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S U M M A R Y  

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 othel. 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 in 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 exp6riences d6j~. anciennes 1 3 ont montr6 que: (a) l 'hydrolyse in vitro des tii- 
glyc6rides par la lipase pancr6atique paratt s'arr4ter spontan6ment bien avant que 
toutes les liaisons ester du substrat aient 6t6 coup6es; (b) lorsque la vitesse de l 'hydro- 
lyse devient nulle, les m61anges engendr6s contiennent des quantit6s consid6rables 
de glyc6rides partiels; (c) ces derniers sont principalement des diglyc4rides en l'ab- 
sence d'ions Ca ++ et des monoglyc(:rides en leur pr6sence. 

De tels r6sultats peuvent ~tre interpr6t6s comme signifiant que la lipolyse in vitro 
est normalement incompl6te et que le calcium incite la lipase ~ convertir les digly- 
c6rides en monoglyc6rides. La premi6re proposition est d'ailleurs en bon accord avec 
les difficult6s notoires qu'6prouve la lipase k hydrolyser les glyc6rides partiels qu'elle 
a elle-m~me form6s. Ces difficult6s proviennent, on le sait, de l'existence d'hydroxyles 
dans les mol6cules en question et de la sp6cificit6 de position de la lipase, grace 
laquelle l 'enzyme arrache beaucoup plus vite les chalnes externes que les chMnes 
internes 4-6. Quant k la deuxi~me proposition, elle serait susceptible de fournir une 
explication plausible k l'effet "activateur" commun6ment attribu6 au calcium pendant 
la lipolyse. 

Toutefois, des exp6riences ult6rieures effectu6es avec de la pancr6atine de porc 7 
et du suc pancr6atique de rat s,9 sugg6rent que la lipolyse in vitro peut quelquefois 
aller tr~s loin. Le suc pancr6atique de rat en pr6sence de bile paratt m4me engendrer 
d~s le d6but beaucoup de glyc6rol libre 9, ce qui excluerait dans ce cas la formation 
transitoire de quantit6s appr6ciables de glyc6rides partiels. 

Bien que les conditions r~gnant dans le duod6num pendant la digestion des tri- 
glyc6rides soient vraisemblablement fort diff6rentes de celles de la lipolyse in vitro, 
il est int6ressant de d6terminer avec pr6cision les facteurs contr61ant le taux maximum 
d'hydrolyse susceptible d'etre atteint au cours de ce dernier ph6nom6ne. Les glyc6- 
rides se pr6sentent en effet devant la paroi intestinale dans l'6tat oh les a mis la 
lipase. Si l 'hydrolyse est compl6te, ce sont des acides qui p6n6trent dans la muqueuse 
et qui servent k la resynth4se des triglyc6rides k partir d'un pr6curseur tricarbon6 
soluble 1°. Si l 'hydrolyse est au contraire incompl6te, la paroi absorbe un m61ange 
d'acides gras et de glyc6rides partiels, lesquels peuvent servir directement ~ la re- 
synth4se au sein d'une phase insoluble. 

L'objet du pr6sent travail est de montrer que Fun des facteurs essentiels con- 
tr61ant le taux d'hydrolyse est la quantit6 relative de lipase par rapport aux tri- 
glycfrides h hydrolyser. Quelques observations concernant le r61e des ions calcium 
et des sels biliaires pendant la lipolyse sont 6galement discut6es. 

TECHNIQUES 

La plupart des techniques ont d6j~ 6t6 d6crites. La lipase est employ6e, soit ~ l'6tat 
de pancr6atine de porc, soit sous la forme de pr6parations apparemment pures 
obtenues par pr6cipitation, adsorption et 61ectrophor~se d'extraits de pancr6atine 11. 
Toutes choses 6gales d'ailleurs, les r6sultats obtenus sont identiques dans les deux cas. 
Le nombre d'unit6s lipase est d6termin6 par titrim6trie ~. pH constant sur une 
6mulsion d'huile d'olive dans la gomme arabique 11,1z. La composition finale des 
m61anges, c'est ~ dire leur teneur en triglyc6rides, diglyc6rides, monoglyc6rides, 
glyc6rol et acides libres est d6termin6e par titrage 3 ou chromatographie 13. 
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Les conditions exp6rimentales adopt~es pour  les lipolyses sont les suivantes:  
Essais en presence de calcium: Tampon  chlorure d ' a m m o n i u m - a m m o n i a q u e  

0.02 M p H  8.0 contenant  assez de chlorure de calcium pour  fournir ½ Ca ++ par  chatne 
lib6rable et, sauf sp6cification contraire, 0.2 % de taurocholate  de Na. Pendant  
l 'exp6rience, le p H e s t  maintenu ~t 8.0 par  addition d 'ammoniaque  5 M. 

Essais en l'absence de calcium: Tampon  phosphate o.I  M p H  8.0 contenant,  saul 
sp6cification contraire, du taurocholate  de Na k la concentrat ion de 0.2 %. Le pH 
est maintenu k 8.0 en a joutant  avec pr6caution et sous agitation de la soude 0.5 N. 
Toutes les exp6riences sont faites h 37 °. 

R E S U L T A T S  

I1 est manifeste qu 'en  insolubilisant les savons solubles form6s par  la lipolyse, les 
ions Ca ++ facilitent beaucoup l ' interpr6tat ion g6n6rale des r6sultats. Its diminuent 
en effet la probabilit6 de certains ph6nom~nes parasites, tels que la resynth~se, 
l '6change entre chalnes libres et combin6es et l 'arrSt pr6matur6 de la r6action dfi 
~t l ' encombrement  de l ' interface. Nos premieres experiences, reproduites dans les 
Figs. I e t  2, ont  donc 6t6 r6alis6es en pr6sence d'assez de calcium pour insolubiliser 
toutes les chalnes susceptibles d 'etre lib6r6es (3 ions Ca ++ pour  2 moles de tri- 
glyc6rides). 

Les courbes des Figs. I e t  2 seront comment6es un peu plus loin. Notons simple- 
ment  ici que: (a) Quand les quanti t6s de lipase sont relat ivement faibles par  rapport  
aux quanti t6s de triglyc6rides k hydrolyser  (13.3 unit6s/g; Fig. I), la lipolyse parait  
bien, comme on l 'avai t  constat6 jusqu'ici,  s 'arrSter, ou au moins ralentir tr~s forte- 
ment,  avant  que toutes les chalnes aient 6t6 lib6r6es. (b) Mais, avec 400 unit6s/g, 
le t aux  d 'hydrolyse  augmente  r6guli~rement en fonction du temps pour  at teindre 
bient6t  IOO %. (c) Le taux  max imum susceptible d 'etre at teint  au bout  de 3 h (Fig. 2) 
s'61~ve quand le rapport  lipase/triglyc6fides s'accroit. Au d6but, tout  accroissement 

°° I 

0 l 2 Heures 3 

IO0  ~ o - ~  
/ + ~ e 4 h  

so . /  
! 

/ 
t 

o ~ ~o 7~ ;j 200 
Unit~s lilmse I~r g de Triglyc~rides 

Fig. 2. Variation en fonction du rapport lipase/ 
triglyc6rides du taux d'hydrolyse au bout de 3 h 
(exp6riences avec calcium et taurocholate). On 
fait varier syst6matiquement le rapport lipase/ 
triglyc~rides, soit en augmentant la quantit6 
d'enzyme pour un poids donn6 de substrat 
(points noirs), soit en augmentant le poids du 
substrat pour un nombre donn6 d'unit6s enzym- 

atiques (croix). 
Fig. I. Influence de la quantit6 de lipase sur la cin~tique de la lipolyse en pr6sence de calcium 
et de taurocholate. [] et E) : 13.3 et 400 unit6s lipase/g de triglyc6rides, respectivement. • . . . .  , 
cin6tique du ph6nom~ne quand on ajoute ~ nouveau 13. 3 unit6s lipase au cours de la l~re 

exp6rience. 
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de ce rapport  exerce un effet consid6rable. Avec 25 unit6s/g, le taux est d6jk de 7o %. 
Puis, la courbe s'infl6chit et arrive asymptot iquement  k l'ordonn6e IOO %. (d) Une 
nouvelle addition de lipase au cours de la I~re exp6rience de la Fig. I (courbe en 
pointill6 de cette figure) redonne k la lipolyse une vitesse analogue k sa vitesse initiale. 

D'autres essais ont ensuite 6t6 faits dans le but de mieux connattre l'influence 
des ions calcium et des sels biliaires sur le d6roulement g6n6ral de la lipolyse. Les 
r6sultats de ces essais sont r6unis dans le Tableau I. On voit tout de suite que: (a) 
En 18o rain, 4o0 unit6s lipase sans calcium donnent un taux d'hydrolyse plus faible 
que 260 unit6s avec calcium en 15 rain. Les lipolyses sans calcium semblent donc 
6tre beaucoup plus malais6es. (b) N6anmoins, quand on augmente consid6rablement 
les quantit6s de lipase (4,ooo unit6s/g) on atteint en 18o rain un taux de 83 %. (c) 
L'effet exerc6 par le taurocholate sur le taux maximum d'hydrolyse est moins flap- 
pant.  On constate toutefois qu'il l 'augmente k des concentrations relativement 
modestes (0.2 %), mais qu'~ des concentrations sup6rieures (i %), il paralt  au con- 
traire le diminuer. 

T A B L E A U  I 

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

Conce~ration Taux 
No. Unitis lipase/g Dur~e Ca ++ en taurocholate d'hydrolyse 

des essais de triglycdrides (rain) ( % ) ( % ) 

I 260 15 + o,2 58 
2 4oo 6o + o.2 83 
3 4 ° o  18o - -  o.2 42 
4 4, o ° °  18o - -  o.2 83 

5 4 ° 0  4 ° + o .o  6 i  
6 400 40 + o.2 80 
7 200 i 8 o  + o .o  i o o  
8 200 18o + 0.2 i o o  
9 200 18o + 0 .6  97 

i o  4 ,000  18o - -  o .o  77 
i i  4 ,000  i 8 o  - -  0.2 83 
12 4 ,ooo 18o - -  i . o  64 

Une lois que les variations du taux d'hydrolyse sont d6termin6es, il devient 
int6ressant d'6tudier la nature et les proportions des produits form6s. La question 
la plus importante ~est la suivante: quand toutes les conditions sont r6unies pour 
que la lipolyse soit en d6finitive totale, cette lipolyse engendre-t-elle transitoirement 
des glyc6rides partiels, ou, comme semble le sugg~rer le travail de BORGSTR6M 9 
donne-t-elle d~s le d6but principatement naissance k du glyc6rol? 

Les diagrammes des Figs. 3 et 4 indiquent les r6sultats obtenus, non pas en 
fonction du temps comme dans nos publications ant6rieures z, 3, mais en fonction du 
taux d'hydrolyse. Ce nouveau mode de repr6sentation est certainement plus logique 
que l'ancien, n permet aussi une comparaison imm6diate entre les r6sultats de 
plusieurs exp6riences r6alis6es dans des conditions diff6rentes. Des taux d'hydrolyse 
variant  de i i  k 91% ont 6t6, par exemple, obtenus en changeant les quantit6s de 
lipase, son 6tat de puret6, la concentration du taurocholate et la dur6e des essais. 
On volt que tous ces 616ments n'affectent en rien les caract~res fondamentaux du 
ph6nom~ne, puisque les points se placent le long de courbes r6guli~res. 
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Fig. 3" Les trois 6tapes de la lipolyse des glyc6- 
rides (essais en pr6sence de calcium). Les pro- 
portions des divers constituants ont 6t6 calcul6es 
comme d'habitude en partant du principe que 
l'hydrolyse de zoo moles de triglyc6rides peut 
engendrer au maximum ioo moles de diglyc6- 
rides, IOO moles de monoglyc~rides, ioo moles 
de glyc6rol et 3oo moles d'acides, q), triglyc6rides; 

×, glyc6rol. 
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Fig. 4. Les trois 6tapes de la lipolyse des 
triglyc~rides (essais en l'absence de calcium). 
M~me mode de calcul et mSmes symboles que 
pour la Fig. 3. R6sultant d'une extrapolation 
peut-~tre inexacte, le trac6 des courbes est en 
pointill6 ~ partir d'un taux d'hydrolyse de 83 %. 

D, monoglyc6rides; ~ ,  diglyc6rides; 

La conclusion la plus 6vidente qui s ' impose apr~s examen des Figs. 3 et 4 est 
qu 'en  toutes circonstances, la lipolyse parat t  s 'effectuer en trois 6tapes successives 
dont  les vitesses vont  en d6croissant. Au fur et ~ mesure que le taux d 'hydrolyse  
s'61~ve, les triglyc6rides sont remplac6s par  des diglyc6rides dont  les proportions sont 
max imum pour  un taux de 4 ° %. Puis, viennent  les monoglyc6rides qui, k leur tour, 
passent par  un max im um  pour  un taux  de 70 %. Enfin, k part ir  d 'un  taux de 7 ° %, 
les proport ions du glyc6rol libre augmentent  tr~s vite. Les r6sultats sont analogues 
en pr6sence et en l 'absence de calcium. En l 'absence de calcium toutefois, nous n 'avons  
pas pu d6passer exp6rimentalement un taux  d 'hydrolyse  de 83 %, bien que les 
quanti t6s de lipase aient 6t6 port6es k 4,000 unit6s/g. Des difficult6s exp6rimentales 
empSchant d'aller au-delk, nous ne pouvons pas affirmer que les lipolyses in  vitro en 
l 'absence de calcium peuvent  r6ellement 8tre totales. Les courbes de la Fig. 4 ont  
donc 6t6 termin6es en pointill6. I1 est clair n6anmoins qu 'un  taux d 'hydrolyse  de 
83 % implique d6jk la formation de beaucoup de glyc6rol libre. 

DISCUSSION 

Consid6r6s dans leur ensemble, les r6sultats pr~c6dents suggbrent quelques r6flexions: 
I .  I1 semble tout  d ' abord  que les divergences d 'opinions concernant  le caractbre 

plus ou moins complet  de la lipolyse in  vitro aient 6t6 dues, dans une large mesure, 
l ' ignorance off se t rouvaient  les auteurs des quantit6s de lipase qu'ils met ta ient  

en jeu au cours de leurs exp6riences. Le taux max imum d 'hydrolyse  susceptible d 'Stre 
at te int  in  vitro d~pend en premier lieu des quantit6s de lipase utilis6es par  rappor t  
aux quanti t6s de triglyc~rides k hydrolyser  (Figs. i et 2; Tableau I). Quand ces 

Biochim. Biophys. Acta, 43 (196o) lO3-1o 9 



IO8 M . J .  CONSTANTIN, L. PASERO, P. DESNUELLE 

quantit6s sont faibles, la lipolyse s'arr6te pr6matur6ment. Quand elles sont 61ev6es, 
la lipolyse est totale ou quasi totale. 

2. L'une des causes de l 'arr6t pr6matur6 de la lipolyse est vraisemblablement 
l ' inactivation progressive de l 'enzyme qui, comme on le sait, est instable ~ 37 ° et 
pH 8 m~me en pr6sence de calcium et de son substrat. On remarquera en effet qu'au 
moment  oil la lipolyse fl6chit, une nouvelle addition de lipase la fait repartir  (courbe 
en pointill6 de la Fig. I). I1 est d'ailleurs facile de constater exp6rimentalement qu'une 
grande partie de l 'activit6 lipasique a disparu k la fin des exp6riences de la Fig. I, 
c 'est k dire au bout de 3 h. 

3. Le fair que la lipolyse puisse ~tre totale ne paralt  pas affecter le principe 
maintes fois reconnu selon lequel cette lipolyse s'effectue en trois 6tapes engendrant 
successivement des diglyc6rides, des monoglyc4rides et du glyc6rol. Dans nos con- 
ditions tout au moins, les m61anges engendr6s contiennent toujours des proportions 
tr~s notables de glyc6rides partiels, sauf 6videmment quand le taux d'hydrolyse 
approche de IOO %. Nos exp6riences sont d 'autre part  en bon accord avec l'id6e que 
la vitesse des trois r6actions successives d6crott dans l 'ordre indiqu4 ci-dessus. On 
voit en effet que: (a) les monoglyc6rides disparaissent moins r i te  que les diglyc6rides 
puisque leur maximum est plus 61ev6 (Figs. 3 et 4); (b) les proportions de glyc6rol 
ne commencent k devenir notables qu 'au moment  o~1 le taux d'hydrolyse d6passe 
7 ° %; (c) la forme de la courbe de la Fig. 2 indique que l 'hydrolyse est d 'au tant  
plus difficile qu'elle est plus pouss6e. En somme, compte tenu de son inactivation 
progressive, la lipase ne peut faire face ~ des difficult6s croissantes que si elle est 
relativement abondante au d6but de l'exp6rience. Dans le cas contraire, les quantit6s 
restantes deviennent r i te  incapables de mener l 'hydrolyse k son terme. 

4. Le r61e des ions calcium et du taurocholate m6rite 6galement quelques com- 
mentaires. Le calcium n'est  pas un v6ritable "act ivateur"  de la lipolyse car il n 'aug- 
mente pas sa vitesse initiale 1~. I1 n 'a  pas non plus d'influence sp~cifique sur le d6roule- 
ment  de la lipolyse puisque les diagrammes des Figs. 3 et 4 sont prat iquement super- 
posables, Par  contre, le Tableau I nous apprend que sa pr6sence permet ~ la lipolyse 
d'aller plus vite et plus loin avec des quantit6s moindres de lipase. Cet effet non 
sp4cifique nous paralt  d~, en grande partie tout  au moins, au fait que la formation 
de savons de calcium insolubles d6barrasse l 'interface des savons solubles qui l 'en- 
combrent.  Le pouvoir inhibiteur consid6rable des savons d 'ammonium est mis en 
4vidence par le fait que les lipolyses sans calcium au cours desquelles le p H e s t  
maintenu k 8.0 au moyen d 'ammoniaque,  sont extr~mement lentes, n e s t  donc 
permis de penser que les savons de sodium sont aussi des inhibiteurs pour des raisons 
purement  st6riques et que le calcium favorise ta lipolyse en les 61iminant. 

Par  contre, une publication prochaine montrera que le taurocholate est un 
v6ritable activateur. Dans les circonstances les plus favorables, il est capable de 
quadruplet  la vitesse initiale de la lipolyse 14. Notons simplement pour l ' instant que 
l 'action de ce taurocholate peut 6tre favorable ou d6favorable selon la concentration 
(exp6riences lO-12 du Tableau I). 

5- Enfin, l'influence d4cisive exerc4e par la valeur du rapport  lipase/triglyc6rides 
sur le taux maximum de lipolyse in vitro sugg~re que la nature des produits p6n6trant 
dans la muqueuse, et par  cons6quent le m6canisme de la resynth~se intervenant darts 
cette muqueuse, d6pendent de l 'abondance relative k un moment  donn6 de la s6cr6tion 
externe du pancr6as et des triglyc6rides en provenance de l 'estomac. Si l 'arriv6e des 
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triglyc6rides dans le duod6num est importante et si la s6cr6tion pancr6atique est faible 
ou pauvre en lipase, on peut penser que les produits absorb6s sont principalement 
des glyc6rides partiels et des acides. Dans le cas contraire, ces produits doivent ~tre 
principalement du glyc6rol et des acides. Si cette image est exacte, les th6ories en 
apparence oppos~es de PFLUGER-VERZAR 15 et de HOPPE SEYLER-FRAZER TM concernant 
l'absorption intestinale des glyc6rides se trouveraient r6concili~es. 

RI~SUM~ 

I. La lipolyse in vitro des triglyc6rides est contrecarr6e par les difficult6s crois- 
santes de l'hydrolyse et l'inactivation progressive de la lipase. Le taux maximum 
d'hydrolyse susceptible d'6tre atteint d6pend donc en premier lieu des quantit6s 
d'enzyme par rapport au substrat. En augmentant les proportions initiales de la 
lipase, on constate que la lipolyse tend ~t devenir totale. 

2. M~me quand elle est finalement totale, la lipolyse engendre de fa~on transitoire 
des quantit~s consid~rables de glyc~rides partiels. 

3- Le r61e "activateur" commun6ment attribu6 aux ions Ca ++ et aux sels biliaires 
pendant la lipolyse est discut~. 

4- Quelques incidences possibles de ces observations in vitro sur la nature des 
produits absorb6s par la muqueuse intestinale et sur le m6canisme de la resynthbse 
des triglyc~rides dans cette muqueuse, sont bri~vement envisag~es. 
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