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SUMMARY

Affinity chromatography of a cellulase complex from Trichoderma viride on cross-
linked cellulose

A procedure involving affinity chromatography on cross-linked cellulose was
developed for separating enzymatic components of a cellulase complex from Tricho-
derma viride. The exoglucanases [8-(1 — 4)-p-glucane cellobiohydrolase and cello-
biase] passed through the column in the equilibrating buffer, whereas the endo-
glucanases were fixed in the same conditions. Five endo-f(1 — 4)-glucanases were
fractionated by elution with stepwise increasing concentrations of carboxymethyl-
celfulose added to the buffer. These endoglucanases were differentiated by their sub-
strate specificities and by their reaction pattern toward carboxymethylcellulose,
celtulose, insoluble cellodextrins and oligosaccharides.

INTRODUCTION

La dégradation de l2 celiulose est réalisée par des systémes enzymatiques
hétérogéres comprenant un certzin nombre d’enzymes cellulolytiques agissant en
synergie: endo-f-(1 — 4)-glucanases ou I —» 4-f-p-glucane 4-glucanohydrolases
(EC32.14), exo-f-(1 — 4-glucanases ou 1 — 4-8-p-glucane glucohydrolases (EC
3.2.1.74) et 1 — 4-f-p-glucane cellobichydrolase’*. Le plus souvent, ces cellulases
sont associées 3 une cellobiase (EC 3.2.1.21). La grande hétérogénéité des préparations
celiulasiques rend complexe Ie fractionnement de leurs différents compaosants et la
plupart des techniques nécessitent la mise en ocuvre de nombreuses étapes faisant
appel, soit 2 I filtratiop sur gel, soit & Ia chromatographie sur échangeurs d’fons.

An cours de précédents travaux, nous avons décrit la séparation de deux types
de polysaccharidases par chromatographie d’affinité sur leur substrat réticulé: endo-
polygalactaronase® et a-amylasesS. Nous décrivons ici Papplication de cette technique
au fractionnement d’une préparation cellulasique de Frickoderma viride.
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PARTIE EXPERIMENTALE

Préparation enzymatique
Cellulase de Trichoderma viride (Bochringer, Mannheim, R.F.A.).

Substrats

Cellulose microcristalline en poudre (Whatman, Maidstone, Grande Bretagne);
Carboxyméthylcellulose trés polymérisée et peu substituée (Blanose R 195, Novacel,
France); D-(+)-cellobiose (Sigma, St-Louis, Mo., Etais-Unis).

Cellodexirines insolubles et solfubles

Aprés acétolyse de la ceilulose pendant une nuit & Ia température du Izboratoire
selon le procédé de Hess et Dziengel” et désacétylation par le méthylate de sodium, les
oligosaccharides de degré de polymérisation élevé sont précipités par Péthanol. Les
oligosaccharides solubles sont fractionnés par chromatographie sur colonne de
Séphadex G-15.

Détermination de I’activité enzymatique

Une sclution de carboxyméihvicellulose 4 0.29 ou de celiobiose 0.05 Af en
tampon acétate 0.02 M, pH 4.6, est utilisée comme snbstrat. L'activité enzymatique
est déterminée, aprés incubation & 30°, par dosage des sucres réducteurs libérés (ex-
primés en giucose) au moyen de la technique de Nelson et Somogyi®?. L’activité
enzyraatique est exprimée en unités correspondant i Ia quaatité d’enzyme libérant
1 umole de glucose/min.

L’estimation du glucose Lbéré est cffectuée par la méthode & la glucose-
oxydase®, -

Lorsqu’un substrat insoluble est utilisé (cellnlose microcristalline, cellodex-
trines insolubles), 5 mg de substrat sont ajoutés au milieu et 'incubation est effectuée

sous agitation & 30°.

Identification des produits d hydrolyse enzymatigque

La séparation des produits d’hydrolyse enzymatique est effectuée par chroma-
tographie sur couche mince de silice, a 'aide du solvant: n-propanol-acétate d’éthyle—
éthanol absolu-acide acétique—pyridine—eau (7:3:3:2:2:4). La révélation est effectuce
par chauffage aprés pulvérisation d’acétone sulfurique & 5%.

Support chromatographique

La réticulation de Ia celluiose est effectuée par action de Pépichiorhydrine en
milieu alcalin suivant une modification de Ia technique de Kuriak et Marchessault!!,

Le degré de réticulation de Ia cellulose, dont dépendent les qualités du support
chromatographique, est conditionné par les quantités de cellulose, de soude et
d’épichlorhydrine présentes dans le milieu réactionnel ainsi que par la température et
Ia durfe de la réaction. Les conditions opératoires retenues doivent permettre d’ob-
tenir un polysaccharide suffisament réticulé pour ne pas étre hydrolysé par les endo-
8-(1 —- 4)-glucanases mais passédant encore des séguences de résidus glycaopyranosyles
non substitués, susceptibles d’étre reconnus par ces enzymes qui se fixeront spécifique-
ment sur le support insoluble.
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Différentes préparations se sont révélées efficaces quant 2 Iz fixation de
Pactivité endocellulasique. Pour des raisons pratiques (gonflement, vitesse d’écounle-
ment), nous avons retenu le protocole décrit ci-dessous.

La cellulose microcristalline est traitée par de la soude en solutior aqueuse 2
10%, (rapport molaire soude/cellulose = 0.6, calculé d’aprés Iz concentration en
anhydroglucose) et par de Pépichlorhydrine (rapport molaire épichlorhydrinefcellu-
lose = 5). Le mélange est maintenu sous agitation continue 15 min i Ia température
du laboratoire, puis 1 h & 50°. Le milicu réactionnel est ensuite neutralisé par de
Pacide acétique. Le polysaccharide réticulé est ensuite lavé & I’eau puis déshydraté
par Facétone et pulvérisé en fines particules.

Fractionnement du mélange cellulasique
Une colonne (28 cm X 2 cm) constituée par 10 g de cellulose réticulée est

équilibrée avec un tampon acétate 0.02 Af, pH 4.6 2 4°. 1 ml de solution tamponnée
contenant 50 mg de préparation enzymatique et 5 mg de sérum albumine destinde 2
simuler des protéines contaminantes, est adsorbé sur la colonne. Un lavage de la
colonne est réalisé avec le tampon d’équilibrage jusqu’a ce que I’éluat ne présente plus
d’absorption 2 280 pm.

Le fracticnnement des activités endo-f-(1 — 4)-glucanasiques est ensuite
réalis€ grice a une clution par palier avec des solutions de carboxyméthylcellulose de
concentrations croissantes = 0.5, 1.75, 2 g-1-1 dans le tampon d’équilibrage de Ia
colonne (pkH 4.6) et 3 g-1~! dans un tampon pH 5.6 correspondant au pH optimum
de I'activité enzymatique retrouvée dans cette fraction.

RESULTATS

La chromatographie de Ia préparation cellulasique de Trichoderma viride sur
cellulose réticuiée (Fig. 1) nous a permis: (1) de séparer les activités exo- et endo-
glucanasiques; (2) de fractionner les activités endoglucanasiques retenues sur la
colonne.
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Fig. 1. Chromatographic d'une préparation celtulasique de Frichoderma viride sur cellulose réticulée.
Colonne de 28 x 2 cm. Elution par Tampon d’équilibrage (A) et par solution tamponnée de carboxy-
méthylcellulose a: 0.5g-1"* (B); 1.75g-1"% (C); 2g-1"! (D) et 3 g-I"* (E). m = Densité optique
(D.0.) a 280 nm, @ = pouvoir réducteur appary aprés incubation sur carboxyméthylcellulose; A =
pouveir réducteur anparu aprés incubation sur cellulose.
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Séparation des activités exo- et endoghucanasiques
La fxation de Pactivité endo-p~«1 — 4)-glucanasique est maximale a pH 4.6,
pH voisin du pH optimum des endocellulases.

. La cellulose réticulée constitue un support spécifique pour le fixation des
endo-g-(1 — 4)-glucanases. En effet, les activités exo-f-(1 — 4)-glucanasique et celle-
biasique présentes dans la préparation de Frichoderma viride sont éluées lors du lavage
de 12 colonne par le tampon d’équilibrage, en méme temps que les protéines conta-
Ceci 2 pu &tre vérifié par incubation sur cellulose, cellodextrines et cellobiose
en présence du premier pic d’élution, incubation suivie de 'estimation du pouvoir
réducteur apparn, de celle du glucose libéré et d’une chromatographie des milieux
réactionnels.

Cetic premiére fraction conduit avec chacun des subsirats 2 Ia seule libération
de glucose. Ce type d’hydrolyse pouvant étre obtenu, soit par action d’une §-(1 — 4)-
D-glucane glicohydrolase, soit par action d'ene g-(1 — 4)-pD-glucane cellobio-
hydrolase et d’une celiobiase associées, nous avons soumis cette premiére fraction 2
une filtration sur Ultrogel AcA-34 (LKB, Stockholm, Suéde). Ceci nous a permis de
séparer une glucane cellobiohydrolase, hydrolysant la cellulose avec libération de
cellobiose, et une cellobiase; Paction simultanée de ces deux enzymes conduisant a

Ia libération de glucose.

Fractionnement des activités endo-g-(1 — 4)-glucanasigues

Différents essais d’élution des activités endo-§-(1 — 4)-glucanasiques par
modification du pH (pH 3 4 pH 7.5) ou par augmeniation de la force iomique de
Péluant (tampons additionnés de XCl 0 & 2 M) se sont révélés inefficaces.

Lors d’un fractionnement d’une préparation cellulasique de Trichoderma
koningii par chromatographie d’affinité sur colonne de cellulose, Halliwell et Griffin!?
ont pu utiliser avec succés une diminution de la force ionique de I’éluant (0.02 2 0 Af).
Ce protocole, appliqué pour I’élution des activités endo-g-(1 — 4)-glucanasiques
fixées sur la cellulose réticulée s’est avéré inefficace.

L’utilisation de solutions tamponnées de cellobiose (2 M) permet I'élution de
Factivité endo-3-(1 — 4)-glucanasique, mais en un pic trés étalé sans séparation des
diverses enzymes.

Des essais d’élution par des solutions tamponnées d’hydroxyéthylcellulose se
sont également Evélés négatifs.

Par contre, le fractionnement de cing activités endo-g-(1 — 4)-glucanasiques
a pu Stre réalisé grice 3 une élution par palier avec des solutions tamponnées de
carboxyméthyicellulose de concentrations croissantes: 0.5, 1.75, 2 et 3 g-17* (Fig. 1).
Au cours de cette élution, ’enzyme attaque partiellement la carboxyméthylcellulose
et les oligosaccharides libérés doivent &tre séparés de Ia protéine enzymatique par
passage de I’éluat sur une colonne de Séphadex G-25. Tous les pics élués par des
solutions de carboxyméthylcellulose correspondent A des activités endo-g-(1 — 4)-
glucanasiques. En effet, chacun d’eux conduit & partir de la cellulose, de Ia carboxy-
méthylcellulose ou des celiodextrines, A Ia libération d’oligosaccharides de degré de
polymérisation varié, dégradation caractéristique de celle réalisée par des emdo-
glucanases.
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Différenciation des activités endo-§-{1 — 4)-glucanasiques

Afin de différencier les cing activités (F, 3 F) éluées par les solutions tampon-
nées de carboxyméthylcellulose, nous avons déterminé leur pH optimum d’action,
leur spécificité de substrat et tenté de préciser leur mode d’action sur carboxyméthyl-
cellulose, cellulose, cellodextrines insclubles ou solubles (degré de polymérisation de

2a5).

pH optimum. A Te exception de I'enzyme Fs qui posséde un pH optimum de
5.6, les quatre autres enzymes (F, a F,) ont le méme pH optimum, £gal 4 5.

Dégradatian de la carboxyméthylcellulose. Seule la fraction F,, éiuée par la
plus faible concentration en carboxyméthylcellulose, attaque ce substrat avec libéra-
tion d’oligosaccharides de degré de polymérisation supérieur ou €gal 3 2. Cette fraction
corraspondrait donc & la “carboxyméthylcellulase” identifiée dans les préparations de
Trickoderma viride par Okada?®s.

DPégradation de la cellulose microcristalline. La fraction F, ne présente aucune
activité vis-3-vis de ce substrat.

Les fractions F, & Fs hydrolysent la cellulose insoluble avec libération de
cellobiose et d’oligosaccharides de degré de polymérisation plus €levé. Lors d’hydro-
lyses prolongées, on note la présence presque exclusive de cellobiose dans Ies hydro-
lysats obtenus avec les fractions F, ei Fs.

Dégradation des celledextrines insolubles. L’hydrolyse des cellodextrines inso-
Iubles par les cing fractions enzymatiques conduit 3 la libération préférentielle de
ceilobiose pour des temps d’hydrolyse élevés, mais 'étude de la cinétique de Phydro-
iyse permet de signaler quelques différences dans le mode d’attagque de ces en-
zymes.
Les fractions F,, F, et F; entrainent la disparition rapide des oligosaccharides
de degré de polymérisation élevé (supérieur a 6), alors que les fractions F, et Fs ne
Ies hydrolysent que trés lentement.

Dégradation des cellodextrines solubles. Toutes les enzymes hydrolysent le
cellopentaose avec libération de cellotriose. Les fractions F, et F; se révélent les
plus actives vis-3-vis de ce substrat alors que Ia fraction F; n’a qu’une faible activité.
De plus, F; et F; se différencient par le fait que dans les hydrolysats obtenus en
présence de F,, il y a apparition de cellotétraose, accompagné d’une faible quantité de
glucose, quantité inférieure a celle du tétramére. Ceci pourrait s’expliquer par la mise
en jeu, parallélement a la réaction d’hydrolyse, d’une réaction de transfert. Le méme
type d’action peut également Eire attribué 4 Ia fraction F,. Ces deux enzymes F> et F¢
seraient identigues aux cellulases ITA et HB isolées par Okada®® i partir de prépara-
tions cellulasiques de Trichoderma viride et catalysant la synthése de cellotétraose 2
partir de celiobiose.

Le cellotétraose est hydrolysé par les fractions F,, F, et F; avec attaque préfé-
rentielle de la liaison centrale et libération de cellobiose comme produit majeur
d’hydrolyse. L’hydrolyse de ce substrat par les fractions F, et F; est nulle.

Aucune de ces enzymes n’hydrolyse Ie cellobiose.

L’ensemble de ces expériences est en faveur de I'existence d’entités enzyma-
tiques différant par leur mode d’action. Les expériences d’électrofoczalisation qui ont
été tentées m’ont pas permis la détermination du point isoélectrique des protéines.
Apres PPélution de la colonne d’affinité par la carboxyméthylcellulose, une partie de
ce polysaccharide reste adsorbé sur la protéine et Iz filtration sur gel de Pensemble ne



permet pas de dissocier le compiexe. Ceci ne parait pas géaer Ies a.cﬁmtés enzymatiques
tnais entrave les migrations électzophorétiques. .

DISCUSSION

L'isolement des composants des complexes cellulasiques d’origines diverses
nécessite en général une méthodologie longue et Iaboricuse. A notre connaissance,
une seule technique de fractionnement d’activités cellulasiques par chromatographic
d’affinité sur cellulose a ét€ mise au point par Halliwell et Griffin!2. Cependant cette
technique ne permet I2 séparation de T'activité endoglucanasique de Trichoderma
kor:ingii quen deux fractions, une mboxyméthyiceﬂu!ase et une endoglucanase,
Jo:s que ce complexe ceilulasique semb!e contenir an moins guatre activité endo-
gxuw.nauquca \‘!dlesls.

La chromatographic d’affinité des complexes cellulasiques sur ccilulose
réticulée constitue un moyen simple et rapide pour, d’'une part, séparer les activités
exo- et endocellulasiques associées et, d’autre part, fiactionner les diverses activités

endocellulasiques le nlus souvent présentes daas les préparations, afin d’en étudier le
rmode d’action.
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RESUME

Un procédé de chromatographie d’affinité sur cellulose réticulée est mis en
geuvre pour séparer les différents composés enzymatiques d’un complexe cellulasique
de Trickoderma viride. Les exoglucanases [f~(1 — 4)-D-glucane cellobiohydrolase et
une cellobiase] sont éluées par le tampon d’équilibrage alors que les endoglucanases
sont retenues par le support. Cinq endo-8-(1 — 4)-glucanases sont fractionnées grice
a une élution par palier avec des solution tamponnées de carboxyméthylcellulose de
concentrations croissantes. Afin de différencier les activités endoglucanasiques, nous
&tudions leur spécificité de substrat et tentons de préciser leur mode d’action sur
carboxyméthylcellulose, cellulose, cellodextrines insolubles et oligosaccharides
solubies.
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