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RINGKASAN

Degradasi Bungkil Biji Jarak Pagar oleh Enzim Ekstraseluler Trichoderma

viride; Citra Purnama Wijaya, 101810401026; 2015: 33 halaman; Jurusan Biologi

Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam Universitas Jember.

Bungkil biji jarak pagar (BBJP) merupakan produk samping industri

pengolahan minyak biji jarak. Minyak jarak dikembangkan sebagai sumber bahan

bakar alternatif pengganti bahan bakar minyak bumi. Komponen utama BBJP adalah

protein 24,54%, selulosa 20,3%, hemiselulosa 5,55% dan lignin 19,46%. Selulosa dan

lignin merupakan polimer alami bahan organik, disebut lignoselulose yang sulit

didegradasi secara alami. Pemecahan rantai polimer dari limbah lignoselulosa dapat

dipercepat dengan bantuan mikroorganisme, T. viride merupakan salah satu

mikroorganisme yang berpotensi menghasilkan beberapa enzim ekstraseluler untuk

mendegradasi komponen BBJP. Tujuan penelitian ini untuk mengetahui kondisi

optimum degradasi BBJP oleh enzim ekstraseluler T. viride sehingga dapat diketahui

kondisi optimum degradasi BBJP oleh enzim ekstraseluler T. viride.

Metode yang digunakan dalam penelitian ini terdiri dari (i) persiapan bahan-

bahan penelitian seperti sampel BBJP dan biakan T. viride, dilanjutkan (ii) penentuan

kepadatan spora T. viride dalam media agar yang mengandung BBJP 1%, kemudian

(iii) optimasi produksi enzim dan produksi enzim dalam jumlah lebih banyak pada

media BBJP jenuh air, dan diakhiri dengan (iv) analisis kondisi optimum degradasi

BBJP oleh enzim ekstraseluler T. viride meliputi penentuan stabilitas dan optimum

aktivitas enzim terhadap pH, (v) penentuan stabilitas dan optimum aktivitas enzim

terhadap suhu, dan (vi) penentuan waktu optimum degradasi BBJP oleh enzim

ekstraseluler T. viride menggunakan metode analisis gula reduksi Somogy-Nelson.
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Hasil penentuan kepadatan spora T. viride dalam media agar miring yang

mengandung substrat BBJP 1 % menunjukkan jumlah spora optimum, yaitu 4,25.107

dengan waktu inkubasi 6 hari. Dilanjutkan dengan optimasi produksi enzim

menunjukkan waktu inkubasi terbaik untuk produksi enzim oleh T. viride pada media

BBJP adalah 6 hari dengan aktivitas enzim sebesar 72,3 μg/ml. Aktivitas enzim

diketahui stabil pada rentang pH 5-7 dengan aktivitas enzim pH 5 (29,9 μg/ml); pH

5,5 (29,9 μg/ml dan 32,9 μg/ml); pH 6 (37,7μg/ml); pH 6,5 (29,1 μg/ml); dan pH 7

(24,4 μg/ml) sedangkan pada pH 7,5-8 menunjukkan penurunan aktivitas enzim.

Berdasarkan uji aktivitas enzim pada rentang pH tersebut diketahui aktivitas enzim

optimum pada pH 6, yaitu 37, 7 μg/ml. Sedangkan pada variasi suhu, menunjukkan

aktivitas enzim stabil pada rentang suhu 30oC sampai 55oC dengan aktivitas enzim

pada suhu 30oC sebesar 20,65 μg/ml; suhu 35oC (21,96 μg/ml); suhu 40oC (19,2

μg/ml); suhu 45oC (19,2 μg/ml); suhu 50oC (19,64 μg/ml); suhu 55oC (19,78 μg/ml)

dan menunjukkan penurunan aktivitas pada suhu 60oC dan 65oC. Berdasarkan

pengukuran suhu optimum, aktivitas enzim mencapai puncak pada suhu 45oC yaitu

sebesar 38,7 μg/ml dan menunjukkan penurunan aktivitas setelahnya. Degradasi

bungkil biji jarak pagar oleh enzim ekstraseluler T. viride berdasarkan waktu inkubasi

menunjukkan peningkatan aktivitas hingga 12 jam dengan kemampuan degradasi

sebesar 2,4% dari total komponen BBJP dan gula reduksi yang dihasilkan sebesar

1197,8 μg/ml.
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Bungkil biji jarak pagar (BBJP) merupakan produk samping industri

pengolahan minyak biji jarak. Minyak jarak pagar merupakan sumber energi

alternatif yang sedang dikembangkan untuk menggantikan sumber bahan bakar

minyak (BBM) (Mukherjee et al., 2011). Kebutuhan bahan bakar minyak semakin

meningkat, sementara minyak bumi merupakan bahan bakar yang sifatnya tidak dapat

diperbaharui (Azocar, 2011). Kondisi ini telah mendorong pemerintah Indonesia

untuk mengupayakan pengembangan produksi bahan bakar alternatif dari beberapa

tumbuhan penghasil minyak. Jarak pagar merupakan salah satu tanaman yang

berpotensi sebagai penghasil minyak nabati yang dapat diolah menjadi sumber bahan

bakar alternatif (biodiesel) pengganti minyak tanah maupun solar (Gubitz, et al.,

1999). Di Indonesia populasi tanaman jarak pagar mencapai 2500-3300 pohon/ha,

tingkat produktivitasnya berkisar antara 8-15 ton biji/ha. Biji jarak pagar mengandung

rendemen minyak sebesar 25-35%, sehingga setiap produksi minyak jarak dapat

menghasilkan sekitar 56-75% limbah berupa bungkil biji jarak pagar (Hariadi, 2005).

Biomasa dari limbah jarak pagar ini lebih besar dari pada minyak yang dihasilkan,

sehingga apabila tidak ditangani akan menimbulkan dampak negatif terhadap

lingkungan (Makkar dan Becker, 1998).

Menurut Staubmann et al. (1997) komponen BBJP adalah abu 6,03%, gula

0,71%, lemak 6,40%, protein 24,54%, selulosa 20,3%, hemiselulosa 5,55% dan lignin

19,46%. Selulosa dan lignin merupakan polimer alami bahan organik yang disebut

lignoselulosa dan dikenal sebagai komponen yang sulit didegradasi di lingkungan

(Sutanto, 2002). Pemecahan rantai polimer dari limbah yang komponen utamanya

lignoselulosa dapat dipercepat dengan bantuan mikroorganisme yang aktif
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mendegradasi dan memanfaatkan selulosa sebagai sumber karbon dan energinya.

Fungi merupakan mikroorganisme yang dianggap lebih baik dalam menghasilkan

enzim ekstraseluler (Gianfreda dan Rao, 2004). T. viride merupakan salah satu fungi

yang berpotensi menghasilkan enzim ekstraseluler, sehingga memungkinkan untuk

memanfaatkan residu tanaman sebagai bahan nutrisi (Druzhinina et al., 2006).

Menurut Gautam et al. (2010) T. viride mampu memproduksi enzim ekstraseluler

selulase dari residu limbah padat yang mengandung selulosa, dengan aktivitas enzim

optimum pada konsentrasi substrat 4-5%, pH 6,5 dan suhu 45oC. Amira et al. (2012)

menyatakan bahwa produksi selulase dan xilanase oleh T. viride aktif mendegradasi

lignoselulosa pada limbah Empty Fruit Bunches (EFB) dan Palm Oil Mill Effuluent

(POME). T. viride juga diketahui mampu menghasilkan enzim xyloglucanase yang

dapat membantu degradasi limbah selulosa (Tribak et al., 2002). Menurut Simkovic

et al. (2008) T. viride juga mampu memproduksi protease yang distimulasi oleh

adanya ekstrak yeast atau protein murni seperti serum albumin dan casein.

Pemanfaatan mikroorganisme untuk mempercepat proses degradasi bahan

organik telah banyak dihasilkan, namun belum ada informasi mikroorganisme

dekomposer yang efektif dalam mendegradasi BBJP (Alleorerung, 2010).

Berdasarkan potensi T. viride dalam memproduksi beberapa enzim ekstraseluler,

maka dilakukan penelitian untuk mengetahui kemampuan degradasi BBJP oleh enzim

ekstraseluler T. viride.

1.2 Rumusan Masalah

BBJP merupakan produk samping industri pengolahan minyak dari biji jarak

pagar yang jumlahnya melimpah dan belum dimanfaatkan secara optimal. Komponen

utama BBJP adalah lignoselulosa, sehingga degradasi limbah BBJP dapat dipercepat

dengan bantuan mikroorganisme. T. viride merupakan mikroorganisme yang mampu

memproduksi enzim ekstraseluler, namun belum diketahui potensi aktivitas enzim

dalam mendegradasi komponen BBJP.
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1.3 Ruang Lingkup Penelitian

Penelitian ini meliputi produktivitas enzim ekstraseluler dari T. viride dan

optimasi uji aktivitas enzim mendegradasi komponen polisakarida BBJP.

.

1.4 Tujuan

Penelitian ini dilakukan untuk mengetahui kondisi optimum degradasi BBJP

oleh enzim ekstraseluler T. viride.

1.5 Manfaat

Dari penelitian ini diharapkan dapat diketahui potensi enzim ekstraseluler T.

viride dalam membantu proses degradasi BBJP.
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Degradasi Limbah Organik oleh Mikroorganisme

Dekomposisi merupakan kegiatan penguraian bahan organik oleh

mikroorganisme. Konversi biologi bahan organik dilakukan oleh bermacam-macam

kelompok mikroorganisme heterotrofik seperti bakteri, fungi, dan aktinomycetes

(Bennet et al., 2002). Kelompok bakteri yang aktif mendegradasi bahan organik

diantaranya berasal dari genus Bacillus, Cellulomonas, Cytophaga, Clostridium,

Pseudomonas, Poliangium, Sorangium, Vibrio (Anbu et al., 2013). Beberapa

kelompok fungi seperti Trichoderma, Aspergillus, Penicillium, Neurospora, dan

Fusarium mempunyai aktivitas tinggi dalam menghasilkan enzim tertentu untuk

mendegradasi bahan organik (Chandel et al., 2007). Fungi yang paling banyak

digunakan sebagai biodekomposer limbah organik adalah Trichoderma dan

Aspergillus karena berpotensi menghasilkan enzim ekstraseluler yang aktif

mendegradasi rantai polimer komponen penyusun limbah (Bennet et al., 2002).

Penggunaan biokatalis seperti enzim merupakan faktor kunci dalam proses

degradasi limbah sebagai pengganti katalis logam, hal ini disebabkan enzim bersifat

spesifik dan selektif. Enzim untuk industri umumnya merupakan protein, maka enzim

mudah dipisahkan dari produk yang dihasilkan, dan enzim juga mudah didegradasi

secara alamiah. Enzim hidrolitik juga dapat digunakan dalam proses-proses industri

untuk menggantikan senyawa-senyawa korosif dan berbahaya bagi lingkungan seperti

asam kuat HCl, dan Klorin (Gianfreda dan Rao, 2004). Berbagai fungi biokontrol,

terutama dari genus Trichoderma, merupakan penghasil enzim hidrolitik ekstraseluler

(disekresi ke luar sel). Enzim atau biokatalisator ini diproduksi Trichoderma bukan

hanya untuk proses mikoparasitisme, tetapi juga untuk memperoleh nutrisi dari

lingkungan hidupnya (Druzhinina et al., 2006).
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2.2 Bungkil Biji Jarak Pagar (BBJP)

Jarak pagar termasuk famili Euphorbiaceae merupakan tanaman tahunan

toleran kekeringan yang memiliki nilai ekonomis tinggi karena dapat dimanfaatkan

sebagai sumber bioenergi. Bioenergi adalah bahan bakar alami yang dibuat dari

minyak nabati sebagai bahan bakar alternatif terbarukan yang prospektif untuk

dikembangkan karena harga minyak bumi semakin melonjak naik (Staubmann,

1997). Bioenergi memiliki beberapa keunggulan, yaitu dapat diperbaharui, bersifat

ramah lingkungan, dapat terurai, mampu mengurangi efek rumah kaca, dan

kontinuitas bahan bakunya terjamin. Bioenergi dapat diperoleh dengan cara yang

cukup sederhana, yaitu melalui budidaya tanaman penghasil biofuel seperti tanaman

jarak pagar (Mukherjee et al., 2011).

Setiap bagian dari tanaman jarak pagar memiliki manfaat yang berbeda.

Secara skematis manfaat setiap bagian tanaman jarak pagar dapat digambarkan pada

bagan 2.1.

Bagan 2.1 Eksploitasi Tanaman Jarak Pagar (Guibitz et al., 1999).

Tanaman jarak pagar

- Pengendali erosi

-

Daun Buah

- Obat- obatan

Biji Daging dan Kulit Buah

- Material bakaran

- Pupuk

Bungkil BijiMinyak Biji

- Bahan bakar (Biodiesel)

-- Insektisida

- Pupuk

- Pelindung tanaman

- Zat anti radang

- Briket
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Proses pengolahan biji jarak menghasilkan rendemen minyak sebesar 30%

dari total biji jarak pagar yang diekstraksi, maka diperoleh sekitar 70% limbah berupa

bungkil biji sisa ekstraksi yang masih mengandung sisa minyak cukup tinggi. BBJP

merupakan limbah dari pengepresan biji jarak yang belum banyak dimanfaatkan dan

sifatnya sulit terdekomposisi secara alami (Allorerung, 2010).

Gambar 2.1 Bungkil biji jarak pagar  (Dokumen pribadi)

Menurut Staubmann et al. (1997) beberapa komponen BBJP antara lain

dapat dilihat pada tabel 2.1.

Tabel 2.1 Komponen bungkil biji jarak pagar antara lain:

Komponen % Berat Kering
Kadar Abu 6,03
Lemak 6,40
Gula 0,71
Protein 24,54
Hemiselulosa 5,55
Selulosa 20,3
Lignin 19,46

Persentase protein murni (true protein) pada bungkil biji jarak pagar  sangat

tinggi, sehingga BBJP dapat dimanfaatkan sebagai pakan alternatif sumber protein

untuk ternak (Arafadi et al., 2013). Makkar et al. (1998) menyebutkan bahwa

kandungan protein biji jarak mencapai 64% lebih tinggi dibandingkan dengan biji

kedelai. Namun adanya senyawa racun (phorbol ester) dan senyawa antinutrisi
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(lectin/kursin) membatasi penggunaan bungkil biji jarak sebagai pakan ternak

(Makkar dan Becker, 1999). BBJP masih mengandung sisa minyak sehingga dapat

dimanfaatkan untuk pembuatan briket sebagai bahan bakar alternatif pengganti

minyak tanah (Sriharti et al., 2011). BBJP juga mengandung bahan organik dan dapat

dimanfaatkan sebagai pupuk. Umumnya bahan organik tanaman segar tidak dapat

dimanfaatkan langsung oleh tanaman,  sehingga perlu dilakukan pengomposan untuk

memecah senyawa-senyawa organik yang dikandungnya untuk menyediakan unsur

hara bagi tanaman. Pengomposan BBJP dapat dilakukan dengan bantuan

mikroorganisme pendekomposisi bahan organik (dekomposer). Namun kandungan

selulosa dan lignin yang tinggi menyebabkan BBJP sulit didekomposisi (Allorerung,

2010). Selulosa dan lignin adalah polimer alami dan tergolong ke dalam senyawa

rekalsitran karena tahan terhadap degradasi (Sutanto, 2002). Pemecahan rantai

polimer BBJP dapat dilakukan oleh mikroorganisme terpilih, oleh karena itu

pemanfaatan mikroorganisme dekomposer mempunyai potensi yang baik untuk

digunakan dalam proses pengomposan limbah BBJP (Alleorerung, 2010).

Pemanfaatan mikroorganisme dekomposer lebih menguntungkan karena prosesnya

lebih mudah dan dapat mempercepat proses dekomposisi bahan organik yang

umumnya terdiri atas senyawa selulosa dan lignin (Sutanto, 2002).

Degradasi komponen kompleks lignoselulosa menjadi komponen yang lebih

sederhana membutuhkan bantuan enzim. Enzim yang dihasilkan oleh

mikroorganisme banyak dimanfaatkan karena mudah diproduksi dalam jumlah

banyak dengan waktu relatif singkat melalui proses fermentasi (Anbu et al., 2013).

Enzim merupakan biokatalisator yang berfungsi menurunkan energi aktivasi suatu

proses reaksi. Aktivitas enzim dipengaruhi oleh beberapa faktor antara lain pH, suhu,

konsentrasi substrat dan enzim. Faktor pH dan suhu tertentu dapat meningkatkan

aktivitas enzim karena menyediakan kondisi optimum bagi kerja enzim. Sebaliknya,

kondisi ekstrim seperti panas tinggi dan pH ekstrim dapat merusak protein penyusun

enzim dan menghentikan aktivitas kerja enzim (Anbu et al., 2013).
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2.3 T. viride dan Enzim Ekstraseluler

T. viride merupakan kelompok fungi yang memiliki karakter morfologi

berupa koloni berwarna putih, hijau muda hingga hijau tua, miselium yang bersepta,

bercabang, konidiofor bercabang dan cabang yang paling ujung tumbuh sel yang

disebut fialida, konidia berwarna hijau cerah bergerombol menjadi satu berbentuk

bola. T. viride mampu tumbuh pada suhu 20oC – 36oC dan mampu tumbuh optimum

pada pH 5 dan 5,5 (Lieckfeldt et al., 1999).

Gambar 2.2 Trichoderma viride Mikroskopis

Sumber: http://mycota-crcc.mnhn.fr/site/espece.php?idE=111#ancre10

Klasifikasi T. viride menurut Lieckfeldt et al., (1999) adalah sebagai berikut:

Divisio : Thallophyta

Phylum : Fungi (Eumycota)

Kelas : Deuteromycetes

Famili : Moniliales

Ordo : Moniliaceae

Genus : Trichoderma

Spesies : Trichoderma viride

T. viride mampu menghasilkan beberapa macam enzim hidrostatik, tahan

terhadap zat penghambat yang dihasilkan mikroorganisme lain dan relatif resisten

terhadap zat fungistatis (Druzihinina et al., 2006). Selain sebagai mikroorganisme
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pengurai, T. viride juga berfungsi sebagai agen pengendali hayati karena mempunyai

sifat antagonis yang mampu menghambat pertumbuhan mikroorganisme lain. T.

viride diketahui menghambat pertumbuhan Fusarium moniliforme secara kompetisi

dan mikoparasit (Yates et al., 1999). T. viride juga diketahui berpotensi menghasilkan

beberapa enzim ekstraseluler sehingga memungkinkan untuk memanfaatkan residu

tanaman sebagai bahan nutrisi (Ul-Haq et al., 2005). Enzim ekstraseluler adalah

enzim yang diekskresikan oleh mikroorganisme ke luar tubuhnya untuk mendegradasi

substrat. Enzim ekstraseluler juga disebut dengan eksoenzim, yaitu enzim yang

bekerja di luar sel. Umumnya berfungsi untuk mencerna substrat secara hidrolisis

untuk dijadikan molekul yang lebih sederhana dengan BM lebih rendah sehingga

dapat masuk dalam sel dengan mudah. Sebagian besar enzim bekerja secara khas,

yaitu setiap jenis enzim hanya dapat bekerja pada satu macam senyawa. Hal ini

disebabkan perbedaan struktur kimia setiap enzim bersifat tetap (Gianfreda dan Rao,

2004).

T. viride merupakan salah satu kapang yang berpotensi menghasilkan enzim

dan banyak digunakan dalam bidang industri karena memiliki beberapa kelebihan,

yaitu biaya produksi enzim lebih murah, prosesnya lebih mudah dan cepat, mampu

menghasilkan enzim yang spesifik dengan karakteristik yang beragam (Arnata, 2009).

T. viride mampu menghasilkan selulase, xilanase dan xiloglukanase. Selulase

merupakan enzim yang berperan dalam proses biokonversi limbah organik

berselulosa. Selulase adalah enzim kompleks yang memotong rantai selulosa menjadi

glukosa secara bertahap (Gianfreda dan Rao, 2004). Menurut Cheng dan Timilsina

(2011) selulase terdiri dari tiga komponen enzim yang penting, yaitu Endoglukanase,

Eksoglukanase atau selobiohidrolase, dan β-glukosidase atau selobiase.

Endoglukanase berfungsi secara acak memotong ikatan selulosa menjadi

selooligosakarida. Eksoglukanase atau selobiohidrolase berfungsi memotong ujung

rantai selulosa non-pereduksi dan membebaskan selobiosa dari rantai selulosa. β-

glukosidase atau selobiase berfungsi untuk menghidrolisis selobiosa menjadi glukosa.
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Beberapa penelitian terdahulu menunjukkan bahwa T. viride mampu

memproduksi beberapa enzim ekstraseluler. Menurut Gautam et al. (2010) T. viride

mampu memproduksi selulase secara optimal dari residu limbah padat pada

konsentrasi media 4-5% dan 1,0% dengan suhu 45oC dan pH 6,5. Mojsov (2010)

dalam penelitiannya memproduksi selulase dengan metode Solid-State Fermentation

(SSF), menunjukkan bahwa T. viride mampu tumbuh optimum pada media jerami

dengan waktu fermentasi 240 jam (123,44 mg/petridish).  Produksi selulase oleh T.

viride pada media jagung brangkasan secara SSF optimal pada waktu inkubasi 6 hari,

pH 6 dan suhu 35oC dengan aktivitas enzim 5,6 U/ml (Shahzadi et al., 2013).

Produksi enzim selulase dan β-glukosidase oleh T. viride pada biomasa lignoselulosa

optimum pada periode inkubasi 6-7 hari pada suhu 30oC (Kandari et al., 2013). T.

viride juga dapat memproduksi protease yang distimulasi oleh adanya protein murni,

aktivitas protease optimal pada pH 7 dan suhu 37oC dengan persen aktivitas enzim

mendekati 100% (Simkovic et al., 2008). Produksi β-glucosidase oleh T. viride pada

media bungkil kedelai optimal pada pH 5,5, suhu 30oC, dan waktu inkubasi 72 jam

dengan aktivitas β-glucosidase sebesar 19,92 U/ml (Ikram et al., 2006).

T. viride juga mampu memproduksi enzim xilanase dari substrat limbah

lignoselulolitik yang kaya akan xilan. Xilanase merupakan enzim ekstraseluler yang

mempunyai kemampuan menghidrolisis xilan (hemiselulosa) menjadi xilo-

oligosakarida dan xilosa yang terkandung pada substrat (Goyal et al., 2008). T. viride

juga dapat memproduksi xilanase dari substrat kulit kedelai dan kulit kacang hijau

yang sebagian besar komponen penyusunnya berupa selulosa, hemiselulosa dan

lignin dengan aktivitas enzim pada substrat kulit kedelai sebesar 18,71 U/ml dan

substrat kulit kacang hijau sebesar 15,57 U/ml (Windari et al., 2014). T. viride juga

dapat menghasilkan enzim xiloglukanase saat tumbuh pada media mikrokristal

selulase. Xyloglukanase merupakan enzim yang jarang diketahui, namun berperan

penting dalam mendegradasi dinding sel tumbuhan yang utamanya tersusun atas

hemiselulosa (Tribak et al., 2002).
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BAB 3. METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian dimulai pada bulan Juli 2014 sampai Maret 2015 di Laboratorium

Mikrobiologi, Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam Universitas Jember.

3.2 Alat dan Bahan

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian terdiri dari Spektrofotometer,

Sentrifuge, Autoklaf, Shaker, Oven, Mikropipet, Vortek, Neraca analitik, Penangas

air, Laminar Air Flow (LAF), DC motor, Inkubator, Kertas saring, Mikroskop,

Haemacytometer, pH meter, Water bath, Thermometer.

Bahan yang digunakan dalam penelitian adalah Bungkil Biji Jarak Pagar

(BBJP) dari PT Semen Gresik, Isolat biakan T. viride B10 MCC-00136 dari Balai

Pengkajian dan Penerapan Teknologi (BPPT), media Potato Dextrose Agar (PDA),

NaCl 1 %, Natrium azide, Reagen Somogyi dan Nelson, Akuades, Buffer asetat,

Buffer phospat, Etanol, Alkohol 70 %, Alkohol 97%, dan NaOH.

3.3 Prosedur Penelitian

3.3.1 Persiapan Bahan-Bahan Penelitian

a. Persiapan Sampel BBJP dan Biakan T. viride

Persiapan sampel dilakukan dengan menumbuk BBJP sampai halus dan

diayak sehingga diperoleh bubuk BBJP. Biakan kapang yang digunakan pada

penelitian ini adalah T. viride B10 MCC-00136 yang diperoleh dari Badan

Pengkajian Penerapan Teknologi (BPPT) Tangerang Selatan. Subkultur T. viride

dibuat dengan menginokulasi satu jarum ose biakan ke dalam media PDA miring dan

diinkubasi pada suhu 30oC selama 3 hari.

Digital Repository Universitas Jember

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


11

Digital Repository Universitas Jember

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


12

b. Pembuatan Substrat Alkali Ekstrak BBJP

Sebanyak 20% bubuk BBJP disuspensikan dan dihidrolisis secara kimiawi

dalam 1000 ml NaOH 1 M selama 24 jam. NaOH berfungsi untuk memotong rantai

polisakarida BBJP sehingga lebih sederhana dan dapat larut. Setelah 24 jam,

dilakukan penetralan pH menggunakan asam asetat sampai mendapatkan pH 7. Hasil

hidrolisis tersebut difiltrasi menggunakan kertas saring dan diperoleh filtrat kemudian

disentrifugasi 8000 rpm selama 10 menit. Proses selanjutnya, dilakukan pengendapan

polisakarida dalam alkohol 97% dengan perbandingan filtrat dan alkohol 6 : 4.

Campuran tersebut disentrifugasi dengan kecepatan 8000 rpm selama 10 menit dan

akan menghasilkan endapan polisakarida, kemudian endapan diresuspensi dengan

etanol agar terbebas dari sisa gula, lalu dikeringkan pada suhu 50o C selama ± 3 hari

dan digerus sehingga didapatkan substrat alkali ekstrak BBJP.

c. Pembuatan Substrat BBJP Jenuh Air

Substrat BBJP jenuh air merupakan media yang digunakan untuk produksi

enzim ekstraseluler T. viride. Pembuatan substrat jenuh air diawali dengan penentuan

kadar air yang terkandung pada sampel BBJP, yaitu dengan mengukur berat basah

dan berat kering pada 10 gr substrat BBJP. Selanjutnya 10 gr substrat BBJP

dijenuhkan menggunakan akuades sebanyak kadar air yang diketahui, kemudian

disterilisasi menggunakan autoklaf. Sehingga diperoleh media produksi enzim dengan

kondisi jenuh air.

d. Pembuatan Kurva Kalibrasi Glukosa

Pembuatan kalibrasi kurva gukosa menggunakan analisa gula reduksi

metode Somogyi-Nelson. Stok glukosa dengan konsentrasi 100 μg/ml dibuat seri

pengenceran sehingga didapatkan konsentrasi glukosa 5 μg/ml, 10 μg/ml, 15 μg/ml,

20 μg/ml, 25 μg/ml, 50 μg/ml, dan 75 μg/ml. Pada masing-masing konsentrasi

glukosa ditambahkan 0,5 ml reagen Somogyi dan dipanaskan dalam air mendidih

selama 15 menit. Setelah dingin, ditambahkan reagen Nelson sebanyak 0,5 ml dan
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akuades 2,5 ml. Kadar gula reduksi diukur dengan spektrofotometer pada panjang

gelombang 500 nm. Berdasarkan nilai absorbansi yang diperoleh dibuat kurva regresi

linear yang menunjukan hubungan antara konsentrasi dengan nilai absorbansi larutan

sampel.

3.3.2 Produksi Enzim Ekstrak Kasar (Crude Enzim) T. viride

a. Peremajaan Biakan T. viride

Biakan T. viride B10 MCC-00136 diinokulasikan ke dalam media agar

miring yang mengandung substrat alkali ekstrak BBJP 1 %, kemudian diinkubasi

selama 72 jam pada suhu 30oC sebagai kultur sumber inokulum.

b. Penentuan Kepadatan Spora

Perhitungan kepadatan spora T. viride bertujuan untuk mengetahui waktu

inkubasi terbaik dalam  memperoleh spora optimum. Kerapatan spora yang baik dan

banyak digunakan sebagai sumber inokulum untuk genus Trichoderma adalah 106-

108 spora/ml (Gautam et al., 2010). Sebanyak 8 tabung biakan T. viride dalam media

agar miring yang mengandung alkali ekstrak BBJP 1 % diinkubasi selama 7 hari pada

suhu 30oC. Setiap 24 jam dalam kurun waktu 7 hari dilakukan perhitungan jumlah

spora dengan cara menambahkan 1 ml aquades pada tabung biakan kemudian dikerik

secara merata. Selanjutnya suspensi biakan dituang dalam 9 ml aquades dan dihitung

jumlah spora menggunakan Haemacytometer.

c. Optimasi Produksi Enzim Ekstrak Kasar Berdasarkan Waktu Inkubasi

Optimasi produksi enzim ekstrak kasar bertujuan untuk mengetahui waktu

inkubasi terbaik T. viride mampu memproduksi enzim ekstrak kasar secara optimum.

Produksi enzim menggunakan metode Solid-State Fermentation (SSF), yaitu metode

produksi enzim dengan cara menumbuhkan mikroorganisme pada media padat

dengan kadar air rendah (Manpreet et al., 2005). Produksi enzim diawali dengan

pembuatan prekultur T. viride dalam media agar yang mengandung BBJP 1% dengan
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waktu inkubasi sesuai hasil penentuan  jumlah spora optimum. Sebanyak 1 ml

suspensi biakan T. viride dalam media agar BBJP 1% diinokulasikan secara aseptis

pada 10 gr media BBJP jenuh air, inkubasi selama 7 hari pada suhu 30oC, dilanjutkan

dengan preparasi dan ekstraksi enzim setiap 24 jam pada hari ke-1sampai hari ke-7.

Preparasi dilakukan dengan menambahkan 20 ml larutan NaCl 1% dan Natrium azide

0,01 % yang bertujuan untuk membantu ekstraksi enzim dan menjaga enzim dari

kontaminasi mikroorganisme. Kemudian dishaker selama 12 jam, dilanjutkan dengan

filtrasi dan sentrifugasi 8000 rpm selama 10 menit dan enzim disimpan pada suhu

40C. Sehingga diperoleh enzim ekstrak kasar T. viride hasil produksi hari ke-1 sampai

hari ke-7. Selanjutnya dilakukan uji aktivitas enzim secara serempak menggunakan

metode Somogyi-Nelson.

Dilanjutkan dengan produksi enzim ekstrak kasar skala besar berdasarkan

waktu produksi optimum. Metode produksi yang digunakan sama dengan metode

optimasi produksi enzim, menggunakan substrat BBJP sebanyak 50 g dengan dua kali

pengulangan sehingga dihasilkan enzim ekstrak kasar lebih banyak dan disimpan

pada lemari pendingin (4oC).

d. Uji Aktivitas Enzim Ekstrak Kasar

Uji aktivitas enzim ekstrak kasar dilakukan dengan mengukur gula reduksi

yang dihasilkan menggunakan Somogyi-Nelson. Sebanyak 500 μl substrat BBJP 0,5%

dalam buffer pH 7 50 mM diinkubasi pada suhu 37o C selama 20 menit. Kemudian

ditambahkan ekstrak enzim kasar sebanyak 50 μl dan diinkubasi pada 37oC selama 2

jam. Pada perlakuan kontrol penambahan enzim dilakukan setelah penambahan

reagen Somogyi. Setelah inkubasi 2 jam ditambahkan 500 μl reagen Somogyi dan

digojog hingga homogen, kemudian dididihkan selama 15 menit. Kemudian

ditambahkan 500 μl reagen Nelson dan 2,5 ml akuades. Kadar gula reduksi diukur

dengan spektrofotometer pada panjang gelombang 500 nm. Pengukuran dibuat

dengan dua kali pengulangan dan hasil uji aktivitas dibandingkan dengan kurva

kalibrasi glukosa yang telah dibuat sebelumnya.
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3.3.3 Analisis Kondisi Optimum Degradasi BBJP oleh Enzim Ekstrakseluler T.
viride

a. Penentuan Stabilitas dan Optimum Aktivitas Enzim Terhadap pH

Penentuan stabilitas pH bertujuan untuk mengetahui rentang pH stabil bagi

enzim T. viride dalam mendegradasi BBJP. Uji stabilitas aktivitas enzim terhadap pH,

dilakukan dengan mengkondisikan crude enzim pada larutan buffer dengan rentang

pH tertentu, yaitu buffer asetat untuk rentang pH 3, 3,5, 4, 4,5, 5 dan 5,5 dan buffer

fosfat untuk rentang pH  5,5, 6, 6,5, 7, 7,5, dan 8. Sedangkan untuk perlakuan kontrol

crude enzim dikondisikan pada akuades. Sebanyak 500 μl crude enzim dalam 500 μl

buffer variasi pH  dikondisikan pada suhu  37oC selama 4 jam. Kemudian dilanjutkan

dengan mereaksikan 100 μl enzim tersebut dengan 500 μl substrat BBJP 0,5% dalam

buffer pH 5. 60 mM pada suhu 37oC selama 2 jam dan diuji aktivitas enzim

berdasarkan gula reduksi yang terbentuk menggunakan metode Somogyi Nelson

untuk mengetahui rentang pH dengan aktivitas enzim yang stabil.

Penentuan pH optimum bertujuan untuk mengetahui aktivitas enzim

tertinggi pada rentang pH tertentu. Penentuan pH optimum dilakukan dengan cara

mereaksikan 100 μl crude enzym dalam buffer pH stabil dengan 500 μl substrat BBJP

0,5% dalam buffer pH 5. 60 mM pada suhu 37oC selama 2 jam, kemudian diuji

aktivitas enzim berdasarkan gula reduksi yang terbentuk menggunakan metode

Somogyi Nelson. Sehingga diketahui pH dengan aktivitas enzim tertinggi.

b. Penentuan Stabilitas dan Optimum Aktivitas Enzim Terhadap Suhu

Penentuan stabilitas suhu dilakukan untuk mengetahui aktivitas enzim stabil

pada rentang suhu tertentu. Uji stabilitas aktivitas enzim terhadap suhu, dilakukan

dengan mengkondisikan 500 μl crude enzim dan 500 μl buffer pH optimum pada

variasi suhu 30oC, 35 oC, 40 oC, 45 oC, 50 oC, 55 oC, 60 oC, dan 65 oC selama 4 jam,

untuk perlakuan kontrol atau pembanding tanpa pengkondisian selama 4 jam.

Kemudian sebanyak 100 μl crude enzim dalam buffer direaksikan dengan 500 μl

substrat BBJP 0,5% pada suhu 37 oC selama 2 jam, dilanjutkan dengan uji aktivitas
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dengan mengukur gula reduksi yang terbentuk menggunakan metode Somogyi

Nelson. Sehingga diketahui presentase aktivitas enzim pada rentang suhu yang stabil

dalam mendegradasi BBJP berdasarkan gula reduksi yang terbentuk.

Penentuan suhu optimum bertujuan untuk mengetahui aktivitas tertinggi

enzim ekstraseluler T.viride dalam mendegradasi BBJP. Penentuan suhu optimum

dilakuan menggunakan 100 μl crude enzim dalam buffer pH optimum direaksikan

dengan 500 μl substrat BBJP 0,5% dalam buffer pH optimum 60 mM pada variasi

suhu stabil selama 2 jam. Kemudian  diuji aktivitas enzim berdasarkan gula reduksi

yang terbentuk menggunakan metode Somogyi Nelson. Sehingga diperoleh suhu

dengan aktivitas enzim ekstraseluler T. viride tertinggi dalam mendegradasi BBJP.

c. Degradasi BBJP oleh  Enzim Ekstraseluler T. viride

Analisis kemampuan degradasi BBJP secara maksimal oleh enzim

ekstraseluler T. viride dilakukan dengan menganalisis waktu optimum aktivitas enzim

berdasarkan gula reduksi yang terbentuk. Bubuk BBJP 5% dalam crude enzim T.

viride ditambahkan dengan 300 μl Natrium azide 0,1% kemudian diinkubasi pada

suhu 37oC selama 12 jam. Selanjutnya dilakukan sampling pada jam ke 0, 1, 2, 3, 6,

dan 12 dengan cara mengambil sebanyak 500 μl substrat dalam enzim lalu dididihkan

selama 15 menit dan disentrifus 4000 rpm selama 5 menit. Dilanjutkan dengan uji

aktivitas enzim secara serempak dengan mengukur gula reduksi yang terbentuk

menggunakan Somogyi Nelson, kemudian ditentukan kemampuan degradasi yang

menunjukkan persen aktivitas degradasi BBJP oleh enzim ekstraseluler T. viride

dengan rumus :

Total gula reduksi hasil hidrolisis (μg/ml)

Total substrat yang digunakan (BBJP 5%)
Kemampuan degradasi :

___
x 100%
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BAB 4. HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Kepadatan Spora T. viride

Kepadatan spora yang dihitung setiap interval waktu tertentu menunjukkan

fase-fase pertumbuhan mikroorganisme sehingga dapat diketahui fase logaritmiknya.

Fase logaritmik merupakan fase eksponensial dimana pertumbuhan mikroorganisme

mencapai puncak optimum (Kumhar, 2014). Penentuan fase logaritmik pertumbuhan

T. viride pada media agar miring yang mengandung BBJP 1% bertujuan untuk

mengetahui waktu pertumbuhan optimum T. viride pada media BBJP. Pada penelitian

ini, penentuan kepadatan spora dilakukan dengan menghitung kepadatan spora

dengan Haemacytometer.

Gambar 4.1 Kepadatan spora T. viride pada media BBJP

Hasil penentuan kepadatan spora T. viride dalam media agar yang

mengandung BBJP 1% diperoleh pola pertumbuhan T. viride selama masa inkubasi 7

hari. Dari Gambar 4.1 diketahui pertumbuhan T. viride mengalami peningkatan
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seiring bertambahnya waktu inkubasi. Jumlah spora /ml berturut-turut adalah 1x106,

3,8x106, 1,5x107, 1,9x107, 2,3x107, 2,6x107, 4,2x107, dan 2x107. Menurut Gautam et

al. (2010), kepadatan spora T. viride yang baik digunakan sebagai sumber inokulum

adalah 106-108. Pada waktu inkubasi 6 hari T. viride menunjukkan pertumbuhan

optimum, yaitu 4,2x107 yang selanjutnya digunakan sebagai sumber inokulum untuk

proses produksi enzim. Meningkatnya pertumbuhan T. viride pada media BBJP

ditunjukkan dengan meningkatnya jumlah sel/ml yang dapat dipengaruhi oleh

beberapa faktor, antara lain kandungan nutrisi, kondisi pH, suhu dan kelembaban

udara pada medium. Pada akhir fase logaritmik jumlah spora mengalami penurunan,

hal ini dapat disebabkan karena spora telah tumbuh menjadi miselium sehingga tidak

dapat terbaca oleh Haemacytometer, selain itu berkurangnya nutrisi dalam media dan

adanya akumulasi hasil metabolisme dapat menghambat pertumbuhan

mikroorganisme (Kumhar, 2014).

4.2 Optimasi Produksi Enzim Ekstraseluler T. viride

Enzim ekstraseluler diproduksi menggunakan metode Solid-State

Fermentation (SSF) pada substrat BBJP jenuh air dengan kadar air sebesar 71 %.

Menurut Raimbault (1998) pertumbuhan fungi secara optimum dalam media SSF

membutuhkan kelembaban berkisar antara 40-80%. Produksi enzim ekstrak kasar

diawali dengan optimasi produksi enzim berdasarkan waktu inkubasi bertujuan untuk

mengetahui aktivitas enzim tertinggi pada waktu inkubasi hari ke 1-7. Aktivitas

enzim diukur berdasarkan pembentukan gula reduksi menggunakan metode Somogyi

Nelson. Kadar gula reduksi menunjukkan kemampuan aktivitas enzim mendegradasi

substrat, semakin tinggi aktivitas enzim maka semakin tinggi gula reduksi yang

dihasilkan. Gula reduksi merupakan gula sederhana yang memiliki gugus aldehid dan

keton bebas yang mampu mereduksi senyawa pengoksidasi pada reagen. Berdasarkan

komponen penyusun BBJP, diduga gula reduksi yang terbentuk berupa glukosa

sebagai hasil degradasi selulosa serta galaktosa dan xilosa sebagai hasil degradasi

hemiselulosa (Amira et al., 2012; Goyal et al., 2008).
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Gambar 4.2 Optimasi produksi enzim oleh T. viride pada media BBJP

Berdasarkan Gambar 4.2 menunjukkan bahwa aktivitas enzim mencapai

optimum ditandai dengan kadar gula reduksi tertinggi pada hari ke 6, yaitu 72,3

μg/ml dan mengalami penurunan aktivitas setelahnya. Penurunan aktivitas enzim

terkait dengan berkurangnya nutrisi atau akumulasi produk yang dihasilkan

mikroorganisme dalam media (Ikram et al., 2005). Komponen BBJP yang lebih

mudah untuk dicerna akan dimanfaatkan terlebih dahulu oleh fungi sehingga

pertumbuhan meningkat dan biosintesis enzim dapat terjadi secara pesat. Enzim

ekstraseluler yang disekresi oleh fungi berfungsi untuk menghidrolisis substrat

menjadi molekul lebih sederhana sehingga mudah untuk dicerna (Ul-Haq et al.,

2005). Bertambahnya waktu fermentasi meningkatkan jumlah produk akhir dan

menghambat kerja enzim dalam mendegradasi BBJP, ditunjukkan dengan penurunan

jumlah gula reduksi yang dihasilkan. Sebagian besar kelompok jamur berfilamen

seperti Trichoderma banyak dimanfaatkan dalam proses SSF karena kemampuannya

menyebar dan menembus media, serta kemampuan miselia mensintesis enzim

ekstraseluler dalam jumlah besar (Manpreet et al., 2005). Berdasarkan hal tersebut

dilakukan produksi enzim ekstraseluler oleh T. viride pada substrat BBJP dengan

periode fermentasi 6 hari, yang akan digunakan untuk uji selanjutnya.
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4.3 Analisis Kondisi Optimum Degradasi BBJP oleh Enzim Ekstrakseluler T.
viride

4.3.1 Stabilitas dan Optimum Aktivitas Enzim Terhadap pH

Enzim adalah protein yang khusus disintesis oleh sel hidup untuk

mengkatalisis reaksi yang berlangsung di dalamnya. Aktivitas enzim sangat

dipengaruhi oleh kondisi lingkungan seperti perubahan pH. Setiap enzim memiliki

rentang pH yang berbeda untuk mencapai aktivitas stabil dan optimum (Wilbraham

dan Matta, 1992). Stabilitas pH dapat diketahui dengan perlakuan enzim pada pH

tertentu selama waktu percobaan, selanjutnya dicari nilai pH di mana aktivitas enzim

dalam keadaan stabil dengan cara mengukur aktivitasnya. Sedangkan pH optimum

merupakan nilai pH dengan aktivitas enzim tertinggi (Bintang, 2010). Kondisi pH

yang optimum akan membantu enzim mengkatalisis suatu reaksi dengan baik.

Sebaliknya, kondisi pH yang tidak sesuai dapat merusak protein enzim dan

menghambat aktivitas enzim (Sivaraman, 2013).

Gambar 4.3 Stabilitas dan optimum aktivitas enzim T. viride terhadap pH

Berdasarkan Gambar 4.3 diketahui aktivitas enzim T. viride pada substrat

BBJP menunjukkan persen aktivitas enzim stabil pada rentang pH 5-7 mencapai

100% dari total potensial komponen BBJP, dengan kadar gula reduksi pH 5 (29,9
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μg/ml); pH 5,5 (29,9 μg/ml dan 32,9 μg/ml); pH 6 (37,7μg/ml); pH 6,5 (29,1 μg/ml);

pH 7 (24,4) sedangkan pada pH 7,5-8 aktivitas enzim menunjukkan penurunan yang

disebabkan oleh penurunan sifat katalitik. Enzim adalah protein yang tersusun atas

asam amino dimana pengaruh pH berhubungan erat dengan sifat asam basa protein.

Kondisi pH yang tidak sesuai dapat menyebabkan perubahan sisi aktif enzim

sehingga enzim mengalami perubahan dan aktivitasnya dapat berkurang atau bahkan

menjadi tidak aktif (Wilbraham dan Matta, 1992). Berdasarkan uji aktivitas enzim

lebih lanjut, didapatkan nilai pH dengan aktivitas enzim tertinggi yang disebut pH

optimum. Diketahui pH optimum untuk enzim mendegradasi BBJP adalah pH 6

dengan kadar gula reduksi yang terbentuk sebesar 37,7 μg/ml. Kondisi pH yang

sesuai dapat menjaga konformasi enzim dalam bentuk stabil, sehingga

memungkinkan enzim untuk berikatan dengan substrat membentuk kompleks enzim

substrat dan menghasilkan produk secara maksimal. Dengan demikian dapat

dikatakan bahwa pH merupakan salah satu faktor yang mempengaruhi aktivitas

enzim. Setiap perubahan pH mempengaruhi struktur enzim dan penurunan aktivitas

enzim diluar pH optimum dapat disebabkan oleh ketidakstabilan enzim dan

penurunan daya kerja enzim (Luis et al., 2012).

4.3.2 Stabilitas dan Optimum Aktivitas Enzim Terhadap Suhu

Enzim merupakan protein yang aktivitasnya sangat dipengaruhi oleh faktor

lingkungan. Salah satu faktor lingkungan yang mempengaruhi kerja enzim adalah

suhu. Reaksi katalis enzim meningkat dengan meningkatnya suhu, kecepatan reaksi

enzim meningkat dua kali lebih cepat pada kenaikan suhu 10oC (Bintang, 2010).

Namun peningkatan suhu yang cukup besar akan meningkatkan proses denaturasi

enzim, dan mengakibatkan daya kerja enzim menurun (Luis et al., 2012) Menurut

Sivaramanan (2013) enzim yang dihasilkan oleh Trichoderma sp. menunjukkan

peningkatan reaksi sampai suhu 50oC dan diikuti dengan penurunan sesudahnya.

Sebagian besar enzim mengalami denaturasi pada suhu lebih dari 70oC (Bintang,

2010).
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Gambar 4.4 Stabilitas dan optimum aktivitas enzim T. viride terhadap suhu

Berdasarkan Gambar 4.2 diketahui bahwa aktivitas enzim T.viride stabil

pada rentang suhu 30oC sampai 55oC dengan persen aktivitas enzim berkisar antara

83-95% dari total potensial komponen BBJP, menghasilkan gula reduksi pada suhu

30oC sebesar 20,65 μg/ml; suhu 35oC (21,96 μg/ml); suhu 40oC (19,2 μg/ml); suhu

45oC (19,2 μg/ml); suhu 50oC (19,64 μg/ml); suhu 55oC (19,78 μg/ml). Sedangkan

pada suhu 60oC-65 oC aktivitas enzim mengalami penurunan yang disebabkan

inaktivasi atau penurunan daya kerja enzim. Berdasarkan pengukuran aktivitas enzim

dengan menghitung banyaknya substrat yang diubah dalam variasi suhu stabil, maka

didapatkan suhu optimum. Suhu optimum merupakan suhu pada saat laju reaksi

enzim paling tinggi mengubah substrat menjadi produk. Diketahui suhu optimum

aktivitas enzim adalah suhu 45oC (38,7 μg/ml) dan menunjukkan penurunan aktivitas

setelahnya. Penurunan aktivitas enzim ini terjadi karena enzim sebagai protein dapat

mengalami perubahan sisi aktif bahkan dapat denaturasi pada suhu tinggi, dan

kehilangan fungsi katalitik enzim (Luis et al., 2012).
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4.3.3 Degradasi BBJP oleh Enzim Ekstraseluler T. viride

Degradasi BBJP bertujuan untuk mengubah komponen bungkil biji jarak

pagar menjadi bentuk yang lebih sederhana dengan bantuan enzim ekstraseluler T.

viride. Beberapa penelitian terdahulu menemukan bahwa T. viride berpontensi

memproduksi beberapa jenis enzim ekstraseluler yang aktif mendegradasi substrat.

Enzim mempengaruhi laju suatu reaksi, kecepatan reaksi tersebut dapat diukur

berdasarkan berkurangnya substrat atau penumpukan hasil reaksi (produk).

Perubahan substrat menjadi produk oleh enzim tergantung pada konsentrasi enzim

maupun substrat, kondisi pH dan suhu (Bintang, 2010). Pada penelitian ini dilakukan

analisis kemampuan degradasi BBJP 5% oleh enzim T. viride pada waktu tertentu.

Kemampuan T. viride dalam mendegradasi BBJP diukur berdasarkan gula reduksi

yang terbentuk pada waktu inkubasi selama 12 jam, menggunakan metode Somogyi-

Nelson.

Gambar 4.5 Degradasi BBJP oleh enzim ekstraseluler T. viride

Berdasarkan Gambar 4.5 diketahui bahwa degradasi substrat BBJP oleh

enzim ekstraseluler T. viride meningkat dengan bertambahnya waktu inkubasi,

ditandai dengan meningkatnya gula reduksi yang dihasilkan. Gula reduksi tersebut

diduga merupakan hasil degradasi komponen selulosa dan hemiselulosa yang

terkandung pada BBJP.  Peningkatan kadar gula reduksi selama waktu inkubasi
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menunjukkan bahwa enzim ekstraseluler T. viride mampu mendegradasi komponen

polisakarida BBJP hingga waktu inkubasi 12 jam, dengan persen aktivitas mencapai

2,4% dari total komponen BBJP dan gula reduksi yang terbentuk sebesar 1197,8

μg/ml. Hasil ini lebih rendah dibandingkan dengan hasil penelitian Sugiyono et al.

(2012), yang menyatakan bahwa kemampuan T. viride menghidrolisis limbah industri

agar sebanyak 12,5% dapat mencapai 5,4 % dengan gula reduksi sebesar 6,47 mg/ml.

Perbedaan hasil tersebut dikarenakan perbedaan konsentrasi substrat dan waktu

hidrolisis yang digunakan serta perbedaan jumlah komponen polisakarida yang

terkandung pada substrat. Aktivitas enzim juga dipengaruhi oleh konsentrasi substrat

dan enzim, peningkatan konsentrasi substrat dan enzim dapat meningkatkan laju

aktivitas enzim (Wilbraham dan Matta, 1992). Alleorerung (2010) menyatakan bahwa

degradasi bahan organik juga dipengaruhi oleh kadar C/N ratio. C/N ratio merupakan

perbandingan antara unsur karbon dan nitrogen dari suatu bahan organik. Menurut

Chandra et al. (2010) C/N ratio pada BBJP berkisar 12,7%. Keseimbangan antara

karbon dan nitrogen akan memicu pertumbuhan mikroorganisme secara optimal dan

meningkatkan degradasi bahan organik (Kadir et al., 2013).
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BAB 5. PENUTUP

5.1 Kesimpulan

Hasil penentuan kepadatan spora T. viride dalam media agar miring yang

mengandung substrat BBJP 1% menunjukkan jumlah spora optimum, yaitu 4,25.107

sel/ml dengan waktu inkubasi 6 hari. Optimasi produksi enzim menunjukkan waktu

inkubasi terbaik untuk produksi enzim oleh T. viride pada media BBJP adalah 6 hari

dengan aktivitas enzim sebesar 72,3 μg/ml. Aktivitas enzim diketahui stabil pada

rentang pH 5 sampai pH 7 dan optimum pada pH 6 (37,7 μg/ml). Sedangkan pada

variasi suhu, aktivitas enzim stabil pada rentang suhu 30oC sampai 55oC dan optimum

pada suhu 45oC (38,7 μg/ml). Degradasi BBJP oleh enzim ekstraseluler T. viride

menunjukkan peningkatan aktivitas hingga waktu inkubasi 12 jam, dengan persen

aktivitas degradasi sebesar 2,4% dari total potensial komponen BBJP dan

menghasilkan gula reduksi sebesar 1197,8 μg/ml .

5.2 Saran

Pada proses produksi enzim ekstrak kasar sebaiknya menggunakan substrat

BBJP kasar atau tidak ditumbuk halus, untuk memudahkan proses filtrasi selama

panen enzim dan mendapatkan crude enzim yang lebih baik.
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Lampiran

A. Komposisi Bahan

A.1 Komposisi Media PDA

Komposisi Jumlah

Kentang 200 gr

Dextrosa 10 gr

Agar 17 gr

Aquades 1000 ml

A.2 Komposisi Media Agar Alkali Ekstrak BBJP

Komposisi Jumlah

Alkali Ekstrak BBJP 10 gr

Agar 17 gr

Aquades 1000 ml

A.3 Komposisi Media Produksi Enzim

Komposisi Jumlah

Bubuk BBJP 550 gr

Aquades 1000  ml

A.4 Komposisi Media Alkali Ekstrak BBJP

Komposisi Jumlah

Alkali Ekstrak BBJP 0,5% 0,5 gr

Aquades 100  ml

A.5 Komposisi Buffer Phospat 1 M

Komposisi Jumlah

K2HPO43H2O 228 gr
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Komposisi Jumlah

KH2PO4 136  gr

Komposisi Jumlah

Aquades 1000 ml

A. 6 Komposisi Buffer Asetat 1 M

Komposisi Jumlah

CH3COOH 57,18 ml

Aquades 1000 ml

A. 7 Komposisi Reagen Somogyi

Komposisi Jumlah

Na2CO3 24 gr

C4H4KnaO6H2O (Potassium

Sodium

Tartrate Tetrahydrat)

12 gr

NaHCO3 16 gr

CuSO4.5H2O 10 % 40 ml

Na2SO4 180 gr

Aquades 1000 ml

A. 8 Komposisi Reagen Nelson

Komposisi Jumlah

(NH4) MO7O24. 4H2O 50 gr

Sulfuric acid 46 ml

NaHSO4. 7H2O 6 gr

Aquades 1000 ml
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B. Kurva Kalibrasi Glukosa
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