PENAPISAN JAMUR RHIZOSFER TANAMAN UBI CILEMBU
(Ipomoea batatas var. cilembu) SEBAGAI PENGHASIL ENZIM EKSTRASELULER
AMILASE DAN SELULASE

A M Tangapo’, S M Mambu
! Jurusan Biologi, FMIPA, Universitas Sam Ratulangi
X JI. Kampus Unsrat, Bahu, Manado, 95115.
Email: agustina.tangapo@unsrat.ac.id (email corresponding author)

Abstrak

Ubi cilembu merupakan salah satu komoditas pertanian yang unggul karena rasa manis dan
mengeluarkan madu yang khas ketika dipanggang. Komoditas ini memiliki spesifikasi lokasi
dalam proses budidayanya. Jamur rhizosfer merupakan salah satu sumber senyawa aktif baru
seperti enzim ekstraseluler. Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengisolasi jamur dari
tanah rhizosfer ubi cilembu yang dibudidayakan di Desa Cilembu Sumedang Jawa Barat dan
melakukan penapisan terhadap isolat jamur rhizosfer sebagai penghasil enzim ekstraseluler
amilase dan selulase. Penapisan sebagai penghasil amilase dilakukan menggunakan medium
yang mengandung substrat pati, dan sebagai penghasil selulase menggunakan medium yang
diperkaya dengan Carboxy-methylcellulose (CMC). Hasil penelitian menunjukkan dari 23
isolat jamur rhizosfer ubi cilembu terseleksi 13 isolat potensial sebagai penghasil enzim
amilase dan 8 isolat yang berpotensi sebagai penghasil enzim selulase.

Kata kunci: glukosa, hidrolisis pati, hidrolisis selulosa, komunitas mikroba

1. PENDAHULUAN

Enzim merupakan biokatalis yang berperan penting dalam semua tahap metabolisme dan
berbagai reaksi biokimia. Pemanfaatan enzim dalam menghidrolisis polimer telah banyak
dikembangkan di bidang industri maupun pertanian sebagai upaya efisiensi produksi. Enzim
amilase dan selulase merupakan enzim yang telah digunakan dalam menghidrolisis polimer
karbohidrat. Kedua enzim ini telah banyak digunakan dalam industri seperti di bidang pulp dan
kertas, pertanian, pakan hewan, obat-obatan, fermentasi dan makanan (Gurung dkk., 2013;
Raveendran dkk., 2018). Enzim mikroba diketahui merupakan enzim yang dominan diaplikasikan
dalam industri komersial. Selain itu, perkembangan penelitian enzim yang dihasilkan mikroba terus
berkembang sampai saat ini mulai dari isolasi dari sumber-sumber baru, karakterisasi, rekayasa
sampai produksi dan aplikasi skala bio-industri (Nigam, 2013).

Rhizosfer merupakan daerah di sekitar perakaran tanaman yang kaya akan kehadiran
mikroba. Hal ini terjadi karena di daerah rhizosfer tersedia nutrien yang melimpah bagi mikroba
yang merupakan hasil eksudat perakaran tanaman tersebut. Mikroba rhizosfer menghasilkan
berbagai macam enzim hidrolitik dan fitohormon untuk meningkatkan pertumbuhan tanaman
(Choubane dkk., 2016; Lasa dkk., 2019; Utami dkk., 2020). Enzim hidrolitik tersebut merupakan
enzim ekstraseluler yang dilepaskan oleh mikroba ke lingkungan, sehingga rhizosfer menjadi salah
satu sumber yang menjanjikan untuk eksplorasi mikroba penghasil enzim ekstraseluler termasuk
amilase dan selulase.

Enzim amilase merupakan enzim yang diaplikasikan sebagai katalis dalam memecah pati
menjadi senyawa yang lebih sederhana. Amilase merupakan enzim yang telah diaplikasikan di
berbagai bidang industri yang terus berkembang sampai saat ini (Niyonzima, 2019). Aplikasi
bioteknologi yang memanfaatkan amilase terus dieksplorasi untuk meningkatkan nilai ekonomi
dari berbagai sumber pati yang menjadi substrat dari enzim ini. Enzim selulase merupakan enzim
yang dimanfaatkan dalam hidrolisis substrat selulosa. Kedua enzim hidrolitik ini dapat dihasilkan
oleh jamur rhizosfer.

Ubi cilembu adalah varietas ubi jalar dengan karakteristik dengan rasa manisnya yang khas.
Varietas ini menjadi komoditas penting untuk diversifikasi pangan non beras. Namun demikian,
lokasi asal termasuk faktor tanah tempat budidaya tanaman ini diduga mempengaruhi kualitas ubi
jalar cilembu (Solihin dkk., 2017). Jamur dapat berasosiasi dengan akar tanaman pada habitat tanah
(bulk soil), pada daerah rhizosfer maupun di endosfer sebagai bakteri endofit. Jamur yang hidup di
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habitat rhizosfer merujuk pada jamur yang habitatnya di tanah sekitar perakaran tanaman dan
aktivitasnya masih dipengaruhi oleh eksudat akar tumbuhan inangnya. Sejauh ini, eksplorasi jamur
rhizosfer dari tanaman ubi cilembu belum pernah dilakukan. Selain spesifisitas tumbuhan inang,
faktor tanah lokasi budidaya ubi cilembu di desa asalnya Desa Cilembu Sumedang yang ikut
mempengaruhi kualitas rasa manis pada komoditas ini juga diasumsikan ikut mempengaruhi
komunitas jamur rhizosfernya. Jamur rhizosfer yang berasosiasi dengan tanaman juga merupakan
sumber enzim hidrolitik seperti amilase dan selulase yang dihasilkan sebagai kontribusinya secara
ekologis. Penelitian ini bertujuan untuk mengisolasi jamur rhizosfer tanaman ubi cilembu yang
dibudidayakan di desa asalnya yaitu Desa Cilembu Sumedang Jawa Barat dan dieksplorasi secara
kualitatif kemampuan amilolitik dan selulolitik dari isolat jamur rhizosfer tersebut.

2. METODOLOGI
Isolasi dan Peremajaan Jamur Rhizosfer

Metode yang digunakan dalam isolasi jamur rhizosfer ini adalah metode cawan sebar
(spread-plate). Sampel tanah rhizosfer ubi cilembu yang dibudidayakan di Desa Cilembu
Sumedang Jawa Barat, diambil sebanyak 10 gram, dilarutkan pada 90 ml NaCl 0,9% steril,
dicampur dengan vortex dan dilakukan pengenceran berseri sampai pengenceran 10°°. Selanjutnya,
pada setiap pengenceran diambil 100 pL suspensi bakteri dan disebar di atas medium Potato
Dextrose Agar (PDA) secara merata (Shinkafi dan Gobir, 2018). Selanjutnya, diinkubasi selama 3-
7 hari pada suhu 30°C. Setiap pengenceran dilakukan pengulangan sebanyak dua kali. Setelah masa
inkubasi, dilakukan pemisahan dan pemurnian isolat jamur rhizosfer yang berhasil diisolasi dengan
memindahkan setiap isolat yang berbeda karakteristik morfologinya ke medium PDA baru.

Jamur rhizosfer yang diisolasi dari tanah rhizosfer tanaman ubi cilembu dan telah dimurnikan
dilanjutkan untuk analisis kualitatif amilase dan selulase. Seluruh isolat jamur rhizosfer sebelum
diuji aktivitas enzim ekstraselulernya, terlebih dahulu diremajakan pada media PDA dan diinkubasi
selama 5-7 hari pada suhu 30°C.

Penapisan sebagai Penghasil Amilase

Pengujian aktivitas jamur sebagai penghasil enzim amilase dilakukan secara kualitatif
dengan pengamatan zona bening di sekitar isolat jamur yang ditumbuhkan pada medium Glucose
Yeast Extract Pepton (GYP) yang terdiri dari glukosa 1 g/L, yeast ekstrak 0,1 g/L, pepton 0,5 g/L,
agar 16 g/L dan ditambahkan soluble starch (0,2 %) sebagai substrat (Sunitha dkk., 2012). Setelah
masa inkubasi selama 3-5 hari, ketika isolat jamur menunjukkan pertumbuhan, kultur tersebut diuji
dengan menggunakan larutan iodin. Aktivitas amilase akan ditunjukkan dengan terbentuknya zona
bening disekitar isolat jamur, sedangkan medium yang akan menunjukkan warna biru tua.
Pengujian pada setiap isolat dilakukan pengulangan sebanyak tiga pengulangan.

Penapisan sebagai Penghasil Selulase

Pengujian aktivitas jamur sebagai penghasil enzim selulase dilakukan dengan menumbuhkan
isolat pada medium GYP dengan penambahan 0,5% Carboxymethylcellulose (CMC) dan
diinkubasi selama 3-5 hari. Setelah masa inkubasi atau pada saat isolat menunjukkan pertumbuhan,
kultur diuji dengan menggunakan reagen congo red 0,2% yang dituangkan pada medium yang telah
ditumbuhkan isolat jamur rhizosfer dan diinkubasi selama 15-20 menit, kemudian dibilas dengan
larutan 1M NaCl (Rajput dkk., 2016; Verma dan Verma, 2016). Aktivitas selulase akan ditunjukan
dengan adanya zona bening di sekitar isolat, sedangkan medium akan menunjukkan warna merah.
Pengujian pada setiap isolat dilakukan pengulangan sebanyak tiga kali.

Indeks Enzim Amilase dan Selulase

Pengujian kualitatif aktivitas enzim ekstraseluler amilase dan selulase dinyatakan dalam
indeks enzim yang diperoleh dari perbandingan diameter zona bening dengan diameter isolat jamur
pada setiap media pengujian (Verma dan Verma, 2016). Diameter zona bening menunjukkan
diameter zona hidrolisis substrat yang terkandung pada media.
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3. HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil isolasi jamur dari tanah rhizosfer ubi cilembu yang dilakukan pada penelitian ini
berhasil memperoleh 23 (dua puluh tiga) jenis jamur rhizosfer yang berbeda karakteristik
morfologinya pada medium PDA. Berdasarkan hasil uji aktivitas enzim ekstraseluler yang
dilakukan terhadap 23 jamur rhizosfer ubi cilembu diperoleh bahwa 13 isolat memiliki aktivitas
amilolitik atau dapat menghasilkan amilase dan 8 isolat memiliki aktivitas selulolitik atau dapat
menghasilkan selulase (Tabel 1). Terdapat 6 (enam) isolat jamur rhizosfer yang menunjukkan
kemampuan dapat menghasilkan kedua enzim baik amilase maupun selulase, yaitu T1JR3, T1JR4,
T1JR5, TLIR6. T2JR8, dan T2JR10 (Gambar 1 dan Gambar 2).

Berdasarkan hasil pengukuran indeks enzim yang dinyatakan dengan perbandingan diameter
zona bening dengan zona bening isolat jamur, diperoleh bahwa kisaran indeks aktivitas amilase
berkisar antara 1 — 1,67 dan yang memiliki indeks tertinggi yaitu isolat T2JR13. Indeks enzim
selulase berkisar antara 1,04 — 2,44 dan yang tertinggi ditunjukkan oleh isolat T1JR5.

Tabel 1. Indeks enzim amilase dan selulase dari isolat jamur rhizosfer ubi cilembu

No. Isolat jamur rhizoser Indeks enzim amilase | Indeks enzim selulase
1. TOJR.A 0 0

2 TOJR.B 0 0

3 TOJR.D 0 0

4. T1R.1 0 1,63 £0,04
5. T1JR.2 1,330 0

6 T1JR.3 1+0 1,13 £ 0,06
7 T1JRA4 1,35+£0,21 1,10+ 0,01
8. T1JRS5 1,55 £ 0,07 2,44 £ 0,31
9. T1IR.6 1+0 1,090
10. T2JR.8 1,38+0,18 1,05 +0,01
11. T2JR.10 1+0 1,04 £ 0,04
12. T2JR.11 1+0 0

13. T2JR.12 0 1,42 +0,02
14. T2JR.13 1,67 £0,01 0

15. T3JR.16 0 0

16. T3JR.17 0 0

17. T3JR.18 0 0

18. T3JR.19 0 0

19. T3JR.20 10 0

20. T4JR.21 1+0 0

21, T4JR.23 0 0

22. T4JR.24 1,43+0,13 0

23. T4JR.25 1,19 £ 0,05 0

T2JR8 T2JR.10 T2JR.11 T2JR.13 T3JR.20
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T4JR.21 T4IR 24 T4JR.25
Gambar 1. Hasil uji positif aktivitas amilase yang dihasilkan oleh jamur rhizosfer ubi
cilembu

1.415 +0.015

TLIR.6 T2JR.8 T2JR.10
Gambar 2. Hasil uji positif aktivitas selulase yang dihasilkan oleh jamur rhizosfer ubi
cilembu

Penapisan kualitatif yang dilakukan terhadap isolat-isolat jamur rhizosfer untuk mengetahui
apakah isolat jamur tersebut dapat menghasilkan enzim ekstraseluler amilase dan selulase. Uji
kualitatif amilase dilakukan dengan menggunakan indikator /ugol’s iodine. Daerah pada medium di
luar zona bening akang menunjukkan warna biru tua keunguan (Gambar 1) apabila ditetesi dengan
lugol’s iodine. Hal ini karena larutan ini bereaksi sensitif dengan pati yang terkandung pada
medium yang tidak dihidrolisis. Untuk penapisan kualitatif selulase dalam penelitian ini dilakukan
dengan menggunakan reagen congo red dan medium yang mengandung CMC yang umumnya
dilakukan untuk uji selulase. CMC yang digunakan dalam medium merupakan polimer dengan
bobot molekul tinggi yang menyebabkannya tidak dapat ditranspor ke dalam sel mikroba. Hal ini
menyebabkan untuk mendegradasi CMC ini enzim yang harus dilepaskan ke luar sel sehingga
selulase yang dihasilkan oleh isolat jamur disekresikan ke luar sel dan berdifusi di permukaan agar.
Tahap pewarnaan dengan congo red untuk mendeteksi substrat CMC pada medium yang ditandai
dengan warna merah (Gambar 2), sedangkan zona bening menunjukkan substrat yang dihidrolisis
oleh enzim selulase yang dihasilkan dan dikeluarkan oleh isolat jamur. Metode ini merupakan
metode penapisan awal yang dapat memperoleh hasil secara cepat dan sensitif. Larutan congo red
berinteraksi secara kuat dengan ikatan p-1,4-glikosidik (Khoirunnisa dkk., 2020).

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa isolat-isolat jamur rhizosfer ubi cilembu yang
diperoleh mempunyai aktivitas amilolitik dan selulolitik. Jamur yang memiliki aktivitas amilolitik
memiliki kemampuan menghasilkan enzim amilase dan aktivitas selulolitik memiliki kemampuan
enzim selulase yang disekresikan ke lingkungannya. Hasil penapisan kualitatif yang diperoleh pada
penelitian ini menunjukkan kisaran indeks amilolitik maupun selulolitik yang berbeda-beda. Hal ini
menunjukkan bahwa terdapat perbedaan dari setiap isolat dalam menghasilkan enzim amilase dan
selulase dalam menghidrolisis substrat pati dan selulosa pada medium.

Enzim selulase merupakan enzim yang dapat menghidrolisis ikatan glikosidik pada molekul
selulosa dengan produk akhir glukosa. Selulosa umumnya merupakan sisa dari organisme yang
dapat diuraikan oleh mikroba menjadi senyawa-senyawa yang lebih sederhana yang dapat berguna
sebagai hara bagi tumbuhan dan organisme tanah lainnya. Telah banyak kelompok Fungi yang
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diidentifikasi memiliki kemampuan untuk menghasilkan enzim ini (Karunasinghe dkk., 2020;
Verma dan Verma, 2016; Wisdawati dkk., 2021). Kemampuan jamur rhizosfer untuk dalam
menghasilkan enzim selulase menunjukkan bahwa kelompok jamur ini berkontribusi dalam siklus
karbon. Isolat jamur yang mampu menghasilkan enzim selulase ikut berkontribusi dalam proses
dekomposisi yang terjadi di dalam tanah terutama di daerah sekitar perakaran.

Selain aktivitas selulolitik, jamur rhizosfer juga dapat menghasilkan amilase yang dapat
menghidrolisis pati. Amilase berfungsi sebagai katalis untuk menghidrolisis substrat pati menjadi
molekul yang lebih sederhana seperti maltosa atau glukosa dalam metabolisme (Sunitha dkk.,
2012). Jamur amilolitik yang diisolasi dari sumber kaya pati umumnya berpotensi menghasilkan
isolat positif yang lebih banyak dan amilase yang lebih baik. Ubi cilembu yang merupakan
tanaman yang kaya akan pati menjadi sumber nutrisi bagi mikroba yang hidup berasosiasi
dengannya baik sebagai endofit maupun di sekitar perakaran dan umbi pada tanah rhizosfer yang
merupakan kandidat utama yang dapat berkolonisasi menjadi endofit (Tangapo dkk., 2018).

Jamur yang berasosiasi dengan tumbuhan seperti pada daerah rhizosfer merupakan salah satu
sumber enzim hidrolitik yang berperan penting secara ekologis. Jamur selulolitik berperan dalam
proses dekomposisis dan perubahan bahan organik. Hidrolisis selulosa pada tanaman merupakan
bagian penting dalam siklus karbon global. Aktivitas selulolitik melibatkan selulase yang
merupakan enzim penting dalam invasi dan kolonisasi akar tanaman. Jamur dengan aktivitas
selulolitik dan amilolitik dapat berkontribusi dalam proses dekomposisi bahan organik dan pemacu
pertumbuhan tanaman serta berperan penting dalam menekan penyakit dengan penghambatan
patogen tanah (Mambu dkk., 2018; Wang dkk., 2020).

Enzim dapat diperoleh dari tumbuhan, hewan maupun dari kelompok mikroba. Namun
demikian, enzim yang dihasilkan oleh mikroba memiliki beberapa keunggulan antara lain dapat
dikontrol dan direkayasa dengan lebih mudah, waktu yang lebih cepat, dan produksi skala besar
yang lebih mudah. Selain itu, biaya produksi yang relatif lebih rendah dibandingkan dengan
produksi skala besar untuk enzim selain dari mikroba (Dar dkk., 2014; de Souza dan e Magalhaes,
2010).

4. KESIMPULAN

Pada penelitian ini telah berhasil mengisolasi 23 isolat jamur rhizosfer tanaman ubi cilembu
dan diperoleh 13 isolat memiliki aktivitas amilolitik dan 8 isolat memiliki aktivitas selulolitik atau
dapat menghasilkan selulase. Terdapat 6 (enam) isolat jamur rhizosfer yang menunjukkan
kemampuan dapat menghasilkan kedua enzim baik amilase maupun selulase, yaitu T1JR3, T1JR4,
T1JR5, T1JR6. T2JR8, dan T2JR10. Jamur rhizosfer yang memiliki kemampuan menghasilkan
amilase dan selulase secara kualitatif dapat dieksplorasi lebih lanjut untuk dikembangkan sebagai
sumber enzim hidrolitik dari jamur rhizosfer.
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