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209. Estdrases I. 
Dosage d’activitb de la lipase de pancreas de pore 

par R. A. Boissonnas. 
(30 VII 48) 

Les esterases sont des enzymes catalysant la reaction : 
R.COOR’+H,O R.COOH+R.OH 

oh I’acide et l’alcool peuvent &re mono- ou polyvalents, substitues ou 
non. 

Les esterases sont trks repandues dans les organismes vegetaux 
et animaux. Cependant aucune esterase n’a encore BtB isolt5e B l’etat 
pur. Leur spdcificite est faible: elles ne se distinguent entre elles que 
par les vitesses relatives auxquelles elles hydrolysent differents 
substrats. D’autre part, il semble que la plupart des organes con- 
tiennent plusieurs esterases diffdrentes. 

L’on ddsigne conventionnellement sous le nom d’estdrases 
simples les esterases qui scindent de prdft5rence les esters d’acides gras 
infkrieurs, et sous le nom de lipases les esterases qui scindent de pr6- 
ference les esters d’acides gras superieurs. 

Le dosage d’activite de la lipase de pancreas de porc a deja 
donne lieu a de nombreux travaux qui se distinguent par les substrats 
utilisds et par les methodes employees pour le dosage de l’acide libere. 

Les esters methyliques, Bthyliques, benzyliques ou glyceriques 
des acides gras superieurs (Clo Q CIS) sont par dt5finition des substrats 
specifiques des lipases. Malheureusement la tr&s faible solubilitd de 
ces substrats oblige a travailler en milieu h6terogbne. La vitesse de 
reaction depend done de la surface des particules en suspension, 
c’est-&-dire du degre de dispersion,). Celui-ci &ant influence par tous 
lcs corps agissant sup la tension superficielle qui se trouvent dans le 
melange a doser, il est tr&s difficile d’obtenir des mesures d’activite 
concordantes2). Ainsi beaucoup de corps d6crits dans la littdrature 
comme activateurs ou inhibiteurs des lipases n’agissent probablement 
que sur la tension superficielle. 

La plus grande solubilitd des esters methyliques, ethyliques ou 
glyceriques des acides grss inferieurs ( C ,  h C,) permet de travailler 

l) F. Schmheyder et K. Volqvartz, Acta physiol. Scand. 9, 57 (1945). 
2, B. Umschweif, Bioch. Z. 249, 75 (1932); K. G. Falk, J. Biol. Chem. 96, 53 (1932); 

D. Click et C .  G. King, J. Biol. Chem. 94, 497 (1931-32); 97, 675 (1932). 
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en milieu homoghe. Mais c’est alors la specificit6 du substrat qui 
laisse a desirerl). 

L’emploi du Tween 20 comme substrat par Archibald et Ortix2) 
fut done un progrbs considerable. Le Tween 20 est un produit com- 
mercia13) constitue sphialement de monolaurate de poly-hydroxy- 
BthylBne-sorbitane. I1 est miscible l’eau et permet done de travailler 
en milieu homogbne. I1 constitue en outre un substrat specifique des 
lipases. 

H.C.(0.CH,.CH2),.0H 

HO-(CH,CH,-O),C .H 

H .C .( 0 CH, CH,), .OH 

H,&-o-c~ .(cH,),,-cH, 
Tween 20 

Le dosa,ge de l’acide libere par action de l’enzyme sur le substrat 
a B t B  effectue par diffkrentes methodes: 

La methode alcali-acidime%rique & p ,  vayiable consiste Q faire 
agir l’enzyme eur le substrat et Q titrer ensuite a un pH donne l’acide 
libdr6. La difference avec un blanc sans enzyme permet d’exprimer 
l’activite de la lipase. La methode est done simple. 

Cependant, il importe de travailler au voisinage du pH d’activite! 
maximum et de tamponner le milieu afin qxe la variation du pH au 
cours de la reaction modifie le moins possible l’activit6 de l’enzyme. 
Les auteurs appliquant cette methode utilisent des substrats ayant 
des pH d’activite maximum au voisinage de 8 en presence de tampon 
CINH,-NH,OH ou glycocolle-NaOH. Le point final du titrage 
doit done &re supdrieur ou inf6rieur Q la zone d’effet de ces tampons, 
soit aux environs de 9,5,) ou de 6,55). Or un acide faible ne peut &re 
titre avec precision qu’au pH 8. Par conskquent, cette m6thode ne 
permet pas un dosage d’activitd sensible et precis dans ces conditions. 

l) H .  Sobotka et D .  Glick, J. Biol. Chem. 105, 199 (1934). 
,) R. M .  Archibald et P. Ortiz, J. Biol. Chem. 165, 443 (1946). Les Tweens ont B t B  

introduits par G.Gomori (Proc. Soc. exp. Biol. Med. 58, 362 (1945)) pour la recherche 
qualitative do la lipase dans les coupes de tissus. 

3, Atlas Powder C o m p n y ,  Wilmington 99, Delaware. 
4, R. Willstutter, E .  Waldschmidt-Leitz et F.  Memmen, Z. physiol. Ch. I25,93 (1923); 

H .  Sobotka et D. Click, J. Biol. Chem. 105,199 (1934); L. Vogel et P .  Laeverenz, Z. physiol. 
Ch. 234,176 (1935); 8. S. Weinstein et A.  M .  Wynne, J. Biol. Chem. 112, 641 (1935-36); 
A .  K .  Balls, M .  B. Matkzk et I .  W .  Tucker, J. Biol. Chem. 122, 125 (1937-38); A .  K .  
Balls et M .  B. Matluk, J. Biol. Chem. 123, 679 (1938); 125, 539 (1938). 

5, R. Willstutter et F .  Memmen, Z. physiol. Ch. 133, 229 (1924); D .  Click, Z. physiol. 
Ch. 223, 252 (1934). 
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La rnetthode ~ Z c a l ~ - ~ c ~ d ~ r n ~ ~ r ~ ~ u e  & p ,  constant1) eonsiste B maintenir 
au mkme pH la solution faiblement tamponn6e par adjonction continue 
d’alcali pendant, la &action. L’activitk de la lipase est mesurde par la 
quantitd d’alcali qu’il a fallu ajouter en un temps donne. La methode 
se prBte done a des Btudes sur l’activit6 en fonction du pH. Cependant, 
elle exige l’entibre attention de l’expdrimentateur pendant plusieurs 
dizaines de minutes et est done inemployable pour des dosages 
rapides, en sBrie. 

Une variante utiliske par Archibald et or ti^^) avec le Tween 20 
comme substrat, eonsiste B travailler avec un fort excbs de tampon et 
k extraire ensuite l’acide gras libBrB par l’enzyme. Mais les manipulations 
sont alors trop compliqukes et ne permettent pas un dosage rapide. 

La me‘thode stalagm~nktrique~) (dropping count method) est basbe sur la variation 
de la tension superficielle provoquee par action de l’enzyme sup la tributyrine. La tension 
superficielle est mesuree par stalagmom6trie : la difference entre le nombre de gouttes 
d’une solution de tributyrine contenant l’enzyme et s’6coulant d’une pipette, au temps 
zero, e t  aprBs un temps donne, exprime l’activit6 de l’enzyme. Cette mkthode est mal- 
heureusement peu precise car la vitesse d’6coulement ainsi que tous les corps agissant 
sur la tension superficielle ont une influence sur le dosage. 

La me‘thode mnnomktrique4) consiste a mesurer le CO, qui  se d6gage d’un tampon 
8. l’hydrogknocarbonate sous l’action de l’acide libere par I’enzyme. Mais la methode 
prksente l’incondnient de la complication experimentale inherente aux mesures mano- 
metriques. 

La me‘thode dilatome‘trique5) baske sur la variation de volume de la solution au cou& 
de la reaction enzyniatique ne presente qu’un inter6t thhorique. 

La mithode ne‘philomitriqueG) qui‘consiste 8. mesurer, au cours de la reaction enzy- 
matique, la diminution du trouble produit par une suspension de tributyrine ou de tri- 
olgine, est trop imprecise par suite de l’instabilitb de ces suspensions. 

Une me‘thode c~lorimktrique~) pour le dosage de l’esterase du serum consiste L mesurer 
l’intensith de la coloration produite par le p-nitrophhnol libere par action de l’enzyme 
su r  les propionate, butyrate ou valerianate de p-nitrophinyle. Mdheureusement ces 
substrats sont trBs instables. 

Entreprenant une Btude de la lipase de pancreas de pore, nous 
ddsirions une mBthode de dosage d’activitd a la fois rapide, sensible et 

l) E. Knuffl-Lmz, Arch. Exp. Path. (D) 97, 242 (1923); P. Rona et R. Ammon, 
Bioch. Z. 181, 49 (1927); 249, 446 (1932); H .  Kraut, H .  Weischer et  R. Hiigel, Bioch. Z. 
316, 96 (1943); F.  Schmheyder ct K .  Volqvartz, Acta physiol. Scand. 7, 376 (1944); 10,62 
(1945); Eniymol. I I, 178 (1944); K.  Bullok, Quart. J. Pharm. Pharmacol. 18, 234 (1945); 
cf. en outre A. K.  Bulls, M .  B. Matlak et I .  W .  Tucker, J. Biol. Chem. 122, 125 (1937- 
38); 9. K .  Balls et  M .  B. Matlak, J. Biol. Chem. 123, 679 (1938); 125, 539 (1938). 

~- 

2, R. M .  Archibald et P. Ortiz, J. Biol. Chem. 165, 443 (1946). 
3, R. Willstatter et F .  Memmen, Z. physiol. Ch. 129, 1 (1923); N .  Wwendsky et 

P. J .  Dobrowitzky, Bioch. Z. 188, 448 (1927); B. J .  Krigsmann, Natuurw. Tijdsch. (Nd), 
10, 137 (1928); E. Bumman et  P. Laeverenz, Z. physiol. Ch. 223, 1 (1934). 

4, 0. Warburg, P. Ronact A.  Lasnitzky, Bioch. Z. 152,504 (1924); D. R. P. Murray, 
Biochem. J. 23, 292 (1929). 

5,  P. Rona et R. Ammon, Bioch. Z. 249, 446 (1932); R. Ammon et K.  Bartscht. 
Bioch. Z. 268, 331 (1933-34). 

‘3) P. Rona et  H .  Kleinmann, Bioch. Z. 174, 18 (1926); E .  Herzfeld, Mikroch. 15, 
227 (1934). 

’) Ch. Huggins et  J .  Lapides, J. Biol. Chem. 170, 467 (1947). 
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pr6cise. Or, comme nous venons de le montrer, aucune des methodes 
dkcrites dam la litterature ne repond simultanement ces trois 
conditions. 

Nous avons done mis au point une nouvelle m6thode alcali- 
acidim6trique B pH variable, utilisant le Tween 20 comme substrat. 
Celui-ci offre plusieurs avantages : d’une part il permet de travailler 
avec un substrat specifique des lipases en milieu homogkne ce qui 
6limine l’action perturbatrice de tous les corps agissant sur la tension 
superficielle; d’autre part le pH d’activit6 maximum de l’enzyme sur 
le Tween 20 est de 6,s. Ce pH est done suffisamment 6loign8 du pH de 
8’3 o h  se trouve le point de virage le plus favorable au titrage precis 
de l’acide laurique, pour permettre d’effectuer la r6action enzyma- 
tique en milieu tamponn6, et de sortir de la zone d’effet du tampon 
pour effectuer le titrage. Nous avons choisi comme tampon l’ac6tate 
de sodium dont le pouvoir tampon est nu1 au pE 8’3, mais va en aug- 
mentant rapidement lorsque le pH descend (fig. 1). 

6)3 0 I 2 
&OH 002-n. 

Fig. 1. 
Variation d u  pH en fonction de la quantitk d’acide laurique libkrk. 

La quantit86 d’acide laurique est exprimbe en equivalent de om3 NaOH 0,02-n. 
A pH au  virage 
B pH au debut de la reaction enzymatique 
C pH B la fin de la reaction enzymatique 

a blanc 
b essai 
c quantite d’acide laurique libere par l’enzyme. 

Le pH du m6lange tampon-substrat s’ktablit de lui-m6me aux 
environs de 7 (fig. 1, point B), la vitesse d’hydrolyse spontanee du 
substrat &ant minimum a ce pH. La reaction enzymatique commence 
done au pH 7. X i  1’011 choisit un temps et une concentration d’enzyme 
tels que le pH final ne soit pas inf6rieur h 6,6 (fig. 1, point C ) ,  la r6ac- 
tion enzymatique se d6roule suffisamment pr&s du pH d’activit6 maxi- 
mum1) pour qu’il y ait proportionnalitd directe entre la concentration 
d’enzyme et la quantit6 d’acide lib&& Aprks 10 minutes, on titre par 

l) R. M .  Archibald et P. Ortiz, J. Biol. Chem. 165, 443 (1946). 
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NaOH 0,02-n. en presence de rouge de phknol (pH 8,3 ; fig. 1, point A). 
La diffhrence avec un blanc sans enzyme donne 1s quantit6 d’acidclibhre. 

Nous choisissons eomme unit4 d’activitd (UA) l’activite d’une 
quantite d’enzyme qui libererait 1’6quivalent de 0 , O l  em3 NaOH 
0,02-n. en 10 minutes dans nos conditions de dosage. 

Cette methode permet d’effectuer un dosage en 11 minutes, 
et cinq dosages en 19  minutes avec une prBciRion de 4 2% en utili- 
sant des quantitks de lipase correspondant 5 mgr. de poudre seehe 
de pancreas de porc. 

Au triple point de vue de la rapidit6, de la precision et de la 
sensiblit6, cette nouvelle m4thode offre donc de rkels avantages sur 
les mhthodes de dosage de la lipase decrites jusqu’ici. 

Nous exprimons notre vive reconnaissance au Prof. Kurt H .  Meyer pour ses prkcieux 
conscils et son intit&. 

Ce travail a 6t,k exkcut6 grLce une bourse de la Fondation pour des recherches scienti- 
fiques dans le domaine de la chimie que nous remercions chaleureusement pour son appui. 

I< Zmm 

Fig. 2. 

Partie  exphimenta le .  
A ppareillage. 

Thermostat B 20O f 0,2O. 
Eprouvettes de 110 x 28 mm. 
Bombe d’azote. L’azote commercial ktant exempt 

de CO, n’a pas besoin d’ktre lavk. 
Burette B remplissage automatique de 2 cm3, gra- 

duke en centikmes de 01113, contenant NaOH 0,02-n. Le 
bec de la burette (a) est prolong6 par un tube (d) de 
verre Bpais 6tir6 ayant 0,2 mm. de diamhtre intkrieur 
B la base. Ce tube est fix6 verre contre verre au  bee 
de la burette par un cautchouc (b). Ce dispositif est 
moins d6licat qu’un bee 6tir6 en une seule piBce et  
n’affecte pas la prkcision des mesures. Les 2 om3 de 
NaOH 0,02-11. doivent pouvoir s’6couler en 10 secon- 
des. Un bouchon de caoutchouc (c) est traversi: par 
ce tube (d) ainsi que par un autre tube (e) ayant 1 mm. 
de diamhtre interne B la base, Ce second tube sert B 
faire barboter l’azote assurant I’agitation et l’absence 
de CO,. L’kprouvette (b) contenant Ia solution L doser 
est fix6e par une pince (g) de fapon ?L pIaquer contre 
la base du bourhon de caoutchouc (c). 

Rkactifs. 
A) Acetate de Ra 0,2-n. 
B) Tween 20‘). 
C) Solution aqueuse de rouge de phknyle (ph6nolsul- 

fonephtalkine) B 0,0270. 
D) Eau distillke ( ~ € 1  6-7), exempte de traces de m6- 

taux lourds. 
E) NaOH 0,02-n. 
F) Alcool d6cylique. 

1) Atlas Powder Company, Wilmington, Delaware, 
USA., livr6 par Walter Moesch & Go., Zurich. 
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Substrat. On melange dans un cylindre gradue de 250 em3 : 100 om3 de A, 50 em3 
de B, 10 em3 de C et  90 om3 de D. Le melange est place dans une bouteille situee dans 
un thermostat b 200. I1 se conserve facilement une semaine b cette temperature. 5 em3 
ont une valcur A blanc de 0,30 cm3 de NaOH 0,02-n. aussit6t aprhs preparation ( p ~  7 ,2 ) ,  
de 0,45 em3 aprPs une semaino (PH 7 , l )  et  de 0,65 em3 aprhs trois semaines (PH 7 , O ) .  

Dosage. 
1 0  BZunc du substrat: 5 cm3 de substrat additionnes de 1 goutte d’alcool decylique 

sont placks dans une eprouvette e t  titr6s en courant d’azote par NaOH 0,02-11. jusqu’a 
ce que la teintr, jaune au dBbut, passe du rose au rouge violace (PH 8,3). Uu melange de 
rouge phenol et de methylorange dans un tampon au carbonate de p~ 9,5 permet d’obtenir 
un temoin de coloration stable. I1 suffit d‘effectuer un blanc de substrat toutes les 6 heures. 

2 0  Rlane d’enzyme: 1 em3 de la solution d’enzyme a doser (diluee si necessaire), 
environ 5 em3 d‘eau (D), 1 goutte d‘alcool decylique (F) et  deux gouttes d’indicateur (C) 
sont places dans une Bprouvette e t  titr6s de m6me. (Si la valeur trouv6e n’est pas iufhrieure b 
0 , l O  03113 de NaOH 0,02-n., l’enzyme est dilue par une solution legbrement acide ou alcaline.) 

30 Essai: 1 em3 de la meme solution d’enzyme que ci-dessus et  5 em3 de substrat 
sont places dans une eprouvette qui est aussitBt bouch6e et  mise dans le thermostat 
b 20°. Aprhs 9 minutes 1’6prouvettc est sortie du thermostat; on ajoute 1 goutte d’alcool 
decylique, pnis Litre comme ei-dessus de fapon B obtenir le virage B la lOhme minute + 
5 secondes. La quantite de soude trouvBe, moins la somme des deux blancs donne l’acti- 
vith de l’enzyme. Un em3 de NaOH 0,02-n. correspond b 100 unit& d‘activit6. Pour une 
consommation de soude inferieure B 3 em3, il y a proportionnalitB directe entre la quantite 
de soude et la concentration d’enzyme. 

Pour un dosage en skrie, on fait partir les essais aux minutes 0, 2, 4, 6 et 8 et on 
effectue les blancs d‘enzyme dans les intervalles. On peut ainsi effectuer 5 dosages en 
19 minutes. 

La precision est de + 2% pour une consommation de soude de I em3. 

Influence de corps &rangers sur le dosage. 
La pr6sence des corps suivants dam la solution d‘enzyme a doser n’a pas d’influence 

perceptible sur l’activit6 de l’enzyme dans les conditions du dosage : methanol, Bthanol, 
acetone, dioxane, ClNa, SO,Mg, SO,Na,. Les concentrations maximum essayees ont 
At6 de 10% en poids. 

La presence d’alcool decylique n’a aucun effet inhibiteur. Les auteurs1) qui attri- 
buaient un effet inhibiteur aux alcools superieurs faisaient leur dosage d’activiti: en milieu 
h6tkrogbne. Les alcools superieurs ne faisaient done que g h e r  1’6mulsion des substrats. 

Si la solution d’enzyme b doser contient des quantites apprbciables d’ions NH,f 
(0,l B 0,3-m.), il est impossible dobtenir un virage net avec le rouge de phenol ( p ~  8,3). 
I1 convient dans ce cas de prendre comme indicateur soit l’alizarine (passage de la teinte 
du rose au rouge violac6) soit le pourpre de bromocrksol (passage de la teinte du rouge 
au violet e t  de la. fluorescence du vert au bleuj. Le virage est ainsi au p~ 7,3. La pr6cision 
est alors legkrenient reduite et est de 4% pour une consommation de soude de 1 em3. 

RI~SUMI~, .  
Une nouvelle mhthode alcali-acidimgtrique pour le dosage 

d’activit6 de la lipase de pancrhas de pore est d6crite. La m6thode est 
sensible, precise et rapide, et utilise le Tween 20 (laurate de poly- 
hydroxy6thylkne-sorbitane) eomme substrat. 

Laboratoires de Chimie organique et inorganique 
de 1’Universith de GenBve. 

I) D. Click et C.G. King, J. Biol. Chem. 94, 497 (1931-32). 




