
SUMMARY 

A@ziiy ckromograpky of a cerrlulase complex from Trickohnra viria% on cross- 
linked CelluGose 

A procedure involving z&&y chromatography on cross-linked cellulose was 
developed for separating enzymatic components of a cell- complex corn Ti%iu- 
denna viririe. The exogincanases &TX1 44)-mghscane cel.lobiohydr0h.s and cell* 
biase] passed through the cotumn in the equilibrating buffer, whereas the endo- 
glucanases were tied in the same conditions. Five endo-@@ --f 4)-ghxcanases were 
fractionated by elution with stepwke imreasing concentrations of carboxymethyl- 
celtukse added to the buffer_ These endoglumnases were diffem&&d by their sub- 
strate specikities aad by their reaction pattern toward carboxymethykeJ.Mose, 
cellulose, ins&able cellodextrim and oligosaccbarides. 

IA d&&&ion & la cellulose est rMis% par des systkmzs emymatiques 
h&&og&xs comprcnaut un certain nombre &emzymes cefWo&tiques agissa~t en 
mergie: endo+?+ + 4)-glucanases QU I -+ 4-/3-~glucane 4-glucanohydroiases 
(EC 32.L4), em-&(1 +4)-glum ou 1 +4-#?-D-glucime glucubydrolases (EC 
3-2.1.74) et I + 4-@-gIucane cel.lobiohydroW --4_ U! plus SOWent, ces cel.Mases 
sent associb & une cellobiase (EC 3.2-2.21). La grande h&t&og&xW des p&parations 
celbzfasiques rend compkxe le ~ctk~~~~ de Iears dZ&ents composants et la 
pInpart des techniques mkessitent la m&e en oeuvre de nombreuses itapes faisant 
appel, soit i la Wration sur ge& soit & h cbromatographie sur khangems il’ions_ 

Arr cmrs de pr&&ients travaux, nous avons d&it la s&aration de deux m 
de poXysamhxidases par chromatographie d’a&&k sur Eeur subs&at &icuX: endo- 
po&a.&tmonase5 et ~~-arnyks~_ Nous d&cxivons ici l’applic&ion de cette technique 
an i%actionmme~t d’une pr@.ration ce&&.sique de T‘rkko&m tie. 



S&fifFdS 
fxIulose microcris tdhe en pouch (‘Whatman, Maidstone, Graade Bretagne); 

catboxym&hykclIuiose t&s poI,~&is& et peu sub&it&e @&nose R 195, Novacel, 
Franliz); ~t&cellobiose (Si_gma, St-Louis, Z+&o., &z&s-Unis)), 

Apds a&toIysc de la ce&&se pendant une nuit A la temp&ature du Iaboratoire 
selon te pro&% de Hess et DtiengeP et dwtylation par te m&hyIate de sodium, les 
oligosaccharides de degn5 de pofym&isation ikv6 sent pr&ipit&s par Whanol, E.es 
oligosaccharides solubks sod fraction&s par chromatographie SW colonne de 
*had&x G-15. 

D&fe~zaficm de i’acfivif& ezqmafi*P 
Une solution de carboxym&hykelose A 0.2% ou de cellobiose 0.05 N en 

tampon a&ate O-02 M, pH 4.6, est utiEs& comme sub&at_ L’activiti enzymatique 
est d&ermin&, aprk incubation A 3U”, par dosage des sucres r&iucteurs tib&s (ex- 
prim&s en giucose) au moyen de h technique de Nelson et Somogy5s*9_ L’acfiviti 
enzymatique est exprimke en unit& correspondant B la quantiti dknzyme Lib&ant 
1 prnofe de gkosc/min- 

L’estimation du glucose iib& est &kctu& par Ia m&hode B la glucost+ 
OxydazXP. 

Lotsqu’un sub&rat insoluble est utilis6 (c&ulose microcristaliine, celkdex- 
trines insoiubles), 5 mg de sub&rat sent ajout& au milieu et i’incubation cst e&ct&e 
sous agitation B 30”. 

La s&w&ion des prod&s d’hydrolyse enzymatique cst g8kctu& par chroma- 
tographie snr couche mince de silke, B bide du solvant : n-propanol-a&ate d%thyk- 
&an01 absolu-acide ac&iquf+pyridine+au (‘7 :3 :3 :2:2 r4). La r&&tion est efkct&e 
par &a&&e apr&s pulv&kation d’ac&tone sulfimrzque & 5 z!_ 

La r6ti~tion de la eelhdose est et&ctu& par action de Wpichlorhydrine ep 
milieu aka.?in suivant une modification de Ia tectique de Ku&k et Marchessault”. 

Le degr6 de r&icuiation de la ceiiulose, dent dkpendent les qua&&s du support 
chromatographique, est conditionm5 par les qua&t& de celIutoSe, de soude et 
dVpiclilorhyd.rine prkentes dans Ie milieu r&ctionnei ainsi que par la tempkature et 
la d&e de h r&action. Les conditions opkratoires retenues doivent permettre d’ob- 
teGr em poIysa~Wde su.%ameot r&icuE pour ne pas We hydrolys6 par ks cndo- 
&(I -I-4)-gIucaMses mais pos&k& encore des s&quences de r&idus glycopyranosyks 
non subs&z&, susceptiiti &i&e reconnus par ces enzymes qui se fixeront z5pkiEque- 
ment szxr Ie support insokzble. 
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DifEre~tes p&pzations se sont ?r&Ses efkaces quant 5 h fkation de 
I’activit& endo<=ehlasique. Pour des raisons pratiques ~otieuxn~ vitesse d’&ouk- 
merit), nous avons retezm le protowle dkrit ci&ssous. 

k cellulose micro&sta%ne est trait&e par de la soude en solution aqueuse B 
10% (rapport molaire soude/cell~ose = 0.6, c&t&Z d’aprk la concentration en 
d~ydroghcose) et par de l%pichlorhyrine (rapport molaire &pi&lorhydrine/cellu- 
lose = 5). Le m&nge est maintenn sous agitation continue 15 min 2 Ia tempkature 
du laboratoire, puis I h B 50”. Le milieu hctionnel est ensuite neutral% par de 
l%cide a&ique. Le poiysaccbaride r&icuE est ensuite lav15 B l’eau puis d&hydrat& 
pas ra&one et pulv&i& en fines particuks. 

Fractionnenzent du m.hge ce!h?azZque 
Une colonne (28cm x 2cm) con&i&e par 1Og de cellulose r&k&e est 

6quiIibn5e avec un tampon a&ate 0.02 M, pH 4.6 B 4”. 1 ml de solution tamponn~% 
contenant 543 mg de pr&paration enzymatique et 5 mg de s&rum album&e destiny B 
simnler des protiines wutaminantes, est adsorb sur la wlonne. Un lavage de la 
wlonne est r&Es& avec le tampon d%quiiibrage jusqu% ce que l’&at ne p&sente plus 
d’absorption B 280 nm. 

Le fracticnnement des activitk endo+-(l --f 4)-glucanasiques est ensuite 
rklisk grke A une &tion par palier avec des solutions de carboxym&hyIce!Iulose de 
concentrations croissantes = 0.5. 1.75, 2 g - 1 -I dans le tampon d’&quilibrage de la 
wlonne (pH 4.6) et 3 g-l- l dans un tampon pM 5.6 correspondant au pH optimum 
de l’activiti enzymatique retrouv&e dans cette fraction. 

La chromatographie de la preparation celhlasique de Trichodem viride sur 
cdulo.se r&km& (Fig. 1) nous a permis: (1) de Sparer les activitis exo- et endo- 
glucanasiques; (2) de fractionner les activitks endogkanasiques retenues sur la 
wlonne. 
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Gzci a pu &e v&if% par incubation sur cellulose, celludexfrines et celiobiose 
en prkemze dn premier pit d’kfution, incubation suivie de &&nation du porrvoir 
rkiucteur appanz, de c&e du gkose lib& et d’une chromatographie des miIieux 
r2aclrionnels. 

CCYW pnxni& fraction conduit aver &aum des substrats 8 Ja seti= hiration 
de glucostz Ce type d’hydrolyse! powant &re obtenu, SoiP par zctioa d’me &(I--) 4)- 
D-glucane gkohydrolase, soit par action d’une &(t +4)-~-glucane &lob& 
hydroiase et d’une ceffobiase ass&&es, nous avons soumis cette psemitre fxactioe & 
une 6kratior1 sur Ukrogel AcA-34 (LKB, Stockholm, %&de). Ceci nous a perks de 
s@azer une ghxcane celIobiohy&olase, hydrolysant la cellulose avec liition de 
cellobiose, et une cellobiase; l’acsion sisnalti& de ces deux enzymes conduisant B 
la iiiration de ghxuse~ 

Fkm!io -mt ties a&d& ena&%(I + B)-gluc~es 
Diffkents essais d’&lution des actkit& endo-/l-(1 + 4)-glucanasiques par 

modification du pH (PH 3 8 pH 7.5) ou par augmentation de la force ionique de 
l’&ant (*%mpons additionn& de XCl 0 h 2 M) se sent r&v&Es inefkaces. 

Lors d’un fractionnement d’rzne pr+aration CelIuIasique de TrickfM?ru 
koningii par cbromatogxaphie d’afEnit& sur coloane de cellulose, Halliweil et GritSin= 
ont pu ntiiiser avec suc& une diminution de la force ionique de IUuant (0.02 B 0 M). 
Ce protocol, appliquk pour l’klution des act+&% endo-p-(1 + 4)-ghxcanasiques 
E&es sur la celiulose r&icuEe s’est av& inefikace. 

L’utilisation de solutions tamporm&s de cellobiose (2 M) permet WIution de 
i'activiti endo-&(f --f 4)-ghxanasique, mais en un pit t&s &ale sans s&pa.ration des 
diverses enzymes_ 

Des es&s d’&lution par des solutions t.ampom&s d’hydroxy&hykellulose se 
sent kgakment &v&s @atifs. 

Par cuntre, le fractormement de cinq activitks endo-&(l -+ 4)-glucantiqnes 
a pu Ztre r&Ii& grke B une ~$Iution par palier avec des solutions tam_posmks de 
carbo:~ym&byk.e&~Iose de concentrations croissantes: 0.5, 1.75, 2 et 3 g.1” (Fig- 1). 
Au tours de c&e e?ution, l’enzyme attaque partielkment la carboxym&hylcellulose 
et ks oligosaccbarides Iiir& doivent &e s&pa& de Ia protkine enzymatique par 
passage de I’&at sur une colonne de S&pbadex G-25. Tous les pits &I& par des 
solutia~de~~~~~thyIceUunose correspondent& des activit&s endo$-(l--34)- 
ghxcanasiques. En &et, cbacun d’eux conduit B partir de Ia ceEulose, de la carboxy- 
m&hylceIItiose ou des ceJ.lodextrines, B la liition d’oligosaccbarides de de de 
p&m&i~&on va&, d&gradation caractkistique de c&e rEali& par des ado- 
glacaarrses 



D@$22en&n &s acfivitps en&-/.?-{I --t 4)-g~-~~eS 
Afin de diE&emier Ies cinq a&&s (Fx 5 F,) t%&s par les solutions tampon- 

n&es de carboxym&hylcfSulose, nous avons d&rminb teur pH optimum d’action, 
leur sp&Sciti de sub&at et ten65 de pr&iser leur mode d’action sur carboxym&hyl- 
cellulose, celhtlose, cehodextrines insolubles ou solubles (degre de poEym&isation de 
225). 

pH optlinum. A l’exception de I’enzyme FS qui posGde un pH optimum de 
5.6, les qua&e au&es enzymes (F, 5 F4) ant le r&me pH optimum, +a1 5 5. 

D&gra&zliin de la cmbo*thyZceZluZose. Se&e la fraction F1, Bu& par la 
plus faible concentration en carboxym&hykzellulose, attaque ce substrat avee lib&a- 
#ion d’ohgosaccharides de deg& de polym&isation sup&ieur ou &gal & 2. Cette frac&n 
correspondrait done B la “carboxym&hylcelh&se” identified dans les preparations de 
TrZckoclemuz viiide par Qka&13. 

D&raalzrion de la ceZWose microcrista&ze. La fraction F, ne pdsente aueune 
activite vis&-vis de ce sub&rat. 

Les fractions Fz B F5 hydrolysent la cellulose insoluble avec liberation de 
cehobiose et d’oligosaccharides de de@ de polym&isation plus eleve. Lors d’hydro- 
Iyses prolong&s, on note la pr&ence presque exchisive de cehobiose darts Ies hydro- 
Iysats obtenus avec Ies fractions Ft et F3. 

De’gradhion des cehdexirines tisolubes. L’hydrolyse des celhxlextrines inso- 
Iubles par les cinq fractions enzymatiques conduit B la lib&&ion preferentielle de 
ceilobiose pour des temps d’hydrolyse eIev&s, mais Mude de la ci&ique de I’hydro- 
iyse permet de signaler quelques di%rences dans Ie mode d’attaque de ces en- 
zyn= 

Us fractions F,, Fr et F3 entrament 12 disparition rapide des ohgosaccharides 
de de& de polym&isation ifeve (sup&ieur & 6), alors que les fractions F4 et F5 ne 
Ies hydrolysent que tr& lententent. 

D&gr&zz&wz des ceZlociextr;nes suiubles. Toutes les enzymes hydrolysent le 
cehopentaose avec lib&ration de cehotriose. Les fractions Fz et F3 se tivelent Ies 
plus actives v&-&is de ce sub&rat alors que la fraction FS n’a qu’une faible activit& 
De PIUS, Fz et F3 se differencient par le fait que dans les hydrolysats obtenus en 
presence de F,, il y a apparition de ceIlot&aose, accompagne dune faible quantiti de 
ghxcose, quantite inf%ieure & ceHe du t&am&e. Ceci pourrait s’expliquer par h n&e 
en jeu, parahelement B la reaction d’hydrolyse, d’une &action de transfert. Le n&ne 
type d’action peut egalement 3.re attribuC 5 la fraction F4_ Ces deux enzymes Fz et F4 
seraieni identiques aux ceMases DA et LZB isoleS par Okada= B partir de pnSpa.ra- 
tions ceIIulasiques de Trkhdernza virile et mtdysant Ia synth&e de cehot&raose 5 
par& de cellobiose. 

‘Le cellotdtraose est hydrolysE par fes fractions F1, Fr et F3 avec attaque ptife- 
rentiehe de la liaison centrale et lib&&on de cellobiose comme produit majeur 
d’hydrolyse. L’hydrolyse de ce subs&at par les &actions F4 et F5 est nuhe. 

Aucnne de ces enzymes n’hydrolyse b cdobiose. 
L’ensemble de ces exp&iences est en faveur de Existence d’entit& enzyma- 

tiques differant par leur mode d’action. Los exp&iences dWectrofoc&sation qui ont 
it8 tent&s n’ont pas permis Ia d&ermination du point iso&ctrique des protc%bs. 
AprZs IWution de la coZonne d’atEn.M par h carbo~&hylcelhtlos, une partie de 
ce poIysa=haride reste adsorb& SUT la protiine et la filtration sur gel de l’ensemble ne 



. Ce travail a b&&ki~ d’irzle aide de Ja D.G.R.S.T. (No. ‘75 70 538 01). 

Un pro&d& de chromatographie d’afiiniti sur cellulose r&icuEe est mis en 
actnm pour s&parer les dif%ents compo&s enzymatiques d’urr cumplexe celhlasique 
&e T&&&= vZ&_ Les exogksanases @-(l + 4)-D-&cane cellobiohydrolase et 
une cellobiasej sent &x&s par le tampon d’&@ibrage alors que les endoglucanases 
sent retenues par le support- Cinq end@-@ + 4)-glum sont !%actioxm&e.s grke 
B une tiution par pakr awe des solution t.ampoun&s de carboxym&hyk&xIose de 
concentrations croissantes, AGn de diffkeacier les activit&s endoghanasiques, nous 
&udions leur sp&ificit& de sub&at et tentons de ptiser leur mode d’action sur 
c*~thylcellulo, aAhhe, cekdextrizxes insolubles et oligosatiharides 
soIubl&. _ 
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