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Abstrak. Selulase merupakan enzim yang mempunyai fungsi penting dalam mengubah bahan
limbah organik selulosa. Selulase merupakan kelompok enzim yang minimal terdiri dari tiga
enzim yaitu endoglukonase, eksoglukonase dan P-glukonase yang bekerja sinergis supaya
dapat mendegradasi selulosa menjadi glukosa. Glukosa tersebut digunakan sebagai sumber
karbon dan nutrisi pertumbuhan bakteri. Enzim selulase kasar termasuk enzim ekstraseluler
yang didapatkan pada isolat bakteri selulolitik. Bakteri yang berpotensi memproduksi enzim
selulase ialah salah satunya Bacillus subtilis. Bakteri ini dapat diisolasi dari air dan tanah.
Penelitian ini bertujuan untuk menemukan pH optimal aktivitas enzim selulase B. subtilis.
Penelitian menggunakan lima perlakuan pH (5, 6, 7, 8, dan 9) pada suhu 370 C dengan lima
ulangan dan 25 sampel perlakuan menggunakan rancangan acak lengkap (RAL). Aktivitas
enzim selulase diukur bersumber pada kandungan gula reduksi dengan metode asam 3,5 -
dinitrosalisilat (DNS). Data yang diperoleh dianalisis menggunakan Anova satu arah. Apabila
berbeda nyata maka dilanjutkan dengan uji duncan. Hasil penelitian menunjukkan bahwa B.
subtillis secara kualitatif menghasilkan zona bening yaitu sebesar 0,35 mm. Hasil Anova satu
arah menunjukkan nilai signifikan terhadap perlakuan variasi pH namun setelah diuji Duncan
taraf 5% perlakuan variasi pH tidak berpengaruh secara nyata. Kesimpulan dari penelitian ini
yaitu manipulasi pH tidak berpengaruh terhadap aktivitas selulase. Implikasi dari penelitian
ini adalah B. subtillis strain FNCC 0059 dapat dimanfaatkan untuk membantu memecah
sumber karbon selulosa menjadi glukosa.

Kata kunci: aktivitas enzim; Bacillus subtilis; pH

Abstract. Cellulase is an enzyme that has an important function in converting cellulose.
Cellulase is a group of enzyme that at least consists of three enzyme, namely endogluconase,
exogluconase and B-gluconase which work synergistically to degrade cellulose into glucose.
Glucose is used as a source of carbon and nutrient to grow bacteria. Crude cellulose include
extracellular enzyme found in cellulolytic bacterial isolates. One of the bacteria that has the
potential to produce cellulase is Bacillus subtilis . These bacteria can be isolated from water and
soil. This study aims to find the optimal pH of cellulose activity of B. subtilis. The study used
five pH treatments (5, 6, 7, 8, and 9 ) at 37 © C with five replications and 25 treatment samples
using a completely randomized design (CRD). The activity of the cellulose was measured
based on the reducing sugar content using the 3,5 - dinitrosalicylic acid (DNS) method .
The obtained data were analyzed using one way Anova. If it is significantly different then
proceed with the Duncan test. The results showed that B.subtillis qualitatively produced clear
zone of 0.35 mm. One way ANOVA results show significant value to the treatment of pH
variation, but for the Duncan of 5% test show the different in the pH value treatments did not
significant. The conclusion of this study is that pH manipulation has no effect on cellulase
activity. This research implied that B. subtillis strain FNCC 0059 can be used to help break
down carbon sources of cellulose into glucose.

Kata kunci: activity enzyme; Bacillus subtillis;pH

PENDAHULUAN

Enzim sangat diperlukan dalam industri, sehingga kebutuhan enzim semakin pesat setiap
harinya, sesuai dengan kemajuan industri yang mengaplikasikan enzim, teknologi fermentasi, dan
rekayasa genetika (Purnawan et al., 2015). Enzim merupakan protein yang berperan sebagai katalis
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dalam proses biokimia (Hasibuan et al., 2017). Kinerja enzim dalam mempercepat reaksi sebesar 108
sampai dengan 10" kali lebih cepat dibandingkan jika tanpa enzim (Poedjiadi dan Supriyanti, 2006).
Pengolahan limbah-limbah organik tidak harus dilakukan dengan cara mengaplikasikan enzim saja,
tetapi sebaiknya untuk mempercepat proses, maka pada limbah organik tersebut terkandung
mikroorganisme indigenusnya.

Enzim selulase termasuk enzim ekstraseluler yang dihasilkan di dalam sel dan dikeluarkan ke
media tumbuhnya untuk mendegradasi senyawa polimer (Aryani, 2012). Enzim selulase merupakan
enzim kompleks yang terdiri dari tiga komponen enzim yaitu endoglukanase, eksoglukanase, dan -
glukosidase yang bekerja sama untuk menghidrolisis selulosa tidak larut menjadi glukosa (Putri,
2016).

Produksi enzim selulase secara in vitro menggunakan media Carboxy Methyl Cellulosa (CMC)
karena media tersebut mengandung selulosa yang digunakan sebagai substrat pada reaksi enzimatis
(Meryandini ef al., 2010). Menurut Alam et al. (2014) CMC dengan konsentrasi 1% merupakan substrat
terbaik dalam menginduksi sintesis enzim selulase ekstraseluler secara optimum.

Selulase dapat berasal dari bakteri selulolitik dan fungi. Bakteri selulolitik melakukan
hidrolisis kompleks selulosa menjadi glukosa sederhana (Nurrochman, 2015). Kirk dan Othmer
(2002) menyatakan bahwa selulase mempunyai kegunaan dalam dunia perindustrian, salah satunya
dipakai dalam bidang tekstil, pakan ternak, produksi etanol dan digunakan dalam pembaharuan
kertas lama menjadi kertas baru.

Nababan et al., (2019) menyatakan bahwa biodegradasi limbah di lingkungan oleh mikrobia
melibatkan serangkaian aktivitas enzimatik. Pemanfaatan enzim yang dihasilkan dari bakteri, lebih
banyak dipergunakan bila dibandingkan dengan enzim dari tanaman atau hewan karena
pertumbuhan bakteri yang cepat dan mudah. Bacillus subtillis berpotensi dalam memproduksi enzim
selulase. Penelitian Saraswati et al, (2012) menunjukkan B. subtilis terbukti menghasilkan enzim
selulase yang diisolasi berasal dari kotoran sapi sebesar 32,48 U/mL. Hasil penelitian dari Sholihati et
al., (2016) membuktikan bahwa B. subtilis juga menghasilkan enzim selulase sebesar 4,3661 x 10
U/mL.

Aktivitas enzim dipengaruhi oleh beberapa faktor antara lain pH, suhu, konsentrasi substrat,
konsentrasi enzim serta keberadaan inhibitor (Nelson dan Cox, 2005). Derajat keasaman (pH)
merupakan faktor utama yang harus diketahui, karena setiap enzim akan berfungsi secara optimal
pada pH tertentu. Murrya et al, (2003) menyatakan bahwa sedikit pergeseran nilai pH dari pH
optimum maka akan menyebabkan perubahan besar pada reaksi yang dikatalis enzim, dengan begitu
penelitian tentang aktivitas enzim selulase yang diperoleh dari B. subtilis perlu dikaji lebih lanjut.
Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pH optimum untuk aktivitas enzim selulase yang
dihasilkan oleh isolat B. subtilis strain FNCC 0059 yang dinilai secara kualitatif berdasarkan zona
bening dan dilanjutkan dengan pengujian menggunakan metode DNS berdasarkan variasi pH.

BAHAN DAN METODE

Bagian Pembuatan media dan proses berikutnya dilaksanakan di Laboratorium Mikrobiologi,
Jurusan Biologi FMIPA, Universitas Negeri Surabaya. Pertama, pembuatan media nutrien agar (NA)
ditimbang 2,3 g lalu diecerkan menggunakan akuades steril (Rahayu, 2014). Selanjutnya, media
selulolitik dibuat dengan komposisi terdiri dari bakto agar 1,5 g, pepton 0,2 g, CMC 0,05 g, NaCl 0,1 g,
yeast ekstrak 0,2 g, CaCl»0,01 g dan MgSO,.7H>O 0,01 g dan diencerkan menggunakan akuades steril.
Kemudian, peremajaan B. subtillis dilakukan di dalam LAF (Laminar Air Flow) secara aseptik dengan
menyentuhkan ose ke dalam biakan murni lalu digoreskan pada media nutrien agar miring. Isolat
bakteri diinkubasi selama kurun waktu 24 jam menggunakan inkubator dengan suhu 300 C (Sholihati,
2016).

Penentuan aktivitas enzim selulase secara kualitatif dilakukan dengan mengamati zona bening
pada media CMC Agar. Sebanyak 10pL isolat bakteri B. subtilis ditumbuhkan dengan cara diteteskan
di atas paper disk yang diletakkan di atas media CMC Agar kemudian diinkubasi pada suhu 37°C
selama 24 jam. Setelah inkubasi, pada cawan tersebut diteteskan pewarna congo red selama 30 menit
lalu dicuci dengan NaCl 1 M, pembilasan dengan larutan NaCl 1 M, agar memperjelas zona bening
yang terbentuk didalam isolat bakteri sehingga lebih mudah diamati. Zona bening yang terbentuk
menunjukkan bahwa isolat B. subtilis tersebut mampu menghasilkan enzim ekstraseluler
(Kusumaningrum et al., 2019).

Pembuatan kurva pertumbuhan bakteri dan aktivitas selulase diawali dengan mengambil dua
ose B. subtilis hasil peremajaan, lalu diinokulasikan ke dalam 150 mL media CMC cair dan diinkubasi
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menggunakan rotary shaker dengan kecepatan 125 rpm selama kurun waktu 24 jam pada suhu ruang.
Inokulum diambil 20 mL dan dipindahkan dalam 150 mL media CMC baru. Selanjutnya inokulum
diambil 6 mL, setiap 4 jam sekali dengan interval waktu 0, 4, 8, 12, 16, 20, dan 24 jam dan diukur
aktivitas selulasenya, menggunakan spektrofotometer dengan panjang gelombang 540 nm
(Kurniawati et al., 2019).

Produksi ekstrak kasar enzim selulase dan pengujian aktivitas selulase, menggunakan
metode asam 3,5-dinitrosalisilat (DNS) dilihat dari banyaknya gula reduksi yang dihasilkan oleh
substrat (Hidayat, 2005). Pemanenan enzim kasar membutuhkan satu ml medium kultur lalu
disentrifugasi selama 15 menit pada kecepatan 5000 rpm pada suhu 4°C (Irawati, 2016). Setelah itu,
sebanyak 1 ml supernatan hasil sentrifugasi dipindahkan ke dalam tabung reaksi dan menambahkan
1 ml substrat CMC 1% dengan masing-masing tambahan 1 ml buffer sitrat 0,05 M pH 5, 1 ml buffer
sitrat fosfat 0,05 M pH 6, 1 ml buffer fosfat 0,05 M pH 7, 1 ml buffer Tris-HCL 0,05 M untuk pH 8 dan
9 (Chasanah et.al., 2013). Kemudian dilakukan inkubasi pada suhu 37°C selama 60 menit, setelah
inkubasi ditambahkan 1 ml KNa-tatrat 40% dan 1 ml reagen DNS lalu selanjutnya dihangatkan
menggunakan water bath pada suhu 250 C selama 15 menit. Aktivitas enzim selulase diukur dengan
spektrofometer pada panjang gelombang 540 nm (Hidayat, 2005). Pengujian aktivitas enzim dengan
metode DNS memperoleh nilai absorbansi konsentrasi glukosa dalam setiap sampel. Konsentrasi satu
unit aktivitas enzim diperoleh sebagai jumlah umol produk glukosa hasil degradasi enzim (Putri,
2016). Selanjutnya, dihitung dengan rumus sebagai berikut :

AE = ¢ X i
" BMglukosa  E
Keterangan :
AE = Aktivitas enzim (Unit/mL)
BM = Berat molekul (180 g/mol)
C Konsentrasi glukosa

H Volume total substrat (mL)
E = Volume enzim (mL)

HASIL

Gambar 1. menunjukkan data uji konfirmasi B. subtillis strain FNCC 0059 secara kualitatif
berupa zona bening pada cawan petri. Diameter zona bening terbentuk di sekitar koloni B.
subtilis diukur menggunakan jangka sorong dan dihitung menggunakan rumus Indeks
Selulolitik (IS). Dalam meningkatkan indeks selulolitik dilakukan penambahan waktu dalam
menginkubasi bakteri, sehingga dapat mendegradasi lebih banyak substrat CMC. Hasil uji
kualitatif menghasilkan indeks selulolitik sebesar 0,35 mm pada lama inkubasi 24 jam (Gambar
1).

Zona bening

Gambar 1. Uji Kualitatif Bakteri B.subtillis stelah diberi pewarna congo red
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Gambar 2. Kurva pertumbuhan B. subtillis

Pembuatan kurva pertumbuhan B.subtillis dibutuhkan untuk mengetahui waktu yang tepat
untuk memproduksi enzim selulase. Kurva pertumbuhan diperoleh dengan membuat plot antar
waktu inkubasi, densitas optik yang menyatakan jumlah sel yang sebelumnya dibuat kurva standart,
sehingga cara ini digunakan untuk memperkirakan jumlah atau massa sel secara tidak langsung
(Irawati, 2016). Berdasarkan kurva pertumbuhan yang telah diperoleh hasil tertinggi dari
pertumbuhan bakteri terjadi pada delapan jam setelah inokulasi. Pada delapan jam setelah inokulasi
didapatkan nilai densitas optik dan nilai produktivitas gula reduksi dari B. subtillis 0,978 dan 0,307
ppm. Kurva pertumbuhan digunakan sebagai waktu pemanenan enzim saat proses produksi enzim
selulase. Pertumbuhan B.subtillis (Gambar 2.) ditandai dengan meningkatnya nilai densitas optik dan
nilai produktivitas gula reduksi tertinggi seiring dengan meningkatnya lama waktu inkubasi.

Tabel 1. Hasil analisi pengaruh pH terhadap enzim selulase dalam substrat CMC

Perlakuan pH Aktivitas Enzim (Unit/mL)*
5 0,047ab
6 0,0403b
7 0,056ab
8 0,0703b
9 00383

*notasi huruf sama menunjukkan tidak adanya perbedaan.

Berdasarkan data yang telah dihasilkan pH optimal untuk aktivitas optimum ekstrak kasar
enzim selulase adalah pada pH 8 dengan aktivitas enzim sebesar 0,070 Unit/mL. Hasil analisis
statistik pada Tabel 1. yang menunjukkan tidak adanya pengaruh terhadap antar masing-masing
perlakuan variasi pH.

PEMBAHASAN

Pengujian enzim secara semi kualitatif oleh bakteri B. subtillis dilakukan pada media
selulolitik. Pengujian enzim secara kualitatif bertujuan untuk mengetahui enzim yang dihasilkan B.
subtillis dengan melihat zona bening. Menurut Arifin et al. (2019) dengan adanya zona bening maka
menunjukkan bakteri tersebut mampu mendegradasi selulosa dalam media pertumbuhannya. Bakteri
Bacillus dilaporkan menghasilkan berbagai enzim salah satunya adalah selulase. Nilai indeks
selulolitik (IP) yang dihasilkan oleh bakteri B. subtillis yang telah diinkubasi selama 1 x 24 jam dengan
suhu 370C sebesar 0,35 mm (Gambar 1). Menurut Dar et al. (2015) zona bening dari bakteri selulolitik
yang memiliki diameter 4 cm dapat dikategorikan tingkat degradasinya tinggi sedangkan rendah
berada pada kisaran 0,1-1,0 cm, dengan demikian tingkat degradasi selulase dari bakteri B. subtillis
strain FNCC 0059 tergolong rendah. Hal ini disebabkan karena perbedaan strain sehingga setiap
bakteri memiliki kemampuan yang berbeda dalam mendegradasi substrat. Terbentuknnya zona
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bening mengidentifikasi bahwa selulosa sudah menghidrolisis substrat menjadi senyawa yang lebih
sederhana (Irawati, 2016).

Penambahan waktu saat melakukan inkubasi memungkinkan  bakteri untuk dapat
mendegradasi lebih banyak substrat CMC (Meryandini et al. 2009). Hasil data dari penelitian
sebelumnya indeks aktivitas selulase yang dimiliki bakteri Lactobacillus plantarum dengan nilai
sebesar 1,98 mm dengan lama inkubasi 48 jam (Putri, 2016), isolat bakteri Bacillus circulans memiliki
indeks aktivitas selulase sebesar 1,43 mm dengan inkubasi 48 jam (Irawati, 2016) dan isolat bakteri
Serrenita maracescens menghasilkan indeks aktivitas selulase sebesar 5,51 mm pada inkubasi + 3
minggu yang dilakukan oleh (Kurniawati et al., 2019). IP bisa berbeda dikarenakan spesies yang
digunakan berbeda, sehingga tinggi rendahnya IP disebabkan karena perbedaan kemampuan yang
berbeda pula dalam menghasilkan mendegradasi substrat CMC (Rosyada, 2015).

Kurva pertumbuhan dari suatu penelitian adalah bagian yang penting karena dapat
menggambarkan karakteristik sel bakteri. Perhitungan waktu generasi diperlukan untuk menemukan
waktu populasi setiap bakteri dalam jangka waktu yang sama dalam proses metabolisme (Annisa
etal,, 2015). Menurut Sharah et al. (2015) densitas optik (OD) pertumbuhan diperlukan agar
mengetahui kemampuan bakteri tersebut dalam memperbanyak sel. Pada penelitian ini pertumbuhan
B. subtillis dibutuhkan untuk menemukan waktu yang tepat untuk pemanenan enzim selulase.
Pengukuran pertumbuhan bakteri B. subtillis menggunakan spektrofotometer panjang gelombang 540
nm.

Grafik kurva pertumbuhan pada Gambar 2. yang menunjukkan nilai tertinggi pada delapan
jam setelah inokulasi. Nilai densitas optik dan produksi glukosa dari bakteri B. subtillis sebesar 0,978
dan 0,307 ppm, sehingga digunakan sebagai waktu panen enzim selulase dari kultur bakteri.
Pertumbuhan sel pada 0 jam hingga 4 jam menunjukkan fase lag yaitu bakteri tersebut melakukan
penyesuaian terhadap lingkungan baru. Pertumbuhan bakteri mengalami perubahan yang signifikan
pada empat jam hingga delapan jam menujukkan bakteri sudah mengalami fase log yaitu akumulasi
pertumbuhan yang sangat cepat. Menurut Sonia dan Kusnadi (2015) fase log merupakan tahap
dimana sel bakteri pertumbuhanya sangat cepat hingga dua kali lipat dari jumlah semula. Waktu
delapan jam sampai dengan 12 jam pertumbuhan bakteri memasuki fase stasioner dimana pada tahap
ini laju pertumbuhan sama dengan laju kematiannya. Pada 16 jam sampai 24 jam pertumbuhan
bakteri mulai mengalami penurunan jumlah sel disebabkan karena sumber nutrisi untuk
pertumbuhan sel mulai habis.

Penelitian yang dilakukan oleh Yang (2014) tentang pertumbuhan B. subtillis BY-2,
menunjukkan kurva pertumbuhan yang jauh berbeda. Fase log pada bakteri tersebut terjadi pada
delapan jam sampai 20 jam lalu fase stasioner terjadi pada waktu 20 jam sampai 39 jam. Perbedaan
tersebut dapat terjadi karena perbedaan strain dan bisa dipengaruhi dari beberapa faktor dalam
pertumbuhanya (Wahyuningsih dan Zulaika, 2018).

Substrat atau medium sebagai nutrisi dan sumber karbon untuk menunjang pertumbuhan
merupakan salah satu faktor dalam mencukupi produktivitas enzim. Jika dalam substrat tersebut
kelebihan sumber karbon akan memperlambat tumbuhnya sel bakteri sehingga dapat menurunkan
jumlah oksigen dalam substrat tersebut, dengan demikian akan terjadi penurunan produksi selulase
(Susanti, 2011). Dalam hal ini semakin lama waktu inkubasinya maka aktivitas enzim semakin
menurun. Semakin lama waktu inkubasi menyebabkan produksi glukosa semakin tinggal karena
konsentrasi glukosa berbanding lurus dengan waktu inkubasi. Faktor derajat keasaman pH
berpengaruh terhadap struktur dan aktivitas enzim. Perubahan pada pH akan menyebabkan
denaturasi protein penyusun enzim itu sendiri, oleh sebab itu setiap enzim yang dihasilkan oleh
bakteri memiliki pH optimum yang berbeda-beda. Pada data sampel menggunakan berbagai macam
pH yang dikerjakan dalam penelitian yaitu 5, 6, 7, 8 dan 9.

Aktivitas enzim yang optimum ditunjukkan pada perlakuan pH 8 dengan nilai aktivitas
sebesar 0,070 U/mL (Gambar 3). Meningkatnya aktivitas enzim ditentukan pada gugus aktif rantai
samping enzim yang berfungsi sebagai mengikat substrat. Ketika aktivitas enzim mengalami
penurunan menunjukkan bahwa terjadi perubahan molekul enzim dengan substrat sehingga diantara
keduanya semakin melemah (Purkan et.al., 2015).

Berdasarkan Gambar 3. dapat dilihat terjadi penurunan aktivitas selulase pada pH 5 dengan
aktivitas sebesar 0,047 U/mL dan pH 6 dengan aktivitas sebesar 0,040 U/mL. Hal ini disebabkan pada
kondisi asam yang rendah terjadi perubahan struktur enzim karena gugus bermuatan (-NH3+ atau -
COO-) yang saling tidak berdekatan mengalami perubahan pada pH berbeda, sehingga akan
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berpengaruh pada struktur dasar enzim dan akan berdampak pada penurunan aktivitas enzim
(Irawati, 2016).

Kondisi pada pH 7 dengan aktivitas sebesar 0,056 U/mL dan pH 8 dengan aktivitas sebesar
0,070 U/mL, mengalami kenaikan aktivitas enzim dan berhasil dalam mengubah substratnya menjadi
unit glukosa sederhana. Pada kondisi pH netral asam amino dapat mengaktifkan sisi aktif enzim dan
pada kondisi ini aktivitas enzim meningkat dan kemudian mengalami penurunan aktivitas pada pH 9
sebesar 0,038 U/mL. Hal tersebut dikarenakan pada kondisi basa kemungkinan terjadi proses
akumulasi gula reduksi pada ikatan 1,4-D-glycosidic yang terhidrolisis secara acak menyebabkan
asam amino penyusun enzim inaktif, sehingga dapat mempengaruhi aktivitas enzimnya (Irawati,
2016). Hasil tersebut sejalan dengan penelitian selulase dari Bacillus lainnya, Susanti (2011)
menyatakan bahwa beberapa bakteri Bacillus dapat menghidrolisis substrat selulase pada rentang pH
4 sampai pH 9. Gozan et al. (2018) melaporkan bahwa aktivitas selulase Bacillus sp. optimum pada
kisaran pH 4 - pH 8.

Berdasarkan analisis statistik menggunakan uji Anova satu arah menunjukkan signifikan
terhadap perlakuan variasi pH. Uji Duncan taraf 5% selanjutnya dilakukan untuk mengetahui adanya
perbedaan perlakuan dari masing-masing pH, namun didapatkan hasil perbedaan perlakuan tidak
berpengaruh secara nyata. Hal ini dapat diartikan bahwa perlakuan pH yang berbeda-beda belum
optimum untuk meningkatkan aktivitas selulase.

SIMPULAN

Simpulan dari hasil penelitian ini adalah Bacillus subtillis starin FNCC 0059 secara kualitatif
menghasilkan indeks selulolitik sebesar 0,35 mm sehingga tingkat degradasi selulase tergolong
rendah. Hasil perlakuan pH yang berbeda-beda belum optimum untuk meningkatkan aktivitas
selulase.
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