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DES TRIGLYCERIDES PAR LA LIPASE PANCREATIQUE
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(Regu le 18 février 1960)

SUMMARY
Some additional remarks on the hydrolysis of triglycerides by pancreas lipase

I. In vitro lipolysis of triglycerides is impeded by difficulties due to the conflict
between hydrolysis, on the one hand, and progressive inactivation of the lipase, on
the other. The maximum rate of hydrolysis attainable consequently depends in the
first place on the relation between the amounts of enzyme and substrate present.
It is found that, when the initial proportion of the enzyme is increased, the lipolysis
tends to become total.

2. However, even when lipolysis is ultimately total, considerable quantities of
transitory partial glycerides are formed while lipolysis is going on.

3. The “‘activating” effect on lipolysis commonly attributed to calcium ions and
bile salts is discussed.

4. Some consequences of these ¢n vitro observations on the nature of the products
absorbed by intestinal mucosa and on the mechanism of triglyceride resynthesis in
this mucosa, are briefly considered.
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INTRODUCTION

Des expériences déja anciennes!~ ont montré que: (a) I’hydrolyse in vitro des tri-
glycérides par la lipase pancréatique parait s’arréter spontanément bien avant que
toutes les liaisons ester du substrat aient été coupées; (b) lorsque la vitesse de I’hydro-
lyse devient nulle, les mélanges engendrés contiennent des quantités considérables
de glycérides partiels; (c) ces derniers sont principalement des diglycérides en I'ab-
sence d’ions Cat+ et des monoglyc(rides en leur présence. '

De tels résultats peuvent étre interprétés comme signifiant que la lipolyse n vitro
est normalement incompléte et que le calcium incite la lipase a convertir les digly-
cérides en monoglycérides. La premiére proposition est d’ailleurs en bon accord avec
les difficultés notoires qu’éprouve la lipase a hydrolyser les glycérides partiels qu’elle
a elle-méme formés. Ces difficultés proviennent, on le sait, de 'existence d’hydroxyles
dans les molécules en question et de la spécificité de position de la lipase, grice a
laquelle I'enzyme arrache beaucoup plus vite les chalnes externes que les chaines
internes?-¢. Quant a la deuxiéme proposition, elle serait susceptible de fournir une
explication plausible & Ieffet “‘activateur” communément attribué au calcium pendant
la lipolyse.

Toutefois, des expériences ultérieures effectuées avec de la pancréatine de porc?
et du suc pancréatique de rat®® suggeérent que la lipolyse in vitro peut quelquefois
aller trés loin. Le suc pancréatique de rat en présence de bile parait méme engendrer
des le début beaucoup de glycérol libre®, ce qui excluerait dans ce cas la formation
transitoire de quantités appréciables de glycérides partiels.

Bien que les conditions régnant dans le duodénum pendant la digestion des tri-
glycérides soient vraisemblablement fort différentes de celles de la lipolyse in vitro,
il est intéressant de déterminer avec précision les facteurs controlant le taux maximum
d’hydrolyse susceptible d’étre atteint au cours de ce dernier phénoméne. Les glycé-
rides se présentent en effet devant la paroi intestinale dans I’état ot les a mis la
lipase. Si I'hydrolyse est compléte, ce sont des acides qui pénétrent dans la muqueuse
et qui servent a la resynthése des triglycérides a partir d’'un précurseur tricarboné
soluble®. Si I'hydrolyse est au contraire incompléte, la paroi absorbe un mélange
d’acides gras et de glycérides partiels, lesquels peuvent servir directement a la re-
synthése au sein d’une phase insoluble.

L’objet du présent travail est de montrer que I'un des facteurs essentiels con-
trélant le taux d’hydrolyse est la quantité relative de lipase par rapport aux tri-
glycérides a hydrolyser. Quelques observations concernant le role des ions calcium
et des sels biliaires pendant la lipolyse sont également discutées.

TECHNIQUES

La plupart des techniques ont déja été décrites. La lipase est employée, soit a I'état
de pancréatine de porc, soit sous la forme de préparations apparemment pures
obtenues par précipitation, adsorption et électrophorése d’extraits de pancréatinell.
Toutes choses égales d’ailleurs, les résultats obtenus sont identiques dans les deux cas.
Le nombre d’unités lipase est déterminé par titrimétrie & pH constant sur une
émulsion d’huile d’olive dans la gomme arabiquel!;!2, La composition finale des
mélanges, c’est a dire leur teneur en triglycérides, diglycérides, monoglycérides,
glycérol et acides libres est déterminée par titrage® ou chromatographie®s.
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Les conditions expérimentales adoptées pour les lipolyses sont les suivantes:

Essais en présence de calcium: Tampon chlorure d’ammonium-ammoniaque
0.02 M pH 8.0 contenant assez de chlorure de calcium pour fournir 3 Cat+ par chatne
libérable et, sauf spécification contraire, 0.2 9% de taurocholate de Na. Pendant
Pexpérience, le pH est maintenu a 8.0 par addition d’ammoniaque 5 M.

Essais en I'absence de calcium: Tampon phosphate 0.1 M pH 8.0 contenant, sauf
spécification contralre, du taurocholate de Na a la concentration de 0.2 %. Le pH
est maintenu a 8.0 en ajoutant avec precautlon et sous agitation de la soude 0.5 N.
Toutes les expériences sont faites a 37°.

RESULTATS

Il est manifeste qu’en insolubilisant les savons solubles formés par la lipolyse, les
ions Ca*+ facilitent beaucoup l'interprétation générale des résultats. Ils diminuent
en effet la probabilité de certains phénoménes parasites, tels que la resynthése,
Péchange entre chalnes libres et combinées et ’arrét prématuré de la réaction di
a l'encombrement de l'interface. Nos premiéres expériences, reproduites dans les
Figs. 1 et 2, ont donc été réalisées en présence d’assez de calcium pour insolubiliser
toutes les chaines susceptibles d’étre libérées (3 ions Catt pour 2 moles de tri-
glycérides).

Les courbes des Figs. 1 et 2 seront commentées un peu plus loin. Notons simple-
ment ici que: (a) Quand les quantités de lipase sont relativement faibles par rapport
aux quantités de triglycérides a hydrolyser (13.3 unités/g; Fig. 1), la lipolyse parait
bien, comme on I’avait constaté jusqu’ici, s’arréter, ou au moins ralentir tres forte-
ment, avant que toutes les chaines aient été libérées. (b) Mais, avec 400 unités/g,
le taux d’hydrolyse augmente réguliérement en fonction du temps pour atteindre
bientét 100 %. (c) Le taux maximum susceptible d’étre atteint au bout de 3 h (Fig. 2)
s’éléve quand le rapport lipase/triglycérides s’accroit. Au début, tout accroissement
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Fig. 2. Variation en fonction du rapport lipase/
triglycérides du taux d’hydrolyse au bout de 3 h
25 (expériences avec calcium et taurocholate). On
fait varier systématiquement le rapport lipase/
triglycérides, soit en augmentant la quantité
d’enzyme pour un poids donné de substrat
(points noirs), soit en augmentant le poids du
) T 2 teares 3 substrat pour un nombre donné d’unités enzym-
atiques (croix).
Fig. 1. Influence de la quantité de lipase sur la cinétique de la lipolyse en présence de calcium
et de taurocholate. [[] et ©@: 13.3 et 400 unités lipase/g de triglycérides, respectivement. -+« -

cinétique du phénomeéne quand on ajoute a nouveau 13.3 unités lipase au cours de la Iére
expérience.
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de ce rapport exerce un effet considérable. Avec 25 unités/g, le taux est déja de 70 %.
Puis, la courbe s’infléchit et arrive asymptotiquement & 1'ordonnée 100 %. (d) Une
nouvelle addition de lipase au cours de la 1ére expérience de la Fig. 1 (courbe en
pointillé de cette figure) redonne a la lipolyse une vitesse analogue & sa vitesse initiale.

D’autres essais ont ensuite été faits dans le but de mieux connaitre I'influence
des ions calcium et des sels biliaires sur le déroulement général de la lipolyse. Les
résultats de ces essais sont réunis dans le Tableau I. On voit tout de suite que: (a)
En 180 min, 400 unités lipase sans calcium donnent un taux d’hydrolyse plus faible
que 260 unités avec calcium en 15 min. Les lipolyses sans calcium semblent donc
étre beaucoup plus malaisées. (b) Néanmoins, quand on augmente considérablement
les quantités de lipase (4,000 unités/g) on atteint en 180 min un taux de 83 %. (c)
L’effet exercé par le taurocholate sur le taux maximum d’hydrolyse est moins frap-
pant. On constate toutefois qu’il Paugmente a des concentrations relativement
modestes (0.2 %), mais qu'a des concentrations supérieures (1 %), il parait au con-
traire le diminuer.

TABLEAU 1

INFLUENCE DU CALCIUM ET DU TAUROCHOLATE SUR LE TAUX D'HYDROLYSE

P 5 Cencentration Taux
desl\e]:s.ais nli]e”t‘rtfgsliwf %’3 Cat+ en taugzcholate d’h;;zg/zo)lyse
1 260 15 + 0.2 58
2 400 60 + 0.2 83
3 400 180 — 0.2 42
4 4,000 180 — 0.2 83
5 400 40 + 0.0 61
6 400 40 + 0.2 8o
7 200 180 + 0.0 100
8 200 180 + 0.2 100
9 200 180 + 0.6 97
10 4,000 180 — 0.0 77
11 4,000 180 — 0.2 83
12 4,000 180 — 1.0 64

Une fois que les variations du taux d’hydrolyse sont déterminées, il devient
intéressant d’étudier la nature et les proportions des produits formés. La question
la plus importante ‘est la suivante: quand toutes les conditions sont réunies pour
que la lipolyse soit en définitive totale, cette lipolyse engendre-t-elle transitoirement
des glycérides partiels, ou, comme semble le suggérer le travail de BORGSTROM®
donne-t-elle dés le début principalement naissance 4 du glycérol?

Les diagrammes des Figs. 3 et 4 indiquent les résultats obtenus, non pas en
fonction du temps comme dans nos publications antérieures® 3, mais en fonction du
taux d’hydrolyse. Ce nouveau mode de représentation est certainement plus logique
que lancien. Il permet aussi une comparaison immédiate entre les résultats de
plusieurs expériences réalis¢es dans des conditions différentes. Des taux d’hydrolyse
variant de 11 4 91 % ont été, par exemple, obtenus en changeant les quantités de
lipase, son état de pureté, la concentration du taurocholate et la durée des essais.
On voit que tous ces éléments n’affectent en rien les caractéres fondamentaux du
phénomene, puisque les points se placent le long de courbes réguliéres.
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Fig. 3. Les trois étapes de la lipolyse des glycé-
rides (essais en présence de calcium). Les pro-
portions des divers constituants ont été calculées
comme d’habitude en partant du principe que
I’hydrolyse de 100 moles de triglycérides peut
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Fig. 4. Les trois étapes de la lipolyse des
triglycérides (essais en l’absence de calcium).
Méme mode de calcul et mémes symboles que
pour la Fig. 3. Résultant d’une extrapolation
peut-étre inexacte, le tracé des courbes est en

engendrer au maximum Ioo moles de diglycé-  pointillé 4 partir d’un taux d’hydrolyse de 83 %.
rides, 100 moles de monoglycérides, 100 moles
de glycérol et 300 moles d’acides. ®, triglycérides;

X, glycérol.

B, monoglycérides; <>, diglycérides;

La conclusion la plus évidente qui s’impose aprés examen des Figs. 3 et 4 est
qu’en toutes circonstances, la lipolyse parait s’effectuer en trois étapes successives
dont les vitesses vont en décroissant. Au fur et 4 mesure que le taux d’hydrolyse
s’éleve, les triglycérides sont remplacés par des diglycérides dont les proportions sont
maximum pour un taux de 40 %. Puis, viennent les monoglycérides qui, a leur tour,
passent par un maximum pour un taux de 70 %. Enfin, a partir d’un taux de 70 %,
les proportions du glycérol libre augmentent trés vite. Les résultats sont analogues
en présence et en I’absence de calcium. En ’absence de calcium toutefois, nous n’avons
pas pu dépasser expérimentalement un taux d’hydrolyse de 83 %, bien que les
quantités de lipase aient été portées a 4,000 unités/g. Des difficultés expérimentales
empéchant d’aller au-dela, nous ne pouvons pas affirmer que les lipolyses iz vitro en
Pabsence de calcium peuvent réellement étre totales. Les courbes de la Fig. 4 ont
donc été terminées en pointillé. Il est clair néanmoins qu’'un taux d’hydrolyse de
83 % implique déja la formation de beaucoup de glycérol libre.

DISCUSSION

Considérés dans leur ensemble, les résultats précédents suggérent quelques réflexions:

1. Il semble tout d’abord que les divergences d’opinions concernant le caractére
plus ou moins complet de la lipolyse ¢n vitro aient été dues, dans une large mesure,
a lignorance ol se trouvaient les auteurs des quantités de lipase qu’ils mettajent
en jeu au cours de leurs expériences. Le taux maximum d’hydrolyse susceptible d’étre
atteint sz vitro dépend en premier lieu des quantités de lipase utilisées par rapport
aux quantités de triglycérides 4 hydrolyser (Figs. 1 et 2; Tableau I). Quand ces
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quantités sont faibles, la lipolyse s’arréte prématurément. Quand elles sont élevées,
la lipolyse est totale ou quasi totale.

2. L’'une des causes de I'arrét prématuré de la lipolyse est vraisemblablement
Pinactivation progressive de 'enzyme qui, comme on le sait, est instable & 37° et
pH 8 méme en présence de calcium et de son substrat. On remarquera en effet qu’au
moment ol la lipolyse fléchit, une nouvelle addition de lipase la fait repartir (courbe
en pointillé de la Fig. 1). Il est d’ailleurs facile de constater expérimentalement qu’une
grande partie de 'activité lipasique a disparu a la fin des expériences de la Fig. 1,
c’est a dire au bout de 3 h.

3. Le fait que la lipolyse puisse étre totale ne parait pas affecter le principe
maintes fois reconnu selon lequel cette lipolyse s’effectue en trois étapes engendrant
successivement des diglycérides, des monoglycérides et du glycérol. Dans nos con-
ditions tout au moins, les mélanges engendrés contiennent toujours des proportions
trés notables de glycérides partiels, sauf évidemment quand le taux d’hydrolyse
approche de 100 %. Nos expériences sont d’autre part en bon accord avec 'idée que
la vitesse des trois réactions successives décroit dans I'ordre indiqué ci-dessus. On
voit en effet que: (a) les monoglycérides disparaissent moins vite que les diglycérides
puisque leur maximum est plus élevé (Figs. 3 et 4); (b) les proportions de glycérol
ne commencent 4 devenir notables qu’au moment ol le taux d’hydrolyse dépasse
70 %; (c) la forme de la courbe de la Fig. 2 indique que I'’hydrolyse est d’autant
plus difficile qu’elle est plus poussée. En somme, compte tenu de son inactivation
progressive, la lipase ne peut faire face a des difficultés croissantes que si elle est
relativement abondante au début de I'expérience. Dans le cas contraire, les quantités
restantes deviennent vite incapables de mener P'hydrolyse 4 son terme.

4. Le rdle des ions calcium et du taurocholate mérite également quelques com-
mentaires. Le calcium n’est pas un véritable “activateur” de la lipolyse car il n’aug-
mente pas sa vitesse initiale'%, Il n’a pas non plus d’influence spécifique sur le déroule-
ment de la lipolyse puisque les diagrammes des Figs. 3 et 4 sont pratiquement super-
posables. Par contre, le Tableau I nous apprend que sa présence permet a la lipolyse
d’aller plus vite et plus loin avec des quantités moindres de lipase. Cet effet non
spécifique nous parait di, en grande partie tout au moins, au fait que la formation
de savons de calcium insolubles débarrasse l'interface des savons solubles qui I'en-
combrent. Le pouvoir inhibiteur considérable des savons d’ammonium est mis en
évidence par le fait que les lipolyses sans calcium au cours desquelles le pH est
maintenu & 8.0 au moyen d’ammoniaque, sont extrémement lentes. Il est donc
permis de penser que les savons de sodium sont aussi des inhibiteurs pour des raisons
purement stériques et que le calcium favorise la lipolyse en les éliminant.

Par contre, une publication prochaine montrera que le taurocholate est un
véritable activateur. Dans les circonstances les plus favorables, il est capable de
quadrupler la vitesse initiale de la lipolysel*. Notons simplement pour I'instant que
Paction de ce taurocholate peut étre favorable ou défavorable selon la concentration
{expériences 10-12 du Tableau I).

5. Enfin, 'influence décisive exercée par la valeur du rapport lipase/triglycérides
sur le taux maximum de lipolyse n vitro suggére que la nature des produits pénétrant
dans la muqueuse, et par conséquent le mécanisme de la resynthése intervenant dans
cette muqueuse, dépendent de ’abondance relative a un moment donné de la sécrétion
externe du pancréas et des triglycérides en provenance de 'estomac. Si l'arrivée des
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triglycérides dans le duodénum est importante et si la sécrétion pancréatique est faible
ou pauvre en lipase, on peut penser que les produits absorbés sont principalement
des glycérides partiels et des acides. Dans le cas contraire, ces produits doivent étre
principalement du glycérol et des acides. Si cette image est exacte, les théories en
apparence opposées de PFLUGER-VERZAR'® et de HOPPE SEYLER-FRAZER!® concernant
I’absorption intestinale des glycérides se trouveraient réconciliées.

RESUME

1. La lipolyse #» vitro des triglycérides est contrecarrée par les difficultés crois-
santes de I'hydrolyse et I'inactivation progressive de la lipase. Le taux maximum
d’hydrolyse susceptible d’étre atteint dépend donc en premier lieu des quantités
d’enzyme par rapport au substrat. En augmentant les proportions initiales de la
lipase, on constate que la lipolyse tend & devenir totale.

2. Méme quand elle est finalement totale, la lipolyse engendre de fagon transitoire
des quantités considérables de glycérides partiels.

3. Le réle “‘activateur” communément attribué aux ions Cat+ et aux sels biliaires
pendant la lipolyse est discuté.

4. Quelques incidences possibles de ces observations ¢n vitro sur la nature des
produits absorbés par la muqueuse intestinale et sur le mécanisme de la resynthése
des triglycérides dans cette muqueuse, sont briévement envisagées.
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