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ABSTRACT 

The technique, kind and concentration of enzyme that were 
appro-priate and optimum affected the isolation process and 
rendement result of plant protoplasts. A research was con-
ducted to enhance the protoplast rendements of long bean 
(Vigna sinensis, L.) that was isolated by enzyme Cellulase RS 
and Macerozyme R-10 as single and combination in a solution. 
Concentrations of enzyme were used as much as 2.0-3.0% w/v 
for Cellulase RS and 0.4-0.6% w/v for Macerozyme R-10. 
Those solutions contain mannitol 25 mM as osmotycum. Isol-
ation process was done on shaker with 50 rpm (rotation per 
minute) speed in dark room for 3 hours. Results show that C3 
treatment (concentration of Cellulase RS enzyme as much as 
3.0% w/v) yielded protoplasts density 17.40 x 105 protoplasts/ 
g fresh weight of mesophyl and M2 treatment (concentration 
of Macerozyme R-10 enzyme as much as 0.5% w/v) resulted 
17.46 x 105 protoplasts/g. As a whole, the best treat-ment was 
achieved by C2M2 (combination between Cellulase RS as 
much as 2.5% and Macerozyme R-10 enzyme as much as 
0.5% w/v) which resulted protoplasts density 32.67 x 105 
protoplasts/g fresh weight of mesophyl. 

Key words: Vigna sinensis L. protoplasts, rendement, density, 
isolation, enzyme, Cellulase RS, Macerozyme         
R-10. 

ABSTRAK 

Teknik, jenis, dan konsentrasi enzim yang tepat dan optimum 
berpengaruh dalam proses isolasi dan hasil rendemen protoplas 
tanaman. Penelitian ini bertujuan untuk meningkatkan rende-
men protoplas kacang panjang (Vigna sinensis L.) yang diiso-
lasi dengan enzim Cellulase RS dan Macerozyme R-10 secara 
individu dan penggabungan dua enzim dalam satu larutan. 
Konsentrasi enzim yang digunakan adalah 2,0-3,0% b/v untuk 
Cellulase RS dan 0,4-0,6% b/v untuk Macerozyme R-10. Zat 
osmotikum yang digunakan adalah mannitol 25 mM. Proses 
isolasi dilakukan di atas gyotoric shaker dengan kecepatan 50 
ppm (putaran per menit) dalam kondisi gelap selama 3 jam. 
Hasil penelitian menunjukkan bahwa perlakuan C3 (konsen-
trasi enzim Cellulase RS 3,0% b/v) menghasilkan densitas 
17,40 x 105 protoplas/g dan perlakuan M2 (konsentrasi enzim 
Macerozyme R-10 0,5% b/v) menghasilkan densitas 17,46 x 
105 protoplas/g berat segar mesofil daun. Secara keseluruhan, 
perlakuan terbaik dicapai oleh C2M2 (konsentrasi enzim 
Cellulase RS 2,5% dan enzim Macerozyme R-10 0,5% b/v) 

yang menghasilkan densitas 32,67 x 105 protoplas/g berat 
segar mesofil daun. 

Kata kunci: Vigna sinensis L., protoplas, rendemen, densitas, 
isolasi, enzim, Cellulase RS, Macerozyme R-10. 

PENDAHULUAN 

Kacang panjang (Vigna sinensis L.) merupa-
kan tanaman sayuran penting dari golongan kacang-
kacangan, karena mengandung nutrisi yang relatif 
lengkap dan cukup tinggi, terutama protein nabati. 
Bagian tanaman kacang panjang yang biasa diguna-
kan sebagai sayuran adalah polong muda, biji, dan 
daun muda (Irfan 1993). 

Teknik isolasi protoplas diperlukan dalam pe-
muliaan tanaman untuk menyeleksi dan merakit 
varietas hibrida secara lebih cepat. Menurut Suryo-
winoto (1996), isolasi protoplas adalah teknik untuk 
menghasilkan protoplas yang utuh dan viabel dari 
jaringan tanaman hidup dengan cara menghilangkan 
dinding selnya. 

Menurut Tan (1987), salah satu cara untuk 
memperoleh protoplas utuh adalah dengan perlaku-
an gelap pada suhu rendah (4oC) selama 6 jam pada 
saat isolasi protoplas. Perlakuan ini telah dicobakan 
pada eksplan mesofil tanaman tomat dengan hasil 
rendemen protoplas antara 2 x 105 sampai 6 x 105 
protoplas/g eksplan. 

Penghilangan dinding sel dapat dilakukan se-
cara mekanis maupun enzimatis. Secara enzimatis, 
jenis dan konsentrasi enzim yang digunakan sangat 
mempengaruhi perolehan protoplas. Dinding sel 
yang masih muda biasanya tersusun dari pektin dan 
selulosa. Oleh karena itu, enzim yang paling cocok 
digunakan adalah Pectinase atau Macerozyme dan 
Cellulase (Esau 1965; Evans dan Bravo 1983; 
Pollard dan Walker 1990). 

Enzim Pectinase atau Macerozyme berfungsi 
untuk menghancurkan lamela tengah yang tersusun 
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dan zat pektin, sehingga sel satu dengan sel lainnya 
terpisah. Proses ini biasa disebut maserasi sel (Su-
mardi dan Pudjoarinto 1992). Fungsi enzim Cellu-
lase adalah menghancurkan dan melisiskan pene-
balan primer dari dinding sel yang tersusun atas zat 
selulosa. Perlakuan kedua enzim tersebut dapat di-
lakukan dengan dua tahap dan satu tahap. Perlakuan 
dua tahap adalah dengan cara memasukkan bahan 
ke dalam larutan enzim secara bergantian dan ber-
urutan dari larutan enzim Macerozyme, kemudian 
dimasukkan lagi enzim Cellulase. Perlakuan satu 
tahap adalah dengan cara mencampur kedua enzim 
tersebut dalam satu larutan untuk mengisolasi pro-
toplas. Pengalaman dari beberapa percobaan me-
nunjukkan bahwa mencampur kedua enzim tersebut 
merupakan cara yang lebih efektif untuk mengisola-
si protoplas tanaman (Evans dan Bravo 1983).  

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui 
konsentrasi enzim Cellulase RS dan Macerozyme  
R-10 serta komposisi terbaik kedua enzim untuk 
isolasi protoplas tanaman kacang panjang. 

BAHAN DAN METODE 

Bahan Tanaman 

Bahan tanaman benih kacang panjang hijau 
lokal yang berasal dari Desa Rejo Mulyo, Pakuan 
Ratu Blok C SP II, Lampung Utara. Benih dikultur-
kan dengan media kapas basah dalam botol. Peng-
kulturan benih dilakukan secara in vitro dengan 
kondisi aseptik dalam ruang terang selama 13 hari. 
Kecambah tersebut mempunyai minimal dua daun 
yang sudah berwarna hijau. Daun-daun ini yang di-
gunakan sebagai donor protoplas. Sebelum dikultur-
kan, benih disterilisasi dengan bahan pemutih (Bay-
cline) konsentrasi 30%. 

Pembuatan Media 

Ada dua media yang dibuat dan digunakan 
dalam proses isolasi protoplas, yaitu:  
1. EM-medium (elution medium) atau media elusi, 

yaitu media yang telah dicampur kedua enzim 
dengan konsentrasi yang sesuai dengan perlaku-
an untuk proses isolasi protoplas dari mesofil 
daun kacang panjang. Macam bahan dan kon-
sentrasinya disajikan pada Tabel 1.  

2. CPW-medium atau medium pencuci yang biasa 
disebut PM-medium (purification medium) atau 
media pemurni/pembersih. Media ini digunakan 
untuk mencuci dan memurnikan protoplas hasil 
isolasi dari zat enzim, sehingga protoplas dalam 
kondisi bersih/murni dan siap dikulturkan atau 
untuk proses selanjutnya, misalnya untuk fusi 
atau transfer organela. Macam bahan dan kon-
sentrasi CPW-medium atau PM-medium disaji-
kan pada Tabel 2. 

Prosedur Kerja 

Kecambah tanaman kacang panjang yang 
berumur 13 hari diambil daunnya (mesofil), kemu-
dian dikumpulkan sebagai bahan donor protoplas. 
Mesofil yang diperlukan per perlakuan adalah 0,2 g 
yang sebelumnya dipotong/diiris tipis selebar +1 
mm, selanjutnya dimasukkan ke dalam 2 ml larutan 
EM-medium kemudian diinkubasi dalam keadaan 
gelap selama 3 jam sambil dikocok di atas pengo-
cok atau gyotoric shaker berkecepatan 50 rpm. Per-
lakuan enzim tersebut merupakan variasi konsen-
trasi enzim Cellulase RS dan Macerozyme R-10, 
masing-masing perlakuan terdiri atas tiga tingkat di-
tambah kontrol sehingga dalam penelitian ini ter-
dapat 16 kombinasi perlakuan sebagai berikut: 
1. C0M0 2. C0M1 3. C0M2 4. C0M3 

Tabel 1. Komposisi EM-medium atau media untuk isolasi protoplas. 
 Konsentrasi (sesuai perlakuan) 
 Nama bahan 

C1M1 C2M2 C3M3 

 Cellulase RS* 2,0% 2,5% 3,0% 
 Macerozyme R-10* 0,4% 0,5% 0,6% 
 Mannitol 25 mM 25 mM 25 mM 
 MES (Morpho-Ethana Sulfoxide) 1 mM 1 mM 1 mM 
 pH 5,8 5,8 5,8 

* enzim yang digunakan sebagai perlakuan. 
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5. C1M0 6. C1M1 7. C1M2 8. C1M3 
9. C2M0 10. C2M1 11. C2M2 12. C2M3 
13. C3M0 14. C3M1 15. C3M2 16. C3M3 
 

C0 = tanpa enzim Cellulase RS (kontrol) 
C1 = konsentrasi enzim Cellulase RS sebesar 

2,0% b/v 
C2 = konsentrasi enzim Cellulase RS sebesar 

2,5% b/v 
C3 = konsentrasi enzim Cellulase RS sebesar 

3,0% b/v 
M0 = tanpa enzim Macerozyme R-10 (kontrol) 
M1 = konsentrasi enzim Macerozyme R-10 sebesar 

0,4% b/v 
M2 = konsentrasi enzim Macerozyme R-10 sebesar 

0,5% b/v 
M3 = konsentrasi enzim Macerozyme R-10 sebesar 

0,6% b/v 
Setelah waktu inkubasi tercapai, larutan en-

zim beserta suspensi protoplas disaring dengan kain 
Mary-Cloth mesh 200 μm. Suspensi protoplas yang 
diperoleh disentrifugasi dengan sentrifus merk 
Hettich Universal berkecepatan 1000 rpm selama 2 
menit. Supernatan diambil dengan pipet dan di-
buang, sedangkan endapannya ditambah larutan 
CPW-Medium 1 ml, kemudian disentrifugasi lagi 
dengan kecepatan 1000 rpm selama 5 menit. Proto-
plas akan mengapung di permukaan larutan, kemu-
dian diambil dengan pipet untuk ditempatkan dalam 
tabung tersendiri. Protoplas tersebut sudah murni, 
bersih dari larutan enzim dan siap dikulturkan atau 
difusikan. Dalam penghitungan densitas atau kera-
patan rendemen protoplas hasil isolasi, suspensi 
protoplas tersebut diteteskan dalam Haemocytome-
ter untuk dihitung densitasnya. 

Pengamatan dan Analisis Data 

Pengamatan dilakukan terhadap rendemen 
protoplas hasil isolasi. Jumlah protoplas dihitung 
dengan menggunakan Haemocytometer. Penelitian 
ini menggunakan metode faktorial dengan pola da-
sar rancangan acak lengkap, masing-masing per-
lakuan diulang tiga kali. Data dianalisis dengan 
Duncan Multiple Range Test (DMRT) pada taraf uji 
5%. 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

Pengecambahan Benih 

Benih kacang panjang mulai berkecambah 
pada umur 5-7 hari setelah kultur. Daun mulai me-
kar (sepasang pertama) pada umur 9-11 hari setelah 
tanam dan warnanya sudah tampak hijau yang me-
nandakan pembentukan klorofil sudah berlangsung 
(Gambar 1). Klorofil ini sangat penting karena akan 
digunakan sebagai marker atau penanda protoplas 
kacang panjang yang terisolasi. Pada umur +15 ha-
ri, daun-daun (bagian mesofil) tersebut diambil dan 
digunakan sebagai bahan atau donor protoplas yang 
akan diisolasi secara enzimatis. 

Isolasi Protoplas 

Pengaruh Perlakuan Enzim Cellulase RS 

Perlakuan konsentrasi enzim Cellulase RS 
dan Macerozyme R-10 maupun gabungan kedua en-
zim (interaksi) berpengaruh nyata terhadap rende-
men protoplas kacang panjang hasil isolasi. 

Tabel 2. Komposisi CPW-Medium atau media 
pencuci atau juga disebut medium 
pemurni. 

 Nama bahan Konsentrasi 

 KH2PO4 170,00 μM 
 KNO3 999,00 μM 
 CaCl2.2H2O 10,00 mM 
 MgSO4.7H2O 998,00 μM 
 KJ 0,96 μM 
 Cu SO4.5 H2O 1,00 μM 
 Mannitol 600,00 mM 
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Protoplas yang terisolasi umumnya berbentuk 
intact atau bulat, utuh, dan viabel dengan membran 
transparan dan bening, sehingga organela atau ba-
gian dalam sel terlihat jelas (Gambar 2). Organela 
yang terlihat paling jelas adalah klorofil yang me-
nampakkan butiran warna hijau dengan jumlah rela-
tif banyak dan berukuran relatif besar. Oleh karena 
itu, klorofil ini dijadikan sebagai marker atau pe-
nanda dalam identifikasi penghitungan rendemen 
protoplas hasil isolasi (Patnaik dan Cocking 1982; 
Suryowinoto 1989). 

Protoplas yang terbentuk tampak utuh, tidak 
mengalami kerusakan dalam inkubasi selama 3 jam 
yang dikocok dalam pengocok berkecepatan 50 rpm 
pada kondisi gelap dengan zat osmotikum berupa 
mannitol 25 mM. Dengan demikian, waktu inkubasi 

isolasi protoplas kacang panjang asal mesofil daun 
selama 3 jam dapat dijadikan formula karena mam-
pu memberikan protoplas yang baik. Mannitol 25 
mM yang digunakan sebagai osmotikum atau sering 
disebut sebagai zat antipecah atau anti blasting 
mampu menjaga kestabilan tekanan antara sitoplas-
ma dengan larutan enzim sehingga protoplas tidak 
pecah (Suryowinoto 1989). Penelitian ini sesuai 
dengan penelitian isolasi protoplas karet yang dila-
kukan oleh Nurhaimi-Haris et al. (1993), yang 
menggunakan manitol 6,5-8% sebagai osmotikum 
dalam larutan enzim yang dikocok pada kondisi 
gelap. 

Rendemen protoplas hasil isolasi dengan be-
berapa konsentrasi Cellulase RS menunjukkan per-
bedaan yang nyata (Tabel 3). Rendemen protoplas 
tertinggi ditunjukan oleh perlakuan C3 (konsentrasi 
enzim Cellulase RS 3,0% b/v) sebesar 17,4 x 105 
protoplas/g berat segar mesofil daun. Nilai ini jauh 
lebih tinggi daripada rendemen yang diperoleh per-
lakuan kontrol (tanpa enzim) yang hanya mencapai 
1,72 x 105 protoplas/g. Namun perlakuan C3 tidak 
berbeda nyata dengan perlakuan C2 (konsentrasi en-
zim Cellulase RS 2,5% b/v) yang mencapai 15,19 x 
105 protoplas/g.  

Perlakuan enzim Cellulase RS dapat mengiso-
lasi protoplas dengan rendemen cukup tinggi (Tabel 
3). Hal ini membuktikan bahwa enzim Cellulase RS 
secara individual mampu mengisolasi protoplas 
kacang panjang asal mesofil. Cellulase RS termasuk 
salah satu jenis enzim yang berfungsi melarutkan 
dinding sel berupa selulosa. Pengocokan selama 3 
jam pada kondisi gelap akan mempercepat proses 
isolasi protoplas tersebut sehingga dapat mening-
katkan rendemen protoplas (Evans dan Cocking 
1977; Tan 1987). 

Peningkatan densitas rendemen protoplas se-
iring dengan peningkatan konsentrasi enzim Cellu-
lase RS. Hal ini dimungkinkan adanya proses pela-
rutan dinding sel selulosa dan derivat-derivatnya 
yang bergantung pada konsentrasi enzim Cellulase 
RS yang tepat dan optimum. Suryowinoto (1990) 
dan Patnaik et al. (1997) mengemukakan bahwa un-
tuk melarutkan dinding sel yang tersusun dari selu-
losa digunakan enzim Cellulase. Konsentrasi enzim 
Cellulase RS yang optimum dapat mengisolasi pro-
toplas dalam jumlah lebih banyak dengan kondisi 
protoplas yang baik (intact). 

 
Gambar 1. Perkecambahan kacang panjang secara in vitro 

dengan media kapas basah pada umur +10 hari 
di dalam ruang terang. 

 
Gambar 2. Kumpulan protoplas kacang panjang hasil 

isolasi asal mesofil daun. 
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Pengaruh Perlakuan Enzim Macerozyme R-10 

Perlakuan konsentrasi enzim Macerozyme      
R-10 memberikan hasil yang berbeda nyata (Tabel 
4). Rata-rata rendemen protoplas yang dicapai dari 
masing-masing perlakuan cukup tinggi dan yang 
tertinggi dicapai oleh perlakuan M2 (konsentrasi en-
zim Macerozyme R-10 0,5% b/v), yaitu 17,46 x 105 

protoplas/g berat segar mesofil, berbeda nyata de-
ngan semua perlakuan. Tingginya rendemen proto-
plas dari pertanaman M2, diduga karena konsentrasi 
enzim Macerozyme R-10 0,5% b/v merupakan kon-
sentrasi yang tepat dan optimum untuk mesofil ka-
cang panjang. Konsentrasi enzim Macerozyme R-10 
yang lebih tinggi (M3 : 0,6% b/v) memberikan ren-
demen protoplas lebih rendah (9,67 x 105 proto-
plas/g berat segar mesofil) dan hampir sama dengan 
perlakuan konsentrasi enzim Macerozyme R-10 
0,4% b/v (M1) dengan rendemen 9,71 x 105 proto-
plas/g eksplan. Hal ini sesuai dengan penelitian 
Nurhaimi-Haris et al. (1993), yang menggunakan 
enzim Macerozym dengan konsentrasi 0,5% untuk 
mengisolasi protoplas karet. 

Enzim Macerozyme R-10 adalah salah satu 
jenis enzim Pectinase yang berfungsi melarutkan 
dinding sel primitif yang tersusun atas zat pectin 
(Sumardi dan Pudjoarianto 1992; Kim dan Lee 
1996). Enzim Macerozyme digunakan untuk memi-
sahkan atau maserasi jaringan tanaman sehingga 
sel-sel tersebut terlepas menjadi sel-sel tunggal dan 
akhirnya melarutkan dinding sel yang masih tersisa 
sehingga terbentuk protoplas yang transparan ber-
bentuk bulat dan utuh (Suryowinoto 1990; Patnaik 
dan Cocking 1982). 

Pengaruh Perlakuan Interaksi antara Enzim 
Cellulose RS dengan Macerozyme R-10  

Rendemen protoplas kacang panjang hasil 
isolasi dari perlakuan interaksi antara enzim Mace-
rozyme R-10 dengan enzim Cellulase RS jauh lebih 
tinggi dibandingkan dengan perlakuan enzim ter-
sebut secara individual (Tabel 5). Suryowinoto 
(1988) melaporkan hal yang sama bahwa pengga-
bungan enzim Macerozyme dengan Cellulase RS 
memberikan protoplas yang lebih baik. 

Tabel 3. Uji jarak berganda Duncan 5% pada perlakuan 
konsentrasi enzim Cellulase RS terhadap rendemen 
protoplas kacang panjang (Vigna sinensis L.). 

 Perlakuan Rerata rendemen protoplas (pps/g)* 

 C3 17,40 a 
 C2 15,19 a 
 C1   8,59 b 
 C0   1,72 c 

*) Angka rata-rata dikalikan 105 
Angka-angka dalam satu lajur yang diikuti oleh huruf sama 
tidak berbeda nyata pada taraf 0,05 menurut uji DMRT. 

Tabel 4. Uji jarak berganda Duncan 5% pada perlakuan konsentrasi 
enzim Macerozyme R-10 terhadap rendemen protoplas ka-
cang panjang. 

 Perlakuan Rerata rendemen protoplas (pps/g)* 

 M2 17,46a 
 M1 9,71b 
 M3 9,67b 
 M0 6,05c 

*) Angka rata-rata dikalikan 105 
Angka-angka dalam satu lajur yang diikuti oleh huruf sama tidak 
berbeda pada taraf nyata 0,05 menurut uji DMRT. 
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Interaksi terbaik enzim Cellulase RS dengan 
Macerozyme R-10 dicapai oleh perlakuan C2M2 
yang menghasilkan nilai densitas tertinggi, yaitu 
32,67 x 105 protoplas/g mesofil daun. Angka ini 
jauh lebih tinggi dibandingkan dengan perlakuan 
interaksi kedua enzim yang lain. Hal ini diduga 
interaksi kedua enzim tersebut dengan konsentrasi 
Cellulase RS 2,5% dan Macerozyme R-10 0,5% me-
rupakan perlakuan kombinasi yang paling tepat dan 
optimum. 

Tingginya rendemen protoplas kacang pan-
jang yang terisolasi dari perlakuan interaksi kedua 
enzim tersebut, berarti antara enzim Cellulase RS 
dan Macerozyme R-10 terdapat interaksi positif. 
Keadaan ini menyebabkan penggabungan kedua 
enzim tersebut akan terjadi saling tindak atau saling 
mempengaruhi untuk meningkatkan rendemen pro-
toplas yang terisolasi dibandingkan dengan penga-
ruh kedua enzim secara individual. Hal ini sesuai 
dengan pernyataan Suryowinoto (1996) dan Stoldt 
et al. (1996) yang mengemukakan bahwa untuk 
proses isolasi protoplas akan lebih baik bila meng-
gunakan kombinasi enzim Cellulase dengan Pecti-
nase seperti Macerozyme. Kombinasi enzim ini 
akan meningkatkan densitas protoplas hasil isolasi. 

Protoplas hasil isolasi yang kondisinya baik 
(bulat, utuh, dan viabel) dalam jumlah cukup siap 
dikulturkan atau diperlakuan lebih lanjut dengan ha-
sil yang lebih efektif dan efisien dengan potensi ke-
berhasilan yamg lebih tinggi. Perlakuan lanjut dari 
protoplas hasil isolasi antara lain adalah kultur pro-
toplas, transfer organella, fusi protoplas intragene-
rik, dan intergenerik (Evans dan Bravo 1983; Kao 
dan Michayluck 1974; Hadisantoso dan Syahrani 
1988). 

KESIMPULAN 

Protoplas kacang panjang dapat diisolasi de-
ngan enzim Cellulase RS dan Macerozyme R-10 se-
cara individual maupun kombinasi keduanya. Pada 
perlakuan isolasi protoplas menggunakan enzim 
Cellulase RS secara individual, hasil rendemen pro-
toplas tertinggi dicapai oleh perlakuan konsentrasi 
C3 (3% b/v) dengan densitas 17,4 x 105 protoplas/g 
berat segar mesofil daun. Pada perlakuan enzim 
Macerozyme R-10, hasil isolasi protoplas tertinggi 
sebesar 17,46 x 105 protoplas/g dicapai oleh per-
lakuan konsentrasi M2 (0,5% b/v). 

 

Tabel 5. Pengaruh interaksi antara perlakuan konsentrasi 
enzim Cellulase RS dengan Macerozym R-10 terhadap 
rendemen protoplas kacang panjang. 

 Perlakuan Rerata rendemen protoplas (pps/g)* 

 C2M2 32,67 a 
 C3M2 25,04 b 
 C3M1 18,08 c 
 C3M3 15,67 c 
 C2M3 11,29 d 
 C3M0 10,79 d 
 C1M2 10,09 d 
 C2M1 10,05 d 
 C1M3 9,63 d 
 C1M1 8,79 d 
 C2M0 6,75 e 
 C1M0 5,84 e 
 C0M3 2,09 e 
 C0M2 2,04 e 
 C0M1 1,92 f 
 C0M0 0,84 f 

*) Angka rata-rata dikalikan 105 
Angka-angka dalam satu lajur yang diikuti oleh huruf sama 
tidak berbeda pada taraf nyata 0,05 menurut uji DMRT. 
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Perlakuan interaksi atau penggabungan antara 
enzim Cellulase RS dan Macerozyme R-10 mengha-
silkan rendemen protoplas yang jauh lebih tinggi. 
Interaksi terbaik dari kedua enzim dicapai oleh per-
lakuan C2M2 (konsentrasi enzim Cellulase RS 2,5% 
b/v dan enzim Macerozyme R-10 0,5% b/v) dengan 
densitas 32,67 x 105 protoplas/g mesofil daun. 
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