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Depuis quelques ann&s, nous avons entrepris l '6tude ' in  vitro' de la lipolyse des 
triglyc6rides par la lipase pancr~atique. Nos experiences sugg~rent clairement que 
l 'enzyme hydrolyse les trois liaisons ester de son substrat ell trois ~tapes successives 
bien distinctes, dont la difficult~ va en croissant 1, s, 8. La premiere hydrolyse (g6n~ratrice 
de diglyc6rides) est relativement aisle. La deuxi~me (g~n6ratrice de monoglyc~rides) est 
d~j~t plus difficfle; elle ne fait des progr~s rapides que si le milieu renferme des ions Ca ++ 
en quantit~ suffisante ~,3. La troisi~me (g~n6ratrice de glycerol), enfin, s'est toujours, 
jusqu'ici, r~v~16e fort lente*. En d'antres termes, la lipolyse in  vitro donne beaucoup plus 
facilement naissance, semble-t-il, k des glyc6rides partiels qu'~ du glycerol. 

BALLS s, toutefois, utilisant il est vrai des conditions bien peu physiologiques, n 'a 
pas trouv6 de glyc6rides partiels pendant la lipolyse de la trist~arine. La phase grasse 
des milieux qu'il obtient, en effet, une fois priv6e de ses acides par le carbonate de Na, 
paralt ne jamais renfermer autre chose que de la trist~arine pure. Ces r~sultats sont, 
on le voit, diam~tralement opposes aux n6tres. 

I1 est 6videmment possible d 'admettre que, travaiUant dans des conditions nouvelles, 
l 'enzyme manifeste un comportement nouveau. Mais, avant de chercher ~ interpr6ter 
les rbsultats de BALLS, nous avons voulu en v~rifier l 'exactitude. Cette v~rification 
pr6alable, d'ailleurs, nous a paru d 'autant  plus n6cessaire que l 'anteur precedent soumet 
assez malencontreusement les produits de la lipolyse k une longue filtration en presence 
de carbonate, an cours de laquelle les glyc~rides partiels, 6ventuellement form,s par 
l 'enzyme, sont susceptibles d'6tre perdus ou transform~s en triglyc~rides et en glycerol 6.*. 

Nous avons donc, tout  d'abord, fait agir la lipase pancr6atique dans les conditions 
exp~rimentales pr6conis~es par BALLS et nous avons 6tudi6 la composition des milieux 
grttce ~ des techniques analytiques pmdentes et dfiment ~prouv~es. Le d~tail de cette 
~tude sera donn6 plus loin. Disons tout  de suite, cependant, que ces milieux, comme 
tous ceux ~tudi~s ]usqu'ici, contiennent des quantit~s tr~s importantes de glyc~rides 
partiels. Les conclusions de l 'anteur am6ricain semblent donc inexactes. N~anmoins, 
dans ces nouvelles conditions, la lipase pancr~atique forme beaucoup plus de glycerol 
qu'~ l'ordinaire. E tan t  donn~ l '6tat actuel de nos connaissances concernant la r~sorption 

*La vitesse de cette derni~re hydrolyse n'est cependant pas nulle, contrairement ~ ce que 
semble croire FRAZER 4. 

** NOUS montrerons plus loin avec quelle facilit~ la structure des milieux de lipolyse peut ~tre 
modifiSe sous l'influence des alcal is .  
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i n t e s t i n a l e  des  l i p ides  ~,~ ce n o u v e a u  t y p e  de  l ipo lyse  " g 6 n 6 r a t r i c e  de  g l y c 6 r o l "  s e m b l e  

i m p o r t a n t .  N o u s  l ' a v o n s  d o n c  6 t u d i 6  de  f a~on  a p p r o f o n d i e .  

PARTIE EXP]~RIMENTALE 

I. Techniques utilis~es 

Darts ce cas comme dans les autres, le probl~me cortsiste g d6terminer, sans provoquer de 
remartiements structuraux,  la terteur des milieux de lipolyse en glycerol, en acides libres et  err mono-, 
di- et triglyc6rides. Pour  le r~soudre, nous avons jusqu'ici s6par6 les milieux ell deux fractions: l 'une, 
hydrosoluble, oi~ l'urt dose le glyc6rol et l 'autre, ~th6rosoluble, o4 l 'on d6termirte l 'acidit~, les a-mono- 
glyc6rides et  le nombre des fonctions hydroxyle. Au cours du pr6sent travail ,  la pr6sence de quarttit6s 
consid6rables de sels biliaJres et, 6ventuellemertt*, de glyc6rol, nous a oblig6 A consacrer un soin 
sp6cial au fractionrtemertt init ial  des milieux. Quand la phase aqueuse contient  beaucoup de glyc6rol, 
en particulier, il devient  n6cessaire de laver la phase ~th6r6e au moins I5 lois avec de l 'eau afin 
d'~liminer to ta lement  le polyalcool. Ces lavages r6p6t~s ne provoquent  heureusement aucun erttra~ne- 
ment  des monoglyc6rides. 

En outre, nous avons r6solu d'abartdortner d6finitivemertt le dosage des groupes hydroxyle 9 
dans les fractions 6th6rosolubles. I1 nous est apparu err effet, avec une net tet6 de plus en plus grande 
mais sans qu' i l  nous soit possible d 'en discerner clairement la raison, que ce dosage conduit  ~t des 
r6sultats sortvent inexacts. Urt expos~ d6taill6 de uos observations dans ce domairte fera d'ailleurs 
l 'obj et d 'une prochaine publication. Signalons simplement, pour l ' iustant ,  qrte plus le, milieu est fiche 
en acides gras, plus les 6checs sont fr6quents, n pourrai t  alors sembler logique d'61iminer les acides, 
pr6alablement au dosage. Simple darts son prirtcipe, cette 61imination se heurte  en r6alit6 ~ de grosses 
ditiicult6s. Si, en e~fet, on trai te  une solution 6th6r6e d'acides gras et  de glye6rides partiels par  CO, K t 
dans l 'alcool A 5o%, on constate qu 'une  fraction notable des monoglyc6rides est entrafn6e dans la 
phase hydroalcoolique. Ce fair, par  lui-m~me, n 'est  pas tr~s g~nant car les monoglyc6rides peuvent  
~tre r6cup6r6s et  dos6s apr~s acidification de cette derni~re phase. Mais, circonstance plus grave, on 
s 'aper~oit ais6ment que le t ra i tement  au carbonate a provoqu6 d ' impor tan ts  remaniements  dans la 
s tructure des glyc~rides partiels. Le nombre des fonctions hydroxyle, err effet, a fortement  baiss6, 
sans que, d'a.illeurs, la teneur err acides gras libres et err monoglyc6rides air vaxi6**. 

Nous avons alors essay6 de pr~cipiter les savons sons forme solide en neutra l isant  par  de la 
soude alcoolique concentr~e une solution ac6tonique du rn61ange gras. Cette technique donne d'assez 
bons r*sultats avec les m61anges de glyc6rides partiels obtertus par  vole chimique mais elle provoque 
souvent  des remaniements  darts les milieux de lipolyse. Ces remaniements  se manifestent  pax une 
augmentat ion sensible de la teneur en a-monoglyc~rides dosables au periodate***. 

T o u s  ces  essa is  i n f r u c t u e u x  m o n t r e n t  c l a i r e m e n t  clue les m i l i e u x  de  l ipo lyse  n e  

d o i v e n t ,  sous aucun pr~texte, ~t re  t r a i t 6 s  p a r  u n  a l ca l i  p e n d a n t  l eu r  a n a l y s e .  

A y a n t  a i n s i  p e r d u  t o u t  e s p o i r  d ' am61io re r ,  p a r  u n  m o y e n  s imple ,  la  p r6c i s ion  d u  

d o s a g e  des  f o n c t i o n s  h y d r o x y l e ,  n o u s  a v o n s  c h e r c h 6  ~ a n a l y s e r  n o s  m i l i e u x  p a r  u n e  

t e c h n i q u e  t o t a l e m e n t  d i f f6 ren te ,  d i t e  d u  " g l y c 6 r o l  c o m b i n 6 " .  C e t t e  t e c h n i q u e ,  p ropos~e  

il y a q u e l q u e s  a n n 6 e s  p o u r  les  p r o d u i t s  d ' i n t e r e s t 6 r i f i c a t i o n  g lyc6 r ides -g lyc6 ro l  ~°, con-  

s i s t e  ~ d o s e r  p a r  le b i c h r o m a t e  le g lyc6 ro l  qu i  p r e n d  n a i s s a n c e  p e n d a n t  la  s a p o n i f i c a t i o n  

d ' u n  c e r t a i n  p o i d s  d u  m61ange  g lyc6r id ique~.  

* Quand on s'ert t ien t  l i t t6ralement  aux cortditions op6ratoires de BALLS. 
*~ On peut  supposer qu'urte t ransformation du type:  3 diglyc6rides-+ 2 triglyc6rides + I gly- 

cerol soit inter-venue. 
*** Cette remarque pr~se~xte urt certain int6r~t car elle montre que les milieux de lipolyse 

coutierment des glyc6rides partiels tr~s instables;  parmi ceux-ci, doivent se t rouver les /~-rnono- 
glyc6rides dortt 1~ pr6sence a d6jA 6t6 signal6e x. 

§ L'analyse urte lois effectu6e, on proc~de au calcul suivant  : Soit une lipolyse ayan t  transform6 
ioo mol de triglyc6rides en un  m61ange contenant,  respectivement, T,D,M,G et 3~/ tool de tri- 
glyc6rides, de diglyc~rides, de monoglyc6rides, de glycerol et  d,acides gras. Soit G ~ le hombre de 
mol6cules de "glyc6rol combin6" dans ce m61ange. On a 6videmmertt: G = Ioo-G'. Comme A et M, 
d 'autre  part ,  sont susceptibles d 'etre d6termin~s directement,  il reste 2 inconnues T et D que l 'on 
calcule grace aux deux 6quations suivantes:  

T +  D + M = G "  
e t D +  2 M +  3 G =  3A 
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Le dosage au bichromate, d'ailleurs, est peu satisfaisant k bien des 6gards. Nous 
l'avons donc remplac6 par l'excellente m6thode au periodate de sodium 11. Voici notre 
mode op6ratoire: 

Dans un ballon rod6 de 50 ml, on p~se 0.5 g du m61ange glyc6ridique (constituant 
la fraction 6th6rosoluble de nos milieux de lipolyse) et on y ajoute 7 ml de NaOH N/2 
dans l'alcool ~ 96°. On chauffe k reflux pendant ~ d'heure, on refroidit puis on transvase 
dans une ampoule h d6cantation de ioo ml en s'aidant de 15 ml d'eau. On acidifie la 
liqueur par 5 ml de SO4H ~ N e t  on extrait 3 lois avec 15 ml d'6ther de p6trole (Eb < 6o°). 
Apr~s avoir lav6 les extraits 2 fois avec 15 ml d'eau, on r6unit toutes les eaux dans un 
ballon, on chasse l'6ther sous vide ~ une temp6rature inf6rieure ~ 20 °*, et on porte 
k I5o ml. 5 ml de la solution pr6c6dente sont alors plac6s dans un tube rod6 avec 5 ml 
d'un r6actif contenant 0.5 g de m6taperiodate de Na pour 20 ml d'eau et 8o ml d'acide 
ac6tique. On ajoute 2 ml d'acide ac6tique que l'on fait couler le long des parois du tube 
afin de les rincer et on laisse r6agir pendant 3o min k 27 °. Puis, on verse 2. 5 ml d ' IK 
k I5 % et 5 ml d'hyposulfite N/Io. On termine enfin le dosage iodom~trique k la  micro- 
buret te  en pr6sence d'empois d'amidon. 

Un essai ~ blanc est men6 parall~lement avec 5 ml d'eau et 5 ml de r6actif periodique. 
La technique qui vient d'etre d6crite** nous a donn6 d'excellents r~sultats dans toute 

une s6rie d'essais-t6moin effectu6s sur des m61anges connus de triol6ine, diol6ine et 
monool6ine. 

2. R~sultats exp~rimentaux 

Etude des Upolyses selon BALLS 
2. 4 g de t r iol6ine pure  (ob tenue  pax c o n d e n s a t i o n  de l ' ac ide  ol6ique p u r e t  du  glyc6rol) son t  

d i s sous  d a n s  u n  m61ange c o n t e n a n t  1.8 g de sels  b i l ia i res  (pr6par6s A pa r t i r  de bile de bceuf), 2. 4 ml  
d ' e au  et  21.6 m l  de glyc6rol .  L a  so lu t ion  es t  ensu i t e  add i t ionn6e  d ' u n  m61ange c o m p r e n a n t  i2o  ml  
de  t a m p o n  NHaCI /NH4OH o.o2 M g PH ----- 8.0, i m l  de CaC1 t ~t 4 8 %  et  o.36 g de  panc r6a t ine  d a n s  
4.8 m l  de glyc6rol/~ 84o/0 . Le  t o u t  es t  ag i t6  pn i s  plac6 d a n s  u n  t he rmos t a t /L  4 o°. Des  add i t i ons  succes-  
s i r e s  d ' a m m o n i a q u e  4 N  assuren t ,  p e n d a n t  la  l ipolyse ,  u n  PH c o n s t a n t  de 8.o. 

Dans ces conditions, les milieux de lipolyse poss~dent la composition indiqu~e dans 
le Tableau I. Ce m~me tableau rappelle, ~ titre de comparaison, les r~sultats obtenus 
pr~c~demment, dans nos conditions habitueUes de travail ~. 

Les chiffres du Tableau I montrent que la lipase pancr~atique forme des glyc~rides 
partiels, m~me quand on la fait agir dans les conditions tout-~-fait sp~ciales pr6conis~es 
par BALLS. Les proportions des diglyc~rides et des monoglyc~rides atteignent en effet 
I4.2 et I I .2% apr~s I5 min, IO.I et 48.5% apr~s 5o min. I1 semble donc probable que 
des remaniements structuranx se soient produits pendant les experiences de BALLS, 
conduisant cet auteur k adopter des conclusions erron6es. 

Mais un autre fair est 6galement digne de remarque: plus du tiers de la triol6ine 
a subi une hydrolyse totale au bout de 5 o min. L'arrachement de la derni~re cha'me 
grasse du triglyc~ride, si difficile dans nos experiences ant~rieures, est donc manifeste- 
ment favoris~e par ces nouvelles conditions op~ratoires. 

* I1 n ' e s t  pa s  n6ces~aire de  chasse r  l 'a lcool  car  sa pr6sence ne  t roub le  pa~s le dosage ul t6r ieur  
au  per iodate .  

** CeUce t e c h n i q u e  semble  d ' a i l l eurs  pouvo i r  ~tre appl iqu6e  s ans  i nconv6n ien t s  ~ des  pr ises  
d ' essa i  b e a u c o u p  p lus  faibles .  U n e  saponi f ica t ion  en  t u b e  scell6 de 5 ° m g  de m61ange gras  pa r  I m l  
de soude  a lcool ique  p e u t  en  pa r t i cu l i e r  ~ e  envisag6e.  
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TABLEAU I 
PROPORTIONS MOLAIRES (POUR IOO mol DE TRIOLI~INE EN JEU) 

DES DIVERS CONSTITUANTS DES MILIEUX DE LIPOLYSE 

Dans chaque essai, m6me tempdrature, m~me PH, m6me quantitd d'ions Ca ++ ( ~  ion Ca ++ par chatne 
grasse lib6rable). 

Conditions 
expdrimentales 

pendant  la lipolyse 

Conditions 
de BALLS 
(voir le texte) 

Nos conditions 
habituelles 
en prdsence 
d'ions Ca ++ t 

Durde 
de la lipolyse 

(rain) 

15 

5 ° 

120 

Ac. Oldique 
libdrd 

26.7 

72.0 

69.4 

Trioldine 
restante 

60. I 

5.1 

0.4 

Dioldine 
formde 

14.2 

io.I 

5.7 

Monooldine 
formde 

II.2 

48.5 

79- I 

Glycdrol 
formd 

I4.5 

36.3 

14.8 

L'dtude d'une teUe lipo- 
lyse "gdndratrice de glycdrol" 
est dvidemment intdressante. 
Des essais systdmatiques* ont 
donc 6td rdalisds dont on 
trouvera les rdsultats dans la 
Fig. I. 

Les courbes de la Fig. I 
font bien ressortir les analogies 
et les diffdrences existant 
entre les lipolyses prdcddem- 
ment dtudides et cette nou- 
velle lipolyse. Comme nous 
l'avons ddj~ constatd dans 
d'autres conditions, en effet, 
les triglyc6rides disparaissent 
tout d'abord rapidement en 
formant des diglycdrides. Ces 
diglycdrides se transforment 

* Notons quc, au cours de ces 
essais, nous n 'avons pas procddd 
aux ajouts massifs de glycdrol qui 
donnent aux expdriences de BALLS 
un caract~re si particulier mais 
dont la signification et l 'utilitd 
n'apparaissent pas nettement.  Les 
lipolyses se Bunt donc ddrouldes 
dans un milieu contenant:  2.4 g 
de trioldine, 1.8 g de sels biliaires 
dans 24 ml d'eau, i2o ml de tam- 
pon, 1 ml de CaCll~t 48~/o et o.36 g 
de pancrdatine darts 4.8 ml d'eau. 
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Proporfion~ moloirem 
100 . .  

j~ iX 

'/2 , ,½ 
fleur~ 

Fig. I. Cindtique de la lipolyse "gdndratrice de glyc6rol" 
n - - - -~  Acides lil~r~s X - - X  Monooldine 
+ - - +  Trioldine 0 - - 0  Glycerol 

~ - - 0  Dioldine 
(Quantitds molaires rapportdes ~t ioo mol de trioldine initiale) 
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ensuite en monoglycdrides, la vitesse de ce demier phdnom~ne 6tant plus faible que ceUe 
du premier. Les proportions de diglycdrides angmentent donc rant que le milieu ren- 
ferme des triglycdrides puis, cUes diminuent d~s que ceux-ci ont dispam. Quant aux 
monoglycdrides, au lieu de rdsister k 1'action enzymatique comme ils le faisaient jusqu'ici, 
au lieu par consdquent de s'accumuler en quantitds considdrables dans le milieu*, ils 
sont attaquds k 1cur tour et forment du glycdrol. 

I1 convient de noter, toutefois, que cette demi~re attaque est encore bien incomplete. 
Si l'on essaie, en effet, de poursuivre la lipolyse au-delk de z h 3 o, on constate que 
l'action enzymatique ralentit progressivement puis s'arr~te apr~s 2 h. Les acides lib6rds 
reprdsentent alors 70% environ de la quantitd maximum et le glycdrol, 3o-35%. Cet 
arr~t n'est d'aiUeurs pas dft ~ une altdration de l'enzyme, car, comme en tdmoignent les 
chiffres du Tableau II, une nouveUe addition d'enzyme ne provoque pas k cet instant 
de progr~s bien sensibles dans la lipolyse. 

TABLEAU II 
EFFRT EXERC]~ PAR L'ADDITION D'UNE NOUVRLL~ ~UANTIT~ 

D'ENZYME ApR~S ARR~T DE LA LIPOLYSE 

Essai I : Lipolyse de I h 4 ° dams les conditions prdcddentes. 
Essai I I :  Identique ~t l 'essai I pendant  i h 4 o. Puis, addition de o.36 g de pancrdatine et  pour- 

suite de la lipolyse pendant  o min. 

~o. 
de l'essai 

I 

II 

Acide oldique 
libdrd 

6 5,o 

69.2 

Trioldine 
restante 

3.5 

I.O 

Dioldine 
formde 

26.2 

25.4 

Monooldine 
formde 

42.I 

38.6 

Glycdrol 
formd 

28.2 

35.o 

DISCUSSION DES R~SULTATS 

Nos diverses dtudes ont ainsi permis de mettre successivement en e'vidence trois 
types de lipolyse: 

I. Une lipolyse "gdndratrice de diglyc6rides 'u,~,8 qui se manifeste quand la lipase 
agit sur les triglycdrides au sein d'un milieu ~t PH -- 7 ou 8 renfermant une faible quantitd 
de sels biliaires (Iz.5 mg pour I g de substrat; concentration de ces seis dans la phase 
aqueuse: o.I9% ). 

2. Une lipolyse "g6ndratrice de monoglyc~ides ''2,8 qui se d6roule quand le milieu 
renferme, eu plus des sels biliaires pr6cddents, ~ ion Ca ~-~ par chatne grasse lib6rable. 

3- Une lipolyse "gdndratrice de glyc6rol" qui se produit au sein d'une phase aqueuse 
abondante contenant des ions Ca ÷÷ et beaucoup de sels biliaires (75 o mg pour I g de 
substrat; concentration de ces sels dans la phase aqueuse: 1.2%). 

Au cours de cette derni~re lipolyse, d'ailleurs, les quantitds de glycdrol libdrd ne 
d6passent pas 3o-35 %. I1 est donc mauifeste que, m~me dans ces conditions favorables, 
l'enzyme parvient difficilement k arracher la troisi~me chatne grasse de son substrat. 

Rappelons enfin que nous avons attribud s la stabilit6 des monoglycdrides pendant 

* Rappeloms que, dams nos expdriences antdrieures en prdsence d'ions Ca ++ z,a, les proportions 
des monoglycdrides atteignaieut 8O~o. 
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la  l i po lyse  d u  d e u x i ~ m e  t y p e ,  k l ' o r i e n t a t i o n  q u ' a c q u i ~ r e n t  ces  m o l 6 c u l e s  a u  c o n t a c t  de  

la  p h a s e  a q u e u s e .  Si l ' o n  a d m e t  c e t t e  h y p o t h ~ s e ,  o n  p e u t  p e n s e r  que ,  p e n d a n t  la  l i po lyse  

d u  3 m e  t y p e ,  F a c t i o n  s o l v a n t e  ou  d i s p e r s a n t e  de s  sels  b i l i a i r e s  so i t  s u t f i s a n t e  p o u r  

a r r a c h e r ,  t o u t  a u  m o i n s  p a r t i e l l e m e n t ,  les  m o n o g l y c 6 r i d e s  de  l ' i n t e r f a c e ,  les  e n t r a l n e r  

d a n s  la  p h a s e  a q u e u s e  e t  p r o v o q u e r  a i n s i  l e u r  d 6 g r a d a t i o n .  

RI~SUM]~ 

I. I.~ composition d 'un  m61ange contenant  des acides gras, des triglyc6rides, des glyc6rides 
partiels et du glyc6rol peut  6tre d6termin6e, de fagon part icul i6rement commode, grace au dosage 
des acides, des monoglyc6rides et du "glyc6rol combin6". On fai t  usage, pour les deux derniers 
dosages, de l 'oxydat ion periodique. 

2. Des conditions op6ratoires ont  6t6 trouv6es dans lesquelles la lipase pancr6atique parvient  
hydrolyser compl~tement (jusqu'au stade glyc6rol) un  tiers environ des mol6cules triglyc6ridiques 

qui lui sont offertes. Les deux autres tiers sont transform6s en glyc6rides partiels. Ces nouvelles 
conditions sont caract~ris6es par  la pr6sence, dans le milieu de lipolyse, d 'une abondante  phase 
aqueuse tr6s riche en sels biliaires. 

SUMMARY 

1. The composition of a mixture  containing fa t ty  acids, triglycerides, part ial  glycerides, and 
glycerol can be determined part icular ly conveniently by  est imating the  acids, the  monoglycerides, 
and  the "combined glycerol". For the last  two determinations,  use is made of periodate oxidation. 

2. Exper imental  conditions have been found in which pancreatic lipase leads to the complete 
hydrolysis (to the glycerol stage) of about  one th i rd  of the  triglyceride molecules subjected to its 
action. The remaining two th i rds  is converted to part ial  glycerides. The outs tanding feature of these 
reaction conditions is the  presence, in the lipolysis medium, of a large aqueous phase rich in bile salts. 

ZUSAMMENFASSUNG 

I. Die Zusammensetzung eines Gemenges, das Fettstkuren, Triglyzeride, partielle Glyzeride und 
Glyzerin enth/ilt,  kann  besonders zweckmAssig durch Best immung der Si~uren, der Monoglyzeride 
und des "gebundenen Glyzerins" festgestellt werden. Die beiden le tz tgenannten Best immungen 
werden mi t  Hilfe der Perjodat-Oxydat ion ausgefiihrt. 

2. Arbeitsbedingungen unter  denen die Pankreaslipase ein Dri t tel  der Triglyzeride vollstAndig 
(bis zum Glyzerin-Stadium) hydrolysiert,  wurden ermittelt .  Die iibrigen zwei Dri t tel  werden in 
partielle Glyzeride verwandelt.  Unter  diesen neuen Bedingungen enhglt  das Milieu in dem sich die 
Lipolyse abspielt,  eine bedeutende wiissrige Phase, welche reich an  Gallensalzen ist. 
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