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RINGKASAN 

Limbah pertanian mempunyai potensi yang besar sebagai pakan temak 
ruminansia karena produksinya yang tinggi, namun perlu diolah terlebih dahulu 
karena mempunyai kandungan protein yang rendah serta kandungan serat kasar yang 
tinggi. Pengolahan secara biologis menggunakan mikroba atau enzim merupakan cara 
pengolahan yang aman, namun untuk memproduksi enzim membutuhkan biaya yang 
relatif mahal. 

Penelitian ini dimaksudkan untuk mendapatkan komposisi media alternatif 
yang sesuai untuk pertumbuhan bakteri selulolitik (Actinobacillus sp.), mendapatkan 
produksi enzim selulase dengan aktivitas yang tinggi atau sebanding dengan media 
kontrol serta mengetahui karakter enzim selulase yang dihasilkan. 

Dibuat sebuah media pertumbuhan bakteri selulolitik yang terdiri dari bahan
bahan kimia pro-analisa (M-O); serta tiga macam media altematifyang menggunakan 
jerami padi sebagai sumber karbon serta bahan-bahan kimia teknis. Sumber protein 
menggunakan urea (M-J), susu bubuk (M-2) serta hati ayam (M-3). Sebanyak 1% 
bakteri selulolitik (Actinobacillus sp.) ditanam pada masing-masing media kemudian 
diinkubasi pada suhu 40°C selama 33 jam dengan kecepatan 140 rpm. Dilakukan 
pengukuran kurva pertumbuhan dan produksi enzim selulase setiap interval waktu 3 
jam, serta pengukuran aktivitas enzim dan karakterisasi enzim. 

Hasil penelitian menunjukkan bahwabakteri yang ditanam pada media 
alternatif membutuhkan waktu adaptasi lebih lama sebelum memasuki fase log 
(pertumbuhan); namun media altematif menggunakan hati ayam (M3) dan susu 
bubuk (M2) mempunyai puncak pertumbuhan yang hampir sarna dengan kontrol. 
Produksi dan aktivitas enzim selulase paling tinggi didapatkan dari media alternatif 
menggunakan susu bubuk pada jam ke-24. Suhu dan pH optimum enzim selulase 
pada 50°C dan 8. 

Kata kunci: Bakteri selulolitik, Media pertumbuhan, Produksi masal, 
Karakterisasi enzim. 
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SUMMARY 

Agricultural waste has a great potential as ruminant feed because of it highly 
production, but it need to be processed at first because of it has low protein and high 
crude fiber content. Biological treatment using microbes or enzymes are the safe way 
of agricultural waste processing, but for produce enzyme there is requires a relatively 
expensive cost. 

The aim of this study are to obtain a suitable alternative media composition 
for cellulolytic bacterial growth, get a cellulases enzyme production with high activity 
comparable to control medium, and to know the character of cellulases enzyme 
product. 

There was made of cellulolytic bacterial growth medium consisting of pro
analysis chemicals (M-O); and three kinds of alternative media that use pro-technical 
chemicals and rice straw as carbon source. There were use urea (M-l), milk powder 
(M-2) and chicken liver (M-3) as protein sources. A total of 1 % cellulolytic bacteria 
(Actinobacillus sp.) were cultured in every medium and then incubated in 40°C for 33 
hours and 140 rpm shake, and then measured the growth curve and cellulases 
production every 3 hours, and enzyme activity and enzyme character. 

The results showed that the bacteria which were grown in alternative media 
take much longer adaptation time before entering the log (growth) phase, but the 
alternative media that use chicken liver (M3) or milk powder (M2) have a peak of 
growth similar to control media Cellulases production and the highest enzyme 
activity obtained from the alternative media using powdered milk at 24th hours. 

Optimum temperature and pH of cellulases are 50°C and 8 respectively. 

Key words: Cellulolytic bacteria, Growth media, Mass production, Enzyme 
characterization. 
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PRAKATA 

Alhamdulillah, puji syukur kami panjatkan ke hadirat Allah s.w.t. atas segala 

Rahmat dan KaruniaNya sehingga laporan penelitian Twap I dengan judul : "Media 

Altematif Pengembang-biakan Bakteri Selulolitik (Actinobacillus sp.) untuk Produksi 

Enzim Pendegradasi Serat secara Massal" ini dapat diselesaikan. 

Indonesia merupakan negara agraris yang banyak menghasilan limbah pertanian 

yang seringkali tidak termanfaatkan, sedangkan di sisi lain temak membutuhkan bahan 

pakan yang seringkali tidak tercukupi terutama pada musim kemarau. Pemanfaatan 

limbah pertanian sebagai bahan pakan temak merupakan pilihan yang bijaksana, namun 

masih ada kendala karena -limbah pertanian kualitasnya rendah karena hanya 

mengandung sedikit protein serta tinggi kandungan serat kasar sehingga sulit untuk 

dicema temak. 

Ensim selulase dibutuhkan untuk mengolah bahan pakan yang banyak 

mengandung serat kasar dan berkualitas rendah menjadi bahan pakan yang lebih 

berkualitas sehingga memungkinkan untuk digunakan sebagai pakan temak yang 

berkualitas. Produksi enzim membutuhkan biaya yang relatif mahal, apalagi jika 

dimaksudkan untuk memproduksi dalam skala besar. Biaya yang mahallebih disebabkan 

oleh penggunaan bahan-bahan untuk kebutuhan Laboratoris, sedangkan mikroba 

penghasil enzim sebenarnya dapat memanfaatkan sumber nutrien dari berbagai variasi 

bahan, oleh sebab itu perlu dicoba penggunaan bahan-bahan sumber nutrien lain yang 

lebih murah sehingga enzim pengolah serat dapat diproduksi dengan biaya yang murah. 
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Kami menyadari bahwa tulisan ini masih belum sempuma, oleh sebab itu kami 
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DAB I 

PENDAHULUAN 

1.1 Latar Delakang Permasalahan 

Kebutuhan bahan pangan asal hewani semakin hari semakin meningkat. Hal ini seiring 

peningkatan jumlah penduduk, tingkat pendapatan, kesadaran gizi dan kualitas hidup 

masyaralcat. Jumlah penduduk yang meningkat merupakan pangsa pasar yang besar karena 

kebutuhan bahan pangan asal hewan (daging, susu dan telur) merupakan kebutuhan primer 

yang hams dipenuhi. Program kecukupan daging tabun 2010 yang dirancang Direktorat 

Jenderal Petemakan, menyebutkan peran produksi daging sapi dalam negeri hams 

memberikan kontribusi sebesar 90-95% dari kebutuhan nasional (Kompas, 2006). 

Program swasembada daging sapi tabun 2010 mengalami kegagalan setelah 

sebelumnya pemerintab menargetkan swasembada daging sapi tercapai pada tabun 2005. 

Pemerintab kemudian mengoreksi program tersebut dengan mencanangkan swasembada 

daging sapi pada tabun 2014 (Republika, 20108
). Melalui program swasembada daging sapi, 

penyediaan daging sapi dari dalam negeri diproyeksikan meningkat dari 67 persen pada tabun 

2010 menjadi 90 persen pada tabun 2014 (Business Review, 2010). 

Peningkatan jumlah temak akan membutuhkan hijauan pakan temak dalam jumlah 

yang besar pula. Untuk mensinergikan program swasembada temak, Pemerintab hams 

menyiapkan lahan dan ketersediaan pakan bagi sapi berskala besar (Republika, 201 Ob). Pada 

sisi lain ketersediaan pakan hijauan sangat tergantung adanya ketersediaan lahan dan musim. 

Terbatasnya ketersediaan hijauan yang dapat dimanfaatkan sebagai pakan temak akan 

menurunkan tingkat produktivitas temak. Hal ini merupakan problem yang masih sulit diatasi, 
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sebingga memberi peluang pada penggunaan limbah pertanian Gerami padi, bekatul, tongkol 

jagung, tumpi jagung, kulit coklat, kulit kopi dan lain-lain) sebagai pakan temak altematif 

(Ardian, 2004). 

Potensi produksi limbah pertanian cukup tinggi, namun permasalahan yang ada berupa 

nilai nutrisi yang rendah, ditandai dengan kandungan serat kasar (selulosa, hemiselulosa) yang 

tinggi serta protein kasar yang rendah. Molekul selulosa dan hemiselulosa merup3kan 

polisakarida dengan ikatan 6-1-4 glikosidik yang sulit dicema oleh bakteri rumen temak 

ruminansia, sebingga kecemaan limbah pertanian menjadi rendah. Oleh sebab itu dibutuhkan 

pemrosesan terlebih dahulu sebelum dikonsumsi temak. Pemrosesan dengan bahan kimia 

menimbulkan pencemaran lingkungan, sedangkan secara biologis keamanannya lebih 

terjamin. Penggunaan bakteri dan kelompok enzim selulolitik maupun hemiselulolitik akan 

mampu meningkatkan nilai nutrisi limbah pertanian. Pemrosesan menggunaan bakteri 

membutuhkan waktu untuk beradaptasi, sedangkan enzim dapat langsung beraktivitas untuk 

memproses bahan pakan. Hewan ruminansia yang pakannya ditambah dengan enzim terutama 

selulase dan hemiselulase berpotensi untuk meningkatkan penggunaan pakan Serta 

penampilan. Hal ini disebabkan . enzim berperan dalam meningkatkan pencemaan serat 

sehingga intake energi tercema meningkat. 

Enzim umumnya diproduksi oleh mikroba, baik bakteri, protozoa maupun jamur. 

Mimi dkk. (2006) telah melakukan isolasi dan identiftkasi terhadap bakteri yang mampu 

memproduksi enzim hemiselulase mesoftlik berasal dari rumen sapi potong. Bakteri tersebut 

terbukti dapat meningkatkan kualitas jerami padi serta meningkatkan kecemaan pada domba. 

Mimi dkk. (2009) juga menemukan bahwa isolat bakteri Actinobacillus mampu memproduksi 
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enzim hemiselulase serta enzim selulase. Aktivitas selulase (endoglukanase) sebesar 0,28 

Jl/ml sedangkan aktivitas hemiselulase (endoxilanase) sebesar 22,63 Jllml. 

Memproduksi enzim selulase membutuhkan biaya yang relatif mahal, oleh sebab itu 

penghematan dalam biaya produksi sangat penting dalam penggunaan:ny~ secara komersial 

(Zhang et al., 2006). Untclc memproduksi enzim pencema serat (selulolitik dan 

hemiselulolitik) tanpa membutuhkan biaya yang mahal, diperlukan suatu upaya pembuatan 

medium pertumbuhan bakteri selulolitik dan hemiselulolitik alternatif yang murah, namun 

tetap bisa menjaga aktivitas enzim tersebut. Jika biaya produksi enzim bisa ditekan maka 

biaya pemrosesan limbah pertanian menjadi murah, yang akhirnya berdampak pada biaya 

produksipetemakan menjadi . murah pula. Dengan demikian rencana Pemerintah untuk 

mencanangkan swasembada daging sapi akan bisa dicapai. 

l.f Obyek Penelitian 

Penelitian ini menggunakan media altematif untuk menumbuhkan bakteri penghasil 

enzim selulolitik. Media tersebut dibuat dengan menggunakan bahan-bahan yang murah, 

namun tetap menghasilkan enzim dengan aktivitas yang tinggi. Bahan kimia yang digunakan 

merupakan bahan kimia teknis, sedangkan sumber karbon dan protein menggunakan bahan 

yang banyak di pasaran. 

1.3 Lokasi Penelitian 

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Proteomik lTD - Unair serta Laboratorium 

Makanan Temak - Bagian llmu Petemakan FKH Unair. 
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1.4 Hasil yang ditargetkan 

Hasil yang ditargetkan dalam penelitian ini adalah: 1). Mendapatkan formula media 

pertumbuhan bakteri selulolitik (Actinobacillus sp.) yang murah untuk produk massal oamun 

berkualitas; 2). Meoemukan waktu optimum untuk memproduksi enzim selulase, serta 3). 

Meoemukan dosis dan waktu optimum dalam peodegradasian lirilbah pertanian meoggunakan 

enzim selulolitik. 
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BABII 

TUJUAN DAN MANFAAT PENELITIAN TAHAP I 

2.1 Tujuan penelitian 

2.1.1 Tujuan penelitian jangka pendek 

Penelitian ini pada tahun pertama bertujuan untuk : 

1. Mendapatkan gambaran pertumbuhan bakteri selulolitik (Actinobacillus 

sp.) pada beberapa macam media alternatif. 

2. Mendapatkan gambaran produksi enzim selulase pada beberapa macam 

media altematif. 

3. Mengetahui karakter enzun selulase yang diproduksi menggunakan 

media altematif unggulan. 

2.1.2 Tujuan khusus jangka panjang 

Penelitian ini terdiri dari dua (2) tahap, secara keseluruhan bertujuan untuk 

membakukan media alternatif untuk memproduksi enzim selulase secara massal yang 

berharga murah namun mempunyai aktivitas yang tinggi. 

2.2 Manfaat Penelitian 

Diharapkan dari penelitian ini dapat memecahkan masalah daya cerna hewan 

ruminansia yang rendah terhadap serat kasar terutama yang berasal dari limbah 

pertanian dengan ll1.enghasilkan enzim selulase yang berharga murah karena telah 

ditemukan komposisi media alternatif pertumbuhan bakteri selulolitik. 
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3.1 Hewan ruminansia 

DAB III 

TINJAUAN PUSTAKA 

Kebutuhan bahan pangan asal hewani semakin hari semakin meningkat. Hal 

ini seiring peningkatan jumlah penduduk, tingkat pendapatan, kesadaran gizi dan 

kualitas hidup masyarakat. Jumlah penduduk yang meningkat merupakan pangsa 

pasar yang besar karena kebutuhan bahan pangan asal hewan (daging, susu dan 

telur) merupakan kebutuhan primer yang harus dipenuhi. 

Menurut Dirjen Bina Produksi Peternakan, masyarakat Indonesia baru 

mampu mengkonsumsi daging sapi sekitar 1,7 kg/ orang/ tahun. Jika penduduk 

Indonesia sekitar 220 juta orang, maka dibutuhkan 1,5 juta ekor sapi lokal dan 

350.000 ekor sapi bakalan serta 30.000 ton daging. Jika terjadi peningkatan jumlah 

penduduk 2% per-tahun dan populasi sapi 14% per-tahun dengan kemampuan 

mengkonsumsi daging naik 1 gram/kapita/hari, maka dibutuhkan 1.265,8 ton/hari 

yang identik dengan 10.548 ekor/hari atau 3,85 juta ekor/tahun (Tawaf, 2004). 

Program kecukupan daging tahun 2010 yang dirancang Direktorat Jenderal 

Peternakan menyebutkan peran produksi daging sapi dalam negeri harus 

memberikan kontribusi sebesar 90-95% dari kebutuhan nasional (Kompas, 2006). 

Program swasembada daging sapi tersebut mengalami kegagalan kembali setelah 

sebelumnya pemerintah menargetkan swasembada daging sapi tercapai pada tahun 

2005. Pemerintah kemudian mengoreksi program tersebut dengan mencanangkan 

swasembada daging sapi pada tahun 2014 (Republika, 201()a). Melalui program 
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swasembada daging sapi, penyediaan daging sapi dari dalam negeri diproyeksikan 

meningkat dari 67 persen pada tahun 2010 menjadi 90 persen pada tahun 2014 

(Business Review, 2010). 

3.1.1 Sistem Pencemaan Ruminansia 

Sistem pencernaan hewan ruminansia (sapi, kerbau, kambing, domba, 

antelop, kijang dan sebagainya) membentuk empat bagian yang berbeda, terdiri dari 

rumen, retikulum, omasum dan abomasum. Setiap bagian mempunyai fungsi 

spesifik dalam mencerna pakan (Moran, 2005). Retikulo-rumen dan omasum 

merupakan sistem pencernaan sebelum lambung (pre-stomach) atau juga disebut 

usus depan (foregut), sedangkan abomasum merupakan lambung sebenarnya. Usus 

depan tidak memperlihatkan aktivitas enzim yang berasal dari hewan, namun 

semata-mata mengandalkan aktivitas enzim yang berasal dari mikroba ijans, 2005). 

Mikroba rumen, terutama bakteri, protozoa dan fungi anaerob bergantung 

kepada hewan ruminansia untuk penyediaan kondisi fisiologis yang dibutuhkan 

untuk eksistensi mikroba. Sebaliknya mikroba tersebut penting untuk pencernaan 

dan fermentasi sejumlah besar hijauan pakan yang dikonsumsi oleh hewan 

ruminansia namun tidak bisa segera dimanfaatkan. Penyediaan habitat yang sesuai 

bagi mikroba dapat menguntungkan hewan ruminansia karena dapat menggunakan 

produk akhir fermentasi mikroba serta aktivitas biosintesis sesuai nutrisi yang 

dibutuhkan (Yokoyama and Johnson, 1993). Sistem pencernaan pada hewan 

ruminansia beradaptasi dengan sangat bail< terhadap pakan basal berupa hijauan 

(Moran, 20(5), oleh sebab itu hewan ruminansia bersimbiosis dengan mikroba yang 
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terletak dalam pencernaan untuk membantu mencerna tumbuhan dengan 

kandungan serat yang tinggi yang nantinya akan dimanfaatkan oleh hewan tersebut 

(Walker, 2(07). 

Kondisi dalam rumen benar-benar anaerob, meskipun mungkin terdapat 

sedikit oksigen terutama di bagian dinding rumen serta dalam gas rumen. Suhu 

rumen dipertahankan antara 38-42oC yang merupakan suhu optimum bagi mikroba 

untuk hidup. Jika hewan mengkonsumsi pakan secara seimbang antara hijauan dan 

bijian maka pH rumen berkisar 5,8-6,4 yang merupakan kondisi yang nyaman bagi 

bermacam-macam mikroba dengan perbedaan yang luas (Yokoyama and Johnso~ 

1993; Moran, 2005; Walker, 2007). Rounds and Herd (2000) menyebutkan bahwa 

suhu rumen sekitar 37-4OoC dengan pH 5,5-7,0, sedangkan Jans (2005) menyatakan 

bahwa suhu rumen sekitar 390C dengan pH 6-6,8. 

Rumen merupakan organ pencemaan utama dengan kapasitas tampung 

yang besar (± 50 gal~n). Rumen dan retikulum mempunyai kapasilas di alas 50% 

dari seluruh kapasilas saluran pencernaan ruminansia (Rounds and Herd, 2000). 

Bagian dalam dilapisi oleh papila-papila yang menambah luas permukaan rumen 

dan memungkinkan terjadinya absorbsi numen pakan. Kapasilas rumen yang besar 

memungkinkan terjadinya fermentasi dalam jumlah besar karena mengandung 

bermacam-macam mikroba yang beraktivilas secara sinergis mencerna pakan bagi 

hewan. 

Proses fermentasi dalam rumen dilakukan oleh mikroba, produk fermentasi 

terutama VF A serta protein mikroba dapat digunakan oleh hewan. Lebih dari 80% 
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kebutuhan energi hewan ruminansia dapat dipenuhi dari VF A -yang diproduksi 

dalam rumen, serta tergantung dari pakan yang dikonsumsi. Protein mikroba yang 

keluar dari rumen dapat mencapai 50-90% protein yang masuk ke dalam usus halus 

hewan dan dapat digunakan oleh hewan tersebut (Moran, 2005; Walker, 2007). 

Degradasi protein dapat menghasilkan NlIJ yang merupakan sumber nitrogen 

utama bagi mikroba untuk sistesis protein. Mikroba tersebut selanjutnya dicerna di 

usus halus dan dengan demikian dapat meningkatkan suplai protein bagi hewan 

ruminansia aans, 2(05). Bakteri mengandung 60% protein, sehingga bisa digunakan 

sebagai sumber protein bagi hewan ruminansia (Moran, 2005). Rounds and Herd 

(2000) menyebutkan bahwa mikroba mengandung protein 40-50% (berdasarkan 

Bahan Kering) dengan kecernaan lebih dari 75%. 

Mikroba rumen memfermentasi seluruh karbohidrat, namun karbohidrat 

tak-terstruktur lebih cepat difermentasi dibandingkan dengan yang terstruktur. 

Karbohidrat terlarut dapat dicerna 100 kali lebih cepat, sedangkan karbohidrat 

tersimpan dicerna lima kali lebih cepat oleh mikroba rumen dibandingkan dengan 

karbohidrat terstruktur. Pati difermentasi secara cepat, sedangkan asam laktat dan 

asam propionat yang dihasilkan menyebabkan keasaman meningkat (Moran, 2005). 

Umumnya pakan tinggi kandungan karbohidrat terstruktur (serat kasar) 

dapat meningkatkan produksi asam asetat, sedangkan pakan tinggi kandungan 

karbohidrat tak-terstruktur (konsentrat) dapat menyebabkan konsentrasi asam 

propionat sedikit lebih tinggi. Umumnya penurunan asam asetat dan asam butirat 

serta peningkatan asam propionat lebih efisien untuk produksi sapi potong, 
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sedangkan kandungan asam asetat yang tinggi dibutuhkan untuk produksi lemak 

susu (Rounds and Herd, 2000). 

Serat kasar merupakan komplek karbohidrat yang terdiri dari lignin, selulosa 

dan hemiselulosa. Lignin sangat resisten terhadap serangan mikroba, sehingga 

hanya sebagian kecil yang dapat dicerna. Selulosa lebih mudah dicerna 

dibandingkan dengan lignin, sedangkan hemiselulosa paling mudah dicerna di 

antara ketiga serat tersebut (Rounds and Herd, 2(00). 

Retikulum merupakan organ yang lebih kecil dan merupakan holding area 

setelah pakan keluar dari rumen. Retikulum terpisah dari rumen oleh suatu jaringan 

yang landai. Bagian daIamnya terdapat lapisan-Iapisan yang menyerupai sarang 

lebah, serta sedikit papila. 5uhu retikulum tidak berbeda dengan rumen dengan pH 

6-7, namun dapat turun jika banyak mengkonsumsi butiran (Moran, 2005). 

Omasum berada di antara retikulum dan abomasum. 5uatu lembaran mirip 

lipatan disebut lamina menjulur dari dinding-dinding omasum, seperti lembaran

lembaran kertas dalam sebuah buku (Moran, 2(05) dengan kapasitas 6-8% total 

kapasitas saluran pencernaan (Rounds and Herd, 2000). Material yang masuk ke 

daIam omasum mengandung 90-95% air. Fungsi utama omasum adalah untuk 

menyerap sebagian besar air serta meneruskan pengolahan pakan sebelum digesta 

masuk ke daIam abomasum yang merupakan lambung sebenarnya bagi ruminansia 

(Hamilton, 2003; Moran, 2005). Berikut ini adalah gambaran organ pencernaan 

ruminansia. 
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Gambar 3.1. Susunan Lambung Ruminansia (Hamilton, 2003). 

11 

Abomasum menghubungkan omasum dengan usus halus. Pencemaan pada 

kondisi asam terjadi dalam abomasum seperti halnya lambung manusia (Moran, 

2005) dengan kapasitas 6-8% total kapasitas saluran pencemaan ruminansia (Rounds 

. and Herd, 2(00). Permukaan abomasum belipat-lipat dan memproduksi cairan 

lambung berupa asam klorida dan enzim pepsin. pH cairan lambung berkisar 1-1,3 

yang menyebabkan abomasum sangat asam, dengan pH sekitar 2. Keasaman 

abomasum dapat membunuh mikroba asal rumen, sedangkan pepsin mengawali 

pencemaan mikroba serta protein pakan dalam abomasum (Moran, 2005). 

Pakan yang dicema dalam abomasum selanjutnya menuju usus halus. 

Sekresi empedu dengan pH yang sangat tinggi mengubah digesta dari asam 

menjadi basa, memungkinkan terjadinya pencemaan nutrien pakan lain. Enzim 

melanjutkan pencemaan pakan dan mikroba dalam usus halus (Moran, 2(05). 

Protein, vitamin, karbohidrat sederhana, lemak dan asam amino diabsorbsi dalam 

usus halus, sedangkan material yang tidak tercerna dan tidak terabsorbsi 

dikeluarkan ke dalam usus besar (Rounds and Herd, 2000). 
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Usus besar terutama sekum dan kolon merupakan tempat fermentasi 

sekunder, terutama serat. Sekitar 10-15% energi yang digunakan oleh hewan 

ruminansia berasal dari usus besar. Absorsi air, mineral dan amonia juga terjadi 

dalam usus besar. Komponen pakan yang tidak tercerna di usus besar selanjutnya 

dibuang lewat rektum sebagai feses (Moran, 2005). Waktu yang dibutuhkan pakan 

untuk melewati saluran pencernaan ruminansia berkisar 1-3 hari tergantung 

karakteristik pakan serta nutrien yang terkandung dalam pakan tersebut (Rounds 

and Herd, 2(00). 

3.1.2 Mikroba dalam Pencemaan Ruminansia 

Semua hewan tingkat tinggi sebetulnya tidak bisa mencerna serat kasar, 

namun hewan ruminansia mampu memanfaatkan serat kasar karena dalam saluran 

pencernaan terdapat mikroba pencerna serat kasar. Mikroba yang ada dalam 

saluran pencernaan hewan ruminansia bisa berupa protozoa, bakteri maupun fungi. 

Enzim yang dihasilkan oleh mikroba tersebut antara lain bersifat proteolitik, 

selu1olitik, hemiselu1olitik, lipolitik, amilolitik, metanogenik . dan sebagainya. 

Perubahan jenis-jenis mikroba yang ada dalam rumen dapat mempengaruhi 

kecernaan Pakan yang dikonsumsi hewan, sehingga bisa mempengaruhi konsumsi 

pakan, pertambahan berat badan maupun produksi susu (Beauchemin et ai., 2003; 

Krehbiel et ai., 2(03). 

Rumen merupakan ekosistim yang sangat komplek, berisi mikroba dengan 

spesies yang berbeda-beda dengan potensi yang besar. Ekosistim mikroba terdiri 

dari sekitar 30 spesies bakteri .(1010-1011/ml cairan rumen), 40 spesies protozoa (lOS-
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107/ml cairan rumen) dan 5 spesies fungi «lOS/ml cairan rumen) (perez, 2004; Jans, 

2(05) serta archaea, bakteriofaga (virus) dan mikoplasma 0IV alker, 2(07). 

Bakteri dan protozoa merupakan mikroba yang penting karena mampu 

mencerna 70-80% Bahan Kering mudah dicerna dalam rumen. Spesies bakteri dan 

protozoa yang berbeda menunjukkan kinerja yang berbeda pula. Beberapa spesies 

berfungsi untuk mencerna pati dan gula, sedangkan spesies lain bertugas mencerna 

serat kasar (Moran, 2(05). Spesies bakteri lebih penting daripada protozoa dan fungi 

dalam menentukan luas dan level degradasi serta penggunaan pakan untuk 

memproduksi protein mikroba dan VF A (Perez, 2004). 

Populasi mikroba membutuhkan energi dan protein untuk tumbuh dan 

berkembang biak. Keterbatasan nutrien tersebut dapat menyebabkan terhambatnya 

pertumbuhan mikroba yang bisa berdampak pada pencernaan pakan (Moran, 2(05). 

Keterbatasan nutrien dalam rumen dapat terjadi secara periodik, baik dalam waktu 

pendek (misalnya jarak waktu antar pemberian pakan) atau dalam waktu panjang 

(misalnya saat keIaparan). Pada kondisi keIaparan, mikroba rumen menunjukkan 

perbedaan dalam bertahan hidup. Beberapa mikroba dapat mati dalam waktu cepat 

terutama protozoa, dan mungkin dapat hilang dari populasi mikroba rumen. 

Kekurangan energi pada biakan kontinyu dapat menyebabkan Selenomonas 

ruminantium mempunyai STso (Survival time 50%) hanya 2,5 jam, sedangkan 

Megasphaera elsdenii mempunyai ST so seIama 3-5 jam. Saat energi terbatas, 

Selenonwnas ruminantium akan mengubah metabolisme untuk menghasilkan energi 

dalam jumlah lebih tinggi dengan menghasilkan sedikit laktat dan propionat serta 

memproduksi asetat lebih banyak (Yokoyama and Johnson, 1993). 
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Jumlah genus protozoa memang sedikit namun mempunyai peran yang 

penting dalam pencernaan dinding sel tanaman, protozoa tersebut dapat mencerna 

5-21 % material selulosa tergantung pakan yang dikonsumsi (Dijkstra and 

Tamminga, 1995). Beberapa penelitian menunjukkan tingginya kecernaan serta 

cepatnya peningkatan berat badan hewan jika terdapat protozoa dalam rumen. 

Konsentrasi amonia yang tinggi serta total VF A juga terjadi jika terdapat protozoa, 

yang menunjukkan tingginya kecernaan pakan. Suatu penelitian menunjukkan 

bahwa hewan yang mengalami defaunasi tidak menimbulkan efek yang buruk. Hal 

ini menunjukkan bahwa protozoa tidak mempunyai fungsi spesifik yang penting 

bagi hewan ruminansia (Yokoyama and Johnson, 1993). 

Peran utama protozoa adalah sebagai predator terhadap mikroba lain, yang 

berdampak pada daur ulang nitrogen, meskipun beberapa protozoa mampu 

mencerna pati dan partikel tanaman (Walker, 2(07). Protozoa aktif mencerna bakteri 

sebagai sumber protein serta berkompetisi memperebutkan substrat sehingga 

jumIah bakteri rumen bisa menurun hingga tinggal setengah atau lebih. Protozoa 

rumen tidak mempunyai aktivitas urease, sedangkan amonia merupakan sumber 

Nitrogen yang jelek bagi pertumbuhan protozoa. Protozoa berperan dalam 

hidrogenasi dan penjenuhan asam lemak dalam rumen (Yokoyama and Johnson, 

1993). 

Protozoa mampu mendegradasi bermacam-macam substrat (polimer 

tanaman, protein, bahan terlarut) serta mengkonsumsi bakteri dan fungi. Hal ini 

dapat menjaga keseimbangan mikroba dalam rumen ijans, 2005). Siliata 

mempunyai kemampuan yang tinggi dalam. mendegradasi serta memfermentasi 
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bermacam-macam substrat. Mereka mencerna partikel pakan serta menyerang 

semua konstituen utama tanaman yaitu selulosa, guIa terlarut dan lipid. Terdapat 

perbedaan di antara genus dalam spesifitas substrat. lsotricha memanfaatkan pati 

dan beberapa guIa namun bukan maltosa, sedangkan Dasytricha dapat 

memanfaatkan bermacam-macam guIa termasuk maltosa namun tidak 

memanfaatkan patio Jumlah protozoa rumen umumnya meningkat jika pakan 

banyak mengandung bahan yang mudah dicerna, namun perbedaan pakan juga 

berpengaruh terhadap macam genus protozoa. Jumlah lsotricha meningkat jika 

pakan banyak mengandung guIa terIarut, sedangkan jumlah Entodonium dapat 

meningkat jika pakan banyak mengandung pati (Yokoyama and Johnson, 1993). 

Seperti halnya bakteri, jumlah dan genus protozoa juga dapat dipengaruhi 

oleh kondisi fisiologis hewan yang dapat mempengaruhi Iingkungan rumen. Suatu 

perbedaan, terutama pH dan kecepatan asupan pakan sangat berpengaruh terhadap 

jumlah dan jenis protozoa dalam rumen. Faktor lain yang juga dapat berpengaruh 

adalah antagonisme aIamiah di antara spesies protozoa serta predasi (konsumsi) 

protozoa oleh protozoa lain (Yokoyama and Johnson, 1993). 

Beberapa fungi anaerob misaInya Neoca1limastrix frontalis, Sphaeromonas 

communis dan Piromonas communis telah teridentifikasi keberadaannya dalam rumen. 

Sejumlah besar fungi tersebut terdapat daIam rumen domba dan sapi dan 

menyerang fragmen tanaman. Pada hewan yang mengkonsumsi pakan 

mengandung serat yang tinggi, jumlah fungi bisa mencapai 8% massa mikroba. 

Fungsi fungi secara signifikan dalam rumen belum jelas, namun telah diketahui 

mendegradasi selulosa dan xilan yang mengindikasikan pencernaan serat 
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(Yokoyama and Johnson, 1993). Rakotoarivonina et al. (2002) juga menyebutkan 

bahwa fungi berperan dalam mendegradasi selulosa dalam rumen hewan herbivora. 

Mikroba tersebut biasanya melekat pada selulosa dan memproduksi enzim 

selulolitik dan xilanolitik sehingga mampu mendegradasi polisakarida dinding sel 

tanaman secara efisien. 

3.2 Limbah pertanian 

Peningkatan jumlah ternak akan membutuhkan hijauan pakan ternak dalam 

jumlah yang besar pula. Pada sisi lain ketersediaan pakan hijauan sangat tergantung 

adanya ketersediaan laban dan musim. Terbatasnya ketersediaan hijauan yang 

dapat dimanfaatkan sebagai pakan ternak akan menurunkan tingkat produktivitas 

ternak. Hal ini merupakan problem yang masih sullt diatasi, sehingga memberi 

peluang pada penggunaan limbah pertanian Gerami padi, bekatul, tongkol jagung, 

tumpi jagung, kullt coklat, kullt kopi dan lain-lain) sebagai pakan ternak alternatif 

(Ardian, 20(4). Shiddieqy (2005) menyatakan bahwa setiap tahun dihasilkan hasil 

samping dan limbah pertanian hingga mencapai jutaan ton. Limbah pertanian ini 

terdiri atas jerami padi, daun jagung, batang jagung, daun kedelai, daun kaeang 

tanah dan daun ubi kayu. 

Pemanfaatan limbah sebagai bahan pakan ternak merupakan suatu alternatif 

yang bijaksana dalam upaya memenuhi kebutuhan nutrisi bagi ternak. Dua aspek 

yang terkait dengan pemanfaatan limbah sebagai pakan ternak adalah ketersediaan 

bahan baku pakan penyusun ransum bagi ternak dengan nilai ekonoIilis :tang 

tinggi, serta membantu mengurangi pencemaran lingkungan (Murni dkk., 2008). 
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Ardian (2004) menyatakan bahwa meskipun penggunaan limbah pertanian selalu 

dikaitkan dengan harganya yang murah, namun masih ada beberapa hal yang perlu 

dipertimbangkan dalam pemanfaatannya. Faktor tersebut adalah kontinuitas 

ketersediaan, kandungan gizi, kemungkinan adanya faktor pembatas misalnya anti

nutrisi serta perlu tidaknya bahan tersebut diolah sebelum dapat digunakan sebagai 

bahan pakan temak. 

Beberapa peneliti menyebutkan bahwa selulosa merupakan komponen 

utama penyusun dinding sel tanaman. Kandungan selulosa pada dinding sel 

tanaman tingkat tinggi sekitar 35-50% dari berat kering tanaman (Lynd et al., 2(02); 

umumnya dinding sel tanaman terdiri dari 40-45% selulosa, 30-35% hemiselulosa 

dan 20-23% lignin (Bedford and Partridge, 2(01); terdiri dari 15-40% selulosa,30-

40% hemiselulosa dan pektin, serta 20% lignin (Doi and Kosugi, 2004); selulosa 35-

50%, hemiselulosa 2<,>-35%, serta lignin 10-25% (Saha,2004). 

3.3 Selulosa 

Komposisi kimia selulosa sangat sederhana, hanya berupa rangkaian glukosa . 

yang panjangnya bisa mencapai 10.000 molekul D-glukosa (Staudenbauer and 

Schwarz, 2004). Molekul selulosa dan hemiselulosa merupakan polisakarida dengan 

ikatan B-1-4 glikosidik yang sulit dicerna sehingga kecernaan limbah pertanian 

menjadi rendah (Doi and Kosugi, 2004). Molekul selulosa alami tersusun secara 

paralel dalam bentuk serat yang terdiri dari beberapa molekul selulosa, dan 

sebagian serat tersebut dalam bentuk kristal. Ada dua tipe ikatan hidrogen pada 

molekul selulosa yaitu antara C30H dengan oksigen pada cincin piranosa pada 
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molekul yang sarna, serta antara CiOH pada molekul yang satu dengan oksigen 

pada ikatan glikosida molekul lainnya (Wang, 2004). 

Pada umumnya ikatan j3-1,4-glikosida tidaklah terlalu sulit untuk 

didegradasi, namun dengan adanya ikatan hidrogen maka selulosa dapat 

membentuk kristal yang sangat kuat (Wang, 2004). Untuk mendegradasi kristal 

selulosa menjadi glukosa dibutuhkan enzim selulase yang terdiri dari tiga enzim 

yang bekerja secara sinergis yaitu endoglukanase, eksoglukanase dan selobiase 

(Murashima et al., 2002). Irwin et aI, (2000) menyatakan bahwa di samping 

endoselulase juga dibutuhkan dua tipe eksoseluIase untuk menghidrolisis selulosa 

secara maksimum. Salah satu enzim memutus rangkaian selulosa dari ujung non-

reduksi, sedangkan yang lain memutus dari ujung reduksi. Komponen-komponen 

selulosa akan didegradasi secara enzimatis menghasilkan oligomer yang lebih kecil 

dan akan diubah menjadi glukosa, pentosa serta struktur karbon kecil lain 

kemudian dimetabolisme menjadi C~. Berikut adalah gambaran selulosa kristal. 
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Gambar 3.2. Selulosa Kristal (Wang, 2004) 
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Enzim selulase terdiri dari tiga kelompok besar, yaitu endoglukanase 

(CMCase = karboksi metil selulase/ Cx/ selulase EC 3.2.1.4/ endo-1,4-(3-glukanase/ 

1,4-(3-D-glukan glukanohidrolase), eksoglukanase (selobiohidrolase/ Q/ avicelase/ 

selulase EC 3.2.1.91/ ekso-1,4-(3-glukanase/ 1,4-(3-D-glukan selobiohidrolase/ 1,4-(3-

sellobiosidase) dan se10biase «(3-glukosidase/ (3-D-glukosida glukohidrolase/ 

selulase EC 3.2.1.21) (Bhat and Bhat, 1997; Miyamoto, 1997; Bedford and Partridge, 

2(01). Endoglukanase dapat diklasifikasikan menjadi 13 famili glikosil hidrolase, 

eksoglukanase menjadi 5 famili dan se10biase menjadi 2 famili (Murashima et al., 

2(02). 

Substrat untuk endoglukanase adalah CMC serta derivat selulosa terlarut 

lain Enzim endoglukanase berperan untuk memutus ikatan internal (3-1,4-glikosida 

amorf pada selulosa alami menjadi unit yang lebih kecil menghasilkan se1ulo

oligosakarida/ selulodekstrin, namun tidak aktif terhadap kristal selulosa (Akhtar, 

1998; Bedford and Partridge, 2001; Wang, 2004) . 

. Eksoglukanase terdiri dari dua bagian yaitu (3-1,4-g1ukano glukanohidrolase 

yang melepas unit glukosa dari kutub non-reduksi «(3-glukan), serta (3-1,4-g1ukan 

selobiohidrolase yang melepas unit selobiosa dari kutub non-reduksi (Staudenbauer 

and Schwarz, 2004). Eksoglukanase juga sangat aktif terhadap selulosa amorf, tetapi 

tidak begitu bagus dalam mendegradasi selulosa kristal dan selu-oligosakarida 

(Bedford and Partridge, 2(01). Enzim ini beraktivitas secara sinergis dengan enzim 

lain Selulosa dengan polimerisasi rendah, misalnya avicel atau selulosa yang 

mengernbang bisa digunakan sebagai substrat (Akhtar, 1998). 
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Selobiase menghidrolisis selobiosa dan oligosakarida pendek menjadi 

glukosa (Miyamoto, 1997; Akhtar, 1998). Selobiase juga memecah unit glukosil dari 

kutub non-reduksi dari selulo-oligosakarida (Wang, 2004). Substrat untuk selobiase 

adalah selobiosa, glukosa dimer ikatan P dan selulodekstrin, sedangkan untuk aril

j3-g1ukosidase adalah salisin dan p-nitrofenil-j3-g1ukosida (Akhtar, 1998). 

Mekanisme hidrolisis selulosa secara enzimatis dimulai dengan serangan 

endoglukanase pada ikatan glikosida menghasilkan rangkaian pendek, kemudian 

diikuti dengan serangan secara sinergis oleh endo dan eksoglukanase menghasilkan 

oligosakarida, selobiosa dan glukosa (Akhtar, 1998). 

3.4 Enzim untuk Pakan Hewan 

Degradasi limbah pertanian untuk pakan hewan bisa dilakukan dengan 

menggunakan bakteri selulolitik maupun dengan menggunakan enzim selulase. 

Bakteri mmebutuhkan waktu untuk beradaptasi terlebih dahulu sebelum aktif 

mendegradasi bahan pakan, sedangkan penggunaan enzim dirasa lebih praktis 

karena bisa langsung beraktivitas · mendegradasi limbah pertanian tanpa 

membutuhkan waktu untuk beradaptasi. 

Penggunaan enzim asal mikroba banyak digunakan untuk meningkatkan 

kualitas pakan, serta penggunaan lain, misalnya : menghilangkan faktor anti-nutrisi 

dan toksin; meningkatkan kecernaan nutrien tersedia; meningkatkan kecernaan 

polisakarida non-pati; serta suplementasi enzim endogen (Bonneau and Laarveld, 

1999). Enzim pakan harus mempunyai target spesifik terhadap komponen pakan 

yang mungkin merugikan atau mempunyai ni1ai nutrisi yang rendah agar dapat 
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memberikan keuntungan bagi temak. Bahan baku pakan yang semakin beragam 

mungkin digunakan dalam. formulasi pakan tanpa memperhatikan penampilan 

ternak, oleh sebab itu kesesuaian antara aktivitas enzim dan komponen pakan dirasa 

penting. Sebagai contoh, enzim pakan digunakan untuk meningkatkan kandungan 

nutrien tersedia dari protein tumbuhan sehingga dapat digunakan untuk substitusi 

tepung ikan serta sumber protein hewani lain yang mempunyai kualitas tinggi dan 

berharga mahal. Enzim pakan juga dapat digunakan untuk substitusi sumber energi 

yang semula tidak sesuai menjadi sesuai (Officer, 2000). 

Peningkatan efisiensi pakan oleh suplementasi enzim dalam pakan juga 

terjadi berupa pengurangan kandungan nutrien feses sehingga tidak terlalu 

mencemari tanah. Penggunaan enzim dalam. akuakultur juga dapat meningkatkan 

kualitas air setelah pakan tersebut dikonsumsi oleh ikan. Enzim pakan juga dapat 

digunakan sebagai alternatif pengganti hormon dan antibiotik sebagai pemacu 

pertumbuhan yang ramah lingkungan, hal ini disebabkan enzim dipandang sebagai 

produk yang lebih alami dibandingkan produk kimiawi lain. Penggunaan antibiotik 

dapat menimbulkan resistensi bakteri, serta di beberapa negara Eropa sudah ada 

larangan untuk memasarkan daging yang diproduksi dengan menggunakan 

hormon pemacu pertumbuhan (Officer, 2000). Perlakuan enzim pada rumput segera 

sebelum diinkubasi dapat meningkatkan kecernaan Bahan Kering dan NDF, yang 

menunjukkan bahwa pemakaian enzim pencerna serat pada pakan dapat 

meningkatkan kecernaan pada ruminansia (Nowak et al., 2003). 

Terdapat dua cara pemberian enzim ke dalam. pakan. Cara pertama adalah 

pakan di perlakukan dengan enzim sampai didapatkan hasil yang baik, baru 

o 
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kemudian diberikan pada ternak. Cara kedua adalah enzim ditambahkan pada 

pakan kurang lebih satu jam sebelum diberikan pada ternak, cara kedua ini dirasa 

lebih fleksibel serta menghemat waktu. Aplikasi enzim menjelang dikonsumsi 

disebut aplikasi langsung. Enzim dapat ditambahkan pada hijauan menjelang 

dikonsumsi, dan jika berhasil meningkatkan konsumsi dan kecernaan maka biaya 

pakan dapat ditekan (Officer, 2000). 

Penambahan enzim selulase dalam ransum hewan ruminansia dapat 

meningkatkan pertumbuhan meskipun dalam saluran pencernaan hewan tersebut 

sebetuInya sudah terdapat mikroba pencerna serat kasar. Beauchemin et al., (2003) 

menyatakan bahwa pemberian feed additive berupa enzim terutama selulase dan 

xiIanase dapat meningkatkan efisiensi pakan serta penampilan ternak, baik pada 

sapi perah maupun sapi potong. Enzim pencerna serat juga ada yang diaplikasikan 

pada pakan berserat menjelang dikonsumsi hewan, sehingga hewan yang 

mengkonsumsinya lebih mudah untuk mencerna. 

Penambahan enzim pencerna serat, baik yang diaplikasikan pada pakan 

maupun diberikan secara langsung dapat meningkatkan produktivitas ternak 

(Beauchemin et al., 2004; Adesogan, 2005). Krehbiel et al. (2003) menyatakan bahwa 

pemberian mikroba langsung pada hewan ruminansia dapat menurunkan asidosis 

rumen, meningkatkan konsentrasi propionat, jumlah protozoa serta respon 

kekebalan. 

Beberapa penelitian menunjukkan bahwa suplementasi enzim selulase dan 

xilanase pada pakan saW dapat meningkatkan kecernaan dalam rumen serta 

meningkatkan produksi susu (Yang et al., 1999). Aplikasi campuran enzim selulase 
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dan xilanase pada hijauan yang terdiri dari hay rumput dan barley (70:30) dapat 

meningkatkan kecernaan NDF yang juga berpengaruh pada produksi (Lewis et ai., 

1996). Terdapat peningkatan produksi susu 10,8%, lemak susu meningkat 20% dan 

protein susu meningkat 13 % sebagai basil penambahan enzim selulase dan xilanase 

pada pakan. Suplementasi enzim dapat meningkatkan produksi susu pada 100 hari 

pertama masa laktasi, namun tidak pada pertengahan laktasi. Peningkatan produksi 

susu dapat terjadi jika pakan tersedia berupa hijauan dan konsentrat (45% : 55%) 

yang berbeda nyata dibandingkan pakan kontrol berupa hijauan dan konsentrat 

(55% : 45%) (Schingoetbe et aI., 1999). Nakashima and Orskov (1989) mendapatkan 

peningkatan kecernaan jerami sampai 10% dengan penambahan selulase dan 

xilanase pada silase jerami, sedangkan Beauchemin et aI. (1995) mencatat 

peningkatan pertambahan berat badan sampai 30% serta peningkatan konsumsi 

Bahan Kering sampai 10% pada sapi jantan yang diberi hay rumput yang sudah 

diberi enzim saat pengepakan. 

Beberapa faktor yang dapat mempengaruhi efektivitas enzim pakan antara 

lain komposisi pakan, sumber mikroba, aktivitas enzim campuran, stabilitas suhu, 

suhu lingkungan saat mengkonsumsi pakan serta kelas hewan. Bahan pakan 

penyusun ransum sangat mempengaruhi aktivitas enzim untuk bisa beraktivitas 

maksimal dalam pencernaan. Beauchemin et ai .. (1997) mencatat tentang efek dua 

macam enzim terhadap pertumbuhan sapi yang diberi pakan berupa hutiran jagung 

dan silase jagung atau butiran barley dan silase barley. Enzim dengan aktivitas 

xilanase yang tinggi dapat meningkatkan FeR (Feed Conversion Ratio) pada sapi yang 

diberi ransum barley, sedangkan yang diberi ransum jagung tidak terpengaruh. 
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3.4.1 Sumber Enzim 

Secara umum enzim selulase hanya diproduksi oleh mikroba, baik bakteri, 

protozoa maupun jamur. Selulase dan xilanase diproduksi oleh banyak bakteri dan 

jamur, baik yang aerob, anaerob, mesofil, termofil maupun ekstremofil. Bakteri dan 

jamur aerob umunmya memproduksi selulase dan hemiselulase ektraseluler. Bakteri 

anaerob (Qostridium thermocellum, C. cellulovorans, Rumicoccus albus, R. flauefaciens, 

Fibrobacter succinogenes, Acetivibrio celluloZyticus) dan jamur anaerob (Neocallimastrix 

frontalis, N. patriciarum dan Piromyces aqul) memproduksi selulase dalam bentuk 

multienzim komplek (Bedford and Partridge, 2001). 

Clostridium cellulovoran bisa memproduksi enzim selulase komplek, yang 

disebut sebagai selulosam. Selulosam terdiri dari endoglukanase, eksoglukanase dan 

fS-glukosidase. Endoglukanase dapat diklasifikasikan menjadi 13 famili glikosil 

hidrolase, eksoglukanase menjadi 5 famili, sedangkan fS-glukosidase menjadi 2 

famili. Masing-masing famili mempunyai aktivitas yang berbeda dalam 

mendegradasi selulosa. Campuran selulosam EngH dan ExgS mempunyai aktivitas 

yang paling tinggi dalam mendegradasi kristal selulosa dibandingkan dengan enzim 

selulase lainnya. Jika EngE atau EngH digunakan sebagai pereaksi pertama 

kemudian diikuti dengan ExgS, akan terjadi efek sinergis. Namun ExgS tidak bisa 

digunakan sebagai pereaksi awal (Murashima et aI., 2002). 

Mimi dkk. (2006) telah melakukan isolasi dan identifikasi bakteri 

hemiselulolitik mesofilik yang berasal dari rumen sapi potong. Bakteri tersebut telah 

diaplikasikan dengan dosis 15 % dan terbukti dapat meningkatkan kualitas jerami 

padi serta meningkatkan kecernacin pada domba. Mimi dkk. (2009) menemukan 
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bahwa isolat bakteri Actinobacillus di samping memproduksi enzim hemiselulase 

ternyata juga mampu memproduksi enzim selulase. Aktivitas selulase 

(endoglukanase) sebesar 0,28 Jl/ml sedangkan aktivitas hemiselulase (endoxilanase) 

sebesar 22,63 Jl/ml. 

Zhang et al. (2006) menyatakan bahwa untuk memproduksi enzim selulase 

dibutuhkan biaya yang relatif mahaI, oleh sebab itu penghematan daIam biaya 

produksi sangat penting dalam penggunaannya secara komersiaI. Pemrosesan 

menggunakan enzim selulase bisa berjaIan dengan lebih ekonomis jika berhasil 

meningkatkan volume produksi enzim komersial, memproduksi enzim 

menggunakan substrat paling murah, preparasi enzim dengan stabilitas tinggi, serta 

memproduksi enzim dengan aktivitas spesifik yang tinggi. 

Atlas (2005) menyebutkan bahwa media untuk menumbuhkan 

. mikroorganisme mengandung substrat yang penting untuk mendukung 

pertumbuhan mikroorganisme. Karena begitu beragamnya mikroorganisme serta 

beragam pula aIur metabolisme, sehingga banyak pula macam media. Perbedaan 

daIam komposisi medium dapat berakibat pada . perbedaan karakteristik 

pertumbuhan suatu mikroorganisme. Media untuk pertumbuhan mikroorganisme 

harus mengandung sumber karbon, nitrogen, phosphat, logam, serta growth foetor. 

Mishra et al. (2007) memproduksi enzim lignoselulase menggunakan lima 

strain bakteri selulolitik dan empat strain fungi dengan jerami padi sebagai substrat. 

Singh et al (2009) berhasil memproduksi enzim selulase secara massal dengan harga 

murah menggunakan substrat jerami padi serta inokulan berupa fungi Aspergillus 

heteromorphus. 
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Todar (2000) menyebutkan bahwa nutrien yang dibutuhkan oleh bakteri 

adalah sesuai dengan komposisi sel, yaitu terdiri dari C, H, 0, N, 5, P, K, Mg, Fe, Ca, 

Mn dan trace mineral meliputi Zn, Co, Cu dan Mo. Elemen-elemen tersebut bisa 

berupa air, molekul mikro dan molekul makro. Media cair umumnya digunakan 

untuk pengembangbiakan isolat murni, sedangkan media padat digunakan untuk 

mengisolasi serta memurnikan bakteri. 

Qi et al. (2008) memproduksi enzim selulase menggunakan fungus 

Trichoderma viride pada medium mengandung (NH4)2S04; KH2P04; MgS04 '7H20 

dan CaCl2 serta substrat campuran jerami padi dan dedak gandum. Otajevwo and 

Aluyi (2011) memproduksi enzim selulase menggunakan bubuk selulosa (CMq, 

Agar, K2HP04, (NH4)2S04, Yeast extract, Cysterine, CaCl2, MgS04, serta 

Resazurin. Mishra et al. (2007) memproduksi selulase menggunakan Beef extract 

dengan inokulan bakteri, serta menggunakan Malt extract dengan inokulan fungi. 
-~ 
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METODE PENELITIAN 

Penelitian ini secara keseluruhan akan dilaksanakan dalam dua tahap. Pada 

tahun pertama membuat media pertumbuhan bakteri Actinobacillus sp. untuk 

memproduksi enzim secara komersial. Pada tahun kedua membuat media 

pertumbuhan terbaik dalam jumlah besar, kemudian dilakukan optimasi waktu 

produksi, serta dosis dan waktu optimum dalam degradasi limbah pertanian. 

4.1. Metode Penelitian Tabap I (Tabun Pertama) 

Metode penelitian tahap I meliputi pembuatan beberapa media pertumbuhan 

bakteri Actinobacillus, kemudian dilakukan pengamatan terhadap kurva 

pertumbuhan bakteri, uji aktivitas enzim, karakterisasi enzim selulase pada berbagai 

suhu maupun pH serta stabilitas enzim. 

4.1.1 Media Pertumbuhan Balcteri Selulolitik 

Dibuat sebuah media pertumbuhan bakteri selulolitik sebanyak 100 ml yang 

mengandung CMC sebagai sumber karbon. Media selektif terdiri dari MgS04.7H20 

0,05 gllOOml, Na2HP04.2H20 0,5 gllOOml, NH2S04 0,2 gl100ml, KH2P04 0,16 

glIOOml, NaCl 0,23 gil 00ml, Yeast extract 0,5 glIOOml, CMC 2 gliOOml. Media ini 

selanjutnya disebut sebagai media kontrol (M-O). 

Dibuat juga 3 (tiga) buah media alternatif dengan volume sarna. Bahan-bahan 

mineral dibuat sarna, narnun menggunakan bahan teknis, sumber serat (CMC) diganti 

dengan jerami yang digiling halus, sedangkan sumber nitrogen (yeast extract) diganti 

o 
27 

IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

LAPORAN PENELITIAN FUNDAMENTAL MEDIA ALTERNATIF ... Mohammad Anam AI-Arif



28 

dengan urea, susu bubuk atau hati ayam. Secara lengkap media penelitian adalah 

sebagai berikut : 

M-O : Media kontrol, merupakan media yang menggunakan bahan-bahan pro-analisa 

M-l : Media menggunakan bahan-bahan teknis. Sumber Nitrogen menggunakan urea 

M-2 : Media menggunakan bahan-bahan teknis. Sumber Nitrogen menggunakan susu 

bubuk 

M-3 : Media menggunakan bahan-bahan teknis. Sumber Nitrogen menggunakan hati 

ayam 

Keempat macam media tersebut selanjutnya disterilkan. Inokulum dibuat 

dengan menginokulasikan satu lup biakan bakteri selulolitik ke dalam 50 ml media 

inokulum. Biakan diinkubasi pada suhu 40° C selama 24 jam dengan kecepatan 150 

rpm. Sebanyak 1 % inokulum dimasukkan · ke dalam 100 ml masing-masing media 

produksi. Biakan selanjutnya diinkubasi dengan kondisi yang sarna seperti di atas. 

4.1.2 Pengukuran kurva pertumbuhan bakteri selulolitik 

Dilakukan pengukuran OD (Optical Density) dengan mengambil sampling 

sebanyak 1 ml setiap selang waktu 3 jam selama 24 jam atau lebih. Sampling pertama 

dilakukan pada jam ke-3 dilanjutkan sampai nilai OD menunjukkan penurunan yang 

jelas. Densitas optik diukur dengan menggunakan spektrofotometer UV -Vis pada A 

600 nm. Kurva pertumbuhan diperoleh dari hasil pengukuran densitas optik terhadap 

waktu. 

4.1.3 Produksi Enzim Selulase 

Sel dipanen dengan mengambil sampling sebanyak 1 ml setiap selang waktu 3 

jam kemudian disentrifugasi pada suhu 4°C selama 15 menit dengan kecepatan 6000 

rpm. Pelet dibuang, sedangkan supematan yang mengandung enzim selulase diambil 

untuk digunakan pada analisis selanjutnya. 
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4.1.4 Uji Aktivitas Endo-fl-glucanase 

Pengukuran aktivitas enzim endo-p-l,4-glucanase dilakukan dengan 

memasukkan 100 III enzim dan substrat CMC dalam bufer asetat (PH 7) ke dalam 

tabung Eppendorf kemudian diinkubasi pada suhu 35°C dalam penangas air selama 

30 meni~. Sebagai kontrol ditambahkan DNS ke dalam larutan enzim, kemudian 

ditambahkan substrat. Pada sampel ditambahkan 600 III DNS, selanjutnya sampel dan 

kontrol dipanaskan dalam air mendidih selama 15 menit, lalu diinkubasi dalam 

icebath selama 20 menit. Absorbansi dibaca pada panjang gelombang 550 nm. 1 

Unit aktivitas enzim didefmisikan sebagai jumlah enzim yang menghasilkan 1 J.1Il101 

glukosa per menit untuk setiap ml enzim (Miller, 1959). 

4.1.5 Penentuan suhu optimum 

Penentuan suhu optimum enzim selulase dilakukan dengan menentukan 

aktivitas enzim selulase pada berbagai variasi suhu inkubasi yaitu pada suhu 35, 40, 

45, 50, 55 dan 60°C. 

4.1.6 Penentuan pH optimum 

Penentuan pH optimum enzim selulase ditentukan dengan esei aktivitas enzim 

pada pH 5 sampai 10 (buffer fosfat sitrat untuk pH 5, 6; buffer fospat untuk pH 6, 7, 

8; buffer Tris-HCI untuk pH 8 dan 9 serta buffer Glisin-NaOH untuk pH 9 dan 10) 

pada suhu optimum enzim. 

4.1.7 Uji Stabilitas pH 

Stabilitas pH ditentukan dengan mengatur enzim pada pH 5 sampai 10 dengan 

menggunakan pH meter. Selanjutnya enzim diinkubasi dalam waterbath pada suhu 

optimum enzim selama 1 jam, kemudian masing-masing enzim diatur ke pH 

optimumnya dan diukur aktivitas residunya. 
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4.1.8 Uji Stabilitas suhu 

Stabilitas suhu ditentukan dengan menginkubasi enzim tanpa substrat dalam 

water bath pada suhu optimum enzim selama 18 jam dan disampling setiap 2 jam 

untuk diukur aktivitasnya. 
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HASIL DAN PEMBAHASAN 

5.1 Pertumbuhan Halderi Selulolitik 

Pertumbuhan bakteri selulolitik (Actinobacillus sp.) yang ditumbuhkan pada 

beberapa macam media cair pertumbuhan dapat dilihat pada Tabe15.1 berikut 

Tabel 5.1 Data Pengukuran Pertumbuhan Balderi Setiap Interval Waktu Tiga 
Jam 

Waktu KONTROL UREA SUSU HAT! 
(Jam) (MO) (M1) (M2) Jml 

0 0.0825 0.6657 0.8766 1.1739 

3 0.1390 0.9171 1.0778 1.4810 

6 0.9836 0.9628 1.7425 2.0367 

9 1.6512 0.9106 1.9023 1.4605 

12 2.5468 0.8560 1.6587 1.7102 

15 3.0525 1.0034 1.4213 1.7170 

18 3.6154 1.1831 1.6665 2.0113 

21 3.6431 1.3919 2.1407 2.4473 

24 3.5501 1.6156 2.7290 2.9670 

27 2.3021 1.8293 3.2421 3.4240 

30 2.2545 1.9256 3.1813 3.4352 

33 2.1836 1.7148 3.1796 3.2977 

Grafik pertumbuhan bakteri selulolitik yang ditumbuhkan pada media 

kontrol, yaitu media yang menggunakan bahan-bahan kimia pro-analisa dapat 

dilihat pada Gambar 5.1 berikut. 
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Gambar 5.1. Grank pertumbuhan bakteri selulolitik (Actinobacillus sp.) pada 
media kontrol. 
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Pada Gambar 5.1 terlihat bahwa fase lag atau fase adaptasi terjadi pada tiga 

jam pertama, selanjutnya masuk ke dalam fase log sampai jam ke-18, kemudian 

mengalami fase stasioner sampai jam ke-24 yang selanjutnya masuk ke dalam fase 

kematian. 

Pada media kontrol digunakan CMC sebagai substrat sumber karbon. Xu 

(2002) menyatakan bahwa CMC merupakan turunan selulosa rantai panjang yang 

disubtitusi dengan kelompok carboxymethyl, bersifat larut dalam air, serta umum 

digunakan sebagai model substrat untuk mendeteksi p-l,4-endoglucanase. Bakteri 

Actinobacillus sp. hanya membutuhkan waktu yang singkat untuk beradaptasi 

terhadap lingkungan yang baru, selanjutnya dapat tumbuh sesuai kapasitas yang 

dimiliki karena nutrisi yang dibutuhkan sudah tersedia. 

o 
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Grafik pertumbuhan bakteri selulolitik yang ditumbuhkan pada media 

altematif menggunakan bahan kimia teknis serta sumber protein berupa urea dapat 

dilihat pada Gambar 5.2. 
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Gambar 5.2. Grafik pertumbuhan bakteri selulolitik (Actinobacillus sp.) pada 
media yang menggunakan urea sebagai sumber protein. 

Pada Gambar 5.2 terlihat bahwa fase lag atau fase adaptasi terjadi sampai 

jam ke-12, se1anjutnya masuk ke dalam fase log sampai jam ke-27, kemudian 

mengalami fase stasioner sampai jam ke-30 yang selanjutnya masuk ke dalam fase 

kematian. 

Pada media altematif, CMC sebagai sumber karbon diganti dengan jerami 

padi sehingga bakteri membutuhkan waktu adaptasi beberapa lama untuk 

mengolah terlebih dahulu sebelum masuk ke dalam fase log. Bisa jadi sebenarnya 

waktu adaptasi pada media altematif hampir sarna dengan' kontrol, namun terlebih 

dulu mengolah jerami padi sebagai sebagai sumber karbon sebelum tumbuh dengan 

kecepatan normal sesuai dengan kandungan nutrisi yang tersedia. 
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Pertumbuhan bakteri dengan menggunakan urea sebagai sumber nitrogen 

tidak bisa maksimal, hal ini kemungkinan disebabkan perbandingan C:N yang tidak 

seimbang. Sumber karbon sulit didapat karena harns mengolah jerami padi terlebih 

dahulu, sedangkan kandungan nitrogen terlalu tinggi. Mitchell (2008) dan James 

(2010) menyebutkan bahwa kandungan N pada urea sebesar 46%. 

Alden et al (2001) menyebutkan bahwa penambahan glukosa dapat 

menyebabkan peningkatan respirasi pada bakteri tanah. Meskipun hal tersebut 

tidak secara langsung menunjukkan terjadinya pertumbuhan, namun mikroba 

memanfaatkan sumber karbon sebagai energi. 

Grafik pertumbuhan bakteri selulolitik yang ditumbuhkan pada media 

alternatif menggunakan bahan kimia teknis serta sumber protein berupa susu dapat 

dilihat pada Gambar 5.3 berikut. 
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Gambar 5.3. Grafik pertumbuhan bakteri selulolitik (ActinobaciUus sp.) pada 
media yang menggunakan susu bubuk sebagai sumber protein. 
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Pada Gambar 5.3 terlihat bahwa fase lag atau fase adaptasi terjadi sampai 

jam ke-18, selanjutnya masuk ke dalam fase log sampai jam ke-27, kemudian 

mengalami fase stasioner sampai jam ke-33. 

Lamanya waktu adaptasi kemungkinan disebabkan karena bakteri pedu 

mengolah jerami padi sebagai sumber karbon. Pada fase log bakteri tumbuh dengan 

normal, namun karena banyak waktu yang hilang untuk mengolah jerami, sehingga 

fase stasioner berjalan cukup singkat. Kandungan nutrien susu cukup seimbang 

untuk pertumbuhan bakteri secara normal. El-Khier and Yagoub (2009) 

menyebutkan kandungan protein pada susu bubuk sekitar 27%, lemak 27-28% serta 

laktosa 37.15-38.98%. 

Grafik pertumbuhan bakteri selulolitik yang ditumbuhkan pada media 

alternatif menggunakan bahan kimia teknis serta sumber protein berupa hati ayam 

dapat dilihat pada Gambar 5.4 berikut. 
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Gambar 5.4. GrafIk pertumbuhan bakteri selulolitik (Actinobacillus sp.) pada 
media yang menggunakan hati ayam sebagai sumber protein. 
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Pada Gambar 5.4 terlihat bahwa fase lag atau fase adaptasi terjadi sampai 

jam ke-15, selanjutnya masuk ke dalam fase log sampai jam ke-27, kemudian 

mengaIami fase stasioner sampai jam ke-30 yang seIanjutnya masuk ke daIam fase 

kernaHan. 

Lamanya waktu adaptasi kernungkinan disebabkan karena bakteri perlu 

rnengolah jerami padi sebagai sumber karbon. Pada fase log bakteri tumbuh dengan 

normal, namun karena banyak waktu yang hilang untuk rnengolah jerami, sehingga 

fase stasioner berjalan cukup singkat. Kandungan nutrien hati juga cukup seimbang 

untuk pertumbuhan bakteri secara normal Dust et al. (2005) rnenyebutkan bahwa 

hati ayam mengandung protein 69% berdasarkan Bahan Kering, serta asam amino 

esensial yang cukup seimbang, sedangkan Gebhardt and Thomas (2002) 

menyebutkan bahwa hati ayam segar mengandung protein 25% serta lemak 5%, 

vitamin B6, vitamin D dan asam folat serta PUFA (Poly Unsaturated Fatty Acid). 

Gabungan grafik pertumbuhan bakteri selulolitik yang ditumbuhkan pada 

beberapa media dapat dilihat pada Gambar 5.5 berikut. 
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Gambar 5.5. Grafik pertumbuhan bakteri selulolitik (Actinobacillus sp.) pada 
beberapa macam media pertumbuhan. 
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Gambar 5.5 menunjukkan bahwa puncak pertumbuhan bakteri pada media 

alternatif menggunakan sumber protein berupa hati dan susu hampir sama dengan 

media kontrol, namun membutuhkan waktu lebih lama, hal ini berkaitan dengan 

waktu adaptasinya yang lebih lama. Waktu adaptasi yang dibutuhkan oleh ketiga 

media alternatif sekitar 12-18 jam. 

Waktu adaptasi merupakan fase penyesuaian bagi bakteri terhadap 

lingkungan yang baru. Pada fase ini belum terjadi pertumbuhan meskipun ada 

peningkatan ukuran sel (Fardiaz, 1992), namun mulai ada persiapan reproduksi 

berupa sintesis DNA serta enzim (Garbutt, 1997). Pada ketiga media alternatif, 

sumber karbon belum tersedia sehingga dibutuhkan waktu untuk mengolah terlebih 

dahulu sebelum bisa tumbuh secara normal. Bisa jadi sebenarnya waktu adaptasi 

pada ketiga media alternatif hampir sarna dengan kontrol, namun bakteri yang 

tumbuh di dalamnya terlebih dulu mengolah jerami padi sebagai sebagai sumber 

IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

LAPORAN PENELITIAN FUNDAMENTAL MEDIA ALTERNATIF ... Mohammad Anam AI-Arif



o 

38 

karbon sebelum tumbuh dengan kecepatan normal sesuai dengan kandungan 

nutrisi yang tersedia. 

Alden et al (2001) menyebutkan bahwa karbon merupakan faktor pembatas 

bagi pe,rtumbuhan mikroba yang hidup di tanah, meskipun nitrogen dan fosfor juga 

merupakan faktor pembatas pada tanah lain. Hal ini menunjukkan bahwa pada 

tanah yang berbeda maka faktor pembatasnya juga bisa berbeda. Ketersediaan 

karbon, nitrogen dan fosfor juga merupakan faktor pembatas bagi mikroba yang 

hidup di perairan. 

Fase logaritmik pada penggunaan media kontrol terjadi sejak jam ketiga 

sampai jam ke-18, sedangkan pada media alternatif terjadi rata-rata pada jam ke 12-

18 sampai jam ke-27. Pada fase logaritmik (eksponensial) ini terjadi peningkatan 

jumIah sel karena nutrien dalam medium masih banyak sehingga sel membelah 

dengan cepat dan konstan (Fardiaz, 1992). Pada fase ini terjadi pertambahan sel dua 

kali Iipat setiap satuan waktu tertentu, saat nutrien masih dapat mendukung 

pertumbuhan bakteri. Pertumbuhan bakteri berjaIan dengan konstan karena rata

rata komposisi sel dan properti bakteri (protein dan DNA) meningkat secara 

bersarnaan (Akerlundetal., 1995). 

Fase stasioner pada media kontrol terjadi setelah jam ke-18 sampai jam ke-24, 

sedangkan pada media alternatif waktunya rata-rata lebih singkat, yaitu pada jam 

, ke-27 sampai jam ke-30. Pada fase ini jumIah populasi sel tetap karena jumlah sel 

yang tumbuh sarna dengan jumIah sel yang mati. Ukuran sel pada fase ini menjadi 

lebih kecil karena sel tetap membelah meskipun nutrisi mulai habis. Pertumbuhan 
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bakteri terhambat karena nutrien yang dibutuhkan telah sulit dipenuhi serta terjadi 

akumulasi hasil samping yang dapat menghambat metabolisme (Garbutt, 1997). 

Fase stasioner yang singkat pada ketiga media alternatif kemungkinan 

disebabkan nutrien yang tersedia sudah habis karena banyak digunakan pada awal 

pertumbuhan bakteri, atau kemungkinan karena banyak terjadi akumulasi hasil 

samping fermentasi yang berakibat negatif terhadap pertumbuhan bakteri. 

Setelah fase stasioner berakhir, pertumbuhan mikroorganisme mengalami 

penurunan karena kandungan nutrisi sudah habis dan terjadi pengurangan sel atau 

sel telah mati. Moran (2005) menyebutkan bahwa populasi mikroba membutuhkan 

energi dan protein untuk tumbuh dan berkembang biak. Keterbatasan nutrien 

tersebut dapat menyebabkan terhambatnya pertumbuhan mikroba. Garbutt (1997) 

menyebutkan bahwa pada fase kematian, sel bakteri mengalami penurunan (sel 

lisis) karena akumulasi hasil samping yang bersifat menghambat semakin 

meningkat, energi sel habis, serta adanya perubahan pH. 

5.2 Optimasi Produksi Enzim Selulase 

Optimasi produksi enzim selulase digunakan untuk mengetahui waktu yang 

dibutuhkan untuk mendapatkan jumlah enzim yang optimum dati proses produksi. 

Produksi enzim selulase pada berbagai media pertumbuhan ditampilkan pada Tabel 

5.2 berikut. 
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TabeI5.2. Produksi Enzim Selulase pada berbagai media 
Waktu KONTROL UREA SUSU HATI 
(Jam) (MO) (Ml) (M2) (M3) 

3 0.0131 0.0339 0.6335 0.0209 

6 0.0170 0.0228 0.4387 0.0194 

9 0.0175 0.0145 0.3427 0.0180 

12 0.0194 0.0136 0.3400 0.0075 

15 0.0199 0.0143 0.4198 0.0064 

18 0.0246 0.0270 0.5288 0.0218 

21 0.0468 0.0316 1.8058 0.0414 

24 0.0820 0.0514 1.9318 0.0596 

27 0.1243 0.0690 0.6800 0.0811 

30 0.1410 0.1710 0.5150 0.0865 

33 0.0736 0.0472 0.2043 0.0594 

Kurva produksi enzim selulase pada media kontrol ditampilkan pada 

Gambar 5.6 berikut 
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Gambar 5.6. Kurva produksi enzim selulase pada media Kontrol. 

Gambar 5.6 menunjukkan bahwa puncak produksi enzim selulase pada 

media kontrol dicapai pada jam ke-30 dengan produksi sebesar 0.1410. Dalam 

gambar tersebut terlihat bahwa peningkatan produksi enzim mulai terjadi pada jam 

IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

LAPORAN PENELITIAN FUNDAMENTAL MEDIA ALTERNATIF ... Mohammad Anam AI-Arif



41 

ke-21 sampai jam ke-27, sedangkan puncak produksi dicapai pada jam ke-30 

selanjutnya mengaIami penurunan. Hal ini menunjukkan bahwa selama masa 

stasioner ternyata enzim masih diproduksi. 

Kurva produksi enzim selulase pada media urea ditampilkan pada Gambar 

5.7 berikut. 

UREA 
0.2000 -0 

In 
In 0.1500 8 
9-
iii 0.1000 
c 
I'G 

.Q 
0.0500 .. 

0 
III 

.Q 

< 0.0000 

0 10 20 30 40 

WaktuOam) 

Gambar 5.7. Kurva produksi enz~ selulase pada media Urea. 

Gambar 5.7 menunjukkan bahwa puncak produksi enzim selulase pada 

media urea dicapai pada jam ke-30 dengan produksi sebesar 0.1710. Seperti haInya 

media yang menggunakan bahan-bahan kimia pro-anaIisa, produksi enzim yang 

menggunakan urea menghasilkan enzim selulase dengan kuantitas yang hampir 

sarna. Hal ini menunjukkan bahwa untuk memproduksi enzim selulase bisa 

menggunakan bahan kimia teknis serta sumber nitrogen bukan berasaI dari protein. 

Kurva produksi enzim selulase pada media susu ditampilkan pada Gambar 

5.8 berikut. 
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Gambar 5.8. Kurva produksi enzim selulase pada media Susu. 

Gambar 5.8 menunjukkan bahwa puncak produksi enzim selulase pada 

media susu dicapai pada jam ke-24 dengan produksi sebesar 1.9318. Penggunaan 

susu bubuk temyata dapat memperpendek waktu yang dibutuhkan untuk 

memproduksi enzim selu1ase serta menghasilkan enzim lebih banyak dibandingkan 

dengan kontrol. Hal ini kemungkinan disebabkan susu mengandung nutrien yang 

lebih lengkap antara berupa protein, lemak dan laktosa sehingga bakteri dapat 

tumbuh lebih baik serta memproduksi enzim lebih banyak. 

Kurva produksi enzim selulase pada media hati ditampilkan pada Gambar 

5.9berikut 
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Gambar 5.9. Kurva produksi enzim selulase pada media Hati. 

Gambar 5.9 menunjukkan bahwa puncak produksi enzim selulase pada 

media hati dicapai pada jam ke-30 dengan produksi sebesar 0.0865. Seperti halnya 

pada media kontrol, media yang menggunakan hati sebagai sumber protein terlihat 

bahwa grafik produksi enzim berjalan secara signifikan, sedangkan peningkatan 

produksi enzim mulai terjadi pada jam ke-18 sampai jam ke-27, dan puncak 

produksi dicapai pada jam ke-30 selanjutnya mengalami penurunan. Hati juga 

mengandung nutrisi yang lengkap seperti halnya susu bubuk. 

Produksi enzim selu1ase tertinggi umumnya dicapai pada jam ke-30, baik 

pada media kontrol maupun pada media alternatif kecuaIi yang menggunakan susu. 

Rata-rata produksi enzim selulase pada ketiga perlakuan juga tidak begitu tinggi, 

berkisar 0.08-0.17. 

Pada media alternatif yang menggunakan susu sebagai sumber protein, 

produksi puncak dicapai pada jam ke-24 dengan produksi sebesar 1.9318. Hal ini 

kemungkinan disebabkan susu mengandung nutrien yang lebih lengkap 
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dibandingkan dengan sumber protein yang lain sehingga penampilan produksi 

enzim juga bisa beIjalan secara optimal. Susu mengandung protein yang tinggi, 

serta dilengkapi juga dengan mineral makro maupun mikro serta guIa susu (laktosa) 

yang berfungsi sebagai sumber energi. 

Elisashvili et al (2008) menyatakan bahwa fungi Pleurotus ostreatus yang 

ditumbuhkan pada media mengandung substrat jerami gandum atau daun akan 

mengalami peningkatan protein dibandingkan dengan kontrol jika dalam media 

ditambahkan pepton atau NlLN0:3, KN0:3, (NH..)2S04J sebagai sum.her protein. 

5.3 Standar Glukosa 

Standar glukosa digunakan untuk mendapatkan persamaan regresi tinier 

yang nantinya bias digunakan untuk menghitung aktivitas enzim endoglukanase. 

Berdasarkan data yang diperoleh, maka persamaan regresi standar glukosa yang 

digunakan adalah sebagai berikut: 

Y = 0.822 X - 0.697 

5.4 Aktivitas Enzim Endoglukanase 

Uji aktivitas enzim endo-fS-l,4-glucanase dilakukan dengan metode DNS 

yang bertujuan untuk mengetahui adanya gugus aldehid pada gula reduksi yang 

selanjutnya dioksidasi menjadi karboksil. Asam 3,5-dinitrosalisilat direduksi 

menjadi asam 3-amino-5-nitrosalisilat dalam kondisi basa. Perubahan warna kuning 

asam 3,5-dinitrosalisilat menjadi kecoklatan berasal dari asam 3-amino-5-

nitrosalisilat. Adanya gugus aldehid ditandai dengan perubahan warna kuning 
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menjadi kecoklatan. Gugus aldehid ini berasal dari glukosa hasil hidrolisis selulosa 

oleh enzim endo-B-1,4-glucanase (Miller, 1959). 

Aktivitas enzim endoglukanase digunakan untuk mengetahui media yang 

paling baik untuk memproduksi enzim selulase serta waktu optimum untuk 

memproduksi enzim. Aktivitas enzim endoglukanase pada berbagai media 

pertumbuhan ditampilkan pada Tabe15.3 berikut. 

Tabe15.3. Aktivitas Enzim Endoglukanase pada berbagai media (plml) 

Waktu KONTROL UREA SUSU HATI 
(Jam) .(MO) (Ml) (M2) (M3) 

3 0..7999 0..8233 1.4987 0..80.87 
6 0..8043 0..810.8 1.2793 0..8069 
9 0..8048 0..80.14 1.1711 0..80.54 

12 0..80.70. 0..80.04 1.1681 0..7936 
15 0..80.75 0..80.12 1.2580. 0..7923 
18 0..8128 0..8155 1.380.8 0..80.97 
21 0..8378 0..820.7 2.8192 0..8318 
24 0..8775 0..8431 2.9612 0..8523 
27 0..9251 0..8629 1.5511 0..8764 
30 0.9439 0.9m 1.3652 0.8826 
33 0..8680. 0..8382 1.0.152 0..8521 

Aktivitas enzim endoglukanase pada media kontrol ditampilkan pada 

Gambar 5.10 berikut. 
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Gambar 5.10. Kurva aktivitas enzim endoglukanase pada media Kontrol 

Gambar 5.10 menunjukkan bahwa pada penggunaan media kontrol, aktivitas 

endoglukanase tertinggi dicapai pada inkubasi 30 jam dengan aktivitas sebesar 

0.9439. 

Aktivitas enzim endoglukanase pada media yang menggunakan urea 

sebagai sumber protein ditampilkan pada Gambar 5.11 berikut. 
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Gambar 5.11. Kurva aktivitas enzim endoglukanase pada media Urea. 

Gambar 5.11 menunjukkan bahwa pada penggunaan media mengandung 

urea, aktivitas endoglukanase tertinggi dicapai pada inkubasi 30 jam seperti halnya 
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pada penggunaan media kontrol dengan aktivitas sebesar 0.9777 atau hampir setara 

dengan media kontrol. 

Aktivitas enzim endoglukanase pada media yang menggunakan susu bubuk 

sebagai sumber protein ditampilkan pada Gambar 5.12 berikut. 
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Gambar 5.12. Kurva aktivitas enzim endoglukanase pad a media Susu bubuk. 

Gambar 5.12 menunjukkan bahwa pada penggunaan media mengandung 

susu bubuk, aktivitas endoglukanase tertinggi dicapai pada inkubasi 24 jam dengan 

aktivitas sebesar 2.9612 yang jauh lebih tinggi dibandingkan dengan media kontrol 

serta membutuhkan waktu lebih pendek. 

Aktivitas enzim endoglukanase pada media yang menggunakan hati ayam 

sebagai sumber protein ditampilkan pada Gambar 5.13 berikut. 
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Gambar 5.13. Kurva aktivitas enzim endoglukanase pada media Hati. 

Gambar 5.13 menunjukkan bahwa pada penggunaan media mengandung .' 

hati ayam, aktivitas endoglukanase tertinggi dicapai pada inkubasi 30 jam seperti J" 

halnya pada penggunaan media kontrol dengan aktivitas sebesar 0.8826 atau hampir 

setara dengan media kontrol. 

Elisashvili et a1 (2008) menyatakan bahwa beberapa fungi berpotensi untuk 

memproduksi enzim selulase, xilanase, laksase dan mangan peroksidase. Jumlah 

enzim yang diproduksi serta rasio di antara keempat enzim dipengaruhi oleh 

spesies fungi, substrat lignoselulosa serta metode kultivasi. Pleurotus ostreatus yang 

ditumbuhkan pada media mengandung substrat jerami gandum atau daun akan 

mengalami peningkatan aktivitas e~ endoglukanase dan xilanase jika dalam 

media ditambahkan pepton atau NJ-i4N0:3 sebagai sumber protein. 

Misra et al (2007) menyebutkan bahwa di antara empat strain Phanerochaete 

chrysosporium terdapat dua strain (NCIM 1073 dan MTCC 787) yang mempunyai 

o aktivitas selulase tertinggi, yaitu endoglukanase (0.36-0.42 IU I mI), eksoglukanase 

(0.55-0.88 IU/mI) serta selobiase (1.07-1.18 IU/mI) setelah proses fermentasi pada 
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jerami padi selama 15 hari Bakteri Cellulomonas ceUulans MTCC 23 menunjukkan 

aktivitas eksoglukanase (0.72 IU / ml) dan selobiase (1.05 IU / ml) tertinggi, 

sedangkan endoglukanase tertinggi (0.38 IU / ml) berasal dari Cellulomonas uda. 

Kashem et al (2004) melaporkan aktivitas endoglukanase (13.78-82.68 Ilg/ml) 

pada Cellulomonas cellusea menggunakan beberapa sumber karbon yang berbeda. 

Aktivitas endoglukanase tertinggi dicapai jika menggunakan galaktosa, sedangkan 

eksoglukanase dan selobiase tertinggi dicapai jika menggunakan laktosa sebagai 

sumber karbon. 

5.5 Karakterisasi Enzim Selulase 

Berdasarkan aktivitas enzim yang didapat, maka ellZlm selulase yang 

digunakan dalam penelitian lanjut adalah enzim selulase yang diproduksi 

menggunakan susu bubuk sebagai sumber protein media pertumbuhan bakteri. 

Inokulum bakteri Actinobacillus sp ditumbuhkan pada media altematif menggunakan 

suhu 40°C serta waktu inkubasi 24 jam. 

5.5.1 Optimasi Suhu Enzim Selulase 

Aktivitas enzim selulase isolat bakteri Actinobacillus sp yang ditumbuhkan 

dalam medium mengandung jerami padi sebagai sumber karbon serta susu bubuk 

sebagai sumber protein yang diinkubasi pada berbagai suhu disajikan pada Tabel 

5.4 dan Gambar 5.14. 

Kondisi suhu inkubasi dalam penentuan aktivitas enzim selulase yang 

diproduksi menggunakan susu bubuk sebagai sumber protein media pertumbuhan 
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bakteri ditentukan antara suhu 35 - 600C. Tabel 5.4 menunjukkan bahwa aktivitas 

enzim selulase paling tinggi diperoleh pada suhu 50C dengan aktivitas sebesar 

1,8952 Ujml, namun pada suhu 35, 40 dan 450C enzim seluIase masih mempunyai 

aktivitas yang baik, sedangkan pada suhu 550C sudah terjadi penurunan aktivitas 

enzim seluIase secara signifikan. 

Tabel 5.4 Aktivitas Enzim Selulase Selama 0 timasi Suhu 

Suhu (lC) Aktivitas enzim selulase (plml) 

35 1.5618 
40 1.7336 
45 1.8389 
50 1.8952 
SS 1.3010 
60 1.2047 

II 
2.0000 

11'1 
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Gambar 5.14 Kurva optimasi suhu enzim selulase. 

Kondisi suhu berkaitan erat dengan faktor-faktor yang mempengaruhi 

mekanisme kerja suatu enzim, yaitu energi aktivasi dan stabilitas enzim (pelczar and 

Chan, 1986). Energi aktivasi mutlak diperlukan karena merupakan kebutuhan energi 

suatu molekul untuk memulai suatu reaksi. Bila suhu rendah maka energi yang 
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diperoleh tidak cukup untuk memulai suatu reaksi sehingga reaksi tidak dapat 

berjaIan dengan baik, sedangkan pada suhu optimum energi yang diperoleh enzi.m 

sarna dengan energi yang diperlukan untuk memulai suatu reaksi, sehingga reaksi 

dapat berjaIan dengan optimum, sedangkan pada suhu diatas suhu optimum dapat 

menyebabkan enzim mengalami denaturasi (Champe and Harvey, 1994). 

Pada suhu SOC enzim endoglukanase telah memiliki energi yang cukup 

untuk memulai suatu reaksi hidrolisis sehingga reaksi dapat berlangsung secara 

optimum, atau energi yang diperoleh enzim endoglukanase sarna dengan energi 

aktivasi yang dibutuhkan untuk menghidrolisis jerami padi. Aktivitas enzim 

selulase diatas suhu SOC dapat menyebabkan ketidakstabilan enzim, karena telah 

terjadi denaturasi serta hilangnya aktivitas kataIitik. 

5.5.2 Optimasi pH Enzim 8elulase 

Aktivitils enzim selulase pada berbagai pH disajikan pada Tabel 5.5 dan 

Gambar 5.15. Kondisi pH inkubasi dalam penentuan aktivitas enzim selulase dibuat 

pada kisa.~ pH antara 5 - 10. Kondisi pH optimum enzim selulase dicapai pada pH 

8 dengan aktivitas sebesar 1,9499 U/ml. 

Tb155Akti· E ·811 81 o tim . H a e . V1tas nzun e u ase e ama 'P' aSI P 

pH Aktivitas enzim selulase (plml) 

5 1.3968 
6 1.5680 
7 1.6480 
8 1.9499 
9 1.6981 

10 1.5111 
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Gambar 5.15 Kurva optimasi pH enzim selulase. 

~, 

pH berhubungan dengan struktur enzim yang terdiri dari asam-asam amino. 

Perubahan pH suatu larutan mempengaruhi ionisasi gugus-gugus fungsi pada asam 

amino. Adanya perubahan ionisasi pada gugus-gugus fungsi dari asam amino 
, 

enzim akan mempengaruhi ikatan hidrogen yang terdapat pada enzim tersebut 

yang menyebabkan terjadinya perubahan konformasi enzim. Tingginya aktivitas 

enzim disebabkan karena terjadinya kesesuaian antara konformasi enzim dengan 

substrat yaitu pada saat gugus-gugus fungsi yang penting pada sisi katalitik enzim 

berada pada tingkat ionisasi yang diinginkan (Nelson and Cox, 2(00). Terjadinya 

perubahan konformasi enzim akibat perubahan pH dapat menyebabkan turunnya 

aktivitas enzim, karena konformasi enzim tidak lagi sarna dengan konformasi 

substrat. 

Nilai aktivitas enzim mempengaruhi kadar guIa reduksi yang dihasilkan 

selama aktivitas enzim berIangsung, semakin tinggi aktivitas enzim m.aka semakin 

tinggi pula guIa reduksi yang dihasilkan (Henrissat, 1991). Adanya aktivitas enzim 
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endoglukanase dapat menyebabkan terjadinya perubahan pH daIam lingkungan 

media (pometto and Crawford, 1986). SeIama proses inkubasi, pH media cenderung 

berubah menjadi basa, hal ini kemungkinan disebabkan karena akumulasi produk 

yang berupa guIa reduksi sederhana yang dihasilkan dari hidrolisis selulosa secara 

acak pada ikatan l,4-D-glycosidic. Terjadinya perubahan nilai pH seIama proses 

inkubasi sangat mempengaruhi kerja enzim karena perubahan pH menyebabkan 

terjadinya perubahan pada daerah katalitik dan konformasi enzim. Sifat ionik dari 

gugus karboksil dan gugus amino enzim sangat mudah dipengaruhi oleh pH. 

Perubahan pH dapat menyebabkan denaturasi enzim sehingga dapat menimbulkan 

hilangnya fungsi katalitik enzim (Dick et al., 2(00). pH merupakan salah satu faktor 

yang memiliki potensi untuk mempengaruhi aktivitas enzim, serta sangat erat 

kaitannya dengan fungsi aktif enz~ kelarutan substrat, dan ikatan enzim-substrat 

(Pelczar and Chan, 1986). 

Wang et al (2008) menyebutkan bahwa enzim selulase yang dihasilkan oleh 

Paenibacillus spp mempunyai aktivitas endoglukanase maksimum pada suhu 6QOC 

dan pH 6,5. Enzim tersebut tahan terhadap suhu tinggi dan dan tahan asam 

sehingga berpotensi untuk digunakan daIam industri sebagai pengolah selulosa. Ko 

et al (2007) menyebutkan bahwa bakteri Paenibacillus campinasensis Bill merupakan 

bakteri thermofile yang dapat tumbuh pada suhu 25-6OoC dengan kisaran pH yang 

luas. Bakteri tersebut tumbuh optimal pd pH netral serta suhu 55oC. 

Zaldivar et al. (2001) menyebutkan bahwa enzim selulase yang diproduksi 

oleh Triclwderma aureoviridae mempunyai aktivitas yang bagus jika pH di atas 3,5 

dan suhu optimum pada 28oC. Pei-Jun et al. (2004) melaporkan bahwa pH 6,5 
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merupakan kondisi optimum untuk produksi enzim bagi TricJwdertna koningii. Kalra 

and Banta (2008) melaporkan bahwa pH 5 dan suhu 300C merupakan kondisi 

optimum bagi enzim selulase, sedangkan Immanuel et al. (2006) menyebutkan 

bahwa aktivitas optimum enzim endoglukanase yang diproduksi oleh Cellulomonas 

spp, Bacillus spp dan Micrococcus spp yang ditumbuhkan pada media sabut adalah 

pada pH 7 dan suhu 400C. Solomon et al. (1999) menyatakan bahwa lignoselulosa 

limbah pertanian banyak digunakan sebagai sumber karbohidrat untuk 

memproduksi etanol, glukosa serta Protein Sel Tunggal. 

5.5.3 Stabilitas Suhu Enzim Selulase 

Stabilitas suhu enzim selulase yang dihasilkan oleh bakteri yang 

ditumbuhkan pada media mengandung susu bubuk masih relatif stabil pada suhu 

SOC selama 10 jam. Aktivitas residu enzim selulase sampai jam ke 10 masih di atas 

50%. Hasil penelitian stabilitas suhu enzim selulase disajikan pada Tabel 5.6 dan 

Gambar 5.16. 

T b 156 Akti·t R °d E ° S I I a e . VI as esl u DZlID euasepa a u u 

Jam Aktivitas residu enzim selulase (%) 

0 100.0000 
2 81.9686 
4 60.4218 
6 53.9702 
8 55.2109 

10 51.3648 
12 47.9322 
14 45.8644 
16 44.3342 
18 44.0033 
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Gambar 5.16 Kurva stabilitas suhu enzim selulase. 
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Stabilitas suhu sangat penting terutama bila enzim. selulase digunakan untuk 

mendegradasi bahan pakan, karena pada umumnya pada proses fermentasi 

dihasilkan panas yang bisa mencapai 37-400C. Suhu juga penting jika enzim. tersebut 

diberikan pada ternak ruminansia yang mempunyai suhu rumen 38-40 oc. 

Aktivitas residu enzim sampai 10 jam masih dapat membantu . aktivitas 

mikroorganisme rumen untuk mendegradasi pakan berserat lebih optimal, sehingga 

dapat meningkatkan kecernaan serat dan menghasilkan produk-produk fermentasi 

yaitu Volatile Fatty Add (VF A) sebagai sumber energi bagi ternak ruminansia serta 

sebagai sumber karbon untuk sintesis protein mikroba. 

Bacillus subtilis berpotensi menghasilkan enzim yang stabil terhadap panas 

untuk kebutuhan industry karena sangat toleran terhadap suhu tinggi (Li et aI., 

2008). 
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5.5.4 Stabilitas pH Enzim Selulase 

Stabilitas pH enzim selulase cukup baik karena mempunyai kisaran pH yang 

cukup lebar. Inkubasi enzim selama satu jam pada pH 8 dapat memberikan aktivitas 

residu terbaik, sedangkan pada pH 6 - 7 aktivitas residu enzim cukup besar (di atas 

65%). Hasil penelitian stabilitas pH enzim selulase disajikan pada Tabel 5.7 dan 

Gambar 5.17. 

Tabel 5.7 Aktivitas Residu Enzim Selulase ada Berba ai H 

pH Aktivitas residu enzim selulase (%) 

5 45.6500 
6 65.2981 
7 79.2766 
8 100.0000 
9 21.7009 
10 8.5044 

0.600 
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Gambar 5.17 Kurva stabilitas pH enzim selulase. 

Kisaran pH yang cukup lebar penting dalam aplikasi di bidang pakan ternak 

yang membutuhkan kondisi pH tersebut. pH · basa biasa digunakan untuk 
c 

mendegradasi pakan berserat, misalnya pada proses hidrolisis basa, sedangkan 
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Orskov and Ryle (1990) menyatakan bahwa konsentrasi VF A dalam rumen 

ditentukan oleh pH rumen sesuai dengan pakan yang dikonsumsi. pH 6,2 - 7 sangat 

dibutuhkan oleh bakteri selulolitik dan hemiselulolitik untuk mendegradasi pakan 

berserat, sedangkan pH 5 - 6 untuk mendegradasi pakan konsentrat oleh bakteri 

amilolitik. 

Bacillus agaradhaerens mempunyai stabilitas enzim antara 5()..6QoC serta pH 

optimum 7-9,4 (Hirasawa et al., 2006), sedangkan enzim yang diproduksi oleh 

Cellulomonas ftavigena mempunyai aktivitas selulase dan xilanase optimum pada pH 

6 serta suhu optimum 500C (Perez-Avalos et al., 2008). 
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6.1 Kesimpulan 

BABVI 

KESIMPULAN DAN SARAN 

Dari penelitian ini dapat disimpulk~ bahwa : 

1. Penggunaan media altematif membutuhkan waktu adaptasi yang lebih lama 

bagi bakteri selulolitik sebelum memasuki fase log (pertumbuhan) 

2. Media altematifmenggunakan hati (M3) dan susu (M2) mempunyai puncak 

pertumbuhan yang hampir sarna dengan kontrol 

3. Produksi enzim paling tinggi dicapai pada media altematifmenggunakan susu 

(M2) sebagai sumber protein. 

4. Enzim selulase yang dihasilkan mempunyai aktivitas optimum pada suhu 

50°C dan pH 8. Pada suhu tersebut sarnpai 10 jam masih mempunyai aktivitas 

di atas 50%, sedangkan pada pH 6-7 mempunyai aktivitas di atas 65%. 

6.2 Saran 

Berdasarkan hasil penelitian yang didapatkan, maka disarankan: 

1. Produksi enzim secara massal (komersial) bisa menggunakan susu sebagai 

sumber protein. 

2. Jerami padi sebagai sumber serat sebaiknya diolah terlebih dahulu sebelum 

digunakan sebagai bahan media pertumbuhan. 

3. Memberikan minerallebih banyak pada media altematif. 
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BABVII 

RENCANAIPENELITIAN TAHAP SELANJUTNY A 

7.1. Tujuan Khusus 

Tujuan khusus penelitian tahap lanjut adalah membuat media pertumbuhan 

terbaik dalam jumlah besar, kemudian melakukan optimasi waktu produksi, serta 

dosis dan waktu optimum dalam degradasi limbah pertanian. 

7.2. Metode Penelitian 

Pada tahap (tahun) kedua media pertumbuhan terbaik dalam penelitian 

tahap I dibuat dalam jumlah besar. Media pertumbuhan dibuat dalam dua buah 

drum masing-masing berukuran 0,5 m3 yang dilengkapi dengan pemanas dan 

pengaduk elektrik. Drum diisi dengan media dengan k01TIposisi sarna dengan 

penelitian pertama. Diinokulasi dengan bakteri Actinobacillus dengan suhu 400C 

selama 24 jam dan diaduk secara kontinyu. Setelah masa inkubasi selesaL 

selanjutnya dipanen untuk diekstrak enzimnya dan digunakan pada penelitian 

selanjutnya. 

7.2.1 Preparasi pakan 

Disusun sebanyak 250 kg ransum ruminansia yang terdiri dari campuran 

beberapa macam limbah pertanian antara lain berupa dedak padi, jagung, batang 

kangkung, tumpi jagung, bungkil kelapa dan bungkil biji kapuk. Ransum disusun 

59 

IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

LAPORAN PENELITIAN FUNDAMENTAL MEDIA ALTERNATIF ... Mohammad Anam AI-Arif



60 

dengan kandungan protein kasar ± 14%. Ransum selanjutnya dibagi menjadi 24 

sampel penelitian. 

Perlakuan yang diberikan pada ransum ruminansia terdiri dari 2 faktor. 

Faktor I berupa dosis enzim, terdiri dari 3 dosis (2%; 3,5% dan 5%), sedangkan 

faktor II berupa lama waktu inkubasi enzim pada sampel, terdiri dari 2 waktu (3 

hari dan 7 hari). Masing-masing perlakuan diulang 4 kali. Setelah masa inkubasi 

selesai, sampel dibuka kemudian dianalisis kandungan nutriennya. Parameter 

pengamatan berupa kandungan Bahan Kering, Kadar Bahan Organik, Kandungan 

Protein Kasar serta Kandungan Serat Kasar. 

7.2.2 Analisis Data 

Data yang diperoleh dianalisis menggunakan Analisis Varian sistem 

Rancangan Acak Lengkap pola Faktorial (2 faktor) dengan 4 ulangan. Jika terdapat 

perbedaan yang nyata antar perlakuan selanjutnya diuji dengan Duncan's Multiple 

Range Test menggunakan a 5%. 
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Lampiran 1. Data Pengukuran Pertumbuhan Bakteri pada Media Kontrol 

Waktu Inkubasi Ulangan Ulangan Ulangan Rerata 
(Jam) 1 2 3 

0 0.0805 0.0886 0.0783 0.0825 

3 0.1401 0.1302 0.1466 0.1390 

6 0.9908 0.9936 0.9665 0.9836 

9 1.6407 1.6553 1.6577 1.6512 

12 2.6166 2.5078 2.5160 2.5468 

15 3.1182 2.9296 3.1096 3.0525 

18 3.6024 3.6414 3.6024 3.6154 

21 3.6600 3.6880 3.5812 3.6431 

24 3.4424 3.5794 3.6286 3.5501 

27 2.3056 2.3168 2.2840 2.3021 

30 2.2523 2.2625 2.2487 2.2545 

33 2.1911 2.1785 2.1811 2.1836 

Lampiran 2. Data Pengukuran Pertumbuhan Bakteri pada Media A1tematif 
Menggunakan Urea sebagai Sumber Protein 

Waktu Inkubasi Ulangan Ulangan Ulangan Rerata 
(Jam) 1 2 3 

0 0.6724 0.6591 0.6656 0.6657 
3 0.9249 0.9140 0.9123 0.9171 
6 0.9796 0.9654 0.9434 0.9628 
9 0.9534 0.9714 0.8070 0.9106 
12 0.8100 0.8178 0.9402 0.8560 
15 0.9843 1.0435 0.9824 1.0034 
18 1.2531 1.2596 1.0366 1.1831 
21 1.3881 1.3960 1.3916 1.3919 
24 1.6509 1.6330 1.5630 1.6156 
27 1.8576 1.8116 1.8187 1.8293 
30 1.8911 1.9437 1.9419 1.9256 
33 1.7429 1.7417 1.6598 1.7148 
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Lampiran 3. Data Pengukuran Pertumbuhan Bakteri pada Media A1ternatif 
Menggunakan Susu Bubuk sebagai Sumber Protein 

Waktu Inkubasi Ulangan Ulangan Ulangan Rerata 
(Jam) 1 2 3 

0 0.8246 0.9317 0.8735 0.8766 
3 1.0948 1.0546 1.0841 1.0778 
6 1.7338 1.7460 1.7478 1.7425 
9 1.9090 1.9350 1.8628 1.9023 
12 1.7956 1.4448 1.7358 1.6587 
15 1.3969 1.4054 1.4616 1.4213 
18 1.6732 1.6675 1.6589 1.6665 
21 2.2990 2.1988 1.9244 2.1407 
24 2.7373 2.7474 2.7023 2.7290 
27 3.2313 3.2315 3.2636 3.2421 
30 3.2491 3.1079 3.1870 3.1813 
33 3.1890 3.1609 3.1888 3.1796 

Lampiran 4. Data Pengukuran Pertumbuhan Bakteri pada Media A1ternatif 
Menggunakan Hati Ayam sebagai Sumber Protein 

Waktu Inkubasi Ulangan Ulangan Ulangan Rerata 
(Jam) 1 2 3 

0 1.2265 1.2016 1.0937 1.1739 
3 1.4521 1.4990 1.4918 1.4810 
6 2.1688 1.9426 1.9986 2.0367 
9 1.4674 1.4620 1.4522 1.4605 
12 1.6418 1.7366 1.7522 1.7102 
15 1.7680 1.6722 1.7108 1.7170 
18 2.0263 2.0086 1.9991 2.0113 
21 2.4369 2.4577 2.4472 2.4473 
24 2.9558 2.9726 2.9727 2.9670 
27 3.3363 3.5995 3.3362 3.4240 
30 3.3238 3.4619 3.5200 3.4352 
33 3.3219 3.2493 3.3219 3.2977 
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Lampiran 5. Data Produksi Enzim Selulase pad a Media Kontrol 

Waktu Inkubasi Ulangan Ulangan Ulangan Rerata Kontrol Kontrol Rerata Netto 
(Jam) 1 2 3 1 2 

3 0.0900 0.0985 0.0880 0.0922 0.0806 0.0775 0.0791 0.0131 

6 0.1230 0.0953 0.0945 0.1043 0.0890 0.0855 0.0873 0.0170 

9 0.0921 0.0982 0.0868 0.0924 0.0759 0.0739 0.0749 0.0175 
! 

12 0.0972 0.0964 0.1143 0.1026 0.0874 0.0791 0.0833 0.0194 

15 0.1054 0.0997 0.1035 0.1029 0.0841 0.0819 0.0830 0.0199 

18 0.1279 0.1056 0.0944 0.1093 0.0887 0.0807 0.0847 0.0246 

21 0.1464 0.1463 0.1558 0.1495 0.1030 0.1025 0.1028 0.0468 

24 0.1957 0.1864 0.1815 0.1879 0.1053 0.1065 0.1059 0.0820 

27 0.2023 0.2669 0.2488 0.2393 0.1150 0.1151 0.1151 0.1243 

30 0.2450 0.2708 0.2534 0.2564 0.1181 0.1127 0.1154 0.1410 

33 0.1931 0.1918 0.1863 0.1904 0.1186 0.1151 0.1169 0.0736 
- - -- - - - -- - -- --- ---

o 
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l 
Lampiran 6. Data Produksi Enzim Selulase pada Media AltematifMenggunakan Urea sebagai Sumber Protein 

Waktu Inkubasi Ulangan Ulangan Ulangan Rerata Kontrol Kontrol Rerata Netto 
(Jam) 1 2 3 1 2 

3 0.1425 0.1488 0.1455 0.1456 0.1178 0.1057 0.1118 0.0339 

6 0.1334 0.1275 0.1311 0.1307 0.1084 0.1073 0.1079 0.0228 

9 0.1253 0.1124 0.1100 0.1159 0.1016 0.1013 0.1015 0.0145 

12 0.1284 0.1189 0.1029 0.1167 0.1029 0.1034 0.1032 0.0136 

15 0.1150 0.1261 0.1249 0.1220 0.1031 0.1124 0.1078 0.0143 

18 0.1396 0.1256 0.1583 0.1412 0.1138 0.1146 0.1142 0.0270 

21 0.1405 0.1553 0.1409 0.1456 0.1156 0.1123 0.1140 0;0316 

24 0.1681 0.1786 0.1604 0.1690 0.1215 0.1137 0.1176 0.0514 
! 

27 0.1799 0.1803 0.2166 0.1923 0.1244 0.1221 0.1233 0.0690 

30 0.3162 0.2725 0.3100 0.2996 0.1288 0.1284 0.1286 0.1710 

33 0.1751 0.1740 0.1765 0.1752 0.1279 0.1282 0.1281 0.0472 
-- ------ - - ---
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Lampiran 7. Data Produksi Enzim Selulase pada Media Altematif Menggunakan Susu Bubuk sebagai Sumber Protein 

Waktu Inkubasi Ulangan Ulangan Ulangan Rerata Kontrol Kontrol Rerata Netto 
(Jam) 1 2 3 1 2 

3 2.9506 2.5764 2.7383 2.7551 2.1254 2.1178 2.1216 0.6335 

6 2.5160 2.6214 2.5312 2.5562 2.1137 2.1213 2.1175 0.4387 

9 2.4199 2.5517 2.3815 2.4510 2.1102 2.1065 2.1084 0.3427 

12 2.3454 2.4270 2.5734 2.4486 2.1016 2.1156 2.1086 0.3400 

15 2.1074 2.1009 2.2477 2.1520 1.7983 1.6661 1.7322 0.4198 

18 2.3315 2.1626 2.2756 2.2566 1.6773 1.7782 1.7278 0.5288 

21 2.1926 2.2377 2.2762 2.2355 0.4286 0.4308 0.4297 1.8058 

24 2.5250 2.3685 2.4898 2.4611 0.5348 0.5238 0.5293 1.9318 
, 

27 2.3532 2.2731 2.3063 2.3109 1.6675 1.5942 1.6309 0.6800 
! 

30 1.8533 2.3705 2.4520 2.2253 1.7167 1.7039 1.7103 0.5150 

33 1.9297 1.8962 1.9179 1.9146 1.7035 1.7172 1.7104 0.2043 
---- -- --
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Lampiran 8. Data Produksi Enzim Selulase pad a Media Altematif Menggunakan Bati Ayam sebagai Sumber Protein 

Waktu Inkubasi Ulangan Ulangan Ulangan Rerata Kontrol Kontrol Rerata Netto 
(Jam) 1 2 3 1 2 

3 0.1250 0.1119 0.1279 0.1216 0.0988 0.1026 0.1007 0.0209 

6 0.1195 0.1212 0.1216 0.1208 0.1010 0.1018 0.1014 0.0194 

9 0.1159 0.1331 0.1105 0.1198 0.1013 0.1024 0.1019 0.0180 

12 0.0968 0.1040 0.0900 0.0969 0.0890 0.0899 0.0895 0.0075 

15 0.0983 0.0933 0.0909 0.0942 0.0882 0.0874 0.0878 0.0064 

18 0.1109 0.1095 0.1198 0.1134 0.0921 0.0911 0.0916 0.0218 

21 0.1467 0.1389 0.1428 0.1428 0.1078 0.0950 0.1014 0.0414 

24 0.1694 0.1681 0.1795 0.1723 0.1130 0.1124 0.1127 0.0596 

27 0.2474 0.2202 0.1792 0.2156 0.1318 0.1373 0.1346 0.0811 

30 0.2224 0.2293 0.2229 0.2249 0.1372 0.1395 0.1384 0.0865 

33 0.2030 0.1813 0.1970 0.1938 0.1334 0.1353 0.1344 0.0594 
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Lampiran 9. Data Standar Glukosa 

Kadar Glukosa Ulangan U1angan Rerata Kontrol 
(mglml) 1 2 

1 0.2330 0.2800 0.2565 0.0595 

2 0.9760 0.8850 0.9305 0.0595 

3 1.7760 1.8740 1.8250 0.0595 

4 2.5920 2.5940 2.5930 0.0595 

5 3.5470 3.5250 3.5360 0.0595 

Berdasarkan data tersebut, dapat diketahui rumus regresi standar glukosa : 

Y = 0.822 X - 0.697 

Aktivitas endoglukanase dihitung dengan rumus : 

X xPxl0xl000 
Aktivitas endoglukanase = ----------

Ink x 8M Glukosa 

Keterangan: 

Y = absorbansi 

x = konsentrasi produk 

P = Pengenceran 

Ink = Waktu inkubasi = 60 menit 

8M Glukosa = 180 

Netto 

0.1970 

0.8710 

1.7655 

2.5335 

3.4765 
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Lampiran 10. Data Aktivitas Enzim Selulase pada Media Kontrol 

Waktu Inkubasi Produksi Enzim (Y) Konstanta (X) Aktivitas (plml) 
(Jam) 

3 0.0131 0.8639 0.7999 

6 0.0170 0.8686 0.8043 

9 0.0175 0.8692 0.8048 

12 0.0194 0.8715 0.8070 

15 0.0199 0.8721 0.8075 

18 0.0246 0.8779 0.8128 

21 0.0468 0.9048 0.8378 

24 0.0820 0.9476 0.8775 

27 0.1243 0.9991 0.9251 

30 0.1410 1.0195 0.9439 

33 0.0736 0.9374 0.8680 

Lampiran 11. Data Aktivitas Enzim Selulase pada Media Altematif Menggunakan Urea 
sebagai Sumber Protein 

Waktu Inkubui Produksi Enzim (Y) Konstanta (X) Aktivitas (pIml) 
(Jam) 

3 0.0339 0.8891 0.8233 

6 0.0228 0.8757 0.8108 

9 0.0145 0.8655 0.8014 

12 0.0136 0.8645 0.8004 

15 0.0143 0.8653 0.8012 

18 0.0270 0.8807 0.8155 

21 0.0316 0.8864 0.8207 

24 0.0514 0.9105 0.8431 

27 0.0690 0.9319 0.8629 

30 0.1710 1.0559 0.9777 

33 0.0472 0.9053 0.8382 
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Lampiran 12. Data Aktivitas Enzim Selulase pada Media A1ternatif Menggunaican Susu 
Bubuk sebagai Sumber Protein 

Waktu Inkubasi Produksi Enzim (Y) Konstanta (X) Aktivitas (pIml) 
(Jam) 

3 0.6335 1.6186 1.4987 

6 0.4387 1.3816 1.2793 

9 0.3427 1.2648 1.1711 

12 0.3400 1.2616 1.1681 

15 0.4198 1.3586 1.2580 

18 0.5288 1.4913 1.3808 

21 1.8058 3.0448 2.8192 

24 1.9318 3.1981 2.9612 

27 0.6800 1.6752 1.5511 

30 0.5150 1.4744 1.3652 

33 0.2043 1.0964 1.0152 

Lampiran 13. Data Aktivitas Enzim Selulase pada Media A1ternatif Menggunaican Hati 
Ayam sebagai Sumber Protein . 

Waktu Inkubasi Produksi Enzim (Y) Konstanta (X) Aktivitas (P/mI) 
(Jam) 

3 0.0209 0.8734 0.8087 

6 0.0194 0.8715 0.8069 

9 0.0180 0.8698 0.8054 

12 0.0075 0.8570 0.7936 

15 0.0064 0.8557 0.7923 

18 0.0218 0.8745 0.8097 

21 0.0414 0.8983 0.8318 

24 0.0596 0.9205 0.8523 

27 0.0811 0.9465 0.8764 

30 0.0865 0.9532 0.8826 

33 0.0594 0.9202 0.8521 
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Lampiran 14. Data Optimasi Suhu Enzim Selulase 

Suhu Ulangan Ulangan Rerata Kontrol Netto 
1 2 

35 2.0080 2.3450 2.1765 1.4870 0.6895 

40 2.4600 2.1980 2.3290 1.4870 0.8420 

45 2.4340 2.4110 2.4225 1.4870 0.9355 

50 2.3860 2.5590 2.4725 1.4870 0.9855 

55 1.9260 1.9640 1.9450 1.4870 0.4580 

60 1.8250 1.8940 1.8595 1.4870 0.3725 

Lampiran 15. Data Optimasi pH Enzim Selulase 

pH Ulangan Ulangan Rerata Kontrol Netto 
1 2 

5 1.8790 2.0110 1.9450 1.4020 0.5430 

6 2.0440 2.1800 2.1120 1.4170 0.6950 

7 2.1680 2.2200 2.1940 1.4280 . 0.7660 

8 2.6140 2.4820 2.5480 1.5140 1.0340 

9 2.2330 2.3540 2.2935 1.4830 0.8105 

10 2.1070 2.1140 2.1105 1.4660 0.6445 
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Lampiran 15. Data Stabilitas pH Enzim Selulase 

pH mangan mangan Rerata Kontrol Netto 
1 2 

5 0.5320 0.4370 0.4845 0.2510 0.2335 

6 0.7810 0.7770 0.7790 0.4450 0.3340 

7 1.7830 1.7640 1.7735 1.3680 0.4055 

8 1.4440 1.4230 1.4335 0.9220 0.5115 

9 1.2510 1.2150 1.2330 1.1220 0.1110 

10 0.8080 0.7970 0.8025 0.7590 0.0435 

Lampiran 16. Data Stabilitas Suhu Enzim Selulase 

Waktu Inkubasi mangan mangan Rerata Kontrol Netto 
(Jam) 1 2 

0 2.3650 2.3470 2.3560 1.1470 1.2090 

2 2.1650 2.1110 2.1380 1.1470 0.9910 

4 1.8830 1.8720 1.8775 1.1470 0.7305 

6 1.8440 1.7550 1.7995 1.1470 0.6525 

8 1.8120 1.8170 1.8145 1.1470 0.6675 

10 1.7610 1.7750 1.7680 1.1470 0.6210 

12 1.7290 1.7240 1.7265 1.1470 0.5795 

14 1.7010 1.7020 1.7015 1.1470 0.5545 

16 1.6820 1.6840 1.6830 1.1470 0.5360 

18 1.6610 1.6970 1.6790 1.1470 0.5320 
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