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S U R  Q U E L Q U E S  ESSAIS  D E  P U R I F I C A T I O N  

D E  LA L I P A S E  P A N C R I ~ A T I Q U E  

L. SARDA, G. MARCHIS-MOUREN,  M. J. CONSTANTIN ET P. D E S N U E L L E  

Laboratoire de Chimie Biologique, Facultd des Sciences, Marseille (France) 

La purification de la lipase pancr6atique m6rite d'~tre entreprise car: (a) cet enzyme 
joue un r61e important  pendant la digestion intestinale des graisses ; (b) dou6 apparem- 
ment d'une certaine solubilit6 dans l 'eau mais capable d'hydrolyser des substrats 
insolubles ~ une vitesse consid6rable, il doit poss6der des propri6t6s et une structure 
bien particuli~res; (c) les t ravaux r6cemment consacr6s ~. l '6tude du mode d'action 
de la lipase sur les triglyc6rides i n  vitro 1-3 auraient int6r~t ~ ~tre r6p6t6s avec des 
pr@arations enzymatiques pures. 

Plusieurs tentatives s6rieuses ~-6 ont d'ailleurs 6t6 faites en vue de cette puri- 
fication. Mais les r6sultats obtenus jusqu'ici se pr6tent mal ~ une discussion objective 
car deux erreurs fondamentales ont 6t6 commises. La premiere est d 'avoir consid6r6 
a pr ior i  la lipase comme un enzyme instable et d 'avoir  voulu la stabiliser par diverses 
substances qui g~nent ult6rieurement la purification 4. En fait, la lipase jouit d'une 
stabilit6 satisfaisante d~s que les enzymes prot6olytiques qui l 'accompagnent dans 
les extraits pancr6atiques sont inhib6s ou 61imin6s 7. La deuxi~me erreur est d 'avoir 
utilis6 des techniques incorrectes pour la mesure de l'activit~ lipasique. Les critiques 
formul6es au sujet de ces techniques sont d6j~. connues 7-9. Tant6t,  le substrat est 
choisi de fa¢on si malheureuse 5 que la nature m~me de l 'enzyme en cours de purifi- 
cation parait  incertaine. Tant6t,  les conditions dans lesquelles s'effectuent les mesures 
sont si peu conformes aux r~gles 616mentaires de l'enzymologie 4 qu'il est difficile 
d 'at t r ibuer  aux r6sultats une signification precise. Le rendement des op6rations et 
le degr6 de purification r6ellement obtenu restent done douteux. Toutefois, malgr6 
tant  de d6fauts qui en limitent singuli~rement la port6e, les t ravaux ant6rieurs sur 
la lipase sugg~rent que cet enzyme passe ais6ment en solution quand on traite de la 
pancr6atine bien d~graiss6e par de l 'eau ou divers liquides aqueux et qu'il pr6cipite 
comme une prot6ine ordinaire par addition de sels neutres, d'ac6tone ou d'alcool. 
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L ' o b j e t  d u  p r 6 s e n t  t r a v a i l  e s t  de  d 6 c r i r e  q u e l q u e s  n o u v e a u x  e s s a i s  d e  p u r i f i c a t i o n  

b a s ~ s  p r i n c i p a l e m e n t  s u r  d e s  p r e c i p i t a t i o n s  s ~ l e c t i v e s  e t  s u r  d e s  6 l e c t r o p h o r ~ s e s  p r 6 -  

p a r a t i v e s  d e  z o n e .  C es  e s s a i s  o n t  6 t6  e f f e c t u ~ s  s o u s  le c o n t r 6 1 e  c o n s t a n t  d ' u n  t e s t  r6-  

c e m m e n t  m i s  a u  p o i n t  d a n s  ce  L a b o r a t o i r e  s e t  c a p a b l e  d e  d o n n e r  e n  q u e l q u e s  m i n u t e s  

u n e  e x p r e s s i o n  v a l a b l e  d e  l a  t e n e u r  e n  l i p a s e  d ' u n e  s o l u t i o n  q u e l c o n q u e ,  n s  o n t  p e r m i s  

d ' 6 1 i m i n e r  c o m p l ~ t e m e n t  les  a c i d e s  n u c l 6 i q u e s  p r 6 s e n t s  d a n s  l e s  e x t r a i t s  i n i t i a u x  d e  

p a n c r 6 a t i n e  a i n s i  q u e  l a  m a j e u r e  p a r t i e  d e s  p r o t 6 i n e s  6 t r a n g ~ r e s .  L ' a c t i v i t ~  s p 6 c i f i q u e  

d e  ce s  e x t r a i t s  a 6t~ a u g m e n t ~ e  63  fo i s  a u  m a x i m u m .  

TECHNIQUES UTILISt~ES 

I. 3/Iesure potentiomdtrique de l'activitd lipasique s 

On fair agir  la l ipase 5  ̀37 ° su r  une  6muls ion  de tr iglyc6rides stabil is6e pa r  la g o m m e  a rab ique  et  
c o n t e n a n t  du t au rocho la t e  de Na  et  CaC1 v On m e s u r e  en fonct ion  du  t e m p s  la quan t i t 6  de soude 
n6cessaire pour  m a i n t e n i r  le p H  du  m~lange 5. 8.0. L a  rdact ion es t  d 'o rdre  o p e n d a n t  rou te  la dur6e 
de l 'exp6rience.  L 'un i t~  lipase es t  la quan t i t 6  d ' e n z y m e  capable  de lib6rer io # -6qu iva l en t s  acides 
en  i minu te .  

2. Evaluation de la teneur en prot~ines totales 

On util ise g6n6ra lement  la t e chn ique  color im6tr ique  de LOWRY 1°. Une  courbe de r6f~rence t rac6e 
avec  de la s d r u m a l b u m i n e  cristallis6e de cheva l  p e r m e t  pa r  conven t ion  d ' exp r imer  les r~sul ta t s  en  
m g  d ' azo te  prot6ique.  Ces r6 su l t a t s  on t  6t6 compar6s  auss i  s o u v e n t  que  possible avec  ceux  fournis  
pa r  la spec t ropho tomdt r i e  5  ̀280 m#,  en  u t i l i san t  le cas  6ch6ant  la formule  empi r ique  6tablie pa r  
KALCKAR 11 pou r  les m61anges de prot6 ines  et  d 'ac ides  nucl6iques.  La  concordance  n ' e s t  j a m a i s  
absolue  car chaque  t echn ique  compor te  sa pa r t  d 'a rb i t ra i re .  Mais elle es t  assez bonne  pour  just i f ier  
a m p l e m e n t  dans  le cas p r6sen t  l ' emploi  g6n6ralisd de la t e chn ique  de LOWRY. L 'ac t iv i t6  spdcifique 
des so lu t ions  es t  le n o m b r e  d ' un i t6 s  lipase pour  o.5 m g  d ' azo te  prot6 ique  ~. 

3. Electrophor~se de zone 

Les essais  d ' o r i en t a t ion  conce rnan t  le c o m p o r t e m e n t  6 lect rophor~t ique de la l ipase on t  6t6 r6alis6s 
avec  du  papier  W h a t m a n  No. i en  pr6sence de t a m p o n  ac6tate ,  t r is** e t  v6ronal  5  ̀diff6rents p H  
et  diff6rentes forces ioniques.  L a  bande  de papier  (25 × 5 cm) 6tai t  s u s p e n d u e  ve r t i ca l emen t  dans  
un  bain  de to luene  5  ̀4 °, ses deux  ext r~mitds  p l ongean t  dans  du t a m p o n  plac6 lu i -mSme sous  tolu-  
One. Ce dispositif,  imagin6  pa r  MICHL 12 pour  l '61ectrophor~se des aminoac ides  et  des pept ides  dans  
u n  g rad ien t  de potent ie l  61ev6, donne  avec  cer ta ines  prot6ines  des r6su l ta t s  tr~s sa t i s fa isants .  I1 
6r i te  l ' 6vapora t ion  superficielle et  il p e r m e t  d '~vacuer  de fa~on tr~s efficace les calories dues  ~ l 'ef- 
le t  Joule.  La  condi t ion  essentielle du  succ~s de l 'op6rat ion es t  ~ v i d e m m e n t  que  les prot6ines  ou 
les e n z y m e s  6tudi6s ne soient  ni d6na tur6s  ni inac t iv6s  5  ̀l ' in ter face  eau- to lu~ne .  Cet te  condi t ion  
es t  p l e inemen t  sa t i s fa i te  dans  le cas  de la lipase. Une  so lu t ion  de l ipase i m p r 6 g n a n t  une  bande  de 
papier  conserve  rou te  son act ivi t~ apr~s u n  s6jour  de 12 h dans  le to luene  5  ̀ + 4 °. 

La  solut ion 6tudi~e est  appl iqu6e su r  la bande  de papier  5  ̀l 'a ide d ' u n e  ser ingue  mic rom~t r ique  
Agla ou 5  ̀l 'a ide d ' u n  t ube  de verre  f i nemen t  dtir6 que  l 'on p~se a v a n t  et apr~s l 'opdrat ion.  L'61ectro- 
phor~se une  lois faite,  on ret ire la bande  du ba in  de toluene,  on la secoue afin de faire t o m b e r  les 
gou t t e s  de so lvan t  a d h 6 r a n t  au  pap ie r  et  on la d6coupe t r a n s v e r s a l e m e n t  en l angue t t e s  de 0.5 cm 
de largeur .  On  61ue c h a q u e  l angue t t e  en l ' i m p r 6 g n a n t  3 fois d ' eau  ou de t a m p o n  et en c h a s s a n t  le 
l iquide pa r  cen t r i fuga t ion .  On  dose les prot6 ines  et la l ipase dans  chaque  ~luat.  Pou r  d~te rminer  le 
flot 61ectroosmotique,  on d6pose une  gou t t e  de glucose 5  ̀i % sur  une  bande  iden t ique  ~ la premiere ,  
on place les deux  bandes  c6te  5  ̀c6te dans  l ' appare i l  et  on r6vSle la posi t ion finale de la t ache  de 
glucose pa r  un  s imple  c h a u f f a g e * ' *  de 15 rain 5  ̀11o% 

L'61ectrophor~se de zone dans  une  colonne d ' a m i d o n  a dr6 r~alis6e selon les prescr ip t ions  g6n6- 
rales de FLODIN ET PORATH la. Les  d e u x  b r anches  de l 'apparei l ,  c ' es t  5  ̀dire la colonne d ' a m i d o n  
p r o p r e m e n t  di te (42 × 3 cm) et  la b ranche  remplie  de t a m p o n ,  6 ta ient  mun ie s  d ' u n e  double  en- 
veloppe dans  laquelle une  p o m p e  faisai t  circuler de l ' eau  glac6e. Ce disposi t i f  s imple  a pe rmis  de 

* Afin d '6v i te r  des  va leur s  t rop  61ev6es, nous  avons  16g~rement modifi6 la d~finition init iale * 
de l 'act ivi t~ spdcifique de la l ipase et  nous  avons  pris  c o m m e  base  o.5 m g  d ' azo te  prot6 ique  au 
lieu de I mg.  

* *  Le t a m p o n  t r is  est  le t r i s ( h y d r o x y m 6 t h y l ) a m i n o - m d t h a n e .  
*** Q u a n d  l '61ectrophor~se a 6t6 fai te  en  milieu acide, il es t  bon  de p tonger  la bande  dans  u n  

t a m p o n  16g6rement alcal in a v a n t  de la chauffer .  
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maintenir  une temp6rature de + t ° 5. l 'int6rieur de l 'appareil pendant  toutes les op6rations. D'autre  
part,  les bacs 5~ 61eetrodes (contenance totale : 5oo ml) poss~daient deux compart iments communi- 
quan t  5. t ravers la paroi de s6paration par  un pet i t  tube (diam~tre: o.6 cm; longueur : 2 cm) rempli 
de laine de verre. Le premier compar t iment  6tait reli6 5. i 'appareil et l 'autre  contenai t  l '6[ectrode 
(charbon), On a ainsi 6vit6 route variat ion intempestive de pH dans la colonne pendant  les 61ectro- 
phor~ses de longue dur6e, m~me quand le pouvoir tampon de l'61ectrolyte 6~ait faible. 

Le volume mort  de notre colonne ~tait de 4o-4 6 ml, soit environ le tiers du volume total. 
Le flot 61ectroosmotique, d6termin6 5. l 'aide du glucose*, dtait de 1.2 cm/heure avec le tampon tris 
M/4o pH = 8.o. La tension aux bornes 6tait de 7oo volts, d6terminant  dans la colonne un gradient 
de potentiel  de 5.9 volts cln 1 environ. 

Dans les conditions exp6rimentales adopt6es, le flot 61ectroosmotique 6tait dirig6 vers le haut .  
I1 6tait  doric n6cessaire de faire p6n6trer les substances 6tudi6es d 'environ 25 cm dans la colonne 
afin qu'elles ne soient pas chass~es hors de l 'amidon pendant  l'61ectrophor~se. Cette p6n6tration. 
ainsi d'ailleurs que l'61ution post6rieure 5. l'61ectrophor~se, ~taient effectu6es sous une i6g~re pres- 
sion assurant  5. la colonne un d6bit de IO ml/heure. Un d6bit plus rapide aurait  provoqu6 un 61ar- 
gissement notable des bandes. 

RI~SULTATS EXPI~RIMENTAUX 

I. Extraction ~ partir de pancr~atine (stade x) 

P l u s i e u r s  6 t u d e s  s y s t 6 m a t i q u e s  o n t  d6j~ 6t6 e f fec tu6es  e n  v u e  de  d 6 t e r m i n e r  les mei l -  

l eures  c o n d i t i o n s  p o u r  l ' e x t r a c t i o n  de la  l ipase  ~ p a r t i r  de  la  p a n c r 6 a t i n e  de  porc** ,  4-6,14. 
Mais  l eu r s  r 6 s u l t a t s  s o n t  si c o n t r a d i c t o i r e s  q u ' i l  n o u s  a p a r u  n6cessa i re  de  s o u m e t t r e  

ce p r o b l ~ m e  s i m p l e  ~ u n  n o u v e l  e x a m e n .  N o u s  a v o n s  f a i t  v a r i e r  les f a c t e u r s  s u i v a n t s  : 

ta  t e m p 6 r a t u r e ,  la  d u r 6 e  de  l ' e x t r a c t i o n ,  les p r o p o r t i o n s  r e s p e c t i v e s  de  la  p a n c r 6 a t i n e  

e t  d u  l i qu ide  d ' e x t r a c t i o n ,  le p H  e t  la  t e n e u r  e n  61ect ro ly te  de  ce l iqu ide .  L a  l ipase  

d o l t  ~tre  e x t r a i t e  ~ o ° e t  n o n  ~ 37 ° c o m m e  le c o n s e i l l e n t  KING ET GLICK 14. De  p lus ,  la  

p r 6 s e n c e  d ' u n  61ec t ro ly te  d a n s  le l i q u i d e  d ' e x t r a c t i o n  n ' e s t  n u l l e m e n t  n6cessa i re .  

NaC1 ~ IO°/o 14 p r o v o q u e  u n e  i n a c t i v a t i o n  r a p i d e  de  l ' e n z y m e .  MgSO 4 o . i  N 5 n ' am61io re  

p a s  le r e n d e m e n t  p o u r v u  que  la  p a n c r ~ a t i n e  so i t  b i e n  d6graiss6e.  E n f i n ,  c o n t r a i r e m e n t  

a u x  i n d i c a t i o n s  de  HERR ET SUMNER ~, u n e  e x t r a c t i o n  a l ca l i ne  ne  p r 6 s e n t e  a u c u n  in-  

tfir~t c a r  elle n ' a u g m e n t e  p a s  la  q u a n t i t 6  de  l ipase  e x t r a i t e  e t  elle f avo r i s e  la  so lub i l i sa -  

t i o n  des  p r o t 6 i n e s  6 t r a n g ~ r e s  e t  des  ac ides  nuc l6 iques ,  L a  t e c h n i q u e  s u i v a n t e  s e m b l e  

d o n c  la  m e i l l e u r e  : 

L a  p a n c r 6 a t i n e  (IO g) es t  ag i t6e  ~ o ° a v e c  60 m l  d ' e a u  p e n d a n t  2o m i n .  L a  s u s p e n -  

s ion  es t  c en t r i f ug6e***  p e n d a n t  IO m i n  e t  le cu lo t  es t  l ay6  d e u x  fois p a r  2o m l  d ' e a u .  

Les  e x t r a i t s  r 6 u n i s  (El)  s o n t  l i m p i d e s  e t  16g~rement  j a u n ~ t r e s ,  Les  s u b s t a n c e s  d i s s o u t e s  

r e p r 6 s e n t e n t  ~ p e u  pros  6 o %  d u  po ids  i n i t i a l  de la  p a n c r 6 a t i n e .  O n  y t r o u v e  4o,ooo 

u n i t 6 s  l ipase ,  c ' e s t  ~ d i r e  la  m a j e u r e  p a r t i e  de l ' a c t i v i t 6  m e s u r a b l e  de  la  p a n c r 6 a t i n e .  

L ' a c t i v i t 6  sp6ci f ique  es t  5o. Ces e x t r a i t s ,  t r~s  i n s t a b l e s ,  d o i v e n t  ~t re  i m m 6 d i a t e m e n t  

purifi~s.  

2. Prdcipitation par le sul/ate d'ammonium (stade 2) 
Se c o m p o r t a n t  c o m m e  u n e  g l o b u l i n e  ~, la  l ipase  es t  i n s o l u b l e  d a n s  A m 2 S O  4 ~ d e m i - s a -  

t u r a t i o n .  Le  l i q u i d e  E 1 ~ o ° es t  d o n c  a d d i t i o n n 6  de  son  v o l u m e  d ' u n e  s o l u t i o n  s a t u r 6 e  

* On ne semble pas avoir signal6 jusqu'ici que les mol6cules de glucose ne circulent pas libre- 
ment  dans la colonne d'amidon. Elles subissent un certain retard (R = 0.67 environ) pendant  le 
d6placement de leurs solutions. I1 faut  6videmment tenir  compte de ce retard dans le calcul du flot. 

** Cette pancr~atine, pr6par~e selon Ia technique de WILLST.~TTER ET WALDSCHMIDT-LEITZ 4, 
a fit6 d6barrass6e de ses fibres (environ I [3 du poids total) en la tamisant  dans un tamis 6tanche No. 
90 mont6 sur une machine ~ agiter horizontale. Le tamis contenait  quelques d6hris de verre qui 
raclaient les fibres et aidaient la poudre ~ passer A travers le tamis. 

*** Toutes les centrifugations sont faites dans un champ centrifuge d'environ 15,ooo g, 5. o ° (li- 
quides aqueux) ou 5. - -12  ° (m61anges eau-ac6tone). 
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de Am2SO 4. Apr~s 15 min, le m61ange est centrifug6 pendant 5 min et le culot est lav6 
par Am,SO 4 0.5 sat. ~ o °. Ce culot (C1) est ensuite dissout dans un volume d'eau glac6e 
6gal au volume initial et la solution limpide est additionn6e k nouveau de Am2SO 4 
satur6. L'addition se fait goutte & goutte sous une bonne agitation m6canique. La 
courbe de la Fig. I permet d'6tudier avec pr6cision les diverses ~tapes de la precipita- 
tion. On voit que la lipase se trouve parmi les globulines les plus solubles. Plus la con- 
centration en Am2SO 4 approche de la demi-saturation, plus les fractions sont pures*. 
La meilleure purification est obtenue entre 0.25 et 0.45 sat. Mais, afin d'&viter une 
perte consid6rable de lipase (environ 3o%), le culot obtenu ~ 0.25 sat. (C'I) est dissout 
et la solution est & nouveau pr~cipit6e & 0.25 sat. Les deux liquides surnageants (S 1 
et S~) sont alors r~unis et pr6cipit6s ~ 0.45 sat. Le culot finalement obtenu (Ce) con- 
tient environ 90% de l 'activit6 lipasique de l 'extrait  E~. Son activit~ sp~cifique est 
IOO-IIO, soit & peu pros le double de celle de l 'extrait  initial. 

,,, S~ (a lbumines  p lus  solubles) 

( 
C t - - -0 .25  s a t . - - /  /S'~ ~ s a t ' - -  "4C,  

o. 4.-~ 
\ ( f ract ion f iche en lipase) 

"4 C '  1 (solut ion - -  o.2 5 sat .  "x C"~ (globul ines  mo ins  solubles) 

L'augmentat ion de l 'activit6 spdcifique traduit  d'ailleurs assez imparfaitement 
l'efficacit6 r6elle du trai tement au sulfate d 'ammonium. Celui-ci 6limine non seulement 
la moiti4 des prot4ines 6trang~res, mais aussi les acides nucl6iques presents dans l'ex- 
trait E~**. La Fig. 2 permet de comparer les spectres de E~ et de la solution du culot C~. 

75 /~O.a 

5O F.30)  

25 /(G25) 
~ 0 . 2 0 )  I P 

0 25 50  75 

Fig. I. Pr6cip i ta t ion  au  sul fa te  d ' a m m o n i u m .  
P e t  L son t  r e s p e c t i v e m e n t  les pou rcen t ages  de 
prot6 ines  to ta les  (d6termin6es  pa r  la t echn ique  
color im~tr ique de LOWRY) et  les pou rcen tages  
de l ipase (d6termin6e pa r  le t e s t  d 'act ivi t6)  
prdcipit6s pour  chaque  concen t r a t ion  en su l fa te  
d ' a m m o n i u m .  Les  chiffres en t re  pa ren thbses  
e x p r i m e n t  ce t te  concen t r a t ion  de la fa~on 
convent ionnel le ,  c ' es t  & dire en  f ract ion de 

sa tu ra t ion .  

277.5 
800  

I 263 .5 / ' \  

l! / 7 \  \ 

Q 

40C 

20(: .~30 250 270 290  rn 

Fig. 2. Spectres  de l ' ex t ra i t  E t et  de la solut ion 
du  culot  C 2. Courbe I :  ex t ra i t  E 1 & 1% (dilution 
i /2o°).  Courbe  I I :  so lu t ion  du culot  C 2 dans  un  
v o l u m e  6gal au  vo lume  initial de E 1 (dilution 

I/S°). 

On voit que la pr6cipitation d@lace l 'absorption maximum de 2635 & 2775 A. Le culot 
C 2 ne contient donc plus que des prot6ines. La pr6cipitation au sulfate d 'ammonium 
stabilise 6galement la lipase en &liminant la majeure partie des enzymes prot6olytiques 
qui l 'accompagnent. Les culots C 2 peuvent 6tre conserv6s & o ° pendant plus d'une se- 
maine sans que leur activit~ baisse sensiblement. 

* D a n s  le mode  de r ep re sen ta t ion  adopt6,  p lus  les f rac t ions  son t  pures,  p lus  la pen te  de la 
t a n g e n t e  & la eourbe  es t  g rande  dans  la r6gion consid~r6e. 

** I1 y a ~ peu  pros 43 % de s u b s t a n c e s  non-p ro t6 iques  dans  l ' ex t r a i t  E 1. 
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Par contre, la solution des culots C~ s'inactive rapidement quant on la dialyse 
contre de l'eau. Cette inactivation, signal6e d'ailleurs k plusieurs reprises dans des 
travaux ant6rieurs 4, 5, est int6ressante car elle peut 6ventuellement trahir un caractbre 
particulier de la structure de la lipase. En fait, elle n'est due ni ~ la perte d'un coenzyme 
ou d'un activateur, ni ~ l'abaissement de la force ionique au-dessous d'une certaine 
limite. Une 6tude syst6matique effectu6e avec du diisopropylfluorophosphate nous a 
montr~ que sa cause r~elle est la presence dans les culots C~ de pr~curseurs d'enzymes 
prot6olytiques*. Ces pr6curseurs paraissent plus difficiles "~ 61iminer que les enzymes 
eux-m~mes. Ils deviennent actifs pour une raison ind6termin6e pendant la dialyse et ils 
provoquent alors la destruction de la lipase. Cette destruction ne se produit d'ailleurs 
plus en milieu acide. I1 est important de savoir qu'une solution de culot C 2 ou toute 
autre solution de lipase purifi~e de fa~on analogue peut ~tre dialys~e pendant 48 h 
+ 4  ° sans perte notable contre un tampon ~ pH = 5.o. 

3. Precipitation par l'acdtone (smde 3) 

On dissout le culot C~ dans IOO ml d'eau ~ o ° (concentration en prot6ines de la solution: 
1% environ). On ajoute du sulfate d'ammonium satur6 pour filever la force ionique 
0.6, on plonge la solution dans un bain ~ --12 ° et on ajoute imm6diatement de l'ac6- 
tone "~ --12 ° goutte ~ goutte** sous forte agitation. Quand la concentration en ac6tone 
atteint la valeur dfisirfie, on laisse 30 rain ~ --12 ° sans interrompre l'agitation et on 
centrifuge 5 min. La courbe de la Fig. 3 montre que la lipase est accompagn~e pendant 
tout le d6but de sa pr6cipitation d'une quantit6 ~ peu pros constante de prot6ines 
6trang~res. On obtient entre le point oe t  le point A (0-45.5% d'ac6tone) des fractions 
dont l'activit6 spficifique est uniformfiment de 270-280. A partir du point A, les 
prot6ines ~trang~res commencent ~ pr6cipiter en masse et l'activit6 sp6cifique de la 
fraction AB n'est plus que de 60. Nous sommes donc contraints de nous arr~ter 

46°/; d'ae~tone et d'abandonner par cons6quent environ 25% de la lipase dans le 
surnageant. Le fractionnement o-46 nons donne un culot (Ca) Oil la lipase est purifi6e 
2. 7 fois par rapport au culot C 2. Le rendement est de 77%. 

4. Prdcipita~ion acdtonique en prdsence de calcium (stade 4) 

Le culot C a est difficilement soluble en milieu neutre ou 16g~rement acide. On le met 
en suspension dans 3o ml d'eau ~ o ° et on ajoute quelques gouttes d'ammoniaque N/Io 
pour aider la dissolution. Quand le pH de cette solution est abaiss6 ~ 6. 3 par addition de 
CHaCOOH N/io, il se forme un pr~cipit6 abondant et relativement peu actif dont la 
s@aration peut ~tre envisag6e. Mais nous pr6f6rons ~ l'heure actuelle nous arr~ter k 
pH = 7.6, r6duire la solubilit6 de la lipase par addition de eertains cations min6raux 
et proe6der ~t une nouvelle pr6cipitation ac6tonique. Les r6sultats obtenus en pr6sence 
d'ac6tate de calcium M/2o sont donn6s dans la Fig. 4. En prenant la fraction AB (C~) 
entre IO et 37.5% d'ac~tone, on purifie la lipase environ 2 lois (activit6 sp6eifique: 
48o--55o ) avec un rendement de 76%. 

Le fait que l'ac6tate de calcium diminue beaucoup la solubilit6 de la lipase ~, 

* I1 s ' ag i t  1~, non d ' enzymes  pro t~o ly t iques  i m m 6 d i a t e m e n t  act ifs  comme dans  le cas des ex- 
t r a i t s  b ru t s  EI~, mais  b ien  de pr6curseurs  car une seule add i t ion  de diisopropylfluorophosphate 
pro tege  la l ipase de fa~on t rgs  impar fa i te .  P lus ieurs  add i t ions  6chelonn6es darts le t e m p s  sont  n6- 
cessaires. El les  do iven t  6tre suivies  chaque  lois d ' une  cour te  i ncuba t ion  en mil ieu alcalin.  

** L ' a d d i t i o n  d 'ac~tone  est  r6gl6e de faqon que la concen t ra t ion  de ce so lvan t  a t t e igne  45 % en 
I[4 d 'heure  environ.  
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pH = 7.6 dans les m61anges eau-ac~tone sugg~re l'existence d'interactions* entre l'en- 
zyme et les ions Ca ++. Ces interactions ne sont malheureusement pas l 'apanage ex- 
clusif de la lipase. Le calcium favorise aussi la p%cipitation d'autres prot6ines et le 
degr~ de purification obtenu n'est en somme pas excellent. Mais, si la lipase poss6dait 
malgr6 tout pour les ions Ca++ une affinit6 16g~rement sup6rieure & celle des autres 
prot6ines, l'espoir subsisterait d'am61iorer le caract~re s61ectif de la pr6cipitation en 
abaissant la concentration de l'ion. Des exp6rienees ont donc fit6 faites k force ionique 
constante, en rempla~ant peu & peu l'acfitate de calcium par l 'ac6tate de sodium. Au- 
cune am61ioration n 'a  fit6 constat6e. Les eourbes de pr6cipitation de la lipase et des 
autres prot~ines sont d6cal6es de la mSme fa~on vers les fortes concentrations d' 
ac6tone. 

,~.o(49) 

(42) 

F 
P 

• Fig. 3. 

5C 
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F 
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Fig. 4- Fig. 5. 

pH65 
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Fig. 3. P remiere  pr6cip i ta t ion  ac~tonique.  Les  chiffres en t re  pa r en the se s  ind iquen t  les p o u r c e n t a g e s  
d 'ac6tone .  Les  au t res  conven t ions  son t  celles de la Fig. 2. 

Fig. 4. Pr6cip i ta t ion  ac6 ton ique  en pr6sence de calcium. M~mes conven t ions  que  pour  la Fig. 3- 

Fig. 5. C o m p o r t e m e n t  ~lectrophor~t ique de la l ipase sur  pap ie r  en fonct ion  du pH.  ElectrophorSse 
sur  pap ie r  W h a t m a n  No. I de solut ions  d ' u n  culot  C z dans  les t a m p o n s  M/2o ac6ta te  p H  = 4.75 
et  5.5 et  p h o s p h a t e  M/2o p H  = 6.5. Dift6rence de potent ie l  a u x  bornes :  300 volts .  Dur6e de l'~lec- 
t rophor~se : 2 h. Vo lume  a p p r o x i m a t i f  de la solut ion mise  sur  le papier :  0.05 ml. Concen t ra t ion  
en  prot6 ines  de cet te  solut ion : 3 %. N o m b r e  d 'un i t~s  lipase : 50. La  posi t ion de d~par t  mat6rial is6e 
pa r  le t r a i t  ver t ical  d 'abc isse  o es t  6tablie en  t e n a n t  comp t e  du  riot ~lect roosmot ique.  Les ordonn6es  
r ep r6sen ten t  les pou rcen tages  (par r appo r t  a u x  quan t i t 6 s  to ta les  raises en  jeu) de la l ipase et  des  
prot~ines  re t rouv6es  da ns  les 61uats de c h a q u e  langue t te .  Chaque  l angue t t e  (i cm) es t  mat6r ia l is6e 
su r  l ' axe  des abcisses  pa r  un  t r a i t  de s6para t ion .  La  l ipase es t  repr6sent6e pa r  un  t r a i t  plein et  

les prot6ines  to ta les  pa r  u n  pointilM. 

Le baryum et le magn6sium exercent un effet analogue & celui du calcium. La 
purification qu'ils permettent  d 'obtenir est toutefois un peu moins bonne. En pr6- 
sence de zinc ou de manganese d 'autre part,  la lipase et les prot6ines 6trang~res p%- 
cipitent en bloc d~s le d6but. C'est donc l 'ac6tate de calcium & la concentration M/2o 
qui semble donner les meilleurs r6sultats. 

5. Precipitation ult~rieure par l'ac~tone en l'absence de calcium 

On dissout le culot C 4 dans 15 ml d'une solution de vers~ne M/Io ~ pH = 5.5 afin de 
d6sioniser le calcium. Apr~s une incubation de I h k o °, on ajoute de l'ac~tone ~ - -12  °. 
La fraction (C5) qui pr~cipite entre 25 et 40% d'ac6tone contient 60% de la lipase et 
poss~de une activit6 sp6cifique de 7oo-71o. 

En somme, les pr6cipitations s61ectives que nous venons d'~tudier permettent  de 
purifier l 'extrait  initial El,  soit 10-11 fois avec un rendement global en lipase de 50% 
(stades 2-4) soit 14-15 fois avec un rendement de 30% (stades 2-4 + la derni~re p%- 
cipitation ac6tonique). Cette derni~re precipitation provoque d'ailleurs une baisse 

* Ces in te rac t ions  v o n t  se man i f e s t e r  auss i  p e n d a n t  l '~lectrophor~se de la lipase (voir p lus  loin) 
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importante du rendement sans augmenter beaucoup l'activit6 sp6cifique. Elle ne fait 
donc pas encore partie de notre schfma habituel de purification. 

6. Quelques essais in/ructueux de precipitation sflective 

Contrairement k ce que pourraient sugg6rer les chiffres publi6s par HERR ET S U M N E R  6, 

l 'usage de l '6thanol ne semble pas pr6senter d'int6r6t pour la purification de la lipase. 
Ce solvant est en effet moins s61ectif que l'ac6tone. I1 ne permet pas d 'autre part  d' 
am61iorer sensiblement la puret4 du culot C 4. 

Divers auteurs ont en outre prdtendu que la lipase pouvait  6tre purifi6e en s6- 
parant  le pr6cipit6 qui se forme quand on acidifie les extraits bruts de pancr6atine. 
Le pr6cipit6 obtenu en acidifiant l 'extrait  E 1 k pH = 4.4 contient effectivement 80% 
de la lipase. Mais la pr6cipitation n 'a  aucun caract~re s61ectif. Tousles cuIots recueillis 
par centrifugation k pH = 5.2, 4-75 et 4.4 poss6dent la m6me activit6 sp6cifique que 
l 'extrait  initial. Ce r6sultat n6gatif n'est d'ailleurs pas surprenant. La lipase ne pr6ci- 
pite plus en milieu acide d6s que tes premiers stades de sa purification ont 6t6 franchis. 
Dans les extraits El, ce sont vraisemblablement les acides nucl6iques qui provoquent 
une pr6cipitation g6n6rale en milieu acide et la lipase, entrain6e par hasard, se retrouve 
dans toutes les fractions. 

7. Elearophor~se sur papier 

L'61ectrophor~se des prot6ines sur papier n'est pas toujours facile. Dans le cas pr6sent, 
l'6cueil principal est la d6naturation progressive que subissent, malgr6 routes les pr6- 
cautions prises (voir plus haut), la lipase et les autres prot6ines qui l 'accompagnent. 
Cette d6naturation se traduit  par une inactivation rapide de l 'enzyme et une difficult6 
croissante k 61uer les prot6ines. En r6gle g6n6rale, l'61ectrophor6se doit durer au maxi- 
mum 3 h, ce qui est 6videmment insuffisant pour qu'un fractionnement effectif soit 
r6alis6. En outre, des interactions extr4mement vigoureuses apparaissent, non seule- 
ment entre le papier et les prot6ines, mais aussi entre la lipase et les autres prot6ines. 
Nous avons constat6 ~ plusieurs reprises un ph6nom~ne fort curieux: quand les condi- 
tions expfrimentales de l'61ectrophor6se sont telles que les proteines se s6parent en 
plusieurs bandes, chaque bande poss~de invariablement un peu d'activit6 lipasique. 
On pourrait en conclure que le pancr6as contient plusieurs lipases. Mais, malgr6 les 
affirmations d'ailleurs fort contestables de BOISONNAS 5, cette conclusion serait con- 
traire k tout ce qui a 6t6 observ6 jusqu'ici*. I1 est beaucoup plus vraisemblable qu'une 
partie de la lipase ait 6t6 entrain6e ou frein6e dans son mouvement  par d'autres pro- 
t6ines contractant avec elle des associations. 

L'existence de semblables interactions nous emp4ehe d 'at tr ibuer une trop grande 
signification aux diagrammes de la Fig. 5 relatifs ~ l'influence du pH sur la migration 
61ectrophorftique de la lipase dans le papier. L 'enzyme parait  iso61ectrique un peu au- 
dessous de pH = 5.5. Mais il accompagne en fait dans tons les diagrammes un bloc 
tr~-s real diff6renci6 de protdines qui peut avoir alt6r6 son comportement normal**. 

Malgr6 ces incertitudes, l'61ectrophorhse sur papier nous apporte un renseigne- 
ment intfressant dont nous allons bient6t faire usage: la sfparation des protfines qui 

* A c o n d i t i o n  6 v i d e m m e n t  de  d6f in i r  l a  l i p a s e  c o m m e  6 r a n t  u n  e n z y m e  h y d r o l y s a n t  les g lyc6-  
r i de s  s u p 6 r i e u r s  e t  n o n  c o m m e  u n e  e s t 6 r a s e  p o s s 6 d a n t  u n e  sp6ci f ic i t6  p l u s  ou  m o i n s  v a g u e .  

** C e t t e  v a l e u r  t r o u v 6 e  p o u r  le p o i n t  i so61ec t r ique  de  la  l i pa se  s e m b l e  n 6 a n m o i n s  conf i rm6e  p a r  
le f a i t  q u e  l ' e n z y m e  m a n i f e s t e  u n e  so lub i l i t 6  m i n i m u m  e n t r e  p H  --  5.0 e t  5.5. 
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accompagnent la lipase est meilleure quand la force ionique de l'61ectrolyte est faible 
et quand cet 61ectrolyte contient des ions calcium. 

8. Electrophor~se de zone dans des colonnes d'amidon (stade 5) 

Plusieurs circonstances favorables font de l'61ectrophor~se de zone dans l'amidon une 
technique efficace pour purifier la lipase: (a) La lipase en effet n'est pas adsorb@e par 
l 'amidon ~ pH alcalin. Quand on lui fait simplement traverser la colonne par gravit6, 
elle sort sous forme d'un pic parfaitement sym@trique, d~s que le volume mort de cette 
colonne est lui-mSme sorti. (b) Elle conserve la quasi-totalit6 de son activit@ pendant 
plus de 36 h £ + I  ° au sein de l'amidon. (c) Les interactions entre la lipase et les pro- 
t~ines qui l 'accompagnent semblent plus faibles dans l'amidon que sur le papier. (d) 
Enfin, ce type d'61ectrophor~se est utilisable sur le plan pr@aratif  car des quantit@s 
relativement grandes de prot6ines et de lipase peuvent @tre introduites dans la colonne 
sans que les bandes s'@largissent indfiment. Les quantit6s maxima utilis~es dans le 
present travail (6o mg de prot6ines; 15oo unit@s lipase) seraient selon toute vraisem- 
blance susceptibles d'@tre largement d@ass6es. C'est en r6alit6 la solubilit6 k pH = 8.0 
des protfines des culots C, et C4 qui a repr6sent@ jusqu'ici le seul facteur limitant. 

De nombreuses 61ectrophor~ses o n t  @t6 r6alis6es. Les Figs. 6 et 7 indiquent les 
r6sultats de cinq opfrations choisies parmi les plus significatives. Le tableau I r6sume 

T A B L E A U  I 

CONDITIONS PARTICULI~R]~S DES ~LECTROPHOR~SES DES FIG. 6 ET 7 

Caractdristiques des solutions dtudides R endement d' dution 

Diagramme Teneur en protdines Teneur en lipase 
correspondant Pro- Volume des de la 

venance (ml) Nombre Activitd 
mg % d' unitds spdcifique protdines lipase 

Fig. 6 ~ gauche  Cz I.O 23 2.3 500 65 74 99 
Fig. 6 ~ droi te  C~ 0.9 31 3.4 lO75 lO3 65 82 
Fig. 7 (A) C~ i .o 28 2.8 95 ° lO3 98 lO3 
Fig. 7 (B) C~ 0.9 61 5.8 1485 96 95 ioo 
Fig. 7 (C) C4 o.7 4 0.5 513 478 64 89 

2O 
Sans ion$ Ca +* 

,, 
< I 

I f-~], I 

0 2 0  4 0  

Avec pans Co** 

~ (353) 

;!I 

,4 IX 

2 0  4 0  
I 

ml 

Fig. 6. Inf luence du  ca lc ium p e n d a n t  
l '@lectrophor~se de la lipase su r  amidon .  
Electrophor@se de la solut ion d ' u n  culot  
Co dans  le t a m p o n  t r is  M/4o ~ p H  = 8.o. 
Grad ien t  de potent ie l  dans  la colonne:  
5.9 vol ts  cm -1 environ.  Dur6e:  12 h. 
Temp.  + I o. Les  t ra i t s  ve r t i c aux  en pa in-  
till6 r ep r6sen ten t  la pos i t ion  init iale des 
subs t ances  dans  la colonne, comp te  t enu  
du  riot ~lect roosmotique.  Les ordonn@es 
co r r e sponden t  a u x  pou rcen t ages  pa r  ml  
d'@luat (calcul6s pa r  r appo r t  a u x  q u a n -  
t i t6s to ta les  in t rodu i tes  dans  la colonne) 
de la l ipase e t  des prot6ines  re t rouv6s  
dans  chaque  fraction.  Les  abcisses  don-  
n e n t  les v o l u m e s  d'61uat en  ml. Les  
chiffres en t re  pa ren thbses  i nd iquen t  l 'ac- 
tivit@ sp6cifique de chaque  fract ion.  La  

l ipase es t  en  t r a i t  plein et  les protd ines  son t  en pointill@. D i a g r a m m e  de gauche :  t a m p o n  t r is  seul. 
D i a g r a m m e  de droi te :  t a m p o n  t r is  c o n t e n a n t  de l'ac@tate de ca lc ium ~ la concen t ra t ion  ,~//2oo. 

Bibliographie p. 274. 



272 L. SARDA et al. v o L  23 (1957) 

les condi t ions  part icul i~res dans  lesquelles se sont  d6roul6es ces cinq op6rations.  Les 
condi t ions  gfin6rales sont indiqu6es dans  les 16gendes des figures. 

L ' e x a m e n  des d i ag rammes  des Fig. 6 et 7 sugg~re les quelques commenta i res  
su ivan ts  : 

(I) t~tudions tou t  d ' a b o r d  sur la Fig. 6 l ' influenee des ions calcium. Cette influence 
est double.  En premier  lieu, le calc ium diminue  consid6rablement  la mobil i t6 61eetro- 
phor6t ique  de la l ipase et d 'une  par t ie  des prot~ines ~trang~res. Nous re t rouvons  l'k une 
mani fes ta t ion  ex t r~mement  suggest ive de ces in terac t ions  ex i s tan t  ent re  le calc ium 
d 'une  par t ,  la l ipase et quelques aut res  prot6ines d ' au t re  par t .  Ces substances  par -  
courent  un chemin moins  g rand  vers l ' anode  parce qu'elles se sont  charg6es d ' ions  
posit ifs  Ca ++*. En outre,  le ca lc ium suppr ime les in te rac t ions  entre  la l ipase et cer- 
ta ines  prot6ines.  La  sym6tr ie  d u p i c  de l ipase devien t  aussi pa r fa i t e  que si l'61eetro- 
phor~se n ' a v a i t  pas  eu lieu. Ce fa i t  nous pa ra i t  i m p o r t a n t  car  il mont re  que nous avons  

I I  

~475) [ t1750) i @ 15 @ Q~l @ @ -- @ 

1(3 (425)~ 
/ ~,i 

i "-, 'v, , ~59) 

0 20 40 0 20 40 O 20 40 ml 
Fig. 7. Divers essais d'41ectrophor~se des solutions de lipase. E]ectrophor6ses de solutions de culots 
C z ou C~ dans un tampon v4ronal M/4o FH = 8.o contenant de l 'ac4tate de ca]cimn A la concen- 
t ra t ion 3///200. M~mes conventions d'4criture et m~mes conditions g4n4rales que pour les diagram- 
mes de la Fig. 6. Diagrarrlme A: culot C2; 12 h. Diagramme B: culot C~; 24 h. Diagramme C: culot 

C~ ; 24 h. 

affaire v ra i semblab lemen t  ~ une seule prot6ine (ou tou t  au moins k une seule famille 
de prot~ines voisines) dou6e d ' ac t iv i t6  l ipasique,  et il am61iore l 'efficacit6 de l'61ec- 
trophor~se en ran t  que moyen  de purif icat ion de l 'enzyme.  Nous obtenons  en effet dt's 
m a i n t e n a n t  des f ract ions purifi6es environ 3.5 fois p a r  r appor t  au culot C 2. 

(2) Le d i ag ramme A de la Fig. 7 nous app rend  que cet te  efficacit6 est augment6e 
en r e m p l a e a n t  le t a m p o n  tr is  M/4o  p H  = 8.0 pa r  le v4ronal  ~ la m~me concent ra t ion  
et au  m~me pH. Le pic de l ipase commence  ~ se p lacer  entre  deux pies de prot6ines,  
l 'un  plus lent  et  l ' au t r e  plus rapide.  La  f ract ion pr inc ipa le  est  purifi6e environ 5 fois 
pa r  r appo r t  au culot  C2. Une nouvelle  616vation de la force ionique (v6ronal M/2o au 
lieu de M/4o ) p rovoquera i t  la r6appar i t ion  d ' in te rac t ions  g~nantes entre  la l ipase et 
les au t res  prot6ines.  

* Cette variation de la mobilit4 n'est pas due ~ l'augmentation de la force ionique par l'ac4tate 
de Ca. Quand on passe du iris M/4o au v4ronal M/4o et m~me au v4ronal M/2o, on augmente beau- 
coup plus la force ionique sans modifier de fa$on sensible la mobilit4 de la lipase. I1 s'agit done bien 
d'ulle action sp4cifique des ions Ca ++. 
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(3) Apr~s 2 4 h (d iagramme B de la Fig. 7), la dis tance s6parant  les deux pics de 
prot6ines est 6v idemment  plus grande. Le pic de lipase est donc mieux d6gag6 et l 'ac- 
t ivit6 sp6cifique de la quasi-totali t6 de l ' enzyme a t te in t  780 environ,  soit 8 lois plus 
que le culot C~ et 1.5 fois plus que le culot C 4 (obtenu apr6s 2 pr6cipitat ions ac6toniques 
du culot C2). 

(4) Enfin le d iag ramme C de la Fig. 7 correspond k une 61ectrophor+se du culot C~ 
dans le v6ronal M/4o pendant  24 h. La double pr6cipitat ion ac6tonique fournissant ce 
culot C 4 a pour  effet principal  d'61iminer presqu 'ent i+rement  les prot6ines moins mo- 
biles que la lipase. Les prot6ines de m~me mobilit6 ont aussi disparu en patt ie.  L 'ac-  
tivit6 sp6cifique de 60% de la lipase s'616ve ma in tenan t  ~ 18oo soit 3.5 fois plus que 
celle du culot C a. Une pet i te  fract ion (6%) sur la branche droite du pic principal  
poss6de m~me une activit6 sp6eifique de 315 o, valeur  m a x i m u m  que nous n ' avons  pas 
encore pu d6passer. 

Le Tableau I I  indique le sch6ma de purification qui nous paral t  le plus logique 
dans l '6tat  aetuel  de nos connaissances. La  derni6re ligne relative "k la pet i te  fraction 
d 'act ivi t6  sp6cifique 315o n 'es t  6v idemment  pas significative sur le plan pr6parat i f  5~ 
cause du faible rendement  qu'elle ment ionne.  Son int6r~t est de fixer une limite in- 
f6rieure ~ l 'act ivi t6 sp6cifique de la lipase pure et de montrer  par  cons6quent une part ie  
du chemin qui reste ~ parcour i r  polar la purification compl6te de cet enzyme.  

TABLEAU II 
SCHEMA PROVISOIR]~ DE PURIFICATION 

A ctivitd spdcifique Purification Rendement 
Stades Techniques de la /faction % 

Extraction de la pancr6atine par l'eau (El) 50 - -  ioo 
Double pr6cipitation par AmzSO 4 (C2) ioo-i IO 2 90 
i ° Pr6cipitation ac6tonique (C3) 270-280 5 7 ° 
2 ° Pr6cipitation ac6tonique (C4) 480-55 ° IO 53 
Electrophor6se {18oo 315 ° {36 63 { 32 3 

Cette fract ion d 'act ivi t6  sp6cifique 315o donne avec intensit6 la r6action color6e 
des lipoprot6ines avec le noir Soudan. I1 n 'es t  pas possible en ce m o m e n t  de savoir  si 
cette r6action est due k la lipase elle-m~me ou ~ certaines impuret6s prot6iques dont  la 
pr6parat ion n 'es t  pas encore d6barrass6e. Dans  le cas oil la lipase serait  r6ellement une 
lipoprot6ine, on comprendra i t  mieux comment  cet enzyme peut  entrer  si facilement en 
relation avec un subst ra t  lipidique insoluble dans l 'eau. 

RI~SUMI~ 

Au cours du pr6sent travail, la purification de la lipase pancr6atique a 6t6 6tudi6e sous le contr61e 
constant d'un test potentiom6trique utilisant un substrat de triglyc6rides 6mulsionn6s. L'extrac- 
tion de la lipase & partir de pancr6atine de pore, sa pr6cipitation s61ective au moyen de sulfate d'am- 
monium, d'ac6tone ou d'6thanol, son comportement pendant l'61ectrophor6se de zone sur papier 
ou dans l'amidon ont 6t6 examin6s. Finalement, un sch6ma provisoire de purification a 6t6 6tabli. 
Il comporte deux pr6cipitations par le sulfate d'ammonium, deux pr6cipitations par l'ac6tone et 
une 61ectrophor6se pr6parative de zone dens une colonne d'amidon & pH 8.0 pendant 2 4 hen pr6- 
sence d'ions calcium. Il permet ~ l'heure actuelle de purifier la lipase 35 fois par rapport £ l'extrait 
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init ial  avec  un  r e n d e m e n t  de 30 % ou 63 fois avec u n  r e n d e m e n t  de 3 %- Le pancrdas  ne  para~t 
con ten i r  q n ' u n e  seule prot6ine,  on t o u t  an  moins  une  seule famille de protdines  voisines,  doude 
d 'ac t iv i td  l ipasique.  

Quelques  r e n s e i g n e m e n t s  in t6 ressan t s  sur  les propri6tds de la lipase ou t  dtd recueillis au  cours  
de ces essais.  I1 exis te  des in te rac t ions  en t re  la lipase et  les ions Ca ++. Ces in te rac t ions  modif ient  
cons id6rab lement  la mobil i td  d lec t rophordt ique  de l ' enzyme  et  sa solubilit~ darts les m6ianges  
eau -acd tone .  D 'apr~s  les r6sn l ta t s  de l 'dlectrophor~se sur  papier ,  le po in t  isodlectrique de la l ipase 
sera i t  a u x  envi rons  de p H  5.o-5.5. C on t r a i r emen t  g ce que  l 'on c roya i t  jusqu ' ic i ,  la lipase part iel le-  
meri t  purifi6e p e u t  ~tre dialys~e sans  inac t iva t ion  no tab le  q u a n d  le l iquide ext6r ieur  est  un  t a m p o n  
~. p H  5. Enfin,  les p rdpara t ions  de l ipase les p lus  pures  d o n n e n t  encore avec  le noir  Soudan  la r6ac- 
t ion colorde carac t6r is t ique  des ]ipoprot4ines. 

S U M M A R Y  

In  th i s  work  the  pur i f icat ion of pancrea t i c  l ipase was s tudied,  while a c o n s t a n t  check of the  ac t iv i ty  
was kep t  by  m e a n s  of a po ten t iomet r i c  tes t ,  us ing  emulsif ied t r iglycer ides  as subs t ra te .  Ex t r ac -  
t ion of the  lipase f rom pig pancrea t in ,  i ts selective prec ip i ta t ion  wi th  a m m o n i u m  sulfate,  ace tone  
or e thanol ,  and  i ts  behav iou r  du r ing  zone electrophoresis  on pape r  or on s t a rch  were examined .  
F ina l ly  a provis ional  s cheme  of pur i f icat ion was d r awn  up.  I t  enta i ls  two prec ip i ta t ions  us ing  am-  
m o n i u m  sulphate ,  two prec ip i ta t ions  us ing  ace tone  and  a p repa ra t ive  zone e lectrophoresis  on a 
s t a rch  c o l u m n  a t  p H  8.o for 24 hou r s  in t he  presence of ca lc ium ions. A t  p re sen t  it  is possible to 
pur i fy  t he  lipase 35 t imes,  g iv ing a yield of 3 ° % wi th  respect  to t he  init ial  ex t rac t ,  or 63 t imes,  
g iv ing a yield of 3 %. The  panc reas  seems  to con ta in  only  a single pro te in  wi th  lipase ac t iv i ty ,  or 
a t  least  a single fami ly  of closely re la ted proteins .  

Some in te res t ing  in fo rma t ion  concern ing  t he  proper t ies  of the  lipase was ga the red  in the  course  
of these  exper imen t s .  In t e rac t ions  exis t  be tween  the  lipase and  Ca ++ ions, and  these  in te rac t ions  
cons iderab ly  mod i fy  t he  e lect rophoret ic  mobi l i ty  of t he  e n z y m e  and  its solubi l i ty  in t he  w a t e r -  
ace tone  mix tu res .  According  to t he  resul ts  of paper  electrophoresis ,  t he  isoelectric po in t  of t h e  
lipase should  be abou t  p H  5.o-5,5.  Con t ra ry  to w h a t  was former ly  believed, the  par t ia l ly  purified 
e n z y m e  can  be dia lysed w i t hou t  not iceable  inac t iva t ion  if t he  ex te rna l  l iquid is a buffer  of p H  5- 
F ina l ly  t he  m o s t  pure  p repara t ions  of the  lipase give wi th  S u d a n  Black the  charac ter i s t ic  colonr re-  
ac t ion  of l ipoproteins.  
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