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ABSTRACT 

The anomeric configuration of D-glucose released by the action of pig-kidney 
trehalase on trehalose was studied by polarimetry, gas-liquid chromatography, 

n-glucose oxidase, and proton magnetic resonance spectroscopy_ The results indicate 
that this trehalase is an cr-glycosidase actin g with retention of the a-anomeric configu- 
ration. 

La configuration anomerique du D-glucose lib&C lors de I’hydrolyse du trtha- 
lose par une trChalase a CtC &udiCe par polarimetrie, chromatographie en phase 
gazeuse, action de la D-glucose-oxydase et resonance magnetique protonique. L’en- 
semble des rCsultats a permis de considerer la trChalase de rein de port comme une 
a-glycosidase agissant avec retention de la configuration r-anomirique. 

INTRODUCTION 

Au tours des dernikes annkes, nous avons CtudiC les propriCtCs de diverses 

trehalases, sc,&-glucoside I-glucohydrolase, (EC 32.128); certaines sont d’origine 
bacterienne (Psertcion?onas fluorescem’), d’autres proviennent d‘insectes (hanneton’) 
ou de mammifcres (rein et intestin de porc3-s, rein, serum et urine de I’homme5-8). 

Ces trchalases se distinguent des autres disaccharidases par le fait qu’elies sont 
depourvues d’action transosylante et ne sont pas inhibees par le monosaccharide 
lib&C au tours de I’hydrolyse. 

Le trChaiose est le seul disaccharide B liaison (l-1) dont I’hydrolyse acide ait 
CtC suivie par une etude cinetique. Cette hydrolyse est beaucoup plus lente que celle’ 
des isomtres u lies en (1+2), (1 -+3), (1+4) et (l-+6). Pour Edward”, ce phenomene 
pourrait Etre dQ a la position de I’atome d’oxygene osidique a I’abri des atomes 
d’hydrogene axiaux des deux cycles pyraniques, ce qui permettrait d’envisager une 
inversion de configuration de la molecule avant l’hydrolyse. 

*Dtdie au Professeur V. Deulofeu B l’occasion de son 70kme anniversaire. 
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Par ailleurs, Belocopitow et Mar&ha1 ’ ’ ont rkemment CtudiC une trkhalose 
phosphorylase d’Ezrglena gracilis qui catalyse la reaction suivante avec inversion de 

configuration d’un des rCsidus de D-glucose : 

TrChalose tP,+/?-D-glucopyranosyl phosphate +D-glucose 

Ces raisons nous ont incites & Ctudier la configuration anomkrique du D- 
glucose lib&C par la trkhalase purifike du rein de port. 

Trois modalit& de IibCration du glucose peuvent etre envisagkes : 
trehalase a,cr-Trthalose ._, cc-D-glucose +a-D-glucose 

tn+haIase a,a-TrChalose _.__+ a-D-glucose fp-D-glucose 

a,a-Trehalose Z!!E?* /I-D-glucose +g-D-glucose 

Nous avons conduit cette Ctude (a) par polarimCtrie, __ _ 

(1) 

(2) 

(3) 

prockdC le plus ancienne- 
ment connu; (b) par chromatographie en phase gazeuse ‘ L-14, mtthode plus sensible, 
qui prkente l’avantage d’identifier les anomsres dans un mklange complexe d’oses; 
(c) par voie enzymatique’ ‘-’ 6, en utilisant une enzyme spkifique d’une forme 
anomkrique : la D-glucose-oxydase; (d) par rgsonance magnetique protonique’ 7-1 ‘, 
dont les rksultats paraissent Ctre, dans I’Ctat actuel de nos connaissances, les plus 
concluants. Les quatre techniques concordent pour indiquer que la trkhalase a 
scind6 le trChalose en deux moldcules d’a-D-glucose. 

MATkRIEL ET MiTHODES 

Enqme et strbstrat. - Afin de pouvoir Ctudier la configuration anomkrique 

de I’ose lib&C par une enzyme au tours de l’hydrolyse d’un substrat spkifique, il 
est nkcessaire de disposer d’une enzyme trk active et par ailleurs peu fragile; l’on 
sera, en effet, amen6 B lyophiliser une & deux fois (r.m.p.) le milieu rkactionnel. 

Si l’enzyme doit presenter une haute activitC, le substrat, lui, doit etre hydrolysk 
le plus rapidement possible pour prkvenir ou minimiser au maximum les phCnomenes 
de mutarotation de l’ose lib&C. 

Nous disposions de trois preparations de trkhalase : une de hanneton, d’activite 
spCcifique* 0,394, une de Pserr~onloilasptroresce~rJ d’activitC spkifique 56 et une de 
rein de port dont I’activitC spkifique Ctait de 15 (protocole de preparation A) ou 32 

(protocole B). 
La trkhalase pos&de une sptcificitC t&s ttroite; parmi les d&iv& du trkhalose 

que nous avons CtudiCs, la trkhalase n’a hydrolyse que le mono-6-dCsoxytrCha- 
Iose’g-zo. L’hydrolyse de ce substrat (obtenu par voie chimique”) par les enzymes 
de Pselzrlonronas et du hanneton est toujours plus lente que celle du trkhalose. Au 
tours de ce travail, nous avons observe qu’il en Ctait de meme pour la trkhalase 
r&ale du port; B pH 5,7 le Km est 6,6 x IO- 3~ pour le trkhalose et 2,0 x lo- %f pour 

*Les actkites specifiques sont exprimCes en pmoles de trehalose hydrolysCes par min par mp de 
prot&ine au pH optimum et B 37”. 
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le mono-6desoxytrthalose. Le rapport des vitesses maximales V,,,,, trehalose: mono- 
6-desoxytrehalose est de 4,5. Nous avons done retenu le trehalose pour nos essais. 

L’enzyme de Pseudomonas presente la plus faible affinite pour le trthalose, elle 
est de plus tres labile et elle est pratiquement inactivee aprts deux lyophilisations. Le 
choix s’est done circonscrit entre la trehalase de hanneton et celle de rein de port. 
Si I’affinitt de la trehalase de hanneton pour Ie substrat est IC? fois superieure a celle 
du rein de port, I’activite specifique de la preparation est notablement moins Clevee. 
De plus, cette enzyme est moins resistante a la lyophilisation. C’est done, finalement, 
I’enzyme de rein de port qui a ete retenue. 

11 n’est generalement pas necessaire d’utiliser au tours d’une telle etude une 
enzyme t&s purifiee. Cependant, nous avons cherche a Climiner I’aldose I-Cpimerase 
(EC 5.1.3.3) presente dans le cortex r&al2 i_ Cette enzyme catalyse la reaction sui- 
vante22 : 

La solution trehalasique obtenue aprb precipitation par le sulfate d’ammonium 
dans le protocole decrit antCrieurement3 a ete passee (a) sur colonne d’hydroxyl- 
apatite a pH 6,s et elude par un tampon phosphate mhr (procede A), (b) sur colonne 

de Sepharose 6B (tampon acetate de pH 5,7) suivie d’un contact (( en bain )) avec 
C.M. Stphadex (pH 5,7; ,U : 0,Ol) (pro&de B). 

L’absence de I’aldose I-epimerase dans ces deux preparations a ete verifiee par 
etude de la mutarotation d’une solution d’z-D-glucose a 2% (p/v) Q pH 5,7 (pH de 

nos essais) soit par polarimetrie, soit par chromatographie en phase gazeuse, en leur 
presence ou en Ieur absence. 

Dosage du glucose lib&P. - I1 a et6 realise par la methode 5 I’o-toluidine”. 
Chomatographie mr papier. - Nous avons utilise le papier Whatman no 1 et 

le solvant : alcool butylique-pyridine-eau (9:5:4, v/v), avec revelation par le nitrate 
d’argent en milieu basique”5. 

PolarimPtrie. - Les essais ont CtC effectues a 25” avec Ie poiarimetre Carl 
Zeiss Lep 370 282 a 578 nm. Une solution de trchalose a 7,48% (p/v) dans un 
tampon acetate hr de pH 5,7 a CtC piacee dans un tube polarimetrique de 1 dm et la 
rotation mesurCe. Cette rotation n’evolue pas en fonction du temps; elle diminue de 
0,467” apres addition d’une goutte de solution d’ammoniaque concentree (pH 

resultant IO). La solution enzymatique A presente une rotation de -0,14” qui 
n’evolue pas non plus en fonction du temps; elle augmente de 0,007” apres addition 
d’ammoniaque. 

A 5 ml de la solution de trehalose, nous avons ajoute 5 ml de solution d’enzyme 
diluee au demi- Les rotations ont CtC determikes a intervalles de 5 min. Apres 30 
min d’incubation, nous avons ajoute au milieu 1 goutte d’ammoniaque et mesure la 
rotation obtenue. ParalleIement aux mesures de pouvoir rotatoire, nous avons 
dose le D-glucose lib&C sur des parties aliquotes de milieu afin de calculer ulterieure- 
ment les pouvoirs rotatoires sptcifiques theoriques, et ensuite effectue des chromato- 

graphies d’oses sur papier. 
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Nous avons Cgalement suivi la mutarotation propre d’une solution d’cr-D- 
glucose a 2% (p/v) dans la solution tampon de nos essais; la mutarotation depend 
en effet du pH et de la force ionique du milieu dans Iequel il est dissous2’. 

Chronratographie en phase gazeme (c. p-g.). - Nous avons utilise le chromato- 
graphe Girdel 75 a detecteur de flamme d’hydrogene. La colonne empIoyee, longue 
de 2,40 m, de 3 mm de diametre, est du type OV-I 3%, Gas Chrom Q, 80-100 mesh. 
La perte de charge sur la colonne est de 1,5 bar. 

L’hydrolyse a ete conduite avec I’enzyme B, comme pour les essais qui suivront, 
a 37”. Les echantillons ont ttt lyophilises immediatement apres les temps d’incuba- 

tion choisis. De la pyridine anhydre (1 ml), de I’hexamCthylchIorosilane (0,2 ml) et 
du trimethylchlorosilane (0,l ml) (produits Merck) ont CtC ajoutes a chaque Cchan- 
tihon avant passage sur la colonne. Les essais ont Cte conduits a 170” pour le D- 

glucose ’ 4. Alternativement, un gradient de temperature a CtC utilise pour Climiner 
le trehalose non hydrolyse. 

Au cows de cette etude, de mtme que lors de celles qui vont suivre, nous avons 
etudie le comportement de solutions temoins d’cr-D-glucose, &D-glucose et du 
melange des deux anomtres B parties Cgales. La concentration de ces differentes 
solutions temoins depend du pourcentage d’hydrolyse du trthalose dans chaque 
methode. 

Voie enzynratiqrre - Nous avons open? avec Ia D-glucose-oxydase, type 1, 
P-D-glucose:oxygene oxidoreductase (EC 1. I-3.4) preparee a partir d’Asper_gihs 
niger (Bohringer, Mannheim). Les incubations ont CtC effectuees a la temperature 
du laboratoire. La trehalase (16 unites) a itC incubte avec 16 fcmoles de trihaiose 

dans un volume total de 200 ltl. Apres 3 min d-incubation, 10 ~.tl de milieu reactionnel 
ont tte introduits dans 3 m1 de solution tampon pH 7,0 contenant la D-glucose- 
oxydase. A ce pH, la trehalase est pratiquement inactivke. Ce moment devient le 

temps zero du dosage du D-glucose present dans le milieu. Ce dosage a lieu en presence 
de peroxydase et de 4:4’-diamino-3:3’-diethoxybiphenyle. Nous avons enregistre 
Ies variations des densites optiques a 436 nm au spectrophotomkre Jobin et Yvon, 
type Maroc. en cuve de 1 cm. Au tours des 3 min d’incubation, le pourcentage 
d’hydrolyse du trChalose a ete de 25%. Parallelement, 100 111 de milieu reactionnel 

avaient CtC ajustes ti pH 7,0 et chauffes pendant 2 min a 90” selon Semenza et al.’ 6. 

On obtient ainsi une solution de D-glucose 5 l’equilibre dont 10 1~1 sont melanges avec 
le reactif a la D-glucose-oxydase; les absorptions sont mesurees comme il est decrit 

plus haut. 
Rt;sonance nragndiqrre proroniqrre (r.m.p.). - Nous avons utilise le spectro- 

metre de resonance magnetique nucleaire Varian A 60 pour detecter le signal de la 
forme anomerique du D-glucose lib&C. Les deplacements chimiques sont mesures B 
part-r de Ia raie du tetramethylsiiane prise comme zero de reference. Les reactions 
ont ttt conduites a 40”. Les spectres de r.m.p. ont etC Ctablis en solution dans I’oxyde 
de deudrium ’ 7-1 ‘_ 

L’enzyme (16 unites) a ete lyophilisee, remise en solution dans de l’oxyde de 
deuterium et lyophilisee h nouveau. 50 m, (J de trehalose ont CtC dissous dans 500 ~1 
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d’oxyde de deuterium; cette solution a et6 ajoutee a I’enzyme deuteriee lyophilisee. 
Dans ces conditions, 80 % du trehatose a CtC hydrolyse en I5 min. 

RkULTATS 

PoIaritnPtrie. - Nos r&&tats font I’objet de la Figure 1. La liberation du 
o-glucose ayant &C reguliere en fonction du temps, la rotation observee lors de nos 
essais est materialide par une droite $I pente decroissante (1); ceci est normal, la 
concentration en trehalose diminuant au tours de I’hydrolyse et les pouvoirs rotatoires 
specifiques des deux formes cc et /? du D-ghCOSe Ctant largement inferieurs Q celui du 
trehalose. 

Par chromatographie sur papier, nous n’avons d&elk aucune autre tache que 
celles du trehalose et du D-glucose : il n’y a done eu aucune transosylation. Une 
indication de la forme CY sous laquelle le o-glucose est lib&C est fournie par l’impor- 
tante diminution de la rotation apres addition d’ammoniaque concentree car la 
forme B aurait donne une augmentation de cette rotation. Nous avons alors calcule 
les pouvoirs rotatoires theoriques correspondants aux differentes lecturesz6 et en 
appliquant la formule : [aID apparente -[oL],, due a la mutarotation de I’ose lib&e 
- [aID due au changement dans la concentration du trehalose = [oc],, du produit. 

Puisque Ie D-glucose est regulitrement lib&C au tours de l’hydrolyse enzy- 
matique, on peut avoir une approximation du changement dQ a la mutarotation en 
prenant la valeur moyenne du changement observe avec une soIution de a-o-glucose 
dans les mCmes conditionsZ6. 

La droite (1) obtenue au tours de nos essais et celle (2) tracee a partir des 
pouvoirs rotatoires sptcifiques calcules correspondant a I’obtention thtorique de 
u-o-glucose sont t&s rapprochees comme le montre la Figure 1. L’ecart entre le 
chiffre obtenu et le chiffre theorique au bout de 30 min est de 1 ,S Y/,. 

! 
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Fig. 1. Rotation optique observee pendant l’hydrolyse enzymatique du trChalose. (1) Hydrolyse 
enzymatique du trehalose (X-X). (2) Courbe theorique correspondant 6 la liberation de deux 
mokules d’a-D-glucose (O--O). 
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C’hromafographie en phase gazerrse. - Les rCsultats confirment ceux de la 
chromatographie sur papier; nous n’avons obtenu que du D-glucose lors de l’hydrolyse 
du tkhalose par la trehalase. Aucune transosylation n’a eu lieu. L’anaIyse de la solu- 

tion temoin de @D-glucose now a donn& un rapport a-D-ghCOSe$-D-gh2OSe de 0,90 
en accord avec celui trouvC par Parrish et Reese14. Celle du mClange B parties Cgales 
des deux formes de D-glucose a donnC un rapport de 0,98. Dans le cas de l’hydrolyse 
du trChalose par la trChalase en 30 min, nous obtenons un rapport de 1,84 (Fig_ 2). 

Fi* _. 2. Analyse chromatographique en phase gazeuse des oses lib&% au tours de l’hydrolyse 
enzymatique du tr&halose: rapgort a-o-glucose:8-D-glucose 1,84. 

Fig. 3. Determination par la D-glucose-oxydase de la forme anomkique du D-glucose lib&C par 
hydrolyse enzymatique du tr&haIose par Ia trkhalase de rein de port pendant 3 min. Le D-glucose a 
et.5 dose par la D-glucose-oxydase. (A) D-Glucose present dans I’hydrolysat enzymatique du trehalose. 
(B) o-Glucose present dans l’hydrolysat enzymatique du tr&halose, aprts chauffage de 2 min ti 90” et 
pH 7,0. (C) Solution temoin d’a-D-glucose. (D) Solution temoin de /3-D-ghCOSe. (E) Melange k parties 
egales des deux fotmes anomCriques. 
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Efrrde par aoie enzynatique. - Aprk un chatiage de 2 min & 90” B pH 7,0 
(Fig. 3, courbe B) le D-glucose se trouve B I’tquilibre. L’oxydation du D-@UCOSe, 

dans cet essai , est beaucoup plus rapide que lors de l’expirience sans chauffage 

(courbe A). Les courbes A et C d’un c6tC, B, D et E de I’autre, sont trk rapprochees. 

A I HOD 
. I. 

Fig. 4. Analyse par r.m.p. de l’hrdrolysat du trkhalose par la trehalase. (A infkieur) CX-D-Gh~coSe. 

(A supirieur) a-~-Glucose additianne d’ammoniaque jusqu’h pH 10. (B) ~-D-Glucose. (C infirieur) 
Hydrolysat enzymatique aprk 3 min. (C supkieur) Hydrolysat enzymatique aprks 15 min. (D) 
a,+Trkhalose. 

Rhoname magn6tiqrre prototziqre. - Les spectres de r.m.p. du tkhalose et de 
l’z-D-glucose sont superposables (Fig. 4), le trkhalose ayant un axe de symktrie binaire; 

les deux rCsidus de D-glucose constituants ne peuvent Gtre diK&enciCs ni par voie 

chimique, ni par voie physique”. Le signal H-l du /3-D-glucose est en partie confondu 
avec celui de l’eau rkiduelle (6 4,6); il est nkanmoins aisCment dkelable. Le spectre 
obtenu & partir du melange rkactionnel est superposable ZI ceux du trChalose et de 
l’cc-D-glucose. Un seul signal a pu .Gtre dCcelC 2 8 5,2. Aucun signal attribuable au 

/?-D-glucose n’a pu &e dCcelC dans les conditions de nos experiences, 8 savoir deux 
spectres rCalisCs dans un intervalle de temps de 15 min. 
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DISCUSSION 

Les resultats obtenus a I’aide des quatre methodes auxquelles nous avons eu 
recours montrent que la IibCration du D-glUCOSe a lieu sous la forme anomerique a. 

En effet, si au tours des experiences conduites par polarimbrie, il y avait eu 
liberation de &D-glucose, nous aurions observe une augmentation du pouvoir 
rotatoire Iors de I’addition d’ammoniaque apres 30 min d’incubation. Toutefois la 
modalite (2) ne peut Ctre exclue. Cependant, Ies rapports des deux formes anomeriques 
trouvtes Iors de la c.p.g. ne sont compatibles qu’avec la IibCration d’tr-D-glucose seul. 

De mCme, la mtthode enzymatique a Ia D-glucose-oxydase confirme la IibCra- 
tion du seul a-n-glucose. La pente de la droite obtenue avec Ie milieu reactionnel, 
non port6 5 I’equilibre, se confond pratiquement avec celle d’une solution d’a-D- 
glucose de mGme concentration. 

Cette mCthode semble dormer Ies rCsuItats Ies plus nets. Le temps d’incubation 
de 3 min a ttC Ie plus court et la mutarotation n’a ainsi pratiquement pas eu Ie temps 
d’intervenir. 

La r.m.p. confirme Ies resultats obtenus par les trois protocoles precedents. Cet 
ensemble nous permet d’eliminer les modalites (2) et (3). Ainsi, I’ensemble de nos 
essais permet de considerer que ia trehalase de rein de port se comporte comme une 
a-glycosidase agissant avec retention de la configuration. 
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