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ABSTRACT

Ion exchange chromatography of DE.AE-sepharose CL-6B was used to purify cellulase components from a culture

filtrate of Ceiiuiomonas CSI-17 grown on microcrystalline cellulose Sigmaeell-20. The cellulase components were

separated into three activity peaks after elution with a linear gradient of NaCl concentrations from 0 to 0.SM. The first

and second peaks I. and t contained high activity for degradation of amorphous cellulose CMCase, while the third peak I,

contained activity for degradation of microcrystalline cellulose avieclase. In the higher concentration of NaCI 0.0 to 1.0

M and in the same linear gradient addition the filtrate was separated into four peaks. Three peaks of 1t, IIb and It, had the

same activity as l, t, and I,, while the last peak It4 had high CMCaae activity. In this separation the resolution between t1

and It, was poorer than I, and 1b* Therefore, in the further experiment the separation was carried out with stepwise

gradients ofNaCI 0.08, 0.18,0.30 and 1.0 M. The choice of salt concentrations was based on results of the second linear

gradients system. Five peaks were resolved well after the elution. Further enzyme determination shows that
11b

has high

CMCase activity, II, has high avicelase aetivity,while II. has cellobiohydrolaseactivity.
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Mikrob selulolitik dapat memproduksi selulase yang

dapat menguraikan selulosa menjadi glukosa. Penguraian

terjadi karena aksi sinergisme tiga komponen selulase yaitu

endo-13- I ,4-glukanase EC 3.2.1.4, ekso-- I ,4-glukanase

EC 3.2.91 atau selobiohidrolase, dan 3-l,4-glukosidase

EC 3.2.1.21. Endoglukanase akan memulai penguraian

pada daerah amorf secara acak sehingga membentuk rantai

yang terbuka untuk aktivitas selobiohidrolase, kemudian

selobiohidrolase memecah n'iolekul selobiosa dan ujung

rantai. Selobiosa yang terbentuk selanjutnya dihidrolisis

oleh f3-glukosidase menjadi glukosa Enari 1983, Coughlan

1985. Mekanisnie mi masih sering diperdebatkan karena

ditemukan pula endoglukanase yang bersifat aktif

menguraikan daerah kristal Kanda ci at 1976, Kanda &

Nisizawa 1983, Beldnian ci at 1985, dan dua jenis selo

biohidrolase yang masing-masing aktifmenguraikan daerah

kristal atau amorf Fagerstani & Pattersson 1980, Wood

1985. 1-lenrissat ci at1985 melaporkan bahwa sinergis

me terjadi bila terdapat dua jenis enzim yang masing

masing aktif pada daerah kristal dan amorf.

Mekanisme penguraian setulosa pada uniumnya dipela

jan pada enzim kompleks yang dihasilkan cendawan. Chol ci

ai1978 niengisolasi bakteni Cc//u/omonas CSI-17 yang

mampu menguraikan kapas. Untuk mempelajani pengunaian

enzini yang diproduksi oleh bakteni tersebut penlu dilakukan

punifikasi koniponen kompleks enzirn.

Beberapa kromatografi tukar ion seperti DEAE Bio-Gc/A

Beldman ci at 1985, DEAE-irisac;y/ M Prasertsan &

Doelle 1986 dan DEAF Sepharose CL-6B Groleau &

Forsberg 1982 dapat dipakal untuk memisahkan koniponen

selulase Trichoderma viridc, ]c//ulomonas sp. dan

Bacicroides succinogenes. Pada sisteni knoniatografi mi
komponen selulase dipisahkan berdasarkan perbedaan

afinitas tenhadap penukar ion. Afinitas komponen dengan

penukar ion dapat dilepaskan dengan mengubah kadar

garam atau pH larutan eluen Yamanioto 1988. Selain itu

sisteni pengaturan perubahan kadar garam atau p1-I eluen

balk dengan gradasi linear ataupun gradasi bertingkat dapat

pula mempengaruhi jumlah komponen yang terpisah. Di

sini dilaporkan bagainiana cara mengatur perubahan kadar

garam untuk memisahkan komponen ekstraseluler enzim

kompleks selulase Cc//u/omonas CSI-17 untuk selanjut

nyadisebutsebagal CS 1-17.

Enzim kompleks ekstraseluler diproduksi pada media

PM yang mengandung suniber karbon selulosa mikro

knistal Sigmacell-20 karena substrat tersebutmemproduk

si komponen selulase yang paling lengkap Purwadania

1988. Waktu inkubasi kultur 48 jam dan filtrat dipisahkan

dengan sentnifugasi pada 15,000 g pada suhu 4°C selama
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2 x 20 menit, kemudian enzim dipekatkan 10 kali dengan

proses ultrafiltrasi menggunakan membran Millipore

PTGC dengan pemotongan molekul 10,000. Pemisahan

enzim kompleks CSI- 17 dilakukan path DEAE-sepharosc

CL-6B dengan perubahan kadar garam NaCI secara

gradasi linear dan gradasi bertingkat. Untuk melihat efek

pemisahan enzim kompleks ditentukan aktivitas CMCase

dan aviselase dan tiap fraksi. Aktivitas CMCase

ditentukan untuk melihat fraksi enzim yang aktif

mengunaikan selulosa amort sedangkan aviselase untuk

fraksi enzim yang menguraikan selulosa mikrokristal.

Metode asai kedua enzim tersebut dilakukan menurut

I-{aggett et aL 1979. Selain penentuan asai enzim path

tiap fraksi ditentukan pula aktivitas spesifik dan

kumpulan fraksi pada puncak aktivitas yang sama. Pada

kumpulan fraksi mi ditentukan pula aktivitas pNPCase

dan pNPGase. Aktivitas pNPCase ditentukan untuk melihat

aktivitas selobiohidrolase Purwadaria 1988, sedangkan

aktivitas pNPGase ditentukan untuk melihat aktivitas

3-glukosidase Choi ci a!, 1978. Satu unit aktivitas enzim

CMCase dan aviselase ada!ah jumlah enzim yang dapat

melepaskan saw mu! glukosa dalam saw menit, sedangkan

saw unit aktivitas pNPCase dan pNPGase ada!ah jumlah

enzim yang dapat menguraikan saw mol nitrofenol dalam

saw menit. Aktivitas spesifik diperhitungkan berdasarkan

aktivitas enzim per miligram protein. Kadar protein

ditentukan menurut Bradford 1976.

Peruisahan enzim kompleks CS! -17 dengan perubahan

kadar NaCI secara gradasi linear di!akukan pada kolom

berukuran 1. 1 x 22.0 cm. Pemisahan di!akukan pada

ko!om yang relatif pendek dan berdiameter kecil karena

pemisahan dengan kromatografi tukar ion tidak memer

!ukan kolom yang tinggi, sedangkan penggandaan skala

dapat dilakukan dengan memperbesar diameter kolom.

Profi! e!usi filtrat kultur CS!-!7 yang die!usi dengan

gradasi linear NaCI dan 0.0 - 0.5 M ditunjukkan pada

Gambar 1. Enzim kasar selulase dipisahkan pada tiga

puncak aktivitas. Puncak I yang dielusi selama pencuci

an mengandung aktivitas tinggi CMCase dan aviselase,

puncak lb hanya mengandung aktivitas CMCase dan puncak

I mengandung aktivitas tinggi aviselase dan jejak aktivitas

CMCase. Kadar NaCI yang diperlukan untuk menge!usi

fraksi selulase dapat ditentukan dan kromato- gram.

Puncak `b dielusi pada kadar NaCI 0.08 M, sedangkan

puncak I dielusi pada kadarNaCi 0.1 SM.

Pada percobaan berikutnya enzim kasar dipisahkan

juga secara gradasi linear dengan kadar NaCI yang Iebih

tinggi yaitu 0.0-1.0 M. Profit elusi ditunjukkan pada

Gambar 2. Kadar garam yang Iebih tinggi memberikan

pemisahan yang berbeda yaitu empat puncak aktivitas,

saw puncak mengandung CMCase dan avise!ase 113, dua

puncak CMCase lib dan 113, dan satu puncak aviselase

113. Puncak II, dielusi pada waktu pencucian, sedangkan

puncak !Ih, lI ,dan lid dielusi padakadarNaCt 0.10, 0.16,

dan 0.34 M. Pada pemisahan mi setengah puncak !!

Dapat disimpulkan bahwa kadar NaCI yang Iebih tinggi

dapat memberikan puncak aktivitas tambahan puncak 1!3.

Puncak-puncak aktivitas yang lain terbentuk pada kadar

e!usi NaC1 yang hampir sama. Puncak lb dan lIb yang

mempunyai aktivitas CMCase dielusi masing-masing pada

NaCI 0.08 M Gambar 1 dan 0.10 M Gambar 2,

sedangkan puncak I. dan II. yang mempunyai aktivitas

avisetase dietusi pada NaCI 0.15 M dan 0.16 M. Walaupun

demikian penggunaan kadar NaCI yang lebih tinggi

mempercepat waktu e!usi dan mengurangi resolusi di antara

puncak l1 dan II,,.
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Gambar I. Profil elusi kultur tiltrat CS 1-17 pekat dengan gradasi

linear kadar NaCI: 0.0 - 0.5 M. Volume kultur filtrat 2 ml, kadar protein

3.84 mg. Ukuran kolom 1.1 x 22.0 cm. Kecepatan elusi 24 mlfjam. Waktu

kolcksi tiap fraksi 10 menit. Bufer elusi Tris HCI 0.05 M, pH 7.2.

Gradasi linear kadar NaCI 0.0 - 0.5 M dimulai setelalt pencucian

kolom dengan 120 ml buffer. Absorben pada 280 nm -, CMCase

0, aviselaseAdan kadarNaCl ----,

Gambar 2. Profil elusi kultur filtrat CS1-17 pekat dengan

gradasi linear kadar NaCI: 0.0 - 1.0 M. Volume kultur filtrat 4 ml, kadar

protein 7.68 mg. Ukuran kolom 1.1 x 22.0 cm. Kecepatan elusi 24 mI/jam.

Waktu kolcksi tiap fraksi 10 menit. Bufer dual Tris HO 0.05 M,

pH 7.2, Gradasi linear kadar MaCI 0.0 - 1.0 M dimulai setelah

pencucian kolom dengan 120 ml bufer. Absorben pada 280 nm -.
CMCase 0, aviselaseA dan LadarNaCl ----.
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Resolusi dapat dipertinggi dengan memperlambat

kecepatan elusi atau mempertinggi volume pencampuran

bufer NaCI untuk perbedaan gradasi yang Iebih rendah.

Cara yang pertama akan memperlambat total waktu

pemisahan, sedangkan cara yang kedua selain memper

lambat juga akan memerlukan tempat pembuatan larutan

eluen gradasi yang lebih besar, terutama bila dilakukan

pada skala besar. Karena itu pada percobaan berikut selain

pada skala yang Iebih besar juga dicoba cara yang Iebih

mudah dengan elusi NaCI secara gradasi bertingkat. Pada

metode mi kadar NaCI tidak berubah sampai seluruh

puncak terelusi sehingga akan membentuk resolusi yang

lebih balk. Kadar NaC1 untuk mengelusi puncak

ditentukan dan percobaan pertama dan kedua. Elusi NaC1

secara gradasi bertingkat digambarkan pada Gambar 3.

Gambar 3 menunjukkan bahwa elusi NaCI secara

gradasi bertingkat dengan. kadar NaCI 0.08, 0.18, 0.30, dan

1.00 M akan memisahkan enzim menjadi lima puncak

aktivitas. Puncak Itl yang didapatkan dan pencucian

kolom seperti pada elusi percobaan satu dan dua

mengandung aktivitas CMCase dan aviselase. Puncak fll

seperti pada puncak lb pada Gambar I dielusi pada kadar

NaCI 0.8 M mempunyai aktivitas tinggi CMCase,

walaupun berkadar protein rendah kurva A1 ,. Puncak

lI1 yang dielusi pada kadar NaCI 0.18 M mempunyai

aktivitas aviselase dan kadar protein yang tinggi. Puncak

mi seperti puncak I Gambar 1 dan ll Gambar 2. Puncak

lll yang dielusi pada NaCI 0.34 M seperti lid Gambar 2

mempunyai aktivitas tinggi CMCase. Puncak IlI

mempunyal kadar protein yang tinggi, tetapi aktivitas

CMCase yang amat kecil dan aviselase yang tidak

terdeteksi. Fraksi yang beraktivitas sama dikumpulkan,

4.0

2.0

0.08 M

dipekatkan, dan ditentukan aktivitas spesifiknya pada

substrat CMC, avisel, pNPC, dan pNPG Tabel 1.

label lAktivitas cnzim spesifuk fraksi selulase kultur CSI-17 yang

dipisahkan dengan gradasi kadarNaCl bcrtingkat

Jenis enzim*

Aktivitas enzim spesifik:

CMCase

x102

mU/mg

Aviselase

mu/mg

protein

pNPCase

mu/mg

protein

pNPGase

mU/mg

protein

protein

Enzim kasar 104 92 9.6 TT

Puncak III, 268 43 70.6 IT

Puncak Ill 814 143 6.3 TT

Puncak llI 6 50 0.2 TT

Puncak11I 214 3! 194.4 TI

Puncak III, 29 9 17.2 IT

Enzim dipekatkan sepululi sampai enampulub kali tergantung pada

kadar enzim, IT; tidak terukur

Tabel 1 menunjukkan bahwa walaupun komponen

selulase itu telah dipekatkan, mereka tidak dapat mengu

raikan pNPG. Data mi sesuai dengan Beguin & Eisen

1978 yang tidak menemukan pNPGase pada fraksi

ekstraseluler Cellulomonas sp. Seluruh kumpulan fraksi

yang dipekatkan mengandung aktivitas spesifik CMCase,

aviselase, dan pNPCase. Aktivitas CMCase yang paling

tinggi berada pada kelompok fraksi HIb, sedangkan

kelompok hId mempunyai aktivitas pNPCase yang paling

tinggi.

Dan Gambar 3 terlihat bahwa aktivitas aviselase yang

paling tinggi terdapat pada puncak III,, tetapi perhitungan

-
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Gambar 3. Profil elusi kultur filtrat CS 1-17 pekat dengan gradasi bertingkat kadar NaCI. Volume kultur filtral SO ml. kadar protein 113 mg.

Ukuran kolom 3.2 x 28.0 cm. Kecepatan elusi 130 mI/jam. Waktu kolcksi tiap fraksi 8 menit. Bufer elusi Iris HCI 0.05 M pH 7.2. Gradasi bertingkat

dilakukan pada bufer tersebut yang mengandung kadar NaCI: 0.08. 0.18. 0.3 dan 1.0 M pada fraksi nomor: 66, 136. 171. dan 206. Absorben pada 280 nm

-, CMCase0 dan aviselase A.
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enzirn spesifik pada label I menunjukkan puncak IlIb yang

rnempunyai aktivitas aviselase yang paling tinggi. Hal mi
dapat terjadi karena puncak III mempunyai kadar protein

yang lebih tinggi sangat nyata terhadap puncak III, kurva

A2,,, pada Gambar 3. Dibandingkan dengan puncak

yang lain, puncak lII mempunyal aktivitas CMCase yang

sangat reridah, tetapi dapat menguraikan avisel atau

selulosa kristal.

Pemisahan III dilakukan pada diameter kolom 3.2 cm dan

tinggi 28.0 cm. Dibandingkan dengan kolom pada

pemisahan I dan II, kolom mi mempunyai luas penampang

melintang 8.5 kali lebih besar dan 1.27 kali lebih tinggi.

Pada tiap pemisahan di kolom besar mi dipisahkan protein

enzim sebanyak 113 mg Gambar 3, sedangkan pada

kolom kecil hanya protein enzim sebanyak 3.84 mg

Gambar 1 dan 7.8 mg Gambar 2. Pembesaran skala

tetap menghasilkan pemisahan aktivitas yang sama, atau

pembesaran skala pada pemisahan tukar ion mi dapat

di lakukan dengan memperbesar diameter.

Yamamoto et al. 1988 berpendapat bahwa pemisahan

protein lebih baik dilakukan pada gradasi linear daripada

gradasi bertingkat. Pada gradasi bertingkat terdapat

kemungkinan adanya protein yang dapat dielusi dengan

kadar garam yang lebih rendah bersatu dengan kadar garam

yang lebih tinggi. Pada pemisahan enzim CS1-17 ha! mi
dapat dihindari karena kadar NaC1 pada gradasi bertingkat

ditentukan setelah gradasi linear.

Pada studi pemumian selanjutnya kumpulan puncak IIIh

akan menjadi enzim Endo I yang bersifat aktif

menguraikan selulosa amorf Purwadaria 1995 puncak

I11 akan menjadi enzim Endo II yang aktifmenguraikan

selulosa kristal Purwadaria 1997, sedangkan puncak I1I,

akan menjadi selobiohidrolase CBH 1 yang aktif

menguraikan selulosa amorf menjadi selooligomer, dan

selanjutnya diteruskan menjadi selobiosa Purwadaria

1993. Hasil pemisahan dengan kromatografi tukar ion

DEAE sepharose CL-6B mi merupakan hasil yang baik

karena sangat sulit untuk memisahkan enzim kompleks

selulase bakteri yang mernecah daerah selulosa kristal dan

enzim pengurai daerah amorfi Dapat disimpulkan pula

pengujian penambahan NaCI secara bertahap dimulai

dengan gradasi linear dan diteruskan dengan gradasi

bertingkat dapat memisahkan enzim dengan lebih baik.
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