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210. Esterases I1 l). 

Purification partielle de la lipase de pancreas de pore 
par R. A. Boissonnas. 

(30 VII 48) 

Alors que plusieurs enzymes ou zymogknes pancrkatiques ont 
dAjh B t B  obtenus 8 1’8tat pur et cristallin (trypsine, trypsinogbne, 
chymotrypsine, chymotrypsinoghe, carboxypeptidase, ribonuclease, 
d&soxyribonucli:ase, a-amylase), la purification de la lipase de pan- 
creas n’a BtC? que peu Btudiee. 

Willstatter et Waldschmidt-Leitx2) expriment l’activit6 de leur 
produit, enrichi au moyen d’absorptions fractionnhes, par rapport au 
poids see ap rh  dialyse. Or nous savons actuellement que cette manibre 
de proceder conduit a des resultats tout h fait erron6s3). 

Glick et King3) effectuent des precipitations salines, mais ils 
ne tiennent pas compte de l’effet activateur de certains sels dans leur 
m6thode de dosage. 

Bamann et Laeverenz4) ont annonce avoir obtenu des cristaux 
k activite lipatique h partir d’un extrait brut de pancreas. L’expe- 
rience n’a jama,is 6tB reproduite par ces auteurs. I1 s’agit probable- 
ment de l’occlusion de lipase dans les cristaux d’une autre substance. 

D’autre part les m6thodes employees jusqu’ici pour l’extraction 
de la g l a n ~ I e ~ - ~ )  produisent une forte desactivation de la lipase. 

Nous avons done repris le problbme dks le d6but et ktudie tout 
d’abord les conditions d’extraction les plus favorables en variant le 
temps, la temperature, le pH, la nature et la concentration des sels, 
ainsi que la vitesse d’agitation. Nous sommes parti de la poudre 
sbche de pancreas de pore6), le pore &ant l’animal dont le pancreas 
est le plus riche en lipase’). Le dosage d’activite a 6t6 effectu6 avec 
le Tween 20 comme substrat selon le procede decrit pr6c6demment8). 
La richesse est exprim6e en unites d’activit6 Tween par mgr. d’azote 
Kjeldahl. Pour des dosages rapides d’orientation sur la concentration 
en protPlines, nous nous sommes servi de la mesure de l’absorption 

l) Estkrases I. R. A.  Boissonnas, Helv. 31, 1571 (1948). 
2, R. Willstutter et E. Waldschmidt-Leifz, Z. physiol. Ch. 125, 132 (1923). 
3, D. Click et C.  G. King, Am. SOC. 55,  2445 (1933). 
4, E. Bumnn et P. Laeverenz, Z. physiol. Ch. 223, 19 (1934). 
5 ,  E. Bamunn et Ch. Feichtner, Bioch. Z. 288, 295 (1936). 
6 )  Kurt H .  Heyer, Ed. H .  Fischer et P. Rernfeld, Helv. 30, 75 (1947). 
7) 0. Koref et M .  Munoz, Rev. med. y alimentation (Santiago) 5, 298 (1942-43). 

8) R. A.  Boissonnus, Helv. 31, 1571 (1948). 
Chem. Abstr. 1945 316/5. 
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lumineuse a 2600 A avec le spectrophotomktre de quartz DU dc 
Beckmann. 

L’extraction a la glycerine complique la purification ulterieure. 
L’extraction a une temperature superieure 8 5 O  ou & un pH superieur 
B 6,5 provoque la destruction d’unc partic dc la lipase. Lo pH de 5,s 
prdsente le compromis le plus favorable entre la stabilite de l’extrait 
(maximum pH 5 )  et la solubilit6 de l’enzyme (minimum a pH 4,5). 
C’est en outre le pH ou l’extrait se tamponne de hi-meme, ce qui 
Bvite l’emploi de tampons salins. 

Le sulfate de magnesium 0’1-m. donne le compromis le plus 
favorable entre le pouvoir solubilisant vis-&-vis de la lipase (force 
ionique), et la concentration en sels compatible avec les proc6dhs 
de purification. 

Nous ayons ensuite Btudie la purification de l’extrait brut. 
Les methodes essayees ont B t B  les precipitations par des solvants 

organiques (acetone, methanol, ethanol, dioxane) et par des sels 
(sulfates de magnesium, de sodium, d’ammonium, chlorure de sodium), 
ainsi que les precipitations l’acide picrique et les precipitations par 
abaissement de la force ionique (dilution). 

Nous avons finalement mis au point une methode de purification 
partielle dont le schema est donne dans le tableau I. Elle consiste en 
une precipitation acBtonique, suivie d’une solubilisation fractionnee 
du precipite. La solution obtenue est precipitke par dilution frac- 
tionnee au point isodlectrique. On obtient ainsi un enrichissement de 
17,2 fois avec un rendement de 21,5 yo, calcules tous deux par rapport 
a l’extrait au sulfate de magnesium 0’1-m. 

Le produit final ainsi obtenu est trbs sensible a 1’618vation de 
temperature et a des variations brusques de pH. Soumis a l’electro- 
phorbse, il a montrk qu’il contenait au moins 8 proteines differentes 
dont la plus importante represente moins des 20 yo du total. I1 faudrait 
done encore un enrichissement d’au moins cinq fois pour obtenir de la 
lipase pure, c’est-8-dire un enrichissement d’au moins 86 fois par 
rapport 6, l’extrait brut. I1 en resulte que la teneur en lipase du pan- 
creas de pore est nettement inferieure sa teneur en a-amylase ou 
en trypsine. D’autre part, la purification ulterieure du melange 
d’euglobulinesl) contenant la lipase est difficile a effectuer avec des 
rendements satisfaisants par suite de la tendance a la coprecipitation 
de ces euglobulines. 

Afin de diminuer la proportion de proteines dtrangbres, il serait 
done prBfBrable de partir non pas de la glaiide tot,ale, mais de jus de 
pancrBas fist,ul6 sur l’animal vivant. 

l) Nous entendons par euglobulines les prothines dont la solubilit6 est fortement 
diminube par dilution de leurs solutions salines au point iso6lectrique; cf. J. T. Edsall, 
Advances in Protein Chemistry 111, p. 429. 
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Tableau I. 
Schkma de la purification 
Pancreas de porc degraisse 
Extrait par S0,Mg 0,l-m. 

I 

1579 

Extrait brut . . . . . Liqueur Culot 

+ eau 
1 4 pH := 4,5 p = 0,14 35% acetone 1 
V 

Stade I . . Liqueur Culot 1 +H,O 

I 

Y 
pH = 4,9 ,u = 0,02 5% acetone 1 

Stade I1 . . . . . Liqueur Culot 

+ eau 

+ acide acbtique 
$. So&g 

StadeIII  . . . .  

I , pH = 4,4 p = 0,2 0,5% acetone 1 
Y Y 

Liqueur Culot 

1 pH = 4,6 p = 0,l 
Y Y 

Stade IV . . . . . Liqueur Culot 

j +He0 1 + acide acetique 

Stade V . . Liqueur Culot 

Nous avons en outre 6tudi6 un autre problbme, qui est celui 
de la prdsence de plusieurs estdrases dans le pancrdas de porc. On 
peut en effet se demander si, B c6tB de la cholinest6rase, de la cholest6rol- 
estdrase, des 16cithinases et de la lipase, il n’existe pas encore une 
autre est6rase. 
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Tableau 11. 

Enrichissement 
par rapport 

Stade 

Extrait brut 
I (culot) . . 
I1 (culot). . 
I11 (liqueur) 
IV (liqueur) 
v (culot) . . 

Rendement 
par rapport ActivitC ! par 

1 m p . X  

J.L - _  

. ~ 145 

. 1 568 
810 I 1140 

au stade 
precedent 

L l’extrait \ au stade L l’extrait 
brut pr6cirdcnt ! brut 

~- ~ 

Activite en unit& d‘activitir Tween’). Azote dirtermine par Micro-Kjeldahl. 

P. I. Fodor2) a Btudie l’action du jus pancreatique de bceuf sur l’huile d’olive, la 
monobutyrine, les butyrates de mBthyle e t  d’kthple et le propionate d’ethyle. I1 a trouvB 
que la presence de gomme arabique augmentait l’activiti! vis-A-vis de l’huile d’olive, 
ne la modifiait pas vis-L-vis de la monobutyrine et  la diminuait vis-L-vis des trois autres 
substrats. I1 conclut donc L la presence de deux esterases diffirentes dont I’une est 
inhibee par la gomme arabique. Cependant cette conclusion n’est pas tr&s rigoureuse, 
car il effectuc sea dosages m milieu hirthroghne et  ne ticnt pas compte de la variation de 
la tension superficielle provoqube par la gomme arabique et modifiant la grosseur des 
particules en suspension. 

Nous avons donc Btudih l’aetion sur le Tween 20, la triacbtine, 
l’acdtate d’6thyle et le butyrate d’bthyle, de la lipase de pancreas 
de pore plus ou moins enrichie (par rapport au Tween 20). Les essais 
ont 6th effectuBs sur l’extrait brut et les stkdes 111 et V, en milieu 
homogene et avec des concentrations d’enzyme Bgales vis-a-vis du 
Tween. 

Les r6sultats obtenus sont r6sumBs dans le tableau 111, et 
montrent que, h activite Tween Bgale, l’activite triadtine diminue 
au eours de l’enrichissement, l’activite butyrate d’ethyle reste in- 
changee, et l’activitk acetate d’ethyle est toujours nbgligeable. 

Tableau 111. 

1,4 7,9 
1 ,O  8,0 
292 17,2 

I 

Substrat 
acetate de Na 0,08-n. 
contenant en volume 

207” Tween20. . . . . 
0,7% Butyrate d’ethyle . 
5% Triacetine . . . . . 
5% Acetate d’kthyle . . 

61% 1 31% 

10-6 
mol. -gr. / em3 

1 
1,OO 1,oo 1,oo 
0,18 0,19 0,18 
1,25 0,35 0,27 
0,04 0,03 0,03 

~. 

2,2 2,2 1 2,2 
1,4 1,5 1,4 
0,62 0,17 0,13 
0,03 0,02 0,02 

R. A .  Boissonnas, Helv. 31, 1571 (1948). 
2, P. I .  Fodor, Nature 158, 375 (1946) et  Exptl. Med. Surg. 5, 140 (1947), (Chem. 

Abstr. 1948, 3010). 
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L’extrait brut, la liqueur stade I1 et  le culot stade V ont 6th diluks par le sulfate de 
magnesium 0,05-m. de fapon L obtenir des concentrations en enzyme &gales vis-L-vis du 
Tween 20.1 cm3 de solution d’enzyme est additionu6 de 5 cm3 de substrat et laiss6 10 mi- 
nutes B 20°. Le pH pendant la reaction enzymatique est de 7,0 & 0,3 l). 

Ces resultats peuvent &re expliquks de deux manihres: soit par 
le depart, au coups de l’enrichissement, d’un corps augmentant 
l’activite de la lipase vis-a-vis de la triacetine, soit par la presence 
de deux (ou plus) enzymes diffdrents a activite lipatique2). C’est la 
seconde de ces deux interpretations que nous considkrons comme la 
plus probable. 

En conclusion nous pouvons dire que le pancreas de pore est 
beaucoup moins riche en lipase qu’en x-amylase ou en trypsine. La 
purification est rendue difficile par suite de la tendance Q la copre- 
cipitation des euglobulines contenant la lipase, de la faible stabifit6 
de la lipese enrichie, et de la presence probable de plusieurs enzymes 
Q activit6 lipatique dans le pancr6as. 

Nous exprimons notre vive reconnaissance au Prof. Kurt H. Meyer pour ses pr6- 
cieux conseils e t  pour son int6r6t. 

Cc travail a &ti! exi!cutk grLce it une bourse de la Fondution pour des recherches 
scientifiques dans le domaine de la chimie que nous remercions chaleureusement pour son 
appui. 

Partie  exphrimentale.  

Dosage d’actiuitk. 

I1 est exkcutG selon la mkthode decrite pr6c6demment3), utilisant le Tween 20 
comme substrat. 

Dosage d’azote. 

I1 est effectuk par micro-Kjelduhl. Pour des essais d’orientation nous avons mesure 
l’adsorption de la solution de protkines, convenablement dilu6e par S0,Ng 0,05-m. B 
2600 A (maximum d‘adsorption) au pH 5,5 B 16O 5 2 en cuve de 10 mm. contre de l’eau 
pure au spectrophotombtre de quartz DU de Beckmann. Dans ces conditions, 0,02 mgr. N 
par om3 correspondent it une extinction de 0,600 0,050. I1 faut tenir compte, dans 
le  dosage, de la presence eventuelle $acetone, celle-ci ayant dans les m@mes conditions 
que ci-dessus m e  extinction de 0,630 L une concentration do 0,30/,. 

Richesse. 

Elle est exprimhe en unit6 d‘activitb Tween (UA)3) par mgr. d’azote Kjeldahl. 

E xtraetim. 

60 gr. de poudre seche de pancreas de pore4) sont suspendus dans 840 cm3 de S0,Mg 
0,l-m. (p  = 0,4), additionnees de 1 cm3 de toluene et  de 2 gouttes d’alcool d6cylique, e t  
secoui!s L 4 O  pendant 36 heures horizontalement en flacon ferm6 de 1 litre. L’agitation 

1) Pour les details du dosage cf. R. A .  Boissonnas, Helv. 31, 1571 (1948). 
2) Par son activit6 plus grande sur la triacetine que sur l’acktate d’ethyle, cet se- 

cond enzyme se rapprocherait en effet plus des lipases que des esterases simples. 
s, R. A.  Boissonnas, Helv. 31, 1571 (1948). 
4, Kurt H .  Meyer, Ed. H.Fischer et  P .  Bernfeld, Helv. 30, 75 (1947). 
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ne doit pas provoquer la prise en masse caoutchouteuse de la suspension (15 periodes par 
minute). Le pH Be maintient de lui-m6me it 5,5 pendant toute I’operation. La suspension 
est ensuite centrifugee 30 minutes it 3000 toura/min. 40. On it e n l h e  B. la spatule d’kven- 
tuels debris surnageants e t  l’on rejette le culot. La liqueur constitue l’extrait brut: 620 em3, 
1140 UA/cm3, 7,85 mgr. K/cm3, 145 UA/mgr. N, pH 5,5. Get extrait perd 20% de son 
activite en 2 jours it Oo. A un pH superieur it 6,5 ou infbrieur B. 4, la dksactivation est sen- 
siblement plus rapide. L’extrait se desactive par dialyse. 

Uric durke d‘extraetion superieure iL 36 h. n’augmente pas le rendement en activitb. 
Une dur& d’extraction de 20 h. ahaisse ce rendement de 10%. 

L’emploi de S0,Mg 0,5-m. ( p  = 2; pH 5,5;  4O) pour l’extraction augmente de 10% 
le rendement en activite, mais compliqne la purification ulterieure par suite de la forte 
concentration en sels. L’extraction par l’acktate de 0,5-m. ( p  = 0,5; pH 53;  4O) donne 
les mbmes resultats que l’extraction par S0,Mg 0,l-m. mais rend plus difficile la variation 
du pH du eBtk acide pour la purification. A 40 et  au pH 5,5 Bgalement, le S0,Mg 0,05-m., 
le ClNa 1,7-m., I’acktate de Na 0,05-m. et l’eau pure donnent des resultats de 10 B 2094 
infkrieurs. L’emploi d’un pH inferieur Q 4,5 ou superieur it 6,5, 011 d’une temperature 
superieure 1 40 provoque la dksactivation d‘une partie cie la lipase. L’extraction par 
ClNa 10% it 370 pendant 3 h. preeonisbe par Glick et Kingl) provoque la destruction des 
800/, de l’enzyme. 

Purification. 

Pendant toute la purification, la temperature est maintenue it Oo 2. Tous les 
rkactifs sont prealablement refroidis it cette tempkrature. Les centrifugations se font 
kgalement A froidet h 3000 tours/min. Une elevation de la temperature provoque une perte 
d‘activiti: de l’enzyme. 

Les differentes op6rations doivent se suivre sans interruption. La durke totale de 
la purification est de cinq heures. 

Le prr, la force ionique (p )  et  la concentration en acetone au moment de ehaque 
centrifugation sont indiquks dans le tableau I. La richesse, le rendement en activite e t  
l’enrichissement des culots ou liqueurs servant Q une operation ultkrieure sont resumes 
dans le tableau 11. Nous indiquons ci-dessous entre parentheses a p e s  chaque culot ou 
liqueur: le volume, le rendenlent en activite e t  le renciement en azote KjeZdahZ, caIcu1t.s & 
partir de l’extrait brut. 

Stude I .  600 cm3 d‘extrait brut, frais sorit additionnes en 15 min., goutte iL goutte, 
sous agitation lente, de 120 em3 C1H @,I-n. Le pH descend B. 4,5. I1 n’y a aucune perte 
d‘activitk. On ajoute alors en une fois 1000 em3 d‘un melange eau-acetone contenant 
60% #acetone en volume et  prealablement refroidi it - 20O. La temperature finale est 
de Oo. Dans les purifications Q petite Behelle, l’acetone 60% peut Gtre indiffkremment 
ajoutee goutte Q goutte B. Oo, ou en une fois si elle est refroidie it - 20O. Dans les purifications 
en grand, le second procedi! est prefkrable; en effet le refroidissement cxterieur n’est alors 
pas suffisant pour soutirer rapidcment la chaleur produite par la dilution de l’acetone, 
ce qui provoque une perte d’activite. 

AprAs 20 niin. d‘agitation lente, on centrifuge 10 min. On bcarte la liqueur Claire 
(1600 cm3; 9,3‘:/0 activite; 83,9% M). Le d o t  eonstitue le stade I (120 cm3; 63y0 act.; 
16,19/, N). La perte d’activite de 287h observee n’a pas pu 6tre rkduite. 

Stade 11. Le culot precedent est triture en ajoutant peii B peu 730 cm3 d‘eau glacee. 
Aprh  10 min. d’agitation lente, la suspension est centrifugke 10 min. On kearte la liqueur 
lkgerement trouble (750 cm3; l l%act . ;  7,0% K). Le culot constitue le stade I1 (100 cmS; 
51% act.; 9,1”/: N). 

l) D. Glick et  C .  0. King, Am. SOC. 55, 2445 (1933). 
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Stade 111. Le culot est triture avec 40 cm3 de sulfate de magnesium 0,5-m. On ajoute 
alors en remuant un melange de 320 om3 d‘eau et  de 12 cm3 d’acide acetique 0,2-n. AprAs 
10 min. d’agitation lente, la suspension est centrifugee 15 min. Le culot (40 cm3; IS:/, act.; 
5,l:h N) est &cart& La liqueur trouble (360 em3; 31% act.; 4,0% N) constitue le stade 111. 
Elle contient 576 UA/cm3 et 0,505 nip. N/cm3, e t  perd 10% de son activith en 2 jours L Oo. 

Si Yon augmente le pH, le rendement en activite de la liqueur augmente, mais I’en- 
richissement diminue. Le trouble qui apparait dans la liqueur ne peut btre diminue ni 
par modification des conditions de solubilisation, ni par filtration. I1 n’a pu btre &cart& 
que par precipitation d’une partie des protkines it activite lipatique qui l’eloignent par 
entrainement. C’est le but du stade suivant qui n’amhe aucun enrichissement par lui- 
mbme, mais permet le fort enrichissement du stade V. 

Stade I T ’ .  La liqueur du stade precedent est additionnee de son volume d’eau sous 
agitation lente. AprAs 10 min., on centrifuge 15 min. On &carte le culot (20 cm3; 8,OX 
act.; 1,2;(, N).. La liqueur, qui constitue le stade IV, est parfaitement Claire (700 cm3; 
2 2 3 %  act.; 2,8:/, N).  

Stade V.  La liqueur precedente est additionnee de 1400 om3 d’eau contenant 12 cm3 
rl’acide acktique 0,2-n. I1 se forme un 16ger trouble blanc. Aprh 15 min. d’agitation on 
centrifuge 5 min. On &carte la liqueur (2080 cm3; l”/o act.; 1,557A N). Les culots sont re- 
unis et suspendus dans 200 om3 d’eau afin de laver le pri.cipitc5 dc la liqueur incluse. AprAs 
centrifugation de 5 min. on obtient le culot stade V qui contient les 21,5% de I’activite 
c t  les 1,25% de l’azote de l‘extrait brut. L’enrichissement est donc de 17,2 fois. Suspendu 
dans son volume d’eau, le produit perd 15:/, do son activite en 2 jours ?i Oo. 

Electrophorkse. 

Elle est effectuee sur le st,ade V dans un tampon au veronal de pH 7,2 et de force 
ionique O,l ,  avec une concentration en p r o t h e s  correspondant L 0,16 mgr. N/cm3 (soit 
environ 1,2% en protkines). Le remplissage des cuves doit se faire L 0” afin d‘eviter une 
prise en gel de la solution de proteines, qui se produit au dessus do 10”. -4prBs 4 heures 
sous 193 volts et 20 mA, il apparait 8 composantes dont la principale represente moins 
des 20y0 du total. La pureti. de l’enzyme est donc certainement inferieure Q 20%. 

R I ~ S U M I ~ .  

lo Les meilleures conditions pour l’extraction de la lipase de 

2 0  La lipase a BtB enrichie 11,2 fois a partir d’un extrait salin. 
3 O La prksence probable de plusieurs enzymes h activitd lipatique 

pancrbas de pore a partir de la glande sBche ont 6tB dtablies. 

dans le pancrdas de pore a 6th mise en Bvidence. 

Laboratoires de Chimie organique et inorganique 
de l’Universit6 de GenBve. 




