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ABSTRACT 

Two constitutive (1 -+ 4)-P-D-glucosidases from Aspergillu roseus were highly purified (275 and 
1059-fold) on DE!AE-Sepharose and hydroxyapatite columns. Electrophoresis on poIy(acIylamide) gels 
showed for each enzyme, a single protein band containing an enzymic activity that hydrolyses 
4-nitrophenyl P-o-glucopyranoside and cellulose. Classical cellulose hydrolysis was obtained by the 
combined action of three proteins, an endocellulase, an exocellulase, and a P-D-glucosidase. In the case 
of A. roseus, the purified @-D-glucosidases are able to hydrolyze the cellulose substrate giving D-glucose 
as the only end product. Physi~o-chemical features of these glycosylated enzymes such as optimum pH, 
molecular weight, K,, and substrate specificity were determined. 

SOMMAIRE 

Deux (1 --, 4)-fi-D-glucosidases (p-o-glucoside glucohydrolase, EC 3.2.1.21) constitutives d’Aspergil- 
lw roseus ont CtC hautement purifiCes (275 et 1059 fois) sur des colonnes de DEAE-Sepharose et 
d’hydroxyapatite. L’tflectrophor&se sur gel de poly(acrylamide) montre pour chaque enzyme, une seule 
bande protCique capable ~hydro~yser aussi bien le 4-nitroph~nyl-~-D-glu~p~anoside que la cellulose. 
L’hydrolyse de la cellulose est classiquement obtenue par Faction combinie de trois protbines: une 
endocellulase, une exocellulase et une P-D-glucosidase. Dans le cas d’A. ruseus, les @-D-glucosidases 
purifiies hydrolysent le substrat cellulose et lib&rent du o-glucose comme unique prod& de la r&action. 
Les caractiristiques physico-chimiques de ces enzymes glycosylies, tels que pH optimum, poids 
mol&culaire. K, et sp&ificit& de substrat sent dtterminies. 

INTRODUCTION 

La degradation en~atique de la cellulose est effectuCe surtout par des 
microorganismes dits celluloiytiques, particuli&rement chez les champignons T, 
vin’de L*, T. Koningii 3,4, M. verrucaria5 et S. puhendentumb et A. niger’, mais 
aussi chez les Ievures*. Les larves des insectes xylophages sont Cgalement capables 
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de degrader la cellulose’. L’hydrolyse de la cellulose par les champignons est la 

resultante de trois reactions combinkes, successives, dues a des enzymes induites: 
les endo-cellulases, une exocellulase et une P-D-glucosidase. Un concept C,-C, a 
CtfZ propose’” oti dew composantes enzymatiques sont distinguees. 11 a 6tC 
montrf5” que la composante C, est une (1 + 4)-P-p-glucane cellobiohydrolase (EC 
3.2.1.91) qui attaque la cellulose par une extremite en lib&ant du cellobiose. Cette 
observation est confirmCe par d’autres auteurs’2-‘5 qui obtiennent l’enzyme sous 
une forme pure. La composante C, ou (1 + 4)-/3-p-glucane glucanohydrolase (EC 
3.2.1.41, une endoglucanase, agit sur la cellulose en hydrolysant au hasard des 

liaisons internes, lib&ant ainsi des fibres courtes de cellulose16-‘8. Enfin, les 
p-o-glucosidases (EC 3.2.1.21) lib&rent le D-glucose B partir du cellobiose et des 
cellodextrines de faibles poids molkculaires 1*1y-22. L’hypothese d’un synergisme 

enzymatique dans la degradation de la cellulose a CtC Cmise par plusieurs 
auteurs1~2,2’,23: I’activitC de base de chacune des enzymes pures &ant faible cette 
activite rkapparait lorsque chaque composante est redistribuee dans les propor- 
tions de l’extrait brut. Enfin plus recemment, il a CtC montre qu’une quatrieme 
composante enzymatique intervient egalement dans la degradation de la 
cellulose24,26: la (1 + 4)-p-p-glucane glucohydrolase ou exo-(1 + 4)-/3-D-glucosidase 
(EC 3.2.1.74) qui est capable de 1ibCrer du D-glucose a partir de chaines de 
(1 + 4)-p-D-glucane. 

Au tours de nos recherches nous avons remarque que les extraits d’rlspergillus 

roseus degradaient la cellulose en ne lib&ant que des residus de o-glucose. 11 nous 
a done paru interessant d’etudier les enzymes responsables de cette degradation, B 
savoir les P-D-glucosidases qui sont largement repandues parmi les vegetaux, les 
champignons, les levures, les batteries et les tissus animaux. Ces enzymes se sont 
r&&lees &re la plupart du temps des glycoproteines27. Ainsi dans les deux 

p-D-glucosidases d’Aspergillus niger (p. mol.: 340 000 et 40 800) la fraction gly- 
canique represente 8% de la molecule 28,29 Le travail present& decrit la purifica- . 

tion de deux P-D-glucosidases d’Aspergillus roseus, leurs proprietes physico- 

chimiques et leurs specificit& enzymatiques. 

PARTIE EXPJkRIMENTALE 

Culture d’Aspergillus roseus.-Le developpement de la culture s’effectue 
d’abord a 29” pendant 48 h en milieu solide (peptone 10 g, p-glucose 40 g, Agar 20 
g/L), puis a la temperature ambiante pendant quelques jours. La conservation a 4” 
pendant un mois est suivie de repiquages sur milieu frais. Les cultures en milieu 
liquide se font dans le milieu de Perlman3’ contenant 3% (p/v) de o-glucose. La 
culture d’A. roseus se developpe a 29” pendant 7 jours sur milieu additionne de 

D-glucose (24 g/L, p/v). 
Prkparution des substruts naturels.-Les oligosaccharides sont prepares a partir 

de la poudre de cellulose Whatman (CFll). Une etude exhaustive concernant 
l’action des differents acides en fonction du temps, de la temperature et de la 
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concentration a permis de determiner les conditions optimales ndcessaires pour 

l’obtention du plus grand nombre possible d’oligosaccharides en quantites relative- 
ment importantes. Ainsi, la poudre de cellulose Whatman (200 g) est dispersee 
dans 25 M HCl(2 L) maintenu sow agitation pendant 3 h a 30”. Apres dilution au 
demi avec de l’eau distill&e, la suspension est filtree puis neutralisee par NaHCO,; 
elk est concentrde B 60” sous pression rdduite, le NaCl est &nine par passage de 
la solution partiellement concentree, sur une colonne de charbon-Celite (1: 1, 
p/p) avec l’eau comme effluent. Les oligosaccharides sont CluQ par l’ethanol B 

20% (v/v), puis concentres ?t quelques mL, et deposes sur une colonne de 
Sephadex G-15 (2,7 x 140 cm). La separation des ohgosaccharides rkalisee par 
l’eau distillee, en utilisant un collecteur de fraction, est contrdlde avec le reactif a 
l’anthrone-H,SO, (0,2% dans H2S04 pur p/v). Les oligosaccharides apparaissent 

ci. la sortie de la colonne en fonction de leurs p. mol. decroissants. Ainsi, ont 6th 
&pares successivement: les cellodextrines solubles melangees & des heptasaccha- 
rides et les hexa-, penta-, tetra- et tri-saccharides, La purete des differentes 
fractions est contrcilee par chromatographie sur couche mince (ccrn). 

Pour l’obtention de Ia celhdose partiellement degradee, la poudre de cellulose 
Whatman (CFll, 100 g) est dispersee dans 0.5 M HCI (1 L) maintenu sous 
agitation a 30” pendant 1, 8, 34 et 100 h. Apres centrifugation des diffbrents 
hydrolysats, les culots sont la&s B l’eau distillee et s&h& sous vide. 

fescue des a&&s e~~~i~ues .--Dosage du 4-~~trap~enol. Le milieu rcaction- 
nel comprend le it-nitrophenyl ~-D-glucop~anoside (~-D-~~c~O~NP) fconcentra- 
tion finale de 8 mM; 50 FL) du tampon McIlvaine3i (pH 4,5) et l’extrait enzyrna- 
tique (50 pL). L’incubation est faite a 37” puis la reaction est arretee en alcalin- 
isant le milieu par addition de Na,CO, (3 mL) & 0,2 M. La liberation du 
4-nitrophenol s’accompagne dune coloration dont l’intensite est mesuree $t 400 
nm. L’unitt P-glucosidasique est definie par la quantiti: d’enzyme qui lib&e 1 
pm01 de glucose/min g 37”. 

Ekwrge des sucres r~d~cteurs 32*33. La ceiltdose ~partiellement degradte ou non) 
(5 mg) est ajoutee (125 FL) au milieu contenant le tampon McIlvaine3r (25 &zI; pH 
4,5) et l’extrait enzymatique (50 pL). L’incubation est faite a 37” sous agitation 
magnetique pendant des temps variables et arr&ee par addition d’eau (250 wL), 
puis le milieu est centrifugk pendant 4 min 2 12 000 rpm. Une portion (250 JJL) du 
surnageant est pr&ev&e pour le dosage (lo-50 pg d’hexose lib&&) selon la 
technique modifiee dans notre laboratoire. Dans des tubes a essai contenant la 
solution h doser, on introduit le reactif de Somogyi dilue au demi (0,s mL). Les 
tubes sont agites, bouches et chauffes pendant 20 min dans un bain-marie 
bouihant. Apt-es refroidissement, le reactif de Nelson (0,25 mL) et l’eau distillee (4 
mL) sont ajoutk L’intensitt de la coloration est &al&e au spectrophotometre & 
650 nm 10 min plus tard. 

Dosuge du o-glucose par la D-glucose oxydase. L’incubation est effect&e B 37” 
pendant des durees variables dans Ies conditions suivantes: le substrat (40 FL), ie 
tampon McIlvaine31 (20 FL), le pH variant selon la fraction enzymatique et la 
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solution enzymatique (40 I.cL). La reaction est arr&Ce par chauffage et addition 

d’une solution de o-glucose oxydase34 (3 mL). La coloration se developpe entre 30 
et 40 min a la temperature ambiante et I’absorbance est mesuree au spectropho- 
tometre a 610 nm. L’unite P-D-glucosidasique est definie par la quantite d’enzyme 
qui lib&e une pmol de o-glucose/min a 37”. 

Dosages des prothines. La technique de Sedmak et Grossberg a etC employee 
avec la serum-albumine bovine comme standard. 

Techniques chroma tographiques. -Chromatographie sur couche mince (ccm). LB 

oligosaccharides obtenus par hydrolyse enzymatique et chimique ont Cte identifies 
par chromatographie ascendante sur gel de silice F 1500 (Schleicher et Schiill) en 
utilisant le solvant propanol-ethanol-acetate d’ethyle-pyridine-acide acetique- 

eau (7 : 3 : 3: 2: 2: 3, v/v). La revelation des chromatogrammes est realisCe par 
pulverisation du reactif a la P-naphtylamine suivie, aprbs sechage a 100” pendant 5 
min, d’une nouvelle pulverisation d’une solution a 2% (v/v) de H,SO, concentre 
dans l’ethanol absolu. 

Chromatographie sur colonne. Une colonne de DEAE-Sepharose precyclee 
(2,5 X 15 cm> est Cquilibree par un tampon K,HPO, 10 mM de pH 6,5. L’elution 
se fait en utilisant un gradient discontinu de force ionique croissante de NaCl. Les 
fractions sont recueillies B 4”. Un enregistreur permet de suivre l’apparition des 
differents pits. 

De petites colonnes d’hydroxyapatite (18 X 7 cm) sont preparees, puis 
Cquilibrees avec du tampon phosphate de potassium 5 mM a pH 6. La capacitt de 
charge maximale de la colonne est de 4 mg de prot&ne/mL d’hydroxyapatite. Un 
gradient discontinu de tampon (5, 50, et 300 mM) permet l’elution des proteines. 

Les fractions sont recueillies comme pour le DEAE-Sepharose. 
Techniques klectrophore’tiques. -Electropho&e analytique sur gel de poly (acryl- 

amide). Des gels d’acrylamide a 7,5% ont CtC utilis6s36. Pour reperer la bande 
active, un des gels est decoupe en segments de 1 ou 2 mm (selon les gels) et 
l’activite P-glucosidasique est determinee par incubation avec P-~Glcp04NP. Un 

autre gel est color-e par une solution de Bleu de Coomassie B 0,25% dans 
methanol-acide adtique-eau (9 : 2 : 9, v/v), puis decoloree dans methanol-acide 
acetique-eau (25 : 7 : 68, v/v>. On peut ainsi localiser la bande proteique active. 

Electrophokse prkparative sur gradient discontinu de poly(acrylamide)37. Les gels 
sont form& d’un gradient discontinu d’acrylamide 7,5; 6% ou bien 
8,5 : 7,5 : 6,5 : 5,5%, soit d’une concentration unique d’acrylamide 5,5 ou 9%, et ceci 
selon l’enzyme a Ctudier. 

Dktermination des poids molkulaires. L’evaluation du p. mol. des p-o-gluco- 
sidases est realisee, d’une part par electrophorese sur gel natif de poly(acrylamidej3a 
(5,5 : 6,5 : 7,5 : 8,5%), la serum-albumine bovine servant de reference, d’autre part 
sur gel de poly(acrylamide) en presence de SDS39. Dans ce dernier cas, le p. mol 
des enzymes a Cte estime en comparant leurs migrations relatives a celles des 
marqueurs proteiques de p. mol connu: phosphorylase a (94 000); serum-albumine 
bovine (68 000); trypsine (23 000). 
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Mycelium 

Broyage 

Precipitation par (NH&SO, a 80% de saturation (p/v) 

Precipitation par I’acetone a - 20” (1; 3 v/v> 

Colonne de DEAE-Sepharose, pH 65, 

en tampon phosphate 10 mM 

Fraction A 
I 

Fraction B 

(EluCe par NaCl 100 mM) 

I 
Electrophorese 

(El&e par NaCl 250 mM) 

I 
Colonne d’hydroxyapatite, pH 6, 

preparative en tampon phosphate 5 mM 

1 
Fraction B 

Cl&e par le phosphate 50 mM 

Electrophorese preparative 

Schema 1. l&apes de purification des P-n-glucosidases d’A. roseus. 

Purification des enzymes du myct2ium (Schema I).-Aprbs 7 jours de culture a 
30” sur milieu liquide, le mycelium est &pare par filtration puis la& avec du NaCl 
(150 mM). Le mycelium (- 6 g) est mis en suspension dans une solution de NaCl 
(150 mM; 100 mL), broye (Ultra-Turrax) 2 4” pendant des temps tres courts (30 s> 
avec des intervalles de temps de refroidissement (10 min). Toutes les operations 
ulterieures seront effect&es a 4”. Le broyat est centrifuge pendant 15 min a 19 000 



272 G. Vodjdani et al. / Carbohydr. Res. 236 (1992) 267-279 

rpm et le surnageant (extrait brut) est amen6 2 80% (p/v) de saturation en 

(NH,),SO,. Aprb centrifugation (20 min; 19 000 rpm), le prCcipitC est dissous 
dans l’eau (10 mL) et addition& de l’achtone (3 vol) g - 20”. Aprks une nouvelle 
centrifugation (10 min; 19 000 rpm), le culot de la prkcipitation acCtonique est 
repris par l’eau (15 mL) et dialysk pendant une nuit con&e du tampon KH,PO,- 

K,HPO, (10 mM; pH 7,5). Le trouble apparaissant au tours de la dialyse est 
CliminC par centrifugation. L’extrait brut est deposC sur colonne de DEAE- 

SCpharose. L’Glution de la premisre activite P-glucosidasique est effectuge par 

passage de tampon phosphate (10 mM; pH 6,5) additionrk de NaCl (100 mM) 
(fraction contenant l’enzyme A). Cette fraction correspond 2 38% de 1’activitC 
P-glucosidasique totale rCcupCrCe. L’activitC P-glucosidasique restante est Cluee 
par le tampon K,HPO, (10 mM; pH 6,5) contenant du NaCl (250 mM) (fraction 

contenant l’enzyme B). La fraction A (37-40 mL), dialys6e pendant une nuit 
contre de l’eau distillke, est concentrde dans des gaines de collodion (Ultra-Gaines, 

Schleicher et Schiill) jusqu’a quelques mL. La fraction B est dialyste contre le 

tampon d’equilibrage (K,HPO,, 5 mM; pH 6) puis elle est dCposCe sur une 
colonne d’hydroxyapatite comme indiquk dans la partie expkrimentale. Un pit 

contenant une activitk P-glucosidasique est CluCe ti la concentration de 50 mM 
(fraction contenant l’enzyme B). Les contenus des tubes renfermant les activiks, 

regroup& et dialysks pendant une nuit contre de l’eau distillCe, sont concentrks 
dans des gaines de collodion jusqu’a un volume compris entre 3 et 5 mL. 

A chaque Ctape de la purification, les dosages et v&ifications suivants ont Ctk 

effectues: mesure d’activitk enzymatique avec P-D-Glcp04NP, avec la cellulose 
partiellement d&grad&e (“100 h”) suivie d’une vkification du produit de la rCac- 
tion par ccm, dosage des prodines, Clectrophor&e analytique et rep&age des 
bandes 2 activitC P-glucosidasique. Les enzymes A et B purifiCes sont dkpourvues 

de tout autre contaminant cellulolytique. Les ksultats obtenus ont permis I’Gtablis- 
sement du Tableau I de purification. Enfin une Clectrophorbe preparative a Ctk 

&alike sur les Fractions A et B. La fraction A a Ctk dCpo&e sur un gel en 
gradient discontinu d’acrylamide (7,5 et 6%). La bande protkque active a ttC 
rep&ke dans le ge1 a 6%. Aprks klution et concentration de cette enzyme, une 
Clectrophorkse analytique montre une seule bande protkque correspondant B 

l’activite P-glucosidasique (Fig. 1A). La purification de la Fraction B s’effectue en 
faisant un gel uniforme 2 9%, et 12 Cgalement l’klectrophorkse analytique ne 

montre qu’une seule bande active (Fig. 1B). 

RkiULTATS 

Prop&t& et caractb-istiques des p-glucosidases d’A. roseus.-L.es propri&tCs de 
chacune des enzymes isolkes du mycklium ont CtC CtudiCes et comparkes. Les 
experiences ont CtC rkalistes soit avec l’enzyme pure 2 la sortie de l’klectrophortke 
prkparative, soit avec l’enzyme purifike dibarasde de tout contaminant celluloly- 
tique. 
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TABLEAU I 

Purification des @a-ghrcosidases A et B d’A. roseus u 

&ape Volume 
(mL) 

Activite 
totale 
(U) 

Proteine 
totale 
(mg) 

ActivitC 
spkifique 
tLJ/mg) 

Facteur de 
purification 

Extrait brut 

Precipitation 
(NH&SO, 80% 

Precipitation 
acetonique 

136 30-7 342,72 0.09 1 

10 57,4 78,9 0,73 8-l 

21,5 208,2 27,3 7,63 848 

Enzyme A 
(DEAE-Sepharose 
100 mM NaCI) 

2,os 188 0,978 19,22 274,6 

Enzyme B 
(Hydro~apatite 
50 mM phosphate) 

29 24,3 0,255 95,3 105X,9 

” Les activites enzymatiques sont mesurees sur la cellulose partiellement d&grad&e WI0 h”); le 
D-glucose lib& est dosi par la reaction a la D-glucose oxydase. Une unite /?-D-gtucosidasique est la 
quantitt d’enzyme qui lib&e une km01 de glucose/min a 37”. 

Ponds ~~~c~l~~r~. Les p. mol. d6terminCs par Clectrophorbe sur gel de 

polytac~Iamide)3~ sont pour l’enzyme A de 110 000 alors qu’ii avoisine 68 000 
pour B. L’GIectrophorSse en condition dtnaturante39 ne montre qu’une seule 

A B 
p. mol. 

-- 

Fig. 1. Les P-glucosidases A et B d’A. roseus, purifiCes, r&&es par coloration au Bleu de Coomasie 
a& migration ~lectrophor~tique en condition native. Le p. mol. de chacune des enzymes est indiqut a 
gauche de la photographie. 
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bande pour l’enzyme A correspondant a un p. mol. de - 96 000. Par contre, pour 
l’enzyme B on observe deux bandes correspondant a des p. mol. de 78 000 et 

- 66 000. La forme a 78 000 est majoritaire. Ces rksultats permettent de supposer 
que les deux enzymes A et B sont monomeriques. Par ailleurs, l’enzyme B semble 

constituee de deux enzymes identiques mais differants peut Etre par leur degre de 
glycosylation. 

pH optimum. Les activitCs ont 6te dkterminees entre pH 3,0 et 75 en utilisant 
comme substrat le P-D-Glcp04NP et le cellobiose. La P-glucosidase A presente 

un pH optimum d’activitt ?I 4 vis ?I vis du glucoside et 4,5 vis a vis du cellobiose. 
L’enzyme B quant a elle, a son pH optimum d’activite B 4,8 et a 5,2 respectivement 
selon les substrats. 

Nature glycoprote’inique des p-glucosidases. Celle-ci a ett dCmontr6e par affinid 

de fixation sur la concanavaline A-Ultrogel. Aprks 1 h de contact enzyme-Con A, 
le surnageant ne contient plus d’activitt enzymatique vis a vis du /3-~-Glcp04NP. 

Le culot de l’enzyme-Con A est remis en suspension dans une solution de tampon 
phosphate 10 mM (pH 7,5) contenant du NaCl (0,15 M) et methyl-cr-D-gluco- 

pyranoside 0.2 M. Apres centrifugation, l’activite enzymatique (P-~Glcp04NP) 
est r&up&-&e dans le surnageant. Les enzymes A et B ont etC fix&es puis 1ibQCes a 

100%. 
Mesure de K, pour les ofigosaccharides. Les constantes de Michaelis (K,) ont 

it6 calculkes pour les deux enzymes4’. Pour ces mesures nous avons utilise les 
oligosaccharides isoles et purifies a partir de la cellulose (voir par-tie expkrimen- 

tale). Ces resultats sont mentionnes dans le Tableau II. Une baisse de la valeur des 
K, est observee avec l’augmentation de la taille de l’oligosaccharide pour l’en- 

zyme B. Avec l’enzyme A il n’y a pas de variations nettes des valeurs de K, quelle 

que soit la taille des substrats. De plus, l’analyse des representations graphiques a 
montrk! que l’enzyme B prksente une l&g&e activation avec les concentrations 

elevees en substrat P-D-Glcp04NP (5 mM), alors que l’enzyme A est inhibee par 
les fortes concentrations en P-D-Glcp04NP (jusqu’8 2,5 mM). Par contre, on 

TABLEAU II 

K, des /3-glucosidases A et B d’A. roseus pour divers substrats ’ 

Substrat Enzyme A Enzyme B 

Cellobiose 
Cellotriose 

Cellot6traose 
Cellopentaose 
Oligosaccharides 

(dp 6-12) 
4-Nitrophenyl-P-o- 

glucopyranoside 
Gentiobiose 

497 2 
5 3,07 

477 397 
4 I,2 
3,3 193 

1,33 0,5 

396 2,4 

a Les valeurs sont exprimCes en mM et calculees & partir de la reprhsentation graphique de 
Lineweaver-Burk. 
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TABLEAU III 

Activitk spkcifiques des fi-glucosidases A et B vis-&-vis de divers substrats oligosaccharidiques D 

Substrat 

4-Nitrophenyl-&o- 

Enzyme A 

10067 

Enzyme B 

1107 
gluco&ranokde 

Cellobiose 
Cellotriose 
Cellotitraose 
Cellopentaose 
Oligosaccharides (dp 6-12) 
Dextrines solubles 
Cellulose “100 h” 
Cellulose “34 h” 
Cellulose “8 h” 
Cellulose “1 h” 
Cellulose microcristalline 
Gentiobiose 
Amygdaline 
Laminarane 
Lich&nane 

2163 615 
1370 756 
1522 664 
1300 968 
1346 825 
360 686 

60 loo 
336 10,4 
138 4,4 
131 3,~ 
1,04 374 

4400 961 
3520 673 
52.50 496 

279 885 

o Les valeurs sont exprimies en U/mg de protkine. L’unitb P-glucosidasique est la quantitb d’enzyme 
qui lib&e une pmol de o-glucose/min B 37”. 

observe toujours une inhibition des deux enzymes pour les fortes concentrations en 
substrats naturels, celle-ci variant graduellement en fonction de la taille de 

l’oligosaccharide. Ainsi avec le cellobiose les enzymes sont inhibCes dans les zones 
de t&s grande concentrations (10 mM pour A, 4 mM pour B). Avec le celiotriose 
et ses homologues supCrieurs, il faut opkrer avec des concentrations plus faibles 
voire meme avec de grandes dilutions (2 mM puis 1,6 mM pour A, 1 mM pour B). 
Avec les oligosaccharides (dp 6 a 12) les concentrations en substrat devienne~t t&s 

faibles (0,8 mM pour A et 0,66 m&I pour 3) et se rapprochent des situations oii 
l’enzyme se trouve au contact de substrats insolubles et n’est jamais satur&e. 

Sptkificit& enrymatique SW divers substrats. Les enzymes A et B ont Btd mises en 
prksence de diffbrents substrats: la cellulose et ses d&iv& [liaisons P-D-Glcp-(1 --, 
4)-D-Glcp]; la laminarane [liaisons P-D-Glcp-(1 * 3)-~-C&p]: la lichknane [30% 
de liaisons P-Glcp-(1 + 3)-D-Glcp et 70% de liaisons /3-D-Gkp-(1 - 4)-~-C&p] 

le gentiobiose [B-D-Glcp-(1 --) 6)] et l’amygdaline do-mandelonitrile-2-yl B-D- 

gentiobioside). Les actkit& spkifiques obtenues sont mentionnCes dans le Tableau 
III. La P-glucosidase A hydrolyse pref&entiellement les oligosaccharides de faible 
poids mol&ulaire alors que la p-glucosidase B attaque tSgalement la cellulose. Par 
ailleurs, l’enzyrne A se montre t&s active sur des substrats tels que laminarane, 
amygdaline et gentiobiose. La fraction B hydrolyse ces substrats, mais dans de plus 
faibles proportions. Ces &glucosidases prksentent dans I’ensemble un large spec- 
tre de spCcificit& Elles sont capables d’hydrolyser non seulement des liaisons 
osidiques ,&R-(1 -+ 41, mais tgalement des liaisons p-o-(1 -+ 6 et 1 + 3). 
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Les enzymes A et B hydrolysent facilement la liaison p-~-(1 + 6) du gentiobiose 
mais I’attaque est plus faible sur l’amygdaline, vraisemblablement, en raison de la 
prksence du groupement aglycone. L’enzyme A est 10 fois plus active que la B sur 
la laminarane qui est constituee par des unites o-glucose likes en p-(1 -+ 3). Par 

contre, la lichknane qui renferme 70% de liaisons p-(1 -+ 4) et 30% de liaisons 
p-(1 + 3) est t&s peu attaquee par A et plus facilement attaquke par B. 11 semble 
done que l’enzyme B ait une prefkrence pour les liaisons de type p-(1 -+ 4). Tout 
en ayant une large spkcificitt, l’enzyme A est nettement plus active sur les 
substrats oh les rkidus de o-glucose sont lies en p-(1 + 3) et p-(1 -+ 6). Pour 
chaque r&action enzymatique nous avons v&ifiC par ccm la nature du produit 

lib&C au tours de la reaction et seul le glucose a Ctk dktectc. D’autres substrats 
tels que la carboxymcthylcellulose (CMC) et la pectine de pomme n’ont et6 

hydrolysb par aucune des deux enzymes ktudikes. Enfin, une expkrience de 
degradation de la cellulose pure (microcristalline, Whatman) a CtC entreprise, en 
faisant agir l’extrait enzymatique purifie sous agitation a 37”. Apres quelques jours 
de contact, le milieu rkactionnel ctait centrifugk et la cellulose degradce restante 

remise en suspension avec de l’extrait frais. Aprils une dizaine d’operations, on 
note une degradation de 50% par rapport au poids initial de cellulose. Dans cette 
expkrience egalement nous avons montrk que le seul produit de la reaction n’ktait 
effectivement que du o-glucose. 

DISCUSSION 

La premiere partie de cette etude comprend l’isolement et la purification de 
deux /?-glucosidases d’Aspergil1u.s roseus. Les cultures ont CtC effect&es sur milieu 
contenant du p-glucose comme unique source de carbone. Lorsque la source de 
carbone Ctait la cellulose ou la CMC, il n’y avait qu’une t&s faible croissance. Les 
p-glucosidases detect&es dans l’extrait cytoplasmique sont constitutives. La /3-glu- 
cosidase A represente plus du tiers de l’activitt totale du milieu intracellulaire. Les 

facteurs de purification des P-glucosidases A et B, calcules par rapport a leur 
activiti sur cellulose sont de 275 et 1059 respectivement. Tout au long des 
premieres etapes de purification de ces enzymes nous avons remarquk que l’activitk 
totale vis a vis de la cellulose augmentait, ce qui rendait impossible 1’Ctablissement 
de pourcentages de recuperation de l’activite enzymatique avec la cellulose comme 
substrat. La faible valeur de l’activitk totale de l’extrait brut peut &tre attribuee a 
l’existence d’inhibiteurs qui seraient tliminb au tours de la prkipitation 

adtonique. 
La deuxikme partie du travail concerne les propriCtCs et les caractkristiques des 

P-glucosidases d’A. roseus. L’enzyme A est monomerique et elle correspond a une 
seule forme proteique. L’enzyme B ne presente qu’une seule bande en klectro- 
phorkse sur gel de poly(acrylamide) dans les conditions non dissociantes, mais 
deux bandes dans des conditions dknaturantes, dont les poids moleculaires exclu- 
ent leur identification B des sous-unites. 11 existerait done, dew formes moleculaires 
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distinctes de l’enzyme B, toutes deux actives sur les mCmes substrats. Ces isoen- 

zyrnes Ctant glycosylCes, cela pourrait modifier leur migration soit sur colonne, soit 
sur gel de poly(acrylamide), comme l’ont dkj& observe Willcox et Renwick41. Leurs 
pH optimanx se situent entre 4-4,5 et 4,6-5,2 respectivement (avec les substrats 
&~-Gkp04NP et cellobiose). Bien que les pH optimaux varient selon les sources 

de P-glucosidases, dans la plupart des cas, ces valeurs se situent entre pH 4 et 
625,26 

Lorsque les differentes fractions enzymatiques sont mises en prQence de 

concentrations variables en oligosaccharides solubles (d&iv&s de la celldose), nous 
obtenons une sCrie de valeurs de K, qui diminuent avec l’augmentation de la 

taille de l’oligosaccharide pour l’enzyme B. Avec la p-glucosidase A nous n’ob- 
servons pas de variations importantes des valeurs de K, quelle que soit la taille 

des substrats. I1 en est de meme lorsque la P-glucosidase de T. uiride est mise en 
prbence d’oligosaccharides de tailles croissantes, mais ?I partir du cellopentaose la 

valeur du K, augmente4’. Quand le degrC de polymCrisation dCpasse 6-12 il n’est 
plus possible de mesurer des valeurs de K,, I’inhibition se manifestant m8me dans 

des zones de grande dilution en substrat. Les @glucosidases d’A. roseu~ ayant la 
particularit& de pouvoir hydrolyser des substrats cellulosiques insolubles, les inhibi- 

tions observkes sont en accord avec le fait que ces enzymes ne sont jamais saturees 
par leurs substrats insolubles. Ces inhibitions ont CtC Cgalement signal&es pour la 

p-glucosidase de B. theobromae avec /3-~-Glcp02NP jusqu’8 0,2 mM2’, et pour la 
P-glucosidase de T. uiride43 avec le cellobiose et le cellotCtraose. Dans notre cas, la 
diffkrence d’inhibition constaGe fait apparaitre, pour la &glucosidase B, un 

caractkre plus “cellulolytique” que pour la /3-glucosidase A. Ce caractkre est 
confirm6 par les experiences de spCcificit6 effect&es sur divers substrats. Nous 

avons remarque, en effet, que l’enzyme B hydrolysait plus facilement la cellulose. 
Du point de vue des spCcificitQ, les glucosidases prksentent, en g&n&al, une 

sptcificitt? anomCrique stricte. Cette sp&ificitC existe Cgalement en fonction de Ia 
nature de l’ose. Toutefois des exceptions existent; ainsi, la P-glucosidase de 
l’emulsine d’amande hydrolyse aussi bien les /3-D-glucopyranosides que les P-D- 

galactopyranoside?. Par contre, la spCcificit6 vis-&vis des liaisons osidiques est 
moins restrictive. Ainsi une meme glucosidase peut attaquer une ou plusieurs des 

liaisons (1 + 21, (1 + 31, (1 --, 4) et (1 + 6). C’est ce que l’on observe dans le cas 
des P-glucosidases d’A. roseus oti l’enzyme A hydrolyse prCf&entiellement la 
liaison p-~-(1 + 3) de la laminarane et la liaison p-~-(1 + 6) du gentiobiose et de 
I’amygdaline, mais attaque faiblement la 1ichCnane oti 70% des liaisons sont 
p-~-Cl -+ 4). Quant Zi la &glucosidase B elle hydrolyse mieux la lichinane que la 
laminarane. Etant plus sptcifique des liaisons p-(1 + 4), il est done comprChensi- 
ble qu’elle attaque plus aiskment la cellulose. 

L’hydrolyse de Ia cellulose et de ses d&iv&, par les &glucosidases d’A. roseus 
ne lib&e que du D-glucose; il en est de mEme pour l’exoglucanase de T. uiride’ qui 

hydrolyse 10% de la cellulose, en lib&ant uniquement du D-glucose. Cette enzyme, 
d’un poids mol&ulaire de 76 000, et d’un pH optimum de 4,9, est I’enzyme qui se 
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rapprocherait le plus d’une des isoenzymes B (p. mol. 78 000) d’A. roseus. Nous 

avons design6 les enzymes purifiees d’A. roseus comme des /3-glucosidases sur la 
base de leur produit d’hydrolyse qui est le o-glucose. Contrairement aux exocellu- 
lases qui ne sont pas capables d’hydrolyser le cellobiose ni le P-D-Glcp04NP, les 

/?-glucosidases que nous decrivons possedent une tres forte affinid pour ces 
substrats. NCanmoins ces P-glucosidases ne correspondent pas ?+ l’enzyme qui 
intervient classiquement dans la derniere &tape d’hydrolyse de la cellulose, 
puisqu’elles sont capables a elles seules de liberer du n-glucose 21 partir de la 

cellulose. 
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