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ABSTRAK
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Pembimbing Skripsi : Diannita Harahap, M.Si

Enzim selulase memiliki kemampuan untuk mendegradasi gula pereduksi, sehingga
dapat digunakan dalam produksi produk pangan. Tanaman akasia merupakan
tanaman hutan industri utama di Indonesia, bagian tanaman akasia yang dapat
dimanfaatkan adalah serasah. Fungi selulolitik dapat mengurai selulosa dan
menghasilkan selulase yang akan dirombak menjadi molekul yang lebih
sederhana.Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui karakteristik fungi selulotik
dari serasah akasia (Acasia mangium), aktivitas enzim selulase pada daun serasah
akasia yang dipengaruhi oleh fungi selulolitik dan kondisi optimum pH dan suhu
terbaik dari aktivitas enzim dari serasah akasia. Penelitian ini dilakukan
menggunakan metode kualitatif dengan mengidentifikasi fungi selulolitik yang
terdapat pada serasah akasia, dan metode Kkuatitatif berupa pengukuran
pertumbuhan fungi, menentukan waktu inkubasi optimal, dan pengukuran aktivitas
enzim selulase. Hasil identifikasi didapatkan 5 isolat fungi selulolitik yang
mendegradasi selulosa. Fungi selulolitik dengan kode isolat FS1 termasuk genus
Mucor sp., FS2 termasuk genus Alternaria sp., FS3A termasuk genus Acremonium
sp., FS3B termasuk genus Clasdoporium dan FS4 termasuk genus Rhizopus sp.
Terdapat 2 hasil uji zona bening terbaik pada media CMC yaitu FS1 dengan nilai
indeks selulolitik 1,29 dan FS2 dengan nilai indeks selulolitik 1,05. Serta aktivitas
enzim bagi fungi FS1 (Mucor sp.) mencapai 0,266 U/mL dan nilai aktivitas spesifik
enzimnya mencapai 0,0650 U/mg dengan kondisi optimum pH 5,0 dan suhu 30 °C.
Dan Aktivitas enzim bagi fungi FS2 (Alternaria sp.) mencapai 0,301 U/mL, dengan
nilai aktivitas spesifik enzimnya mencapai 0,0697 U/mg dengan kondisi optimum
pH 6.0 dan suhu 40 °C.

Kata Kunci: Enzim Selulase, Fungi selulolitik, Serasah Akasia, dan Aktivitas
Enzim.



ABSTRACT
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Title :Optimization of Cellulase Enzyme Production from Acacia
mangium Willd Litter by Cellulolytic Fungi
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Number of Pages : 84 pages

Thesis Supervisor : Diannita Harahap, M.Si

Cellulase enzymes have the ability to degrade reducing sugars, so they can be used
in the production of food products. Acacia plants are the main industrial forest
plants in Indonesia, the part of the acacia plant that can be utilized is litter.
Cellulolytic fungi can break down cellulose and produce cellulase which will be
broken down into simpler molecules. This study aims to determine the
characteristics of cellulotic fungi from acacia litter (Acasia mangium), cellulase
enzyme activity in acacia litter leaves influenced by cellulolytic fungi and the best
optimum conditions of pH and temperature of enzyme activity from acacia litter.
This research was conducted using qualitative methods by identifying cellulolytic
fungi found in acacia litter, and quantitative methods in the form of measurements
of cellulase enzyme activity in acacia litter growth, determining the optimal
incubation time, and measuring cellulase enzyme activity. The identification results
obtained 5 isolates of cellulolytic fungi that degrade cellulose. Cellulolytic fungi
with isolate code FS1 including genus Mucor sp., FS2 including genus Alternaria
sp., FS3A including genus Acremonium sp., FS3B including genus Clasdoporium
and FS4 including genus Rhizopus sp. There are 2 best clear zone test results on
CMC media, namely FS1 with a cellulolytic index value of 1.29 and FS2 with a
cellulolytic index value of 1.05. And the enzyme activity for the FS1 fungus (Mucor
sp.) reached 0.266 U/mL and the specific enzyme activity value reached 0.0650
U/mg with optimum conditions of pH 5.0 and temperature 30 °C. And the enzyme
activity for FS2 fungi (Alternaria sp.) reached 0.301 U/mL, with the specific enzyme
activity value reaching 0.0697 U/mg with the optimum conditions of pH 6.0 and
temperature of 40 °C.

Keywords: Cellulase Enzyme, Cellulolytic Fungi, Acacia Litter, and Enzyme
Activity.
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BAB I
PENDAHULUAN
1.1 Latar Belakang

Enzim adalah katalis biologis yang bertindak dengan cara mempercepat
reaksi senyawa kimia dalam sel tanpa habis bereaksi. Penggunaan enzim telah
mengalami  perkembangan pesat di berbagai sektor, terutama karena
kemampuannya dalam mempercepat reaksi kimia. Oleh karena itu, enzim sering
digunakan sebagai katalis dalam laboratorium dan berbagai industri (Kurniawati et
al., 2021). Industri pangan juga telah mengadopsi penggunaan enzim, seperti enzim
selulase, yang memiliki peran penting dalam mengkonversi bahan organik.
Contohnya, dalam pemanfaatan ampas tebu sebagai bahan pakan ikan dengan
bantuan enzim selulase. Enzim selulase memiliki kemampuan untuk mendegradasi
gula pereduksi, sehingga dapat digunakan dalam produksi produk pangan (Nafigoh
& Suryaningrum, 2020).

Menurut Kognou et al. (2022) selulase merupakan salah satu dari enzim
komersial yang memiliki permintaan tertinggi ketiga di pasar global. Keberhasilan
selulase terutama terlihat dalam sektor industri, di mana enzim ini digunakan untuk
menguraikan biomassa lignoselulosa. Data yang lain yang tercantum juga
menggambarkan permintaan selulase dalam berbagai sektor industri. Sebagai
contoh, pada tahun 2016, permintaan selulase mencapai 29,17% di sektor industri
pakan ternak, 26,37% di sektor industri makanan dan minuman, dan 13,77% di
sektor industri tekstil. Selain itu, laporan ini juga melakukan proyeksi bahwa
penggunaan selulase diprediksi akan mencapai angka sekitar 2.300 juta USD pada
akhir tahun 2025, dengan pertumbuhan rata-rata sekitar 5,5% setiap tahun selama
periode 2018-2025.

Kebutuhan akan selulase dalam sektor industri tinggi, dan proses
produksinya cenderung memakan waktu. Untuk mengatasi tantangan ini, penting
untuk mengidentifikasi kondisi optimal produksi selulase agar enzim tersebut dapat
dihasilkan dalam jumlah besar dalam waktu yang lebih singkat. Optimasi produksi

selulase dari mikroorganisme yang memiliki kemampuan untuk menguraikan



selulosa diharapkan dapat menjadi solusi alternatif untuk memenuhi permintaan
yang terus meningkat akan selulase (Rohmah & Setyaningsih, 2019).

Tanaman akasia merupakan tanaman hutan industri utama di Indonesia.
Berdasarkan data statitik produksi kehutanan 2019, produksi kayu bulat di
Indonesia mencapai 57, 93 juta m3 dengan akasia menyumbang 56, 43%. Daerah
utama penghasil kayu akasia di Indonesia ialah Riau, Sumatera Utara dan
Kalimantan. Tanaman akasia dapat dijadikan sebagai tanaman peneduh dan
tanaman hutan kota (Duryat et al., 2023). Akasia (Acacia mangium Willd.) adalah
jenis legum yang cepat tumbuh pada kondisi lingkungan kurang subur yang miskin
hara, dapat beradaptasi dengan lingkungan tanah masam, dan memiliki keunggulan
sebagai bahan baku pulp, serta relatif tahan terhadap hama dan penyakit
(Kartikaningtyas et al.,, 2017). Kayu Acacia mangium mengandung selulosa
sebesar 51,46% dan lignin sebesar 27,66%, semakin tinggi kandungan selulosa
maka semakin kecil kandungan ligninnya. Perbedaan kandungan selulosa pada
setiap tumbuhan dapat disebabkan oleh perbedaan kondisi lingkungan tempat
tumbuhnya (Putri & Poeni, 2020).

Salah satu bagian tanaman akasia yang dapat dimanfaatkan adalah serasah.
Serasah merupakan bagian dari tumbuhan yang jatuh ke permukaan tanah yang
akan mengalami dekomposisi (Kusmana & Retno, 2021). Serasah terurai menjadi
unsur hara yang tersedia di dalam tanah untuk menjamin kelangsungan
pertumbuhan tanaman. Pengurai memainkan peran yang sangat penting dalam
menjaga lingkungan agar tetap bersih. Nutrisi kemudian akan kembali lagi ke dalam
tanah dalam bentuk sampah yang dilarutkan melalui kegiatan pengurai, hal ini
disebut dengan dekomposisi. Dekomposisi merupakan salah satu tingkatan yang
paling penting dalam daur biogeokimia (Mali, M et al., 2021).

Fungi termasuk salah satu mikroorganisme yang memiliki peran penting
dalam proses penguraian kandungan selulosa pada suatu bahan. Fungi dapat
menguraikan selulosa dengan menghasilkan selulase sehingga selulosa akan
dirombak menjadi molekul-molekul yang lebih sederhana (Krishaditersanto, 2018).
Fungi yang dapat memproduksi enzim selulase adalah jenis Filamentous Fungi

(fungi berfilamen) seperti Aspergillus, Biosporus, Colletotricum, Cladosporium,



Eurotium, Fusarium, Neurospora, Trichoderma, Penicillium dan Rhodotorul
(Hakim & Kasiamdari, 2023). Sebagian besar fungi selulolitik adalah anggota
kelompok Ascomycota dan Basidiomycota dimana spesies Trichoderma reseei dan
Penicillium funiculosum merupakan penghasil selulase yang banyak digunakan di
industri secara komersial karena besarnya kapasitas enzim yang bisa dihasilkan.
Deteksi dari keberadaan enzim ini menggunakan media yang diperkaya
Carboxymethyl Cellulose (CMC) yang ditandai dengan terbentuknya zona bening
atau kekuningan disekitar koloni fungi (Gao et al., 2018).

Penelitian yang dilakukan oleh Utami et al. (2019) berhasil mengisolasi
jamur penicillium sp. dari serasah daun salak. Produksi enzim selulase jamur
Penicillium sp. SLL 06 optimum pada pada waktu inkubasi 3 hari, pH 5,5 dan suhu
30°C dengan nilai aktivitas enzim sebesar 0,4006 U/mL dan nilai aktivitas spesifik
enzim selulase yang dihasilkan oleh jamur Penicillium sp. SLL 06 sebesar 0,9995
U/mg. Enzim selulase dapat diperoleh dari berbagai sumber seperti tumbuhan,
khamir, bakteri, dan jamur selulolitik. Jamur memiliki kemampuan khusus dalam
menghasilkan enzim lignoselulolitik karena mampu mengurai selulosa yang
terdapat dalam jaringan tumbuhan.

Rohmah et al. (2019) berhasil mengisolasi fungi selulolitik dari serasah
daun salak. Produksi enzim selulase oleh Thielaviopsis ethacetica SLL10 diketahui
dari aktivitas enzimatik yang dihasilkan. Aktivitas enzim tertinggi diperoleh
sebesar 0,8250 U/mL yang didapatkan pada waktu inkubasi 10 hari, pada suhu 40°C
dan pH 5,5. Aktivitas puncak tersebut terjadi pada saat fungi mengalami fase
eksponensial. Dan nilai aktivitas spesifik enzim selulase dari T. ethacetica SLL10
sebesar 3,1578 U/mg. Semakin tinggi nilai aktivitas spesifik enzim, semakin murni
enzim yang dihasilkan oleh mikroorganisme. Mikroorganisme lebih banyak
memproduksi enzim dibandingkan dengan produksi protein lain selama masa
pertumbuhannya. Sebaliknya, semakin rendah nilai aktivitas spesifik enzim,
semakin banyak protein lain yang turut diproduksi oleh mikroorganisme selama
masa pertumbuhannya. Hal ini menandakan bahwa pertumbuhan fungi sudah

didukung oleh faktor lingkungan yang optimum.



Berdasarkan latar belakang di atas penulis tertarik melakukan penelitian

dengan judul ”Optimasi Produksi Enzim Selulase Dari Serasah Acasia

mangium Willd. Oleh Fungi Selulolitik” yang bertujuan untuk mengetahui

kondisi optimum terbaik dari fungi selulolitik penghasil enzim selulase. Penelitian

ini diharapkan dapat menemukan kondisi terbaik isolat jamur selulolitik penghasil

enzim selulase yang didapatkan dari serasah Acasia mangium.

1.2 Rumusan Masalah

Rumusan masalah dari penelitian ini adalah:

1.

Bagaimana karakteristik fungi selulolitik dari serasah akasia (Acasia
mangium)?

Bagaimana pertumbuhan fungi dan waktu inkubasi pada kondisi optimum
pH dan suhu terhadap aktivitas enzim selulase ?

Bagaimana indeks selulolitik dan aktivitas enzim selulase oleh fungi

selulolitik pada serasah akasia (Acasia mangium)?

1.3 Tujuan Penelitian

Tujuan dari penelitian ini adalah :

1.

Untuk mengetahui karakteristik fungi selulolitik dari serasah akasia (Acasia
mangium).

Untuk mengetahui pertumbuhan fungi dan waktu inkubasi pada kondisi
optimum pH dan suhu terhadap aktivitas enzim selulase.

Untuk mengetahui indeks selulolitik dan aktivitas enzim selulase oleh fungi

selulolitik pada serasah akasia (Acasia mangium).

1.4 Manfaat Penelitian

Manfaat dari penelitian ini adalah :

1. Dapat memberikan informasi khususnya kepada mahasiswa dibidang

mikrobiologi mengenai optimasi produksi enzim selulase dari serasah
akasia (Acasia mangium) oleh fungi selulolitik.

Dapat dijadikan alternatif penghasil enzim selulase dengan memanfaatkan
serasah akasia (Acasia mangium) oleh fungi selulolitik.



3. Dapat menambah wawasan, pengalaman, serta sebagai acuan untuk
penelitian selanjutny

AR-RANIRY




BAB I
TINJAUAN PUSTAKA
1.1 Enzim Selulase

Selulosa adalah suatu jenis polimer karbohidrat polisakarida yang terdiri
dari rantai panjang dan terbuat dari f-glukosa. Dalam tanaman, selulosa adalah
karbohidrat utama yang diproduksi, dan hampir mencakup 60% dari komponen
yang membentuk struktur tanaman. Manusia tidak mampu mencernanya, dan
selulosa tidak dapat larut dalam air. Biasanya, selulosa terdapat di dinding sel yang
melindungi tanaman, terutama di bagian tangkai, batang, dahan, dan berbagai
bagian berbahan kayu dalam jaringan tumbuhan. Selulase adalah enzim yang
berperan dalam proses penguraian selulosa, yang merupakan polisakarida yang
terdiri dari glukosa. Enzim selulase umumnya beroperasi pada selulosa yang
memiliki rantai lebih pendek daripada komponen kayu lainnya seperti selulosa,
hemiselulosa, lignin, ekstraktif, dan mineral. Selulase terdiri dari tiga komponen
enzim utama, yaitu selobiohidrolase (CBH), endoglukanase, dan B-glukosidase,
yang bekerja sama untuk menguraikan selulosa dan berbagai limbah pertanian
dalam lingkungan alam (Hidayat, 2022).

Kinerja enzim dipengaruhi oleh berbagai faktor, termasuk suhu, tingkat
keasaman (pH), hasil produk akhir, konsentrasi enzim dan substrat, serta zat
penghambat. Enzim adalah protein, sehingga suhu memengaruhi aktivitas mereka.
Suhu dapat mempengaruhi pergerakan molekul. Pada suhu yang optimal, reaksi
antara enzim dan substrat berlangsung pada tingkat tertinggi. Setiap enzim memiliki
suhu optimum di mana aktivitasnya puncak. Suhu yang jauh di atas suhu optimum
dapat mengakibatkan denaturasi enzim, mengubah struktur dan fungsi mereka.
Suhu yang jauh di bawah suhu optimum, seperti 0°C, dapat membuat enzim
menjadi tidak aktif. Enzim dalam tubuh manusia beroperasi pada suhu optimal
sekitar 35-40°C, mendekati suhu tubuh normal. Bakteri yang hidup di lingkungan
air panas, sebaliknya, memiliki enzim yang berfungsi paling baik pada suhu sekitar
70°C. Enzim juga memiliki tingkat keasaman optimal yang disebut sebagai pH
optimum. Keasaman optimal untuk aktivitas enzim biasanya berada dalam kisaran

netral sekitar 6-8. Di luar kisaran ini, aktivitas enzim dapat terganggu bahkan



mengalami denaturasi. Pada tingkat keasaman yang jauh di atas pH optimum, enzim
dapat mengalami denaturasi dan tidak dapat berfungsi dengan baik (Wahyudiati,
2017).

Ketika konsentrasi substrat rendah, enzim akan mengalami kesulitan dalam
mencapai tingkat konversi maksimum, karena substrat yang akan diubah reaksinya
sulit ditemukan oleh enzim. Namun, seiring dengan peningkatan konsentrasi
substrat, kecepatan reaksi juga akan meningkat karena semakin banyak substrat
yang dapat berikatan dengan enzim. Namun, pada titik-titik jenuh, peningkatan
konsentrasi substrat tidak akan lagi meningkatkan laju reaksi lebih lanjut (Saputra
etal., 2022).

Beberapa senyawa kimia dapat mempengaruhi kinerja enzim, seperti
merkuri dan sianida yang terdapat dalam garam. Ada tiga jenis zat penghambat atau
inhibitor, yang pertama adalah inhibitor kompetitif yang memiliki struktur serupa
dengan substrat, sehingga terjadi persaingan antara inhibitor dan substrat untuk
berikatan dengan situs aktif enzim. Penghambatan ini dapat diatasi dengan
meningkatkan konsentrasi substrat. Kemudian, terdapat inhibitor nonkompetitif
yang berikatan dengan enzim di luar situs aktif, mengakibatkan enzim kehilangan
aktivitasnya sehingga situs aktif tidak dapat berinteraksi dengan substrat. Terakhir,
ada juga inhibitor umpan-balik yang muncul sebagai produk akhir dari reaksi
tertentu dan dapat menghambat aktivitas enzim dalam reaksi tersebut (D. M. Putri
etal., 2023).

1.2 Tanaman Akasia

Akasia (Acacia mangium Willd.) merupakan salah satu jenis tanaman yang
mampu tumbuh dengan cepat dan jenis kayunya dapat digunakan sebagai bahan
baku kertas. Mangium memiliki fungsi ekologis. Sebagai jenis pohon yang selalu
hijau, mangium dapat menjadi penaung bagi tanaman lain dan dapat hidup serta
mampu meningkatkan kondisi kimia-fisik tanah (Hidayati et al., 2015). Dikenal
dengan sebutan mangium karena tergolong dalam salah satu jenis pohon cepat

tumbuh dan tetap hidup pada lahan yang tidak subur, seperti tahan terhadap kondisi



tanah alkalin dan miskin hara sehingga dapat tumbuh di lahan bekas penambangan
batu kapur (Aprillia et al., 2019).

Adapun Klasifikasi tanaman akasia sebagai berikut (ITIS. gov, 2011).

Kingdom : Plantae

Division : Tracheophyta

Class : Magnoliopsida
Ordo : Fabales
Family  : Fabaceae
Genus - Acasia

Spesies  : Acasia mangium Willd.

Gambar 11.1 (a) Pohon dan (b) daun Acasia mangium Willd. (Saputra, 2023).

Pohon akasia merupakan pohon yang memiliki pembentukan batang tegak
dengan ranting yang pada setiap tajuk tangkai terdapat duri menempel di tepi tepi
tangkai. Pohon akasia tergolong dalam model arsitektur troll. Penggolongan
tersebut di dasarkan pada ciri morfologi tanaman akasia dengan batang simpodial
dimana batang utama tidak terlihat jelas dengan cabang cabang plagiotropik, tinggi
batang dapat tumbuh mencapai 15 m, pohon dengan tesktur batang berkulit tebal
dan halus berwarna coklat kelabu. Daun dari tanaman akasia berbentuk majemuk
menyirip, berbentuk lonjong dengan bagian tepi daun rata, panjang dari daun akasia
bisa mencapai 5 - 20 cm dengan lebar 1 — 2 cm. Buah akasia berbentuk polong
berwarna hijau ketika masih muda dan berubah menjadi coklat ketika sudah tua,
berbiji lonjong dan pipih berwarna coklat (Isabela et al., 2022).



11.3 Fungi Selulolitik

Fungi selulolitik merupakan mikroorganisme yang mampu menghidrolisis
selulosa menjadi produk yang sederhana. Fungi selulolitik diketahui mampu
mesekresikan enzim selulase yang dapat memutus ikatan &- 1-4 glikosidik yang
menghubungkan monomer D-glukosa dalam molekul selulosa (Agustinur &
Yusrizal, 2021). Secara umum, beberapa genera fungi selulolitik yang dapat
menghasilkan selulase dan sering terdapat pada serasah daun meliputi,
Clasdosporium, Aspergillus, Penicillium dan Tricoderma (Saputri, 2024).
Mahardika et al. (2021) juga menyatakan bahwa beberapa jenis fungi yang terdapat
pada serasah daun  diantara lain, Aspergillus, Culvularia, Alternaria, dan
Penicillium,

Media yang digunakan adalah media CMC karena media ini merupakan
media selektif yang hanya bisa ditumbuhi oleh mikroorganisme yang mampu
menghidrolisis selulosa. Oleh sebab itu, isolat jamur yang mampu tumbuh pada
media ini memiliki kemampuan selulolitik dengan memanfaatkan selulosa di dalam
media sebagai satu-satunya sumber karbon (Arifin et al., 2021). Media yang juga
digunakan dalam studi ini adalah Potato Dextrose Agar (PDA). Secara komposisi,
PDA dapat diklasifikasikan sebagai media semi-sintetik karena menggabungkan
unsur-unsur alami seperti kentang dengan bahan sintetik seperti dextrose dan agar.
Kentang berperan sebagai sumber karbon (karbohidrat), vitamin, dan sumber
energi. Dextrose digunakan sebagai sumber gula dan energi. Ketiga komponen ini
memegang peranan penting dalam menjaga stabilitas dan konsistensi media PDA,
yang sangat diperlukan untuk mendukung pertumbuhan dan perkembangan
mikroorganisme, terutama jamur (Arifah, 2019). Gandi et al. (2019) juga
menyatakan bahwa PDA memiliki tingkat keasaman yang rendah dan tingkat

kandungan gula yang tinggi, terutama dari dextrose.
11.4 Optimasi Kerja Enzim

Fungi yang dapat memproduksi enzim selulase salah satunya adalah
Aspergillus. Kondisi optimal untuk mencapai aktivitas selulase maksimum dari

Aspergillus niger terlihat ketika pH berada pada angka 6 dan suhu sekitar 30 °C



(Maftukhah, 2019). Dalam studi yang dilakukan oleh Hakim et al. (2020) mereka
menyatakan bahwa Aspergillus niger tumbuh paling baik pada suhu sekitar 30°C,
mungkin karena dikategorikan sebagai jamur mesofilik yang tumbuh optimal pada
suhu antara 29 hingga 31 °C. Selain itu, beberapa spesies Aspergillus lainnya
memiliki rentang pH optimal antara 5 hingga 7, dengan batas pH terendahnya pada
angka 10. Hal ini mengindikasikan bahwa jamur-jamur ini memiliki karakteristik
fisiologis yang beragam berdasarkan kondisi lingkungan tempat mereka tumbuh.
Siva et al. (2022) menyatakan bahwa produksi glukosa tertinggi diamati
pada hari keenam, yang menjadi indikator masa inkubasi optimal untuk produksi
enzim oleh Aspergillus sp. Dalam seluruh masa inkubasi, Aspergillus niger
ditemukan menjadi spesies yang paling aktif dalam aktivitas selulase. Oleh karena
itu, Aspergillus niger membutuhkan inkubasi selama 4-6 hari untuk mencapai

aktivitas selulase maksimal yang cukup untuk digunakan dalam konteks komersial.
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BAB I
METODELOGI PENELITIAN

I11.1 Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian telah dilaksanakan di Gedung Multifungsi Laboratorium
Mikrobiologi UIN Ar-Raniry Banda Aceh pada bulan Juni sampai Juli 2024.
111.2 Jadwal Pelaksanaan Penelitian

Jadwal pelaksaan penelitian dimulai pada Juni sampai Juli 2024. Adapun
jadwal pelaksanaan penelitian dapat dilihat pada tabel berikut ini:

Tabel 111.1 Jadwal Pelaksanaan Penelitian

No Kegiatan duni Jul

1 | Persiapan Alat dan Bahan

5 Penyiapan Sampel serasah
Akasia
Pembuatan Ekstrak serasah

3 .
Akasia

4 Isolasi dan Identifikasi Fungi
Selulolitik

5 Pengamatan Pertumbuhan Fungi
dan Waktu Inkubasi

6 Penentuan Suhu dan pH optimum
Produksi Enzim

7 Uji Aktivitas Selulase

8 | Uji Standar Glukosa

9 | Uji Kadar Protein

Pengukuran  Aktivitas = Spesifik
Enzim

11 | Analisis Data

10

111.3 Objek Penelitian
Objek penelitian ini adalah produksi enzim selulase dari fungi selulolitik

yang diisolasi dari serasah akasia.
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111.4 Isolat Fungi yang Digunakan

Isolat fungi yang digunakan yaitu isolat fungi selulolitik yang diperoleh dari
hasil isolasi serasah akasia.
I11.5 Alat dan Bahan Penelitian
111.5.1 Alat

Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini adalah Incubator, Jarum Ose,
Penjepit, Bunsen, Timbangan Analitik, Hot Plate, Magnetic Stirrer, Tabung
Ependorf, Pipet Tetes, Pipet Mikro, Thermometer, Tabung Reaksi, Gelas ukur,
Erlemeyer, Vortex, Cawan Petri, pH Meter, Laminar Air Flow (LAF),
Spektrofotometer UV-Vis, Sentrifuge, dan Water Bath.
111.5.2 Bahan

Bahan-bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah CMC merk
HIMEDIA (Carboxymethyl cellulose), serasah akasia, glukosa, Media PDA (Potato
Dextrose Agar), reagen Bradford, aquadest, reagen DNS (asam dinitro salisilat),
BSA (Bovine Serum Albumin) 0,01 g, kapas, Media PDB (Potato Dextrose Broth),
Alkohol, Tisu, Kertas label, Kapas, Aluminium Foil, dan Buffer Natrium Sitrat.
111.6 Metode Penelitian

Penelitian ini menerapkan metode kualitatif dan kuantitatif. Metode kualitatif

digunakan untuk identifikasi fungi selulolitik yang terdapat pada serasah akasia,
sementara metode kuantitatif digunakan untuk mengukur aktivitas enzim selulase,
memantau pertumbuhan fungi, dan menentukan waktu inkubasi optimal, uji standar

glukosa, uji kadar protein dan uji aktivitas spesifik enzim.
111.7 Prosedur Kerja

111.7.1 Persiapan Sampel serasah Akasia

Sampel serasah akasia diperoleh dari Hutan BNI, kecamatan Syiah Kuala,
Kota Banda Aceh. Pengambilan sampel dilakukan berdasarkan Kusmana &
Yentiana (2021) yang telah dimodifikasi pengambilan serasah dilakukan secara
langsung dengan mengambil serasah yang jatuh secara alami di dibawah tegakan
pohon di lokasi penelitian. Pengambilan sampel serasah dilakukan secara acak dan

dimasukkan ke plastik sampel.
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111.7.2 Isolasi dan Identifikasi Fungi Selulolitik dari Serasah Akasia

Isolasi sampel dilakukan berdasarkan Ling et al. (2016) yang telah
dimodifikasi sampel daun serasah Akasia dipotong dengan ukuran 1x1 cm
menggunakan gunting steril. Permukaan serasah daun akasia dicuci dengan aquades
steril yang mengalir. Potongan daun serasah akasia direndam selama 1 menit
dengan NaOCIl 1% dan dimasukkan ke dalam akohol 70% selama 1 menit,
dilakukan berulang sampai potongan daun serasah akasia abis. Sampel serasah
selanjutnya diletakkan pada media CMC pada masing-masing cawan petri berisi 2
sampel. Kemudian diinkubasi selama 7 hari pada suhu 25-30 C. Isolasi dilakukan
secara duplo.

Proses isolasi fungi dilakukan di dalam meja steril yang disebut Laminar
Air Flow (LAF). Sebelum memulai pekerjaan, Laminar Air Flow disiapkan terlebih
dahulu dengan cara menyemprotkan alkohol 70% ke atas meja steril, kemudian
lampu UV dihidupkan dan dibiarkan menyala selama 1 jam. Selanjutnya, tangan
disterilkan dengan menyemprotkan alkohol 70%, dan semua peralatan dan bahan
yang diperlukan, seperti yang sudah disterilkan sebelumnya, media PDA, bunsen,
alkohol, jarum ose, kertas label, plastik wrap, scalpel, dan biakan murni jamur
diletakkan ke dalam Laminar Air Flow (Arifah, 2019).

Pertama-tama, media PDA disiapkan terlebih dahulu. Kemudian, sebanyak
100 ul suspensi sampel yang telah diencerkan pipetkan dan dimasukkan ke dalam
cawan petri. Setelah itu, media PDA yang masih cair dituangkan ke dalam cawan
petri yang berisi sampel yang telah diencerkan. Selanjutnya, media yang telah
diinokulasikan diinkubasi pada suhu 25-27°C selama 7 hari. Setelah proses
inkubasi selama 7 hari selesai, dilakukan pengamatan secara makroskopis dan
mikroskopis. Ini melibatkan mengidentifikasi pertumbuhan jamur pada media, serta
memeriksa perubahan warna pada media PDA. Selain itu, beberapa pengamatan
tambahan perlu dilakukan (Fitria et al., 2023). Untuk mengidentifikasi jenis jamur
yang tumbuh, buku "lllustrated Genera Of Imperfect Fungi" dapat digunakan

sebagai referensi (Hunter, 1969).
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111.7.3 Pengamatan Pertumbuhan Fungi dan Waktu Inkubasi

Pertumbuhan sel diamati berdasarkan kuantitas sel kering dan produksi
enzim yang dihasilkan. Metode pengukuran sel kering dan aktivitas enzim selulase
melibatkan inokulasi 1 ose spora sebagai inokulum ke dalam 50 ml media produksi
dan menjalankannya dalam inkubator shaker dengan kecepatan pengadukan 120
rpm pada suhu 30°C. Pengambilan sampel dilakukan pada interval 24 jam selama
168 jam (7 hari). Setelah itu, biomassa dan supernatan dipisahkan dengan
menggunakan sentrifugasi. Kemudian, berat kering biomassa dioven dan aktivitas

enzim dalam supernatan diukur (Utami et al., 2019).

111.7.4 Penentuan Suhu dan pH optimum Produksi Enzim

Sebuah isolat jamur dari media PDA telah dipindahkan ke dalam tabung
reaksi berisi 10 ml media PDB dan dihomogenkan (Hakim, 2020). Selanjutnya,
isolat ini diinkubasi pada suhu yang berbeda, yaitu 20°C, 30°C, dan 40°C. Selain
itu, isolat jamur yang sama dari media PDA juga dipindahkan ke dalam tabung
reaksi berisi 10 ml media PDB yang telah mengalami modifikasi pada pH-nya
untuk menyesuaikan variasi pH yang berbeda, yaitu 5,0; 5,5; dan 6,0. Kedua
perlakuan tersebut dibiarkan diinkubasi selama 7 hari (Utami et al., 2019).

11.7.5 Indeks Selulolitik

Pengujian isolat jamur yang memiliki potensi mendegradasi selulosa
dilakukan dengan mengetahui adanya zona bening (clear zone) di sekitar koloni
jamur pada media selektif. Pengujian aktivitas degradasi selulosa setiap isolat jamur
dilakukan dengan cara isolat jamur yang telah dimurnikan ditumbuhkan dengan
menggunakan ose bulat dan meletakkan satu ose inokulum pada media selektif
yaitu media carboxymethyl cellulose (CMC). Isolat yang ditumbuhkan pada media
CMC diinkubasi pada suhu ruang selama 3 hari. Isolat yang tumbuh pada media
CMC kemudian digenangi dengan 2 ml pewarna Congo red 0,1% selama 10 menit,
dan dibilas dengan larutan NaCl 1 M (Sumerta & Atit, 2016).

Zona bening yang terbentuk disekitar koloni jamur menunjukkan bahwa

isolat jamur tersebut mampu mendegradasi selulosa. Pengukuran diameter zona
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bening yang terbentuk dan diameter koloni jamur dilakukan dengan tujuan untuk
mengetahui indeks aktivitas selulolitik isolat jamur. Menurut Sutari (2020) indeks
aktivitas selulolitik dihitung berdasarkan rumus, sebagai berikut:

_ Diameter zona bening (DB) — diameter koloni (DK)
B Diameter koloni (DK)

Kriteria indeks selulolitik (IS) :
Indeks <1  :tergolong rendah
1< indeks < 2 : tergolong sedang
Indeks >2  : tergolong tinggi.
111.7.6 Ekstrak Kasar Enzim
Ekstrak kasar selulase dapat diperoleh berdasarkan yang telah dimodifikasi
Talantan et al. (2018) dengan cara menumbuhkan isolat jamur yang telah
didapatkan pada media cair PDB, diinkubasi selama 120 jam atau 5 hari pada suhu
pada 30 °C dengan kecepatan 120 rpm. kemudian sentrifugasi pada sampel dengan
kecepatan 4000 rpm, selama 10 menit. Hal ini dilakukan untuk memisahkan sel-sel
yang ada pada mikroorganisme yang mengendap dan supernatan yang merupakan
cairan berisi enzim. Selanjutnya difiltrasi dengan menggunakan kertas saring
sehingga diperoleh filtrat jernih yang merupakan ekstrak kasar selulase. Filtrat

tersebut selanjutnya digunakan untuk menganalisis aktivitas enzim selulase.

111.7.7 Uji Aktivitas Selulase

Pengukuran pelepasan gula pereduksi dilakukan dengan mencampurkan 0,5
ml ekstrak kasar enzim dan 1 ml larutan CMC 1% dalam larutan buffer natrium
sitrat 50 ml pH 4,8. Setelah itu, ditambahkan reagen DNS sebanyak 1 ml. Proses
inkubasi dilakukan pada suhu 30 °C selama 10 menit. Akhirnya, sampel diukur
dengan menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang A = 540
nm (Utami et al., 2019).

C H

AE =
BM glukosa X't *E

Keterangan :
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AE : Aktivitas enzim (Unit/ml)

C : Konsentrasi glukosa

t  : Waktu inkubasi

BM : Berat molekul glukosa (180g/mol)
H : Volume total enzim substrat (ml)
E :Volume enzim (ml)

111.7.8 Uji Standar Glukosa

Konsentrasi gula dalam kurva standar diukur menggunakan metode DNS.
Untuk melakukannya, 1 ml larutan glukosa standar dimasukkan ke dalam 6 tabung
reaksi dengan konsentrasi berturut-turut (200, 400, 600,800 dan 1000 mg/ ml),
sementara 1 tabung reaksi tambahan berisi 1 ml air murni digunakan sebagai
kontrol (Azizah, 2017). Selanjutnya, 1 ml reagen DNS ditambahkan ke masing-
masing larutan standar glukosa tersebut. Larutan standar ini kemudian dipanaskan
dalam waterbath selama 5 menit. Setelah pemanasan, absorbansi dari setiap larutan
diukur denganmenggunakan spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang A
= 540 nm. Kurva standar dibuat untuk memahami relasi antara konsentrasi larutan

dan nilai absorbansi (Hasanah & lwan, 2015).

111.7.9 Uji Kadar Protein

Kandungan protein dalam enzim selulase diidentifikasi menggunakan
metode Bradford. Untuk menyiapkan larutan standar protein, awalnya, 0,01 g BSA
(Bovine Serum Albumin) ditimbang, dan kemudian dilarutkan dalam 10 mL air
steril, menghasilkan larutan stok BSA dengan konsentrasi 1000 ppm. Setelah itu,
larutan stok BSA dengan konsentrasi 1000 ppm diencerkan dengan mengambil 0,5
mL larutan stok dan mencampurkannya dengan 4,5 mL air steril, menghasilkan
larutan stok BSA dengan konsentrasi 100 ppm. Dari larutan stok tersebut, dilakukan
pengukuran pada berbagai larutan standar protein dengan konsentrasi 0.2, 0.4, 0.6,
0.8, dan 1 (mg/ml). Untuk mengukur ini, 0,1 mL dari setiap larutan standar tersebut
ditambahkan ke dalam 5 mL reagen Bradford. Larutan kemudian diaduk dan
diinkubasi pada suhu ruang selama 10-60 menit. Kemudian, absorbansi larutan

diukur pada panjang gelombang A = 540 nm.
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Kandungan protein yang larut dalam enzim selulase diukur dengan cara
mencampurkan 5 mL reagen Bradford dengan 0,2 mL filtrat enzim, lalu diaduk.
Absorbansi larutan ini diukur pada panjang gelombang A = 540 nm. Konsentrasi
protein dalam sampel enzim diperoleh dengan merujuk pada kurva standar yang
disusun menggunakan larutan Bovine Serum Albumin (BSA) (Hasanah & Iwan,
2015).

111.7.10 Pengukuran Aktivitas Spesifik Enzim
Setelah menentukan kadar protein yang larut, aktivitas spesifik enzim dapat

dihitung dengan metode berikut:

Keterangan :
AS : Aktivitas spesifik enzim (Unit/mg)
AE : Aktivitas enzim (Unit/ml)
K : Kadar protein terlarut (mg/ml) (Utami et al., 2019).
111.7.11 Analisis Data

Penelitian ini menggabungkan metode deskriptif dan metode eksperimen.
Data yang dikumpulkan mencakup data kualitatif dan kuantitatif. Analisis data
kualitatif dilakukan secara deskriptif dengan mempertimbangkan jumlah isolat
serta karakteristik morfologi jamur, baik dari segi mikroskopis maupun
makroskopis. Informasi ini juga diperkuat dengan gambar-gambar yang disajikan.
Selanjutnya, identifikasi fungi dilakukan dengan merujuk kepada jurnal-jurnal
terkait dan buku identifikasi “lllustrated Genera Of Imperfect Fungi”. Sementara
itu, pengujian optimasi, termasuk suhu, pH dan waktu inkubasi, dianalisis
menggunakan Excel untuk data kuantitatif. Data kuantitatif dianalisis dengan
mempertimbangkan hasil pengukuran diameter zona bening, diameter koloni,
perhitungan aktivitas enzim, pengukuran nilai absorbansi, uji standar glukosa, uji

protein dan uji aktivitas spesifik enzim.
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BAB IV

HASIL DAN PEMBAHASAN

IV.1. Hasil Pengamatan

IVV.1.1 Karakterisktik Fungi Selulolitik Dari Serasah Akasia

Berdasarkan hasil isolasi fungi selulolitik secara duplo pada serasah daun

akasia dengan kode isolat FS1, FS2, FS3 dan FS4 diperoleh 5 jenis fungi selulolitik

yang berbeda yang telah diinkubasi selama 7 hari. Hasil pengamatan terdapat 5 jenis
fungi selulolitik berbeda dengan kode isolat FS1, FS2, FS3A, FS3B, dan FS4.

Semua isolat tersebut memiliki karakteristik yang berbeda-beda baik secara

makroskopis maupun mikroskopis. Berikut tabel karakteristik fungi selulolitik dari

serasah daun Akasia (Tabel IV. 1) dan tabel identifikasi fungi selulolitik dari
serasah daun Akasia (Tabel IV. 2).
Tabel IV.1 Karakteristik Morfologi Makroskopis dan Mikroskopis Sampel Serasah

Daun Akasia
Kode Isolat
Karakter
FS1 FS2 FS3A FS3B FS4
Makroskopis
Warna Koloni )
Coklat Putih { )
Tampak Putih Putih keabuan
keabuan Keabuan
Atas
Warna Koloni . Abu Putih )
Kekuningan : Keorenan  Abu Kehitaman
Tampak Bawah kehitaman Cream
Tekstur Koloni Beludru Beludru Kapas Kapas Beludru
) Tidak Tidak
Bentuk Koloni Bulat Bulat Bulat
Beraturan  Beraturan
Mikroskopis
. Tidak
Bentuk Hifa Bersepta Bersekat Bersepta Bersekat
Bersepta
] ) Bulat ]
Bentuk Konodia Bulat Elips ) Elips Bulat
Lonjong
] Memanjang Lateral
Bentuk Konodiofor Tunggal Oval Tunggal

Sederhana  Bercabang

Keterangan FS : Fungi Selulolitik
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Tabel 1V.2 Identifikasi Fungi Selulolitik dari Serasah Daun Akasia

No Kode Isolat Koloni Tampak Atas Koloni Tampak Bawah Gambar Mikroskopis Keterangan
1. Hifa
FS1 2. Kolumella

1. (Mucor sp.) 3. Sporangiofor

FS2
(Alternaria sp.)

1. Konidia
2. Konidiofor

g, |
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No

Kode Isolat Koloni Tampak Atas Koloni Tampak Bawah Gambar Mikroskopis Keterangan
3. FS3A
(Acremonium
sp.
) 1. Konidia
2. Konidiofor
4, FS3B o
(Clasdosporium 1. Konidia
2. Konidiofor
sp.)
5. FS4 1. Kolumela
(Rhizopus sp.) 2. Sporangiofora
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IV. 1.2 Pertumbuhan Fungi dan Waktu Inkubasi pada Kondisi Optimum pH

dan Suhu Terhadap Aktivitas Enzim Selulase

Kurva pertumbuhan ini dibuat untuk mengetahui kondisi optimum fungi
selulolitik akasia dalam memproduksi enzim selulase. Hasil penelitian dari
perlakuan pada isolat FS1, FS2, FS3A, FS3B dan FS4 yang diinkubasi
menggunakan shaker inkubator dengan kecepatan 121 rpm pada suhu 30 °C.
Kemudian kultur diambil sesuai waktu interval pengamtan dan disentrifugasi untuk
memisahkan pellet dan supernatan. Pellet kemudian dioven untuk mendapatkan
hasil biomassa sel kering dan supernatan diukur absorbansinya menggunakan
spektro Uv-Vis untuk mendapatkan nilai produksi enzim. Hasil pertumbuhan dan

produksi enzim pada setiap isolat dapat dilihat pada gambar berikut.

Pertumbuhan dan Produksi Enzim Selulase FS1

0,6 0,5551 1,8

s 1,5881,6
€ o5 =
] 14 E
0 0,4 12 2
i~ 0,9137 €
0,9217 ’ 0,2642, £
< 03 gazss 0,2590  0,7927 1R
3 0,208 0,8203 08 =
8 02 0,7804 06 =
e}
g 0,1927 0’4 e
o 01 0,0403 a

@ 0,0007 0,2

0 0
1 2 3 4 5 6 7
Hari
Biomasa Sel Kering (gram) Produksi Enzim (U/ml)

Gambar V.1 Pertumbuhan dan Produksi Enzim Selulase oleh Fungi FS1 Selama
7 Hari

Biomassa sel kering fungi FS1 pada hari ke 1-5 berada pada fase lag yang
dimulai pertumbuhan sebesar 0,0007 yang mengalami kenaikan hingga hari ke 4
sebesar 0,2590 dan mengalami penurunan pada hari ke 5 dengan nilai 0,1927. Fase
log fungi FS1 terjadi pada hari ke 6-7 yang ditandai dengan kelonjakan
pertumbuhan fungi hingga mencapai 0,5551. Produksi enzim fungi FS1 dimulai
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dari 0,9217 U/ml pada hari ke 1 dan mendapatkan nilai tertinggi pada hari ke 7
sebesar 1,5881 U/ml pada saat fungi berada pada fase log.

Pertumbuhan dan Produksi Enzim Selulase FS2

— 025 3,1265 3,5
€ ® 0,2317 ; =
o 2,9745 =
2 0 76085« =
o 60835 5
‘= 0,15 5 g
< 0,132 S
o w
& 01 1,0632 0,9609 15 =
® 1,1304 1 =
2 005 0,7432 3
.g 0,0387 0,041 0,0397 05 &
o 0 . ,0027 0
1 2 3 4 5 6 7
Hari
==@==Biomasa Sel Kering (gram) Produksi Enzim (U/ml)

Gambar V.2 Pertumbuhan dan Produksi Enzim Selulase oleh Fungi FS2 Selama
7 Hari

Biomassa sel kering hari ke 1-3 berada pada fase lag, fase log 4-5, stasioner
tidak berlangsung lama dan mengalami fase kematian pada hari ke 7. Produksi
enzim dimulai dari 1,0632 U/ml pada hari ke 1 meningkat pada fase log yakni pada
hari ke 4-5 hingga mendapati nilai tertinggi yakni 3,1265 U/ml dan mengalami
penurunan seiring dengan penurunan biomassa kering yang berlangsung pada fase
kematian hari ke 7 didapati 2,6085 U/ml.
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Pertumbuhan dan Produksi Enzim Selulase FS3A

0,08 3,3592 3,5565 0,0717 4

= =
m ~~
5006 33
> I
o004 2,5135 2 "5
g 09651 09077 (9085 G
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» 0,0009  0,0003 0,0211  0,0261 0,0031 3
2 0 | “F
£ 1 2 3 4 5 6 / -
§ )

& Hari

=@=—Biomasa Sel Kering (gram) ==@=Produksi Enzim (U/ml)

Gambar V.3 Pertumbuhan dan Produksi Enzim Selulase oleh Fungi FS3A
Selama 7 Hari

Biomassa sel kering hari ke 1-6 berada pada fase lag, jamur ini lebih lama
beradaptasi pada lingkungan dan pada hari ke 7 berada pada fase log mengalami
kenaikan hingga 0,0717. Produksi enzim meningkat pada hari ke 5 hingga
mendapati 3,3592 U/ml saat berada pada fase lag, mendapatkan nilai tertinggi pada
hari ke 6 hingga mencapai 3,5565 U/ml, dan mengalami penurunan nilai produksi
enzim pada hari ke 7 dengan nilai 2,5135 U/ml.

Pertumbuhan dan Produksi Enzim Selulase FS3B

06  0,8795 1
£ €
gos 99226 05 5
a0 0,4
£ 06 £
@ 0,3 c
3 0,2 ;5
© ©
3 01 00003 028
£ ' =
s 0 0
& 1 2 3 4 5 6 7

Hari

==@==Biomasa Sel Kering (gram) =@==Produksi Enzim (U/ml)

Gambar V.4 Pertumbuhan dan Produksi Enzim Selulase oleh Fungi FS3B
Selama 7 Hari
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Biomassa sel kering hari ke 1-5 berada pada fase lag, berada pada fase log
pada hari ke 6 mengalami kenaikan hingga 0,5649, dan menuju fase stasioner pada
hari ke 7. Produksi enzim mengalami penurunan pada hari ke 2 dan ke 3 hingga
mendapati nilai 0,5646 U/ml, kembali meningkat 0,8107 U/ml, turun hingga hari
ke 6 dengan nilai 0,5747 U/ml, dan melonjak naik pada hari ke 7 dengan nilai
0,9077 U/ml.

Pertumbuhan dan Produksi Enzim Selulase FS4

0,0019
s oo 3,4097 4
S 35 E
30,0015 . 5
£ 1,9932 25 E
E 0,001 ) ,_%‘
) 0,9523 0,8558 0,889 073 0,9876 1,5 E
¥ 0,0005 , .
g 0,0002 3
g 0,0003 05 2
g 0 0,0002  0,0002 00003 : 0,0003 o
m 1 2 3 4 5 6 7
Hari
—e—Biomasa Sel Kering (gram) Produksi Enzim (U/ml)

Gambar V.5 Pertumbuhan dan Produksi Enzim Selulase oleh Fungi FS4 Selama
7 Hari

Biomassa sel kering hari ke 1-3 berada pada fase lag, berada pada fase log
pada hari ke 4, mengalami fase stasioner pada hari ke 5-6, dan pada hari ke 7
inkubasi didapati fase kematian. Produksi enzim memuncak pada hari ke 5 yakni
pada fase pertumbuhan stasioner jamur yakni sebesar 3,4097 dan kembali turun
pada hari ke 6.

Grafik di bawah ini untuk mengetahui kondisi suhu dan pH optimum fungi
selulolitik akasia dalam memproduksi enzim selulase. Hasil penelitian dari
perlakuan pada isolat FS1, FS2, FS3A, FS3B dan FS4 yang diinkubasi pada suhu
yang berbeda yaitu suhu 20 °C, 30 °C dan 40 °C dengan variasi pH 5,0, 5,5 dan 6,0.

Isolat diinkubasi selama 7 hari, kemudian diukur absorbansinya menggunakan
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spektro Uv-Vis untuk mendapatkan nilai produksi enzim. Hasil produksi enzim
pada setiap isolat disajikan pada gambar berikut.

Pengaruh Suhu Terhadap Produksi Enzim FS1
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Gambar 1V.6 Pengaruh Suhu dan pH Terhadap Produksi Enzim fungi FS1

Gambar diatas menunjukkan bahwa fungi FS1 memiliki suhu optimum
untuk memproduksi enzim selulase ada pada suhu 30°C, aktivitas enzimnya sebesar
2,9551 U/mL. Pada variasi pH dapat dilihat bahwa pH 5,0 memiliki nilai produksi
enzim selulase maksimum, aktivitas enzimnya mencapai 1,4404 U/mL. Pada
variasi pH lainnya nilai produksi enzim selulase rendah sehingga tidak
memproduksi enzim secara maksimum.
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Pengaruh Suhu Terhadap Produksi Enzim FS2
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Gambar 1V.7 Pengaruh Suhu dan pH Terhadap Produksi Enzim fungi FS2

Gambar diatas menunjukkan bahwa fungi FS2 memiliki suhu optimum
untuk memproduksi enzim selulase terdapat pada suhu 40°C, aktivitas enzimnya
sebesar 1,8662 U/mL. Pada variasi pH dapat dilihat bahwa pH 6,0 memiliki nilai
produksi enzim selulase maksimum, aktivitas enzimnya mencapai 2,9058 U/mL.
Pada variasi pH lainnya nilai produksi enzim selulase rendah sehingga tidak

memproduksi enzim secara maksimum.
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Pengaruh Suhu Terhadap Produksi Enzim FS3A
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Gambar 1V.8 Pengaruh Suhu dan pH Terhadap Produksi Enzim fungi FS3A

Gambar diatas menunjukkan bahwa fungi FS3A memiliki suhu optimum
untuk memprod‘uksi enzim selulase terdapat pada suhu 40°C, aktivitas enzimnya
sebesar 1,4245 U/mL. Pada variasi pH dapat dilihat bahwa pH 6,0 memiliki nilai
produksi enzim selulase maksimum, aktivitas enzimnya mencapai 3,3840 U/mL.
Pada variasi pH lainnya nilai produksi enzim selulase rendah sehingga tidak

memproduksi enzim secara maksimum.
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Pengaruh Suhu Terhadap Produksi Enzim
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Gambar 1V. 9 Pengaruh Suhu dan pH Terhadap Produksi Enzim fungi FS3B

Gambar diatas menunjukkan bahwa fungi FS3B memiliki suhu optimum
untuk memproduksi enzim selulase terdapat pada suhu 40°C, aktivitas enzimnya
sebesar 1,4780 U/mL. Pada variasi pH dapat dilihat bahwa pH 6,0 memiliki nilai
produksi enzim s_elulase maksimum, aktivitas enzimnya mencapai 1,4065 U/mL.
Pada variasi pH lainnya nilai produksi enzim selulase rendah sehingga tidak

memproduksi enzim secara maksimum.
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Pengaruh Suhu Terhadap Produksi Enzim
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Gambar V.10 Pengaruh Suhu dan pH Terhadap Produksi Enzim fungi FS4

Gambar diatas menunjukkan bahwa fungi FS4 memiliki suhu optimum
untuk memproduksi enzim selulase terdapat pada suhu 30°C, aktivitas enzimnya
sebesar 1,9694 U/mL. Pada variasi pH dapat dilihat bahwa pH 6,0 memiliki nilai
produksi enzim selulase maksimum, aktivitas enzimnya mencapai 1,7074 U/mL.
Pada variasi pH lainnya nilai produksi enzim selulase rendah sehingga tidak
memproduksi enzim secara maksimum.
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IV. 1.3 Indeks Selulolitik dan Aktivitas Enzim Selulase Oleh Fungi Selulolitik
pada Serasah Akasia (Acasia mangium)

Uji indeks selulolitik dilakukan dengan cara isolat fungi yang telah
dimurnikan ditumbuhkan dengan menggunakan ose bulat dan meletakkan satu ose
inokulum pada media selektif yaitu CMC. Isolat diinkubasi selama 3 hari. Isolat
yang tumbuh pada media CMC kemudian digenangi dengan 2 ml pewarna congo
red 0,1% selama 10 menit dan dibilas dengan larutan NaCl 1M. Zona bening yang
terbentuk disekitar koloni fungi menunjukkan bahwa fungi tersebut mampu
menghasilkan selulosa. Pengukuran diameter zona bening yang terbentuk dan
diameter koloni fungi dilakukan dengan tujuan untuk mengetahui indeks aktivitas
selulolitik isolat fungi.

Tabel 1V.3 Diameter Koloni dan Diameter Zona Bening Fungi Selulolitik

Diameter (mm) Indeks

Kode Isolat T it Sk Selulolitik keterangan
FS1 16,12 36,90 1,29 Sedang
FS2 19,07 39,07 1,05 Sedang
FS3A 40,04 55, 22 0,38 Rendah
FS3B 18,78 23,99 0,27 Rendah
FS4 32,39 42,77 0,32 Rendah

Berdasarkan hasil uji indeks selulolitik pada tabel 1V.3 diketahui seluruh
isolat yang membentuk indeks selulolitik dengan kategori sedang dan rendah. Isolat
terbaik yaitu FS1 dengan nilai indeks selulolitik 1,29 dan FS2 dengan nilai indeks

selulolitik 1,05. Kedua isolat tersebut akan diuji ke tahap lanjutan.

Gambar 1V.11 Zona Bening pada Fungi Selulolitik, a). Isolat, b). Zona Bening,
c). Media
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Uji standar glukosa dan aktivitas enzim selulase fungi selulolitik akasia FS1
dan FS2 dilakukan untuk mengetahui nilai kadar glukosa dan aktivitas enzim, dapat
dilihat dari lampiran 6.

Tabel 1V.4 Nilai Uji Standar Glukosa dan Aktivitas Enzim Selulase Fungi
Selulolitik

Kode Isolat Kadar Glukosa Aktivitas Enzim
(mg/mL) (U/mL)
FS1 2,6865 0,266 U/mL
FS2 3,0819 0,301 U/mL

Berdasarkan hasil uji standar glukosa pada isolat FS1 memperoleh nilai
2,6865 dengan nilai aktivitas enzimnya 0,266 U/mL. Isolat FS2 memperoleh nilai
3,0819 untuk standar glukosa dan 0,301 U/mL untuk nilai aktivitas enzim.

Uji protein dan aktivitas spesifik enzim selulase fungi selulolitik akasia FS1
dan FS2 dilakukan untuk mengetahui nilai kadar protein dan aktivitas spesifik
enzim, dapat dilihat dari lampiran 6.

Tabel IVV.5 Nilai Uji Standar Protein dan Aktivitas Spesifik Enzim Selulase Fungi
Selulolitik

Kode Isolat Kadar Protein Aktivitas Spesifik
(mg/mL) Enzim (U/mg)
FS1 4,0920 0,0650 U/mg
FS2 4,3185 0,0697 U/mg

Berdasarkan hasil uji standar protein pada isolat FS1 memperoleh nilai
4,0920 dengan nilai aktivitas spesifik enzim 0,0650 U/mg. Isolat FS2 memperoleh
nilai 4,3185 untuk standar protein dan 0,0697 U/mg.

IV.2. Pembahasan
IV. 2.1 Karakteristik Fungi Selulolitik dari Serasah Daun Akasia

Berdasarkan hasil pengamatan dari 5 isolat fungi selulolitik terdapat 5 jenis

fungi selulolitik yaitu, Mucor sp., Alternaria sp., Acremonium sp., Clasdosporium
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sp. dan Rhizopus sp. Karakteristik fungi yang diamati berdasarkan ciri mikroskopis
dan makroskopis. Secara makroskopis makroskopis Mucor sp. memiliki warna
koloni yaitu putih dan kemudian menjadi coklat keabuan, warna sebalik koloni
yakni kekuningan. Bentuk koloni bulat dan tekstur koloni seperti beludru. Secara
mikroskopis adanya hifa yang tidak bersepta dan berwarna hialin kebiruan,
sporangiofor berdinding tebal, adanya kolumela. Hal Ini sejalan dengan penelitian
Ristiari et al. (2018) mengatakan bahwa karateristik mucor yaitu koloni berwarna
putih dan selanjutnya akan berubah menjadi coklat keabuan saat umur 7 hari, warna
sebalik koloni yakni kekuningan. Sedangkan secara mirkoskipis memiliki hifa tidak
bersepta dan berwarna hialin atau kebiruan, sporangiofor berdinding tebal, adanya

kolumela, spora berdinding halus, berbentuk lonjong hingga semi bulat.

(Koleksi pribadi) 40x  (Izzatinnisa’ et al., 2020)
Keterangan (1) : Hifa dan (2) : Kolumella

Secara makroskopis Alternaria sp. memiliki warna koloni abu- abu,
berbentuk seperti beludru dengan permukaan agak kasar seperti kapas,
pertumbuhan menyebar ke samping, bagian dasar mulanya berwana putih
kemudian berubah dengan bertambahnya umur koloni menjadi warna kehitaman.
Sedangkan secara mikroskopis terdapat  konidia berbentuk seperti gada,
mempunyai septa. Hal Ini sejalan dengan penelitian Nuviani et al. (2023)
mengatakan bahwa awal nya pertumbuhan koloni berwarna putih hingga keabu-
abuan, koloni menyebar dan warnanya berubah dari cokelat keabu-abuan menjadi
hitam, tekstur yang dimiliki seperti kapas. Sedangkan secara mikroskopis
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menunjukkan ciri hifa bersepta, konidia memanjang berbentuk seperti gada atau
elips, terdapat septa, septa transfersal dan 1-4 septa longitudinal.

( Koleksi pribadi) 40x (AI-AbbaS| etal., 2021)_
Keterangan (1) : Konidia dan (2) Konodiofor

S,e'(‘:"ara makroskopis Acremonium sp. memiliki koloni berwarna putih
sampai'fkrem, tesktur koloni halus, sebaran memusat. Secara mikroskopié adanya
hifé' yang bersekat, tegak. Bentuk konidia bulat lonjong. Hal ini sejalan den}gan
penelitian Madriya (2019) mengatakan bahwa karateristik warna koloni yaitu putih
dengan krem pada bagian tengah. Tekstur koloni halus dan ketebalan agak timbul,
sebarannya memusat. Sedangkan secara mikroskopis menunjukkan hifa bersekat
dan hialin, bentuk dari konidiofor memanjang sederhana, tegak, h|aI|n dan konidia
bersel satu 2

(Koleksi Pribadi) 40x (Madriya, 2019)

Keterangan (1) : Konidia dan (2) konidiofor
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Secara makroskopis Clasdosporium sp. memiliki ciri koloni warna awal
dengan tampak atas putih kream dan tampak bawah kream keorenan kemudian
beberapa hari setelah membentuk konodia warna tetap menjadi warna seperti
sebelumnya, bentuk koloni bulat dan tekstrur koloni seperti beludru. Fath (2023)
juga mengatakan bahwa Clasdoporium sp. memiliki koloni yang bulat seperti
beludru. Solihin et al. (2021) mengatakan bahwa Pola pertumbuhan Clasdoporium
sp. menyebar dan cepat. Ciri mikroskopis Cladosporium yaitu konidia berbentuk
elips dan oval serta membentuk rantai. Konidifor memiliki konidifor lateral
bercabang serta berwarna coklat dan memiliki sel konidiogenesis berbentuk
makronidia bersepta satu berbentuk silinder

(e
1t
y o s Ly
( Koleksi pribadi ) 40x (Fath, 2023)

Keterangan (1): Konidia

Secara makroskopis Rhizopus sp. memiliki ciri koloni warna awal dengan
tampak atas dan tampak bawah putih kemudian beberapa hari setelah membentuk
konodia akan berubah, tampak bawah menjadi putih keabu-abuan dan tampak
bawah menjadi abu-abu kehitaman bentuk koloni tidak beraturan dan tekstur koloni
seperti kapas. Pernyataan ini sesuai dengan penelitian Ayun et al. (2022) memiliki
miselium berwarna putih keabuan, terlihat seperti kapas, dan memilki hifa yang
panjang. Secara makroskopis memilki koloni berwarna putih keabuan tesktur
seperti kapas, pertumbuhan cepat. Secara mikroskopis hifa berhialin, tidak bersepta,
adanya sporangofor. Khikmah & Haloho (2021) mengatakan bahwa karateristik
jamur rhizopus yaitu warna koloni berwarna putih keabuan hingga sampai

kehitaman, tekstur kolomi seperti kapas, pertumbuhannya dengan cepat. Secara
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mikroskopis mempunysi hifa tidsk bersepta, sporangiofor dapat tunggal atau
berkelompok, biasanya tidak bercabang. Sporangiofor menyangga sporagium yang

menghasilkan sporangiospora.

(Koleksi Pribadi) 40x (Ayun et al., 2022)
Keterangan (1) : Kolumela dan (2) Sporangiospor

1VV.2.2 Pertumbuhan Fungi dan Waktu Inkubasi pada Kondisi Optimum pH
dan Suhu Terhadap Aktivitas Enzim Selulase

Pertumbuhan pada fungi didefinisikan sebagai pertambahan berat (jumlah)
sel karena berat sel relatif sama dengan siklus sel. Pertumbuhan dapat dilihat dari
kerapatan biomassanya. Ketika fungi bertambah jumlahnya atau semakin besar
ukurannya dalam biakan cairterjadi peningkatan kekeruhan dalam biakan. Terdapat
lima isolat fungi yang digunakan dalam penelitian ini yaitu FS1 (Mucor sp.) FS2
(Alternaria sp.) FS3A (Acremonium sp.), FS3B (Clasdoporium sp.) dan FS4
(Rhizopus sp.).

Berdasarkan hasil perlakuan oleh fungi FS1 (Mucor sp.) yang ditampilkan
pada Gambar 1V.1 menunjukkan bahwa fungi FS1 (Mucor sp.) mengalami fase
adaptasi (lag) dimulai antara hari ke-1 sampai hari ke-5 yang ditandai oleh berat
biomassa sel kering fungi yang masih sedikit karena fungi masih beradaptasi
dengan lingkungan barunya. Fase log fungi FS1 (Mucor sp.) terjadi pada hari ke 6-7
yang ditandai dengan kelonjakan pertumbuhan fungi hingga mencapai 0,5551.
Produksi enzim fungi FS1 dimulai dari 0,9217 U/ml pada hari ke 1 dan mendapatkan
nilai tertinggi pada hari ke 7 sebesar 1,5881 U/ml pada saat fungi berada pada fase log.
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Sehingga didapati hasil optimasi waktu produksi enzim fungi FS1 (Mucor
sp.) terbaik terjadi pada hari ke-7 dengan nilai produksi enzim yaitu 1,5881 U/mL
yang berada pada fase log. Hasil ini didapati bahwa fase pertumbuhan spesies
Mucor sp secara signifikan mempengaruhi aktivitas enzim selulosa, sebagaimana
dibuktikan oleh penelitian Javanmard et al. (2023) mengemukakan bahwa Mucor
sp. menunjukkan peningkatan produksi enzim selulolitik selama fase pertumbuhan
eksponensial (log), yang mana ketersediaan nutrisi dan aktivitas metabolisme
berada pada puncaknya.

Pertumbuhan fungi dan waktu inkubasi optimum bagi produksi enzim yang
dihasilkan fungi FS2 (Alternaria sp.) adalah pada hari ke-5 pada fase log dengan
biomassa sel kering sebesar 0,2317 gram dan nilai produksi enzim sebesar 3,1265
U/mL. Tidak berbeda dengan FS1 (Mucor sp.), produksi enzim FS2 (Alternaria sp.)
mendapatkan nilai tertinggi juga pada fase log. Produksi enzim bertambah seiring
dengan pertumbuhan biomassa sel kering dan mencapai aktivitas tertinggi
menjelang fase stasioner atau diakhir fase eksponensial (log). Fase ini merupakan
fase pada saat sel bertambah dengan sangat banyak, aktivitas sel sangat meningkat,
merupakan fase yang penting dalam kehidupan Fungi. Hal ini terjadi karena adanya
penumpukan hasil metabolit yang digunakan untuk pertumbuhan Fungi. Kondisi
optimum untuk memproduksi enzim selulase terjadi pada akhir fase eksponensial.
Sejauh ini masih belum terdapat refrensi terbaru terkait kondisi waktu optimum
Alternaria sp. dalam memproduksi enzim selulase.

Pertumbuhan fungi dan waktu inkubasi optimum bagi fungi FS3A
(Acremonium sp.) adalah hari inkubasi ke-7 pada fase lag untuk biomassa sel kering
mencapai 0,0717 gram sedangkan nilai optimum produksi enzim pada hari ke 6
mencapai 3,5565 U/mL. Pertumbuhan fungi dan waktu inkubasi optimum bagi
fungi FS3B (Clasdoporium sp.) adalah hari inkubasi ke-6 pada fase stasioner
dengan biomassa sel kering mencapai 0,5649 gram dan nilai optimum produksi
enzim pada hari ke 7 mencapai 0,9077 U/mL. Fungi FS4 (Rhizopus sp.)
pertumbuhan fungi dan waktu inkubasi optimum bagi adalah selama 4 hari untuk
biomassa sel kering mencapai 0,0019 gram sedangkan nilai optimum produksi

enzim pada hari ke 5 mencapai 3,4097 U/mL. Hal ini menunjukkan bahwa pada
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fase stasioner, fungi FS3B (Clasdosporium sp.) dan Fungi FS4 (Rhizopus sp.) dapat
memproduksi enzim dengan baik walaupun dikatakan fungi berada pada fase diam
dan kekurangan nutrisi pada fase stasioner ini. Utami et al. (2019) juga
mendapatkan hasil produksi maksimum enzim selulase pada fase stasioner. Namun,
untuk saat ini belum didapati hasil penelitian terkini mengenai optimasi
pertumbuhan dan produksi enzim selulase oleh Acremonium sp., Clasdoporium sp.,
dan Rhizopus sp.

Aktivitas enzim sangat dipengaruhi oleh beberapa faktor, adapun faktor
utama yang harus diketahui yaitu suhu dan pH, dimana enzim dapat berkerja dan
melakukan fungsinya dengan secara optimal hanya dalam kisaran suhu dan pH
tertentu. Setiap isolat yang telah diamati memiliki suhu dan pH optimum yang
berbeda-beda dalam memproduksi enzim. Hal ini sesuai dengan pernyataan Kartika
& Ibrahim (2021) yang menyatakan bahwa pH merupakan salah satu faktor yang
harus diketahui dalam melihat aktivitas enzim, dikarenakan setiap enzim akan
berfungsi secara optimal hanya pada pH tertntu dan apabila pH tersebut berubah
maka akan menyebabkan protein penyusun enzim akan mengalami denaturasi. Oleh
karena itu, enzim yang dihasilkan oleh fungi memiliki pH optimum yang berbeda.
Nilai pH optimal berada pada kisaran 5,0 hingga 8,9 untuk aktivitas fungi
(Ingersoll, 2023). Abdulhadi & Ashish (2021) melanjutkan bahwa suhu optimum
untuk pertumbuhan fungi dan produksi selulase diukur dalam kisaran 30 °C hingga
60 °C.

Berdasarkan hasil pengamatan yang telah dilakukan diketahui bahwa fungi
FS1 (mucor sp.) (Gambar 1V.6) memproduksi enzim sebesar 2,9551 U/mL pada
suhu optimum di 30°C di hari ke 7 dan enzim selulase yang diproduksi maksimum
pada pH 5,0 dengan aktivitas enzim mencapai 1,4404 U/mL di hari ke 7 masa
inkubasi. Kondisi suhu dan pH tertinggi yang optimum dalam memproduksi enzim
ditemukan pada suhu 40 °C dan pH 6,0 yang didapatkan dari isolat FS2 (Alternaria
sp.) (Gambar 1V.7), FS3A (Acremonium sp.) (Gambar IV.8) dan FS3B
(Clasdoporium sp.) (Gambar 1V.9). Isolat FS4 (Alternaria sp.) aktivitas enzimnya
sebesar 1,8862 U/mL pada suhu 40 °C dan 2,9058 U/mL pada pH 6,0. Isolat FS3A
dengan aktivitas enzim 1,4245 U/mL dan 3,3840, sementara FS3B aktivitas
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enzimnya sebesar 1,4780 U/mL dan 1,4065 U/mL. Berbeda halnya dengan fungi
dengan kode isolate FS4 (Rhizopus sp.) (Gambar 1V.10) yang dapat memproduksi
enzim secara optimum pada suhu 30 °C dengan aktivitas enzim sebesar 1,9694
U/mL dan 1,7074 pada pH 6,0. Sedikitnya aktivitas enzim yang diperoleh juga
menurunkan aktivitas selulase, dimana hal ini dapat menyebabkan glukosa tidak
banyak di hasilkan. Menurut Puspitasari & Ibrahim (2021) aktivitas selulase
mengalami penurunan dikarenakan frekuensi tumbukan antara enzim dan substrat
kurang, sehingga menghasilkan sedikit produk glukosa.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa fungi FS1 (Mucor sp.) memproduksi
enzim selulase terbaik pada suhu 30 °C dengan aktivitas enzimnya sebesar 1,4404
U/mL. Hal ini sesuai dengan Abdulhadi & Ashish (2021) melaporkan bahwa M.
circinelloides WSSDBS2F1 memiliki suhu optimum produksi selulase pada 30 °C.
Berbeda halnya dengan yang diteliti oleh Behnam et al. (2019) bahwa suhu
optimum bagi Mucor indicus dan Mucor hiemalis adalah 26,6 °C. Hasil penelitian
menunjukkan bahwa fungi FS2 (Alternaria sp.) memproduksi enzim selulase
terbaik pada suhu 40 °C. Aktivitas enzimnya mencapai 1,8662 U/mL. Pada variasi
pH optimum terdapat pada pH 6,0 dan waktu inkubasi terbaik pada hari 7. Rathod
(2022) menyatakan bahwa Alternaria sp. peyebab busuk daun dan buah yang
ditandai dengan adanya bercak hitam. Namun, tidak semua spesies Alternaria
merupakan hama dan patogen; beberapa diantaranya menjanjikan sebagai agen
biokontrol terhadap spesies tanaman invasif. Genus tersebut kini diketahui bersifat
polifiletik.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa fungi FS3A (Acremonium sp.)
memproduksi enzim selulase terbaik dalam suhu 40 °C dengan aktivitas enzimnya
sebesar 1,4245 U/mL pada fase log hari ke-7. Hal ini sesuai berdasarkan Tabligo et
al. (2022) yang menyatakan bahwa idealnya Acremonium sp. menunjukkan
pertumbuhan yang signifikan dalam 3 hingga 7 hari. Hasil ini berbeda dari
tanggapan Hou et al. (2023) yang menyatakan bahwa suhu optimal untuk
pertumbuhan Acremonium umumnya antara 20 ‘C hingga 30 °C. Sehingga
diketahui bahwa Acremonium sp. yang didapat pada serasah Acasia mangium

Willd. ini dapat mentolerir kisaran suhu yang lebih luas, yang memungkinkan dapat
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beradaptasi dengan berbagai kondisi lingkungan. Summerbell et al. (2018) juga
memaparkan spesies Acremonium yang didapat, khususnya A. egyptiacum,
menunjukkan Kkisaran toleransi suhu di berbagai habitat dan kemampuan
beradaptasi terhadap kondisi termal yang berbeda.

Hasil penelitian dengan variasi pH didapatkan bahwa inkubasi fungi FS3A
(Acremonium sp.) pada pH 6.0 memiliki nilai produksi enzim selulase terbesar
dengan aktivitas enzimnya mencapai 3,3840 U/mL. Hal ini didukung oleh Hou et
al. (2023) yang menyatakan bahwa fungi Acremonium lebih menyukai pH yang
sedikit asam hingga netral, biasanya sekitar 5,5 hingga 7,0. Kisaran pH ini
mendukung aktivitas metabolisme dan pertumbuhan yang optimal secara
keseluruhan. Acremonium sp. ini ditemukan pada serasah Acasia mangium Willd.
yang diduga sebagai substrat organik yang dimanfaatkan sebagai nutrisi sumber
pertumbuhannya.

Summerbell et al. (2018) menjelaskan bahwa A. egyptiacum sering didapati
dari hasil isolasi lingkungan yang beragam, termasuk tanah, bahan tanaman yang
membusuk, lingkungan laut, dan sebagai endofit pada tanaman. Spesies
Acremonium yang didapat Tong et al., (2023) yakni Acremonium capsici dan
Acremonium guizhouense juga diisolasi dari tanah rizosfer Capsicum annuum, yang
umumnya dikenal sebagai paprika atau cabai. Sementara itu, Qin et al. (2024)
menemukan 68% spesies Acremonium berasal dari ekosistem laut, membuatnya
cukup fleksibel dalam preferensi habitat Acremonium di samping kemunculannya
di habitat darat.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa fungi fungi FS3B (Clasdoporium sp.)
memproduksi enzim selulase terbaik dalam suhu 40 °C dengan aktivitas enzimnya
sebesar 1,4780 U/mL pada hari ke-7. Berbeda halnya dengan yang disebutkan Kanj
et al. (2023) bahwa spesies Cladosporium umumnya tumbuh subur dalam berbagai
suhu, biasanya antara 20° C hingga 30° C (68° F hingga 86° F). Espinosa &
Almaguer (2018) juga menjabarkan bahwa Cladosporium cladosporioides
menunjukkan pertumbuhan optimal pada 25 °C diantara beberapa isolat dapat
berkembang antara 25-30 °C dan tidak ada ditemukan pertumbuhan atau sporulasi

yang terjadi pada suhu 37 °C. Sehingga dapat dikatakan bahwa Clasdoporium sp.
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yang diisolasi dari serasah Acasia mangium Willd. dapat tumbuh dengan rentang
suhu yang lebih tinggi yakni 40 °C dan menghasilkan enzim selulase dengan nilai
tinggi pada suhu tersebut. Lebih lanjut, Nativitas et al. (2023) menyatakan
Cladosporium tenuissimum diamati menginfeksi buah persik di musim semi-kering
dengan suhu berkisar antara 5-15 °C, sedangkan untuk Cladosporium carpophilum
yang lebih menyukai suhu hangat 20-30 °C di daerah lembap.

Hasil penelitian dengan variasi pH didapatkan bahwa inkubasi fungi FS3B
(Clasdoporium sp.) pada pH 6.0 memiliki nilai produksi enzim selulase terbesar
dengan aktivitas enzimnya mencapai 1,4065 U/mL. Hal ini didukung oleh Kanj et
al. (2023) yang menyatakan bahwa pH optimal untuk pertumbuhan Cladosporium
biasanya sekitar netral (pH 6 hingga 7). Cladosporium menjadi fungi yang dapat
ditemukan di berbagai habitat, termasuk tanah, bahan tanaman yang membusuk,
dan lingkungan dalam ruangan. Hal ini umumnya dikaitkan dengan daerah lembap
dan dapat ditemukan di rumah, terutama di tempat-tempat dengan kelembaban
tinggi.

Cladosporium umumnya ditemukan di berbagai lingkungan dan telah
dilaporkan menyebabkan penyakit pada banyak tanaman. Nativitas et al. (2023)
dari Meksiko melaporkan bahwa Cladosporium tenuissimum telah menyebabkan
penyakit pada tanaman persik, stroberi, dan papaya dengan menunjukkan
kemampuan beradaptasinya terhadap habitat yang berbeda. Lebih jauh, Mukhtar et
al. (2020) mengidentifikasi Cladosporium cladosporioides sebagai agen penyebab
hawar bunga pada Calliandra haematocephala di China, menyoroti keberadaannya
di habitat tanaman hias. Disisi lain, Puliga et al. (2023) mengisolasi Cladosporium
cladosporioides dari tanah yang ada di lahan pertanian.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa fungi FS4 (Rhizopus sp.) yang
diisolasi dari serasah Acasia mangium Willd. memproduksi enzim selulase terbaik
dalam suhu 30 °C dengan aktivitas enzimnya sebesar 1,9694 U/mL pada hari ke-7.
Spesies Rhizopus lain juga dilaporkan seperti Rhizopus stolonifer var. reflexus TP-
02 Li et al. (2015) dan Rhizopus oryzae UC2 Ezeilo et al., (2019) memproduksi
selulase secara optimal pada suhu 30 °C. Berbeda dengan Rhizopus oryzae yang

diteliti oleh Behnam et al. (2019) yang optimum dalam memproduksi enzim
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selulase pada suhu 26,6° C dengan nilai 281 U/g. Rhizopus oryzae SN5 juga
didapati Pandey & Negi (2020) memproduksi selulase secara optimum pada suhu
40 °C.

Produksi enzim selulase fungi FS4 (Rhizopus sp.) yang diisolasi dari serasah
Acasia mangium Willd. optimum pada variasi pH pH 6.0 dengan nilai mencapai
1,7074 U/mL. Hasil ini tidak sesuai dengan penelitian Ezeilo et al. (2019) yang
mendapati bahwa Rhizopus oryzae dalam substrat fermentasi memproduksi selulase
optimum pada rentang pH 3.0-5.0. Perbedaan ini dapat dikarenakan kondisi substrat
media pertumbuhan yang berbeda. Disisi lain, Pandey & Negi (2020) mendapati
kondisi pH 4,8 menjadi pH optimal bagi Rhizopus oryzae SN5 dalam ekstraksi
selulase dengan menggunakan buffer Na-sitrat.

Rhizopus sp. pada penelitian ini memanfaatkan bahan organik dari serasah
Acasia mangium Willd. sebagai nutrisi sumber pertumbuhannya. Habitat Rhizopus
sp. telah banyak didokumentasikan dan menunjukkan implifikasi ekologi yang luas.
Janarkho et al. (2023) mendapati Rhizopus sp. dari tempe segar yang menunjukkan
bahwa Rhizopus sp. tumbuh subur di lingkungan yang kaya bahan organik, seperti
makanan fermentasi. Habitat ini mendukung pertumbuhannya dan produksi
berbagai metabolit. Gharieb et al. (2023) melaporkan bahwa Rhizopus arrhizus
umumnya ditemukan di tanah dan bahan organik yang membusuk dengan
persediaan nutrisi yang cocok untuk pertumbuhannya. Rhizopus arrhizus juga
termasuk jamur endofit yang artinya juga dapat hidup di dalam jaringan tanaman.
Disisi lain, Rhizopus oryzae ditemukan pada bahan tanaman yang membusuk dari
limbah pertanian, seperti dedak gandum oleh Pandey & Negi (2020) dan
perkebunan kelapa sawit oleh Ezeilo et al. (2019) dengan memanfaatkan substrat
untuk fermentasi keadaan padat.

V. 2.3 Indeks Selulolitik dan Aktivitas Enzim Selulase Oleh Fungi Selulolitik
pada Serasah Akasia (Acasia mangium)

Isolasi Fungi selulolitik pada serasah daun akasia memperoleh lima isolat
diseleksi dengan melakukan uji indeks selulolitik pada media CMC dengan hasil
diketahui bahwa semua isolat dapat menghasilkan zona bening yang menunjukkan

bahwa fungi berpotensi dalam menghasilkan enzim. Pernyataan tersebut sesuai
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dengan Abdulhadi et al. (2021) yang mengatakan bahwa zona bening pada cawan
petri merupakan indikasi adanya potensi enzim selulase. Fungi yang menghasilkan
zona bening dianggap berpotensi sebagai penghasil enzim selulase. Menurut
Sukmawati et al. ( 2018) zona bening pada media CMC terbentuk karena terdapat
CMCase yang memutus ikatan -1,4-glikosidik dalam media CMC serta adanya
ikatan kuat antara polisakarida yang memiliki kandungan -(1,4)-D-glukopiranosil

dengan Congo red.

CMC yang digunakan dalam medium merupakan polimer dengan bobot
molekul tinggi yang menyebabkannya tidak dapat ditranspor ke dalam sel mikroba.
Enzim yang dilepaskan ke luar sel sehingga selulase yang dihasilkan oleh isolat
fungi disekresikan ke luar sel dan berdifusi di permukaan agar. Tahap pewarnaan
dengan congo red untuk mendeteksi substrat CMC pada medium yang ditandai
dengan warna merah sedangkan zona bening menunjukkan substrat yang
dihidrolisis oleh enzim selulase yang dihasilkan dan dikeluarkan oleh isolat fungi.
Metode ini merupakan metode penapisan awal yang dapat memperoleh hasil secara
cepat dan sensitif. Larutan congo red berinteraksi secara kuat dengan ikatan -1,4-
glikosidik  (Khoirunnisa & Sjamsuridzal, 2020). Kemudian dilakukan
menggunakan NaCl yang bertujuan untuk membuang congo red yang tidak
berikatan dengan polisakarida. Siruwahni, D & Rasyidah (2023) Pembilasan
dengan NaCl akan melunturkan congo red terutama di daerah sekitar koloni yang
mengandung turunan selulase yang terhidrolisis seperti selodekstrin, selobiosa dan
glukosa karena congo red tidak terikat dengan kuat seingga membentuk zona
bening disekitar koloni.

Besar kecilnya zona bening juga merupakan indikasi awal banyak
sedikitnya selulase yang dihasilkan, semakin besar zona bening yang dihasilkan
kemungkinan selulase yang dihasilkan semakin besar pula atau aktivitas enzimnya
yang lebih tinggi (Saputri, 2024). Hasil penelitian menunnjukkan bahwa dua isolat
yang tergolong dalam kategori sedang, yaitu FS1 (Mucor sp.) dan FS2 (Alternaria
sp.) memiliki indeks selulolitik mencapai 1,29 dan 1,05. Sedangkan tiga isolat
lainnya memiliki kategori lemah vyaitu FS3A (Acremonium sp.), FS3B
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(Clasdosporium sp.) dan FS4 (Rhizopus sp.) memiliki indeks selulolitik dengan
nilai 0,38, 0,27 dan 0,32 dapat dilihat pada Tabel 1VV.3. FS1 (Mucor sp.) dan FS2
(Alternaria sp.) merupakan isolat yang membentuk indeks selulolitik terbaik
dibandingkan ketiga isolat lainnya, sehingga kedua isolat tersebut yang akan diuji

ke tahap selanjutnya.

Pengukuran aktivitas enzim diukur menggunakan metode DNS. Pratiwi et
al. (2018) mengatakan bahwa metode DNS lebih banyak digunakan dalam
pengukuran aktivitas enzim yang produknya berupa gula pereduksi, meskipun
harga pereaksinya lebih mahal namun DNS memiliki tingkat ketelitiannya lebih
tinggi sehingga dapat mengukur gula pereduksi dalam konsentrasinya. Nilai
aktivitas enzim dapat diketahui dengan menggunakan kurva standar glukosa yang
telat disajikan pada Lampiran 6. Kadar glukosa bagi fungi FS1 (Mucor sp.) sebesar
2,6865 pada hari ke 5 dengan nilai aktivitas enzimnya mencapai 0,266 U/mL dapat
dilihat pada Tabel I1V.4. Penentuan kadar protein dapat dilakukan dengan
menggunakan kurva standar protein yang telah disajikan pada Lampiran 6. Kadar
protein terlarut pada enzim selulase dari fungi FS1 (Mucor sp.) adalah sebesar
4,0920 mg/mL dapat dilihat pada Tabel IV.5. Setelah mengetahui kadar protein
terlarut, dapat dihitung nilai spesifik enzimnya. Utami et al., (2019) mengemukakan
bahwa aktivitas spesifik enzim merupakan besarnya aktivitas enzim per jumlah
protein yang terkandung dalam campuran enzim yang diuji, semakin tinggi nilai
produksi enzimnya maka aktivitas spesifik enzim yang dihasilkan semakin tinggi.

Nilai aktivitas spesifik enzim bagi fungi Mucor sp. mencapai 0,0650 U/mg.

Kadar glukosa bagi fungi FS2 (Alternaria sp.) sebesar 3,0819 pada hari ke
5 dengan nilai aktivitas enzim mencapai 0,301 U/mL dapat dilihat pada tabel Tabel
IV. 4. Penentuan kadar protein dapat dilakukan dengan menggunakan kurva standar
protein yang telat disajikan pada Lampiran 6. Kadar protein terlarut pada enzim
selulase dari fungi FS2 (Alternaria sp.) sebesar 4,3185 mg/mL dapat dilihat pada
Tabel IV.5. Setelah mengetahui kadar protein terlarut, dapat dihitung nilai spesifik
enzimnya. Nilai aktivitas spesifik enzim bagi fungi Alternaria sp. sebesar 0,0697

U/mg.
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Berbeda halnya dengan hasil penelitian yang dilakukan oleh Rohmah et al.
(2019) yang berhasil mengisolasi fungi selulolitik dari serasah salak. Produksi
enzim selulase oleh Theilaviopsis ethacetica SSL10 diketahui memiliki nilai
aktivitas enzim sebesar 0,8250 U/mL dan nilai aktivitas spesifik enzim mencapai
3,1578 U/mg. Aktivitas puncak tersebut terjadi pada fase eksponensial pada waktu
inkubasi 10 hari dengan suhu 40 °C pada pH 5,5. Hasil penelitian Utami et al.
(2019) berupa fungi Penicillium sp. SLL 06 yang berhasil diisolasi dari serasah
daun salak. Aktivitas enzim selulase sebesar 0,4066 U/mL dan nilai aktivitas enzim
mencapai 0,9995 U/mg. Waktu optimum produksi enzim selulase terdapat pada
suhu 30 °C dan pH 5,5 dengan waktu inkubasi selama 3 hari.
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BAB V
PENUTUP
V. 1. Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan, dapat diambil
kesimpulan sebagai berikut :

1. Terdapat 5 isolat fungi selulolitik yang mendegradasi selulosa. Fungi
selulolitik dengan kode isolat FS1 termasuk genus Mucor sp., FS2 termasuk
genus Alternaria sp., FS3A termasuk genus Acremonium sp., FS3B
termasuk genus Clasdoporium dan FS4 termasuk genus Rhizopus sp.

2. Kondisi optimum pH dan suhu terbaik dari fungi selulolitik Mucor sp. ada
pada pH 5,0 dan suhu 30 °C. Dan kondisi optimum bagi fungi selulolitik
Alternaria sp. ada pada pH 6,0 dan suhu 40 °C.

3. Terdapat 2 hasil uji zona bening terbaik pada media CMC yaitu FS1 nilai
indeks selulolitik 1,29 dan FS2 nilai indeks selulolitik 1,05 dan aktivitas
enzim bagi fungi FS1 (Mucor sp.) mencapai 0,266 U/mL dengan nilai
aktivitas spesifik enzimnya mencapai 0,0650 U/mg. Dan juga Aktivitas
enzim bagi fungi FS2 (Alternaria sp.) mencapai 0,301 U/mL dengan nilai

aktivitas spesifik enzimnya mencapai 0,0697 U/mg.

V.2. Saran

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, perlu dilakukan penelitian lebih
lanjut mengenai penambahan waktu inkubasi fungi selulolitik untuk mendapatkan
fase pertumbuhan terbaik, variasi suhu termofilik dalam memproduksi enzim
selulase, identifikasi molekuler jamur dan pemurnian enzim untuk pemanfaatan

pengobatan anti jamur.
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Lampiran 4. Skema Kerja (diagram alir)

ANV AL

Serasah Akasia

Sterilisasi

Isolasi Fungi

Pengamatan

Pemurnian

Peremajaan
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Optimasi Pengukuran Aktivitas
v Waktu / \4
Suhu pH Inkubasi Penentuan Penentuan
Kadar Kadar
Protein Glukosa
20°C 5,0 M
7 Hari
30°C 55
40°C 6.0 Pengukuran Aktivitas
Spesifik Enzim
A
Analisis Data




Lampiran 5. Dokumentasi Kegiatan

Pengambilan sampel
serasah akasia (Acasia
mangium wild.)

Pengukuran Intensitas
Cahaya

Sterilisasi sampel serasah
daun untuk diisolasi.

Isolasi Fungi selulolitik
Akasia (Acasia mangium
wild.)

Pemurnian fungi
Selulolitik Akasia (Acasia
mangium wild.)

Membuat apusan sampel
Fungi Selulolitik yang
akan diidentifikasi.

Sampel Fungi Selulolitik
yang akan diidentifikasi.
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Pengukuran diameter
koloni sampel isolasi awal

Penyiapan media PDB
untuk pengamatan
pertumbuhan Fungi dan
waktu inkubasi.

Isolat fungi yang
ditambahkan ke dalam
media PDB untuk
pengamatan pertumbuhan
fungi dan waktu inkubasi

Sampel untuk pengamatan
pertumbuhan Fungi dan
waktu inkubasi.

Sampel dishaker dengan
suhu 30 °C dan
kecepatan 120 rpm

Proses pengamatan
pertumbuhan fungi dan
waktu inkubasi

Sampel yang akan sentrifus

Sampel di sentrifus

Proses penyaringan sampel
menggunakan kertas saring
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Proses pengovenan
biomassa sel kering

Penimbangan biomasa sel
kering

Proses penambahan fungi
dalam media PDB untuk
uji penentuan suhu dan pH
optimum produksi enzim

Media PDB yang akan di
inkubasi dengan suhu
yang berbeda

wrre

i 3! &‘- » &u

Media PDB yang telah
dimodifikasi pH

Proses penetesan Congo
red untuk uji indeks
selulolitik

Proses penambahan
Reagen DNS untuk
uji glukosa

Larutan glukosa + Reagen
DNS setelah di panaskan
dalam air mendidih

Proses penambahan buffer
natrium sitrat untuk uji
aktivitas enzim Selulase
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Uji aktivitas enzim
Selulase FS1 dan FS2

Ekstrak kasar enzim
selulase FS1 dan FS2

Uji protein

Uji protein dan sampel
ekstrak kasar enzim FS1
dan FS2

Pengecekan nilai
absorbansi menggunakan
spektro UV-Vis
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Gambar Hasil Isolasi Awal Fungi Selulolitik Akasia

FS1 FS2
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FS3A

FS3B

FS4
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Gambar Hasil Indeks Selulolitik

ST . FS2

FS3A FS3B

FS4
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Lampiran 6. Rumus Perhitungan

a. Perhitungan Larutan Stok Glukosa

Konsentrasi Glukosa Absorbansi
kontrol 0,0107
200 ppm 1,1901
400 ppm 1,7132
600 ppm 2,2107
800 ppm 2,7236
1.000 ppm 3,3949
Kurva Standar Glukosa
/O
,//
- y = (
L > o ' =
>

Setelah diperoleh kurva standar glukosa, persamaan garis y = ax + b
digunakan untuk mengetahui konsentrasi glukosa (x) dari sampel yang akan diukur
absorbansinya. Hasil kurva standar glukosa memiliki persamaan linear y = 0,6291x
— 0,328 dengan nilai korelasi (R?) sebesar 0,9736. Persamaan ini digunakan untuk
mengetahui konsentrasi glukosa pada sampel yang diuji.

b. Perhitungan Glukosa dan Aktivitas Enzim

Kadar Glukosa Isolat FS1

Hari ke - Nilai Absorbansi
1 1,6526

2 1,0713

3 1,2312

4 2,3642

5 2,6865
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Kadar Glukosa Isolat FS2

Hari ke - Nilai Absorbansi
1 1,6259

2 1,4244

3 1,8074

4 1,9283

5 3,0819

Perhitungan Aktivitas Enzim Isolat FS1 dan FS2
FS1

y=ax+b

2,6865 = 0, 6291x + (-0,328)

2,6865 + 0,328 = 0,6291x

3,0145 =0,6291x

0,6219x =3,0145

13,0145
* =70.6291

X =4,7917

- C H
~ BM glukosa Xt * E

44791 5
~180x10 ‘05
2395

~ 900
AE = 0,0266
AE =2,66 x 102x 10
AE = 2,66 x 10!
AE = 0,266 U/mL
FSA 1b

AE

AE

y=ax+b
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3,0819 = 0,6291x + (-0,328)
3,0819 + 0,328 = 0,6291x

3,4099 =0,6291x
0,6291x = 3,4099
3,4099
¥ T 0,6291
X =5,4202
AE = ¢ xE
BM glukosa Xt E
AE = 5,4202 . 5
180x 10 0,5
27,101
900
AE = 10,0301
AE =3,01x 102x 10
AE=3,01x10%

AE =0,301 U/mL

c. Perhitungan Larutan Stok Protein

No Konsentrasi Protein Absorbansi
1 kontrol 0,0028
2 0,2 1,1064
3 0,4 1,2622
4 0,6 1,7341
5 0,8 1,9926
6 1 2,4328
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Kurva Standar Protein

2,5 y = 0,4366x - 0,1062
— R? = 0,9307.
o 9
C
@O
21,5
o
8
<
0,5
0
0 1 2 3 4 5 6 7

Konsentrasi (ppm)

Hasil uji standar protein memiliki persamaan lineary = 0,4366x — 0,1062.
dengan nilai korelasi (R?) sebesar 0,9307.

d. Perhitungan Protein dan Spesifik Enzim

Kadar Protein Isolat FS1

Hari ke - Nilai Absorbansi
1 3,2182

2 2,7662

3 3,1545

4 3,5457

5 4,0920

Kadar Protein Isolat FS2

Hari ke - Nilai Absorbansi
1 3,0402

2 3,1279

3 3,1020

4 3,8130

5 4,3185
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Perhitungan Spesifik Enzim Isolat FS1 dan FS2
FS1

_AE

K

0,266 U/mL
4,0920
AS =0,0650 U/mg
FS2
_ AE
K

4s — 0,301 U/mL
~ 43185

AS =0,0697 U/mg

AS

AS
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Lampiran 7. Daftar Harga Alat dan Bahan Penelitian

No | Alat dan Bahan penelitian | Jumlah Harga Unit | Total Harga
1. | Media PDA 30 gr Rp 4.000 | Rp  120.000
2. | Akuades 10 Liter Rp 4.000 | Rp  40.000
3. | DNS ( Di Nitro Salisilic | 50 ml Rp 125.000 | Rp 125.000
Acid)
4. | Cawan Petri 20 buah Rp 3.000 | Rp  60.000
5. | Sarung Tangan 1 pacs Rp 50.000 | Rp  50.000
6. | Tisu 1 pacs Rp. 10.000 | Rp. 10.000
7. | Plastik Wrap 1 pacs Rp 20.000 | Rp  20.000
8. | Kertas Label 1 pacs Rp 12.000 | Rp 12.000
9. | Masker 1 pacs Rp 30.000 | Rp  30.000
10. | Minyak spiritus 1 Liter Rp 46.000 | Rp 46.000
11. | korek 1 buah Rp. 2.000 | Rp. 2.000
12. | Bunsen 1 buah Rp 30.000 | Rp. 30.000
13. | Alkohol 95% 2 liter Rp 45.000 [ Rp  90.000
14. | Botol semprot 500 ml 1 buah Rp 25.000 | Rp  25.000
15. | Media BSA 10 gr Rp 66.000 | Rp  66.000
16. | Media PDB 100 ml Rp 120.000 | Rp 120.000
17. | Buffer Natrium Sitrat 50 ml Rp 55.000 | Rp  55.000
18. | Kapas 1 pacs Rp 20.000 | Rp 20.000
19. | Aluminium foil 1 buah Rp 30.000 | Rp  30.000
20. | Reagen Bradford 15 ml Rp. 70.000 | Rp. 70.000
Jumlah Rp 1.021.000
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