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Abstract

Cellulose is a component found in the cellular structure in almost all plant matter, its existence
considered to be the most abundant on earth, and even excreted by some bacteria. Cellulose
degradation is performed by cellulase enzymes consisting of three components, namely,
endoglucanase, exoglucanase, and B-glucosidase enzyme with glucose as the final product.
Cellulase utilization is often used in the textile, food and paper industries, whereasin the field of
pharmaceuticals, cellulase enzymes are used to maintain optimal digestive health or produce
substances that act as binding tablets such as methylcellulose, ethylcellulose, and
hydroxypropylcellulose. The purpose of this study is to determine the concentration of
ammonium sulfate and optimum pH for cellulose specific activity of Serratia marcescens.
Determination of cellulase activity was done by DNS method, while determination of protein
content was done by Lowry method. This research uses Randomized Block Design (RAK)
factorial pattern with two factors. The first factor was variation of ammonium sulfate
concentration which consisted of (0%, 0,75% and 1%). The second factor is the variation of pH
consisting of 6, 7, and 8. Each factor is repeated 3 times. The data obtained were analyzed using
Analysis Of Variance (ANOVA). The results showed that the combination of ammonium sulphate
concentration variation with pH was not optimum to increase cellulose specific activity of S
mar cescens.
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Abstrak

Selulosa adalah komponen yang ditemukan dalam struktur selular hampir semua materi tanaman,
keberadaannya dianggap paling melimpah di bumi, dan bahkan diekskresikan oleh beberapa
bakteri. Degradas selulosa dilakukan oleh enzim selulase yang terdiri dari tiga komponen, yaitu,
endoglukanase, eksoglukanase, dan enzim [3-glukosidase dengan glukosa sebagai produk akhir.
Pemanfaatan selulase pada bidang industri sering digunakan pada industri tekstil, makanan, dan
kertas, sedangkan pada bidang kefarmasian, enzim selulase digunakan untuk melancarkan
pencernaan atau memproduksi bahan-bahan yang berfungs sebagai pengikat tablet seperti
metilselulosa, etilselulosa, dan hidroksipropilselulosa. Tujuan dari penelitian ini yaitu untuk
mengetahui konsentrasi amonium sulfat dan pH optimum untuk aktivitas spesifik selulase
Serratia marcescens. Penentuan aktivitas selulase dilakukan dengan metode DNS. Penentuan
kadar protein dilakukan dengan metode lowry. Penelitian ini menggunakan Rancangan Acak
Kelompok (RAK) pola faktorial dengan dua faktor. Faktor pertama adalah variasi konsentrasi
amonium sulfat yang terdiri yaitu (0%, 0,75% dan 1%) . Faktor kedua adalah varias pH yang
terdiri yaitu 6, 7, dan 8. Masing-masing faktor dilakukan pengulangan sebanyak 3 kali. Data
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yang diperoleh dianalisis dengan menggunakan Analysis Of Variance (ANOVA). Hasil
penelitian menunjukkan bahwa kombinasi antara variasi konsentras amonium sulfat dengan pH
belum optimum untuk meningkatkan aktivitas spesifik selulase S. marcescens.

Kata Kunci: Selulase, Amonium sulfat, pH, Serratia marcescens

PENDAHULUAN

Selulosa  merupakan  komponen
struktural utama dinding sel dari tanaman
hijau. Untuk mendapatkan serat selulosa dari
tumbuhan, harus dilakukan beberapa
perlakuan untuk mengekstraksi selulosa
keluar dari  dinding sd  tersebut.
Karakteristik serat selulosa antara lain
muncul karena adanya struktur kristalin dan
amorf serta bersifat hidrofilik (suka air) dan
biodegradable (Putera, 2012).

Pemanfaatan selulosa telah
dilakukan di berbagai bidang, diantaranya
untuk produksi kertas, fiber, dan senyawa
kimia turunannya untuk industri plastik, film
fotografi, dan lainnya. Produk hidrolisis
selulosa yaitu gula (glukosa) juga
merupakan senyawa yang vita dalam
industri  bioproses. Oleh karena itu
penggunaan selulosa sebagai  sumber
glukosa, di samping sebagai sumber energi
terbarukan yang murah dan melimpah untuk
berbagai keperluan semakin berkembang.
(Tarunaet al., 2010).

Selulase merupakan enzim yang
memegang peranan penting dalam proses
biokonversi l[imbah-limbah organik
berselulosa menjadi glukosa. Enzim selulase
dapat diperoleh dari berbagai sumber seperti
tanaman, insekta dan mikroorganisme
selulolitik  (Saropah et al., 2012).
Pengelompokkan  selulase  berdasarkan
kespesifikan substrat masing-masing enzim
yaitu: endo-B-1,4- glukanase (B-1,4-D-
glukan-4-glukanohidrolase) menghidrolisis
ikatan glikosidik -1,4 secara acak terutama
pada daerah amorf serat selulosa. Enzim ini
dapat bereaksi dengan selulosa kristal tetapi
kurang aktif. Selain itu, endo-B-1,4-

glukanase tidak menyerang selobiosa, tapi
menghidrolisis selodekstrin dan selulosa
yang telah dilunakkan dengan asam fosfat
dan selulosa yang telah disubstitusi (seperti
CMC) (Kovécs, 2009).

Serratia marcescens, merupakan
bakteri yang bersifat selulolitik. Menurut
Munifat et al. (2011), Balai Besar Penelitian
dan Pengembangan Pengolahan Produk dan
Bioteknologi Kelautan dan Perikanan
memiliki koleks isolat bakteri penghasil
enzim potensial, diantaranya adalah isolat
bakteri SGS 1609 yang diisolasi dari rumput
laut Sargassum sp., dimana Isolat bakteri
SGS 1609 diketahui bersifat selulolitik dan
isolat bakteri SGS 1609 telah teridentifikasi
sebaga Serratia marcescens. Sedangkan
penelitian yang dilakukan oleh Sethi et al.
(2013) menjelaskan bahwa Pseudomonas
fluorescens . E. coli, Bacillus subtilis , dan
Serratia marcescens dapat menghasilkan
selulosa secara maksimal .

Salah satu faktor yang
mempengaruhi aktivitas selulase adalah pH.
Enzim sangat peka terhadap perubahan
dergjat keasaman, pada keadaan asam atau
basa yang sangat kuat enzim menjadi
nonaktif. Pada umumnya enzim intraseluler
bekerja efektif pada kisaran pH 7,0. Jika pH
dinaikkan atau diturunkan diluar pH
optimumnya dapat menyebabkan penurunan
aktivitas enzim dengan cepat (Hart et al.,
2003).

S marcescens membutuhkan nutrien
dalam kehidupannya, yang berperan sebagai
sumber energi dan juga untuk memproduksi
selulase. Salah satu sumber nutrien yang
dibutuhkan adalah nitrogen, yang dapat
digunakan dalam bentuk organik maupun
anorganik (Waluyo, 2004). (NH4)>SO4 dapat
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meningkatkan pertumbuhan mikroba lebih
tinggi selama proses fermentasi
dibandingkan nutris  sumber  nitrogen
lainnya (Arifwan et al., 2016). Sethi et al.
(2013), dalam penelitiannya mendapatkan
bahwa di antara berbagai sumber nitrogen
yang diuji, (NH4)2SO4 ditemukan sebagai
sumber nitrogen terbaik untuk meningkatkan
aktivitas selulase S. marcescens.

Aktivitas spesifik enzim merupakan
suatu ukuran kemurnian yang ukuran
nilainya akan meningkat selama proses
pemurnian Penentuan aktivitas spesifik
selulase dapat diperoleh dengan cara
membagi hasil aktivitas enzim dengan kadar
proteinnya. Satuan dari aktivitas spesifik
enzim yaitu jumlah unit enzim per mg pada
kondisi optimum (Wijaya, 2002).

Tujuan  penelitian ini  adalah
mengetahui konsentrasi (NH4)2SO4 dan pH
optimum untuk aktivitas spesifik selulase
oleh S marcescens.

METODE
Mikroorganisme dan Kultur Medium
Kultur ~ murni S marcescens
diperoleh dari  koleksi  Laboratorium
Bioteknologi FSM Universitas Diponegoro.
Medium  untuk  peremgaan  kultur
ditumbuhkn pada media CMC agar (g/L)
yang terdiri dari yeast ekstrak 0,2%, CMC
agar 5%; MgSO4.7H20 0.05%,
NaHPO4.2HO 2%, NaCl 0,25% dan
akuades 1000 ml ( Al-Arif et al., 2012).

Pembuatan Kultur Stok dan Strater

Isolat S marcescens diinokulasikan
ke daam medium CMC, kemudian
diinkubasi selama 48 jam pada suhu ruang
sebagal kultur stok. Sebanyak 1 ose bakteri
yang telah tumbuh diinokulasikan ke dalam
medium CMC cair yang selanjutnya dapat
digunakan sebagai kultur starter dengan
kepadatan sel 108 cfu/ml ( Saropah et al.,
2012).

Medium untuk Pertumbuhan dan
Produks Enzim Selulase

Komposiss medium produks sama
persis dengan medium kultur, tetapi
ditambah dengan perlakuan sebagai berikut:
(NH4)2S04 0% (b/v) sebagai kontrol (Po);
(NH4)2S0Os 0,75% (b/v) pada perlakuan
pertama (P1); (NH1)2S04 1% pada perlakuan
kedua (P2) dan aquades 1000 ml. pH
ditetapkan 6, 7 dan 8 dengan menggunakan
buffer fosfat sebagal pelarut. Selanjutnya
medium disterilisas dengan menggunakan
autoklaf pada suhu 121°C selama 20 menit.
Kemudian dilakukan inokulasi starter S
mar cescens 5% (108 sel/ml) pada erlenmeyer
yang berist 50 ml medium untuk produksi
enzim serta di agitass menggunakan alat
shaker dengan kecepatan 120 rpm.
Selanjutnya dilakukan pengamatan
pertumbuhan dan produksi enzim setiap 4
jam sekali selama 24 jam. Pengukuran OD
dilakukan dengan spektrofotometer Optima
(Tipe SP300 pada A= 520). Pengulangan
produksi enzim dilakukan sebanyak 3 kali (
Al-Arif et al., 2012).

Pengukuran Aktivitas Selulase

Aktivitas selulase ditentukan dengn
metode 3,5-dinitrosalicyclic acid (DNYS)
dengan menggunakan 1% CMC daam
buffer fosfat sebagai substrat. 3 buah tabung
resks disigpkan untuk masing-masing
sampel AS (Absorbans Sampel), AB
(Absorbans Blanko), AK (Absorbansi
Kontrol). Tabung sampel dimasukkan 0,9 ml
substrat CMC dan 0,1 ml crude enzyme,
tabung kontrol dimasukkan 0,9 ml substrat
CMC dan 0,1 ml crude enzyme kemudian
reskss  dihentikan dalam  penangas.
Sedangkan tabung blanko dimasukkan 0,9
ml substrat CMC dan 0,1 aguades. Ketiga
tabung kemudian diinkubasikan pada suhu
50° C selama 30 menit, lalu resks
dihentikan dan ditambahkan 1 ml reagen
DNS kemudian dipanaskan kembali selama
2 menit. Ketiga tabung ditambahkan 4 ml
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aquades. Ketiga tabung diukur
absorbansinya pada spektrofotometer pada
OD A 570 nm. Konsentrasi gula reduksi
yang terbentuk dapat ditentukan melaui
rumus ((AS-AB) — (AK-AB)) (Wijanarka et
al., 2016).

Aktivitas selulase (U/ml) =

Hg glukosa x faktor pengenceran x 1000
V X BM glUKOSa X t

Keterangan:

Aktivitas selulase =Aktivitas enzim selulase
sampel (U/ml)

Faktor pengenceran=faktor pengenceran
enzim (1/5)

V =volume enzim (0,1 ml)

BM glukosa= Berat molekul glukosa (180,2
gr/mol)

t = waktu inkubas selama 30 menit

Penentuan Kadar Protein

Aktivitas spesifik enzim adalah
jumlah unit enzim per protein. Kadar protein
diukur dengan menggunakan metode Lowry.
Supernatan sebanyak 0,5 mL ditempatkan
pada sebuah tabung reaks kemudian
ditambahkan dengan Reagen Lowry D
sebanyak 1 mL lalu digojok dan diinkubas
pada suhu ruang selama 20 menit di tempat
yang tidak terkena cahaya. Larutan yang
telah diinkubasi, ditambahkan dengan 0,1
mL Reagen Lowry E lalu segera digojok dan
diinkubasi kembali selama 30 menit pada
suhu ruang di tempat yang tidak terkena
cahaya. Akuades sebanyak 5 mL kemudian
ditambahkan pada larutan  tersebut,
kemudian diukur absorbansinya pada
panjang gelombang 570 nm menggunakan
spektrofotometer. Kandungan  protein
ditentukan berdasarkan kurva standar
Bovine Serum Albumin (BSA) yang dibuat
dengan konsentrasi 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1
mg/mL. Aktivitas spesifik selulase dapat
ditentukan dari:

Aktivitas spesifik selulase =

Aktivitas selulase (U/mL)
Kadar protein (mg/mL)

Penentuan aktivitas enzim dan kadar
protein dilakukan setiap 4 jam sekali selama
24 jam dan dilakukan pengulangan sebanyak
tiga kali untuk memenuhi kaidah ilmiah,
kemudian diambil nilai rata-rata (Lowry,
1951 dalam Y ogyaswari, 2016).

Analisis Data

Data yang diperoleh diandisa
menggunakan SPSS 23. Data diuji
normalitas dan homogenitasnya. Asumsi
normalitas dan homogenitas diterima, dan
dilanjutkan dengan uji Annova dengan taraf
signifikan 5%.

HASIL DAN PEMBAHASAN
Aktivitas Enzim Selulase

Selulase termasuk enzim induktif
dengan induser berupa selulosa yang
terdapat dalam carboxymethyl cellulose
(CMC). Produksi selulase oleh S
marcescens membutuhkan adanya induser
dalam media fermentasinya. Induser tersebut
yang akan menginduksi pembentukan
selulase pada sel mikroba. Menurut Adri et
al. (2013), jumlah enzim yang ada di dalam
sel  tidak tetap, dan tergantung pada
indusernya. Jumlahnya akan bertambah
beberapa kali lipat apabila dalam medium
mengandung substrat yang menginduksi.
Senyawa induser yang diperlukan umumnya
berupa substrat enzim tersebut. Adanya
selulosa tersebut membuat sintesis selulase
dapat berjalan. Produks enzim dipengaruhi
oleh adanya sumber nutrisi yang diberikan
kepada mikroorganisme salah satunya
adalah sumber nitrogen. Sumber nitrogen
berupa (NH4)2SO4 yang ditambahkan pada
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medium ini  akan digunakan untuk
pembentukan asam amino penyusun enzim.
Hasil penelitian  menunjukkan

aktivitas selulase paling tinggi yaitu 0,310
U/mL terdapat pada perlakuan kombinasi
(NH4)2SO4 0,75% dengan pH 6 (PiHy).
Aktivitas selulase paling tinggi untuk
perlakuan (NH4)2SO4 0% (Po) yaitu 0,292
U/mL dan (NH4)2SO4 1 % (P2) yaitu 0,272
U/mL dengan kombinasi pH berturut-turut
pH 7 dan pH 8 (Gambar 1.).

Perlakuan (NH4)2SO4 0,75% (P1)
mempunyai aktivitas paling tinggi ketika
dikombinasikan dengan pH 6 (H1) yang
disebabkan oleh sumber nitrogen yang
tersedia kadarnya sesuai dengan kebutuhan
S marcescens bila dibandingkan dengan
perlakuan lainnya. Hasil ini berbeda dengan
hasil penelitian yang dilakukan Sethi et al.
(2013) yang menemukan bahwa amonium
sulfat dengan konsentrasi 0,5% merupakan
sumber nitogen terbaik untuk meningkatkan
aktivitas selulase. Perbedaan kondis ini
diduga karena jenis bakteri yang digunakan
berbeda, sehingga kebutuhan akan sumber
nitogen anorganik (amonium sulfat) berbeda
pula. Selain itu, substrat yang digunakan
juga dapat mempengaruhi kerja bakteri
sehingga berpengaruh terhadap aktivitas
enzim selulase yang dihasilkan.

Aktivitas tertinggi terdapat pada pH
6. Kondis ini sesuai dengan penelitian
Fawzya et al. (2014) bahwa selulase dari
Smarcescens SGS 1609 yang diproduksi
dalam medium car mengandung CMC
sebagal substrat, memiliki pH optimum 6.
Dibandingkan dengan hasil  penelitian
sebelumnya Fawzya e al. (2013),
menjelaskan bahwa pH optimum enzim
sedikit bergeser dari 7 menjadi 6, sedangkan
suhu optimum enzim sama, yaitu 50 °C.
Kondis yang sama dijelaskan dalam
penelitian Juhasz et al. (2004) yang meneliti
pengaruh pH terhadap aktivitas selulase
Trichoderma reese RUT C30 bahwa
aktivitas selulase tertinggi diperoleh pada

pH 6. Namun, sdlama tahap akhir
fermentasi, terjadi deaktivas selulase.

Berdasarkan analisa sidik
(ANOVA) terhadap aktivitas selulase
menunjukkan bahwa penambahan
(NH4)2SOs (Po, P1 dan Ps) pada medium
produksi tidak berbeda nyata. Hal ini
menunjukkan  penambahan  (NHa4)2SOa
dengan konsentrasi berbeda belum optimum
untuk meningkatkan aktivitas selulase. Hal
ini diduga bahwa, (NH4)2SO4 lebih banyak
digunakan  untuk  mendukung proses
pertumbuhan ataupun untuk pembentukan
protein struktural dan pembentukan organela
dalam sdl.

ragam
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0.310%

0.300 0.292% ) ogg0 0-2897).2358
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Aktivitas Selulase (U/ml)

Pengaruh pH

Gambar 1. Grafik aktivitas selulase S
marcescens dengan perlakuan
variasi konsentrasi (NH4)2SOs
dan pH pada waktu inkubasi 12
jam.

Hasil andlisa sidik ragam (ANOVA)
juga menunjukkan bahwa pengaruh pH 6, 7,
8 tidak berbeda nyata, yang menunjukkan
bahwa variasi pH 6, 7, 8 belum optimum
untuk meningkatkan aktivitas selulase. Hal
ini diduga bahwa adanya perubahan pH
akibat berubahnya ion enzim atau ion

mP0

P1

P2
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substrat, sehingga pembentukan kompleks
enzim-substrat tidak optimum, akibatnya
aktivitas enzim jugatidak optimum (Alam et
al., 2013).

Kadar Protein

Penentuan kadar protein dalam
penelitian ini  dilakukan analisa secara
kuantitatif = dengan  metode  Lowry
berdasarkan kurva standart BSA (Bovine
Serum  Albumin). Kadar protein harus
diketahui agar dapat menentukan aktivitas
spesifik enzim terkait per milligram protein
(Pierce, 2005).

Berdasarkan hasil andisa sidik
ragan  (ANOVA) menunjukkan bahwa
perlakuan kombinasi (NH4)2SOs dan pH
berbeda tidak nyata. Hal ini menunjukkan
penambahan (NH4)2SO4 dengan kombinasi
pH belum optimum untuk meningkatkan
kadar protein yang dihasilkan S
marcescens. Kadar protein S marcescens
tertinggi selamainkubasi 12 jam yaitu 0,690
mg/mL, vyang terjadi pada perlakuan
kombinasi (NH4)2SO4 0% dan pH 8 (PoHz3),
tetapi tidak berbeda nyata dengan perlakuan
yang lainnya (Gambar 2.). Kadar protein
paling tinggi pada perlakuan (NH4)2SO4
0,75% (Py vyatu 0528 mg/mL dan
(NH4)2S04 1% (P2) yang memiliki nilai
0,473 mg/mL, dimana keduanya
dikombinasikan dengan pH 8.

Kadar protein S marcescens dari
ketiga perlakuan pH (6, 7, 8) memiliki nilai
yang tinggi pada konsentrasi (NH4)2SOa O,
hal ini terjadi karena terdapat sumber
nitrogen lain yaitu yeast ekstrak. Menurut
Widyastoety el al. (2003), yeast ekstrak
merupakan sumber nitrogen yang berperan
dalam proses fisiologis, seperti
pembentukan protein, asam nukleat, dan
koenzim. Selain itu juga berperan dalam
pertumbuhan sel  serta menjaga dan
memelihara  kemampuan sdl untuk
membentuk enzim.

Menurut Pierce (2005), kandungan
protein di dalam enzim sangat berpengaruh
terhadap daya katalitik enzim tersebuit.
Adanya peningkatan protein dalam suatu
enzim, maka daya katalitiknya juga akan
meningkat. Keberadaan protein lain juga
dapat menyebabkan nilai kadar protein
menjadi nalk. Protein yang terlarut juga
dapat terbaca pada pengukuran yang
menyebabkan nilai kadar protein menjadi
naik (Murray et al., 2003).

0.800

0700 (g3 0.6907
0.6022

- 0.600 b
E 0500 0475 0473
g 4350 4072 0.4142
T 0400
Z
£ 0300
&
B 0200
X

0.100

0.000

pH 6 (H1) pH 7 (H2) pH 8 (H3)
Pengaruh pH

Gambar 2.Diagram batang kadar protein S
marcescens dengan  perlakuan
varias konsentrasi (NH4)2SO4 dan
pH pada waktu inkubasi 12 Jam.

Kadar protein yang tinggi dengan
aktivitas spesifik enzim yang rendah
menunjukkan bahwa, protein yang terukur
tidak hanya protein dari enzim selulase,
melainkan terdapat protein dari enzim lain
atau protein struktural bakteri. Menurut
Raharjo (2004 dalam Yogyaswari 2016),
bakteri Bacillus sp. dapat menghasilkan
enzim ekstraseluler selain selulase yaitu
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protease untuk menghidrolisis ikatan peptida
pada protein menjadi asam amino.

Aktivitas Spesifik Selulase

Penentuan aktivitas spesifik selulase
dapat diperoleh dengan cara membagi hasil
aktivitas enzim dengan kadar proteinnya.
Satuan dari aktivitas spesifik enzim yaitu
jumlah unit enzim per mg pada kondis
optimum.  Aktivitas  spesifik  enzim
merupakan suatu ukuran kemurnian yang
ukuran nilainya akan meningkat selama
proses pemurnian (Wijaya, 2002).

Berdasarkan hasil anaisa sidik
ragam  (ANOVA) menunjukkan bahwa
perlakuan kombinasi (NH4)2SOs dan pH
berbeda tidak nyata. Hal ini menunjukkan
penambahan (NH4).SO4 dengan kombinasi
pH belum optimum untuk meningkatkan
aktivitas  spesifik  selulase  Serratia
marcescens. Aktivitas spesifik  selulase
tertinggi selamainkubasi 12 jam yaitu 1,161
U/mg, pada perlakuan kombinasi (NH4)2SO4
1% dan pH 7 (P:H2), tetapi tidak berbeda
nyata dengan perlakuan yang lainnya
Aktivitas spesifik selulase paling tinggi pada
perlakuan (NH4)2SO4 0% (P1) memiliki nilai
0,913 U/mg dan pada perlakuan (NH4)2S04
0,75% (P1) sebesar 0,681 U/mg, dimana
keduanya diperoleh dengan kombinasi pH 6,
tetapi juga tidak berbeda nyata dengan
perlakuan pH lainnya (Gambar 3.).

Fitrahmayani (2010 dalam Deviani et
al. 2014) menjelaskan bahwa aktivitas
gpesifik enzim menunjukkan suatu ukuran
kemurnian enzim atau dapat digunakan
sebaga indikas ada tidaknya inhibitor
enzim atau represor sintesis enzim di dalam
media produksi enzim. Apabila kadar
protein tinggi, tetapi aktivitas spesifik

rendah, maka ini menunjukkan selain
adanya protein lain, konsentrasi inhibitor
dalam media produks enzim tinggi. Kadar
protein tinggi juga dapat diakibatkan karena
protein yang terukur termasuk protein
struktural  bakteri dan protein  yang
terkandung dalam medium.
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0.616°
0.600 PO

0.400 Pl

0.200

Aktivitas Spesifik Selulase (U/mg)
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pH 6 (H1) pH 7 (H2) pH 8 (H3)
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Gambar 3. Diagram batang aktivitas spesifik
selulase S marcescens dengan
perlakuan varias konsentrasi
(NH4)2S04 dan pH pada waktu
inkubasi 12 Jam .

KESIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian yang
telah dilakukan, dapat diambil kesimpulan
bahwa kombinasi antara penambahan
(NH4)2S04 konsentrasi (0%, 0,75% dan 1%)
dengan pH ( 6, 7 dan 8) belum optimum
untuk meningkatkan aktivitas spesifik
selulase S. marcescens.
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