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Abstrak

Telah dilakukan penelitian terhadap khamir Frichosporon sporoirichoides UICC Y-286 yang merunjukken
aktivitas CMCase tertinggi pada penpujian menggunakan metode Teather dan Wood, Kurva produksi CMCase
menghasilkan enzim optimum pada jam ke 12 setelah inokulasi. Penggunaan carboxymethyl cellulose sebagai
sumber karbon, enzim CMCase dihasilken optium pada konsenirasi 0, 2 dan 0,4%. Sumber nilrogen berupz
ammonium sulfat enzim dihasilkan optimum pada 0,3% dan sumb.r fosfat berupa kalium dihidrogen fosfa
0.1% memberikan hasil enzim optimum. Optimum pH dan suhu aktivitas CMCase adalah 3,5 dan 45°C dan pH
7 pada 37°C.

Abstract

Ycast Trichosporon sporotrichoides UICC Y-286 has the highest CMCase activity afier being screened using
Teather & Wood method. The optimum yield of CMCase was reached at 12 hours after cultivation. The
production of CMCasc was optimum at 0.2 % and 0.4 % (w/v) concentration using carboxymethyl cellulose as
carbon source. The optimum production of CMCase at 0.3 % (w/v) concentration using ammanium sullale as a
nitrogen source, and at 0.1 % (w/v) concentration using kalium dihydrogen phosphate as a phosphorus source.
The optimum pH and temperature for CMCase activity were 3.5 a1 45% and pH 7.0 1 57° C.

Key words ; Ammonium sulfate: CMC: CMCase; kalium dilydrogen phosphate: Trichosporon sporotrichoides.

Kemampuan sel untuk memproduksi selulase

Enzim selulase terdini dari 3 komponen: (i} p-1.4-
endoglukanase  atau  carboxymethyl  cellulase
{CMCase) (EC 3.2.1.4), (ii) B-1,4-eksoglukanase atau
cellobiohydrolase (EC 3.2.1.91), dan (i) p-1,4-
glukesidase (EC 3.2.1.21) (1, 2, 3). Enzim selulase
memotong 1katan 14-D-glikosida pada melekul
selulosa (4) untuk menghasilkan monomer glukosa.

Carboxymethyl cellulase (CMCase} atau enzim
endoglukanase (5), mempunyai afinitas tinggi
terhadap derivat selulosa yang larut dan dapat
memotong ikatan selulosik intemalnya secara acak
(6,7).

Enzim CMCase dapat diprodukst oleh fungi dan
bakteri.  Spesies-spesies dari genus Axpergillus
memproduksi enzim CMCase (3). Debaryomyces
hansenii, Pichia membranifaciens dan Rhodotorula
minuta adalah khamir penghasil CMCase (8).

sangat dipengaruhi oleh ketersediaan karbon dan
nitrogen di lingkungan (9).

Aktivitas selulase dalam menchidrolisis selulosa
dipengaruhi beberapa faktor. Faktor-faktor tersebut di
antaranya pH dan suhu (9).  Aktivitas enzim
menunjukkan aktivitas maksimum pada pH dan suhu
oplimum. .

Karakterisasi protein dilakukan untuk mengetahui
karalter suatu protein dan untuk membedakan protein
satu dengan protein lainnya (10). Karakierisasi suatu
protein dapat dilihat dari aktivitas protein pada pH dan
suhu yang berbeda (11).

Penelitian  bertujuan mengetahuvi  konsentrasi
optimum CMC sebagai sumber karbon, (NH,),SO,
sebagai sumber nitrogen dan KH;PQ, sebagai sumber
fosfat untuk  memproduksi CMCase, serta
karakterisasi CMCase Trichosporon sporotrichoides
(van Oorschot) van Qorschot & de Hoog UICC Y-286
dari TNGH pada variasi pH dan suhu.
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2. METODE PENELITIAN

Mikreorganismc

Mikroorganisme yang digunakan pada penelitian ini
adalah Trichosporon sporotrichoides UICC Y-286
dari tanah TNGH.

Medium

Medium yang digunakan untuk pertumbuhan
adalah Yeast Extract Malt Extract Agar {(YMA), untuk
pemeliharaan adalah Potato Dextrose Agar (PDA),
dan untuk optimasi produksi CMCase adalah Yeast
Nitrogen Base (YNB) dengan variasi konsentrasi
CMC sebagai sumber karbon, (NH,).SO, sebagai
sumber nitrogen, dan KH;PQ, sebagai sumber fosfat.

Bahan kimia

Bahan kimia yang digunakan dalam penelitian
antara lain: akuades, alkohol 70% (v/v), CMC, bahan
kimia glukosa dan Osahan-bahan kimia dari Merck.
yaitu (NH,)»50,, MgS0,.7H.0O, KH.PO,, Na,CO,
anhidrat, WNa.SO, anhidrat, NaHCO,, KNa tartrat,
CuS0,7H.0, H,S0, pekat, (NH)Mo;4H.O,
Na;HASO;;.?H:O, NaH2PO4 dan Na:HPO..?H;O.

CARA KERJA

Pembuatan medium
Pembuatan medium PDA., YMA dan YNB
berdasarkan (12).

Pembuatan kurva pertumbuhan

Khamir 7. sporotrichoides UICC Y-286
diinkubasi dalam medium YMA miring pada suhu
ruang selama 48 jam. Suspensi sel dibuat dengan
menambahlan 5 mi akuades steril ke dalam tabung
dan Jikerik menggunakan ose pada jam ke 48.
Sebanyak 2 ml suspensi sel (0,2-0,3X10° sel/ml)
diinokulasikan ke datam labu Erlenmeyer 100 ml yang
berisi 20 ml medium YNB dan CMC 0,2% (b/v).
Labu tersebut kernudian dimesukkan ke dalam shaker
inkubator pada suhu ruang dengan kecepatan putar
110 rpm selama 28 jam.

Sampel diambil pada jam ke 0, 4, 8, 12, 16, 20, 24
dan 28, kemudian dilakukan pengukuran absorbansi
dengan spektrofotometer pada panjang gelombang 420
nm. Senuifuzasi pada 10.000 rpm selama 5 menit.
Aktivitas enzim Jilakukan dengan metode (13).

Pembuatan [arufan pet eaksi Nelson

Pembuatan larutan Nelson A, larutan Nelson B dan
larutan Nelson C (Larutan  arsenumolibdat)
berdasarkan (13).

Pengukuran aktivitas CMCase

Pengukuran aktivitas CMiCase berdasarkan (15).
Sebanyak 0,5 ml larutan enzim dan 0,5 ml CMC
(0,1%%) daiam bufer fosfat (50 mM, pH 5.0) diinkubasi
pada suhu 37 °C selama 30 menit. Gula yang
dihasilkan diukur dengan metode {13). Satu unit
aktivitas enzim didefinisikan sebagai banyaknya
enzim yang dibutuhkan untuk menghasilkan 1 pmol
glukosa per menit dalam kondisi pengujian (5).

Pengukuran konsentrasi glukosa
Pengukuran konsentrasi glukosa dilakukan dengan
metode (13) pada panjang gelombang 575 nin.

OPTIMASI PRODUKSI ENZIM

Pengaruh variasi konsentrast CMC, (NH,)S0,
dan KH,PO,

Dua ml suspensi sel (0,2-0,3 X 10® sel / ml)
diinokulasikan ke dalam labu Erlenmeyer 100 m} yang
berisi 20 ml medium fermentasi dengan berbagai
honsentrasi substrat CMC 0,05%, 0,10%, 0,20%,
0,30%, 0,40% dan 0,50% (b/v), berbagai konsentrasi
(NH,)-S0, 0.20%. 0,30%, 0.40%, 0,50%, 0.60%.
0,70%, dan 0,80% (b/v) dan berbagai konsentrasi
KH-PO, 0.025 %, 0,05%, 0,10%, 0,20%, 0,30%,
0,40% dan 0,50% {(b/v). Labu tersebut kemudian
dimasukkan dalam shaker inkubator pada suhu rvang
dengan kecepatan putar 110 rpm selama 24 jam . Pada
jam ke 24 hasi] fermentasi disentrifugasi pada 10.000
rom selama 10 menit. Supermatan yang dihasilkan
digunaxan untuk penentuan aktivitas enzim.

Karakterisasi enzim pada variasi pH dan suhu

Karakterisasi enzim berdasarkan (i5). Penentuan
pH optimum dilakukan dengan mereaksikan enzim
dengan substrat CMC selama 30 menit pada tingkat
pH berbeda-beda (pH 3,0, 3,5, 4,0, 4,5, 5,0, 5,5, 6,0,
7,0, dan 8,0). Penentuan suhu optimum Suatu enzim
dilakukan dengan menginkubasi enzim bersama
substrat CMC selama 30 menit pada variasi suhu 30,
35, 37, 45, 50, 60 dan 70 °C. Alktivitas enzim
kemudian dianalisis.

3. HASIL DAN PEMBAHASAN

Kurva pertumbuhan Trichosporon sporotrichoides
UICC Y-286

Kurva pertumbuhan T. sporofrichoides: UICC Y-
286 diperoleh melalui bafch fermentation selama 28
jam..



Wibawo M, et al. / Sains Indonesio Vol 11, No.2 (2006) 13-19

e
-]
™

038 I6
E 07 14 =
rij 06 123
g 05 1 2
] S
- 04 08 ;
5 a
£ 03] 06 £ ¢
o . . = ‘l
§ 02 o=f==|urva periumbuhan € i

0.l A ivitas enzim ) I

o lo

¢ 4 8 12 16 20 24 2%
Véktu inkubasi {jam)

Gambar I. Kurva pertumbuhan dan aktivitas CMCase
dari T. sporotrichoides UICT Y-286.

Kurva pertumbuhan T. sperotrichoides UICC Y-
286 menunjukkan bahwa pada fase logaritmik akhir
(jam ke 12), jumlah sel dan aktivilas enzim mencapai
jumlah maksimum. Kondisi tersebut mengindikasikan
bahwa jam ke 12 merupakan waktu yang tepat bagi
enzim CMCase dihasilkan paling tinggi. Chen dkk.
(2004) melaperzan aktivitas CMCase dari S. fredii RO
{CCRC 15769) paling tinggi pada jam ke 40 setelah
inckulasi dalam medium yang mengandung CMC.
Pada raat tersebut merupakan fase eksponensial akhir.

Trichosporon  sporotrichoides UICC  Y-286
menghasilkan CMCase dan sel dalam waktu yang
bersamaan, yang ditunjukkan dengan dua garis paralel
(growth associated) pada kurva pertumbuhan. Hasil
studi pustaka menyatakan bahwa fase pertumbuhan
(trophophase) dan fzse pembentukan produk
(idiophase) berjalan secara paralel (16).

OPTIMASI PRODUKSI ENZIM CMCase
CMC sebagai sumber karbon

Trichcspsron sporotrichoides UICC Y-286 pada
konsentrasi 0,05% dan 0,10% memiliki aktivitas
CMCase yang hampir san:a (1,224 dan 1,238 U/ml).
Pada konsentrasi 0,20% aktivizas enzim meningkat
sebesar 1,939 U/ml, kemudian terjadi penurunan
aktivitas pada konsentrasi 0,30% {1,504 U/ml).
Peningkatan aktivitas enzim terjadi kembali pada
konsentrasi 0,40% (b/v) sebesar 1,972 U/ml. Pada
akhir fermentasi, aktivitas enzim menurun pada
konsentrasi  0,50% (1,567 UW/ml) (Gambar 32).
Prasertsan (17} melaporkan bahwa isolat fungi FlI

menghasilkan enzim CMCase paling tinggi pada
konsentrast CMC 0,10 % (b/v). "

Hasil tersebut menunjukkan bahwa produksi
CMCase T. sporotrichoides UICC Y-286 berlangsung
pada dua puncak pada dua konsentrasi substrat (0,2
dan 0,4%). Pada puncak pertama, produksi CMCase
tinggi yang mengakibatkan glukosa hasil hidrolisis
CMC oleh CMCase dalam medium bertambah.
Glukosa yang dihasilkan digunakan secara langsung
oleh sel khamir untuk metabolisme, sehingga
menghambat produksi CMCase. Laporan (1, 6 dan 7}
menyatakan CMCase adalah enzim yang dapal
mendegradasi CMC menjadi selooligosakarida dan
glukosa.. Menurut Fadel (18), apabila produk hasil
hidrolisis yaitu glukosa dalam konsentrasi tinggi,
glukosa yang dihasilkan akan dimetabolisme lebih
dahulu sehingga produksi CMCase akan dihambat.
Laporan (7 dan 19) menyatakan bahwa glukosa dapal
menghambat sintesis selulase melalut mekanisme
represi katabolit. Gancedo (20) melaporkar bahwa
khamir pada umumnya tumbuh baik pada berbagai
macam sumnber karbon, ietapi glukosa dan fruktosa
merupakan sumber karbon yang paling disukai karena
merupakan sumber karbon sederfana. Keberadaan
sumber karbon tersebut menyebabkan produksi epzim
yang mendegradasi sumber karbon kompleks menjadi
rendzh bahkan tidak dihasilkan sama sekali.
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Gambar.2. Penentuan konsentrasi subsirat CMC
sebagai sumber harbon pada T.
sporotrichoides UICC Y-286.

{(NH ;S04 sebagai sumber nitrogen

(NH;);S0O, merupakan sumbér nitrogen  yang
paling disukai oleh mikroorganisme sebagai sumber
nitrogen karena amonium merupakan sumber nitrogen



Wibowo M. et al. / Sains Indonesia Vol. 11, No.2 (2008) 13-19

16

sederhana yang dapat dengan mudah menyerap ke
dalam sel untuk sintesis asam amino (21).

Hasil pengujian terhadap sumber nitrogen
((NH,:30,) menunjukkan bahwa aktivitas CMCase
T. sporoirichoides UICC Y-286 paling tinggi dicapai
pada Lkonsentrasi 0,30 % (bfv) aktivitas enzim
CMCase sebesar 6,861 //ml. Namun demikian pada
konsentrasi 0,2 dan 0,4 % (b/v) mempunyai aktivitas
CMCase yang hampir sama dengan konsentrasi 0,3 %
(b/v) sebesar 6,687 dan 6,668 U/m] {Gambar 3).
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Gambar 3. Penentian konsentrasi (NH }.S0, sebagai
sumber nitrogen pada T. sporotrichoides
UICC Y-286.

Penambahan (NH,%»50, 2 % (b/v} menyebabkan
terjadinya peningkatan aktiviias CMCase sebesar 21,5
%, FPase sebesar 21,3 %, dan B-glukosidase scbesar
20 % pada Aspergillus niger F-119 (18). Produksi
selulase sangat tergantung nada sumber dan
konsentrasi nitrogen yang terdapat dalam medium.
Amonium merupakan sumber nitrogen anorganik yang
baik untuk sintesis selulase. Penggunaan (NH,},SO,
dalam produksi enzim selulase pada Aspergillus niger,
A. terreus, Chaetomium cellulyticum, Myrothecium
sp., Nenicillium funiculosum dan Trichoderma reesei
(18,19

Selama proses tfermentasi menunjukkan sedikit
penurunan pH akhir mediun: dibandingkan pH awal
medium (pH 5.0) (Gambar 3). Hal tersebut
disebablkan oleh (NH,),SO, sebagai sumber nitrogen
yang digunakan dalam medium fermentasi. pH dalam
fermentasi mengalami penurunan akibat dihasilkannya
H;20, ketika ion amonium dari (NH LSO, diasimilasi
oleh mikroorganisme (21).

KH,PO,sebagai saumber fosfat

Hasil pengujian terhadap sumber fosfat (KH,PO.)
menunjukkan  bahwa  aktivitas CMCase T.
sporoirichoides UICC Y-286 paling tinggi dicapai
pada konsentrasi KH;PO, 0.10 % (b/v) sebesar 2,156
U/ml  (Gambar 114). Fusarium  coerulewm
mengeunakan foslai anorganik dalam bentuk KH.PO,
pada konsentrasi 0,2050 %.  Aspergillus niger
menggunakan sumber fosfat anorganik dalam bentuk
K-HPQ,, pada konsentrasi 0,002 % atau lebth kecil
akan mengalami pertumbuhan  yang  rendah,
sedangkan apabila konsentrasi dinaikkan secara
bertahap sampai 0,089 % maka perlumbuhan fungi
menjadi meningkat (22).
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Gambar 4. Penentuan konsenirasi optimum KH.PO,
sebagai  sumber jfosfat pada T.
sporotrichoides UICC-286.

Fosfat organik digunakan kapang pada umumnya
dalam bentuk kalium fosfat seperti kalium ortofosfat
(K5PO,), kalium metafosfat (KPQO,), kalium pirofosfat
(K,P»05), kalium monohidrogen fosfat (K;HPO,), dan
kalium dihidrogen fosfat (KH.PQ,). Di antara sumber
fosfat tersebut, KoHPO, dan KH;PO, sering digunakan
karena selain penggunaan ion-ion fosfat dan kalium,
kedua sumber fosfat ini dapat berpe.an juga sebagai
bufer yang dapat mengatur perubahan pH dalam
medium {22).

Enzim selulase dihasitkan oleh khamir bersifat
ektraselular, setelah disintesis oleh sel kemudian
dikeluarkan ke lingkungannya (23). Penambahan
KH,PO, dalam medium dapat bemperan sebagai
sumber fosfat dan sebagai sistem bufer yang akan
menjaga kondisi pH lingkungan, sehingga enzim yang
berupa protein dikeluarkan oleh sel khamir tidak
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, mengalami denaturasi karema perubaan pH (18 22,
' 24).

KARAKTERISASI ENZIM CMCASE

Penentuan pH Optimum

Gambar 5 menunjukkan bahwa aktivitas CMCase 7T,
sporotrichoides UICC Y-286 memperlihatkan dua
aktivitas pH optimum yaitu pada 3,5 dan 7,0 sebesar
1,127 /ml dan 1,035 UWml. CMCase pada A. niger
Z10 menunjukkan dua aktivitas pH optimum pada 4,5
dan 7,5 (15). Kapang Cephalosporium sp.RYM-202
memproduksi CMCase dengan pH optimum 8,0
untuk C-1 dan pH 7,5-2,5 untuk C-11. (25).
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Gambar 5. Penentuan pH optimum enzim CMCase T,
sporotrichoides UFCC -286.

Setiap jenis enzim memiliki kisaran pH optimum
yaitu kisaran pH dimana enzim menunjukkan aktivitas
maksimum dengan stabilitas tinggi dan akan
mengalami denaturasi pada pH yang lebih rendah atau
lebih tinggii (18). Enzim pada umumnya bersifat
amfofilik artinya enzim dapat bersifat scbagai acam
maupun basa Hal ini disebabkan cleh adanya sisi
aktif yang dapat memberikan gugus fungsional residu
asam aminc spesifik yang merupakan pemberi dan
penerima proton (24}

Terdapatnya dua aktivitas pH optimum yaitu 3,5
dan 7,0, hal tersebut kemungkinan enzim CMCase
yang dipunyai oleh T. sporotrichoides UICC Y-286
bersifat iscenzim atau subunit berbeda pada protein
enzim yang sama. Griffin (21) menyatakan bahwa
isoenzim dihasilkan oleh mikroorganisine yang
memproduksi lebih dari satu jenis enzim dengan
aktivitas enzimatik sama. Adanya perbedaan tersebut
diduga disebabkan perbedaan kandungan polisakarida
pada enzim. Namun sebagian peneliti menduga

17

isoenzim-isoenzim tersebut merupakan hasil kerja
enzim proteolitik. Proses pemumian yang
memerlukan waktu lama sehingga tegadi autolisis
oleh karena adanya enzim proteolitik ekstraselular
(23)

Penentuan Suhu Optimum

Pengujian suhu optimum CMCase pada T.
sporotrichoides 1JICC Y-286 pada pH optimum 3,5
menunjukkan subhu optimum pada 45° C (Gambar 6)
dan pada pH optimum '7,0 menunjukkan suhu
optimum 37° C (Gambar 7).
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Gambar 6. Penentua: suhu optimum enzim CMCase
T. sporatrichoides UICC Y-286 pada pH
3.5

Aktivitas CMCase {Lml)

30 35 a0 45 S0 55 60 65 7O
Subu{® C)

Gambar 7. Penentuan suhu optimum enzim CMCase
T. sporotrichoides UICC Y-286 pada pH
7.0
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A. niger mempunyai suhu optimum 55° C untuk
aktivitas \'Pase dan CMCase, pada 7. viride dan
Streptomyces sp menunjukkan suhu optimum 55° C
untuk pengujian aktivitas CMCase (18). Bakteri S.
JSredii menghasilkan aktivitas CMCase pada suhu
optimum 35° C pada pH 7,0. (26) A. riger Z10
menghasitkan aktivitas CMCase pada suhu optimum
40° C (27

Aktivitas enzim akan meningkat dengan
bertambahnya suhu sampai konfigurasi tiga dimensi
molekul enzim tersebut rusak akibat tegadinya
denaturasi. Suhartono (1989) menyatakan fenomena
ini discbabkan oleh peningkatan energi kinetik
molekul-molekul enzim sebelum mencapai suhu
optimum yang mempercepat gerak vibrasi, translasi
dan rotasi enzim dan substrat sehingga memperbesar
peluang keduanya untuk bertemu dan bereaksi.
SeLaliknya setelah melewai suhu  optimum
konformasi enzim mengalami perubahan sehingga
menjadi tidak aktif dan tidak dapat berfungsi
sebagaimana mestinya. Pada suhu tinggi subsirat juga
dapat mengalami perubahan konformasi schingga
mengalami kesulitan untuk memasuki sisi aktif dar
snzim (27).

4. KESIMPULAN

CMCase diproduks? oleh 7. sporotrichoides UICC
Y-286 paling tinggi pada jam ke 12, yaitu pada fase
eksponensial akhir. Produksi enzim CMCase
optimum terhadap substrat CMC 0,20 % {b/v) sebesar
1,939 Ufml dan 0,40 % (b/v) sebesar 1,972 U/ml;
{NH,):S0: 0,30 % (b/v) sebesar 6, 861 U/nil; dan
KH,PO; 0,10 % (b/v) sebesar 2,156 U/ml.
Karakterisasi CMCese 7. sporotrichoides UICC Y-
286 menunjukkan aktivitas optimum pada dua titik pH
dan suhu yaitu pH 3,5 pada suhu 45° C, dan pH 7,0
pada suhu 37°C.
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