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INTRODUCTION

The papers in this vclume are arranged in four sections as they were
presented at the meeting: (I) physical and chemical properties,
methods of separation, and structures of lipids; (II) metabolism and
biosynthesis, enzyme systems; (III) phospholipids and transport; and
(IV) miscellaneous problems.

We were reminded by the papers read in section I that many
problems of the physiological aspects of lipid metabolism are intimately
linked with the complex chemical constitution of lipids and with their
behaviour as amphophilic substances.

Our knowledge of the structure and composition of natural phospho-
lipids and related substances in plant and animal cells has much
improved in recent years; this can be attributed almost entirely to the
development of new methods of separation. Countercurrent distri-
bution, and chromatography together with spectrophotometry are at
present the most precious tools of lipid research, chemical and bio-
chemical. The new vapour-phase chromatography applied to the
analysis of mixtures of natural fatty acids revealed that these are far
more complex than was thought formerly: besides the normal fatty
acids containing an even number of carbon atoms a large variety of
odd-numbered and branched-chain fatty acids have now been recog-
nized. Since the oxidative metabolism of these produces propionic
acid, so the study of propionic acid metabolism gained an added
interest and was discussed in section I1.

Until recently the biological oxidation and synthesis of fatty acids
have been studied either in whole animals, tissue $lices, isolated cells
or cell structures such as mitochondria. From these studies a general
picture arose but we had to wait for the isolation of soluble enzyme
systems before a more intimate knowledge of the mechanism of these
processes could be gained. By the efforts of three or four groups of
researchers—represented by their leading scientists at the conference—
we are now in a position to describe precisely most of the reactions of
the ‘fatty acid cycle’. The enzyme systems of the ‘fatty acid cycle’
having been isolated, physiologists will be much interested to learn
about their distribution in the organism and their relative activity.

The transport of fatty acids has been considered as being linked with
the metabolism of phospholipids, with their degradation and synthesis.
However, this hypothesis appeared strongly controversial and, in the
light of the discussions held at the conference, it is clear now that the
whole question has to be reconsidered. The mechanism of intestinal
absorption of fats and lipids was the subject of vivid discussions in 1953,
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INTRODUCTION

during our first conference, and this problem was taken up again in
section 1II with new contributions which provided more definitive
conclusions.

Discussions of the biosynthesis of cholesterol from labelled acetate,
the problem of absorption of cholesterol and of other sterols were sub-
jects of very interesting communications.

Lipotropic factors, the role of choline in the transport and oxidation
of fatty acids as well as other nutritional factors were discussed in
lectures and papers of sections IIT and IV. Another subject, which
proved of great interest, was the study of polyethenoid fatty acids, their
chemistry, biosynthesis, their metabolism and function. .

The recent rapid advances in the study of the ‘fatty acid cycle’ with
purified enzymes led to a somewhat confused terminology of these
enzymes: enzymes isolated in various laboratories, but catalysing the
same or similar reactions, have been denoted by widely different names.
Uniformity of nomenclature was highly desirable and to achieve this a
meeting of the specialist scientists was called during the conference.
After thorough discussion they came to an agreement and their recom-
mendations, which are being submitted to the International Union of
Biochemistry for official consideration, are published as the last paper
in section II of this volume.

As is apparent from the titles of the papers the conference gave a
broad review of the most important advances made during recent years
in the biochemistry of lipids. The papers were the subject of lively
and constructive discussions, and special efforts have been made for
their inclusion in this publication.

R. RuUYssEN

Ghent, August 1956
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PART 1
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ELECTROCHIMIE DES ACIDES GRAS ET DES
LIPIDES IONIQUES

D. G. DERVICHIAN

Le probléme du titrage des phosphatides et celui de la fixation des ions par
ces substances ont été étudiés par de nombreux auteurs. Tous sont d’accord
pour admettre que des anions et des cations peuvent étre fixés par les
céphalines alors que la lécithine ne se combine pas avec les cations.

Afin de mieux pouvoir interpréter le comportement électrochimique des
phosphatides, il est nécessaire d’examiner d’abord les particularités que
présente le titrage électrometrique des acides gras en solution aqueuse.
I s’agit 14 d’un travail inédit effectué en collaboration avec J. Képés (1956)
et dont je ne rapporte ici que les résultats essentiels. Lorsque 'on effectue
le titrage d’une solution de laurate de potassium relativement diluée, la
courbe de titrage a la forme habituelle que présentent les courbes relatives
4 la neutralisation d’un acide monobasique faible comme 'acide acétique
par exemple. Mais, lorsque les concentrations en savon deviennent
importantes et que dans la solution, I’association en micelles prend de
- Pimportance, les courbes de titrage se déforment jusqu’a finir par présenter
deux paliers de transition. Tout se passe comme s'il s’agissait du titrage
d'un acide dibasique. ‘

Titrage des acides gras

La courbe de la Figure 1 est relative & une solution de laurate de potassium
0,005 M. Jusqu’a cette concentration la courbe est bien réguliére, avec
palier vers pH 7,3. Avec les concentrations plus grandes en laurate,
apparait, sous forme d’une bosse de plus en plus importante, un début de
deuxiéme palier. La Figure 2 présente le cas limite obtenu avec une solution
0,2 M de laurate de potassium. Ici, la bosse s’est transformée en un deuxiéme
palier et la courbe est tout 2 fait semblable a celle du titrage de deux acides
faibles ayant deux pK différents. L’existence de ces deux paliers est due a
la formation d’un savon acide. Le premier palier est 4 pH 9,4 et correspond
a4 DPéquilibre savon neutre-savon acide. Le deuxiéme palier 2 pH 6,3
correspond a la transformation savon acide-acide gras libre. On voit que
le passage d’un des paliers & I'autre se produit 4 la demi neutralisation et
correspond a la formation du composé (R-COO),HK. L’existénce du sel
acide d’un acide gras est incompréhensible du point de vue chimique si ’on
envisage la solution formée de molécules dissoutes indépendantes. Mais
ainsi que nous Pavons vu, la formation du savon acide est en relation
directe avec l'existence des micelles. On peut dire d’une fagon abrégée
que tout se passe comme si, dans la micelle, il y avait association d’

3



ELECTROCHIMIE DES ACIDES

nombre égal de molécules de savon neutre et de molécules d’acide gras libre.
D’un autre point de vue, en partant de l’acide gras libre, on pourrait dire
que, sur des particules formées par P’association de plusieurs molécules
d’acide gras, il y a d’abord fixation d'un nombre égal 4 un demi équivalent
~ d’ions potassium, ce qui correspond & un premier équilibre, et ensuite

p .
0k
d -
BT
¢.—
B L)
3—-
1 L 1
g a5 70
HCL == équivalent

Figure 1. Titrage potentiométrique. Solution aqueuse de laurate de potassium
0,005 M.

fixation de la quantité équivalente totale d’ions potassium donnant lieu

aux micelles de savon neutre.
Le comportement électrochimique des phosphatides en solution aqueuse

peut également s’expliquer si 'on ne perd pas de vue que ces substances ne
7

-

a -
B 6}
y -
i -

1 4 1

4 45 0

He, — Squivalent

o Figure 2. Titrage potentiométrique.  Solution aqueuse de laurate de
potassium 0,2 M.

sont pas dispersées en solution aqueuse & I’état de molécules libres mais au
contraire en micelles et méme le plus souvent en fragments de particules
gonflées d’eau que I'on confond parfois avec des émulsions et qui ont
¢té décrites ailleurs (Dervichian, 1946; Browaeys et Dervichian, 1946).

4



D. G. DERVICHIAN

Titrage potentioméirique des phosphatides

Dans le présent travail nous avons repris les titrages potentiométriques et
Pétude de la fixation des cations métalliques par les phosphatides en les
effectuant de fagon systématique sur les différentes fractions de céphaline
extraites du cerveau de boeuf (en fait un mélange de 700 g. de cerveau de
boeuf et 200 g. de cerveau de veau). Ce fractionnement a été opéré par
la méthode décrite par Folch (1942) et en suivant exactement les indications
de cet auteur. [a lécithine a été isolée a partir de la solution alcoolique
obtenue lors de l'extraction de l’ensemble des céphalines, lorsque I’on
traite la préparation par de I'alcool éthylique aprés I’avoir extraite & deux
reprises par de I'acétone. Cette solution alcoolique a été concentrée et la
lécithine a été précipitée par addition d’acétone. Le précipité a été lavé

B P
/'
70 /.—'/
a -
N U TN SN TSN SN SN N SN SN S N S
98 Of 08 08 0 U 144
- HOL N2 KOH N/25 —

Figwe3. Titrage potentiométrique. Fraction Il (phosphatidyl-sérine). 3 cm.3

de solution & 0,95%.

plusieurs fois avec de I’acétone. La précipitation par un sel de cadmium a
été évitée pour ne pas risquer d’'introduire des ions métalliques.

Le pH a été mesuré au moyen d’une électrode de verre avec un appareil
sensible 4 0,01 unité de pH et permettant de mesurer facilement 0,05 unité.

Les solutions ont été faites dans de I’eau bidistillée et bouillie.

La Figure 3 reproduit la courbe de titrage potentiométrique de la fraction
I1I de Folch constituée par la phosphatidyl-sérine. Du c6té acide apparait
la fin du titrage aprés addition de 0,7-0,8 cm.3 de HC1 N/25. A partir de
ce point le pH ne descend plus que lentement du fait des nouvelles additions
de C1H qui se trouvent diluées dans le volume total. Le calcul montre que
cette quantité de 0,7 4 0,8 cm.3 est bien équivalente A la quantité nécessaire
pour neutraliser une fonction basique monovalente dans chaque molécule
de céphaline. On remarque toujours, du c6té acide, un changement de
pente pour 0,4 cm.3, correspondant A la moitié de la neutralisation. Cette
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singularité est & rapprocher de celles qui seront signalées plus loin & propos
de lacidification par addition d’un sel neutre.

Du c6té alcalin, la fin du titrage apparait bien pour la quantité équiva-
lente de 0,8 cm.3 de KOH N/25 et & pH 10. Aprés ce saut de titrage, le
PH monte lentement du fait de 1'addition progressive de¢ KOH dans le
systtme neutralisé. On remarquera le saut brusque qui apparait sur la
courbe du c6té alcalin entre 0,2 et 0,3 cm3. 1l ne s’agit certainement pas
d’un accident fortuit, car cette discontinuité a été observée en répétant les
mesures sur deux solutions différentes. Cette discontinuité peut étre
rapprochée de celle que I’on observe dans le titrage de solutions de savon,
d’autant plus qu’elle s’estompe avec la dilution et est beaucoup moins
apparente dans la courbe de titrage de la phosphatidyl-sérine 4 une
concentration de 0,5 9%,. Cette discontinuité est en relation avec I’existence
de la fonction carboxylique de la sérine entrant dans la constitution de ce
phosphatide. _

La courbe de titrage de la fraction II, qui suivant Folch est constituée par
un mélange de la fraction I (Inositol-phosphatide) et de la fraction II1
(phosphatidyl-sérine) présente les mémes particularités du cété acide: fin
de la neutralisation par la quantité équivalente de HC1 et changement de
pente vers la demi équivalence. Du coté alcalin, également, le saut de
titrage se produit, comme avec la fraction III, vers un pH légérement
supérieur & pH 10. Une discontinuité un peu plus estompée que sur la
figure 1 apparait aussi vers 0,2 cm.3 de KOH.

La courbe de titrage de la fraction V a une forme beaucoup plus réguliére
que celle de la fraction III. Elle ne présente pas la discontinuité du coté
alcalin et la neutralisation du cbté alcalin se produit également vers pH
10,5. Mais, le fait important est qu’avec cette fraction constituée par la
phosphatidyl-éthanolamine, le pH initial de la solution est beaucoup plus
acide que dans le cas des fractions II et III. I¢i, la solution dans Peau
bidistillée bouillie a un pH de 3,5. Tout se passe comme si le pH de la
solution avait été abaissé par la présence d’un sel. En effet, alors que la
neutralisation du .cété acide se produit pour 0,6 cm.3 de CIH N/25, du
c6té alcalin, la neutralisation se produit pour 0,85 cm.3 de KOH N/25. En
prenant le milieu de la distance des abscisses de ces deux points de neutralisa-
tion, on tombe du c6té alcalin de Ia courbe et en un point de celle-ci qui
correspond 4 un pH de 5,5. Ce décalage correspondrait 4 la quantité
équivalente de sel fixé.

La Figure 4 représente le c6té alcalin de la courbe de titrage de la fraction
V. On voit que la courbe de retour, obtenue par addition de HC1 aprés
neutralisation par KOH, est fortement décalée par rapport & la courbe
d’aller (addition de KOH). Le décalage s’obtient dans tous les cas, méme
avec les fractions I et IIT et se comprend facilement & la lumiére de ce
qui sera dit plus loin & propos de I’abaissement du pH produit par ’addition
d’un sel neutre & une solution de phosphatide. En effet, au fur et 4 mesure
de I'addition de HCI, il se forme KC1 avec la potasse primitivement fixée
et tout se passe comme si on avait additionné un sel neutre et provoqué
ainsi un abaissement du pH. Mais le point important est qu’ici, le décalage
est beaucoup plus marqué avec cette fraction V. On retrouve donc un
autre argument pour la présence de sels fixés dans la préparation initiale.
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