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Enzim Selulase dari Trichoderma spp.

S. Salma dan L. Gunarto

Balai Penelitian Bioteknologi Tanaman Pangan, Bogor

ABSTRACT

Cellulase Enzymes Produced by Trichoderma spp. S. Salma and L. Gunarto. Cellulase
produced by cellulolytic microbes grown on a cellulose culture medium are usually consists of three
different enzymes, i. e., cellobiose hydrolase (CBH), endo-(-1,4-glucanase (EG), and (-glucosidase.
These enzymes work together synergistically in cellulose hydrolysis. Trichoderma is a genus of
celluloiytic fungi capable of excreting the three-cellulase components. Trichoderma harzianum, T.
hamatum, T. koningii, and T. pseudokoningii are members of Trichoderma spp. that are commonly
found in Indonesia, while T. piluliferum and T. aureoviride are very rare. Cellulolytic activity of the
enzymes was increased when the substrate contained delignified rice straw. CBH produced by
Trichoderma spp. were the lowest among the three enzyme components on both delignified and

non-delignified rice straw media.

Key words: Cellulase enzymes, Trichoderma spp., cellulolytic microbes, cellulose culture medium,
delignified and non-delignified rice straw.

Selulosa merupakan karbohidrat
utama yang disintesis oleh ta-
naman dan menempati hampir
60% komponen penyusun struktur
tanaman. Jumlah selulosa di alam
sangat berlimpah sebagai sisa ta-
naman atau dalam bentuk limbah
pertanian seperti jerami padi, be-
rangkasan jagung, gandum, dan
kedelai. Nilai ekonomi senyawa se-
lulosa pada limbah tersebut sangat
rendah karena tidak dapat lang-
sung dimanfaatkan oleh manusia.
Sulitnya mendegradasi limbah ter-
sebut menyebabkan petani lebih
suka membakar jeraminya di la-
han pertanian daripada memanfa-
atkannya kembali melalui pengom-
posan. Kebiasaan membakar ini
sulit untuk dihindari karena petani
mempunyai waktu bera yang sing-
kat. Dalam pertanian intensif, wak-
tu bera biasanya 1-2 bulan saja. Di
beberapa tempat yang sumber air-
nya hanya bergantung pada curah
hujan waktu bera kurang dari satu
bulan

Pengomposan secara alami
memerlukan waktu 4-5 bulan. Hal
ini disebabkan karena sangat sedi-
kithya mikroba yang secara alami
efektif untuk - merombak limbah
berselulosa. Pada umumnya mik-
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roba dapat tumbuh pada bahan or-
ganik tersebut, tetapi hanya sebagi-
an saja yang mampu menghidroli-
sis selulosa alami. Beberapa mik-
roba terutama dari kelompok fungi
memiliki kemampuan  untuk
menghidrolisis selulosa alami me-
lalui aktivitas selulase yang dimi-
likinya. Perolehan mikroba seluloli-
tik yang mampu menghasilkan ak-
tivitas selulase yang tinggi menjadi
sangat penting untuk tujuan pe-
ngomposan limbah organik.
Selulase merupakan enzim
yang dapat memutuskan ikatan gli-
kosida B-1,4 di dalam selulosa. En-
zim ini terdiri dari tiga komponen
enzim, Yyaitu selobiohidrolase
(CBH), endoglukanase, dan B-glu-
kosidase yang berkerja secara si-
nergis memecah selulosa di alam.
Mikroba yang mampu menghasil-
kan ketiga komponen selulase di
antaranya adalah Trichoderma, se-
hingga fungi ini sering disebut se-
bagai selulolitik sejati. Trichoderma
juga dikenal sebagai pengendali
hayati beberapa penyakit pada ta-
naman pangan. Selain itu, Tricho-
dermma mampu menghasilkan hor-
mon tumbuh sehingga dapat me-
macu pertumbuhan tanaman.

SELULOSA

Selulosa merupakan polimer
linier terdiri dari 100-14.000 unit
glukosa yang terikat pada ikatan
B,1-4-glukosida (Beguin et al.,
1987; Bisaria dan Mishra, 1989;
Coughlan, 1985;). Pada serat ta-
naman, selulosa tersusun dari fi-
bril-fibril yang terdiri dari beberapa
molekul selulosa secara paralel. Di
dalam serat selulosa, susunan ini
membentuk bagian dengan susun-
an fibril yang sangat teratur, yang
disebut dengan bagian kristal dan
bagian dengan susunan fibril yang
kurang teratur, yang disebut de-
ngan bagian amorf (Enari, 1983;
Goksoyr dan Eriksen, 1980; Pres-
ton, 1986). Tingkat kristanilitas da-
lam suatu serat selulosa bervariasi
tergantung pada sumber selulosa
dan perlakuan yang diberikan pada
selulosa tersebut. Karena susunan-
nya yang sangat teratur maka ba-
gian kristal ini sulit untuk didegra-
dasi.

Selulosa pada jaringan tanam-
an selalu berikatan dengan polisa-
karida lain seperti lignin dan hemi-
selulosa. Pada jerami padi persen-
tase ketiga komponen tersebut
adalah 40% selulosa, 25% hemise-
lulosa, dan 5% lignin (Rexen et al.,
1976). Sulitnya memisahkan ketiga
komponen ini menyebabkan enzim
yang dihasilkan oleh mikroba yang
tumbuh pada substrat jaringan ta-
naman juga menunjukkan adanya
aktivitas enzim perombak lignin
dan hemiselulosa (Irawadi et al.,
1992).

Secara alami molekul jerami
padi tersusun dalam bentuk sera-
but yang terdiri dari beberapa mo-
lekul selulosa paralel yang dihu-
bungkan dengan jembatan hidro-
gen. Beberapa molekul selulosa
terikat dengan sangat kuat oleh
ikatan B,1,4-glukosida sehingga
membentuk  kristal mikrofibril,
yang kemudian. secara bersama-
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sama membentuk serat selulosa
yang tidak larut (Sasaki, 1982).

MIKROBA SELULOLITIK

Beberapa mikroba dapat tum-
buh pada substrat berselulosa ka-
rena mempunyai kemampuan
menghasilkan enzim yang dapat
mendegradasi derivat selulosa atau
bagian amorf dari selulosa, tetapi
hanya sedikit mikroba yang mam-
pu mensintesis komponen selulase
yang dapat menghidrolisis selulosa
pada bagian kristalnya di alam
secara extensive (Coughlan, 1985;
Sternberg, 1976).

Selulase disintesis oleh sejum-
lah mikroba termasuk didalamnya
fungi, aktinomisetes, gliding bacte-
ria, dan true bacteria (Tabel 1).
Dari kelompok fungi di antaranya
adalah Aspergilus, Chaetorniumn,
Fusarium, Humicola, Pellicularia,
Phanerochaeta, Polysporus, Tricho-
derma. Fungi yang secara spesifik
mampu menghasilkan komponen
selulase secara lengkap dimiliki
oleh kelompok Trichoderma reesei,

T. koningii, Penicillium funicu-
losum, Phanerochaete chry-
sosporium, dan Aspergillus
terreus (Alexander, 1977;
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Bastawde, 1992;

1988).

Salah satu fungi yang memiliki
ketiga komponen selulase secara
lengkap adalah kelompok Tricho-
derma. Menurut Rifai (1969), mar-
ga ini terdiri dari sembilan jenis,
yaitu T. piluliferum Webster dan
Rifai, T. polysporurn (Link ex Pers.)
Rifai, 7. hamaturn (Bon.) Bain, T.
koningii Oud., T. aureoviride Rifai,
T. harzianurn Rifai, T. longibrachi-
atumn Rifai, T. pseudokoningii Rifai,
dan T. viride Pers. Ex S.F. Gray.
Marga Trichoderma umumnya
tumbuh cepat dengan miselia yang
mula-mula berwarna putih, kemu-
dian menjadi hijau atau hijau keku-
ningan. Penampakan morfologinya
sulit digunakan untuk membeda-
kan antar jenisnya, sehingga perlu
observasi secara mikroskopik. Ko-
loninya dapat kompak, longgar
atau di antara keduanya. Kekom-
pakan koloni ini menggambarkan
struktur dari konidiofornya (Rifai,
1969). Isolasi Trichoderma telah di-
lakukan dari beberapa contoh ta-
nah, kotoran ternak, dan bahan or-
ganik yang diambil dari beberapa
tempat di Jawa Barat dan Timor
Timur (Tabel 2). Isolat-isolat ter-
sebut terdiri dari 21 isolat T. har-

Wood et al,

Tabel 1. Beberapa mikroorganisme tanah yang mampu menggunakan selulosa

Nama genus mikroba yang mampu menggunakan sumber C dari selulosa

Fungi Bakteri Actinomycetes
Alternaria Acetivibrio Micromonospora
Aspengillus Bacteroides Nocardia
Chaetomium Bacillus Streptomyces
Coprinus Cellulomonas Streptosporangium
Fomes Cellvibrio Trhermomonospora
Fusanum Clostridium Thermoactinomycete
Humicola Corynebactrium

Myrothecium Cytophaga

Pellicularia Pseudomonas

Penicillium Ruminococcus

Polyporus Sporocytophaga

Poria Vibrio

Trichothecium

Trichoderma

Trametes

Talaromyces

Trichosporon

Vertillicium

Sumber: Alexander, 1977, Bastawde, 19092; Wood et al., 1988
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zianum, delapan isolat T. pilulife-
rumn, 10 isolat T. koningii, tujuh iso-
lat T. hamatum,-dan empat isolat
T. aureoviride (Salma dan Gunarto,
1996a; Zaini et al., 1997).

Menurut Rifai (1969), jenis Tri-
choderma yang umum dijumpai di
Indonesia adalah T. harzianum, T.
hamatum, T. koningii, dan T. pseu-
dokoningii. Jenis yang agak sulit di-
temukan di Indonesia adalah T. pi-
luliferum dan T. aureoviride, tetapi
pernah dijumpai di Singapura. De-
mikian halnya dengan T. viride dan
T. polysporum merupakan jenis
yang sangat umum dijumpai di da-
erah subtropik, sedangkan T. har-
zianum sangat -umum dijumpai di
daerah tropik. Hal ini berkaitan de-
ngan suhu optimal yang diperlukan
bagi pertumbuhannya (Danielson
dan Davey, 1973). Di samping itu,
T. viride merupakan fase seksual
dari Hypocrea rufa yang sangat
jarang ditemukan di daerah tropis
(Rifai, 1969). Selanjutnya Danielson
dan Davey (1973) menambahkan
jenis-jenis yang umum dijumpai
pada daerah tropik dengan topo-
grafi datar adalah T. harzianum, T.
hamaturn, dan T. koningii, sedang-
kan T. viride tidak dijumpai dan T.
polysporum sangat jarang. T. koni-
ngii juga banyak dijumpai pada
tempat-tempat dengan kelembab-
an rendah sampai sedang, sedang-
kan T. pseudokoningii pada tanah
kering dan T. harmatumn pada tanah
dengan kelembaban yang berlebih.
Faktor utama yang sangat mem-
pengaruhi pola penyebaran yang
luas dari jenis Trichoderrna adalah
suhu dan kelembaban, sedangkan
vegetasi merupakan faktor kedua.

ENZIM SELULASE DAN
MEKANISME PEROMBAKAN
SELULOSA

Selulase adalah nama trivial
untuk semua enzim yang dapat
memutuskan ikatan glikosidik f-
1,4 di dalam selulosa, selodekstrin,
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Tabel 2. Isolat Trichoderma hasil isolasi dari beberapa lokasi dan habitat di Jawa Barat dan Timor
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Timur

No. Jenis Isolat Habitat Lokasi

1. T. harzianum Kar5.2 Perkebunan Sukabumi/Kariyana

2. T. harzianum Bo12 Pertanian Bogor/Cimanggu

3. T. harzianum Bd2 Kebun singkong Bandung/Cigadung

4. T. harzianum Bo14 Pertanian Bogor/Cimanggu

5. T. harzianum Bo2 Pertanian Bogor/Cimanggu

6. T. harzianum Bo1 Pertanian Bogor/Cimanggu

7. T. harzianum Pan23.1 Di bawah tumpukan kotoran sapi Pangalengan

8. T. harzianum Bd1 Kebun singkong Bandung/Cigadung

9. T. harzianum Bd4 Kebun singkong Bandung/Cigadung
10. T. harzianum Bd3 Kebun singkong Bandung/Cigadung
11. T. harzianum GRT3 Perkebunan Garut/Condong
12. T. harzianum Bo16 Pertanian Bogor/Cimanggu
13. T. harzianum Tim6.1.1  Kayu lapuk Maubesse, Timor Timur
14. T. harzianum Tim6.1.2 Kayu lapuk Maubesse, Timor Timur
15. T. harzianum Tim6.21 Kayu lapuk Maubesse, Timor Timur
16. T. harzianum Tim6.3.1 Kayu lapuk Maubesse, Timor Timur
17. T. harzianum Tim6.3.3 Kayu lapuk Maubesse, Timor Timur
18. T. harzianum Tim7.1..3 Dibawah kayu lapuk Maubesse, Timor Timur
19. T. harzianum Tim11.2  Kebun kopi Maubesse, Timor Timur
20. T. harzianum Tim12.1 Jerami lapuk Maubesse, Timor Timur
21. T. harzianum Tim14.1.3 Kayu lapuk Maubesse, Timor Timur
22, T. piluliferum GKJ1.1 Kebun sayur Gambung
23. T. piluliferum GKS2 Kebun teh Gambung
24. T. piluliferum Bd5.1 Kebun singkong Bandung/Gudang Kahuripan
25. T. piluliferum Bd5.2 Kebun singkong Bandung/Gudang Kahuripan
26. T. piluliferum Andi2.1 Perkebunan Bogor
27. T. piluliferum Bo15 Pertanian Bogor/Muara
28. T. piluliferum Bo8 Pertanian Bogor/Cimanggu
29. T. piluliferum Bd47 Kebun singkong Bandung/Cigadong
30. T. koningii Kun4 Di bawah tumpukan jerami Kuningan
31. T. koningii Bo17 Di bawah tumpukan jerami Bogor/Muara
32. T. koningii Cia2 Kotoran ternak BPT Ciawi
33. T. koningii Pan23.2  Dibawah kotoran sapi Pangalengan
34. T. koningii Bd42 Kebun singkong Bandung/Gudang Kahuripan
35. T. koningii Bo14 Pertanian Bogor/Cimanggu
36. T. koningii Tim3.21  Gelagah lapuk Maubesse, Timor Timur
37. T. koningii Tim6.3.1  Kayu lapuk Maubesse, Timor Timur
38. T. koningii Tim7.1.2 Kayu lapuk Maubesse, Timor Timur
39. T. koningii Tim13.21 kayu lapuk Maubesse, Timor Timur
40. T. hamatum Gam3. Pertanian Bogor/Muara
41. T. hamatum Gami Pertanian Bogor/Muara
42. T.hamatum Gam4 Pertanian Bogor/Muara
43. T.hamatum Gam2 Pertanian Bogor/Muara
44. T.hamatum Kar3.6.3 Perkebunan Sukabumi/Kariyana
45. T.hamatum Tim5.2 Di bawah tumpukan sekam Maubesse, Timor Timur
46. T. hamatum Tim13.1.3 Kayu lapuk Maubesse, Timor Timur
47. T. aureoviride TimS.1 Di bawah sekam Maubesse, Timor Timur
48. T. aureoviride Tim7.1.1  Kayu lapuk Maubesse, Timor Timur
49. T. aureoviride Tim8.1.1  Kotoran kuda Maubesse, Timor Timur
50. T. aureoviride Tim8.1.2 Kotoran kuda Maubesse, Timor Timur

Sumber: Salma dan Gunarto, 1996a; Zaini et al., 1997

selobiosa dan turunan selulosa
lainnya (Fogarty dan Kelly, 1982).
Selulase yang dihasilkan oleh mik-
roba khususnya fungi adalah eks-
traselular dan proses hidrolisis se-
lulosa’ juga dilakukan di luar sel
mikroba. Selulase hanya diproduk-
si bila mikroba tersebut ditumbuh-

kan pada selulosa atau glukan lain
dengan ikatan B-1,4 seperti selobio-
sa, laktosa atau sophorosa. Fraksi-
nasi dari protein selulase yang ter-
dapat pada filtrat kultur fungi selu-
lolitik berbeda dengan bakteri. Sis-
tern selulolitik pada bakteri lebih
sederhana dibandingkan dengan

fungi, karena bakteri hanya inam-
pu menghasilkan endoglukanase
dan B-glukosidase saja (Enari,
1983), sedangkan selulase yang di-
hasilkan fungi terdiri dari tiga kom-
ponen enzim, yaitu:

e Exo-B-1, 4-glukanase/Selobiohid-
rolase/CBH (B-1,4-D glukan 4-se-
lobiohidrolase, EC 3.2.1.91)

¢ Endo-B-1,4-glukanase (endo-p-1,
4-D 4-glukanohidrolase, E.C.3.2.
1.1)

e p-glukosidase ((E.C.3.2.1.21)

Kespesifikan dari komponen
enzim tersebut telah dipelajari de-
ngan sejumlah substrat seperti (Bi-
saria dan Mishra, 1989):

e serat kapas dan Avicel (mikro-
kristal selulosa o) dengan struk-
tur di mana ikatan hidrogennya
sangat kuat,

¢ selulosa yang telah dilonggarkan
dengan asam seperti Carboxy
Methyl Cellulosa (CMC) atau
Hydroxy Ethyl Cellulosa (HEC)
merupakan  substrat  untuk
mengukur degradasi dari selu-
losa amorf,
selobiosa, nitrophenyl--D-glu-
kosa atau arylglukosa lainnya
yang merupakan substrat untuk
mengukur aktivitas pB-glukosida-
se.

Selobiohidrolase (CBH) men-
degradasi selulosa dengan mele-
paskan unit selobiosa dari sisi non-
reduksi pada rantai selulosa. Reak-
si CBH sangat kecil pada selulosa
amorf, dan tidak bereaksi dengan
selulosa tersubstitusi. Hal ini me-
nunjukkan spesifitas CBH yang le-
bih tinggi dibandingkan dengan en-
doglukanase. CBH menghidrolisis
selodekstrin tetapi tidak selobiosa.
Sebaliknya endoglukanase meng-
hidrolisis ikatan p-1,4 glikosida se-
cara acak dan bekerja sangat aktif
pada selulosa amorf atau selulosa
tersubstitusi tetapi tidak pada selu-
losa kristal. Sedangkan B-glukosi-
dase mempunyai afinitas yang be-
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sar terhadap substrat dengan berat
molekul yang rendah. Enzim ini da-
pat menghidrolisis selobiosa dan
seloligosakarida menjadi glukosa,
tetapi tidak berpengaruh terhadap
selulosa. Secara ringkas afinitas se-
tiap enzim dapat dilihat pada Tabel
3.

Mekanisme kerja selulase pada
selulosa banyak dilaporkan oleh
beberapa peneliti dan mekanisme
ini menjadi semakin berkembang
dan kompleks dengan majunya
teknologi. Hipotesis yang dikenal
dengan mekanisme C,C, adalah
sebagai berikut:

C Cx p-ghkosidase
seluosa ——> selulosa —- selobiosa — > gukosa
reskif

Pada mekanisme C,C, ada dua
tipe selulase yang terlibat dalam
degradasi selulosa, yaitu C, yang
mengaktivasi selulosa sehingga
“menjadi lebih reaktif untuk selan-
jutnya dihidrolisis oleh C, menjadi
selobiosa yang siap dihidrolisis
oleh B-glukosidase menjadi gluko-
sa. Kemudian Beguin et al. (1987)
serta Enari dan Paavola (1987)
mempostulasikan bahwa degrada-
si selulosa merupakan interaksi si-
nergisme dari ketiga komponen
tersebut dengan spesifitas yang
berbeda. Model degradasi selulosa
yang banyak dipelajari dari kelom-
pok Trichoderma dan Sprorotri-
chum pulverulentun. Degradasi di-
awali dengan pemecahan molekul
selulosa pada bagian amorf oleh
EG, sehingga terbentuk beberapa
sisi nonreduksi yang merupakan
substrat bagi CBH, di samping CBH
menghidrolisis bagian kristal dari
selulosa. Kedua reaksi tersebut
akan menghasilkan selobiosa dan
beberapa oligosakarida yang meru-
pakan substrat bagi BG. Ketiga en-
zim ini bekerja sama dalam meng-
hidrolisis selulosa tingkat tinggi.
Tingkat sinergisme antara EG dan
CBH akan semakin tinggi dengan
tingginya tingkat kristanilitas dari
substrat seperti kapas (90% kristal),
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tetapi akan semakin rendah pada
substrat amorf dan tidak ada kesi-
nergisan pada selulosa tersubsti-
tusi seperti CMC (Fogarty dan Kelly,
1982). Tetapi pada tahun 1959,
Wood telah menunjukkan kesiner-
gisan antara ketiga komponen ini
dalam penelitiannya pada serat ka-
pas seperti yang tertera pada Tabel
4.

Adanya penemuan heterogeni-
tas dari setiap komponen selulase
melalui uji immunologi menyebab-
kan mekanisme degradasi selulosa
semakin kompleks. CBH dari T.
reesei terdiri dari dua tipe, yaitu
CBHI dan CBHII yang menunjuk-
kan reaksi sinergistik yang tinggi
dalam hidrolisis pada selulosa mik-
rokristal (Avicel) dan rendah pada

Tabel 3. Hidrolisis berbagai substrat oleh selulase

VoL 2, No. 2

serat kapas (Bisaria dan Mishra,
1989), sedangkan EG dari fungi ter-
sebut terdiri dari tiga tipe, yaitu EGI,
EGIl, dan EGII (Labudova dan
Farkas, 1983; Messner et al., 1988;
Niku-Paavola et al., 1985). Menurut
Montenecourt dan Eveleigh (1985)
untuk mendapatkan hidrolisis yang
efisien perlu diperhatikan rasio an-
tara enzim selulase exo (CBH) dan
endo (EG). Wood et al. (1988) me-
nunjukkan interaksi sinergistik da-
lam menghidrolisis serat kapas da-
ri tipe enzim tersebut seperti yang
disajikan pada Tabel 5. Postulat ini
masih terus diteliti dan diperdebat-
kan oleh beberapa peneliti. Hen-
rissat dan Chanzy (1986) menyitir
hasil penelitian beberapa peneliti
dan mengemukakan bahwa CBH

Selobiohidrolase Endoglukanase B-glukosidase
Substrat (cBH) (ES) (BS)
Selulosa kristal + - -
Selulosa amorf + + -
Selulosa tersubstitusi (CMC, HEC) - + -
Selooligosakarida + + +
Selobiosa - - +

Sumber: Enari, 1983

Tabel 4. Aktivitas selulolisis oleh enzim-enzim selulolitik dari F. solani

Enzim Persentase kapas yang terhidrolisis
CBH 7
EG 12
BG 3
CBH + EG 50
CBH + BG 2
CBH + EG + BG 50
Filtrat kultur 63

Sumber: Wood, 1859

Tabel 5. Interaksi sinergistik antara CBH dan EG dari P. pinophilum dalam menghidrolisis serat

kapas
EG Persentase hidrolisis
+ CBHI + CBHIl + CBHI & CBHIl
tanpa EG 4 6 13
ESI 6 4 17
EGII S5 1 13
EGIlil 5 6 35
EGV 3 3 16
EG VI 5 1 38
EGI + EGIl + EGIll + EGV + EGVI 10 4 56

Sumber: Wood et al., 1988
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dapat menghidrolisis selulosa kris-
tal tanpa bantuan EG, sedangkan
peneliti lain berpendapat bahwa
untuk menghidrolisis selulosa kris-
tal harus ada mekanisme sinergis-
tik dari CBHI dan CBHII yang dike-
nal dengan kerja sama exo-exo.

Seiboth et al. (1992) mengemu-
kakan bahwa CBHI dihasilkan oleh
miselium dan menempati lebih da-
ri 60% total protein yang dihasilkan,
sedangkan CBHII dihasilkan oleh
konidia menempati lebih kurang
15% dari total protein. Penelitian
dilakukan dengan menggunakan
strain rekombinan dari T. reesei
yang mengandung gen cbh2™ untuk
menjelaskan mekanisme CBHII da-
lam memicu pembentukan selul-
ase. Hasilnya menunjukkan bahwa
strain yang tidak mengandung gen
cbh2 mampu menghasilkan selul-
ase pada media. Hal ini menunjuk-
kan bahwa CBHII bukan merupa-
kan komponen yang esensial da-
lam degradasi selulosa. CBHI
mampu melakukan hidrolisis awal
tanpa adanya CBHII, walaupun da-
lam laju yang rendah. Selanjutnya
dikemukakan bahwa konidia akan
berkecambah apabila terdapat
pepton dalam media dan miselium
segera mengekskresikan selulase
yang akan menghidrolisis selulosa.
Apabila hifa dapat mensekresikan
EGI maka sinergisme antara CBHI
dan EGI akan efektif untuk meng-
hasilkan hidrolisis yang optimal,
meskipun tanpa adanya CBHII. Se-
lanjutnya Medve et al. (1994) me-
ngemukakan bahwa kemampuan
CBH untuk mengadsorpsi substrat
disebabkan oleh kemampuannya
untuk menempati sisi aktif dari
substrat tersebut. Apabila kedua
enzim tersebut diberikan bersama-
sama pada suatu substrat ternyata
CBHI dapat lebih-mampu berkom-
petisi untuk menempati sisi aktif
dari substrat dibandingkan dengan
CBHII. Adsorpsi pada sisi yang spe-
sifik untuk CBHI dan CBHII meru-

pakan salah satu faktor yang me-
nyebabkan keefektifan hidrolisis
pada selulosa, di samping kemam-
puannya untuk berkompetisi pada
sisi aktifnya. Interaksi sinergisme
antara CBHI dan CBHII terlihat pa-
da selulosa amorf dari kristal. Hal
ini disebabkan sisi aktif pada selu-
losa amorf jauh lebih banyak dari-
pada selulosa kristal. Henrissat dan
Chanzy (1986) menyatakan bahwa
pada tahun 1982 Robinovitch et al.
telah mengkalisifikasi enzim selu-
lolitik yang memiliki kemampuan
untuk terikat pada bagian kristal
dari selulosa. Mereka menyimpul-
kan bahwa kemampuan suatu en-
zim untuk dapat terikat pada sub-
strat selulosa tergantung dari ke-
mampuannya untuk menghidrolisis
sisi kristalinnya.

Kemampuan jenis Trichoderma
untuk tumbuh pada substrat jerami
padi, berangkasan jagung, dan sisa
panenan kedelai dilakukan terha-
dap 30 isolat dari Jawa Barat. Tiga
puluh isolat Trichoderma tersebut
juga diuji kemampuannya dalam
menghidrolisis substrat selulosa
mikrokristalin (Avicel) (Tabel 6).

Dari Tabel 6 tampak bahwa
isolat Pan23.1, Pan23.2, Andi2.1,
Kun4, dan Gam4 mempunyai akti-
vitas yang tinggi dalam menghidro-
lisis selulosa mikrokristal. Isolat-
isolat tersebut juga mempunyai ke-
mampuan untuk tumbuh dan ber-
sporulasi pada ketiga substrat yang
diuji. Isolat Pan23.1, Pan23.2, Andi
2.1, Kun4, dan Gam4 dapat disa-
rankan untuk dipakai sebagai ba-
han percobaan lebih lanjut.

Secara umum isolat Trichoder-
ma yang diteliti tidak dapat tum-
buh dan bersporulasi dengan baik
pada substrat kedelai. Hal ini ke-
mungkinan karena berangkasan
kedelai yang digunakan merupa-
kan sisa-sisa ranting yang lebih
didominasi oleh lignin.

Kemampuan isolat Pan23.1 (T.
harzianum) dalam mengekskresi-
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kan Fpase, yang menggambarkan
aktivitas CBH, CMCase yang men-
jelaskan aktivitas endoglukanase,
dan pB-glukosidase serta tumbuh
pada substrat jerami padi yang di-
delignifikasi dan jerami padi yang
tidak didelignifikasi sebagai satu-
satunya sumber karbon dapat dili-
hat pada Tabel 7. Selulase secara
konsisten selalu diekskresikan de-
ngan aktivitas yang tinggi pada sub-
strat jerami padi yang didelignifika-
si. Hal ini menunjukkan bahwa de-
ngan menghilangkan lignin maka
Trichoderma tidak memerlukan
energi lagi untuk merombak lignin
sehingga semua energi yang terse-
dia hanya terfokus untuk merom-
bak selulosa. Dari ketiga kompo-
nen enzim selulase, Fpase selalu
diekskresikan dengan aktivitas te-
rendah baik pada jerami padi yang
didelignifikasi maupun yang tidak
didelignifikasi. Hal ini kemungkin-
an disebabkan karena bagian kris-
talin dari jerami tersebut lebih sedi-
kit dibandingkan dengan bagian
amorfnya, sehingga sisi aktif sub-
strat untuk aktivitas Fpase pun jauh
lebih sedikit. Pada jerami yang di-
delignifikasi, aktivitas enzim ter-
tinggi dicapai oleh B-glukosidase
(17,63 Ul/mg protein).

Mikroba yang dapat tumbuh
pada selulosa alami atau selulosa
yang dimodifikasi tidak selalu
menghasilkan semua komponen
selulase dalam media tumbuhnya.
Beberapa di antaranya hanya
menghasilkan EG dan p-glukosida-
se sehingga tidak mampu meng-
hidrolisis selulosa alami. Mikroba
yang memiliki aktivitas CBH yang
mampu menghidrolisis selulosa
alami dan enzim ini terutama dimi-
liki oleh beberapa fungi (Fogarty
dan Kelly, 1982). Kemampuan T.
koningii isolat Pan23.2, Bol6, dan
Kun4 untuk mengekskresikan CBH
pada tiga macam substrat, yaitu se-
lulosa mikrokristalin (Avicel), jera-
mi padi, dan jerami padi yang
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didelignifikasi dengan pH media 4,
5, dan 6 (Tabel 8). Hasil penelitian

BULETIN AGROBJIO

Pan23.2 mengekskresikan CBH ter-
tinggi pada selulosa mikrokristal

menunjukkan bahwa isolat dan jerami padi didelignifikasi,

Tabel 6. Alktivitas selulolisis isolat-isolat Trichoderma pada selulosa mikrokristalin dan kemampu-
an tumbuhnya pada media jerami padi, berangkasan jagung, dan sisa panenan kedelai

Jenis Isolat Persentase Kemampuan tumbuh
avicel terhidrolisis jerami padi jagung Kkedelai
T. harzianum Kar5.2 48,26 ++4+ 4+ 44+
Bo1 64,35 +++ ++4+ ++*
Bo2 23,48 +++ +++ ++4+*
Bo4 33,04 +++ +++ ++
Bo12 53,04 - e+ .
Bo16 50,00 +++ 4+ ++*
Pan23.1 70,00 +++ ++4+ ++
Bd1 15,00 +++ ++4+ +4+*
Bd2 33,91 +++ +4++ ++*
Bd3 32,00 - - -
Bd4 24,00 - ++ -
GRT3 32,00 +++ ++ ++
T. koningii Kar3.6.3 29,00 +++ +++ ++
Kund 36,40 +++ +++ ++
Bo14 17,00 ++4 +++ +4+*
Bo17 42,00 +++ +++ ++*
Bo42 16,00 ++ ++ +
Cia2 17,00 +++ +4++ ++*
Pan23.2 40,00 +++ +++ ++4+*
T. piluliferum  BdS5.1 19,00 +++ +++ ++
Bd5.2 20,00 +++ +++ ++
Andi2.1 56,00 +4+ +++ ++
Bo8 15,00 +++ +++ ++
Bo15 26,00 +++ +++ ++*
Bd47 24,00 ++4 +++ ++*
T. hamatum  Gam1 55,00 +++ +4+ ++*
Gam2 24,00 +++ +4++ ++
Gam3 16,00 +4+4+ +++ ++*
Gam4 51,00 +++ +++ ++

Keterangan: +++ = >75% cawan Petri ditumbuhi miselium, ++ = 50-75% cawan Petri ditumbuhi
miselium, + = <50% cawan Petri ditumbuhi miselium, - = tidak tumbuh, * = sporulasi
sangat lemah

Sumber: Salma dan Gunarto, 1996a; 1996b; Zaini et al., 1997

Tabel 7. AMtivitas Fpase, CMCase, dan p-glukosidase isolat Pan23.1 pada substrat jerami padi
dan jerami padi yang didelignifikasi yang diinkubasi selama S hari pada pH media 5

Enzim AMdtivitas enzim pada substrat (Ul/mg protein)
Jerami padi Jerami padi yang didelignifikasi

Fpase 337 6,44

CMCase 5,67 12,24

B-glukosidase 535 17,63

Sumber: Salma dan Gunarto, 1998

Tabel 8. Aktivitas spesifik tertinggi CBH dari tiga isolat T. koningii pada tiga macam substrat, pH
media, dan waktu inkubasi tertentu

Waldu inkubasi : Altivitas spesifik
Isolat Substrat (hari) pH medium (Ulimg protein)
Pan23.2 Avicel 4 6 4,50
Pan23.2 Delignifikasi jerami padi 4 5 584
Kun4 Jerami padi 6 7 7,63

Sumber: Salma et al., 1998
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Kun4 pada jerami padi, sedangkan
Bol4 aktivitasnya sangat rendah
pada ketiga substrat tersebut. Se-
dangkan aktivitas selulase total pa-
da ketiga substrat tersebut disaji-
kan pada Tabel 9. Aktivitas selulase
total bukan merupakan penjumlah-
an dari ketiga komponennya tetapi
lebih menjelaskan sinergisme di
antara ketiga komponen tersebut.

KESIMPULAN

1. Selulase dapat dihasilkan oleh
beberapa mikroba tetapi tidak
seluruh mikroba penghasil selu-
lase dapat menghasilkan selula-
se secara lengkap. Trichoderma
tergolong salah satu jamur peng-
hasil selulase dengan kompo-
nen yang lengkap.

2. Selulase terdiri dari tiga kompo-
nen enzim, yaitu: Exo-p-1,4-glu-
kanase/Selobiohidrolase/CBH
(B-1,4-D glukan 4-selobiohidrola-
se, EC 3.2.1.91), Endo-p-1,4-glu-
kanase (endo-p-1,4-D 4-glukano-
hidrolase, E.C.3.2.1.1), dan -
glukosidase (E.C.3.2.1.21) yang
secara sinergis mendegradasi
selulosa alami '

3. Aktivitas selulase pada jerami
padi, dapat ditingkatkan bila
substratnya menggunakan jera-
mi yang telah didelignifikasi.

4. Dari ketiga komponen enzim
selulase, selobiohidrolase selalu
diekskresikan dengan aktivitas
terendah baik pada substrat je-
rami padi yang didelignifikasi
maupun yang tidak didelignifi-
kasi. Pada substrat jerami yang
didelignifikasi, aktivitas enzim
tertinggi dicapai oleh B-glukosi-
dase (17,63 U/mg protein).

5. Aktivitas selulase total bukan
merupakan penjumlahan dari
ketiga komponennya tetapi
menjelaskan sinergisme di anta-
ra ketiga komponen tersebut.
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Tabel 9. AMdivitas spesifik selulase total tertinggi dari isolat T. koningii pada berbagai substrat, pH
media, dan waktu inkubasi tertentu
Walktu inkubasi : AMdtivitas spesifik
Isolat Substrat (hari) pH media (Ulimg protein)
Pan23.2 Avicel 5 7 0,98
Pan23.2 Delignifikasi jerami 5 5 3,30
Kun4 Jerami 4 4 201

Sumber: Salma et al., 1998
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