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ABSTRACT

Production of cellulase by Aspergillus niger was carried out by growing the cultureson sago waste. Sago waste contains
cellulose that has not been used optimally. Cellulose is apolysaccharide consisting of glucose monomerslinked by (3-1,4-
glycosides bonds. Glycoside bonds in cellulose can be enzymatically hydrolyzed into glucose with cellulase enzymes.
Solid fermentation used to produce cellulase on sago waste as substrate was influenced by pH (3 to 6), moisture content
(40% to 85%), and fermentation time (4 to 10 days). Products of the cellulase enzyme activity was measured by phenol-
sulfuric acid method. The results showed that the highest cellulase enzyme activity was 0.172 U/mL obtained at 85%
moisture content, pH 5, and 8 days of fermentation time.
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ABSTRAK

Produksi enzim selulase oleh Aspergillus niger pada ampas sagu telah dilakukan. Ampas sagu adalah salah satu bahan
yang mengandung selulosa di mana ampas sagu belum dimanfaatkan secara optimal. Selulosa merupakan polisakarida yang
terdiri atas monomer glukosa yang dihubungkan oleh ikatan 3-1,4-glikosida. Ikatan glikosida pada selulosadapat dihidrolisis
menjadi glukosa secaraenzimatik dengan enzim selulase. Fermentasi padat digunakan untuk menghasilkan enzim selulase
pada substrat ampas sagu yang dipengaruhi oleh faktor pH (3 sampai 6), kadar air (40% sampai 85%) dan waktu fermentasi

(4 sampai 10 hari). Produk aktivitas enzim selulase diukur dengan metode fenol-asam sulfat. Hasil penelitian menunjukkan
bahwa aktivitas enzim selulase tertinggi adalah 0,172 U/mL yang diperoleh padakadar air 85%, pH 5, dan waktu fermentasi

8 hari.

Kata Kunci: Ampas sagu, Aspergillusniger, Selulase

PENDAHULUAN

Enzim selulase merupakan enzim yang dapat
menghidrolisis ikatan B(1-4) pada selulosa. Adanya
selulosa dalam suatu substrat dapat menginduksi
terbentuknya enzim selulase oleh mikroorganisme
selulolitik. Mikroorganisme selulolitik yang dapat
digunakan untuk menghasilkan enzim selulase misalnya
kapang Aspergillusniger (Ul-hag et al. 2005).
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Substrat yang digunakan untuk memproduksi enzim
selulase adalah substrat berbahan lignoselulosa. Substrat
lignoselulosa yang telah diteliti dengan kapang A. niger
yaitu jerami padi (Sa’adah et al. 2008), serbuk gergaji kayu
(Guruchandran & Sasikumar 2010; Acharya et al. 2008),
ampas tebu (Guruchandran & Sasikumar 2010), tandan
pisang (Retnoningtyas et al. 2006), jerami gandum
(Jecu 2000), kulit gandum (Jecu 2000), dan ampas singkong
(Pothiraj et al. 2006).
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Ampas sagu merupakan bahan lignoselulosa yang
berasal dari empelur sagu yang telah diambil patinya.
Kandungan pati yang terdapat dalam empelur sagu hanya
18,5% dan sisanya 81,5% merupakan ampas sagu. Ampas
sagu mengandung selulosa sebesar 20% dan lignin sebesar
21% (Kiat 2006).

Ampas sagu adal ah limbah perkebunan yang saat ini
belum dapat dimanfaatkan secara optimal. Pemanfaatan
ampas sagu hanya sebatas pada pakan ternak saja.
Kandungan selulosa yang cukup tinggi dapat
dimanfaatkan untuk memproduksi enzim selulase. Saat ini,
enzim selulase digunakan secara luas dalam industri
makanan, tekstil, pulp dan kertas serta biofuel (Nakari &
Pentilla1996; Sukumaran et al. 2005).

Fermentasi padat dapat digunakan untuk
memproduksi enzim selulase. Fermentasi media padat
merupakan proses fermentasi yang berlangsung dalam
substrat tidak terlarut tetapi mengandung air yang cukup
sekalipun tidak mengalir bebas (Dharma 1992). Terdapat
beberapa faktor-faktor yang dapat mempengaruhi proses
fermentasi seperti kadar air, pH, dan waktu fermentasi.

Kadar air merupakan faktor penting dalam fermentasi
padat. Kadar air berpengaruh pada pertumbuhan
mikroorganisme, biosintesis, dan sekresi enzim (Alam et
al. 2005). Faktor lainnyaadalah pH yang merupakan salah
satu faktor dalam pertumbuhan mikroorganisme.
Pengaturan pH sangat penting agar mikroorganisme yang
ditumbuhkan dapat menghasilkan produk yang optimal
(Gandjar 2006). Selain itu, waktu fermentasi juga
mempengaruhi aktivitas mikroorganisme karena
mikroorganisme mengalami beberapa fase pertumbuhan
(Darwiset al. 1995). Pengaruh dari kadar air, pH, dan waktu
fermentasi untuk menghasilkan enzim selulase pada ampas
sagu oleh A. niger belum diketahui. Oleh karena itu,
diperlukan penelitian untuk mengetahui pengaruh faktor-
faktor ini terhadap aktivitas enzim selulase.

BAHAN DAN METODE
Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini
adal ah agar-agar, akuades, alkohol 70%, aluminium fail,
amonium sulfat ((NH,),SO,), ampas sagu, asam klorida
(HCI), asam sitrat (CH,0O,.H,0), asam sulfat (H,SO,), A.
niger yang diperoleh dari IPB Bogor, fenol (C,H.OH),
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glukosa (C,H,,0,), kaium dihidrogen fosfat (KH,PO,),
kalsium klorida hidrat (CaCl,.H,0), kentang, kertas
saring Whatman No. 1, magnesium sulfat heptahidrat
(MgS0O,.7H,0), natrium hidroksida (NaOH), natrium sitrat
(Na,CH.,0,.2H,0), Tween-80, urea (CO(NH,),), dan
wrapping plastic.

Alat-al at yang digunakan dalam penelitianini adalah
autoclave, ball filler, centrifuge, hotplate, neracaanalitis,
oven, peralatan gelas, pH-meter, pipet ukur, spatula,
spektrofotometer UV-Vis, dan tabung reaksi.

Preparas Sampel. Ampas sagu diperoleh dari dagrah
Sungai Ambawang, Kabupaten Kubu Raya. Sebelum
digunakan ampas sagu diperas dan dikeringkan pada suhu
105°C selama 6 jam. Selanjutnya, ampas sagu kering
dihaluskan dan diayak dengan ayakan 35 mesh.

Perbanyakan Aspergillus niger. Perbanyakan A.
niger menggunakan media PDA (Potato Dextrose Agar).
Kentang dikupas, dicuci bersih dan dipotong kecil.
Sebanyak 40 g kentang direbus dalam 200 mL akuades
sampai lunak. Kemudian dipisahkan air dan kentang. Air
rebusan (115 mL) ditambah 2,3 g agar dan 2,3 g glukosa
lalu direbuskembali sampai mendidih. Setelahitu, larutan
disterilisasi dalam autoclave selama 20 menit pada suhu
121°C dengan tekanan 1 atm. Biakan A. niger ditumbuhkan
padamediaPDA dalam cawan petri dengan menggunakan
ose. Kemudian diinkubasi pada suhu ruang selama 1
minggu.

Pembuatan L arutan Nutrisi. Akuades dimasukkan
ke dalam gelas beker. Kemudian ditambahkan dengan urea
(3glL),(NH,),SO, (10g/L),KH,PO, (3g/L),MgSO,.7H,0
(0,5g/L), CaCl..H,O (0,5g/L) (Singhaniaet al. 2006) dan
diaduk hinggalarut. Larutan nutrisi dipindahkan ke dalam
labu ukur dan ditepatkan hingga tanda batas. pH awal
larutan nutrisi diukur dan diatur hingga diperoleh pH
sebesar 3, 4, 5, dan 6 dengan penambahan 0,1 M NaOH
atau 0,1 M HCl.

Produksi Enzim Selulase. Ampas sagu sebanyak 5
g dimasukkan ke dalam wadah fermentasi dengan
menambahkan larutan nutrisi pH 3 sehinggadiperoleh kadar
air sebesar 40, 55, 70, dan 85%. Mediadisterilkan di dalam
autoclave pada suhu 121°C selama 20 menit. Kemudian
mediadidinginkan. Blok agar ukuran (1x1) cmdiambil dari
cawan petri yang berisi jamur berumur 7 hari digunakan
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sebagai inokulum. Satu blok agar diinokul asi ke dalam tiap
wadah fermentasi yang mengandung substrat (Pothirgj et
al. 2006). Selanjutnya, diinkubasi pada suhu ruang dengan
waktu fermentasi 4, 6, 8, dan 10 hari. Hal yang samajuga
dilakukan pada larutan nutrisi pH 4, 5, dan 6. Setiap
perlakuan dilakukan pengulangan sebanyak duakali.

Ekstraksi Enzim Selulase. Ekstraksi enzim selulase
dilakukan dengan menambahkan 100 mL akuades yang
mengandung 0,1% Tween-80 ke dalam ampas sagu
fermentasi dan dikocok pada 150 rpm selama 2 jam pada
suhu ruang. Selanjutnya, disentrifugasi pada 3.000 rpm
selama 10 menit. Supernatan yang diperoleh digunakan
sebagai ekstrak enzim kasar (Szendefy et al. 2006). Ekstrak
enzim kasar disimpan dalam lemari es hingga siap
digunakan untuk pengukuran selanjutnya.

Uji AktivitasEnzim Selulase. Sebanyak 1 mL bufer
Na-dtrat pH 4,8 0,05 M dimasukkan ke dalam tabung reaks
dan satu strip kertas saring Whatman No. 1 ukuran 1x6 cm
dimasukkan ke dalamnya. Kemudian dipanaskan pada 50°C
beberapa saat. Ekstrak enzim kasar sebanyak 0,5 mL
dimasukkan ke dalamnya. Kemudian diinkubas pada 50°C
selama 1 jam dalam penangasair. Selanjutnya, tabung resksi
didinginkan dengan es dan kertas saring diambil dari
tabung reaksi. Tabung reaksi dibungkus dengan
aluminium foil. Kemudian ditambahkan dengan 0,5 mL
larutan fenol 5% dan divortex. Selanjutnya, ditambahkan
dengan 2,5 mL H,SO, pekat dan divortex. Kemudian
dilakukan pengenceran 5 kali dengan penambahan bufer
Na-sitrat 0,05 M pH 4,8. Selanjutnya, larutan diukur
absorbansinya pada panjang gelombang maksimum dan
ditentukan konsentrasi glukosa (Adney & Baker, 1996;
DuBois et al. 1956). Aktivitas enzim selulase dihitung
dengan persamaan sebagai berikut (Kamila2003).

. T I L T
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Keterangan : G =glukosayang dihasiskan (ug/mL)
Fp = faktor pengenceran
t =waktuinkubasi (menit)

HASIL DAN PEMBAHASAN
Pengaruh Kadar Air Terhadap Aktivitas Enzim
Selulase. Produksi enzim selulase bergantung pada kadar
air dalam substrat padat. Pada fermentasi substrat padat

kadar air memiliki peranan penting dalam biosintesis dan
sekresi dari banyak enzim, terutama selulase. Proses
fermentasi berkaitan erat dengan mikroorganisme. Air
memiliki fungsi yang sangat penting dalam proses
metabolisme organisme, di antaranya berfungsi sebagai
sumber unsur hidrogen dan oksigen yang diperlukan untuk
biosintesis komponen-komponen sel, berperan penting
pada proses hidrolisis enzimatik dan sangat berperan
penting pada proses transport nutrien dan produk-produk
metabolit mela ui membran sal (Sukandar 2002). Fermentas
substrat padat adalah fermentasi dengan menggunakan
substrat yang tidak larut tetapi mengandung air yang
cukup untuk pertumbuhan dan perkembangan
mikroorganisme yang diinokul asikan ke dalam substrat itu
sendiri. Oleh karena itu, adanya air mempengaruhi
pertumbuhan A. niger untuk menghasilkan enzim selulase.

Pertumbuhan mikroorganisme dipengaruhi oleh kadar
air dalam substrat padat. Kadar air medium berpengaruh
terhadap nilai aktivitasair (g ). Aktivitasair adalahjumlah
air bebas sistem yang dinyatakan sebagai perbandingan
antara tekanan parsial air dalam medium (P,) dengan
tekanan parsia air murni (P, °) padatemperatur yang sama
(Alais 1991). Pertumbuhan mikroorganisme akan sangat
kecil pada medium yang memiliki a, rendah. Fermentasi
substrat padat memerlukan kondisi kelembaban yang
cukup bagi pertumbuhan kapang tetapi tidak terlalu basah
(a, tinggi) karena akan mendorong pertumbuhan bakteri.

Dengan membandingkan kurva pada Gambar 1,
Gambar 2, Gambar 3, dan Gambar 4 maka dapat diketahui
bahwakadar air menunjukkan pengaruh terhadap aktivitas
enzim selulase dan terbaik yang menghasilkan aktivitas
enzim selulase tertinggi adalah 85%. Artinya, kadar air
berpengaruh terhadap aktivitas enzim selulase. Semakin
tinggi kadar air maka aktivitas enzim selulase akan semakin
tinggi pula. Kadar air dalam proses fermentasi substrat
padat bervariasi antara 40% dan 70%. Akan tetapi, kadar
air bergantung pada jenis organisme dan substrat yang
digunakan dalam kultivasi. Kadar air terbaik untuk kultivasi
A. niger padapadi adalah 40% sedangkan padakulit kopi
adalah 80% (Raimbault 1998). Pada substrat jerami dengan
Aspergillus niger menunjukkan aktivitas enzim terbaik
pada kadar air 80% (Sa’adah et al. 2008).
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Gambar 1 Kurvaaktivitasenzim (U/mL) terhadap waktu fermentasi (hari) padapH 3 dengan berbagai variasi kadar air
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Gambar 2 Kurvaaktivitasenzim (U/mL) terhadap waktu fermentasi (hari) padapH 4 dengan berbagai variasi kadar air

Kadar air mempengaruhi porositas media. Porositas
mediadipengaruhi oleh ukuran partikel substrat. Porositas
media harus berada dalam keadaan yang tepat karena
ketersediaan substrat terhadap kapang akan berkurang
padamediayang porositasnyaterlalu besar. Semakin besar
ukuran partikel maka semakin besar pulaporositas media,
sedangkan peningkatan kadar air akan menurunkan
porositas media (Kumar et al. 2002). Kadar air padamedia
fermentasi juga dapat mempengaruhi pertumbuhan

mikroorganisme. Hal ini dikarenakan air merupakan media
untuk transport nutrien sekaligus sebagai pereaks pada
proses metabolisme mikroorganisme (Pandey et al. 1994).

Kadar air padamediafermentasi yang terlalu rendah
akan memperpanjang fase lag mikroorganisme sehingga
pertumbuhannya menjadi lambat (Pandey et al. 1994).
Kadar air yang terlalu rendah juga akan menghambat
proses transport nutrien, proses kimia dan metabolisme
mikroorganisme. Hal ini menyebabkan mikroorganisme sulit
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Gambar 3 Kurvaaktivitasenzim (U/mL) terhadap waktu fermentasi (hari) padapH 5 dengan berbagai variasi kadar air
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Gambar 4 Kurvaaktivitasenzim (U/mL) terhadap waktu fermentasi (hari) padapH 6 dengan berbagai variasi kadar air

tumbuh pada mediadengan kondisi kadar air yang rendah
(Vuetal. 2010). Kadar air yang sangat tinggi dalam media
fermentasi menyebabkan berkurangnya porositas media.
Hal ini akan mempersulit prosesaerasi dan transfer massa
pada proses metabolisme mikroorganisme (Sunaryanto et
al. 2010).

Pengar uh pH Terhadap AktivitasEnzim Selulase.
Enzim merupakan suatu protein yang memiliki aktivitas
biokimiawi sebagai katalis suatu reaksi. Enzim sangat rentan
terhadap kondisi lingkungan. Adanya perubahan pH media

akan mengakibatkan aktivitas enzim ikut mengal ami
perubahan. Oleh karena itu, setiap enzim mempunyai pH
tertentu yang menyebabkan aktivitasnya mencapai
keadaan optimal. Kondisi pH yang optimal akan
mendukung enzim dalam mel akukan katalisa suatu reaksi
dengan baik. Sedangkan pH yang kurang sesuai akan
mengakibatkan kerusakan atau tidak aktifnyaprotein dalam
suatu enzim sehingga menyebabkan fungsi dan aktivitas
dari enzimtersebut berkurang. Kurvadi atas menunjukkan
pengaruh pH terhadap aktivitas enzim selulase.



6  Jurnal Natur Indonesia 16(1): 1-9

Dengan membandingkan kurva pada Gambar 4,
Gambar 6, Gambar 7 dan Gambar 8 maka dapat diketahui
bahwa pH mempengaruhi aktivitas enzim selulase. pH
terbaik dalam menghasilkan enzim selulase dengan aktivitas
enzim tertinggi adalah pH 5. Pada kurva tersebut dapat
dilihat bahwa semakin tinggi pH maka aktivitas enzim
selulase akan semakin tinggi pulatetapi terjadi penurunan
seiring dengan bertambahnya pH yang mendekati pH
netral.

A. niger dapat tumbuh pada rentang pH 2,2 sampai
8,8. pH tertinggi ini beradadalam rentang pH pertumbuhan
A. niger. pH tertinggi pada fermentasi padat dengan A.
niger cenderung sama. Hal ini dapat dilihat padapendlitian
terdahulu yaitu pH 5 (Sa’adah et al. 2006; Soeka dan
Sastraatmadja 1992; Narasimhaet al. 2006;) dan pH antara
4dan 4,5 (Acharyaet al. 2008).

Menurut Sadikin (2002), enzim sebagai protein maka
aktivitasnya dipengaruhi oleh pH. Jika pH terlalu rendah
makaenzim akan menjadi tidak aktif. JikapH terlalu tinggi
maka enzim akan terdenaturasi. Apabila terjadi proses
denaturasi pada enzim maka bagian aktif enzim akan
terganggu dan dengan demikian efektifitas enzim menjadi
berkurang sehingga aktivitas enzim pun menurun.

Aktivitas enzim ditentukan oleh gugus aktif pada
rantai samping enzim. Proses hidrolisis selulosa oleh
selulaseterjadi padasisi aktif asamamino glutamat. Fraksi
gugus (-COOH) dari asam amino glutamat akan bermuatan
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negatif membentuk (-COO). Jikaguguskarboksil dari enzim
jumlahnya semakin meningkat maka protonasi oksigen
glikosidik yang mengawali pembentukan kompleksglikosil
enzim akan semakin mudah terjadi karena jumlah gugus
karboksil dari enzim yang meningkat. Hal ini menyebabkan
aktivitas enzim meningkat (Monica2007).

Aktivitas selulase dihambat oleh muatan fraks gugus
sulfhidril (-SH) dari asam amino sistein. Peningkatan pH
akan menyebabkan kelebihan ion (-OH) dalam larutan
sehingga fraksi gugus aktif (sulfhidril) (-SH) kehilangan
muatan positif membentuk gugus (-S’). Hal ini
mengakibatkan protonasi yang melibatkan gugus fungsi
sulfhidril (-SH) terhambat sehinggainteraksi substrat dan
enzim tidak dapat berlangsung dengan sesuai dan
pembentukan kompleks enzim-substrat menjadi terhambat.
Kondisi ini mengakibatkan glukosa yang diproduksi
menurun sehingga aktivitasenzim menurun (Monica2007).

Pengar uh Waktu Fer mentasi Terhadap Aktivitas
Enzim Selulase. Mikroorganisme mempunyai masa
pertumbuhan yang bervariasi. Setiap mikroorganisme
mempunyai kurva pertumbuhan yang terdiri dari beberapa
fase yaitu: @) Fase lag, yaitu fase penyesuaian sel-sel
dengan lingkungan pembentukan enzim-enzim untuk
mengurai substrat; b) Fase eksponensial, yaitu fase
perbanyakan jumlah sel di mana aktivitas sel sangat
meningkat; c) Fase stasioner, yaitu fase dengan jumlah sel
yang bertambah dan jumlah sel yang mati relatif seimbang

2 4
—4—pH 3 —8—pH 4
—4—pHS  —®=pH6

6

Waktu fermentasi (hari)
Gambar 5 Kurvaaktivitasenzim (U/mL) terhadap waktu fermentasi (hari) padakadar air 40% dengan berbagai variasi pH
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Gambar 6 Kurvaaktivitasenzim (U/mL) terhadap waktu fermentasi (hari) padakadar air 55% dengan berbagai varias pH
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Gambar 7 Kurvaaktivitasenzim (U/mL) terhadap waktu fermentasi (hari) padakadar air 70% dengan berbagai varias pH

di mana senyawa metabolit sekunder dapat dipanen; d)
Fase kematian, yaitu fase dengan jumlah sel yang mati
lebih banyak daripada jumlah sel yang hidup
Berdasarkan kurvapada Gambar 1 hinggaGambar 8
maka dapat diketahui bahwa waktu fermentasi juga
mempengaruhi aktivitas enzim selul ase. Waktu fermentasi
terbaik dalam menghasilkan enzim selulase dengan aktivitas
enzim yang tertinggi adalah 8 hari. Aktivitasenzim selulase

akan semakin meningkat seiring dengan bertambahnya
waktu fermentasi. Akan tetapi, terjadi pula penurunan
seiring dengan bertambahnya waktu fermentasi. Waktu
fermentasi terbaik pada fermentasi padat dengan
Aspergillus niger bervariasi. Hal ini dapat dilihat pada
penelitian terdahulu yaitu 96 jam atau 4 hari (Sa’adah et al.
2008; Retoningtyas, et al. 2006), 7 hari (Narasimhaet al.
2006), dan 133,25 jam (Syamsuriputraet al. 2006).
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Gambar 8 Kurvaaktivitasenzim (U/mL) terhadap waktu fermentasi (hari) padakadar air 85% dengan berbagai variasi pH

Peningkatan aktivitas enzim selulase yang terjadi
padahari ke-4 hinggahari ke-8 menunj ukkan bahwaterjadi
interaksi antara enzim selulase dengan selulosa yang
tinggi. Interaksi antaraenzim selulase dengan selulosaakan
membentuk kompleks enzim-substrat yang menghasilkan
glukosa sebagai produk. Penurunan aktivitas enzim
selulase yang terjadi pada hari ke-8 hingga hari ke-10
menunjukkan bahwainteraks antaraenzim selulase dengan
selulosamulai menurun. Hal ini disebabkan oleh akumulasi
produk yang terbentuk pada hari sebelumnya
menyebabkan penghambatan bagi enzim selulase. Produk
dari hidrolisisselulosadapat menjadi inhibitor bagi aktivitas
enzim selulase.

Glukosa dan selobiosa adalah inhibitor enzim dalam
menghidrolisis selulosa. Selobiosa menghambat enzim
eksoglukanase atau sel obiohidrol ase pada kompleks enzim
selulase. Glukosa menghambat enzim penghidrolisis
selobiosa atau B-glukosidase (Ambriyanto 2010).

Hidrolisis selulosa oleh enzim selulase terdiri dari
beberapatahap. Padatahap pertamaenzim endoglukanase
menyerang daerah amorf dari selulosa secara acak dan
membentuk makin banyak ujung-ujung pereduksi yang
memudahkan enzim eksoglukanase. Pada tahap kedua
enzim eksoglukanase menghidrolisis daerah kristal dari
selulosa dengan membebaskan dua unit glukosa.

K erjasamakeduaenzimini menghasilkan unit-unit sakarida
yang lebih kecil. Tahapan selanjutnnya adalah unit-unit
sakarida yang lebih kecil dihidrolisis oleh -glukosidase
menghasilkan glukosa (Nugraha 2006).

Selain interaksi antara enzim dengan substrat,
pertumbuhan kapang sangat bergantung pada
ketersediaan nutrien. Ketersediaan nutrien yang banyak
dapat memperpanjang masa hidup dari mikroorganisme.
Sebaliknya, jika ketersediaan nutrien sedikit maka masa
hidup dari mikroorganisme akan singkat.

SIMPULAN
Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan
maka dapat disimpulkan bahwa kadar air, pH dan waktu
fermentasi berpengaruh terhadap aktivitas enzim selulase.
Aktivitas enzim selulasetertinggi adalah 0,172 U/mL pada
kadar air 85%, pH 5 dan waktu fermentasi 8 hari.
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