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126. Comparaison et perfeetionnement des methodes d’extraetion 
des lipides du foie humain 

par Pierre Favarger. 
(7. IX. 41.) 

Les lipides du foie ont B t B  BtudiBs par un grand nombre d’auteurs 
et les mdthodes d’investigation different souvent passablement. De 
ce fait, les rdsultats sont loin d’8tre compwrables. Les auteurs xm4- 
ricains, a la suite de BZoorl), procedent b, une extraction alcoolique 
de l’organe frais. La mBthode primitive est periectionnPe par RZoor 
liii-mi?me2), Snider et BZoor3), SincZa i~~)  5 ) 6 ) ,  spPcialement en vue 
d’une bonne separation des phosphatides et pour le fractionnement 
des acides gras. Des fra,ctions l8cithine n et (( c4phaline o sont isolBes 
dans certains cas1)6), mais il n’est fait mention que d’une petite 
quantitP d’un produit insoluble dans l’Bthcr, produit qui ne posskde 
que quelques-uns des caracteres de la sphingomy4line (Mdthodo A). 

KZenk7) et Epstein*) 9, Btudient les lipo’itfoses humaines et tliff4- 
rencient les phosphatides Bth6rosolubles (IPcithine, cbphaline) des 
alcoolosolubles (sphingomyBline). Pour le Eaire, Klrnk a mis au point 
une mBthode analytique bade sur une extraction primaire B 1’acP- 
tone suivie d’extractions a 1’8ther et avec un mblange d’alcool m4thy- 
lique et de chloroforme. I1 a ainsi pu identifier la, sphingomyeline 
spl8nique et hdpatique dans la maladie de Xirmcnnn- P i c k .  Epstein. 
trouve dans des cas de goutte lipoidique, et miime dans des cas nor- 
maux, une importaiite (( fraction sphingomy4line D nomm4e simple- 
ment plus tard (( lipo’ides alcoolosolubles +. Pour notre part, nous 
avons appliquk avec succes la mBthode de lCZenk (Xbthode B) 2i un 
cas de Niemccnn-Picklo) et nous avons obtenu de la sphingomyPline 
pure en quantit8 notable, mais dans un (’as de goutte lipoidique les 
purifications subskquentes de la fraction G phosphal ides alcoolo- 
solubles H ne nous ont permis d’en isoler que dos quantitPs trbs faibles. 
Par contre cette fraction fournit une forte proportion de phosphatides 
- 

W .  R. Rloor, J. Biol. Chem. 68, 33 (1926). 
z ,  W .  8. Uloor e t  X. Snader, J. Biol. Chem. 87, 399 (1930). 
3, X. Snzder e t  W .  12. Rloor, J. Biol. Chem. 99, 555 (1933). 
4,  X. G. Sznclatr, J. Biol. Chem. 92, 245 (1931). 
5 ,  R. G. Sanelair, J. Biol. Chem. I I I, 261 (1935). 
6 ,  R. G. Samlatr, J. Biol. Chem. 134, 71 (1940). 
7 ,  Baumann, Klenk e t  ScheLdegger, Erg. allg. Path. 30, 183 (1936). 
s, E ,  Epstern, Erg. allg. Path. 33, 280 (1937). 
9, E.  Epstern, V~rckou,’s Arch. 306, 53 (1940). 

lo) Rutashauscr et Faaargcr, 7. Tagung der Schweiz. Pathologen 1941. Paraitra dans 
la Kcvue Suisse de MBdecine. 
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secondairement kthbrosolubles. Avant d’ktudier certaines variations 
pathologiques dans la composition du foie et d’autres organes humains, 
il nous a paru necessaire de comparer les rdsultats des m6thodes 
analytiques des deux principaux groupes d’auteurs. Pour pouvoir le 
faire d’une fagon assex rigoureuse et pour obtenir des fractions aussi 
peu alt8rees que possible, nous avons utilisb un appareil qui permet 
d’extraire l’organe A l’abri complet de l’oxyghe. Quatre foies humains 
normaux et un foie pathologique (cas de Sprue) sont analysbs par les 
deux m6thodes. 

Jfe’thode A .  
BToor insiste d6jh1) sur la necessit6 d’6viter la presence d’air, les 

acides gras non saturBs des lipides &ant trbs sensibles B l’oxydation, 
tout particulihrement quand ils font partie d’une molbcule de phos- 
phatide2). Cette oxydabiliti! est importante surtout B chauds), et 
l’extraction au percolateur 

m 

Fig. 1. 

prdconis6e par Bloor n’isole certainement 
pas de l’air d’une fagon com- 
plkte. I1 Btait nbcessaire d’amb- 
liorer la technique, car la con- 
naissance aussi exacte que pos- 
sible du degrd de saturation des 
acides gras est trks importante. 

Aprks avoir rapidement rfiduit 100 g 
de foie en bouillie fine, on ajoute 150 om3 
d’alcool 8. 95O e t  filtrc: dans la douille d’un 
appareil de Sozhlet modifie (figure 1) en 
utilisant un tube dt. verre trBs large. Le 
liquide est recueilli au moyen de la tu-  
bulure accessoire A dans une fiole pleine 
de gaz carbonique. On remplit alors tout 
I’appareil de gaz carbonique par F en 
faisant le vide ii plusieursreprises. 200 em3 
d’alcool sont introduits par aspiration au 
moyen du tube C dans le ballon B, on 
ferme le robinet D et  porte 8. l’ebullition. 
Le premier extrait dcoolique peut Btre 
ainsi recueilli par A, sans avoir subi 
l’ebullition. On r6pBte cette operation 3 
ou 4 fois, puis procBde A, l’extraction 
proprement dite en changeant I’alcool 
aprks 2, 6 et  10 heures. Le reste des lipides 
est extrait pendant 1:t nuit. Le capillaire 
moyen G permet le passage d’un faible 
courant de gaz carbonique pendant toute 
l’extraction. 

1) W .  R. Bloor, J. Biol. Chem. 119, 453 (1937). 
2) Tait et  Icing, Biochem. J. 30, 285 (1936). 
3) 111. N o t t i e r ,  Arch. Gen. 139, 139 (1934). 
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La distillation de l’alcool au vide se fait dans l’appareil lai-m&me, une partie de 
l’alcool retornbe dans le corps du Sozhlet, alors que le reste est condense par le refrigerant 
accessoire H. I1 faut interrompre 2 ou 3 fois la distillation pour vider E et introduire dans 
B les premieres portions de l’extrait alcoolique. Quand tout l’alcool a disparu (formation 
des gouttes d’eau sur les parois) on remplit de gaz carbonique, refroidit, puis introduit 
par C de l’ether sans peroxydes (purification d‘apr6.s Bloor‘) qui dissout les lipides. On le 
chasse par C dans un entonnoir L separation plein de gaz carbonique, rincc l’appareil B 
l’ether e t  continue l’opbration comme Simlair2) en separant les lipides solubles (fraction 
graisses neutres) et insolubles (fraction phosphatides) dans l’aobtone additionnce de chlorure 
de magnesium. On separe ensuite la partie insoluble dans l‘ether absolu de la fraction 
phosphatides en laissant A, Oo pendant 12 heures, et saponifie les deux fractions dans un 
courant d‘azote. Pour la partie soluble dans l’acetone il suffit de faire bouillir le residu 
d’evaporation 1 L 2 heures B reflux avec 20 ems d’hydroxyde de potassium a 2076 dans 
l’alcool A, 80%. Pour les phosphatides on prolonge l ’opht ion  4 L 6 heures avec 50 cm:) 
d’hydroxyde de potassium. On suit les indications de Si?ieZair pour l’extraction et  la 
purification de l’insaponifiable e t  des acides gras ainsi que pour la, s6paration des acides 
liquides (non satures) e t  solides (saturbs) au moyen des savons de plomb. B chaque etapc 
de I’analyse on prend une partie aliquote des diff‘krentes fractions pour une mesure de 
poids e t  un indice d’iode (methode de Yasuda3). Les acidcs gras liquides sout alors frac- 
tiounes par bromuration.. Comme les auteurs cites I’indiqumt, la solubiliti. partielle des 
derive% bromes empkche une separation correcte, mais la teneur en brome mesurbe par 
la methode de Brown e t  Bed4) et  l’indice d’iode du melange permettent de calculer assez 
exactement la valeur des fractions. 

- 

M et hode B.  
Notre appareil permet do changer facjlement, le dissolvant pour 

les extractions successives B l’acktone, l‘ether et, l’alcool m6thylique 
prkconiskes par Klenk pour l’analyse des organes dam la mala,bie-de 
Niemann- Pick.  

Chaque extraction est conduite comme ci-dcssus et on eliniine toute trace du dis- 
solvant precedant en faisant le vide un certain temps. Les deux premiers extraits sont 
trait& pour leur compte en vue de &parer les phosphatides, car I’ac6tone en enlrhe beau- 
coup, davantage nigme que ce qui passe dans l’ether.. L’extraction par l‘ether a ete pro- 
longbe deux jours e t  plus sans qu’une quantit4 plus grande de pliosphatides piit @tre 
extraite. Lalcool methylique enlkve tout ce qui reste comnie lipides presque aussi facile- 
ment que le melange chloroforme-alcool mbthyliquc., ainsi qu’on peut le verifier en traitant 
le rbsidu d‘extraction par l’hydroxyde de potassium, puis cn determinant l’insaponifiablc 
e t  les acides gras (substances non extraites: 5 L 8 mgr.). On diatille l’extrait methylique 
auvide, puis traite par 1’6ther see sans poroxydes qui en lhe  la fraction dite (( Phosphatidea 
rbcuperes)). On la traite pour son propre compte en vne d‘isoler les acides gras. La 
sphingomyeline a etb recherchee sans succAs dans le residu aqueux. Une saponification 
prolongee n’a pas non plus permis de retirer de cette fraciion une quantitc appreciable 
d’acides gras. 

Chaque operation est faite sous le gaz carbonique o i l  l’azote e t  on s’arrange A ce 
que les extraits ne soient jamais au contact de l’air ou trop exposes & la luinibre. 

RI~SULTATS. 
Le premier tableau montre que les chiffres ohteniis pour la frac- 

tion (( Graisses neutres H, surtout si on. la calcule d’aprbs les acides 
l) W .  El. Bloor, J. Biol. Chem. 82, 279 (192!3). 
2,  R. G. Sinclair, J. Biol. Chem. 86, 579 (1930). 
3, M .  E’asuda, J. Biol. Chem. 94, 401 (1931). 
*) Brown et  Beal, Am. Soc. 45, 1289 (1923). 
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gras e t l’insaponifiable, concordent bien pour les deux mdthodes, 
l’extraction mixte &ant ndanmoins un peu plus complkte. Les indices 
d’iode sont variables pour l’insaponifiable, mais ceux des acides gras 
sont concordants. La fraction G Phosphatides )) est bien supdrieure a 
celle que l’on calcule en ldcithine Q partir des acides gras, elle com- 
porte done une certaine quantitd d’impuretbs. Le total des phospha- 
tides extraits a l’dther et B l’alcool dans la mdthode B correspond aux 
phosphatides extraits par la premiere mkthode, mais la proportion 
des deux fractions est variable. Leurs indices d’iode sont peu diff6- 
rents et seuls ceux du cas de Sprue ont peut-6tre une signification. 
Les phosphatides qui rksistent a l’extraction kthdrke sont done simple- 
ment des phosphatides de m6me composition que les autres, mais 
liks k des protdines, associations qui, comme l’avait ddja vu Lieber- 
mannl) in vitro, sont ddcomposables par l’alcool mais non par 1’6ther. 
(Voir aussi Hoppe-Seyler ”). 

La sphingomydline et les cdrdbrosides n’existent pas en quantitd 
suffisante dans les cas normaux pour pouvoir &re dosds exactement 
par ces mdthodes. Nous en avons toujours retire une petite quantitd 
(I Q 2 cgr., assez impurs) de la substance insoluble dans l’bther ab- 
solu qui se sdpare de la fraction phosphatides, mais c’est 16 certaine- 
ment une part seulement du tout. Le reste de cette substance est 
composk principalement de matikres extractives hydrosolubles. Dans 
la mdthode B on retire aussi un peu de sphingomydline de cette 
meme fraction phosphatides et le r6sidu aqueux de l’extraction 
mdthylique en contient une petite quantitd. 

Sdparation des acides gras liquides et solides. Nous avons toujours 
note une sdparation presque quantitative, et le G rbsidu collant )) de 
Snider  et Bloor est tr&s petit dans tous les cas ou il y en a un, et 
presque toujours inexistant. La modification essentielle apportde A 
la mdthode dtant l’exclusion des possibilitds d’oxydation, il est permis 
de penser que les substances ghnantes en question dttient justement 
dues Q l’oxydation. Les dmulsions stables sont dgalement dvitdes. 

Si le degrb de saturation des acides gras des phosphatides offre 
une Constance remarquable dans tous les cas normaux, on voit que 
la rdpartition des diffkrents acides non saturds varie beaucoup plus. 
Elle est encore plus variable pour les graisses neutres qui dependent 
davantage que les phosphatides de la composition du rdgime. 

RfiSUMg. 

Une mdthode d’extraction des lipides du foie entierement h l’abri 
de l’air est mise au point. 

1) Liebermann,  Pfliiger’s Arch. 54, 573 (1893). 
2 )  Hoppe-Seyler,  Med.-Chem. Unters., Bsrlin 1867, 2, 133. 
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L’extraction alcoolique et l’extraction rnixte B l’acktone, 1’Pther 
et l’alcool methylique donnent des r&sult,ats concordants. Les phos- 
phatides sont en partie non extractibles B l’&her, mais la proportion 
est variable et leur composition est identjque B (belle des phosphatides 
extractibles. 

Deux tableaux donnent les valeurs des diffkrentes fractions de 
lipides et leurs indices d’iode ainsi que la rhpartition des acides gras. 

- 

Genhe, Institut pathologique. 

127. Uber Derivate des einseitig kernhydrierten Benzoins und 
Desoxybenzoins 

von Paul Ruggli und Albert Businger. 
(10. IX. 41.) 

Die vorliegende Arbeit behandelt die Synthese einseitig kern- 
hydrierter Benzoine und Desoxybenzoine, die 31s Ausgangsmaterial 
fur die Darstellung einseitig hydrierter Sti1k)entlerivate in Frage 
komnien. Beim Stilbostrol (p , p’-Dioxy-p , p’-diathyl-stilben) wiirde 
z. B. eine einseitige Hydrierung die forrnalc i<hnlichkeit mit dem 
0 s  tradiol verbessern. 

Unsere ersten Versuche benutzten zum Aufhu  der einseitig 
hydrierten Desoxybenzoine die R e a k t i o n v o n E’riedel und Crafts. 
Aus Cyclohexyl-essigskurechlorid und Anisol erhiilt man auf diesem 
Wege das krystallisierte p-Methoxy-hexahydro-desoxy-benzoin bzw. 
1-Cyclohexyl-2-( p-anisyl)-athanon-2 (I) 770m Smp. 43O, von tlem auch 
ein Oxim, Semicarbazon und Dinitro-phenylhydrazon darges tellt 
mwde. Analog erhalt man aus dem Chlorid tier p-( Methoxy-cyclo- 
hexy1)-essigsaurel) mit Anisol das beidseitig methoxylierte Produkt, 
d. h. das Hexahydro-desoxy-anisoin oder 1-(p-Methoxy-cyclohexy1)- 
2-(p-anisyl)-athanon-2 (11) vom Smp. i9O, in dem jedenfalls die 
trans-Form vorliegt ”). 

Im letzteren Falle wurde das Aluminiurnchlorid zweckmassig 
durch Zinn(1V)-chlorid ersetzt, da sonst neben der festen Form, die 
mit maximal 250/,, Ausbeute erhalten wird, sehr vie1 Ton einer 
fliissigen Fraktion anfallt, die nicht glatt zerlegbar ist. Letztere 

l) P. Ruggli, 0. Leupzn und A.  Businger, Helv. 24, 344 (1941). 
2 ,  Ein Versuch, dieses Keton auch dirckt aus p-(Methoxy-cgc1ohexyI)-essigsaure- 

chlorid und Anisyl-magnesiumbromid darzustellen, gab flussige Produkte von niederem 
Methoxylgehalt. 


