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E M P L O I  D E  LA L I P A S E  PANCRP_:ATIQUE 

P O U R  L ' ~ T U D E  D E  LA S T R U C T U R E  D E S  C O R P S  G R A S  N A T U R E L S  

P. SAVARY, J.  F L A N Z Y *  ~T P. D E S N U E L L E  

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

La structure glyc6ridique des corps gras naturels est int6ressante ~ connaltre car elle 
influe de fa~on sensible sur le comportement chimique, physique et biologique de ces 
substances. Elle peut 6galement nous 6clairer sur quelques aspects importants du 
m6tabohsme des glyc6rides dans les tissus animaux et v6g~taux. Son 6tude pr6cise 
est malheureusement difficile. 

Depuis les t ravaux classiques de HILDITCH ET LEA 1 et de BROWN 2, o n  sait n6an- 
moins que la nature manifeste une certaine tendance k associer des acides satur6s (S) 
et insatur6s (I) au sein d'une m~me mol6cule glyc6ridique. Autrement dit, les glyc6- 
rides disatur6s-monoinsatur6s ($2I) et diinsatur6s-monosatur6s (SIs), que l 'on appeUe 
"glyc6rides mixtes",  semblent pr6dominer largement. Rien n'emp~che d'aiUeurs d'in- 
clure dans le groupe des glyc6rides mixtes, non seulement les glyc6rides satur6s-in- 
satur6s pr6c6dents, mais aussi ceux qui contiennent au moins deux chatnes de longueur 
ou d' insaturation diff6rentes (dipalmitost6arine ou diol6ohnol6ine par exemple). 
L 'autre  groupe ne contient plus alors que des glyc6rides "simples" poss6dant trois lois 
la m~me chaine (triol6ine ou trist6arine par exemple). 

Ce fait 6tant acquis, les opinions divergent d~s que l 'on cherche k pr6ciser le mode 
exact de r6partition des chaines dans les glyc6rides naturels. Cette r6paration se 
fait-elle "au hasard", la nature se conformant aux lois de la probabilit6 pendant la 
synth~se de ses glyc6rides? Est-elle "r6guli~re", trois chalnes identiques ou analogues 
n '6tant  associ6es au sein d'un m~me glyc6ride qu 'au moment  otl ces chalnes consti- 
tuent  plus des 2/3 des chalnes totales? Suit-elle une autre loi encore mal connue 
ou n'observe-t-elle en derni~re analyse aucune loi d6finie? Les t ravaux post6rieurs 
ceux de HILDITCH et de BROWN ne permettent  pas de donner k ces questions une 
r6ponse d6finitive. Mais l 'abondance des glyc6rides mixtes dans la nature est en tout 
cas un fait exp6rimental bien 6tabh. 

L'abondance de ces glyc6rides mixtes incite k 6tudier le probl~me de leur isom6rie 
de position. D~s que deux chaines sont ditt6rentes, deux isom~res sont en effet possibles: 
un isom~re sym6trique ABA et un isom~re dissym6trique AAB. Trois chatnes dif- 
f6rentes impliquent la formation de trois isom~res: ABC, BAC et ACB. Les renseigne- 
ments dont nous disposons au sujet de cette isom6rie sont encore tr~s rares. Si la 
th6orie de la distribution "au hasard" est exacte, n ' importe quelle chatne doit occuper 
en moyenne n ' importe quelle position. Or, quelques observations exp6rimentales 
semblent sugg6rer que certains types d'acides occupent au contraire des positions 
bien d6termin6es. HILDITCH 3 par exemple a not6 que l'acide palmitique se trouve en 

* Agent  cont rac tue l  scientifique ~ l ' I n s t i tu t  Nat ional  de la Recherche  Agronomique.  
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position-2 dans quelques glycdrides isol6s h l '6tat pur  de la graisse de porc. Plus 
rdcemment, QUIMBY, WILLE ET LUTTON 4 ont compar6 les caract6ristiques cristallo- 
graphiques, les courbes de refroidissement et les spectres de diffraction X des graisses 
de porc et de mouton hydrog6n6es d'une part,  de la I-palmitodistdarine et de la 
2-palmitodistdarine d 'autre part.  Ils ont confirm6 l'opinion de HILDITCH pour ce qui 
concerne la graisse de porc car certaines fractions de cette graisse manifestent une 
analogie frappante avec l'isom~re 2-palmitique. Quelques fractions de la graisse de 
mouton hydrog6n6e se comportent par contre comme l'isom~re i-palmitique. 

De telles observations sont int6ressantes k plusieurs points de vue. Mais on ne peut 
gu~re esp6rer les g6n~raliser et les rendre quantitatives ~ l'aide des techniques labo- 
rieuses et imprdcises utilisdes par les auteurs prdcddents. Nous disposons heureusement 

l 'heure actueUe d'une autre technique plus satisfaisante pour 6tudier la structure 
des glycdrides mixtes. Cette technique est basde sur la sp6cificit6 de position de la 
lipase pancr6atique. 

Une sdrie de r6cents t ravaux 5-9 ont en effet montr6 que l 'action hydrolytique de 
la lipase est r6gl6e bien davantage par  la position des chaines dans les glyc6rides que par  
la nature chimique de ces chalnes. Quelle que soit leur longueur (de C1~ k C18 ) et leur 
insaturation (de o ~ 2 doubles liaisons), les chalnes en position I et 3 (chaines externes) 
sont d6tachdes beaucoup plus rapidement par l 'enzyme que la chalne en position 2 
(chaine interne). Les acides lib6r6s pendant la lipolyse proviennent donc principale- 
ment des positions I e t  3. Les chalnes des monoglyc6rides sont principalement celles 
qui occupaient la position 2 dans les triglyc6rides initiaux. Quand la rdpartition est 
"'au hasard", les acides fibres, les acides combinds* et par cons6quent les acides totaux 
ont la m~me composition s. Inversement,  toute diffdrence de composition signifie que 
la r6partition n'est  pas au hasard. MATTSON ET BECK 7 ont tout derni~rement envisag6 
quelques applications de ce principe au cas de la graisse de porc. 

Au cours du prdsent travail, nous avons 6tudi~ grace k la lipase, l '6tat d'isom6rie 
]es glycdrides mixtes de diverses graisses animales et v6g6tales. L'essentiel de notre 
~tude a port6 sur les positions respectives occup6es dans ces glycdrides par  les chalnes 
;aturdes et insatur6es. I1 nous a paru alors important  de fractionner les graisses afin 
t'6liminer les glycdrides trisaturds et triinsatur6s. L 'a t taque  relativement lente des 
~remiers, due k leur point de fusion 61ev6, risque en effet d 'augmenter  fallacieusement 
' insaturation des acides libres sans qu'aucune considdration de position soit en jeu. 
)e plus, la pr6sence de glyc6rides trisatur6s et triinsaturds, pour lesquels le probl~me 
les positions respectives des chatnes satur~es et insaturdes ne se pose pas, risque d 'at-  
6nuer la nettet6 des rdsultats, en adjoignant au ph6nom~ne spdcifique recherch6 un 
~h6nom~ne par  essence non-spdcifique. Enfin, l '6tat d'isomdrie des glyc6rides disatu- 
6s-monoinsatur6s et celui des glycdrides diinsatur6s-monosatur6s ne sont pas forcd- 
aent rdgl6s par les m~mes principes. I1 est donc bon de s6parer ces deux groupes afin 
e pouvoir les ~tudier individuellement. 

TECHNIQUES UTILIS~ES 
Mati~res premieres 

es graisses animales sont prdpardes au laboratoire par extraction de tissus adipeux fraichement 
r61ev6s ~t l'abattoir. L'extraction est rdalisde ~t froid par broyage des tissus avec du sable en pr6- 

* Nous appelons ici "acides combin6s" les acides qui font encore partie d'une moldcule glyc6- 
~ique au moment off la lipolyse est arr6t6e et "acides totaux", les acidcs obtenus par saponifica- 
~n d'un 6chantillon de la fraction 6tudide. 
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sence de chloroforme. Les extrai ts  sont filtr6s, s6ch@s sur Na2SO4, et @vapor6s. Les derni~res traces 
de solvant  sont  chass6es sous vide, 

Les graisses v6g~tales examin6es sont  des 6chantillons commerciaux que nous  avons quelque- 
lois neutralis6s en fMsant percoler leurs solutions 6th6r6es & travers  une colonne d 'Amberli te  IRA- 
4o0, forme OH - t ° .  

2. Fractionnement de certaines graisses par cristallisation dans l' ac~tone 
Les fract ionnements  ont  6t6 r6gl6s dans chaque cas particulier de fagon ~ obtenir  avec un  rende- 
men t  m a x i m u m  des fractions aussi riches que possible en glyc6rides S2I et SI~. Le Tableau I indique 
les poids respectifs et les indices d'iode des fractions obtenues.  

]~tant donn6 la composit ion s des diverses graisses mentionn6es dans le Tableau I, on peut 
calculer l'indice d'iode moyen  de leurs glyc6rides $2[ et SI  2. Le calcul* donne pour  la graisse de 
boeuf 31.o et 6o.8 ; pour  la graisse de m ou t on  32.7 et 64. 7 ; pour  la graisse de porc 37.1 et 72.3 ; pout 
l 'huile de palme 35-4 et 69.o. En comparan t  ces chiffres et ceux du Tableau I, on volt que les frac- 
t ions 3 + 4 et 6 + 7 (boeuf), 2 et 4 (mouton),  2 et 4 (porc), 2 et 3 (palme) doivent en principe con- 
tenir  beaucoup de glyc~rides Sa[ et SI2, respectivement.  Nous allons donc 6tudier ces fractions avec 
une a t tent ion  particuli~re sans oublier toutefois qu'elles sont  loin d'Stre parfMtement  d6finies. 

T A B L E A U I  

FRACTIONN~MENT DE CERTAINES GRAISSES DANS L 'AC~TONE 

Graisse soumise No. des % du Indice d' iode 
au /raaionnement tractions poids total 

Boeuf 

Mouton 

Porc 

Palme 

I 19.6 5.7 
2 4.9 20.3 
3 17.o 28.8 
4 Ii.O 33.5 
5 3 .8 46.1 
6 25.0 54.2 
7 IO.I 66. 5 
8 8.6 75.4 

I 24. 9 lO.2 
2 3o.5 35.6 
3 I I . I  53-5 
4 20.5 64.2 
5 4.5 75.6 
6 8. 5 87. 4 

I 31 .I 26.8 
2 5.1 37.0 
3 24.5 57 .0 
4 26.4 67.o 
5 12.9 90. 4 

I II.O 19.9 
2 47.o 48.1 
3 42.o 69.7 

3. Lipolyse 
Les conditions op~ratoires sont  celles d6sign~es darts les publications de ce Laboratoire  xl sous le 
nora de "lipolyse sans calcium". On utilise 1.2 g de graisse, 6, 5 ml de phospha te  M]io  p H  = 7, 
o.I 5 ml d 'une solution de sels biliaires ~ xo % et 78 mg  de pancr6atine. Apr~s i .5 h ~ 37% 2 ° - 3 °  % 
des chatnes sont  habi tuel lement  lib~r~es. 

4. Fractionnement et analyse des produits engenclr~s par la lipolyse 
Le d~tail des techniques employees dans ce bu t  a 6t~ donn6 darts nos pr6c~deates publications 8-1°. 
Rappelons s implement  que le m~lange engendr6 pa r  la lipolyse est t ou t  d 'abord  pass6 ~ t r a v e ~  une 
colonne d 'Amberl i te  IRA-4oo pour  retenir les aeides libres qui sont  ult~rieurement ~lu6s. Une patt ie 

* Ce calcul est 6videmment  approximati f .  Son seul objet est de faire connaitre les fractions les 
plus riches en glyc~rides $2[  et SI2. 
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des  glyc6rides neu t r e s  qui  on t  t ravers6  cet te  premiere  colonne es t  saponifi6e afin d ' ob t en i r  u n  
dchant i l lon  des  acides combin6s .  L ' a u t r e  par t ie  es t  ch roma tograph i6e  dans  une  colonne de kiesel- 
g u h r  s i l iconO ° e t  la f rac t ion  c o n t e n a n t  les monoglyc6r ides  es t  recueillie s6par~ment .  

L ' i n s a t u r a t i o n  m o y e n n e  des acides libres, des  acides  combin~s  et  des monoglyc~r ides  es t  en- 
su i t e  d~termin6e soit  p a r  la t e chn ique  de KAOFMANN, so i t  pa r  une  m o d i f c a t i o n  de cet te  t e chn ique  

l '~chelle m ic roana ly t i que  9 q u a n d  le poids  de subs t ance  don t  on dispose es t  tr~s faible. Cet te  d~ter- 
ru ina t ion  suffit  en  g~n~ral pour  m e t t r e  en  lumi~re l 'essent iel  du ph6nom~ne.  Q u a n d  des rdsu l t a t s  
p lus  comple t s  son t  d6sir~s, les acides sa tur~s  son t  sdpar6s pa r  la t echn ique  de BERTRA~ ~2. Leu r  
t e n e u r  en  acides myr i s t ique ,  pa lmi t i que  et  s t6ar ique  es t  d~termin~e pa r  c h r o m a t o g r a p h i O  z. L 'ac ide  
l inol6ique est  dos6 pa r  spec t ropho tom6t r i e  u l t rav io le t te  et  l 'acide ol6ique es t  calcul~ pa r  difference 
.~k ~ o o .  

RESULTATS EXPI~RIMENTAUX 

I. Position des addes satur~s et insatur~s dans les glyc~rides mixtes naturels 

I. Etude des positions externes (positions z et 3). D'apr~s ce qui vient d'6tre dit, les 
acides lib6r6s par la lipase sont pr61ev6s principalement sur les positions externes des 
glyc6rides. Le Tableau I I  indique l ' insaturation moyenne de ces acides dans le cas 
des graisses de boeuf, de mouton, de porc et de palme. Le tableau indique 6galement 
titre de comparaison l ' insaturation moyenne des acides totaux et combin6s. On re- 
marquera que l ' insaturation des acides totaux est bien 6gale dans chaque cas ~ la somme 
des insaturations des acides fibres et combin~s. Les analyses sont donc certainement 
correctes. 

T A B L E A U  II  

INSATURATION MOYENNE DES ACIDES LIBRES, COMBIN]~S ET TOTAUX 

(Cas de graisses  p r6a l ab lemen t  fract ionn6es)  

Pou r  conna i t re  les condi t ions  et  les r6su l ta t s  du f r ac t ionnemen t ,  
voi r  le t ex t e  e t  les chiffres du  Tab leau  I. 

Graisses No. de la Glycdrides Taux de 
utilisdes traction prddominants lipolyse (%) 

Indite d'iode des acides 

Totaux Libr¢$ Combin~s 

Boeuf  3 $2I  27 3 ° I7 37 
Boeuf  4 S , I  27 35 26 35 
Boeu f  6 S I  s 26 57 45 59 
Boeuf  7 SI~ 28 7 ° 62 72 
Mou ton  2 $2I  27 37 21 43 
M o u t o n  4 SI2  27 67 51 72 
Porc  2 S~I  25 39 57 33 
Porc 3 S~I  + SI~ 25 60 80 50 
Porc  4 SI2 20 7 ° 82 65 
P a l m e  2 S~I  25 50 30 57 
P a l m e  3 SI2 3 ° 73 59 81 

Les  chiffres du Tableau I I  montrent  tout d 'abord que, dans les 4 cas 6tudi6s, 
l ' indice d'iode des chaines externes est toujours diff6rent de celui des chaines internes. 
L a  r6partition des chalnes entre les deux positions n 'est  donc jamais "au hasard". Elle 
d6pend manifestement de leur plus ou moins grande insaturation. Ce principe fonda- 
mental 6tant d6gag6, les deux alternatives possibles doivent ~tre consid6r6es. Les 
positions externes sont occup6es pr6f6rentiellement, ou bien par des chalnes satur6es 
(cas du boeuf, du mouton et de la palme: graisses de type I), ou bien par des chaines 
jnsatur6es (cas du porc: graisses de type II).  Nos r6sultats permettent  en outre de voir 
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que les deux groupes de glyc6rides mixtes (S,I et SIs) extraits d'une m6me graisse 
ob6issent toujours ~ la  m6me r6gle, quelle que soft cette r~gle. Autrement dit, les deux 
groupes appartiennent soft au type I, soft au type II*.  

Le Tableau I I I  fait 6tat de quelqnes exp6riences compl6mentaires entreprises sur 
d 'autres graisses animales et v6g6tales dans le but d 'amorcer une syst6matisation de~ 
r~sultats pr6c~dents**. 

T A B L E A U  I I I  

INSATURATION MOYENNE DES ACIDES LIBRES, COMBINI~S ET TOTAUX 

(Cas de graisses  an ima les  e t  v*g6tales  non fractionn6es) 

Graisses ou huiles Taux de 
utilisdes lipolyse (%) 

lndice d'iode des acides 

Totaux Libres Combinds 

Graisse  de cheval  34 85 7 ° 94 
Graisse d 'oie  21 71 68 72 
Beurre  de cacao 3 ° 39 12 51 
Hui le  de tourneso l  17 131 118 132 

Trois des quatre graisses 6tudi6es dans le Tableau I I I  (graisse de cheval, beurre de 
cacao, huile de tournesol) appartiennent certainement au type I. Les chiffres relatifs 
au beurre de cacao sont mSme particuli~rement nets, k cause sans doute de rexception- 
nelle richesse de cette graisse en glyc6fides monoinsatur6s. On h6siterait davantage 
par eontre devant  le cas de la graisse d'oie si l 'on ne savait pas que la graisse de boeuf 
6tudi6e dans le Tableau I I  donne aussi des r6sultats incertains quand elle n'est pas 
fractionn6e (indice d'iode des acides totaux, combin6s et libres: 41, 42 et 42, respec- 
tivement). On peut donc penser que les quatre graisses du Tableau I I I  appartiennent 
au type I comme celles de boeuf, de mouton et de palme. 

Un travail  r~cent de CL]EMENT ET CL]~MENT 14 renforce d'ailleurs l'impression que 
le type de structure appel6 ici type I e s t  beaucoup plus fr6quent que le type II .  Bien 
que les auteurs aient interpr6t6 leurs r6sultats de faqon assez discutable, les r6sultats 
eux-mSmes ne semblent pas devoir 8tre mis en doute. Ils sugg~rent que les chalnes ex- 
ternes des graisses du tissu adipeux de rhomme et du rat, les huiles d'arachide, de soja, 
de colza et de lin sont relativement plus satur6es que les chaines internes. En somme, 
dans 13 graisses (6 graisses animales de d~p6t et 7 graisses v~g6tales (6 extraites de 
graines et I extraite d'un fruit)), on trouve un exc~s de chMnes satur6es en position ex- 
terne. Dans une seule graisse (graisse de d6p6t du porc), on trouve au contraire un ex- 
c~s de chaines insatur6es dans cette position. 

E tan t  isol~, le cas de la graisse de porc parait  m~riter un examen plus approfondi. 
On salt en particulier que le porc est le si~ge d'une lipog6n~se tr~s active au moment  
de sa p6riode d'engraissement. La structure "anormale" que nous venons de mettre  en 
6vidence est-elle r apanage de ces graisses hAtivement constitu6es ou se rencontre-t-elle 
aussi dans les d6p6ts form6s de fagon plus lente par les animaux maigres? Cette struc- 
ture en outre est-elle la m~me dans toutes les graisses de d6p6t de ranimal,  queUe que 

* Les f rac t ions  in term6diai res ,  c 'es t  ~ dire  les f r ac t ions  don t  r i nd i ce  d ' iode est  compris  entre  
ceux des glyc6rides  $ 2 I  et  S I z  ont  6ga lement  ~t~ ~tudi~es. Les r6su l ta t s  n ' o n t  pas  6t* reprodui t s  
dans  le Tab leau  I I  car  ils soar  ana logues  a u x  autres .  

** Au cours de ce t te  nouvel le  s6rie d 'exp6riences,  les graisses ont  6t6 uti l is6es tel les  quelles sans 
f r a c t i onnemen t  pr6a lab le  darts l 'ac6tone.  
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T A B L E A U I V  

LIPOLYSE D E  D ~ E R S ~ $  GRAISSES DE PORC N O N  F R A C T I O N N ~ E S  
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Localisation anatomique de Etal de Taux de 
la graisse l' animat lipolyse (%) 

Indice d'iode des acides 

L ibr es Combinds 

Sous-glossienne 

R6gion  ingu ina le  

Sous-cutan6e 
dorsa le  

Sous-p6ri ton6ale  

gras  25 91 73 
maigre  26 i o i  81 
gras  28 92 69 
ma ig re  25 104 8 i 
gras  35 lO4 76 
maigre  3 2 I 12 8 7 
gras  31 93 64 
ma ig re  27 i i o 88 

soit leur localisation anatomique? Les chiffres du Tableau IV permettent  de r6pondre 
sans ambiguit6 k ces deux questions. Dans tousles  cas 6tudi~s, les chaines insatur6es 
sont fix6es pr6f6rentiellement en position externe. 

2. Etude de la position interne (position 2). Le Tableau V indique l ' insaturation 
moyenne de la chalne des monoglyc6rides form6s pendant la lipolyse des glyc6rides 
S , I  du mouton, des glyc6rides mixtes du porc et des glyc6rides totaux du beurre de 
cacao. Le tableau rappeUe 6galement l ' insaturation des acides libres (voir Tableau II) .  
I1 donne enfin l ' insaturation des acides to taux et des acides appartenant  aux di- et aux 
triglyc6rides. 

T A B L E A U  V 

INSATURATION MOYENNE DE LA CHA~NE DES MONOGLYCI~RIDES 

Graisse No. de la GlycOides Taux de 
utilisde /faction pvddominants lipolyse (%) 

Indice d'iode des acides 

Libres Des mono- Des di- Des tri- 
glyc~ides glycdrides glyc~ides Totaux 

Mouton  2 S i I  29 21 53 43 37 37 
Porc  3 S ~ I + S I 2  34 85 16 51 65 63 
Beurre  de cacao - -  - -  32 12 87 52 52 39 

Les chiffres du Tableau V met tent  tout d 'abord en lumi~re un fait attendu. A un 
exc~s de chalnes satur6es en position externe doit selon toute 6vidence correspondre 
un exc~s de chatnes insatur6es en position interne, et inversement. Les monoglyc~rides 
du mouton et du beurre de cacao doivent donc avoir un indice d'iode 61ev6 et ceux du 
porc, un indice d'iode bas. Les chiffres montrent  aussi que les triglyc6rides conservent 

peu pros la mSme insaturation moyenne pendant la lipolyse (comparaison entre les 
chiffres des deux derni~res colonnes du Tableau V). Les ph6nom~nes de transacylation 
signal6s par BORGSTR6M 16 jouent doric dans le cas pr6sent un r61e assez modeste et la 
lipase semble hydrolyser ~ une vitesse analogue tous les  triglyc6rides qui lui sont of- 
ferts. Ces deux remarques facilitent beaucoup l ' interpr6tation de l 'ensemble de nos 
r6sultats. Mais l'int6r~t majeur  des chiffres du tableau r6side dans la comparalson 
qu'ils permettent  de faire entre les indices d'iode des acides fibres et les indices des 
acides appartenant  aux monoglyc6rides. Si les chalnes satur6es et insatur6es 6taient 
r~parties "au hasard" sur les positions externes et internes, ces indices devraient 8tre 
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ident iques  deux  £ deux.  Or, nous les t rouvons  dans  un r a ppo r t  de I k 2.5 pour  les gly- 
c&ides S 2 I  du mouton ,  de 5 a I pour  les glyc@rides mix tes  du  porc et  de I k 7 pour  le 
beurre  de cacao non fractionn@. La  re la t ion ex i s t an t  ent re  l ' i nsa tu ra t ion  des chatnes 
et  leur posi t ion a p p a r a t t  ainsi en tou te  clart@. 

I I .  E t u d e  p lus  precise du  groupe des acides satur~s et du  groupe des acides insatur~s  

Nous avons  jusqu ' ic i  consid@rfi deux groupes  de chaines (satur~es et  insatur@es) et  nous 
avons  constat@ que ces deux  groupes  @talent in6galement  r@a r t i s  sur  les posi t ions ex- 
terries et  in ternes  des glyc@rides. I1 est  int@ressant m a i n t e n a n t  d 'a l le r  un peu  plus  loin 
et  de se d e m a n d e r  si le compor t emen t  ind iv idue l  de chaque chaine est  ident ique  au 
com por t emen t  moyen  du groupe auquel  elle appar t i en t .  Le Tab leau  VI  pe rme t  de 
compare r  les posi t ions respect ives  occup6es pa r  les chaines pa lmi t iques  et  st@ariques* 
dans  les glyc6rides mix te s  des graisses de boeuI,  de mouton,  de porc et  de palme.  Le 
Tab leau  V I I  donne les m6mes indicat ions  pour  ce qui  concerne les chalnes ol6iques et 
l inol6iques dans  la graisse de porc. 

TABLEAU VI 

C O M P O R T ] ~ M E N T  I N D I V I D U E L  D E S  A C I D E S  P A L M I T I Q U E  E T  S T I ~ A R I Q U E  P E N D A N T  L A  L I P O L Y S E  

D E  D I V E R S E S  G R A I S S E S  

M, P, S: Teneur des acides satur6s totaux en acides myristique, palmitique et stdarique, 
respectivement. 

Composition (%) des avides soAurdes 

Graisses utilisdes No. de la Taux de Glycdrides 
#action lipolyse prd- Libres Combings 

(%) dominants 
M P S M P S 

Boeuf 3 z 2 S~I - -  49 51 - -  5 ° 5 ° 
6 24 S I  2 - -  7 ° 30 - -  69 31 

Mouton 2 20 $2I - -  4 ° 6o - -  43 57 
Porc 2 32 $2I 1.5 33 65.5 3 65 32 

4 35 SI~ 5 41 54 6 75 19 
Palme 2 26 S~I 3 84 13 1.5 84.5 14 

3 3 ° SI  2 2 88 io 2 86 12 

£onsid6rons  tou t  d ' a b o r d  les chaines pa lmi t iques  et  st@ariques (Tableau VI) .  Elles 
se  compor t en t  de fa~on iden t ique  dans  tou tes  les graisses d i tes  de t y p e  I (boeuf, mou-  
ton,  palme).  Mais la graisse de p o r c f a i t  une fois encore except ion.  Cet te  graisse lib~re 
propor t ioneUement  plus d ' ac ide  s t6arique que d 'ac ide  pa lmi t ique .  Or, r ien ne peu t  lais- 
ser supposer  que les glyc@rides st@ariques soient  hydrolys@s plus  vi te  que les glyc@rides 
palmi t iques* *. L a  meiUeure hypoth~se est  donc que les chaines pa lmi t iques  occupent  
encore plus souvent  la posi t ion in terne  que les chaines st6ariques dans  les glyc6rides 
m i x t e s  de la  graisse de porc.  Rappe lons  d'aiUeurs que HILDITCH 3 a pu  isoler avec une 
:aisance su rp renan te  des glyc@rides 2-palmit iques  k paxt i r  de cet te  graisse. 

L '6 tude  concernant  les chatnes ol~iques et  linol@iques n ' a  @t6 r6alis6e jusqu ' ic i  

*Dans notre prdcddente publication ~ nous avions vdrifi6 que les chatnes laurique, palmitique, 
oldique et linol6ique sont lipolysdes ~ la m~me vitesse quand eUes occupent en moyenne les mAmes 
positions (distribution "au hasard"). Mais nous n'avions pas procddd ~ une semblable vdrification 
pour les cha~nes stdariques. C'est maintenant chose faite. 

** Bien au contraire, les chatnes stdariques, par suite de leur point de fusion dlevd, ont plut6t 
tendance ~ retarder en gdn6ral la lipolyse des glycdrides qui les renferment. 
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T A B L E A U  V I I  

COMPORT]~MENT INDIVIDUEL DES ACIDES OL~IQU~ PENDANT LA LIPOLYSI~ DE 
LA GRAISSE DE PORe 

O, L e t  L n :  T e n e u r  (%)  d e s  a c i d e s  i n s a t u r 6 s  e n  a c i d e s  oMique ,  l i n o l 6 i q u e  e t  
l i n o l 6 n i q u e ,  r e s p e c t i v e m e n t .  

Composition (%) des acides insatufds 

No. de la Taux de la Libres Combinds 
fraction lipolyse (%) 

o L Ln 0 L Ln 

2 32 89 11 - -  92 8 - -  
3 33 84 16 - -  83 17 - -  
4 35 82 18 - -  83 17 - -  
5 24 73 23 4 72 24 4 

que dans le cas de la graisse de porc (Tableau VII).  Cette graisse est en effet la seule, 
parmi celles que nous avons fractionn6es, ~ renfermer des quantit6s notables d'acide 
linol6ique. Aucune conclusion g6n6rale ne peut donc 6tre tir6e. I1 est n6anmoins cu- 
rieux de constater que dans cette graisse qui constitue justement l 'exemple unique d' 
une diff6rence de comportement entre les chaines palmitiques et st6ariques, le com- 
portement des chalnes ol6iques et linol6iques est identique. 

En somme, d~s que l 'on fait intervenir des d6tails de structure il, est normal de se 
heurter k des situations particuli~res. Les exp6riences pr6c6dentes sont simplement 
pr61iminaires. 

DISCUSSION 

Si les ~tres vivants ne manifestaient aucun discernement pendant la formation de 
leurs glyc6rides de r6serve, s'ils est6rifiaient par cons6quent n ' importe quel hydroxyle 
du glyc6rol par n ' importe quelle chalne, les proportions respectives des glyc~rides 
"simples" et "mixtes" devraient ~tre d6termin6es par un calcul de probabilit6 TM et la 
r6partition des chalnes sur les positions externes et internes devrait ~tre ind6pendante 
de la nature chimique de ces chalnes. Le fair que la premiere condition soit quelquefois 
satisfaite n 'a  pas peu contribu6 ~ accr6diter la l~gende selon laquelle la distribution des 
chaines grasses dans les glyc6rides naturels ob6irait de plus ou moins pros aux lois du 
hasard. Le principal int~r~t du pr6sent travail est de montrer que, si la deuxi~me con- 
dition impos6e par la distribution "au hasard" est pleinement satisfaite dans les m6- 
langes de glyc6rides obtenus par vole chimique (est6rification ou interest6rification), 
elle semble par contre n'6tre jamais satisfaite dans les glyc6rides mixtes naturels 
(animaux et v6g6taux). Certains types de chalnes occupent pr~f6rentiellement cer- 
taines positions au sein de ces glyc6rides. 

Dire que les chalnes satur~es se trouvent g6n6ralement en exc~s sur les positions 
externes et les chalnes insatur6es en exc~s sur les positions internes, revient d'ailleurs 

dire que l'isom~re pr6dominant* est le sym~trique SIS  dans la fraction SzI  et le dis- 
sym6trique I I S  dans la fraction S I  2. Cette remarque peut ~tre 6tendue au cas particu- 
lier du porc. I1 suffit d 'en inverser tous les termes. L '6tat  d'isom6rie des glyc6rides 

* L ' a d j e c t i f  " p r 6 d o m i n a n t "  i n d i q u e  ic i  q u e  l ' i s o m ~ r e  c o n s i d e r 6  e s t  p l u s  a b o n d a n t  q u e  d a n s  le 
c a s  d ' u n e  d i s t r i b u t i o n  "au  h a s a r d " .  Ce m o d e  d e  d i s t r i b u t i o n  e x i g e  l a  p r 6 s e n c e  d e  2 m o l e  d ' i s o m ~ r e  
d i s s y m 6 t r i q u e  p o u r  I m o l e  d ' i s o m ~ r e  s y m 6 t r i q u e .  
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m i x t e s  n a t u r e l s  es t  d o n e  d6 te rmin6 ,  n o n  p a r  une  cons id6 ra t ion  de s y m6 t r i e  ou de dis- 

sym6t r i e ,  m a i s  b ien ,  c o m m e  n o u s  l ' i n d i q u i o n s  t o u t  ~ l ' heure ,  p a r  la t e n d a n c e  que  m a n i -  

f e s t e n t  c e r t a ine s  cha ines  k occupe r  ce r t a ine s  pos i t ions .  

I1 c o n v i e n d r a i t  m a i n t e n a n t  de  c h e r c h e r  k savo i r  j u s q u ' o h  va  c e t t e  t e n d a n c e ,  en 

c o m p a r a n t  p a r  e x e m p l e  les r6 su l t a t s  o b t e n u s  avec  les f r ac t i ons  na tu r e l l e s  e t  avec  les 

g lyc6r ides  p u r s  c o r r e s p o n d a n t s  (voir  T a b l e a u  IV  de la r6f6renceg). D i v e r s e s  c i r c o n s t a n -  

ces** fon t  q u ' u n e  tel le  c o m p a r a i s o n  ne p e u t  ~ l ' h eu re  ac tue l l e  ~tre tr6s pr6cise.  T o u t  

l ' a s p e c t  q u a n t i t a t i f  du  p rob l4me  se ra  d o n e  d iscu t6  d a n s  une  p r o c h a i n e  pub l i ca t ion ,  ~t 

la lumi6re  de nouve l l e s  exp6 r i ences  p lus  d 6 m o n s t r a t i v e s .  Mais  l ' i m p r e s s i o n  g f n f r a l e  

p r 6 v a u t  que  le p h 6 n o m 6 n e  6tudi6 n ' a  pas  un  ca rac t6 re  absolu ,  sau l  peu t -S t r e  d a n s  le cas  

du  b e u r r e  de cacao  d o n t  les m o n o g l y c f r i d e s  s e m b l e n t  e n t i 6 r e m e n t  insa tur6s .  Ce 

p h 6 n o m 6 n e  es t  n 6 a n m o i n s  assez  n e t  e t  assez  i n t r i g u a n t  p o u r  q u ' o n  se p r6occupe  d4's 

m a i n t e n a n t  d ' f c l a i r c i r  son or ig ine  e t  de  d f t e r m i n e r  ses consdquences  b io logiques .  

RI~SUMI~ 

I. Grace ~ sa sp6cificit6 de position, la lipase pancr6atique permet d'6tudier commod6ment 
la structure des glyc6rides mixtes naturels. Dans tousles cas envisag6s (graisses animales de d6p6t, 
graisses v6g6tales des graines et des fruits), la distribution des chaines entre les positions externes 
et internes n'ob6it pas aux lois du hasard. Elle d6pend dans une certaine mesure (qui reste d'ail- 
leurs 5. pr6ciser) de la nature chimique de ces chaines. 

2. Dans tous les cas, sauI celui du pore, on trouve dans tous les  glyc6rides mixtes un grand 
exc6s de chaines insatur6es en position interne. L'isom6re pr6dominant est done le sym6trique chez 
les glyc6rides disatur6s-monoinsatur6s et le dissym6trique chez les glyc6rides diinsatur6s-mono- 
satur6s. Toutes les positions internes du beurre de cacao semblent mSme ~tre occup6es par des 
chaines insatur6es. 

3. Une situation exactement inverse se rencontre dans la graisse de d6p6t du pore, quelle que 
soit la localisation anatomique de cette graisse et l'6tat d'engraissement de l'animal. 

4. Les acides palmitique et st6arique occupent en moyenne les m4mes positions, sauf encore 
une fois dans le cas du pore off le premier occupe plus souvent la position interne que le second. La 
r6partition de l'acide ol6ique ne diff6re cependant pas de cetle de l'acide linol6ique dans cette graisse. 

SUMMARY 

I. Owing to its specificity as to site of attack, pancreatic lipase can conveniently be used to 
study the structure of the natural mixed glycerides. In all the cases examined (animal dep6t-fats, 
vegetable fats of seeds and fruits) the distribution of the chains between the outer and inner posi- 
tions was not random. It depends to a certain extent (still to be specified) on the chemical nature 
of these chains. 

2. In all the cases, except that  of the pig, a great excess of unsaturated chains is found at posi- 
tion-2 of all the mixed glycerides. The predominant isomer is, in the case of the disaturated-mono- 
unsaturated glycerides, the symmetrical one, and in the case of the diunsaturated-monosaturated 
glycerides the asymmetric one. In the case of cacao butter all the positions-2 seem to be occupied 
by unsaturated chains. 

3. The situation is exactly the reverse in pig dep6t-fat wherever it occurs in the body or what- 
ever the state of fattening of the animal. 

4. On an average palmitic and stearic acids occupy the same positions, again except in the case 
of the pig where the former is more often situated at position-2 than the latter. The distribution ot 
oleic acid, however, does not differ from that  of Iinoleic acid in pig fat. 

* Le fair en particulier que les fractions appel6es $ 2 I  et S I  2 sont loin, malgr6 routes les cristal- 
lisations, d'etre parfaitement d6finies. Des cristallisations trop pouss6es ne seraient d'ailleurs pas 
d'un bien grand secours car elles fourniraient des fractions avec un rendement si faible qu'aucun( 
conclusion g6n6rale ne pourrait 4tre tir6e. 
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Short Communications 
I I 

Flavin adenine dinucleotide (FAD) metabolism and lactation 

The form in which riboflavin occurs in milk has been shown to va ry  with species. DAVIS et al. 1 
suggested t h a t  while riboflavin occurs free in cow milk, at  least pa r t  of t ha t  occurring in sow milk 
is in a combined form, from which free riboflavin is readily liberated. This has recently been con- 
firmed by MODI AND OWEN 2, who also showed tha t  the riboflavin in sow milk is a lmost  exclusively 
in the combined form, identified by  them as FAD. In  cow milk, however, free riboflavin was shown 
to be accompanied by only relatively small amoun t s  of FAD. Whethe r  the FAD is itself combined 
or free, was not  investigated. Combined FAD is an active component  of a number  of enzyme 
systems, and hence species differences in its dis tr ibut ion may  in tu rn  reflect wider metabolic 
differences. Studies have therefore been made of the occurrence and metabol ism of FAD in the 
lactat ing sow and cow. 

Free FAD in milk and in blood was determined by the manometr ic  method of OCHOA AND 
ROSSITER 3. The sample of milk or blood to be determined, or a s tandard solution of FAD, was 
diluted to 2 ml with 1~//i 5 sodium pyrophospha te  buffer, p H  8. 3, and placed in the main chamber  
of a Warbu rg  vessel along with I ml of a solution in the same buffer of the specific protein of 
D-amino acid oxidase 4. The central  well of the vessel contained filter paper  moistened with 0.2 ml 
N alkali, and the side l imb o.2 ml of 4.5% DL-alanine in pyrophospha te  buffer. The alanine was 
then mixed with the contents  of the main chamber,  the flask shaken at  37 ° C for 15 rain, and the 
rate  of oxygen uptake  measured during the following 3 ° rain. Under  these conditions, 0.5 pg 
FAD produced an oxygen uptake  of approximate ly  80/~1, the rate being constant  over the 30 min 
period. The relationship between oxygen uptake  and FAD present  was linear for quanti t ies  up to 
1.o /~g. 

Milk from individual cows and from individual sows after injection with oxytocin "*-as ultra- 
filtered 5, and the FAD present  in 2 ml port ions of the filtrate determined. Free FAD was absent  
from all samples of ultrafiltrate from cow milk, while sow milk contained o.15-o.2o /~g/ml. This 
was confirmed quali tat ively by  paper  chromatographic  examination.  When  chromatographed  on 
W h a t m a n  No. 31 extra  thick paper  using the butanol/acet ic  acid/water  sys tem of CRAMMER 6, 
concentrated ultrafil trate from cow milk, in all cases, yielded only fluorescent spots  corresponding 
to riboflavin and r iboflavin-5 '-phosphate.  Wi th  similar material  from sow milk, however, a spot 
corresponding to FAD was obtained. In  most  cases this was unaccompanied by  riboflavin or 


