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RINGKASAN

Pemanfaatan Hasil Hidrolisis Kulit Buah Kopi Oleh lIsolat VTM1
(Aspergillus Sp.) Sebagai Medium Produksi Protein Sel Tunggal
(Saccharomyces cereviceae); Fianda Deviyastuti, 141810401022; 2018; 61
halaman; Jurusan Biologi Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam
Universitas Jember.

Indonesia merupakan Produsen ketiga di dunia yang memproduksi kopi
dengan beberapa jenis setelah Brazil dan Vietnam. Selain itu Indonesia menjadi
pengekspor kopi urutan ke-4 di dunia, sekitar 11% dari total produksi kopi setiap
tahunnya. Kapasitas Produksi kopi yang tinggi ini tentunya akan meningkatkan
jumlah limbah yang dihasilkan dari pengolahan buah kopi. Limbah yang sangat
melimpah di lingkungan yaitu limbah kulit buah kopi, hampir 50% limbah kulit
kopi dihasilkan setiap produksinya. Kulit buah kopi mengandung beberapa
senyawa organik seperti selulosa, hemiselulosa, dan lignin termasuk dalam
polimer alami yang sulit didegradasi di lingkungan. Degradasi polimer dapat
dilakukan dengan bantuan mikroorganisme, isolat VTM1 (Aspergillus sp.)
menjadi agen penghidrolisis substrat. Isolat VTM1 (Aspergillus sp.) merupakan
jenis kapang yang mampu menghasilkan enzim ekstraseluler berupa enzim
selulase yang memiliki kemampuan memecah selulosa menjadi monomer berupa
glukosa. Glukosa yang dihasilkan ini dapat dimanfaatkan kembali oleh
mikroorganisme lain sebagai sumber nutrisi bagi pertumbuhannya. Penelitian ini
bertujuan untuk mengetahui pemanfaatan limbah kulit kopi melalui hidrolisis
dengan memanfaatkan agen kapang untuk Produksi Protein Sel Tunggal
(Saccharomyces cereviceae). Protein Sel Tunggal (PST) merupakan sel kering
yang digunakan sebagai sumber protein untuk pangan dan pakan. PST diharapkan
dapat menjadi salah satu alternatif dalam pemenuhan kebutuhan protein di masa
yang akan datang, karena mengandung karbohidrat, lemak, vitamin, mineral, dan
nutrien lain yang dibutuhkan bagi pertumbuhan.

Metode yang digunakan dalam penelitian ini terdiri dari 3 tahap utama
yaitu tahap pertama, persiapan penelitian yang meliputi: Peremajaan isolat,
pembuatan kurva standart glukosa, pembuatan reagen Somogyi-Nelson dan
analisis kepadatan spora. Tahap kedua adalah hidrolisis kulit buah kopi yang
meliputi: optimasi produksi enzim, produksi skala besar dan analisis gula reduksi
dengan metode Somogyi-Nelson. Tahap terakhir yaitu produksi PST yang
meliputi; penentuan konsentrasi dan waktu optimum pertumbuhan PST dalam
hidrolisat kulit buah kopi, kemudian analisis gula reduksi yang digunakan pada
pertumbuhan PST.
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Hasil dari penelitian ini adalah waktu optimum untuk kepadatan spora
yaitu pada hari ke-3 dengan jumlah spora mencapai 1,52 x 108 sel/ml. Sedangkan
untuk waktu optimum produksi enzim yaitu pada inkubasi hari ke-4. Waktu
optimum ini digunakan untuk melakukan produksi skala besar (dalam skala
laboratorium) hidrolisat kulit buah kopi, karena pada hari ke-4 tersebut kapang
berhasil menghasilkan enzim ekstraseluler untuk menghidrolisis substrat sehingga
didapatkan konsentrasi gula reduksi yang besar. Hasil dari hidrolisis menunjukkan
Isolat VTM 1 (Aspergillus sp.) mampu menghidrolisis substrat kulit buah kopi
dapat dilihat dari hasil optimasi produksi enzim yaitu aktivitas enzim paling tinggi
optimum pada inkubasi hari ke-4 dengan jumlah gula reduksi sebesar 17,25
ug/ml. Gula reduksi yang digunakan sebagai sumber karbon, terbukti
dimanfaatkan oleh PST untuk pertumbuhannya dengan adanya peningkatan
jumlah sel seiring dengan menurunnya jumlah gula reduksi yang terdapat dalam
hidrolisat. Konsentrasi tertinggi pertumbuhan PST pada hidrolisat kulit buah kopi
yaitu pada tanpa pengenceran dengan waktu optimum inkubasi jam ke-42 dengan
jumlah 2,2 x107 sel/ml.

viii


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

PRAKATA

Puji Syukur kehadirat Allah SWT. Atas segala rahmat dan Karunia-Nya

sehingga penulis dapat menyelesaikan skripsi yang berjudul “Pemanfaatan Hasil
Hidrolisis Kulit Buah Kopi Oleh Isolat VTM1 (Aspergillus sp.) Sebagai Medium
Produksi Protein Sel Tunggal (Saccharomyces cereviceae)”. Skripsi ini disusun
sebagai salah satu syarat untuk menyelesaikan program strata satu (S1) pada
Jurusan Biologi Fakutas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam Universitas
Jember.

Penyusunan skripsi ini tidak lepas dari bantuan berbagai pihak, sehingga

penulis menyampaikan terima kasih kepada:

1.

Dosen pembimbing utama Dr. Kahar Muzakhar, S.Si, dosen pembimbing
anggota Drs. Siswanto, M.Si, dosen sekaligus penguji saya Drs. Rudju
Winarsa, M.Kes dan Dra. Mahriani, M.Si yang telah memberikan ilmu, saran,
kritik dan bimbingan yang sangat bermanfaat ;

Dr. Hidayat Teguh Wiyono, M.Pd selaku dosen pembimbing akademik yang
telah membimbing selama penulis menjadi mahasiswa;

Ir. Endang Soesetyaningsih, selaku teknisi Laboratorium Mikrobiologi yang
banyak membantu penulis selama penelitian;

papa, mama, adik-adik, dan seluruh keluarga yang telah memberikan banyak
do’a, motivasi, materi, dan dukungan yang tiada henti;

sahabat-sahabat terdekat saya, Lailly Nur Uswatul Hasanah, lis Maghfiroh,
Arina Amalia dan sahabat-sahabat Bivalvia lainnya yang tidak bisa saya sebut
satu persatu terhadap dukungan, doa dan semangat untuk saya;

seluruh personil laboratorium enzim (Mikrobiologi), Mbak Putri Rahardiyan,
Mas Syafig Ubaidillah, Zunairoh Nida’an, Khilia Nisa’, Dwi Nur Hanifah,
dan Siti Erlinkha yang telah banyak mendukung dan memberikan pencerahan
pada proses penyelesaian skripsi saya;

semua pihak yang tidak dapat disebutkan satu per satu.


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

Penulis memohon maaf apabila terdapat kesalahan penulisan. Penulis juga
menerima kritik dan saran dari semua pihak demi kesempurnaan skripsi ini.

Penulis berharap semoga skripsi ini dapat bermanfaat bagi kita semua.

Jember, 22 Juni 2018

Penulis


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

DAFTAR ISI

Halaman

L Y N Y N AN 1 5 1 i
HALAMAN PERSEMBAHAN ... i
HALAMAN MOTTO .ottt e e e e e s a e e e e e e ii
HALAMAN PERNYATAAN L..oootiiiiiiiiiitiiiiiiesiessssnsssssnnssnnnnsnnssnnnnsssnnnnnnnnnnnnns WY}
HALAMAN PEMBIMBING ........ccoiiiiieee e Y
HALAMAN PENGESAHAN .....oooiiiieee et Vi
RINGKASAN . .. e e e e s e e r e e e e e e s st raraaaaeeaaaaans vii
PRAK AT A ettt ettt et e e bt e bt e st e e re e reenbeenteene e iX
DAFTAR IS a8 W......0..... e LA ... Xi
DAFTAR TABEL ..ottt Xiii
DAFTAR GAMBAR. ...ttt Xiv
DAFTAR LAMPIRAN ..ottt et XV
BAB 1. PENDAHULUAN........ooii ittt 1
1.1 Latar BelaKang..........cccocvviiiiiiiiic et 1

1.2 Rumusan Masalah ..........cccoiiiiiiiiii e 3

1.3 Batasan Masalah ............cccooiiiiiiiiiei e 3

1.4 Tujuan Penelitian..........ccccooiieiiiiee s 3

1.5 Manfaat Penelitian..........cccooiieiiieiiieiieee e 3
BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA ..ottt 4
2.1 Kulit Buah Kopi Robusta (Coffea canephora L.)......c...cccceevivinennn. 4

2.2 Kapang Isolat VTM 1 (Aspergillus Sp.) ....ccccovvvveivieiiie e 7

2.3 Hidrolisis Material Organik ............cccccoevviii e 11

2.4 Protein Sel Tunggal (Saccharomyces Cerevisiag) ...........cccoveevveeenne. 12
BAB 3. METODE PENELITIAN. ....cooiiiiiieceet e 16
3.1 Tempat dan Waktu Penelitian..............ccccooveeiiiiincc e, 16

3.2 Alat dan Bahan ... 16

Xi


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

3.3 Prosedur Penelitian ........coooveeeeee et 16

3.3.1 Persiapan Penelitian ...........cccceiieiiieiiiiie e 18

3.3.2 Hidrolisis Kulit Kopi oleh Aspergillus VTM1 ........cccccceviennnn. 21

3.3.3 Produksi S. cerevisiae. pada Hidrolisat Kulit Kopi..................... 22

BAB 4. HASIL DAN PEMBAHASAN .....cooiiiie e 24
4.1 Analisis Kepadatan Spora Aspergillus VTML........cccooviiiiiiiinnns 24

4.2 Optimasi Produksi ENZIM..........cccooiiiiiiiiiiee e 25

4.3 Hasil Hidrolisis Kulit Buah Kopi oleh Aspergillus sp. .................... 26

4.4 Produksi S. cereviceae pada Hidrolisat Kulit Buah Kopi............... 27
BAB 5. PENUTUP ..ottt 31
5.1 KESIMPUIAN ..ot 31
5.2%Garan ... AW N ... N A W A 31
DAFTAR PUSTAKA ettt 32
LAMPIRAN ..ottt bbbt 40

Xii


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

DAFTAR TABEL

Halaman
2.1 Komponen Polisakarida Kulit Buah KOpi.........ccccoviiiiiiiiiicccc 6
2.2 Pemanfaatan Limbah Kulit Buah Kopi di Indonesia_............cccceevvveeiiireninnnnn 7
2.3 Jenis — jenis Enzim yang dihasilkan Aspergillus Sp..........ccccoovvviiiniiinnnnnn. 10
2.4 Mikroorganisme yang digunakan sebagai PST .........cccooceviiiiiniiiniecee, 13
2.5 KOMPONEN SEI S.CErEVICEAR ... .ccuvvveiiii ettt 15

4.1 Gula Reduksi hasil Hidrolisis Substrat Kulit Buah Kopi oleh Isolat VTML1 .. 27

xiii


Doc%20Kuliah/Fianda/Bismillahirrohmanirrohim/TA/FIAN%2017/File%20pnelitian/Doc%20Kuliah/Fianda/Bismillahirrohmanirrohim/TA/FIAN%2017/Sidang%20joss/SKRIPSI%20(LENGKAP).doc#_Toc510634822
Doc%20Kuliah/Fianda/Bismillahirrohmanirrohim/TA/FIAN%2017/File%20pnelitian/Doc%20Kuliah/Fianda/Bismillahirrohmanirrohim/TA/FIAN%2017/Sidang%20joss/SKRIPSI%20(LENGKAP).doc#_Toc510634822
http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

DAFTAR GAMBAR

Halaman
2.1 Limbah Kulit Buah KOPI......cocuviiiiiiiice e 5
2.2 Struktur BUuah KOPI .....cocviiiiiiiiciee e 6
2.3 Morfologi Koloni ASpergillus Sp. .......cooviiiiiiiiiiiiic e 8
2.4 SErUKEUN SEIUIOSA ... 11
2.5 Degradasi Selulosa 0len ENZIM ... 12
2.6 Morfologi KOIONi S.CEreVICEAE........c.ueiiiiiii i 14
3.1 Bagan Prosedur Penelitian...........ccoooiiiiiiiiiiiieieeee e 17
4.1 Kurva Kepadatan Spora ASPergillus SP.........cccveiiueeeiiieeeiiie e 24
4.2 Kurva Optimasi Produksi crude ENzZim ..........ccccovieeeiieeeiiie e 25
4.3 Konsentrasi dan Waktu Optimum Yeast pada Hidrolisat ..............cccccccveeneen. 28
4.4 Hubungan Populasi PST dengan Konsumsi Gula RedukSi.............ccccccveenne.. 30

Xiv


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

DAFTAR LAMPIRAN

Halaman

A. KOMPOSIST IMBAIA ...t 40
A.1 Komposisi Media PDA .........oooiiieieee e 40
A.2 Komposisi Media YPD. ......ccioiiiiiieiiieiie et 41
A.3 Komposisi Media YPDA .......ooiiiieiiieiie et 41
B. Komposisi Reagen Somogyi-NelSon. ... 42
A.1 Komposisi REAgEN SOMOQYH ......vveiriiiieiiiieiiie ettt 42
A.2 Komposisi Reagen NEISON. .........ooiiiiiiiiiiiiie e 42
C. Kurva Standart GIUKOSA.............c.coveiiiiiiiiiici e 43
A.1 Tabel Standart GIUKOSA. ...........coviiiiiiiieie e 43
A.2 Kurva Standart GIUKOSA. ..........ccviiiiiiiiiiieicesee e 43
D. Kurva Standart POpulasi PST ........cooiiiiiiie e 44
A.1 Tabel Standart POPUlasi PST .........cccoeiiiieiiiie e 44
A.2 Kurva Standart Populasi PST. ..o 44

XV


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

BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Kopi merupakan komoditi perkebunan yang sangat penting di dunia.
Terdapat sekitar 60 negara penghasil kopi dan Indonesia menempati posisi ketiga
setelah Brazil dan Vietnam. Selain buah yang memiliki nilai jual yang tinggi, kopi
menghasilkan limbah sampingan berupa kulit kopi. Limbah kulit kopi yang
dihasilkan sekitar 50% dari hasil panen (Puslitkoka, 2005). Berdasarkan data
Badan Litbang Pertanian (2004), pengolahan kopi merah menghasilkan 65% biji
kopi dan 35% limbah kulit kopi. Sebagian masyarakat menanggulangi
penumpukan limbah tersebut hanya dengan membakar saja (Murni et al., 2008).
Adanya kajian tentang manfaat kulit kopi dapat dijadikan referensi untuk
meningkatkan nilai ekonomi dari limbah tersebut, dengan mencari terobosan-
terobosan baru dalam pemanfaatan kulit kopi.

Sesuai dengan penelitian yang dilakukan oleh Falahuddin et al., (2016)
bahwa limbah kulit kopi dijadikan sebagai pupuk bagi pertumbuhan bibit kopi,
selain itu limbah kulit buah kopi juga dapat dimanfaatkan dalam pembuatan
etanol sesuai dengan penelitian yang dilakukan Raudah dan Ernawati (2012).
Salah satu contoh pemanfaatan yang dapat dilakukan terhadap kulit kopi pada
penelitian ini  yaitu menggunakannya sebagai medium tumbuh bagi
mikroorganisme PST. Medium tumbuh tersebut harus mengandung nutrisi yang
mencukupi, nutrisi itu didapat dari hasil hidrolisis senyawa kompleks menjadi
senyawa sederhana dengan bantuan mikroorganisme jenis kapang. Kapang
merupakan mikroorganisme penghasil enzim yang baik. Fungsi enzim dalam
kehidupan sangatlah penting karena berperan sebagai biokatalisator yaitu
mempercepat reaksi yang ada dalam sel atau tubuh sehingga memudahkan
terpecahnya molekul kompleks menjadi molekul yang lebih sederhana
(Meryandini et al., 2009). Melalui hidrolisis dengan bantuan isolat kapang VTM1
(Aspergillus sp.) yang sebelumnya telah diidentifikasi oleh Yuniar (2013) dalam
penelitiannya, limbah kulit kopi dapat dimanfaatkan untuk pertumbuhan Protein
Sel Tunggal (PST).
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Protein Sel Tunggal adalah sel kering atau biomassa mikroorganisme yang
dapat digunakan sebagai sumber protein untuk pangan dan pakan seperti khamir,
bakteri, dan ganggang. PST dimanfaatkan manusia sebagai suplemen makanan
atau pakan ternak (Ofodile, 2010). PST merupakan salah satu alternatif untuk
pemenuhan kebutuhan protein di masa depan karena mempunyai komposisi
kandungan asam amino esensial yang dibutuhkan manusia dan hewan
(Kuswardani dan Wijajaseputra, 1998). Selain mengandung protein, PST juga
mengandung karbohidrat, lemak, vitamin, mineral, dan nutrien lain yang
dibutuhkan oleh manusia. PST memiliki prospek yang cukup baik untuk
dikembangkan lebih lanjut. Hal ini dikarenakan banyak keuntungan yang
ditimbulkan dari produksi PST yaitu; proses produksinya tidak memerlukan areal
yang luas, tidak menimbulkan limbah, serta proses produksinya cepat (Nasseri et
al., 2011). Setiap mikroorganisme yang mampu tumbuh menggunakan selulosa
sebagai sumber karbon maka berpotensi digunakan untuk membuat Protein Sel
Tunggal (Pawignya, 2011).

Salah satu yeast yang saat ini dikembangkan sebagai agen PST adalah
Saccharomyces cerevisiae, kandungan protein di dalamnya setara dengan protein
yang ada pada kacang kedelai yaitu sebanyak 47-53% (Nasseri et al., 2011).
Mikroorganisme ini memanfaatkan nitrogen, karbon, dan mineral dalam medium
sebagai substrat metabolisme untuk sintesis komponen sel (Yulita, 2014).
Saccharomyces cereviceae mempunyai bentuk sel bulat dan ukurannya lebih besar
dibandingkan mikroorganisme lainnya sehingga mudah untuk diamati. Selain itu
yeast ini dapat tumbuh pada substrat dengan pH yang rendah serta memiliki
kandungan asam nukleat yang lebih rendah. (Raudah dan Ernawati, 2012).
Kelebihan-kelebihan dari yeast tersebut menjadi dasar pemillihan untuk
menumbuhkan mikroorganisme PST yang memiliki nilai lebih tinggi

dibandingkan mikroorganisme lainnya.
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1.2 Rumusan Masalah

Permasalahan pada penelitian ini yaitu apakah isolat VTM1 (Aspergillus
sp.) mampu menghidrolisis substrat kulit buah kopi dan bagaimana pemanfaatan
hasil hidrolisis tersebut sebagai medium produksi PST (Saccharomyces

cereviceae)?

1.3 Batasan Masalah
Penelitian ini dibatasi pada parameter kemampuan hidrolisis isolat VTM1
pada kulit buah kopi, uji aktivitas enzim serta pertumbuhan optimum PST

Saccharomyces cerevisiae yang meliputi konsentrasi media dan waktu inkubasi.

1.4 Tujuan Penelitian
Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui kemampuan isolat VTM1
dalam menghidrolisis kulit buah kopi serta pemanfaatan hidrolisat kulit buah kopi

sebagai medium produksi PST.

1.5 Manfaat Penelitian
Penelitian ini diharapkan menjadi inovasi baru dan pendukung dari

alternatif sebelumnya dalam mengatasi dan mengelola limbah kulit buah kopi.
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

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

Salah satu komoditi pertanian sebagai penghasil sumber devisa Indonesia
dan memegang peranan penting dalam pengembangan industri perkebunan ialah
tanaman kopi. Buah kopi diolah menjadi bubuk kopi melalui proses pengolahan
yang sistematis, dalam kondisi yang segar buah kopi terdiri atas kulit buah 45%,
mucilage 10%, kulit biji 5% dan biji kopi 40% (Murni et al., 2008). Menurut
Najiyati dan Danarti (1997), terdapat tiga jenis kelompok kopi yang terkenal di
Indonesia yaitu kopi Arabika, kopi Robusta, dan kopi Liberika. Jenis kopi yang
memiliki nilai ekonomis yang tinggi adalah kopi Arabika dan Robusta. Kopi jenis
Liberika merupakan tanaman endemik Afrika, memiliki karakteristik yaitu
buahnya berukuran besar, tumbuh di daerah tropis dan memiliki toleransi tinggi
terhadap tanah yang kurang subur (Azwar, 2012). Jenis kopi yang kedua adalah
kopi Arabika, kopi ini umumnya tumbuh dan bereproduksi baik di daerah gunung
(Karim, 2007). Tanaman kopi arabika tidak bisa mentolerir tanah yang tergenang
air karena akan menyebabkan menurunnya hasil panen dalam jumlah besar
(Hiwot, 2011).

Jenis kulit buah kopi yang digunakan dalam penelitian ini adalah kopi
Robusta (Coffea canephora L.). Kopi Robusta mendominasi perkebunan kopi
karena areal kopi robusta tersebar hampir di seluruh kepulauan Indonesia. Wijaya
(2003) melaporkan bahwa sebanyak 245.051 ton kopi Robusta diekspor Indonesia
ke mancanegara dalam kurun waktu 1997-2001. Berdasarkan data dari
International Coffee Organization (2012) menyebutkan bahwa sejak tahun 2010
peningkatan rata-rata konsumsi kopi dunia sebesar 2,5% per tahun. Pada tahun
2020 diperkirakan kebutuhan kopi dunia akan mencapai angka 10,3 juta ton
(Chandra et al., 2013). Elias (1979) melaporkan bahwa buah kopi kering terdiri
atas 55,4% biji kopi, 28,7% kulit buah (pulp) kering, 11,9% kulit cangkang, dan
sisanya sebesar 4,9% berupa lendir kering. Menurut Widyotomo (2013), pulp kopi
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kering terdiri atas 12,6% air; 21% serat kasar; 8,3% abu; 12,4% gula pereduksi;
44,4% ekstrak nitrogen.

ey
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Gambar 2.1 Limbah kulit buah kopi (Pertiwi, 2016)
Limbah kulit buah kopi dimanfaatkan petani sebagai pupuk dan juga
sebagai pakan ternak unggas (Raudah dan Ernawati, 2012). Limbah kulit buah
kopi mengandung unsur hara dan bahan organik yang potensial dijadikan media
tanam. Bahan organik yang terdapat dalam limbah tersebut merupakan salah satu
faktor penentu tingkat kesuburan tanah baik fisik, kimia maupun biologi (Berlian
et al., 2015). Kandungan nutrisi yang terdapat pada kulit buah kopi seperti protein
kasar 10,4% dan serat kasar 17,2% relatif sebanding dengan zat nutrisi rumput
sehingga kulit buah kopi berpotensi digunakan sebagai pakan ternak khususnya
hewan ruminansia karena dapat memenuhi nutrisi yang dibutuhkan oleh hewan
ternak tersebut (Zainuddin dan Murtisari, 1995). Selain itu kulit buah kopi
mengandung polisakarida lignoselulosa, Berikut ini komposisi polisakarida (%
berat kering) kulit buah kopi.
Tabel 2.1 Komponen polisakarida kulit buah kopi (Diniyah et al., 2013)

Kandungan (%) berat kering
Selulosa 49
Hemiselulosa 24,5

Lignin 7,63
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Buah kopi terdiri dari 5 lapisan yaitu; eksokarp (kulit buah) merupakan
bagian terluar dari buah kopi, mesokarp (daging kulit) adalah bagian yang
memiliki kadar air yang cukup tinggi, endokarp (kulit tanduk) merupakan bagian
kulit kopi yang paling keras tersusun atas selulosa dan hemiselulosa, spermoderm
(kulit ari) merupakan kulit yang paling tipis dan menempel pada kulit kopi, bagian
buah kopi yang dimanfaatkan untuk diolah menjadi bubuk disebut endosperm
(keping biji) (Braham dan Bressani, 1979). Pada penelitian bagian kulit kopi yang
diambil yaitu bagian mesoderm (pulp) dan endokarp (kulit tanduk) karena
mengandung selulosa, hemiselulosa, karbohidrat, protein dan serat (Kurniawati,
2015). Struktur dari buah kopi dapat dilihat pada gambar 2.2.

Skin Parchmant
(andoocarp)

Pul '
(ouuror mesocarp) (”ltl::yr. =|.nmrp)

Gambar 2.2 Struktur buah kopi (Avallone et al., 2002)

Limbah kulit kopi merupakan biomassa yang berpotensi untuk
dimanfaatkan bagi kebutuhan manusia kedepannya. Berikut ini beberapa

pemanfaatan dari limbah kulit buah kopi yang pernah dilakukan di Indonesia.
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Tabel 2.2 Pemanfaatan limbah kulit buah kopi

Pemanfaatan Keterangan Referensi

Bahan bakar alternatif Pemanfaatan limbah kulit Nurlela, 2011
briket kopi sebagai bahan bakar
alternatif dalam bentuk
briket dan uji unjuk
kerjanya
Bioetanol Pemanfaatan kulit kopi Raudah dan Ernawati,
Arabika  dari  proses 2012
pulping untuk pembuatan
bioetanol
Pakan ternak Pemanfaatan kulit buah Arnawa et al., 2010
kopi arabika dalam upaya
peningkatan keuntungan
UKM dan Pelestarian
Lingkungan
Membuat Pakan Ternak Guntoro, 2008
dari limbah Perkebunan
Pupuk organik Pengaruh Pemberian Berlian et al., 2015
limbah kulit kopi (Coffea
robusta L.) terhadap

pertumbuhan cabai
keriting (Capsicum
annum L.)

2.2 Morfologi Kapang Isolat VTM 1 (Aspergillus sp.)

Berbagai macam enzim seperti amilase, selulase, dan amiloglukosidase
dapat dihasilkan dari mikroorganisme vyaitu jenis kapang. Kapang memiliki
kemampuan tinggi dalam menghidrolisis selulosa kristalin yang merupakan

komponen utama dalam selulosa alami. Kapang banyak dimanfaatkan dalam
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industri fermentasi sake, miso, asam-asam organik dan juga pembuatan Protein
Sel Tunggal (PST) (Frazier dan Westhhoff, 1981). Klasifikasi Aspergillus sp.
menurut Hardjo et al., (1989) adalah sebagai berikut:

Kingdom : Fungi

Filum : Eumycophyta
Kelas : Ascomycetes
Bangsa : Eutiales

Suku : Eurotiaceae
Marga - Aspergillus
Jenis - Aspergillus sp.

Gambar 2.3 a) Morfologi koloni Aspergillus sp. b) Morfologi Aspergillus sp.
(VTML) perbesaran 1000x (Yuri, 2012).

Kapang dengan genus Aspergillus bersifat kosmopolit yang dapat
menghasilkan spora vegetatif (konidia) dalam jumlah besar. Kapang ini juga
tergolong tipe kapang yang dapat tumbuh dengan cepat, pada umumnya kapang
Aspergillus hidup optimal pada suhu 25 — 40 °C sedangkan suhu minimum sekitar
10 °C. Aspergillus sp. merupakan kapang yang termasuk dalam mikroorganisme
eukariotik, ciri-ciri secara mikroskopis yaitu memiliki hifa bersepta dan
bercabang, konidiospora muncul dari foot cell (miselium yang bengkak dan
berdinding tebal) membawa stigmata dan akan tumbuh konidia yang membentuk
rantai warna hijau. Aspergilus sp. mempunyai kepala pembawa konidia yang

besar, padat, bulat dan berwarna hitam coklat, mempunyai bagian yang khas yaitu
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hifanya berseptat, spora bersifat aseksual, bersifat aerobik sehingga dalam
pertumbuhannya membutuhkan oksigen dalam jumlah yang cukup. Namun jika
dilihat secara makroskopis, Aspergillus sp. memiliki hifa yang fertil dan muncul
di permukaan serta hifa vegetatif yang muncul dibawah permukaan (Srikandi,
1992). Aspergillus sp. tumbuh optimum pada suhu 37 °C dan pH 6,5. Sedangkan
suhu dan pH optimum bagi aktivitas selulase adalah 44 °C dan pH 4,5 (Tong dan
Rajendra, 1992).

Aspergillus sp. mampu menghasilkan berbagai jenis enzim, salah satu
enzim yang dihasilkan oleh kapang ini yaitu enzim selulase. Enzim selulase
merupakan enzim yang mampu menghidrolisis ikatan [(1-4) glikosida pada
selulosa (Gianfreda dan Rao, 2004). Peran selulosa dalam suatu substrat yaitu
menginduksi terbentuknya enzim selulase oleh mikroorganisme selulolitik. Salah
satu mikroorganisme selulolitik yang digunakan untuk menghasilkan enzim
selulase adalah Aspergillus sp. (Nugraha, 2006). Selain enzim selulase
mikroorganisme ini mampu menghasilkan enzim protease. Protease merupakan
enzim penting yang memiliki nilai ekonomi tinggi karena aplikasinya yang luas,
dilihat dari peran enzim itu sendiri yang merupakan alternatif untuk menggantikan
proses kimiawi dalam suatu produk sehingga tercipta produk yang ramah
lingkungan. Hasil penelitian menjelaskan bahwa Aspergillus sp. memiliki
aktivitas proteolitik pada kisaran pH 8 — 10 dan suhu 40° — 50°C (Triatmojo et al.,
2004).

Kapang merupakan mikroorganisme penghasil enzim yang baik. Fungsi
enzim dalam kehidupan sangatlah penting karena berperan sebagai biokatalisator
yaitu mempercepat reaksi yang ada dalam sel atau tubuh sehingga memudahkan
terpecahnya molekul kompleks menjadi molekul yang lebih sederhana
(Meryandini et al., 2009). Kelebihan lainnya dari enzim yaitu dapat menghemat
energi karena reaksinya tidak membutuhkan energi dan tidak ikut bereaksi
sehingga produk yang dihasilkan bukan campuran dari enzim. Enzim diharapkan
menjadi alternatif untuk mengurangi dampak pencemaran juga pemborosan
energi, bersifat spesifik dan tidak beracun. Pemakaian enzim meningkat tajam

pada 10 tahun terakhir ini karena sifatnya yang efisien, selektif, mengkatalisis
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tanpa produk samping serta ramah lingkungan (Mahdiyah, 2015). Berikut ini

beberapa macam enzim yang dapat dihasilkan oleh kapang Aspergillus sp. :

Tabel 2.3 Jenis - jenis enzim yang dihasilkan Aspergillus sp.

Enzim Fungsi Hasil Referensi
Amilase Aktivitas amilolitik PST (Protein Sel Naiola, 1979
sebagai sumber Tunggal)
karbohidrat dalam
pembuatan PST
Lipase Hidrolisis  trigliserida -Biokatalisis Pera et al., 2006
menjadi digliserida, dalam industri
monogliserida, gliserol biosensor, kimia,
dan asam lemak farmasi, pestisida,
dan makanan
-Aktivitas lipolitik Cihangir dan
meningkat  pada Sarikaya, 2004
pH 5 suhu 30°C
Protease Degradasi Protein untuk  Kulit samak Syafie, 2014
agensi proses unhairing  domba
Selulase Memecah selulosa Hidrolisis dan Sutarno et al.,
menjadi glukosa dalam mengalami 2010

proses hidrolisis

peningkatan
glukosa 30,884

Berdasarkan hasil penelitian Yuniar (2013) didapatkan bahawa Isolat

VTM 1 menghasilkan gula reduksi tertinggi pada substrat CMC (Carboxyl Methyl
Cellulose) (8,00 pg/ml) dan pada substrat TKKS (Tanda Kosong Kelapa Sawit)

(11,36 pg/ml) pada waktu inkubasi 24 jam. Produk gula reduksi dari isolat ini

terhadap proses hidrolisis substrat TKKS lebih tinggi dibandingkan isolat yang

lainnya. Hal ini dikarenakan aktivitas enzim selulase yang dihasilkan oleh isolat

ini mampu menghidrolisis secara maksimal komponen yang terkandung dalam

TKKS. Selain menghasilkan enzim selulase,

isolat tersebut juga mampu
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menghasilkan enzim-enzim lain yang dapat menghidrolisis komponen
hemiselulosa serta lignin dalam TKKS (Lynd et al., 2002).
2.3 Hidrolisis Selulosa oleh Enzim Selulase

Hidrolisis Selulosa terjadi dengan memutus ikatan 3(1-4) glikosida antara
rantai yang satu dengan yang lainnya sehingga terjadi pemecahan selulosa
menjadi rantai selulosa yang lebih pendek sampai akhirnya menjadi monomer
glukosa (Diah, 2007). Namun proses hidrolisis dapat dihambat oleh struktur
kimianya sendiri dan adanya ikatan alami selulosa dengan hemiselulosa dan
lignin, sehingga dihasilkan rendemen gula yang rendah (Hawani, 2008). Hidrolisis
selulosa menggunakan enzim atau mikroba sangat ditentukan oleh derajat kristalin
selulosa, komposisi enzim, luas permukaan kontak, rasio antara inokulum dengan
substrat, dan kemurnian substrat (Sukadarti et al., 2010). Lignoselulosa dengan
derajat kristalin lebih sulit untuk terdegradasi dibandingkan dengan struktur
amorf (Sarkar, 2004). Laju degradasi dapat dinaikkan dengan penggilingan
selulosa karena menurunkan derajat kristalin serta memperluas permukaan kontak
selulosa-enzim.

Hasil metabolit primer yang dijadikan sebagai bahan dasar penyusun
tumbuhan disebut selulosa. Selulosa berbentuk polimer kristalin yang tersusun
atas biopolymer, rantai selulosa dipadatkan oleh inter dan intra ikatan hidrogen
Selulosa merupakan bahan dasar penyusun tumbuhan yang merupakan hasil
metabolit primer (Sukumaram et al, 2005). Selulosa ditemukan dalam dinding sel
tanaman ataupun fungi yang terbentuk dalam struktur kristalin dan amorf (Moat,

Foster, dan Spector, 2002). Struktur selulosa dapat dilihat pada Gambar 2.4.

CHoOH CH,OH CH,OH CH,OH
o @) o o]
O K OH 0 OH (@) OH 0 OH o..
OH OH OH OH

Gambar 2.4 Struktur selulosa (Lehninger, 1993)
Proses degradasi selulosa memerlukan 3 tipe enzim berdasarkan cara
kerjanya yang saling berkombinasi yaitu sebuah endo-B-1,4-glukanase berperan

sebagai pengubah selulosa menjadi oligosakarida yang lebih kecil dengan rantai
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akir bebas, ekso - B-1,4-glukanase memindahkan disakarida unit selobiosa dari
ujung reduksi dan non reduksi rantai oligosakarida. Kemudian R-glukosidase
menghidrolisis selobiosa menjadi glukosa (Moat, 2002).

e s ! o S - ST

Cellulose
(Long-chain oligosaccharide of g-1,4-linked glucose units)

l endo-£1,4-glucanase

Ko oSl R S Kl

Medium and short chain oligosaccharides with free ends

exo-A-1,4-glucanase
GH,OH CH,OH
o O, OH
OoH O OH
HO
OH OH
Cellobiose
l g-glucosidase
CHoOH
O, OH
OH
HO
OH
Glucose

Gambar 2.5 Degradasi selulosa oleh enzim (Moat et al., 2002).

2.4 Morfologi Protein Sel Tunggal (Saccharomyces cerevisiae)

Protein Sel Tunggal (PST) adalah biomassa mikroorganisme atau sel
kering yang digunakan sebagai sumber protein untuk pangan dan pakan (Madigan
et al.,, 2000). PST sesuai untuk dijadikan sebagai salah satu alternatif dalam
pemenuhan kebutuhan protein di masa yang akan datang, karena kandungannya
yang sangat baik yaitu mengandung karbohidrat, lemak, vitamin, mineral, dan
nutrien lain yang sangat dibutuhkan oleh manusia. (Purwitasari et al., 2004).
Keunggulan lain yang dimiliki oleh PST adalah memiliki nilai gizi lebih tinggi
dibandingkan protein nabati dan tempat produksi minimal (Fardiaz, 1992). Produk
biomassa yang berkadar protein ini dihasilkan oleh mikroba yang tumbuh pada

substrat yang memiliki unsur nitrogen dan karbon (Pawignya, 2011).
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Menurut Tjokroadikoesoemo (1986) serta Gaman dan Sherrington (1992)
beberapa kriteria yang penting dalam produksi PST oleh mikroba yaitu mikroba
tidak bersifat patogen, memiliki nilai nutrisi yang tinggi, dapat digunakan sebagai
pangan atau pakan, tidak bersifat toksik serta biaya produksi yang dikeluarkan
sedikit. Beberapa mikroba yang dapat memproduksi PST yaitu bakteri, fungi,
algae, dan yeast. Protein yang bersumber dari bakteri lebih banyak dimanfaatkan
sebagai pengganti protein dari sumber konvensional seperti hasil perikanan,
pertanian, dan peternakan (Ashok et al., 2014). Hal ini dikarenakan pertumbuhan
bakteri bersifat growth fast (cepat), tidak membutuhkan media atau ruangan yang
besar dan memiliki proses regenerasi yang sangat cepat (Megiandri, 2009).
Beberapa jenis bakteri yang mampu memproduksi PST yaitu ; Brevibacterium sp.,
Methylophilus sp., Acromobacter delvaevate, Acinetobacter calcoacenticu,
Aeromonas hydrophilla, Bacillus sp., Lactobacillus sp., Cellulomonas sp.,
Methylomonas sp., Pseudomonas sp., Rhodopseudomonas sp., dan
Flavobacterium sp. (Adedayo et al., 2011). Pawignya (2011) menjelaskan bahwa
setiap mikroorganisme yang mampu tumbuh menggunakan selulosa sebagai
sumber karbon maka berpotensi digunakan untuk membuat Protein Sel Tunggal.
Berikut ini beberapa mikroorganisme yang termasuk PST ;

Tabel 2.4 Mikroorganisme yang digunakan sebagai PST

Kelompok Contoh Mikroorganisme

Yeast Saccharomyces cerevisiae, Kluyveromyces lactis,
Candida utilis, dan Kluyveromyces marxianus
(Pawignya, 2011).

Bakteri Bacillus sp., Cellulomonas sp. (Sukumaran et al.,
2005), Acinobacter calceaceticus, dan Nocardia sp.
(Wulandari et al., 2012), serta Rhodobacter (Batubara,
2010).

Mikroalga Spirulina sp., Chlorella sp., dan Scenedesmus sp.
(Panggabean, 1998).
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Produk PST memiliki prospek yang cukup baik jika dikembangkan lebih
lanjut, hal ini dikarenakan produksinya tidak membutuhkan areal yang luas , tidak
menimbulkan limbah, dan proses produksinya cepat, reproduksi mikroorganisme
seperti bakteri dan khamir memberikan hasil yang lebih besar setiap jam,
sedangkan ganggang membutuhkan waktu kurang dari satu hari untuk
memproduksi PST (Bacha, 2000). Pemanfaatan PST dapat digunakan sebagai
pengganti protein dari sumber konvensional seperti hasil pertanian, perikanan, dan
peternakan (Ashok, 2014). Beberapa penelitian mengenai Pemanfaatan PST yang
telah berhasil dilakukan sebelumnya adalah Pembuata PST dari Limbah Nanas
dengan Proses Fermentasi yang dilakukan oleh Pawignya (2011), Optimasi
Produksi PST dari Bakteri yang terdapat pada Ikan Nila dan Ikan Kembung yang
dilakukan oleh Inuhan et al (2016) serta Produksi PST Spirulina sp. sebagai Super
Food dalam Upaya Penanggulangan Gizi Buruk yang dilakukan oleh Amanatin et
al (2015).

Bahan yang sering digunakan untuk memproduksi PST yaitu bahan yang
mengandung gula seperti yeast (Anupama dan Ravindra, 2000). Pemilihan yeast
yang digunakan dalam produksi PST harus memenuhi beberapa kriteria, antara
lain ; laju pertumbuhan, kemudahan pemeliharaan kultur, kesederhanaan medis,
dan kandungan protein serta kualitas gizinya. PST digunakan sebagai sumber
protein dan sumber vitamin B juga mineral sehingga harus memenuhi Kriteria
tersebut. Proses pembuatan PST dilakukan dengan fermentasi, merupakan
perubahan substrat menjadi bahan lain karena pengaruh aktivitas mikroba
(Ofodile, 2010). Beberapa faktor penting yang harus diperhatikan dalam proses
fermentasi yaitu; kadar gula, kebutuhan nutrisi, pH, temperatur, aerasi dan waktu
fermentasi. Kandungan protein kasar pada yeast berkisar 55% - 60% sebanding
dengan yang ada pada algae yaitu sebesar 60% sedangkan pada fungi berkisar
50% — 55% (Pawignya, 2011).
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Gambar 2.6 a) Koloni Saccharomyces cerevisiae b) Sel Saccharomyces cerevisiae
perbesaran 1000x (Department of Veterinary Disease Biology,
2011).

Mikroorganisme yang digunakan pada penelitian ini  adalah
Saccharomyces cerevisiae, yeast merupakan khamir kelas Ascomycetes yang
banyak mengandung protein, karbohidrat, dan lemak sehingga berpotensi sebagai
agen Protein Sel Tunggal (PST). Khamir ini mempunyai bentuk sel oval dan
sistem reproduksi berupa pertunasan multilateral. Tunas tersebut muncul disekitar
ujung sel (Masithoh, 2012). Sporanya berbentuk bulat atau oval dengan
permukaan halus (Fardiaz, 1992). Selain itu S. cerevisiae tidak bersifat toksik juga
mudah ditumbuhkan pada berbagai media dengan sumber karbon, nitrogen,
hidrogen, oksigen, sulfur, kalsium, vitamin, mineral serta air (Amaria et al .,
2001). Medium yang biasa digunakan menumbuhkan yeast tersebut yaitu Yeast
Extract Peptone Dextrose (YEPD) dan Yeast Extract Peptone Gliserol (YEPG)
(Goeddel, 1990; Purwitasari et al., 2004). S. Cereviceae mengandung vitamin B
kompleks dan mineral-mineral sehingga sangat baik dikonsumsi sebagai suplemen
makanan bagi manusia dan hewan (Tjokroadikoesoemo, 1986). Adapun

komposisi sel S. Cereviceae dapat dilihat pada tabel 2.6

Tabel 2.6 Komponen sel S.cereviceae (Fardiaz, 1992)

Komponen Jumlah (% berat kering)
Protein 39,0

Lemak 8,0

Polisakarida 34,1

Disakarida 5,0

Asam Nukleat 10,8
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BAB 3. METODE PENELITIAN

3.1 Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian dilaksankan di Laboratorium Mikrobiologi Jurusan Biologi
Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, Universitas Jember. Waktu
penelitian dimulai pada bulan Januari 2018 sampai Mei 2018

3.2 Alat dan Bahan

Alat yang digunakan dalam penelitian ini meliputi tabung reaksi, rak
tabung reaksi, cawan petri, jarum ose, gelas ukur, gelas Beaker, labu Erlenmeyer,
spatula, pipet mikro, pipet tetes, pipet volume, tip, falcon, corong, autoklaf,
shaker, sentrifuge, oven, lemari es, vortex, penangas air, Laminar Air Flow
(LAF), stirrer, inkubator, lampu bunsen, kapas, korek api, kertas tisu, kertas label,
spidol penanda, mikroskop, saringan, aluminium foil, pH meter, dan

haemocytometer.

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah kulit lunak buah kopi
(bagian epikarp) yang sudah dihaluskan dengan mesin selep, biakan Aspergillus
VTM1, garam fisiologis (NaCl), Medium Potato Dextrose Agar (PDA), Medium
Yeast Extract Peptone Dextrose (YEPD), reagen Somogyi dan Nelson, buffer

phospat, akuades, alkohol 70%, asam asetat, garam iodine, dan NaOH 2M.

3.3 Prosedur Penelitian
Prosedur penelitian ini dilakukan dalam 3 tahapan utama. Tahapan-
tahapan tersebut dirancang dalam bagan prosedur penelitian yang dapat dilihat

dibawah ini
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Persiapan Penelitian

Hidrolisis dan Produksi
Skala Besar

Produlksi Protein Sel

Tunggal

Peremajaan Aspergillus
sp. (VIM1) dan

Saccharomyces
cerevisiae

Optimasi hidrolisis
Kulit Buah Kopi oleh
kapang isolat VTM1

Penentuan Kongentrasi
hidrolisat dan waltu
Optimum pertumbuhan
PST

Penentuan kadar air
pembuatan substrat

jenuh air kulit buah kopi
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3.3.1 Persiapan Penelitian
a. Sub Kultur Aspergillus VTM1 dan Saccharomyces cerevisiae

Peremajaan dilakukan dengan cara mengambil satu ose isolat kemudian
diinokulasikan pada 5 ml PDA dalam tabung reaksi, setelah itu diinkubasi selama
3 hari pada suhu 30°C sebagai stok isolat kapang.

1 ose isolat yeast diinokulassikan ke dalam 10 ml YEPD pada petridish
dengan cara streak plate kemudian diinkubasi selama 72 jam dengan suhu 30° C.
Selanjutnya di subkultur 1 ose isolat ke dalam media YEPD miring pada tabung
reaksi dan diinkubasi selama 72 jam dengan suhu 30° C sebagai stok isolat
Khamir.

b. Persiapan Substrat Alkali Ekstrak Kulit Buah Kopi

Kulit buah kopi didapat dari Pusat Penelitian Kopi dan Kakao di
Jenggawah, Jember berupa kulit kering. Kulit Buah Kopi tersebut dihaluskan
dengan cara di giling dengan mesin penggilingan sampai diperoleh serbuk kulit
buah kopi yang halus. Selanjutnya proses pembuatan substrat alkali ekstrak
dilakukan dengan cara mensuspensikan 100 gr bubuk kulit kopi dan dihidrolisis
menggunakan 80 gr NaOH 2M vyang dilarutkan dalam aquadest 1000 ml.
Selanjutnya hasil dari proses tersebut dihomogenkan menggunakan magnetic stire
selama 24 jam. NaOH berperan sebagai delignificat, senyawa ini merusak struktur
lignin pada bagian klistalin dan amorf. lon OH" dan NaOH memutus ikatan-ikatan
struktur dasar lignin, sedangkan ion Na* akan berikatan dengan lignin membentuk
Natrium Fenolat (lebih mudah larut). Setelah 24 jam dilakukan pengaturan pH
hingga mencapai 7 dengan menambahkan CH3sCOOH sedikit demi sedikit. Hasil
hidrolisis difiltrasi menggunakan kertas saring hingga diperoleh filtrat. Filtrat
diekstraksi dengan etanol dengan perbandingan 6 : 4. Selanjutnya dilakukan
sentrifugasi hingga terbentuk supernatan dan pellet, supernatan dibuang

sedangkan pellet dikeringkan pada suhu 50°C.
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c. Penentuan Kadar air dalam pembuatan Substrat jenuh air

Kulit buah kopi ditimbang sebanyak 5 gram yang kemudian dimasukkan
kedalam kantong teh dan direndam didalam aquadest selama 30 menit. Kantong
yang berisi kulit buah kopi digantung hingga air tidak menetes lagi kemudian
ditimbang untuk mengetahui berat basahnya. Selanjutnya kulit buah kopi dioven
pada suhu 50°C selama 6 jam dan ditimbang, kemudian dioven kembali pada suhu
50°C selama 6 jam dan ditimbang, sampai hasil yang didapatkan konstan untuk
mengetahui berat kering. Selisih antara berat basah dan berat kering merupakan
kadar air kulit buah kopi (Kurniawati,2016).

Setelah itu dilakukan pembuatan substrat kulit kopi jenuh air dengan cara
sebanyak 10 gram substrat kulit kopi dimasukkan kedalam Erlenmeyer 200 ml
kemudian ditambahkan air sesuai kadar air yang telah dihitung. Selanjutnya
dilakukan sterilisasi pada substrat tersebut menggunakan autoklaf pada suhu
121°C selama 25 menit.

d. Pembuatan Kurva Kepadatan Spora

Kapang ditumbuhkan pada media agar kulit buah kopi alkali 0.1%. Media
agar kulit buah kopi alkali 0.1% dibuat dengan mencampurkan 0.1 gram ekstrak
alkali dan 1.7 gram agar dalam 100 mL akuadest diatas hot plate hingga larut.
Media disterilisasi dan diinkubasi selama 3 hari. Satu ose isolat kapang umur 3
hari yang telah diremajakan diinokulasikan pada media agar kulit buah kopi alkali
0.1% dan diinkubasi selama 7 hari pada suhu 30°C. Setiap 24 jam dilakukan
perhitungan spora dengan menambahkan 1 mL aquadest pada tabung biakan dan
dikerik menggunakan ose kemudian dituang kedalam 9 mL aquadest steril,
kemudian jumlah spora dihitung menggunakan haemocytometer dengan rumus:

S=

n
LEXhXd

X 10°?

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 (107)

10° = volume suspense yang diambil (uL)
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e. Pembuatan Kurva Standart Glukosa dan Populasi Yeast

Sebanyak 0.01 gram glukosa dilarutkan dalam aquadest hingga 1000 ml.
Perlakuan ini merupakan larutan standart dengan konsentrasi 100 pg/ml. Kurva
standart ini menggunakan pengenceran dengan konsentrasi 20, 40, 60, 80, 100
pg/ml, kemudian ditambah 0.5 ml reagen Somogyi pada masing — masing tabung
dan dipanaskan pada penangas air selama 15 menit. Kemudian didinginkan dan
ditambah 0.5 ml reagen Nelson dan 2.5 ml aquadest. Masing — masing larutan
diukur absorbansinya pada panjang gelombang 500 nm. Kurva standart dibuat
dengan membuat grafik hubungan antara kadar glukosa dengan absorbansi gula
reduksi hasil hidrolisis.

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. 1 ose isolat yeast diinokulasikan ke dalam
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 Saccharomyces cerevisiae sebagai berikut:

Kontrol : 0 pL suspensi yeast + 1000 uL YEPD cair tanpa inokulum

Pengenceran 5X  : 200 pL suspensi yeast + 800 uL YEPD cair tanpa inokulum
Pengenceran 4X  : 400 pL suspensi yeast + 600 puL YEPD cair tanpa inokulum
Pengenceran 3X  : 600 pL suspensi yeast + 400 uL YEPD cair tanpa inokulum
Pengenceran 2X  : 800 pL suspensi yeast + 200 uL YEPD cair tanpa inokulum

Tanpa Pengenceran : 1000 uL suspensi yeast

e. Pembuatan Reagen Somogyi dan Nelson

Reagen Somogyi dan Nelson digunakan untuk menganalisis gula reduksi
ekstrak kasar enzim. Pembuatan Reagen Somogyi menggunakan 4 jenis larutan.
Larutan 1 terdiri dari 24 gram Na>SOz dan 12 gram Potassium Sodium yang
dilarutkan dalam 240 ml aquades, larutan 2 terdiri dari 1 gram CuS0O4.5H20 yang
dilarutkan dalam 40 ml aquades kemudian ditambahkan 16 gram Na>HCO:s.

Larutan 3 merupakan hasil campuran dari larutan 1 dan 2, sedangkan untuk
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larutan 4 dibuat dengan melarutkan 180 gram Na>SO4 ke dalam 300 ml aquades
sambil dipansakan hingga mendidih. Setelah itu larutan 3 dan 4 dicampurkan
dengan aquades hingga volumenya mencapai 1000 ml. Reagen ini diinkubasi pada
suhu 37°C selama 24 jam dalam botol gelap, setelah 24 jam reagen ini
diinkubasikan pada suhu 20°- 40°C.

Reagen Nelson dibuat dengan cara mencampurkan 2 jenis larutan. Larutan
1 dibuat dengan melarutkan 50 gram (NH4)sM07024.4H>0 (Ammonium
heptamolybdate) dalam 500 ml aquadest dan ditambahkan 46 ml sulfanic acid.
Larutan kedua dibuat dengan melarutkan 6 gram NaHSO4.7H.O dalam 25 ml
aquades. Kemudian kedua larutan tersebut dicampurkan dan ditambah aquadest
hingga volume mencapai 1000 ml. Inkubasi reagen ini sama halnya dengan reagen
sebelumnya yaitu pada suhu 37°C selama 24 jam dalam botol gelap, selanjutnya
diinkubasi pada suhu 20°- 40°C.

3.3.2 Hidrolisis Kulit Kopi oleh Aspergillus VTM1
a. Optimasi Hidrolisis Kulit buah kopi oleh Isolat VTM1

Optimasi ini dilakukan dengan menginokulasi 1 ml suspensi Aspergillus
sp. VTML1 yang telah diinkubasi sesuai dengan waktu inkubasi kepadatan spora
pada 10 gram substrat kulit buah kopi. Kemudian diinkubasi pada suhu 30°C
selama 7 hari dengan pemanenan gula reduksi setiap hari mulai hari ke-1 hingga
hari ke-7. Hidrolisat yang didapatkan kemudian dianalisis gula reduksi
menggunakan Somogyi-Nelson. Kemudian hasil gula reduksi yang diperoleh
dibandingkan dengan kurva standart glukosa yang telah dibuat sebelumnya.
Optimasi hidrolisis dilakukan untuk mengetahui waktu terbaik yang dibutuhkan

kapang dalam menghasilkan gula reduksi.

b. Hidrolisis Kulit buah Kopi oleh Isolat VTM1
Sebanyak 10 gram substrat kulit buah kopi jenuh air steril diinokulasikan
dengan kapang Aspergillus sp. VTML1 yang selanjutnya dilakukan inkubasi pada

suhu 37°C dengan waktu inkubasi terbaik yang telah dilakukan sebelumnya pada
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optimasi hidrolisis kulit buah kopi, kemudian substrat disterilkan menggunakan

autoclave, setelah itu dilakukan pemanenan hidrolisat hasil hidrolisis.

c. Pemanenan Hidrolisat

Pemanenan dilakukan menggunakan penambahan 0,01% Na azide dan 1%
NaCl kedalam hidrolisat dengan perbandingan 1:4. Kemudian dilakukan shaker
selama 6 jam untuk dihomogenkan. Selanjutnya difiltrasi menggunakan kaca
Buchner filter corong hingga diperoleh hidrolisat hasil fermentasi kulit buah kopi.
Hidrolisat tersebut disentrifugasi dengan kecepatan 4000 rpm selama 10 menit
untuk memisahkan filtrat dari pellet yang masih tersisa, kemudian difilter
menggunakan pore filter (Kurniawati,2016).

d. Analisis Gula Reduksi dengan metode Somogyi Nelson

Perhitungan gula reduksi awal dilakukan dengan cara menambahkan 0,5
ml reagen somogyi ke dalam 0,5 ml hidrolisat, reagen tersebut berfungsi sebagai
senyawa yang direduksi kemudian dididihkan pada penangas air selama 15 menit.
Setelah dingin, ditambahkan pula reagen Nelson 0,5 ml, selanjutnya ditambahkan
aquades 2,5 ml dan diukur nilai absorbansi dengan spektrofotometer pada panjang
gelombang 500 nm. Data absorbansi diplot pada persamaan regresi linear yang
diperoleh dari kurva standart glukosa yang nantinya dibandingkan dengan larutan

standart glukosa.

3.3.3 Produksi Saccharomyces cerevisiae. pada Media Hasil Hidrolisat Kulit
Kopi
a. Penentuan Konsentrasi Hidrolisat Kulit Buah Kopi dan Optimasi Waktu
Pertumbuhan Saccharomyces cerevisiae

Sebanyak 1 ose koloni Saccharomyces cerevisiae diinokulasikan pada 20
ml YEPD cair kemudian dishaker 120 rpm selama 72 jam sampai media menjadi
keruh. Selanjutnya diambil 100 pl dari kultur dan diinokulasikan pada 50 ml
hidrolisat kulit kopi steril yang telah dilakukan pengenceran 2x, 3x, 4x, dan 5x
dari konsentrasi awal dengan 2x pengulangan. Kultur Saccharomyces cerevisiae

diinkubasi shaker 120 rpm selama 72 jam pada suhu kamar. Setiap interval 6 jam
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dilakukan pengambilan sampel sebanyak 1 ml kemudian dilakukan pengukuran

jumlah sel Saccharomyces cerevisiae.

b. Perhitungan Jumlah Populasi Saccharomyces cerevisiae dan Analisis
Penggunaan gula dalam pertumbuhannya

Perhitungan ini dilakukan dengan cara memasukkan 100 pl sampel kultur
Saccharomyces cerevisiae pada variasi konsentrasi dan waktu inkubasi ke dalam
media YEPD 900 pl dengan 2x pengulangan. Setelah itu suspensi sel pada media
YEPD dihomogenkan dan dengan cepat diukur absorbansinya menggunakan
spektrofotometer pada panjang gelombang 600 nm. Selanjutnya dilakukan
perhitungan jumlah sel menggunakan persamaan yang didapatkan pada
pembuatan kurva standart hubungan Saccharomyces cerevisiae pada panjang
gelombang 600 nm dengan populasinya pada haemocytometer.

Sampel kultur Saccharomyces cerevisiae pada variasi konsentrasi dan
interval jam disentrifugasi 10.000 rpm selama 5 menit untuk memisahkan filtrate
dari sel. Kemudian 50 pl filtrat ditambah aquadest 450 pl kemudian ditambahkan
0.5 ml reagen Somogyi yang berfungsi untuk menghentikan reaksi enzimatis dan
kemudian dididinkan pada penangas air selama 15 menit. Setelah dingin,
ditambahkan reagen Nelson 0.5 ml yang berfungsi mengikat gula reduksi hasil
hidrolisis substrat. Kemudian ditambahkan aquadest 2.5 ml dan diukur nilai
absorbansinya dengan spektrofotometer pada panjang gelombang 500 nm. Data
absorbansi dimasukkan pada persamaan regresi linear yang diperoleh dari kurva
standart glukosa kemudian dibandingkan dengan larutan standart glukosa
(Mahmuda, 2016).
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BAB 5. PENUTUP

5.1 Kesimpulan

Isolat VTM 1 (Aspergillus sp.) mampu menghidrolisis substrat kulit buah
kopi dapat dilihat dari hasil optimasi produksi enzim yaitu aktivitas enzim paling
tinggi optimum pada inkubasi hari ke-4 dengan jumlah gula reduksi sebesar 17,25
ug/ml. Gula reduksi yang digunakan sebagai sumber karbon, terbukti
dimanfaatkan oleh PST untuk pertumbuhannya dengan adanya peningkatan
jumlah sel seiring dengan menurunnya jumlah gula reduksi yang terdapat dalam
hidrolisat. Konsentrasi tertinggi pertumbuhan PST pada hidrolisat kulit buah kopi
yaiu pada tanpa pengenceran dengan waktu optimum inkubasi jam ke-42 dengan
jumlah 2,2 x107 sel/ml.

5.2 Saran

Sebaiknya untuk penelitian selanjutnya ditambahkan metode penambahan
nutrisi untuk lebih dari satu jenis mikroorganisme yang akan tumbuh pada
medium hasil hidrolisis, sehingga dapat secara maksimal mendukung

pertumbuhan dari mikroorganisme tersebut.
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LAMPIRAN

Lampiran A. KOMPOSISI MEDIA

A.1 Komposisi Media Potato Dekstrosa Agar (PDA)

No

Bahan Jumlah/ Liter

1
2
3
4

Kentang 200 gram
Dekstrosa 10 gram
Agar 17 gram
Akuades 1000 ml

Cara pembuatan media PDA:
1.
2.

Menyiapkan beaker glass yang telah berisi akuades 1000 ml di atas hot plate
Menyiapkan bahan-bahan yang telah ditimbang sebelumnya. Untuk kentang
yang telah dikupas, dipotong kecil seperti dadu.

Memasukkan potongan dadu kentang ke dalam akuades yang telah mendidih
dan aduk sesekali. Setelah mendidih, dibiarkan selama 15 menit. Hal ini
bertujuan meluruhkan sari-sari kentang.

Menyaring sari kentang ke dalam beaker glass yang baru. Setelah itu,
dekstrosa dan agar dimasukkan ke dalam sari kentang tersebut.

Memanaskan sari kentang yang telah tercampur dengan dekstrosa dan agar,
sambil terus diaduk hingga mendidih.

Mengangkat medium yang sudah mendidih dan memasukkannya ke dalam
tabung reaksi menggunakan pipet volume. Untuk media PDA miring,
medium yang digunakan sebanyak 5 ml dalam setiap tabung reaksi.
Sedangkan untuk media PDA dalam cawan petri, medium yang digunakan
sebanyak 10 ml dalam setiap tabung reaksi. Setelah dingin, mulut tabung
ditutup menggunakan kapas.

Melakukan sterilisasi medium menggunakan autoclave pada tekanan 15 Ibs
atau 1 atm, suhu 121 °C selama 15-20 menit.

Medium didiamkan selama beberapa menit (hangat-hangat kuku). Setelah itu,

untuk media PDA miring, medium diletakkan secara miring dan untuk media
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PDA agar dalam cawan petri, medium dituang ke dalam cawan petri secara

aseptis dan dibungkus menggunakan kertas dorslag.

A.2 Komposisi Media Yeast Ekstract Pepton Dextrose (YPD)

No Bahan Jumlah/ Liter

1 Yeast 0.025 gram

2 Pepton 0.05 gram

3 Dektrosa 0.03 gram

4 Akuades 1000 mi

A.3 Komposisi Media Yeast Extract Pepton Dextrose Agar (YPDA)

No Bahan Jumlah/Liter
1 Yeast 0.225 gram
2 Pepton 0.45 gram

3 Dektrosa 0.45 gram

4 Agar 0.3375 gram
5 Akuades 1000 mi

Cara pembuatan media YEPD broth dan agar:

1. Menyiapkan beaker glass yang telah berisi akuadees 1000 ml di atas hot
plate.

2. Menyiapkan bahan-bahan yang telah ditimbang sebelumnya. Penambahan
agar berlaku untuk pembuatan media YEPD agar, sedangkan untuk YEPD
broth tidak ditambahkan agar.

3. Memasukkan bahan ke dalam akuades dan diaduk hingga mendidih.

4. Mengangkat medium yang sudah mendidih dan memasukkannya ke dalam

tabung reaksi menggunakan pipet volume. Untuk media YEPD miring,
medium yang digunakan sebanyak 5 ml dalam setiap tabung reaksi.
Sedangkan untuk media YEPD dalam cawan petri, medium yang digunakan
sebanyak 10 ml dalam setiap tabung reaksi. Setelah dingin, mulut tabung

ditutup menggunakan kapas.
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5. Melakukan sterilisasi medium menggunakan autoclave pada tekanan 15 Ibs
atau 1 atm, suhu 121 °C selama 15-20 menit.

6. Medium didiamkan selama beberapa menit (hangat-hangat kuku). Setelah itu,
untuk media YEPD miring, medium diletakkan secara miring dan untuk
media YEPD agar dalam cawan petri, medium dituang ke dalam cawan petri

secara aseptis dan dibungkus menggunakan kertas dorslag.

Lampiran B. KOMPOSISI REAGEN SOMOGYI-NELSON
B.1 Komposisi Reagen Somogyi

No Bahan Jumlah/Liter
1 Na.COs 24 gram

2 C4HsKNaOgH.0 12 gram

3 NaHCO3 16 gram

4 CuS04.5H20 10 % 40 ml

5 Na2S04 180 gram
6 Akuades 1000 ml

B.2 Komposisi Reagen Nelson

No Bahan Jumlah/Liter
1 (NH4) M07024 50 gram

2 H2SO04 46 gram

3 NaHSOs . 7TH20 6 gram

4 Akuades 1000 ml
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Lampiran C. KURVA STANDART GLUKOSA

C.1 Tabel Standart Glukosa

43

Konsentrasi (pg/ml) ABS (500 nm)
0 0
20 0,028
40 0,091
60 0,176
80 0,205
100 0,271

C.2 Kurva Standart Glukosa

Kurva Standart Glukosa

0,3

/ y=0,002x-0,012

0,25 / R2=0,983
0,2 /
0,15

- / —¢— Absorbansi
0,05

0] 20 40 60 80 100

Absorbansi (A 600 nm)

Konsentrasi (ug/ml)
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Lampiran D. KURVA STANDART POPULASI PST

D.1 Tabel Standart Populasi PST

ABS (600 nm) Populasi PST x10° (sel/ml)
0 0
0,078 1,25
0,138 1,4325
0,243 1,995
0,302 2,7675
0,407 4,145

D.2 Kurva Standart Populasi PST

Hubungan Populasi Sel PST dan Absorbansi

4,5

4 /‘9
:E‘ 3,5 y=9,208x + 0,139
= 3 —— R? = 0,959
::" 2,5 /
=
=\ 2
=21% +—Jumlah sel
R
)
2 05 =

0 / T T T T 1

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

Absorbansi (# 600 nim)
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