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ABSTRAK

Upaya untuk mendapatkan bahan baku pakan alternatif masih perlu dilakukan
mengingat makin meningkatnya harga pakan ikan. Salah satu bahan yang berpotensi
untuk dimanfaatkan adalah kulit ubi kayu (KUK) dan daun ubi kayu (DUK). Tingginya
kadar serat kasar khususnya selulosa dalam bahan baku tersebut, menjadi kendala
dalam upaya pemanfaatannya. Penggunaan enzim selulase dapat menjadi alternatif
untuk menangani masalah tersebut. Kemampuan komplek enzim selulase dari bakteri
selulolitik dalam mendegradasi selulosa sangat beragam. Tujuan penelitian ini adalah
memproduksi dan memanfaatkan enzim selulase dari bakteri yang diisolasi dari rumput
laut untuk menghidrolisis KUK, DUK, dan selulosa murni (Carboxymethyl Cellulose).
Penelitian ini dilaksanakan dalam dua tahap yaitu: pertama adalah produksi optimum
enzim selulase dari bakteri TS2b dengan waktu inkubasi 24, 48, 72, 78, dan 96 jam
dan kedua adalah tahap untuk mengetahui kemampuan enzim selulase bakteri TS2b
dalam menghidrolisis KUK, DUK, dan Carboxymethyl Cellulose (CMC) (in vitro). Parameter
yang diamati adalah aktivitas enzim selulase berdasarkan modifikasi metode Miller
dan kadar gula pereduksi (glukosa) berdasarkan metode DNS. Hasil penelitian
menunjukkan bahwa waktu optimum untuk produksi enzim selulase terjadi pada jam
ke-78 yaitu sebesar 0,0214 U/mL dengan kadar glukosa yang dilepaskan sebesar
0,0231 mg/L. Daya hidrolisis enzim selulase tertinggi diperoleh pada substrat KUK
dengan aktivitas enzim selulase dan kadar gula pereduksi yang dilepaskan berturut-
turut sebesar 0,0179 U/mL dan 0,9701 mg/L; sedangkan daya hidrolisis terendah
diperoleh pada substrat DUK dengan aktivitas selulase sebesar 0,0015 U/mL dan
kadar gula pereduksi yang dilepaskan sebesar 0,0787 mg/L. Enzim selulase isolat
TS2b mempunyai kemampuan menghidrolisis substrat KUK dengan baik, tapi kurang
efektif untuk menghidrolisis CMC dan DUK.
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ABSTRACT:  The production of cellulose enzym from TS2b bacteria isolated
from seaweed and its use in hydrolizing the peels and leaves
of cassava as fish feed ingredients. By: Irma Melati, Mulyasari,
Mas Tri Djoko Sunarno, Maria Bintang, and Titin Kurniasih

Effort to find alternative fish feed ingredients are still needed to be done due to the
increase of feed’s price. One of the potential fish feed ingredients to be used is the
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peels and the leaves of cassava. High content of crude fibers especially cellulose in
that ingredients become the major constrain of its utilization. The use of cellulose
enzyme could be an alternative to solve the problem. The ability of complex cellulose
enzymes derived from cellulotic bacteria in degrading cellulose quite varies. The
objectives of this study were to produce and to investigate the ability of the cellulose
enzyme from TS2b bacterium that is isolated from seaweed to hydrolize peels and
the leaves of cassava and pure cellulose (Carboxymmethyl Cellulose). This experiment
was conducted in two stages; the first one was to find out the optimal production of
cellulose enzyme from TS2b bacteria at different incubation times of 24, 48, 72, 78,
and 96 hours and the second one was to find out the ability of cellulose enzyme of
TS2b bacteria in hydrolizing peels and the leaves of cassava and Carboxymethyl
Cellulose (CMC) (in vitro). The observed parameters were the cellulose enzyme activities
based on modified Miller method and the content of reducing sugar (glucose) based
on DNS method. The results of the study showed that the optimal time to produce
cellulose enzyme happened after 78 hours incubation with amount of 0.0214 U/mL
and the glucose content released was 0.0231 mg/L. The highest hydrolysis capability
of cellulose enzyme was obtained at substrat cassava peels (CP) with cellulose enzyme
activity and reducing sugar content were 0.0179 U/mL and 0.9701 mg/L, respectively
while the lowest hydrolysis capabililty occured at substrate cassava leaves (CL) with
cellulose activity of 0.0015 U/mL and the released reduction sugar content was 0.0787
mg/L. The cellulose enzyme from TS2b bacteria has capability to hydrolize CP better

than CMC and CL.
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PENDAHULUAN

Upaya pencarian bahan baku alternatif
untuk pakan ikan masih terus dilakukan
mengingat makin tingginya harga pakan ikan
yang disebabkan tingginya harga sumber
bahan baku pakan khususnya sumber protein.
Penggunaan sumber protein dalam pakan da-
pat diefisienkan jika pemanfaatan sumber
karbohidrat pakan bisa dioptimalkan karena
karbohidrat dapat berperan sebagai “protein
sparing effect’, yang berarti sebagian besar
protein dapat dimanfaatkan untuk pertum-
buhan sedangkan kebutuhan energi dipenuhi
oleh karbohidrat (National Research Council,
1983). Karbohidrat merupakan sumber energi
yang murah tetapi karena meningkatnya per-
mintaan dan keterbatasan persediaannya ma-
ka sumber karbohidrat pakan pun menjadi ma-
hal seperti dedak dan tepung terigu. Sehingga
perlu dilakukan upaya untuk mencari alternatif
sumber karbohidrat lain yang lebih murah dan
mudah didapatkan contohnya kulit ubi kayu
(KUK) dan daun ubi kayu (DUK).

Potensi KUK dan DUK untuk dijadikan ba-
han baku pakan ikan cukup tinggi mengingat
kelimpahan dan kadar nutrisinya cukup ting-
gi. Haroen (1993) menyatakan bahwa persen-
tase produk olahan tapioka menghasilkan
tepung tapioka sebesar 20%-24%, dan limbah
kulit luar, kulit dalam, dan onggok berturut-turut
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sebesar 2%, 15%, dan 5%-15%. Komposisi nutrisi
daun dan kulit ubi kayu beragam, bergantung
pada jenis ubi kayunya. Kandungan karbo-

hidrat, protein dan serat kasar kulit ubi kayu
adalah berturut-turut sebesar 64,6%; 8,2%; dan
12,5% (Oboh, 2006). Daun ubi kayu mengan-
dung protein dan serat kasar berturut-turut
sebesar 31%-36% dan 8%-11% (Eggum, 1970).

Pemanfaatan KUK dan DUK sebagai bahan
baku pakan ikan masih terbatas, karena kan-
dungan nutrisinya yang kurang seimbang. KUK
dan DUK mempunyai energi yang cukup tinggi
tetapi kandungan protein kasar relatif rendah,
serta tingginya serat kasar khususnya selu-
losa. Upaya peningkatan kualitas KUK dan DUK
perlu dilakukan dan salah satunya melalui
penambahan enzim selulase.

Enzim selulase merupakan suatu kompleks
multienzim yang bekerja bersama-sama meng-
hidrolisis selulosa menjadi glukosa. Da silva
et al. (2005) menyatakan bahwa enzim selulase
yang dikenal dengan nama sistematik B-1,4
glukan-4-glukanohidrolase adalah enzim yang
dapat menghidrolisis selulosa dengan me-
mutus ikatan glikosidik B-1,4 dalam selulosa,
selodektrin, selobiosa, dan turunan selulosa
lainnya menjadi gula sederhana atau glukosa.
Oleh karena itu, penambahan ekstrak kasar
enzim selulase yang disekresikan oleh mikroba
selulolitik hasil isolasi dari rumput laut, diha-
rapkan dapat menurunkan kadar serat kasar
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bahan baku tersebut, sehingga pemanfaatan-
nya dalam formulasi pakan dapat ditingkat-
kan. Tujuan penelitian ini adalah memproduksi
dan meningkatkan pemanfaatan enzim selu-
lase dari bakteri yang diisolasi dari rumput laut
untuk menghidrolisis KUK, DUK, dan selulosa
murni (Carboxymethyl Cellulose).

BAHAN DAN METODE

Percobaan ini dilaksanakan dalam dua ta-
hap yaitu: pertama penentuan waktu produk-
si optimum enzim selulase dari bakteri TS2b
dan produksi enzim selulase berdasarkan wak-
tu optimum tersebut dan kedua pemanfaatan
enzim selulase dalam menghidrolisis KUK,
DUK, dan CMC secara in vitro.

Percobaan 1. Penentuan Waktu Optimum
Produksi Enzim Selulase

Penentuan waktu optimum produksi en-
zim selulase diawali dengan penentuan waktu
pertumbuhan eksponensial bakteri inokulum
yang akan digunakan. Penentuan waktu per-
tumbuhan eksponensial bakteri dilakukan
dengan mengkultur 2 lup isolat ke dalam 50
mL media cair CMC. Kultur diinkubasi pada
suhu 28°C. Pengambilan sampel dilakukan
pada jam ke-24, 48, 72, 78, dan 96 inkubasi
untuk diukur nilai Optical Density (OD) pada
panjang gelombang 600 nm. Pada setiap waktu
pengukuran, dilakukan pula pengujian akti-
vitas enzim selulase pada panjang gelombang
550 nm. Setelah itu, dibuat kurva pertumbuhan
untuk menentukan waktu pertumbuhan eks-
ponensial bakteri tersebut. Waktu pertum-
buhan dengan aktivitas enzim selulase ter-
tinggi digunakan sebagai waktu optimum
produksi enzim selulase.

Produksi Enzim Selulase

Produksi enzim selulase dilakukan ber-
dasarkan prosedur dan waktu inkubasi yang
telah diperoleh berdasarkan aktivitas selulase
tertinggi pada kurva aktivitas selulase yang
dihasilkan. Media pertumbuhan produksi di-
inkubasi pada suhu 28°C kemudian enzim
selulase dipanen selama waktu produksi ter-
tinggi yang telah didapatkan sebelumnya.
Kultur sel pada media produksi yang mengan-
dung enzim selulase ekstraseluler disentri-
fugasi pada kecepatan 9.000 x g selama se-
puluh menit untuk memisahkan larutan enzim
dengan pelet bakteri. Supernatan hasil sentri-
fugasi kemudian disimpan pada suhu 10°C
sebagai ekstrak kasar.

(Irma Melati)

Percobaan 2. Uji Aktivitas Enzim Selulase
untuk Menghidrolisis Substrat KUK, DUK,
dan CMC

Uji aktivitas enzim pada berbagai sub-
strat didasarkan pada metode yang dilakukan
Meryandini et al. (2009). Sebanyak 5 mL sub-
strat CMC ditambahkan dengan 5 mL enzim
ekstrak kasar. Substrat tepung KUK dan DUK
sebanyak masing-masing 0,05 g ditambahkan
masing-masing 5 mL buffer dan 5 mL enzim
ekstrak kasar. Reaksi antara substrat dan enzim
ekstrak kasar dilakukan di dalam erlenmeyer
100 mL selama 60 menit pada suhu 50°C.
Setelah itu, reaksi dihentikan dengan meng-
inkubasinya pada suhu 100°C selama 15
menit. Lalu suspensi tersebut disentrifus pada
kecepatan 2.500 rpm selama 25 menit. Se-
banyak 2 mL supernatannya diambil dan di-
tambahkan 2 mL DNS lalu diinkubasi pada
suhu 100°C selama 15 menit. Sebagai kontrol
digunakan enzim yang sebelumnya sudah
diinaktivasi pada suhu 100°C selama 15 menit.
Setelah larutan dingin seluruh sampel diukur
dengan spektrofotometer pada panjang
gelombang 550 nm. Parameter yang diamati
adalah aktivitas enzim selulase (Miller, 1959)
dan kadar gula pereduksi (metode DNS).

HASIL DAN BAHASAN

Penentuan Waktu Produksi Optimum
Enzim Selulase

Pada uji pendahuluan diketahui bahwa
isolat TS2b yang ditumbuhkan pada media
agar yang mengandung CMC 1% membentuk
zona bening (Gambar 1). Zona bening yang
dihasilkan menunjukkan adanya enzim selu-

Gambar 1. Zona bening isolat TS2b
Figure 1.  Clear zone of TS2b isolate
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lase ekstraseluler yang dihasilkan oleh isolat
tersebut. Indeksi selulolitik isolat TS2b sebe-
sar empat pada inkubasi hari ketiga pada su-
hu kamar.

Pada percobaan penentuan waktu optimum
produksi enzim selulase, isolat TS2b ditum-
buhkan pada media CMC 1% pada suhu inku-
basi 28°C. Pertumbuhan bakteri dilihat dari
nilai kerapatan optik yang dihasilkan pada
setiap jam pengukuran selama 96 jam pada
panjang gelombang 600 nm. Selain dilihat
kerapatan optiknya, optimasi produksi enzim
selulase dilihat dengan mengukur aktivitas
selulase yang dihasilkan selama waktu inku-
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basi. Kurva pertumbuhan dan aktivitas enzim
selulase isolat TS2b disajikan pada Gambar 2
dan 3. Puncak aktivitas dan waktu optimum
untuk produksi enzim selulase terjadi pada jam
ke-78 yaitu sebesar 0,0214 U/mL dengan ka-
dar glukosa yang dilepaskan sebesar 0,0231
mg/L (Tabel 1).

Isolat TS2b mengalami fase eksponensial
pada jam ke-24 sampai dengan jam ke-72. Pa-
da fase ini bakteri mengalami pertumbuhan
yang cepat. Madigan et al. (2009) menyatakan
bahwa fase logaritmik merupakan fase per-
tumbuhan bakteri yang berlangsung sangat
cepat karena terjadi penggandaan sel bakteri
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Gambar 2. Kurva pertumbuhan isolat TS2b

Figure 2.
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Gambar 3. Kurva aktivitas enzim selulase isolat TS2b

Figure 3.

Cellulase enzyme activity of TS2b isolate
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Tabel 1.
Table 1.

(Irma Melati)

Konsentrasi gula pereduksi pada berbagai waktu inkubasi
Concentration of reducing sugars on various incubation periods

Periode inkubasi (jam)
Incubation period (hours)

Konsentrasi gula pereduksi
Concentration of reducing sugars (mg/mL)

24
48
72
78
96

0.02096
0.02139
0.02214
0.02311
0.02236

secara cepat. Pada jam ke-72-78 isolat TS2b
mengalami fase stasioner, pada fase ini laju
pertumbuhan sama dengan laju kematiannya
sehingga jumlah bakteri keseluruhan akan
tetap. Fase stationer dilanjutkan dengan fase
kematian yaitu jam ke-78 sampai dengan jam
ke-96. Pada fase ini bakteri tidak dapat menga-
lami pertumbuhan kembali.

Setiap bakteri selulolitik menghasilkan kom-
pleks enzim yang berbeda-beda bergantung
dari gen yang dimiliki dan sumber karbon
yang digunakan (Maranatha, 2008). Dalam
penelitian ini, isolat TS2b ditumbuhkan pada
media cair CMC 1% sebagai komponen inducer-
nya dan ditambahkan glukosa 0,1% dan ekstrak
khamir 0,2% sebagai media pemacu tumbuh
sel pada fase lag. Setelah glukosa pada media
habis maka bakteri akan mulai memanfaatkan
selulosa sebagai sumber energinya dengan
mengeluarkan enzim selulase.

Enzim selulase merupakan enzim ekstra-
seluler. Suhartono (1992) menjelaskan bahwa
sintesis enzim ekstraseluler dalam jumlah ter-
besar secara normal terjadi pada saat sebe-
lum sporulasi, yaitu pada akhir fase ekspo-
nensial dan awal fase stasioner. Keadaan ter-
sebut diduga karena pada masa transisi fase
eksponensial diikuti dengan penurunan jum-
lah sumber karbon dalam medium, sehingga
sintesis enzim selulase mulai meningkat. Pa-
da Gambar 2 dan 3 terlihat aktivitas selulase
isolat TS2b meningkat seiring dengan per-
tumbuhan selnya. Puncak aktivitas selulase
diperoleh pada saat sel mencapai fase statio-
ner dan mendekati fase kematian. Pada fase
stationer, kecepatan pembelahan sel sama
dengan kecepatan kematian sel dan lisis se-
hingga pada fase ini selain enzim selulase,
enzim protease juga dihasilkan (Martina et al.,
2002). Pada fase kematian, kematian sel se-
makin cepat dan sel banyak yang mengalami

lisis sehingga produksi enzim protease intra-
seluler lebih banyak yang dihasilkan menye-
babkan menurunnya produksi enzim selula-
se. Terjadinya peningkatan aktivitas enzim
selulase menunjukkan bahwa isolat TS2b
telah melakukan degradasi terhadap fraksi
selulosa yang terdapat pada substrat untuk
menghasilkan glukosa yang akan dipergu-
nakan untuk metabolisme sel.

Uji Aktivitas Enzim Selulase dalam
Menghidrolisis Substrat KUK, DUK,
dan CMC

Isolat TS2b mampu menghidrolisis sub-
strat KUK, DUK, dan CMC. Aktivitas enzim se-
lulase tertinggi diperoleh pada substrat KUK
yaitu sebesar 0,0179 U/mL; sedangkan akti-
vitas terendah diperoleh pada substrat DUK
yaitu sebesar 0,0015 U/mL (Gambar 4).

Enzim selulase mempunyai kemampuan
menghidrolisis komponen dinding sel sub-
strat KUK, CMC, dan DUK yang dibuktikan
dengan adanya aktivitas enzim selulase dan
dilepaskannya glukosa. Kadar glukosa yang
dilepaskan berbanding dengan aktivitas en-
zim selulase yang dihasilkan (Gambar 4 dan
5). Seperti halnya aktivitas enzim selulase
yang dihasilkan, kadar glukosa tertinggi juga
diperoleh pada substrat KUK yaitu sebesar
0,9701 mg/L sedangkan terendah pada
substrat DUK yaitu sebesar 0,0787 mg/L.

KUK dan DUK merupakan substrat selulo-
sa yang tidak murni. Selain mengandung se-
lulosa, substrat ini mengandung komponen
serat lain seperti hemiselulosa dan lignin
(Tabel 2). Aktivitas selulase TS2b lebih tinggi
pada substrat KUK dibanding pada DUK dan
CMC, diduga disebabkan oleh adanya enzim
hemiselulolitik yang mampu mendegradasi
hemiselulosa menjadi glukosa pada enzim
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Gambar 4. Aktivitas enzim selulase isolat TS2b pada berbagai substrat
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Gambar 5. Kadar gula pereduksi pada berbagai substrat

Figure 5.

kasar yang diproduksi oleh TS2b. Beberapa
bakteri selain menghasilkan selulase dapat
juga menghasilkan hemiselulosa, seperti yang
dilaporkan oleh Han et al. (2003) bahwa bakteri
Clostridium cellulovorant saat ditumbuhkan
pada substrat selulosa ternyata dapat meng-
hasilkan enzim hemiselulolitik (xylA). Hal yang
serupa diduga terjadi pada bakteri TS2b yang
juga menghasilkan enzim hemiselulolitik.

Dari beberapa substrat yang diuji, aktivi-
tas enzim selulase tertinggi diperoleh pada
substrat KUK diduga disebabkan karena le-
bih rendahnya kadar lignin yang terkandung
dalam KUK dibanding DUK. Dari Tabel 2 dapat
dilihat bahwa kandungan lignin KUK dan DUK
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Concentration of reducing sugars on various substrates

berturut-turut sebesar 8,54% dan 19,23% dan
diduga kandungan lignin ini memengaruhi
kerja enzim selulase.

Selulosa terbungkus dan terikat pada
matrik amorf lignin dan hemiselulosa. Lignin
membungkus dan mengikat selulosa secara
fisik sehingga menghalangi enzim selulase
bekerja secara maksimal pada substrat. Ada-
nya lignin tersebut dapat menyebabkan ren-
dahnya biodegradasi selulosa dan hemise-
lulosa (Soliman et al., 2013). Hasil serupa di-
peroleh pada penelitian Maranatha (2008)
yang memperlihatkan bahwa aktivitas enzim
selulase isolat C5-1 lebih tinggi pada substrat
kulit pisang dibanding CMC. Begitu pula akti-
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Tabel 2.

(Irma Melati)

Kandungan selulosa, hemiselulosa, dan lignin pada KUK dan DUK

Table 2. Cellulose, hemicelluloses, and lignin on CP and CL

Selulosa
Cellulose (%)

Substrat
Substrates

Hemiselulosa
Hemicellulose (%)

Sumber
Source

Lignin
Lignin (%)

KUK
DUK

9.05
22.85

10.46
0.042

8.54
19.23

Kurniasih et al. (2013)
Kurniasih et al. (2013)

vitasnya lebih tinggi pada kulit pisang dari-
pada tongkol jagung. Hal ini diduga disebab-
kan oleh kadar lignin pada kulit pisang lebih
sedikit dibanding pada tongkol jagung.

Dihasilkannya aktivitas selulase dan gula
pereduksi menunjukkan bahwa selulosa da-
lam substrat telah terhidrolisis dan dirubah
menjadi glukosa. Dengan berkurangnya ka-
dar selulosa diharapkan dapat meningkatkan
kecernaan bahan tersebut sehingga peman-
faatannya dalam formulasi pakan ikan dapat
dioptimalkan. lkan mempunyai keterbatasan
dalam mencerna serat kasar karena jumlah
enzim pencernaan yang diproduksi oleh ikan
hanya bersumber dari saluran pencernaan
dan dari mikroflora yang terdapat dalam usus
yang jumlahnya terbatas (Andriani et al., 2012).
Menurut Leeson & Zubair (2000), selulosa da-
pat memengaruhi viscositas cairan usus yang
berakibat terhadap penurunan kecepatan di-
fusi substrat dan enzim pencernaan, sehingga
menurunkan efisiensi penyerapan nutrien
secara keseluruhan pada dinding usus, yang
pada gilirannya akan berdampak langsung
terhadap efisiensi pakan dan performa ter-
nak. Ikan pun mempunyai keterbatasan dalam
mencerna serat kasar khususnya selulosa.

Pemanfaatan KUK dan DUK sebagai bahan
baku pakan belum banyak diinformasikan.
Chhay et al. (2010) melaporkan bahwa pe-
manfaatan DUK sebagai pakan ikan baik da-
lam bentuk segar ataupun kering tidak mem-
berikan pengaruh yang berbeda terhadap
pertambahan bobot dan panjang ikan nila
(Oreochromis niloticus). Hal serupa yang di-
temukan oleh Keong & Wee (1989) memper-
lihatkan bahwa tidak ada perbedaan antara
pemanfaatan DUK secara segar ataupun ke-
ring terhadap pertumbuhan ikan nila tilapia
tetapi semakin tinggi tingkat DUK dalam pa-
kan maka pertumbuhan dan efisiensi pakan
cenderung menurun. Bichi & Ahmad (2010)
menunjukkan bahwa tingkat inklusi DUK ter-
hadap Maize meal sebesar 66,7% memberi-
kan respons pertumbuhan terbaik pada ikan

lele Clarias gariepinus. Penelitian Nnaji et al.
(2010) memperlihatkan bahwa ikan nila (O.
niloticus) yang diberi pakan dengan DUK mem-
berikan pertumbuhan, rasio efisiensi protein,
dan konversi pakan yang lebih baik diban-
ding pakan yang mengandung daun Gliricidia
sepium dan Stylosanthes humilis. Azwar &
Melati (2012) menunjukkan bahwa laju per-
tumbuhan spesifik ikan nila yang diberi pa-
kan dengan menggunakan kulit ubi kayu ter-
fermentasi hingga 16% tidak berbeda nyata
dengan perlakuan kontrol (tanpa tepung kulit
ubi kayu).

KESIMPULAN

Waktu optimum produksi enzim selulase
terjadi pada jam ke-78 yaitu sebesar 0,0214
U/mL dengan kadar glukosa yang dilepaskan
sebesar 0,0231 mg/L. Enzim selulase yang
dihasilkan TS2b mampu menghidrolisis sub-
strat KUK, DUK, dan CMC dengan tingkat hid-
rolisis tertinggi diperoleh pada substrat KUK
dengan aktivitas enzim selulase dan kadar
glukosa yang dilepaskan berturut-turut se-
besar 0,0179 U/mL dan 0,9701 mg/L; dan
terendah diperoleh pada substrat DUK dengan
aktivitas selulase sebesar 0,0015 U/mL dan
kadar glukosa yang dilepaskan sebesar 0,0787
mg/L. Enzim selulase isolat TS2b mampu meng-
hidrolisis substrat KUK dengan baik, tetapi
kurang efektif menghidrolisis CMC dan DUK.
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