous avions décelé les sels biliaires. La partie in-
soluble dans l'alcool était riche en protéines, mais sa
teneur en azote était seulement 8,6 %. Nous avions donc
conclu qu’il ne s’agissait pas d’une protéine, pure mais
nous n'en avions pas poussé 1'étude. Nous avons pu
reprendre cette étude en opérant sur de copieux échan-
tillons de vers qui nous ont fourni une masse importante
de la fraction. Donnons immédiatement nos conclusions
principales, il nous sera plus facile ensuite d’exposer la
technique de séparation: la fraction se scinde par al-
coolyse en 19 des protéines; 2° des acides biliaires; 3° des
cérébrosides; 9 du glycogéne,

L’alcoolyse doit étre effectuée par de l'alcool trés fort
et DI’ébullition doit &tre maintenue une quarantaine
d’heures, On filtre & chaud, puis on lave par de I'alcool
bouillant. Nous reviendrons plus loin sur I'étude du ré-
sidu insoluble (il contient protéines et glycogéne). Les
solutions alcooliques sont placées dans une glaciére, il
s’y forme lentement un précipité N° 1 que U'on recueille.
La solution mére est concentrée au quart de son volume
par distillation sous vide, puis refroidie & la glaciére; il
y apparait un précipité N° 2 dont la solution mére est
encore une fois concentrée puis refroidie pour faire dé-
poser le précipité N° 3 que l'on sépare. Un traitement
méthodique des précipités par I'alcool en élimine les
parties les plus solubles qui viennent rejoindre les solu-
tions méres, On finit par obtenir d’une part la partie la
plus soluble & froid qui est constituée par des sels bili-
aires typiques et d’autre part la partie la moins soluble
4 froid qu’il fallut identifier.

I1 s’agit de substances blanches solubles dans I'alcool
4 chaud mais trés peu solubles & froid, solubles dans ia
pyridine & froid et dans 'acétone 4 chaud, insolubles
dans l'eau et trés peu solubles dans 1'éther, Elles con-
tiennent 2,79% d’azote et pas de phosphore. Elles ne
donnent plus les réactions des sels biliaires; la réaction
de PETTENKOFER conduit & un anneau brun rougeitre
sans trace de violet. Pour identifier cette substance, nous
I'avons soumise & une hydrolyse acide qui libéra lente-
ment un ose et des acides gras. Nous avons donc pensé
avoir affaire & des cérébrosides et nous avons pratiqué
leur décomposition en milien alcoolique par de l'acide
sulfurique & 109 dans de Valcool absolu. Aprés chauf-
fage pendant cinq heures, on refroidit 4 la glaciére. 11 se
forme un précipité constitué par des esters éthyliques
d’acides gras. La solution mére contient un ose et de la
sphingosine, On lui ajoute un volume égal d’eau et 'on
concentre sous vide jusqu’au ticers afin d’éliminer 'alcool.
Le résidu est refroidi & la glaciére, la sphingosine pré-
cipite a 'état de sulfate. Le liquide surnageant contient
I'ose que nous avons identifié par microchromatographie
sur papier’. Il s’agit de galactose. Ayant ainsi déter-
miné les constituants du cérébroside, nous les avons
dosés: 32 mg du cérébroside ont donné 14 mg d’esters
d’acides gras (479% d’esters, donc 449, d’acide gras)
9,8 mg de sphingosine (329,) et 6,5 mg de galactose
(21,79%). Les teneurs calculées pour un cérébroside tel
que la cérasine seraient: acide gras 45,3%; sphingosine
36,8 9% et galactose 22,19%, ce qui correspond bien & nos
résultats, étant donné que le sulfate de sphingosine n'est
pas rigourcusement insoluble donc que notre dosage de
sphingosine est entaché d’une erreur par défaut.

Nous avons ensuite étudié les constituants plus so-
lubles dans ’alcool froid. Dans les solutions alcooliques,
avant 'élimination du cérébroside, les réactions quali
tatives des sels biliaires étaient troublées. Maintenant
que les fractionnements par lalcool ont éliminé la
presque totalité du cérébroside, les réactions des sels

1 8. M. ParTrInGE, Nature 158, 270 (19486).



194

biliaires sont d'une parfaite netteté (réactions de Per-
TENKOFER, de URDANSKY et de Jorims), De plus, le pro-
duit est soluble dans I'eau, et sa solution aqueuse mousse
fortement. Nous avons séparé les acides biliaires de la
solution aqueuse par moussage (technique des mousses
essorées!), et les résultats furent bien conformes & ce que
I'on pouvait attendre d'une solution de sels biliaires. (La
teneur en azote du produit purifié par moussage fut
29%.) Nous avons donc bien affaire & des acides biliaires
typiques, Ils ne contiennent pas de soufre en quantité
décelable, il ne s’agit donc pas d’acide taurocholique,
Pour confirmer nos conclusions, nous avons fait étudier
leur absorption de la lumiére ultra-violette en comparant
les spectres & ceux obtenus pour de Pacide glycocholique.
Nous remercions Mme GILMART qui a réalisé les spectres.
Les courbes d’absorption sont pratiquement super-
posables dans la région spectrale comprise entre 1000 et
1160 A. Mais notre acide n’est pas encore rigoureuse-
ment pur, et 'on note une petite bande d’absorption
parasite dans la région avoisinant 750 A, En somme, nous
avons bien affaire & un acide biliaire, et il est possible
qu’il s’agisse d’acide glycocholique.

Revenons au résidu d’alcoolyse resté insoluble dans
I'alcool chaud. Ce résidu est bien un coagulum protéique,
car I'hydrolyse acide libére une série d’aminoacides dont
I’étude microchromatographique sur papier? n’a rien ré-
vélé d’anormald. Mais la teneur en azote était seulement
139%. 11 devait donc se trouver encore dans le coagulum
des impuretés non protéiques que l'alcool chaud n’avait
pas enlevées. Nous avons pu identifier ces impuretés, il
s’agit de glycogéne que 'on peut facilement extraire par
de l'eau. Le coagulum lavé a 'eau, puis séché, contient
maintenant 15% d’azote, comme il se doit pour une
protéine.

Avant l'alcoolyse, la fraction primitive avait été abon-
damment lavée par de 'eau, et ceci n’avait pas éliminé
le glycogéne qui part maintenant si facilement aprés que
les protéines aient été coagulées par l'alcool. Ce glyco-
géne avait d’aillenrs précipité avec la fraction par dia-
lyse. Il devait donc ne pas &tre libre, mais cénapsé avec
les protéines.

Voici nos résultats quantitatifs en %, de la fraction:

Protéines Cérébrosides Glycogéne Acides biliaires

74 10 15 1

Notons que ces chiffres n’ont rien d’absolu. En effet,
les cérébrosides tels qu’ils furent pesés ici contenaient
encore des sels biliaires dont la séparation est trés dif-
ficile et ne fut obtenus que par des fractionnements non
quantitatifs. Le chiffre de 19, donné pour les sels biliaires
est donc trop faible, tandis que celui de 109, donné pour
les cérébrosides est trop fort.

Conclusions, Les vers délipidés & basse température
par l'alcool absolu et 1’éther cédent ensuite & 'eau dis-
tillée des protéines et diverses autres substances. Si I’on
soumet la solution 4 une dialyse prolongée, on voit pré-
cipiter une fraction curieuse assez abondante qui n’est
plus soluble dans 'eau, méme si 'on ajoute du sel. Cette
fraction contient: protéines, glycogéne, cérébrosides et
acides biliaires, Ces constituants ne sont pas indépen-

1 M. ABriBaT, C. R. Acad. Sci. 209, 244 {1939).

2 R. ConsDEN, A. H. Gorpon et P. Martin, Biochem. J. 38, 224
1944),

3 Les clichés chromatographiques ont été publiés dans la thése
de doctorat de 1'un de nous: N. Kexnt (Neuchitel 1947),
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dants les uns des autres, car 1%le glycogéne et les acides
biliaires ne se laissent pas extraire par 'eau tant que 'on
n’a pas dénaturé les protéines; 2° avant la dialyse, les
cérébrosides étaient & 1'état dissous dans I’ean qui ne les
dissout plus lorsqu’ils sont isolés,

N. KieNT et M. MACHEB(EUF,
avec la collaboration de B. NEranas.

Institut Pasteur, Paris, le 3 mars 1948,

Summary

The anthors have already shown that bile acids existed
associated with proteins in some protein fractions isclated
from the tapeworm (Moniezia expansa of sheep).

The worms are delipidated at very low temperature
{—15°C) by absolute alcohol and ether. The dry product
is extracted with distilled water. When the solution thus
obtained is dialysed for a long time against water (at
0°C) to eliminate the salts and other dialysable sub-
stances (such as puric and pyrimidic bases), a peculiar
fraction of protein precipitates.

This fraction is no longer soluble in water even after
addition of NaCl or at higher py. This fraction contains
proteins (but only 8,6 % nitrogen}, glycogen,cerebrosides,
and bile acids.

After hydrolysis, the aminoacids were identified using
the microchromatographic technique of CoNnspDEN, Mag-
TIN, and GORDON (1943).

Glycogen was identified and the quantity of sugar
estimated as well as the glucosazone prepared after
hydrolysis.

The cerebrosides were hydrolysed by a 109% alcoholic
solution of H,y80,, the fatty acid esters isolated and
estimated. The sphingosine yield was also determined.
The microchromatographic method of PARTRIDGE was
used to identify the sugar in these cerebrosides. Results
confirmed the presence of galactose. There is no doubt
that the substance associated with the proteins is a
cerebroside.

As stated above, the presence of bile acids in tape-
worms has been established by the authors for the first
time. These acids were estimated by different colori-
metric and spectrographic methods.

Uber ein Adenosintriphosphorsiure (ATP)
spaltendes Enzym der Schlangengifte

Schon lange wurde auf die Ahnlichkeit eines Teils der
Vergiftungserscheinungen nach Schlangenbi3 mit dem
anaphylaktischen Schock hingewiesen. In Ubereinstim-
mung mit der Annahme, daB der letztere durch eine
Histaminausschiittung bedingt sei, wurde gefunden, da
zahlreiche Schlangengifte die schlagartige Entleerung
der Histamindepots der Siuger veranlassenl.

Fiir die Ausbildung verschiedener Schockarten wer-
den in zunehmendem MaB aunch andere Reaktionen ver-
antwortlich gemacht, beispielsweise das Verschwinden
von ATP?, die als eine der wichtigsten Energiequellen
der Zellen gilt., Im Muskel spielt sie bekanntlich eine
zentrale Rolle beim Zustandekommen der Kontraktion.
Mit der Annahme eines ATP zerstérenden Enzyms in
den Schlangengiften konnte somit die Auslosung von
Schock und Muskellihmung als Folgen des Schlangen-
bisses dem Verstdndnis ndhergebracht werden.

1 Zusammenfassung: C. H. KxirLaway, Animal Poisons, Ann.
Rev. Biochem. 8, 541 (1939).
%2 G. A. LePaGg, Am. J. Physiol. 147, 446 (1946).



