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Pendahuluan

Abstract: Cellobiose dehydrogenase (CDH, EC 1.1.99.18) is an enzyme
classified under the oxidoreductase group. CDH has been widely utilized in
various fields, including healthcare such as in wound dressing and in the energy
sector for bioenergy production. To support these industrial applications, it is
necessary to investigate the characteristics of CDH to enhance process
efficiency. Therefore, this study aims to characterize CDH produced by the
fungus Trametes versicolor strain TRAMS. The research involved constructing
a CDH production curve followed by enzyme activity assays, protein content
determination, isoelectric point (pl) analysis, and kinetic studies using
Michaelis-Menten and Lineweaver-Burk plots. The results showed that the
enzyme exhibited an activity of 3.441 U/mL on the 8th day of production. The
enzyme's specific activity reached 61.57 U/mg at the 80% ammonium sulfate
fraction, with an isoelectric point at pH 4. Enzyme kinetics based on the
Michaelis-Menten plot revealed a Vimax of 6.7 uM/min and a K, of 3.35 uM,
while the Lineweaver-Burk analysis indicated a Vimax of 9.625 pM/min and a
K 0f 0.23 uM.
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mampu memproduksi CDH ialah Trametes
versicolor (Scheiblbrandner et al., 2020). Jamur

Enzim Cellobiose dehidrogenase (CDH,
EC 1.1.99.18) merupakan enzim yang masuk
kedalam kelas oksidoreduktase (Zhong et al.,
2024). Kelas oksidoreduktase adalah kelas yang
mampu melakukan katalisis reduksi atau oksidasi
pada substrat (Greene, 2021). Katalisis reduksi
CDH terjadi ketika enzim melakukan reaksi
terhadap substratnya yang akan mereduksi
substrat untuk menghasilkan 2 elektron bebas
(Scheiblbrandner et al., 2020). Sedangkan
katalisis oksidasi terjadi ketika elektron bebas
yang dihasilkan akan ditangkap oleh penerima
elektron seperti O, menjadi H,O» dan jika dalam
reaksi terdapat senyawa radikal, senyawa radikal
tersebut akan  berubah  menjadi  stabil
(Nyanhongo et al., 2013).

CDH disekresikan secara ekstraseluler
oleh jamur askomikota atau basidiomikota (Geiss
et al., 2021). Salah satu spesies jamur yang
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mensekresikan CDH untuk mendegradasi
biomassa tumbuhan berupa susunan disakarida
ataupun oligosakarida menjadi bentuk yang lebih
sederhana (Giorgianni ef al., 2024)

CDH dapat dimanfaatkan dalam berbagai
bidang seperti kesehatan dan industri. Bidang
kesehatan, CDH dikombinasikan dengan
hidrogel beserta zat bioaktif sebagai media
penyembuhan luka kronis (Nyanhongo et al.,
2013). CDH akan berperan dalam penurunan
radikal bebas berupa ROS (Reactive Oxygen
Species) sehingga luka kronis yang memiliki
ROS tinggi menjadi rendah hingga menyamai
tingkat ROS pada luka akut agar luka melewati
fase inflamasi. Bidang energi, CDH mampu
dimanfaatkan sebagai pretreatment limbah
terutama  batang  kering kanola  yang
dimanfaatkan sebagai bahan produksi biofuel.
Peran CDH dalam pretreatment tersebut untuk
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mendegradasi selulosa pada batang kanola
sehingga dapat menghasilkan biofuel yang lebih
tinggi (Canam et al., 2011).

Mendukung pemanfaatan CDH yang lebih
efisien, diperlukan eksplorasi produksi CDH
pada mikroorganisme yang ada. 7. versicolor
yang sudah dikenal memproduksi CDH belum
banyak dieksplorasi keragamannya berdasarkan
strain yang dimiliki. Oleh karena itu penelitian
ini ditujukan untuk mengetahui karakterisasi
enzim dari jamur 7. versicolor strain TRAMS

Bahan dan Metode

Waktu dan tempat

Penelitian ini berlangsung di bulan Maret
2025 sampai dengan April 2025 di Laboratorium
Mikrobiologi dan Bioteknologi, Departemen
Biologi, Fakultas Sains dan Analitika Data,
Institut Teknologi Sepuluh Nopember

Alat dan bahan

Alat penelitian antara lain autoclave,
cawan petri, erlenmeyer, centrifuge, mikropipet,
mikrotip, oven, microtube, spektrofotometer
UV-Vis, shaker incubator dan bunsen. Bahan
yang digunakan yaitu Trametes versicolor strain
TRAMS, KCL, MgS04.7H,0, KH,PO4, yeast
extract, NH4Cl, glukosa, tisu, kertas whatman
no. 1, FeC13.6H20, CuSO4, ZI’ISO4.7H20,
MnC12.4H20, COC12.6H20, NiClz.6H20, asam
molibidat, Reagen Bradford, Buffer asetat (pH 4,
4.5, 5, 6), Buffer fosfat (pH 7, 8), 2,6-
Diklorofenolindofenol (DCIP), laktosa
monohidrat (Merck), NaF, etanol 10%, Potato
Dextrose Agar (PDA) dan ammonium sulfat.

Subkultur Trametes versicolor

Isolat Trametes versicolor strain TRAMS
didapatkan dari koleksi laboratorium
mikrobiologi dan bioteknologi, Departemen
Biologi, Fakultas Sains dan Analitika Data,
Institut Teknologi Sepuluh Nopember. Subkultur
isolat dilakukan dengan memotong kultur
Trametes versicolor sebesar 1x1 ke cawan petri
steril berisi PDA dan diinkubasi pada suhu ruang
selama 7 hari.

Produksi Selobiosa dehidrogenase

Produksi enzim selobiosa dehidrogenase
dilakukan dengan memodifikasi metode dari
Mabhbubillah et al., (2019). Modifikasi yang
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dilakukan pada lama inkubasi kultur yang
dilakukan yaitu dilakukan setiap 2 hari selama 14
hari dan setiap biomassa yang tersaring oleh
kertas whatman no.l akan dikeringkan serta
ditimbang sebagai biomassa per-2 hari jamur.

Pemurnian Enzim

Pemurnian enzim menggunakan metode
pemurnian parsial dengan mencampurkan
ammonium sulfat. Pemurnian enzim ditujukan
untuk mendapatkan fraksi enzim 20%, 40%,
60%, 80%, dan 90%. Metode dilakukan seperti
pada Duong-Ly & Gabelli, 2014.

Pengukuran Aktivitas Enzim

Pengukuran aktivitas enzim selobiosa
dehidrogenase dilakukan dengan metode yang
dimodifikasi dari Mahbubillah et al., 2019.
Modifikasi metode yang dilakukan terdapat
jumlah enzim yang dicampurkan yaitu sebanyak
100 pl.

Pengukuran Kadar Protein

Pengukuran kadar protein dari enzim yang
diproduksi dilakukan seperti pada Mahbubillah
et al., 2019.

Penentuan Titik Isoelektrik

Penentuan titik isoelektrik dilakukan
dengan menyiapkan 5 microtube yang telah
berisi 500 pL buffer. Kadar pH difokuskan pada
pH 4-8 (Felice et al., 2021). Buffer yang
digunakan terdiri dari buffer asetat (4,5,6) dan
buffer phospate (7 dan §). Crude CDH
dimasukkan ke dalam microtube sebanyak 100 pl
dan diinkubasi selama 30 menit. Setelah
inkubasi,  microtube  disentrifus  dengan
kecepatan 10.000 rpm selama 15 menit. Endapan
terbanyak pada dasar microtube akan dijadikan
titik isoelektrik enzim.

Pengukuran aktivitas terhadap berbagai
konsentrasi substrat

Pengukuran aktivitas enzim selobiosa
dehidrogenase terhadap berbagai konsentrasi
substrat dilakukan dengan memodifikasi metode
seperti pada Mahbubillah et al, (2019).
Modifikasi dilakukan pada konsentrasi substrat
yang digunakan dan volume enzim yang
dicampurkan. Konsentrasi substrat yang
dicampurkan diambil dari laktosa 300 mM dalam
100 mM buffer asetat. Jumlah laktosa yang
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dicampurkan kedalam 1 ml reaksi sebesar 10, 20,
30, 50, 70, 100, dan 175 pl. Sedangkan volume
enzim yang dicampurkan sebesar 100 pl.
Hasil dan Pembahasan

Kurva Pertumbuhan dan Aktivitas CDH
Trametes versicolor strain TRAMS

Kurva pertumbuhan dan aktivitas CDH
pada T. versicolor strain TRAMS selama 14 hari
membentuk 4 pola pertumbuhan (Gambar 1).
Pola pertumbuhan jamur terbagi menjadi 4 fase
yaitu fase lag, fase eksponensial, fase stasioner
dan fase kematian (Purwantisari et al, 2025).
Pada hari ke-2 hingga hari ke-6 biomassa jamur
yang terbentuk tidak terlalu banyak. Pola
pertumbuhan tersebut menunjukkan bahwa
jamur dalam fase lag.

Memasuki hari ke-6 hingga ke-8, Jamur
mengalami pertumbuhan kenaikan biomassa
yang besar. Pada hari tersebut menunjukkan pola
pertumbuhan eksponensial. Sedangkan pada hari
ke-8 hingga ke-12, pertumbuhan biomassa yang
dibentuk stabil. Stabilnya pertumbuhan biomassa
jamur menunjukkan bahwa jamur berada dalam
fase stasioner. Hari ke-14 biomassa jamur
mengalami penurunan yang menandakan bahwa
jamur memasuki fase kematian.

B Biomassa (g) @ Aktivitas Enzim (U/ml)

03

4.000

3.000

2085 000

Biomassa (g)

1.000

Aktivitas Enzim (U/ml)

0.000

Hari

Gambar 1. Kurva pertumbuhan dan aktivitas CDH
Trametes versicolor

Aktivitas CDH yang terbentuk dari kurva
pertumbuhan jamur 7. versicolor strain TRAMS
selama 14 hari. Puncak tertinggi ditunjukkan
pada hari ke-8 dengan aktivitas sebesar 3.441
U/ml. Penelitian aktivitas CDH yang lain pada
Trametes versicolor strain J57 juga menunjukkan
hari yang hampir sama terhadap puncak aktivitas
CDH yaitu pada hari ke-7 (Roy et al., 1996).
Kemudian dibandingkan pada spesies lain seperti
Ceriporiopsis  subvermispora  menunjukkan
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puncak tertinggi aktivitas CDH ketika memasuki
hari ke-16 (Harreither et al., 2009).

Pertumbuhan aktivitas CDH yang tinggi
dihari ke-8 ditunjukkan pada pola pertumbuhan
biomassa yang terbentuk. Pada fase lag, jamur
cenderung memanfaatkan glukosa yang tersedia
di medium produksi dan beradaptasi dengan
kondisi lingkungan yang baru (Putri et al., 2024).
Jumlah glukosa yang sedikit membuat jamur
mulai melakukan transisi untuk menggunakan
substrat menjadi gula sederhana dengan
melakukan sekresi CDH. Puncak sekresi CDH
terjadi saat fase eksponensial dikarenakan jamur
memerlukan glukosa sebanyak-banyaknya untuk
memenuhi kebutuhan gula demi kelangsungan
hidupnya. Memasuki fase stasioner, jamur mulai
mengalami penurunan aktivitas CDH pada hari
ke-8 hingga ke-12. Penurunan disebabkan oleh
terpenuhinya nutrisi akibat sekresi enzim pada
hari ke-8. Memasuki hari ke-14, Nutrisi yang
tersedia dilingkungan telah habis sehingga jamur
mencoba mendapatkan nutrisi tambahan dengan
melakukan sekresi CDH.

Kadar Protein dan Aktivitas Spesifik CDH
Trametes versicolor strain TRAMS

Pemurnian CDH  dilakukan  untuk
memisahkan CDH dengan protein pengotor.
Pemurnian dilakukan hingga mendapatkan fraksi
20%, 40%, 60%, 80%, dan 90%. Hasil
pemurnian dilanjutkan dengan pengukuran kadar
protein dan aktivitas spesifik. Hasil pemurnian
dan aktivitas spesifik ditunjukkan pada Gambar
2.

W Kadar Protein (mg/ml) @ Aktivitas Spesifik (U/mg)
80.00

60.00

4000

Kadar Pratain (mg/ml)

Aktivitas Spesifik (Uimg)

2000

Crude

20% 40% 60%

Pemurnian

Gambar 2. Kadar protein dan aktivitas spesifik CDH
Trametes versicolor

Berdasarkan Gambar 2. aktivitas spesifik
tertinggi ditemukan pada fraksi 80% sebesar
61.57 U/mg. Pada Zhong et al, 2024 berhasil
presipitasi CDH pada fraksi 80%. Sedangkan
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penelitian lain, fraksi 90% dipresipitasi sebagai
aktivitas tertinggi pada spesies Schizophyllumm
commune (Yadav & Nighojkar, 2024). Hal
tersebut terjadi akibat adanya proses salting out
saat pemberian ammonium sulfat. Salting out
adalah proses ketika protein yang memiliki
tingkat kelarutan sama mengalami penurunan
kelarutannya akibat adanya pelarut dengan
kekuatan ion  tinggi, sehingga enzim
terkonsentrasi dan mengendap (Jiang et al,,
2024).

Titik Isoelektrik CDH Trametes
strain TRAMS

Titik isoelektrik adalah ketika enzim tidak
memiliki muatan akibat terjadinya keseimbangan
antara muatan positif dan negatif pada gugus
ionnya (Chen et al., 2019). Titik isoelektrik CDH
jamur T. versicolor strain TRAMS menunjukkan
pengendapan pada pH 4 (Gambar 4.) Titik
isoelektrik yang terbentuk hampir sama seperti
pada spesies 7. versicolor strain 52] yang
menunjukkan titik isoelektrik pada pH 4.2 - 6.4
(Roy et al, 1996). CDH diketahui terdapat
disekitar pH 4 - 5 tergantung pada spesies yang
memproduksinya. Spesies fungi lain seperti
Chaetomium sp. Menghasilkan CDH dengan titik
isoelektrik pada pH 5 (Karapetyan et al., 2006).

versicolor

(&

Gambar 3. Endapan titik isoelektrik pada pH (a) 4,
(b) 5, (c) 6, (d) 7, dan (e) 8.

Kinetika CDH Trametes versicolor strain
TRAMS

Pengujian kinetika enzim digunakan untuk
mengetahui efektivitas CDH yang dihasilkan
oleh jamur 7. versicolor strain TRAMS. Kinetika
enzim dilakukan dengan mengukur aktivitas
enzim yang dihasilkan terhadap variasi
konsentrasi substrat kemudian diolah menjadi
grafik Michaelis-Menten dan Lineweaver-Burk.
Grafik Mihcaelis Menten ialah grafik yang
menggambarkan tingkat afinitas enzim terhadap
substratnya dan grafik Linewaver-Burk adalah
grafik yang mengambarkan secara spesifik angka
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Vmax yang dimikili oleh enzim (Johnson &
Goody, 2011). Grafik Micaelis-menten dan
Grafik Lineweaver-burk yang dihasilkan oleh
CDH T. versicolor strain TRAMS dilihat pada
Gambar 4.
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Gambar 4. Grafik Michaelis-Menten (a) dan
Lineweaver-burk (b) pada aktivitas crude CDH
Trametes versicolor strain TRAMS terhadap
berbagai konsentrasi substrat

Aktivitas crude CDH pada konsentrasi
substrat 2727 uM menunjukkan aktivitas sebesar

3.19 U/ml. Aktivitas enzim mengalami
peningkatan menjadi 5,88 U/ml ketika
konsentrasi substrat mencapai 13636 pM.

Memasuki konsentrasi substrat 19090 pM dan
seterusnya tidak mengalami  peningkatan
Gambar 4 (a). Grafik Michaelis-Menten
menghasilkan nilai reaksi kecepatan maksimum
(Vmax) 6.7 pM/menit dan K, 3.335 uM. Gambar
4 (b) menunjukkan nilai reaksi kecepatan
maksimum enzim dengan tepat. Gambar grafik
Lineweaver-Burk bisa didapatkan persamaan
Y=ax+b yaitu Y=2.2152x+0.1039. Berdasarkan
persamaan tersebut bisa didapatkan nilai Viax
sebesar 9,625 pM/menit dengan nilai K, 0.23
uM.
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Kesimpulan

Jamur 7. versicolor strain TRAMS yang
ditumbuhkan pada media produksi memiliki
aktivitas tertinggi pada hari ke-8 sebesar 0.115
U/ml. Karakteristk CDH yang dihasilkan
memiliki aktivitas spesifik pada fraksi 80%
sebesar 2.05 U/mg dengan titik isoelektrik pada
pH 4. Kinetka CDH yang diproduksi
berdasarkan grafik Michaelis-Menten memiliki
nilai Vmax sebesar 0.22 pM/menit dan nilai Ky
sebesar 0.115 uM sedangkan berdasarkan grafik
Lineweaver-Burk nilai Vma yang dihasilkan
sebesar 0.321 puM/menit dan Nilai Km sebesar
21.317 uM
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