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RINGKASAN 

 

 

Biodegradasi Batang Tembakau Menggunakan Trichoderma viride; Faranita 

Lutfia Normasari; 131710101029; 2020; 66 Halaman; Program Studi Teknologi 

Hasil Pertanian Fakultas Teknologi Pertanian Universitas Jember. 

 

Tembakau merupakan bahan baku industri rokok. Daun tembakau menjadi 

bagian utama pembuatan rokok, sehingga bagian lain dari tanaman tembakau 

menjadi limbah. Salah satu limbahnya adalah batang tembakau, dimana belum 

diolah secara optimal. Batang tembakau mengandung komponen lignoselulosa 

yang cukup tinggi, sehingga berpotensi sebagai biomassa untuk produksi 

bioetanol. Sebelum dijadikan biomassa yang berpotensi, perlu dilakukan proses 

degradasi untuk membebaskan selulosa dan hemiselulosa. Degradasi senyawa 

lignoselulosa secara mikrobiologis lebih aman, rendah biaya, dan ramah 

lingkungan. Kelemahan metode ini adalah rendahnya efisiensi waktu serta 

terbatasnya mikroba yang mampu menghasilkan enzim lignoselulolitik untuk 

mendegradasi lignin, selulosa, dan hemiselulosa. Trichoderma viride telah 

terbukti menunjukan kemampuan menghasilkan enzim lignoselulolitik, yang 

dapat menggabungkan proses degradasi dengan hidrolisis sehingga meningkatkan 

efisiensi waktu. Tujuan penelitian ini yaitu, untuk mengetahui kemampuan dan 

waktu terbaik Trichoderma viride dalam mendegradasi lignoselulosa batang 

tembakau serta mengetahui kadar gula reduksi setelah batang tembakau di 

degradasi, dimana gula reduksi berperan penting pada proses pembuatan bioetanol 

selanjutnya. 

Penelitian dilaksanakan dalam empat tahap yaitu, preparasi bahan baku, 

persiapaan starter, biodegradasi, dan analisis. Hasil pengamatan proses 

biodegradasi (fermentasi) bubuk batang tembakau dilakukan selama 14 hari oleh 

Trichoderma viride pada suhu 30ºC. Selama fermentasi dilakukan pengamatan 

aktivitas selulase, aktivitas xilanase, dan kadar gula reduksi sacara periodik setiap 
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2 hari. Pengamatan lignoselulosa dilakukan pada hari ke-6 hingga hari ke-14 

secara periodik setiap 2 hari. Pengamatan kadar lignoselulosa dan kadar gula 

reduksi juga dilakukan pada bahan baku bubuk batang tembakau sebagai kontrol. 

Hasil penelitian menunjukkan bahwa, biodegradasi batang tembakau hingga 

hari ke-14 oleh Trichoderma viride telah mampu mendegradasi selulosa dan 

hemiselulosa menjadi gula reduksi. Hal tersebut terbukti dari perubahan kadar 

lignoselulosa (hemiselulosa, selulosa, dan lignin) menjadi 23,557%; 33,960%; dan 

21,873% dari nilai kadar lignoselulosa (hemiselulosa, selulosa, dan lignin) awal 

sebesar 24,597%; 36,023%; dan 21,910%. Selama 14 hari kadar gula reduksi hasil 

hidrolisis hemiselulosa dan selulosa oleh T. viride sebesar 1,496 mg/mL dengan 

aktivitas selulase dan xilanase tertinggi masing-masing sebesar 1,709 mU/mL dan 

1,379 mU/mL. Hari ke-14 merupakan waktu terbaik dalam proses biodegradasi 

lignin serta hidrolisis hemiselulosa dan selulosa menjadi gula reduksi.  
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SUMMARY 

 

 

Biodegradation of Tobacco Stalk using Trichoderma viride; Faranita Lutfia 

Normasari; 131710101029; 2020; 66 pages; Department of Agricultural Products 

Technology Faculty of Agricultural Technology Jember University.  

 

Tobacco was the raw material for the cigarette industry. Tobacco leaves 

become the main part in the making of cigarettes, so the other parts of tobacco 

plants become wastes. One of the wastes were tobacco stalks, which had not been 

optimally processed. Tobacco stalks contain quite high lignocellulose content, so 

it was recommended to be used as biomass for bioethanol production. Before 

biomass was made into potential commodities such as bioethanol, it needs to be 

processed by degradation methods to free cellulose and hemicellulose. The 

degradation methods of lignocellulose by microbiology was safer, cheaper, and 

environmentally friendly than other method. The weakness of this method were 

the low time efficiency and also the limited microbes that were able to produce 

lignocellulolytic enzymes to degrade lignin, cellulose, and hemicellulose. 

Trichoderma viride has shown the ability to produce lignocellulolytic enzymes, 

which can facilitate the degradation and hydrolysis process thereby increasing 

time efficiency. The purpose of this research was to study the ability and the best 

time of Trichoderma viride to degrade tobacco stalks lignocellulose components 

and determine the level of reducing sugars after the tobacco stalks have been 

degraded, because reducing sugars were needed in the next bioethanol 

manufacturing process. 

The research was conducted in four stages, namely the preparation of the 

raw materials, preparation of cultures, biodegradation, and analysis. The results of 

the observation of tobacco stalk powder biodegradation (fermentation) by 

Trichoderma viride at a temperature of 30ºC was conducted for 14 days. During 

fermentation, cellulase activity, xylanase activity, and reducing sugar levels were 

observed periodically, every 2 days. Lignocellulosic observation was carried out 
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on the 6
th

 day until the 14
th

 day periodically, every 2 days. Observations of 

lignocellulose levels and reducing sugar levels were also carried out on the raw 

material of tobacco stalk powder as a control.  

The results showed that, biodegradation of tobacco stalks up to the 14
th

 day 

by Trichoderma viride was able to degrade cellulose and hemicellulose into 

reducing sugars. This was evident from changes in lignocellulose (hemicellulose, 

cellulose, and lignin) initial contents at 24.597%; 36,023%; and 21,910% to 

lignocellulose contents after 14 days at 23.557%; 33,960%; and 21,873%. For 14 

days the reduced sugar levels of hemicellulose and cellulose hydrolysis by T. 

viride were 1.496 mg/mL with the highest cellulase and xylanase activity 

respectively at 1.709 mU/mL and 1.379 mU / mL. The 14
th

 day was the best time 

in the process of lignin biodegradation and hydrolysis of hemicellulose and 

cellulose into reducing sugars. 
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BAB 1. PENDAHULUAN 

 

 

1.1 Latar Belakang 

Agroindustri tembakau memiliki dampak yang dapat menguntungkan, tetapi 

juga merugikan. Secara ekonomi, industri tembakau berpotensi menjadi sumber 

pendapatan bagi banyak penduduk. Namun, menurut aspek kesehatan, tembakau 

menjadi salah satu sumber pemicu berbagai penyakit akibat merokok. Salah satu 

pengaruh positif perkebunan tembakau adalah daun tembakau yang menjadi 

sumber utama produsen rokok di Indonesia. Purwono dkk. (2011) menyampaikan 

bahwa, daun tembakau telah digunakan untuk memproduksi sekitar 180 triliyun 

rokok, sehingga menjadi sumber perekonomian yang besar di Indonesia. Pengaruh 

negatif dari perkebunan tembakau ini adalah limbah yang dihasilkan, salah 

satunya batang tembakau. Penanganan limbah batang tembakau oleh petani masih 

sederhana antara lain, dengan dibiarkan diperkebunan atau dibakar. Batang 

tembakau yang dibiarkan saja ditanah perkebunan dapat menyebabkan polusi 

pada air tanah, karena nikotin yang terkandung di dalamnya dapat dengan mudah 

masuk ke tanah. Komposisi rata-rata nikotin pada batang tembakau adalah 3.800 

mg/kg, sedangkan limbah yang mengandung nikotin akan dianggap toksik apabila 

konsentrasinya melebihi 500 mg/kg berat kering (Su dkk., 2016; Cyplik dkk., 

2009). Penanganan limbah dengan pembakaran akan menyebabkan nikotin batang 

tembakau terbebas ke udara dan menyebabkan polusi udara (Fransiska dkk., 

2015).  

Seiring dengan perkembangan teknologi, penanganan limbah tembakau juga 

semakin bervariasi. Penanganan limbah yang bervariasi tersebut menyebabkan 

limbah tembakau menjadi memiliki nilai ekonomi yang tinggi dan menjadi topik 

yang cukup sering diteliti. Limbah batang tembakau dapat diolah antara lain, 

sebagai pestisida, dengan senyawa aktif nikotin dan briket batang tembakau 

(Purwono dkk., 2011), serta polybag batang tembakau (Litbang Jember, 2017). 

Metode pengolahan batang tembakau yang digunakan sebelumnya masih belum 

dapat mengoptimasi penanganan limbah batang tembakau. Batang tembakau 
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mengandung senyawa selulosa yang tinggi. Senyawa tersebut bila didegradasi 

akan menghasilkan senyawa turunan yang memiliki potensi lebih besar. Menurut 

Jumino (2013) batang tembakau kering memiliki komposisi selulosa yang relatif 

tinggi yaitu 35-40%. Penelitian oleh Bragatto dkk. (2016) menunjukkan bahwa 

komposisi batang tembakau kering mengandung, selulosa 42,1%; hemiselulosa 

20,3%; dan lignin 20,8%. Kandungan lignoselulosa tersebut dapat digunakan 

sebagai bahan baku pembuatan bioetanol. Proses pemanfaatan senyawa 

lignoselulosa menjadi bioetanol terdiri dari 4 tahap yaitu, pretreatment/degradasi, 

hidrolisis, fermentasi, dan purifikasi (Mosier dkk., 2005). Biomassa dari batang 

tembakau yang dirubah menjadi bioetanol dapat disebut sebagai bahan bakar yang 

ramah lingkungan, karena biomassa merupakan limbah agrikultur. Biomassa dari 

perspektif sumber daya energi adalah semua bahan organik (terbarukan) serta 

limbah darinya yang dapat digunakan sebagai sumber energi terbarukan, baik 

dibakar secara langsung atau dikonversi menjadi bentuk energi lain, dan menjadi 

pengganti bahan bakar dari fosil (U.S. Energy Information Administration, 2018; 

Energy Efficiency and Renewable Energy, 2020).  

Proses pretreatment/degradasi merupakan salah satu tahapan yang penting 

dilakukan untuk memecah matrik batang tembakau agar biomassa dari batang 

tembakau dapat dimanfaatkan menjadi bahan baku bioetanol. Karena di dalam 

matrik biomassa, selulosa dan hemiselulosa berada dalam kungkungan dan saling 

terikat dengan lignin. Degradasi menyebabkan selulosa dan hemiselulosa yang 

terikat dengan lignin menjadi terbebas dan dapat diurai secara enzimatis menjadi 

unit heksosa maupun pentosa yang kemudian dapat difermentasi menjadi etanol 

(Zheng dkk., 2009). Degradasi dapat dikelompokkan menjadi mekanis, kimia, 

fisikokimia, dan biologis. Ketiga jenis metode awal yang disebutkan lebih efisien 

dalam prosesnya, namun tidak ramah lingkungan, membutuhkan energi serta 

biaya yang besar (high cost). Degradasi biologis (biodegradasi) lebih ramah 

lingkungan dan biayanya rendah (low cost), namun metode ini masih jarang 

digunakan karena kurang efisien dan butuh waktu lama. Penelitian ini difokuskan 

pada biodegradasi lignoselulosa batang tembakau yang diharapkan dapat 

digunakan sebagai bahan baku industri. Apabila proses degradasi dapat 
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digabungkan dengan proses hidrolisis selulosa dan hemiselulosa, maka proses 

menjadi lebih efisien dan cepat. Hasil penelitian oleh Ghorbani dkk. (2015) dan 

Neethu dkk. (2012), Trichoderma viride digunakan untuk degradasi limbah 

biomassa jerami padi dan menunjukkan adanya aktivitas LiP (Lignin 

Peroksidase), MnP (Mangan Peroksidase), dan lakase yang berperan pada proses 

degradasi lignoselulosa. Selain itu, menurut Ujiie dkk. (1991) dan Volk (2004) T. 

viride juga mampu menghasilkan komplek enzim selulase (endoselulase dan 

eksoselulase) yang mampu menghidrolisis selulosa kristal serta enzim endo-1,4-β-

xilanase yang mampu mendegradasi xilan. Aktivnya kelima enzim tersebut 

menunjukkan adanya aktivitas enzim lignoselulotik serta kemungkinan untuk 

meningkatkan efisiensi waktu proses pembuatan bioetanol dengan metode 

degradasi biologis. Oleh karena itu, perlu dilakukan penelitian untuk mengetahui 

pengaruh penggunaan Trichoderma viride sebagai salah satu metode degradasi 

batang tembakau dengan rancangan rangkaian waktu untuk mengetahui waktu 

fermentasi terbaik. Biodegradasi batang tembakau dilakukan dengan 

memanfaatkan Trichoderma viride. 

   

1.2 Perumusan Masalah 

Degradasi diperlukan untuk mengoptimalkan pemanfaatan batang tembakau 

sebagai substrat produksi bioetanol, karena proses degradasi memecah senyawa 

lignin dalam batang tembakau yang mengikat selulosa dan hemiselulosa. Upaya 

degradasi lignoselulosa dapat dilakukan secara fisik, kimia, maupun biologis. 

Pada umumnya degradasi lignoselulosa menggunakan cara fisik akan 

membutuhkan energi serta biaya yang tinggi dan degradasi lignoselulosa 

menggunakan bahan kimia dapat berdampak buruk bagi lingkungan, sehingga 

diperlukan alternatif lain untuk proses degradasi. Alternatif lain untuk 

mendegradasi lignoselulosa adalah secara biologis, dengan menggunakan kapang. 

Namun, karena rendahnya efisiensi waktu dan enzim yang tidak sesuai, metode 

ini masih jarang diaplikasikan pada degradasi batang tembakau. Salah satu cara 

meningkatkan efisiensi waktu metode ini adalah dengan menggabungkan proses 

degradasi lignin dengan hidrolisis selulosa dan hemiselulosa, hasil tersebut dapat 
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dicapai dengan enzim lignoselulolitik. Salah satu kapang yang menunjukkan 

kemampuan menghasilkan enzim lignoselulolitik adalah Trichoderma viride. 

Pengamatan peningkatan efisien waktu proses degradasi lignoselulosa dengan T. 

viride dilakukan dengan membandingkan rancangan rangkaian waktu dan mencari 

hasil degradasi lignoselulosa terbaik. 

 

1.3 Tujuan Penelitian 

Tujuan penelitian ini adalah sebagai berikut: 

1. untuk mengetahui kemampuan Trichoderma viride dalam mendegradasi 

lignoselulosa batang tembakau, 

2. untuk mengetahui waktu terbaik Trichoderma viride dalam mendegradasi 

lignoselulosa batang tembakau, dan 

3. untuk mengetahui kadar gula reduksi setelah batang tembakau di 

degradasi oleh Trichoderma viride.  

 

1.4 Manfaat Penelitian 

Penelitian ini diharapkan dapat memberikan manfaat sebagai berikut: 

1. meningkatkan penggunaan limbah batang tembakau menjadi produk 

yang bermanfaat, dan 

2. mengurangi potensi batang tembakau sebagai sumber pencemaran 

lingkungan. 
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA 

 

 

2.1 Batang Tembakau  

Berdasarkan morfologinya tembakau terdiri atas dua bagian yaitu, vegetatif 

dan generatif. Akar, batang, dan daun termasuk bagian vegetatif, sedangkan 

bagian generatif terdiri atas bunga dan buah (Tim Penulis PS, 1993). Batang 

tembakau berbentuk tegak dengan tinggi sekitar 250 cm dan diameter batang 5 

cm. Pada bagian bawah batang terdapat akar tunggang yang panjangnya sekitar 

50-75 cm dan mempunyai banyak akar serabut dan bulu akar. Bagian terpenting 

dari tanaman tembakau adalah daun karena bagian inilah yang nantinya akan 

dipanen. Daun tembakau berbentuk bulat panjang, ujungnya meruncing, tepinya 

licin dan bertulang sirip. Satu tanaman biasanya memiliki sekitar 24 helai daun. 

Ukuran daun cukup bervariasi menurut keadaan tempat tumbuh dan jenis 

tembakau yang ditanam. Bunga tembakau termasuk bunga majemuk yang 

berbentuk malai. Kelopak bunga yang berlekuk dan mahkota bunga berbentuk 

seperti terompet. Bakal buah terletak di atas dasar bunga dan mempunyai ruang 

yang membesar serta kepala putik terletak pada tabung bunga berdekatan dengan 

kepala sarinya. 

Batang tembakau merupakan salah satu limbah agrikultur dari perkebunan 

tembakau. Batang tembakau berbentuk agak bulat, lunak tetapi kuat, biasanya 

memiliki sedikit cabang atau bahkan tidak bercabang sama sekali, serta makin ke 

ujung makin kecil. Pada setiap ruas batang selain ditumbuhi daun juga tumbuh 

tunas ketiak daun. Batangnya berwarna hijau dan hampir seluruhnya ditumbuhi 

bulu-bulu halus berwarna putih. Komposisi rata-rata nikotin pada batang 

tembakau adalah 3.800 mg/kg (Hanum, 2008; Cyplik dkk., 2009; dan Su dkk., 

2016). Menurut Jumino (2013), batang tembakau kering memiliki komposisi 

selulosa yang relatif tinggi yaitu 35-40%. Penelitian oleh Bragatto dkk. (2016) 

menunjukkan komposisi batang tembakau kering yaitu, selulosa 42,1 %, 

hemiselulosa 20,3 %, dan lignin 20,8 %. Fungsi dari batang tembakau adalah 

tempat tumbuh daun dan organ lainnya, tempat jalan pengangkutan zat hara dari 
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akar ke daun, dan sebagai jalan menyalurkan zat hasil asimilasi ke seluruh bagian 

tanaman (Hanum, 2008). Beberapa pemanfaatan batang tembakau saat ini 

diantaranya, pestisida (kandungan nikotin pada batang tembakau), briket batang 

tembakau (Purwono dkk., 2011), polybag batang tembakau (Litbang Jember, 

2017), bahan soundproofing (Fransiska dkk., 2015), pewarna alami batik (Palupi 

dkk., 2018), bioetanol (Handayani dkk., 2018). 

Batang tembakau termasuk sebagai biomassa dari jenis limbah agrikultur 

(Donev dkk., 2020). Karena berdasarkan pengertian dari perpespektif sumber 

daya energi, biomassa merupakan istilah umum untuk sumber daya terbarukan 

(baik dibakar secara langsung atau dikonversi menjadi bentuk energi lain) yang 

berasal dari hewan dan tumbuhan (bahan organik terbarukan) serta limbah yang 

berasal darinya, dimana ia terkumpul dalam jangka waktu tertentu (tidak termasuk 

sumber energi fosil dan mampu menjadi pengganti bahan bakar fosil) (The Japan 

Institute of Energy, 2008, U.S. Energy Information Administration, 2018; Energy 

Efficiency and Renewable Energy, 2020). Biomassa batang tembakau dapat 

dimanfaatkan menjadi bioenergi berupa bioful (mis. etanol dan biodisel) (National 

Renewable Energy Laboratory, 2020; Su dkk., 2016). Karena kandungan 

lignoselulosa batang tembakau maka perlu dilakukan proses degradasi. Proses 

degradasi ini berfungsi untuk membuka struktur lignoselulosa agar dapat diakses 

oleh enzim (Neves dkk., 2007). Beberapa Teknik degradasi batang tembakau yang 

sudah ada diantaranya, penggunaan bahan kimia HCL 8% (Handayani dkk., 

2018), penggunaan jamur pelapuk putih (Su dkk, 2016).  

 

2.2 Komponen Penyusun Lignoselulosa 

Perez dkk. (2002) menyatakan bahwa, biomassa lignoselulosa merupakan 

biomassa yang berasal dari tanaman dengan komponen utama selulosa, 

hemiselulosa, dan lignin yang dihasilkan dari proses fotosintesis. Komposisi unsur 

ini dapat bervariasi sesuai spesies tanaman. Selain itu, komposisi di dalam suatu 

tanaman juga bervariasi tergantung pada usia dan tingkat pertumbuhannya. Hal ini 

diperkuat oleh Raven dkk. (1992), dimana lignoselulosa merupakan jenis 

biomassa yang dapat dikatakan terdiri dari tiga senyawa utama yaitu, selulosa, 
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hemiselulosa, dan lignin. Faulon dkk. (1994) juga mengungkapkan selain tiga 

senyawa tersebut, lignoselulosa juga mengandung air serta protein dan senyawa 

lain dalam kadar rendah. Senyawa dengan kadar rendah tersebut tidak terlalu 

berpengaruh dalam pembentukan struktur tumbuhan. Pada susunan kompleks 

senyawa lignoselulosa, selulosa tetap dalam bentuk kristal berserat dan menjadi 

inti dari sususan. Hemiselulosa terletak diantara mikro- dan makrofibril selulosa, 

sedangkan lignin berfungsi sebagai penyangga dari matriks dimana selulosa dan 

hemiselulosa tertanam. Menurut Kirk-Otmer (2001) karena selulosa merupakan 

inti dari susunan matriks, maka sebagian besar lignin terdapat pada area 

interfibrous dan sebagian kecil terdapat di permukaan sel.  

2.2.1 Struktur Kimia Selulosa 

Selulosa adalah polimer glukosa yang berbentuk rantai linier dan 

dihubungkan oleh ikatan β-1,4 glikosidik. Struktur yang linier menyebabkan 

selulosa bersifat kristalin dan tidak mudah larut. Bangun dasar selulosa berupa 

suatu selobiosa yaitu dimer dari glukosa. Rantai panjang selulosa terhubung 

secara bersama melalui ikatan hidrogen (Perez dkk., 2002). Selulosa mengandung 

sekitar 50-90% bagian berkristal dan sisanya bagian amorf (Aziz dkk., 2002). 

Menurut Sun dan Cheng (2002) ikatan intramolekul terjadi antara monomer 

glukosa dalam satu rantai selulosa yang sama, sedangkan ikatan intermolekul 

terjadi antara monomer glukosa dari dua rantai selulosa yang berdekatan. Selulosa 

tidak mudah didegradasi secara kimia maupun mekanis. Tarmansyah (2007) juga 

mengungkapkan, berdasarkan derajat polimerisasi (DP) dan kelarutan dalam 

senyawa natrium hidroksida (NaOH) 17,5%, selulosa dapat dibedakan atas tiga 

jenis yaitu: Selulosa α (Alpha Cellulose) yaitu selulosa berantai panjang, tidak 

larut dalam larutan NaOH 17,5% atau larutan basa kuat dengan DP 600-1500. 

Selulosa α dipakai sebagai penduga dan atau penentu tingkat kemurnian selulosa. 

Selulosa β (Betha Cellulose) adalah selulosa berantai pendek, larut dalam larutan 

NaOH 17,5% atau basa kuat dengan DP 15-90, dapat mengendap bila dinetralkan. 

Selulosa ϫ (Gamma Cellulose) sama dengan selulosa β, tetapi DP nya kurang dari 

15. Biasanya di alam selulosa berasosiasi dengan polisakarida lain seperti 

hemiselulosa atau lignin membentuk kerangka utama dinding sel tumbuhan 
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(Holtzapple dkk., 2003). Berikut ini adalah struktur kimia selulosa yang disajikan 

pada Gambar 2.1. 

 

 

 

 

 

 

Gambar 2.1 Struktur kimia selulosa (Ibrahim, 1998) 

Kebanyakan selulosa berasosiasi dengan lignin, sehingga sering disebut 

sebagai lignoselulosa. Selulosa, hemiselulosa, dan lignin dihasilkan dari proses 

fotosintesis. Molekul selulosa dalam tumbuhan tersusun dalam bentuk fibril yang 

terdiri atas beberapa molekul paralel yang dihubungkan oleh ikatan glikosidik 

sehingga sulit diuraikan (Fitriani, 2003). Komponen-komponen tersebut dapat 

diuraikan oleh aktifitas mikroorganisme. Beberapa mikroorganisme mampu 

menghidrolisis selulosa untuk digunakan sebagai sumber energi, seperti bakteri 

dan fungi (Sukumaran dkk., 2005). Hidrolisis sempurna selulosa menghasilkan 

monomer selulosa yaitu glukosa, sedangkan hidrolisis tak sempurna menghasilkan 

disakarida dari selulosa yang disebut selobiosa dan selo-oligosakarida. Selulosa 

dapat dikonversi menjadi produk-produk bernilai ekonomi yang lebih tinggi 

seperti glukosa, etanol, dan pakan ternak dengan jalan menghidrolisis selulosa 

dengan bantuan selulase sebagai biokatalisator atau dengan hidrolisis secara 

asam/basa (Perez dkk., 2002). 

 

2.2.2 Struktur Kimia Hemiselulosa 

Hemiselulosa merupakan suatu polisakarida lain yang terdapat dalam 

tanaman dan tergolong senyawa organik. Hemiselulosa bersifat nonkristalin dan 

tidak bersifat serat, mudah mengembang karena itu hemiselulosa sangat 

berpengaruh terhadap terbentuknya jalinan antara serat pada saat pembentukan 

lembaran, lebih mudah larut dalam pelarut alkali dan lebih mudah dihidrolisis 

dengan asam menjadi komponen monomernya yang terdiri dari D-glukosa, D-
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manosa, D-galaktosa, D-silosa dan L-arabinosa (Simanjuntak, 2007). Komponen 

terbesar hemiselulosa sel tanaman yaitu xilan, merupakan jenis polisakarida 

paling melimpah ke-2 di alam setelah selulosa (Kubata dkk., 1994; Subramaniyan 

dan Prema, 2002). Deobald dan Crawford (2002) juga menyatakan bahwa, 

hemiselulosa merupakan rantai polimer bercabang dan memiliki struktur yang 

sangat kompleks karena tersusun dari jenis gula yang beragam dan tersusun atas 

berbagai intermonomerik. Hemiselulosa memiliki rantai polimer yang pendek dan 

tak berbentuk. Karena struktur ini sebagian besar hemiselulosa dapat larut dalam 

air. Rantai utama hemiselulosa dapat berupa homopolimer (umumnya terdiri dari 

satu jenis gula yang berulang) atau dapat juga berupa heteropolimer (campuran 

beberapa jenis gula) (Ibrahim, 1998). Stuktur unit-unit penyususn hemiselulosa 

dapat dilihat pada Gambar 2.2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 2.2 Struktur unit-unit penyusun hemiselulosa (Ibrahim, 1998) 

 

2.2.3 Struktur Kimia Lignin 

Lignin merupakan polimer alami yang paling kompleks, dimana senyawa 

ini berbentuk polimer tiga dimensi amorf dengan fenilpropana sebagai senyawa 

penyusun dominan (Harmsen dkk., 2010). Lignin tersusun atas jaringan polimer 

enolik yang berfungsi merekatkan serat selulosa dan hemiselulosa, sehingga 

menjadi sangat kuat (Sun dan Cheng, 2002). Judoamidjojo dkk. (1989) juga 

menyatakan bahwa, dengan adanya ikatan arilalkil dan eter, lignin menjadi tahan 

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/


10 

 

 

 

terhadap hidrolisis. Pada pembagian tanaman menjadi dua kategori yaitu, 

hardwood (angiosperma) dan softwood (gymnosperma) terdapat perbedaan pada 

susunan lignin. Setelah diidentifikasi, lignin pada softwood tersusun oleh lebih 

dari 90% coniferyl alcohol dan sisanya sebagian besar adalah unit p-coumaryl 

alcohol. Sebaliknya, lignin pada hardwood tersusun dari berbagai variasi unit 

jenis coniferyl dan sinapyl alcohol (Kirk-Otmer, 2001).  

Lignin pada kayu berfungsi sebagai jaringan tiga dimensi tak larut, dimana 

dia berperan penting dalam kekokohan dan perkembangan sel. Hal tersebut 

berpengaruh pada pengankutan/distribusi air, nutrisi, dan metabolisme sel 

tanaman. Lignin juga berfungsi sebagai pengikat antar sel, dimana akan 

menciptakan material komposit yang memiliki kemampuan luar biasa untuk tahan 

terhadap benturan, tekanan, dan pembengkokan. Pelarut yang dapat melarutkan 

lignin antara lain, dioksan, aseton, piridin, dan dimetil sulfoksida. Selain itu, pada 

suhu tinggi terjadi pelunakan termal lignin, dimana dapat mempercepat reaksi 

depolimerisasi bersifat asam atau basa (O’Connor dkk., 2007). Struktur kimia 

lignin dapat dilihat pada Gambar 2.3. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 2.3 Struktur kimia lignin (Perez dkk., 2002) 
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2.3 Teknik Degradasi Lignin  

Salah satu rintangan utama dalam produksi bioetanol dengan bahan baku 

biomassa adalah karakteristik substrat yang tidak mendukung hidrolisis selulosa. 

Karakteristik ini kemudian dimodifikasi agar hidrolisis dapat berlangsung dengan 

efisien (Huang dkk., 2011). Oleh karena itu, degradasi berdampak besar pada 

seluruh operasi dan biasanya merupakan bagian paling mahal (Joshi dkk., 2011). 

Degradasi bertujuan untuk memecah ikatan lignin (delignifikasi), menghilangkan 

kandungan lignin dan hemiselulosa, merusak struktur kristal dari selulosa serta 

meningkatkan porositas bahan (Prawitwong dkk., 2012). Berdasarkan Neves dkk. 

(2007) degradasi umumnya berguna untuk membuka struktur lignoselulosa agar 

dapat diakses enzim seperti dalam Gambar 2.4. 

 

 

 

 

 

Gambar 2.4 Perubahan struktur mikro akibat degradasi (delignifikasi) (Houghton dkk., 

2006) 

Degradasi dapat dilakukan dengan metode fisikia, kimia, biologi, atau pun 

kombinasi dari metode-metode tersebut (Sari dkk., 2019). Rusaknya struktur 

kristal selulosa akan mempermudah terurainya selulosa menjadi glukosa. Selain 

itu, hemiselulosa turut terurai menjadi senyawa gula sederhana: glukosa, 

galaktosa, manosa, heksosa, pentosa, xilosa dan arabinosa. Selanjutnya senyawa-

senyawa gula sederhana tersebut yang akan difermentasi oleh mikroorganisme 

menghasilkan etanol. Berikut ini adalah tabel beberapa perlakuan dergradasi 

(delignifikasi) yang ditunjukkan oleh Tabel 2.1. 
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Tabel 2.1 Berbagai metode delignifikasi biomassa 

Metode Perlakuan Penjelasan Sumber 

Delignifikasi asam: 

asam encer dan asam 

pekat 

Menghidrolisa hemiselulosa dan 

merusak struktur kristal selulosa, 

tapi menghasilkan produk 

samping inhibitor, dan 

memerlukan peralatan tahan 

korosi. Biasanya menggunakan 

H2SO4, tetapi asam fosfat 

dikatakan menghasilkan lebih 

sedikit produk samping beracun 

dan dapat digunakan pada 

reaktor baja antikarat. Jenis 

asam encer memberi yield 

rendah sedangkan jenis asam 

pekat menghasilkan produk 

samping, mendegradasi selulosa 

dan memerlukan biaya daur 

ulang mahal. 

 

Eshtiaghi dkk., 2012 

Merina dan 

Trihadiningrum, 

2011 

Satyanagalakshmi 

dkk., 2011 

Sornvoraweat dan 

Kongkiattikajorn, 

2010 

Sassner dkk., 2008 

Delignifikasi 

alkali/basa 

Memisahkan lignin dan sebagian 

hemiselulosa, dan meningkatkan 

reaktivitas selulosa. Biasanya 

menggunakan NaOH, Ca(OH)2, 

urea atau Ammonia (SAA, 

ARP). NaOH juga 

meningkatkan derajat 

polimerisasi dan kristalinitas 

selulosa. Ammonia juga 

mengembangkan substrat yang 

tersisa. 

 

Eshtiaghi dkk., 2012 

Aswathy dkk., 2010 

Taherzadeh dan 

Karimi, 2008 

Hamelinck dkk., 

2005 

Teymouri dkk., 

2005 

Delignifikasi dengan 

agen pengoksida: 

hidrogen per-oksida, 

asam per-asetat 

Yield setinggi 98% berhasil 

dicapai. 

Saha dan Cotta, 

2007 

Teixeira dkk., 1999 

Gould, 1984 
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Tabel 2.1 Berbagai metode delignifikasi biomassa 

Metode Perlakuan Penjelasan Sumber 
 

Delignifikasi dengan 

pelarut organik 

Melarutkan lignin dan sebagian 

hemiselulosa tapi memerlukan 

peralatan dengan tekanan tinggi. 

Pelarut organik yang sudah 

digunakan misalnya metanol, 

etanol, aseton, etilen glikol, 

trietilen glikol, dan alkohol 

tetrahidrofurfuril. 

 

Yamashita dkk., 

2010 

Pan dkk., 2005 

Steam explosion, 

ammonia fiber 

expansion/explosion, 

acid catalyzed steam 

explosion 

Bahan dipanaskan pada suhu dan 

tekanan tinggi kemudian 

didekompresi ke tekanan 

atmosfir secara tiba-tiba. Masih 

belum praktis karena butuh 

energi besar dan peralatan 

mahal. 

 

Huang dkk., 2011 

Hamelinck dkk., 

2003 

Liquid Hot Water 

(LHW) 

Menghidrolisa hemiselulosa 

menggunakan air bersuhu tinggi 

(160-190°C) dan tekanan tinggi 

(±30 bar). 

Eshtiaghi dkk., 2012 

Kim dkk., 2009 

Perez dkk., 2007 

Hamelinck dan 

Faaij, 2006 

Delignifikasi cairan 

ionik 

 

Berbagai cairan ionik yang ada 

dapat diatur untuk melarutkan 

selulosa, ataupun lignin. Substrat 

dilarutkan dalam cairan ionik 

dan dipanaskan kemudian 

dipresipitasi dengan antisolven. 

Proses ini merupakan teknologi 

baru dan lebih cocok untuk 

biomassa berkayu. 
 

Muhammad dkk., 

2011 

Sathitsuksanoh dkk., 

2012 

Guragain dkk., 2011 

Lee dkk., 2009 

Kilpelainen dkk., 

2007 

Kosan dkk., 2008 

Delignifikasi 

mikrobial 

Jamur pelapuk putih, jamur 

pelapuk coklat, & jamur pelapuk 

lunak telah banyak digunakan 

untuk depolimerisasi substrat 

lignoselulosa tanpa banyak 

produk samping inhibitor. 

Chandel dkk., 2011 

Zhong dkk., 2011 

Sanchez dan 

Cardona, 2007 
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Tabel 2.1 Berbagai metode delignifikasi biomassa 

Metode Perlakuan Penjelasan Sumber 
 

Penggilingan ekstruksi 

Tanpa mempengaruhi lignin dan 

hemiselulosa, meningkatkan 

aksesibilitas dan merubah 

kristalinitas selulosa. Merupakan 

salah satu metode paling efektif 

tetapi kurang cocok diterapkan 

di industri. Penggilingan 

dilakukan dalam hampir semua 

proses di laboratorium. 

Harun dkk., 2011 

Merina dan 

Trihadiningrum, 

2011 

Satyanagalakshmi 

dkk., 2011 

Pada Tabel 2.1 di atas salah satu metode yang disebutkan adalah delignifikasi 

secara mikrobial dengan menggunakan jamur pelapuk putih, jamur pelapuk 

coklat, dan jamur pelapuk lunak. Mikroba memiliki dua tipe sistem kerja enzim 

ekstraseluler, yaitu sistem hidrolitik dengan cara menghasilkan enzim hidrolase 

yang bekerja merombak selulosa dan hemiselulosa, dan sistem oksidatif dan 

sekresi lignase ekstraseluler dengan cara depolimerisasi lignin (Perez dkk., 2002). 

Mikroorganisme memproduksi enzim ekstraseluler untuk depolimerisasi senyawa 

berukuran besar menjadi lebih kecil dan mudah larut dalam air (subtrat bagi 

mikroba). Pada saat itu mikroba mentransfer substrat tersebut ke dalam sel 

melalui membran sitoplasma untuk menyelesaikan proses dekomposisi bahan 

organik. Aktivitas enzim selulase menurunkan jumlah selulosa sekitar 25% 

selama sekitar tiga minggu (Saraswati dkk., 2010). 

Jamur di alam merupakan perombak lignin paling efisien dan berperan 

penting dalam siklus karbon. Spesies jamur perombak lignin dikelompokkan atas 

dasar warna saat fermentasi substrat menjadi jamur pelapuk lunak (soft rot), jamur 

pelapuk coklat (brown rot), dan jamur pelapuk putih (white rot). Jamur pelapuk 

lunak mampu melepas rantai samping metil (R-O-CH3) serta membuka cincin 

aromatik, namun tidak mampu merombak struktur lignin secara sempurna. Jamur 

pelapuk coklat adalah jamur mayoritas perombak kayu, dimana walaupun tidak 

memiliki enzim pembuka cincin tetapi mampu langsung merombak semua 

selulosa dan hemiselulosa. Perombakan lignin oleh jamur jenis ini adalah dengan 

cara demetilasi dan melepaskan rantai samping metil yang kemudian 
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menghasilkan fenol hidroksilat. Oksidasi struktur aromatik lignin inilah yang 

menghasilkan karakter warna coklat. Pemisahan polisakarida dari lignin terjadi 

secara oksidasi non enzimatik melalui pembentukan radikal hidroksil (OH). 

Reaksi ini menjadikan jamur pelapuk coklat mampu merombak struktur kayu 

tanpa merusak struktur lignin. Terakhir adalah jamur pelapuk putih yang paling 

aktif dalam merombak lignin. Ada ribuan spesies jamur pelapuk putih yang telah 

diketahui utamanya berasal dari kelompok basidiomisetes dan askomisetes. Jamur 

pelapuk putih memproduksi enzim lignolitik yang mampu bekerja mengoksidasi 

pelepasan unit fenilpropanoid, demetilasi, mengubah gugus aldehid (R-CHO) 

menjadi gugus karboksil (R-COOH), dan membuka cincin 19 aromatik, sehingga 

secara sempurna merombak lignin menjadi CO2 dan H2O. Jamur pelapuk putih 

menghasilkan tiga kelas enzim ektraseluler perombak lignin yaitu lakase 

pengoksidasi fenol, peroksidase lignin, dan oksidase mangan (Hatakka, 2001). 

Enzim lignoselulolitik terdiri dari sekumpulan enzim yang terbagi dalam 

dua kategori, yaitu hidrolitik dan oksidatif. Enzim hidrolitik mendegradasi 

selulosa dan hemiselulosa dan setiap enzim bekerja terhadap substrat yang 

spesifik. Enzim oksidatif merupakan enzim non-spesifik dan bekerja melalui 

mediator bukan protein yang berperan dalam degradasi lignin. Enzim 

pendegradasi lignin tersebut secara umum terdiri dari dua kelompok utama, yaitu 

laccase (Lac) dan peroxidase (lignin peroxidase (LiP) dan manganese peroxidase 

(MnP)). Ketiga enzim ini bertanggung jawab terhadap pemecahan awal polimer 

lignin dan menghasilkan 40 produk dengan berat molekul rendah pada kapang 

pelapuk putih, contoh jamur pelapuk putih yakni jamur Phanaerocahete 

crysosporium (Perez dkk., 2002). 

 

2.4 Karakteristik Trichoderma viride 

Trichoderma viride termasuk kedalam golongan Trichoderma spp. 

Taksonomi T. viride bergantung pada apakah fungi tersebut merupakan bentuk 

aseksual (teleomorf) atau seksual (anamorf) (Harman, 2006). Berdasarkan 

penampakan fisiknya hifa pada T. viride berbentuk pipih, bersekat, dan 

bercabang-cabang membentuk anyaman yang disebut miselium. Miselium 
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tersebut dapat tumbuh dengan cepat dan memproduksi berjuta-juta spora, karena 

sifatnya inilah T. viride dikatakan memiliki daya kompetisi yang tinggi 

(Alexopoulos dan Mims, 1979). 

Trichoderma viride merupakan salah satu jamur pelapuk lunak yang mampu 

memproduksi komplek enzim selulase yaitu, endoselulase dan eksoselulase 

(Eaton dan Hale, 1993). Namun, Trichoderma spp. juga tidak bisa langsung 

diklasifikasikan sebagai jamur pelapuk lunak, karena belum secara tegas 

dikonfirmasi menyebabkan rongga pada dinding sel sekunder kayu lunak (Daniel, 

2016). Keunggulan kapang T. viride dalam menghasilkan enzim selulase 

lengkaplah yang dibutuhkan untuk menghidrolisis selulosa kristal (Volk, 2004). 

Selobiohidrolase adalah enzim yang mempunyai afinitas terhadap selulosa tingkat 

tinggi yang mampu memecah selulosa kristal, sedangkan endoglukanase bekerja 

pada selulosa amorf (Coughalan, 1989). T. viride selain menghasilkan enzim 

selulase, juga dapat menghasilkan enzim endo-1,4-β-xilanase yang mampu 

mendegradasi xilan (Ujiie dkk., 1991). Hasil penelitian Neethu dkk. (2012) 

terdapat strain T. viride yang menunjukkan aktivitas lignoselulolitik. Hal ini 

menunjukkan T. viride juga memiliki kemampuan untuk mendegradasi 

lignoselulosa. Pada penelitian oleh Karimi dkk., (2017) Trichoderma viride 

menunjukkan kemampuannya dalam mendegradasi lignin dengan batang padi 

sebagai medianya. T. viride merupakan jenis yang paling banyak dijumpai 

diantara genusnya dan mempunyai kelimpahan yang tinggi pada tanah dan bahan 

yang mengalami dekomposisi (Barnett dan Hunter, 1987). 

Trichoderma viride dapat tumbuh optimal apabila memenuhi beberapa 

kriteria yang telah diteliti sebelumnya. pH 4 merupakan pH optimal untuk T. 

viride tumbuh dan untuk memproduksi enzim selulase pH optimum mendekati pH 

3. Selama memproduksi enzim, pH dipertahankan pada kondisi 3-4. Apabila pH 

dibawah 2 maka akan terjadi inaktivasi enzim. Suhu optimum untuk 

pertumbuhannya yaitu, antara 32-35ºC. Pada produksi enzim suhu optimum antara 

25-28ºC. Enzim selulase yang dihasilkan oleh T. viride aktif dengan optimum 

pada kondisi pH 4 dan akan tetap stabil antara pH 3-7 dengan suhu optimum 

50ºC, aktivitasnya akan menurun pada suhu lebih dari 50ºC (Arnata, 2009). 
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2.5 Solid State Fermentation (Fermentasi Padat) 

Pada umumnya proses fermentasi dapat dilakukan dengan dua jenis cara 

yaitu, dengan metode kultur permukaan dan kultur terendam. Medium kultur 

permukaan dapat berupa medium padat, semi padat, atau cair. Pada kultur 

terendam (submerged) metodenya dilakukan pada medium cair menggunakan 

bioreaktor yang dapat berupa labu beraerasi, labu yang digoyang dengan shaker 

atau fermentor (Rahman, 1992). Berdasarkan beberapa penelitian solid state 

fermentation (fermentasi padat) memiliki beberapa keunggulan dibandingkan 

dengan submerged fermentation (fermentasi terendam). 

Potensi dari solid state fermentation (fermentasi padat) sangatlah besar 

untuk produksi enzim. Biomassa dari hasil perkebunan dan pertanian merupakan 

salah satu media terbaik pada proses solid state fermentation, dimana proses 

aerasi terfasilitasi melalui ruang antara media (Soccol dkk., 1994). Selain itu, 

hilangnya fase cair dan rendahnya kandungan air menyebabkan terjadinya 

penurunan penggunaan ruang pada fermentor saat proses, menurunkan potensi 

kontaminasi bakteri, menurunkan biaya produksi, dan lebih mudah dalam 

aplikasinya (Roussos dkk., 1991 dan Tengerdy, 1998). Selain itu, perlu 

dipertimbangkan penyediaan kandungan air serta pengaturan Aw (water activity) 

yang tepat untuk produksi enzim, karena Aw akan berbeda tergantung pada jenis 

mikroba yang digunakan. Selain itu, juga perlu dipertimbangkan kesulitan untuk 

pengontrolan pH selama fermentasi (Pandey dkk., 2001). Pada penelitian oleh 

Krishna (1999) produksi selulase oleh Bacillus subtilis pada limbah batang buah 

pisang pada solid state fermentation 12 kali lebih tinggi daripada submerged 

fermentation. Pada penelitian lain oleh Neagu dkk. (2012) mengenai 

perbandingan antara submerged fermentation dan solid state fermentation 

menggunakan Trichoderma reseei untuk memproduksi selulase didapatkan hasil, 

bahwa produksi selulase tertinggi didapatkan pada solid state fermentation. 
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2.6 Faktor yang Mempengaruhi Aktivitas Enzim 

2.6.1 Enzim Selulase 

Enzim selulase merupakan kumpulan dari beberapa enzim yang bekerja 

untuk hidrolisis selulosa. Mikroorganisme tertentu dapat menghasilkan partikel 

yang dinamakan selulosom. Partikel inilah yang akan terdisintegrasi menjadi 

enzim, yang secara sinergis mendegradasi selulosa (Belitz dkk, 2008). Enzim 

selulase merupakan salah satu kelompok enzim yang diproduksi mikroorganisme 

dalam degradasi material sel tumbuhan. Enzim ini termasuk dalam famili glikosil 

hidrolase. Enzim selulase berperan dalam hidrolisis selulosa dengan memecah 

ikatan β-1,4-D-glikosida untuk menghasilkan oligosakarida maupun glukosa. 

Berdasarkan aktivitasnya terhadap berbagai substrat, selulase diklasifikasikan 

menjadi tiga tipe, yaitu endoglukanase (endo-β-1,4-glucanase, EC 3.2.1.4), β-

glukosidase (β-D-glucoside glucohydrolase, EC 3.2.1.21) dan selobiohidrolase 

atau eksoglukanase (exo-β-1,4-glucanase, EC 3.2.1.91) (Zhang dkk., 2006). 

Berdasarkan penelitian oleh Monterqrit (2007) mengenai “Isolasi dan 

Karakterisasi Selulase dari Trichoderma viride dan Rhizopus Spp. dengan Substrat 

Jerami Padi” pH dan suhu optimum selulase adalah ph 5 dan suhu 60ºC, 

sedangkan stabilitas pH dan suhu selulase pada pH 3-7 dan suhu 30-80ºC. 

 

2.6.2 Enzim Xilanase 

Enzim xilanase adalah kelompok enzim yang mampu memecah xilan 

menjadi senyawa lebih sederhana baik berupa xilooligosakarida maupun xilosa. 

Xilanase dapat diklasifikasikan berdasarkan substrat yang dihidrolisis, yaitu β-

xilosidase dan endoxilanase. Xilanase pada umumnya merupakan protein kecil 

yang memiliki berat molekul antara 15.000-30.000 dalton serta aktif pada suhu 

55ºC dengan pH 9. Xilanase akan lebih stabil pada suhu 60ºC dan pH netral 

(Richana, 2002). Pada penelitian “Karakterisasi Enzim Xilanase Hasil Isolasi dari 

Trichoderma viride yang Diamobilkan pada Matriks Pasir Laut Teraktivasi HCl” 

oleh Adiningtyas (2016), kondisi optimum xilanase adalah pada pH 6 dan suhu 

50ºC.
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BAB 3. METODE PENELITIAN 

 

 

3.1 Tempat dan Waktu 

Penelitian dilaksanakan di Environmental Science Laboratory, Prefectural 

University of Hiroshima, Jepang, serta Laboratorium Kimia dan Biokimia Pangan 

dan Hasil Pertanian, Fakultas Teknologi Pertanian, Universitas Jember. Waktu 

penelitian dilaksanakan mulai bulan Agustus 2017 sampai Februari 2019. 

 

3.2 Alat dan Bahan 

3.2.1 Bahan Penelitian 

Bahan baku dalam penelitian ini yaitu, batang tembakau kering yang 

diperoleh dari PTPN 10 Penelitian Tembakau Jember. Bahan kimia yang 

digunakan meliputi, aquades, PDA (Potato Dextrosa Agar) (Merck), NH4NO3 

(Merck), KH2PO4 (Merck), MgSO4.7H2O (Merck), glukosa (Merck), xilosa 

(Merck), selulosa (Merck), xilan (Merck), larutan Somogy-Nelson (Merck), 

NaH2PO4.2H2O (Merck), Na2HPO4.12H2O (Merck), H2SO4 72% (Merck). Kultur 

mikroorganisme yang digunakan adalah kapang Trichoderma viride yang 

diperoleh dari Laboratorium Prefectural University of Hiroshima, Jepang. 

3.2.2 Alat Penelitian 

Peralatan penelitian yang digunakan yaitu, alat gelas (glassware) (pirex), 

oven (Scientific Series 2000), blender (National), ayakan Tyler 60 mesh, Laminar 

Air Flow (Microtech Model V3), magnetic stirrer (Rexim RSH-1DN), 

spektrofotometer (Genesys 10 UV), Autoklav Sturdy (SA – 300VL), inkubator 

(Scientific Series 2000), shaker incubator (Wise Cube®), refrigerated 

macrocentrifuge (Model-2-16 kl), hot plate, digital pH meter, tanur, neraca 

analitik, dan pengering vakum. 
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3.3 Pelaksanaan Penelitian 

3.3.1 Rancangan Percobaan 

Rancangan percobaan yang digunakan pada penelitian ini adalah rancangan 

acak lengkap faktor tunggal yaitu lama inkubasi. Rangkaian waktu inkubasi antara 

lain: 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, dan 14 hari, dimana hari ke-0 sebagai kontrol. Setiap 

perlakuan dilakukan pengulangan sebanyak tiga kali. Data yang diperoleh 

disajikan dalam bentuk tabel, grafik, serta narasi secara deskriptif. 

 

3.3.2 Rancangan Penelitian 

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental yang terdiri dari empat 

tahap yaitu, preparasi bahan baku, persiapaan strater, biodegradasi, dan analisis. 

Diagram alir rancangan penelitian dapat dilihat pada Gambar 3.1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 3.1 Diagram alir rancangan penelitian 

a. Preparasi Bahan Baku 

Bahan baku yang digunakan dalam penelitian ini adalah batang tembakau 

dari PTPN 10 Penelitian Tembakau Jember. Sortasi batang tembakau, dipilih yang 

Batang tembakau 

kering 

Batang tembakau 

yang telah lapuk 
Sortasi 

Pengecilan ukuran 60 mesh 

Bubuk batang tembakau 

Biodegradasi 0-14 hari, 30 ºC 

Uji kadar lignin, 

hemiselulosa, selulosa, 

aktivitas selulase, aktivitas 

xilanase, dan gula reduksi 

Uji kadar selulosa, 

hemiselulosa, lignin, 

dan gula reduksi 

Starter kultur 

Trichoderma viride  

Bubuk batang tembakau 

fermentasi 
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tidak lapuk. Batang tembakau yang telah disortasi mengalami pengecilan ukuran 

berbentuk chip berukuran 1-5 cm. Chip batang tembakau dicuci lalu dikeringkan 

pada suhu 80ºC selama 12 jam, kemudian dibubukkan. Setelahnya, bubuk batang 

tembakau diayak dengan ukuran ayakan 60 mesh. Diagram alir preparasi bahan 

baku bubuk batang tembakau dapat dilihat pada Gambar 3.2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 3.2 Diagram alir preparasi bahan baku bubuk batang tembakau 

b. Persiapan Starter 

Kultur Trichoderma viride dari Prefectural University of Hiroshima, Jepang 

yang akan digunakan sebagai inokula dibiakkan pada PDA (Potato Dextrose 

Agar) yang telah di sterilisasi pada suhu 121ºC selama 15-20 menit. Selanjutnya 

dilakukan penanaman kultur pada PDA yang telah steril, lalu inkubasi selama 5 

hari pada suhu 30ºC. Apabila tidak langsung digunakan, cawan kultur T. viride 

disimpan pada suhu 4ºC. Diagram alir proses persiapan starter dapat dilihat pada 

Gambar 3.3. 

Ampas 

Bubuk batang tembakau 

Pengecilan ukuran 

Pengayakan 60 mesh 

Pengecilan ukuran (chipping) 

Pencucian Limbah air Air 

Batang tembakau 

Sortasi 

Pengeringan 

(suhu 80ºC, 12 jam) 

 

Batang tembakau 

yang telah lapuk 
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Gambar 3.3 Diagram alir persiapan starter T. viride termodifikasi (Karimi dkk., 2017) 

c. Biodegradasi 

Proses degradasi menggunakan Trichoderma viride dilakukan dengan 

fermentasi pada media padat atau solid state fermentation yang terkomposisi dari 

2 g bubuk batang tembakau dan 8 mL aquades. Kemudian dilakukan penambahan 

nutrisi pada media yaitu, NH4NO3, KH2PO4, dan MgSO4.7H2O dengan 

konsentrasi masing-masing adalah 1 g/L; 1,4 g/L dan 0,2 g/L serta dilakukan 

pengaturan pH menjadi 4. Tahap selanjutnya adalah sterilisasi substrat dengan 

autoklaf pada suhu 121ºC selama 20 menit. Setelah sterilisasi, substrat yang telah 

dingin di inokulasi dengan 1 plug (diamater = 10 mm) agar dari PDA pembiakkan 

kultur cawan T. viride, lalu di inkubasi pada pada suhu 30ºC selama 2, 4, 6, 8, 10, 

12 dan 14 hari. Diagram alir proses degradasi termodifikasi dapat dilihat pada 

Gambar 3.4. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

PDA (Potato Dextrosa Agar) 

Sterilisasi, 121ºC selama 20 menit 

Inokulasi Trichoderma viride  

 

Kultur 

Trichoderma viride 

Inkubasi, suhu 30ºC selama 5 hari 

Penyimpanan kultur cawan 

(suhu 4ºC) 
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Gambar 3.4 Diagram alir proses degradasi termodifikasi (Su dkk., 2016) 

 

 

3.4 Parameter Pengamatan 

Parameter yang diamati pada penelitian ini adalah sebagai berikut: 

3.4.1 Kadar Lignoselulosa (Datta, 1981) 

3.4.2 Aktivitas Selulase (Metode Somogy-Nelson; Kitamura dan Nakatani, 2012) 

3.4.3 Aktivitas Xilanase (Metode Somogy-Nelson; Kitamura dan Nakatani, 2012) 

3.4.4 Kadar Gula Reduksi (Metode Somogy-Nelson; Kitamura dan Nakatani, 

2012) 

 

3.5 Prosedur Parameter Pengamatan 

3.5.1 Penentuan Kadar Lignoselulosa 

Analisis lignoselulosa dilakukan menggunakan metode Chesson yang 

dikembangkan oleh Datta (1981). Adapun metodenya yaitu, disiapkan satu g 

sampel kering (a g) ditambahkan 150 mL H2O. Direfluk dengan waterbath pada 

suhu 100ºC selama 2 jam. Hasilnya disaring, residu dikeringkan dengan oven 

sampai konstan kemudian ditimbang (b g). Residu yang telah dikeringkan 

1 g/L NH4NO3; 

1,4 g/L KH2PO4; 

0,2 g/L MgSO4.7H2O 

Pencampuran dan penambahan 8 

mL aquades 

Penimbangan 2 g bubuk batang 

tembakau 

Sterilisasi, 121ºC selama 20 menit 

Inokulasi Trichoderma viride 

Analisis kadar selulosa, 

hemiselulosa, lignin, aktivitas 

selulase, aktivitas xilanase, kadar 

gula reduksi 

Inkubasi pada suhu 30ºC (2, 4, 6, 

8,10, 12, 14 hari) 

Starter kultur T. viride  

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/


24 

 

 

 

ditambah 150 mL H2SO4 0,5 M dan direfluk pada suhu 100ºC selama 2 jam. 

Hasilnya disaring sampai netral dan dikeringkan kemudian di timbang (c g). 

Residu sampel yang telah dikeringkan ditambah 10 mL H2SO4 72% (v/v) dan 

direndam pada suhu kamar selama 4 jam. Kemudian diencerkan menjadi 0,5 M 

H2SO4, dan direfluk pada suhu 100ºC selama 2 jam. Residu disaring dan 

dinetralkan, kemudian dikeringkan dan ditimbang (d g), selanjutnya residu yang 

telah kering diabu dan ditimbang (e g). 

Hemiselulosa (%) = 
𝑏−𝑐

𝑎
 x 100% 

Selulosa (%)  = 
𝑐−𝑑

𝑎
 x 100% 

Lignin (%)  = 
𝑑−𝑒

𝑎
 x 100% 

 

3.5.2 Penentuan Aktivitas Selulase dan Xilanase 

a. Pembuatan Buffer 

Buffer yang digunakan adalah buffer sodium fosfat (pH 6, 25ºC). Buffer 

dibuat dari bahan kimia Na2HPO4.12H2O dan NaH2PO4.2H2O. 1,79 g 

Na2HPO4.12H2O 1 M ditera dengan aquades hingga 50 mL. 0,78 g 

NaH2PO4.2H2O 1 M ditera dengan aquades hingga 50 mL. Kemudian 6 mL 

Na2HPO4.12H2O 0,1 M dicampur dengan 44 mL NaH2PO4.2H2O 0,1 M. 

b. Pembuatan Kurva Standar 

Kurva standar diperoleh dengan cara membuat seri konsentrasi glukosa dan 

xilosa. 1 mL larutan dari masing-masing konsentrasi glukosa atau xilosa 

dimasukkan dalam tabung reaksi terpisah dengan tutup. Kemudian ditambahkan 1 

mL reagen Somogy dan dicampur, setelah tercampur tabung reaksi berisi larutan 

glukosa dan somogy dipanaskan dalam air mendidih (100ºC) selama 20 menit. 

Setelah 20 menit tabung reaksi didinginkan selama ± 5 menit. Larutan yang telah 

dingin kemudian ditambahkan 1 mL reagen Nelson dan dicampur, lalu dibiarkan 

bereaksi selama ± 30 menit. Larutan kemudian ditera hingga 25 mL (setelah ± 30 

menit) dengan aquades. Setiap tabung yang berisi larutan dari masing-masing 

konsetrasi glukosa kemudian diukur absorbansinya pada panjang gelombang 500 

nm. Data yang didapat kemudian dibuat menjadi kurva standar. 
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c. Penentuan Aktivitas Selulase dan Xilanase 

Sampel yang berupa padatan dilarutkan terlebih dahulu dengan 

menambahkan 20 mL aquades steril, lalu diaduk dengan spatula kaca steril. 

Setelahnya, dilakukan sentrifuse pada 5000 rpm selama 5-10 menit. Filtrat hasil 

sentrifuse pertama kemudian diambil dan dilakukan sentrifuse kedua pada 5000 

rpm selama 3 menit. Filtrat hasil sentrifuse kedua yang digunakan sebagai sampel 

(larutan enzim). Kemudian 1 mL larutan enzim direbus dalam air bersuhu 100ºC 

selama ± 5 menit, sedangkan 1 mL lainnya tidak direbus. Masing-masing larutan 

kemudian dimasukkan dalam tabung reaksi bertutup. Lalu menimbang 1% (0,01 

g) bubuk selulosa atau xilan dan ditambahkan pada masing-masing larutan. Lalu 

ditambahkan pula 1 mL buffer sodium fosfat pada masing-masing larutan dan 

divortex. Larutan kemudian diinkubasi pada shaker incubator selama 2 jam 30 

menit pada suhu 37ºC. Setelah diinkubasi, larutan disentrifuse dan diambil 

supernatannya. 1 mL larutan sampel kemudian diambil dan dimasukkan dalam 

tabung reaksi bertutup. Kemudian ditambahkan 1 mL reagen Somogy dan 

dicampur, setelah tercampur tabung reaksi berisi larutan sampel dan somogy 

dipanaskan dalam air mendidih (100ºC) selama 20 menit. Setelah 20 menit tabung 

reaksi didinginkan selama ± 5 menit. Larutan yang telah dingin kemudian 

ditambahkan 1 mL reagen Nelson dan dicampur, lalu dibiarkan bereaksi selama ± 

30 menit. Larutan kemudian ditera hingga 25 mL (setelah ± 30 menit) dengan 

aquades. Tabung reaksi berisi sampel kemudian diukur absorbansinya pada 

panjang gelombang 500 nm. Apabila hasil absorbansi lebih tinggi daripada kurva 

standar, maka larutan sampel dapat diencerkan. Setelahnya, data yang didapat 

dimasukkan pada kurva standar glukosa. Satu unit sama dengan pelepasan 1 µ 

mol glukosa atau xilosa per menit. 

 

3.5.3 Penentuan Kadar Gula Reduksi 

Penentuan kadar gula reduksi dilakukan mengacu kepada metode yang 

Somogy-Nelson modifikasi oleh Kitamura dan Nakatani (2012), adapun metode 

yang dilakukan yaitu sebagai berikut. 
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a. Pembuatan Kurva Standar 

Kurva standar diperoleh dengan cara membuat seri konsentrasi glukosa. 1 

mL larutan dari masing-masing konsentrasi glukosa dimasukkan dalam tabung 

reaksi terpisah dengan tutup. Kemudian ditambahkan 1 mL reagen Somogy dan 

dicampur, setelah tercampur tabung reaksi berisi larutan glukosa dan somogy 

dipanaskan dalam air mendidih (100ºC) selama 20 menit. Setelah 20 menit tabung 

reaksi didinginkan selama ± 5 menit. Larutan yang telah dingin kemudian 

ditambahkan 1 mL reagen Nelson dan dicampur, lalu dibiarkan bereaksi selama ± 

30 menit. Larutan kemudian ditera hingga 25 mL (setelah ± 30 menit) dengan 

aquades. Setiap tabung yang berisi larutan dari masing-masing konsetrasi glukosa 

kemudian diukur absorbansinya pada panjang gelombang 500 nm. Data yang 

didapat kemudian dibuat menjadi kurva standar. 

b. Penentuan Gula Reduksi 

Sampel yang berupa padatan dilarutkan terlebih dahulu dengan 

menambahkan 20 mL aquades steril, lalu diaduk dengan spatula kaca steril. 

Setelahnya, dilakukan sentrifuse pada 5000 rpm selama 5-10 menit. Filtrat hasil 

sentrifuse pertama kemudian diambil dan dilakukan sentrifuse kedua pada 5000 

rpm selama 3 menit. Filtrat hasil sentrifuse kedua yang digunakan sebagai sampel. 

1 mL larutan sampel kemudian diambil dan dimasukkan dalam tabung reaksi 

bertutup. Kemudian ditambahkan 1 mL reagen Somogy dan dicampur, setelah 

tercampur tabung reaksi berisi larutan sampel dan somogy dipanaskan dalam air 

mendidih (100ºC) selama 20 menit. Setelah 20 menit tabung reaksi didinginkan 

selama ± 5 menit. Larutan yang telah dingin kemudian ditambahkan 1 mL reagen 

Nelson dan dicampur, lalu dibiarkan bereaksi selama ± 30 menit. Larutan 

kemudian ditera hingga 25 mL (setelah ± 30 menit) dengan aquades. Tabung 

reaksi berisi sampel kemudian diukur absorbansinya pada panjang gelombang 500 

nm. Apabila hasil absorbansi lebih tinggi daripada kurva standar, maka larutan 

sampel dapat diencerkan. Setelahnya, data yang didapat dimasukkan pada kurva 

standar glukosa. 
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3.6 Analisis Data 

Data yang diperoleh dilakukan perhitungan menggunakan rumus yang telah 

tersedia kemudian dimasukkan pada aplikasi microsoft excel dan disusun yang 

disajikan dalam bentuk ilustrasi tabel, grafik, serta narasi secara deskriptif. 
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BAB 5. PENUTUP 

 

 

5.1 Kesimpulan 

Berdasarkan hasil penelitian degradasi batang tembakau menggunakan 

Trichoderma viride selama 14 hari dapat disimpulkan sebagai berikut: 

1. T. viride mampu mendegradasi selulosa dan hemiselulosa pada substrat, 

ditunjukkan dengan adanya aktivitas enzim selulase dan xilanase serta 

adanya penurunan kadar selulosa dan hemiselulosa. Tetapi, belum 

mampu mendegradasi lignin terlihat dengan rendahnya penurunan kadar 

lignin hingga hari ke-14, 

2. kadar lignoselulosa terendah adalah pada hari ke-14 dengan nilai 

selulosa, hemiselulosa, dan lignin sebesar 23,557%; 33,960%; dan 

21,873%. Aktivitas selulase dan xilanase tertinggi adalah pada hari ke-

14 masing-masing bernilai 1,709 mU/mL dan 1,379 mU/mL, dan 

3. nilai kadar gula reduksi tertinggi pada hari ke-14 sebesar 1,496 mg/mL. 

 

5.2 Saran 

Untuk meningkatkan efisiensi degradasi perlu dilakukan optimasi degradasi 

lignin. Optimasi yang dapat dilakukan diantaranya adalah kombinasi dengan 

mikroba lain, seperti jamur pelapuk putih (mis. Phanaerocahete crysosporium). 

Perlu dilakukan pengontrolan serta penggunaan pH dan suhu optimum mikroba, 

serta perhitungan populasi Trichoderma viride untuk memperkuat bahwa telah 

terjadi biodegradasi secara optimal. 
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LAMPIRAN 

 

 

LAMPIRAN 4.1. KADAR LIGNOSELULOSA BUBUK BATANG 

TEMBAKAU SELAMA FERMENTASI 14 HARI 

4.1.1 Kadar Hemiselulosa Batang Tembakau 

Hari 

Kadar hemiselulosa (%) 

Jumlah Rata-rata  SD Ulangan 

1 

Ulangan 

2 

Ulangan 

3 

0 24,720 24,200 24,870 73,790 24,597 0,352 

6 23,960 23,750 24,550 72,260 24,087 0,481 

8 23,730 23,520 24,350 71,600 23,867 0,432 

10 23,800 23,610 24,010 71,420 23,807 0,200 

12 23,740 23,250 24,100 71,090 23,697 0,427 

14 23,540 23,330 23,800 70,670 23,557 0,235 

4.1.2 Kadar Selulosa Batang Tembakau 

Hari 

Kadar selulosa (%) 

Jumlah Rata-rata  SD Ulangan 

1 

Ulangan 

2 

Ulangan 

3 

0 36,070 36,380 35,620 108,070 36,023 0,382 

6 36,000 35,880 35,510 107,390 35,797 0,255 

8 35,630 35,910 35,380 106,920 35,640 0,265 

10 35,000 35,680 34,890 105,570 35,190 0,428 

12 34,260 34,180 33,650 102,090 34,030 0,332 

14 33,790 34,320 33,770 101,880 33,960 0,312 

4.1.3 Kadar Lignin Batang Tembakau 

Hari 

Kadar lignin (%) 

Jumlah Rata-rata SD Ulangan 

1 

Ulangan 

2 

Ulangan 

3 

0 21,880 22,060 21,790 65,730 21,910 0,137 

6 21,880 22,050 21,790 65,720 21,907 0,132 

8 21,880 22,050 21,780 65,710 21,903 0,137 

10 21,880 22,040 21,780 65,700 21,900 0,131 

12 21,850 22,040 21,790 65,680 21,893 0,131 

14 21,880 22,050 21,750 65,680 21,893 0,150 
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4.1.4 Persentase Degradasi Hemiselulosa 

Hari 
Kadar Hemiselulosa (%) Persentase Degradasi Hemiselulosa (%) 

Jumlah Rata-rata SD 
Ulangan 1 Ulangan 2 Ulangan 3 Ulangan 1 Ulangan 2 Ulangan 3 

0 24,720 24,200 24,870 - - - - - - 

6 23,960 23,750 24,550 3,074 1,860 1,287 6,221 2,074 0,913 

8 23,730 23,520 24,350 4,005 2,810 2,091 8,906 2,969 0,967 

10 23,800 23,610 24,010 3,722 2,438 3,458 9,618 3,206 0,678 

12 23,740 23,250 24,100 3,964 3,926 3,096 10,986 3,662 0,491 

14 23,540 23,330 23,800 4,773 3,595 4,302 12,671 4,224 0,593 

4.1.5 Persentase Degradasi Selulosa 

Hari 
Kadar Selulosa (%) Persentase Degradasi Selulosa (%) 

Jumlah Rata-rata SD 
Ulangan 1 Ulangan 2 Ulangan 3 Ulangan 1 Ulangan 2 Ulangan 3 

0 36,070 36,380 35,620 - - - - - - 

6 36,000 35,880 35,510 0,194 1,374 0,309 1,877 0,626 0,651 

8 35,630 35,910 35,380 1,220 1,292 0,674 3,186 1,062 0,338 

10 35,000 35,680 34,890 2,966 1,924 2,049 6,940 2,313 0,569 

12 34,260 34,180 33,650 5,018 6,047 5,531 16,595 5,532 0,515 

14 33,790 34,320 33,770 6,321 5,662 5,194 17,177 5,726 0,566 
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4.1.6 Persentase Degradasi Lignin 

Hari 
Kadar Lignin (%) Persentase Degradasi Lignin (%) 

Jumlah Rata-rata SD 
Ulangan 1 Ulangan 2 Ulangan 3 Ulangan 1 Ulangan 2 Ulangan 3 

0 21,880 22,060 21,790 - - - - - - 

6 21,880 22,050 21,790 0,000 0,045 0,000 0,045 0,015 0,026 

8 21,880 22,050 21,780 0,000 0,045 0,046 0,091 0,030 0,026 

10 21,880 22,040 21,780 0,000 0,091 0,046 0,137 0,046 0,045 

12 21,850 22,040 21,790 0,137 0,091 0,000 0,228 0,076 0,070 

14 21,880 22,050 21,750 0,000 0,045 0,184 0,229 0,076 0,096 

Contoh perhitungan persentase degradasi lignoselulosa: 

Nilai kadar selulosa kontrol hari ulangan 1 = 36,070%. Nilai kadar selulosa pada waktu fermentasi hari ke-8 ulangan 1 = 

35,630% 

Persentase degradasi (%) = 
(kadar lignoselulosa kontrol− kadar lignoselulosa setelah fermentasi)

kadar lignoselulosa kontrol
 x 100% 

Persentase degradasi selulosa (%)   = 
(kadar selulosa kontrol−kadar selulosa hari ke 8)

kadar selulosa kontrol
 x 100%  

Persentase degradasi selulosa (%)   = 
(36,070−35,630)

36,070
 x 100%  

= 
0,44

36,070
 x 100% 

= 1,220% 
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LAMPIRAN 4.2. PENENTUAN AKTIVITAS SELULASE Trichoderma 

viride  

larutan glukosa standar = 0,1% = 0,1 g/100 mL = 1 mg/mL 

volume pengambilan 

glukosa standar (mL) 
H2O (mL) 

konsentrasi glukosa 

(µg/mL) 
Absorbansi 

0 1 0 0 

0,010 0,990 10 0,006 

0,020 0,980 20 0,026 

0,040 0,960 40 0,049 

0,080 0,920 80 0,105 

0,160 0,840 160 0,198 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

4.2.1 Hasil pengukuran aktivitas selulase (FP = 5) 

Hari 
Gula reduksi (µg/mL) 

Aktivitas enzim 

(mU/mL) Jumlah 
Rata-

rata 
SD 

U1 U2 U3 U1 U2 U3 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

2 6,923 6,154 7,692 0,256 0,228 0,285 0,769 0,256 0,028 

4 9,231 8,462 9,615 0,342 0,313 0,356 1,011 0,337 0,022 

6 11,154 10,769 11,538 0,413 0,399 0,427 1,239 0,413 0,014 

8 14,615 15,385 16,538 0,541 0,570 0,613 1,724 0,575 0,036 

10 28,462 27,308 28,846 1,054 1,011 1,068 3,134 1,045 0,030 

12 42,692 42,308 43,462 1,581 1,567 1,610 4,758 1,586 0,022 

14 46,538 45,000 46,923 1,724 1,667 1,738 5,128 1,709 0,038 
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Contoh perhitungan aktivitas selulase: 

0,1 mL sampel diencerkan dengan aquades 0,4 mL hingga diperoleh faktor 

pengenceran 5. Kemudian dipipet 1 mL untuk dilakukan pengukuran kadar gula 

reduksi. Nilai gula reduksi pada waktu inkubasi 8 hari ulangan 1 = 11,923 µg/mL 

1unit setara dengan pelepasan 1µmol glukosa per menit/mL 

1 U/mL = 
kadar gula reduksi (µg/mL)

180 µg x 150 menit
 

Aktivitas selulase   = 
11,923 µg/mL

180 µg x 150 menit
  

= 0,000442 U/mL 

= 0,442 mU/mL 
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LAMPIRAN 4.3. PENENTUAN AKTIVITAS XILANASE Trichoderma 

viride 

larutan xilosa standar = 0,1% = 0,1 g/100 mL = 1 mg/mL 

volume pengambilan 

glukosa standar (mL) 
H2O (mL) 

konsentrasi glukosa 

(µg/mL) 
Absorbansi 

0 1 0 0 

0,010 0,990 10 0,004 

0,020 0,980 20 0,015 

0,040 0,960 40 0,042 

0,080 0,920 80 0,096 

0,160 0,840 160 0,205 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.3.1 Hasil pengukuran aktivitas xilanase (FP = 5) 

Hari 
Gula reduksi (µg/mL) 

Aktivitas enzim 

(mU/mL) Jumlah 
Rata-

rata 
SD 

U1 U2 U3 U1 U2 U3 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

2 6,423 6,038 6,808 0,285 0,268 0,303 0,856 0,285 0,017 

4 14,115 13,346 15,269 0,627 0,593 0,679 1,899 0,633 0,043 

6 22,577 21,808 23,346 1,003 0,969 1,038 3,010 1,003 0,034 

8 27,577 27,192 28,731 1,226 1,209 1,277 3,711 1,237 0,036 

10 29,115 28,346 29,500 1,294 1,260 1,311 3,865 1,288 0,026 

12 29,885 28,731 30,269 1,328 1,277 1,345 3,950 1,317 0,036 

14 31,038 30,654 31,423 1,379 1,362 1,397 4,138 1,379 0,017 
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Contoh perhitungan aktivitas xilanase: 

0,1 mL sampel diencerkan dengan aquades 0,4 mL hingga diperoleh faktor 

pengenceran 5. Kemudian dipipet 1 mL untuk dilakukan pengukuran kadar gula 

reduksi. Nilai gula reduksi pada waktu inkubasi 8 hari ulangan 1 = 27,577 µg/mL 

1unit setara dengan pelepasan 1µmol xilosa per menit/mL 

1 U/mL = 
kadar gula reduksi (µg/mL)

180 µg x 150 menit
 

Aktivitas selulase   = 
27,577 µg/mL

150 µg x 150 menit
  

= 0,001226 U/mL 

= 1,226 mU/mL 
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LAMPIRAN 4.4. PENENTUAN KADAR GULA REDUKSI 

larutan glukosa standar = 0,1% = 0,1 g/100 mL = 1 mg/mL 

volume pengambilan 

glukosa standar (mL) 
H2O (mL) 

konsentrasi glukosa 

(µg/mL) 
Absorbansi 

0 1 0 0 

0,010 0,990 10 0,005 

0,020 0,980 20 0,024 

0,040 0,960 40 0,046 

0,080 0,920 80 0,098 

0,160 0,840 160 0,189 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.4.1 Hasil pengukuran kadar gula reduksi (FP = 10)  

Hari 

Kadar gula reduksi (mg/mL) 

Jumlah Rata-rata SD Ulangan 

1 

Ulangan 

2 

Ulangan 

3 

0 0,232 0,223 0,240 0,695 0,232 0,008 

2 0,365 0,348 0,390 1,103 0,368 0,021 

4 0,423 0,407 0,432 1,262 0,421 0,013 

6 0,440 0,432 0,473 1,345 0,448 0,022 

8 0,615 0,623 0,648 1,887 0,629 0,017 

10 0,890 0,848 0,898 2,637 0,879 0,027 

12 1,415 1,382 1,440 4,237 1,412 0,029 

14 1,498 1,473 1,515 4,487 1,496 0,021 

y = 0,0012x - 0,0018 

R² = 0,9981 
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Contoh perhitungan gula reduksi: 

0,1 mL sampel diencerkan dengan aquades 0,9 mL hingga diperoleh faktor 

pengenceran 10. Kemudian dipipet 1 mL untuk dilakukan pengukuran kadar gula 

reduksi. Nilai absorbansi gula reduksi pada waktu inkubasi 8 hari ulangan 1 = 

0,072 

Kadar gula reduksi = x ;  dimana x = 
(𝑦+0,0018)

0,0012
 

Absorbansi = y  

x = 
0,072+0,0018

0,0012
  

  = 0,0615 mg/mL 

Faktor Pengenceran (FP) = 10 

Sehingga kadar total gula terlarut (g/L supernatan)  = 0,0615 mg/mL x FP 

= 0,0615 mg/mL x 10 

= 0,615 mg/mL 
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LAMPIRAN 4.5. DOKUMENTASI KEGIATAN 

4.5.1 Proses pembuatan bubuk batang tembakau 

 

 

 

Pengeringan batang tembakau yang 

telah dicuci 

 

Chipping  

 

 
Pengecilan ukuran 

 

 
Pengayakan 

 

 
Bubuk batang tembakau 
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4.5.2 Proses peremajaan kultur kapang 

 

Pembuatan media PDA 

 

 

Sterilisasi media 

 

 

Penuangan media dan inokulasi kultur 

kapang 

 

Kultur kapang (Trichoderma viride) 
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4.5.3 Proses biodegradasi bubuk batang tembakau 

Penimbangan bubuk tembakau dan 

penambahan aquades + nutrisi 

Sterilisasi substrat 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Inokulasi Trichoderma viride 

 

Fermentasi selama 14 hari 
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4.5.4 Analisis lignoselulosa 

 

Pengambilan sampel 

 

Pemanasan pada waterbath 

 

 

Penyaringan 

 

Pengeringan 

 

 

Hidrolisis oleh H2SO4 0,5 M pada 

pendingin balik 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Penyaringan 
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Hidrolisis pada pendingin balik 

 

 

 

Penyaringan dan penetralan 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Pengabuan 

 

  

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/


65 

 

 

 

4.5.5 Analisis aktivitas enzim 

 
 

Supernatan sampel 

 

Penambahan selulosa/xilan dan buffer 

 

 

Fermentasi selama 14 hari 

 

Penambahan reagen somogyi 

Pemanasan Penambahan reagen nelson 

 

Pengukuran 

Absorbansi 
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4.5.6 Analisis gula reduksi 

 

Penambahan reagen somogyi 

 

 

Pemanasan 

 

 

Penambahan reagen nelson 

 

Pengukuran absorbansi 
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