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SUMMARY 

On the role of Ca ~+ during the hydrolysis of insoluble triglycerides by pancreatic lipase in 
the presence of bile salts 

Porcine pancreatic lipase (glycerol ester hydrolase, EC 3.1.1.3) is not active on 
long chain triglyceride emulsions stabilized by  deoxycholate unless calcium ions are 
present. 

The amount of lipase bound at the interface of the emulsified particles can be 
determined by  measuring the activity remaining in the aqueous phase after centrifuga- 
tion of the emulsion. I t  was shown in this way that,  when bile salts are present, cal- 
cium is necessary for the adsorption of lipase at the triglyceride-water interface in the 
alkaline pH range where the enzyme is normally active. 

A determination of the two parameters  Km and V of the reaction indicates that  
Km varies proportionally to the reciprocal value of the Ca 2+ concentration whereas V 
remains constant. Hence, calcium is bound by  lipase rather than by the substrate. 
The Km of the reaction at pH 9.o and 37 ° is 0.25+0.03 m~/1 in the presence ofo.3 mM 
Ca ~+. Under the same conditions, the association constant of calcium for lipase is 
1.2-lO 4 (moles/i) -1 and the association constant of the complex lipase-calcium for 
the emulsified substrate is 5.0 (mi/1) -1. 

I t  is possible that  the role of calcium is to compensate the electrostatic repulsion 
existing between the negatively charged lipase molecule and the ionised carboxyls 
of the bile salts situated at the interface of the emulsified triglyceride particles. 

INTRODUCTION 

La lipase pancr6atique provoque une hydrolyse tr~s rapide des triglyc6rides 
6mulsifi6s dans l'eau. I1 a 6t6 montr6 dans ce laboratoire que la premiere 6tape de la 
catalyse est une adsorption de l 'enzyme A l 'interface triglyc6ride-eaul, 2. Lorsque tous 
les autres facteurs sont constants, l 'aire de l ' interface r6git la vitesse initiale de l 'hy- 

Biochim. Biophys. Acta, 151 (1968) 137-146 



138 G. BENZONANA 

drolyse comme le fait la concentration molaire du substrat  pour les rdactions enzyma- 
tiques ordinaires se ddroulant au sein d'une phase aqueuse homog~ne. Quand l'inter- 
face a des dimensions rdduites, une patt ie  seulement des moldcules de lipase sont ad- 
sorbdes et la vitesse est faible. Quand l'interface devient plus grande pour un mSme 
poids de substrat,  l 'adsorption de l 'enzyme et la vitesse de la rdaction s'61&vent jusqu'~ 
ce qu'une valeur maximum de la vitesse (V) correspondant ~ une adsorption pratique- 
ment  totale de l 'enzyme, soit atteinte. De plus, un Km apparent peut 8tre d~fini pour 
la lipase et ddtermin6 expdrimentalement 2 ~ la condition de remplacer la concentration 
du substrat  par une surface par unit6 de volume. Nous l 'appelons "concentration 
d' interface" et nous l 'exprimons ici en m~tres carrds par litre d'dmulsion. 

Le but de la prdsente 6tude est de montrer que la lipase pancrdatique de porc 
fixe Ca ~+ et de souligner l ' importance de cette interaction pour l 'adsorption de l'en- 
zyme aux interfaces triglycdrides-eau en prdsence de sels biliaires. 

TECHNIQUES 

Obtention de lipase purifide ~-4 
Tous les  essais sont rdalisds ~ 0-4 °, saul indication contraire. Une solution 

lO% d'une poudre lyophilisde de pancrdas de porc 4 est amende ~t 0.425 saturation par 
addition de (NHd)2SO 4 solide. Le prdcipit6 est repris par 15 ml d 'une solution 0.75 M 
en NaC1 et 25 mM en CaC12 (pour 2 g de poudre initiale) et la solution est filtrde 
travers une colonne de Sephadex G-2oo 6quilibrde avec la solution prdcddente. Les 
fractions du premier pic contenant la lipase "rapide" sont additionndes de butanol 
(8 % en vol.) puis de (NH4)~SO 4 (0.243 g/ml) afin de provoquer apr&s centrifugation la 
formation d'une couche interm~diaire oh la lipase se trouve concentrde. La couche ainsi 
isolde est dispers~e dans 4 ° ml d 'eau et elle est partiellement ddlipid~e par addition de 
0.25 vol. d 'oxyde d'dthyle ~t o ° et 1.25 vol. (rapport6 A la seule phase aqueuse) d'dthanol 
absolu ~t --15 °. Apr~s IO min, le prdcipit6 est centrifug6 ~ --15 ° et le culot est extrait 
par la quantit6 minimum d'un tampon ~t pH 8.0 contenant du Tris 5 mM, CaC12 3 mM 
et NaC1 30 raM. L'extrai t  est finalement chromatographi6 dans une colonne de 45 cm 
× 0.9 cm de DEAE-cellulose ~quilibr~e avec le m~me tampon. Apr~s 61ution des pro- 
tdines cationiques, on installe un gradient lindaire de concentration de NaC1, l'dmer- 
gence du pic de lipase (activit6 spdcifique, 5000-6000) 6tant obtenue pour une concen- 
tration en NaCI de 50 mM. Apr~s dialyse, la lipase purifide est conservde en solution 
aqueuse ~ pH 8.0 (Tris 5 mM) ~ --20 °. 

Mesure des activitds 
Les activitds de la lipase sont mesurdes selon une technique ddsormais classiqu@ 

au cours de laquelle les acides gras libdrds par la lipase dans une 6mulsion de triglycd- 
rides neutres dans la gomme arabique sont titrds en continu ~ pH 9.0 durant 2-3 min 
au moyen 6'un pH-s ta t  enregistreur Radiometer. Les vitesses initiales sont directe- 
ment ddduites des pentes des droites inscrites par l 'appareil. La validit6 de cette 
technique ddpend de deux conditions qui n 'ont  pas jusqu'ici fait l 'objet d 'un examen 
ddtailld. La premiere est que les acides gras libdrds doivent 6tre compl~tement ionisds 
~t pI-I 9.0, sinon les quantitds de soude ajoutdes par l 'appareil seraient infdrieures au 
nombre rdel de moldcules d'acides. Pour le vdrifier, on prdpare dans la gomme arabique 
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ou le d6soxycholate des 6mulsions de triglyc6rides contenant environ 5 ~/o en poids 
d'acide ol6ique et on titre ces 6mulsions entre pH 6.0 et IO.O. On proc~de de la m~me 
fa~on avec des 6mulsions de triglyc6rides neutres et on obtient par diff6rence la courbe 
de titrage de l 'acide ol6ique au sein des 6mulsions. Ces courbes sont reproduites dans 
la Fig. I. On voit que le p K  apparent cte l 'acide ol6ique dans les particules 6mulsifi6es 
(7.6-7.8) est inf6rieur de pros d'une unit6 pH ~ celui observ6 clans l '6thanol absolu*. 
n e n  r6sulte que l'ionisation est complete ~ pH 9.0. Mais une correction dolt 6videm- 
ment  ~tre faite toutes les lois que l 'on op~re k des pH plus bas. 

10C 

: -  5 o  • 

'- 25 

~ o 7 g 9 
pH 

Fig. I. Courbe de t i trage de l'acide ol6ique dans une ~mulsion aqueuse de triglyc~rides stabilis~e 
par  la gomme arabique ou le d~soxycholate. Les courbes sont  obtenues par  difference entre le 
t i t rage d 'une ~mulsion de triglyc~rides neutres  et une 6mulsion de ces m~mes triglyc~rides addi- 
tionn~s de 5 % en poids d'acide ol6ique. Cercles blancs: Les ~mulsions, stabilis~es par  la gomme 
arabique, sont  eelles utilis~es pour  le tes t  quan t i t a t i f  de la lipase. Concentrat ion finale des r6actifs : 
gomme arabique, 3-3 %; sels biliaires de boeuf, o.17% (poids/vol.). Cercles noirs: Les ~mulsions, 
stabilis~es par  le dgsoxycholate, sont  celles utilis~es lors de la d~terminat ion des param~tres  cin~- 
t iques  de la lipase 2. Concentrat ion finale des r~actifs: d~soxycholate, 4.15 mM; NaCI, o.i M; 
CaC12, o. 5 mM. La courbe correspondante  est in ter rompue ~ par t i r  de p H  7, au-dessous duquel  
le d~soxycholate devient  insoluble. Les t i t rages sont  faits ~ 37 °. 

La deuxi~me condition est que la vitesse ~ laquelle le pH-s ta t  injecte la soude 
dans le m61ange triglyc6rides-lipase, repr6sente bien la vitesse r6elle d'hydrolyse des 
liaisons ester. Autrement dit, il faut que cette derni~re soit bien le facteur limitant de 
l'op6ration, et non les capacit6s de l 'appareil ou la vitesse de neutralisation des acides. 
On le v6rifie en observant, d'une part,  que l'injection de soude s ' interrompt fr6quem- 
ment  durant  le dosage et, d 'autre  part,  que l 'appareil titre une 6mulsion acide A sa 
vitesse maximum avec un arr~t brusque au point d'6quivalence. 

Une unit6 lipase est d6finie comme 6tant la quantit6 d 'enzyme capable de lib6rer 
i #mole d'acide gras par min dans une 6mulsion de triglyc6rides dans la gomme arabi- 
queen  pr6sence de sels biliaires de boeuf. La vitesse maximum V obtenue avec cette 
m~me quantit6 de lipase agissant sur une 6mulsion de triglyc6rides suspendus dans 
le d6soxycholate est sup6rieure A I #mole d'acide gras lib6r6 par min. 

Prdparation des rdactifs 
Triglycdrides. Les triglyc6rides de l'huile d'olive commerciale sont purifi6s par 

l 'une ou l 'autre des techniques suivantes: (a) Elimination des acides gras libres par 
l 'Amberlite IRA-4oo. Une solution de 50 g d'huile dans 400 ml d 'oxyde d'6thyle d6- 

* G. _A_ILHAUD, experiences non publi6es. 
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peroxyd6 est chromatographi6e dans une colonne (diam&tre 3 cm) contenant A sa 
partie infdrieure IO g (poids sec) d'Amberlite IR- i2o  forme H+ et au-dessus 7 ° g 
(poids sec) d'Amberlite IRA-4oo forme O H -  pr6alablement lav6e ~ l '6thanol absolu 
puis ~t l 'oxyde d'6thyle. L'Amberlite IR-I2O est destin6e A fixer les impuret6s basiques 
abandonn6es par l 'IRA-4oo. Apr~s 6vaporation de l'61uat sous vide A 25 ° sous azote, 
l'huile est conserv6e ~ 4 ° dgalement sous azote. Son acidit6 rdsiduelle calcu16e pour 
un poids moldculaire moyen des acides gras de 280, est inf6rieure ~ o.oi %. 

(b) Isolement de la fraction triglycdridique par chromatographie sur Florisil 6. 
Cette technique a l 'avantage d'dliminer, non seulement les acides libre% mais aussi 
les diglyc6rides, les monoglyc6rides, les phospholipides et les pigments de l'huile. 
La puret6 de la fraction triglyc6ridique est contr616e par chromatographie en couche 
mince de silicagel 6tal6e sur une lame de microscope 7 dan~ le syst~me oxyde d '6 thyle-  
6ther de p6trole-acide ac6tique (4o:6o:o.1, v/v/v). On y d6c&le uniqnement une 
faible quantit6 d'insaponifiable. 

Sels biliaires. Le m61ange d6sign6 sous le nora de "sels biliaires" est obtenu 
partir  de bile de boeuf ~. I1 contient les acides taurocholique, taurod6soxycholique, 
glycocholique et glycod6soxycholique avec une trace d'acide cholique. I1 est d6pourvu 
de cholest6rol et de pigments. L'acide ddsoxycholique est un produit commercial (Fluka 
ou Schuchard) que l'on recristallise s dans un m61ange ac6tone-eau (80:20, v/v). 
Sa puret6, contr616e par chromatographie sur couche mince de silicagel ~, est sup6rieure 

99.5 %- I1 sert ~ prdparer les solutions de d6soxycbolate de Na selon une technique 
d6jA d6crite ~. 

Prdparation des dmulsions 
La qualit6 essentielle des 6mulsions est naturellement d'etre attaqu6e par la 

lipase ~ une vitesse 61evde. Deux types sont n~anmoins pr6par6% l 'un destin6 au d6- 
nombrement des particules dmulsifi6es au moyen du compteur 61ectronique Coulter 2, 
l 'autre devant r6sister/~ une centrifugation ~ 6000 × g pour la mesure de l 'adsorption 
de la lipase sur les particules. La pr6paration du premier type a d6j~ 6t6 d6crite ~. 
L 'autre  exige l'utilisation de gomme arabique sans laquelle les dmulsions ne sont pas 
assez stables. Mais, dtant donn6 les difficult6s qu'elle cause lots des mesures cindtiques, 
on l'61imine en grande partie par des lavages r6p6t6s avec une solution de d6soxycho- 
late. 2 g de triglyc6rides sont 6mulsifi~s ~ o ° durant 2 lois 30 sec dans 15 ml de gomme 
arabique ~ lO% au moyen d'un g6n6rateur ~t ultrasons Branson S 125 6quip6 d'une 
micropointe. On dilue l'6mulsion par son volume d'eau, on la centrifuge durant io rain 

500 × g e t  on remplace le liquide sous-jacent par le m~me volume de d6soxycholate 
4.15 mM. On lave 3 fois de la m6me fa~on et on dilue la cr~me finalement obtenue par 
un volume convenable de d6soxycholate 4.15 mM pour obtenir une 6mulsion de base 
que l 'on conserve jusqu'A son utilisation. 

Microdosage du calcium 
Le dosage 1°-12 est has6 sur la fluorescence que poss&de la calc6ine sous lumi&re 

ultraviolette ~ pH fortement basique en pr6sence de Ca ~+ et sur la disparition brusque 
de cette fluorescence au moment  oh la totalit6 de Ca 2+ est complex6 ~ l'aide, par exem- 
ple, d'une solution titr6e d 'EDTA. 
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RESULTATS 

Influence des ions calcium sur la vitesse de lipolyse en prdsence de sels biliaires 
L'addition de Ca ~+ dans une 6mulsion de triglyc6rides dans ]a gomme arabique 

ne provoque aucune variation de vitesse lors de l 'hydrolyse de ce substrat par la lipase 
pancr6atique. Nous montrerons en outre dans une publication ult@rieure que le Ca 2+ 
n'est pas n@cessaire ~ la manifestation de l'activit6 lipasique sur une @mulsion de tri- 
glyc6rides puts stabilis6e par une tr@s faible quantit@ de savons et en l'absence de sels 
biliaires. La Fig. 2 montre, par contre, l'influence consid6rable qu'exercent ces ions 
dans le cas off l'@mulsion est stabilis6e par le d6soxycholate. I1 est important de noter 
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Fig. 2. Variat ion de la vitesse en fonction de la concentrat ion de Ca 2+. Pour  chaque essai, 0. 3 ml. 
(8o mg de triglyc@rides) de 1Mmulsion stabilis~e par  le d@soxycholate (voir le chapitre pr@c@dent) 
est dilu@ A 4 ° m l  par  une solution contenant  du d6soxycholate, du NaC1 et 6ventuellement du 
CaCI~. Les concentrat ions finales de d6soxycholate et de NaC1 sont  4.15 mM et o.i M, respective- 
ment .  La concentrat ion de Ca ~+ varie de o.oo g 0.25 mM, la concentrat ion nulle 6tant  obtenue en 
complexant  les ions pr6sents  dans les r@actifs par  une quant i t6  6quivalente d 'EDTA.  Les 6mul- 
sions sont  amen@es ~ p H  9.o et 37 °. On ajoute chaque fois 4.5 unit6s lipase et on enregistre la 
vitesse de l 'hydrolyse au moyen d 'un  p H - s t a t  r6gM A p H  9.o. La  fl6che indique la vitesse mesur6e 
lorsque l'@mulsion est utilis@e telle quelle, sans addition de CaCI~ ou d 'EDTA.  

que les exp6riences ont @t6 r@alis6es en pr6sence d'une concentration d'interface 2 cons- 
tante. Les ordonn@es de la figure ne doivent donc pas @tre consid6r@es a priori comme 
des vitesses maximum en pr6sence de concentrations saturantes de substrat, mais 
comme les vitesses r@ellement mesur6es clans les conditions exp6rimentales choisies. 

La fl~che de la Fig. 2 indique la vitesse observ@e lorsque les r~actifs constituant 
l'@mulsion sont utilis6s directement sans ajout de complexant ou de Ca ~+. On voit que 
cette vitesse est ~ peu pr@s la moiti6 de celle obtenue en pr@sence de CaC12 0.25 mM. 
Toutefois, en d@pit des traitements de purification qui leur ont 6t6 appliqu@es, les 
composants de l'@mulsion renferment encore des traces de Ca ~+ d@celables par un dosage 
~t la calc@ine. Ce dosage, clans les conditions ou il est effectu@, est sp@cifique de Ca 2+. 
Seul Sr 2+ peut 6ventuellement interf@rer dans ces conditions op6ratoires 1°. En com- 
plexant ces ions par une quantit@ @quivalente d 'EDTA (rapport molaire I : I ) ,  on dimi- 
nue A nouveau la vitesse jusqu'~ la faire passer au-dessous de 5% de sa valeur normale. 
On peut donc dire que l 'hydrolyse des triglyc6rides par la lipase au sein d'une 6mulsion 
dans le d@soxycholate d@pend de fa~on absolue de la pr@sence de Ca 2+. 

R6le des ions calcium dans la fixation de la lipase sur les particules dmulsifides 
Les r@sultats pr@c@dents peuvent signifier que le Ca ~+ intervient au cours de la 
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fixation de la lipase ~ la surface de l'6mulsion ou au cours de l'une des 6tapes ult6rieures 
du processus catalytique. Pour en d6cider, l'adsorption de la lipase par l'6mulsion en 
pr6sence de concentrations variables de Ca 2+ a 6t6 6tudi6e par la technique de centrifu- 
gation d6j~t utilis6e dans notre pr6c6dente publication 2. Cette technique consiste 
centrifuger ~t 6000 × g durant IO min des 6mulsions contenant des quantit6s donn6es 
de lipase. La centrifugation fait monter ~t la surface les particules 6mulsifi6es qui en- 
trainent la fraction de l'enzyme qui est adsorb6e. Comme les 6mulsions ont 6t6 d6bar- 
rass6es au pr6alable de leurs particules les plus fines par des lavages r6p6t6s avec du 

T A B L E A U I  

ADSORPTION DE LA LIPASE SUR L']~.MULSION EN FONCTION DE LA CONCENTRATION EN Ca 2+ 

pH Concen- Nombre d'unit~s lipase d dsorption 
tration ( % ) 
Ca 2+ djoutdes ~ Retrouv~es 
(raM) l'3mulsion dans la phase 

aqueuse 

5.3 0.5 14.°  1. 9 86 
o.o* 14.2 2.1 85 
o.o* 14. 5 1. 3 9 ° 

7.5 0.5 8.8 1.8 80 
0.25 8.1 2. 3 72 
o.o lO.6 IO.I  5 

9.0 0.5 8.4 3.3 60 
0.25 7-4 4.5 39 
o.o 7.7 7 .2 7 

* L ' e x c 6 s  m o l a i r e  d ' E D T A  p a r  r a p p o r t  au  Ca ~+ es t  de 45 lois d a n s  le p r e m i e r  essai  e t  de  
8o lois d a n s  le second ,  

d6soxycholate (voir plus haut), les phases aqueuses sous-jacentes sont limpides. On y 
close l'activit6 restante et on en d6duit les quantit6s de lipase adsorb6e. Ces quantit6s 
sont indiqu6es dans le Tableau I en fonction du pH et de la concentration de Ca 2+, 
Pour les essais ~ pH 7:5 et 9.0, l'6mulsion (0.2 ml correspondant ~ 5 mg de triglyc6rides) 
pr6par6e sp6cialement en vue de la centrifugation est dilu6e avec 3.8 ml d 'un tampon 
Tris IO mM contenant du NaC1 o.I M et du d6soxycholate 4.15 mM. On ajoute CaCI 2 
ou EDTA afin d'ajuster la concentration de Ca ~+ k la valeur d6sir6e. Pour les essais 

pH 5.3, on dilue l'6mulsion avec un tampon ac6tate 12.5 mM contenant du NaC1 o.i 
M. Le d6soxycholate, qui est insoluble ~ pH acide, est remplac6 par une quantit6 
6quivalente de sels biliaires de boeuf. De plus, la faible affinit6 de I 'EDTA pour le Ca ~+ 

has p H e s t  compens6e en utilisant un exc6s de 45-80 lois par rapport A la quantit6 
calcul6e 1~. Dans chaque cas, la lipase est incub6e ~ o ° durant io min avec l'6mulsion 
avant d'etre centrifug6e 6galement ~ o °. 

Le Tableau I confirme en premier lieu une observation ant6rieure 2 selon laquelle 
la lipase s'adsorbe mieux sur les particules 6mulsifi6es de triglyc6rides ~ pH acide 
qu'~ pH neutre ou alcalin. Mais le fait le plus frappant est sans doute que, dans ces 
deux derniers domaines de pH oh la lipase est normalement active, le Ca ~+ j oue un rSle 
d6terminant lors de son adsorption. L'aclsorption de l'enzyme est en effet de 60-80% 
en pr6sence de Ca ~+ 50 mM. Elle tombe ~ 5-7% en l'absence de Ca 2+. I1 est doric d6s 
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maintenant fort probable que l'effet de Ca e+ sur la lipolyse d'6mulsions stabilis6es par 
le d6soxycholate est essentiellement dfl h leur influence favorable lors de l'6tape 
primaire d'adsorption. 

On notera qu'au contraire, l 'adsorption de la lipase £ pH acide ne semble pas 
d6pendre de la pr6sence ciu calcium. 

Etude cindtique des interactions de la lipase avec les ions calcium 
On a d6termin6 l'influence de Ca 2+ sur les param~tres cin6tiques Vet  Km de la 

r@action de lipolyse en faisant varier la concentration de ces ions entre des limites aussi 
larges que possible. Tousles autres facteurs susceptibles d'intervenir dans le processus 
catalytique, tels que la concentration en NaC1 et en d6soxycholate, la temp6rature et 
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Fig. 3. Influence de la concentrat ion en Ca 2+ sur les param~tres  cin6tiques V e t  Km de la r6action. 
Pour  chaque concentra t ion ell Ca 2+, les param6tres  V et Km sont  d@termin6s par  la technique de 
L ineweaver -Burk  en po r t an t  l ' inverse de la vitesse en fonction de l ' inverse de la concentrat ion 
d'interface. Cette concentrat ion est exprim6e ici en unit~s arbitraires correspondant  ~ des dilutions 
diff6rentes d 'une  m~me 6mulsion de base, ce qui explique l 'expression de Km elle aussi en unit6s 
arbitraires.  Dans  t o u s l e s  essais, les concentrat ions du d6soxycholate et de NaC1 sont  4.15 mM et 
o.i  M, respect ivement .  Le p H e s t  9.0 et la temp@rature 37 °. Les quant i t6s  de lipase sont  com- 
prises entre 4.5 et 6. 7 unit6s. Le volume tota l  est 4 ° ml. V e s t  la vitesse m a x i m u m  exprim6e en 
/,moles d'acides gras libdrds par  i unit6 lipase du ran t  I min. 

le pH ont 6t6 maintenus constants. Les r6sultats de l'6tude sont donn6s par la Fig. 3. 
La Fig. 3 montre que Ves t  ind6pendant de la concentration du calcium alors 

que Km est proportionnelle ~ l'inverse de sa valeur. Cette observation est compatible 
avec l'6tude qualitative pr6c6dente indiquant que le calcium intervient dans l'6tape 
primaire d'adsorption de l 'enzyme sur son substrat. Mais elle nous permet de pousser 
l'analyse un peu plus loin en indiquant que le calcium se fixe sur l 'enzyme et non sur 
le substrat. 

S'il en est bien ainsi, en effet, on peut 6crire: 

K 1 K ~  k 3 
E ~- EA .~ E A S - +  Produi t  
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off E, A e t  S sont, respectivement, l'enzyme, l 'activateur (dans ce cas, le calcium) et 
le substrat. K i et K s sont des constantes d'6quilibre, k s est la constante de vitesse 
de la derni~re 6tape. La vitesse (v) de la r6action est alors donn6e par l'6quation: 

k3[Eo] [SJ 
72 = 

r + K~[A] 
- -  + I s ]  

K1K2[A  ] 

ot~ E o est la quantit~ totale d'enzyme et les grandeurs entre crochets correspondent 
k des concentrations (molaires pour l 'activateur et l'enzyme, en surface par unit~ de 
volume pour le substrat insoluble). 

En assimilant l%quation pr~c~dente ~ une ~quation de Michaelis, il vient: 

V = ka[Eo] 

r + KI[A ] I I I 
K m  -- X - - -  + -  

K~K,,  [A] K , K ~  [A] K 2 

L'hypoth~se est donc conforme aux faits exp~rimentaux. Si le calcium se fixe sur la 
lipase pour donner un complexe lipase-calcium, V dolt effectivement ~tre ind6pen- 
dant de la concentration de l 'activateur et Km varier comme l'inverse de cette 
concentration. 

DISCUSSION 

Le cas des 6mulsions des triglyc6rides dans le d6soxycholate parait ~t premiere 
vue 8tre un cas particulier puisqu'on peut pr6parer des 6mulsions stables A l'aide de 
nombreux autres 6mulsifiants. Toutefois, les sels biliaires sont pr6sents dans l'intestin 
en m6me temps que les triglyc6rides d'origine alimentaire et ils sont consid6r~s souvent 
comme les 6mulsifiants "naturels" de ces triglyc6rides. On doit donc s'attendre k ce 
qu'une partie au moins des r6sultats expos6s ci-dessus soient applicables dans les 
conditions de la lipolyse in vivo. 

Nos connaissance sur le rSle de Ca 2+ sur le ph6nom&ne de lipolyse sont encore 
fragmentaires. Lorsqu'ils sont utilis6s en tr~s grosses quantit6s, ces ions permettent 

la lipolyse in vitro de progresser jusqu'au stade des monoglyc~rides 14. En outre, ils 
paraissent am61iorer la stabilit6 de la mol6cule de lipase /~ l'6gard de l'inactivation 
thermique 13. Le m6rite de l'6tude pr6c6dente est de d6montrer pour la premiere lois 
que la lipase fixe Ca 2+ et que cette fixation pr6alable est indispensable pour que Fen- 
zyme puisse s'adsorber aux particules 6mulsifi6es de triglyc6rides dans le cas particu- 
lier off ces particules sont stabilis6es par des sels biliaires. 

On salt qu'il est possible d'exprimer num6riquement le Km de la r6action de 
lipolyse en milieu h6t6rog6ne d6s que l'on a d6termin6 l'aire de l'interface de l'6mul- 
sion au moyen, par exemple, d 'un compteur 61ectronique Coulter 2. L'op6ration, r6ali- 
s6e dans un volume de 4 ° ml ~ pH 9.0 et 37 ° en pr6sence de d6soxycholate 4.15 mM, 
NaC1 o.I Met  CaC1 s 0.3 mM avec 5 unit6s de lipase pour des concentrations d'inter- 
face allant de 0.025 A o.41 mS/l, fournit une valeur de Kra 6gale ~ o.25~o.o3 mS/1. 
Si la lipase 6tait satur6e en calcium, Km serait 6gal ~t I/K 2 et sa valeur serait 0.2 mS/l. 
SCHONHEYDER ET VOLQVARTZ 15 ont d6termin6 le Km de la r6action de lipolyse de la 
tricaproine dans des conditions off la concentration de Ca s+ (8 mM) est probablement 
saturante. Le syst~me utilis6 par ces auteurs ne cliff, re pas essentiellement du n6tre 
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puisqu'il comporte du NaC! o.I M et du tauroeholate o.I mM. La valeur de Km trou- 
v6e ~ pH 7.5 et tt 3 °0 est 0.05 m2/1. On serait donc tent6 de conclure que le Kra de la 
lipase diminue d'environ 5 lois lorsque la longueur des chalnes du substrat  triglyc6ri- 
que passe de 18 tt 6 carbones. La valeur relative ~ la tricaproine risque cependant de 
comporter une large marge d'incertitude ca r  SCHONHEYDER ET VOLQVARTZ ont estim6 
l 'interface de leurs 6mulsions par des observations au microscope optique. Cette tech- 
nique n'est certainement pas aussi pr6cise que le comptage 61ectronique qui permet 
~t la lois d'abaisser le diam~tre minimum des particules observables, d'op6rer sur un 
nombre de particules de IO tt ioo lois sup6rieur et d 'augmenter  ~ volont6 le hombre 
des mesures relatives t~ une m~me 6mulsion. 

La d6termination de Km permet en outre de calculer K 1 et K stt l 'aide des don- 
n6es cin6tiques pr6c6dentes: 

K 1 = 1.2- lO 4 (moles/I)  -1 

K s  = 5 (m~/1) -1 

K 1 est la constante d'affinit6 de la lipase pour le calcium dans les conditions opdra- 
toires utilis6es. On voit qu'elle est relativement faible, ce qui explique pourquoi 
I 'EDTA complexe aussi facilement le calcium en pr6sence de lipase. C'est aussi sans 
doute une des raisons pour lesquelles l 'enzyme ne s'adsorbe jamais compl6tement sur 
les particules 6mulsifi6es, mSme lorsque l 'interface et la concentration du calcium sont 
en large exc&s. 

La constante K1 peut d'ailleurs 8tre calcul~e tt partir  des donn6es du Tableau I, 
en faisant uniquement appel ~ des consid6rations d'adsorption. I1 suffit en effet d 'ad- 
mettre  que la quantit6 de lipase adsorb6e correspond au nombre de mol6cules du com- 
plexe lipase-calcium (EA). Pour une adsorption de 5o%, on peut alors 6crire ~E] ---- 
[EA~ et l '6quation K 1 ~ ~EAJ/~E 1 ~A 1 devient K 1 -- I/~AJ. Or, en se rapportant  au 
Tableau I, on trouve que la lipase est adsorb6e t~ 50% pour une concentration en cal- 
cium de 0.3" lO -4 M k pH 9 et de i .o.  io - i  M ~ pH 7.5. Etant  donn6 les incertitudes des 
expdriences du Tableau I e t  leur nombre limit6, on peut dire que l'accord entre les 
deux dvaluations de K 1 est tr~s satisfaisant. 

Le nombre d'ions calcium fix6s par une mol6cule de lipase ne peut encore ~tre pr6- 
cis6. Le fait de savoir pourquoi le complexe lipase-calcium est capable de s 'adsorber aux 
interfaces triglyc6rides-eau, alors que la lipase seule en est incapable en pr6sence de 
sels biliaires, m6riterait aussi d 'etre 6tudi~. Une hypoth~se est que les charges n6ga- 
tives port6es par les carboxyles ionis6s des mol6cules de sels biliaires empSchent 
pH 9.0 ou 7-5 l 'approche de la mol6cule de lipase dont le point iso61ectrique est 5.2 et 
qui poss~de par consdquent elle-mSme une charge n6gative dans cette r6gion de pH. 
Le Ca 2+ contrebalance peut-Stre les r6pulsions 61ectrostatiques et cr6e des points 
d 'ancrage pour la lipase comme on l 'a sugg6r6 par exemple dans le cas de la phospho- 
lipase A du venin de serpenO e. Cette hypoth~se, dont la validit6 reste t~ d6montrer, 
est en tout cas compatible avec le fait que le calcium n'est  pas indispensable/t pH 5.3 
off la lipase est iso61ectrique ~7 et les carboxyles de l 'interface ne sont pas ionis6s ~s. 

RI~SUM]~ 

La lipase pancr6atique de porc n'est pas active en l 'absence de Ca 2+ sur les 
dmulsions de triglyc6rides ~ longues chaines stabilis6es par du d6soxycholate. 
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La quantit6 de lipase fix6e & l'interface des particules 6mulsifi6es peut ~tre 
d6termin6e en mesurant l'activit6 restant dans la phase aqueuse des 6mulsions apr~s 
centrifugation de celles-ci. I1 peut ~tre ainsi montr6 que le calcium est n6cessaire en 
pr6sence de sels biliaires pour la fixation de la lipase & l'interface triglyc6rides-eau 
dans le domaine des pH alcalins off l 'enzyme est normalement actif. 

Une 6tude cin6tique indique que le Km de la r6action de lipolyse est inversement 
proportionnel ~ la concentration du calcium alors que V reste constant. Par cons6- 
quent, le calcium est fix6 par la lipase plut6t que par le substrat. Le Km de la r6action 
~t pH 9.0 et 37 ° en pr6sence de Ca ~+ 0.3 mM est o.252Eo.o3 m2/1. Dans les m~mes condi- 
tions, la constante d'association du calcium pour la lipase est 1.2. IO a (moles/i) -1 et 
la constante d'association du complexe lipase-calcium pour le substrat 6mulsifi6 
est 5.0 (m~/1) -1. 

n est possible que le r61e du calcium soit de compenser la r6pulsion 61ectro- 
statique qui dolt exister entre la lipase charg6e n6gativement ~ pH 9.0 et les carboxy- 
les ionis6s des sels biliaires se trouvant ~ l'interface des particules 6mulsifi6es. 
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