OPTIMASI KONSENTRASI SUMBER KARBON PADA
PRODUKSI ENZIM SELULASE DARI BAKTERI
INDIGEN LARVA Leucinodes orbonalis Guenee

SKRIPSI
Untuk memenuhi sebagian persyaratan

Mencapai derajat Sarjana S-1 pada Program Studi Biologi

Qi

STATE ISLAMIC UNIVERSITY

SUNAN KALIJAGA
YOGYAKARTA

disusun oleh
Zawiyah
13640004

PROGRAM STUDI BIOLOGI
FAKULTAS SAINS DAN TEKNOLOGI
UIN SUNAN KALIJAGA
YOGYAKARTA
2017



UNIVERSITAS ISLAM NEGERI SUNAN KALIJAGA
Dio FAKULTAS SAINS DAN TEKNOLOGI
JI. Marsda Adisucipto Telp. (0274) 540971 Fax. (0274) 519739 Yogyakarta 55281

% KEMENTERIAN AGAMA

PENGESAHAN TUGAS AKHIR
Nomor : B-1451/Un.02/DST/PP.00.9/08/2017

Tugas Akhir dengan judul : Optimasi Konsentrasi Sumber Karbon pada Produksi Enzim Selulase dari Bakteri Indigen

Larva Leucinodes orbonalis Guenee
yang dipersiapkan dan disusun oleh:
Nama : ZAWIYAH
Nomor Induk Mahasiswa : 13640004
Telah diujikan pada : Senin, 14 Agustus 2017
Nilai ujian Tugas Akhir TA

dinyatakan telah diterima oleh Fakultas Sains dan Teknologi UIN Sunan Kalijaga Yogyakarta

TIM UJIAN TUGAS AKHIR

Ketua Sidang

o

Ermy Qurotul Ainy, S.Si., M.Si
NIP. 19791217 200901 2 004

Penguji | Penguji 1T

, S.5i., M.Biotech. Dr. Arifah Khusnulyani, S.Si., M.Si.
24 200501 2 007 NIP. 19750515 200003 2 001

Jumailatus
NIP. |

- Yogyakarta, 14 Agustus 2017
‘,\ 13 KlA/y UIN Sunan Kaluaga

7 21/08/2017



f\,‘ [—
D,Or Universitas Islam Negeri Sunan Kalijaga i‘é i FM-UINSK-BM-05-03/R0

SURAT PERSETUJUAN SKRIPSI/TUGAS AKHIR

Hal
Lamp

Kepada

Yth. Dekan Fakultas Sains dan Teknologi
UIN Sunan Kalijaga Yogyakarta

di Yogyakarta

Assalamu alaikum wr. wb.

Setelah membaca, meneliti, memberikan petunjuk dan mengoreksi serta mengadakan perbaikan
seperlunya, maka kami selaku pembimbing berpendapat bahwa skripsi Saudara:

Nama : Zawiyah

NIM : 13640004

Judul Skripsi : Optimasi Sumber Karbon pada Produksi Enzim Selulase dari Bakteri Indigen Larva
Leucinodes orbonalis Guenee.

sudah dapat diajukan kembali kepada Program Studi Biologi Fakultas Sains dan Teknologi UIN Sunan
Kalijaga Yogyakarta sebagai salah satu syarat untuk memperoleh gelar Sarjana Strata Satu dalam Program
Studi Biologi.

Dengan ini kami mengharap agar skripsi/tugas akhir Saudara tersebut di atas dapat segera
dimunaqgsyahkan. Atas perhatiannya kami ucapkan terima kasih.

Wassalamu alaikum wr. wb.

Yogyakarta, 07 Agustus 2017

Pembigbing

Erny Qurotul Ainy, M. Si

NIP. 19791217 200901 2 004



A
D,(j' Universitas Islam Negeri Sunan Kalijaga % = FM-UINSK-BM-05-03/R0

SURAT PERSETUJUAN SKRIPSI/TU AKHIR

Hal
Lamp

Kepada

Yth. Dekan Fakultas Sains dan Teknologi
UIN Sunan Kalijaga Yogyakarta

di Yogyakarta

Assalamu alaikum wr. wb.

Setelah membaca, meneliti, memberikan petunjuk dan mengoreksi serta mengadakan perbaikan
seperlunya, maka kami selaku pembimbing berpendapat bahwa skripsi Saudara:

Nama : Zawiyah

NIM : 13640004

Judul Skripsi : Optimasi Sumber Karbon pada Produksi Enzim Selulase dari Bakteri Indigen Larva
Leucinodes orbonalls Guenee.

sudah dapat diajukan kembali kepada Program Studi Biologi Fakultas Sains dan Teknologi UIN Sunan
Kalijaga Yogyakarta sebagai salah satu syarat untuk memperoleh gelar Sarjana Strata Satu dalam Program
Studi Biologi.

Dengan ini kami mengharap agar skripsi/tugas akhir Saudara tersebut di atas dapat segera
dimunagsyahkan. Atas perhatiannya kami ucapkan terima kasih.

Wassalamu alaikum wr. wb.

Yogyakarta, 07 Agustus 2017
Pembimbi

likgh, M. Biotech

Jumgua

-

NIP. 19760624 200501 2 007



PERNYATAAN KEASLIAN SKRIPSI

Saya yang bertanda tangan di bawah ini:

Nama . Zawiyah

NIM : 13640004

Program Studi : Biologi

Fakultas : Sains dan Teknologi

Menyatakan bahwa skripsi saya yang berjudul “Optimasi Sumber Karbon pada
Produksi Enzim Selulase Dari Bakteri Indigen Larva Leucinodes orbonalis
Guenee” merupakan hasil penelitian saya sendiri. tidak pernah terdapat karya yang
pernah diajukan untuk memperoleh gelar kesarjanaan di suatu perguruan tinggi dan
sepanjang pengetahuan saya tidak terdapat karya atau pendapat yang pernah ditulis
atau diterbitkan orang lain kecuali secara tertulis diacu dalam naskah ini dan

disebutkan dalam daftar pustaka.

Yogyakarta, 08 Agustus 2017

Pembuat pernyataan,

Zawiyah
NIM. 13640004




MOTTO

“Maka sesungguhnya bersama kesulitan ada kemudahan [5] Sesungguhnya
bersama kesulitan ada kemudahan [6] Maka apabila engkau telah selesai (dari
sesuatu urusan), tetaplah bekerja keras (untuk urusan yang lain) [7] dan hanya

kepada Tuhanmulah engkau berharap”

(Q.S Al- Insyirah: 5-8)

“Mohonlah pertolongan (kepada Allah) dengan sabar dan Shalat. Sungguh Allah
beserta orang-orang yang sabar[153]”

(Q.S Al- Bagarah: 153)

“Jagalah Allah, niscahya engkau dapati Dia di hadapanmu. Jika engkau meminta,
mintalah kepada Allah. Jika engkau meminta pertolongan, mintalah pertolongan
kepada Allah. Dan ketahuilah, sesungguhnya seandainya umat ini bersatu untuk

memberikan suatu kemanfaatan kepadamu, maka mereka tidak akan dapat
memberinya, kecuali dengan sesuatu yang telah Allah tetapkan atasmu. Dan
seandainya mereka bersatu untuk mendatangkan suatu kemudharatan kepadamu,
maka mereka tidak dapat mendatangkannya, kecuali dengan sesuatu yang telah
Allah tetapkan atasmu. Pena telah diangkat dan lembaran-lembaran telah
mengering.”

(Jami At- Tirmidzi No. 2706)

Vi



HALAMAN PERSEMBAHAN

Dengan wasa syubiur pada AQllak SWT Skuipsi ini saya persembabfian untuft
fedua erang tua saya Uyatanda Mubammad Hasan Husein dan Jbunda
Rasif sayang, serta menyentai setiap langfah kami dengan doa dan harapan

Harya ini juga saya pewsembahfian untul para pencari lmu yang selalu dahiaga

afan ilmu pengetafiwan, yang tak pewnah lelah belajar untuf mengenal Sang
pencipta alam.

vii



OPTIMASI SUMBER KARBON PADA PRODUKSI ENZIM SELULASE
DARI BAKTERI INDIGEN LARVA Leucinodes orbonalis Guenee

Zawiyah
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ABSTRAK

Enzim selulase merupakan enzim yang memiliki potensi di bidang industri. Salah
satu sumber enzim selulase yaitu bakteri selulolitik. Bakteri selulolitik dapat
diperoleh dari lingkungan, di antaranya dari larva serangga fitofagus. Pada
penelitian ini, bakteri selulolitik diisolasi dari larva Leucinodes orbonalis Guenee.
Isolat dengan aktivitas selulolitik tertinggi digunakan untuk optimasi produksi
enzim selulase dan karakterisasi isolat. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui
konsentrasi sumber karbon yang optimum dalam memproduksi enzim selulase dari
bakteri indigen larva L. orbonalis (G.) terpilih dan mengetahui genus dari bakteri
indigen larva L. orbonalis (G.) terpilih. Media basal fermentasi untuk optimasi
enzim terdiri dari Carboxymethyl Cellulose (CMC), K>HPO4, MgS04.7H20,
pepton, dan (NH4)2SOs Optimasi produksi enzim dilakukan dengan variasi
konsentrasi sumber karbon pada media fermentasi. Sumber karbon yang digunakan
pada penelitian ini, yaitu CMC dengan konsentrasi 0,5%; 1%; 1,5%; dan 2%.
Optimasi dilakukan pada suhu 35°C selama 24 jam dan agitasi 140 rpm. Selanjutnya
dilakukan karakterisasi isolat terpilih. Karakterisasi bakteri selulolitik terpilih
dilakukan dengan mengamati morfologi koloni, morfologi sel, dan karakter
biokimiawi bakteri. Berdasarkan hasil penelitian diketahui konsentrasi karbon
yang optimum pada produksi enzim selulase, yaitu 2% CMC dengan aktivitas
selulolitik 2,623 x 107 UI/mL. Hasil karakterisasi isolat C7 menunjukkan bahwa
isolat merupakan anggota dari genus Azomonas.

Kata kunci: Bakteri selulolitik, enzim selulase, larva Leucinodes orbonalis.
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BAB |

PENDAHULUAN

A. Latar Belakang

Enzim merupakan molekul protein kompleks yang dihasilkan oleh
sel hidup dan berfungsi sebagai katalisator pada berbagai proses kimia
(Rifai, 2004). Salah satu jenis enzim yang berperan besar dalam kehidupan
adalah enzim selulase. Enzim selulase berfungsi mendegradasi selulosa
(Murashima et al., 2002 dalam Al-Arif et al., 2012) dengan cara
mengkatalisis terjadinya reaksi hidrolisis pada selulosa (Andhikawati et al.,

2014).

Menurut Andhikawati et al., (2014), enzim selulase banyak
digunakan di bidang industri, seperti industri kertas, detergen, tekstil,
makanan, pakan ternak, dan pembuatan bahan bakar alternatif yang
bersumber dari biomassa selulosa. Selain itu, enzim selulase juga dapat
digunakan pada industri agrikultural, ekstraksi minyak zaitun, ekstraksi
karotenoid, farmasi dan medis, serta rekayasa genetika (Sharada et al.,
2014). Penggunaan enzim selulase di bidang industri bertujuan agar proses

produksi lebih efisien dan produk yang dihasilkan lebih berkualitas.

Tingginya aplikasi enzim selulase dalam industri berdampak pada
tingkat perdagangannya secara global. Jaradat et al. (2008) memperkirakan

perdagangan enzim selulase mencapai 20% dalam perdagangan enzim di



dunia. Adapun menurut Rakhmawati et al., (2014) penggunaan enzim
selulase pada periode 2004-2014 mengalami peningkatan hingga 100%.

Salah satu faktor yang menyebabkan peningkatan penggunaan
enzim selulase di bidang industri yaitu lebih ramah lingkungan
dibandingkan dengan penggunaan katalis kimia, seperti H2SOs dan HCI
(Taherzadeh & Karimi, 2007). Selain itu penggunaan enzim selulase di
bidang industri dapat mengurangi penggunaan bahan Kkimia dan
menurunkan pengolahan residu dari bahan kimia (Rismijana et al., 2003).

Menurut Andhikawati et al., (2014), enzim selulase dapat diproduksi
dari makroorganisme dan mikroorganisme selulolitik. Enzim selulase dapat
diisolasi dari hewan dan tumbuhan. Namun demikian produksi enzim dari
mikroorganisme lebih unggul dibandingkan dengan makroorganisme
karena beberapa alasan, seperti mikroorganisme lebih mudah untuk dikultur
dan waktu produksi yang relatif cepat dibandingkan dengan
makroorganisme, produksi enzim lebih mudah untuk ditingkatkan, biaya
produksi relatif lebih ekonomis, dan proses produksi tidak ditentukan oleh
musim (Poernomo, 2003 dalam Sianturi, 2008).

Mikroorganisme selulotik dapat berupa kapang atau bakteri.
Produksi enzim selulase oleh bakteri memiliki beberapa keunggulan, yaitu
pertumbuhan bakteri dan tingkat produksi enzim lebih cepat serta enzim
yang diproduksi lebih kompleks dan multi enzim sehingga dapat
meningkatkan fungsi enzim (Rakhmawati et al., 2014). Selain itu hasil

produksi enzim dapat ditingkatkan melalui pengaturan kondisi pertumbuhan



dan rekayasa genetika (Yusriah & Kuswytasari, 2013 dalam Rakhmawati et
al., 2014).

Berdasarkan beberapa penelitian yang telah dilakukan, bakteri
selulolitik dapat diperoleh dari berbagai lingkungan diantaranya serasah
daun (William & Govind 2003), limbah sagu (Yanti & Munir, 2014), kayu
yang telah membusuk (Paudel & Qin, 2015), padang pasir Tengger Bromo
(Sonia & Kusnadi, 2015), saluran pencernaan keong (Al-Arif et al., 2012),
saluran pencernaan ikan (Ray et al, 2007), dan rayap (Purwadaria et al.,
2003). Menurut Maryanto et al., (2013), mikroba selulolitik juga dapat
ditemukan pada larva, pupa, dan isi perut kumbang. Penemuan mikroba
selulolitik pada serangga disebabkan sebagian besar serangga tergolong
sebagai serangga fitofagus atau pemakan tanaman (Hadi et al., 2009).
Serangga pemakan tanaman biasanya dikenal sebagai hama tanaman karena
kemampuannya yang tinggi dalam merusak tanaman.

Kemampuan serangga dalam mencerna tanaman memungkinkan
terjadinya simbiosis mutualisme antara serangga dengan mikroba selulolitik
yang berperan membantu proses pencernaan (Suheriyanto, 2008).
Pernyataan ini juga didukung oleh hasil analisis enzim pada larva kumbang
yang menunjukkan adanya enzim amilase, selulase, invertase, maltase,
hemiselulase, laktase, dan proteinase (Maryanto et al., 2013). Saha dan Ray
(2015), melaporkan telah berhasil mengisolasi 3 jenis bakteri selulolitik dari
Larva leucinodes orbonalis (G.). Akan tetapi belum sampai pada tahap

optimasi dan identifikasi.



Pelczar dan Chan (2006) melaporkan kandungan enzimatik pada sel
bakteri sangat dipengaruhi oleh kondisi lingkungan. Hal ini terbukti pada
Escherichia coli yang ditumbuhkan pada kondisi lingkungan yang berbeda-
beda menghasilkan jenis enzim yang berbeda dengan jumlah yang berbeda
pula (Pelczar & Chan, 2006). Menurut Immanuel et al., (2006) dalam Sethi
et al.,, (2013) dan Ray et al.,, (2007), produksi enzim selulase oleh
mikroorganisme sangat dipengaruhi oleh beberapa faktor, seperti
konsentrasi inokulum, pH media pertumbuhan, temperatur lingkungan,
keberadaan induser, komposisi media pertumbuhan, ketersediaan oksigen,
waktu pertumbuhan mikroorganisme, dan lain-lain. Oleh karena itu
penelitian organisme secara fisiologis harus dilakukan pada keadaan yang
telah ditetapkan , baik berupa kandungan atau komposisi media yang
berfungsi sebagai tempat sel ditumbuhkan maupun keadaan fisik pada saat
inkubasi.

Media merupakan sumber nutrisi bagi mikroba yang dikultivasi.
Nutrisi memiliki peran penting dalam pertumbuhan mikroba karena nutrisi
dapat mempengaruhi proses metabolisme mikrobia (Madigan et al., 2012).
Salah satu nutrisi yang memiliki peranan sangat penting bagi mikroba
adalah karbon (Pelczar & Chan, 2006). Sumber karbon yang biasa
digunakan untuk produksi selulase oleh mikroba dapat berupa starch,
glukosa, maltosa, laktosa, atau fruktosa (Sethi et al., 2013). Selain itu,
sumber karbon dapat berupa polisakarida yang bersumber dari limbah

pertanian, seperti bonggol jagung dan sekam padi (Rahmadani & Susanti,



2013). Menurut Abou- Taleb et al., (2009) dalam Putri (2014) CMC
(Carboxymethyl Cellulose) merupakan substrat terbaik untuk produksi
selulase karena dapat menginduksi mikroba untuk menghasilkan selulase.
CMC adalah polimer yang terdiri dari unit selulosa (Kamal, 2010).

Oleh sebab itu penelitian ini dilakukan untuk memperoleh bakteri
selulolitik yang berbeda pada larva serangga Leucinedes orbonalis dan
optimasi sumber karbon pada produksi enzim selulase dari bakteri indigen
larva Leucinedes orbonalis.

B. Rumusan Masalah

Beradasarkan latar belakang yang telah disampaikan sebelumnya,
masalah yang diajukan pada penelitian ini adalah:

1. Berapakah konsentrasi sumber karbon yang optimum dalam produksi
enzim selulase oleh bakteri indigen larva L. orbonalis (G.) terpilih?

2. Termasuk ke dalam genus manakah bakteri indigen larva L. orbonalis
(G.) terpilin?

C. Tujuan Penelitian

Penelitian ini bertujuan untuk:

1. Mengetahui konsentrasi sumber karbon yang optimum dalam
memproduksi enzim selulase dari bakteri indigen larva L. orbonalis
(G.) terpilih.

2. Mengetahui genus dari bakteri indigen larva L. orbonalis (G.) terpilih.



D. Manfaat Penelitian

1. Memberikan informasi ilmiah mengenai potensi dari bakteri
indigen larva L. orbonalis (G.) sebagai bakteri selulolitik,
sehingga potensinya dapat dikembangkan sebagai penghasil
enzim selulase untuk memenuhi kebutuhan enzim selulase di
bidang industri.

2. Memberikan informasi ilmiah mengenai konsentrasi sumber
karbon optimum bagi bakteri indigen L. orbonalis (G.) dalam

memproduksi enzim selulase.



BAB V

KESIMPULAN DAN SARAN

A. KESIMPULAN
1. Konsentrasi karbon optimum dalam produksi enzim selulase oleh
bakteri indigen larva L. orbonalis (G.) terpilih pada penelitian ini, yaitu
CMC 2% dengan aktivitas selulase sebasar 2,623x107 1U/mL.
2. Bakteri indigen larva L. orbonalis (G.) terpilih diduga termasuk ke
dalam genus Azomonas.
B. SARAN
1. Perlu dilakukan optimasi produksi enzim lebih lanjut untuk mengetahui
potensi bakteri indigen larva L. orbonalis (G.) sebagai penghasil enzim
selulase
2. Perlu dilakukan karakterisasi enzim selulase untuk mengetahui pH,
suhu, konsentrasi substrat, dan jenis substrat yang optimum untuk
enzim selulase, sehingga enzim selulase dari bakteri indigen L.
orbonalis (G.) dapat dioptimalkan penggunaannya di bidang industri.
3. Perlu dilakukan identifikasi lebih lanjut pada isolat terpilih. Baik

karakterisasi biokimiawi bakteri maupun identifikasi secara molekuler,
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LAMPIRAN
Lampiran 1. Komposisi Media

Media Isolasi Selektif Bakteri Selulolitik

Pepton ..o, 1,0%
KoHPO4 ..o, 0,2%
CMC. ..., 1,0%
AJar....cooiiie 1,8%
AKUAdES ..., 100mL

(Apun et al., 2000 dalam Yanti & Munir, 2014)

Media Purifikasi Selektif

CMC . 1,0%
AGAr . 1,8%
AKUAdES ..., 100mL

(Apun et al., 2000 dalam Yanti & Munir, 2014)

Media Penapisan (Srceening) Bakteri Selulolitik

MgSO4.7H20......cccverirnnns 0,05%
NaoHPO4.2 H20................ 0,5%
NaCl........ooovvveeiiieee 0,23%
Yeast Extract .................... 0,2%
CMC...ccoveieiieeeieiee 1,0%
AQar..ccieiiece e 2,0%
AKUades........cooevvveeeiin, 100mL

(Ji etal., 2003 dalam Al-Arif et al., 2012)

Media Fermentasi Produksi Enzim

CMC..coviveeeeeee 1%
KoHPO4 oo 0,2%
MgSO4.7H20........coocve. 0,03%
Peptén..&..1. % 1..A .. N 1%
(NH4)2SO4 ... 0,25%
AKuades..........ccoeevverieirennn. 100mL

(Irfan et al, 2014)
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Lampiran 2. Optimasi pertumbuhan isolat C7

Tabel 6. Jumlah sel dan laju pertumbuhan isolat C7

¢ absorbansi Cell/mL (10e6) Log Cell/mL i (Laju Pertumbuhan Bakteri)

(jam) | 0,50% 1% | 1,50% 2% | 0,50% 1% | 1,50% 2% | 0,50% | 1% | 1,50% | 2% 0,50% 1% 1,50% 2%
0 0,009 | 0,034 | 0,004 | 0,005 45 170 20 25 7,65 | 8,23 73] 7,39 0 0 0 0

3 0,011 | 0,047 0,02 | 0,016 55 235 100 80 7,74 | 8,37 8| 79[ 0,066890231 | 0,107929025 | 0,536479304 | 0,387716936

6 0,083 | 0,103 | 0,077 | 0,028 415 515 385 140 8,61 | 8,71 8,58 | 8,14 | 0,370269338 | 0,184728077 | 0,49291851 | 0,287127766

9 0,206 | 0,217 | 0,214 | 0,132 1.030 | 1.085 1070 660 9,01 | 9,03 9,03 | 8,82 | 0,347850176 | 0,205948536 | 0,44218685 | 0,363707112
12 0,374 | 0,391 | 0,385 | 0,286 1.870 | 1.955 | 1.925 | 1.430 9,27 | 9,29 9,28 | 9,15 [ 0,310585935 | 0,203528919 | 0,380579081 | 0,337212824
15 0,476 | 0482 | 0,495 | 0,323 2.380 | 2.410 | 2.475 | 1.615 9,37 | 9,38 9,39 | 9,2 0,264546218 | 0,176772239 | 0,32121756 | 0,27788096
18 0,588 | 0,608 | 0,556 | 0,353 2.940 | 3.040 | 2.780 | 1.765 9,46 | 9,48 9,44 | 9,24 | 0,232194576 | 0,160211908 | 0,27413744 | 0,236501674
21 0,65| 0,968 | 0,662 | 0,426 3.250 | 3.490 | 3.310 | 2.130 9,51 | 9,54 9,51 | 9,32 | 0,203797513 | 0,143898027 | 0,243284342 | 0,211666734
24 0,688 | 0,747 0,72 | 0,602 3.440 | 3.735 | 3.600 | 3.010 9,53 | 9,57 9,55 | 9,47 | 0,180690177 | 0,128737694 | 0,216373202 | 0,19961748

Contoh perhitungan laju pertumbuhan bakteri:

In Xt —|n Xo
W= ——F—F

At

_ |n55.10° — [n 45.10°

3—-0

M = 0,066890231

keterangan: Xo=Jumlah sel awal; Xt = Jumlah sel yang bertambah; At = Interval waktu (Pramono et al., 2003)
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Lampiran 3. Laju Pertumbuhan Isoalat C7 pada Media Fermentasi

0,4 0,370269338

0,35

0,347850176

0,310585935

0,264546218

o
[

0,232194576

0,25 0,203797513 ) 190690177

0,15
0,066890231

y, (laju pertumbuhan)
o
N

0,1
0,05
0
0 3 6 9 12 15 18 21 24
t (jam)
(@)
= 0,25 0181725000 0,205948536 0,203528919
£ 02 ' 217772239 6,160211908 0,143898027
E , 0,128737694
€ 015 0,1079290 -
=}
g 0,1
o
S 0,05
E 0
T O
0 3 6 9 12 15 18 21 24
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Gambar 13. Kurva laju pertumbuhan isolat C7 pada media fermentasi dengan konsentrasi CMC 0,5% (a) dan 1% (b)
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Gambar 14. Kurva laju pertumbuhan isolat C7 pada media fermentasi dengan konsentrasi CMC 1,5% (c) dan 2% (d).
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Lampiran 4. Enzyme Assay

1,6 g NaOH dilarutkan dalam 20 mL akuades (larutan I)

NS

3 g sodium potasium tatrat dan 0,8 g sodium metabisulfit dilarutkan
dalam 50 mL akuades (larutan IT)

N

Larutan I dan larutan IT dicampur (larutan IIT)

N

1 ¢ DNS dan akuades ditambahkan sedikit demi sedikit ke dalam
larutan IIT hingga volume larutan 100 mL

Gambar 15. Metode pembuatan reagen 3, 5-Dinitrosalicyclic Acid (Miller, 1959
yang dimodifikasi)

Tabel 6. Hasil pengukuran absorbansi glukosa pada pembuatan kurva standar

glukosa
No | Konsentrasi karbon (%) | Nilai absorbansi glukosa (y)
1 105 0,028
2,4 0,018
3 |15 0,022
4 |2 0,055
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1 0,902
y =0,3593x + 0,0041
R2 = 0,9919

Absorbansi

0 0,5 1 15 2 2,5
Konsentrasi glukosa (M)

Gambar 16. Kurva standar glukosa

Contoh perhitungan:
y=0,3593x + 0,0041
0,028 =0,3593x + 0,0041

0,028-0,0041

0,3593x=
0,3593

_ 10,0289
0,3593

x=0,066518229

Keterangan

y= nilai absorbansi glukosa (produk aktivitas selulolitik)

_ M glukosa
" mL x waktu
B 0,066518229
~ 1,8x30
=1,23x 10

(Ghose, 1987)
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Lampiran 4. Dokumentasi Penelitian

Gambar 16. Proses pengukuran aktifitas enzim selulase
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Gambar 17. Hasil sentrifugasi kultur setelah dilakukan optimasi produksi
enzim.Panah berwarna hitam Supernatan (crude enzyme), panah
berwarna putih pelet
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Gambar 18. Bahan yang digunakan untuk uji oksidase (oxidase strips), katalase
(H203), dan sifat Gram (KOH 3%)
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Gambar 19. Media uji biokimia sebelum diinokulasikan isolat
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Gambar 20. Proses pengukuran aktivitas enzim selulase
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