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MOTO

Katakanlah: adakah sama orang—orang yang mengetahui dengan orang-orang yang
tidak mengetahui?. Sesungguhnya orang yang berakallah yang dapat menerima
pelgjaran.

(terjemahan Surat Az-Zumar ayat 9)*’

Kelebihan seorang alim (ilmuwan) terhadap seorang ‘abid (ahli ibadah) ibarat bulan
purnama terhadap seluruh bintang.
(HR. Abu Daud)**’

Educating the mind without educating the heart is no education at all.
(Aristotle)

*) Departemen Agama Republik Indonesia. 2005, Al Qur’an dan Terjemahannya. Bandung:
CV Penerbit Jumanatul “‘Ali-Art (J-ART).

**) Al-Bani, Muhammad, Nashiruddin. Tanpa Tahun. Shahih Sunan Abu Daud. Jilid 3.
Jakarta: Penerbit Pustaka Azzam.
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RINGKASAN

Aktivitas Enzim Ekstraseluler Aspergillus niger dalam Menghidrolisis Tandan
Kosong Kelapa Sawit; Ainul Latifah, 101810401034; 2015: 36 halaman; Jurusan
Biologi Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam Universitas Jember.

Tandan kosong kelapa sawit (TKKS) merupakan limbah padat produksi
kelapa sawit yang menempati jumlah terbesar dan pemanfaatannya masih terbatas.
Limbah ini dapat terdekomposisi secara alami namun diperlukan waktu yang cukup
lama, yaitu 6-12 bulan karena adanya kandungan lignoselul osa seperti selulosa 41,30
— 46,50 %, hemiselulosa 25,30 — 33,80 %, dan lignin 27,60 — 32,50% serta dengan
nisbah C/N sebesar 70-100. Proses dekomposisi yang terlalu lama dapat memberikan
dampak negatif terhadap lingkungan namun pemanfaatan yang tepat dari limbah ini
dapat dimanfaatkan lebih lanjut sebagai pupuk, pakan ternak, maupun difermentasi
menjadi bioetanol. Oleh karena itu, perlu adanya proses mempercepat dekomposisi
TKKS saah satunya dengan hidrolisis enzimatis. Aspergillus niger merupakan
kapang yang mampu menghasilkan berbagai macam enzim ekstraseluler seperti
selulase, hemisdlulase, pektinase, lipase, mananase, dan inulinase. Tujuan dari
penelitian ini adalah pemanfaatan enzim ekstraseluler yang dihasilkan oleh
Aspergillus niger dalam menghidrolisis komponen TKKS dan mengetahui aktivitas
enzimnya berdasarkan gula pereduksi yang terbentuk metode Somogyi-Nelson.

Penelitian ini dilaksanakan terdiri dari beberapa tahapan antara lain: (i)
persiapan bahan Aspergillus niger dan TKKS untuk media produksi enzim dan media
uji, serta pembuatan larutan uji Somogyi-Nelson; (ii) optimasi waktu produksi enzim,
dilanjutkan produksi crude enzim skala besar; (iii) karakterisasi aktivitas enzim
berdasarkan stabilitas dan optimum: pH dan suhu; dan (iv) pengukuran kemampuan

hidrolisis TKKS oleh crude enzim pada beberapa waktu inkubasi.

Vil
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Hasil penelitian diperoleh bahwa waktu produks terbaik untuk mendapatkan
crude enzim Aspergillus niger menggunakan media TKKS adalah empat hari.
Kondis lingkungan untuk mempertahankan agar enzim tidak mengalami perubahan
di lingkungan yaitu pada rentang pH 4.5 sampai 9 dan suhu ruang (2+28°C) sampai
suhu 45°C. Sedangkan analisis kemampuan hidrolisis TKKS oleh crude enzim
menunjukkan bahwa reaksi optimum jika menggunakan pH 7.5, suhu 40°C, dan
waktu inkubasi 6 jam. Gula pereduksi yang dihasilkan sebesar 756 pg/ml dan
kemampuan hidrolisis sebesar 1.5%.
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Perkebunan kelapa sawit di Indonesia baik milik swasta maupun negara kini
telah berkembang pesat jumlahnya. Dari data Angka Sementara (ASEM) yang
dikeluarkan oleh Pusat Data dan Sistem Informasi Pertanian (Pusdatin) tahun 2000
luas areal kelapa sawit di Indonesiaseluas 4 juta ha dan pada tahun 2011 mencapai
8,91 juta ha yang meliputi luas areal Perkebunan Besar Swasta (PBS) sebesar 4,65
juta ha (52,22%), luas areal Perkebunan Rakyat (PR) sebesar 3,62 juta ha (40,64%),
dan luas areal Perkebunan Besar Negara (PBN) sebesar 0,64 juta ha (7,15%)
(Pusdatin, 2011). Produksi kelapa sawit yang meningkat, meningkatkan pula jumlah
limbah sisa produks mengingat basis satu ton tandan buah segar akan dihasilkan
minyak sawit kasar sebanyak 0,21 ton (21%), minyak inti sawit sebanyak 0,05 ton
(5%) dan sisanya merupakan limbah (Darnoko, 1992). Selanjutnya limbah tersebut
disetarakan (jumlah bahan kering) dengan 1.132 kg lumpur sawit, 514 kg bungkil
kelapa sawit dan 2.681 kg serat perasan dan 3.386 kg tandan kosong (Sinurat et al.,
2012).

Tandan kosong kelapa sawit (TKKS) merupakan limbah padat produksi
kelapa sawit yang menempati jumlah terbesar dan pemanfaatannya masih terbatas.
TKKS biasanya dibakar dalam incinerator, dibiarkan terurai dengan sendirinya untuk
selanjutnya dijadikan pupuk, atau dijadikan mulsa (Departemen Pertanian, 2006).
Meskipun limbah ini dapat terdekomposisi secara alami namun diperlukan waktu
yang cukup lama, yaitu 6-12 bulan (Hasibuan, 2005). Hal tersebut disebabkan oleh
kandungan lignoselulosa pada dinding sel sekunder tanaman yang menyebabkan
lamanya waktu dekomposisi (Beguin et al., 1992). TKKS memiliki komponen antara
lain selulosa 41,30 — 46,50 %, hemiselulosa 25,30 — 33,80 %, dan lignin 27,60 —
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32,50 % (Hermiati et al.,, 2010), dengan nisbah C/N sebesar 70-100 yang
menyebabkan TKKS sulit terdekomposis (Hasibuan, 2005). Proses dekomposisi
yang terladu lama dapat memberikan dampak negatif terhadap lingkungan seperti
pencemaran udara oleh bau, tertutupnya pori-pori tanah oleh padatan tersuspensi,
serta mengundang vektor penyakit seperti lalat.

Penanganan TKKS dapat dilakukan dengan menurunkan daya cemar limbah,
mengurangi jumlah limbah dan meningkatkan nilai ekonomi limbah (Said, 1996).
Pemanfaatan yang tepat dari limbah ini akan menghilangkan pencemaran dan
mengubahnya menjadi produk yang lebih berguna (Milaa et al., 2005). Hal ini
karena TKKS dapat dimanfaatkan lebih lanjut sebagai pupuk, pakan ternak, maupun
difermentasi menjadi bioetanol (Departemen Pertanian, 2006).

Proses dekomposiss TKKS dapat dibantu dengan menambahkan
mikroorganisme pengurai. Mikroorganisme ini mampu menghasilkan enzim-enzim
yang mampu menghidrolisis secara enzimatis komponen polisakarida menjadi
monomer glukosa yang kemudian dapat digunakan sebagai sumber karbon dan nutrisi
bagi mikroba (Stevenson, 1986). Mikroorganisme pengurai dapat berupa bakteri,
aktinomisetes dan fungi. Aspergillus niger termasuk golongan fungi berfilamen yang
lebih banyak digunakan secara komersial dalam industri karena tingkat produksi
enzim ekstraselulernya yang lebih tinggi daripada produksi enzim yang dihasilkan
oleh bakteri. Enzim ekstraseluler yang dihasilkan oleh Aspergillus niger antara lain
selulase, hemiselulase, amyloglukosidase, a-amylase, glucose oxidase, [-
gaaktosidase, dan xylanase (Schuster, 2002). Fungi ini juga memiliki sgumlah
karakteristik antara lain mudah dikembangbiakan dan pertumbuhannya lebih cepat
mendominasi dibandingkan jamur lain (Wina, 2005).

Beberapa pendlitian-penelitian yang pernah dilakukan sebelumnya
menunjukkan bahwa Aspergillus niger mampu menghasilkan berbagai macam enzim
ekstraseluler dan berpotensi untuk membantu proses dekomposisi limbah pertanian

diantaranya: enzim selulase untuk hidrolisis selulosa pada media limbah jeruk
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(Omagjasola et al., 2008); enzim selulase, pektinase, dan galaktomananase untuk
degradasi selulosa, pektin, dan galaktomanan serta mampu menambah kadar protein
kasar bahan produk fermentasi (Akhadiarto, 2009); enzim lipase untuk menurunkan
kadar lemak dalam bungkil inti sawit (Supriyati et al., 1998); enzim mananase
menggunakan sekam padi (Ibrahim et al., 2012); serta enzim inulinase dari umbi
dahlia untuk hidrolisis inulin menjadi fruktosa (Saryono, 2008). Berdasarkan latar
belakang diatas maka perlu dilakukan pemanfaatan enzim ekstraseluler yang
dihasilkan oleh Aspergillus niger untuk membantu proses hidrolisis TKKS.

1.2 Rumusan Masalah

TKKS merupakan limbah padat terbanyak dari produks kelapa sawit dan
pemanfaatannya masih terbatas. TKKS memiliki kandungan selulosa, hemiselulosa,
dan lignin yang tinggi sehingga sulit terdekomposisi dan menimbulkan dampak
negatif terhadap lingkungan. Aspergillus niger dapat menghasilkan berbagai macam
enzim ekstraseluler namun pemanfaatan enzim tersebut dalam membantu proses
dekomposiss TKK'S belum banyak dilakukan.

1.3 Ruang Lingkup Penéelitian

Ruang lingkup penelitian meliputi analisis aktivitas enzim ekstraseluler
ekstrak kasar Aspergillus niger dalam menghidrolisis TKKS pada pH, suhu dan
waktu inkubasi optimum berdasarkan terbentuknya gula pereduksi metode Somogyi-
Nelson.

1.4 Tujuan

Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui aktivitas enzim
ekstraseluler  Aspergillus niger dalam menghidrolisis TKKS berdasarkan
terbentuknya gula pereduksi metode Somogyi-Nel son.
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1.5 Manfaat

Diharapkan dari hasil penelitian ini potensi Aspergillus niger daam
membantu proses dekomposisi bisa dijadikan sebagai salah satu alternatif penanganan
limbah TKKS.
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Tandan Kosong Kelapa Sawit (TKKYS)

Perkebunan kelapa sawit memiliki peran yang penting dalam pembangunan
nasional karena sebagal salah satu penyumbang devisa Negara. Kelapa sawit dapat
diolah menjadi minyak sawit dan di Indonesia sebagian besar minyak sawit diekspor
dalam bentuk crude palm oil (CPO). Upaya mencukupi ketersediaan komoditas non
migas ini mampu terlaksana dengan ditingkatkannya areal perkebunan yang pada
tahun 2011 mencapai 8,91 juta ha (Pusdatin, 2011).

Kelapa sawit dipanen dari perkebunan dan dibawa ke sebuah pabrik kelapa
sawit dalam bentuk tandan buah segar (TBS). Sebuah pabrik mampu mengolah TBS
berkisar 30 ton/jam dengan lama kerja 20 jam/hari. Dalam proses pengolahannya
dapat dihasilkan limbah padat, cair dan gas. Komponen limbah padat terbesar berupa
TKKS dan berkisar 120 ton/hari dengan asumsi pengolahan 600 ton tandan buah
segar/hari (Wahyuni, 2004). Menurut Hermiati et al. (2010) TKKS memiliki
kandungan selulosa 41,30 — 46,50 %, hemiselulosa 25,30 — 33,80 %, dan lignin 27,60
- 32,50%.

Gambar 2.1 Tandan kosong kelapa sawit (_Dokumentag “pribadi)

e il

5
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Selulosa dalam TKKS berperan sebagai kekuatan tarik sedangkan lignin
berperan dalam memberikan kekuatan tekan dan mencegah pelipatan mikrofibril.
Selulosa dan lignin diikat dengan hemiselulosa membentuk lignoselulosa. Komponen
TKKS dan kandungan hara TKKS seperti terlihat pada Tabel 2.1 dan Tabel 2.2

(Irawadi, 1991).
Tabel 2.1 Komponen TKKS

Komponen Jumlah (%)
Kadar air 55
Selulosa 45,95
Hemiselulosa 22,84
Lignin 16,49
Abu 1,25

Tabel 2.2 Kandungan Hara Pada TKKS

Kandungan hara K Ca Mg Mn Na Fe P,O5

Jumlah (%) 213 018 017 0,05 063 059 014

Selulosa merupakan penyusun utama dinding sel tanaman, terdiri atas
monomer-monomer glukosa dengan ikatan -1,4 glikosida. Selulosa terbentuk dari
adanya struktur kristalin dan amorf yang membentuk ikatan mikrofibril. Struktur-
struktur tersebut yang menyebabkan selulosa sulit untuk terdegradasi. Struktur
kristalin merupakan berkas-berkas gugusan hidroksil yang teratur dan rapat
susunannya, tidak mudah larut dan sulit terdegradasi oleh enzim (Terri et al., 1998).
Sedangkan struktur amorf tidak teratur dan lebih renggang susunannya serta mudah
larut.

Ikatan mikrofibril mempunyai daya tarik yang tinggi. Berdasarkan analisis
sinar-X, selulosa berupa rantai-rantai panjang sgjgjar yang terikat menjadi satu oleh
ikatan hidrogen. Hal ini yang menyebabkan selulosa berbentuk serat-serat panjang.
Degradasi selulosa dapat berlangsung melalui hidrolisis rantal polisakarida menjadi
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molekul sederhana, yang menghasilkan monomer glukosa atau produk degradasi
seperti asam-asam organik maupun alkohol (Schuller, 1980 dalam Cahyono et al.,
1995).

Endo-glukanase ‘

VAR :
“’T“ﬁw Rantai selulosa

]
[ E:f‘""t? A ap AL FPemendekan
' Rantai selulosa
Ekso-glukanase \
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YAy m Fragmen selobiosa

9 _
= Glukosa
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Gambar 2.2 Proses hidrolisis selulosa (Shofiyanto, 2008 dalam Safaria et al., 2013)

Hemiselulosa merupakan polisakarida yang membangun dinding sel tanaman
yang bergabung dengan selulosa dalam jaringan lignin. Hemiselulosa merupakan
suatu rantal dengan struktur amorf dan biasanya terdiri dari residu gula sebagai
rangkanya seperti arabinosa, galaktosa, glukosa, mannosa dan xilosa. Rantai
hemiselulosa lebih mudah dihidrolisis menjadi komponen gula penyusunnya
dibandingkan dengan selulosa. Molekul hemiselulosa lebih mudah menyerap air,
bersifat plastis dan mempunyai kontrol antar serat yang lebih luas sehingga dapat
memperbaiki ikatan antar serat. Hidrolisis hemiselulosa menghasilkan tiga jenis
monosakarida yaitu xilosa, arabinosa dan glukosa (Gong et al., 2001).

Lignin merupakan komponen non karbohidrat dan berupa polimer unit
phenylpropene. Menurut Samsuri et al. (2007) lignin pada jaringan tanaman
berfungs sebagai bahan pengawet dan bersifat mempererat masing-masing serat.

Selain itu, lignin juga berperan dalam membentuk dinding sel yang keras dan kaku.
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Di alam lignin diketahui merupakan bagian yang terbenam di dalam polimer matrik
dari selulosa hemiselulosa dalam dinding sel tanaman.

Proses biologi untuk menguraikan bahan organik seperti selulosa dan
hemiselulosa menjadi glukosa dapat menggunakan enzim ekstraseluler melalui
hidrolisis enzimatis. Hidrolisis adalah proses peruraian suatu senyawa oleh enzim
atau oleh air baik dalam suasana asam, basa, atau netra tergantung pada senyawa
yang bereaksi. Hidrolisis secara enzimatis mampu memecah bahan organik lebih
efisien, diperolen produk bernilai ekonomi tinggi (misal enzim), mengurangi
pencemaran, dergjat konversi yang tinggi, pembentukan hasil samping yang minimal,
kebutuhan energi yang rendah, dan kondisi operasi yang mudah dicapa (Sun et al.,
2002).

2.2 Aspergillus niger

Aspergillus niger merupakan kapang mesofilik yang tumbuh pada suhu 35°C-37°C
(optimum), 6°C-8°C (minimum), 45°C-47°C (maksimum), pH 2.2-8.8, kelembaban
80-90%, dan memerlukan oksigen yang cukup (aerobik) (Ratledge, 1994).
Aspergillus niger mempunyai warna gelap yang menghasilkan hifa septate putih dan
bercabang banyak (Shahlaei et al., 2013). Kepala konidia dari Aspergillus niger
berwarna hitam, bulat, dan akan memisah menjadi bagian-bagian yang lebih longgar
seiring dengan bertambahnya umur. Menurut Raper et al. (1977) tinjauan umum

Aspergillus niger diklasifikasikan sebagai berikut:

Kingdom : Fungi

Divis : Eumycophyta
Kelas . Deuteromycetes
Ordo : Moniliales
Famili : Moniliaceae
Genus . Aspergillus

Spesies . Aspergillus niger
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Aspergillus niger merupakan jamur berfilamen dan mikroorganisme penting
di dunia biologi. Golongan jamur berfilamen lebih banyak digunakan secara
komersial dalam industri karena tingkat produksi enzim eksternalnya yang lebih
tinggi daripada produksi enzim yang dihasilkan oleh bakteri. 4 kelas enzim juga telah
diidentifikasi dari genus Aspergillus (De Vries et al., 2001). Aspergillus niger dapat
memproduksi asam sitrat, asam glukonat dan berbagai enzim yang telah mendapatkan
validasi bahwa produk Aspergillus niger aman 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
(Schuster et al., 2002).

Gambar 2.3 Struktur sel Aspergillus niger (Seeley et al., 1972)

Penelitian-penelitian tentang produksi dan potensi enzim ekstraseluler yang
dihasilkan oleh Aspergillus niger pada bahan berlignoselulolitik sudah banyak
dilakukan. Enzim-enzim tersebut antara lain: selulase, seperti pada penelitian Qurat-
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ul-ain et al. (2012) tentang produks selulase menggunakan sekam padi dan limbah
gerggji. Aktivitas enzim optimum pada pH 5 dan suhu 40°C serta menggunakan
konsentrasi substrat sebanyak 2.5%; untuk degradasi selulosa pada berbagai limbah
pertanian menggunakan metode solid state fermentation dan submerged fermentation
(Sharada et al., 2013); selulase dan pektinase yang diproduksi dari tongkol jagung.
Produksi selulase optimum pada hari ke-4 dan aktivitas selulase optimum pada pH 4
serta suhu 50°C (Oyeleke et al., 2012); untuk hidrolisis selulosa pada media limbah
jeruk (Omagjasola et al., 2008); untuk hidrolisis selulosa pada palm oil effluent solid
menggunakan isolat loka Aspergillus niger EB5 and Trichoderma sp.EB6 (Mun et
al., 2008).

Selain itu, enzim inulase yang diproduks dari umbi dahlia mampu
menghidrolisis inulin menjadi fruktosa. Aktivitas inulinase optimum pada pH 4.6,
suhu inkubasi 45°C dan lama inkubasi 15 jam (Saryono, 2008). Produksi mananase
menggunakan sekam padi. Aktivitas mananase optimum pada suhu ruang (28+2°C)
dan menggunakan inokulum berkepadatan spora 6x10° sporessml (lbrahim et al.,
2012). Lipase pada fermentasi bungkil inti sawit sehingga terjadi penurunan kadar
lemak kasar dari 9.60% menjadi 6.70% (Supriyati et al., 1998).

2.3 Dekomposisi Bahan Organik

Bahan-bahan organik di alam seperti limbah sisa tanaman atau hewan dapat
terdekomposisi dengan adanya mikroorganisme pengurai. Dalam proses dekomposisi,
semua bahan organik akan diurai terlebih dahulu menjadi unit-unit penyusunnya dan
akhirnya terbentuk CO, dan H,O yang bebas dalam bentuk anorganik (Tan, 1994).
Karbon digunakan sebagai sumber energi dan pembangun protoplasma sel

mikroorganisme.
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Menurut Rao (1982), proses dekomposisi berlangsung 3 proses secara
bersamaan, yaitu:

1. dekomposisi bahan organik oleh enzim yang dihasilkan mikroorganisme, yang
menyebabkan terjadinya perubahan dari kompleks organik menjadi anorganik
(mineralisasl);

2. peningkatan biomassa mikroorganisme sebaga hasil penggunaan polisakarida
dan protein, meliputi pengambilan nutrient seperti nitrogen, fosfor dan belerang
(immobilisasi);

3. penimbunan atau pembebasan senyawa-senyawa proses nitrifikas dan
denitrifikasi yang juga diperantarai oleh mikroorganisme.

Dari penelitian yang pernah dilakukan tentang potensi mikroorganisme dalam
membantu proses degradass TKKS seperti pada penelitian Nasrul et al. (2006),
penambahan jamur pelapuk putih (Phanerochaete chrysosporium) dapat
mempercepat proses dekomposisi TKK'S dengan menurunkan nilai C/N menjadi 14.8
dalam waktu 3 bulan dengan dosis pemberian jamur pelapuk putih sebanyak 25 gr.
Dapat dilihat bahwa proses degradasi yang terjadi ditandai dengan adanya penurunan
nila rasio C/N. Selain itu, proses degradasi juga dapat ditandai dengan adanya
pembentukan gula reduksi. Menurut Srivisan (1973), gula reduksi adalah suatu
glukosa atau karbohidrat yang merupakan monosakarida yang mengandung gugus
aldehid dan keton yang dapat mereduksi ion-ion logam (seperti Cu dan Ag) dalam
larutan basa.
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BAB 3. METODE PENELITIAN

3.1 Tempat dan Waktu Penélitian

Penelitian ini bertempat di Laboratorium Mikrobiologi, Jurusan Biologi,
Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, Universitas Jember. Waktu
penelitian dimula pada bulan Juli 2014 sampai Februari 2015.

3.2 Bahan dan Alat

Bahan yang digunakan meliputi Isolat murni Aspergillus niger B10 MCC-
00135-1 koleksi Balai Pengkajian dan Penerapan Teknologi (BPPT) Tangerang
Selatan. Media biakan antara lain Potato Dextrose Agar (PDA) dan tandan kosong
kelapa sawit (TKKS). Akuades, bacto peptone, glucose, NaOH 1M, asam asetat,
alkohol 97%, etanol, buffer asetat, buffer phosphate, buffer glycine, NaCl, natrium
azide dan reagen Somogyi-Nelson serta alkohol 70%.

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini antara lain mesin pencacah,
ayakan tepung, neraca analitik, alumunium foil, pengaduk, gelas ukur, beaker glass,
hot plate, tabung reaksi, kapas, pipet volumetrik, kertas kayu, autoklave, DC motor,
pipet tetes, kertas lakmus, pinset, kertas saring, ErlenMeyer, corong, falkon,
sentrifuge, inkubator, jarum ose, LAF, bunsen, hand sprayer, Haemacytometer,
mikroskop, vortex, pipet mikro, tip, shaker, botol schoot, eppendorf, waterbath dan

spektrofotometer.

3.3 Prosedur Pendlitian

Prosedur penelitian tentang aktivitas enzim ekstraseluler Aspergillus niger
dalam menghidrolisis TKKS yang akan dilakukan meliputi beberapa tahapan utama
yaitu persigpan bahan, produksi enzim ekstraseluler ekstrak kasar (crude enzim)

12
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Aspergillus niger dan analisis kuantitatif aktivitas crude enzim Aspergillus niger
daam menghidrolisis TKKS berdasarkan terbentuknya gula pereduksi metode

Somogyi-Nelson.

3.3.1 Persigpan Bahan
3.3.1.1 Peremgaan Isolat

Media yang digunakan untuk peremajaan isolat Aspergillus niger B10 MCC-
00135-1 adalah media PDA miring. Isolat tersebut diinokulasikan sebanyak satu ose
pada PDA miring dan diinkubasi pada suhu 30°C selama 72 jam.

3.3.1.2 Pembuatan Substrat Alkali Ekstrak TKKS

Persiapan substrat alkali ekstrak TKKS dimulai dengan pembuatan bubuk
TKKS. TKKS segar dikeringkan secara konvensional kemudian dihaluskan dengan
mesin pencacah. Hasil cacahan TKKS selanjutnya diayak dengan pengayak ukuran
250 mesh sampai didapatkan bubuk yang paling halus. Bubuk tersebut kemudian
dilakukan delignifikasi dengan NaOH untuk merusak struktur lignin, memisahkan
sebagian lignin dan hemiselulosa serta menyebabkan penggembungan struktur
selulosa (Gunam et al., 2010).

Sebanyak 100 gr bubuk TKKS dihidrolisis dengan NaOH 1M dalam 1000 mi
akuades dan dihomogenkan menggunakan DC motor selama 24 jam. Kemudian pH
substrat dinetralkan dengan asam asetat sampa didapatkan pH 7. Hasil hidrolisis
tersebut difiltrasi menggunakan kertas saring. Proses selanjutnya, filtrat diekstraksi
menggunakan ekstraksi etanol dengan perbandingan V : V = 6 : 4 (etanol:filtrat).
Hasil ekstraks tersebut disentrifugasi dengan kecepatan 8000 rpm selama 10 menit
dan akan menghasilkan pelet polisakarida. Pelet kemudian diresuspensi dengan etanol
diatas kertas saring untuk menghilangkan sisa NaOH. Selanjutnya pelet dikeringkan
dalam inkubator bersuhu 50° C selama 2-3 hari sehingga didapatkan bubuk yang
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selanjutnya disebut sebagai substrat alkali ekstrak TKKS dan digunakan sebagai
substrat saat uji aktivitas enzim.

3.3.1.3 Persigpan Media Produksi Enzim

Media produksi enzim menggunakan substrat TKKS jenuh air. Sebelumnya
ditentukan terlebih dahulu berapa banyak air yang dibutuhkan untuk membuat
substrat TKKS menjadi jenuh air. Sebanyak 5 gr serbuk kasar TKKS dalam akuades
diinkubasi selama 2 jam. Substrat kemudian ditimbang diatas aumunium foil dan
dihitung sebagai berat basah. Kemudian substrat dikeringkan dalam oven pada suhu
50°C selama 24 jam dan ditimbang sebagai berat kering. Selain itu, dilakukan juga
penimbangan terhadap berat aluminium foil. Substrat dikeringkan lagi pada suhu
50°C selama 6 jam sampai didapatkan berat konstan. Untuk mengetahui banyak air
per gram serbuk kasar TKKS yaitu dengan mengurangkan berat basah dengan berat
kering konstan sedang untuk mengetahui gram serbuk kasar TKKS yang digunakan
yaitu dengan mengurangkan berat kering konstan dengan berat alumunium foil.
Substrat TKKS sebanyak 10 gram dengan jenuh air nantinya dipergunakan untuk
media produksi enzim.

3.3.1.4 Pembuatan Reagen Somogyi dan Nelson
a. Reagen Somogyi

Pembuatan reagen Somogyi dilakukan dengan cara membuat empat jenis
larutan yaitu larutan A, B, C dan D. Larutan A berisi 24 gr Na,COg3 yang dilarutkan
dalam 240 ml akuades kemudian ditambahkan 12 gr C4H4KNzOe.H2O. Sedangkan
larutan B berisi 1 gr CuSO,4.5H,0 yang dilarutkan dalam 40 ml akuades kemudian
ditambahkan 16 gr NaHCO;. Kedua larutan tersebut kemudian dicampur dan disebut
sebagal larutan C. Kemudian dibuat larutan D yang berisi 180 gr Na,SO, yang
dilarutkan sedikit demi sedikit ke dalam 300 ml akuades sambil dipanaskan diatas hot
plate hingga mendidih. Tahap selanjutnya yaitu dengan melarutkan larutan C dan
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larutan D serta tera dengan akuades dalam labu ukur hingga volume total 1000 ml.
Larutan kemudian diinkubasi pada suhu 37°C selama 7 hari dalam botol gelap dan

disimpan pada suhu ruang.

b. Reagen Nelson

Pembuatan reagen Nelson dilakukan dengan membuat dua jenis larutan yaitu
larutan A dan larutan B. Larutan A beris 500 ml akuades mengandung
(NH4)MO7024.4H,0 10% dan ditambahkan 46 ml asam sulfur. Sedangkan larutan B
beris 6 gr NaHASO,.7H,0 dalam 25 ml akuades. Kedua jenis larutan kemudian
dicampur dan tera dengan akuades dalam labu ukur hingga volume total 1000 ml.
Larutan kemudian diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam dalam botol gelap dan

disimpan pada suhu ruang.

3.3.1.5 Pembuatan Kurva Kalibrasi

Pembuatan kurva diawali dengan membuat larutan glukosa konsentrasi 100
ug/ml sebagai stok. Penentuan standar glukosa dilakukan pada konsentrasi 5 pg/ml,
10 pg/ml, 25 pg/ml, 50 pg/ml, 75 pg/ml, dan 100 pg/ml ke dalam setiap tabung
reaksi. Sedangkan blanko berisi 1 ml akuades. Pada masing-masing konsentrasi
glukosa ditambahkan reagen Somogyi sebanyak 0.5 ml dan dididihkan dalam
penangas air selama 15 menit. Setelah dingin, ditambahkan reagen Nelson sebanyak
0.5 ml lalu diencerkan dengan 2.5 ml akuades. Kadar gula reduks diukur dengan
spektrofotometer pada panjang gelombang 500 nm. Berdasarkan nilai absorbansi
yang diperoleh dibuat kurva kalibrasi antara Optical Density (OD) dan kadar glukosa

(ug/ml).
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3.3.2 Produksi Enzim Ekstraseluler Ekstrak Kasar (Crude Enzim)
3.3.2.1 Penentuan K epadatan Spora Aspergillus niger

Penentuan kepadatan spora Aspergillus niger bertujuan untuk mengetahui
jumlah kepadatan spora yang digunakan untuk inokulum produksi enzim. Umumnya
jumlah kepadatan spora Aspergillus niger sebagai inokulum degradasi bahan
berlignoselulolitik adalah 10° — 10" sel/ml (Akhadiarto, 2009) dan berkisar antara 4-6
hari (Ibrahim et al., 2012). Sebanyak 1 ose Aspergillus niger berumur 3 hari dari
media PDA masing-masing ditumbuhkan pada 8 tabung reaksi beris media TKKS
agar 0.1% dan diinkubasi pada suhu 30°C.

Penentuan jumlah spora dilakukan dengan sampling setiap 24 jam selama 7
hari menggunakan metode counting chamber dan dihitung dibawah mikroskop.
Sampling yang dilakukan yaitu isolat dikerik dengan 10 ml akuades steril dan
hasilnya ditampung dalam tabung reaksi. Kemudian dilakukan pengenceran sampai
didapatkan jumlah spora yang dikehendaki. Sampel lalu diambil sebanyak 10ul dan
diteteskan pada bidang hitung Haemacytometer. Spora yang dihitung adalah spora
yang ada pada kotak sedang dan sebanyak 5 kali ulangan secara acak. Kemudian
jumlah sel/ml sampel ditentukan berdasarkan persamaan berikut :

Jumlah sel/ml = n X Fp
Vv
Keterangan: n = jumlah spora pada bidang hitung
V = volume Haemacytometer
Fp = faktor pengenceran
(Schlegel, 1994)

3.3.2.2 Optimasi Waktu Produksi Enzim
a. Produks Enzim
Optimasi waktu produksi enzim dilakukan dengan menginokulasikan secara

aseptis 1 ml suspensi inokulum berkepadatan spora yang telah diketahui sebelumnya
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ke 10 gr substrat TKKS jenuh air dan dibuat sebanyak 7 ulangan. Kemudian media
diinkubasi selama 7 hari pada suhu 30° C. Setelah itu, dilakukan pemanenan crude
enzim pada hari ke-1 sampai hari ke-7. Pemanenan meliputi preparasi dan ekstraksi
crude enzim. Preparasi dilakukan dengan menggunakan 20ml akuades mengandung
1% NaCl dan 0.01 % natrium azide ke substrat TKKS jenuh air yang bertujuan
sebagal pemecah sel dan penghambat selektif mikroorganisme yang tidak diinginkan.
Substrat kemudian dishaker selama 12 jam dan difiltras dengan menggunakan kertas
saring. Filtrat yang diperolen kemudian disentrifugasi pada kecepatan 8000 rpm
selama 10 menit. Supernatan yang diperoleh merupakan ekstrak enzim kasar (crude
enzim). Crude enzim kemudian diuji menggunakan analisis kuantitatif gula pereduksi
metode Somogyi-Nelson sehingga diketahui waktu optimum untuk produksi enzim.

b. Uji Aktivitas Enzim Berdasarkan Terbentuknya Gula Pereduks Metode
Somogyi-Nelson

Analisis kuantitatif gula pereduksi metode Somogyi-Nelson dilakukan dengan
melarutkan 0.5% substrat dalam 0.5 ml buffer asetat pH 7 50mM. Kemudian
direaksikan dengan 50 pl crude enzim dan diinkubasi pada suhu 37°C selama 2 jam.
Selanjutnya, ditambahkan 0.5 ml reagen Somogyi. Untuk kontrol dilakukan
penambahan crude enzim setelah penambahan Somogyi. Hal ini bertujuan agar tidak
terjadi reaks antara substrat dengan enzim. Kemudian dididihkan dalam penangas air
selama 15 menit untuk mempercepat reaksi enzimatis. Setelah dingin ditambahkan
0.5 ml reagen Nelson. Penambahan Reagen Somogyi (mengandung ion Kkupri)
berfungs untuk mengoksidasi glukosa membentuk kupri oksida dan
mengendapkannya menjadi kupro oksida (CuO), kemudian kupro oksida ini
dioksidass kembali dengan reagen Nelson dan akan membentuk warna biru
arsenomolibdat. Banyaknya CuO yang terbentuk berbanding lurus dengan jumlah
glukosa (Bintang, 2010). Larutan kemudian diencerkan dengan 2.5 ml akuades dan

kadar gula reduksi diukur dengan spektrofotometer pada panjang gelombang 500 nm.
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3.3.2.3 Produksi Enzim

Produksi enzim dilakukan dengan menggunakan substrat sebanyak 50 gr
substrat TKK'S jenuh air dan inokulum sebanyak 10 ml berkepadatan spora yang telah
diketahui sebelumnya. Untuk metode produksi yang digunakan sama dengan metode
yang digunakan pada 3.3.2.2. Crude enzim yang dihasilkan disimpan pada suhu 4°C
dan produksi dilakukan sebanyak dua kali ulangan.

3.3.3 Andisis Kuantitatif Aktivitas Crude Enzim Aspergillus niger dalam
Menghidrolisis TKKS Berdasarkan Terbentuknya Gula Pereduksi Metode
Somogyi-Nelson

3.3.3.1 Karakterisas Kemampuan Hidrolisis Berdasarkan Stabilitas dan Optimum:
pH dan Suhu
Karakterisas kemampuan hidrolisis TKKS oleh crude enzim Aspergillus niger

berdasarkan stabilitas dan optimum: pH dan suhu dilakukan menggunakan substrat

alkali ekstrak TKKS. Varias pH yang digunakan meliputi pH 4; 4.5; 5; 5.5; 6; 6.5; 7;

7.5; 8; 8.5; dan 9 serta pada variasi suhu 28°C, 30°C, 35°C, 40°C, 45°C, 50°C, 55°C,

60°C, 65°C, dan 70°C.

Langkah pertama karakterisas dilakukan pada variasi pH untuk menentukan
rentang pH stabil yaitu mereaksikan 0.5 ml crude enzim dengan 0.5 ml buffer
asetat/phosphate berdasarkan masing-masing variasi pH kemudian diinkubasi pada
suhu 37°C selama 4 jam. Setelah 4 jam, dilakukan pengujian menggunakan analisis
kuantitatif gula pereduks metode Somogyi-Nelson menggunakan 0.5% substrat
daam 0.5 ml buffer asetat pH 5 60mM. Sedang sebagai kontrol yaitu dengan
mereaksikan 0.5 ml crude enzim dengan 0.5 ml akuades. Setelah diketahui rentang
pH stabil dilanjutkan dengan pengukuran pH optimum. Pada penentuan pH optimum
dilakukan uji kuantitatif gula pereduks metode Somogyi-Nelson hanya pada rentang
pH stabil yang telah diketahui tanpa inkubasi 4 jam. Metode yang sama dilakukan

pula pada karakterisasi stabilitas dan optimum suhu.
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3.3.3.2 Pengukuran Kemampuan Hidrolisis TKKS oleh Crude Enzim Aspergillus

niger pada Beberapa Waktu Inkubasi
a. Hidrolisis TKKS oleh Crude Enzim

Anaisis kemampuan hidrolisis TKKS oleh crude enzim Aspergillus niger
berdasarkan waktu inkubasi 0, 1, 2, 3, 6, dan 12 jam dilakukan menggunakan substrat
bubuk TKKS. Sebanyak 5% bubuk TKKS direaksikan dalam 30 ml crude enzim dan
ditambahkan 300 pl natrium azide 0.1%. Sampel kemudian diinkubasi pada suhu
37°C selama 12 jam dan dilakukan sampling sesuai waktu inkubasi yang telah
ditentukan. Sampling dilakukan dengan cara mengambil 0.5 ml sampel hidrolisat
pada eppendorf kemudian dididihkan diatas penangas air selama 15 menit. Sampel
kemudian disentrifuse pada kecepatan 4000 rpm selama 5 menit dan diambil
supernatannya. Supernatan yang sudah dipisahkan dari peletnya ditampung dalam
eppendorf baru kemudian disimpan pada suhu -20°C (freezer). Masing-masing
sampel diuji kadar gula pereduksinya menggunakan metode Somogyi-Nelson.

b. Uji Aktivitas Enzim Berdasarkan Terbentuknya Gula Pereduksi Metode
Somogyi-Nelson

Sebanyak 0.1 ml sampel diencerkan dengan 0.4 ml akuades dan ditambahkan
0.5 ml reagen Somogyi. Sampel kemudian dididihkan diatas penangas air selama 15
menit. Setelah itu, sampel ditambahkan 0.5 ml reagen Nelson serta diencerkan
dengan 2.5 ml akuades. Kadar gula reduks diukur dengan spektrofotometer pada
panjang gelombang 500 nm. Pengukuran dibuat dengan dua kali pengulangan.
Setelah itu, nilai absorbans dikalibrasikan ke kurva kalibrasi untuk mengetahui kadar
gula pereduksi yang terbentuk. Hasil yang diperoleh selanjutnya dihitung persentase
kemampuan hidrolisisnya berdasarkan rumus:
Kemampuan hidrolisis (%) = Gula Pereduks Hasil HidrolisisTKKS X 100%

Total Substrat TKKS
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BAB 4. HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Kepadatan Spora Aspergillus niger pada Media TKKSAgar 0.1%

Hasil penentuan kepadatan spora dari Aspergillus niger selama waktu
inkubasi 7 hari didapat kepadatan spora terus mengalami kenaikan dari hari ke-0
sampai hari ke-7 (Gambar 4.1). Terlihat pertumbuhan dua tahap antara hari ke-3 dan
hari ke-4. Hal ini biasa terjadi pada media yang mengandung campuran nutrien.
Penambahan glukosa dan pepton berfungs untuk menginduks pembentukan enzim-
enzim baru. Glukosa pertama-tama menginduksi sintesis enzim yang diperlukan
untuk pengolahannya dan bersamaan dengan itu menekan sintesis enzim yang
diperlukan untuk pengolahan TKKS. Enzim yang disebut terakhir ini baru dibentuk
sesudah glukosa terpakai. Sedangkan pepton ditambahkan untuk mikroorganisme
bertuntutan tinggi yang belum dikenal benar nutrisi yang dibutuhkannya (Schlegel,
1994).

—
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Gambar 4.1 Jumlah Kepadatan Spora Aspergillus niger Terhadap Waktu Inkubasi (Hari)

20
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Gambar 4.1 menunjukkan bahwa kepadatan spora meningkat cukup signifikan
dari 2.5x10° sel/ml pada hari ke-0 menjadi 5.05x10" pada hari ke-3. Keadaan ini
memperlihatkan terjadinya fase pertumbuhan pertama, yaitu saat sel menggunakan
nutrisi sederhana glukosa sebagai sumber karbon. Kepadatan spora masih dalam
jumlah yang hampir sama yaitu 4,9 x 10’ sel/ml pada hari ke-4. Hal ini menujukkan
bahwa glukosa telah habis digunakan. Selanjutnya, pada hari ke-5 Aspergillus niger
memasuki fase pertumbuhan kedua sebagai penggunaan TKKS yang merupakan
sumber karbon lainnya.

Kepadatan spora kembali meningkat pada hari ke-6 sampai hari terakhir
inkubasi dan mencapai jumlah kepadatan spora tertinggi yaitu 1.23x10° sel/ml. Pada
waktu inkubasi 3 hari sampai 6 hari kepadatan spora sama-sama berkisar pada 10’
sel/ml namun kematangan spora dan efisiens waktu tentu menjadi faktor penting
dalam produksi enzim nantinya sehingga waktu inkubasi 4 hari dipilih sebagai waktu
inkubasi terbaik mendapatkan inokulum.

4.2 Waktu Optimum Produksi Enzim

Produksi enzim dapat ditentukan dengan mengukur aktivitas enzim yang
dihasilkan selama pertumbuhan sel. Dalam hal ini waktu inkubasi sangat berpengaruh
terhadap pertumbuhan sel sebagai penghasil utama crude enzim. Fardiaz (1987)
menyatakan bahwa mikroba akan menghasilkan enzim ekstraseluler untuk
menghidrolisis substrat yang digunakan. Berbagar macam enzim akan diproduksi
oleh Aspergillus niger sebagai respon terhadap ketersediaan komponen dalam TKKS
dan mengubahnya menjadi gula sederhana. TKKS mengandung komponen terbesar
berupa selulosa yang mana perombakan selulosa menjadi glukosa dapat dimanfaatkan
untuk menunjang pertumbuhan kapang itu sendiri.

Pengukuran aktivitas enzim dilakukan dengan mengukur gula pereduksi yang
terbentuk dari reaksi hidrolisis antara crude enzim Aspergillus niger dengan substrat
TKKS. Gula pereduksi yang terbaca oleh reagen Somogyi-Nelson berdasarkan
keberadaan reducing end. Reducing end merupakan gugus bebas pada gula dan akan
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mereduksi ion Cu?* dalam suasana akalis (Bintang, 2010). Semakin tinggi kadar gula
pereduks yang dihasilkan maka semakin tinggi aktivitas enzim.

Hasil penelitian pada Gambar 4.2 menunjukkan gula pereduksi yang
dihasilkan pada hari ke-O sampai hari ke-3 mengalami peningkatan. Besarnya
perombakan komponan substrat terhadap lama waktu inkubasi meningkat seiring
dengan pertumbuhan sel kapang kemudian menurun hingga sumber karbon yang
dibutuhkan habis. Pada hari ke-4 kurva menunjukkan titik optimum produksi enzim
yaitu ditandai dengan jumlah gula pereduksi tertinggi sebanyak 40.09ug/ml. Gula
pereduks kebanyakan dari golongan monosakarida seperti glukosa, galaktosa, dan
fruktosa serta golongan disakarida seperti maltose, laktosa, kecuali sukrosa. Sifat
mereduksi disebabkan oleh adanya gugus aldehid atau keton bebas dalam molekulnya
(Yazid et al., 2006).

L
=
1

Gula reduksi (ug/ml)

Lama inkubasi (hari)

Gambar 4.2 Hasil Gula Reduksi Selama Optimasi Waktu Produksi Crude Enzim Aspergillus
niger

Gambar 4.2 diketahui bahwa setelah aktivitas enzim mencapai titik optimum

pada hari ke-4 terjadi penurunan aktivitas enzim. Hal ini sesuai dengan pendlitian

yang dilakukan oleh Suresh et al. (2010) dan Oyeleke et al. (2012) bahwa waktu
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fermentasi optimal dari Aspergillus niger pada berbagai bahan berlignoselulolitik
berkisar antara 96-100 jam dan setelah itu aktivitas enzimnya akan menurun.
Penurunan aktivitas enzim diduga disebabkan oleh faktor lingkungan media produksi
yang mengalami perubahan sgjalan dengan pertumbuhan Aspergillus niger serta
hambatan oleh produk akhir terhadap sintesis beberapa enzim baru. Selobiose dapat
menghambat sintesis endoglucanase dan cellobiohydrolase yang berperan dalam
proses perombakan selulosa menjadi glukosa (Sukumaran et al., 2005).

Faktor-faktor yang mempengaruhi produktivitas enzim diantaranya adalah
jumlah inokulum, jenis substrat, dan kondisi media. Pada penentuan waktu optimum
produksi enzim digunakan media produks berupa serat kasar TKKS. Serat kasar
TKKS mengandung komponen selulosa dan hemiselulosa yang sukar dirombak.
Penggunaan sumber karbon yang larut seperti laktosa, selobiosa dan hidrolisat
selulosa untuk produksi enzim memungkinkan produktivitas yang tinggi tetapi
aktifitas enzimnya kurang, sedangkan sumber karbon yang sukar dirombak,
produktivitasnya rendah tetapi aktifitas enzimnyatinggi (Chen et al., 1992).

Kondis media juga disesuaikan agar inokulum mampu tumbuh baik, seperti
dengan menjaga kelembaban relatif (a,) media. Kelembaban relative (a,) merupakan
perbandingan larutan dalam air dan zat-zat padat dari segi airnya yang tersedia.
Dengan diketahuinya kelembaban relatif dari substrat yang dipakai akan mendukung
proses produksi enzim karena pertumbuhan kapang berada dalam kondisi yang
optimal. Dalam penelitian didapatkan a, sebesar 81%. Menurut Schlegel (1994),
Genus Aspergillus dikenal mampu tumbuh baik pada a,, sebesar 0.8.

4.3 Karakterisass Kemampuan Hidrolisis TKKS oleh Enzim Ekstraseluler
Aspergillus niger Berdasarkan pH dan Suhu
Pada penentuan pH dan suhu stabil bertujuan untuk mengetahui pada rentang
berapa sgja enzim tidak menunjukkan penurunan atau kenaikan aktivitas (stabil)
setelah direaksikan dengan substrat dan diuji kadar gula pereduksi yang terbentuk
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dengan metode Somogyi-Nelson. Waktu inkubasi 4 jam dipilih sebagai waktu
moderat enzim akan bereaksi terhadap pengaruh lingkungan dan dengan diketahuinya
rentang stabil membantu dalam proses penyimpanan enzim karena faktor lingkungan
dapat dipertahankan.

Pengaruh pH terhadap aktivitas enzim diteliti dengan menggunakan tiga tipe
buffer : asam asetat (range pH antara 4-5.5 50 mM), phosphate (range pH antara 5.5-
8.5 50 mM), dan glycine (pH 9 50 mM). Hasil yang diperoleh menunjukkan aktivitas
enzim stabil pada kisaran pH 4.5-9 dengan % aktivitas diatas 100% terhadap kontrol
dengan asumsi gula pereduksi awal sebanyak 20.5ug/ml (Tabel 4.1). Kondis stabil
ini sangat penting dalam mencegah pergeseran aktivitas enzim.
Tabel 4.1 Persentase aktivitas enzim ekstraseluler Aspergillus niger terhadap kontrol pada

penentuan stabilitas pH dan suhu serta kadar gula pereduksi pada penentuan
optimum pH dan suhu

Perlakuan
pH Suhu
Stabil* Optimum Stabil* Optimum
(% Aktivitas) ~ (GulaPereduksi (ug/mi)) (% Aktivitas) (GulaPereduks (ug/mi))

4 52.4 23 28°C 62.6 -

45 1135 26.3 30°C 1203 14.1

5 117.9 23.8 35°C  106.0 20.1
55 144.4 24.3 40°C 99.2 239
55 148.2 22.3 45°C 713 18.2

6 175.2 30.2 50°C 54.5 17.5
6.5 150.3 30.3 55°C 21.0 17.1

7 148.7 336 60°C 8.6 5.3
75 135.7 35.1 65°C 4.2 5.4

8 111.9 28.6 70°C 3.6 0

8.5 128.7 27.1

9 133.6 15.4

* Gula pereduksi pada kontrol berkisar 17.09-20.5 ug/ml

Sedangkan pengaruh suhu terhadap aktivitas enzim menunjukkan kondisi
stabil pada kisaran suhu 28 °C (ruang) hingga suhu 45°C dengan % aktivitas diatas
70% terhadap kontrol dengan asumsi gula pereduks awa 17.09 pug/ml (Tabel 4.1).
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Peningkatan suhu inkubasi dari suhu 28°C menjadi 35°C menyebabkan tingkat
hidrolisis yang diperoleh meningkat 2X lipat. Pada penggunaan suhu inkubasi rendah
menyebabkan lgju reaksi berjalan lambat sebagai akibat rendahnya reaksi melekatnya
sis aktif enzim pada substrat sehingga TKKS tidak terhidrolisis secara sempurna.
Ketika temperatur meningkat proses denaturasi juga mulai berlangsung dan

menghancurkan aktivitas molekul enzim.

— & — stablitaspH
140+ - # — statilites scho C

—8— ootimom pll
—8— cptmne snhu

Optimum {ug/ml)

Stabilitas (o)

4 45 5 55 6 65 7 75 8 85 9 25
pH subu ("C)

(A) (B)
Gambar 4.3 Kurva penentuan stabilitas dan optimum: (A) Pengaruh pH terhadap aktifitas
enzim ekstraseluler Aspergillus niger; (B) Pengaruh suhu terhadap aktifitas
enzim ekstraseluler Aspergillus niger

Kurva pengaruh pH (Gambar 4.3.A) berupa lonceng dengan satu titik puncak
yang disebut titik pH optimum. Pada penelitian ini pH optimum berada pada pH 7.5
dengan jumlah gula pereduks sebanyak 35.1 pg/ml. Dalam suatu reaksi kimia, pH
untuk suatu enzim tidak boleh terldu asam maupun terlalu basa karena akan
menurunkan kecepatan reaksi dengan terjadinya denaturasi. Pada umumnya, pH
optimum suatu enzim berkisar antara 4,5-8, dan pada kisaran pH tersebut enzim
mempunyai kestabilan yang tinggi (Fieser et al., 1992).

Suatu reaksi kimia juga dipengaruhi oleh faktor suhu yang digunakan karena
reaks kimia sangat peka terhadap perubahan suhu. Suhu optimum pada penelitian ini
berada pada suhu 40°C dengan jumlah gula pereduksi sebanyak 23.9ug/ml (Gambar

Optinnum. {Jie/mil)
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4.3.B). Pada suhu diatas 45°C efek yang berlawanan yaitu denaturasi termal lebih
dominan dan menjelang suhu 55°C molekul-molekul enzim rusak sehingga
kehilangan spesifitasnya. Suhu yang tinggi akan menaikkan aktivitas enzim namun

sebaliknya juga akan mendenaturasi enzim (Martoharsono, 1994).

4.4 Kemampuan Hidrolisis TKKS oleh Crude Enzim Aspergillus niger pada
Beberapa Waktu Inkubasi

Pengaruh waktu inkubasi terhadap aktivitas crude enzim dalam menghidrolisis

TKKS diamati selama 12 jam. Jumlah gula reduks yang dihasilkan mengalami

peningkatan secara linier sampal inkubasi 6 jam dengan koefisien regresi linier

terbaik r°=0.985 (Gambar 4.4). Setelah 6 jam, aktivitas enzim mengalami penurunan

dan sampai di akhir penelitian jumlah gula pereduksi juga turun.

800 -
= e y=48.774x+47028 20
= R*=0.9€851 //
E 700 -
=
2 650 -
=
z
S 600 -
5
: 550 - —t— Gula reduksi
= Linear ( Gula reduksi
Q500 - )

450 T . . . = . =
0 1 2 3 4 5 6
Waktu inkubasi (jJam)

Gambar 4.4 Pengaruh Waktu Inkubasi terhadap Jumlah Gula Pereduksi yang Dihasilkan dari
Hidrolisis TKK'S oleh Crude Enzim Aspergillus niger

Hubungan linier pada saat waktu inkubasi 6 jam mengindikasikan
kemampuan aktivitas dari crude enzim berjalan optimal tanpa hambatan. Hambatan
yang terjadi dapat disebabkan diantaranya karena sistem selulase tidak berjalan
seimbang akibat ketidak-samaan jumlah masing-masing enzim pembentuk sistem
selulase. Selulase dapat terdiri dari satu atau lebih cellobiohydrolase, endo-3-1,4-
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glucanase, atau [-glucosidase tergantung jenis mikroba yang menghasilkan selulase
tersebut (Sukumaran et al., 2005). Genus Aspergillus dikenal memiliki aktivitas -
glucosidase yang tinggi dibandingkan aktivitas cellobiohydrolase dan endo-f-1,4-
glucanase yang dihasilkannya (Mun et al., 2008). Hal ini juga didukung oleh Criquet
(2002) yang dalam penelitiannya menunjukkan hasil yang hampir sama yaitu
kenaikan aktivitas selulase secara linier dapat terjadi apabila tidak adanya hambatan
seperti proteolisis selulase oleh enzim protease.

Hasil pengukuran gula pereduksi dari hidrolisast TKKS menggunakan 5%
substrat TKKS selama 6 jam sebesar 756 pg/ml dan kemampuan hidrolisis sebesar
1.5%. Nilai ini tergolong kecil apabila dibandingkan dengan kemampuan hidrolisis
crude enzim Aspergillus niger pada beberapa jenis limbah organik lainnya seperti
pada penelitian Hasan (2004) yang menunjukkan kemampuan hidrolisis ampas tahu
oleh crude enzim Aspergillus niger mencapa 37.2%. Hal ini terkait dengan nilal rasio
C/N bahan organik yang mana semakin tinggi rasio C/N akan menurunkan tingkat
pertumbuhan mikroorganisme sehingga menurunkan pula produktivitas enzim.

Rasio C/N merupakan perbandingan antara unsur karbon dan nitrogen.
Karbon dibutuhkan mikroorganisme sebagal sumber energi sedangkan nitrogen
merupakan penyusun senyawa untuk pertumbuhan sel. Rasio C/N yang rendah
(kandungan unsur N yang tinggi) akan meningkatkan emisi dari nitrogen berupa
ammonium yang akhirnya dapat menyebabkan proses pengasaman. Sedangkan rasio
C/N yang tinggi (kandungan unsur N yang rendah) menjadi faktor pembatas dalam
metabolisme mikroorganisme karena terjadi malnutrien. Ini ditunjukkan oleh rasio
C/N dari TKKS sebesar 70-100 sehingga kemampuan dekomposisi hanya mencapai
1.5% sedangkan rasio C/N dari ampas tahu rata-rata sebesar 14 sehingga kemampuan
dekomposisinya mencapai 37.2%. Beberapa penelitian menunjukkan bahwa rasio
C:N optimum pada proses biodegradasi adalah 20-40 (Polprasert, 1996). Namun
meskipun demikian informasi dari hasil penelitian ini sangat berguna untuk proses

pemuliaan lebih lanjut untuk mendapatkan enzim yang lebih produktif.
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BAB 5. PENUTUP

5.1 Kesimpulan

Kesimpulan yang diperoleh dari hasil penelitian ini adalah waktu produksi
terbaik untuk mendapatkan crude enzim Aspergillus niger menggunakan media
TKKS adalah empat hari. Kondis crude enzim harus semaksimal mungkin
dipertahankan agar tidak mengalami perubahan di lingkungan. Aktivitas crude enzim
Aspergillus niger stabil pada rentang pH 4.5 sampai 9 dan suhu ruang (28+2°C)
sampai suhu 45°C. Andlisis kemampuan hidrolisis TKKS oleh crude enzim
menunjukkan bahwa reaksi optimum jika menggunakan pH 7.5, suhu 40°C, dan
waktu inkubasi 6 jam. Gula pereduks yang dihasilkan sebesar 756 pg/ml dan
kemampuan hidrolisis sebesar 1.5%, artinya kemampuan hidrolisis TKKS oleh crude
enzim Aspergillus niger dapat menghasilkan gula pereduksi sebesar 1.5% dari total
gula pereduks dalam TKKS.

5.2 Saran

Perlu dilakukan optimalisasi produktivitas enzim seperti analisis kondisi pH,

suhu, dan media produksi agar dapat diperoleh crude enzim secara optimum.

28
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Lampiran

A. Komposis Bahan Kimia

A.1 Komposis Bahan Kimia untuk Media

Media Bahan Komposisi
Potato Dextrose Agar Kentang 20% (b/v) 200 gr
Dextrose 1% (b/v) 10¢gr
Bacto agar 1.7% (b/v) 17 gr
Akuades 1000 ml
TKKS agar 0.1% Bubuk Alkali ekstrak TKKS0.1% (b/v) 1gr
Bacto Peptone 0.1% (b/v) lor
Glucose 0.5% (b/v) 5¢r
Bacto agar 1.7% (b/v) 17 gr
Akuades 1000 ml
TKKSjenuh air a,= 81% Serat kasar TKKS 10¢gr
akuades 425 ml
A.2 Komposis Bahan Kimia untuk Larutan
Larutan Bahan Komposisi
Reagen Somogyi NaCO3 24 gr
CsHsKNaOg.H-0 12 ar
NaHCO3 16 gr
Cu04.5H,0 10% (b/v) 4qr
NaSO4 180 gr
Akuades 1000ml
Reagen Nelson (NH4)MO7024.4H,0 50 gr
Sulfuric acid 46ml
NaHSO,.7H,0 6gr
Akuades 1000 ml
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B. Kurva Standart Glukosa
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C. Perhitungan Jumlah Spora Aspergillus niger

Waktu inkubas Jumlah spora* Kepadatan spora

(hari) (x 107
0 5 0.25
1 7 0.35
2 15 0.75
3 101 5.05
4 98 4.90
5 117 5.85
6 149 7.45
7 245 12.25

* Sel kapang diamati dibawah mikroskop Olympus dengan perbesaran 400X
Jumlah sel kapang dihitung dengan menggunakan Haemacytometer
Kepadatan sel dihitung berdasarkan rumus:

Jumlah sel/ml = n X Fp
\Y,
Keterangan : n = jumlah spora pada bidang hitung
V = volume Haemacytometer
fp = faktor pengenceran
(Schlegel, 1994)
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D. Kadar Gula Pereduks pada Penentuan Waktu Produks Enzim
Ekstraseluler Aspergillusniger

Waktu inkubass Kadar Gula Pereduksi
(Hari) (ng/ml)

0.76

12.09

37.76

40.09

30.64

10.87

19.20

~No o~ WNRE

E. Kadar Gula Pereduks pada Analiss Kemampuan Hidrolisis TKK S oleh

Crude Enzim Aspergillus niger

Waktu inkubasi Absorbansi Kadar gula pereduksi

(jam) (OD 500 nm) (ng/ml)
0 0.420 459
1 0.469 513
2 0.539 592
3 0.562 617
6 0.687 756

12 0.513 562
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