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ABSTRAK

PENGARUH PAPARAN MEDAN MAGNET 0,2 mT PADA ION LOGAM
(Al, Fe, DAN Zn) DALAM MEDIA TERHADAP PRODUKSI SELULASE
Bacillus sp.

Oleh

SUMINTA FRIDA HAIRISAH

Tujuan dilakukannya penelitian ini untuk mengetahui pengaruh paparan
medan magnet 0,2 mT selama 10 menit pada ion logam Al, Fe dan Zn dalam media
pertumbuhan Bacillus sp. terhadap ukuran koloni, nilai indeks selulolitik, aktivitas
enzim selulase dan stabilitas enzim selulase Bacillus sp. terhadap suhu. Penelitian
ini menggunakan rancangan acak kelompok lengkap (RAKL) dan diperoleh 8 unit
perlakuan yaitu KMo, AM, FMy, ZMy, KM;, AM;, FM; dan ZM;. Data kuantitatif
hasil penentuan ukuran koloni, indeks selulolitik dan aktivitas enzim selulase
dianalisis menggunakan Analysis of Variance (ANOVA) untuk mengetahui
perbedaan antar perlakuan dilanjutkan dengan uji Tukey dengan taraf nyata 5%.
Sementara itu, data hasil pengujian stabilitas enzim selulase Bacillus sp. disajikan
dalam bentuk deskriptif yang didukung oleh gambar.

Perlakuan ion logam Al yang dipapar medan magnet menghasilkan ukuran
koloni Bacillus sp. paling tinggi pada pH netral (pH 6) sebesar 3,85 cm dan suhu
40°C sebesar 3,79 cm. Perlakuan ion logam Fe yang dipapar medan magnet
menghasilkan indeks selulolitik dan aktivitas Bacillus sp. yang paling tinggi,
dengan indeks selulolitik Bacillus sp. paling baik pada pH basa (pH 10) sebesar
0,88 dan suhu 50°C sebesar 8,68 serta aktivitas selulase Bacillus sp. terbaik pada
pH 6 sebesar 0,052 U/ml dan suhu 50°C sebesar 0,047 U/ml. Perlakuan ion logam
Fe yang tidak dipapar medan magnet menghasilkan aktivitas selulase Bacillus sp.
terhadap suhu yang lebih stabil dibandingkan perlakuan ion logam Fe yang dipapar
medan magnet.

Kata kunci : selulase, Bacillus sp., medan magnet, ion logam



ABSTRACT

THE EFFECT OF MAGNETIC FIELD 0,2 mT ON METAL ION
(Al, Fe, AND Zn) IN MEDIA FOR PRODUCTION CELLULASE OF
Bacillus sp.

By

SUMINTA FRIDA HAIRISAH

This research was the purpose to determine the effect of exposuretoa 0,2 mT
magnetic field for 10 minutes on metal ions Al, Fe, and Zn in the growth medium
of Bacillus sp. on colony size, the value of a cellulolytic index, cellulase activity,
and cellulase stability of Bacillus sp. to temperature. This study used a completely
randomized block design (RAKL) and obtained 8 treatment units, namely KMo,
AMo, FMo, ZMo, KM1, AM;, FM;, and ZM;:. Quantitative data from the
determination of colony size, the value of the cellulolytic index, and cellulase
activity were analyzed using Analysis of Variance (ANOVA) to determine
differences between treatments followed by Tukey's test with a significance level of
5%. The results of testing the stability of the cellulase Bacillus sp. are presented in
a descriptive form supported by pictures.

The treatment of metal ions Al exposed to a magnetic field resulted in the size
of the colonies of Bacillus sp. highest at neutral pH (pH 6) of 3.85 cm and a
temperature of 40°C at 3.79 cm. The treatment of metal ions Fe exposed to a
magnetic field resulted in the cellulolytic index and the activity of Bacillus sp. the
highest, with the cellulolytic index of Bacillus sp. the best pH alkaline (pH 10) of
0.88 and a temperature of 50°C of 8.68 and the cellulase activity of Bacillus sp. the
best at pH 6 of 0.052 U/ml and a temperature of 50°C at 0.047 U/ml. The treatment
of metal ions Fe that were not exposed to a magnetic field resulted in the cellulase
activity of Bacillus sp. to a more stable temperature than the treatment of metal ions
Fe exposed to a magnetic field.

Keywords: cellulase, Bacillus sp., magnetic field, metal ions
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I. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang Masalah

Kekayaan megabiodiversitas baik berupa mikroba maupun biomasa yang
berlimpah dan potensial untuk dimanfaatkan sebagai sumber enzim. Enzim
sebagai biokatalisator yang efisien dan selektif dalam mengkatalis reaksi kimia
tanpa efek samping dan ramah lingkungan menyebabkan enzim menjadi salah
satu faktor penting dalam perkembangan industri. Kemajuan bioteknologi,
teknologi fermentasi, rekayasa genetika, dan aplikasi enzim menyebabkan
penggunaan enzim semakin luas salah satunya adalah penggunaan enzim selulase
(LIPI, 2020).

Selulase adalah enzim yang dapat menghidrolisis selulosa dengan memutus ikatan
glikosidik B—1.4 dalam selulosa, selodektrin, selobiosa, dan turunan selulosa
lainnya menjadi gula sederhana, glukosa. Mikroorganisme penghasil enzim
selulase dapat berupa fungi dan bakteri. Kelompok bakteri menjadi pilihan utama
karena pertumbuhannya yang cepat sehingga waktu yang dibutuhkan untuk
memproduksi selulase lebih pendek (Nababan et al., 2019). Pada kelompok
bakteri, selulase dapat diproduksi oleh Bacillus. Bacillus sp. merupakan
mikroorganisme golongan bakteri yang sering digunakan di dunia industri, karena
mudah ditumbuhkan, tidak memerlukan substrat yang mahal, tidak menghasilkan
toksik dan mampu bertahan pada tinggi 50°C (Qin et al., 2009).

Produksi selulase oleh bakteri dipengaruhi beberapa faktor lingkungan yang
mempengaruhi pertumbuhannya. Suhu dan pH merupakan faktor lingkungan yang
memiliki pengaruh signifikan terhadap produksi enzim selulase. Faktor

lingkungan tersebut harus dikendalikan sedemikian rupa agar pertumbuhan



bakteri selulolitk optimum. Terdapat faktor lingkungan lain yang akhir-akhir ini
banyak diteliti pengaruhnya terhadap pertumbuhan mikroba dan produk enzim
yang dihasilkannya yaitu medan magnet (Rodiah, 2018). Muhammad et al.
(1997) menyebutkan bahwa medan magnet dapat mempengaruhi komponen
protein dan lipid membrane sel mikroorganisme, sehingga dapat meningkatkan
aktivitas enzim. Sumardi et al. (2019) menambahkan medan magnet dapat
mempengaruhi permeabilitas dinding sel Bacillus sp. namun tidak mempengaruhi
pertumbuhan bakteri E. coli. Paparan medan magnet 0,1 mT dan 0,2 mT
meningkatkan ukuran sel Bacillus sp., karena Bacillus sp. merupakan bakteri
Gram-positif yang memiliki kandungan protein peptidoglikan jauh lebih banyak
dibandingkan pada bakteri gram negatif. Keberadaan protein pada dinding sel
meningkatkan proliferasi sel bakteri setelah dipapar medan magnet 0,1 mT dan
0,2 mT. Selain itu, diketahui juga bahwa kandungan ion logam dapat

mempengaruhi aktivitas dan produksi enzim pada mikroba (Selfiana, 2016).

Reaksi enzim selulase dipengaruhi oleh keberadaan ion-ion logam yang dapat
berfungsi sebagai aktivator atau inhibitor. Al, Fe dan Zn adalah logam —logam
yang mempunyai sifat kemagnetan yang berbeda. Logam Alumunium (Al)
memiliki sifat kemagnetan paramagnetik (Sutresna, 2006), logam Besi (Fe)
bersifat feromagnetik (Wiyanto, 2008) dan logam Zn memiliki sifat kemagnetan
diamagnetik (Reitz et al., 1994). Logam-logam tersebut apabila diberi perlakuan
medan magnet akan memberikan respon yang berbeda juga, sehingga memberikan
pengaruh yang berbeda pula pada proses metabolisme sel termasuk produksi
selulase. Penambahan ion logam yang dipapar medan magnet dapat
mempengaruhi produksi dan aktivitas enzim mikroba, karena beberapa enzim
membutuhkan ion logam sebagai kofaktor untuk dapat berfungsi sebagai katalis
secara efisien (Sumardi et al., 2018). Grubner (2011) menjelaskan bahwa medan
magnet diketahui dapat meningkatkan laju pergerakan ion, sehingga
mengakibatkan perubahan transportasi pada membrane sel dan aktivitas
metabolisme sel termasuk meningkatkan atau menurunkan aktivitas enzim.
Daerah interaksi medan magnet adalah daerah yang dipengaruhi oleh medan
magnet. lon—-ion membawa efek medan magnet dari daerah interaksi ke jaringan

dan organ lainnya. Energi dapat ditransfer pada aktivitas metabolik secara khusus



dari medan magnet ke ion—ion pada bakteri. Perpindahan energi ke ion
memberikan efek peningkatan kecepatan dan aliran ion—ion melewati membran
sel (Sari et al., 2012). Hasil penelitian lainnya juga membuktikan medan magnet

mengubah organisasi dan struktur membran (Morelli et al., 2013).

Berdasarkan kajian tersebut, diajukan kajian lanjut untuk mengetahui pengaruh
paparan medan magnet 0,2 mT pada ion logam Al, Fe dan Zn dalam media
pertumbuhan terhadap produksi selulase Bacillus sp., karena pengaruh medan

magnet terhadap produksi enzim selulase pada Bacillus sp. belum banyak diteliti.

1.2 Tujuan Penelitian
Adapun tujuan dilakukannya penelitian ini untuk mengetahui :

a. pengaruh paparan medan magnet 0,2 mT pada ion logam Al, Fe dan Zn
terhadap ukuran koloni Bacillus sp.

b. pengaruh paparan medan magnet 0,2 mT pada ion logam Al, Fe dan Zn
terhadap indeks selulolitik Bacillus sp.

c. pengaruh paparan medan magnet 0,2 mT pada ion logam Al, Fe dan Zn
terhadap aktivitas enzim selulase Bacillus sp.

d. pengaruh suhu terhadap stabilitas enzim selulase Bacillus sp.

1.3 Kerangka Pemikiran

Enzim selulase merupakan enzim ekstraseluler yang induktif, yaitu hanya
dihasilkan apabila terdapat induser berupa substratnya yaitu selulosa. Terdapat
tiga jenis enzim selulase yang bekerja pada proses degradasi selulosa yaitu enzim
endoglukanase, eksoglukanase dan endo B-glukosidase. Endoglukanase
memotong ikatan rantai dalam selulosa menghasilkan molekul selulosa yang lebih

pendek, eksoglukanase memotong ujung rantai selulosa menghasilkan molekul

selobiosa, sedangkan endo 3-glukosidase memotong molekul selobiosa menjadi

dua molekul glukosa.



Enzim selulase adalah enzim yang memegang peran penting dalam proses
biokonversi limbah-limbah organik yang mengandung selulosa menjadi glukosa,
produksi protein sel tunggal, dan suplemen dalam industri makanan ternak. Enzim
selulase telah digunakan secara luas dalam industri tesktil, deterjen, pulp dan
kertas. Selain itu, selulase juga digunakan dalam industri farmasi sebagai zat
untuk membantu fungsi sistem pencernaan. Saat ini enzim selulase juga
digunakan sebagai pengganti bahan kimia pada proses pembuatan alkohol dari
bahan yang mengandung selulosa. Enzim selulase diekskresikan mikroba salah
satunya oleh bakteri selulolitik antara lain Bacillus sp. Bacillus sp. merupakan
spesies mikroba penghasil selulase yang potensial karena tidak menghasilkan
toksin, mudah ditumbuhkan, tidak memerlukan substrat yang mahal, dan mampu
bertahan pada suhu tinggi. Produksi enzim oleh bakteri memiliki keunggulan
yaitu pertumbuhannya yang cepat dibandingkan dengan mikroba lainnya seperti
jamur sehingga waktu memproduksi enzim selulase lebih pendek.

Produksi enzim selulase oleh bakteri selulolitik dapat ditingkatkan dengan cara
mengoptimalkan faktor lingkungan yang mempengaruhi pertumbuhannya, salah
satunya adalah medan magnet. Medan magnet telah banyak diteliti pengaruhnya
terhadap metabolisme organisme baik pada hewan, tumbuhan maupun mikroba.
Pada mikroba, medan magnet mempengaruhi sifat kimia unsur-unsur yang
terkandung dalam medium kultur antara lain: ion-ion logam. lon—ion logam
membawa efek medan magnet dari daerah interaksi ke jaringan dan organ lainnya.
Daerah interaksi medan magnet adalah daerah yang dipengaruhi oleh medan
magnet. Energi dapat ditransfer pada aktivitas metabolik secara khusus dari
medan magnet ke ion—ion pada bakteri. Perpindahan energi ke ion memberikan
efek peningkatan kecepatan dan aliran ion—ion melewati membran sel. Semua
logam memiliki sifat kemagnetan yang dibagi dalam kelompok ferromagnetik,
paramagnetik dan diamagnetik. Sifat kemagnetan pada logam tersebut
mengakibatkan keberadaanya dalam media sangat dipengaruhi oleh energi medan

magnet. Akibatnya mikroba memberikan respon yang berbeda terhadap pengaruh

magnet luar.



Hasil penelitian sebelumnya diketahui bahwa ion logam Al dan Fe yang diberi
medan magnet mampu meningkatkan aktivitas protease yang dihasilkan Bacillus
sp., sedangkan ion logam Zn yang dipapar medan magnet menurunkan aktivitas
protease Bacillus sp. Sehingga medan magnet diketahui dapat meningkatkan laju
pergerakan ion, yang mengakibatkan perubahan transportasi pada membrane sel
dan aktivitas metabolisme sel termasuk meningkatkan atau menurunkan aktivitas
enzim selulase. Dalam penelitian ini akan diuji pengaruh ion logam Al, Fe dan Zn
yang dipapar medan magnet dalam media terhadap aktivitas selulolitik yang

dihasilkan Bacillus sp.

1.4 Hipotesis

Hipotesis dalam penelitian ini yaitu

a. terdapat pengaruh paparan medan magnet 0,2 mT pada ion logam Al, Fe dan
Zn pada ukuran koloni Bacillus sp.

b. terdapat pengaruh paparan medan magnet 0,2 mT pada ion logam Al, Fe dan
Zn pada indeks selulolitik Bacillus sp.

c. terdapat pengaruh paparan medan magnet 0,2 mT pada ion logam Al, Fe dan
Zn pada aktivitas enzim selulase Bacillus sp.

d. terdapat pengaruh paparan medan magnet 0,2 mT pada ion logam Al, Fe dan

Zn pada stabilitas enzim selulase Bacillus sp. terhadap suhu



1. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Bacillus sp.

Bacillus sp. adalah bakteri yang berbentuk batang, dapat digolongkan sebagai
bakteri gram positif pada kultur muda, motil (reaksi non motil kadang terjadi),
mampu menghasilkan spora yang umumnya resisten terhadap panas, bersifat
aerob (beberapa spesies bersifat anaerob fakultatif), katalase positif, dan oksidasi
bervariasi. Suhu optimum untuk pertumbuhan Bacillus sp. yaitu pada rentang
suhu 45 — 60°C dengan pH optimum antara 5.8 — 7.2 (Habibie et al., 2014).

Menurut Whitman (2009) Bacillus sp. memiliki klasifikasi sebagai berikut:

Kingdom : Bacteria
Phylum : Firmicutes
Class : Bacili
Ordo : Bacillales
Family : Bacillaceae
Genus : Bacillus

Spesies : Bacillus sp.
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Gambar 2.1 Bacillus sp. (Aryal, 2021)

Bacillus memiliki morfologi koloni beragam dengan bentuk circular sampai
irregular. Tepi koloni dibedakan menjadi entire, undulate, crenate atau fimbriat
dengan tekstur granul dan elevasinya berupa raised hingga convex. Koloni
bakteri dari genus Bacillus memiliki penampakan yang mirip seperti pada Bacillus
anthracis dan Bacillus cereus. Kebanyakan koloninya lembab, mengkilat dan
berwarna putih atau krim keabu-abuan, namun beberapa memiliki pigmen

berwarna hitam, coklat, orange, merah muda atau kuning (Bergey, 2009).

Bacillus mempunyai sifat fisiologis yang khas diantaranya: (1) mampu
menghasilkan antibiotik, dan (2) berperan dalam proses nitrifikasi, denitrifikasi
dan fiksasi nitrogen di alam, (3) mampu mendegradasi bahan organik yang
diperoleh dari tumbuhan dan hewan seperti selulosa, pati, pektin, agar-agar,
hidrokarbon dan protein yang berupakan fungsi dari enzim (Yusufa et al., 2013).
Menurut Yuniati et al. (2015) mikroorganisme merupakan sumber penghasil
enzim yang paling potensial dibandingkan tanaman dan hewan. Penggunanan
mikroorganisme lebih menguntungkan karena pertumbuhannya cepat, dapat
tumbuh pada substrat yang murah, lebih mudah ditingkatkan hasilnya melalui
pengaturan kondisi pertumbuhan dan rekayasa genetik. Enzim yang dihasilkan
oleh Bacillus sp. antara lain enzim selulase, amilase, protease dan xilanase.
Banyak penelitian yang telah berhasil mendapatkan enzim selulase dari Bacillus
sp. seperti Bacillus sp. dari usus ayam (Tarigan dan Sumardi, 2015), Bacillus sp.
UJ132 (Sumardi et al., 2019), Bacillus sp. IBK3 (Sumardi et al., 2021), Bacillus
circulans (Suhardi, 2010), Bacillus subtilis (Verma et al., 2012), Bacillus



coagulans (Darliana, 2020). Laju pertumbuhannya yang cepat, kompleksitas
enzim yang dihasilkannya, serta variabilitas habitat yang mendukung
menyebabkan bakteri selulolitik banyak menarik minat orang untuk
menumbuhkannya (Nurrochman, 2015), terutama terhadap produksi dan aktivitas

enzim selulasenya.

2.2 Enzim

2.2.1 Pengertian Enzim

Enzim merupakan molekul biopolymer polypeptide yang tersusun dari rangkaian
monomer asam amino dalam komposisi dan susunan yang teratur dan tetap.
Sebagai biokatalis, enzim dapat meningkatkan laju reaksi berlipat kali
dibandingkan reaksi kimia normal dengan spesifikasi yang tinggi. Dengan
demikian, pemanfaatan enzim dapat memberikan keuntungan secara ekonomi
tanpa merusak lingkungan. Enzim memiliki sifat antara lain: (1) bekerja secara
spesifik, sehingga tidak memerlukan banyak proses; (2) dapat dimobilisasi dan
digunakan beberapa kali; (3) dapat menguraikan limbah yang mengandung
senyawa berbahaya; dan (4) secara alami dapat didekomposisi oleh dekomposer
(Andualema dan Gessesse, 2012). Kata enzim ini berasal dari Bahasa Y unani
yang memiliki arti ragi. Percobaan fermentasi alkohol yang dilakukan oleh Louis
Pasteur menjadi tonggak atas kaitanya dengan penemuan enzim. Enzim
merupakan sebuah senyawa yang tersusun atas protein (apoenzim) serta juga
senyawa non protein (kofaktor). Sifat katalitik merupakan ciri khas enzim yang
membedakan antara enzim dengan protein lainnya. Sifat katalitik tersebut
diperoleh dari gugus kofaktor yang bisa berupa senyawa organik (koenzim serta
gugus prostetik), ataupun senyawa anorganik (ion logam).
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Gambar 2.2 Struktur kuartener enzim (Noor, 2014)

Kebanyakan protein merupakan enzim atau subunit enzim. Komponen utama
enzim adalah protein sehingga sintesis enzim sangat terkait dengan proses
ekspresi genetik. Oleh karna itu, pengaturan sintesis enzim pada dasarnya adalah
pengaturan ekspresi genetik. Mekanisme pengaturan sintesis enzim telah banyak
dipelajari pada bakteri dengan menggunakan model operon. Operon terdiri atas
serangkaian gen struktural yang mengkode protein yang terlibat dalam proses
metabolisme tertentu. Situs operator ialah sekuen DNA yang mengatur
transkripsi gen struktural dan gen regulator yang mengkode protein yang
mengenali daerah operator. Pada bakteri, gen-gen struktural yang menentukan
sintesis enzim dalam suatu lintasan metabolik tertentu ditempatkan menurut
urutan sesuai dengan rangkaian reaksi pada lintasan tersebut. Hal ini
menunjukkan bahwa urutan reaksi pada lintasan metabolik dikendalikan oleh
kromosom (Murray, 2003). Sintesis enzim merupakan proses terbentuknya enzim
sebagai protein yang terdiri dari 2 tahap yaitu tahap transkripsi dan tahap translasi.
Tahap transkripsi adalah tahap dimana pada saat pembentukan mRNA di dalam
nukleus dari DNA template dengan dibantu oleh enzim polimerase. Tahap
translasi adalah tahap dimana mRNA keluar dari inti sel dan bertemu dengan
tRNA lalu dibantu oleh Ribosom yang terdiri dari sub unit besar dan sub unit kecil
(Marzuki, 2014).

Enzim telah dimanfaatkan secara luas pada berbagai industri produk pertanian,
kimia dan industri obat-obatan sebagai biokatalisator. Sifat utama biokatalisator

adalah bekerja spesifik untuk menaikkan kecepatan reaksi dan berperan sebagai
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kontrol kinetik (Akhdiya, 2003). Aktivitas bakteri dalam memproduksi enzim
dipengaruhi oleh berbagai faktor lingkungan diantaranya pH, suhu, jumlah enzim
atau produk, substrat serta ion-ion logam (Mittal, 2007). Faktor lingkungan enzim
dapat mempengaruhi stabilitas enzim, sehingga lingkungan menjadi kendala yang
sering dihadapi dalam industri. Stabilitas enzim didefinisikan sebagai kestabilan
aktivitas enzim selama disimpan dan digunakan, serta ketika bereaksi dengan
senyawa yang bersifat merusak seperti pelarut tertentu (asam, basa), dan bereaksi
dalam kondisi temperatur dan pH ekstrim (Dosanjh dan Kaur, 2002). Setiap
enzim memiliki suhu dan pH optimum yang spesifik. Sifat spesifik enzim
didefinisikan sebagai kemampuan suatu enzim untuk mendiskriminasikan

substratnya berdasarkan perbedaan afinitas substrat-substrat untuk mencapai sisi

aktif enzim (August, 2000). Sifat spesifik ini dapat dimanfaatkan untuk tujuan
reaksi atau jenis produk yang diharapkan. Oleh karena itu penggunaan enzim
menjadi sangat menguntungkan karena tidak akan dijumpai reaksi-reaksi samping

dan juga karena lebih ramah lingkungan.

2.2.2 Jenis Enzim dan Mekanisme Kerja Enzim

Pada Campbell dan Farrell (2013) menjelaskan bahwa berdasarkan aktivitasnya,
enzim dibagi menjadi 2 golongan, yaitu pertama, endoenzim adalah enzim yang
dihasilkan di dalam sel dan melakukan proses metabolisme di dalam sel dan
kedua, eksoenzim adalah enzim yang dihasilkan di dalam sel kemudian
dikeluarkan melalui dinding sel ke media tumbuh bakteri kemudian bereaksi
dengan substrat organik yang didegradasinya tanpa bergantung pada selnya.
Enzim ekstraseluler berperan untuk menghidrolisis molekul seperti selulosa,
hemiselulosa, lignin di media tumbuhnya. Enzim ekstraseluler dapat dipisahkan
dari medium tempat pertumbuhannya dengan filtrasi ataupun sentrifugasi,
sedangkan enzim intraseluler dapat diekstrak dari dalam sel lewat proses
pemecahan sel (Dessy, 2008). Menurut Poedjadi et al. (2005) enzim yang dibagi
kedalam enam golongan. Penggolongan enzim dapat dilihat seperti terdapat dalam
Tabel 2.1 berikut.



Table 2.1 Penggolongan enzim

Kelas
Oksidoreduktase
Transferase
Hidrolase

Liase
Isomerase

Ligase

Proses katalis enzim dalam suatu reaksi dimulai dengan migrasi substrat ke sisi

aktif enzim membentuk kompleks enzim-substrat. Setelah reaksi berlangsung

Jenis Reaksi yang dikatalis
Pemindahan elektron
Reaksi pemindahan gugus fungsional

Reaksi hidrolisis (pemindahan gugus fungsional ke air)

Penambahan gugus ke ikatan ganda atau sebaliknya
Penambahan  gugus di  dalam  molekul
menghasilkan bentuk isomer

Pembentukan ikatan C-C, C-S, C-O dan C-N oleh
reaksi  kondensasi yang berikatan dengan
penguraian ATP

akan dihasilkan produk (P) sementara enzim (E) kembali ke bentuk semula.

11

Molekul enzim umumnya lebih besar dari substrat, dan kombinasi enzim substrat

terbentuk melalui ikatan lemah, seperti ikatan hidrogen, gaya van der waals dan

interaksi hidrofobik (Madigan dan Martinko, 2006).

Banyak reaksi organik yang membutuhkan asam, basa atau ion logam sebagai

katalis. Sisi aktif dapat menyediakan gugus asam atau basa tanpa mengganggu pH

lingkungan dalam cairan tubuh. Setelah reaksi kimia selesai, molekul enzim dan

substrat terpisah dan enzim mengkatalisis substrat yang lain (Isnaeni, 2020).

b)
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Gambar 2.3 (a) Teori Gembok dan Kunci dan (b) Teori

Kecocokan yang Terinduksi (Putri, 2019)
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Menurut Mittal (2007) terdapat dua teori yang menjelaskan mekanisme kerja
enzim sebagai katalis yaitu, Teori Kunci-Gembok (Lock and Key Theory) dan
Teori Kecocokan Induksi (Induced Fit Theory). Teori gembok-kunci menjelaskan
bahwa substrat yang spesifik (polar) akan terikat pada sisi aktif enzim (non-polar)
dengan bentuk dan muatan pasangan substrat. Rantai peptida yang mengandung
rantai residu pada protein (enzim) menuntun substrat untuk berinteraksi dengan
residu katalitik. Teori kecocokan induksi menjelaskan bahwa enzim bersifat
fleksibel dan akan terinduksi untuk menyesuaikan bentuknya dengan bentuk

substrat

2.3 Enzim Selulase

Enzim selulase termasuk kedalam enzim hidrolase yang bekerja pada substrat
selulosa. Enzim selulase memecah ikatan (1-4) glikosida pada selulosa menjadi
selobiosa dan didegradasi kembali menjadi monomer glukosa. Enzim selulase
termasuk enzim ekstraseluler yang dihasilkan di dalam sel dan dikeluarkan ke
media tumbuhnya untuk mendegradasi senyawa polimer (Aryani, 2012). Produksi
enzim selulase secara in vitro dapat dilakukan dengan menggunakan media
Carboxy Methyl Cellulosa (CMC) karena media tersebut mengandung selulosa

sebagai substrat selulase (Meryandini et al., 2010).

it f- D glnkopnanosa

dliatan P-(1.4)-ghikcosida

Gambar 2.4 Struktur selulosa (Fatriasari et al., 2019)

Selulosa adalah biopolimer yang ketersediaannya melimpah di alam. Selulosa
tergolong kedalam jenis homopolimer D-glukosa yang tersusun secara linear.
Selulosa tersusun dari monomer-monomer glukosa yang terhubung oleh ikatan 1,4
glikosidik. Selulosa dengan struktur yang kritalin terdegradasi oleh enzim

selulase yang memutus ikatan 1,4 glikosidik (Setyoko dan Utami, 2016). Selulosa
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merupakan komponen jaringan tanaman pembentuk dinding sel. Selulosa dalam
pembentukan dinding sel tanaman berasosiasi dengan polimer lain seperti polimer

hemiselulosa dan polimer lignin (Hatefi et al., 2017).

Enzim selulase merupakan enzim kompleks yang terdiri dari tiga komponen
enzim yaitu endoglukanase, eksoglukanase, dan B-glukosidase yang bekerja sama
untuk menghidrolisis selulosa tidak larut menjadi glukosa (Putri, 2016). Pada
tahap pertama enzim endoselulase memecah ikatan kristal selulosa yang semula
berupa ikatan silang menjadi ikatan selulosa rantai lurus. Pada tahap kedua, enzim
eksoselulase memecah selulosa berantai lurus menjadi selobiose, yaitu senyawa
yang terdiri dari dua molekul glukosa. Pada tahap terakhir, enzim selobiase
mengubah selobiose menjadi molekul-molekul glukosa (Saha, 2003). Sedikitnya
ada tiga enzim yang terlibat dalam degradasi atau hidrolisis selulosa, yaitu endo-
B-glukanase, ekso-B-glukanase, dan B-glukosidase (Silva et al., 2005).
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Gambar 2.5. Mekanisme penguraian selulosa (Mussatto dan Teixeira, 2010)
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Pengelompokan nama lain dan fungsi enzim selulase adalah sebagai berikut.

a. Enzim endo-B-1,4-glukanase (B-1,4-D-glukan-4-glukano hidrolase)
menghidrolisis ikatan glikosidik B-1,4 secara acak terutama pada daerah
amorf serat selulosa. Enzim ini dapat bereaksi dengan selulosa kristal tetapi
kurang aktif. Selain itu, endo-p-1,4-glukanase tidak menyerang selobiosa, tapi
menghidrolisis selodekstrin dan selulosa yang telah dilunakkan dengan asam
fosfat dan selulosa yang telah disubstitusi (seperti CMC). Enzim ini secara

umum dikenal sebagai CMC-ase atau selulaseCx.

b. Enzim B-1-glukanase atau secara umum dikenal dengan selulase C1,
menyerang ujung rantai selulosa non pereduksi dan membebaskan selobiosa

tetapi tidak menyerang selulosa yang disubstitusi.

c. Enzim B-1,4-glukosidase atau selobiase menghidrolisis selobiosa dan rantai

pendek selo-oligosakarida yang menghasilkan glukosa.

Enzim selulase umum digunakan dalam berbagai industri seperti industri pangan,
tekstil, pakan ternak, pertanian, dan industri lembaga (Kovacs, 2009). Penggunaan
selulase semakin luas di bidang industri kertas maupun industri energi terbarukan
(Flimban et al., 2019). Selain dalam bidang pangan dan industri, pemanfaatan
enzim selulase dari bakteri dapat memberikan solusi dalam masalah pencemaran
yakni mengurangi jumlah limbah selulosa seperti timbunan daun di area
pembuangan akhir, limbah pertanian, rumput laut ditepi pantai serta dapat
menjadi nilai tambah terhadap pemanfaatan limbah menjadiolahan pupuk organik.
Enzim selulase umum digunakan dalam pembuatan bioetanol (Chasanah et al.,
2013), dalam proses memperhalus bubur kertas industri kertas, untuk menjaga
warna kain agar tetap cemerlang, meningkatkan kualitas pangan, sebagai
dekomposer bahan-bahan organik dan untuk meningkatkan nutrisi pakan ternak
(Huwae dan Pingkan, 2020). Selulase berperan penting dalam biokonversi
selulosa menjadi berbagai komoditas senyawa kimia yang terkandung dalam
berbagai limbah dan dapat mengurangi dampak negatif dari polusi limbah
terhadap lingkungan (Hartanti, 2010). Beberapa penerapan produk organik yang
bermanfaat untuk pertanian diantaranya MOL (Local Microorganism), POC
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(Pupuk Organik Cair), pupuk organik padat dan bokasi serta pestisida organik
(Murtiyaningsih dan Hazmi, 2017). Pengaplikasian suatu enzim harus memiliki
kestabilan, seperti pada enzim selulase kestabilitas pH dan stabilitas suhu sangat
diperlukan dalam bidang industri (Hatefi et al., 2017). Stabilitas enzim dalam
bidang industri menjadi faktor penting seperti dalam industri pembangkit listrik
melalui sistem MFC (Microbial Fuel Cells) (Manzoor et al, 2018).

2.4 Medan Magnet

Medan magnet adalah suatu medan atau area yang dipengaruhi oleh gaya
magnetik. Medan magnet tidak dapat dilihat, namun keberadaannya dapat
dijelaskan dengan mengamati gejala-gejala pengaruhnya pada benda lain.
Misalnya pada serbuk besi yang ditaburkan di sekitar magnet (Aryono, 1980).
Magnet secara umum dapat dibedakan menjadi dua (a) Magnet alami yaitu bahan
yang menghasilkan medan magnet dengan besaran yang tetap, (b) magnet buatan
merupakan bahan yang menghasilkan medan magnet dengan sifat kemagnetan
sementara dan besarnya medan magnet yang diinginkan dapat dibuat dengan cara

menyesuaikan sumber penghasil medan magnetnya (Angraini, 2012).

Gaya magnetik dapat ditimbulkan oleh arus listrik yang dialirkan pada kumparan
kawat yang dililitkan secara rapat pada sebuah batang besi. Kumparan kawat yang
dialiri arus listrik tersebut kemudian disebut solenoida, yang dapat menimbulkan
induksi magnetik. Induktansi solenoida bergantung pada sifat bahan, banyaknya
lilitan dan luas penampang (Halliday dan Resnick, 1999). Menurut Ishag (2007)
induksi magnetik adalah perubahan medan magnetik yang menimbulkan arus
listrik, dan sebaliknya aliran arus listrik pada sebuah kawat juga dapat

menimbulkan medan magnet.

Semua benda atau unsur memiliki sifat kemagnetan, termasuk unsur-unsur pada
organisme. Bahan atau unsur yang berada di alam dibedakan ke dalam bahan atau
unsur yang memiliki sifat kemagnetan feromagnetik, paramagnetik, dan
diamagnetik. Dengan demikian setiap organisme dipengaruhi oleh keberadaan

medan magnet.
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Gambar 2.6 Arah domain diamagnetik, paramagnetik, dan ferromagnetik

(Tedi, 2022)

a. Ferromagnetik
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Feromagnetik adalah sifat magnetik dimana suatu material dapat mengalami
magnetisasi secara spontan dan merupakan bentuk kemagnetan yang paling
kuat. Benda ferromagnetik memiliki permeabilitas jauh lebih besar dari satu.
Benda yang mudah dilewati garis gaya magnet disebut memiliki permeabilitas
tinggi. Permeabilitas udara dan ruang hampa dianggap sama dengan satu.
Benda-benda yang memiliki permeabilitas tinggi bila terletak di dalam medan
magnet, garis-garis gaya magnet cenderung lewat pada benda tersebut.
Dengan demikian benda-benda ferromagnetik mudah ditarik oleh magnet dan
mudah dibuat magnet buatan. Contoh benda ferromagnetik antara lain ialah
Kobal (Co), Besi (Fe), Nikel (Ni), logam paduan seperti alnico dan permalloy.
Kutub magnet, inti transformator dan bagian-bagian yang berhubungan

dengan kemagnetan dibuat dari bahan ferromagnetik.

b. Paramagnetik

Benda paramagnetik memiliki permeabilitas sedikit lebih besar dari satu.
Benda yang mudah dilewati garis gaya magnet disebut memiliki
permeabilitas tinggi. Permeabilitas udara dan ruang hampa dianggap
nilainya sama dengan satu. Benda-benda yang tergolong jenis paramagnetik
tidak begitu kuat ditarik magnet dan bila terletak di dalam medan magnet,
fluks yang mengalir di dalamnya sama dengan fluks magnet yang mengalir di
dalam udara biasa. Contoh benda paramagnetik antara lain ialah Alumunium
(Al), Magnesium (Mg), Natrium (Na), Titan (Ti), Tungsten (W), dan oksigen
(O) (1 atm).
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c. Diamagnetik
Benda-benda yang tergolong jenis diamagnetik sukar di tarik magnet dan bila
terletak di dalam medan magnet cenderung dihindari oleh gaya magnet.
Contoh benda diamagnetik ialah Bismut (Bi), Seng (Zn), Tembaga (Cu),
Intan, Air Raksa (Hg), Perak (Ag), Emas (Au), Hidrogen (H) (1 atm),
Nitrogen (N) (1 atm) dan Karbondioksida (CO.) (1 atm) (Mardiansyah,
2012).

Penelitian tentang pengaruh medan magnet terhadap sistem biologis telah banyak
dilakukan (Panagopoulos et al., 2002) baik pada organisme prokariot maupun
eukariot. Kajian pengaruh medan magnet pada organisme prokariot, contohnya
adalah kajian efek medan magnet pada pertumbuhan dan produksi protease
Bacillus sp. (Markov et al., 2004 dan Sumardi et al., 2018). Pada organisme
eukariot seperti tumbuhan, medan magnet banyak digunakan untuk melihat
pengaruhnya terhadap laju pertumbuhan. Penelitian sebelumnya membuktikan
bahwa perlakuan medan magnet 0,2 mT mampu meningkatkan vigor benih lama
vegetatif tomat sehingga pertumbuhan, kandungan klorofil dan kandungan
karbohidrat sama dengan pada tanaman tomat dari benih baru (Agustrina et al.,
2019).

Medan magnet mempengaruhi pertumbuhan bakteri. Pemaparan medan magnet
dapat meningkatkan metabolisme dalam sel mikroorganisme terutama dalam
penyerapan nutrisi sehingga pertumbuhannya juga meningkat. Akan tetapi, setiap
mikroorganisme memiliki karakter yang unik, sehingga responnya terhadap
pengaruh medan magnet pun akan berbeda tergantung pada lama paparan dan kuat
medan magnet yang diberikan. Selain dampak positif, dampak negatif pemberian
medan magnet juga bisa terjadi pada mikroorganisme bila perlakuan yang
diberikan tidak sesuai. Dampak negatif yang terjadi antara lain penurunan
aktivitas metabolisme atau hilangnya kemampuan hidup mikroorganisme.
Pengaruh medan magnet terhadap karakteristik pertumbuhan bakteri melalui
ekspresi gen, sintesis MRNA, sintesis protein, dan aktivitas enzim (Setyasih et al.,
2013). Yang et al. (2020) menjelaskan bahwa DNA terdiri dari ion negatif dan

bergerak memutar yang berarti ion-ion negatif pada DNA tersebut juga bergerak
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memutar. Saat bergerak memutar, ion-ion negatif tersebut mengalami gaya
sentripetal dan berpotensi memutuskan ikatan antar asam ketika medan magnet

yang diberikan semakin besar.

Sumardi et al. (2020) menyatakan bahwa pemberian ion logam AICI; yang
sebelumnya dipapar medan magnet 0,2 mT selama 10 menit pada media Mandels
menyebabkan Bacillus sp. mengalami peningkatan panjang sel, indeks proteolitik

dan aktivitas enzim protease dibandingkan dengan Bacillus sp. dari perlakuan

kontrol.

Gambar 2.7 Morfologi Bacillus sp. A) kontrol (tidak dipapar medan magnet dan
penambahan ion logam) B) tidak dipapar medan magnet,
penambahan ion Al C) ) penambahan ion Al dan pemaparan medan
magnet 0,2 mT selama 10 menit (Sumardi et al., 2020)

Isolat Bacillus sp. yang ditumbuhkan pada media dan diberi ion logam FeCl, yang
telah dipapar medan magnet juga memiliki nilai indeks proteolitik yang tinggi.
Aktivitas protease meningkat dan berbanding lurus dengan peningkatan jumlah sel
hidup Bacillus sp. ketika dipapar medan magnet 0,2 mT selama 10 menit.
Sementara itu, pemberian ion ZnCl, tidak ada pertumbuhan Bacillus sp.,
begitupula pada penambahan ion ZnCl, dan pemaparan medan magnet 0,2 mT
selama 10 menit juga tidak memberikan pengaruh terhadap aktivitas Bacillus sp.
(Sumardi et al., 2018). Berdasarkan data diatas maka diduga bahwa ion logam
yang terdapat dalam ZnCl, merusak permeabilitas membran sel bakteri sehingga
menyebabkan pertumbuhan bakteri menjadi terhambat dan produksi enzimnya

menurun (Trianie dan Rustanti, 2014).
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Menurut Sudarti et al. (2014) medan magnet mempengaruhi arah migrasi dan
mengubah laju pertumbuhan, mengubah aliran ionik yang melalui membran
sehingga mengakibatkan perubahan kecepatan reproduksi sel. Beberapa peneliti
menduga bahwa tempat reaksi medan magnet dalam sistem biologi adalah plasma
membran karena bersifat elektromagnetik (Setyasih et al., 2013). Pratiwi (2016)
menjelaskan bahwa paparan medan magnet 0,2 mT selama 10 menit pada
komponen media Mandels yang dimodifikasi meningkatkan aktivitas enzim
protease dan jumlah sel hidup Bacillus sp. pada media yang mengandung NaCl
sebesar 0.067 U/ml dan 9.684 sel/ml. Sementara itu, Hernawati et al. (2015)
menunjukan bahwa medan magnet mempengaruhi pertumbuhan Bacillus sp.
dalam menghasilkan selulase, semakin lama waktu pemaparan medan magnet 0,2

mT yang diberikan pada media, maka koloni semakin luas.



I11. METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan pada November 2021-April 2022 di Laboratorium
Mikrobiologi Fakultas Matematika dan IImu Pengetahuan Alam, Universitas
Lampung.

3.2 Alat dan Bahan

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah seperangkat alat gelas, ose
bulat, shaker incubator, sentrifuse, pH meter, spektrofotometer, rak tabung reaksi,
oven, pembakar bunsen, timbangan digital, freeze drying, inkubator untuk
menginkubasi bakteri pada suhu yang terkontrol, laminar airflow untuk perlakuan
yang memerlukan kondisi aseptik dan inokulasi bakteri, hot plate stirrer, water
bath shaker, mikropipet dan tip, autoclave, stopwatch, thermometer, kumparan

medan magnet sebesar 0,2 mT untuk pemberian perlakuan pada Bacillus sp.

Bahan-bahan yang digunakan adalah isolat bakteri Bacillus sp. diperoleh dari
koleksi dari Laboratorium Mikrobiologi FMIPA Unila, media Mandels yang
dimodifikasi (Lampiran 1), Carboxymethui Celulose (CMC), congo red 0,1%,
NaCl 1 M, alumunium foil, spritus, alkohol 70%, buffer sitrat pH 4, pH 5, buffer
posfat pH 6, pH 7, Buffer tris pH 8, pH 9, buffer glycan-NaOH pH 10, pereaksi
DNS, ice pack, ion logam dalam bentuk garam yaitu AlCls, FeCl, dan ZnCl; yang
digunakan untuk menguji pertumbuhan dan aktivitas Bacillus sp. dalam

menghasilkan enzim selulase.
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3.3 Rancangan Penelitian

Penelitian dilaksanakan menggunakan rancangan acak kelompok lengkap
(RAKL) yang terdiri dari dua faktor. Faktor pertama yaitu medan magnet
yang terdiri dari pemaparan medan magnet 0,2 mT selama 10 menit (M1) dan
tanpa pemaparan medan magnet (Mo). Faktor kedua yaitu jenis ion logam
yang terdiri dari Al, Fe dan Zn. Dengan demikian diperoleh 8 unit perlakuan
dan setiap unit perlakuan diulang 3 kali. Perlakuan dapat dilihat pada Tabel
3.1

Tabel 3.1 Rancangan percobaan

Faktor medan Faktor jenis ion logam
magnet K Al Fe Zn
Mo KMo AMp FMo ZMo
M1 KMy AM FM; ZMy
Keterangan :

Perlakuan KMo adalah perlakuan kontrol yaitu media Mandels yang

dimodifikasi tanpa penambahan logam dan paparan medan magnet.

Perlakuan KMz adalah perlakuan kontrol yaitu media Mandels yang
dimodifikasi tanpa penambahan logam tetapi dipapar medan magnet 0,2

mT selama 10 menit.

Perlakuan 3 AMo adalah perlakuan media Mandels yang dimodifikasi dengan

penambahan AICIz dan tidak dipapar medan magnet.

Perlakuan 4 AM: adalah perlakuan media Mandels yang dimodifikasi dan diberi
logam AICI3 yang dipapar medan magnet 0,2 mT selama 10 menit sebelum

ditambahkan ke media.

Perlakuan 5 FMo adalah perlakuan media Mandels yang dimodifikasi dengan

penambahan FeCl> dan tidak dipapar medan magnet.
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Perlakuan 6 FM: adalah perlakuan media Mandels yang dimodifikasi dan diberi
logam FeCl, yang dipapar medan magnet 0,2 mT selama 10 menit

sebelum ditambahkan ke media.

Perlakuan 7 ZMo adalah perlakuan media Mandels yang dimodifikasi dengan

penambahan ZnCl> dan tidak dipapar medan magnet.

Perlakuan 8 ZM: adalah perlakuan media Mandels yang dimodifikasi dan diberi
logam ZnCl, yang dipapar medan magnet 0,2 mT selama 10 menit

sebelum ditambahkan ke media.



Tahapan penelitian dalam bentuk bagan alir seperti pada Gambar 3.1 berikut:
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Gambar 3.1 Bagan alir penelitian
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3.4 Paksanaan Penelitian

Bacillus sp. ditumbuhkan pada media mengandung logam AICIs, FeCl, dan ZnCl;
baik yang tidak dipapar medan magnet dan dipaparan medan magnet 0,2 mT
selama 10 menit. Konsentrasi ion logam yang digunakan AICIz dan FeCl, adalah
0,01% sedangkan logam ZnCl, dengan konsentrasi 0,005% (Selfiana, 2016).

Tahap-tahap penelitian yang dilakukan sebagai berikut :

3.4.1 Peremajaan Bakteri Bacillus sp.

Peremajaan bakteri Bacillus sp. dilakukan pada media agar miring. Sebanyak satu
ose isolat diambil secara aseptis dan diinokulasi pada media miring Mandels
modifikasi (Lampiran 1) dalam tabung reaksi steril. Isolat kemudian diinkubasi
pada suhu 37°C selama 24 jam (Rodiah, 2018).

3.4.2 Penentuan Ukuran Koloni Bacillus sp.

Penentuan ukuran koloni Bacillus sp. dilakukan pada bakteri yang diinkubasi
pada suhu dan pH berbeda.

a. Ukuran Koloni Bacillus sp. pada pH Tertentu

Isolat Bacillus sp. umur 24 jam diinokulasikan dengan metode titik pada media
agar Mandels modifikasi yang telah ditambahkan 0,5% Carboxymethui Celulose
(CMC) pada variasi pH 4, pH 7, dan pH 10. Koloni bakteri diukur diameternya
setelah diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C (Sumardi et al., 2021).

b. Ukuran Koloni Bacillus sp. pada suhu Tertentu

Isolat Bacillus sp. umur 24 jam diinokulasikan dengan metode titik pada media
agar Mandels modifikasi yang telah ditambahkan 0,5% Carboxymethui Celulose
(CMC) (Sumardi et al., 2021) pada variasi suhu ruang, 40°C dan 50°C. Koloni

bakteri diukur diameternya setelah diinkubasi selama 24 jam.
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3.4.3 Penentuan Indeks Selulolitik Bacillus sp.

Adapun penentuan Indeks Selulolitik (IS) bakteri selulolitik dilakukan pada pH
dan suhu yang berbeda :

a. Uji Selulolitik Bacillus sp. pada pH Berbeda

Isolat bakteri umur 24 jam diinokulasikan dengan metode titik pada media
Mandels agar modifikasi yang telah ditambahkan 0,5% Carboxymethui Celulose
(CMC) dengan variasi pH 4, pH 7, dan pH 10. Pengamatan keberadaan zona
jernih yang terbentuk di sekitar koloni bakteri dilakukan setelah kultur bakteri
diinkubasi selama 24 jam pada 37°C (Sumardi et al., 2021).

b. Uji Selulolitik Bacillus sp. pada Suhu Berbeda

Isolat bakteri umur 24 jam diinokulasikan dengan metode titik pada media
Mandels agar modifikasi yang telah ditambahkan 0,5% Carboxymethui Celulose
(CMC) (Sumardi et al., 2021) dengan variasi suhu ruang, 40°C dan 50°C.
Pengamatan keberadaan zona jernih yang terbentuk di sekitar koloni bakteri

dilakukan setelah kultur bakteri diinkubasi selama 24 jam.

Koloni bakteri dan zona jernih yang terbentuk di sekitar koloni bakteri diukur
diameternya dan selanjutnya ditentukan Indeks Selulolitik (1S). Penentuan indeks
selulolitik dapat dihitung menggunakan rumus oleh Rosa et al. (2020) sebagai
berikut.
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Diameter Zona Bening - Diameter Koloni
Indeks Selulolitik : 2

Diameter Koloni

Gambar 3.2 Pengukuran zona jernih

Keterangan :

X : Koloni bakteri

Y : Zona jernih

AB, CD, EF : Diameter zona bening
ab, cd, ef : Diameter koloni
Rata-rata diameter zona (Dz) :AB+BC+CD/3
Rata-rata diameter koloni (DKk) ;ab+bc+cd/3
Rata-rata diameter zona bening total (RDz)  : Dzl + Dz2 + Dz3/ 3
Rata-rata diameter koloni total (RDK) : Dk1 + Dk2 + Dk3/ 3

3.4.4 Aktivitas Enzim Selulase Bacillus sp.

Aktivitas selulase diukur pada enzim yang dihasilkan dari bakteri Bacillus sp.
yang diinkubasi pada suhu dan pH yang berbeda. Berikut tahap-tahap penentuan
aktivitas selulase Bacillus sp. :

a. Pembuatan Starter Isolat Bacillus sp.

Isolat bakteri Bacillus sp. yang sudah diremajakan pada media Mandels diambil
1 ose dan diinokulasikan kedalam Erlenmeyer 100 ml yang berisi 50 ml media
cair Mandels modifikasi. Kemudian diinkubasi selama 24 jam diatas shaker
orbital 120 rpm pada suhu ruang (Rodiah, 2018).
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b. Produksi Ekstrak Kasar Enzim Selulase

Produksi ekstrak kasar enzim selulase dilakukan dengan modifikasi metode
Hernawati et al. (2015). Ekstra kasar enzim diproduksi dengan menginokulasikan
inokulum sebanyak 10% starter ke 45 ml media cair Mandels modifikasi yang
telah ditambahkan 0,5% Carboxymethui Celulose (CMC), lalu diinkubasi di
shaker orbital 120 rpm pada suhu ruang selama 24 jam. Enzim selulase yang
diproduksi isolat dari masing-masing perlakuan diekstraksi dari media cair
dengan cara menyentrifugasi media cair pada kecepatan 7500 rpm selama 15
menit dan suhu 4°C. Sentrifugasi media cair akan mengendapkan sel Bacillus sp.
sebagai akibat gaya gravitasi. Supernatan hasil ekstraksi mengandung enzim yang
dieksresi Bacillus sp. digunakan sebagai sampel uji aktivitas enzim selulase
(Tabel 3.3). Aktivitas selulasenya menggunakan spektrofotometer pada panjang

gelombang 575 nm.

¢c. Penentuan Gula Standar Glukosa

Sebagai larutan standar digunakan deret glukosa pada konsentrasi 0 pg/mL, 200
pg/mL, 400 pg/mL, 600 pg/mL, 800 pg/mL, dan 1000 pg/mL. Pengujian gula
standar dapat dilihat pada Tabel 3.2 berikut:

Tabel 3.2. Penentuan larutan standar (Tarigan dan Sumardi, 2015).

Glukosa (ug/ml)

Bahan
0 200 400 600 800 1000
Gula 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
standar
(ml)
Larutan 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
buffer
(ml)
DNS (ml) 1 1 1 1 1 1

Larutan dipanaskan dalam air mendidih selama 15 menit. Selanjutnya
didinginkandi air dingin selama 20 menit, kemudian diukur nilai absorbansi
menggunakan spektrofotometer pada panjang gelombang 575 nm
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Nilai absorbansi yang telah didapatkan digunakan untuk menentukan kadar
glukosa dengan rumus persamaan regresi linier Y = bx+a (Berfeld, 1955), dimana
nilai a dan b diperoleh setelah dilakukan pengukuran gula standar sedangkan Y
merupakan nilai absorbansi yang dihasilkan dari pengukuran pada panjang
gelombang 575 nm dan x adalah kadar glukosa yang dihasilkan. Setelah
mendapatkan nilai absorbansi gula standar, untuk mendapatkan nilai a dan b

dapat dilakukan perhitungan menggunakan rumus berikut:

L EV)EX3) - (ZX) (TXY)
M(Ex?) - (Zx)°

_n(ZXY) - (ZX)(ZY)

T )(EX) - (TX)°

-

Keterangan :

n : Jumlah sampel

X : Kadar gula

y : Nilai absorbansi
a : Konstanta

b : Koefisien regresi

d. Uji Aktivitas Selulase

Uji ini dilakukan dengan menggunakan metode DNS (Miller, 1980). Pertama-
tama dimasukkan 0,5 ml CMC ke dalam buffer sitrat pH ke dalam tabung reaksi.
Sebanyak 0,5 ml ekstrak kasar enzim dimasukkan ke dalam tabung sampel, untuk
kontrol tabung sampel tidak diisi enzim. Tutup masing-masing tabung dengan
aluminium foil kemudian diinkubasi dalam shaker water bath selama 30 menit.
Setelah diinkubasi, dimasukkan 1 ml pereaksi DNS ke dalam tabung sampel
untukmengikat gula pereduksi dan membentuk warna indikator yang spesifik
sehingga dapat terdeteksi pada spektrofotometer dengan panjang gelombang 575
nm. Pada tabung kontrol dimasukkan 0,5 ml enzim, kemudian dengan segera
dimasukkan pereaksi DNS sebanyak 1 ml. Tabung reaksi kemudian dipanaskan di

dalam air mendidih selama 15 menit. Pendinginan tabung reaksi dilakukan dalam
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air dingin selama 20 menit agar enzim menjadi inaktif dan stabil pada saat
dilakukan pengukuran absorbansinya. Pengukuran absorbansi sampel dengan
spektrofotometer dilakukan pada panjang gelombang (A) 575 nm. Pengukuran

aktivitas enzim dapat dilihat pada Tabel 3.3 berikut.

Tabel 3.3 Uji aktivitas enzim selulase (Miller, 1980)

Bahan Kontrol (ml) Uji (ml)
Enzim - 0,5
0,5% CMC dalam buffer pH 0,5 0,5

Diinkubasi selama 30 menit pada suhu 37°C.
Tabung yang berisi larutan dimasukkan ke dalam air es (untuk

menghentikan aktivitas enzim)

Perekasi DNS 1 1

Enzim 0,5 -

Dipanaskan dalam air mendidih selama 15 menit. Lalu dinginkan di air
dingin selama 20 menit, kemudian dianalisi menggunakan spektofotometer

padapanjang gelombang 575 nm

Kadar glukosa (ug glukosa) dihitung dengan menggunakan persamaan kurva
standar glukosa. Aktivitas enzim selulase ini ditentukan berdasarkan
pembentukan produk glukosa (Tabel 3.2). Nilai absorbansi yang telah diperoleh
dari pengukuran tersebut, digunakan untuk menentukan kadar glukosa. Setelah
kadar glukosa diketahui maka aktivitas enzim sudah dapat ditentukan. Aktivitas
enzim selulase ini ditentukan berdasarkan, yaitu berdasarkan pembentukan
produk glukosa. Penentuan aktivitas enzim glukosa per unit dapat ditentukan

menggunakan rumus berdasarkan Hernawati et al. (2015) sebagai berikut :

Aktivitas Enzim (U/mL) = kadar glukosa (ug) x faktor pengenceran
BM glukosa x waktu inkubasi

Data yang disajikan dalam aktivitas relatif enzim (%) yang ditentukan berdasarkan

aktivitas enzim melalui rumus oleh Hernawati et al. (2015) berikut:
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Aktivitas relatif (%) = Aktivitas enzim vang diperoleh x 100%
Aktivitas enzim tertinggi

Keterangan :

BM glukosa : 180,156 g/mol
Waktu inkubasi : 30 menit
Kadar glukosa : X pg/mol

e. Uji Aktivitas Selulase Bacillus sp. pada pH Tertentu

Uji aktivitas selulase Bacillus sp. pada pH dilakukan dengan menggunakan
modifikasi metode Pasaribu (2017). Enzim diuji aktivitasnya dengan beberapa
jenis buffer pH tertentu. Buffer yang digunakan pada uji ini antara lain buffer
sitrat pH 4, pH 5, buffer posfat pH 6 dan pH 7, Buffer tris pH 8, pH 9, buffer
glycan-NaOH pH 10 dengan waktu inkubasi 30 menit.

f. Uji Aktivitas Selulase Bacillus sp. pada Suhu Tertentu

Uji aktivitas selulase Bacillus sp. pada suhu dilakukan dengan menggunakan
modifikasi metode Pasaribu (2017). Enzim selulase diuji aktivitasnya melalui
proses inkubasi enzim dengan variasi suhu yang digunakan yaitu 30°C, 40°C,
50°C, 60°C, 70°C, 80°C dan 90°C dengan waktu inkubasi 30 menit.

3.4.5 Pengujian Stabilitas Enzim

Pengujian stabilitas enzim dilakukan dengan menggunakan modifikasi metode
Fawzya et al. (2013). Penentuan stabilitas enzim selulase Bacillus sp. terhadap
suhu dilakukan dengan menginkubasi enzim pada suhu 60°C, 70°C, 80°C, 90°C
dan 100°C selama 10, 20, 30, 40, 50 dan 60 menit. Setelah diinkubasi, enzim
segera didinginkan dalam air es. Enzim selulase kemudian diuji aktivitas sisanya
(Tabel 3.3) dengan menginkubasinya pada kondisi pH dan suhu optimum selama
30 menit. Aktivitas enzim selulase dinyatakan dalam aktivitas relatif (%) terhadap

aktivitas enzim yang tidak mengalami perlakuan panas.



31

3.4.6 Analisis Data

Data kuantitatif hasil penentuan ukuran koloni, indeks selulolitik dan aktivitas
enzim selulase dianalisis menggunakan Analysis of Variance (ANOVA) untuk
mengetahui perbedaan antar perlakuan dilanjutkan dengan uji Tukey dengan taraf
nyata 5%. Sementara itu, data hasil pengujian stabilitas enzim selulase Bacillus
sp. disajikan dalam bentuk deskriptif yang didukung oleh gambar.



V. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian diperoleh simpulan

1. Perlakuan ion logam Al yang dipapar medan magnet menghasilkan ukuran
koloni Bacillus sp. paling tinggi pada pH netral (pH 6) sebesar 3,85 cm dan
suhu 40°C sebesar 3,79 cm.

2. Perlakuan ion logam Fe yang dipapar medan magnet menghasilkan indeks
selulolitik Bacillus sp. paling tinggi pada pH basa (pH 10) sebesar 0,88 dan
suhu 50°C sebesar 8,68.

3. Perlakuan ion logam Fe yang dipapar medan magnet menghasilkan aktivitas
selulase Bacillus sp. paling tinggi pada pH 6 sebesar 0,052 U/ml dan suhu
50°C sebesar 0,047 U/ml.

4. Perlakuan ion logam Fe yang tidak dipapar medan magnet menghasilkan
aktivitas selulase Bacillus sp. terhadap suhu yang lebih stabil dibandingkan

perlakuan ion logam Fe yang dipapar medan magnet.
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5.2 Saran

1. Perlu dilakukan penelitian lanjut untuk mengetahui pengaruh ion logam
yang dipapar medan magnet pada masing-masing kelompok paramagnetik,
feromagnetik dan diamagnetik terhadap ukuran koloni, indeks selulolitik,

aktivitas selulase dan stabilitas enzim selulase pada Bacillus sp.

2. Enzim selulase Bacillus sp. yang ditambahkan ion logam pada media
pertumbuhan baik dipapar medan magnet maupun tidak dipapar medan

magnet perlu dilakukan elektroforesis.
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