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[NTTSARI

Unink mengetabui ahtivitas enzim selulase dari Tricvoderma veesed dilakukan
proses fermentas dengam Hpa fenis medid caiy yaiii m gdia cair yang mengandung
seliilosd, yang mengandung swkrosa dar yerg menganding glukesa. Pertrtban
Trichoderma recsel diamati padd masing-nasing media dengan menimbang beral
col Bemngryva, Permenbaban maksimum pada media selulosq diperoledy serelaly
fermentas berlangrung 15 pimn, pada media sukrose digerelch setelah 47 jam dan
pada medid gphekasa diperalel setelal 33 pam. Seteleh dilekuban wil rerbadap
praion sefudase yang difesiilkdn lernvate banya media yang mengandung selpsa
pang yang wemberikan basil posiaf Abtiviras enzio selviase kasar yang
.1';_,-_-;_-.:_-'.e_r'_- adalab 3,679 unet dan akiiviegs spesifkmya 1765 unit/mg protem,

ABSTRACT

The aciviey of cellulise emzyme was determined torough  fermentation
processesusing three Gged media contaiing cellwlose, sworose and glecsse
respectively, The growth of Trichoderma reesed 2as observed in each medinm
by aweighing the dried cell. The optimum growth in cellwlose medium was found
affer 25 bours of Jermeniaiion, B sucrose medinm wras .zﬁr.r S hawrs frrm.:-rrr.ﬁ:'m:
and in glucase medinm was after 28 bours of fermentation. Only the enzyme fram
cellulose media showed o positive resalt towerd enzyme pelludose test. The
activity obtained was 3,679 wmit with @ specific activity of 1765 unit/ing protein,

PENDAHULLIAN

Enzim selulase merupakan enzim hidrelase yang dapar menghatalisis reaksi
hideolisa ikacan B3-1,4 zlukan 4-glukano hideolase (E.C 3.2.1.4). Penelitian
terhadap ¢nmzim  selulase sangat penting karena enzim selulase  dapar
dimanfaackan unruk industri dan mengaras masalah linghungan dari limbah
selulosa. Enzim selulase menguraikan selulosa menjadi go-longan kedil yang
kemudian depat diurzitan lebih lanjut menisdl mosomeraya vaine glukosa.
Glukosa vang dibiasilkan dapar dimanfaatkan dalam bidang induste sepert
imcdusced makanan dan obat-ohatan®™, ;

13



Enzim selulase yang dihasilkan secara fermentasi dari berbagai jenis
mikroorganisme, salah satunyz adalah famue Teichederma reesel. Enzim
mikroorganisme dapat dikelompokan atas enzim konstitunf dan indukeit,
Enzim konstitutf merupakan emzim yang selalu diperoleh setiap saat, tidak
tergantung kepada macam medinm tempat mikroorganisme tumbuh, Apabila
suatu sel tidak memproduksi emzim konstitutif akan berakibat tidak
berjalannya metabolisme yang amat penting bagi kehidupan sl tersebut. Enzim
induktif merupakan enzim yang dalam keadazn normal hanya terdapat dalam
jumnlah kecil. Jumlah tersehut akan meningkar menjadi 1007 kali atau lebih
apabila ada substrat yang menginduksinya, terutama bila substrat penginduls:
merupakan satu-satunya sumber karbon .

Tujuan utama penelitian ini adalsh wntuk mengemahui apakah enzim
selulase vang dihasilkan Trichodermta reesei bersifat induktif atau Ronstitutil,
Disamping itu bagaimana pengaruh pemberian selulosa, sulirosa dan glukosa
kedalam medivm terhadap pertumbuhan Trickedsrma reesed serta terhadap
alstivitas enzim selosa vang dihasilkan juga ditentukan. Aktivitas enzim selulase
ditentukan dengan metoda Somogy MNelson. 1 unit aktivitas enzim selulase
didefenisikan schagai jumlah enzim yang dapat membebaskan 1 pg procuk
glubiosa permenit pada kondisi optimumnya.

BAHAN DAN METODA

Bahan

Tamur Trichederma reeser {diperoleh dari laboratorium mikeobiologr FMIPA
Unand), medium patato dextrosa agar (PDA), 3 macam medivm cair vatu
menzandung sclulosa, yang mengandung sulirosa dan vang mengandung
glukesa, reagen nelson, reagen arseno molibdat dan buffer asetat,

Metrde Penclitian

Jamue Trichoderma reesei diperbanyak pada medivm PA, dinkubas selama 4
hari pada subu kamar, Suspensi spora dibuat dengan menambahkan 12 ml
aquades steril kedalam tabung reaksi yang berisi jamur, Gesek dengan jarLm
ose schingga sporanya terangkat. 1 ml suspensi spora dimasukkan kedalam
erlenmever yang berisi media cair yang masing-masingnya mengandung
selulosa, sukrosa dan glukosa. Kemudian dikocok menggunakan shaker.

Untuk memperoleh kurva pertumbuhan jamur, dilakukan pengamatas
setiap 3,5 jam. Setiap fermentasi berlangsung 3,5 jam diambil 1 erlenmeyer,
media disaring dengan menggonakan corong buchner dan kertas saring yang
telah ditimbang. Kertas vang berisi endapan jamur dikeringkan dalam oven
pada suhu 125°C kemudian ditimbang schingga diperoleh berat kering sel
jamur.

Setelah pertumbuhan maksimum tercapai ditentukan aktivitas enzim
seluloss vang dihasilkan. Substrat yang digunakan adalah karboksi metil
selelosa, Aktiviess enrim ditentukan dengan menghitung konsentrasi produl
alukosa vang terbentuk, Konsentrasi glukosa diukur secara spektroforometri
menurut metods Somogy Nelson.
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HASIL DAN PEMBAHASAN

Diars ketiga jemis media vang digunakan ternvata jamur Trckoderma  reessi
mempunyai kurva percumbuhan vang berbeds seperti terlihat pada Gambar 1.

Pada media yang mengandung selulosa, Trichoderma reesei mempunyai fasa
vang selama 14 jam, pada media givkosa mempunyai fasa lag 21 jam dan pada
media sulkrosa 345 jam. Trichoderma reesed mempunyai fasa lag vang lebih
lama padz media vang mengandung sukrosa karena jamur i fama Jn-e.':n:.-'l:ju-
aikan diri dengan medis sukrosa, Sedsnghksn pada media vang menzandung
selulosa fasa lagnya lebih cepat, berarti Trichodernag reesel cepat menyesuaikan
diri pada media ini karena secara alami jamur Frchaderma reesei bisa tumhbuh
pada linghungan vang mengandung selulosa’,
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Gambar 1. Kurva pertumbuhan Trichaderma reesei pada media vang

mengandung selulosa, sukrosa dan glukesa.

Fasa ckeponensial untuk media selulosa berakhir secelah 35 jam
pengocokan, dengan berat sel jamur maksimum yang dihasilkan 0.5667 g, Pada
media glukosa, fasa ebsponensialnva berakhiv secefah 28 jam pengocoban
dengan berat s2l jamur maksimoem 32,2608 2, Sedanghan untuk media sukrosa,
fasa chsponensialnva berakhir setelah 42 jam dengan berat sel jamur maksimum
0,1230 g. Pada media sukrosa, berat sel yang didapatkan sedikit karena jamur
Trickederma recsei kurang menyukai sukrosa sebagai sumber karbon. Pada
media selulosa didapatkan berat szl jamur paling banyak berarti pertumbuhan
Trichoderma reeset paling baik pada media vang mengandung selulosa ini, Hal
ini disehabkan karena jamur Trichodermad reesel dapad cremmnerabolisme efekrif
selulosa sebagai sumber Karbon dalam nutriennva.



Pada ketiga jenis media, fass stasioner tidak cerlihat demgan nvata, karena
jamur Trichederma reesei tidak bisa bertahan lama hidup dalam kehabisan
nutrien, Di dalam medis sudab terdspat tumpukan sisasisa metabolisme vang
merupakan racun bagi sel jamur it sendin {1,3),

Setelah fermentasi mencapai  pertumbuban maksimum, terhadap
masing-masing media yang memgandung  selulosa, glukosz dan sukrosa
dilskukan uwji kwalicatif terhadap enzim selulase vang dihasilkan. Hasil
pengujian ini dapar dilihat pada Tabel 1.

Tabel 1. Hasil wji kwalitatif enzim selufase.
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Media Reagen Melson

selulasa
glukasa
|  sukrosa

Selulosa, glukesa da sukrosa habis dikonstmsi oleh | mur Trcboderna ceeser,
Dari Tabel 1 terayar  hanys media yang mengandung selulosa vana
memberikan hasil positif terhadap emzim selufase. Hal initerlihac dengan
adanya endapan merah bata pada pemuanasan sehingea dapar disimpuikan
bahwa enzim selulase vang dihasilkan olch jamur Trickederma reesei bersifat
indukeif. Adanya indeser berupa substrat dari enzim itu sendiri vang terdapac
di dalam media twmbuh jamur akan merangsang keluarnya snzim. Tanpa
adanya induser selulusz, enzim selulase mungkin akan dihasilkan tetapi dalam
jumnlah sedikit sekali schingga aktivitasnva tidak cerlihar (1,2,

Untuk mengetahui besarnya aktivitas enzim selulase vang dihasilkan,
dilakukan pemisahan antara jamur dan media denpan mengpunakan sentrifuga
sehingga diperoleh enzim selulase kasar, Terhadap enzim selulase kasar
ditentukan aktivitasnya pads kendiskondisi optimum. Kondis optimum erzim
selulase dari Trichoderma reessi ini didapatkan seperti pada Gambar 2.

Enzim selulase dari Trichoderma reesei mempunyzi pH optimum 4.8, suhu
eptimum 37°C, lama inkubasi optimum 60 menit dan konsentrasi subseeat
optimu- 1 % (b/v). Pada penentuan aktivitas ini substrat vang digunakan adalah
karboksimetil selulase (CMC). Pada Gambar 2 dapat dilihat bahwa di atas dan
di bawzh pH optimum, aktivitas enzim selulase menurun, hal ini mungkin
disebabkan karena perubahas miuman dari gugus asam amino vang terdapat
pada enzim schingga enzim tidak stabil dan kemampoan enzim untuk
menghidrolisa substrat menurun. i atas dan di bawah suhu optimu, aktivics
enzim selulase juga menurun, Di bawah suhu optimurm, enerzi kinetik masih
rendah uatek mencapai reabsi yang sempurna antara substeac dengan enzim.
D4 atas suhu optimum terjadi perubahan strubtur tertier enzim, sehingea
enzim mengzlami peristiwa denaturasi disertai dengan menurunnya aktivias®,
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Gambar 1. Kondist optimum enzim selulase dart

Trichaderng reasel,

Enzim selulase meningkat dengan bertambahnya konsentrasi substrat
sampai pada bacas maksimum, Hal ini menunjukkan terjadinya peningkatan
reaksi enzimatil, Pada saat ik opdmum telah tereapai semua enzim telab
bergabung dengan substrat, sehingga kenaikan selanjutnya dari konsentras
substrat tidak menaikan hecepatam reaksi, Karena wdak ada lagi enzim vang
akan merubah substrat menjadi produk. Hal ini dikatakan habwa enzim telzh

jenuh dengan substratnya’.

Pads kondisi optimum di atas diperoleh aktivitas enoim selulase 35,6794
wnit. Kadar protein dari enzim selulase kasar ini didspatkan 208,46 ag/ml
denzan menggunakan metoda Lowry dan albumin sebagai standar. Maka enzim
selulase lasar vang dihasifkan oleh Trickoderma reces ini mempunvai almivicas

spesifik sebesar 17,65 unit/mg protain.
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KESIMPLUTAN DANMN 5AFAM
Eesimpulan
[rari penelittan vang telah dilakvkan diperoleh beberapa kesimpulan.

1. Enzim selulase vang dihasilkan oleh Trichoderms reessi bersifat induktif
dengan seluloga sebapai indubtor.

1, Aktivitas enzim selulase kasar adalah 3,079 ynit pada kondisi optimum
pHE 4,8, suhwe 37°C, lama inkubasi 63 menit dan Rossentrasi subsceac 1 %.
Aktiviras spesifiknya didapathan sebesar 17,63 unit/mg protemn.

Saran

Untuk peneliti selanjutnya disarankan untuk melakukan pemurenizn techadap
enzim selulase vang dihasitkan oleh Tricboderma reesed.
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