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RINGKASAN 

 
 

Optimasi Produksi dan Purifikasi Parsial Enzim Selulase Isolat VM9 

(Pestalotiopsis sp.) Pada Proses Fermentasi Padat Kulit Buah Kopi; Siti 

Erlinkha, 141810401014; 2018; 52 halaman; Jurusan Biologi Fakultas 

Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam Universitas Jember. 

Kopi merupakan  komoditas hasil perkebunan yang memiliki prospek 

perkembangan yang baik di Indonesia bahkan di pasar dunia. Hal ini terlihat dari 

semakin meningkatnya volume dan nilai ekspor kopi Indonesia. Indonesia  

merupakan Negara terbesar ketiga penghasil kopi setelah Vietnam dan Brazil. 

Produksi kopi pada tahun 2013 mencapai 298.000 ton dengan luas lahan 

perkebunan 478.000 Ha. Perkembangan produksi kopi tersebut juga diiringi 

dengan meningkatnya hasil samping berupa kulit buah kopi yang dihasilkan pada 

proses pengolahan kopi. Selama ini kulit buah kopi tidak dimanfaatkan secara 

optimal. Kulit buah kopi mempunyai kandungan komponen organik yakni 

selulosa dan lignin yang tinggi, dengan nilai berturut-turut yaitu 63% dan 17% 

dari berat kering. 

Kandungan selulosa yang tinggi, membuat kulit buah kopi dapat dijadikan 

sebagai substrat dalam produksi enzim selulase melalui fermentasi dengan 

bantuan kapang. Kapang VM9 mampu menghasilkan enzim selulase dan 

merupakan isolat yang memiliki indeks selulolitik yang tinggi. Penelitian ini 

menggunakan VM9 sebagai agen mikroorganisme selulolitik yang berpotensi 

untuk mendegradasi selulosa dari kulit buah kopi. Optimasi produksi dilakukan 

untuk mengetahui waktu optimum Pestalotiopsis sp. dalam memproduksi enzim 

ekstrak kasar secara optimal, selanjutnya dilakukan pemurnian crude enzim 

dengan cara purifikasi parsial untuk memperoleh enzim spesifik yang diinginkan 

sehingga dapat diketahui tingkat aktivitas enzim.  

Produksi crude enzim selulase dari isolat VM9 (Pestalotiopsis sp.) yang 

dilanjutkan dengan purifikasi parsial. Purifikasi parsial enzim selulase merupakan 

tahapan untuk melakukan pemurnian crude enzim selulase guna mengetahui 
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aktivitas enzim dalam proses fermentasi padat kulit buah kopi. Purifikasi parsial 

memiliki beberapa tahapan, yakni presipitasi ammonium sulfat, dialisis dan DEAE 

Cellulose Chromatography. Hasil dari purifikasi parsial menggunakan DEAE 

Cellulose, diuji aktivitas enzimnya menggunakan metode Somogyi-Nelson pada 

absorbansi 500 nm dan diuji kuantitas proteinnya pada absorbansi 280 nm. 

Hasil penelitian menunjukkan bahwa isolat Pestalotiopsis sp. (VM9) 

memiliki aktivitas enzim yang optimum dalam media fermentasi padat kulit buah 

kopi pada inkubasi hari ke-6 dengan jumlah gula reduksi sebesar 146,15 µg/ml. 

Pada tahap purifikasi parsial, aktivitas enzim selulase tertinggi sebesar 85,385 

μg/ml dengan absorbansi protein pada panjang gelombang 280 nm sebesar 0,388. 
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BAB 1. PENDAHULUAN 

 

 

1.1 Latar Belakang 

 Kopi merupakan  komoditas hasil perkebunan yang memiliki prospek 

perkembangan yang baik di Indonesia bahkan di pasar dunia. Hal ini terlihat dari 

semakin meningkatnya volume dan nilai ekspor kopi Indonesia. Indonesia  

merupakan negara terbesar ke-3 penghasil kopi setelah Vietnam dan Brazil. 

Produksi kopi pada tahun 2013 mencapai 298.000 ton dengan luas lahan 

perkebunan 478.000 Ha (BPS, 2014). Indonesia menyumbang 6,8% dari produksi 

kopi dunia serta menjadi negara pengekspor kopi terbesar ke-4 dengan pangsa 

pasar 11% di dunia (Raharjo, 2013).  

Perkembangan produksi kopi tersebut juga diiringi dengan meningkatnya 

hasil samping berupa kulit buah kopi yang dihasilkan dari proses pengolahan 

kopi. Selama ini kulit buah kopi tidak dimanfaatkan secara optimal (Ratnaningsih 

et al., 2013). Kulit buah kopi mempunyai kandungan komponen organik yakni 

selulosa dan lignin yang tinggi, dengan nilai berturut-turut yaitu 63% dan 17% 

dari berat kering (Corro et al., 2013). Selulosa di alam berbentuk kristal bersama 

lignin dan hemiselulosa, tidak mudah larut dalam air dan selulosa sulit mengalami 

degradasi (Sonia dan Kusnadi, 2015). Selulosa hanya dapat dirombak menjadi 

glukosa dengan enzim selulase (Buselli et al., 2007). 

Kandungan selulosa yang tinggi, membuat kulit buah kopi dapat dijadikan 

sebagai substrat dalam produksi enzim selulase melalui fermentasi dengan 

bantuan kapang. Kapang VM9 (Vermikomposting Middle 9) mampu 

menghasilkan enzim selulase dan merupakan isolat yang memiliki indeks 

selulolitik yang tinggi yakni sebesar 1,17 pada media CMC dan 1,66 pada media 

TKKS serta aktivitas anzim pada media CMC sebesar 27,50 μg/ml dan pada 

media TKKS sebesar 19,51 μg/ml (Yuniar, 2013). Isolat VM9 memiliki 

kemampuan menghidrolisis substrat TKKS sebesar 0,36%. Berdasarkan penelitian 

tersebut diketahui bahwa VM9 merupakan genus Pestalotiopsis. Namun dalam 
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penelitian tersebut tidak dilakukan purifikasi parsial untuk uji aktivitas enzim 

yang telah dihasilkan.  

Penelitian ini menggunakan VM9 sebagai agen mikroorganisme selulolitik 

yang berpotensi untuk mendegradasi selulosa dari kulit buah kopi. Optimasi 

produksi dilakukan untuk mengetahui waktu optimum Pestalotiopsis sp. dalam 

memproduksi enzim ekstrak kasar (crude enzim) secara optimal, selanjutnya 

dilakukan pemurnian crude enzim dengan cara purifikasi parsial untuk 

memperoleh enzim spesifik yang diinginkan sehingga dapat diketahui tingkat 

aktivitas enzim. Produksi crude enzim selulase dari isolat VM9 (Pestalotiopsis 

sp.) yang dilanjutkan dengan purifikasi parsial merupakan tahapan untuk 

melakukan pemurnian crude enzim selulase guna mengetahui aktivitas enzim 

dalam proses fermentasi padat kulit buah kopi. 

  

1.2 Rumusan Masalah 

 Berdasarkan latar belakang diatas, rumusan masalah yang diambil  adalah 

bagaimana optimasi produksi dan tingkat aktivitas enzim selulase isolat VM9 dari 

tahapan purifikasi parsial? 

 

1.3 Batasan Masalah 

 Batasan masalah dari penelitian ini adalah aktivitas enzim yang dihasilkan 

dari purifikasi parsial. 

 

1.4 Tujuan 

 Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui optimasi produksi 

crude enzim isolat VM9 pada substrat kulit buah kopi dan tingkat aktivitasnya 

melalui purifikasi parsial menggunakan substrat CMC. 

 

1.5 Manfaat Penelitian 

 Manfaat yang diharapkan dari penelitian ini adalah mengetahui 

pemanfaatan mikroorganisme untuk proses fermentasi kulit buah kopi dalam 
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menghasilkan enzim selulolitik dan menambah nilai guna limbah perkebunan 

dengan menggunakan isolat VM9. 
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA 

 

 

2.1 Kulit Buah Kopi Robusta (Coffea canephora L.). 

 Indonesia  merupakan negara terbesar ketiga penghasil kopi setelah 

Vietnam dan Brazil. Luas perkebunan kopi di Indonesia mencapai 478.000 Ha 

dengan produksi kopi pada tahun 2013 mencapai 298.000 ton (Direktorat Jenderal 

Perkebunan, 2014). Selain itu Indonesia juga menjadi negara pengekspor kopi 

terbesar keempat dengan pangsa pasar 11% di dunia (Raharjo, 2013). Kulit buah 

kopi merupakan limbah hasil pengolahan buah kopi yang memiliki proporsi 40 – 

45% (Simanihuruk dan Sirait, 2010). Industri pengolahan kopi dilakukan dengan 

memisahkan biji kopi dan membuang bagian kulitnya (Corro et al., 2013). 

Kulit buah kopi yang digunakan dalam penelitian ini adalah kulit buah 

kopi Robusta (Coffea canephora L.). Kopi Robusta mendominasi  seluruh 

perkebunan kopi di Indonesia. Sebanyak 245.051 ton kopi Robusta diekspor 

Indonesia ke mancanegara dalam kurun waktu 1997-2001 (Wijaya , 2003). 

International Coffee Organization (2012) menyebutkan bahwa peningkatan rata-

rata konsumsi kopi dunia sejak tahun 2010 sebesar 2,5% per tahun. 

 Secara anatomi, buah kopi terdiri atas 2 bagian yaitu biji dan kulit buah 

(pericarp). Kulit buah terdiri atas lapisan kulit luar (exocarp), daging buah 

(mesocarp), kulit tanduk dan kulit ari (Muchtadi et al., 2010). Struktur morfologi 

dan anatomi buah kopi dapat dilihat pada Gambar 2.1. 
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Gambar 2.1 Morfologi dan anatomi buah kopi (a). Morfologi buah kopi (Sumber: Arief et 

al., 2011) dan (b). Anatomi buah kopi (1. Kulit luar, 2. Daging buah, 3. Kulit 

tanduk, 4. Kulit ari, 5. Biji) (Sumber: Natawidjaya, 2012). 

 

 Braham dan Bressani (1979) mengatakan bahwa buah kopi terdiri atas 

55,4% biji kopi, 28,7% kulit buah kering, 11,8% kulit cangkang dan sisanya 

sebesar 4,15% berupa lendir. Berikut ini merupakan tabel komposisi kandungan 

kulit buah kopi, dapat dilihat pada Tabel 2.1. 

Tabel 2.1 Komposisi kandungan kulit buah kopi 

Komposisi Kandungan (%) 

Selulosa 

Lignin 

Protein 

Hemiselulosa 

Tanin 

Pektin 

Kafein 

Gula reduksi 

Gula non reduksi 

63% 

17% 

11,5% 

2,3% 

1,8-8,56% 

6,5% 

1,3% 

12,4% 

2% 

(Sumber: Corro et al., 2013). 

 Kulit buah kopi memiliki kandungan selulosa yang tinggi. Bahan 

organik yang mengandung selulosa merupakan substrat bagi pertumbuhan 

bakteri selulolitik (Gupta dan Turner, 2017). Hal tersebut menjadikan limbah kulit 

kopi berpotensi sebagai substrat bagi mikroorganisme selulolitik untuk 

menghasilkan enzim selulase (Nurfitriani dan Handayanto, 2017). 

2.2 Hidrolisis Komponen Selulosa 

 Selulosa adalah komponen utama yang terdapat pada dinding sel 

tumbuhan. Selulosa merupakan polimer dari glukosa dan mengandung 

a b 
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polisakarida tidak bercabang β (1-4) D-glukosa yang disintesis pada membran 

plasma oleh Cellulose Synthase Complex (CSC) (Simon et al., 1988). Selulosa di 

alam jarang terdapat dalam bentuk murni, tetapi membentuk kristal bersama 

lignin dan hemiselulosa, berbentuk kristal dan tidak mudah larut dalam air dan 

selulosa sulit mengalami degradasi (Maleki et al., 2016). Selulosa dapat 

dihidrolisis menjadi unit  glukosa sehingga dapat digunakan sebagai bahan baku 

fermentasi dengan substrat tertentu (Shiratory et al., 2006). 

 Selulosa terdiri atas cincin panjang polisakarida, terbentuk dari 

mikrofibril dengan region kristalin dan non kristalin region yang lebih pendek. 

Mikrofibril tergabung membentuk makrofibril dengan diameter kira-kira 10-25nm 

dengan hemiselulosa dan pektin atau lignin. 

 

  (a)    (b) 
Gambar 2.2 Struktur Selulosa (a) Mikrofibril selulosa, (b) Makrofibril selulosa (Sumber: 

Ali dan Gibson, 2012). 

 

 Enzim selulase merupakan enzim yang dapat menghidrolisis ikatan β (1-

4) D-glukosa pada selulosa (Simon et al., 1988). Adanya selulosa dalam suatu 

substrat dapat menginduksi terbentuknya enzim selulase oleh mikroorganisme 

selulolitik. Mikroorganisme selulolitik yang dapat digunakan untuk menghasilkan 

enzim selulase misalnya kapang (Ul-haq et al., 2005). Enzim selulase dapat 

diproduksi oleh mikroorganisme dan tergantung pada komposisi medium 

pertumbuhan, pH dan temperatur (Devi dan Kumar, 2012). 
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 Menurut Miyamoto (1997) selulase terdiri dari tiga komponen enzim 

yang penting yaitu endoglukanase, eksoglukanase dan β-glukosidase. 

Endoglukanase, memotong secara acak ikatan selulosa menjadi selooligosakarida. 

Enzim ini aktif menyerang pada bagian selulosa yang tersubstitusi seperti CMC. 

Eksoglukanase, menyerang ujung rantai selulosa non-pereduksi dan 

membebaskan selobiosa dari rantai selulosa. β-glukosidase, menghidrolisis 

selobiosa menjadi glukosa. Ketiga komponen enzim selulase tersebut bersinergi 

mengkonversikan selulosa menjadi glukosa.  

 Penelitian Nurfitriani dan Handayanto (2017) menunjukkan bahwa 

penambahan isolat mikroorganisme tertentu seperti kapang  mampu menguraikan 

senyawa-senyawa organik pada substrat kulit kopi. Bahan organik yang 

mengandung selulosa merupakan substrat bagi pertumbuhan bakteri selulolitik 

(Gupta dan Turner, 2017). 

2.3 Kapang Pestalotiopsis sp. dan Potensinya Dalam Menghasilkan Enzim 

 Genus Pestalotiopsis memiliki karakteristik morfologi yang khas pada 

konidia yang dimiliki. Konidia (spora aseksual) berbentuk fusiformis, terdiri atas 

3-4 septa, appendages (hyalin) apikal berbentuk filiform bercabang atau tidak 

bercabang, appendages basal 4-9 μm timbul dari sel basal (Jeewon et al., 2004). 

Konidiopor dengan  hyalin, memanjang, bersifat hidrofilik, konidia terdiri atas 5 

sel, sel median berwarna coklat (Sutton, 1969). Konidia memiliki panjang 25,12 – 

32,12 µm dan lebar 5,6 – 7,88 µm. Koloni Pestalotiopsis sp. menunjukkan 

pigmentasi serupa, miselium berwarna putih dengan adanya zona hitam di bagian 

tengahnya yang menunjukkan adanya perkembangan konidia (Lazarotto et al., 

2014). 
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Gambar 2.3 Morfologi dan anatomi kapang Pestalotiopsis sp. (a) Konidia Pestalotiopsis 

sp. (Sumber: Watanabe et al., 2010), (b) Konidium (Sumber: Sutton, 1969), 

(c) Makroskopis Pestalotiopsis sp. (Sumber: LIPI, 2008). 

 

 Klasifikasi taksonomi dari Pestalotiopsis sp. berdasarkan National Center 

for Biotechnology Information (NCBI) adalah sebagai berikut: 

Kingdom : Fungi 

Divisi  : Ascomycota 

Kelas  : Sordariomycetes 

Ordo  : Xylariales 

Famili  : Amphisphaeriaceae 

Genus  : Pestalotiopsis 

Spesies : Pestalotiopsis sp. (NCBI, 2017). 

 

 Berdasarkan penelitian Yuniar (2013), Pestalotiopsis sp. diisolasi dari 

vermikomposting TKKS dan diberi kode VM9 (Vermicomposting middle 9) yang 

menunjukkan bahwa mikroorganisme ini ditemukan pada lapisan tengah dari 

proses vermikomposting sedangkan 9 merupakan urutan mikroorganisme yang 

ditemukan. Hasil penelitian tersebut menunjukkan bahwa Pestalotiopsis sp. 

a b 

c 

Fuliginous 

Hyalin 
Apikal 

Basal 

Septa 
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adalah salah satu dari lima isolat yang memiliki pola aktivitas selulolitik yang 

tinggi dalam menghidrolisis sustrat TKKS pada CMC untuk menghasilkan gula 

reduksi. Gula reduksi yang dihasilkan dari Pestalotiopsis sp. (VM9) adalah 

sebesar 0,36%. 

 Kapang merupakan mikroorganisme penghasil enzim yang baik. Enzim 

berperan sebagai biokatalisator dalam mempercepat reaksi dalam sel sehingga 

memudahkan terpecahnya molekul kompleks menjadi molekul yang lebih 

sederhana (Meryandini et al., 2009).  Kapang Pestalotiopsis sp. merupakan 

mikroorganisme yang memiliki potensi dalam menghasilkan enzim tertentu. Hal 

tersebut dibuktikan dengan beberapa penelitian yang telah dilakukan, seperti dapat 

dilihat pada Tabel 2.2. 

 

Tabel 2.2 Penelitian yang telah dilakukan dengan menggunakan Pestalotiopsis sp. 

Referensi Judul penelitian Hasil penelitian 

Rao, M., Thakur, N., Mithal, B., 

dan Manjunath, S. 1983. 

Production of Cellulose From 

Pestalotiopsis versicolor. 

Biotechnology and 

Bioengineering. Vol. 25. 

Production of Cellulose 

From Pestalotiopsis 

versicolor 

Sistem selulase 

dari 

Pestalotiopsis 

versicolor 

ditemukan kaya 

akan β-

glukosidase. 

Sena, A.R., Santos, A.C., 

Gouveia, M.J., Mello, M.R., 

Leite, T., Moreira, K., dan 

Assis, S. 2014. Production, 

Characterization and 

Application of a Thermostable 

Tnnase from Pestalotiopsis 

guepinii URM 7114. Original 

Scientific Paper, 54(4). 

Production, 

Characterization and 

Application of a 

Thermostable Tannase 

from Pestalotiopsis 

guepinii URM 7114 

Pestalotiopsis 

guepinii 

berpotensi dalam 

memproduksi 

enzyme selulase, 

pectinase, 

xylanase dan 

protease 

Yanto, D,H., Tachibana, S. 

2016. Utilization of kapok fiber 

as a natural sorbent 

in petroleum hydrocarbon 

biodegradation 

by Pestalotiopsis sp. Journal of 

Lignocellulose Technology. 

Vol.1. 

Utilization of kapok 

fiber as a natural 

sorbent in petroleum 

hydrocarbon 

biodegradation by 

Pestalotiopsis sp. 

Pestalotiopsis sp. 

memiliki aktivitas 

ligninoselulolitik 

pada medium 

kapuk dalam 

menghasilkan 

crude oil. 
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2.4 Fermentasi Padat 

 Fermentasi padat merupakan proses fermentasi yang berlangsung dalam 

substrat tidak terlarut tetapi mengandung air yang cukup sekalipun tidak mengalir 

bebas. Fermentasi padat dapat digunakan untuk memproduksi enzim selulase. 

Terdapat beberapa faktor yang dapat mempengaruhi proses fermentasi padat 

seperti kadar air, pH dan waktu fermentasi (Idiawati et al., 2014). Kadar air 

berpengaruh pada pertumbuhan mikroorganisme, biosintesis dan sekresi enzim. 

Pengaturan pH sangat penting agar mikroorganisme yang ditumbuhkan dapat 

menghasilkan produk yang optimal (Gandjar, 2006). Selain itu, waktu fermentasi 

juga mempengaruhi aktivitas mikroorganisme karena mikroorganisme mengalami 

beberapa fase pertumbuhan (Darwis et al.,1995). 

Fermentasi padat atau Solid State Fermentation (SSF) adalah metode 

biofisiologis yang sering dilakukan karena memiliki produktivitas yang tinggi dan 

karakteristik produk yang lebih baik daripada metode fermentasi dalam media 

cair. Kelebihan lain dari fermentasi padat bila dibandingkan dengan fermentasi 

dalam media cair adalah biaya yang diperlukan lebih rendah, air yang diperlukan 

jauh lebih sedikit dan media kultur lebih sederhana (Pandey, 2003). Selain itu, 

substrat pada fermentasi padat cukup menyediakan nutrisi yang diperlukan untuk 

pertumbuhan isolat (Orozco et al., 2008). 

 

2.5 Purifikasi Parsial Enzim 

 Pemurnian enzim adalah salah satu cara untuk memisahkan enzim dari 

jenis protein lain dan kontaminan. Tujuan yang ingin dicapai dalam pemurnian 

enzim adalah mengisolasi enzim spesifik dari enzim ekstrak kasar (crude) yang 

mengandung banyak komponen lain (Dewi, 2014). Purifikais parsial 

menghasilkan enzim spesifik yang diinginkan dan dapat diketahui aktivitasnya. 

Pemurnian enzim bertujuan untuk mendapatkan enzim yang murni dari pengotor 

dan dapat digunakan untuk keperluan medis, farmasi dan penelitian biokimia 

karena spesifitasnya yang tinggi (Lehninger, 1995). Keberhasilan proses 

pemurnian dengan metode purifikasi parsial dapat diketahui dari nilai aktivitas 

spesifik dan tingkat kemurnian yang tinggi (Siboro et al., 2017). 
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Menurut Biotech (1999), purifikasi parsial terdiri dari 3 tahap yaitu : 

1.Capture, bertujuan untuk mengisolasi, mengetahui konsentrasi dan 

menstabilkan sampel 

2. Intermediate purification, bertujuan untuk menghilangkan kotoran 

3. Polishing, mendapatkan tingkat kemurnian. 

 
Gambar 2.4 Preparasi dan tahap pemurnian protein (Sumber : Biotech, 1999). 

 

Tingkat kemurnian suatu enzim diketahui dari aktivitas spesifik enzim 

tersebut, semakin tinggi aktivitas spesifik suatu enzim maka enzim akan semakin 

murni (Scopes, 1994). Tiap metode pemurnian protein terdapat perbedaan dalam 

hal kapasitas daya pisah, kapasitas penampungan, kecepatan pemurnian serta 

pengendalian pemurnian. Berdasarkan keempat parameter tersebut, tidak semua 

proses pemurnian protein akan melewati tiga tahapan pemurnian (capture, 

intermediate dan polishing), tergantung pada metode pemurnian dan jenis sampel 

yang digunakan. Jenis sampel tertentu, kadang tidak dibutuhkan proses polishing 

karena enzim yang dihasilkan sudah murni pada tahap intermediet (Biotech, 

1999). 

Terdapat beberapa metode yang dapat digunakan untuk pemurnian protein. 

Metode tersebut adalah sebagai berikut: 

1.Presipitasi 

Presipitasi merupakan metode pengendapan dengan aplikasi konsentrasi 

garam bervariasi dengan penambahan garam amonium sulfat kedalam ekstrak 

kasar enzim disertai pengadukan pada suhu rendah. Garam yang ditambahkan 
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tergantung pada jenis enzim. Ammonium sulfat lebih sering digunakan karena 

kelarutannya yang tinggi (Janson, 2011). 

Pengendapan protein dipengaruhi oleh konsentrasi garam ammonium 

sulfat yang digunakan sehingga mempengaruhi kekuatan ion dari penambahan 

garam amonium sulfat. Penggunaan konsentrasi ammonium sulfat yang semakin 

besar akan terjadi peningkatan muatan listrik di sekitar protein yang akan menarik 

molekul air dari koloid protein. Interaksi hidrofobik antar molekul protein pada 

kadar ionik tinggi akan menurunkan kelarutan protein. Peristiwa ini disebut 

“salting out”. Proses Salting out dapat digunakan untuk memisahkan protein dari 

komponen terlarut lainnya (Aulanni’am, 2005). Ammonium sulfat yang tersisa 

pada endapan enzim dipisahkan dengan proses dialisis (McKee dan McKee, 

2004). 

2. Kromatografi penukar ion (Ion Exchange Chromatography) 

Prinsip pemurnian dengan menggunakan teknik kromatografi adalah 

adanya distribusi komponen-komponen dalam fase diam (stationer) dan fase 

gerak (mobile) berdasarkan perbedaan sifat fisik komponen yang dipisahkan 

dalam suatu sampel (Ardianingsih, 2009). Metode ini memisahkan molekul 

berdasarkan muatan ionnya. Molekul dibuat bermuatan agar dapat terikat pada 

media dalam kekuatan ion yang rendah dan dilepaskan dari media dengan 

menggunakan gradien garam. Molekul dengan muatan ion paling kecil akan 

dielusi lebih dahulu dibandingkan dengan biomolekul yang memiliki muatan ion 

lebih besar (Harris dan Angel, 1989). Muatan ion yang lebih besar diperlukan 

larutan garam NaCl dengan konsentrasi semakin besar pula. Oleh karena itu, pada 

umumnya elusi dilakukan secara linear gradient (Meyer,2004).  

3. DEAE Cellulose Chromatography 

 Diethylaminoethyl (DEAE) cellulose adalah matriks penukar ion (ion 

exchanger) yang digunakan dalam kolom kromatografi untuk pemisahan dan 

pemurnian protein atau asam amino. Matriks merupakan turunan dari 

dietilaminoethanol (DEAE) yang dapat mengunci protein atau asam nukleat yang 

bermuatan untuk dapat berikatan dengan matriks (Peterson dan Sober, 1955). 

Protein yang terikat pada matriks akan dilepaskan dengan elusi NaCl 
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menggunakan gradien konsentrasi untuk mengubah muatan pada protein yang 

terikat (Janson, 2011). 
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BAB 3. METODE PENELITIAN 

 

 

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian 

 Penelitian ini dilaksanakan pada Bulan Januari 2018 sampai Juli 2018 di 

Laboratorium Mikrobiologi, Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, 

Universitas Jember. 

 

3.2 Alat dan Bahan 

 Alat yang digunakan pada penelitian ini  antara lain autoklaf, laminar air 

flow, hemacytometer, magnetic stirer, kolom chromatography, neraca analitik, 

gelas ukur, gelas beker, inkubator, hot plate, tabung reaksi, rak tabung, labu 

erlenmeyer, jarum ose, spatula, pipet volume, pipet tetes, kolom dialisis spectrum 

50 kDa. 

 Bahan yang digunakan pada penelitian ini antara lain kulit buah kopi 

kering, isolat Pestalotiobsis sp. VM9, media Potato Dextrose Agar (PDA), media 

Carboxy Methyl Cellulose (CMC), NaOH, CH3COOH, akuades, alkohol 70%, 

natrium karbonat (Na2CO3), potassium sodium tartrate tetrahydrat 

(C4H4KNaO.4H2O), sulfat pentahydrat (CuSO4.5H2O), natrium hydrogen 

carbonat (NaHCO3), natrium sulfat, (NH4)6 Mo7O24.4H2O, sulfuric acid (H2SO4), 

sodium arsenat (Na3AsO4.7H2O), NaCl, natrium azide, buffer fosfat, amonium 

sulfat, matriks DEAE, kertas doorslag, alumunium foil, lampu bunsen, korek api, 

kapas dan tissue. 
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3.3 Rancangan Penelitian 

 Rancangan penelitian dilakukan dengan beberapa tahapan, sebagaimana 

dapat dilihat pada Gambar 3.1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 3.1 Alur penelitian 
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3.4 Prosedur Penelitian 

3.4.1 Persiapan Penelitian 

a. Peremajaan isolat VM9 (Pestalotiopsis sp.) 

 Peremajaan isolat Pestalotiopsis sp. dilakukan pada 3 tabung reaksi berisi 

5 mL media PDA miring. Media PDA terdiri dari 3 gram kentang, 0,15 gram 

dextrose, 0,25 gram agar dan aquades 25 ml. Sebanyak satu ose isolat dikulturkan 

pada media PDA miring dan diinkubasi pada suhu 30
o
C selama 4x24 jam. 

b. Penentuan Kadar Air Kulit Buah Kopi dalam substrat fermentasi padat 

 Penentuan kadar air dilakukan dengan cara memasukkan 5 gram kulit  

buah kopi yang telah dihaluskan ke dalam kantong teh kemudian direndam dalam 

aquades selama 30 menit. Selanjutnya kulit buah kopi dalam kantong teh 

digantung hingga airnya tidak menetes lalu ditimbang untuk mengetahui berat 

basahnya. Kulit buah kopi dalam kantong teh dikeringkan dalam oven pada suhu 

50
o
C selama 6 jam dan ditimbang. Kulit buah kopi dioven lagi pada suhu yang 

sama selama 6 jam dan ditimbang lagi hingga berat konstan untuk mengetahui 

berat keringnya. Selisih antara berat basah dan berat kering merupakan kadar air 

kulit buah kopi (Kurniawati, 2016). 

c. Pembuatan Substrat Alkali Kulit Buah Kopi 

 Kulit buah kopi sebanyak 200 gram dilakukan delignifikasi menggunakan 

NaOH 2 M sebanyak 80 gram dan aquades 1 liter pada tabung erlenmeyer lalu 

dihomogenkan menggunakan magnetik stirer selama 24 jam. Suspensi disaring 

untuk memisahkan air dengan kulit buah kopi sehingga diperoleh filtrat air 

perasan pertama. Ampas kulit kopi sisa filtrat pertama ditambahkan 350 mL 

aquades lalu diperas kembali untuk mendapatkan filtrat kedua. Filtrat yang 

diperoleh diukur pH dan dilakukan penambahan asam asetat (CH3COOH) untuk 

menurunkan pH sampai pH 7,2 lalu disentrifuse 3 menit. Sebanyak 1125 mL 

alkohol 97% ditambahkan dan didiamkan selama 30 menit lalu disentrifuse 3 

menit. Selanjutnya diambil pelet kemudian dikeringkan menggunakan oven pada 

suhu 50
o
C. Substrat alkali disimpan pada wadah tertutup untuk dijadikan bahan 

fermentasi. 
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d. Pembuatan Substrat Kulit Buah Kopi Jenuh Air Untuk Fermentasi Padat 

Pembuatan substrat kulit buah kopi dilakukan setelah diketahui kadar 

airnya. Substrat kulit buah kopi jenuh air digunakan dalam fermentasi padat. 

Sebanyak 10 gram kulit buah kopi dimasukkan ke dalam Erlenmeyer 200 ml dan 

dicampur dengan air yang volumenya dihitung berdasarkan kadar air yang telah 

diketahui. Kemudian disterilisasi menggunakan autoklaf selama 20 menit pada 

suhu 121
o
C. 

e. Pembuatan CMC 0,5% dalam 20 mM buffer asetat pH 5 

 Buffer asetat 20 mM pH 5 sebanyak 100 ml ditambahkan 0,5 gram CMC. 

Kedua bahan tersebut diaduk hingga larut dan distirer selama 24 jam. 

f. Pembuatan Reagen Somogyi-Nelson 

 Pembuatan reagen Somogyi dilakukan dengan melarutkan 24 gram natrium 

karbonat (Na2CO3) dan 12 gram potassium sodium tartrate tetrahydrat 

(C4H4KNaO.4H2O) ke dalam 240 mL aquades sebagai larutan I. Sebanyak 4 gram 

Kupfer (II) sulfat pentahydrat (CuSO4.5H2O) dilarutkan pada 60 mL aquades dan 

ditambahkan 16 gram natrium hydrogen carbonat (NaHCO3) sebagai larutan II. 

Larutan I dan larutan II dicampur dengan diaduk hingga homogen (sebagai larutan 

III). Selanjutnya membuat larutan IV dengan melarutkan 180 gram natrium sulfat 

(Na2SO4) ke dalam 300 mL aquades sambil dipanaskan. Setelah dingin, 

dicampurkan larutan III dan IV, dihomogenkan lalu ditambahkan aquades hingga 

volume 1000 ml. Reagen Somogyi diinkubasi dalam botol gelap pada suhu  37
o
C 

selama 7 hari. 

 Pembuatan reagen Nelson dengan cara melarutkan 50 gram (NH4)6 

Mo7O24.4H2O pada 500 mL aquades. Sebanyak 46 mL sulfuric acid (H2SO4) 

ditambahkan dengan hati-hati. Larutan ditambah dengan 6 gram sodium arsenat 

(Na3AsO4.7H2O) yang telah dilarutkan dalam 25 mL aquades. Campuran larutan 

ditambahkan dengan aquades hingga volume 1000 ml. Kemudian diinkubasi 

dalam botol gelap pada suhu 37
o
C selama 24 jam. 

g. Pembuatan Kurva Standar Glukosa 

 Pembuatan kurva standar glukosa dilakukan dengan analisis gula reduksi 

menggunakan metode Somogyi-Nelson. Seri pengenceran dibuat dari stok glukosa 
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0,01 gram dilarutkan dalam aquades hingga 100 ml sehingga konsentrasi menjadi 

100 µg/ml. Pengenceran dilakukan dengan konsentrasi menjadi 0µg/ml, 20 µg/ml, 

40µg/ml, 60 µg/ml, 80 µg/ml dan 100 µg/ml. Setiap konsentrasi glukosa tersebut 

ditambahkan reagen Somogyi sebanyak 0,5 ml dan dipanaskan pada air mendidih 

selama 15 menit. Setelah dingin, tiap seri pengenceran ditambahkan reagen 

Nelson sebanyak 0,5 ml dan akuades 2,5 ml. Kadar gula reduksi kemudian diukur 

dengan spektrofotometer pada panjang gelombang 500 nm hingga diperoleh nilai 

absorbansinya. Nilai absorbansi ini kemudian dipakai sebagai acuan untuk 

membuat kurva standar glukosa. Kurva standar glukosa dibuat kurva regresi linear 

antara nilai absorbansi dan konsentrasi larutan sampel. 

3.4.2 Produksi Enzim Ekstrak Kasar (Crude Enzim) 

a. Peremajaan Biakan Pestalotiopsis sp. VM9 

 Pestalotiopsis sp. diinokulasikan ke dalam media agar miring yang 

mengandung substrat alkali ekstrak kulit buah kopi 1% dan diinkubasi selama 72 

jam dengan suhu 30
o
C. 

b. Perhitungan Jumlah Spora 

 Perhitungan jumlah spora dilakukan secara langsung dengan metode 

Petroff-Hauser dengan menggunakan haemocytometer. Isolat Pestalotiopsis sp. 

ditumbuhkan pada 7 tabung reaksi yang berisi media miring mengandung substrat 

alkali ekstrak kulit buah kopi 1% kemudian diinkubasi selama 1-8 hari dengan 

suhu 30
o
C dan dilakukan perhitungan setiap 24 jam sekali selama 7 hari dari awal 

pertama inokulasi. Sebanyak 10 ml aquades dimasukkan ke dalam tabung yang 

berisi inokulum Pestalotiopsis sp. VM9 pada substrat alkali ekstrak kulit buah 

kopi 1% kemudian dikerik dan diambil ± 0,5 ml dari sampel. Sampel 0,5 ml 

diteteskan pada bidang hitung haemocytometer dan dihitung jumlah spora per mili 

(spora/ml) dengan 5 kali ulangan.  Perhitungan dilakukan dengan rumus sebagai 

berikut: 
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S (spora/ml) =  

Keterangan: S : jumlah spora/ml 

  n : rerata jumlah sel pada bidang hitung 

  L : luas bidang hitung kotak sedang (0,04 mm
2
) 

  h : kedalaman bidang hitung (0,1 mm) 

  d : faktor pengenceran (Seiverd, 1964). 

c. Optimasi Produksi Crude Enzim 

 Optimasi aktivitas selulase digunakan untuk mengetahui waktu optimum 

Pestalotiopsis sp. dalam memproduksi crude enzim (enzim ekstrak kasar) yang 

optimal. Optimasi dilakukan dengan metode fermentasi padat kulit buah kopi 

menggunakan Pestalotiopsis sp. Sebanyak 1 ml suspensi Pestalotiopsis sp. 

diinokulasikan pada 10 gr substrat kulit buah kopi jenuh air. Lalu diinkubasi pada 

suhu 30
o
C selama 7 hari dan dilanjutkan dengan pemanenan crude enzim mulai 

hari pertama sampai hari ketujuh. Pemanenan dilakukan dengan 2 tahap. Tahap 

pertama preparasi, dilakukan dengan melarutkan 1% NaCl dan Natrium azide 

0,01% ke dalam aquades 20 ml. Selanjutnya di shaker 150 rpm selama 12 jam dan 

difiltrasi dengan meggunakan kertas saring. Hasil filtrasi disentrifuse dengan 

kecepatan 8000 rpm selama 10 menit. Supernatan yang diperoleh merupakan 

enzim ekstrak kasar (crude enzim) dan disimpan dalam suhu -20
o
C. Supernatan 

tersebut diuji aktivitasnya menggunakan analisis gula reduksi Somogyi-Nelson 

dari hari pertama sampai hari ketujuh. 

 Uji aktivitas crude enzim dilakukan dengan analisis gula reduksi pada 

substrat CMC. Crude enzim yang dihasilkan selanjutnya diuji aktivitas selulase 

terhadap substrat CMC. Uji aktivitas selulase dilakukan dengan mengukur gula 

reduksi yang terbentuk menggunakan Somogyi-Nelson. Sebanyak 0,5 % substrat 

CMC dalam 500 µl buffer asetat 20 mM pH 5 dimasukkan dalam inkubator (37
o
 

C) selama 15 menit. Enzim ekstrak kasar ditambahkan sebanyak 50 μl dan 

diinkubasi dalam inkubator selama 2 jam. Setelah inkubasi 2 jam dikeluarkan dari 

inkubator, ditambahkan reagen Somogyi 0,5 ml dan divortex hingga homogen, 

kemudian dididihkan dalam penangas air selama 15 menit. Reagen Somogyi 
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berfungsi untuk menghentikan reaksi enzimatis (Somogyi, 1952). Reagen Nelson 

0,5 ml ditambahkan dengan 2,5 ml akuades. Kadar gula reduksi diukur dengan 

spektrofotometer pada panjang gelombang 500 nm. Reagen Nelson berfungsi 

mengikat gula reduksi hasil hidrolisis substrat sehingga dapat terwarnai dan 

terbaca nilai absorbansinya (Nelson, 1944). Pengukuran dilakukan dengan dua 

kali pengulangan. Supernatan kemudian diambil dan gula reduksinya diukur 

dengan spektrofotometer dengan panjang gelombang 500 nm sebanyak 2 kali 

pengulangan. Hasil uji kadar gula reduksi ini kemudian dikonversikan dengan 

kurva standar glukosa yang telah dibuat sebelumnya. 

d. Produksi Crude Enzim 

 Produksi crude enzim dilakukan dengan menggunakan 600 gr substrat 

kulit buah kopi jenuh air. Enzim dipanen dengan menggunakan metode seperti 

point 3.4.2.c. Bedanya hanya terletak pada waktu inkubasinya yakni 

menggunakan waktu inkubasi optimum Pestalotiopsis sp. yang telah diketahui 

sebelumnya. Crude enzim yang dihasilkan diinkubasi pada suhu 4
o
C agar enzim 

tidak rusak. 

3.4.3 Purifikasi Parsial Enzim Ekstrak Kasar 

a. Presipitasi dengan Amonium Sulfat 

 Optimasi presipitasi menggunakan amonium sulfat adalah tahapan awal 

purifikasi parsial. Tahapan ini dilakukan dengan skala kecil yang bertujuan untuk 

mengetahui pada konsentrasi berapa persen amonium sulfat jenuh yang dapat 

mengendapkan enzim secara optimal. Optimasi presipitasi dengan amonium sulfat 

skala kecil dilakukan dengan mensuspensikan 1 ml ekstrak enzim kasar dengan 

garam amonium sulfat (ditambahkan sedikit demi sedikit) hingga mendapatkan 

serial konsentrasi 35% - 70%. Campuran ini dipisahkan dengan sentrifugasi pada 

kecepatan 10000 rpm suhu 4° C selama 30 menit. Protein yang diendapkan (pelet) 

diuji aktivitas enzimnya dengan mengukur kadar gula reduksi. 

 Presipitasi enzim menggunakan amonium sulfat pada skala besar 

dilakukan dengan mensuspensikan 200 ml ekstrak enzim kasar dengan 55,4 gram 

amonium sulfat (ditambahkan sedikit demi sedikit) hingga diperoleh konsentrasi 
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optimum. Campuran ini dipisahkan dengan sentrifugasi pada kecepatan 10000 

rpm suhu 4° C selama 30 menit. Pelet yang dihasilkan disuspensikan dengan 20 

ml buffer asetat 20 mM pH 5. 

Larutan ammonium sulfat dan enzim yang terdapat dalam buffer 

dipisahkan menggunakan kolom dialisis (Spektrum 50 kDa). Buffer pada proses 

dialisi diganti tiap 4 jam sekali untuk mempercepat laju dialisis. Keberadaan  

garam amonium sulfat pada enzim dapat dideteksi menggunakan reagen Nessler. 

Reagen Nessler ditambahkan pada buffer, apabila pada buffer masih terdapat 

endapan atau berwarna kuning-cokelat, menunjukkan bahwa pada enzim masih 

terdapat garam amonium sulfat. Proses dialisis dihentikan apabila semua 

ammonium sulfat telah terpisah dengan enzim (Liu dan Xu, 2008).  

b.DEAE Cellulose Chromatography  

Tahap kedua dalam purifikasi parsial enzim yaitu menggunakan ion 

exchanger dengan DEAE Cellulose. Sebanyak 5 ml enzim dari tahap presipitasi 

diaplikasikan pada kolom DEAE Cellulose chromatography yang telah 

disetimbangkan dengan penambahan 20 mM buffer asetat pH 5. Kolom 

kromatografi kemudian dibilas dengan menggunakan larutan buffer asetat 20 mM 

pH 5. Protein yang terikat pada matriks dibilas dengan metode stepwise pada 

gradient mixer menggunakan konsentrasi larutan NaCl 1 M dalam buffer asetat 20 

mM pH 5, kecepatan alir eluen sebanyak 225 tetes (5 ml) tiap fraksi. Fraksi yang 

keluar ditampung sebanyak 70 fraksi, kemudian tiap fraksi kuantitas proteinnya 

diukur pada panjang gelombang 280 nm dan gula reduksi diukur pada panjang 

gelombang 500 nm menggunakan metode Somogyi-Nelson. 
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BAB 5. KESIMPULAN DAN SARAN 

5.1 Kesimpulan 

Isolat Pestalotiopsis sp. (VM9) memiliki aktivitas enzim yang optimum 

dalam media fermentasi padat kulit buah kopi pada inkubasi hari ke-6 dengan 

jumlah gula reduksi sebesar 146,15 µg/ml. Pada tahap purifikasi parsial, aktivitas 

enzim selulase tertinggi sebesar 85,385 μg/ml dengan absorbansi protein pada 

panjang gelombang 280 nm sebesar 0,388. 

5.2 Saran 

Penelitian selanjutnya diperlukan tahapan purifikasi lebih lanjut untuk 

mengetahui karakter enzim hasil purifikasi dan untuk mengetahui senyawa hasil 

hidrolisis oleh enzim selulase. 
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LAMPIRAN 

 

 

Lampiran A. KOMPOSISI MEDIA 

A.1 Komposisi Media Potato Dekstrosa Agar (PDA) 

No  Bahan  Jumlah/ Liter 

1  

2  

3  

4  

Kentang  

Dekstrosa  

Agar  

Akuades  

200 gram 

20 gram 

15 gram 

1000 ml 

Langkah-langkah pembuatan: 

1) Memanaskan Beaker glass berisi akuades lebih kurang 250 ml diatas hot plate. 

2) Menimbang dextrose 2 gr dan agar 3 gr dengan menggunakan aluminium foil 

sebagai tempat bahan sesuai dengan takaran. 

3) Mengupas kentang kemudian menimbang seberat 40 gr, lalu duci dan setelah 

agak kering dipotong seperti dadu. 

4) Memasukkan kentang yang telah dipotong seperti dadu ke dalam akuades pada 

butir 1 yang telah mendidih, sambil sekali-sekali diaduk sampai medidih, 

setelah mendidih biarkan dalam keadaan tersebut sampai ± 15 menit. Hal ini 

bertujuan untuk meluruhkan sari-sari kentang. 

5) Menyaring air kentang dengan cara: diatas beaker glass kosong diberi saringan 

teh yang berisi kapas bersih kemudian tuangkan rebusan kentang tadi; ukur 

filtrat (sari kentang) dengan menggunakan gelas ukur, jika hasilnya kurang dari 

200 ml maka harus ditambah akuades sampai 200 ml yang dilakukan dengan 

cara: sisa rebusan kentang pada butir 4 dibilas dengan akuades lalu digoyang-

goyang kemudian disaring lagi. 

6) Menuang filtrate dari gelas ukur ke dalam beaker glass (yang digunakan 

sebagai tempat menyaring pada butir 5), kemudian tambahkan agar dan 

dextrose ke dlaam filtrat. 

7) Memanaskan medium dalam beaker glass (pada butir 6) di atas hotplate sambil 

diaduk terus sampai mendidih (jangan sampai gosong). 
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8) Mengangkat medium sesudah mendidih dan agar sudah larut seluruhnya dari 

hot plate sambil terus diaduk. Apabila medium yang dihasilkan sudah jernih 

bagus, maka tidak perlu disaring dan jika sebaliknya (tidak/kurang jernih), 

maka perlu disaring (denganmenggunakan sringan the yang diberi kapas 

bersih) dan pada saat medium harus masih dalam kondisi panas atau langsung 

setelah mendidih. 

9) Memasukkan medium ke dalam tabung reaksi dengan menggunakan pipet ukur 

10 ml dan penyedotnya (pipet filler). 

10) Menutup/menyumbat tabung reaksi dnegan kapas sampai tertutup sangat 

rapat(setiap 10 tabung reaksi, di atasnya, ditutup dengan ketas sampul cokelat 

[warna yang mengkilap berada diluar]), kemudian seluruh tabung reaksi diikat 

dengan karet gelang tahan panas. 

11) Melakukan sterilisasi dengan menggunakan autoclave pada tekanan 15 lbs 

atau 1 atm, suhu 121
o
C selama 15 – 20 menit. Penggunaan autoclave harus 

mengikuti IK autoclave (lampiran 2 atau 3) (Soesetyaningsih, 2015). 

 

Lampiran B. KOMPOSISI REAGEN SOMOGYI-NELSON 

B.1 Komposisi Reagen Somogyi 

No  Bahan  Jumlah/Liter 

1  

2  

3  

4  

5  

6  

Na2CO3  

C4H4KNaO6H2O  

NaHCO3  

CuSO4.5H2O 10 %  

Na2SO4  

Akuades  

24 gram 

12 gram 

16 gram 

40 ml 

180 gram 

1000 ml 

 

B.2 Komposisi Reagen Nelson 

No  Bahan  Jumlah/Liter 

1  

2  

3  

4  

(NH4) Mo7O24  

H2SO4  

NaHSO4 . 7H2O  

Akuades  

50 gram 

46 gram 

6 gram 

1000 ml 
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Lampiran C. KURVA STANDAR GLUKOSA 

C.1 Tabel Standar Glukosa 

Konsentrasi (µg/ml) ABS (500 nm) 

0 

20 

40 

60 

80 

100 

0 

0,077 

0,099 

0,171 

0,213 

0,269 

 

C.2 Kurva Standar Glukosa 

 

 

Lampiran D. TABEL HASIL PRESIPITASI AMMONIUM SULFAT 

Konsentrasi 

Ammonium Sulfat 
Gula Reduksi % Recovery 

35 106,73 65,992 

40 109,23 67,538 

45 130,769 80,856 

50 99,615 61,593 

55 99,423 61,474 

60 93,461 57,788 

65 71,923 44,471 

70 45,576 28,180 
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Lampiran E. KURVA GRADIEN KONSENTRASI NaCl
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