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OPTIMIZATION OF CELLULASE PRODUCTION FROM Colletotrichum sp.
WITH CARBON AND NITROGEN SOURCES USING
RESPONSE SURFACE METHODOLOGY

Rischa Amara Yuniar
08041381924063

SUMMARY

One of the fungi that can produce cellulase is Colletotrichum sp.
Nutritional factors are factors that influence cellulase production. The carbon
sources serves as the main element in the formation of cells, while nitrogen can
form amoni acids, DNA, RNA, and ATP. The need for cellulase enzymes various
industrial fields. Therefore, optimization of cellulase production by paying
attention to carbon and nitrogen sources needs to be done to achieve maximum
results.

This research was conducted to determine the best carbon and nitrogen
sources that can increas the production of cellulase enzymes from Colletotrichum
sp. indicated by the highest enzyme activity, knowing the optimum value of
cellulase activity with different carbon and nitrogen sources based on the
Response Surface Methodology, and knowing the medium formula for optimizing
cellulase enzyme form Colletotrichum sp. based on the Response Surface
Methodology. This research was conducted from September 2022 to April 2023 at
the Microbiology laboratory, Genetics and Biotechnology Laboratory,
Departement of Biology, Faculty of Mathematics and Natural Sciences, Sriwijaya
University.

The stages of this research consisted of preparing the medium, making
DNS reagents, selecting the best carbon and nitrogen sources, measuring fungal
biomass, making a glucose standard curve using the DNS method, quantitatively
testing cellulase activity using the DNS method, and optimizing cultivation media
using Response Surface Methodology. The highest cellulase enzyme production
was colletotrichum sp. obtained from the addition of straw of 5 g/L and yeast
extract of 2,5 g/L. The optimum value of cellulase activity from Colletotrichum
sp. based on Response Surface Methodology is 14,41 U/ml. The optimization
medium formulation for cellulase production is by using 5,764 g/L straw and 5
g/L yeast extract which produces a cellulase activity value of 12,581 U/ml and
0,069 g of biomass with a desirability value of 0,787.

Keywords: Optimization of Enzyme Production Cellulase enzyme,
Colletotrichum sp., Response Surface Methodology
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OPTIMASI PRODUKSI SELULASE DARI Colletotrichum sp. DENGAN
VARIASI SUMBER KARBON DAN NITROGEN MENGGUNAKAN
RESPONSE SURFACE METHODOLOGY

Rischa Amara Yuniar
08041381924063

RINGKASAN

Salah satu fungi yang dapat menghasilkan selulase adalah Colletotrichum
sp. Faktor nutrisi merupakan faktor yang berpengaruh terhadap produksi selulase.
Sumber karbon berfungsi sebagai unsur utama pada pembentukan sel, sedangkan
nitrogen dapat membentuk asam amino, DNA, RNA, dan ATP. Kebutuhan akan
enzim selulase terus meningkat karena enzim tersebut banyak digunakan di
berbagai bidang industri. Oleh karena itu, optimasi produksi selulase dengan
memerhatikan faktor sumber karbon dan nitrogen perlu dilakukan untuk mencapai
hasil yang maksimal.

Penelitian ini dilakukan untuk mengetahui sumber karbon dan nitrogen
terbaik yang dapat meningkatkan produksi enzim selulase dari Colletotrichum sp.
yang ditunjukkan dengan aktivitas enzim paling tinggi, mengetahui nilai optimum
aktivitas selulase dengan sumber karbon dan nitrogen yang berbeda berdasarkan
Response Surface Methodology, serta mengetahui formula medium untuk
optimasi produksi enzim selulase dari Colletotrichum sp. berdasarkan Response
Surface Methodology. Penelitian ini dilaksanakan pada bulan September 2022
sampai bulan April 2023 di Laboratorium Mikrobiologi, Laboratorium Genetika
dan Bioteknologi Jurusan Biologi, Fakultas Matematika dan IImu Pengetahuan
Alam, Universitas Sriwijaya.

Tahapan penelitian ini terdiri dari pembuatan medium, pembuatan reagen
DNS, pemilihan sumber karbon dan sumber nitrogen terbaik, pengukuran
biomassa fungi, pembuatan kurva standar glukosa dengan metode DNS, uji
aktivitas selulase secara kuantitatif dengan metode DNS, dan optimasi media
kultivasi menggunakan Response Surface Methodology. Produksi enzim selulase
paling tinggi dari Colletotrichum sp. diperoleh dari penambahan jerami sebesar 5
g/L dan yeast extract sebesar 2,5 g/L. Nilai optimum aktivitas selulase dari
Colletotrichum sp. berdasarkan Response Surface Methodology adalah 14,41
U/ml. Formulasi medium optimasi produksi selulase yaitu dengan penggunaan
jerami 5,764 g/L dan yeast extract 5 g/L yang menghasilkan nilai aktivitas
selulase 12,581 U/ml dan biomassa 0,069 gr dengan nilai desirability 0,787.

Keywords: Optimasi Produksi Enzim, Enzim Selulase, Colletotrichum sp.,
Response Surface Methodology
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Enzim selulase merupakan enzim kompleks yang tersusun dari tiga jenis
enzim yaitu endoglukanase, eksoglukanase dan P-glukosidase (Putri, 2016).
Selulosa akan dihidrolisis secara acak pada daerah amorf oleh endoglukanase dan
menghasilkan rantai oligosakarida. Oligosakarida akan dihidrolisis menjadi
selobiosa disakarida oleh eksoglukanase, dan p-glukosidase menghidrolisis
selobiosa disakarida menjadi dua monomer glukosa (Igbal et al., 2010).

Enzim selulase banyak digunakan di berbagai bidang industri. Banyaknya
industri yang mulai beralih menggunakan enzim untuk mempercepat suatu reaksi
kimia menyebabkan enzim semakin banyak dibutuhkan, termasuk enzim selulase.
Industri pulp dan kertas membutuhkan selulase untuk menghilangkan zat warna
dari kertas bekas dan mampu menghemat energi sekitar 20 — 40 % dalam proses
penyulingan (Kunamneni, 2016). Selulase juga digunakan pada industri tekstil,
contohnya pada proses pencucian (biowashing) kain denim (Oktariani et al.,
2019) dan proses biopolishing pada kain kapas (Purnama et al., 2021).

Selulase dapat diproduksi oleh mikroorganisme selulolitik pada kelompok

aktinomiset, bakteri, dan fungi. Fungi menghasilkan enzim ini dihasilkan secara
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ekstraseluler, fungi memproduksi enzim di dalam sel lalu dikeluarkan ke media
pertumbuhannya untuk mendegradasi senyawa polimer. Rohmah et al. (2019)
telah berhasil mengisolasi fungi selulolitik yang berasal dari serasah daun salak
(Salacca edulis). Fungi yang memiliki aktivitas selulolitik cukup tinggi berhasil
teridentifikasi sebagai Thielaviopsis ethacetica SLL10. Penelitian yang dilakukan
oleh Talantan et al. (2018) menemukan adanya fungi selulolitik dari tanah danau
Kalimpa’a Sulawesi Tengah yang teridentifikasi sebagai fungi dari genus
Aspergillus.

Fungi penghasil enzim selulase juga berhasil ditemukan oleh Rizkiana
(2021) yang diisolasi dari serasah akasia (Acacia mangium). Sebanyak 12 isolat
berhasil diisolasi, 9 isolat memiliki aktivitas enzim selulase, 3 isolat mempunyai
indeks selulolitik yang tinggi (>0,2) yaitu isolat SL5A2, SL3A2, dan SL2Al,
sedangkan 6 isolat yang lain mempunyai indeks selulolitik yang rendah (<0,2)
yaitu isolat SL5A1, SL2B1, SL2B2, SL4B1, SL4B2, dan SL5B1. Isolat SL5A1
termasuk isolat yang memiliki indeks selulolitik kecil dengan nilai aktivitas enzim
selulase sebesar 10,45 U/ml dan teridentifikasi sebagai Colletotrichum sp.

Fungi membutuhkan makanan sebagai nutrisi untuk bertahan hidup.
Faktor nutrisi berpengaruh sangat signifikan terhadap produksi selulase (Maan et
al., 2016) yang diperoleh dari medium pertumbuhan atau medium produksi
enzim. Media pertumbuhan harus mengandung unsur-unsur penting seperti
oksigen, karbon, nitrogen, dan kalsium yang termasuk ke dalam nutrisi penting
pada medium produksi enzim (Septiani et al., 2017). Karbon berperan sebagai

unsur utama pada pembentukan sel, sedangkan nitrogen dapat membentuk asam
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amino, DNA, RNA, dan ATP (Roosheroe et al., 2014). Dengan demikian,
optimasi produksi enzim selulase dengan memerhatikan faktor sumber karbon dan
nitrogen penting dilakukan untuk mencapai hasil yang maksimal.

Sumber karbon adalah nutrisi yang dibutuhkan untuk pertumbuhan fungi
yang memiliki peran penting pada proses metabolisme sel karena berfungsi
sebagai sumber energi dan berperan penting dalam pembentukan sel fungi (Purba
et al., 2020). Sumber karbon yang sering digunakan di dalam media pertumbuhan
fungi antara lain glukosa, maltosa, laktosa, fruktosa, galaktosa, CMC, jerami padi,
sekam padi, serbuk gergaji, dan ampas tebu. Pemilihan sumber karbon seperti
laktosa, maltosa, CMC dan jerami perlu dilakukan untuk mengetahui pengaruhnya
terhadap aktivitas enzim selulase dari Colletotrichum sp.

Penggunaan sumber karbon seperti laktosa 0,5% (w/v) mampu
mengoptimalkan produksi selulase dari Apergillus hortai (EI-Hadi et al., 2014).
Sumber karbon berupa CMC dan maltosa juga dinilai mampu meningkatkan
produksi selulase dari Colletotrichum gloeosporioides (Shubha dan Srinivas,
2021). Limbah berlignoselulosa seperti jerami dapat dimanfaatkan sebagai media
tumbuh penghasil enzim karena memiliki kandungan nutrisi seperti karbohidrat,
protein, serat, dan lemak. Selain itu, limbah ini bisa didapatkan dengan harga yang
murah dan ramah lingkungan (Agustini et al., 2017). Penelitian yang dilakukan
oleh Singh et al. (2021) menyebutkan bahwa penambahan jerami padi bisa
meningkatkan produksi selulase dari fungi Aspergillus flavus.

Sumber nitrogen merupakan nutrisi penting yang dapat digunakan untuk

mendukung pertumbuhan fungi, baik itu sumber nitrogen organik maupun sumber
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nitrogen anorganik. Sumber nitrogen anorganik yang biasanya digunakan antara
lain ammonium sulfat, NaNOs, NaNO2, KNO3z, dan NH4Cl, sedangkan sumber
nitrogen organik yang sering digunakan antara lain yeast extract, pepton, meat
extract, dan tripton (Waites et al., 2014). Pemilihan sumber nitrogen terbaik
seperti ammonium sulfat, yeast extract, urea, dan pepton perlu dilakukan untuk
mengetahui pengaruhnya terhadap aktivitas enzim selulase dair Colletotrichum sp.
Penggunaan yeast extract berpengaruh pada peningkatan aktivitas enzim
selulase dari Colletotrichum gloeosporioides (Shubha dan Srinivas, 2021) karena
yeast extract merupakan substrat yang mengandung peptida dan asam amino,
vitamin larut air dan karbohidrat (Sunaryanto et al., 2018). Penambahan pepton
sebanyak 0,25% (w/v) mempengaruhi produksi enzim selulase dari Aspergillus
hortai (El-Hadi et al., 2014). Urea juga dapat meningkatkan produksi enzim
selulase pada media bagas tebu dari Aspergillus spp.1 (Agustini, 2017). Produksi
enzim selulase dari Penicillium oxalicum juga menunjukkan peningkatan dengan
penambahan ammonium sulfat pada medium pertumbuhan (Li et al., 2021).
Optimasi aktivitas enzim dapat dilakukan menggunakan metode Response
Surface Methodology (RSM). Interaksi beberapa variabel dalam suatu sistem
dengan efek kuadrat dapat ditentukan dengan rsm sehingga respon yang
dihasilkan menjadi optimal (Hasan et al., 2012). Metode ini dapat membantu
mengetahui pengaruh variabel bebas kepada respon, mendapatkan model yang
menggambarkan hubungan antara variabel bebas dengan respon, serta
memperoleh kondisi proses untuk menghasilkan respon paling baik. RSM dipilih

karena memiliki beberapa keunggulan antara lain tidak membutuhkan banyak
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data-data percobaan dan dapat menghemat waktu percobaan (Iriawan dan Astuti,

2021).

1.2.

Rumusan Masalah

Berdasarkan latar belakang yang telah diuraikan, rumusan masalah dalam

penelitian ini adalah sebagai berikut:

1.

1.3.

Jenis sumber karbon dan nitrogen apakah yang paling baik untuk
meningkatkan produksi enzim selulase dari Colletotrichum sp. yang
ditunjukkan dengan aktivitas enzim paling tinggi?

Berapakah nilai optimum aktivitas enzim selulase dengan menggunakan
sumber karbon dan nitrogen yang berbeda berdasarkan Response Surface
Methodology (RSM)?

Bagaimanakah formula medium untuk optimasi produksi enzim selulase dari

Colletotrichum sp. berdasarkan Response Surface Methodology (RSM)?

Tujuan Penelitian

Tujuan penelitian ini adalah sebagai berikut:
Mengetahui sumber karbon dan sumber nitrogen terbaik yang dapat
meningkatkan produksi enzim selulase dari Colletotrichum sp. yang
ditunjukkan dengan aktivitas enzim paling tinggi.
Mengetahui nilai optimum aktivitas enzim selulase dengan menggunakan
sumber karbon dan nitrogen yang berbeda berdasarkan Response Surface

Methodology (RSM).
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3. Mengetahui formula medium untuk optimasi produksi enzim selulase dari

Colletotrichum sp. berdasarkan Response Surface Methodology (RSM).

1.4,  Manfaat Penelitian

Penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi mengenai sumber
karbon dan sumber nitrogen terbaik yang dapat meningkatkan produksi enzim
selulase dari Colletotrichum sp., serta memberikan informasi mengenai formula
medium untuk optimasi produksi enzim selulase dari Colletotrichum sp.
berdasarkan Response Surface Methodology sehingga dapat menekan biaya

produksi.
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