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RINGKASAN

Hidrolisis Kulit Buah Kopi oleh Kapang Pestalotiopsis sp. VM 9 Serta
Pemanfaatan Hidrolisatnya Sebagai Medium Produksi Protein Sel Tunggal
Saccharomyces cerevisiae; Zunairoh Nidaan Khofiya, 141810401031; 2018; 37
halaman; Jurusan Biologi Fakultas Matematika dan llmu Pengetahuan Alam
Universitas Jember.

Kopi adalah salah satu tanaman yang dibudidayakan sebagai ladang
penghasilan masyarakat. Produksi maupun ekspor kopi sangat tinggi sehingga
semakin tingginya produksi semakin tinggi pula limbah yang dihasilkan. Limbah
kopi pada umumnya mengandung senyawa yang dapat berdampak buruk pada
lingkungan. Selain itu, kulit buah kopi mengandung 0,98% hemiselulosa, 18,65%
selulosa, dan 12,25% lignin. Oleh karena itu dilihat dari sisi positifnya limbah ini
dapat dimanfaatkan untuk menaikkan nilai gunanya. Salah satu pemanfaatannya
adalah menghidrolisis limbah kulit buah kopi.

Golongan kapang dapat mendekomposisi kandungan selulosa,
hemiselulosa dan lignin pada limbah organik. Pestalotiopsis sp. VM 9 adalah
salah satu jenis kapang yang dapat menghasilakan enzim ekstraseluler yaitu
selulase. Hasil dari hidrolisis kulit buah kopi oleh Pestalotiopsis sp. VM 9
digunakan sebagai medium protein sel tunggal yaitu Saccharomyces cerevisiae.
PST S. cerevisiae adalah salah satu sumber protein dan pakan. Selain itu S.
cerevisiae juga mengandung karbohidrat, lemak dan vitamin B kompleks yang
cukup tinggi.

Hidrolisis kulit buah kopi oleh Pestalotiopsis sp. VM 9 sesuai dengan
waktu optimum spora yaitu inkubasi hari ke-5 dan telah dilakukan fermentasi
padat hingga inkubasi hari ke-6 sesuai dengan waktu optimum produksi enzim
menunjukkan bahwa hidrolisat kulit buah kopi mampu mencukupi kebutuhan
nutrisi S. cerevisiae dalam pertumbuhannya. Pertumbuhan S. cerevisiae optimum
pada jam ke- 54 dengan jumlah sel mencapai 8,5 x 10° sel/ ml dan sisa gula
reduksi pada jam terakhir inkubasi adalah 180,44 pg/ml. Pertumbuhan S.
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cerevisiae diikuti dengan penurunan gula reduksi yang terkandung dalam medium
(hidrolisat). Gula reduksi yang dimanfaatkan S. cerevisiae untuk tumbuh kurang
lebih 54% dari gula reduksi awal yaitu 392,3457 ug/ ml.
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Kopi adalah salah satu tanaman yang dibudidayakan sebagai ladang
penghasilan masyarakat. Selain itu, kopi berperan sebagai sumber pendapatan
devisa negara. Produksi kopi Indonesia dipasarkan dalam negeri maupun luar
negeri. Menurut data statistik International Coffee Organization (ICO) 2017,
Indonesia merupakan negara eksportir kopi ke-tiga di dunia. Kontribusi nilai
komoditi kopi terhadap perekonomian Indonesia dapat dilihat dari volume
(jumlah) ekspor dan nilai ekspor kopi tersebut. Produksi kopi yang tinggi menjadi
penyebab meningkatnya limbah kulit kopi. Limbah kulit kopi memiliki
kandungan serat sebesar 65,2% (Siswati et al., 2010)

Limbah yang dibuang di peraiaran adalah salah satu polutan yang
berdampak buruk bagi lingkungan ( Bressani et al., 1979). Pada banyak penelitian
yang telah dilakukan bahwa limbah kulit kopi dapat dimanfaatkan sebagai
bioetanol (Ernawati & Raudah, 2012), bahan bakar pengganti dalam bentuk briket
(Khusna, 2015), dimanfaatkan sebagai amelioran tanah alami (Pujiyanto, 2007).
Limbah dari produksi kopi atau disebut coffe pulp mengandung senyawa toksik
yaitu kafein, polifenol dan terminos (Bressani et al., 1979). Senyawa tersebut
dapat di degradasi menggunakan mikroorganisme salah satu diantaranya adalah
fungi (Miranti et al., 2009).

Senyawa yang terkandung dalam kulit buah kopi mengandung 0,98%
hemiselulosa, 18,65% selulosa, dan 12,25% lignin (Penaloza et al., 1985).
Senyawa tersebut dapat didekomposisi mikroorganisme baik bakteri maupun
kapang karena limbah kulit kopi merupakan bahan organik. Agen dekomposisi
yang paling efektif adalah dari golongan kapang (Miranti et al., 2009). Golongan
kapang dapat mendekomposisi kandungan selulosa, hemiselulosa dan lignin pada
limbah organik (Saraswati et al., 2008). Lignoselulosa yang merupakan bahan
utama penyusun dinding sel tumbuhan dapat dijadikan menjadi monomer gula

sederhana melalui proses hidrolisis (Hermiati et al., 2010).
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Salah satu jenis kapang yang dapat merombak limbah organik yang
mengandung lignoselulosa adalah Pestalotiopsis sp. karena dapat menghasilkan
enzim seperti laccase dan selulase (Zhang et al., 2006) dan telah dibuktikan
dengan penelitian yang dilakukan sebelumnya oleh Yuniar (2013). Hasil hidrolisis
dari kulit buah kopi diharapkan dapat dijadikan medium pertumbuhan protein sel
tunggal S. cerevisiae. Telah diketahui bahwa S. cerevisiae adalah salah satu
sumber protein dan pakan, selain itu S. cerevisiae juga mengandung karbohidrat,

lemak dan vitamin B kompleks yang cukup tinggi (Purwitasari et al., 2004).

1.2 Rumusan Masalah

Apakah hasil hidrolisis kulit buah kopi Robusta dapat menghasilkan gula
reduksi yang dapat digunakan sebagai medium PST S. cerevisiae dan bagaimana
pengaruhnya ketika digunakan sebagai medium untuk pertumbuhan PST S.

cerevisiae?

1.3 Batasan Masalah

Batasan masalah dari penelitian ini yaitu pengukuran kemampuan
hidrolisis Pestalotiopsis sp. VM 9 pada kulit buah kopi Robusta. Selanjutnya
penetuan waktu dan konsentrasi pertumbuhan optimum protein sel tunggal yaitu

S. cerevisiae.

1.4 Tujuan

Pada penelitian ini bertujuan mengetahui pengaruh hidrolisat kulit buah kopi
yang dihidrolisis oleh kapang Pestalotiopsis sp. VM 9 sebagai medium
pertumbuhan PST S. cerevisiae.


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

1.5 Manfaat

Manfaat yang diperoleh dari dilakukannya penelitian ini adalah sebagai
salah satu sumber informasi pemanfaatan kulit lunak buah kopi dari proses
hidrolisis dan hasil hidrolisatnya dapat digunakan sebagai salah satu medium
pertumbuhan PST yang mana telah diketahui bahwa PST dapat digunakan sebagai

sumber protein pangan dan pakan.
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Kulit Buah Kopi

Perkebunan kopi adalah salah satu dari subsektor yang memiliki peran
penting di Indonesia. Kopi berperan besar dalam pembangunan perekonomian
Indonesia dan cukup baik di pasar dunia. Nilai ekspor kopi dari Indonesia
semakin meningkat sehingga produksi kopi juga meningkat. Semakin tingginya
jumlah produksi semakin tinggi pula limbah yang di buang (Nurfitriani et al.,
2017).

Pemanfaatan limbah kopi hingga saat ini belum maksimal, oleh karena itu,
perlu sebuah terobosan baru guna mengolah limbah kopi agar dapat dimanfaatkan
dan tidak terbuang sia-sia. Jumlah limbah kopi yang perlu ditangani sebesar
44,6% dari berat buah kopi kering (Bressani et al., 1979). Pengolahan kopi secara
basah (fully wet process) maupun kering (dry process) berpotensi menghasilkan
limbah kulit kopi dalam jumlah yang besar (Nurfitriani et al., 2017). Bubur kopi
yang melimpah merupakan agen pencemar lingkungan terutama daerah sungai
yang dekat dengan lokasi pengolahan kopi. Pencemaran ini disebabkan oleh
kehadiran emisi CH4 dan N,O yang tidak terkontrol dalam kandungan bubur kopi
(Ernawati et al., 2012).

Buah kopi terdiri dari epikarp yang disebut juga dengan kulit buah,
merupakan bagian terluar dari buah kopi, mesokarp disebut juga dengan daging
kulit merupakan bagian yang beragak manis dan mempunyai kandungan air yang
cukup tinggi, endokarp atau kulit tanduk merupakan kulit kopi paling keras
tersusun oleh selulosadan hemiselulosa. Spermoderm disebut dengan kulit ari
merupakan kulit yang paling tipis dan menempel pada kulit kopi dan endosperm
atau keping biji, merupakan bagian buah kopi yang diambil manfaatkan untuk

diolah menjadi kopi bubuk (Bressani et al., 1979).


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

Berikut adalah klasifikasi tanaman kopi menurut United Stated
Department of Agriculture (USDA):

Kingdom : Plantae
Division : Magnoliophyta
Class : Magnoliopsida
Ordo : Rubiales
Family : Rubiaceae
Genus : Coffea

Spesies : Coffea sp. L.

Pada kulit buah kopi mengandung 0,98% hemiselulosa, 18,65% selulosa,
dan 12,25% lignin (Penaloza et al., 1985). Beberapa penelitian yang telah
dilakukan bahwa limbah kulit kopi dapat dimanfaatkan sebagai bioetanol
(Ernawati & Raudah, 2012), bahan bakar pengganti dalam bentuk bricket
(Khusna, 2015), dimanfaatkan sebagai amelioran tanah alami (Pujiyanto, 2007).
Selain itu kulit buah kopi juga dapat dimanfaatkan sebagai pakan untuk
meningkatkan bobot ternak sebagaimana telah dilakukan dalam penelitian Khalil

(2016) pada ayam boiler.

2.2 Karakteristik Pestalotiopsis sp.

Pestalotiopsis sp. adalah salah satu jenis fungi yang dapat menyebabkan
penyakit pada berbagai jenis tanaman. Spesies ini dapat ditemukan di daerah
beriklim tropis dan beriklim sedang (Jeewon et al., 2006). Komoditi tanaman
yang diserang seperti tanaman kemiri di Brazil (Lazarotto et al., 2014), tangkai
dan daun tanaman jambu biji di Mesir (Eman, 2015), menyerang daun tumbuhan
palem (Elliott, 2009), dan daun teh di India (Barman et al., 2015), dan berbagai
jenis tanaman lainnya. Menurut (Elliott, 2009), daun yang terserang Pestalotiopsis
sp. akan muncul bintik kecil berwarna kuning, coklat atau bintik hitam yang

terlihat meluas di permukaan daun. Patogen jenis ini dapat menjadi masalah serius
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bagi tamanan karena dapat merusak jaringan vaskular dan apabila infeksi
mencapai tunas muda dikhawatirkan dapat menyerang meristem apikal pada daun
tanaman.

Berikut adalah klasifikasi dari Pestalotiopsis sp. menurut National Center

for Biotechnology Information (NCBI):

Kingdom : Fungi

Division : Ascomycota

Class . Sordariomycetes

Ordo : Xylariales

Family : Amphisphaeriaceae

Genus : Pestalotiopsis

Spesies : Pestalotiopsis sp. (NCBI, 2017)

Karakteristik morfologi dari Pestalotiopsis sp. yang diinokulasikan pada
media PDA akan terlihat seperti kapas warna putih pada awalnya dan kemudian
akan muncul bintik-bintik warna hitam pada permukaan dan akan semakin gelap.
Karakteristik koloni isolat P. psidii sebagian besar berwarna krem dan terlihat

warna putih pada koloni P. neglecta (Guava et al., 2015).

Gambar 2.1 Fenotipe koloni Pestalotiopsis spp pada media PDA 7- 10 hari (Guava et al.,
2015).
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Pada penelitian Zhang (2006), menyatakan bahwa Pestalotiopsis sp.
menghasilkan metabolit sekunder berupa enzim laccase dan selulase. Selain itu,
Pestalotiopsis sp. terbukti menghasilkan bioaktif metabolit seperti terpenoid,
turunan isocoumarin, coumarin, chromone, quinones, semiquinones, peptida,
xanthone, turunan xanthone, fenol, asam fenolik, dan lakton dengan berbagai
aktivitas anti jamur, antimikroba, dan antitumor (Xu et al., 2010).

Tabel 2.1 Penelitian yang telah dilakukan
ekstraseluler Pestalotiosis sp.

dengan memanfaatkan enzim

Enzim Judul Hasil Referensi
Tannase Production, Metode Solid State  (Senaet al.,
Characterization and Fermentation (SSF)  2014)
Application of a digunakan untuk
Thermostable Tannase  mengahasilkan
from Pestalotiopsis enzim ekstraselluler
guepinii URM 7114. dari Pestalotiopsis
guepinii URM 7114
Selulase Solid-state Metode SSF lebih (Rao et al.,
Fermentation for efektif dalam 1983)
Cellulase Production by menghasilkan -
Pestalotiopsis glukosidase
versicolor Pestalotiopsis
versicolor
Enzim Utilization of kapok Hubungan antara (Heri et al.,
lignolitik dan  fiber as a natural pemanfaatan kapok 2016)
nonlignolitik  sorbent in petroleum dan Pestalotiopsis

hydrocarbon
biodegradation by
Pestalotiopsis sp.

sp. mempercepat
laju biodegradasi
PHC di tanah.

2.3 Hidrolisis Material Organik Oleh Kapang

Hidrolisis adalah proses pemecahan biomassa yang mengandung
lignoselulosa. Senyawa lignoselulosa terdiri atas tiga komponen utama, yaitu
selulosa, hemiselulosa, dan lignin yang merupakan bahan utama penyusun
dinding sel tumbuhan menjadi monomer gula sederhana yang dilakukan secara

hidrolisis enzimatis maupun kimiawi (Hermiati et al., 2010).
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Selulosa adalah polisakarida yang tersusun dari D-glukosa yang terhubung
secara seragam oleh ikatan B-glukosida. Rumus molekulnya adalah (CgH12O0g)n.
Derajat polimerasinya, ditunjukkan oleh n, dengan nilai kisaran yang lebar mulai
dari beberapa ribu hingga puluhan ribu. Hidrolisis total selulosa menghasilkan D-
glukosa (sebuah monosakarida), akan tetapi hidrolisis parsial menghasilkan
disakarida (selobiosa) dan polisakarida yang memiliki n berurutan dari 3 ke 10.
Selulosa memiliki struktur kristal dan memiliki resistensi yang tinggi terhadap
asam dan basa (Yokoyama, 2008). Selulase merupakan enzim yang sangat penting
peranannya dalam proses biokonversi limbah-limbah organik berselulosa menjadi

glukosa, makanan ternak dan etanol (Mandels et al.,1976).
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Gambar 2.2 Struktur rantai selulosa. Sumber: (Yokoyama, 2008).

Hemiselulosa Polisakarida dimana unit-unitnya adalah terdiri atas
monosakarida dengan 5 karbon seperti D-xilosa, D-arabinosa dan monosakarida
karbon-6 seperti D-manosa, D-galaktosa dan D- glukosa. Jumlah monosakarida
karbon-5 lebih banyak dibandingkan monosakarida karbon-6 dan rumus molekul
rata-ratanya adalah (CsHgO4)n. Karena derajat polimerisasi (n) hemiselulosa
adalah antara 50 sampai 200, yaitu lebih kecil dari selulosa, maka ia lebih mudah
terurai dibandingkan selulosa, dan kebanykan hemiselulosa dapat larut dalam

larutan alkali. Hemiselulosa yang umum adalah xylan (Yokoyama, 2008).
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Gambar 2.3 Struktur rantai hemiselulosa yakni xylan. Sumber: (Yokoyama, 2008).

Lignin Merupakan senyawa dimana unit komponennya, fenilpropana dan
turunannya, terikat secara 3 dimensi. Strukturnya kompleks dan sejauh ini belum
sepenuhnya dipahami. Struktur 3 dimensi yang kompleks ini menyebabkan sulit
untuk diuraikan oleh mikroorganisme dan bahan-bahan kimia. Lignin
memberikan kekuatan mekanis dan juga perlindungan untuk tumbuhan itu sendiri
(Yokohama, 2008).

OH OH
OCH; CH,0 ] OCH,;

= T.__ —
(a) (b)

Gambar 2.4 Struktur penyusun rantai lignin; (a) Guaiacyl dan (b) Sryingyl.
Sumber: (Yokohama, 2008)

Mikroba selulolitik adalah mikroba yang mampu menghasilkan enzim
untuk merombak atau menghidrolisis selulosa dan kristalin selulosa. Hidrolisis
selulosa melibatkan 3 enzim selulase, yaitu (1) endo-1,4-B-D-glukanase yang
bekerja secara acak sepanjang rantai selulosa menghasilkan situs baru untuk

selobiohidrolase, (2) ekso-1,4-B-D-glukan yang bekerja sebagai eksoglukanase
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melepas selobiosa sebagai produk utama, dan (3) 1,4-p-D-glukosidase yang
menghidrolisis selobiosa menjadi glukosa (Nur et al., 2009)

Keuntungan dari hidrolisis secara enzimatik adalah konversi lebih tinggi,
kebutuhan energi lebih rendah dan kondisi operasi yang relatif lebih rendah,
menghasilkan produk samping yang minimal selain itu hidrolisis selulosa secara
enzimatik adalah proses yang hemat energi dan ramah lingkungan (Devi et al.,
2008).

2.4 Protein Sel Tunggal

Protein Sel Tunggal (PST) adalah sel kering yang mana proteinnya
dimanfaatkan sebagai suplemen manusia dan makanan hewan. PST berasal dari
mikroorganisme yaitu fungi, alga, bakteri dan yeast. Mikroorganisme tersebut
dimanfaatkan sebagai sumber karbon dan energi untuk pertumbuhan biomassa,
protein konsentrat atau asam amino dan lemak. PST juga disebut sebagai protein
konsentrat alami (Amini, 2011). S. cerevisiae dimanfaatkan sebagai salah satu
sumber protein dan pakan, selain itu S. cerevisiae juga mengandung karbohidrat,

lemak dan vitamin B kompleks yang cukup tinggi (Purwitasari et al., 2004).

Tabel 2.1 Mikroorganisme yang digunakan sebagai PST

Kelompok Contoh Mikroorganisme

Yeast Candida crusei (Yadav et al., 2016), Candida
tropicalis (Gao et al., 2012), Saccharomyces

cerevisiae (Anggelopoulos et al., 2014)

Bakteri Bacillus cereus, Bacillus subtilis dan Escherichia coli
(Kurbanoglu dan Agur, 2002)
Alga Chlorella pyroneidosa (Waghmare et al.,, 2016),

Chlorella sorokiana (Safafar et al., 2016) dan
Chlorella spp. (Liu et al., 2012)

Fungi Aspergillus niger (Kam et al.,, 2012), Aspergillus
flavus (Valentino et al., 2016), Aspergillus oryzae
(Ravinder et al., 2003).
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S. cerevicae atau pada umumnya disebut khamir adalah sel yang memiliki
ukuran lebih besar daripada bakteri, tetapi khamir yang kecil tidaklah sebesar
ukuran bakteri yang berukuran besar. Kisaran lebar khamir adalah 1um sampai 5
pum dan kisaran panjang adalah 5 pm sampai 30 um atau lebih (Pelczar & Chan,
2008). S. cereviseae mempunyai bentuk sel bundar dan berkembang biak secara
vegetatif dengan membentuk tunas dan membentuk spora aseksual (Ernawati &
Raudah, 2012).

Medium yang digunakan untuk menumbuhkan S. cerevisiae adalah media
Yeast Extract Peptone Dextrose (YEPD) dan Yeast Extract Peptone Gliserol
(YEPG). Pada penelitian Anggelopoulos (2014), bahwa S. cerevisiae dapat
tumbuh pada substrat kulit jeruk dan menghasilkan protein sebesar 24%. Tidak
menutup kemungkinan bahwa S. cerevisiae dapat ditumbuhkan pada media lain
seperti limbah kulit buah kopi. Perbedaan bahan utama yang digunakan dalam
media pertumbuhan S. cerevisiae dapat mempengaruhi jumlah populasi yang
tumbuh dikarenakan kandungan unsur karbon yang berbeda (Purwitasari et al.,
2004).
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BAB 3. METODE

3.1 Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian dilakukan di Laboratorium Mikrobiologi Fakultas Matematika
dan IImu Pengetahuan Alam Universitas Jember dimulai pada bulan Januari 2018
sampai Mei 2018.

3.2 Alat dan Bahan

Alat- alat yang digunakan dalam pelaksanaan penelitian ini terdiri dari alat
pembuatan media, alat standart sterilisasi, colony counter, haemocytometer tipe
neubauer improve, inkubator, laminar air flow (LAF), mikroskop, mesin
pencacah, pipet ukur, pipet mikro, pH meter, sentrifugator, spektofotometer,
vortex.

Bahan yang digunakan adalah kulit buah kopi Robusta, stok kapang
biakan Pestalotiopsis sp. VM 9 yang diperoleh dari Penelitian Yuniar (2013), stok
isolat biakan Saccharomyces cerevisiae dari Balai Pengkajian dan Penerapan
Teknologi (BPPT) Tanggerang Selatan, media PDA (Potato Dextrose Agar),
media YEPD (Yeast Extract Peptone Dextrose) agar dan broth, NaCl 1%, subtrat
alkali ekstrak kulit lunak buah kopi, buffer phosphat, buffer asetat, akuades,
alkohol 70%, akuades 90%, reagen Somogyi dan Nelson dan larutan NaOH 2 M.

3.3 Prosedur Penelitian

Prosedur pelaksanaan penelitian terdiri dari beberapa tahap, yaitu
persiapan bahan- bahan penelitian, produksi enzi ekstrak kasar (crude enzim),
analisis kondisi optimum degradasi kulit lunak buah kopi oleh enzim
ekstrakseluler Pestalotiopsis sp. berdasarkan kadar gula reduksi menggunakan

metode Somogyi- Nelson. Berikut adalah rancangan prosedur penelitian
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Rancangan Penelitian

Kulit Buah
Kopi
Persiapan Bahan
Hidrolisis Oleh
Isolat VM 9
Produksi
PST
Medium

Produksi PST

3.3.1 Persiapan Bahan- Bahan Penelitian
a.  Persiapan Sampel Kulit Buah Kopi
Persiapan sampel kulit lunak buah kopi adalah mengeringkan sampel pada
kondisi kadar air kurang dari 1%, kemudian dihaluskan dengan mesin penggiling
dan disimpan.
b.  Peremajaan Sub- kultur Pestalotiopsis sp. VM 9 dan S. cerevisiae
Peremajaan isolat Pestalotiopsis sp. VM9 yaitu menginokulasikan 1 ose
biakan Pestalotiopsis sp. pada median PDA miring dan diinkubasi pada suhu 30°C
selama 3 hari. Selanjutnya pembuatan subkultur S. cerevisisae dengan
menginokulasikan 1 ose biakan S. cerevisiae pada media YEPD miring dan
diinkubasi pada suhu 30°C selama 3 hari.
c. Pembuatan Subtrat Alkali Ekstrak Kulit Buah Kopi
Pembuatan alkali ekstrak kulit lunak buah kopi adalah mencampurkan 200
gram bubuk kulit lunak buah kopi dalam 160 gram NaOH 2 M dan dilarutkan

dalam akuades 1000 ml. Campuran tersebut dihomogenkan menggunakan
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magnetic stir selama 24 jam. Setelah itu dilakukan pengecekan pH dengan tujuan
didapatkan pH netral atau 7 yaitu dengan penambahan asam asetat sedikit demi
sedikit. Hasil hidrolisis difiltrasi menggunakan kertas saring sehingga didapatkan
filtrat. Selanjutnya, filtrat diekstraksi menggunakan etanol dengan perbandingan
etanol dan filtrat adalah 6 : 4. Hasil dari campuran tersebut disentrifugasi sehingga
didapatkan pellet dan supernatant. Supernatant dibuang dan diambil pelletnya
saja, kemudian dioven pada suhu 50°C selama 24 jam. Ekstrak alkali masih dalam
bentuk padatan keras setelah dioven sehingga harus dihaluskan terlebih dahulu
agar dapat digunakan dalam penelitian.

d.  Pembuatan Medium PST Berbasis Kulit Buah Kopi Jenuh Air

Pada pembuatan medium protein sel tunggal berbasis kulit buah kopi,
ditentukan terlebih dahulu kadar air kulit buah kopi. Kulit buah kopi sebanyak 5
gram dimasukkan kedalam kantong teh dan direndam dalam akuades selama 30
menit. Kantong tersebut digantung hingga air tidak menetes, kemudian ditimbang
untuk mengetahui berat basahnya. Selanjutnya dioven pada suhu 50°C selama 6
jam dan ditimbang, dilanjutkan dengan dioven kembali pada suhu 50°C selama 6
jam dan ditimbang kembali, sampai hasil yang didapatkan konstan untuk
mengetahui berat kering. Hasil selisih dari berat basah dikurangi berat kering
merupakan kadar air kulit buah kopi.

Tahap selanjutnya, hasil dari penentuan kadar air tersebut digunakan untuk
membuat substrat kulit buah kopi jenuh air. Subtrat kulit buah kopi sebanyak 50
gram dimasukkan kedalam Erlenmeyer 500 ml kemudian ditambahkan air sesuai
kadar air yang telah dihitung. Kemudian disterilisasi pada substrat tersebut
menggunakan autoklaf pada suhu 121°C selama 20 menit.

e.  Pembuatan Larutan Somogyi dan Nelson

Larutan Somogyi dan Nelson adalah larutan yang digunakan untuk analisis
gula reduksi pada ekstrak kasar enzim (crude enzim). Pertama adalah pembuatan
larutan Somogyi, dimana larutan ini dibuat dari 4 macam larutan yang berbeda
yaitu larutan A, larutan B, larutan C, dan larutan D. Larutan A yaitu larutan yang
komponennya terdiri dari 24 gram Na,SO; dan 12 gram pottasium sodium yang

telah dilarutkan dalam 240 ml akuades. Larutan B terdiri dari 1 gram
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CuS04.5H,0 yang telah dilarutkan dalam 40 ml akuades dan didatambahkan 16
gram Na;HCOs. Larutan C adalah hasil campuran dari larutan A dan larutan B,
sedangkan larutan D adalah larutan yang dibuat dengan melarutkan 180 gram
Na,SO, dalam 300 ml akuades dan dipanaskan hingga mendidih. Selanjutnya,
larutan C dan larutan D dicampur dan ditambah akuades hingga volume mencapai
1000 ml. Larutan tersebut dipindah ke botol gelap dan diinkubasi pada suhu 37°C
selama 24 jam. Setelah diinkubasi larutan tersebut disimpan pada suhu 20°C-
40°C.

Kedua adalah pembuatan larutan Nelson, larutan ini dibuat dari 2 macam
larutan yiatu larutan A dan larutan B. Larutan A adalah larutan yang dibuat dari
hasil pelarutan 50 gram (NH4)MO;O,4. 4H,0O dalam 500 ml akuades yang
kemudian ditambah dengan 46 ml sulfanic acid. Larutan B dibuat dari 6 gram
NaHSO,. 7H,0 yang dilarutatkan dalam 25 ml akuades. Larutan A dan larutan B
dicampur dan ditambah akuades hingga volume mencapai 1000 ml. Larutan
tersebut dipindah ke botol gelap dan diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam.
Setelah diinkubasi larutan tersebut disimpan pada suhu 20°C- 40°C.

f.  Pembuatan Kurva Standar Glukosa

Kurva standart glukosa diperoleh dari hasil analisis gula reduksi
menggunakan metode Somogyi dan Nelson. Stok glukosa yang diperoleh dibuat
menjadi 6 macam seri pengenceran yaitu 0 pug/ ml, 20 pg/ ml, 40 pg/ ml, 60 pg/
ml, 80 pg/ ml, dan 100 pg/ ml. Reagen Somogyi ditambahkan sebanyak 0,5 ml
pada setiap seri pengenceran glukosa, kemudian dipanaskan pada air mendidih
selama 15 menit. Setelah dingin ditambahkan reagen Nelson sebanyak 0,5 ml dan
akuades 2,5 ml pada tiap seri pengenceran glukosa. Penentuan kadar gula reduksi
dapat diketahui melalui uji spektrofotometer dengan panjang gelombang 500 nm
sehingga didapat nilai absorbansi. Nilai absorbansi adalah nilai yang digunakan
sebagai acuan dalam pembuatan kurva standart glukosa.

0. Pembuatan Kurva Kepadatan Spora
Pada pembuatan kurva kepadatan spora dengan cara ditumbuhkan pada
media agar kulit buah kopi alkali 0.1%. Media agar kulit buah kopi alkali 0.1%

artinya dalam 0.1 gram ekstrak alkali dan 1.7 gram agar dalam dilarutkan dalam
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100 mL akuadest dan dipanaskan diatas hot plate hingga larut. Kemudian media
disterilisasi dan diinkubasi selama 3 hari. Selanjutnya dari satu ose isolate kapang
umur 3 hari diinokulasikan pada media agar kulit buah kopi alkali 0.1% dan
diinkubasi selama 7 hari dengan suhu 30°C. Setiap 24 jam dilakukan perhitungan
spora. Perhitungan spora dilakukan dengan menambahkan 1 mL akuades pada
tabung biakan isolat dan dikerik menggunakan ose secara perlahan, kemudian
dituang kedalam 9 mL akuades steril dan jumlah spora dapat dihitung

menggunakan metode direct counting haemocytometer dengan rumus:

sEIE _a 03
LXhXd

Keterangan :
S = jumlah spora
n = rata- rata jumlah spora
L = luas bidang pandang (0,04 mm?)
h = kedalaman bidang hitung (0,1 mm)
d = faktor pengenceran (10™)

10° = volume suspense yang diambil (uL)

h.  Pembuatan Kurva Standart Populasi S. cerevisiae

Pembuatan media YEPD padat pada cawan petri untuk peremajaan isolat,
YEPD cair pada erlenmeyer sebagai media pertumbuhan dan YEPD cair tanpa
inokulum untuk seri pengenceran. Stok isolat S. cerevisiae diinokulasikan 1 ose
pada media YEPD padat pada cawan petri dan diinkubasi selama 3 hari pada suhu
30°C, kemudian 1 ose koloni tunggal dari stok cawan petri diinokulasikan pada
YEPD cair dan diinkubasi shaker selama 3 hari pada suhu 30°C dilakukan seri
pengenceran S. cerevisiae sebagai berikut:
Kontrol : 0 pL suspensi yeast + 1000 pL YEPD cair tanpa inokulum
Pengenceran 5X : 200 uL suspensi yeast + 800 pL YEPD cair tanpa inokulum
Pengenceran 4X: 400 pL suspensi yeast + 600 pL YEPD cair tanpa inokulum
Pengenceran 3X : 600 pL suspensi yeast + 400 pL YEPD cair tanpa inokulum
Pengenceran 2X : 800 pL suspensi yeast + 200 uL YEPD cair tanpa inokulum
Pengenceran 0X : 1000 pL suspensi yeast + 0 puL. YEPD cair tanpa inokulum
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Pada masing- masing pengenceran dihitung jumlah sel menggunakan
haemocytometer dengan 3 kali pengulangan, serta dilihat nilai absorbansinya
menggunakan spektrofotometer. Hasil dari perhitungan jumlah sel dan
pengukuran absorbansi pada masing- masing pengenceran dibuat grafik hubungan
antara keduanya sehingga didapatkan kurva standart populasi S. cerevisiae.

3.3.2 Hidrolisis Kulit Buah Kopi oleh Kapang Pestalotiopsis sp. VM 9
a.  Optimasi Hidrolisis Kulit Buah Kopi oleh Pestalotiopsis sp. VM 9

Optimasi hidrolisis dengan cara menginokulasi 1 ml suspensi isolat
Pestalotiopsis sp. VM 9 yang telah diencerkam dalam 10 ml akuades steril yang
telah diinkubasi sesuai waktu inkubasi kepadatan spora pada medium 10 gram
subtrat kulit buah kopi. Selanjutnya diinkubasi pada suhu 30°C selama 7 hari dan
dilakukan pemanenan gula reduksi setiap harinya dimulai hari ke- 1 hingga hari
ke- 7. Hasil hidrolisis dianalisis gula reduksi menggunakan Somogyi-Nelson.
Hasil analisis yang diperoleh dibandingkan dengan kurva standart glukosa yang
telah dibuat sebelumnya.

b.  Hidrolisis Kulit Buah Kopi oleh Kapang Pestalotiopsis sp. VM 9

Kapang Pestalotiopsis sp. VM 9 diinokulasi pada media substrat kulit buah
kopi jenuh air steril sebanyak 50 gram diinokulasikan dengan kapang
Pestalotiopsis sp. VM 9. Selanjutnya diinkubasi pada suhu 37°C sesuai dengan
waktu inkubasi terbaik yang telah dilakukan pada optimasi hidrolisis kulit buah
kopi sebelumnya, selanjutnya disterilkan menggunakan autoclave dan dilakukan
pemanenan hidrolisat.

c.  Pemanenan Hidrolisat Hasil Hidrolisi Kulit Buah Kopi

Pemanenan hidrolisat dilakukan dengan menambahkan akuades kedalam
hidrolisat dengan perbandingan hidrolisat dan akuades adalah 1:4, kemudian
ditambah NaCl 1% dan NaAcide 0,01% dan dishaker selama 12 jam pada suhu
ruang. Selanjutnya dilakukan filtrasi menggunakan kaca Buchner filter corong
sehingga diperoleh hidrolisat. Hidrolisat disentrifugasi dengan kecepatan 4000
rpm selama 10 menit untuk memisahkan filtrat dari pelletnya, dan difilter kembali

menggunakan minipore filter.
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d.  Analisis Gula Reduksi dengan Metode Somogyi- Nelson

Hidrolisat sebanyak 0.5 ml ditambah 0.5 ml reagen Somogyi dan kemudian
dididihkan pada penangas air selama 15 menit. Penambahan reagen Somogyi
untuk menghentikan reaksi enzimatis. Setelah dingin, ditambahkan 0.5 ml reagen
Nelson yang berfungsi untuk mengikat gula reduksi hidrolisat. Kemudian
ditambahkan 2.5 ml akuades dan diukur nilai absorbansi menggunakan
spectrofotometer dan panjang gelombang 500 nm. Data absorbansi diplot pada
persamaan regresi linear yang diperoleh dari kurva standart glukosa dan
selanjutnya dibandingkan dengan larutan standart glukosa.

3.3.3 Pertumbuhan S. cerevisiae Pada Medium Hidrolisat Kulit Buah Kopi
a. Persiapan Penentuan Konsentrasi Hidrolisat Kulit Buah Kopi dan Waktu
Optimum Pertumbuhan PST S. cerevisiae.

Isolat S. cerevisiae sebanyak 1 ose diinokulasikan pada 20 ml media
YEPD cair dan kemudian dishaker 120 rpm, selama 3 hari sampai kultur terlihat
keruh. Sebanyak 100 ul dari kultur tersebut diinokulasikan pada hidrolisat kulit
buah kopi, kemudian ditambah pepton sebanyak 0.25% dengan variasi konsentrasi
yaitu 0x, 2x, 3x, 4x, dan 5x pengenceran dengan 2 kali ulangan. Kultur S.
cerevisiae pada hidrolisat kulit buah kopi diinkubasi shaker 120 rmp, 3 jam. Pada
tiap interval 6 jam diambil sebanyak 500 pl yang digunakan untuk mengukur
jumlah sel dan konsumsi gula reduksi dari hidrolisat.

b.  Penentuan Konsentrasi Hidrolisat Kulit Buah kopi dan waktu optimum
pertumbuhan S. cerevicae.

Kultur S. cerevisiae pada variasi konsentrasi dan interval jam diambil
sebanyak 100 pl kemudian ditambahkan akuades 900 pl yaitu sama dengan 10
kali pengenceran. Selanjutnya perhitungan populasi dilakukan menggunakan
spektrofotometer yang diukur absorbansinya dengan panjang gelombang 600 nm.
Hasil absorbansi yang didapat kemudian dimasukkan kedalam persamaan dari
kurva standart hubungan jumlah populasi S. cerevisiae pada spektrofotometer.
Selain itu dilakukan juga perhitungan secara langsung dengan haemocytometer.
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BAB 5. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Kapang Pestalotiopsis sp.VM 9 mampu menghidrolisis kulit buah kopi
sehingga menghasilkan hidrolisat. Hidrolisat kulit buah kopi mengandung gula
reduksi yang mana telah dibuktikan bahwa hidrolisat tersebut dapat memenuhi
kebutuhan nutrisi yang dibutuhkan S. cerevisiae untuk tumbuh. Pertumbuhan S.
cerevisiae mencapai 8,5 x 10° sel/ml pada waktu inkubasi dan konsentrasi
optimum. Seiring pertumbuhan S. cerevisiae, gula reduksi mengalami penurunan
hingga jam terkahir inkubasi yaitu 180,44 pg/ml. Gula reduksi yang dimanfaatkan
S. cerevisiae untuk tumbuh kurang lebih 54% dari total gula reduksi awal yaitu
392,35 pg/ ml.

5.2 Saran

Untuk mengoptimalkan produksi S. cerevisiae pada hidrolisat kulit buah
kopi hendaknya dilakukan analisis hidrolisat setelah dilakukan optimasi produksi
enzim. Sehingga pada saat produksi enzim skala besar dapat dilakukan tahapan
tertentu untuk menyesuaikan kondisi lingkungan optimum untuk pertumbuhan S.
cerevisiae. Selain itu, dapat dilakukan penambahan senyawa tertentu yang dapat

mendukung pertumbuhan S. cerevisiae seperti nitrogen, fosfor, dan lain- lain.
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LAMPIRAN

Lampiran A. Komposisi Media dan Cara Pembuatannya

A.1 Media Potato Dekstrose Agar (PDA)

No Bahan Jumlah/ Liter
1 Kentang 200 gram

2 Dekstrosa 10 gram

3 Agar 17 gram

4 Akuades 1000 ml

Cara pembuatan untuk 250 ml PDA :

1. Menyiapkan beaker glass yang telah berisis akuades 250 ml di atas hot

plate.

Menyiapakan bahan yaitu dextrosa 2,5 gram, kentang yang telah dikupas
dan dipotong dadu seberat 50 gram, dan agar 4,25 gram.

Masukkan potongan dadu kentang kedalam akuades yang telah mendidih,
aduk sesekali dan setelah mendidih biarkan 15 menit. Hal ini bertujuan
meluruhkan sari- sari kentang.

Menyaring air kentang agar diperoleh filtratnya ke dalam beaker glass.
Setelah itu masukkan bahan yaitu dextrosa dan agar.

Memanaskan campuran filtrat, dextrosa dan agar sambil terus diaduk
hingga mendidih.

Mengangkat medium yang sudah mendidih. Masukkan medium dalam
tabung reaksi menggunakan pipet volume 10 ml. Setelah dingin, tutup
mulut tabung menggunakan kapas.

Melakukan sterilisasi medium menggunakan autoclave pada tekanan 15
Ibs atau 1 atm, suhu 121°C selama 15- 20 menit.
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A.2 Media Yeast Extract Peptonet Dextrose (YEPD) Broth dan Agar

No Bahan Jumlah/ Liter

1 Yeast Ekstrak 4,5 gram

2 Pepton 15 gram

3 Dekstrosa 15 gram

4 Agar 11,5 gram

5 Akuades 1000 ml
Cara pembuatan untuk 250 ml YEPD:

1. Menyiapkan beaker glass yang telah berisis akuades 250 ml di atas hot
plate.

2. Menyiapakan bahan yaitu yeast ekstrak 1,125 gram, pepton 3,75 gram,
dekstrosa 3,75 gram dan agar 3 gram. Penambahan agar berlaku untuk
pembuatan media YEPD agar, sedangkan untuk YEPD broth tidak
ditambahkan agar.

3. Masukkan bahan kedalam akuades yang telah mendidih, aduk kembali
hingga mendidih.

4. Mengangkat medium yang sudah mendidih. Masukkan medium dalam
tabung reaksi menggunakan pipet volume 10 ml. Setelah dingin, tutup
mulut tabung menggunakan kapas.

5. Melakukan sterilisasi medium menggunakan autoclave pada tekanan 15

Ibs atau 1 atm, suhu 121°C selama 15- 20 menit.
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Lampiran B. Kurva Standart Glukosa

B.1 Tabel Standart Glukosa

36

Konsentrasi (pug/ ml)

Absorbansi (500 nm)

0 0
20 0,02
40 0,09
60 0,14
80 0,19
100 0,26
C.2 Kurva Standart Glukosa
Kurva Standart Glukosa
0,3
=025 y = 0,0027x - 0,0162
E™ R? = 0,9858
S 02
(2
‘B 0,15
§ / == Absorbansi
<~ 01 . 4
S ——L.inear (Absorbansi)
< 0,05 /
0 0/ . : . .

80 100

Konsentrasi
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Lampiran C. Kurva Standart Populasi PST

C.1 Tabel Standart Populasi PST

Absorbansi Populasi Yeast x 10° (sel/ ml)
0 0
0,159 1,3475
0,19 1,68
0,258 2,025
0,381 2,425
0,446 3,1675

C.2 Kurva Standart Populasi PST

Kurva Hubungan Populasi Yeast dan Absorbansi

3 y =6,5615x + 0,206
R2=0,9653

a

9— Populasi Yeast
// —— Linear (Populasi Yeast)

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
Absorbansi (600 nm)

populasi x108 (sel/ml)
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