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ABSTRACT 
Isolates of S-16 and S-22 are some of the local strains producing cellulases that have been 
isolated from the Siak River water. Cellulase enzyme can be degrades of cellulosewaste 
containing that enable for the processing of waste to economically priced products such as 
glucose. In this research, optimization of the production of cellulase enzymes from isolates of 
S-16 and S-22 with a variety of media composition, temperature and concentration of carbon 
source production. The quantitative assay for enzyme activity was determined by Nelson 
Somogyi method with carboxymethyl of cellulose (CMC) as a substrate. The highest 
cellulase enzyme activity of S-16 obtained in a media production (KH2P04; MgS04.7H20; 
NaN03; CaC12; NaCl; CMC) of 88x10-3 U / mL, and the optimum concentration of source 
of carbon at 1% obtained for 50.36 xlO-3 U / mL, whereas of S-22 obtained in a media 
production (KH2P04; MgS04.7H20; FeS04.7H20; NaN03; KCI; CMC) of 14x10-3 U / 
mL, and the optimum concentration of sources of carbon at 1% obtained for 14 , 7x10-3 U / 
mL. Comparison of cellulase enzyme activity of isolate S-16 and S-22 by using Duncan test 
multiple range at level 5%. 
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ABSTRAK 
Isolat S-16 dan S-22 merupakan beberapa strain lokal penghasil selulase yang telah diisolasi 
dari air Sungai Siak. Enzim selulase dapat mendegradasi limbah yang mengandung selulosa 
sehingga dapat dimanfaatkan untuk pengolahan limbah menjadi produk yang bemilai 
ekonomis misalnya glukosa. Pada penelitian ini dilakukan optimalisasi produksi enzim 
selulase dari isolat S-16 dan S-22 dengan variasi komposisi media,konsentrasi sumber karbon 
dan suhu produksi. Uji kuantitatif untuk aktivitas enzim ditentukan dengan metode Nelson 
Somogyi dengan karboksimetil selulosa (CMC) sebagai substrat. Aktivitas enzim selulase 
tertinggi dari S-16 diperoleh dalam media produksi (KH2PO4; MgS04.7H20; NaNOs; CaCb 
NaCl; CMC) sebesar 88x10"^ U/mL dan konsentrasi sumber karbon 1% sebesar 50,36x10"^ 
U/mL, sedangkan dari isolat S-22 diperoleh dalam media produksi (KH2PO4; MgS04 7H2O; 
FeS04 7H2O; NaNOj; K C l ; CMC) sebesar 14x10'^ U/mL dan konsentrasi sumber karbon 1% 
sebesar 14,7x10"^ U/mL. Perbandingan aktivitas enzim selulase dari isolat S-16 dan S-22 
dengan menggunakan uji Duncan jarak berganda pada taraf 5%. 
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PENDAHULUAN 

Selulosa dapat dihidrolisis oleh enzim selulase yang merupakan multienzim yaitu 

Endo-l,4-y9-D-glukanase, Ekso-l,4-^-D-glukanase dan y9-glukosidase. Aktivitas yang 

sinergis dari ketiga enzim ini membantu merusak struktur selulosa dengan cara melemahkan 

ikatan-ikatan hidrogen sehingga mengakibatkan penguraian sempuma selulosa menjadi 

glukosa (Meryandini dkk., 2009). Selulase dapat dihasilkan oleh mikroba dan juga tanaman. 

Beberapa mikroba (bakteri) yang diketahui berpotensi menghasilkan selulase adalah 

Pseudomonas, Cellumonas, Basillus, Micrococcus, Cellovibrio, dan Sporosphytophaga 

(Usama dkk, 2008). 

Penguraian selulosa oleh enzim selulase memiliki peranan yang penting karena 

banyak limbah pertanian yang mengandung selulosa (komponen utama dinding sel tanaman), 

yang dapat diubah menjadi produk glukosa, yang kemudian dapat menjadi bahan baku untuk 

produksi alkohol (Yinbo dkk., 2006). 

BAHAN DAN METODE 

Bahan-bahan yang digunakan adalah Isolat S-16 dan S-22, C M C {Carboxymethyl 

cellulose). Nutrient agar. Nutrient Broth, dan pengukuran serapan sinar tampak digunakan 

Thermo Scientific Genesys lOS UV-Vis Spectrophotometer. Media selektif 100 mL 

FeSo4.7H20 0,0005 g; KNO3 0,01875 g; MgS04.7H20 0,005 g; CaClj 0,001 g; KH2PO4 

0,0125 g; C M C 0,25 g.(Komposisi media I). KH2PO4 0,1 g; Na2C03 0,1 g; MgS04.7H20 

0,029 g; Pepton 0,5 g; C M C 0,1 g.(Komposisi media II). KH2PO4 0,l g; MgS04.7H20 0,5 g; 

K C L 0,2 g; FeSo4.7H20 0,02 g; NaNOj 0,5 g; C M C 1 g.(Komposisi media III).KH2P04 0,5 g; 

MgS04.7H20 0,25 g; NaN03 0,25 g; CaCl2 0,l gram; NaCl 0,2 gram; C M C 0,2 g.(Komposisi 

media IV). 

Peremajaan isolat bakteri selulolitik dilakukan dengan mengambil satu ose isolat 

secara aseptis dan ditanam pada Nutrient Agar (NA) miring yang steril, kemudian diinkubasi 

pada suhu 37°C selama 24 jam. Bakteri dari 1 tabung agar miring diambil dan dimasukkan ke 

dalam 50 ml media N B {Nutrient Broth), lalu diinkubasi di dalam shaker inkubator dengan 

kecepatan agitasi 120 rpm pada suhu 37°C selama 24 jam untuk digimakan sebagai starter. 

Media selektif yang tertera di atas menunjukkan susunan nutrisi dari media cair untuk 

produksi enzim selulase. Semua bahan mineral dicampurkan dalam 100 mL dapar fosfat. 

Media ini dimasukkan ke dalam erlenmeyer 250 mL. Pada media ditambahkan C M C 



(karboksi metil selulosa), kemudian disterilisasi dengan autoklaf pada tekanan 15 lb, 121 C 

selama 20 menit. Media siap ditanami apabila tidak ada tanda-tanda kontaminasi setelah 

diinkubasi satu malam pada suhu kamar. 

Isolat S-16 dan S-22 yang terdapat pada nutrient broth yang sudah dihitung OD nya 

diinokulasi ke dalam masing-masing media cair produksi enzim. Volume inokulum (10%) 

yang ditambahkan disetarakan untuk semua pengulangan kemudian diinkubasi pada shaker 

incubator dengan suhu 37°C selama 24 jam. Medium produksi enzim didinginkan dalam 

lemari es selama ±2 jam pada suhu 5-10"C. Kemudian media disentrifugasi dingin pada 

kecepatan 9500 rpm selama 10 menit. Supematan dipisahkan dengan penyaringan melalui 

filter glass fiber (Whatman GF/C). Jika enzim tidak langsung digunakan, filtrat steril berupa 

ekstrak kasar enzim ditambahkan NaNs hingga 0,02%. Enzim tersebut dimasukkan ke dalam 

eppendorf masing-masing sebanyak 1 mL dan disimpan pada suhu 5-10''C di dalam fi-eezer. 

Setelah didapatkan media yang paling optimum untuk menghasilkan enzim selulase, 

selanjutnya dilakukan optimalisasi konsentrasi sumber karbon yaitu C M C (karboksi metil 

selulosa) dengan variasi konsentrasi (0%; 0,25%; 0,5%; 1,0%; 1,5%) yang dimasukkan 

kedalam 5 erlenmeyer. Masing-masing inokulum (10%) dengan OD yang sama ditambahkan 

ke 100 ml media produksi optimum kemudian diinkubasi pada shaker inkubator dengan suhu 

37°C selama 24 jam. 

Mediimi produksi enzim didinginkan dalam lemari es selama ±2 jam pada suhu 5-

10°C. Kemudian media disentrifiagasi dingin pada kecepatan 9500 rpm selama 10 menit. 

Supematan dipisahkan dengan penyaringan melalui filter glass fiber (Whatman GF/C). Jika 

enzim tidak langsung digunakan, filtrat steril berupa ekstrak kasar enzim ditambahkan NaNa 

hingga 0,02%. Enzim tersebut dimasukkan ke dalam eppendorf masing-masing sebanyak 1 

mL dan disimpan pada suhu 5-10°C di dalamfreezer. 

Aktivitas ekstrak kasar enzim selulase ditentukan dengan metode Nelson-Somogyi 

(Green III dkk., 1989). Akfivitas enzim dinyatakan sebagai jumlah gula pereduksi yang 

dilepaskan oleh keija enzim per satuan waktu. Uji aktivitas enzim menggunakan 1 mL larutan 

C M C 2%) yang dilarutkan dengan dapar pospat 0,05 M pH 7 kemudian diinkubasi selama 5 

menit dalam water bath pada suhu 40 C. Tanpa mengeluarkan tabung reaksi dari water bath 

dimasukkan 1 mL larutan enzim. Larutan diinkubasi selama 30 menit. Substrat sebanyak 1 

mL ditambahkan pada tabung sampel pada waktu nol sedangkan pada tabung kontrol setelah 

penambahan reagen Nelson (Green III dkk., 1989) lalu dipanaskan dalam penangas air 

selama 20 menit. Setelah larutan dingin, larutan ditambahkan 1 mL reagen arsenomolibdat 

dan divortex lalu dibiarkan dingin pada suhu kamar selama 5 menit dan ditambahkan 6 mL 



akuades. Sebagai blanko, digunakan buffer pospat pada pH 7 (0,05 M) dan sebagai standar, 

digunakan larutan glukosa dengan berbagai konsentrasi (antara 0,02 s/d 0,1 mg/mL). 

Absorbansi dari masing-masing larutan diukur menggunakan spektrofotometer pada panjang 

gelombang 540 nm. Pengukuran aktivitas dilakukan masing-masing untuk empat kali 

pengulangan untuk setiap sampel. Satu unit aktivitas enzim didefmisikan sebagai banyaknya 

enzim yang dapat melepaskan 1 ^mo\ gula pereduksi permenit. 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

Optimalisasi produksi enzim selulase dari S-16 dan S-22 dengan variasi komposisi media 

(media I,media ll,media III dan media IV) dan konsentrasi sumber karbon (0%, 0,25%, 0,5%, 

1%, 1,5%) serta variasi suhu (25I21C, 350C, 50130) menggunakan suhu 37*̂ 0 dan waktu 

produksi enzim 24 jam. menggunakan suhu 37^0 dan waktu produksi enzim 24 jam. 

Penentuan aktivitas enzim selulase. Perbedaan spesies akan berpengaruh terhadap 

jumlah dan aktivitas enzim. Selulase merupakan enzim ekstraseluler yang dihasilkan di dalam 

sel lalu diekskresikan ke medium tumbuhnya yaitu media yang mengandung selulase. C M C 

digunakan sebagai sumber substrat pada media fermentasi untuk uji enzim.Ekstrak kasar 

enzim selulase diisolasi dari media produksi enzim yang mengandung selulosa sebagai 

substrat dan dilakukan penyaringan dengan kertas saring Whatmann GF/C untuk memisahkan 

filtrat dengan endapan yang ada di dalam media. 

Aktivitas selulolitik diinduksi dalam media pertumbuhan dengan adanya C M C sebagai 

sumber karbon. Adanya nilai aktivitas enzim selulase yang dihasilkan dilihat dari kadar gula 

pereduksi yang ditentukan dengan metode Nelson-Somogyi. Rata-rata aktivitas enzim yang 

dihasilkan dari kedua isolat tidak berbeda secara nyata (p<0,05) berdasarkan uji Duncan jarak 

berganda pada variasi komposisi media isolat S-16 dan berbeda secara nyata (p>0,05) pada 

variasi konsentrasi sumber karbon. 

Hasil uji Duncan menunjukkan aktivitas enzim selulase pada variasi komposisi media 

dari isolat S-16 tertinggi dimulai dari media IV yaitu sebesar 88x10"^ U/mL > media I 

40,3x10-3 U/mL > media III 21x10"^ U/mL > media II 94x10'^ U/mL. Pada variasi 

konsentrasi sumber karbon tertinggi dimulai pada konsentrasi 1% yaitu sebesar 50,36x10'^ 

U/mL > konsentrasi 1,5% yaitu 31,21x10"^U/mL > konsentrasi 0,5% yaitu 20,7x10'^ U/mL > 

konsentrasi 0,25% yaitu 19x10"^ U/mL > konsentrasi 0% tidak ada aktivitas. 

Hasil uji Duncan dari isolat S-22 tertinggi dimulai dari media III yaitu sebesar 14x10"^ 

U/mL > media II yaitu sebesar 12,3x10"^ U/mL dan media I dan media IV tidak memiliki 



aktivitas. Pada variasi konsentrasi sumber karbon yang tertinggi dimulai dari konsentrasi 1 % 

yaitu sebesar 14,7x10-3 U/mL > konsentrasi 1,5% yaitu 12,2x10"^ U/mL > konsentrasi 0,5% 

yaitu 44x10"^ U/mL, sedangkan pada konsentrasi 0% dan 0,25% tidak ada aktivitas enzim. 

Adanya perbedaan dari kedua isolat, menunjukkan kemampuan isolat S-16 lebih tinggi dalam 

menghasilkan enzim selulase dibanding isolat S-22 sehingga memungkinkan kemampuan 

isolat S-16 akan lebih baik untuk penggunaan lebih lanjut. 

KESIMPULAN 

Aktivitas enzim selulase tertinggi dari isolat S-16 diperoleh dari media IV sebesar 88x10" 

" ± 39,6x10"* U/mL sedangkan dari isolat S-22 diperoleh dalam media produksi 111 sebesar 

14x10"^ ± 50,37x10"^ U/mL. Aktivitas enzim selulase tertinggi dari isolat S-16 dalam media 

produksi dengan sumber karbon C M C konsentrasi 1% sebesar 50.3x10-3 ± 0x10"^ U/mL 

sedangkan dari isolat S-22 dalam media produksi dengan sumber karbon C M C konsentrasi 

1% sebesar 14,7x10"^ ± 39,25x10'^ U/mL. Kedua isolat menggunakan konsentrasi yang sama 

yaitu 1% tetapi aktivitas enzim yang tertinggi diperoleh dari isolat S-16. 
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aktivitas enzim selulase pada variasi medium produksi 
{xlO-4 U/ml) 

• medium 1 

• medium 2 

« medium 3 

• medium 4 

isolat S-LBKURCC54 isolat S-LBKURCC55 


