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ABSTRACT

Exploration of aerobic bacteria which can produce cellulase system is very important to discover potential 
celulase resourse which can hydrolysis lignocelulose waste into glucose. The aimed of this researched were 
determine optimum condition of cellulase system production in Berg’s media with avicel as inducer and it’s 
characterization. Bacillus circulans local strain from laboratory of Microbiology ITB produced consist of CMC-
ase (111.11 U/mL) and avicelase (55.56 U/mL) in Berg’s medium contain 0.5% avicel,  pH = 9.0 and 5 days of 
incubation. Characteristic of this cellulase system were: (1) optimum level of CMC-ase (129.97 U/mL) and 
avicelase (87.96 U/mL) was obtained at pH= 7.0, temperature 50oC and 2 hours incubation, (2) Vmaks and Km 
of CMC-ase was 1000 µg glucose/hour and 5%, Vmaks and Km of avicelase was 200 µg glucose/hour and 
1.2%, (3) capable of hidrolizing sugarcane, corn cob and rice bran during optimum condition and released 
glucose 262 ppm, 81 ppm and 78 ppm. This research encouraged that Bacillus circulans capable of producing 
cellulose system with high activity and suggested to degradated lignocelluloses as feedstocks of bioetanol.
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PENDAHULUAN

Indonesia  sebagai  negara  agraris  setiap 
tahunnya  menghasilkan  limbah  lignoselulosa 
yang  sangat  melimpah.  Limbah  lignoselulosa 
tersebut  berupa  jerami,  sekam  padi,  bonggol 
jagung,  klobot  jagung,  ampas  tebu,  serbuk 
gergaji, tandan kosong kelapa sawit dan sabut 
kelapa.  Hidrolisis  sempurna  senyawa 
lignoselulosa  sebagian  besar  menghasilkan 
glukosa  yang  merupakan  bahan  dasar  bagi 
industri  fermentasi  seperti  bioetanol.  Potensi 
ini terkendala dengan sifat lignoselulosa yang 
sulit  untuk  didegradasi.  Salah  satu  penyebab 
sulitnya lignoselulosa didegradasi adalah struk-
tur  kristalin  dari  selulosa  yaitu  komponen 
utama  penyusun  lignoselulosa  pada  tanaman 
(Koesnandar 2008).  Selulosa  merupakan 
polimer linier dari glukosa yang terikat melalui 
ikatan glikosidik  β -1→4. Panjang satu rantai 
selulosa  antara  2000  –14,000  residu.  Ikatan 
hidrogen intra-  dan  intermolekuler antar rantai 
dalam  serat  selulosa  mengakibatkan  selulosa 
memiliki struktur kristalin yang padat dan rapat 
(Chapli  2007).   Di  alam,  sebagian  besar 
selulosa (90-96%)   didegradasi  secara  aerob 
dan  hanya    sebagian    kecil    didegradasi 

secara  anaerob  (Alam  2004).  Hal  ini 
mencirikan  bahwa  di  alam  banyak  mikroba 
aerob  yang  dapat  mendegradasi  selulosa. 
Biokonversi  selulosa  menjadi  glukosa 
merupakan  proses  yang  komplek  yang 
memerlukan  selulase  dengan  beragam 
aktivitas. Dari sudut pandang industri, produksi 
enzim  selulase  ekstraselular  yang  memiliki 
beragam  aktivitas  atau  selanjutnya 
didefinisikan  sebagai  sistem  selulase  sangat 
diperlukan khususnya yang memiliki  aktivitas 
CMC-ase  dan  avicelase  (Alam  2004).  Oleh 
sebab  itu,  eksplorasi  mengenai  bakteri  aerob 
yang  dapat  memproduksi  sistem  selulase 
sangat  penting  untuk  memecahkan  kendala 
tersebut.  Spesies  Bacillus khususnya  Bacillus 
circulans memiliki  beberapa  keunggulan 
sebagai  sumber  sistem  selulase  yaitu  tidak 
bersifat  patogen,  mudah  ditumbuhkan,  media 
pertumbuhannya  murah  dan  menghasilkan 
sistem  selulase  dengan  aktivitas  yang  tinggi 
(Robson  & Glen  1984,  Waenukul  & 
Ratanakkhanokchai 2007).  Tujuan  penelitian 
ini  adalah  menentukan  kondisi  optimum 
produksi sistem selulase dari Bacillus circulans 
strain  lokal  dengan  inducer  avicel  dan 
karakterisasi sistem selulase yang dihasilkan.
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METODE

Optimasi  produksi  sistem selulase dari  Bacillus 
circulans

Optimasi  pH  untuk  produksi  sistem  selulase  dari 
Bacillus circulans
Bacillus  circulans yang  digunakan  berasal  dari 
koleksi  biakan  murni  Laboratorium  Mikrobiologi 
ITB.  Media yang digunakan adalah medium garam 
mineral  Berg,  yang  mengandung  avicel  sebagai 
sumber karbon,  pada kondisi aerob.  Tahapan kerja 
yang dilalui: sebanyak 1 ose B. circulans diinokulasi 
ke  10  mL media  NC,  diinkubasi  selama semalam 
pada  suhu  37oC  dan  100  rpm  sehingga  diperoleh 
larutan  stater.  Sebanyak  2  mL  stater  diinokulasi 
dalam masing-masing 100 mL media garam mineral 
Berg  cair  yang  mengandung  0,5%  avicel  yang 
memiliki  pH  5,0;  7,0;   9,0  dan  10,0.  Inkubasi 
dilakukan pada suhu 37oC dan 85 rpm. Pada hari ke-
3, 5 dan 7, sebanyak 6 mL media pertumbuhan yang 
diambil secara aseptik dan  disentrifugasi 3000 rpm 
selama 20 menit. Sentrat yang diperoleh merupakan 
ekstrak  kasar  sistem  selulase,  ditentukan  kadar 
protein, aktivitas CMC-ase dan Avicelase.

Optimasi  konsentrasi  avicel  untuk produksi  sistem 
selulase Bacillus circulans
Sebanyak  2  mL  stater  diinokulasi  dalam  masing-
masing 100 mL media garam mineral Berg cair pada 
pH  optimum  yang  mengandung  avicel  dengan 
variasi 0,1%, 0,2%, 0,3%, 0,4% dan 0,5%. Inkubasi 
dilakukan  pada  suhu  37oC dan  85  rpm.  Pada  hari 
kelima, media pertumbuhan disentrifugasi 3000 rpm 
selama 20 menit. Sentrat yang diperoleh merupakan 
ekstrak  kasar  sistem  selulase,  ditentukan  kadar 
protein, aktivitas CMC-ase dan Avicelase.

Penentuan kadar protein dengan metoda Lowry
Sebanyak 0,5 mL sampel protein yang mengandung 
0 (kontrol), 20, 40, 60, 80, 100, 120, 140 µg protein, 
ditambahkan 5 mL pereaksi Biuret  (campuran dari 
4,9 mL Na2CO3 2%, 0,05 mL natrium kalium tatrat 
2,7% dan  0,05  mL CuSO4 1%),   aduk  homogen. 
Inkubasi  pada  suhu  kamar  tepat  10  menit. 
Tambahkan 0,5 mL Folin Ciaucalteau 1N. Inkubasi 
pada suhu kamar tepat 30 menit. Nilai absorbansinya 
diukur pada panjang gelombang 700 nm. Data yang 
diperoleh  digunakan  untuk  menentukan  kurva 
standar  protein  yang  merupakan  kurva  hubungan 
antara  konsentrasi  protein  dengan  nilai 
absorbansinya  pada  panjang  gelombang  700  nm. 
Penentuan  kadar  protein  dalam  sampel  dilakukan 
dengan memberiperlakuan yang sama.

Uji aktivitas CMC-ase (Alam 2004)
Sebanyak 2 mL CMC 1% dalam buffer fosfat 0,1 M 
pH 7,0 dimasukkan dalam tabung reaksi, ditambah 1 
mL  buffer  fosfat  0,1  M  pH  7,0,  ditambah  2  mL 
ekstrak  kasar  enzim,  diinkubasi  45oC  selama  120 

menit.  Jumlah  glukosa  yang  dihasilkan  ditentukan 
dengan metode Somogy-Nelson.

Uji aktivitas avicelase (Alam 2004)
Prosedur sama dengan uji aktivitas CMC-ase, tetapi 
substrat  diganti  dengan  avicel  1%  dalam  buffer 
fosfat 0,1 M pH 7,0.

Penentuan  kadar  glukosa  dengan  metode 
Somogy-Nelson 
Sebanyak 1 mL sampel glukosa yang mengandung 
glukosa 0 (kontrol),  10,  30,  50,  70,  90,  110 ppm, 
ditambahkan 1 mL pereaksi Nelson aduk homogen. 
Campuran dipanaskan dalam penangas air mendidih 
selama 20 menit. Setelah dingin, ditambahkan 1 mL 
pereaksi  arsenomolibdat  dan  akuades  sebanyak  7 
mL. Nilai  absorbansi dilakukan pada 540 nm. Data 
yang diperoleh digunakan untuk menentukan kurva 
standard glukosa yaitu hubungan antara konsentrasi 
glukosa  dengan  nilai  absorbansi  pada  540  nm. 
Penentuan  kadar  glukosa  dalam sampel  dilakukan 
dengan memberi perlakuan yang sama.

Karakterisasi sistem selulase 
Penentuan pH optimum aktivitas sistem selulase
Sebanyak 10 buah tabung reaksi, 5 tabung masing-
masing diisi dengan 2,0 mL substrat avicel 1 % (b/v) 
dan 5 tabung yang lain masing-masing diisi dengan 
2,0 mL substrat CMC 1 % (b/v), dengan pH yang 
telah diatur sebelumnya, yaitu pH 5,0; 6,0; 7,0; 8,0 
dan  9,0.  Selanjutnya  ditambahkan  2,0  mL ekstrak 
kasar sistem selulase dan 1,0 mL buffer pospat pH 
6,0; 7,0; 8,0; 9,0. Tiap campuran ini diinkubasi pada 
temperatur 45oC dan diinkubasi selama 120 menit. 
Setelah  selesai  diinkubasi,  untuk  menghentikan 
hidrolisis,  tabung dimasukkan dalam air es sampai 
temperatur  4oC.  Kadar  gula  pereduksi  tiap  tabung 
dianalisis  secara  spektrofotometri  menggunakan 
reagen Somogyi-Nelson.

Penentuan  waktu  inkubasi  optimum  aktivitas 
system selulase
Untuk  menentukan  temperatur  optimum dilakukan 
uji  aktivitas ekstrak kasar sistem selulase pada pH 
optimum  yang  diperoleh  pada  percobaan 
sebelumnya. Waktu inkubasi divariasi selama (120; 
180; 240; 300) menit.

Penentuan temperatur optimum aktivitas system 
selulase
Untuk  menentukan  temperatur  optimum dilakukan 
uji  aktivitas ekstrak kasar sistem selulase pada pH 
dan  waktu  inkubasi  optimum.  Suhu  inkubasi 
divariasi pada suhu kamar; 35; 40; 45; 50; dan 55oC.

Penentuan nilai Km dan Vmaks
Harga Vm dan Km ditentukan melalui uji aktivitas 
ekstrak kasar sistem selulase dengan substrat avicel 
dan CMC pada pH, temperatur dan waktu inkubasi 
optimum  yang  diperoleh  pada  percobaan 
sebelumnya. Variasi konsentrasi substrat avicel dan 
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CMC sebesar (0,1; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0)% (b/v). Data 
hasil  yang  diperoleh  digunakan untuk  menentukan 
Km & Vmaks melalui kurva Lineawer-Burk (1/[S] 
versus 1/v).

Aktivitas sistem selulase pada berbagai substrat 
lignoselulosa
Susbstrat  lignoselulosa  dipotong kecil-kecil,  dicuci 
beberapa  kali  dengan  air  panas  untuk 
menghilangkan  glukosa  terlarut.  Masing-masing 
sebanyak 0,1 g subtract   dihidrolisis dengan 4 mL 
ekstrak kasar sistem selulase dan 6 mL buffer fosfat 
pH 7,0, suhu 50oC selama 2 jam.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Produksi  sistem  selulase  dari  Bacillus  
circulans
Optimasi  pH  dan  waktu  inkubasi  untuk 
produksi sistem selulase Bacillus circulans
Pertumbuhan bakteri  secara  umum dapat  kita 
identifikasi  melalui  kurva  pertumbuhannya. 
Kurva  pertumbuhan  merupakan  suatu  kurva 
yang memperlihatkan  hubungan antara  waktu 
pertumbuhan  dengan  jumlah  sel.  Jumlah  sel 
bakteri  dapat  diketahui  berdasarkan  nilai 
optical  density (OD)  dengan  spektronik  pada 
panjang  gelombang  600  nm.  Tetapi  pada 
penelitian ini hal tersebut tidak dapat dilakukan 
karena  sumber  karbon  yang  digunakan  yaitu 
avicel  (mikrokristalin  selulosa)  bersifat  tidak 
larut  dalam  air, sehingga  media 
pertumbuhannya   keruh.    Oleh   karena   itu 
dilakukan  pendekatan dengan mengukur kadar 

protein  dalam  media  pertumbuhan  untuk 
mengidentifikasi  terjadinya  pertumbuhan 
Bacillus  circulans,  seperti  ditunjukkan  pada 
Tabel 1. 

Peningkatan kadar protein antara hari ke-0 
dan  ketiga  menunjukkan  telah  terjadi 
peningkatan jumlah sel.  Hal ini diduga adalah 
fase adaptasi  pertumbuhan  Bacillus circulans. 
Menurut  Kusnadi  et  al. (2003)  fase  adaptasi 
ditandai  dengan  kenaikan  komponen 
makromolekul  seperti  protein.  Sel 
mempersiapkan  semua  perangkat  untuk 
perkembangbiakan  selanjutnya  termasuk 
mensintesis  berbagai  jenis  enzim  hidrolase 
ekstraselular  (Brock  et  al.  1986). Sedangkan 
penurunan kadar protein pada hari ke-5 dan ke-
7 tidak dapat dikatakan secara langsung bahwa 
jumlah sel menurun karena kadar protein hanya 
mencerminkan  besarnya  protein  ekstraseluler 
yang dilepas bakteri tersebut.

Penurunan kadar protein ini diduga karena 
dalam  media  pertumbuhannya  yang  miskin, 
media hanya mengandung mineral dan avicel, 
bakteri  tersebut  mendegradasi  protein 
ekstraseluler  yang  tidak  diperlukan  seperti 
protease,  lipase  serta  amilase  dan  hanya 
mensintesis  protein  ekstraseluler  yang 
dibutuhkan  saja  yaitu  selulase.  Pemikiran  ini 
didukung  oleh  sifat  ekspresi  selulase  yang 
harus  diinduksi  terlebih  dahulu  dalam  media 
terbatas  yang  hanya  mengandung  sumber 
karbon selulosa.

Tabel 1. Kadar protein pada berbagai pH media pertumbuhan Bacillus circulans.

Perlakuan Kadar protein (µg/mL) pada hari
0 3 5 7

pH 5,0 0 142,5 119,5 78
pH 7,0 0 106,5 102 72,5
pH 9,0 0 121,5 103 78,5

 pH 10,0 0 112,5 88,5 54,5

Tabel 2. Aktivitas sistem selulase pada berbagai pH media pertumbuhan.

Perlakuan Sistem selulase
Aktivitas enzim (U/mL) pada hari

3 5 7

pH 5,0
CMCase 0 25,69 2,89
Avicelase 0 252,08 0,00

pH 7,0
CMCase 0 101,39 7,81
Avicelase 0 0,00 0,00

pH 9,0
CMCase 0 111,81 8,68
Avicelase 0 59,02 0,00

pH 10,0
CMCase 0 32,64 0,00
Avicelase 0 0,00 0,00
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Uraian  diatas  juga  konsisten  dengan 
pengukuran  aktivitas  CMC-ase  dan  avicelase 
yang dilakukan seperti ditunjukkan pada Tabel 
2.  Hari  ke-3  selulase  belum  diproduksi  oleh 
bakteri tersebut karena bakteri masih pada fase 
adaptasi. Setelah fase ini terlampaui maka hari 
ke-5  aktivitas  CMC-ase  dan  aviselase 
terekspresi  dengan  baik  atau  dapat  dikatakan 
bahwa produksi sistem selulase optimum pada 
hari  ke-5.  Penurunan yang sangat  tajam pada 
hari  ke-7 diduga karena  sumber  karbon telah 
berkurang  sehingga  selulase  yang  diproduksi 
juga menurun. 

Berdasarkan  data  pada  Tabel  2, maka pH 
optimum untuk  memproduksi  sistem selulase 
dari  Bacillus  circulans strain  lokal  ini  adalah 
pada  pH 9,0  karena  pada  pH  tersebut  kedua 
aktivitas  selulase  yang  menjadi  parameter 
bahwa suatu bakteri telah memproduksi sistem 
selulase yaitu CMC-ase dan avicelase memiliki 
aktivitas sama tingginya. Hal ini sesuai dengan 
karakter  Bacillus  circulans yang  merupakan 
Bacillus  alkalopilik.  Bakteri  alkalofil  mampu 
tumbuh  pada  pH  tinggi  (basa=alkali). 
Penelitian  ini  sejalan  dengan  penelitian  lain 
yang menyatakan bahwa enzim selulase yang 
dihasilkan  oleh  strain  Bacillus  alkalopilik 
optimal pada rentang pH tinggi yaitu 8,0-11,0 
(Horikoshi et al. 1984   dan  Ferrari et al.1993).

Optimasi konsentrasi avicel untuk produksi 
sistem selulase Bacillus circulans
Produksi sistem selulase oleh mikroba selulotik 
diinduksi oleh sumber karbon kompleks seperti 
selulosa  (Beguin  1994).  Jadi,  keberadaan 
sumber karbon sangat penting dalam produksi 
selulase  oleh  suatu  mikroorganisme.  Tabel  3 
dan Gambar 1 memperlihatkan aktivitas sistem 
selulase pada berbagai konsentrasi avicel.

Tabel  3  menunjukkan  semakin  tinggi 
konsentrasi  avicel  semakin  besar  aktivitas 
sistem  selulase  yang  dihasilkan.  Pada 
konsentrasi  terbesar  yang  digunakan 
menghasilkan aktivitas sistem selulase tertinggi 
yaitu  aktivitas  CMCase  rata-rata  sebesar 
111,11  U/mL  dan avicelase  rata-rata  sebesar 
55,56  U/mL. Sumber  karbon  dalam  medium 
harus mencukupi untuk kebutuhan sel biomasa 
dan produksi enzim (Ray et al. 2007). Dengan 
kata lain semakin banyak sumber karbon yang 
terdapat  dalam  media  pertumbuhan,  maka 
selulase  yang  diekspresikan  akan  semakin 
meningkat.  Akan  tetapi  kelebihan  sumber 
karbon  dalam  media  pertumbuhan  juga  akan 
menghambat  pertumbuhan  sel  karena  akan 
mengurangi  jumlah  oksigen  dalam  media 
tersebut. Sehingga akan menurunkan produksi 
selulase dari mikroorganisme tersebut.

Tabel 3. Aktivitas sistem selulase dalam media pertumbuhan dengan variasi konsentrasi avicel.

Perlakuan
(Konsentrasi Avicel)

Sistem selulase
Aktivitas enzim (U/mL) 

pada hari ke-5

0%
CMC-ase 0,00
Avicelase 0,00

0,10%
CMC-ase 13,89
Avicelase 0,00

0,20%
CMC-ase 27,77
Avicelase 0,00

0,30%
CMC-ase 41,67
Avicelase 13,89

0,40%
CMC-ase 83,34
Avicelase 55,56

0,50%
CMC-ase 111,11
Avicelase 55,56
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Gambar 1. Kurva pengaruh konsentrasi avicel dalam media pertumbuhan terhadap aktivitas sistem 
selulase.

Gambar 2. Kurva pengaruh pH reaksi enzimatis terhadap aktivitas ekstrak kasar sistem selulase.

Tiap mikroba memerlukan jumlah maksimum 
induser yang berbeda. Penelitian Robson et al. 
(1984)  menggunakan  hingga  1%  (w/v) 
celobiosa  dalam  memproduksi  selulase  dari 
Bacillus.  Akhtar  (1998)  melaporkan,  selulase 
yang diproduksi oleh Bacillus subtilis optimum 
dengan penggunaan 0,5% (w/v) pada berbagai 
induser  yaitu,  arabinosa,  xilosa,  avicel  dan 
CMC. Ariffin  et al.  (2006) menggunakan 1% 
(w/v)  CMC untuk memproduksi  selulase dari 
Bacillus pumilus EB3. 

Karakterisasi  sistem  selulase  dari  Bacillus  
circulans
pH optimum aktivitas sistem selulase
Enzim memiliki pH optimum yang khas, yaitu 
pH yang dapat menghasilkan aktivitas tertinggi 
dalam mengkatalisis suatu reaksi. Kondisi pH 
optimum  dibutuhkan  oleh  enzim  untuk 
mengaktifkan  seluruh  enzim yang mengikat 

substrat  dan  mengubahnya  menjadi  produk. 
Pada umumnya enzim hanya aktif pada kisaran 
pH  yang  terbatas.  Enzim  memiliki  sisi  aktif 
dengan  gugus-gugus  tertentu  yang  berperan 
sebagai  katalis  dalam pembentukan kompleks 
enzim-substrat  (ES).  Perubahan  pH 
berpengaruh  terhadap  ionisasi  gugus  fungsi, 
yang dapat menyebabkan terjadinya perubahan 
konformasi  enzim  selulase  dan  sifat 
katalitiknya (Irawadi 1991). 

Gambar  2  menunjukkan  bahwa  aktivitas 
optimum ekstrak kasar  sistem selulase adalah 
pada pH= 7 dengan aktivitas CMCase rata-rata 
sebesar 97,22 unit dan aktivitas avicelase rata-
rata  sebesar  41,67  unit.  Satu  unit  aktivitas 
ekstrak kasar  selulase ini  adalah  µ g glukosa 
yang  dilepas  per  mL  ekstrak  kasar  enzim 
(U/mL) per jam waktu inkubasi enzim substrat 
pada kondisi percobaan (Alam 2004).
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Gambar 3. Kurva pengaruh suhu terhadap aktivitas sistem selulase.

Gambar 4. Kurva pengaruh waktu reaksi enzimatis terhadap aktivitas ekstrak kasar sistem selulase.

Hasil ini sejalan dengan penelitian selulase 
dari  Bacillus lainnya.  Catriona  et  al. (1994) 
melaporkan  bahwa  aktivitas  selulase  yang 
dihasilkan  dari  beberapa  Bacillus optimum 
pada  rentang  pH  5.0–  7.0.  Immanuel  et  al. 
(2006) melaporkan bahwa enzim selulase dari 
Cellulomonas, Bacillus, and Micrococcus spp., 
menghidrolisis substrat pada rentang pH 4,0 – 
9,0, dengan aktivitas maksimum pada pH 7,0.

Temperatur  optimum  aktivitas  sistem 
selulase
Enzim  memiliki  temperatur  optimum  dalam 
melakukan  fungsinya,  sehingga  diperoleh 
aktivitas  enzim  maksimum.  Gambar  3 
menunjukkan bahwa aktivitas optimum ekstrak 
kasar  sistem selulase dicapai  pada temperatur 
50oC,  dengan  aktivitas  rata-rata  CMC-ase 
sebesar  129,63  unit  dan  aktivitas  rata-rata 
avicelase  sebesar  87,96  unit.  Robson et  al. 
(1984),  Horikoshi (1984),  Naz  et al. (1986), 
Akhtar  (1998)   menyatakan   suhu   optimum 

bagi  kerja  enzim  selulase  umumnya  berkisar 
antara 40-60oC.

Pengaruh suhu pada aktivitas enzim secara 
umum  ditunjukkan  melalui  mekanisme 
komplek  yang  melibatkan  fenomena 
berlawanan  dari  stimulasi  daninaktivasi. 
Aktivitas  mula-mula  akan  meningkat  dengan 
makin  tingginya  suhu,namun pada  suatu  titik 
tertentu  akan  terjadi  inaktivasi  enzim  yang 
akan  ditandaidengan  menurunnya  aktivitas 
enzim.  Susilowati  et  al. (2003)   menjelaskan 
bahwa  suhu  yang  terlalu  tinggi  dapat 
mempercepat  denaturasi  enzim,  padahal 
semakin  tinggi  suhu  semakin  aktif  enzim 
tersebut. 

Peningkatan  suhu  menyebabkan  aktivitas 
ekstrak  kasar  enzim  meningkat  disebabkan 
oleh suhu  yang  makin  tinggi  akan 
meningkatkan  energi  kinetik,  sehingga 
menambah intensitas tumbukan antara substrat 
dengan  enzim.  Tumbukan yang sering terjadi 
akan mempermudah pembentukan kompleks 
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enzim-substrat,  sehingga  produk  yang 
terbentuk makin banyak. Pada suhu optimum, 
tumbukan  antara  enzim  dan  substrat  sangat 
efektif,  sehingga  pembentukan  kompleks 
enzim-substrat makin mudah dan produk yang 
terbentuk  meningkat.  Peningkatan  temperatur 
lebih lanjut akan menurunkan aktivitas ekstrak 
kasar enzim. Hal ini disebabkan karena enzim 
mengalami  denaturasi.  Enzim  mengalami 
perubahan  konformasi  pada  temperatur  yang 
terlalu  tinggi,  sehingga  substrat  terhambat 
dalam  memasuki  sisi  aktif  enzim  (Lakitan 
2004).

Waktu  inkubasi  optimum  aktivitas  sistem 
selulase
Waktu inkubasi adalah waktu yang dibutuhkan 
oleh  enzim  untuk  berikatan  dengan  substrat. 
Penentuan  waktu  inkubasi  optimum  ekstrak 
kasar  sistem  selulase  dilakukan  pada  kondisi 
optimum  yang  telah  diperoleh  sebelumnya, 
yaitu pada pH 7 dan temperatur 50oC.  Gambar 
4  menunjukkan  bahwa  aktivitas  optimum 
ekstrak  kasar  enzim  dicapai  pada  waktu 
inkubasi  120 menit  dengan aktivitas CMCase 
rata-rata  sebesar  129,97Unit/mL dan  aktivitas 
avicelase rata-rata sebesar 87,96Unit/mL.

Penambahan  waktu  inkubasi  akan 
meningkatkan  aktivitas  ekstrak  kasar  enzim. 
Sisi aktif enzim dalam mengikat substrat secara 
optimum  membutuhkan waktu  yang  cukup. 
Hal  ini  diyakini  bahwa   apabila   sisi  aktif 
enzim  belum  optimal  dalam  membentuk 
kompleks  enzim-substrat,  maka  perlu  waktu 
untuk  melepas  produk.  Apabila  pada  kondisi 
ini  proses  enzimatis  dihentikan  maka  produk 
belum optimal dihasilkan. 

Sebaliknya apabila  waktu reaksi  enzimatis 
sudah mencapai optimum  dalam menghasilkan 
produk  yang  maksimum.  Aktivitas  enzim 
mengalami  penurunan  dengan  penambahan 
waktu  inkubasi  lebih  lanjut.  Produk  gula 
pereduksi yang dihasilkan dari reaksi enzimatis 
sebanding dengan lama waktu inkubasi, tetapi 
jika sisi aktif enzim telah jenuh oleh substrat, 
maka  penambahan  waktu  inkubasi  kurang 
berpengaruh  terhadap  jumlah  produk,  dimana 
produk  yang  dihasilkan  hanya  mengalami 
peningkatan  yang  relatif  kecil.  Tetapi  pada 
penelitian ini terjadi penurunan aktivitas yang 
sangat tajam setelah jam ke-3, bahkan pada jam 
ke-5  aktivitasnya  mendekati  nol.  Kondisi  ini 
diyakini  karena terjadi denaturasi enzim yang 
menyebabkan  terhentinya  proses  katalitik. 
Reaksi  enzimatis  yang  dilakukan  pada  suhu 
50oC selama 5 jam diduga memicu terjadinya 
proses  denaturasi  enzim  mengingat   Bacillus 
termasuk mesophile.

Parameter kinetika reaksi enzimatis
Konsentrasi  substrat  merupakan  salah  satu 
faktor  yang  dapat  mempengaruhi  aktivitas 
enzim.  Gambar  5  menunjukkan  bahwa 
konsentrasi substrat sebanding dengan aktivitas 
ekstrak kasar enzim. Pada konsentrasi rendah, 
aktivitas  ekstrak  kasar  enzim  juga  rendah, 
karena sisi aktif enzim hanya sedikit mengikat 
substrat, sehingga produk gula pereduksi yang 
dihasilkan juga sedikit. Demikian juga dengan 
konsentrasi  substrat  yang  makin tinggi,  maka 
sisi  aktif  enzim akan makin banyak mengikat 
substrat, sehingga produk gula pereduksi yang 
dihasilkan juga makin banyak.

Gambar 5. Kurva hubungan konsentrasi substrat terhadap aktivitas sistem selulase.



47                                                                          Optimasi Produksi …………………..(Evi Susanti)
                                                          

(a)

(b)

Gambar 6. Kurva hubungan 1/[S] dengan 1/Vo (a) aktivitas CMCase, (b) aktivitas avicelase.

Penambahan  substrat  lebih  lanjut  hanya 
sedikit  meningkatkan  aktivitas  ekstrak  kasar 
enzim,  karena  hampir  semua  enzim  telah 
membentuk kompleks enzim-substrat, sehingga 
tidak  terdapat  lagi  sisi  aktif  enzim  yang 
bebas.Hal  ini  menunjukkan  bahwa  sistem 
selulase  yang  dihasilkan  mengikuti  kurva 
Michaelis-Menten  yang  mengandung  arti 
bahwa enzim tersebut bukan merupakan enzim 
alosterik,  sehingga  data  kinetikanya  dapat 
ditentukan  melalui  persamaan  Michaelis-
Menten maupun melalui persamaan Lineawaer-
Burk. Gambar 6 menunjukkan kurva Lineawer-
Burk untuk menentukan nilai Km dan Vmaks 
CMC-ase dan aviselase.

Analisis  penentuan nilai  Km  dan  Vmaks 
dilakukan  melalui  ekstrapolasi  kurva 
Lineawaer-Burk, sehingga  diperoleh  nilai 
perpotongan kurva tersebut pada sumbu x dan 
y.  Pada  persamaan  Lineawaer-Burk, 
perpotongan  dengan  sumbu  x  menunjukkan 
nilai -1/Km dan perpotongan dengan sumbu y 

menunjukkan  nilai  1/Vmaks.  Perpotongan 
dengan sumbu x untuk CMC-ase dan avicelase 
sebesar -0,2 dan  - 0,83 %, sehingga Km untuk 
CMC-ase dan avicelase sebesar 5% dan 1,2%. 
Perpotongan dengan sumbu y untuk CMC-ase 
dan  avicelase  sebesar  0,001  dan  0,005  μg 
glukosa/jam, sehingga Vmaks untuk CMC-ase 
dan  avicelase  sebesar  1000  dan  200  μg 
glukosa/jam.  Nilai  Vmaks  dan  KM masing-
masing  pada  pH=7,0,  suhu  reaksi  50oC  dan 
waktu reaksi selama   2 jam.

Kemampuan sistem selulase menghidrolisis 
substrat lignoselulosa
Pengujian  kemampuan  ekstrak  kasar  selulase 
untuk  menghidrolisis  substrat  lignoselulosa 
seperti sekam padi, bonggol jagung dan ampas 
tebu  serta  diuji  pula  terhadap  selulosa  murni 
seperti  kapas  dan  kertas  saring  dilakukan 
dengan  menginkubasi  3  mL  ekstrak  kasar 
enzim dengan 0,06 g substrat pada suhu 50oC 
selama 2 jam.
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Gambar  7.  Hidrolisis  substrat  lignoselulosa  oleh  ekstrak  kasar  sistem  selulase  dari  Bacillus  
circulan strain lokal dengan induser avicel.

Hasil  yang  diperoleh  ditunjukkan  pada 
Gambar  7.  Tingginya  kemampuan  hidrolisis 
yang  ditunjukkan  terhadap  substrat 
lignoselulosa  menunjukkan  bahwa  ekstrak 
kasar  tersebut  mengandung  berbagai  aktivitas 
selulase  berbeda  (Wong  dalam  Waeonukul, 
2007).  Sedangkan,  pada  substrat  kapas  dan 
kertas  saring  relatif  rendah  karena  kedua 
substrat  tersebut  merupakan  selulosa  murni 
yang struktur antar molekulnya sangat rapat.
 

KESIMPULAN

Kondisi optimum produksi sistem selulase dari 
Bacillus  circulans strain  lokal  dalam  media 
Berg  pada  pH=  5,0  yang  mengandung  0,5% 
avicel  selama  5  hari  menghasilkan  CMC-ase 
dengan aktivitas 111,11 Unit/mL dan avicelase 
sebesar  55,56  Unit/mL.  Sistem selulase  yang 
dihasilkan memiliki kondisi optimum pada pH 
= 7,0, suhu 50oC dan  waktu inkubasi selama 2 
jam dengan aktivitas CMC-ase 129,97 Unit/mL 
dan  avicelase  87,96  Unit/mL CMC-ase 
memiliki Vmaks 1000 µg glukosa/jam dan Km 
5%,  avicelase  memiliki  nilai  Vmaks 200 µg 
glukosa/jam  dan  Km  1,2%,  dan  mampu 
menghidrolisis substrat berlignoselulosa seperti 
ampas  tebu,  bonggol  jagung  dan  sekam padi 
masing-masing  melepaskan  glukosa  sebesar 
262,  81  dan  78  ppm/2jam  pada  kondisi 
optimum. 
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