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ABSTRAK

Pengolahan agar dari  rumput  laut berkembang  pesat di  Indonesia.  Hal  ini berkaitan  dengan
produksi  rumput  laut  yang cenderung meningkat  dari  tahun  ke  tahun.  Produksi  yang meningkat
ini  diikuti  dengan  meningkatnya  limbah  pengolahan  agar.  Limbah  ini  diketahui  memiliki
kandungan selulosa  yang  tinggi. Pemanfaatan  limbah  ini  umumnya  untuk  pembuatan  pupuk dan
komponen pakan. Penelitian  ini bertujuan  untuk memanfaatkan  limbah  pengolahan agar sebagai
komponen medium produksi enzim selulase dari mikroba. Tiga jenis isolat mikroba yaitu PMP1206,
Serratia marcescens  SGS  1609,  dan  isolat  bakteri  PC3,  dikultivasi  dalam  medium  padat  yang
mengandung  karboksimetil  selulosa  (CMC).  Isolat  mikroba  yang  menghasilkan  zona  bening
paling  besar, dipilih  dan  enzim diproduksi  dalam medium  cair  yang  mengandung  selulosa  dari
limbah  agar.  Enzim  yang  dihasilkan  dari  perlakuan  terbaik  dilakukan  karakterisasi.  Medium
produksi  enzim  adalah  medium  sintetik  minimal  (MSM)  cair  dengan  penambahan  1%  limbah
agar yang telah diberi perlakuan dengan NaOH 0, 2, 4, dan 6%. Inkubasi dilakukan pada suhu 30
oC,  150  rpm.  Pengambilan  sampel  dilakukan  setiap  hari  untuk  diuji  aktivitas  enzimnya.  Hasil
seleksi  isolat  menunjukkan  bahwa  S. marcescens  SGS  1609 menghasilkan  zona bening paling
besar dengan  indeks  selulolitik 2,25. Produksi  enzim selulase dari  isolat  ini  pada medium  limbah
agar  menunjukkan  bahwa  waktu  optimal  produksi  enzim  diperoleh  pada  inkubasi  selama  1–3
hari dari perlakuan NaOH 6%.  Enzim yang dihasilkan  bekerja  optimum pada pH 6 dan  suhu  50
oC. Enzim bersifat stabil  terhadap panas. Pada suhu 40–60 oC selama  4  jam  penurunan aktivitas
enzim  tidak  lebih dari 30%. Aktivitas selulase meningkat dengan penambahan  ion Ca2+, dan Mg2+,
dan menurun dengan adanya  10 mM ion Zn2+.

KATA KUNCI: selulase mikroba, limbah pengolahan agar, perlakuan NaOH

ABSTRACT

Processing of agar from seaweeds has been growing rapidly in Indonesia. This is related to
the seaweeds production which increases yearly. This production is followed with the increasing of
agar processing waste. The waste is known having high cellulose content. It is commonly used for
organic fertilizer as well as feed component. This research was purposed to utilize agar processing
waste as production medium component of microbial cellulase. Three bacterial isolates, PMP1206,
Serratia marcescens SGS 1609 and PC3 were cultivated in agar media containing
carboxymethylcellulose (CMC). The isolate producing the largest clear zone, was selected and
enzyme was produced in liquid medium containing cellulose from agar processing waste. The
enzyme product from the best treatment was characterized. The medium for enzyme production
was liquid Minimal Synthetic Media (MSM) added with 1% agar waste which had been treated with
NaOH 0, 2, 4 and 6%. Incubation was conducted at 30 oC, 150 rpm. Sampling was carried out daily
to determine enzyme activity. The result showed that S. marcescens SGS 1609 produced the
largest clear zone with the cellulolytic index of 2.25. The production of S. marcescens SGS 1609
cellulase in medium containing cellulose from agar processing waste indicated that the optimum
production time was 1–3 days using NaOH 6% treatment. The enzyme worked optimally at 50 oC
pH 6 and was stabil against heat. Incubation the enzyme at 40–60oC for 4 hours decreased the
activity not more than 30%. The cellulase activity increased by the addition of  Ca2+, and Mg2+, and
decreased by the addition of 10 mM ion Zn2+.

KEYWORDS: microbial cellulase, agar processing waste, NaOH treatment



JPB Perikanan Vol. 9 No. 1 Tahun 2014: 51–60

52

PENDAHULUAN

Rumput  laut  merupakan salah  satu komoditas
unggulan Indonesia yang menghasilkan devisa negara
dari hasil ekspornya. Produksi budidaya rumput laut
terus meningkat, rata-rata sebesar 29% per tahun;
dan pada tahun 2013 mencapai 8,2 juta ton, dengan
nilai  total  ekspor  sebesar  US$162,5  juta  (Global
Energi, 2014). Salah satu pemanfaatan rumput laut
adalah  untuk  pengolahan  agar.  Kim  et al. (2007)
menyatakan bahwa ekstraksi agar dari rumput laut
menghasilkan limbah sekitar 65–75%. Limbah agar
ini mengandung selulosa cukup tinggi, yaitu 27,38–

39,45% (Fithriani et al., 2007).

Meningkatnya  produksi  rumput  laut  Indonesia
mengakibatkan hasil samping pengolahan rumput laut
juga meningkat. Pemanfaatan limbah pengolahan
rumput laut, termasuk pengolahan agar sampai saat
ini terbatas pada penggunaan untuk komponen pakan
dan  pupuk.  Limbah  pengolahan  agar  kaya  akan
selulosa, sehingga memungkinkan untuk digunakan
sebagai substrat bagi mikroba-mikroba pendegradasi
selulosa, seperti yang dilaporkan oleh Hariadi (2001)
yang  memanfaatkan  limbah  agar  sebagai  media
penghasil  produk  biomassa  mikroorganisme.
Tingginya  kadar  selulosa  di  dalam  limbah  agar
berpotensi  juga  sebagai  sumber  bioetanol  yang
merupakan  energi  terbarukan.  Hidrolisis  selulosa
dalam limbah agar dapat dilakukan secara biologi
maupun cara kimia. Proses hidrolisis secara biologi
mel ibatkan  enzim  selulase  yang  mampu
mendegradasi selulosa.

Enzim selulase merupakan salah satu enzim yang
permintaannya  cukup  tinggi.  Enzim  ini  semakin
banyak dibutuhkan dengan meningkatnya produksi
bioetanol dari bahan berselulosa. Salah satu penghasil
enzim selulase adalah mikroorganisme seperti kapang
Trichoderma, Humicola, dan Aspergillus (Sukumaran
et al.,  2005,  Kuhad  et al.,  2011).  Balai  Besar
Penelitian dan Pengembangan Pengolahan Produk
dan Bioteknologi Kelautan dan Perikanan memiliki
koleksi  isolat  bakteri  penghasil  enzim  potensial,
diantaranya  adalah  isolat  bakteri SGS 1609 yang
diisolasi dari rumput laut Sargassum sp., PMP1206
dari rumput laut Gracilaria sp. dan PC3 dari sumber
air panas. Isolat bakteri SGS 1609 dan PMP1206
diketahui bersifat selulolitik (Munifah et al., 2011), dan
isolat bakteri SGS 1609 telah teridentifikasi sebagai
Serratia marcescens. Penelitian bertujuan untuk (1)
melakukan  seleksi  terhadap ketiga  isolat  sebagai
penghasil enzim selulase, (2) memanfaatkan limbah
pengolahan agar, sebagai komponen media produksi
enzim selulase dari isolat terpilih, dan (3) melakukan
karakterisasi enzim yang dihasilkan dari perlakuan
terbaik untuk mengetahui kondisi optimum bekerjanya
enzim tersebut.

BAHAN DAN METODE

Bahan

Bahan yang digunakan pada penelitian ini meliputi
isolat bakteri PMP1206, S. marcescens SGS 1609,
dan isolat bakteri PC3, limbah industri pengolahan
agar  yang  diperoleh  dari  salah  satu  industri
pengolahan agar di Tangerang, Jawa Barat, dan  NaOH
untuk  pretreatment  limbah.  Selain  itu  digunakan
bahan-bahan kimia untuk pengujian aktivitas enzim
dan karakterisasi enzim, serta bahan-bahan media/
mikrobiologi untuk kultivasi bakteri.

Metode

Penelitian  dilakukan  secara  bertahap,  diawali
dengan seleksi isolat bakteri yang didasarkan atas
kemampuannya menghasilkan enzim selulase pada
media CMC padat, ditunjukkan oleh zona bening yang
dihasilkan.  Isolat  bakteri   terpi l ih  kemudian
ditumbuhkan pada medium cair yang mengandung
limbah  agar  yang  telah  mengalami  pretreatment.
Pretreatment dilakukan menggunakan NaOH dengan
4 variasi konsentrasi 0, 2, 4, dan 6%. Setiap hari
dilakukan  pengambilan  sampel,  sebanyak  3  kali
ulangan;  kemudian  sampel  disentrifugasi.  Filtrat
sebagai enzim kasar, diuji aktivitas enzimnya. Enzim
yang  dihasilkan  dari  kondisi  optimum  kemudian
dilakukan karakterisasi, meliputi pengaruh suhu dan
pH, ketahanan panas dan pengaruh ion logam. Secara
garis besar, penelitian ini dilakukan mengikuti diagram
alir yang disajikan pada Gambar 1.

Analisis data yang digunakan dalam penelitian ini
adalah  analisis  deskriptif  dan  analisis  statistik.
Analisis deskriptif dilakukan terhadap seleksi isolat
bakteri  selulol i t ik  dan  karakter isasi  enzim,
berdasarkan pengamatan dan kurva atau histogram
hasil  pengolahan  data  aktivitas  enzim.  Analisis
statistik  dilakukan  pada  penentuan  perlakuan
konsentrasi NaOH terbaik terhadap aktivitas enzim,
menggunakan Rancangan Acak Kelompok dengan
faktor  konsentrasi  NaOH,  dan  inkubasi  sebagai
kelompok. Data diolah menggunakan Program SPSS
versi 19. Perlakuan yang berbeda nyata dilanjutnya
dengan uji Beda Nyata Terkecil (BNT) Duncan.

Seleksi isolat bakteri selulolitik

 Seleksi isolat bakteri selulolitik didasarkan atas
uji kualitatif aktivitas selulase melalui pengamatan
terhadap zona bening.  Uji kualitatif dilakukan dengan
metode pewarnaan merah kongo 0,1% (Ponnambalam
et al.,  2011). Terbentuknya zona bening di sekitar
koloni  bakteri  menunjukkan  bahwa  isolat  bakteri
mampu  menghasilkan  enzim  selulase.  Secara
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kualitatif, besarnya aktivitas selulase ini dinyatakan
sebagai  Indeks  selulolitik  atau  indeks  aktivitas
selulase (IAS), diperoleh dengan menggunakan rumus
sebagai berikut (Kader & Omar 1998) :

Indeks selulolitik  =

Keterangan/Note:
A = diameter  zona bening  (mm)
B  =  diameter  koloni  (mm)

Preparasi limbah pengolahan agar

Preparasi  limbah pengolahan agar dilakukan 2
tahap, yaitu menghilangkan sisa agar yang masih
terkandung dalam  limbah dan diberi pretreatment

Gambar 1. Diagram alir produksi enzim selulase menggunakan medium yang mengandung limbah agar.
Figure 1. Flow chart of cellulase production using medium containing of agar waste.

dengan penambahan NaOH. Menghilangkan agar
dilakukan dengan  menambahkan air mendidih ke
dalam limbah dengan perbandingan 1:20, kemudian
didiamkan  selama 1 jam, lalu dicuci hingga pH netral
dan disaring. Limbah pengolahan agar selanjutnya
dikeringkan  dengan  cara  dijemur.  Limbah  kering
kemudian diberi pretreatment/delignifikasi mengikuti
metode Gunam et al. (2010) dengan penambahan
NaOH dengan konsentrasi 0, 2, 4, dan 6%, kemudian
dipanaskan  pada  suhu  121  oC  selama  15  menit.
Campuran  kemudian  disaring,  dicuci  dengan  air
sampai netral (pH 7) disiapkan untuk komponen media
kultur  bakteri  penghasil  enzim  lalu  dikeringkan
menggunakan oven pada suhu 105 oC selama 10 jam.
Limbah agar siap diaplikasikan sebagai substrat untuk
produksi enzim selulase.
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Produksi enzim selulase

Produksi enzim selulase dilakukan dengan cara
mengkultivasi isolat bakteri terpilih pada media yang
mengandung limbah agar yang telah diberi perlakuan
NaOH. Starter dibuat dengan cara menginokulasikan
kultur segar ke dalam medium cair yang mengandung
MgSO

4
.7H

2
O  0,02%; K

2
HPO

4
 0,05%; FeSO

4
.7H

2
O

0,002%, CaCl
2
.2H

2
O 0,004%; yeast extract  0,2%,

NH
4
NO

3
  0,03%,  KH

2
PO

4 
0,1%  dan  CMC  1%.

Selanjutnya  starter dipindahkan ke  dalam   media
produksi sebanyak 20% dari volume media produksi
dengan komposisi media sama dengan media starter,
kecuali CMC diganti dengan limbah pengolahan agar
yang telah mengalami perlakuan.  Kultur kemudian
diinkubasi pada suhu 30 oC, 150 rpm selama 6 hari.
Setiap  hari  di lakukan  pengambilan  sampel,
disentrifugasi pada 9000 x g, 4oC selama 10 menit
dan  filtrat  sebagai  enzim  kasar  diuji  aktivitasnya
dengan metode Miller yang dimodifikasi (Wood &
Saddler 1988).  Enzim yang dihasilkan dari perlakuan
terbaik,  yaitu  yang  memberikan  aktivitas  enzim
tertinggi, kemudian dilakukan karakterisasi enzim.

Karakterisasi enzim

Karakterisasi enzim dilakukan untuk menentukan
pH dan suhu optimum enzim serta pengaruh ion-ion

logam terhadap aktivitas enzim. Pengaruh pH terhadap
aktivitas  enzim  diuji  dengan  mereaksikan  enzim
dengan substrat pada berbagai pH  (3–9), dengan
menggunakan 0,05 M bufer asetat (pH 3, 4, dan 5);
0,05 M bufer sitrat fosfat (pH 5, 6, dan 7); dan 0,05 M
bufer  tris-HCl  (pH  7,  8,  dan  9).  Penentuan  suhu
optimum  dilakukan  dengan  mereaksikan  enzim
dengan substrat pada pH optimum dan berbagai suhu
(30–90oC). Pengaruh ion logam diamati terhadap ion-
ion logam bivalen (Ca2+, Mg2+, Zn2+) dan trivalen (Fe3+)
yang  ditambahkan  dalam  bentuk  garam  khlorida
dengan konsentrasi 5 dan 10 mM. Aktivitas enzim
selulase diukur sesuai dengan prosedur pengujian
sebelumnya.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Seleksi Isolat Bakteri Selulolitik

Dari 3 isolat bakteri yang diuji kemampuannya
dalam  menghasilkan  selulase  secara  kualitatif,
diperoleh hasil bahwa isolat S.marcescens SGS 1609
menghasilkan indeks selulolitik terbesar (IS = 2,25),
dibandingkan 2 isolat lainnya (Tabel 1 dan Gambar
2). Pewarna congo red akan diserap oleh polisakarida
yang memiliki ikatan -D-glukan. Terbentuknya zona
bening  menunjukkan  bahwa  polisakarida  telah

Tabel 1. Nilai Indeks Selulolitik dari isolat bakteri PMP1206, S. marcescens SGS 1609, dan isolat bakteri
PC3 pada medium CMC

Table 1. Cellulolytic Index Values of bacterial isolates PMP1206, S. marcescens SGS 1609, dan bacterial
isolate PC3

Isolat/Isolate

Diameter Zona Bening/

Clear Zone Diameter 

(mm)

Diameter Koloni/

Colony Diameter 

(mm)

Indeks Selulolitik/

Cellulolytic index 

PMP1206 25 9 1.78

S. marcescens  SGS 1609 39 12 2.25

PC3 5 3 0.67

Gambar 2.  Zona bening isolat PMP 1206 (A), S.marcescens SGS 1609 (B), dan PC3 pada medium CMC (C).
Figure 2.  Clear zone of isolate PMP 1206 (A), S. marcescens SGS 1609 (B) and PC3 (C).

A B C
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terdegradasi menjadi sakarida dengan rantai yang lebih
pendek  sehingga  tidak  dapat  menyerap  pewarna
congo red  (Zhang et al.,  2006). Dengan demikian
ketiga  isolat  yang  digunakan  memang  memiliki
kemampuan mendegradasi selulosa dari limbah agar,
yang memiliki ikatan -D-glukan. Berdasarkan hasil
kualitatif  ini maka isolat S.marcescens SGS 1609
diteliti lebih lanjut untuk dikultivasi pada medium yang
mengandung  limbah  agar,  guna  mendapatkan
informasi karakter enzimnya.

Preparasi Limbah Pengolahan Agar

Penghilangan sisa agar dari limbah pengolahan
agar menghasilkan rendemen berupa limbah yang
lebih bersih dari pengotor sebesar 33,5%. Selanjutnya
perlakuan  pemanasan  dengan  larutan  NaOH
menghasilkan rendemen yang lebih rendah, berkisar

Tabel 2. Hasil perlakuan NaOH pada limbah pengolahan agar
Table 2. Result of NaOH treatment on agar processing waste

antara 23,9-25,5% dan sedikit penurunan kadar abu
dari 6,4% menjadi 6,0% pada penggunaan NaOH
konsentrasi 6% (Tabel 2).  Kadar abu yang tinggi pada
limbah pengolahan agar diduga berasal dari celite
yang mengandung silika (Si) yang digunakan dalam
proses penyaringan pada pengolahan agar di industri.
Semakin tinggi konsentrasi NaOH juga menghasilkan
kenampakan limbah yang lebih baik, yaitu lebih pucat
(keabu-abuan)  dari  yang  semula  berwarna  coklat
kehitaman. Dengan demikian NaOH berkontribusi
terhadap pengurangan mineral dan pigmen.

Produksi Selulase S. mercescens SGS 1609

Aktivitas enzim selulase yang diproduksi dengan
menggunakan medium yang mengandung selulosa
dari limbah pengolahan agar disajikan pada Gambar
3. Hasil uji statistik (Anova) menunjukkan bahwa baik

Gambar 3. Aktivitas selulase S. marcescens SGS 1609 yang dihasilkan dari substrat yang mengalami
pretreatment dengan berbagai konsentrasi NaOH.

Figure 3. S. marcescens SGS 1609 cellulase activity produced by substrates preatreating with various
concentration of NaOH.
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Gambar 4. Pengaruh berbagai konsentrasi NaOH terhadap aktivitas enzim selulase.
Figure 4. Effect of various NaOH on the cellulase activity.

konsentrasi  NaOH  maupun  waktu  produksi
menghasilkan aktivitas enzim yang berbeda nyata
(Gambar 4 dan 5). Limbah pengolahan agar yang
mengalami pretreatment NaOH dengan konsentrasi
yang lebih tinggi menghasilkan aktivitas enzim yang
lebih tinggi. Aktivitas enzim tertinggi dihasilkan dari
perlakuan konsentrasi NaOH 6%. Waktu produksi,
meskipun  memberikan  pengaruh  nyata  (p<0,05)
namun hasil uji BNT menunjukkan bahwa aktivitas
enzim  yang  diproduksi  selama  1  hari,  yang
menghasilkan aktivitas enzim tertinggi, tidak berbeda
nyata dengan 2 dan 3 hari.

Menurut Yi-Zheng et al. (2009), perlakuan dengan
alkali  pada  dasarnya  adalah  proses  delignifikasi.
Dinyatakan bahwa mekanisme proses ini merupakan
saponifikasi ikatan ester intermolekuler pada ikatan
silang antara xilan hemiselulosa dengan komponen
lain  seperti  lignin  dan  hemiselulosa  yang  lain.
Perlakuan  alkali  juga  menghilangkan  asetil  dan
berbagai substitusi asam uronat  pada hemiselulosa
yang  dapat  mengurangi  akses  enzim  terhadap
selulosa dan hemiselulosa (Chang et al, 2000). Fan
et al. di dalam Yi-Zheng et al. (2009), menyatakan
bahwa perlakuan alkali  pada bahan  lignoselulosa
menyebabkan  longgarnya  struktur  selulosa,
meningkatkan  luas  permukaan,  rusaknya  struktur
lignin dan terpisahnya ikatan struktural antara lignin
dengan karbohidrat. Pemisahan/isolasi selulosa dari
limbah agar menggunakan NaOH juga dilaporkan oleh
Nurhayati et al.  (2014) yang mempelajari  sintesis
selulosa  asetat  dari  limbah  pengolahan  agar.
Dilaporkan  bahwa  konsentrasi   NaOH  6%
menghasilkan  kadar  selulosa  yang  paling  tinggi
dibandingkan dengan konsentrasi 3 dan 9%. Terkait
dengan hal ini, maka NaOH dengan konsentrasi 6%
telah cukup untuk memberikan perlakuan pada limbah

agar guna menumbuhkan mikroba penghasil enzim
selulase.

Rata-rata aktivitas enzim selulase S.marscescens
SGS  1609  yang  dihasilkan  dari  perlakuan  NaOH
berkisar antara 0,06–0,07 U/ml (Gambar 4). Terjadi
peningkatan aktivitas enzim sekitar 16,7% dengan
adanya perlakuan NaOH 6% dibandingkan kontrol.
Meskipun berbeda nyata, namun nilai ini relatif rendah.
Limbah agar yang berasal dari industri mengandung
mineral cukup tinggi, mengurangi akses enzim untuk
bereaksi  dengan  selulosa.  Fawzya  et al.  (2013)
melakukan  pengujian  aktiv itas  enzim  selulase
S.marscescens SGS 1609 pada berbagai substrat,
dan mendapatkan bahwa substrat limbah agar dari
industri   yang  mendapat  perlakuan  NaOH  6%
menghasilkan aktivitas enzim yang lebih rendah (0,087
U/ml) dibanding limbah agar dari pengolah tradisional
yang  sama-sama  mendapat  perlakuan  NaOH  6%
(0,134). Limbah agar dari pengolah tradisional yang
dalam  prosesnya  tidak  menggunakan  celite  lebih
mudah dalam proses delignifikasi oleh NaOH, sehingga
substrat yang dapat diakses oleh enzim lebih banyak.

Gunam et al. (2010) melaporkan bahwa perlakuan
NaOH  6%  pada  jerami  padi  dapat  meningkatkan
aktivitas enzim endoglukanase dari 0,0271 menjadi
0,0365 U/ml atau meningkat sekitar 34,6%. Efektivitas
perlakuan NaOH untuk delignifikasi dipengaruhi oleh
kondisi  substrat  maupun  perlakuannya.  Menurut
Bjerre et al.  (1996) dalam Yi-Zheng et al.  (2009),
perlakuan alkali lebih efektif untuk delignifikasi bahan
berselulosa dari jenis hardwood, tanaman herba dan
limbah pertanian yang umumnya mengandung lignin
tidak terlalu  tinggi. Kandungan  lignoselulosa pada
rumput  laut  dilaporkan  sekitar  3-4%  (Santi  et al.,
2012); sedangkan Chasanah et al. (2010) menemukan
bahwa kandungan lignin pada rumput laut Gracilaria

a
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mencapai sekitar 12%. Menurut Milled et al. (1976)
dalam Yi-Zheng et al.  (2009),  kemampuan enzim
mendegradasi kayu keras yang diberi perlakuan NaOH
bisa meningkat sekitar 14–55%

Perlakuan  alkal i  untuk  delignif ikasi  bahan
berselulosa  umumnya  lebih  sering  digunakan
dibandingkan dengan perlakuan menggunakan asam
kuat seperti asam sulfat atau asam khlorida.  Hal ini
disebabkan adanya beberapa kelemahan penggunaan
asam  kuat,  seperti  bersifat  korosif,  menghasilkan
produk  degradasi  yang  menghambat  fermentasi
biomassa alami, diperlukan penanganan/pembuangan
garam-garam hasil penetralan terhadap sisa asam
dan perlunya penanganan reduksi partikel biomassa
(Yi-Zheng et al., 2009).

Waktu optimum produksi selulase S. marcescens
SGS  1609  dengan  menggunakan  medium  yang
mengandung limbah agar adalah 1–3 hari (Gambar

Gambar 5. Pengaruh  waktu  produksi  terhadap  aktivitas  enzim  selulase  S. marcescens  SGS  1609
menggunakan medium limbah agar

Figure 5. Effect of production time on the cellulase activity of S. marcescens SGS 1609 in agar waste
medium

5). Hasil serupa dilaporkan oleh Sudto et al. (2008)
yang menggunakan beberapa jenis limbah pertanian
sebagai substrat untuk produksi selulase dari Bacillus
subtilis, E.coli dan Rhizobium sp.  Aktivitas selulase
tertinggi  dihasilkan pada inkubasi selama 20 jam.

Acharya dan Chaudhary (2011) menemukan bahwa
waktu  optimum  produksi  selulase  dari  Bacillus
licheniformis WBS1 dan Bacillus sp. WBS3 dalam
medium cair yang mengandung jerami padi dan jerami
gandum adalah 60 jam. Produksi selulase dari kapang
Aspergillus niger  menggunakan  medium  yang
mengandung jerami padi memerlukan waktu lebih
lama yaitu sampai dengan 5 hari (Jadhav et al., 2013).

Karakterisasi Enzim Selulase

Hasil  karakterisasi enzim  menunjukkan bahwa
enzim selulase S. marcescens SGS 1609 bekerja
optimal  pada  pH  6  dan  suhu  50  oC  (Gambar  6).

Gambar 6. Pengaruh pH (A) dan suhu (B) terhadap aktivitas enzim selulase S.marcescens SGS 1609.
Figure 6. Effect of pH (A) and temperature (B) on the cellulase activity of S.marcescens SGS 1609.
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Dibandingkan dengan hasil penelitian sebelumnya
yaitu selulase dari S.marcescens SGS 1609 yang
diproduksi dalam medium cair mengandung CMC
sebagai substrat (Fawzya et al., 2013) pH optimum
enzim sedikit bergeser dari 7 menjadi 6, sedangkan
suhu optimum enzim sama, yaitu 50 oC. Optimasi
pada suhu 40–60oC pada penelitian ini ditinjau dari
nilai aktivitas enzim dan standar deviasinya masih
berada dalam kisaran yang sama, sehingga dapat
dikatakan enzim bekerja optimum pada kisaran suhu
40–60 oC. Beberapa selulase mikroba memiliki pH
dan suhu optimum yang hampir sama dengan hasil
penelitian ini, seperti selulase Streptomyces ruber
yang memiliki pH dan suhu optimum 6 dan 40 oC

(Nermeen et al., 2010), dan selulase Pseudomonas
sp. yang bekerja optimum pada suhu 40 oC (Gautam
et al.,  2010).  Selulase  mikroba  lain  yang  bekerja
optimal pada pH 6 adalah selulase Bacillus subtilis
YJ1 (Yin et al., 2010), dan selulase Bacillus sp. yang
diisolasi dari sawah (Vijayaraghavan & Vincent, 2012).

Hasil pengujian stabilitas enzim terhadap panas
menunjukkan bahwa enzim selulase S.marcescens
SGS 1609 relatif stabil pada suhu 40–60 oC (Gambar
7). Selama 4 jam enzim yang diinkubasi pada kisaran
suhu tersebut hanya mengalami penurunan aktivitas
enzim tidak lebih dari 30%; bahkan pada suhu 60 oC,
aktivitas enzim masih mencapai sekitar 90%. Pola
serupa ditemukan  pada enzim dari  mikroba yang

Gambar 7.  Stabilitas panas enzim selulase S. marcescens SGS 1609.
Figure 7.  Heat stability of S. marcescens SGS 1609 cellulase.

Gambar 8.  Pengaruh ion logam terhadap aktivitas selulase S.marcescens SGS 1609.
Figure 8.  Effect of metal ions on the cellulase activity of S.marcescens SGS 1609.

2+ 2+ 3+ 2+Kontrol/
Control
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sama tetapi diproduksi menggunakan medium yang
berbeda, yaitu dengan substrat karboksimetil selulosa.
Pada substrat ini, penurunan aktivitas enzim tidak lebih
dari 20% (Fawzya et al., 2013). Enzim yang stabil
terhadap panas sangat diminati oleh berbagai industri.
Selulase yang stabil terhadap panas sangat berguna
dalam proses sakarifikasi bahan-bahan berserat yang
umumnya memerlukan waktu cukup panjang untuk
proses hidrolisisnya (Nigam, 2013). Salah satu faktor
yang  berperan  terhadap  ketahanan  panas  enzim
adalah  banyaknya  ikatan disulfida dalam  molekul
protein enzim (Pons et al., 1995).

Karakteristik selulase S. marcescens SGS 1609
terkait dengan pengaruhnya terhadap berbagai ion
logam menunjukkan bahwa ion kalsium merupakan
aktivator  sehingga  adanya  ion  kalsium  akan
meningkatkan  aktivitas  enzim  cukup  signifikan,
demikian juga ion Mg2+. Diantara ion-ion logam yang
diamati pengaruhnya, hanya ion Zn2+ pada konsentrasi
10 mM yang bersifat menghambat aktivitas enzim
sekitar 40% (Gambar 8).

KESIMPULAN

Serratia marcescens  SGS  1609  mempunyai
aktivitas selulolitik terbesar berdasarkan pembentukan
zona bening dibandingkan dengan isolat PMP1206
dan PC3. Pemanfaatan limbah pengolahan agar untuk
media  produksi  enzim  selulase  dari  mikroba
sebaiknya  didahului  dengan  perlakuan  terhadap
limbah tersebut. Penggunaan 1% limbah pengolahan
agar yang diberi perlakuan NaOH 6% dalam medium
MSM  cair  menghasilkan  enzim  selulase  dari  S.
marcescens SGS 1609 dengan aktivitas paling tinggi
dibandingkan perlakuan NaOH 0; 2; dan 4%. Waktu
optimal produksi enzim selulase S. marsescens SGS
1609 dalam medium tersebut adalah 1–3 hari. Enzim
selulase yang dihasilkan bekerja optimum pada pH
6, suhu 50 °C, dan stabil pada suhu 40–60 °C selama
4 jam. Enzim dapat ditingkatkan aktivitasnya dengan
penambahan  ion  kalsium  dan  magnesium  pada
konsentrasi 5–10 mM.
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