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UJI KARAKTERISTIK ENZIM ß-1,4-GLUKOSIDASE PADA BERBAGAI 

YEAST SERTA KINETIKA REAKSI ENZIM CAMPURAN 

Abstrak 

 Selulase adalah enzim  tereduksi yang disintesis dari mikroorganisme yang 

ditumbuhkan dalam medium selulosa. Enzim selulase dan  β-glukosidase terdapat 

dalam berbagai jenis bakteri, jamur serta yeast. Strain dari yeast Debaryomyces 

Hansenii dan Debaryomyces Polymorphus menunjukkan aktivitas β-glukosidase tinggi 

sedangkan fungi Aspergillus Niger menghasilkan aktivitas selulase yang tinggi dan β-

glukosidase yang tidak terlalu tinggi. Enzim selulase dapat menghidrolisis selulosa 

menjadi glukosa dengan cara fermentasi. Pada penelitian ini dilakukan pencampuran 

enzim dari fermentasi yeast dan fermentasi fungi. Strain Debaryomyces Hansenii 

memiliki kandungan β-glukosidase tertinggi pada produksi enzim 4 hari sebesar 

0,2650212 units/ml dicampur dengan fungi Aspergillus Niger L-76 0,0592 

units/mL untuk di uji kinetika reaksi enzim campuran dengan perbandingan 

yeast : fungi = 1:1, 1:2 dan 2:1. Enzim campuran yang tertinggi dihasilkan pada 

perbandingan 2:1 dan mempunyai parameter kinetika enzim Vmax sebesar 

0,200080032 g/L dan Km 1,589636L/g dengan menggunakan variasi konsentrasi 

substrat CMC 0,3; 0,4; 0,5; 0,6; 0,7; 0,8;0,9; dan 1g/L. 

Kata Kunci: Enzim Selulase,  Yeast, Congo Red, Fermentasi, Kinetika Reaksi 

Abstract 

 Cellulase is a reduced enzyme synthesized from microorganisms grown in 

cellulose medium. Cellulase and β-glucosidase enzymes are present in various 

types of bacteria, fungi and yeasts. Strains of yeast Debaryomyces Hansenii and 

Debaryomyces Polymorphus show high β-glucosidase activity while Aspergillus 

Niger fungi produce high cellulase activity and less-glucosidase. Cellulase 

enzyme can hydrolyze cellulose into glucose by fermentation. In this study, 

enzyme mixing of yeast fermentation and fermentation of fungi was done. Strain 

of Debaryomyces Hansenii has the highest β-glucosidase content in 4 days 

production of enzyme 0,2650212 units / ml mixed with Aspergillus Niger L-76 

0,0592 units / ml fungi for kinetics test of mixed enzyme reaction with yeast 

ratio: fungi = 1: 1, 1: 2 and 2: 1. The highest mixed enzymes were produced at a 

2: 1 ratio and had the enzyme kinetic parameters of Vmax of 0.200080032 g / L 

and Km 1.589636L / g using a variation of CMC substrate concentration of 0.3; 

0.4; 0.5; 0.6; 0.7; 0.8; 0.9; and 1g / L. 
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1. PENDAHULUAN

 Selulase merupakan enzim yang banyak digunakan. Beberapa Industri yang 

menggunakannya antara lain industri kimia, batu bara, pupuk organik, dan bahan 

pakan. Selulase juga dimanfaatkan dalam proses fermentasi biomassa yang 

mengandung selulosa menjadi biofuel, seperti bioethanol (Idiawati, Harfinda, & 

Arianie, 2014) dalam (Mtui, 2009).  

Enzim selulase digunakan untuk menghidrolisis selulosa menjadi 

glukosa. Karena strukturnya yang rigid, selulosa kristalin resisten terhadap aksi 

individual selulase. Konversi efektif dari selulase dimungkinkanleh kerja sinergis 

dari ketiga subgroup selulase berikut (M.Samsuri,2008): Endo- -1,4-glukanase 

memecah ikatan internal glukosidik yang berada di antara rantai glukan yang 

runtuh. Ekso - -1,4-Dglukanase yang memecah dimer selobiosa dari rantai 

glukan dan melepaskannya ke dalam larutan.  -glucosidase yang 

menyempurnakan hidrolisis selulosa menjadi glukosa dengan memecah 

selobiosa  menjadi monomer glukosa. 

Hidrolisis selulosa dapat dilakukan dengan menggunakan mikroba yang 

menghasilkan enzim selulase, yeast Debaryomycess Hansenni, Debaryomycess 

polymorphus dan fungiAspergillus Niger. (Cheng & Timilsina, 2011). 

Fermentasi merupakan proses yang di dalamnya terdapat mikroba yang 

dikembangbiakkan dalam suatu fermentor. Faktor-faktor yang mempengaruhi 

kehidupan dan pertumbuhan mikroorganisme antara lain (Zabed et al, 2014) :  

a. Media yang digunakan mengandung sumber karbon meliputi molase, pati,

selulosa, minyak dan lemak, dll. Pada penelitian ini penulis menggunakan

beta arbutin sebagai sumber selulosa.

b. Suhu adalah faktor penting yang dapat mempengaruhi perkembangan strain

yeast  saat proses fermentasi berlangsung yaitu pada suhu fermentasi 35°C.

c. Waktu fermentasi  selama 3-5 hari. Jika waktu yang digunakan terlalu cepat

glukosa yang dihasilkan terlalu sedikit karena masih dalam masa
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pertumbuhan dan apabila waktu yang digunakan lama strain yeast akan mati 

sehingga glukosa yang dihasilkan tidak maksimal (Sukaryo dkk, 2013). 

d. Nilai pH pertumbuhan yang baik untuk yeast adalah 5,6.

e. Nutrisi, semua mikroorganisme memerlukan nutrisi yang akan menyediakan

energi biasanya diperoleh dari subtansi yang mengandung karbon. Nitrogen

untuk sintesis protein. Sumber nitrogen yang digunakan adalah (NH4)2SO4.

f. Vitamin dapat berupa nutrisi dalam substrat maupun yang diberikan ke

substrat sangat mempengaruhi pertumbuhan yeast pada media fermentasi

pertumbuhan yaest (Safaria, s., dkk, 2013). Larutan nutrisi yang digunakan

berupa (0,35g peptone, 0,3g yeast ekstrak, 0,2g KH2PO4, 0,1g (NH4)2SO4,

0,1g MgSO4.7H2O) (D’amore, T., dkk, 1989)

Persamaan Michaelis dan Menten digunakan untuk mengetahui 

pengaruh konsentrasi substrat terhadap kecepatan reaksi dengan menghitung 

nilai V0 melalui reaksi berikut (Martoharsono,  2006): 

V0 = 
        

      
……………. (1) 

2. BAHAN DAN METODE

Penelitian ini menggunkan strain yeast Debaryomycess Hansenni dan

Debaryomycess Polymorphus yang diperoleh dari InaCC LIPI Bogor. Bahan- 

bahan  kimia lain yang diperoleh dari CV.Chem-Mix Pratama, Bantul,

Yogyakarta dan Laboratorium Teknik Kimia UMS. .

Metode penelitian dilakukan dengan beberapa tahapan, seperti pada Gambar 1.
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Gambar 1. Diagram alir percobaan 

Deskripsi singkat metode penelitian: 

a. Membuat biakan atau peremajaan yeast dalam media YPDA (1g Yeast Extrak,

2g Peptone, 2g glukosa dan 2g agar)  dalam 50mL aquades lalu inkubator 37°C

selama 5 hari.

b. Biakan yeast dari inkubator dipotong berbentuk lingkaran dengan diameter

1cm  lalu pindahkan ke cawan petri yang berisi larutan substrat (2g Beta

Arbutin, 2g Agar, 0,1g Yeast Extrak ) dalam 100mL, kemudian di inkubator

35°C selama 2 hari, 3 hari dan 4 hari. Sampel kemudian di beri larutan Congo

Red (0,25g dalam 100mL ) 10ml, lalu diamkan selama 10 menit kemudian cuci

dengan larutan NaCl (1g dalam 100 mL ) 10mL, selama 5 menit lalu diukur

diameter warna oranye yang terbentuk. Strain yang mempunyai indeks

enzimatis tertinggi dipilih sebagai strain yang akan diteliti lebih lanjut.

c. Biakan strain dipotong seluas 1cm lalu pindahkan ke dalam larutan media

inokulum berupa 0,35g Peptone,  0,3g Yeast Extrak, 0,2g  KH2PO4, 0,1g

(NH4)2SO4, 0,1g MgSO4, 10g Beta Arbutin,  dalam 100 ml dalam erlenmeyer

kemudian inkubator pada 35°C pH 5,6 selama 4 hari dan 5 hari.

Uji kandungan ß-1,4-Glukosidase 

Uji warna Congo Red 

Uji kinetika reaksi gabungan 

Produksi enzim jumlah besar 

Fermentasi Cair 

Peremajaan yeast 
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d. Uji kandungan

Uji kandungan Enzim ß-1,4-Glukosidase dilakukan dengan membuat larutan 

substrat (15mM Beta Arbutin dalam 0,05M buffer sitrat pH 4,8),  larutan 

0,05M buffer sitrat pH 4,8, larutan DNS (1g DNS; 18,2g Kna tatrat; 1g 

NaOH; 1g Na2SO3 dalam 100ml aquades), larutan standar glukosa dengan 

perbandingan 1:1,5; 1:2; dan 1:4 (0,2g glukosa / 100ml). Cellobiose Blank 

dan enzim blank.  

e. Produksi enzim jumlah besar: biakan strain yeast dipotong seluas 1cm lalu

pindahkan ke larutan inokulum (0,7g Peptone; 0,6g Yeast Extrak; 0,2g 

KH2PO4; 0,2g (NH4)2SO4; 0,2g MgSO4; 25g Beta Arbutin dalam 1L aquades. 

Produksi jumlah besar yeast jenis Debaryomycess Hansenni dan 

Debaryomycess Polymorphus, lalu difermentasi selama 5 hari pada 35°C dan 

pH 5,6 uji kandungan enzim ß-1,4-Glukosidase kemudian di pilih yeast yang 

terbaik dengan kadar glukosa yang paling tinggi untuk diuji kinetika reaksi 

gabungan. 

f. Uji gabungan enzim ß-1,4-Glukosidase dari yeast tertinggi dan Endo-ß-1,4-

Glukanase, dan Ekso-ß-1,4-Glukanase, dari fungi tertinggi. Yeast tertinggi

kandungnnya digabung dengan fungi tertinggi diambil dengan perbandingan

yeast: fungi 1:1, 1:2, 2:1. Uji kinetika reaksi enzim gabungan menggunkan

substrat CMC dengan variasi konsentrasi 0,1g; 0,2g; 0,3g; 0,4g; 0,5g; 0,6g;

0,7g; 0,8g; 0,9g; 1g

3. HASIL DAN PEMBAHASAN

Pada penelitian ini dilakukan beberapa uji antara lain uji warna Congo Red, 

uji kandungan ß-1,4-Glukosidase dengan substrat Beta Arbutin dan uji kinetika 

reaksi enzim gabungan yeast Debaryomycess Hansenni dan fungi Aspergillus 

Niger menghasilkam glukosa dengan kandungan terbaik. 
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3.1 Pengaruh Waktu Inkubasi Terhadap Nilai Indeks Enzimatis Pada Uji

Warna Congo Red

Uji warna Congo Red dilakukan terhadap 2 strain yeast. Pewarnaan ini

menghasilkan warna oranye terang yang dapat dibedakan dengan zona

substrat lainnya seperti Gambar 2.

Gambar 2. Debaryomycess polymorphus 4 hari 

Gambar 2. memperlihatkan adanya zona bening atau warna oranye 

disekitar biakan strain yang menunjukkan bahwa yeast Debaryomycess 

Hansenni mampu memanfaatkan selulosa yang terkandung dalam media 

untuk pertumbuhannya (Sudarmaji, dkk.,1997) dalam ((Irawati, R., 2016). 

Warna oranye berasal dari interaksi direct dry Congo Red dengan Beta 

Arbutin. Congo Red yang tidak bereaksi larut dalam pembilasan dengan 

larutan NaCl 1%. Pengaruh dari selulase ditunjukkan oleh diameter warna 

oranye (Teather & Wood, 1982) dalam (Hamid, dkk, 2015). Strain dengan 

waktu inkubasi selama 2 hari, tidak menunjukkan adanya indeks enzimatis, 

karena diameter yeast tidak terbentuk  0 pada hari kedua. Strain yang paling 

baik dalam mengkonsumsi Beta Arbutin adalah Debaryomycess Hansenni 

dengan waktu inkubasi selama 4 hari, dengan indeks enzimatis sebesar  4,916. 

Tingginya indeks enzimatis pada Debaryomycess Hansenni menandakan 

tingginya aktivitas enzim selulase.  

3.2 Uji Kandungan ß-1,4-Glukosidase Pada 540nm

Produksi enzim selulase adalah tahap dimana enzim dihasilkan dari proses

fermentasi cair dengan substrat Beta Arbutin dari metabolisme strain yeast.
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Pada proses inkubasi yeast akan menghidrolisis selulosa dalam Beta 

Arbutin dengan menghasilkan enzim selulase untuk diubah menjadi glukosa 

(Fuadi, A.M.,dkk, 2015).  Pertumbuhan yeast pada media fermentasi 

dipengaruhi oleh nutrisi yang ada pada  substrat ataupun yang diberikan ke 

substrat (Safaria, s., dkk, 2013). Larutan nutrisi berupa (0,35g Peptone, 0,3g 

Yeast Ekstrak, 0,2g KH2PO4, 0,1g (NH4)2SO4, 0,1g MgSO4.7H2O) (D’amore, 

T., dkk, 1989). Sumber nutrisi yang diperlukan oleh yeast terdiri dari karbon, 

nitrogen dan mineral dengan perbandingan tertentu. Sumber nitrogen dapat 

berupa (NH4)2SO4 yang diperlukan untuk pertumbuhan dan sekresi enzim. 

Sedangkan magnesium dan kalsium di perlukan sebagai pengendapan 

senyawa-senyawa kimia yang dapat mengganggu pertumbuhan strain yeast 

(Taufik, 1992) dalam (Safaria, s., dkk, 2013). 

Tabel. 1. uji kandungan ß-1,4-glukosidase pada 540nm 

Uji kandungan 
Cb (units/ml) 

4 hari 5 hari Produksi 4 hari 

Debaryomycess Hansenni enzim blank 0,122602 0,003889 0,2650212 

Debaryomycess Polymorphus enzim 

blank 
0,063894 0,007778 0,167606 

Fermentasi dilakukan selama 4 hari dan 5 hari lalu di uji kandungan 

dengan 1ml DNS, dan diukur arbsorbansinya pada 540nm. Dari tabel, 

diketahui bahwa pada hari ke 4 fermentasi menunjukkan tingginya kandungan 

ß-1,4-Glukosidase yang diproduksi oleh enzim selulase. Kandungan ß-1,4-

Glukosidase pada yeast Debaryomycess Hansenni pada hari ke  4 sebanyak 

0,1226024 units/ml. Sedangkan kandungan ß-1,4-Glukosidase Debaryomycess 

Polymorphus lebih rendah yaitu 0,063894 units/ml. Akan tetapi setelah selulosa 

pada  media tumbuhnya mendekati habis,  yeast akan menggunakan glukosa 

yang telah diuraikan oleh enzim selulase sebagai sumber energi dalam selnya 

(Saropah, D.A., dkk, 2012) dalam (White, 2000) yang ditandai dengan 

menurunnya kadar gula reduksi yang dihasilkan. Pada fermentasi ke 5 hari, 
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kandungan ß-1,4-Glukosidase mulai menurun, yang disebabkan karena 

banyaknya kematian sel  pada media, sehingga kadar gula reduksi yang 

dihasilkan mengalami penurunan. kandungan ß-1,4-Glukosidase pada hari ke 

5 yeast Debaryomycess Hansenni adalah 0,0038892 units/mL dan 

Debaryomycess Polymorphus sebesar 0,0077784 units/mL.  

Karena waktu optimum hidrolisis pada hari ke 4, maka diproduksi 

enzim dalam jumlah yang besar yaitu 1L larutan selama 4 hari, dan dihasilkan 

kandungan selobiosa Debaryomycess Hansenni sebesar 0,2650212 units/mL 

dan Debaryomycess Polymorphus sebesar 0,167606 units/mL. 

3.3 Menghitung Nilai Vmax dan Km

Penentuan laju reaksi maksimum (Vmax) dan konstanta Michaelis-

Menten (Km) bertujuan untuk mengetahui karakteristik enzim. Nilai Vmax 

menunjukkan tingkat kejenuhan enzim oleh substrat sedangkan Km 

menunjukkan efisiensi katalis dari enzim yang didefinisikan sebagai 

konsentrasi substrat tertentu pada saat kecepatan katalitik enzim mencapai 

setengah kecepatan maksimumnya (Saropah, D.A., dkk, 2012) dalam 

(Gultom, 2001). Nilai Vmax dan Km diperoleh dengan mengukur kecepatan 

awal dan aktivitas selulase pada kondisi optimum, dengan  konsentrasi 

substrat 0,3; 0,4; 0,5; 0,6; 0,7; 0,8; 0,9 dan 1g.  

Semakin tinggi konsentrasi substrat maka semakin tinggi pula energi 

dan frekuensi benturan antar molekul sehingga semakin banyak enzim 

selulase yang dapat mengikat selulosa untuk membentuk kompleks enzim-

glikosil yang selanjutnya akan membentuk produk berupa glukosa (Saropah, 

D.A., dkk, 2012) dalam (Gultom, 2001). Pada penelitian ini menggunakan 

substrat CMC karena enzim yang akan di hidrolisis adalah enzim selulase, 

dimana enzim selulase bekerja dalam menghidrolisis selulosa. CMC 

merupakan turunan dari selulosa yang mudah larut dalam medium dan mudah 

terhidrolisis (Ambriyanto, 2010) dalam (Irawati, R., 2016). 
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Dari hasil penelitian, diketahui bahwa semakin tinggi konsentrasi 

substrat maka semakin meningkat pula nilai absorbansinya. Akan tetapi, 

peningkatan iniakan berhenti ketika enzim sudah jenuh dengan substrat karena 

jumlah molar substrat sudah melampaui jumlah molar enzim setelah titik 

batas maksimum (Vmax) dari reaksi enzimatis. 

Gambar 3.  grafik hubungan antara 1/s dan 1/v 

Grafik di atas menunjukkan hubungan antara kosentrasi substrat 1/s 

dan 1/v dalam perbandingan gabugan enzim diproleh persamaan dari masing- 

masing perbandingan enzim gabungan. Pada perbandingan 1:1 diperoleh y = 

4,842x + 17,79 sehingga niai Vmax sebesar 0,056211355 g/L.menit  dan Km 

sebesar 0,272175. Pada perbandingan 1:2 diperoleh y = 7,945x + 4,998 

sehingga nilai Vmax sebesar 0,125328989 g/L.menit dan Km sebesar 

1,242136. Pada perbandingan 2:1 diperoleh y = 9,911x + 7,979 sehingga nilai 

Vmax 0,200080032 g/L.menit dan Km 1,589636. 

Kecepatan maksimum atau Vmax tertinggi terjadi pada perbandingan 

gabungan enzim 2:1 yaitu Vmax 0,200080032 g/L.menit menunjukkan 

kecepatan maksimum enzim selulase dalam mengubah substrat selulosa 

menjadi glukosa sebesar 0,200080032 g/L per menitnya, sedangkan konstanta 

Michaelis-Menten sebesar 1,589636, artinya nilai Km berfungsi sebagai 

ukuran konstanta disosiasi (Kd) suatu enzim. Kompleks enzim-substrat nilai 

y = 4,8424x + 17,79 
R² = 0,9072 

y = 7,9451x + 4,9983 
R² = 0,869 

y = 9,911x + 7,9796 
R² = 0,9662 

0
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20
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40

50

0 1 2 3 4
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Kd berbanding terbalik dengan afinitas enzim terhadap substratnya (Saropah, 

D.A., dkk, 2012) dalam (Sadikin,2002). Semakin kecil kecenderungan 

substrat dan enzim berdisosiasi maka semakin besar afinitas enzim terhadap 

substrat, sehingga kesetimbangan reaksi kearah ES dan produk yang diperoleh 

memiliki yield tinggi. apabila nilai Km besar berarti enzim mempunyai 

afinitas rendah terhadap substrat, sehingga kesetimbangan reaksi ke arah E+S. 

namun jika dilihat dari nilai absorbansinya, semakin tinggi konsentrasi 

substrat maka semakin meningkat pula nilai absorbansinya. Pada konsentrasi 

substrat 1g absorbansi tertinggi adalah pada perbandingan 2:1. Sehingga dari 

hasil tersebut dapat disimpulkan bahwa penambahan yeast debaryomycess 

hansenni sebesar 100mL pada perbandingan 2:1 sangat berpengaruh terhadap 

kecepatan maksimum Vmax yang dihasilkan. 

Dari penelitian sebelumnya, tentang pembuatan enzim selulase secara 

fermentasi padat pada bagas dengan aspergillus niger L-74 menunjukkan 

enzim yang dihasilkan mempunyai parameter kinetika enzim yaitu Vmax 

7,6497 g/L.menit dan Km 1,73574E-05L/g (Abdillah, H.,dkk, 2015). jika 

dibandingkan dengan penelitian kali ini memiliki selisih nilai yang sangat 

besar, pada penlitian ini nilai Vmax lebih kecil yaitu 0,200080032 g/L.menit 

dan Km 1,589636 pada gabungan (debaryomycess hansenni dan aspergillus 

L-76) 2:1, artinya yeast sangat mempengaruhi kecepatan maksimum enzim. 

Namun hasil yang diperoleh masih jauh lebih kecil jika dibandingkan dengan 

penelitian sebelumnya. Hal itu disebabkan karena jenis fungi yang digunakan 

berbeda. Kemungkinan fungi jenis L-74 memiliki aktivitas selulase yang lebih 

tinggi dibandingkan L-76 sehingga memiliki nilai Vmax dan Km yang lebih 

besar. 

4. PENUTUP

a. Nilai indeks enzimatis tertinggi pada uji warna Congo red adalah

Debaryomycess Hansenni dengan waktu inkubasi selama 4 hari,

dengan indeks enzimatis sebesar nilai 4,916.
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b. Nilai aktivitas enzim tertinggi pada uji kandungan ß-1,4-Glukosidase

pada fermentasi  selama 4 hari dengan nilai yeast Debaryomycess

Hansenni sebanyak 0,1226024 units/mL dan Debaryomycess

Polymorphus sebesar 0,063894 units/mL .

c. Produksi enzim jumlah besar pada waktu hidrolisis optimum, yaitu 4

hari dengan nilai Debaryomycess Hansenni sebesar 0,2650212

units/ml dan Debaryomycess Polymorphus sebesar 0,167606 units/mL.

d. Kecepatan maksimum Vmax tertinggi terjadi pada perbandingan

gabungan enzim 2:1 yaitu Vmax 0,200080032 g/L.menit dan Km

sebesar 1,589636 L/g.
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