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Produksi Ensim Selulase /ndustrial Grade Berbasis Substrat Limbah Kulit Eksokarpa Buah Kopi

RINGKASAN

Limbah kulit eksokarpa kopi (LKEK) dari buah kopi merupakan limbah padat yang melimpah
selama produksi biji kopi. Dilaporkan, Indonesia sebagai negara pengekspor terbesar ke 4 dunia
(Sumber: International Coffee Organization, data Januari 2017). Sedangkan limbah kulit kopi yang
dihasilkan hingga 81 juta ton rata-rata pertahun. Setiap pengolahan 1 ton buah segar kopi akan
dihasilkan sebanyak 0.45 ton LKEK. Biomasa LKEK merupakan limbah potensial dengan
kandungan polimer karbohidrat hingga 40-45% dengan komposisi dari selulosa lebih dari 30%.
LKEK telah dimanfaatkan sebagai bahan pupuk organik, biogas, selulase/biomethane, namun
demikian sebagian besar masih tidak termanfaatkan sehingga dibakar, dibuang ke badan sungai
dan ditumpuk hingga menjadi polutan. Melihat banyaknya jumlah perkebunan kopi (di kelola oleh
rakyat dan PT Perkebunan Nusantara XII) di wilayah Besuki (Jember, Banyuwangi, Bondowoso,
dan Situbondo) maka perlu dilakukan upaya pemanfaatan lainnya. Melalui biokonversi, biomasa
LKEK diharapkan akan menjadi material berguna dan akan meningkatkan nilai tambah LKEK.
Lima (5) isolat mikroorganisma selulolitik yaitu terdiri atas 4 isolat (VITM1, VIMS5, VTM6, VT12
tergolong Aspergillus sp.) dan 1 isolat VM9 termasuk Pestalotiopsis sp. telah diuji mampu hidup
dengan memanfaatkan sumber karbon dan nitrogen dari beberapa limbah pertanian termasuk
limbah kulit kopi. Hasil penelitian sebelumnya (2014-2017) menunjukkan ke 5 isolat tersebut
mampu memanfaatkan substrat limbah organik tandan kosong kelapa sawit dan kulit kopi bagian
eksokarpa tanpa ada penambahan nutrisi apapun. Melalui proses solid state fermentation (SSF),
isolat VMY telah terbukti dapat menghasilkan selulase yang cukup tinggi dengan yield 0.13% dan
477 fold. Mengingat sumber selulosa LKEK yang tinggi maka dimungkinkan biomasa tersebut
dapat dijadikan sebagai sumber substrat yang murah untuk memproduksi ensim selulase industrial
grade. Melalui skema Penelitian Strategis Nasional Institusi, penelitian diusulkan selama 3 tahun,
hasil yang dicapai di TAHUN 1 adalah: a) draft paten proses produksi selulase berbasis LKEK
yang telah di submit ke Pusat HKI LPP UNIVERSITAS JEMBER (Lampiran A), dan b) Draft
Publikasi ditujukan ke Jurnal Internasional terindeks bereputasi (LAMPIRAN B)

Kata kunci : limbah kulit eksokarpa buah kopi, selulase, purifikasi
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BAB I
PENDAHULUAN

Kebutuhan ensim dalam negeri dan dunia selau meningkat mengingat penggunaan akan
ensim mencakup di banyak sektor terutama industri, obat dan kesehatan, pangan, dan pertanian.
Diperkirakan permintaan kebutuhan akan selalu naik 4.6% sejak tahun 2016 sampai dengan
tahun 2020 hingga mencapai nilai transaksi 7.2 Milyar USD (http://www.prnewswire.com/news-
releases/the-freedonia-group-world-enzyme-demand-to-reach-72-billion-300290651.htmly ~ bahkan
pasar ensim akan selalu naik hingga peningkatan 8% sampai dengan tahun 2024 yaitu akan
mencapai nilai 10.7 Milyar USD (http://www.crossroadstoday.com/story/34915797/enzyme-
market-to-reach-107bn-by-2024). Kebutuhan akan bahan ensim di dalam negeri perlu adanya
usaha-usaha untuk memenuhinya. Hal ini telah dilaporkan oleh pemerintah bahwa kebutuhan
ensim nasional cenderung meningkat setiap tahunnya, hingga mencapai 2.500 ton dengan nilai
impor sekitar 200 Milyar Rupiah pada tahun 2017, dengan laju pertumbuhan volume 5-7% per
tahun (http://www.ristekdikti.go.id/kemandirian-produk-ensim-indonesia/). Suatu nilai yang cukup
besar untuk mendorong upaya kemandirian dalam memproduksi ensim nasional mengingat
potensi sumberdaya alam seperti plasmanutfah dan biomasa di Indonesia sangat beragam
sehingga kemandirian produksi ensim nasional adalah sangat memungkinkan.

Salah satu strategi untuk memproduksi ensim selulase dapat dilakukan melalui
pemanfaatan biomasa sebagai substrat mikroorganisme selulolitik dari spesies kapang atau
bakteri. Selama proses tumbuh dan berkembang, mikroorganisma tersebut akan menghasilkan
selulase yang diperlukan untuk memecah substrat komplek selulosa menjadi polimer
karbohidrat sederhana yaitu dari oligosakarida sampai dengan monomer gula (monosakarida).
Polimer sederhana tersebut dibutuhkan oleh mikroorganisme tersebut dalam proses
metabolism. Proses tersebut dapat dilakukan melalui proses fermentasi yang diinokulasi
dengan mikroorganisma selulolitik yaitu jamur atau bakteri selulolitik.

Berbagai biomasa yang dimaksud dapat berasal dari berbagai limbah pertanian, yaitu salah
satunya limbah berserat tinggi kaya selulosa atau hemiselulosa seperti kulit biji kopi. Kulit kopi
mengandung material selulosa yang cukup tinggi yaitu berkisar 30% (Avallone et al., 2000).
Ketersedian limbah padat kulit kopi di Indonesia sangatlah melimpah mengingat Indonesia
sampai tahun 2017 ini merupakan negara terbesar ke empat produsen dan penghasil kopi dunia
setelah Brasilia, Vietnam dan Columbia (http://www.ico.org/prices/po-production.pdf). Setiap
tahun sekitar 8.1 juta ton kulit kopi yang merupakan hasil samping selalu ada ketersediannya.

Namun demikian pemanfaatan kulit kopi tersebut belumlah optimal dan belum mempunyai
4
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nilai ekonomis yang berarti. Pada umunya hanya ditimbun dan dibuang di sekitar lahan kebun
kopi yang diharapkan akan menjadi humus dan sebagai suplemen pupuk organik. Strategi
pemanfaatan limbah kulit kopi sebagai media atau substrat dalam proses produksi ensim
khususnya selulase merupakan peluang yang menjanjikan dan akan berdampak pada biaya
proses produksi skala industri yang murah (low cost production) mengingat ketersedian limbah
yang sangat melimpah dan murah, ramah lingkungan karena kulit kopi adalah limbah organik,
dan pada akhirnya juga akan menekan harga ensim selulase yang dapat bersaing dengan harga
impor dalam negeri ataupun dapat bersaing dengan harga selulase untuk peluang ekspor.

Hasil penelusuan paten yang ditemukan dari US Patent Office yang berjudul “Purification
of Celulase” (3,251,750, Patented May 17, 1966) tentang penemuan berhubungan dengan
metode baru untuk menyiapkan purifikasi (pemurnian) selulase yang sangat bagus dari koji
dedak gandum yang diinokulasi dengan mikroorganisme Black Aspergillus, seperti Aspergillus
niger. Selanjutnya, telah dipatenkan “Method for Cellulase Production” (US 8,093,019 B2)
yaitu mengenai proses fermentasi menggunakan karbohidrat hemiselulosa untuk memproduksi
campuran selulase dengan proporsi selulase yang tinggi relatif terhadap hemiselulase. Paten
lain yang berjudul “Process for producing cellulolytic enzymes” (US 4762788 A) adalah
berhubungan dengan penemuan menyangkut proses pembuatan ensim selulolitik dengan
fermentasi menggunakan Trichoderma reesei. Invensi yang berjudul “Aspergillus fumigatus
Cellulolytic Enzyme Compositions and Uses Thereof’ dengan nomor US 20140234914 Al
mengupas tentang produksi ensim selulolitik yang berasal dari Aspergillus fumigatus. Paten
lain yang berjudul “Purification of cellulase” dengan nomor US 3251750 A melindungi tentang
purifikasi selulase. Namun demikian, hasil penelusuran menunjukkan bahwa belum
diketemukan adanya paten produksi ensim selulase yang diproduksi dengan memanfaatkan
biomasa kulit biji kopi, khususnya kopi jenis robusta. Berdasar alasan-alasan yang dijelaskan,
maka dalam pnelitian ini akan diteliti mikroorganisme potensial penghasil selulase yaitu terdiri
atas 4 isolat (VIM1, VTMS, VIM6, VT12 tergolong Aspergillus sp.) dan 1 isolat VM9 termasuk
Pestalotiopsis sp. berbasis substrat limbah kulit eksokarpa kopi.

a. Tujuan dan Sasaran

Di Indonesia, kebutuhan akan ensim di berbagai sektor selalu meningkat dari tahun ke tahun.
Namun, sedikitnya produksi ensim di Indonesia menyebabkan Indonesia selalu bergantung
dengan cara impor. Sedikitnya produsen ensim lebih dikarenakan melibatkan material dan
proses produksi yang mahal, namun juga dikarenakan minimnya penguasaan teknologi serta

proses produksi. Oleh karena itu, melihat banyaknya mikroorganisme potensial penghasil
5
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ensim dan bahan baku yang tersedia (limbah kulit kopi), maka penelitian ini mempunyai tujuan

dan manfaat sebagai berikut.

1. Optimasi dan peningkatan efisiensi produksi ensim selulase berbasis limbah LKEK
yang siap dijadikan bahan baku sebagai selulase dengan memanfaatkan 5
mikroorganisme yang telah didapatkan dari penelitian sebelumnya; dan

2. Peningkatan produksi ensim selulase industrial grade

b. Manfaat dan Urgensi Penelitian

LKEK yang sangat melimpah sepanjang tahun merupakan biomasa yang potensial yang perlu
dikaji pemanfaatannya dan tidak menyebabkan isu atau problematik lingkungan. Melalui
penelitian ini yaitu proses biokonversi LKEK menjadi selulase merupakan salah satu
pengembangan model dalam proses penanganan limbah yang berwawasan lingkungan dan
mempunyai nilai secara ekonomis, serta merupakan terobosan green teknologi dalam

memproduksi selulase.

c. Rencana Target Capaian Tahunan
Sebagaimana penjelasan sebelumnya maka dapat dirumuskan rencana target capaian atau

luaran tahunan dalam usulan penelitian dapat dilihat dalam Tabel 1.1 sebagaimana berikut.

Tabel 1.1 Rencana Target Capaian Tahunan

A Indikator Capaian
N J L
i} enis Luaran TSD TS+ TS0
1 Publikasi ilmiah Internasional draft submitted accep t{zd g
published
S Nasional tidak accepted atau
2 [pblikasi terakreditasi QElim ety g published
3 Pemakalah dalam temu ilmiah | Internasional terdaftar sudah dilaksanakan di L
ilaksanakan
4 HaleK ckayaan Intelekmal Paten draft terdaftar terdaftar
(HKI)
5 | Tingkat Kesiapan Teknologi (TKT) 4 5] 6

Seperti yang ditampilkan dalam Tabel 1.1, rencana target capaian/luaran yang dijanjikan di
penelitian ini adalah 1 publikasi pada jurnal internasional, 1 seminar internasional serta pada
sampai tahun ke 3 sebagai tambahan direncanakan 2 penyusunan dan pengusulan paten yang
sudah terdaftar. Diakhir tahun pertama penelitian diharapkan sudah ada satu draft artikel jurnal
internasional, sehingga pada tahun ke 3 publikasi akan dapat tercapai. Dan pada tahun pertama juga
akan dilakukan submission untuk mengikuti forum temu ilmiah (konferensi) internasional sehingga
pada tahun kedua target pelaksanaannya akan tercapai pada tahun kedua. Dengan pola yang sama

target luaran /capaian tahun ketiga akan dipersipakan di tahun kedua pelaksanaan penelitian.

6
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Sebagai luaran tambahan, hasil penelitian ini akan didaftarkannya 2 HKI (paten) dua proses
produksi industrial grade ensim (selulase). Analog dari keberhasilan penelitian ini, maka dapat
diterapkan biomasa limbah pertanian lainnya sebagai sumber yang berdayaguna dan ramah
lingkungan sebagai sumber-sumber untuk mendukung produksi ensim khususnya dalam skala

industri.
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BAB II
TINJAUAN PUSTAKA

Secara umum struktur buah kopi terdiri dari 4 bagian yaitu lapisan kulit luar
(eksokarpium), daging buah (mesokarpium), kulit tanduk (parchment), dan biji (endosperm).
Kulit lunak buah kopi merupakan gabungan antara antara kulit luar (eksokarpium) dan daging

buah (mesokarpium)

Gambar 2.1. Struktur buah kopi. 1. Pusat pemotongan (center cut), 2. Bean (endosperm), 3.
Testa / epidermis biji, 4. parchment / kulit tanduk (endokarpium), 5. Lapisan pektin, 6 daging
buah (mesokarpium), 7. outer skin (eksokarpium) (Yesuf, 2010).

Kulit lunak buah kopi merupakan salah satu limbah (Limbah Kulit Eksokarpa Kopi /
LKEK) pengolahan buah kopi yang sangat melimpah. Dalam proses pengolahan buah kopi,
dihasilkan sekitar 45 % kulit lunak, 10 % lendir, 5 % kulit ari, dan 40 % biji kopi (Pamungkas,
2008). Limbah hasil pengolahan berupa kulit memiliki persentase yang sangat tinggi pada
proses ini, pada setiap 2 ton pengolahan buah kopi akan dihasilkan sekitar 1 ton kulit lunak

buah kopi (Padmapriya et al., 2013).

Kulit lunak buah kopi mengandung berbagai komponen diantaranya dijelaskan pada

beberapa tabel berikut ini:

Tabel 2.1.Komposisi kimia kulit lunak buah kopi (Elias, 1979)

komposisi Kulit kopi segar (%) Dikeringkan (%)
Kelembaban 76,7 12,6

Material kering 23,3 87,4

Ekstrak eter 0,48 2.5

Crude proteinss 2,1 11,2

Abu 1,5 8,3

Ekstrak nitrogen bebas 15,8 44.4
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Tabel 2.2 Komponen senyawa organik yang lainnya pada kulit lunak buah kopi (Elias, 1979)

komposisi % Berat kering
Tannin 1,80-8,56
Total substansi pectin 6,5

Gula reduksi 12,4

Gula nonreduksi 2,0

Kafein 1,3

Asam Klorogenik 2,6

Total asam kafein 1,6

Tabel 2.3 Komposisi polisakarida (% berat kering) kulit lunak buah kopi (Pefialoza et al., 1985)

Hemiselulosa 0,98
Selulosa 18,65
Lignin 12,20

Selain kandungan polisakarida yang berupa hemiselulosa, selulosa dan lignin yang
tinggi. Kulit lunak buah kopi juga mengandung C:N rasio yang tinggi pula. Menurut Corro et
al. (2013) C:N rasio pada kulit lunak buah kopi adalah sebesar 57,2, padahal menurut Zhang
et al. (1999) dekomposisi akan lebih optimum ketika suatu media memiliki C:N ratio berkisar

25 -35.

Fungi merupakan organisme heterotrof sehingga membutuhkan senyawa organik dari
organisme lain sebagai sumber nutrisinya. Kelompok organisme ini ada yang mampu
memanfaatkan materi organik dari organisme yang telah mati atau yang disebut sebagai
saprofit. Beberapa diantaranya juga mampu menyerap materi noraganik dari organisme yang
hidup dan menimbulkan penyakit atau biasa disebut fungi parasit. Fungi saprofit merupakan
jenis fungi yang sering dimanfaatkan dalam dunia industri fermentasi industri pembuatan

minuman beralkohol ataupun memproduksi penicillin (Pelczar, 1981).

Salah satu fungi berfilamen saprofit yang sering dimanfaatkan sebagai mikroorganisme
pada dunia industri fermentasi adalah genus Aspergillus. Genus Aspergillus sering digunakan
dalam dunia industri karena kemampuannya menghasilkan berbagai variasi enzim dengan
kuantitas yang besar. Struktur somatik dari genus Aspegillus secara umum terdiri dari hifa yang

bercabang, berseptat dan selnya biasanya besifat multinukleat (Alexopoulus, 1960).
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Konidia-

£
-+ 2" sterigma

1% sterigma
konidiospora’

Hifa berseptat

Gambar 2.2. Konidiospora dan hifa dari Aspergillus (Ashutosh Kar, 2008).

A. niger sering disebut sebagai black mold dan tersebar luas dari area artik sampai daerah
tropis. 4. niger merupakan fungi yang tumbuh secara aerobik pada material organik. Jenis fungi
ini dapat tumbuh pada rentangan suhu yang luas yaitu 6-47 ° C, dengan suhu optimum
pertumbuhannya berkisar 35-37°C. A. niger juga dapat tumbuh pada rentangan pH yang relatif
luas yaitu berkisar dari 1,4-9,8 (Schuster ef al., 2002), A. niger memiliki warna dasar koloni
putih atau kuning dengan konidiospora tebal berwarna cokelat kehitaman. 4. niger ini mampu
tumbuh dengan cepat dan sering dimanfaatkan dalam dunia industri untuk produksi asam sitrat,
asam glukonat, dan pembuatan beberapa enzim seperti amilase, pektinase, amilase, pektinase,

amiloglukosidase, dan selulosa. (Inggrid & Suharto, 2012)

Secara makroskopis pada medium PDA (Potato Dextrose Agar) dengan suhu inkubsi 25
° C koloni 4. niger pada awalnya berwarna putih, kemudian secara berangsur-angsur berubah
drastis menjadi hitam. Panjang konidiospora yaitu 400-3000 um. Warna konidia adalah
kecoklatan hingga hitam, kasar dengan diameter 4-5 um (CMPT, 2007).

Berikut ini adalah klasifikasi A. niger :

Phylum : Eumycophyta
Class : Ascomycetes
Ordo : Aspergillales
Family : Aspergillaceae
Genus : Aspergillus
Spesies : Aspergillus niger

(Alexopoulus, 1960).

10
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[ ° =

Gambar 2.3. Struktur Mikroskopis 4. niger. (]5’Ha1ewyn & Chevalier, Tanpa Tahun)

Salah satu teknik untuk membedakan 4. niger dengan spesies lain pada genus
Aspergillus adalah dengan melihat ada tidaknya produksi karbon hitam atau spora yang sangat
gelap. Selain itu A. niger juga memiliki pertumbuhan yang relatif lambat pada medium czapek

agar (Raper, 1965).

Dalam segi keamanan, produk enzim A4. niger telah memperoleh validasi keamanan atau
GRAS (Generally Recognized As Safe) dari the United States Food and Drug Administration
and is excused from the Federal Food, Drug, and Cosmetic Act food additive tolerance
requirements. A. niger mampu memproduksi asam sitrat, asam glukonat dan berbagai enzim
seperti amylase, cellulase, amyloglucosidase, catalase, glucose oxidase, lipase and pectinase

yang secara umum dinyatakan aman (Schuster ef al., 2002).
Berikut ini adalah beberapa contoh enzim yang dihasilkan oleh 4. niger :

Tabel 2.3 Enzim ekstraseluler 4. niger

Enzim Ekstraseluler Keterangan Referensi
dari A. niger
Amilase 1. Produksi amilase melalui 1. (Hernandez et al., 20006)

cultivasi cair pada limbah
industri makanan
2. Produksi amilase melalui 2. (Abuetal., 2005)
campuran cultur 4. niger dan
Saccharomyces cerevvisae
pada sorgum

Feruloyl Esterase Over produksi Feruloyl (Record et al., 2003)
Esterase oleh 4. niger
Innulinase Optimasi produksi innulinase (Skowronek &
A. niger Fiedurek, 2004)
Lipase Produksi Lipase Oleh 4. (Olama & El-Sabaeny,
niger menggunakan 1993)(Olama & El-
fermentasi padat Sabaeny, 1993)
Mannanase Produksi mannase oleh A. (Ibrahim et al., 2012)

niger pada media sekam padi

11
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Enzim Ekstraseluler Keterangan Referensi
dari A. niger

Pektinase Produksi pektinase oleh A. (Oyeleke et al., 2012)
niger pada media limbah
tongkol jagung

Protease 1. Produksi protease dari 1. (Paranthaman et al.,
limbah air leri 2009)
menggunanakan fermentasi
padat 2. (Devi et al., 2008)

2. Karakterisasi dan purifikasi
protease dari A. niger

Selulase 1. Perbandingan produksi 1. (Sathyavrathan &
selulase dari 4. niger dan Krithika, 2013)
Trichoderma reesei
2. Produksi selulase oleh A. 2. (Baig & Saleem, 2012)
niger sekam padi dan serbuk
gergaji

3. Produksi selulase dari A.

niger pada temperatur dan

pH tertentu 3. (Sohail et al., 2009)
4. Optimalisasi produksi

selulase oleh A4. niger pada

media serbuk gergaji 4. (Acharya et al., 2008)
5. Produksi selulase pada media

tongkol jagung oleh A4. niger
6. Produksi selulase oleh A. 5. (Oyeleke et al., 2012)

niger pada substrat jerami

padi menggunakan 6. (Sa’adah et al., 2010)
fermentasi padat
Tannase 1. Produksi tannase 1. (Giyarto, 1997)

menggunakan A. niger pada
media limbah kulit buah kopi
2. Produksi tannase oleh A. 2. (Aguilar et al., 2001)
niger menggunakan sistem
fermentasi padat dan cair

Xylannase 1. Produksi xylanase oleh A. 1. (Okafor et al., 2007)
niger pada limbah pertanian
2. Produksi xylanase pada 2. (Pangesti et al., 2012)
subtrat jerami padi oleh A.
niger

Material organik dari tumbuhan seperti kulit buah atau buah, kayu, serasah dan lain
sebagainya akan mengalami dekomposisi menjadi senyawa anorganik oleh mikroorganisme
secara alami. Mikroorganisme yang dapat melakukan proses dekomposisi diantaranya adalah
bakteri, fungi, protozoa dan actinomycetes. Proses dekomposis material organik dari tanaman
tersebut akan lebih cepat apabila terdapat penambahan jumlah mikroorganisme (Hanum &
Kuswytasari, 2014). Menurut Purwadaria et al., (2003), kemampuan kapang dalam melakukan

dekomposisi biomassa tanaman lebih efektif dibandingkan bakteri.
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Biomassa yang berasal dari tanaman mayoritas adalah lignoselulosa yang terdiri dari 3
tipe polimer yaitu selulosa, hemiselulosa dan lignin (Pérez et al., 2002). ketiga polimer ini
bersama-bersama membentuk biomassa tanaman dengan prosentase tertentu dan berbeda
antara satu jenis tumbuhan dengan yang lain. Namun, secara umum selulosa menyususun
sekitar 45 % dari berat kering tanaman, hemiselulosa sekitar 25-30 %, sedangkan sisanya

berupa lignin dan komponen lain (Pérez et al., 2002).

Selulosa merupakan homopolimer yang berbentuk linear, yang terdiri dari ikatan 3 1,4-
glikosidik yang berhubungan dengan unit D-glukopiranosa. Selulosa biasanya terbentuk dalam
struktur kristalin dan amorf serta biasanya ditemukan dalam dinding tanaman ataupun fungi

(Moat, Foster, & Spector, 2002)

CH,OH CHoOH CH,0H CH,OH
o o) 0 (o)
O K OH O OH O._K OH O._K OH o._
OH OH OH OH

Gambar 2.4. struktur selulosa (Moat et al., 2002)

Degradasi selulosa memerlukan kombinasi dari 3 tipe enzim yaitu endo-f-1,4-glukanase
yang mengubah selulosa menjadi oligosakarida yang lebih kecil, ekso -B-1,4-glukanase
memindahkan disakarida unit selobiosa. Selobiosa kemudian dihidrolisis menjadi glukosa oleh

B-glukosidase ( Moat, 2002).
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Cellulose
(Long-chain oligosaccharide of g-1,4-linked glucose units)

l endo-£1,4-glucanase

e e e B e e e Ve |

Medium and short chain oligosaccharides with free ends

exo-fA-14-glucanase
CH.OH CH,0H

o 0. OH
OH 0 OH
HO .
OH OH
Cellobiose
l f-glucosidase
CH50H
O _0oH
OH
HO
OH
Glucose

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

Hemiselulosa merupakan heteropolimer karbohidrart kompleks. Polisakarida ini
memiliki massa yang lebih rendah dibandingkan dengan selulosa dan terdiri dari D-xylose, D-
mannosa, D-galactosa, D-glucosa, L-arabinosa, 4-O-methyl-glucuronic, D-galacturonic and

asam D-glucuronic yang diikat oleh f 1,4- dan B 1,3- glikosidik (Pérez et al., 2002).

Perbedaan utama antara hemiselulosa dan selulosa adalah pada hemiselulosa terdapat
cabang dengan rantai pendek yang terdiri dari gula yang berbeda. Hemiseluosa juga lebih
mudah terhidrolisis dari pada selulosa (Pérez et al, 2002). Lignin  merupakan  polimer
aromatik yang dihubungkan oleh ikatan eter dan karbon yang tersusun dari 3 kompleks bangun
utama yaitu p-coumaryl alcohol (p-hydroxyphenyl propanol), coniferyl alcohol (guaiacyl
propanol), dan sinapyl alcohol (syringyl propanol) (Jeffries, 1994).
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OH OH OH

Gambar 2.6. Tiga komplek struktur lignin (Jeffries, 1994).

Struktur yang kompleks dan berat molekul yang tinggi serta sulit telarut menyebabkan
lignin lebih sulit untuk didekomposisi (Pérez et al., 2002). Diperlukan enzim-enzim tertentu
untuk menghidrolisis lignin. Beberapa enzim yang sering digunakan untuk menghidrolisis
lignin diantaranya lignin peroxidase, manganese peroxidase (MnPs). and laccase (Jeffries,

1994).

Penelitian yang diusulkan dilandasi dari hasil investigasi dari penelitian sebelumnya (2012-
2017) yaitu didapatkannya isolat-isolat mikroorganisma yang mampu mendekomposisi LKEK
dan menghasilkan gula reduksi. Sebanyak 4 isolat mikroorganisma yang secara makroskopis
digolongkan kapang genus Aspergillus sp. (VIM1, VIMS, VITM6, VT12), dan 1 isolat kapang
termasuk Pestalotiopsis sp (VM9) [Mustafa et al.; 2008; Yamane et al. 2003] seperti Gambar 2.7
berikut.

Gambar 2.7. Ciri-ciri Makroskopis dan Mikroskopis 5 Isolat Kapang

Isolat terpilih diatas mampu mendegradasi substrat LKEK dengan indeks aktivitas selulase

yang dihasilkan seperti yang ditujunkkan pada Tabel 2.4 berikut.
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Tabel 2.1.Efisiensi selulase dalam menghidrolisis masing-masing substrat Carboxy Methyl
Cellulose (CMC) dibandingkan dengan Alkali Extrak LKEK untuk menghasilkan
gula reduksi

Reducing sugar Efficiensi Hydrolisis (%)
Isolat CMC(ng/m  Alkali Extrak LKEK  \ ' Ajali Extrak LKEK
L) (ng/mL)
VTM1 8,00 11,4 0,16 1,07
VTMS 7,72 5,77 0,15 0,25
VTM6 14,2 3,00 0,28 0,28
VM9 18,0 6,40 0,36 0,60
VTI12 10,1 4,40 0,20 0,41

Ke lima mikroorganisma tersebut secara kualitatif dan kuantitatif mampu melakukan dekomposisi
LKEK dan termasuk golongan mikroba cellulolytic dan lignocelluloltic [Muzakhar 2013;
Muzakhar 2014; Nafissa et al. 2008 ]. Dalam proses dekomposisi tersebut telah diketahui bahwa
isolat-isolat tersebut mampu menghidrolis LKEK menjadi gula reduksi dengan komponen utama
monosakarida yaitu glukosa. Hal ini dikarenakan dalam isolat-isolat tersebut mensekresikan ensim
ekstraseluler sehingga proses hidrolisis terjadi [Lee dan Blackburn 1975; Lee et al. 2011,
Sukumaran et al. 2005]. Dalam penelitian sebelumnya didapatkan hasil bahwa kemampuan
masing-masing isolat dalam melakukan dekomposisi / hidrolisis belum didapatkan hasil yang

optimal.

Berdasarkan hasil-hasil penelitian yang diperoleh bahwa bakteri dan kapang cellulolytic
mampu melakukan proses dekomposisi LKEK dan menghasilkan gula reduksi dengan
effisiensi yang baik. Analisis selanjutnya, baik bakteri maupun kapang cellulolytic dalam
melakukan proses dekomposisi akan menghasilkan selain gula sederhana dalam bentuk
oligosakarida, juga menghasilkan gula monosakarida [Torres et a./ 2011] sehingga
dimungkinkan untuk difermentasi menjadi ethanol. Hasil awal juga menunjukkan bahwa
melalui analisis hidrolisat menggunakan thin layer chromatography (TLC) menunjukkan
adanya noda gula monosakarida selama proses hydrolysis alkali ekstrak LKEK oleh crude
ensim yang dihasil oleh baik oleh bakteri maupun kapang cellulolytic seperti yang ditunjukkan

dalam Gambar 2.8 berikut.
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Noda glukosa

Hidrolisat TKKS | —\

A B C D E

Gambar 2.8. Analisis TLC hidrolisat hasil hidrolisis LKEK menggunakan crude ensim
kapang (B), bakteri (C), campuran kapang dan bakteri (D). A adalah kontrol (tanpa crude
ensim) dan E adalah glukosa sebagai standar.

Selanjutnya efisiensi proses dekomposisi melalui hidrolisis untuk masing isolat hanya berkisar
4.2-6.8% sebagai gula reduksi. Selanjutnya, proses pengubahan hidrolisat mejadi selulase
melalui fermentasi anaerobik menggunakan Kluyveromyces marxianus hanya didapatkan
konsentrasi selulase 0.8% dengan efisiensi 19.3% [Mustafa et al. 2008; Nafissa et al. 2008].
Rendahnya proses dekomposisi LKEK melalui hidrolisis dikarenakan belum dilakukannya dan
diketemukannya optimasi proses hidrolisis yang dapat menghasilkan hidrolisat dengan
kandungan gula reduksi konsentrasi tinggi [Meryandini et al. 2009; Muhammad et al. 2009;
Torres et al. 2011] sebagai monosakrida. Dalam penelitian yang akan diusulkan, strategi proses
optimasi hidrolisis peningkatan produksi monosakarida akan dilakukan melalui multiple step
solid state fermentation LKEK. Mekanisme ini merupakan strategi yang telah terbukti berhasil
dilakukan oleh beberapa penelitian dalam melakukan biokonversi dari beberapa material kaya
akan serat, cellulose, lignocellulose, hemicellulose [Baharuddin ef al. 2009; Wyk et al. 2003].
Serta biokonversi dengan cara ini terbukti meningkatkan kaya akan gula monosakarida dalam
hidrolisat [Bund et al. 2002; Yamane et al. 2002]. sebagai bahan baku selulase merupakan

upaya dalam meningkatkan efisiensi produksi hidrolisat gula dan selulase.

Hasil penelitian sebelumnya (2012-2016) juga menunjukkan 4 isolat tergolong Aspergillus sp.
(VIMI1, VIMS5, VIM6, VT12),dan 1 isolat termasuk Pestalotiopsis sp (VM) telah dianalisis
secara kualitatif dan kuantitatif mampu melakukan dekomposisi LKEK dan termasuk golongan
mikroba cellulolytic dan lignocelluloltic. Observasi menunjukkan bahwa isolat-isolat kapang
tersebut mampu hidup dan memanfaatkan sumber karbon LKEK dan mampu melakukan proses

dekomposisi. Proses dekomposisi LKEK secara semikualitatif terbukti dengan terbentuknya
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zona bening pada media padat mengandung carboxymethyl cellulose dan alkali ekstrak LKEK
baik yang dihasilkan oleh kapang [Lee ef al. 1998; Steindl 2010] maupun bakteri [Abubakar et
al. 2013, Schell et al. 2004; Stichnothe et al. 2009].

Dalam penelitian ini diusulkan proses optimasi hidrolisis peningkatan produksi monosakarida
melalui multiple step solid state fermentation LKEK serta biokonversi hidrolisatnya sebagai
bahan baku selulase merupakan upaya dalam meningkatkan efisiensi produksi selulase.
Berdasar hasil penelitian yang telah dilakukan (2012-2016) dan rasionalisasi target yang akan
dicapai dalam usulan penelitian 2018-2020 dapat dijelaskan dalam Gambar 2.9 sebagai mana
berikut.

VANG DIUSULKAN 2018 -2020

RENCANA PENELITIAN
a. TAHUN PERTAMA (2018) meliputi a}

Ringkasan Kegiatan Penelitian 2012-2017

1. Identifikasi kapang KAPANG CELLULOLYTIC dan
LIGNOCELLULOLYTIC asal vermicomposting Tandang Kosong Kelapa
Sawit [TKKS)

2. Opti i dek isi Bi TKKS oleh KAPANG CELLULOLYTIC B T v
LTS Co R IRD] s, - D Ringkasan Hasil Penelitian A optimasi produksi crude selulase asal 5

dan LIGNOCELLULOLYTIC {meliputi seleksi isolat yang sudah ada 20122017 I\ isolat berbasis substrat LKEK pada

3. 4isolat (VTMI, VTMS, VTMS, VT12 tergolong Aspergillus sp.) dan 1 1. Sisolat(4genus \ P e
3 M 2 2 tergolong Aspergillus sp. | \ ondisi ; b) optimasi bentul
isolat VMS termasuk Pestalotiopsis sp. telah diuji mampu hidup (VTM1, VM5, VTME, substrat LKEK (solid state fermentation
dengan memanfaatkan sumber karbon dan nitrogen dari beberapa VT12) dani \ dan liquid/juice media) sebagai media
limbah pertanian termasuk limbah kulit kopi. ﬁ€5f‘2|’:t[iopﬂ5b51: WM‘%‘irkr l \ produksi selulase untuk isolat terpilih;

5 5 3 2 . 2150l erseput memiliki i i
4. Melalui proses solid state fermentation (S5F), isolat VM3 telah Sktivitas CELLULOLYTIC — c) optimasi proses pemanenan crude

terbukti dapat menghasilkan selulase yang cukup tinggi dengan yield
0.13% dan 477 fold.

dan LIGNOCELLULOLYTIC

tertinggi dari 102 isolat
. 5isolatmampu

mendekomp

ke

selulase; d) karakterisasi optimum
aktivitas dan stabilitas crude selulase
terhadap suhu dan pH;

b.TAHUN KEDUA (2019) terdiri atasa)

Kegiatan dan Hasil Penelitian Usulan scaling up produksi crude selulase skala
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018-2020 7

Lua
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Muzakhar K., et. al., 2015., Phosphate
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industrial grade cellulase melalui
pencarian metoda purifikasi selulase
{menggunakan: ammonium sulfat
presipitasi, DEAE, Hidrophobic
Interaction Chromatography/HIC, Size
Inclusive Chromatography/SIC, dan
Reverse Phase Chromatography/RPC);
dan Karakterisasi selulase murni, serta
berat molekul (SDS-PAGE), optimum
aktivitas dan stabilitas ensim murni
terhadap suhu dan pH;

.TAHUN KETIGA (2020) peningkatan
yield melalui Scaling up production dan
strategipeningkatan pemurnian untuk
industrial grade cellulase, serta
molecular analysis dari mikroorganisma
teripilih.

2]

LUARAN PENELITIAN YANG DITARGETKAN 2018- 2020

2 konferensi internasional, 1 publikasi pada jurnal internasional bereputasi, 1 jurnal
nasional terakreditasi, 1 jurnal nasional ber-155N, 2 karya ilmiah tesis, draft produk,
buku ajar ber-1SBN, serta 1 paten proses produksi Industrial Grade Cellulase

Berbahan Baku LKEK

Gambar 2.9. Ringkasan kegiatan dan hasil penelitian 2012-2017, serta target dan luaran usulan

penelitian 2018-2020.

Melalui skema Penelitian Strategis Nasional Institusi, penelitian diusulkan selama 3 tahun dengan
tahapan: TAHUN PERTAMA (2018) meliputi a) optimasi produksi crude selulase asal 5 isolat
berbasis substrat LKEK pada kondisi SSF; b) optimasi bentuk substrat LKEK (solid state

fermentation dan liquid/juice media) sebagai media produksi selulase untuk isolat terpilih; c)
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optimasi proses pemanenan crude selulase; d) karakterisasi optimum aktivitas dan stabilitas crude
selulase terhadap suhu dan pH; TAHUN KEDUA (2019) terdiri atas a) scaling up produksi crude
selulase skala industri; b) peningkatan kemurnian crude selulase sebagai kandidat industrial grade
cellulase melalui pencarian metoda purifikasi selulase (menggunakan: ammonium sulfat
presipitasi, DEAE, Hidrophobic Interaction Chromatography/HIC, Size Inclusive
Chromatography/SIC, dan Reverse Phase Chromatography/RPC); dan Karakterisasi selulase
murni, serta berat molekul (SDS-PAGE), optimum aktivitas dan stabilitas ensim murni terhadap
suhu dan pH; di TAHUN KETIGA (2020) peningkatan yield melalui Scaling up production dan
strategi peningkatan pemurnian untuk industrial grade cellulase, serta molecular analysis dari
mikroorganisma terpilih. Selama pelaksanaan 3 tahun penelitian ditargetkan luaran-luaran berupa:
2 konferensi internasional, 1 publikasi pada jurnal internasional bereputasi, 1 jurnal nasional
terakreditasi, 1 jurnal nasional ber-ISSN, 2 karya ilmiah tesis, draft produk, buku ajar ber-ISBN,
serta 1 paten proses produksi Industrial Grade Cellulase Berbahan Baku LKEK.

Pemanfaatan biomasa LKEK menjadi ensim yaitu menjadi selulase melalui proses biokonversi
masih belum secara intensif dan optimal dilakukan. Sehingga, secara umum penelitian ini

mempunyai tujuan dan akan bermanfaat manfaat dalam usaha;

1. Peningkatan efisiensi produksi monosakarida berbasis limbah LKEK yang siap dijadikan
bahan baku sebagai selulase

2. Peningkatan efisiensi produksi ensim selulase sebagai energi alternatif ramah lingkungan.

3. Kebaruan dan Terobosan Teknologi, yaitu LKEK yang sangat melimpah sepanjang tahun
merupakan biomasa yang potensial yang perlu dikaji pemanfaatannya dan kedepan
diharapkan tidak menyebabkan isu atau problematik lingkungan. Melalui penelitian ini
yaitu proses biokonversi LKEK menjadi selulase merupakan salah satu pengembangan
model dalam proses penanganan limbah yang berwawasan lingkungan dan mempunyai
nilai secara ekonomis, serta merupakan terobosan green teknologi dalam memproduksi

ensim.
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BAB III
METODE PENELITIAN

Metode penelitian akan mengikuti tahapan usulan kegiatan penelitian yang akan direncanakan

tahun 2018-2020 beserta target dan luaran sesuai peta jalan (roadmap) penelitian Gambar 3.1

berikut.

LUARAN PENELITIAN 2012 - 2017

1. Sunarsh M., 2012, Isolasi dan Identifikasi Bakteri
Pendegradasi Selulosa Tandan Kosong kelapa
sawit, Thesis

2. Yuniar W., 2013, Screening and Identification of
Cellulolityc Fungus on Qil Palm Empty Fruit
Vermicompasting, Thesis

3. AzizahS.N., 2013, Skrining Bakteri Selulolitik asal
Vermicompaosting Tandan Kosong Kelapa Sawit ,
Thesis

4 Muzakhar K, et al, 2013, Cellulolytic Fungi
during Vermicomposting of Oil Palm Empty Fruit
Bunch, Proc. 3™ &Annual Basic Science International
Conference [BASIC), Univ. Brawijaya

5. Muzakhar K, 2013, Growth Profiles and Ethanol
Production of Two Yeast Strains Kluyveromyces
manxianus IFO-288 and Kiyuveromyces marxianus
IFO-617 During Fermentation of SoybeanPulp
Hydrolyzate Substrates, VOLINO. 2 MARCH 2013,
page 72-77, International Journal of Bioscience and
Biotechnology
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MARCH 2014, page 72-77., International Journal of |
Bioscience and Biotechnology I

7. Muzakhar K., et. ai, 2015., Phosphate Solubilizing |
Bacteria Adaptive to Vinasse, lournal of Mathematical |
and Fundamental Sciences” Vol 47, 2:219-225 I
(SCOPUS indexed) |
8. Muzakhar K., et. ai., 2015., Hydrolysis Profile of Oil 1
Palm Empty Fruit Bunch by An Extracellular Enzyme |
From Aspergillus niger, 1% International Conference |
ICOLIB, 28-29 Oktober, Jember Universty. |

8. Muzakhar K., et. al, 2016, Terdaftar No PATEN I
POO201608430 “Proses Produksi Selulase Asal |
Aspergillus sp Berbohan Boku Limbah Serat Tandan 1
Kosong Kelapa Sawit” |
10.Muzakhar K., et. al, 2017, Sugar-rich hydrolysatesof |
palmaoil empty fruit bunch production throughtwo |
step solid state fermentations and its corversion to 1
ethanol, Advanced Science Letters (SCOPUS INDEXED) |
11 Muzakhar K. etal,, 2017, Proceeding of The7th L}
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USULAN PENELITIAN 2018 - 2020

USULAN TAHUN 1 (2018) MELIPUTI :

a.optimasi produksicrude selulaseasal 5isolat berbasis

substrat LKEK pada kondisi SSF;

b.optimasi bentuk substrat LKEK (solid state fermentation)

dan liquid/juice media)sebagai media produksi selulase'

untukisolat terpilih;
c. optimasi proses pemanenan crude selulase;
d.karakterisasi optimum aktivitas danstabilitas crude
selulase terhadap suhudan pH;

TARGET LUARAN TAHUN 1 (2018) :

a.Draft publikasiinternasionalterindeks scopus di
Jurnal Internasional;

b.Submitted Pemakalah International conference
Internasmﬁal

C Draf't Pﬁtqln

A L 1 M_| A) ]

Tahun ke 1
(2018)

ez AR

a.scaling up produksi crude selulase skald industri;

b.peningkatan kemurnian crude selulase sebagai kandidpt
industrial grade cellulase melalui pencarian metoda
purifikasi selulase (menggunakan: ammonium sulfat

presipitasi, DEAE, Hidrophobic Interaction
Chromatography/HIC, Size Inclusive
Chromatography/SIC, dan Reverse Phase
Chromatography/RPC); dan Karakterisasi selulase
murni, serta berat molekul (SDS-PAGE), optimum

aktivitasdan stabilitas ensim murni terhadap suhu da

pH;

TARGET LUARAN TAHUN 2 (2019) :

a.Draft publikasiinternasionalterindeks scopus di
Jurnal Internasional;

b.Submitted Pemakalah International conference
Internasional;

c. Tedaftar Paten 1 dan Draft Paten2
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USULAN TAHUN 3 (2020) :

1.Meningkatkan efisiensi hidrolisis
dekomposisi LKEKmelaluil)
analisis multiple step dekomposisi
terkontrol dengan
mempertimbangkan kondisi pH,
nutrisi, produksidan aktivitas
ensim;

2.Analisis kembali effisiensi hidrolisis
termasuk komponen gula sebagai
hidrolisat asal kulit kopi;

3.fermentasi anaerobik hidrolisat
asal LKEK untuk menghasilkan
selulase mengunakan
Kluyveromyces marxionus dan
Soccharomyces sp. serta optimasi
dan effisiensi produksiselulase
pada skala besar10L.

, 0 T \
Tahun ke 2-3
(2019-2020)

TT] 7TV

TARGET LUARAN TAHUN 3 (2020) :

1. Accepted/published publikasi internasional di
Jurnal Internasional, yang terindeks scopus,
misalnya: 1) Biomass and Bioenergy
(http: }'\/Iores sufen/journals/biomass-and-
bioenergy); 2) Bioenergy Research
(http: }',J'ores sufen/journals/bioenergyresear
ch); atau 3) Biofuels, Bioproducts and
Biorefining
(http://ores.sufen/journals/biofuels-
bioproducts-andbiorefining)

2.Produk purwarupa

3.Dua buah patent ter-registrasi

Gambar 3.1 Fishbone peta jalan tema penelitian Produksi Ensim Selulase Industrial Grade
Berbasis Substrat Limbah Kulit Eksokarpa Buah Kopi

Sebagaimana di peta jalan penelitian di atas, maka detil tahapan kegiatan penelitian yang diusulkan

selama 3 tahun adalah sebagaimana berikut.

3.1 TAHUN PERTAMA (2018):

a) optimasi produksi crude selulase asal 5 isolat berbasis

substrat LKEK pada kondisi SSF; b) optimasi bentuk substrat LKEK (solid state fermentation

dan liquid/juice media) sebagai media produksi selulase untuk isolat terpilih; c) optimasi proses

pemanenan crude selulase; d) karakterisasi optimum aktivitas dan stabilitas crude selulase

terhadap suhu dan pH. Pada penelitian ini akan diinokulasikan bertahap dan kombinasi dari
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ke 5 isolat pada medium LKEK segar tanpa ada penambahan nutrisi selama periode tertentu
solid state fermentation seperti yang didesain pada Tabel 3.1 berikut.

Tabel 3.1 Perlakuan inokulum dalam proses multiple step solid state fermentation LKEK

Inokulum dalam Penambahan Inoku(izlr(r(l) ;1%1?5 (hari ke) dan lama
LKEK 1 3 5 10
Isolat 1 - - -

Isolat 2 +

Isolat 3 - +

Isolat 4 - - +

Isolat 5 - - - +

Pengamatan 1. Pengamatan pola pertumbuhan, aktivitas cellulolytic dan
lignocellulolityc selama multiple dekomposisi
2. Efisiensi hidrolisis LKEK oleh kapang cellulolytic dan

lignocellulolytic selama multiple dekomposisi

Selanjutnya, dari hasil multiple step solid state fermentation akan dilakukan analisis :

a. Efisiensi hidrolisis LKEK
Effisiensi hidrolisis didasarkan pada analisis gula reduksi yang dihasilkan selama
proses hidrolisis substrat alkali ekstrak LKEK yang dinyantakan dalam persentase.
Penyiapan substrat alkali ekstrak LKEK yaitu dengan menimbang 100 gram bubuk
LKEK dan dihidrolisis secara kimiawi dengan 1 L NaOH 1 M selama 24 jam sambil di
shaker. NaOH berfungsi untuk memecah komponen karbohidrat dalam LKEK menjadi
polisakarida yang dapat larut dalam air. Suspensi selanjutnya ditambah CICOOH
hingga pH 7 dan difiltrasi menggunakan kertas saring. Proses selanjutnya, filtrat
diekstraksi menggunakan selulase dengan perbandingan selulase dan filtrat 6:4 dan
disentrifugasi dengan kecepatan 8000 rpm selama 10 menit untuk mendapatkan pellet
alkali ekstrak polisakarida LKEK. Kemudian pelet dikeringkan melalui metoda freeze-
drying sehingga didapatkan polisakarida substrat alkali ekstrak LKEK.
Hidrolisis ensimatis oleh dilakukan dengan mengkinkubasi 50uL crude ensim dan ImL
alkali ekstrak LKEK 1% dalam 20mM asetat. Selanjutnya, optimalisasi efisiensi
hidrolisis juga dilakukan dengan mengamati proses hidrolisis dalam kisaran pH 3—pH
8 dalam 20mM asetat dan phosphate buffer. Optimalisasi hidrolisis juga dilakukan
dalam kisaran suhu 25°C-70°C.

b. Analisis komponen gula sebagai hidrolisat LKEK
Secara kualitatif hidrolisat sebagai hasil hidrolisis LKEK dianalisis mengunakan thin

layer chromatography (TLC) pada silica gel plate (Merck, silica gel 60 F254). Butanol-


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

23

ethanol-chloroform-amonia 25% (4:5:2:8) digunakan sebagai solvent system dan 1%
asam sulfate digunakan untuk mendeteksi noda. Dalam analisis glukosa dan xylosa

digunakan sebagai standar.

. Secara kuantatif, komponen gula dalam hidrolisat bentuk monosakarida dilakukan

dengan Gas Chromatography (GC) yang dikonversi sebagai monosakarida alditol
acetates. Sampel hidrolisat dihidrolis terlebih dahulu menggunakan HCI1 2N selama 6
jam dan di reduksi menggunakan NaBHs at 37°C 12 jam, kemudian di cuci
menggunakan resin Dowex H type dan dilakukan filtrasi. Filtrate dikeringkan melalui
evaporasi menggunakan nitrogen dan sisa asam borat dihilangkan dengan
menambahkan methanol. Gula alkohol yang dihasilkan diasetilasi menggunakan 2 ml
campuran acetic anhydride dan pyridine (1:1) dalam 100°C selama 10 menit.
Selanjutnya ditambahkan chloroform:air (1:4), dikocok dan di sentrifus 2000 rpm
selama 10 menit. Bagian supernatan yang mengandung pyridine dibuang. Lapisan
bawah yang merupakan gula dalam bentuk alditol acetate dikeringkan sehingga tidak
ada sisa air ataupun pyridine. Gula alditol acetate dilarutkan dalam chloroform 1ml dan
siap untuk diinjeksikan ke GC. Dalam analisis ini digunakan 2-deoxy-D-glucose
sebagai internal standar. Analisis GC dilakukan pada suhu kolom 190C selama 5 menit
dan dilanjutkan dengan gradient suhu 1 °C/min sampai mencapai suhu 210 °C. Kolom
GC yang digunakan adalah stainless column, 2mm I.D. x 1.83 m, packed with 3% (w/w)
ECNSS-M on Gas Chrom Q, 100-120 Mesh.
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BAB IV
HASIL YANG TELAH DICAPAI DAN USULAN PENELITIAN LANJUTAN

Hasil yang dicapai di TAHUN 1 adalah:

a) draft paten proses produksi selulase berbasis LKEK yang telah di submit ke Pusat HKI LPP
UNIVERSITAS JEMBER (Lampiran A), dan

b) Draft Publikasi ditujukan ke Jurnal Internasional terindeks bereputasi (LAMPIRAN B)

¢) Usulan penelitian lanjutan (LAMPIRAN C)
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Lampiran 1. Draft patent yang sedang di teliti untuk segera didaftarkan oleh LPPM
UNEJ

Penjelasan dalam dokumen paten ini sengaja tidak dilampirkan dengan dokumen yang

lengkap dan tulisan banyak dikaburkan sehubungan masih belum didaftarkan sehingga

bersifat rahasia.
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Deskripsi

PROSES PRODUKSI SELULASE AKTIVITAS TINGGI DARI ISOLAT
KAPANG INDIGENOUS Aspergillus niger ISOLAT ICP2 BERBAHAN

BAKU KULIT LUNAK BUAH KOPI

Bidang Teknik Invensi

Invensi ini berhubungan produksi selulase aktivitas
tinggl as&< = fome oot TCRL. Lebih spesifik, proses
produksi selulase aktivitas tinggli melalul proses————=-=-"71

bentuk padat (Solid State Fermentation/33F) berbahan dasar
limbah kulit lunak buah kopi.

Latar Belakang Invensi

Kulit 1lunak buah ko~ !Coffee pulp) merupakan limbah
perkebunan yang Jjumlahr.,. oot melimpah di Indonesia.
Limbah padat berupa kulit lunak buah kopi mencapai 45% dari

setiap pengolahar: buah kopi (Pamun~’zas dan Utomo, 2008).

Sebagal negars: ena ) A rbes. r keempat di dunia
setelah Brazil, ™~ b W Ketgrbia, Indonesia mampu
memproduksi kopi sekitar (=7 ~ihu ton vang terdiri atas kopi
rebustal § s, O = - QUL 221 By demee "SR AT wan kepi
arabika (C. Arabica ) sebesa- _ - ou ton (19,6%) pada tahun

2012. Kapasitas produksi kopi dengan jumlah tersebut akan
dihasilkan limbah padat berupa kulit lunak buah kopi sekitar
33646 ribu Ten per taohun | nclomesd arl prvestreent , AL
Kemenperin, 2013). Kulit lunak buah kopi mengandung senyawa

kafein, tannin, dan polifencl yang menunjukkan efek negatif

apabila terakumulasi ke dalam ’~_agrunig’n (Clifford 1991a;
e Ford 199l Murthy Jdarn WAl T Pancey et Bl.; Z0gop
Bzani <\ By oy~ S8elain itu kulr. Yunak buah kopi juga
memiliki nilai = . r>=ps yang 1ngo year 57,2  yang
nen s==—z TSI~y — ktu vang relatif lama
untuk terds..omposisi secara a P Tt S e . ey Zhang
dan Zhang, 2013). Proses dekomposisi secara alami vang
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Gambar 4. Kurva p=1Ti%asi selnlase A. niger Isolat ICP2
dengan IEC open coi e = matulk DEAK
Cellulofine. A = 0 M NaCl dala= =~ ~ <. setat

5 pH & B = 2 MG oo «atem 20 mr bufer -~.jtat pH
by € = (- nasl_dalox 90 MM husE=s Tetat pH b
L = 5 M NaCl - - M butes agetat pH &3 B

0,
= 0,6 M NaCl dalam 20 mM bufer asetat pH 5;

10 Tabel 1. Ringkasan purifikasi selulase A. niger isolat ICP2

dengan beberapa tahap purifikasi.

Tahap o Tc}tél Aktlf.lt.as Yiedd | Purification
Puri fikasi Volume (ml) Abs Aktifitas Spesifik (%) P
280 nm (U/ml) (U/ml) °

Crude 1¢00 =l 512 =3 100 120
Dialisis 10 dan a A _ - -
50 KDA i Frm A 38 —<04 -
DEAE cellulose —_ 108 =>.2 3.5 e T
DERE o -
cellulofine &l L= Sy o = L=l
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PROSES PRODUKSI SELULASE AKTIVITAS TINGGI ASAL ISOLAT
KAPANG INDIGENOUS Aspergillus niger ISOLAT ICP2 BERBAHAN

BAKU KULIT LUNAK BUAH KOPI

Kulit lunak buah kopi merupakan limbah sampingan vyang
muncul dari proses pengolahan biji kopi. kulit lunak buah
kopi mengandung selulosa sebesar 63% dari total berat
keringnya yang menjadikan limbah ini sangat potensial untuk
dijadikan substrat bioproses produksi enzim selulase. Hasil
skrining dan identifikasi kapang indigenous kulit lunak buah

kopi didapatkan isolat ICP2 vyang teridentifikasi secara
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Abstract

Backgroud and Objective: Coffee pulp is abundant agricultural wastes in Indonesia. it’s contain 63 %
cellulosa of dry weight, so potensial as a bioprocessing substrate. Methodology: Indigenous cellulolitic
fungi was isolated from decomposed coffee pulp identified by macroscopic and microscopis
morphology. The cellulolitik fungi with highest cellulase activity used as inoculum for enzym
production in coffee pulp powder by solid state fermentation. Cellulase was purified by 4 steps of
purification methods. Then, purified cellulase were characterized by range of pH and themperature.
Result: Speciment ICP2 is Indigenous fungi isolated from decomposed coffee pulp. It was indentified
as Aspergillus niger and produced high activity of cellulase on coffee pulp substrate by solid state
fermentation. Partial purification of ICP2 cellulase obtained 3 peaks of enzyme activity with different
characteristic. Peak 1 had purification fold 69.58% and yiled 3.39%, peak 2 had purification fold
57.77% and yield 2.51, and peak 3 had had purification fold 82 % and yield 26.67%. ICP2 purified
cellulase showed that the enzyme at peak 1 and 2 were stable at range pH 3-5.5 and temperature 30-55
°C, and the enzyme at peak 3 were stable at pH 2-6.5 and temperature 30-65 °C. The optimum pH of
reaction from cellulase at peak 1 was 5, whereas peak 2 and 3 had optimum reaction with substrate at

pH 4.5. The optimum temperature for reaction with substrate of each peak showed similarity at 55 °C.
36
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Conclusion: Speciment ICP2 could grew well and produced high activity of cellulase within coffee

pulp as susbtrate of solid state fermentation without addition simple C or N source.

Key words: Aspergillus niger speciment ICP2, cellulase, coffee pulp, and solid state fermentation.
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INTRODUCTION

Indonesia is the fourth highest producen
of coffee in the world after Brazil, Vietnam,
and Columbia. Capacity of coffee
production in Indonesia approximately 748
milion tons at 2012. It’s consist of 601
milion tons (80.4%) of robusta coffee
(Coffea canephora) and 147 milion tons of
arabica coffee (C. Arabica) 2. Based on 3
45% of coffee bean processing result is
pulp, so from these total amount of
indonesian coffee production will be
produced approximately 336.6 milion tons

of coffee pulp every year.

Coffee pulp has cafein, tannin, and
polyphenol. These compounds has negative
effect seriously for enviromental. Then,
coffee pulp has high C/N ratio reach of 57.2
as well and make it take a long time to be
decomposed naturally*. Because of those

reasons, coffee pulp is very potential as
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polutan for enviromental and it need
treatment seriously. A treatment for organic
wastes can be done by improved it value as
substratrate for bioprocess, such as enzyme
production. The utilizing of coffee pulp as

substrate without addition of simple C or N
source was purposed to reduced cost of

process.

Coffee pulp contain lignocellulosa that
consist of 63% dry weight of cellulosa, 17%
of lignin, and 2.3% of hemicellulosa [4].
The high content of cellulosa is very
potensial to be used as substrate for
production of cellulase by indigenous
cellulolitic fungi. Indigenous isolate was
chosen because has native adaptive ability

for grow well on the coffee pulp substrate.

MATERIALS AND METHODS
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Inoculum  Preparation:  Indigenous
cellulolitk fungi was isolated from naturally
decomposed coffee pulp (+ 2 months) from
coffee plantation of Durjo village,
Sukorambi, Jember. Preculture of isolate
was grown on PDA (Potato Dextrose Agar)
5 ml and temperature of incubation was 37

°C for 3 days.

Solid State Fermentation (SSF) for
Production of Cellulase: SSF for
production of cellulase used coffee pulp
powder (less than <200 pm) with water
content was 2.3 ml/gr substrate. Total spora
of inoculum were 9.2 x 10°% spora/gr
substrate. Temperature of fermentation was
37°C for 4 days of incubation time. Crude
of cellulase was extracted by 2 ml/gr
subtrate of aquadest containing 0.01% Na
Azide + 1% NacCl or solven and substrate

ratio was 2:1. This mixture was incubated

on shaker for 12 hours and 30 °C of
temperature. Extraction methods used
filtration and sentrifugation of mixture with

8000 rpm for 15 minutes.

Partial Purification of Cellulase:

Purification of cellulase was performed by
4 steps of purification including dialysis 10
and 50 kDa, ammonium sulfate

precipitation with 40% of saturation, anion
38

exchanger chromatography with
macroporous quaternary 75 cm 2 of surface
area (MA Q-75) ammonium as matrix, and
anion exchanger chromatography with
DEAE cellulofine. The eluent buffer in
every singgle process used 20 mM acetate

buffer pH 5.

Enzyme Assay: Analysis of cellulase
activity was performed by mixed purified
cellulase and Carboxymethil Cellulosa
(CMC) 0.5% in 20 mM acetate buffer pH 5.
The temperature for reaction was kept at 37
°C for 2 hours of incubation time. Cellulase
activity was observed from reduction
sugars based on method by Somogy-
Nelson. Cellulase activity was represented
in the Unit/ml, which 1 U/ml activity is
volume of cellulase to produce 1 pmol
glucose every minute at experimental

condition.

Characterization of Purified Cellulase:
Characterization of cellulase was observed
based on stability and optimum pH as well
as temperature. Stablity of enzyme based on
pH and temperature were performed with
incubated purified cellulase at range
temperature 30-80 °C and pH 3-8
mixturer — were

respectively.  These

incubated for 4 hours of incubation time.
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The optimum pH and temperature for
reaction were observed with incubated
enzyme and substrate in the same range of
temperature and pH but used 2 hour of
incubation time. Cellulase activity was
obeserved based on method by Somogy-

Nelson °.

RESULT AND DISCUSSION

Characteristic of Aspergillus niger
Speciment ICP2 From Decomposed
Coffee pulp: Speciment ICP2 can produced

filamented colony with exceed than 35 mm
of diameter on Czapeks Yeast Agar (CYA)
and Malt Extrat Agar (MEA). In these
media, ICP2 can grew faster than on the
25% glycerol Nitrate media (G25N). This
speciment had septated hifa structure,
mature spora presence on 7 days of
incubation time in the CYA and MEA,
conida stucture grew from phialides with
diameter not exceed than 6 pm (+ 3 um) and

phialides as well as metulae came from

swollen apex stipe (vesicle).

Figure 1. Macroscopic morphology of speciment ICP2. (a-b) general stucture of specimen ICP2 (c)

Conidiospora (> ) phialides, (> ) metualae, () vesicle, (d) Speciment ICP2 on media CMC
Agar 0.5 % after addition of iodin 0.33% (e) speciment ICP2 on Malt Extract Agar (MEA) at

37 °C of temparture with 7 days of incubation time. .

Production and Purification of Cellulase.
39
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Dialysis of crude cellulase A. niger speciment
ICP2: Dialysis process used microdialysis cut
off 50 kDa obtained 2 fraction of enzyme.
Fraction <50 kDa of Cellulase shown higher

activity than fraction >50 kDa. Total activity of
fraction <50 kDa was 0.23 U/ml and 0.13 U/ml
for fraction >50 kDa, respectively (fig. 2a).

0,25 - 0,31 - .
= 0,29 - %ﬂm
E 0,225 - g ? “tControl
2 - < 0,27 -
[} . [}
g £ 0.25 |
£ 0,175 - 5
< S 0,23 -
> 0,15 - 4
) \
2 0,125 ~ 2 0,19 - i
0,1 - L= 0,17 - .
<50 kDa >50 kDa <10 kDa 10 -50 kDa
Fraction Fraction
(a) (b)

Figure 2. cellulase activity of speciment ICP2 based on dialysis 50 and 10 kDa. (a) Dialysis 50 kDa (b)

Dialysis 50 kDa.

Then cellulase fraction <50 kDa was
performed redialysis used microdialysis cut off
10 kDa. In this process, cellulase would be
separated into 2 main fraction again namely the
first one was fraction with size .10 kDa and
second one had size 10-50 kDa. The fraction
with size 10-50 kDa had higher activity than
another fraction. It was 0.27 U/ml, meanwhile
fraction fraction >10 kDa had 0.18 U/ml of
cellulase activity (fig. 2b).

Protein dialysis use microdialysis 10 and
50 kDa depend on Molecular Weight Cut Off
(MWCO) of membrane or lower molecular
weight that can be endured by membrane. It’s
mean if a molecul has weight less than minimal

endured molecular weight of membrane

40

therefor that molecul will be pass inside of
membrane, and to be occured on the contrary.
Based on these result, cellulase of 4. niger
speciment ICP2 had size appoximetely 10-50
kDa.

Ammonium sulfate precipitation: Dialysed

cellulase from previously process was
concentred by ammonium sulfate. Optimization
of percent saturation of ammonium sulfate was
40 % for precipited target protein. It was
obatained 90% of recovery activity (figure 3a)

with enzyme activity reached of 0.69 U/ml (fig.
3b). Whereas, almost of protein had been
precipited at 70% saturation of ammonium

sulfate (fig. 3b). Scaling up of precipitation
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process was performed by added 60.75 gr

ammonium sulfate into 250 dialysed cellulase.

100,00 - ) 100,00
90,00 - = 07 R 90,00
065 1 $0.00 2
80,00 1 = 06 008
50,00 1 B - 70,003
= g | 60,00 &
350,00 - 9 Ug
o —
= - 50,00 &
50,00 - = -
3 - 40,00
40,00 -
’ 0,3 i  — 30,00
20 25 30 3240 45 50 55 GOR 6Nl 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70
% saturation of ammonium sulfate . .
% saturation of ammonium sulfate

(a)

(b)

Figure 3. Optimization of ammonium sulfatee % saturation. (a) % recovery of cellulase activity (b)

cellulase activity and % relative precipited protein, (Il A M) cellulase activity (U/ml), (- -

-B - -) % relative precipited protein.

Anion exchanger chromatography used MA
0-75 ammonium and DEAE cellulofine:
Precipited cellulase was purified again used
anions exchanger chromatography. There were
2 matirx that to be used for this step, namely Q-
75 ammonium and DEAE cellulofine. MA Q-

75 anion exchanger chromatography was
performed to reduced protein contaminant that

not belong to target protein. Cellulase that
bound in matrix was eluted by added relative
high concentartion of NaCl to got all of the

protein target. The other protein that could not

41

bound in matrix will be released and separated

from protein target.

Based on this step, there was obtained
purified cellulase with activity reached of 1,04
U/ml ( fig.4). Then, cellulase was purified again
by used DEAE cellulofine anions exchanger
chromatography. Among this step, there were 3
peak of cellulase activity with different
concentration of NaCl as elution solvent. They
were eluted at NaCl 0.1 M, 0.15 M, and 0.2-
0.25 M of NaCl, respectively (fig. 5)


http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/
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Figure 4. Result of purification of crude cellulase used MA Q-75 ammonium anion exchanger

chromatography.
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Figure 5. Purification of cellulase used DEAE cellulofine anion exchanger chromatography.

based on appearance in figure 5. It was might
caused a fungi generally produced a complex

cellulase (ekso B 1.4 glucanase, endo [ 1.4

42

There were 3 peak of cellulae activity

glucanase, and [ glucosidase) in the separated
structure. The enzyme that hydolized substrate
CMC (cellulose amorf) might bound on the

matrix as well and to be eluted together with B
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glucosidase at appropriate concentration of
NaCl. It was potensially to produced higher
reduction sugars despite of lower concentration

content of CMCase (endo [3 1.4 glucanase).

69.58 and yield was 3.3% for peak 1. Peak 2
had purification fold 57.77 and yield 2.51%.
Purification fold and yield of peak 3 were 82

and 2.51% resepectively compared to crude

cellulase before purified (table 1).

Cellulase  purification by DEAE

cellulofine obtained purification fold reached to

Table 1. Resume of purification steps of Cellulase from speciment ICP2

Total Abs Total

. : Activity N activity/Abs.  yield purification
Purification steps volume activity 280 Abs.
(U/ml) 280 nm (%) fold
(U/ml) nm 280
Crude enzyme 300 0.33 99.00 2.46 738.00 0.13 100.00 1.00
Dialysis 10 dan 50 kDA 250 0.28 68.75 027  67.00 1.03 69.44 7.65
Ammonium sulfate
precipitation 25 0.68 16.88 139  34.75 0.49 17.05 3.62
Sartobind MA Q-75 40 1.04 41.40 0.11 4.44 9.32 41.82 69.51
DEAE cellulofine
peak 1 12 0.28 3.36 0.03  0.36 9.33 3.39 69.58
peak 2 8 0.31 2.48 0.04 032 7.75 2.51 57.77
peak 3 40 0.66 2640 0.06 2.40 11.00 26.67 82.00

Characterization of Purified Cellulase as relative activity more than 80% compare to

highest activity at range tested pH. Cellulase in

Purified cellulase by DEAE cellulofine anion the peak 1 had stability of enzyme at pH 3-5.5,

exchanger chromatography was characterized stability of enzyme from peak 2 was at pH 3.5-

based on pH and temperature of reaction. 5.5, and peak 3 had stability enzyme at pH 3-

) 6.5 (fig.6a).
Stability and optimum pH Purified cellulase

showed stable activity at the range of

appropriate pH. Stabilty of enzyme was difined
43
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Figure 6. Staiblity and optimum pH of cellulase from speciment ICP2. (a) Range stability pH of

cellulase from speciment ICP2 (b) Optimum pH reaction of cellulase from speciment ICP2.

Cellulase from speciment ICP2 had
stability at range acid pH. Optimum of pH for
reaction between enzyme and substrate was
presence at acid pH. It were pH 5, 4.5, and 5.5
for peak 1,2, and 3 respectively (fig. 6b).
Activity of cellulase decreased relatively after
optimum pH of reaction, even peak 1 and 2 had

relative activity 0% when pH to be alkali at pH
8 (fig. 6b).

Enzyme has sensitive structure toward the
alteration of pH. If the condition for enzyme
reaction too high level of acid or alkali, therefor
it cause ionization on active site of enzyme and
make enzyme activity to be decreased or even
to be inhibited °. Based on!°, reduction of
enzyme activity toward change of pH because

enzyme is charged molecul. The alteration of

44

pH will change ion at binding area between
enzyme and substrate, therefor inhibit binding
of capacity between each other. The alteration
of pH cause change of charge in the ousite of
binding area that very importent to tertier or

quaternery sructure of enzyme!'’.

There were some report about cellulase
from A. niger based on pH of reaction, namely
" reported that cellulase from A. niger was
optimum at pH 4.5, 4.5-7.5 8 and also reported
that cellulase activity or 4. niger was higest at
pH 4 and then reducted until almost 0 when pH

was 9.

Stability and optimum temperature:

Cellulase of speciment ICP2 had differents
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characteristic at appropriate range of
temperature. Purified cellulase in the peak 1 and
2 was stable at range 30-55 °C of temperature,
while cellulase in the peak 3 was stable at 30-
65 °C (fig. 7a). optimum temperature for
reaction between enzyme and substrate was 55
°C for peak every purified cellulase, except
enzyme in the peak 3 with pH optimum was 55-
60 °C (fig. 7b).

Enzyme is protein or combination between
protein and other compounds. As protein,
enzyme has hight sensitive toward to
temperature as well. Too low of temperature
will reduce of enzyme activity, while if
temperature is too high therefor enzyme
strukture will be denaturated®. Enzyme has
thermosensitive area that very easy to be
denaturated if exposed to temperature more

than range of temperature stability®.
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Figure 7. Stability and optimum temperature of Celulase ICP2 (a) range stability temperature of

cellulase from speciment ICP2 (b) range optimum temperature of cellulase from speciment ICP2.

CONCLUSION

Speciment ICP2 was indentifed as
Aspergillus niger. This speciment could grew
well and produced high activity of cellulase
within coffee pulp as susbtrate of solid state
fermentation, although without addition simple

C and N source. So, coffee pulp was very
45

potensial as future substrate for cellulase

production.
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