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Abstrak 

Enzim selulase adalah enzim yang berperan dalam katalisis reaksi hidrolisis selulosa menjadi glukosa. Enzim ini dapat diisolasi 
dari keong sawah Pila ampullacea menggunakan substrat selulosa alami dari serbuk gergaji kayu.Tujuan penelitian ini adalah 
mengisolasi dan menentukan kondisi optimum selulase dari keong sawah. Penelitian diawali dengan persiapan substrat serbuk 
gergaji dengan cara delignifikasi menggunakan NaOH 2%. Selanjutnya mengisolasi enzim selulase dari hepatopankreas keong 
sawah melalui teknik destruksi, homogenisasi dan sentrifugasi. Penelitian dilanjutkan untuk memurnikan selulase melalui 
pengendapan protein selulase menggunakan amonium sulfat (NH4)2SO4 pada berbagai tingkat kejenuhan 10%, 20%, 30%, 40%, 
60%, 80%. Pemurnian tahap berikutnya dilakukan dengan cara dialisis menggunakan membran selofan. Aktivitas selulase 
diperoleh dengan menghitung kadar glukosa sebagai produk hidrolisis dari substrat selulosa (serbuk gergaji) menggunakan metode 
Nelson-Somogy, sedangkan kadar protein ditentukan dengan metode Lowry dengan menggunakan bovine serum albumin (BSA) 
sebagai standar. Enzim selulase dari keong sawah mencapai aktivitas maksimum pada kondisi optimum: konsentrasi substrat 
(serbuk gergaji) 2% (b/v), pH 5,8, suhu 40 ᵒC, konsentrasi enzim 7,2 mg/mL.   
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1. Pendahuluan 

Kemajuan bioteknologi telah meningkatkan 
pendayagunaan enzim selulase, baik dari diversifikasi 
pemanfaatannya maupun dalam skala penggunaannya. 
Selulase adalah kompleks enzim yang menghidrolisis 
secara sinergis selulosa menjadi selobiosa (disakarida), 
kemudian dihidrolisis lebih lanjut oleh enzim selobiase 
menghasilkan glukosa [1]. Selulase memainkan peranan 
penting dalam proses biodegradasi biomassa 
lignoselulosa, dimana selulosa dapat dikonversi menjadi 
glukosa [2], dan jika difermentasi lebih lanjut akan 
menghasilkan etanol, butanol, serta aseton. Produk 
fermentasi tersebut dapat dimanfaatkan sebagai biofuel 
(bahan bakar renewable), untuk mengurangi penggunaan 
bahan bakar fosil dan mengurangi polusi lingkungan [3]. 
Enzim tersebut juga telah digunakan dalam bidang 
produksi pangan, tekstil, asam-asam organik, etanol, 
kertas, penanganan limbah, dan analisis biokimia [4]. Di 
sisi lain, enzim selulase memiliki nilai ekonomi yang 
tinggi dan prospek penjualan yang cukup besar pada 
pasar global [5]. Besarnya potensi enzim selulase 
menjadikan permintaan terhadap enzim ini meningkat 
pesat. Oleh karena itu, para ilmuwan terus melakukan 
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riset untuk memperoleh sumber selulase baru serta terus 

melakukan inovasi teknologi enzimatisnya. 
Berdasarkan peran enzim selulase dalam 

mengkatalisis reaksi hidrolisis selulosa, maka enzim ini 
dapat dimanfaatkan untuk menghidrolisis selulosa yang 
terkandung dalam serbuk gergaji kayu (saw dust). 
Serbuk gergaji sebagai hasil industri pengolahan kayu 
merupakan limbah lignoselulosa yang mengandung 42-
45% selulosa dan 27-30% hemiselulosa [6]. Tingginya 
kadar selulosa pada serbuk gergaji dapat dimanfaatkan 
sebagai salah satu sumber selulosa alamiah. Serbuk 
gergaji ini sangat berpotensi maksimal untuk produksi 
selulase secara komersial bagi semua organsime [7, 8]. 
Enzim selulase sekaligus berperan sebagai biokonvertor 
limbah selulosa (khususnya serbuk gergaji) yang cukup 
melimpah untuk mengatasi masalah lingkungan [9]. 

Enzim selulase dapat disolasi dari mikroorganisme, 
hewan, tumbuhan. Telah banyak dilaporkan bahwa 
selulase dapat diisolasi dari hewan tingkat rendah seperti 
moluska, antara lain keong Mudalia dilatata [10], 
(Farrisdkk., 1994), keong mas Pomacea canaliculata 
[11], bekicot Achatina fulica [12, 13], siput air tawar 
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Ampullaria crossean [14], dan keong afrika Archatina 
marginata [15].  

Penelitian ini bertujuan untuk mengisolasi selulase 
dari salah satu jenis keong lain yakni keong sawah. 
Genus Pila merupakan keong pemakan tumbuhan 
utamanya berupa daun tumbuhan air yang mengandung 
selulosa dan dimanfaatkan sebagai sumber energinya 
[16]. Proses pencernaan selulosa dalam sistem digestif 
(pencernaan) hewan invertebrata termasuk keong sawah 
merepresentasikan adanya simbiosis enzim selulase 
dengan bakteri atau mikroorganisme lain [17]. 
Mikroorganisme selulolitik memproduksi enzim selulase 
(secara intraseluler) untuk mencerna makanan (selulosa) 
yang sebagian besar disimpan dalam hepatopankreas 
yang bermuara ke saluran pencernaan. Hal tersebut 
menunjukkan bahwa enzim selulase dapat diisolasi dari 
keong sawah Pila ampullacea. 

Selain mengisolasi enzim selulase, penelitian ini 
juga bertujuan untuk menentukan kondisi optimum 
enzim selulase (konsentrasi substrat, pH, suhu dan 
konsentrasi enzim). Kondisi optimum selulase perlu 
diketahui agar aktivitas enzim dapat dicapai maksimal 
dalam menghidrolisis substrat serbuk gergaji menjadi 
glukosa 

2. Bahan dan Metode 

2.1 Persiapan bahan baku dan delignifikasi 

Serbuk gergaji kayu dicuci dengan air kemudian 
dijemur sampai kering selanjutnya dihaluskan dengan 
blender kemudian diayak dengan ayakan ukuran 100 
mesh. Proses delignifikasi dilakukan dengan mencampur 
serbuk gergaji kayu 100 mesh dengan larutan natrium 
hidroksida (NaOH) untuk meningkatkan hasil hidrolisis 
[18]. Campuran serbuk gergaji dan larutan NaOH 2% b/v 
dimasukkan ke dalam wadah tertutup, dipanaskan pada 
suhu 121 ᵒC dan dibiarkan selama 30 menit  sambil 
sesekali diaduk lalu disaring dengan kain penyaring. 
Residu dicuci dengan akuades hingga lignin yang 
berwarna coklat kehitaman keluar. Proses pencucian 
dihentikan  setelah cairan pencuci sudah jernih dan pH 
netral, kemudian sampel dikeringkan dalam oven pada 
suhu 45ᵒC  hingga kering [10, 19]. Kadar selulosa 
sebelum dan setelah delignifikasi ditentukan dengan 
metode Chesson [20].  

2.2 Isolasi dan Pemurnian Enzim Selulase  

Sebanyak 75 g hepatopankreas keong sawah 
dihomogenisasi dengan 500 mL NaCl 1% (pH = 7) 
dingin dalam blender selama 3 menit. Homogenat yang 
diperoleh disaring dengan kain steril. Kemudian residu 
dibuang sedangkan filtratnya disentrifugasi selama 30 
menit pada suhu 2-4 oC dengan kecepatan 6000 rotation 

per minute (rpm), supernatan yang dihasilkan merupakan 
enzim selulase kasar (ekstrak enzim). Ekstrak kasar 
selulase selanjutnya dimurnikan dengan teknik fraksinasi 
melalui presipitasi (pengendapan) protein enzim 
menggunakan garam amonium sulfat (NH4)2SO4 pada 
berbagai tingkat kejenuhan 10%, 20%, 30%, 40%, 60% 
hingga 80%. Fraksi dengan aktivitas selulase tertinggi 
dimurnikan lebih lanjut, dan sisa garam amonium sulfat 
dihilangkan melalui teknik dialisis menggunakan 
membran selofan dalam buffer sitrat fosfat. Selulase 
murni digunakan untuk karakterisasi selanjutnya. 

2.3 Uji Aktivitas Enzim dan Penentuan Kadar Protein 

Penentuan aktivitas enzim ditentukan berdasarkan 
jumlah glukosa yang dihasilkan selama 60 menit 
inkubasi dengan konsentrasi substrat serbuk kayu 2%, 
pH 5,6 dan suhu 37°C. Jumlah glukosa bebas yang 
dihasilkan ditentukan dengan menggunakan 
spektrofotometer berdasarkan metode Nelson-Somogy. 
Kadar protein ditentukan dengan metode Lowry, dimana 
larutan diukur dengan spektrofotometer spektronik 20D 
pada panjang gelombang maksimum, dan kadar 
proteinnya ditentukan berdasarkan kurva standar bovine 
serum albumin (BSA). 

2.4 Karakterisasi enzim selulase 

Karakterisasi dilakukan untuk menentukan kondisi 
optimum enzim selulase sehingga diperoleh aktivitas 
maksimum. Kondisi optimum meliputi penentuan 
konsentrasi substrat (serbuk gergaji hasil delignifikasi), 
pH, suhu dan konsentrasi enzim. Pada penentuan 
konsentrasi substrat, substrat divariasikan 0,5%; 1%; 
1,5%; 2%; 2,5% dan 3%, sedangkan suhu bervariasi pada 
suhu 30 ᵒC; 35 ᵒC;40 ᵒC;45 ᵒC dan50 ᵒC. Pengaruh pH 
terhadap aktivitas selulase menggunakan buffer sitrat 
fosfat pada rentan pH 5,2; 5,4; 5,6; 5,8; 6,0; 6,2 dan 
penentuan konsentrasi enzim dilakukan pada variasi 1,8 
mg/mL; 3,6 mg/mL;5,4 mg/mL;6,0 mg/mL;7,2 mg/mL; 
9,0 mg/mL; 10,8 mg/mL. 

3. Hasil  

3.1 Penentuan Kadar Selulosa Sebelum dan Setelah 
Delignifikasi 

Analisis kadar selulosa menggunakan metode 
Chesson menunjukan bahwa dalam substrat serbuk 
gergaji sebelum delignifikasi adalah 16,69% sedangkan 
setelah delignifikasi meningkat sebesar 26,97% (Tabel 
1). 
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Tabel 1.  Penentuan kadar selulosa serbuk gergaji sebelum dan 

setelah proses delignifikasi 

Serbuk 
gergaji 

Berat 
sampel 
(a) (g) 

Berat 
residu    
(c) (g) 

Berat 
residu 
(d) (g) 

Kadar 
selulosa (%) 

A 1,0017 0,7447 0,5788 16,6882 

B 1,0014 0,9616 0,6928 26,9769 
A: Tidak terlignifikasi 
B: Terlignifikasi 

3.2 Isolasi dan pemurnian enzim 

Isolasi enzim yang dilakukan melalui destruksi, 
homogenisasi dan sentrifugasi sel hepatopankreas keong 
sawah menghasilkan ekstrak selulase (crude) dengan 
aktivitas rendah. Oleh karena itu dilakukan pemurnian 
dengan cara presipitasi protein enzim menggunakan 
amonium sulfat. Untuk mengetahui tingkat kejenuhan 
optimum protein enzim dilakukan fraksinasi mulai 10%, 
20%, 30%, 40%, 60% dan 80%.   

Tabel 2. Aktivitas tiap tingkat kejenuhan amonium sulfat 
Fraksi 

(%) 
[Glukosa] 
(mg/mL) 

Aktivitas 
(U/mL) 

Kadar Protein 
(mg/mL) 

0-10 0,3073 0,0285 18,5662 

0-20 0,1779 0,0165 23,1252 

20-30 0,0226 0,0021 6,37595 

20-40 0,0449 0,0042 21,3413 

40-60 0,0166 0,0015 17,7073 

60-80 0,0101 0,0001 15,7251 

Tabel 2 menunjukkan aktivitas dan kadar protein 
setiap fraksi. Enzim selulase pada fraksi 10% memiliki 
aktivitas tertinggi 0,0285 U/mL dan kadar protein 
18,5662 mg/mL. Enzim pada fraksi ini, dimurnikan lebih 
lanjut dengan cara dialisis. Dalam setiap tahap 
pemurnian selulase dilakukan pengukuran kadar protein 
dan aktivitas spesifik selulase, sehingga dapat diketahui 
tingkat kemurnian pada setiap tahap pemurnian. 
Perbandingan aktivitas crude selulase, ditunjukkan oleh 
Tabel 3, dimana selulase hasil pemurnian menggunakan 
amonium sulfat 10% dan dialisis.  

Tabel 3 menunjukkan peningkatan aktivitas enzim 
dan penurunan kadar protein. Aktivitas enzim ekstrak 
kasar adalah 0,0069 U/mL dengan kadar protein 49,6861 
mg/mL, aktivitas enzim meningkat pada fraksi amonium 
sulfat 10% adalah 0,0229 U/mL dengan kadar protein 
18,5662 mg/mL, dan semakin meningkat untuk enzim 
hasil dialisis dengan aktivitas 0,0448 U/mL dan kadar 
protein semakin menurun hingga 17,5090 mg/mL. 

3.3 Konsentrasi substrat optimum 
 

Tabel 4 memperlihatkan pengaruh peningkatan 
konsentrasi substrat terhadap aktivitas enzim. Aktivitas 
meningkat sebesar  0,0709 U/mL untuk konsentrasi 0,5% 
hingga 0,1424 U/mL pada konsentrasi 2%. Pada 
konsentrasi 2,5%, aktivitas enzim selulase cenderung 
tetap yakni 0,1413 U/mL. Dapat dikatakan bahwa 
aktivitas maksimum dicapai pada saat konsentrasi 
substrat 2%. 

3.4 pH Optimum 

Nilai  pH optimum enzim selulase ditetapkan pada 
berbagai pH buffer sitrat fosfat yakni mulai pH 5,2 
hingga pH 6,2. Hasil penelitian yang ditunjukan pada 
Tabel 5, terlihat bahwa aktivitas meningkat dengan 
meningkatnya pH dari pH 5,2 hingga pH 5,6. Aktivitas 
selulase maksimum pada pH 5,8 yaitu sebesar 0,0436 
U/mL. Pada nilai pH yang lebih tinggi 6,0 dan pH 6,2 
aktivitas menurun tajam berturut-turut 0,0172 U/mL dan 
0,0053 U/mL. Dengan demikian dapat dikatakan bahwa 
pH optimum enzim selulase dari keong sawah pada 
substrat serbuk gergaji kayu adalah 5,8. 

 

Tabel 4.  Aktivitas tiap tingkat kejenuhan amonium sulfat 

[Substrat] 
%, b/v 

Absorbansi 
Kadar glukosa 

(mg/mL)* 
Aktivitas 
(U/mL) 

0,5 0,404 0,7668 0,0709 
1,0 0,612 1,1777 0,1091 
1,5 0,676 1,3043 0,1208 
2,0 0,794 1,5380 0,1424 
2,5 0,788 1,5257 0,1413 
3,0 0,754 1,4585 0,1350 

Ket: *) Pengenceran 20x 

Tabel 3. Aktivitas dan kadar protein setiap tahap pemurnian 
 

Fraksi Enzim 
Kadar Glukosa 

(mg/mL) 
Aktivitas 
(U/mL) 

Kadar Protein 
(mg/mL) 

Aktivitas Spesifik 
(U/mg) 

Tingkat 
Kemurnian 

Ekstrak kasar 0,0751 0,0069 49,6861 0,00014 1 
Fraksinasi 0-10% 0,2470 0,0229 18,5662 0,00123 8,803 
Dialisis 0,4842 0,0448 17,5090 0,00256 18,296 
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Tabel 5. Pengaruh pH terhadap aktivitas enzim 

pH Absorbansi 
Kadar glukosa 

(mg/mL)* 
Aktivitas 
(U/mL) 

5,2 0,246 0,1136 0,0105 
5,4 0,440 0,2095 0,0194 
5,6 0,542 0,2599 0,0240 
5,8 0,970 0,4713 0,0436 
6,0 0,392 0,1858 0,0172 
6,2 0,131 0,0568 0,0053 

Ket: *) Pengenceran 5x 

3.5 Suhu Optimum 

Tabel 6 menggambarkan bahwa suhu berpengaruh 
secara signifikan terhadap aktivitas enzim selulase. 
Diketahui terjadi peningkatan aktivitas enzim selulase 
dari suhu dari 30 °C hingga suhu 40 °C. Pada suhu 30 ᵒC 
aktivitas enzim selulase adalah sebesar 0,02 U/mL dan 
meningkat hingga 0,0472 U/mL pada suhu 40 ᵒC dan 
kemudian menurun hingga 0,0269 U/mL pada suhu 50 
°C. Dari data tersebut menunjukan bahwa aktivitas 
optimum enzim dicapai pada suhu 40 ᵒC dengan aktivitas 
0,0472 U/mL (0,0472 µmol glukosa/ mL per menit). 

Tabel 5. Pengaruh pH terhadap aktivitas enzim 

Suhu (°C) Absorbansi 
Kadar Glukosa 

(mg/mL)* 
Aktivitas 
(U/mL) 

30 0,235 0,2164 0,02 
35 0,27 0,2509 0,0232 
40 0,532 0,5098 0,0472 
45 0,376 0,3557 0,0329 
50 0,311 0,2915 0,0269 

Ket: *) Pengenceran 5x 

3.6 Konsentrasi Enzim Optimum 

Tabel 7 menunjukan pengaruh konsentrasi enzim 
terhadap aktivitas selulase. Terlihat bahwa aktivitas 
enzim mulai konsentrasi 1,8 mg/mL masih cukup rendah 
sebesar 0,0033 U/mL. Aktivitas enzim semakin 
meningkat pada konsentrasi 3,6 mg/mL dengan aktivitas 
sebesar 0,0154 U/mL hingga 0,0608 U/mL pada 
konsentrasi 6 mg/mL. Pada kondisi ini konsentrasi enzim 
makin tinggi, sisi aktif enzim makin banyak mengikat 
substrat. Selanjutnya kenaikan konsentrasi enzim sampai 
7,2 mg/mL menyebabkan aktivitas enzim meningkat 
menjadi 0,0977 U/mL. Penambahan enzim di atas 
konsentrasi tersebut tidak merubah aktivitas enzim 
secara signifikan walaupun terjadi sedikit penurunan 
maupun peningkatan aktivitas pada konsentrasi enzim 9 
mg/mL dan 10,8 mg/mL. Hal ini mengindikasikan 
bahwa pada konsentrasi enzim 7,2 mg/mL aktivitas 
mencapai maksimum. 

 

 

Tabel 7. Aktivitas Enzim terhadap variasi konsentrasi enzim 

Konsentrasi 
(mg/mL) 

Absorbansi 
Kadar 

Glukosa 
(mg/mL) 

Aktivitas 
(U/mL) 

1,8 0,088 0,0356* 0,0033 
3,6 0,100 0,1660** 0,0154 
5,4 0,336 0,6324** 0,0586 
6,0 0,348 0,6561** 0,0608 
7,2 0,55 1,0435** 0,0977 
9,0 0,54 1,0356** 0,0959 

10,8 0,543 1,0553** 0,0966 
Ket:  *) Pengenceran 5x 
 **) Pengenceran 20x  

4. Pembahasan  

Bahan lignoselulosa sangat besar peranannya 
sebagai substrat enzim selulase dalam biokonversi 
selulosa menghasilkan glukosa. Serbuk gergaji kayu 
merupakan bahan lignoselulosa yang memiliki 
kandungan selulosa dan lignin yang besar. Untuk 
meningkatkan proses hidrolisis secara enzimatik maka 
perlu dilakukan perlakuan awal yang disebut proses 
delignifikasi dengan menggunakan bantuan senyawa 
katalis, salah satu caranya adalah dengan menggunakan 
katalis kimia berupa senyawa NaOH [21, 22]. 
Berdasarkan Tabel 1, serbuk gergaji yang telah melalui 
proses delignifikasi dengan NaOH memiliki kadar 
selulosa yang lebih tinggi. Hal ini terjadi karena 
banyaknya lignin yang hilang akibat terdegradasi oleh 
NaOH yang menyebabkan pula terjadinya safonifikasi 
ikatan ester dari residu lignin dan hemiselulosa menjadi 
lebih terbuka sehingga struktur selulosa lebih mudah 
untuk dihidrolisis oleh enzim dan menghasilkan glukosa 
yang maksimal. 

Enzim selulase merupakan enzim ekstraselular 
yang diproduksi di dalam sel mikroba selulolitik dan 
kemudian dikeluarkan dari sel masuk ke dalam sistem 
pencernaan untuk mencerna selulosa. Proses isolasi 
selulase dari hepatopankreas melalui tahapan dekstruksi 
sel yaitu pelepasan enzim dari matriks sel. Enzim 
selulase dipisahkan dari matriks sel dengan cara merusak 
membran sel melalui pengaturan tekanan osmosis 
larutan diluar sel dengan menggunakan larutan NaCl dan 
homogenisasi dengan menggunakan blender. 
Selanjutnya homogenat disentrifugasi menghasilkan 
endapan dan supernatan. Endapan yang diperoleh 
dilarutkan dalam buffer sitrat fosfat pH 5,6. Hasil isolasi 
ini merupakan selulase kasar dengan aktivitas 0,0069 
U/mL. 

Pemurnian melalui fraksinasi dengan (NH4)2SO4 
dilakukan untuk meningkatkan aktivitas enzim pada  
tingkat kejenuhan 0-10%, 0-20%, 20-30%, 20-40%, 40-
60%, dan 60-80% (Tabel 2). Penambahan garam netral 
(NH4)2SO4 ke dalam larutan enzim pada tingkat 
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kejenuhan yang optimum akan meningkatkan muatan 
listrik di sekitar protein enzim, yang akan menarik 
mantel air dari molekul protein. Interaksi hidrofobik di 
antara sesama molekul protein pada suasana ionik tinggi 
akan menurunkan kelarutan protein, sehingga protein 
enzim mengendap. Enzim selulase yang diperoleh dari 
hasil presipitasi dengan (NH4)2SO4 10% masih belum 
murni karena mengandung sisa-sisa garam (NH4)2SO4 
sehingga perlu dilakukan cara dialisis. Batas akhir 
dialisis ditandai dengan tidak adanya endapan BaSO4 
ketika larutan buffer ditambahkan garam BaCl2. 
Lamanya waktu dialisis yang diperlukan adalah 9 jam. 
Setiap tahap pemurnian enzim selulase dilakukan 
pengukuran kadar protein dan aktivitas spesifik, 
sehingga dapat diketahui tingkat kemurnian pada setiap 
tahap pemurnian. 

Tabel 3 menunjukkan bahwa pemurnian dengan 
(NH4)2SO4 10% menghasilkan aktivitas spesifik selulase 
0.00123 U/mg dengan tingkat kemurnian 8,803. Nilai ini 
meningkat dibandingkan aktivitas spesifik selulase kasar 
(0,00014 U/mg). Teknik dialisis dapat memisahkan 
molekul yang berukuran kecil (garam amonium sulfat) 
dari molekul yang berukuran besar yakni molekul enzim 
selulase melalui membran selofan. Hal ini ditandai 
dengan meningkatnya aktivitas spesifik selulase yaitu 
0,00256 U/mg dengan tingkat kemurnian 18,296.  

Aktivitas enzim meningkat sebesar 0,0709 U/mL 
untuk konsentrasi 0,5% hingga 0,1424 U/mL untuk 
konsentrasi 2% pada uji atau penentuan konsentrasi 
substrat (Tabel 4). Aktivitas enzim cenderung tetap pada 
konsentrasi 2,5% yakni 0,1413 U/mL. Hal ini 
disebabkan terjadinya kejenuhan dimana sisi aktif enzim 
selulase telah dipenuhi oleh substrat. Tingginya 
konsentrasi substrat tidak menyebabkan bertambahnya 
konsentrasi kompleks enzim substrat, bahkan 
penambahan konsentrasi substrat lebih lanjut justru 
menghambat kerja enzim karena substrat yang semakin 
banyak akan berdesakan satu sama lain berikatan dengan 
sisi aktif enzim. Akibatnya, stabilitas kompleks enzim 
substrat akan terganggu.  

Enzim memiliki pH optimum yang khas, yaitu pH 
yang dapat menghasilkan aktivitas maksimum dalam 
mengkatalisis suatu reaksi. Perubahan pH berpengaruh 
terhadap aktivitas enzim melalui perubahan struktur atau 
muatan residu asam amino yang berfungsi dalam 
pengikatan substrat. pH yang bervariasi juga dapat 
menyebabkan perubahan konformasi enzim. Hal ini 
terjadi karena gugus bermuatan yakni -NH3

+ atau –COO- 
yang jauh dari daerah terikatnya susbtrat yang mungkin 
diperlukan untuk mempertahankan struktur tersier akan 
mengalami perubahan muatan pada pH yang berbeda. 
Hal ini menyebabkan terganggunya ikatan ionik dan 
terputusnya ikatan enzim dengan substrat (folding) 
sehingga konformasi enzim berubah. Perubahan inilah 

yang menyebabkan aktivitas enzim menurun. pH 
optimum selulase dalam penelitian ini berada pada 
kisaran pH optimum dari beberapa penelitian 
sebelumnya. Li et al (2009) meneliti selulase dari 
lambung siput  Ampullariacrossean pada pH optimum 
berkisar 5,5 – 6,5 [14]. 

Perubahan suhu terhadap aktivitas enzim 
memberikan pengaruh signifikan. Reaksi enzimatis 
berlangsung paling cepat pada suhu optimum karena 
aktivitas enzim titik maksimum. Peningkatan suhu dari 
30ᵒC hingga 35ᵒC menyebabkan aktivitas enzim 
meningkat. Kenaikan suhu optimum pada suhu 40ᵒC 
menyebabkan peningkatan energi kinetik sehingga 
menambah intensitas tumbukan antara substrat dengan 
enzim dan produk yang terbentuk lebih maksimal. Di 
atas suhu optimum, enzim akan mengalami denaturasi 
dan kehilangan aktivitas katalitiknya (inaktivasi), 
ditunjukan dengan menurunnya aktivitas pada suhu 45ᵒC 
dan 50ᵒC. Proses inaktivasi enzim pada temperatur yang 
sangat tinggi berlangsung melalui 2 tahap yaitu diawali 
dengan pembukaan parsial struktur sekunder, tersier, dan 
kuartener molekul enzim akibat putusnya ikatan-ikatan 
kovalen maupun ikatan hidrofobik dan selanjutnya 
terjadi perubahan struktur primer enzim karena adanya 
kerusakan asam-asam amino tertentu akibat pemanasan. 
Suhu optimum ini sesuai dengan penelitian mengenai 
enzim selulase yang diisolasi dari udang Cherax 
quadrinatus dan kumbang merah Tribolium castaneum 
[3]. Di sisi lain, penelitian lainnya menunjukkan hasil 
bahwa selulase (Hgcel) dari Hirondellea gigas secara 
efisien dapat memproduksi glukosa dari substrat kayu 
kering pada suhu 35 ᵒC [23]. 

Kecepatan suatu reaksi yang menggunakan enzim 
tergantung pada konsentrasi enzim tersebut. Pada 
konsentrasi substrat tertentu, kecepatan reaksi bertambah 
dengan bertambahnya konsentrasi enzim. Tetapi setelah 
mencapai aktivitas maksimumnya, maka penambahan 
konsentrasi enzim tidak akan mengubah aktivitas enzim. 
Terlihat  bahwa aktivitas enzim mulai konsentrasi 1,8 
mg/mL masih cukup rendah sebesar 0,0033 U/mL. 
Aktivitas enzim semakin meningkat pada konsentrasi 3,6 
mg/mL dengan aktivitas sebesar 0,0154 U/mL hingga 
0,0608 U/mL pada konsentrasi 6 mg/mL. Selanjutnya 
kenaikan konsentrasi enzim sampai 7,2 mg/mL 
menyebabkan aktivitas enzim meningkat menjadi 0,0977 
U/mL. Penambahan enzim di atas konsentrasi tersebut 
tidak merubah aktivitas enzim secara signifikan 
walaupun terjadi sedikit penurunan maupun peningkatan 
aktivitas pada konsentrasi enzim 9 mg/mL dan 10,8 
mg/mL. Hal ini mengindikasikan bahwa pada 
konsentrasi enzim 7,2 mg/mL aktivitas mencapai 
maksimum. Pada konsentrasi enzim optimum ini, 
seluruh bagian active site dari enzim berikatan dengan 
substrat membentuk kompleks enzim substrat. 
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Konsentrasi enzim optimum yang diperoleh pada 
peneitian ini tidak jauh berbeda dengan konsentrasi 
enzim optimum pada penelitian sebelumnya, yakni 
5,0076 mg/mL [24]. 

5. Kesimpulan  

Keong sawah memiliki potensi menghasilkan 
enzim selulase, melalui isolasi hepatopankreas dengan 
teknik destruksi, homogenisasi dan sentrifugasi. 
Aktivitas enzim selulase yang diperoleh meningkat pada 
kondisi optimum yakni pada konsentrasi substrat serbuk 
gergaji 2% (b/v), pH 5,8, suhu 40 ᵒC, dan konsentrasi 
enzim 7,2 mg/mL. 
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