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MOTO

Dan orang-orang yang bersungguh-sungguh, akan Kami tunjukkan kepada mereka
jalan-jalan Kami. Dan sungguh, Allah beserta orang-orang yang berbuat baik.
(terjemahan Surat Al —*Ankabut ayat 69)”

If the stone fall upon the egg, alas for the egg! )If the egg fall upon the stone, alas for
theegg! ™

Jika andatidak pernah mencoba, maka andatidak akan pernah tahu
Jika andatidak pernah kalah, maka andatidak akan pernah belgjar cara menang
Jika andatidak pernah terpuruk, maka andatidak akan tahu cara untuk bangkit
(Damayanti)

“Departemen Agama Republik Indonesia. 2008. Al Quran dan Terjemahannya. Depok: PAI-
Qur’an Tajwid.

") Setiawan, W dan Budiman, A. 2004. Kamus Lengkap Bahasa Inggris. Bandung: Pustaka
Grafika.
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Tandan Kosong Kelapa Sawit (TKKS) merupakan hasil limbah utama produksi
kelapa sawit yang keberadaannya sangat berlimpah. Komponen utama yang
terkandung dalam TKKS di antaranya selusa 50%, hemiselulosa 25%, dan lignin
25%. Selain itu, terdapat beberapa kandungan hara di antaranya karbon 41%, nitrogen
0,87%, dan sulphur 0,07% yang mendukung TKKS dijadikan pupuk organik, namun
nisbah C/N pada TKKS berkisar 65-100 yang menyebabkan dekomposisi TKK'S sulit
dilakukan. Selain karena nisbah C/N yang tinggi, dekomposisi TKKS juga sulit
dilakukan karena kandungan lignoselulosa pada TKKS juga sangat tinggi.
Lignoselulosa merupakan komponen polimer yang tersusun antara selulosa dan
lignin. Proses dekomposisi pada TKKS sebenarnya dapat terjadi dengan sendirinya,
namun membutuhkan waktu sekitar 6-12 bulan. Proses mempercepat dekomposisi
dapat dilakukan dengan penambahan mikroba yang mampu mensekresi enzim
ekstraseluler. T. viride merupakan salah satu jenis kapang yang mampu mensekresi
enzim ekstraseluler seperti selulase, xilanase, glukanase, dan protease. Selain itu, T.
viride mempunyai daya kompetitif yang tinggi karena pertumbuhannya yang sangat
cepat. Penambahan T. viride tersebut diharapkan dapat mempercepat hidrolisis
komponen- komponen dalam TKKS untuk proses mempercepat proses dekomposisi
TKKS. Tujuan dari penelitian ini yaitu untuk mengetahui kemampuan enzim
ekstraseluler yang dihasilkan oleh T. viride dalam menghidrolisis TKKS.

Penelitian ini dilaksanakan dalam empat tahap analisis yang berkesinambungan.
Tahap pertama yaitu tahap persiapan bahan penelitian yang meliputi sub kultur T.
viride strain B10 MCC-00136, pembuatan substrat alkali ekstrak TKKS, pembuatan
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substrat TKKS jenuh air, dan pembuatan reagen Somogyi dan Nelson. Tahap kedua
yaitu produks crude enzyme meliputi pre-kultur isolat T. viride strain B10 MCC-
00136 pada media TKKS agar miring 0,1%, penentuan kepadatan spora, optimasi
produksi enzim ekstraseluler dari T. viride strain B10 MCC-00136 dan produksi
enzim ekstraseluler dari T. viride strain B10 MCC-00136. Tahap ketiga yaitu
penentuan stabilitas pH dan suhu, serta optimum pH dan suhu. Tahap keempat
meliputi analisis kemampuan hidrolisis crude enzyme dari T. viride strain B10 MCC-
00136 pada substrat alkali ekstrak TKK S 5%.

Hasil penelitian menunjukkan isolat T. viride strain B10 MCC-00136 yang
ditumbuhkan pada media akali ekstrak TKKS agar miring 0,1% dapat tumbuh
dengan baik dan penghitungan spora didapatkan kepadatan spora yang sesuai untuk
inokulum yaitu hari keempat dengan jumlah sel spora 5,5x10° sel spora/ml. Jumlah
spora tersebut kemudian digunakan untuk optimasi produksi crude enzyme T. viride
strain B10 MCC-00136 pada substrat TKKS jenuh air. Optimasi dilakukan selama 7
hari dan diketahui bahwa crude enzyme yang dihasilkan oleh T. viride strain B10
MCC-00136 mempunyal aktivitas tertinggi pada hari keenam dengan gula reduksi
sebesar 72,8 pg/ml. Pada penentuan stabilitas dan optimum suhu dan pH diketahui
bahwa crude enzyme dari T. viride strain B10 MCC-00136 mempunyai stabilitas pH
antara pH 4 sampai 7 dan stabilitas suhu antara 35°C sampai 50°C serta optimum
pada pH 7 dan optimum pada suhu 50° C. Kemampuan analisis hidrolisis crude
enzyme yang dihasilkan T. viride strain B10 MCC-00136 pada substrat TKKS 5%
menunjukkan kemampuan crude enzyme dalam menghidrolisis komponen dalam
TKKS dengan pembentukan gula reduks tertinggi pada waktu inkubas jam ke-12
yaitu sebesar 786,6 pg/ml atau berkisar 1,6% komponen TKKS yang mampu di
hidrolisis oleh crude enzyme.
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BAB |. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Tandan Kosong Kelapa Sawit (TKKS) merupakan salah satu hasil limbah
utama produksi kelapa sawit yang ketersediaannya sangat berlimpah yaitu sekitar 20
juta ton/tahun (Direktorat Jendera Bina Produksi Perkebunan, 2012) yang
pemanfaatannya belum optimal. Saat ini, pengolahan TKKS yang banyak dilakukan
oleh pihak perkebunan adalah dengan cara dibakar, diolah menjadi mulsa, atau
dibuang sgja ke lingkungan. Pengolahan TKKS dengan cara dibakar akan berdampak
negatif pada lingkungan karena dapat mencemari lingkungan sedangkan pengolahan
TKKS menjadi mulsa membutuhkan biaya operasional yang tinggi (Moya and Torres
R., 2012). TKKS sebenarnya dapat mengalami proses dekomposis dengan
sendirinya, namun membutuhkan waktu sekitar 6-12 bulan (Wahyuni, 2011). Hal
tersebut dikarenakan tingginya komponen lignoselulosa pada TKKS yang dikenal
sebagai komponen yang sulit didegradasi. Komponen utama yang terkandung dalam
TKKS diantaranya yaitu selulosa 50%, hemiselulosa 25% dan lignin 25% (Alam et
al., 2009). Selain komponen utama tersebut, dalam TKKS juga terdapat beberapa
kandungan hara diantaranya karbon 41%, nitrogen 0,87%, dan sulphur 0,07% yang
mendukung TKKS ini dijadikan sebaga pupuk organik (Moya and Torres R., 2012),
namun dengan rasio C/N sebesar 65-100 menyebabkan dekomposiss TKKS sulit
dilakukan.

Proses dekomposisi pada TKKS dapat dibantu oleh mikroba yang mampu
mensekresi enzim ekstraseluler untuk menghidrolisis polisakarida menjadi monomer
gula sederhana sehingga dapat dimanfaatkan sebagai sumber karbon dan energi bagi
mikroba. Beberapa golongan mikroba yang dapat menghasilkan produk enzim
ekstraseluler diantaranya adalah kelompok fungi yaitu Trichoderma, Penicillium, dan
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Aspergillus, dan kelompok bakteri antaralain Bacillus dan Cellulomonas (Sukumaran
et al., 2005). Di antara beberapa jenis kapang dan bakteri yang dapat menghasilkan
enzim ekstraseluler, T. viride merupakan salah satu jenis kapang yang potensial untuk
memproduksi beberapa macam enzim ekstraseluler seperti selulase, xilanase,
glukanase, dan protease. Selain itu, T. viride memiliki karakteristik yaitu
pertumbuhan yang lebih cepat dibandingkan kapang lain, produksi spora yang
banyak, dan mampu memproduksi endoglukanase dan eksoglukanase sampa 80%
(Kalsom et al., 2006).

Beberapa penelitian sebelumnya yang menunjukkan bahwa T. viride mampu
menghasilkan enzim ekstraseluler di antaranya penelitian Gunam et al., (2011) yang
menggunakan T. viride sebagai peghasil enzim selulase untuk mendegradasi
komponen selulosa pada ampas tebu melalui fermentasi cair. Irfan et al., (2012),
menggunakan T. viride untuk menghasilkan enzim endoglukanase pada berbagai
medium seperti bagasse, bongkol jagung, tepung kedelai, dedak, sekam padi, dan
tepung kedelai dengan metode solid state fermentation. Selain itu, Amira et al.,
(2012), melakukan produksi selulase dan xilanase dengan T. viride pada TKKS dan
POME. Oleh karena itu, berdasarkan uraian tersebut maka dilakukan suatu penelitian
tentang hidrolisis TKKS oleh enzim ekstraseluler T. viride.

1.2 Rumusan Masalah

TKKS mengandung komponen selulosa, hemiselulosa, dan lignin yang tinggi
sehingga sulit didekomposisi dalam waktu singkat. Proses dekomposisi dapat dibantu
dengan penambahan mikroba. T. viride merupakan salah satu kapang yang dapat
menghasilkan berbagai macam enzim ekstraseluler antara lain selulase, xilanase, dan
glukanase. Oleh karena itu, apakah enzim ekstraseluler T. viride mampu membantu
menghidrolisis komponen-komponen dalam TKKS.
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1.3 Batasan Masalah

Ruang lingkup penelitian ini meliputi produktivitas enzim ekstraseluler.
Optimasi aktivitas enzim yang dihasilkan T. viride dilakukan berdasarkan analisis
gula reduksi metode Somogyi- Nelson, serta penentuan suhu, pH dan waktu inkubasi

tertentu.

1.4 Tujuan
Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui kemampuan enzim ekstraseluler

yang dihasilkan oleh T. viride dalam menghidrolisis TKKS.

1.5 Manfaat
Penelitian ini diharapkan dapat digunakan sebagal strategi untuk mempercepat
proses dekomposis TKK S dengan memanfaatkan kapang T. viride.
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Tandan Kosong Kelapa Sawit (TKKS)

Kelgpa sawit (Elais guineensis Jacq), merupakan salah satu tanaman
perkebunan yang bernilai ekonomis karena dapat menghasilkan minyak kelapa sawit.
Kelapa sawit banyak ditanam pada daerah tropis seperti Afrika Barat dan Asia
Tenggara. Pada proses pengolahan minyak kelapa sawit, akan dihasilkan limbah
TKKS (Law et al., 2007). Tingkat ketersediaan TKKS sangat berlimpah dan
mengalami peningkatan tiap tahunnya. Pada tahun 2008, minyak kelapa sawit yang
dihasilkan mencapai 17,37 juta ton/ tahun dan limbah TKKS yang dihasilkan
mencapal 20 juta ton/tahun (Direktorat Jenderal Bina Produksi Perkebunan, 2012).
Meningkatnya produksi kelapa sawit tiap tahunnya, maka akan berdampak pada
peningkatan jumlah l[imbah yang dihasilkan. Menurut Moya and Torres (2012), setiap
pengolahan 1 ton Tandan Buah Segar (TBS) akan dihasilkan 22- 23% atau sebanyak
220-230 kg TKKS.

Gambar 2.1 Tandan Kosong K elapa Sawit
TKKS merupakan limbah kelapa sawit dengan komponen selulosa dan lignin,
yang disebut dengan lignoselulosa (Alam et al., 2009). Selain selulosa dan lignin,
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TKKS juga mengandung komponen lain yaitu hemiselulosa. Komponen-komponen
dalam TKKS ditunjukkan dalam Tabel 2.1 di bawah ini.
Tabel 2.1 Komponen kimiawi TKKS (%)

Komponen Kadar (%)
Selulosa 48,25
Lignin 18,89
Hemiselulosa 27,24
Sul phur 0,07
Nitrogen 0,87
Minyak 2,24

Sumber: Alam et al., 2009; Moyaand TorresR., 2012.

Pengolahan limbah TKKS di Indonesia saat ini belum dimanfaatkan secara
optimal. Menurut Ditjen PPHP Departemen Pertanian (2006), pihak perkebunan
kelapa sawit mengolah TKKS dengan cara dibuang ke lingkungan, dibakar, dijadikan
mulsa, atau dikomposkan sebagai pupuk organik. Pengolahan TKKS sebagai mulsa
dapat menambah nutrisi tanah, mencegah erosi, dan mengurangi dampak kurang baik
pada pertumbuhan tanaman (Misson et al., 2009). Namun, pemanfaatan TKKS
menjadi mulsa membutuhkan biaya yang tidak murah. Pengomposan merupakan
aternatif pilihan pengolahan TKKS yang dulu banyak dilakukan oleh perkebunan
kelapa sawit. Namun, pengomposan membutuhkan waktu yang relatif lama yaitu
berkisar 6 bulan sampai dengan 12 bulan. Lamanya waktu ini berdampak pada luas
lokasi, tenaga kerja, dan fasilitas yang diperlukan untuk pengomposan TKKS
sehingga pihak perkebunan sudah jarang memakai teknik pengomposan ini
(Wahyuni, 2011).

2.2 Kapang Trichoderma viride dan Enzim Ekstraseluler

Trichoderma spp. merupakan salah satu jenis kapang yang mampu
menghasilkan enzim ekstraseluler. Trichoderma spp. ini dapat tumbuh secara cepat
dalam berbagai kondisi dengan kisaran suhu 7°C- 41°C dan dapat tumbuh optimal
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pada suhu 22°C-30°C dan pada pH asam antara 2- 4, bersifat saprofit pada tanah,
kayu, dan beberapa jenis bersifat parasit pada jamur lain, serta dapat memanfaatkan
berbagai macam substrat. Pertumbuhan yang cepat dan produksi spora yang banyak
merupakan karakteristik spesies dari genus Trichoderma. Hifa pada jamur ini
berbentuk pipih, bersekat, dan bercabang-cabang membentuk anyaman yang disebut
miselium. Miseliumnya dapat tumbuh dengan cepat dan dapat memproduksi berjuta-
juta spora, karena sifatnya inilah Trichoderma dikatakan memiliki daya kompetitif
yang tinggi (Kalsom et al., 2006). Beberapa spesies Trichoderma yang dapat
memproduksi enzim ekstraseluler diantaranya T. reesel, T. viride, T. harzianium, dan
T. koningii (Beldman et al., 1985).

branching
conidiephores

Gambar 2.2 Struktur mikroskopis T. viride
Klasifikasi T. viride adalah sebagai berikut:

Divis : Ascomycota

Kelas : Ascomycetes

Ordo : Hypocreales

Famili : Hypocreaceae

Genus : Trichoderma

Spesies : T. viride (Deacon, 1977).

T. viride merupakan kapang berfilamen yang mampu hidup sebagai
mikoparasit yang mempunyai kemampuan untuk menghasilkan enzim hidrolitik yang
dapat memecah senyawa polimer menjadi senyawa sederhana. Enzim selulase
merupakan salah satu enzim yang dapat dihasilkan oleh berbagai jenis mikroba, tetapi
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hanya sedikit mikroba yang dapat menghasilkan selulase dalam jumlah yang cukup

untuk menghidrolisis seluruh selulosa kristalin seperti T. viride yang telah dikenal

mampu menghasilkan endoglukanase dan eksoglukanase sampai 80% (Samsuri et al.,

2007), tetapi 3-glukosidasenya rendah. Enzim ekstraseluler yang dihasilkan T. viride

di alam, selain berfungs sebagai cara untuk memperoleh makanan dan melawan

fungi atau mikroba lain, juga dapat digunakan untuk berbagai proses industri penting,

seperti dalam proses penyiapan bahan baku untuk bioetanol (Druzhinina et al., 2006).

Enzim ekstraseluler merupakan enzim yang diproduksi oleh mikroba untuk
merombak substrat yang ada di lingkungannya agar dapat digunakan sebagai sumber
energi untuk pertumbuhannya dan bahan untuk membentuk sel- sel yang baru.

Beberapa enzim ekstraseluler yang dapat diproduksi oleh T. viride antara lain enzim

kitinase yang berfungsi merusak dinding sel fungi patogen (Lu et al., 2004). Menurut

Hanson and Howell (2004), T. viride juga mampu memproduksi enzim xilanase yang

dapat menghidrolisis xilan menjadi xilosa. Beberapa penelitian dengan berbagai

substrat telah banyak dilakukan untuk mengetahui kemampuan T. viride dalam
mensekresikan enzim ekstraseluler diantaranya yaitu:

1. Gautam et al., (2010), yang melakukan optimasi produksi medium limbah industri
padat oleh T. viride untuk menghasilkan selulase melalui teknik sub-merged
fermentasi dengan aktivitas enzim selulase yang dihasilkan 1,93 U/ml;

2. Mojsov (2010), menggunakan T. viride untuk memproduksi selulase pada jerami
gandum dengan teknik fermentas padat dan hasil aktivitas enzim selulasenya
sebesar 0,88 FPU/mI;

3. Amira et al., (2012), menggunakan EFB dan POME sebagai substrat T. viride
untuk memproduksi selulase dan xilanase dengan aktivitas enzim yang dihasilkan
yaitu xilanase 13,214 FPU/mg dan selulase 4,43 1U/mg;

4. Irfan et al., (2012), memanfaatkan beberapa medium seperti bagasse, dedak,
sekam padi, tepung jagung, dan tepung kedelai untuk produksi endoglukanase

menggunakan T. viride secara fermentasi padat dengan hasil aktivitas enzim
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selulase pada masing-masing substrat yaitu bagasse 15,6 1U/g , dedak 12 1U/g,
sekam padi 5,9 1U/g, tepung jagung 8,2 IU/g, dan tepung kedelai 4 [U/g;

5. Laziba et al., (2013), melakukan optimasi xilanase dari T. viride pada matriks laut
dengan hasil aktivitas konsentrasi xilanase yang didapatkan yaitu 4,5 mg/ml;

6. Kandari et al., (2013), juga melakukan produksi selulase dan B-glukosidase dari T.
viride pada limbah jerami padi melalui fermentasi padat dan hasil aktivitas enzim
yang dihasilkan yaitu selulase 1,84 IU/ml dan 3-glukosidase 8,25 1U/ml;

7. Irfan and Syed, (2012), juga telah melakukan purifikasi dan karakterisasi xilanase
yang dihasilkan T. viride secara fermentasi padat dengan aktivitas spesifik xilanase
sebelum dialisis 69,4 U/mg dan sesudah di diaisis 112,5 U/mg.

Dilihat dari beberapa penelitian di atas, produksi enzim ekstraseluler banyak
dilakukan dengan teknik fermentasi padat atau solid state fermentation (SSF). Teknik
SSF merupakan sistem fermentass yang menggunakan media padat yang tidak
mengandung air bebas sebagai substrat. Media ini berfungsi sebagal sumber karbon,
nitrogen, dan energi. Pada SSF, umumnya substrat yang digunakan lebih banyak dan
enzim yang dihasilkan beragam (Muhpidah, 2013). SSF ini memiliki beberapa
keuntungan diantaranya tingkat kontaminasi rendah, produktivitas tinggi, teknik
sederhana, biaya relatif murah, dan energi yang dibutuhkan rendah (Fatma et al.,
2010; Wahid et al., 2011).

2.3 HidrolisisEnzimatis Pada TKK S

Hidrolisis merupakan proses pemecahan polisakarida di dalam biomassa
lignoselulosa, yaitu selulosa dan hemiselulosa menjadi monomer gula yang dapat
dilakukan secara kimia ataupun enzimatis (Kristina et al., 2012). Dibandingkan proses
secara kimia, hidrolisis enzimatis memiliki beberapa keuntungan antara lain kondis
proses yang lebih lunak (suhu rendah, pH netral), berpotensi memberikan hasil yang
tinggi, dan biaya pemeliharaan peralatan relatif rendah karena tidak ada bahan yang
korosif dan ramah lingkungan (Samsuri et al., 2007).
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Hidrolisis enzimatik merupakan proses hidrolisis yang menggunakan enzim
seperti enzim selulase, xilanase atau jenis enzim yang lain. Pemanfaatan enzim
sebagai zat penghidrolisis tergantung pada substrat yang digunakan (Samsuri et al.,
2007). Pada TKKS, hidrolisis meliputi proses pemecahan polisakarida di dalam
biomassa lignoselulosa yaitu, selulosa dan hemiselulosa menjadi monomer gula
penyusunnya. Hambatan dalam proses hidrolisis asam maupun enzimatis adalah
adanya lignin yang berfungsi sebagai pelindung selulosa sehingga sebelum hidrolisis
dilakukan proses delignifikasi. Delignifikasi merupakan proses pemisahan struktur
lignin yang berikatan dan menyelubungi selulosa. Delignifikasi dilakukan dengan
larutan NaOH, karena larutan ini dapat merusak struktur lignin, bagian kristalin dan
amorf, memisahkan lignin dan hemiselulosa serta menyebabkan pembengkakan
struktur selulosa (Nenci, 2012).

TKKS merupakan biomassa berselulosa yang memiliki struktur yang kompleks.
Oleh sebab itu, TKKS merupakan limbah yang sulit didegradasi. Menurut
Sukumuran et al., (2005), enzim selulase terdiri dari kompleks eksoglukanase,
endoglukanase dan - glukosidase yang dapat mendegradasi selulosa menjadi
glukosa. Glukosa kemudian digunakan oleh kapang untuk pertumbuhannya sebagai
sumber karbon. Hidrolisis sempurna selulosa menghasilkan glukosa, sedangkan
hemiselulosa menghasilkan glukosa, galaktosa, manosa, xilosa, dan arabinosa (Lynd
et al., 2002). Monosakarida hasil hidrolisis antara lain glukosa, galaktosa dan xilosa
merupakan gula pereduksi disebabkan karena adanya gugus aldehid dan gugus keton
yang bebas (Laziba et al., 2013). Gula pereduksi merupakan indikator aktivitas enzim
dalam menghidrolisis komponen pada substrat TKKS.


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

BAB 3. METODOLOGI PENELITIAN

3.1 Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Mikrobiologi, Jurusan Biologi
Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam Universitas Jember. Waktu
pel aksanaan penelitian dimulai pada bulan Juli 2014 sampai Maret 2015.

3.2 Alat Dan Bahan

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian terdiri dari Neraca Analitik,
Autoklaf, Shaker, Sentrifuge, Mikropipet, Vortex, Laminar air flow (LAF),
Inkubator, Kertas saring, pH meter, DC motor, Haemocytometer tipe neubauer
improve, colony counter, Mikroskop, Water bath dan Spektrofotometer.

Bahan yang digunakan dalam penelitian adalah Tandan Kosong Kelapa Sawit
(TKKS) dari Universitas Riau, Isolat biakan T. viride strain B10 MCC-00136 yang
diperoleh dari Balai Pengkajian dan Penerapan Teknologi (BPPT) Tangerang Selatan,
NaCl 1%, Substrat Alkali Ekstrak TKKS 0,5%, NaOH, Natrium azide 0,01%,
CH3COOH, media Potato Dextrose Agar (PDA), Alkohol 97%, Akuades, Buffer
Asetat, Buffer Fosfat, Alkohol 70% , media Alkali TKKS Agar Miring 0,1%,
Substrat Alkali Ekstrak 5%, reagen Somogyi dan Nelson.

3.3 Prosedur Pendlitian

Prosedur penelitian yang dilakukan pada penelitian ini meliputi empat tahapan
yaitu tahap persigpan bahan penelitian, tahap produks crude enzyme, tahap
penentuan stabilitas dan optimum pH serta suhu, dan tahap analisis kemampuan
hidrolisis crude enzyme pada substrat alkali ekstrak TKKS 5%. Tahap persiapan
bahan penelitian meliputi sub kultur T. viride strain B10 MCC-00136, pembuatan

10
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substrat alkali ekstrak TKKS, pembuatan substrat TKKS jenuh air, dan pembuatan
reagen Somogyi dan Nelson. Tahapan produksi crude enzyme meliputi pre-kultur
isolat T. viride strain B10 MCC-00136 pada media TKKS miring, penentuan
kepadatan spora, optimasi produksi enzim ekstraseluler dari T. viride strain B10
MCC-00136 dan produksi enzim ekstraseluler dari T. viride strain B10 MCC-00136.
Tahap ketiga yaitu penentuan stabilitas pH dan suhu, serta optimum pH dan suhu.
Tahapan keempat meliputi analisis kemampuan hidrolisis crude enzyme dari T. viride
strain B10 MCC-00136 pada substrat alkali ekstrak TKK S 5%.

3.4 Tahapan dan Pelaksanaan Penelitian
3.4.1 Tahapan Persiapan
3.4.1.1 Stok Sub- Kulture T. viride strain B10 MCC-00136

T. viride strain B10 MCC-00136 yang diperoleh dari BPPT Tangerang
diinokulasikan pada media Potato Dextrosa Agar (PDA) secara streak plate dan
diinkubas selama 3 hari pada suhu 30°C. Selanjutnya, satu ose isolat T. viride strain
B10 MCC-00136, diinokulasikan pada media Potato Dextrose Agar (PDA) miring
dengan membuat titik dan diinkubasi selama 3 hari serta disimpan sebagai stok isolat.

3.4.1.2 Pembuatan Substrat Alkali Ekstrak TKKS

Sebanyak 100 gram bubuk TKKS yang telah digiling dan diayak dihidrolisis
menggunakan NaOH 1 M dan dihomogenkan selama 24 jam. Hidrolisis dengan
NaOH berfungsi sebagai delignifikasi, yaitu proses merusak atau menguraikan
struktur lignin untuk meningkatkan kandungan selulosa dan hemiselulosa (Kristina et
al., 2012). Selanjutnya, suspensi dinetralkan sampa pH 7 dengan CH3COOH dan
dilakukan penyaringan. Filtrat pertama yang terbentuk kemudian disaring, sedangkan
ampas yang terbentuk disuspensikan dengan akuades sesuai dengan volume filtrat
pertama yang didapat dan disaring kembali untuk memperoleh filtrat kedua. Filtrat
pertama dan kedua yang telah disaring, diekstraksi menggunakan etanol dengan
perbandingan filtrat dan etanol 4.6. Proses selanjutnya, campuran filtrat dan etanol
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tersebut di sentrifuse dengan kecepatan 8000 rpm selama 10 menit sehingga akan
terbentuk endapan/ pellet. Pellet kemudian diambil dan dioven pada suhu 50°C untuk
menghilangkan sisa air dari pellet sehingga didapatkan bubuk. Bubuk tersebut
merupakan bubuk substrat alkali ekstrak TKKS.

3.4.1.3 Persigpan Substrat TKKS Jenuh Air

Sebanyak 10 gram bubuk TKKS yang telah diayak, dijenuhkan menggunakan
akuades dan dibiarkan selama 2 jam. Kemudian, suspensi diletakkan dalam
alumunium foil dan ditimbang untuk mengetahui berat awal. Suspensi selanjutnya
disimpan pada suhu 50°C selama 24 jam dan ditimbang setiap interval waktu 6 jam
sekali untuk mendapatkan berat bubuk TKKS yang konstan. Tujuan dari perlakuan
ini adalah untuk mengetahui kadar air yang harus ditambahkan pada substrat TKKS
untuk mendapatkan substrat TKKS dengan kadar air yang sesuai untuk media

produksi crude enzyme.

3.4.1.4 Pembuatan Reagen Somogyi dan Nelson
a. Pembuatan Reagen Somogyi

Pembuatan reagen Somogyi dilakukan dengan membuat 4 larutan yang terdiri
dari larutan | yaitu 24 gram Na&CO; anhidreus dan 12 gram tartrate tetahydrat
C4HiKnaOgH,O yang dilarutkan dalam 240 ml akuades, larutan Il yaitu 1 gram
CuS0,4.5H,0 yang dilarutkan dalam 40 ml akuades kemudian ditambahkan dengan
NaHCO;3; 16 gram. Kemudian, larutan | dan larutan |1 dicampurkan menjadi larutan 3.
Selanjutnya, dibuat larutan 4 yang terdiri dari 180 gr Na,SO, anhidreus yang
dilarutkan dalam 300 ml akuades sambil dipanaskan. Setelah larutan 4 dingin, larutan
3 dan larutan 4 dicampur dan dihomogenkan serta ditambahkan akuades hingga
volume 1000 ml. Reagen Somogyi yang telah dibuat diinkubasi selama 7 hari pada
suhu 20°C- 40°C serta disimpan dalam botol gelap.
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b. Pembuatan Reagen Nelson

Sebanyak 50 gram (NH4)eMO;0.4.4H,0 dilarutkan dalam 500 ml akuades
kemudian dicampurkan dengan 46 ml sulfuric acid (terbentuk Larutan I). Selanjutnya,
Larutan Il dibuat dengan melarutkan 6 gr NaH;SO,.7H,O dalam akuades 25 ml
(Norton Nelson, 1944). Proses selanjutnya, larutan | dan Il yang telah dihomogenkan
ditambahkan akuades sampa volume 1000 ml. Kemudian reagen yang telah
terbentuk diinkubasi pada suhu 20°C- 40°C selama 24 jam serta disimpan pada botol
gel ap disuhu ruangan.

3.4.2 Produksi Crude enzymedari T. viride strain B10 M CC-00136
3.4.2.1 Pre- Kultur Isolat T. viride strain B10 MCC-00136

Stok isolat T. viride strain B10 MCC-00136 diambil 1 ose dan diinokulasikan
pada media alkali ekstrak TKKS agar miring 0,1%. Pre-kultur isolat T. viride strain
B10 MCC-00136 dibuat pada 8 tabung, kemudian diinkubasi pada suhu 30°C untuk
selanjutnya dilakukan penghitungan jumlah spora optimum.

3.4.2.2. Penentuan Kepadatan Sel Spora T. viride strain B10 MCC-00136
Penghitungan sel spora T. viride strain B10 MCC- 00136 dilakukan setiap hari
berturut-turut selama 8 hari. Penghitungan dilakukan dengan menambahkan 10 ml
akuades steril pada tiap tabung isolat T. viride strain B10 MCC-00136 dan dikerik
perlahan menggunakan jarum ose agar spora T. viride strain B10 MCC-00136
terlepas. Kemudian, suspensi spora dipindahkan ke tabung lain dan dihomogenkan
dengan vortex sebelum dilakukan penghitungan. Suspensi spora selanjutnya
diteteskan pada bidang hitung haemocytometer. Jumlah spora T. viride strain B10
MCC-00136 yang dihitung yang terdapat pada 5 kotak dari 25 kotak berukuran
sedang. Perhitungan kepadatan spora dilakukan untuk mengetahui waktu inkubasi
optimum T. viride strain B10 MCC-00136 untuk menghasilkan jumlah spora
optimum. Menurut Syahnen et al., (2014), menyatakan bahwa kerapatan spora yang
baik dan banyak digunakan sebagai inokulum untuk genus Trichoderma yaitu 10°
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spora/ml. Selanjutnya, hasil perhitungan yang diperoleh untuk mengetahui jumlah

spora/ ml ditentukan dalam rumus:
§= E xFp

A
Keterangan:
S = Jumlah Sel Spora/ml
R = Rerata Jumlah spora pada 5 bidang hitung haemacytometer
V = Volume haemacytometer (4x10™ mm®)
Fp = Faktor Pengenceran yang dilakukan

3.4.2.3 Optimasi Produksi Crude enzyme dari T. viride strain B10 MCC- 00136
Optimasi produksi crude enzyme bertujuan untuk mengetahui waktu inkubasi
optimum (pemanenan) pada hari tertentu dilihat dari hasil aktivitas crude enzyme
tertinggi. Optimasi produksi enzim dilakukan dengan menginokulasikan 1 ml isolat T.
viride strain B10 MCC- 00136 pada substrat TKKS jenuh air sebanyak 10 gram dan
diinkubasi selama 7 hari pada suhu 30°C. Selanjutnya, dilakukan pemanenan crude
enzyme dari hari ke-1 sampal hari ke-7. Pemanenan enzim meliputi preparas dan
ekstraksi enzim, preparas dilakukan dengan menambahkan NaCl 1% dan Natrium
azide 0,01% sebanyak 20 ml ke dalam suspens untuk mencegah enzim dari
kontaminas mikroba. Kemudian, dilakukan ekstraks yang bertujuan untuk
mengambil enzim dari media, sel atau jaringan (Dheeman et al., 2010), dengan cara
suspens dishaker untuk mengendapkan material padat selama 12 jam dan difiltras
menggunakan kertas saring sehingga dihasilkan filtrat. Filtrat kemudian diambil dan
disentrifugasi 8000 rpm selama 10 menit untuk memisahkan supernatan dan pellet.
Selanjutnya, supernatan diambil dan didapatkan crude enzyme yang disimpan dalam
lemari pendingin. Setelah diketahui waktu optimum pemanenan pada produksi crude
enzyme diberbagai varias waktu inkubasi, selanjutnya waktu optimum tersebut
digunakan untuk produksi crude enzyme dengan menggunakan substrat TKKS jenuh
air sebanyak 50 gram dan diinkubasi sesuai waktu optimum pada suhu 30°C.
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Selanjutnya, pemanenan dilakukan menggunakan metode yang sama seperti pada
produksi crude enzyme di berbagai variasi waktu inkubasi.

3.4.3 Uji Aktivitas Crude enzyme T. viride strain B10 MCC- 00136 berdasarkan
Analisis Gula Reduks Metode Somogyi-Nelson
3.4.3.1 Pembuatan Standart Glukosa
Pembuatan standar glukosa dibuat dengan membuat stok glukosa konsentras
100 pg/ml. Selanjutnya, dilakukan pengenceran dari konsentrasi 100 pg/ml untuk
mendapatkan konsentrasi glukosa sebanyak 5 pg/ml, 10 pg/ml, 25 pg/ml, 50 pg/mil,
75 pg/ml. Pada setiap konsentrasi glukosa ditambahkan reagen Somogyi sebanyak
0,5 ml dan dipanaskan dalam air mendidih selama 15 menit. Kemudian, setelah
dingin ditambahkan reagen Nelson sebanyak 0,5 ml lalu ditambahkan akuades
sebanyak 2,5 ml. Perhitungan gula reduks diukur dengan spektrofotometer pada
panjang gelombang 500 nm. Nilai absorbansi yang diperoleh dibuat kurva regresi
linear yang menunjukkan hubungan antara konsentrasi dengan nilai absorbansi

larutan sampel. Pengukuran dibuat dua kali pengulangan.

3.4.3.2 Uji Aktivitas Crude enzyme Pada Substrat Alkali Ekstrak TKKS

Crude enzyme yang telah dihasilkan selanjutnya diuji dengan menggunakan
0,5% substrat alkali ekstrak TKKS dalam buffer pH 7 50 mM sebanyak 500 pl.
Kemudian, masing-masing substrat ditambahkan crude enzyme sebanyak 50 ul dan
diinkubasi 37°C selama 2 jam. Pada perlakuan kontrol, penambahan enzim dilakukan
setelah penambahan reagen Somogyi. Setelah inkubasi, ditambahkan 0,5 ml reagen
Somogyi yang berfungsi menghentikan reaks enzimatis (Nelson and Somogyi, 1945)
dan digojok hingga homogen. Pada reagen Somogyi terdapat ion kupri yang bersama
dengan gula reduksi akan direduksi menjadi kupro oksida. Selanjutnya, dididihkan
dalam penangas air selama 15 menit yang bertujuan untuk mempercepat reaksi.
Setelah dingin, ditambahkan reagen Nelson sebanyak 0,5 ml kemudian ditambahkan
juga 2,5 ml akuades. Pada reagen Nelson terdapat arsenomoblidat yang akan bereaksi
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dengan kupro oksida dan menjadi molibdenum dan memberi warna biru pada uji.
Selanjutnya, dilakukan pengukuran absorbans menggunakan spektrofotometer pada
panjang gelombang 500 nm dengan dibuat dua kali pengulangan.

3.4.4 Penentuan Stabilitas dan Optimum pH dan Suhu Crude enzyme

a. Penentuan Stabilitas pH

Penentuan stabilitas pH dilakukan dengan mereaksikan 500 ul crude enzyme
dan 500 pl buffer pH 3 sampal pH 8 50 mM sehingga didapatkan 1 ml crude enzyme
dalam buffer pH 3 sampai pH 8 25 mM. Kemudian, larutan diinkubasi 37°C selama 4
jam. Selanjutnya, diambil 100 pl crude enzyme dalam buffer pH 3 sampai pH 8 25
mM dan direaksikan dengan 500 ul substrat alkali ekstrak TKKS 0,5% dalam buffer
pH 5 60 mM. Selanjutnya, uji aktivitas enzim dengan berbagai variasi pH dilakukan
dengan metode yang sama dengan uji aktivitas crude enzyme berdasarkan analisis
gula reduksi metode Somogyi-Nelson. Buffer yang digunakan pada uji aktivitas ini
adalah buffer asetat untuk pH 3, 3,5, 4, 4,5, 5, dan 5,5 sedangkan buffer fosfat untuk
pH 5,5, 6, 6,5, 7, 7,5 dan pH 8. Pada penentuan stabilitas pH, sebagai pembanding
(kontrol) digunakan crude enzyme 500 pl yang direaksikan dengan H,O sebanyak
500 pl sebagal pengganti buffer.

b. Penentuan pH Optimum

Pengujian pH optimum dilakukan dengan mereaksikan 500 pl crude enzyme
dan 500 pl buffer pH 3 sampai pH 8 50 mM sehingga didapatkan 1 ml crude enzyme
dalam buffer pH 3 sampai pH 8 25 mM tanpainkubasi 4 jam. Kemudian, diambil 100
ul crude enzyme 500 pl buffer pH 3 sampal pH 8 25 mM dan di reaksikan dengan
substrat akali ekstrak TKKS 0,5% dalam buffer pH 5 60 mM. Cara pengukuran
aktivitas enzim untuk pH optimum sama seperti metode yang digunakan untuk uji
aktivitas crude enzyme metode Somogyi- Nelson. pH optimum yang telah diketahui

digunakan untuk penentuan stabilitas dan suhu optimum
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c. Penentuan Stabilitas Suhu

Penentuan stabilitas suhu dilakukan sesuai dengan pengujian stabilitas pH.
Namun, pada pengujian stabilitas suhu ini crude enzyme dalam buffer pH optimum
50 mM yang didapat diinkubasi pada suhu 30°C, 35°C, 40°C, 45°C, 50°C, 55°C,
60°C, 65°C, dan 70°C selama 4 jam. Crude enzyme dalam buffer pH optimum 50 mM
yang telah diinkubasi selama 4 jam, kemudian direaksikan dengan 500 pl substrat
alkali ekstrak TKKS 0,5% dalam buffer pH optimum 60 mM. Kemudian, uji aktivitas
enzim pada berbagal varias suhu ini dilakukan dengan menggunakan metode yang
sama dengan uji aktivitas enzim berdasarkan analisis gula reduksi metode Somogyi-
Nelson. Sebaga kontrol atau pembanding, pada penentuan stabilitas suhu ini
digunakan 500 pl crude enzyme yang direaksikan dengan 500 ul buffer pH optimum

50 mM tanpainkubasi 4 jam.

d. Penentuan Suhu Optimum

Pada pengujian suhu optimum ini crude enzyme dalam buffer pH optimum 50
mM di reaksikan dengan 500 pl substrat alkali ekstrak TKKS 0,5% dalam buffer pH
optimum 60 mM dan diinkubasi pada suhu 30°C, 35°C, 40°C, 45°C, 50°C, 55°C,
60°C, 65°C, dan 70°C selama 2 jam. Selanjutnya, uji aktivitas enzim pada berbagai
varias suhu ini dilakukan dengan menggunakan metode yang sama dengan uji

aktivitas enzim berdasarkan analisis gula reduksi metode Somogyi- Nelson.

3.4.5 Analisis Kemampuan Hidrolisis Crude enzyme T. viride Strain B10 MCC-
00136 pada TKKS

Penentuan waktu inkubasi optimum dari crude enzyme T. viride strain B10
MCC- 00136 dalam menghidrolisis TKKS dilakukan dengan mereaksikan 0,1 gram
substrat alkali ekstrak TKKS 5% dalam buffer pH 7 20 mM dan 2 ml crude enzyme
yang kemudian diinkubasi selama 48 jam. Sampling untuk mengetahui aktivitas
enzim dilakukan pada jam ke 0, 6, 12, 18, 24, 36 dan 48 dengan cara mengambil 250

ul hidrolisat setiap kali sampling. Kemudian, hasil hidrolisat dididihkan 15 menit.
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Setelah dididihkan, hidrolisat disentrifuse selama 5 menit 4000 rpm dan supernatan
yang diperoleh dipindah ke eppendofl baru serta hasil supernatan disimpan di suhu -
20°C sebelum dilakukan uji serentak.

Metode yang digunakan untuk uji serentak sama dengan langkah uji aktivitas
enzim berdasarkan analisis gula redukss metode Somogyi- Nelson yaitu dengan
mengambil 50 pl hidrolisat dan diencerkan dengan 450 pl akuades serta ditambahkan
500 pl reagen Somogyi. Kemudian, suspensi didihkan selama 15 menit. Setelah
dingin, pada suspensi ditambahkan 500 pl reagen Nelson dan 2,5 ml akuades.
Selanjutnya, untuk melihat nilai absorbansi dilakukan pengukuran dengan
spektrofotometer pada A 500 nm. Setelah diketahui waktu inkubasi optimum, maka
dibuat kurva hubungan antara gula reduksi yang dihasilkan dengan waktu inkubasi

optimum.

BE
/ ml:}

Total Substrat alkali ekstrak TKKS 5% (' 5/ 1

Total gula reduksi hasil hidrolisis

Derajat Hidrolisis = X 100%
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BAB 4. HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Kepadatan Sel Spora T. viride strain B10 M CC-00136

Penentuan jumlah sel spora T. viride strain B10 MCC- 00136 pada media
alkali ekstrak TKKS agar miring 0,1%, menunjukkan bahwa isolat T. viride strain
B10 MCC- 00136 dapat tumbuh baik (Gambar 4.1). Hal ini menunjukkan bahwa
media alkali ekstrak TKKS tersebut, mampu mensupla nutrisi bagi pertumbuhan T.
viride strain B10 MCC- 00136. Menurut Lynd et al., 2002, menyatakan bahwa suatu
mikroba akan menguraikan komponen dalam suatu medium menjadi sumber karbon
sebagal sumber energi untuk pertumbuhannya. Oleh sebab itu, kandungan nutrisi
yang lengkap sangat diperlukan dalam suatu medium. Kandungan nutrisi yang
tercukupi pada medium, akan berpengaruh terhadap kecepatan pertumbuhan isolat
dalam menghasilkan spora.

B

A .
sl b L I

Gambar 4.1 Isolat T.viride strain B10 MCC-00136 pada media alkali ekstrak TKK S agar
miring umur 4 hari.

Pada pendlitian ini, dilakukan perhitungan jumlah spora untuk mengetahui
waktu inkubasi yang diperlukan oleh T. viride strain B10 MCC- 00136 untuk
mendapatkan  kepadatan spora yang sesual  untuk digunakan sebagai

19
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Inokulum. Kepadatan spora yang umum digunakan sebagal inokulum berkisar antara
10°-10° sel spora/ml (Kocher et al., 2007; Zaldivar et al., 2001). Menurut Dheeman et
al., (2010), menyatakan jika jumlah spora yang digunakan terlalu sedikit (<10°),
maka proses perombakan substrat untuk memproduksi enzim berlangsung kurang
sempurna karena biomassa mikrob sedikit dan begitu pula sebaliknya, jika kepadatan
spora terlalu tinggi (>10°) maka akan terjadi persaingan nutrisi yang terjadi antar
mikrob. Jumlah kepadatan sel spora optimum dari T. viride strain B10 MCC- 00136
pada penelitian ini dapat dilihat pada Gambar 4.2.

21000 -
18000 -
15000 -

12000 -

SRELS —4#—jumlah spora

6000 -

Jumlah sel spora‘ml (x 10%)

3000 -

0+ T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7
Waktu Inkubasi (Hari)

Gambar 4.2 Kepadatan spora T. viride strain B10 MCC- 00136

Pengamatan berupa penghitungan jumlah sel spora menunjukan bahwa,
jumlah sel spora yang dihasilkan oleh T. viride strain B10 MCC- 00136 pada hari ke-
0 sampai hari ke-7 berturut-turut yaitu 1,0x 10°, 3,0x 10°, 4,0 x10°, 4,5x10°, 5,5x10°,
1,4x 10’, 1,8x 107, dan 1,9 x10" sel spora/ml. Jumlah spora T. viride strain B10 MCC-
00136 yang digunakan sebagai inokulum pada penelitian ini adalah jumlah spora
yang dihasilkan pada hari ke-4 yaitu dengan kepadatan 5,5x10° sel spora/ml. Hal ini
dikarenakan menurut Syahnen et al., (2014), menyatakan bahwa kepadatan spora
yang baik dan banyak digunakan sebagai inokulum untuk genus Trichoderma yaitu

10° sel spora/ml. Pada penggunaan metode produksi enzim secara fermentasi padat
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atau solid state fermentation inokulum yang banyak digunakan dengan kepadatan
5x10° sel spora/ml. Hal ini sesuai dengan beberapa penelitian yang telah dilakukan
diantaranya oleh Fatma (2010), tentang produksi bioetanol pada substrat jerami padi
dengan isolat Trichoderma reesei dengan metode SSF menggunakan inokulum 5x10°
sel spora/ml, kemudian penelitian Zaldivar et al., (2001) dan Pei- Jun et al., (2004)
tentang produksi selulase dengan metode SSF juga menggunakan inokulum 5x10° sl

spora/ml.

4.2 Enzim Ekstraseluler T. viride strain B10 M CC- 00136

Optimasi produksi dilakukan dengan tujuan untuk memperoleh hasil aktivitas
enzim tertinggi pada hari tertentu dengan waktu inkubasi 1-7 hari. Aktivitas enzim
tertinggi dapat diketahui dari total gula pereduks tertinggi yang dihasilkan
berdasarkan analisis gula reduksi metode Somogyi- Nelson. Aktivitas enzim tersebut
menyatakan seberapa besar kemampuan enzim dapat menguraikan atau
mengkonversi komponen dalam TKKS menjadi produknya yaitu gula reduksi
(Assadad et al., 2013). Gula reduksi merupakan monosakarida sederhana hasil
hidrolisis substrat TKKS jenuh air (Lehninger, 1995).

Menurut Laziba et al., (2013), gula redukss mampu mereduks senyawa
pengoksidasi pada reagen Somogyi dikarenakan adanya monosakarida seperti
glukosa, galaktosa, dan gula-gula lain yang memiliki gugus aldehid dan keton yang
bebas. Pada penelitian ini, substrat TKKS jenuh air mengandung komponen tertinggi
yaitu selulosa dan hemisdlulosa. Hidrolisis selulosa menghasilkan gula reduksi
berupa glukosa sedangkan hidrolisis hemiselulosa menghasilkan gula reduksi antara
lain glukosa, galaktosa, dan xilosa (Irfan and Syed, 2012; ljaz et al., 2011; Lynd et
al., 2002). Gula reduks yang dihasilkan dari aktivitas crude enzyme oleh T. viride
strain B10 MCC- 00136 pada substrat TKKS jenuh air saat optimasi produksi dapat
dilihat pada Gambar 4.3. Gula reduksi yang dihasilkan dari aktivitas Crude enzyme

dari hari ke hari semakin meningkat. Kenaikan populas jumlah sel mikrobaisolat T.
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viride strain B10 MCC- 00136 dan aktivitas crude enzyme bertambah segjalan dengan
bertambahnya waktu inkubasi dari hari pertama sampai keenam.

(&)

= 60
E
=45
=2
=
e 30 -
=
: 32
4 30 —4— pula reduksi
0 :
0 i 2 3 4 5 6 7

Waktu Inkubasi (Hari)

Gambar 4.3 Aktivitas Crude enzyme pada optimasi produksi berdasarkan analisis gula
reduksi metode Somogyi-Nelson.

Gula reduksi tertinggi yang dihasilkan isolat T. viride strain B10-MCC00136
sebesar 72,8 pg/ml yaitu pada hari keenam. Peningkatan hasil gula reduks tersebut
menunjukkan bahwa isolat T. viride strain B10-MCC00136 mampu menghidrolisis
substrat TKKS dengan baik. Selain itu, kesesuaian substrat dan kondis yang
optimum juga sangat mendukung kapang untuk memproduksi enzim ekstraseluler
dengan aktivitas tertinggi. Namun, setelah tercapai waktu inkubasi optimum, terjadi
penurunan hidrolisis substrat TKKS yang ditunjukkan pada hari ke-7 dengan gula
reduks yang dihasilkan sebesar 53,7 pg/ml. Menurunnya aktivitas enzim tersebut,
dimungkinkan terjadi represi katabolit akibat produk akhir yang dihasilkan berlebih
yang menghambat aktivitas enzim ekstraseluler sehingga gula reduksi yang
dihasilkan menurun. Hal tersebut dinamakan negative feedback yaitu dimana
senyawa yang disintesis sel untuk menyeimbangkan produk yang ada dalam substrat.
Enzim yang kerjanya dihambat oleh produk akhir akan memberikan keuntungan pada
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sl mikroba, yaitu mikroba dapat mengatur supply energi dan mencegah
menumpuknya senyawa intermediet (ljaz et al., 2011).

4.3 Stabilitas pH dan Optimum pH Crude Enzyme

Enzim merupakan protein yang berperan sebagai biokatalisator yang sangat
efektif untuk meningkatkan kecepatan reaksi kimia. Karena merupakan suatu protein,
enzim sangat rentan terhadap kondisi lingkungan seperti pH, karena dapat
mengakibatkan aktivitas enzim mengalami perubahan. Perubahan aktivitas enzim
akibat perubahan pH disebabkan terjadinya perubahan ionisasi enzim, substrat atau
kompleks enzim substrat, serta pengaruh lgju reaksi. Perubahan ionisasi enzim dapat
mempengaruhi aktivitas enzim, baik perubahan struktur maupun perubahan muatan
pada residu asam amino yang berfungss mengikat substrat (Lehninger, 1995).
Pengaruh perubahan tersebut dapat mengganggu stabilitas enzim. Stabilitas enzim
merupakan kestabilan aktivitas enzim selama penyimpanan dan penggunaan.

Setiap enzim mempunyai kondisi rentangan pH tertentu untuk memperoleh
aktivitas maksimum dalam keadaan pH optimum (Irfan and Syed, 2012). Kondis pH
optimum, akan mendukung enzim untuk melakukan katalisis suatu reaksi dengan
baik. Sedangkan, pH yang kurang sesuai akan mengakibatkan kerusakan atau tidak
aktifnya protein dalam suatu enzim sehingga menyebabkan fungsi dan aktivitas dari
enzim tersebut berkurang (Kandari et al., 2013). Aktivitas enzim dapat terganggu dan
mengalami penurunan aktivitas apabila berada pada lingkungan pH yang jauh dari
kisaran pH optimum dikarenakan perubahan struktur dari protein enzim yang
mempengaruhi sisi aktif enzim. Inaktivasi enzim dapat terjadi karena unfolding dari
molekul protein yang disebabkan aterasi keseimbangan elektrostatik dan ikatan
hidrogen serta perubahan struktur tersier dari protein enzim sehingga mengakibatkan
rendahnya stabilitas enzim dan denaturasi enzim (Kandari et al., 2013). Denaturasi
merupakan rusaknya struktur atau bentuk tiga enzim dan menyebabkan enzim
terlepas dari substratnya akibat dari pH yang terlalu asam atau basa. dimensi Pada
penelitian ini, crude enzyme yang dihasilkan juga diuji aktivitas stabilitas dan
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optimum pada berbagai variasi pH. Hasil aktivitas crude enzyme terhadap stabilitas
dan optimum pH dapat dilihat pada Gambar 4.4.
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Gambar 4.4 Aktivitas crude enzim pada stabilitas pH dan pH optimum berdasarkan anaisis
gulareduksi metode Somogyi-Nelson

Aktivitas crude enzyme berdasarkan gula reduksi yang dihasilkan memiliki
rentangan stabilitas pH mulai 4 sampai pH 7 dan persen aktivitas berturut- turut dari
pH 3, pH 3,5, pH 4 sampai pH 7 yaitu 95,6%, 95,8%, 95,8%, 96%, 96,4%, 96%,
96,4%, 96,8%, 96,8%, 96,8%, dan 97%. Namun, pada pH 7,5 dan pH 8 aktivitas
crude enzyme mengalami penurunan aktivitas yaitu 95,4 % dan 95,2 %. Menurut
Pelczar and Chan (1986), penurunan aktivitas pada pH dapat disebabkan karena
terjadi perubahan pada daerah katalitik dan konformasi sifat ionik dari gugus
karboksil dan gugus amino pada enzim. Selain itu, perubahan pH dapat menyebabkan
terjadinya proses denaturasi sehingga aktivitas enzim menurun (Novita et al., 2006).

Selain stabilitas pH juga dilakukan pengamatan parameter lainnya berupa pH
optimum dari crude enzyme. pH optimum enzim merupakan pH yang diperlukan oleh
enzim untuk bekerja maksimum sehingga mencapai aktivitas enzim dengan nilai

tertinggi. Berdasarkan gambar 4.4, dapat dilihat bahwa aktivitas crude enzyme
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mencapai pH optimum pada pH 7 dengan gula reduksi sebesar 61,2 pg/ml sehingga
berdasarkan hasil tersebut crude enzyme yang diuji dapat digolongkan pada pH
alkalin karena aktivitas optimum enzim berada pada pH basa (Yasmin et al., 2013).
Menurut Winarno (1986), menyatakan bahwa pada umumnya enzim menunjukkan
aktivitas maksimum pada pH optimum berkisar 4,5-8,0. Pada pH optimum, enzim
berada pada tingkat ionisasi yang paling sesuai untuk berikatan dengan substrat
membentuk kompleks enzim-susbtrat yang paling tepat sehingga menghasilkan
produk yang maksimal. Konformasi enzim juga dalam bentuk yang stabil sehingga
efektivitas pengikatan enzim-substrat tinggi (Simon and Igbasan, 2002).

4.4 Stabilitas Suhu dan Optimum Suhu
Suhu merupakan salah satu faktor yang mempengaruhi kerja enzim. Pada

umumnya peningkatan suhu dapat meningkatkan laju reaksi kimia akibat peningkatan
jumlah energi bagi molekul reaktan, sehingga tumbukan antar molekul lebih
produktif. Akan tetapi, enzim merupakan protein yang sangat peka terhadap
perubahan suhu. Suhu yang terlalu tinggi akan menyebabkan rusaknya struktur enzim
sehingga enzim akan mengalami inaktivasi karena sifat enzim yang mudah
terdenaturasi. Inaktivasi enzim pada suhu tinggi disebabkan adanya pembukaan dan
perubahan struktur enzim karena adanya perubahan atau kerusakan molekul-molekul
asam-asam amino tertentu. Sebaliknya, pada suhu rendah lgju inaktivasi enzim
berjalan sangat lambat dan sangat kecil (Yasmin et al., 2013). (Gambar 4.5.)

Pada penelitian ini penentuan stabilitas dan optimum suhu dilakukan dengan
melakukan uji aktivitas enzim pada suhu yang bervariasi yaitu suhu 30°C, 35°C,
40°C, 45°C, 50°C, 55°C, 60°C, 65°C, dan 70°C dan dilakukan dengan menggunakan
pH optimum yaiutu pH 7. Stabilitas enzim terhadap panas dipengaruhi oleh ukuran
dan kompleksitas enzim. Semakin besar enzim dan semakin kompleks strukturnya
maka lebih stabil terhadap panas (ljaz et al., 2011). Sifat termostabilitas enzim
disebabkan oleh daya tahan protein terhadap denaturasi protein oleh pengaruh panas
(Lehninger, 1995).
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Gambar 4.5 Aktivitas crude enzyme pada stabilitas suhu dan optimum suhu berdasarkan
analisis gulareduksi metode Somogyi-Nelson.

Berdasarkan gambar 4.5, dapat diketahui bahwa crude enzyme tersebut
memiliki rentangan stabilitas suhu mulai dari suhu 30°C, 35°C, 40°C, 45°C, dan 50°C
dengan persen aktivitas berturut- turut 76,73%, 90,35%, 90,1%, 91,09%, dan 95,05%.
Penurunan aktivitas pada suhu 55°C dikarenakan enzim mengalami denaturasi.
Pengaruh suhu terhadap aktivitas enzim pada suhu optimum dapat dilihat pada
Gambar 4.5. Penentuan suhu optimum dimaksudkan untuk memperoleh suhu yang
paling tepat, dimana pada suhu tersebut dihasilkan aktivitas enzim tertinggi. Menurut
Pelczar and Chan (1986), kenaikan aktivitas enzim bertambah seiring dengan
kenaikan suhu sampai mencapai aktivitas optimum, kemudian kenaikan suhu lebih
lanjut akan berakibat pada menurunnya aktivitas enzim. Menurut Sharada et al.,
(2013), menyatakan bahwa dengan bertambahnya suhu, terjadi kenaikan kecepatan
reaksi enzim karena bertambahnya energi kinetik yang mempercepat gerak vibrasi,
trandasi dan rotasi enzim dan substrat, sehingga memperbesar peluang enzim dan
substrat untuk bereaksi. Pada suhu yang lebih besar protein enzim mengalami
perubahan konformasi. Pada suhu tinggi, substrat juga akan mengalami perubahan
konformasi sehingga gugus reaktifnya tidak dapat lagi atau mengalami hambatan
dalam memasuki sisi aktif enzim. Hal itu dapat dilihat pada gambar 4.5, dimana pada
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suhu 30°C sampai 45°C aktivitas enzim mengalami peningkatan berdasarkan gula
reduksi yang dihasilkan yaitu 30,3 pg/ml, 35,8 pg/ml, 40 pug/ml, 43,3 pug/ml, dan
menunjukkan aktivitas suhu optimum berdasarkan gula reduks tertinggi yaitu 54,3
ng/ml pada suhu 50°C (Novita et al., 2006). Hal tersebut terjadi pada suhu 55°C,
dimana aktivitas enzim yang dihasilkan menurun menjadi 43,9 pg/ml. Peningkatan
suhu di atas suhu 50°C yang merupakan suhu optimum enzim ekstraseluler, akan
menurunkan aktivitas enzim. Enzim mengalami denaturasi dan kehilangan aktivitas
katalitiknya pada suhu 55°C sampa 70°C. Peningkatan suhu ini menyebabkan
perubahan konformasi pada struktur molekul substrat dan sisi aktif enzim yang tidak
sesuai lagi dengan substratnya, sehingga mengalami hambatan untuk berikatan
(Novitaet al., 2006).

4.5 Kemampuan Hidrolisis Crude Enzyme pada Substrat TKK S
Hidrolisis enzimatis ditujukan untuk mengubah substrat TKK'S menjadi produk

berupa gula pereduksi berupa crude enzyme yang diukur aktivitasnya menggunakan
metode Somogyi- Nelson. Pada analisis kemampuan hidrolisis ini untuk mengetahui
waktu terbaik hidrolisis maksimum yang mampu dilakukan oleh crude enzyme dari
isolat T. viride strain B10 MCC- 00136 untuk menghidrolisis substrat TKKS
berdasarkan total gula pereduks tertinggi pada aktivitas enzim yang dihasilkan.
(Gambar 4.6.).
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Gambar 4.6 Kemampuan Hidrolisis Crude enzyme pada substrat TKK S 5% berdasarkan
analisis gulareduksi metode Somogyi-Nelson
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Crude enzyme mampu menghidrolisis substrat TKKS 5%, hal itu dapat terlihat dari
peningkatan gula reduksi yang dihasilkan pada jam ke-0, jam ke-6, dan mencapai
aktivitas maksimum pada jam ke- 12, serta mengalami penurunan aktivitas enzim
pada jam ke-18 dan mengalami fase stasioner pada jam ke-24, sampai jam ke-48.
Hasil tertinggi diperoleh pada jam ke-12 yaitu 786,6 pg/ml atau 1,6% yang berarti
crude enzyme mampu menghidrolisis komponen TKKS sekitar 1,6% dari tota
komponen yang ada dalam TKKS. Hasil penelitian ini lebih rendah dibandingkan
dengan hasil dari penelitian Saparianti et al., (2012) yang menggunakan ampas tebu
sebanyak 8% dengan kadar glukosa yang dihasilkan 13,44 mg/ml dan kadar selulosa
47,59%. Perbedaan hasil tersebut diduga karena ada perbedaan komponen baik
selulosa maupun komponen lain dari bahan baku yang digunakan. Bahan baku pada
penelitian ini adalah limbah TKKS yang memiliki kadar gula reduksi sebesar 786,6
pg/ml dan digunakan sebanyak 5%. Menurut Saparianti et al., (2012), menyatakan
bahwa konsentrasi substrat juga mempengaruhi kecepatan reaksi enzim untuk
menghasilkan produk. Selain itu, rasio C/N juga mempengaruhi hasil kadar gula
reduks yang dihasilkan. Pada TKKS rasio C/N lebih tinggi daripadarasio C/N ampas
tebu. Tingkat rasio C/N optimum antara 20- 30 dengan kadar N berkisar antara 1,4%
- 1,7% yang ideal untuk dekomposisi. Jika tingkat rasio C/N tinggi seperti dalam
TKKS, maka proses pengomposan membutuhkan waktu yang relatif lama, sedangkan
jika tingkat rasio C/N rendah maka proses pengomposan relatif cepat dan nitrogen
akan dibebaskan dalam bentuk amoniak (Wahyuni, 2011).

Gula reduks yang dihasilkan pada substrat TKKS diduga merupakan gula
reduks hasil hidrolisis selulosa dan hemiselulosa. Hal ini dikarenakan pada TKKS
komponen tertinggi adalah selulosa dan hemiselulosa (Assadad et al., 2013). Semakin
banyak substrat yang bisa dihidrolisis menjadi monomer gula sederhana, maka kadar
glukosa yang dihasilkan juga akan semakin meningkat dan begitu pula sebaliknya
jika substrat yang dihidrolisis sedikit, maka total gula reduksi yang dihasilkan juga
lebih rendah (Sharada et al., 2013). Gula reduksi yang dihasilkan pada jam ke-18

dapat mengalami penurunan dimungkinkan karena terjadi penghambatan reversibel
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kompetitif. Kadar glukosa yang berlebih akan menghambat aktivitas enzim dengan
membentuk kompleks dengan enzim, sehingga terjadi persaingan antara substrat dan
glukosa untuk membentuk kompleks dengan enzim ekstraseluler. Jika kadar glukosa

berlebih, maka pembentukan glukosa juga menjadi berkurang (Inglin et al., 1980).
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BAB 5. PENUTUP

5.1 Kesimpulan

Hasil penelitian menunjukkan bahwa kadar gula reduks pada aktivitas crude
enzyme yang dihasilkan T. viride strain B10 MCC-00136 mencapai aktivitas tertinggi
pada waktu optimasi produksi dengan substrat TKKS jenuh air diperoleh pada hari
ke-6 dengan aktivitas sebesar 72,8 yg/ml. Enzim ekstraseluler yang dihasilkan T.
viride strain B10 MCC-00136 stabil pada pH 4 sampa pH 7 dan optimum pada pH 7,
serta stabil pada suhu 35°C-50°C dan optimum pada suhu 50°C. Sementara itu, kadar
gula reduksi pada pengujian kemampuan hidrolisis crude enzyme pada substrat alkali
ekstrak TKKS 5% adalah 786,6 pg/ml atau 1,6% komponen TKKS yang terhidrolisis.

5.2 Saran
Perlu adanya optimalisasi media produksi enzim yaitu substrat pada TKKS dan
optimasi produksi sebaiknya dilakukan pada suhu, pH, dan waktu inkubasi tertentu

agar crude enzyme yang dihasilkan memiliki aktivitas gulareduksi yang maksimal.
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LAMPIRAN A. KOMPOSISI MEDIA

A.1 Komposisi Media Potato Dekstrosa Agar (PDA)

Komposis Jumlah/Liter
Kentang 200 gram
Dekstrosa 15 gram
Agar 15 gram
Akuades 1000 ml

A.2 Komposisi Media Alkali Ekstrak TKKS Agar Miring 0,1%

Komposis Jumlah/Liter
Alkali Ekstrak TKKS 1 gram
Agar 15 gram
Akuades 1000 ml

A.3 Komposisi Media Produksi Enzim

Komposisi Jumlah/Liter
Bubuk TKKS 239 gram
Akuades 1000 ml

A.4. Komposis Susbtrat Alkali Ekstrak TKKS 0,5%

Komposisi Jumlah/Liter
Alkali Ekstrak TKKS 5gram
Akuades 1000 mi
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A.5 Komposisi Substrat TKKS 5%

Komposisi Jumlah/Liter
Substrat TKKS 50 gram
Akuades 1000 ml

LAMPIRAN B. KOMPOSISI REAGEN SOMOGYI-NEL SON

B.1 Komposisi Reagen Somogyi

Komposisi Jumlah/Liter
NaxCOs 24 gram
C4H4sKNaOgH0 (Potassium 12 gram
Sodium Tartrate Tetahydrat)

NaHCOs 16 gram
CuS0,.5H,0 10% 40 ml
NaSO, 180 gram
Akuades 1000 ml

B.2 Komposisi Reagen Nelson

Komposisi Jumlah/Liter
(NH4) MO;024.4H,0 50 gram
H,SO, (Sulfuric acid) 46 ml
NaHSO,4.7H,0 6 gram
Akuades 1000 ml
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LAMPIRAN C. KURVA KALIBRASI GLUKOSA
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