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Abstract. Rohmah H. F, Setyaningsih R, Pangastuti A, Sari S. A. 2018. Optimasi produksi selulase dari fungi selulolitik Thielaviopsis 

ethacetica SLL10 yang diisolasi dari serasah daun salak (Salacca edulis). Pros Sem Nas Masy Biodiv Indon 5: 150-154. Kebutuhan 

enzim di bidang industri meningkat pesat dari tahun ke tahun. Enzim selulase adalah salah satu enzim yang banyak diminati oleh 

berbagai bidang industri. Salah satu sumber penghasil selulase adalah fungi. Produksi enzim selulase oleh fungi membutuhkan kondisi 

lingkungan yang optimum. Dengan demikian diperlukan langkah optimasi untuk meningkatkan produksi enzim selulase. Penelitian ini 

bertujuan untuk mengetahui waktu inkubasi, suhu, dan pH optimum bagi Thielaviopsis ethacetica SLL10 untuk memproduksi selulase, 

serta mengetahui aktivitas spesifik enzim selulase pada kondisi yang optimum. Fungi T. ethacetica SLL10 ditumbuhkan dalam media 

agar miring Potato Dextrose Agar (PDA) dan digunakan sebagai stok biakan. Spora dipanen dari stok biakan yang berumur 5 hari dan 

digunakan sebagai inokulum. Inokulum yang mengandung 5,9x106 spora/mL diinokulasikan ke media produksi untuk mengetahui 

pertumbuhan fungi dan waktu inkubasi yang optimum untuk produksi enzim selulase. Inokulum juga diinokulasikan ke media produksi 

untuk dilakukan optimasi dengan variasi suhu dan pH saat fermentasi. Ekstrak kasar yang didapatkan dari setiap perlakuan dihitung 

aktivitas enzimnya sehingga diketahui waktu inkubasi, suhu, dan pH yang optimum. Aktivitas spesifik enzim dihitung setelah selulase 

diproduksi kembali dalam kondisi waktu inkubasi, suhu, dan pH optimum. Fungi T. ethacetica SLL 10 memproduksi enzim selulase 

secara maksimal pada suhu 40°C dan pH 5,5 selama 10 hari inkubasi. Aktivitas spesifik enzim selulase dari T. ethacetica SLL 10 

mencapai 3,1578 U/mg dalam kondisi waktu inkubasi, suhu, dan pH yang optimum. 

Kata kunci: Selulase, Thielaviopsis ethacetica SLL10, optimasi produksi, daun salak 

Abstract. Rohmah HF, Setyaningsih R, Pangastuti A, Sari S. A. 2018. Optimization of cellulase production from cellulolytic fungi 

Thielaviopsis ethacetica SLL10 isolated from salak leaf litter (Salacca edulis). Pros Sem Nas Masy Biodiv Indon 5: 150-154. Cellulase 

enzyme is one of the highest demand enzyme by various industrial fields. Cellulase enzyme produced by various types of 

microorganisms, including fungi. The production of cellulase enzyme by fungi requires optimum conditions. Thus, an optimization step 

is needed to increase cellulase enzyme production. This study aimed to determine the optimum incubation time, temperature, and pH for 

Thielaviopsis ethacetica SLL10 to produce cellulase, and to determine the specific activity of cellulase enzymes in optimum conditions. 

T. ethacetica SLL10 was grown in potato dextrose agar (PDA) medium and it’s used as a culture stock. Spores were harvested from a 5-

day-old culture stock and used as an inoculum. Inoculum containing 5,9x106 spores/mL were inoculated into production medium to 

determine the growth of fungi and optimum incubation time for cellulase enzyme production. Inoculum was inoculated too into the 

production medium for optimization in temperature and pH variation during fermentation. The crude extract obtained from each 

treatment was calculated for enzyme activity so that the optimum incubation time, temperature and pH were known. Enzyme-specific 

activity was calculated after cellulase was reproduced in conditions of optimum incubation time, temperature and pH. T. ethacetica SLL 

10 produced cellulase enzyme maximally at 40°C and pH 5.5 for 10 days of incubation. The specific activity of cellulase enzyme from 

T. ethacetica SLL 10 reached 3,1578 U/mg under optimum conditions. 

Keywords: Cellulase, Thielaviopsis ethacetica SLL10, production optimization, salak leaf 

PENDAHULUAN 

Berbagai industri membutuhkan enzim spesifik untuk 

diaplikasikan dalam pengolahan bahan baku. Salah satu 

enzim yang banyak digunakan dalam bidang industri 

adalah enzim selulase. Sumber enzim yang paling diminati 

berasal dari mikroorganisme. Salah satu enzim yang 

banyak digunakan dalam bidang industri adalah enzim 

selulase (Nigam 2013). 

Selulase memiliki aplikasi yang luas di bidang industri. 

Selulase berperan penting dalam industri makanan, wine, 

pembuatan bir, industri tekstil, binatu, kertas dan industri 

hasil pertanian (Sher et al. 2017). Selulase juga berperan 

penting dalam industri pakan hewan (Suprayudi et al. 
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2011). Selain itu, selulase juga banyak diaplikasikan dalam 

bidang energi misalnya untuk produksi biofuel, sumber 

energi alternatif pengganti bahan bakar fosil (Srivastava et 

al. 2017). 

Kebutuhan selulase di bidang industri sangat tinggi, 

sedangkan produksi enzim selulase membutuhkan waktu 

yang cukup lama. Untuk mengatasi permasalahan tersebut, 

perlu diketahui kondisi optimum produksi selulase 

sehingga dapat dihasilkan dalam jumlah banyak dalam 

waktu singkat. Optimasi produksi selulase dari 

mikroorganisme selulolitik diharapkan dapat memenuhi 

kebutuhan enzim selulase yang semakin meningkat. 

Serasah tumbuhan yang berupa ranting dan dedaunan 

memiliki komponen selulosa yang tinggi. Komponen 

selulosa pada limbah serasah mencapai 45% dari berat 

kering bahan (Perez et al. 2002). Salah satu kelompok 

tumbuhan yang memiliki kandungan selulosa tinggi adalah 

kelompok Palmae. Kelapa sawit memiliki komponen 

selulosa sebesar 50,78% pada bagian batangnya (Lai dan 

Idris 2013). Anggota kelompok Palmae yang lain adalah 

tanaman salak (Salacca edulis). Dengan fakta tersebut, 

tanaman salak kemungkinan juga mengandung komponen 

selulosa yang tinggi sehingga fungi selulolitik dapat dapat 

ditemukan pada serasah daun salak.  
Fungi dari genus Thielaviopsis merupakan patogen 

yang menyerang berbagai jenis tanaman, baik tanaman 

pangan maupun nonpangan. Fungi ini bahkan telah menjadi 

ancaman yang cukup serius untuk tanaman kehutanan 

(Rahayu et al. 2015). Mengingat kemampuan Thielaviopsis 

dalam menyebabkan kerusakan pada berbagai tanaman, 

fungi ini berpotensi sebagai penghasil enzim selulase. 

Selulosa merupakan komponen terbesar penyusun dinding 

sel tumbuhan. Selulosa hanya dapat didegradasi dengan 

bantuan enzim selulase.  
Sari et al. (2017) berhasil melakukan isolasi terhadap 

fungi selulolitik dari serasah daun salak. Salah satu fungi 

yang memiliki aktivitas selulolitik tinggi adalah 

Thielaviopsis ethacetica SLL10. Fungi ini memiliki 

aktivitas selulolitik yang lebih tinggi daripada Penicillium 

sp. T. ethacetica SLL10 diharapkan dapat menjadi 

produsen enzim selulase yang banyak dibutuhkan dalam 

berbagai bidang industri. Penelitian menggunakan fungi 

dari genus Thielaviopsis untuk produksi enzim selulase 

masih jarang ditemukan. 

Waktu inkubasi, suhu, dan pH memiliki pengaruh yang 

signifikan dalam produksi selulase (Maan et al. 2016). 

Suhu mempengaruhi sekresi enzim ekstraseluler dengan 

cara mengubah bentuk fisik membran sel. pH 

mempengaruhi pertumbuhan strain mikroba yang 

berdampak pada pembentukan produk metabolit (Kaseke et 

al. 2016). Dengan demikian, optimasi produksi selulase 

penting dilakukan untuk mencapai hasil yang maksimal. 

Penelitian ini dilakukan untuk mengetahui waktu inkubasi, 

suhu, dan pH yang optimum untuk produksi selulase dari 

fungi selulolitik T. ethacetica SLL10 yang diisolasi dari 

serasah daun salak (Salacca edulis). Penelitian ini juga 

dilakukan untuk mengetahui aktivitas spesifik enzim 

selulase dari fungi selulolitik T. ethacetica SLL10 pada 

waktu inkubasi, suhu, dan pH yang optimum. 

BAHAN DAN METODE 

Pemeliharaan biakan 

Fungi T. ethacetica SLL10 ditumbuhkan di dalam 

media agar miring PDA (Potato Dextrose Agar) pada suhu 

inkubasi 28°C sebagai stok biakan dan disimpan pada suhu 

4°C. 

Pembuatan inokulum 

Spora dipanen dari stok biakan yang berumur 5 hari 

untuk dibuat inokulum (Pandey et al. 2016). Inokulum 

yang digunakan memiliki konsentrasi spora 5,9x106/mL.  

Pengamatan pertumbuhan dan optimasi waktu 

inkubasi 

Sebanyak 1 mL inokulum dimasukkan dalam 50 mL 

media produksi. Media produksi yang digunakan adalah 

Mandels mineral salts solution (urea 0,3 g/L; (NH4)2SO4 

1,4 g/L; KH2PO4 2 g/L, CaCl2.2H2O 0,4 g/L; 

MgSO4.7H2O 0,3 g/L; pepton 0,75 g/L; dan selulosa 30 

g/L). Inokulum diinkubasi dalam inkubator shaker dengan 

agitasi 200 rpm pada suhu 30°C selama 14 hari. Sampling 

dilakukan setiap 48 jam dan sampel yang diambil pada hari 

ke 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, dan 14 merupakan sampel yang 

terpisah. Biomassa yang terbentuk selama proses inkubasi 

diukur berat keringnya dan selanjutnya dilakukan 

pengukuran aktivitas enzim dari ekstrak kasar yang 

terbentuk. 

Optimasi produksi selulase 

Optimasi suhu dilakukan pada variasi suhu inkubasi 25, 

30, 35, 40, dan 45°C dengan agitasi 200 rpm selama waktu 

inkubasi optimum. Sampel disaring untuk diambil 

filtratnya yang selanjutnya dilakukan uji aktivitas enzim. 

Optimasi pH dilakukan pada variasi pH media 4,5; 5; 5,5; 

6,0; dan 6,5. Inkubasi dilakukan pada suhu inkubasi 

optimum dengan agitasi 200 rpm selama waktu inkubasi 

optimum. Sampel disaring untuk diambil filtratnya yang 

selanjutnya dilakukan uji aktivitas enzim (Devi dan Kumar 

2012). 

Uji aktivitas enzim selulase 

Penentuan aktivitas enzim selulase dilakukan dengan 

metode DNS. Sebanyak 1 mL CMC 1% yang dicampur 

dengan 0,8 mL buffer sodium sitrat (50 mM; pH 5), 

ditambah dengan 0,2 mL ekstrak kasar dan dimasukkan ke 

dalam tabung reaksi. Sampel diinkubasi pada suhu 50°C 

selama 10 menit. Reaksi dihentikan dengan penambahan 

reagen 3,5-dinitrosalicylic acid (DNS) ke dalam tabung 

reaksi. Absorbansi sampel diukur pada panjang gelombang 

540 nm menggunakan spektrofotometer UV-Vis (Pandey et 

al. 2016). Nilai aktivitas selulase ditentukan berdasarkan 

perhitungan sebagai berikut (Kombang 2004). 

 

AE =  x   

 

Dimana:  

AE  = Aktivitas enzim (Unit/mL)  

C  = Konsentrasi glukosa (ppm)  
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BM  = Berat molekul glukosa (180 gram/mol) 

t  = Waktu inkubasi (menit)  

H  = Volume total enzim substrat (mL)  

E  = Volume enzim (mL) 

Uji Kadar protein dengan Metode Bradford 

Enzim selulase yang diproduksi pada waktu inkubasi, 

suhu, dan pH optimum diuji kadar protein terlarutnya 

menggunakan metode Bradford. Sebanyak 40 μl sampel 

enzim selulase ditambahkan dalam 2 mL larutan Bradford. 

Larutan tersebut kemudian divorteks dan diinkubasi selama 

5 menit pada suhu ruang. Absorbansi larutan kemudian 

diukur pada λ= 595 nm (Hasanah dan Saskiawan 2015). 

Penghitungan aktivitas spesifik enzim selulase 

Aktivitas spesifik enzim selulase dihitung 

menggunakan rumus sebagai berikut (Anggarawati 2012). 

 

AS =  

 

Dimana:  

AS = Aktivitas spesifik enzim (Unit/mg) 

AE = Aktivitas enzim (Unit/mL) 

K = Kadar protein terlarut (mg/mL) 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

Waktu Inkubasi optimum untuk produksi enzim 

selulase 

Selama masa inkubasi, fungi mengalami beberapa fase 

pertumbuhan. Hari ke-0 hingga hari ke-4 fungi mengalami 

fase adaptasi. Setelah hari ke-4 hingga hari ke-10, fungi 

mengalami fase eksponensial. Setelah hari ke-10 inkubasi, 

berat kering biomassa fungi mengalami penurunan yang 

signifikan (Gambar 1).  

Enzim selulase disekresikan fungi selama masa 

pertumbuhan. Selulase digunakan oleh fungi untuk 

menembus barrier dari inang sehingga fungi dapat masuk 

ke jaringan inang (Gandjar dan Sjamsuridzal 2006). 

Produksi enzim selulase oleh T. ethacetica SLL10 

diketahui berdasarkan aktivitas enzim yang dihasilkan. 

Aktivitas enzim mengalami peningkatan dari hari ke-2 

hingga hari ke-10 inkubasi, kemudian mengalami 

penurunan hingga hari ke-14. Aktivitas enzim tertinggi 

menunjukkan hasil 0,8250 U/mL yang didapatkan selama 

10 hari inkubasi. Aktivitas puncak tersebut terjadi pada saat 

fungi mengalami fase eksponensial. 

Waktu inkubasi berkaitan erat dengan produksi enzim 

dan metabolisme lainnya hingga batas tertentu. Inkubasi 

dalam waktu yang terlalu lama menyebabkan penipisan 

nutrisi sehingga menekan kondisi fisiologis fungi yang 

berdampak pada menurunnya produksi enzim (Gautam et 

al. 2011). Strain yang berbeda memiliki waktu inkubasi 

yang berbeda untuk produksi enzim secara maksimal. 

Aktivitas enzim selulase dari Chalara (Syn. Thielaviopsis) 

paradoxa CH32 meningkat dari hari ke- 9 hingga hari ke-

15 kultivasi dan menurun setelah hari ke-21 (Lucas et al. 

2001). Produksi selulase pada fungi Thielaviopsis basicola 

(MTCC1467) mengalami peningkatan pada tahap awal 

fermentasi, yaitu pada hari ke-1 sampai ke-3 dan 

selanjutnya mengalami penurunan (Gologuri et al. 2015). 

Suhu inkubasi optimum untuk produksi enzim selulase 

Produksi enzim dari fungi T. ethacetica SLL10 

berbanding lurus dengan suhu inkubasi hingga mencapai 

suhu optimum. Pada suhu 25°C, aktivitas enzim yang 

dihasilkan adalah 0,1120 U/mL. Aktivitas enzim 

mengalami peningkatan hingga suhu 40°C dan menurun 

secara signifikan pada suhu 45°C. Pada suhu 40°C, 

aktivitas enzim dari T. ethacetica SLL10 mencapai 1,0186 

U/mL, sedangkan pada suhu 45°C, aktivitas enzim yang 

dihasilkan hanya 0,0058 U/mL (Gambar 2). 

 

  

 

 

  
 

 

Gambar 1. Pertumbuhan dan produksi enzim selulase dari T. ethacetica SLL10 selama 14 hari 
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Gambar 2. Produksi enzim selulase dari T. ethacetica SLL10 

pada suhu 25-45°C 

 

 

 

 
 

Gambar 5. Produksi Enzim Selulase dari T. ethacetica SLL10 

pada pH 4,5-6,5 

 

 

Pada suhu tinggi, mikroorganisme tumbuh lebih cepat 

tetapi produksi enzim tidak maksimal karena mikro-

organisme lebih cepat mengalami penuaan. Sebaliknya, 

pada suhu rendah, pertumbuhan mikroorganisme lebih 

lambat sehingga siklus untuk memproduksi enzim lebih 

lambat. Dengan demikian, mikroorganisme mesofil lebih 

sesuai jika ditumbuhkan pada suhu sedang agar proses 

produksi enzim lebih efektif (Srivastava et al. 2017).  

Suhu optimum untuk produksi selulase berbeda-beda 

tergantung pada variasi strain mikroorganisme. Penicillium 

sp. menghasilkan enzim sebesar 9,83 U/mL pada suhu 

30°C (Prasanna et al. 2016). Sethi dan Gupta (2014) 

menjelaskan bahwa fungi selulolitik A. Niger memproduksi 

enzim secara optimum pada suhu 40°C dengan aktivitas 

enzim mencapai (0,63 U/mL). Studi terhadap suhu yang 

optimum untuk produksi selulase dari fungi selulolitik juga 

dilaporkan oleh Gupta et al. (2015). Produksi selulase oleh 

strain fungi CG-5 dan CG-10 mencapai maksimum pada 

suhu 32°C dan mengalami penurunan setelah peningkatan 

produksi Gupta et al. (2015). 

pH inkubasi optimum untuk produksi enzim selulase 

Produksi enzim oleh T.ethacetica SLL10 meningkat 

dari pH 4,5 hingga pH 5,5, kemudian menurun pada pH 6 

dan 6,5. Aktivitas enzim mengalami kenaikan hingga batas 

tertentu dan selanjutnya mengalami penurunan setelah 

melewati pH optimum. Produksi enzim terbaik terjadi pada 

pH 5,5 yang diketahui berdasarkan aktivitas enzim yang 

dihasilkan. Pada pH 5,5, aktivitas enzim mencapai puncak 

yaitu 0,2725 U/mL. Dengan demikian, dapat disimpulkan 

bahwa pH 5,5 adalah pH optimum bagi T.ethacetica SLL10 

untuk memproduksi enzim selulase (Gambar 3). 

Perubahan pH mempengaruhi produksi enzim pada 

fungi. Fungi memiliki sistem regulasi pH yang berguna 

untuk mengontrol segala aktivitas, termasuk sekresi dan 

sintesis enzim. Lingkungan asam akan menginduksi sistem 

regulasi yang bertugas khusus untuk mengontrol aktivitas 

pada lingkungan asam, termasuk produksi enzim. 

Sebaliknya, ketika lingkungan basa, hanya sistem regulasi 

yang bertugas khusus untuk mengontrol aktivitas di 

lingkungan basa yang akan terinduksi (Polizeli dan Rai 

2014). Dengan demikian, akan terjadi perbedaan hasil 

produksi enzim yang dihasilkan pada lingkungan asam dan 

basa.  

Setiap mikroorganisme memiliki pH minimum, 

optimum, dan maksimum yang berbeda-beda untuk 

pertumbuhannya (Anggarani dan Rusijono 2015). 

Penelitian dari Devi dan Kumar (2012) membuktikan 

bahwa fungi selulolitik A. Niger memproduksi enzim 

secara optimum pada pH 5 dengan aktivitas enzim 

mencapai 3,9 U/mL). Kondisi yang sama juga terjadi pada 

fungi Penicillium chrisogenum yang menghasilkan selulase 

dengan aktivitas lebih dari 0,5 U/mL (Kaur dan Joshi 

2015). Akan tetapi, Li et al. (2013) melaporakan bahwa pH 

optimum untuk produksi endoglukanase pada Trichoderma 

reseei adalah 4,5. 

Aktivitas spesifik enzim selulase 

Aktivitas spesifik enzim selulase dari T. ethacetica 

SLL10 sebesar 3,1578 U/mg. Pada kondisi waktu, suhu, 

dan pH inkubasi optimum, T. ethacetica SLL10 memiliki 

aktivitas enzim dan kadar protein berturut-turut sebesar 

0,3521 U/mL dan 0,1115 mg/mL. Semakin tinggi nilai 

aktivitas spesifik enzim, semakin murni enzim yang 

dihasilkan oleh mikroorganisme. Mikroorganisme lebih 

banyak memproduksi enzim dibandingkan dengan produksi 

protein lain selama masa pertumbuhannya. Sebaliknya, 

semakin rendah nilai aktivitas spesifik enzim, semakin 

banyak protein lain yang turut diproduksi oleh 

mikroorganisme selama masa pertumbuhannya. 

Enzim selulase termasuk protein ekstraseluler. Protein 

ekstraseluler cenderung bersifat adaptif sehingga 

sintesisnya hanya akan terjadi jika terdapat induser. Induser 

yang digunakan dalam penelitian ini adalah substrat. 

Substrat yang digunakan hanya satu jenis sehingga fungi 

terpicu untuk menghasilkan satu jenis protein ekstraseluler. 

Protein intraseluler cenderung bersifat konstitutif. Sintesis 

protein intraseluler terjadi setiap saat dan tidak bergantung 

pada ada tidaknya substrat. Protein ini berperan penting 

dalam proses metabolisme sel.  

Aktivitas spesifik selulase dari fungi T. ethacetica 

SLL10 yang mencapai 3,1578 U/mg tersebut menandakan 

bahwa pertumbuhan fungi sudah didukung oleh faktor 

lingkungan yang optimum. Kondisi optimum tersebut dapat 
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diterapkan untuk proses pertumbuhan fungi T. ethacetica 

SLL10 pada penelitian selanjutnya. 
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