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RINGKASAN

Efisiensi Hidrolisis Tepung Kulit Ubi Kayu menggunakan H;SO,,
Trichoderma viride dan Aspergillus niger; Himmatul Faiqoh; 121710101068;
2017; halaman 61; Jurusan Teknologi Hasil Pertanian Fakultas Teknologi

Pertanian Universitas Jember.

Tepung kulit ubi kayu dapat dikonversi menjadi gula reduksi sebagai
bahan baku sumber energi terbarukan yaitu bioetanol melalui hidrolisis. Metode
hidrolisis sangat berpengaruh terhadap gula reduksi yang dihasilkan. Hidrolisis
yang pernah dilakukan pada tepung kulit ubi kayu yaitu menggunakan asam dan
enzim. Pengembangan metode hidrolisis yang dapat dilakukan yaitu
menggunakan perlakuan awal hidrolisis asam dan mikroorganisme. Tujuan dari
penelitian ini adalah untuk mengetahui efisiensi hidrolisis tepung kulit ubi kayu
menggunakan kapang Trichoderma viride, Aspergillus niger dan kultur campuran
dengan dan tanpa perlakuan awal hidrolisis H,SO, dalam menghasilkan gula
reduksi.

Proses hidrolisis tepng kulit ubi kayu dilakukan menggunakan kapang T.
viride, A. niger dan kultur campuran keduanya dengan dan tanpa perlakuan awal
hidrolisis H,SO,4 selama 20 menit. Konsentrasi tepung dalam medium hidrolisis
yang digunakan sebesar 1,5% (w/v) yang telah dipreparasi dan ditambahkan
beberapa nutrisi untuk pertumbuhan kapang vyaitu yeast ekstrak 0.3 g/L,
(NH4)2SO4 0,6 g/L, mineral salts solution 50 ml/L dengan pengaturan pH 4,5.
Hidrolisis menggunakan kapang dilakukan selama 48 jam pada suhu 30 °C dalam
orbital shaker inkubator dan diamati secara periodik setiap 12 jam. Variabel
pengamatan meliputi populasi kapang, kadar gula reduksi, kadar total gula
terlarut, rerata derajat polimerisasi dan efisiensi hidrolisis. Data hasil penelitian
diolah dengan statistika sederhana yaitu dihitung rerata dan standart deviasi.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa kadar gula reduksi hasil perlakuan
awal hidrolisis H,SO, saat dilanjutkan hidrolisis oleh kapang, mengalami

penurunan seiring dengan meningkatnya jumlah populasi kapang hingga 48 jam
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inkubasi. Hal ini berarti bahwa pada perlakuan tersebut kapang tidak
menghasilkan gula reduksi, gula reduksi hanya dihasilkan pada saat hidrolisis
awal menggunakan H,SO,. Terjadinya penurunan gula reduksi tersebut, karena
digunakan untuk pertumbuhan kapang. Kadar gula reduksi hasil hidrolisis oleh
kapang tanpa perlakuan awal hidrolisis H,SO, meningkat seiring dengan
meningkatnya populasi kapang hingga 24 jam inkubasi, dan mengalami
penurunan pada 36 jam hingga 48 jam inkubasi. Terjadinya peningkatan gula
reduksi hingga 24 jam inkubasi, karena kapang dapat tumbuh, berkembangbiak
dan menghasilkan enzim yang dapat mengkonversi komponen polisakarida dalam
tepung kulit ubi kayu menjadi gula reduksi.

Hasil penelitian menyimpulkan bahwa hidrolisis tepung kulit ubi kayu
menggunakan kultur campuran T. viride dan A. niger tanpa perlakuan awal
hidrolisis H,SO, menghasilkan gula reduksi sebesar 3,08 g/L lebih tinggi
dibandingkan menggunakan kultur tunggal baik T. viride sebesar 1,93 g/L
maupun A. niger sebesar 2,01 g/L. Demikian juga efisiensi hidrolisis tepung kulit
ubi kayu menghasilkan total gula terlarut sebesar 61,77% dan gula reduksi sebesar
30,46% yang diperoleh dari hidrolisis menggunakan kultur campuran T. viride
dan A. niger lebih tinggi dibandingkan menggunakan kultur tunggal baik T. viride

maupun A. niger.


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

SUMMARY

The Hydrolysis Efficiency of Cassava Peel Flour by Using H,SOy,
Trichoderma viride and Aspergillus niger; Himmatul Faigoh; 121710101068;
2017; 52 pages; Department of Agricultural Product Technology, Faculty of
Agricultural Technology, University of Jember.

The cassava peel flour could converted became reducing sugar as the raw
material of the newest energy source, that was bioethanol by doing hydrolysis.
The hydrolysis method was affected to the result of reducing sugar. The
hydrolysis of cassava peel flour used acid and enzymes. The method development
hydrolysis can be done using microorganisms and pretreatment of acid hydrolysis.
The purpose of this research is to determine the hydrolysis efficiency of cassava
peel flour by using fungus Tricoderma viride, Aspergillus niger and co-culture
with and without pretreatment of H,SO,4 hydrolysis to the result of reducing sugar.

The hydrolysis was conducted by using T. viride, A. niger and co-culture
with and without pretreatment of H,SO, hydrolysis for 20 minutes. The
concentration of fluor in medium hydrolysis that was used as much as 1,5% (w/v)
that was be prepared and added by some nutrition to be used as the fungus growth
that included yeast extract 0,3 g/L, (NH4).SO,4 0,6 g/L, and mineral salts solution
50 ml/L with the set of pH 4,5. The hydrolysis with fungus was done for 48 hours
in the degree of 30 °C in orbital shaker inkubator and was observed several
parameters periodically every 12 hours, it was included the fungus population,
reducing sugar concentration, total sugar concentration, the degree of
polymerization and efficiency hydrolysis. The data was analyzed by basic
statistics such as mean and standard deviation.

The result finding showed that reducing sugars result pretreatment of H,SO4
hydrolysis when the hydrolysis followed by fungus decreased by the time of the
increasing of the fungus population up to 48 hours of incubation. The decreasing
of reducing sugar happened because was used for the fungus growth. Reducing
sugar of the hydrolysis result by fungus without pretreatment of H,SO,4 hydrolysis

increased by the the time of the increasing of the fungus population up to 24 hours
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of incubation, and it was decreased at 36 hours up to 48 hours of incubation. The
increasing of reducing sugar happened up to 24 hours of incubation, because the
fungus could be growth, multiply and produce enzyme that could convert the
component of polysaccharides in the cassava peel flour became reducing sugar.
The result showed that cassava peel four hydrolysis by co-culture T. viride
and A. niger with pretreatment of H,SO4 hydrolysis using sugar reduction much as
3.08% g/L was higher than using monocultur T. viride much as 1,93 g/L or A.
niger much as 2,01 g/L. As well hydrolysis efficiency of cassava peel four
produce total sugar much as 61,77% and reducing sugar much as 30,46% of the
hydrolysis result by co-culture T. viride and A. niger was higher than using

monocultur T. viride or A. niger.
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Gula reduksi merupakan karbohidrat golongan monosakarida yang dapat
dimanfaatkan sebagai bahan baku sumber energi terbarukan, salah satunya yaitu
untuk produksi bioetanol. Gula reduksi untuk bioetanol masih dibuat dari bahan
berpati dan bergula yang merupakan bahan pangan (Lin dan Tanaka, 2006 2006).
Hal ini akan berdampak buruk bagi penyediaan bahan pangan apabila dikonversi
terus menerus menjadi bioetanol karena terjadi persaingan antara penyediaan
pangan dan energi. Pengembangan produksi gula saat ini beralih pada bahan yang
mengandung lignoselulosa (Olofsson et al., 2008). Salah satu limbah yang
mengandung lignoselulosa dan cukup melimpah serta berpotensi untuk bahan
baku etanol adalah kulit ubi kayu.

Kulit ubi kayu merupakan limbah utama dari hasil pengolahan ubi kayu.
Menurut Obadina et al. (2006), kulit ubi kayu yang dihasilkan dari proses
pengolahan ubi kayu berkisar + 20%, jika dikonversikan pada produktifitas ubi
kayu tahun 2015 berdasarkan data BPS (2015) sebesar 21.790.956 ton, maka
menghasilkan kulit ubi kayu sebesar + 4.3 juta ton. Tingginya kulit ubi kayu
tersebut dapat dimanfaatkan untuk produk yang memiliki nilai ekononis yang
lebih tinggi seperti untuk bahan baku bioetanol. Selain ketersediaan yang
melimpah kulit ubi kayu memiliki keunggulan yaitu mengandungan kadar
selulosa 35.86 = 0.92%; kadar hemiselulosa 27 + 1.26%; dan kadar air 4,63 *
0.07% (Kongkiattikajorn, 2012). Kandungan polisakarida tersebut berpotensi
untuk dikonversi menjadi glukosa sebagai bahan baku bioetanol.

Kendala pada produksi bioetanol dari bahan yang mengandung pati dan
lignoselulosa adalah termasuk teknologi generasi kedua sehingga membutuhkan
proses awal sebelum konversi menjadi bioetanol oleh kamir Saccharomyces
cerevisiae sebagai penghasil enzim alkohol dehidrogenase. Perlakuan awal yang
dapat dilakukan yaitu hidrolisis komponen polisakarida tepung kulit ubi kayu.

Hidrolisis merupakan proses yang sangat penting untuk menghasilkan gula
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reduksi yang optimal. Beberapa peneliti telah melakukan optimasi hidrolisis
komponen polisakarida menggunakan asam, enzim murni maupun enzim dari
mikroorganisme. Hidrolisis tepung kulit ubi kayu menggunakan H,SO4 0,1 M
menghasilkan gula reduksi sebesar 66,28%, menggunakan campuran enzim
amilase dan amiloglukosidase menghasilkan gula reduksi sebesar 70,11%.
(Yoonan dan Kongkiattikajorn, 2004). Selain itu, sebagian besar sumber enzim
dalam skala industri menggunakan mikroorganisme. Souza dan Magalhaes
(2010), menyatakan bahwa hidrolisis menggunakan mikroorganisme memiliki
keunggulan yaitu waktu produksi cepat, dapat diproduksi dalam jumlah besar,
proses mudah dimodifikasi, dan tidak memerlukan tempat yang luas. Salah satu
mikroorganisme utama yang mampu mendegradasi komponen polisakarida karena
memiliki enzim selulolitik dan amilolitik adalah kapang.

Kapang yang sering digunakan dalam pengolahan pangan vyaitu
Trichoderma viride dan Aspergillus niger. Beberapa peneliti mengatakan bahwa
kapang T. viride mampu menghasilkan enzim selulolitik berupa endoglukanase,
eksoglukanase (Juhasz et al., 2003 dan Prasad, 2014) dan xylanase (Tribak et al.,
2002). Kapang A. niger mampu menghasilkan enzim amilolitik berupa amilase,
glukoamilase (Selvakumar et al., 1996 dan Yasmeen et al., 2002) dan enzim
selulolitik berupa B-glukosidase (Juhasz et al., 2003 dan Prasad, 2014). Oleh
sebab itu, hidrolisis kulit ubi kayu dapat memanfaatkan dua jenis kapang T. viride
dan A. niger.

Hidrolisis menggunakan kapang T. viride dan A. niger secara Kkultur
tunggal telah dilakukan oleh Kamara (2007) pada batang pisang menggunakan
kapang T. viride menghasilkan gula reduksi sebesar 0,3014 mg/ml dan oleh
Safaria et al. (2013) pada sabut kelapa menggunakan A. niger menghasilkan gula
reduksi sebesar £ 0,014 mg/ml. Hidrolisis menggunakan campuran kapang T.
viride dan A. niger telah dilakukan sebelumnya oleh Ul-Haq et al. (2005) pada
substrat kapas dan penelitian oleh Naufala dan Pandebesi (2015) pada substrat
enceng gondok. Hasil penelitian keduanya menunjukkan bahwa kultur campuran
dari 2 jenis jamur dapat meningkatkan aktifitas enzim selulase dan konsentrasi

gula reduksi yang dihasilkan dibandingkan dengan monokultur.
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Perlakuan awal hidrolisis asam sebelum hidrolisis menggunakan kapang
juga dapat meningkatkan gula reduksi seperti penelitian yang dilakukan oleh
Syawala et al. (2013), hasil penelitian menunjukkan bahwa hidrolisis
menggunakan T. viride dengan perlakuan awal hidrolisis asam menghasilkan gula
reduksi sebesar 2,49%; menggunakan A. niger sebesar 3,27% dan menggunakan
kultur campuran T. viride dan A. niger sebesar 1,56% lebih tinggi dibandingkan
hanya menggunakan asam sebesar 0,96%,. Penelitian lain yang dilakukan oleh
Handayani dan Pandebesie (2014), menggunakan perlakuan awal asam dengan T.
viride menghasilkan gula reduksi sebesar 20,75 mg/ml dan yang dilakukan oleh
Putri dan Fachruroji (2011), menggunakan perlakuan awal asam dengan A. niger
menghasilkan gula reduksi sebesar 23,33 mg/ml. Berdasarkan uraian tersebut gula
redusi dapat diproduksi dengan metode kombinasi perlakuan awal dan
penggunaan multikultur mikroba. Salah satu teknik yang dapat dilakukan adalah
metode hidrolisis menggunakan kapang T. viride, A. niger dan kultur campuran
dengan dan tanpa perlakuan awal hidrolisis H,SO, pada substrat tepung kulit ubi

kayu.

1.2 Perumusan Masalah

Metode hidrolisis merupakan proses yang sangat penting untuk
menghasilkan gula reduksi yang optimal. Beberapa peneliti telah melakukan
optimasi hidrolisis komponen polisakarida menggunakan asam dan enzim.
Metode lain yang dapat dilakukan berdasarkan beberapa penelitian yaitu
memanfaatkan mikroorganisme untuk menghidrolisis komponen polisakarida.
Mikroorganisme yang berpotensi mendegradasi komponen tersebut adalah kapang
T. viride dan A. niger. Penggunaan kultur campuran T. viride dan A. niger pada
bahan yang mengandung polisakarida telah diteliti dan menghasilkan gula reduksi
lebih tinggi dibandingkan menggunakan monokultur. Selain hal tersebut, adanya
perlakuan awal hidrolisis asam sebelum hidrolisis secara mikrobiologis juga dapat
meningkatkan gula reduksi. Oleh sebab itu perlu dilakukan penelitian mengenai

metode hidrolisis menggunakan T. viride, A. niger dan kultur campuran dengan
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dan tanpa perlakuan awal hidrolisis H,SO,4 pada tepung kulit ubi kayu guna
optimasi produksi gula reduksi.

1.3 Tujuan penelitian

Tujuan penelitian ini adalah:

a. mengetahui jumlah gula reduksi hasil hidrolisis tepung kulit ubi kayu
menggunakan kapang T. viride, A. niger dan kultur campuran dengan
dan tanpa perlakuan awal hidrolisis H,SO, sebagai bahan baku
bioetanol, dan

b. mengetahui efisiensi hidrolisis tepung kulit ubi kayu menggunakan
kapang T. viride, A. niger dan kultur campuran dengan dan tanpa
perlakuan awal hidrolisis H,SO, sebagai bahan baku bioetanol.

1.4 Manfaat Penelitian
Penelitian ini diharapkan memberi manfaat diantaranya yaitu:
a. meningkatkan nilai ekonomis kulit ubi kayu, dan
b. meningkatkan efektivitas dan efisiensi produksi gula reduksi sebagai

bahan baku bioetanol dari limbah kulit ubi kayu;
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Karakteristik dan Keunggulan Kulit Ubi Kayu

Kulit ubi kayu (Manihot esculenta Crantz) merupakan limbah utama dari
ubi kayu hasil pengolahan tapioka, tape dan panganan dasar ubi kayu lainnya.
Semakin luas areal penanaman dan jumlah ubi kayu yang dipanen serta
pemanfaatan yang optimal, maka semakin banyak juga limbah kulit ubi kayu yang
dihasilkan. Persentase kulit ubi kayu yang dihasilkan berkisar £ 20% dari berat
umbi yang dikupas, dengan kandungan karbohidrat sekitar 50% dari kandungan
karbohidrat bagian umbinya (Obadina et al., 2007; Grace, 1977). Potensi nutrisi
kulit ubi kayu dapat dilihat pada Tabel 2.1.

Tabel 2.1 Komposisi kimia kulit ubi kayu segar

Kandungan Nutrisi %
Air 4,63 £ 0.07.
Pati 15.82 +1.84
Selulosa 35.86 £ 0.92
Hemiselulosa 27 £1.26
Lignin 12,52 £0.21

(Sumber: Kongkiattikajorn, 2012)

Kandungan polisakarida yang terdapat pada kulit ubi kayu masih tinggi.
Polisakarida tersebut berupa pati dan komponen lignoselulosa seperti selulosa,
hemiselulosa dan lignin (Kongkiattikajorn, 2012). Kandungan Pati dan kulit ubi
kayu yang cukup tinggi, memungkinkan digunakan sebagai sumber energi bagi
mikroorganisme (Muhiddin et al., 2000). Berikut ini akan dijelaskan tentang

polisakarida yang terdapat dalam kulit ubi kayu.

2.1.1 Pati

Pati merupakan polimer glukosa dengan rumus molekul (C¢H10Os)n. Pati
merupakan polisakarida yang melimpah setelah selulosa dan berfungsi sebagai
penyimpan energi. Pati dapat dikelompokan menjadi dua komponen utama
berdasarkan kelarutan bila dibubur dalam air panas. Sekitar 20% pati adalah
amilosa (larut) dan 80% adalah amilopektin (tidak larut) (Poedjadi, 1994).
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Amilosa adalah polimer linier dari a-D-glukosa, sekitar 50 sampai 300
unit-unit glukosa yang dihubungkan antara satu dengan lainnya melalui ikatan
1,4-a-glikosida (Gambar 2.1). Amilopektin adalah suatu polisakarida yang jauh
lebih besar daripada amilosa, mengandung + 1000 unit-unit glukosa. amilopektin
terdiri dari rantai glukosa dengan ikatan 1,4-a-D-glikosida dan pada titik
percabangan adalah 1,6-a-glikosida terdapat pada Gambar 2.2 (Poedjadi,1994).

CH,OH CH;OH CH,OH CH;OH

0 O o O
OH OH OH OH
HO of © o CH
OH CH T OH OH

Tkatan 1,4-c-D-glukosida

Gambar 2.1 Struktur amilosa terbentuk melalui ikatan 1,4-a-glikosida (Poedjadi,1994)

CH,0H CH,0OH
H O E H OE
O I CH 1,6- c-glikosida
8]
OH §ooHy -
CH,CH CHOH CH,0H
H o g H O HE = Ol " w (SN
COH H OH H OH I OH H ‘3;7_
o] o] o] o
OH H ©CH T g OH o OH

Ikatan 1,4-c-glukosida

Gambar 2.2 Struktur amilopektin terbentuk melalui ikatan 1,4 dan 1,6-o-glikosida
(Poedjadi,1994)

Hidrolisis lengkap dari amilosa menghasilkan D-glukosa, hidrolisis parsial
menghasilkan maltosa sebagai disakarida. Hidrolisis lengkap dari amilopektin
menghasilkan D-glukosa, hidrolisis parsial menghasilkan maltosa dan isomaltosa.

Isomaltosa tersebut berasal dari percabangan a-1,6.

2.1.2 Biomassa Berlignoselulosa
Bahan lignoselulosa mengandung tiga komponen utama yaitu selulosa,
hemiselulosa, dan lignin yang terikat secara kuat. Selulosa merupakan penyusun

utama dinding sel dan termasuk polimer glukosa dengan ikatan -1,4 glukosida
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Gambar 2.3 Struktur lignoselulosa (Mosier, 2005)

\

dalam rantai panjang lurus. Rantai selulosa terhubung dengan ikatan hidrogen dan
gaya van der walls (Perez et al, 2012). Hemiselulosa merupakan komponen yang
paling mudah dihidolisis karena memiliki struktur heterogen dan derajat
polimerisasi yang relatif rendah. Hemiselulosa juga dapat mengikat lembaran
serat selulosa membentuk mikrobiofil sehingga dapat meningkatkan stabilitas
dinding sel pada tumbuhan (Widianti, 2010). Lignin merupakan komponen yang
sangat sulit didegradasi karena terdiri dari polimer aromatik yang unitnya
dihubungkan oleh ikatan eter dan karbon-karbon. Struktur lignoselulosa dapat
dilihat pada Gambar 2.3.

a. Lignin

Lignin merupakan senyawa heterogen dengan berbagai tipe ikatan
sehingga tidak dapat diuraikan oleh enzim hidrolisis (Hofrichter, 2002). Lignin
merupakan polimer dengan struktur aromatik yang terbentuk melalui unit-unit
penilpropan (Sjorberg, 2003) yang berhubungan secara bersama oleh beberapa
jenis ikatan yang berbeda (Gambar 2.7) (Perez et al., 2002). Lignin sulit
didegradasi karena strukturnya yang kompleks dan heterogen yang berikatan
dengan selulosa dan hemiselulosa dalam jaringan tanaman. Lebih dari 30%
tanaman tersusun atas lignin yang memberikan bentuk yang kokoh dan

memberikan proteksi terhadap serangga dan patogen (Orth et al., 1993).
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Gambar 2.7 Struktur lignin (Perez et al., 2002)

b. Selulosa

Selulosa merupakan polimer glukosa dengan ikatan (3-1,4 glukosida dalam

rantai lurus. Struktur selulosa dapat dilihat pada Gambar 2.4.

CH,OH CH,OH CH,OH

| | |

?_O — 4

N I/H \I\O I/Q \I\O
\_(;:/(f \J\OH H/I \OH H/,

H  OH H OH H OH

Gambar 2.4 Struktur selulosa (Sun & Cheng, 2002)

Bangun dasar selulosa berupa suatu selobiosa yaitu dimer dari glukosa.
Rantai panjang selulosa terhubung secara bersama melalui ikatan hidrogen dan
gaya van der Waals (Perez et al., 2002). Selulosa mengandung sekitar 50 — 90%
bagian berkristal dan sisanya bagian amorf (Aziz et al., 2002). Hidrolisis
sempurna selulosa menghasilkan monomer selulosa yaitu D-glukosa, sedangkan
hidrolisis parsial menghasilkan disakarida dari selulosa yang disebut selobiosa

dan selooligosakarida.
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c. Hemiselulosa

Hemiselulosa merupakan kelompok polisakarida dengan berat molekul
rendah. Jumlah hemiselulosa biasanya antara 15 — 30% dari berat kering bahan
lignoselulosa (Taherzadeh, 1999). Struktur hemiselulosa disajikan pada Gambar
2.5.

Gambar 2.5 Struktur hemiselulosa (Ibrahim, 1998)

Hemiselulosa merupakan polimer dari sejumlah sakarida-sakarida yang
berbeda-beda dan tersusun tidak teratur yaitu D-xilosa, L-arabinosa, D-galaktosa,
D-glukosa dan D-glukoronat (Gambar 2.6). Xilan merupakan karbohidrat utama
penyusun hemiselulosa dan Xylanase merupakan hemiselulase utama yang
menghidrolisis ikatan -1,4 rantai xilan.

Hemiselulosa relatif lebih mudah dihidrolisis dengan asam menjadi
monomer yang mengandung glukosa, mannosa, galaktosa, xilosa dan arabinosa.

Hidrolisis sempurna hemiselulosa menghasilkan beberapa monomer gula pentosa

(Cs) dan heksosa (Ce).

D-glukosa D-asam glukoronat D-manosa
P
H\C’ H\C-;O
HO—¢—H H—&—oH
H —OH HO -
H—C—OH H—c:.:—OH
CH,OH . CH,;OH
D-arabinosa D-xilosa

Gambar 2.6 Struktur gula sederhana penyusun hemiselulosa (Zamora, 2005)
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Hemiselulosa mengikat lembar-lembar selulosa membentuk mikrofibril
yang meningkatkan stabilitas dinding sel tanaman. Hemiselulosa juga berikatan
silang dengan lignin membentuk jaringan kompleks dan memberikan struktur
yang kuat (Zhang dan Lynd, 2004).

2.2 Hidrolisis

Hidrolisis merupakan reaksi kimia yang dapat memecah molekul air (H20)
menjadi kation hidrogen (H") dan anion hidroksida (OH") melalui suatu proses
kimia. Proses ini biasanya digunakan untuk memecah polimer tertentu, terutama
yang dibuat melalui polimerisasi tumbuh bertahap (step-growth polimerization)
(Taherzadeh dan Karimi, 2007). Hidrolisis merupakan proses pemecahan polimer
bahan menjadi monomer-monomer sederhana. Menurut Zamora (2005) hidrolisis
karbohidrat merupakan reaksi kimia menggunakan air untuk memecah atau
memutus rantai panjang polisakarida menjadi rantai-rantai pendek atau
karbohidrat sederhana. Secara umum metode hidrolisis ada dua yaitu sebagai
berikut.

2.2.1 Hidrolisis Kimiawi

Hidrolisis secara kimia telah banyak diaplikasikan menggunakan
katalisator asam. Beberapa asam yang umum digunakan untuk hidrolisis asam
antara lain adalah asam sulfat (H,SO,), asam perklorat, dan HCI. Asam sulfat
merupakan asam yang paling banyak diteliti dan dimanfaatkan untuk hidrolisis
asam. Hidrolisis asam pada dasarnya ada 2 jenis, yaitu hidrolisis pada suhu rendah
dengan konsentrasi asam tinggi (concentrated-acid hydrolisis) dan hidrolisis pada
suhu tinggi dengan konsentrasi asam rendah (dilute-acid hydrolisis) (Taherzadeh
dan Keikhosro 2007).

Hidrolisis asam dengan konsentrasi rendah dapat dipergunakan sebagai
langkah perlakuan awal (pretreatment) untuk proses hidrolisis secara enzimatik.
Perlakuan awal hidrolisis enzimatik pada limbah lignoselulosa menggunakan
H,SO4 0,1 — 1% pada suhu 140 — 190 °C akan dapat melemahkan ikatan-ikatan
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selulosa. Pretreatment dapat dilakukan selama 5 menit pada suhu 180 °C atau 30 —
90 menit pada suhu 120 °C (Taherzadeh dan Karimi, 2007).

Penggunaan H,SO, dan HCI sebagai katalis dalam hidrolisis asam
menghasilkan gula sederhana yang berbeda, dimana pada konsentrasi dan waktu
yang sama H>SO, memberikan hasil lebih tinggi dibandingkan dengan HCI.
Menurut Choi dan Mathews (1996) hidrolisis pati dengan H,SO4 2% selama 40
menit pada 132 °C mengakibatkan 92% bagian terkonversi menjadi glukosa,
sedangkan dengan HCI pada konsentrasi, waktu dan suhu yang sama
mengakibatkan 86% bagian yang terkonversi menjadi glukosa. Hal ini karena sifat
HCI lebih kuat dengan reaktivitas yang tinggi daripada H,SO, Berdasarkan
penelitian Kongkiattikajorn (2012), pada hidrolisis biomassa lignoselulosa
menggunakan H,SO,4 0,1 M selama 90 menit pada suhu 135 °C menghasilkan gula
dengan kadar 66,28% lebih tinggi dibandingkan menggunakan HCL dan asam

asetat

2.2.2 Hidrolisis Enzim

Enzim adalah satu atau beberapa gugus polipeptida atau protein yang
berfungsi sebagai katalis dalam suatu reaksi kimia. Hidrolisis enzim merupakan
proses penguraian suatu polimer yang kompleks menjadi monomer penyusunnya
dengan menggunakan enzim (Perez et al., 2002). Hidrolisis enzimatis memiliki
beberapa keuntungan dibandingkan hidrolisis asam, antara lain: tidak terjadi
degradasi gula hasil hidrolisis, kondisi proses yang lebih lunak (suhu rendah, pH
netral), berpotensi memberikan hasil yang tinggi, dan biaya pemeliharaan
peralatan relatif rendah karena tidak ada bahan yang korosif (Taherzadeh &
Karimi, 2008). Menurut Hamelinck et al. (2005), beberapa kelemahan dari
hidrolisis enzimatis antara lain adalah membutuhkan waktu yang lebih lama, dan
kerja enzim dihambat oleh produk. Di sisi lain harga enzim saat ini lebih mahal
daripada asam sulfat, namun demikian pengembangan terus dilakukan untuk
menurunkan biaya dan meningkatkan efisiensi hidrolisis maupun fermentasi
(Sanchez and Cardona, 2007).
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Reaksi yang terjadi pada hidrolisis enzimatis secara sederhana ditunjukkan
pada reaksi:

E + S — ES —— E+P

Pada proses ini, Interaksi antara substrat (S) dan enzim (E) akan
membentuk kompleks enzim substrat (ES) dan menghasilkan produk akhir (P)
(Safaria et al., 2013). Hidrolisis dapat dilakukan dengan asam, perlakuan awal
asam dan enzim, serta enzim dan enzim (Muthuvelayudham dan Viruthagiri,
2007; Patel et al., 2007).

Ada tiga sumber enzim vyaitu dari hewan, tumbuhan, dan sel mikroba.
Dahulu hewan dan tumbuhan merupakan sumber enzim tradisional, namun
dengan berkembangnya ilmu bioteknologi, masa depan terletak pada sistem
mikrobial. Sebagian besar sumber enzim dalam skala industri adalah
mikroorganisme. Beberapa alasan digunakan mikroba yaitu sistem produksi
mikrobial dapat diperoleh di bawah kontrol tertutup, level/ tingkat enzim,
sehingga produktivitas enzim dapat dimanipulasi secara lingkungan dan genetika.
Metode pengayakan untuk sistem mikrobial cukup sederhana (Fowler, 1988).

Penggunaan enzim dari mikroorganisme lebih banyak digunakan
dibandingkan dengan enzim yang berasal dari tanaman atau hewan karena
mikroorganisme dapat berkembang biak dengan cepat, pertumbuhannya relatif
mudah diatur, enzim yang dihasilkan tinggi sehingga ekonomis bila digunakan
untuk industri. Selain itu, enzim yang berasal dari mikroorganisme lebih stabil
dibandingkan enzim sejenis yang berasal dari tanaman atau hewan serta produksi
enzim mikroorganisme biasanya lebih mudah dengan prosedur yang lebih
sederhana dibandingkan enzim dari tanaman atau hewan (Judoamidjojo et al.,
1989).

2.3 Hidrolisis Pati, Selulosa dan Hemiselulosa
Hidrolisis pati, selulosa dan hemiselulosa dapat dilakukan dengan cara
asam, enzimatis atau perlakuan awal keduanya. Hidrolisis secara asam memecah

komponen polisakarida secara acak. Sedangkan hidrolisis secara enzimatis
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memecah polisakarida pada percabangan tertentu. Keberhasilan dalam hidrolisis
tergantung pada jenis asam maupun enzim yang digunakan serta lama dan suhu

yang digunakan selama hidrolisis.

2.3.1 Hidrolisis secara Asam dan Enzim pada Pati

Hidrolisis pati dapat dilakukan dengan cara hidrolisis dengan katalis asam,
perlakuan awal asam dengan enzim serta kombinasi enzim dengan enzim.
Hidrolisis pati dengan asam memerlukan suhu yang tinggi yaitu 120 — 160 °C.
Asam akan memecah molekul pati secara acak dan gula yang dihasilkan sebagian
besar adalah gula pereduksi. Pada tahap pertama hidrolisis dilakukan dengan
katalis asam sampai mencapai nilai derajat konversi sekitar 40 — 50%. Hidrolisis
dengan kombinasi asam dan enzim akan mencapai nilai dekstrosa yang
dikehendaki sebesar 62% setelah dinetralkan, dijernihkan dan dihidrolisis dengan
enzim dengan memanfaatkan mikroorganisme (Judoamidjojo, 1990). Mekanisme

hidrolisis pati menggunakan enzim dapat dilihat pada Gambar 2.8.

Starch

Amylopectin
Polymer of a-{1-4)-D-glycopyranosyl! units with

approximately 4 % «-(1-6) branching.
CH,OH P YEDEON i

J Q Amyloglucosidase
OH __— (terminal (1-6) residues)
OH ™ e
tu‘, CH_OH CH_ OH CH_OH CH,OH
}—Q 0 o\ Q Jy R |
6 OH )L OH OH OH OH
H
OH OH H A H H
|. n
'I
\
Amyloglucosidase a-Amylase
\ \

cHOH | CH,OH
BNE
oH < A
o 7L o o
OH OH
Amylose n

Polymer of a-(1-4)-D-glycopyranosy| units

—Amylase
Amyloglucosidase

Gambar 2.8 Mekanisme hidrolisis pati menggunakan enzim (Held, 2012)
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Hidrolisis pati menggunakan enzim amilase untuk memecah ikatan
glukosa baik a-1,4 glikosidik maupun a-1,6 glikosidik. Amilase adalah enzim

hidrolase glikosida yang mengkatalisis pemecahan pati menjadi gula.

2.3.2 Hidrolisis secara Asam dan Enzim pada Selulosa

Hidrolisis selulosa menggunakan asam membutuhkan waktu dan suhu
yang berbeda-beda tergantung pada konsentrasi asam yang digunakan.
Penggunaan asam pekat pada proses hidrolisis selulosa dilakukan pada temperatur
yang lebih rendah daripada asam encer. Konsentrasi asam yang digunakan adalah
10 — 30% dan sumber asam yang umum digunakan adalah asam sulfat. Suhu
reaksi adalah 100 °C dan membutuhkan waktu reaksi antara 2 — 6 jam. Temperatur
yang lebih rendah meminimalisasi degradasi gula. Keuntungan dari penggunaan
asam pekat ini adalah konversi gula yang dihasilkan tinggi, yaitu data mencapai
90% (Badger, 2002). Kekurangan reaksi ini adalah waktu reaksi yang dibutuhkan
lebih lama dan membutuhkan proses pencucian yang baik untuk mencapai pH
reaksi sebelum ditambahkan mikroba pada proses fermentasi pembentukan etanol.

Proses hidrolisis selulosa dengan katalis asam dapat dilihat pada Gambar 2.9.

H:COH He H,COH
. H;COH H COH H;COH
E
|
H:COH Y OH HB:COH H:(OH OH
l{ / sanssndsanss H:O .
H Co . y H — H CH H
HO M 0 OH HO HO 0 OH
OH H,COH OH OH H:COH
He
m OH m
HO
H
e [3]ur dominan o OH
H:COH

Gambar 2.9 Proses hidrolisis selulosa dengan katalis asam (Xiang et al., 2003)
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Mekanisme yang terjadi yaitu proton dari asam akan berinteraksi secara
cepat dengan ikatan glikosidik oksigen pada dua unit gula sehingga akan
membentuk asam konjugasi. Keberadaan asam konjugasi menyebabkan
konformasi tidak stabil sehingga terjadi pemutusan ikatan C-O dan membebaskan
asam konjugasi pada konformasi yang tidak stabil. Keberadaan air pada sistem
akan menyebabkan OH dari air berikatan dengan oksigen ikatan glikosidik pada
dua unit gula yang lain. Proses tersebut terjadi secara kontinyu hingga semua
molekul selulosa terhidrolisis menjadi D-glukosa (Xiang et al., 2003).

Degradasi selulosa oleh fungi merupakan hasil kerja sekelompok enzim
selulolitik (Howard et al., 2003). enzim selulolitik terdiri dari tiga kelompok
utama yaitu endoglukanase, eksoglukanase da p-glukosidase (Lymar et al., 1995;
Lynd et al., 2002; Perez et al., 2002; Howard et al., 2003). Mekanisme hidrolisis
selulosa oleh enzim selulolitik dapat dilihat pada Gambar 2.10.

%@

O &

OH \
Endocellulase
o OH
Cellulose
HO

Exocellulase

j_ Cellobiase
O (F& glucoswlase)
HO @
OH

Glucose

Cellulose (crystal)

Cellobiose or Cellotetrose

Gambar 2.10 Mekanisme hidrolisis selulosa dengan enzim selulasae (Wang et al., 2012)

Tahap pemecahan selulosa oleh enzim selulase yaitu, enzim
endoglukanase menghidrolisis secara acak pada bagian amorf serat selulosa
(Howard et al., 2003) sehingga menghasilkan oligosakarida dengan panjang

berbeda-beda dan terbentuknya ujung rantai baru selulosa (Lynd et al., 2002).
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Enzim eksoglukanase bekerja terhadap ujung-ujung rantai polisakarida tersebut
dan menghasilkan selobiosa yang merupakan disakarida. Selanjutnya enzim (-
glukosidase memecah selobiosa menjadi glukosa yang merupakan produk utama
hidrolisis selulosa (Lynd et al., 2002). Hidrolisis bagian berkristal selulosa hanya
dapat dilakukan secara efiesien oleh enzim eksoglukanase (Perez et al., 2002;
Lynd et al.,, 2002). Hasil kerja sinergis endoglukanase dan ekoglukanase
menghasilkan molekul selobiosa. Hidrolisis selulosa secara efektif memerlukan
enzim B-glukosidase yang memecah selobiosa menjadi 2 molekul glukosa (Perez
et al., 2002).

2.3.3 Hidrolisis Hemiselulosa

Hidrolisis asam dapat memecah hemiselulosa menjadi monomer-monomer
gula (arabinosa, galaktosa, glukosa, manosa, dan xylosa) dan larutan oligomer
yang meningkatkan konversi selulosa (Sun dan Cheng, 2005). Pada Gambar 2.11

disajikan proses hidrolisis hemiselulosa dengan katalis asam.

COOH
0. a-glucuronidase

H

H /
OH
H  OH
H OH H H
—0 H H 0. 0 —_H
@H : 4:& o KaH :
M H H o)
H T M  OH H

endo-1,4-xylanase

ki OH H
—0 H H 0. 0
OH H H
OH H
H o) o] "
& T H OH

B-xylosidase

A

Gambar 2.11 Struktur Kimia dan Degradasi dari Hemiselulosa (Wang et al., 2012)

Hidrolisis asam pada hemiselulosa mirip dengan hidrolisis asam pada
selulosa, asam mengkatalisis pemecahan rantai panjang hemiselulosa untuk
membentuk oligomer rantai lebih pendek dan asam terus mendegradasi hingga
terbentuk monomer gula lebih sederhana (xylosa, manosa, galaktosa, dan glukosa)
(Wyman et al., 2005)
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2.4 Karakteristik Kapang Trichoderma viride dan Aspergillus niger
2.4.1 Kapang Trichoderma viride

T. viride merupakan kelompok fungi yang memiliki karakter morfologi
berupa koloni berwarna putih, hijau muda hingga hijau tua, miselium yang
bersepta, bercabang, konidiofor bercabang dan cabang yang paling ujung tumbuh
sel yang disebut fialida, konidia berwarna hijau cerah bergerombol menjadi satu
berbentuk bola. T. viride mampu menghasilkan enzim selulase yang terdiri dari
endoglukanase, eksoglukanase dan B-glukosidase (Juwaied et al., 2011). Beldman
et al. (1985) mengungkapkan bahwa T. viride menghasilkan 10 jenis enzim
selulolitik yang bekerja secara sinergis dalam memecah material selulosa. Enzim-
enzim tersebut terdiri dari endoglukanase, eksoglukanase dan B-glukosidase.
Endoglukanase dapat menghidrolisis selulosa amorf yang bersifat larut secara
acak. Selobiohidrolase dapat mendegradasi selulosa kristalin dan menghasilkan
selobiosa dari ujung pereduksi dan non-pereduksi. Dua jenis enzim ini bekerja
secara sinergis dalam mendegradasi selulosa menjadi selobiosa dan
selooligosakarida pendek lainnya. B-Glukosidase menghidrolisis selobiosa dan
selooligosakarida lainnya yang dihasilkan selulase menjadi glukosa.

T. viride mampu tumbuh pada suhu 20 °C — 36 °C dan mampu tumbuh
optimum pada pH 5 — 5,5 dan pH 4,5 optimum memproduksi enzim (Lieckfeldt et
al., 1999; Juwaied et al., 2011). Kondisi pH optimum untuk kapang penghasil
selulase umumnya bersifat asam. Menurut Susilawati et al. (2002) pH optimum
aktivitas enzim selulase berkiasar pada pH 4,5 — 6,5. Pada umumnya enzim hanya
aktif pada kisaran pH yang terbatas.

T. viride juga mampu memproduksi enzim xilanase dari substrat limbah
lignoselulolitik yang kaya akan xilan. Xilanase merupakan enzim ekstraseluler
yang mempunyai kemampuan menghidrolisis xilan menjadi xilooligosakarida dan
xilosa yang terkandung pada substrat (Goyal et al., 2008). T. viride juga dapat
memproduksi xilanase dari substrat kulit kedelai dan kulit kacang hijau yang
sebagian besar komponen penyusunnya berupa selulosa, hemiselulosa dan lignin
dengan aktivitas enzim pada substrat kulit kedelai sebesar 18,71 U/ml dan substrat
kulit kacang hijau sebesar 15,57 U/ml (Windari et al., 2014).
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2.4.2 Kapang Aspergillus niger

Aspergillus niger merupakan salah suatu jenis mikroorganisme yang
berkemampuan baik dalam menghasilkan enzim. Suhu pertumbuhan A.niger pada
35 °C — 37 °C (optimum), 6 °C — 8 °C (minimum), 45 °C — 47 °C (maksimum) dan
memerlukan oksigen yang cukup. Beberapa jenis enzim yang penting
penerapannya dalam bidang industri pertanian yang dapat dihasilkan oleh A. niger
adalah amilase, glukoamilase (Selvakumar et al., 1996; Yasmeen et al., 2002; dan
Purwantari, 2004) selulase (Frasier dan Westhoff, 1981; Juhasz et al., 2003 dan
Prasad, 2014). pH optimum produksi enzim selulase dan glukoamilase yaitu pada
pH 4,5 (Juwaied et al., 2011; Silveira et al., 2006). Penelitian yang dilakukan oleh
Acharya et al. (2008) menggunakan serbuk kayu sebagai substrat dekomposisi
oleh A.niger dihasilkan aktivitas selulase tertinggi 0,1813 I1U/ml pada suhu
optimum 28 °C dan pH optimum 4 — 4,5.

Tiga kelompok enzim selulase yang dimiliki oleh A. niger vyaitu
endoglukanase, eksoglukanase dan B-glukosidase (Juwaied et al., 2011). Produksi
B-glukosidase tinggi akan tetapi endoglukanase dan eksoglukanasenya rendah
(Juhasz et al., 2003). Menurut Yusak (2004), enzim ekstraseluler yang dihasilkan
oleh A.niger antara lain selulase, a-amilase, glukoamilase, B-glukosidase, dan
xilanase. A. niger memerlukan mineral (NH4),SO4, KH,PO4, MgSO,4.7H,0, urea,
CaCl,, KCI dan yeast ekstrak untuk menghasilkan enzim selulase (Ul-Hag et al.,
2005). Nitrogen diperlukan dalam proses fermentasi karena dapat mempengaruhi

aktivitas dari A. niger.
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BAB 3. METODE PENELITIAN

3.1 Tempat Dan Waktu Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Mikrobiologi Pangan dan
Hasil Pertanian, dan Laboratorium Kimia dan Biokimia Hasil Pertanian Fakultas
Teknologi Pertanian Universitas Jember. Waktu penelitian dimulai pada bulan
Januari 2016 sampai November 2016.

3.2 Bahan dan Alat Penelitian
3.2.1 Bahan penelitian

Bahan baku dalam penelitian yaitu kulit ubi kayu jenis singkong putih
yang diperoleh dari Pabrik Pengolahan Tape Gebang-Jember. Bahan kimia yang
digunakan meliputi H,SO4, NaOClI, dietil eter, alkohol, HCI, asam sitrat, NaOH,
yeast ekstrak, (NH4),SO4, mineral salt solution (K;HPO,; Na;HPOQ,,
EDTA.Naz.2H,0, Na,;SO; MgS0,4.7H,0, FeS0,.7H,0, CaCl,, ZnS0,4.7H,0,
MnS0Q4.4H,0 CuS0,4.5H,0, Na;Mo00,.2H,0), reagen dinitrosalisilic acid (DNS),
fenol. Kultur mikroorganisme yang digunakan adalah kapang Trichoderma viride
dan Aspergillus niger yang diperoleh dari Laboratorium Mikrobiologi Pangan dan
Hasil Pertanian Fakultas Teknologi Pertanian Universitas Jember.
3.2.2 Alat penelitian

Alat penelitian yang digunakan yaitu alat gelas, oven (Scientific Series
2000), hammer mill, ayakan Tyler 60 mesh, Laminar Air Flow (Microtech Model
V3), colony counter (Funke Gerber), spektrofotometer (Genesys 10 UV), autoklav
\Sturdy (SA — 300VL), inkubator (Scientific Series 2000), orbital shaker inkubator
(Wise Cube®), digital pH meter.

3.3 Pelaksanaan Penelitian
3.3.1 Rancangan Percobaan

Penelitian dilakukan dengan dua faktor yaitu metode hidrolisis (A) dan
jenis kapang (B). Kombinasi perlakuan pada metode hidrolisis ini dapat dilihat
pada Tabel 3.1.
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Tabel 3.1 Kombinasi perlakuan pada metode hidrolisis

Variasi
mikroorganisme B, B, B;
Metode
Hidrolisis
Ay AB; AB, AB;
A, AB; AB, A,B;
Keterangan

Al : Hidrolisis asam H,SO,0,1M
A2 : Tanpa hidrolisis asam H,SO,0,1M
B1 : Kapang Trichoderma viride
B2 : Kapang Aspergillus niger
B3 : Kapang Trichoderma viride dan Aspergillus niger
Masing-masing perlakuan dilakukan pengulangan produksi dan analisis
sebanyak tiga kali. Data hasil penelitian diolah dengan deskriptif seperti rerata dan

standar deviasi. Data yang diperoleh akan disajikan dalam bentuk grafik.

3.3.2 Rancangan Penelitian

Penelitian terdiri dari tiga tahap yaitu preparasi bahan baku, penyiapan
starter dan penelitian utama.
a. Preparasi bahan baku

Persiapan bahan baku terdiri dari dua tahap yaitu pembuatan tepung kulit
ubi kayu dan delignifikasi atau penghilangan lignin.
1) Pembuatan tepung kulit ubi kayu

Kulit ubi kayu segar yang diperoleh dari Pabrik Pengolahan Tape Gebang-
Jember dibersihkan kulit luarnya yang berwarna coklat dan dicuci bersih. Kulit
yang telah bersih dilakukan pengeringan dan pengecilan ukuran. Pengeringan
dilakukan menggunakan metode sun drying dan pengecilan ukuran menggunakan
hammer mill hingga ukurannya menjadi 60 mesh (Olanbiwoninu, 2012). Diagram

alir Pembuatan tepung kulit ubi kayu dapat dilihat pada Gambar 3.1.


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

21

Kulit ubi kayu segar
Pembersihan dan pencucian > Kulit luar, .
3 kotoran dan air

Penjemuran sinar matahari 24 jam

v
Penepungan
v Tepung tidak
Pengayakan ukuran 60 mesh lolos ayakan
v

Tepung kulit ubi kayu

Gambar 3.1 Diagram alir pembuatan tepung kulit ubi kayu

2) Delignifikasi tepung kulit ubi kayu

Delignifikasi dilakukan secara kimia dengan menggunakan larutan NaOCI
berdasarkan metode Assadam (2014). Delignifikasi dilakukan dengan merendam
1000 g tepung kulit ubi kayu dalam 10 liter larutan NaOCI 1% selama 5 jam pada
suhu 28 °C. Endapan yang terbentuk dipisahkan untuk diambil padatannya. Fraksi
padatan (endapan) tersebut merupakan hemiselulosa dan selulosa, sedangkan
fraksi cair adalah lignin. Endapan yang terbentuk dicuci menggunakan aquades
sampai netral. Skema delignifikasi tersaji pada Gambar 3.2 Setelah endapan
bersifat netral, selanjutnya dikeringkan menggunakan metode sun drying selama
24 jam dan dilakukan karakteristik meliputi kadar air, kadar lignin, kadar selulosa,

dan kadar hemiselulosa.
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Tepung kulit ubi kayu
Perendaman (tepung : larutan = 1:10
0,
NaOCI 1% T:28°C, t: 5 jam)

v

22

Pengendapan

v

Pemisahan — >

Cairan, lignin dan
NaOCl yang
bereaksi

Endapan Basa

Pencucian —>/

Limbah cairan
dan NaOCl sisa

Endapan netral

v

Pengeringan

v

Tepung kulit bebas lignin

Gambar 3.2 Diagram alir delignifikasi tepung kulit ubi kayu

b. Persiapan starter

Starter dibuat dari kultur stok yang telah diremajakan pada media PDA

agar miring. Tahapan pembuatan starter dapat dilihat pada Gambar 3.3. Mula-

mula menyiapkan media inokulum yang berisi 0.5 g/L tepung kulit ubi kayu

sebagai sumber karbon, 0.3 g/L yeast extract, 0.6 g/L (NH4)2SO4, 50 ml/L mineral
salts solution (Pitt & Bull, 1982) dimasukkan ke dalam erlenmeyer 250 ml. Media

inokulum disterilkan menggunakan autoklaf pada suhu 121 °C selama 15 menit

dan dilakukan inokulasi kultur A. niger dan T. viride. Medium tersebut diinkubasi

menggunakan orbital shaker inkubator pada suhu 30 °C 150 rpm selama 24 jam.

Selanjutnya dilakukan pemisahan sel mikroba dengan medium pertumbuhan

menggunakan sentrifus dengan kecepatan 6000 rpm selama 10 menit dan

dilakukan pencucian hingga dua kali. Endapan sel dipindah kedalam gelas ukur
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dan ditambahkan aquades hingga volume 10% v/v media produksi. Starter ini siap

digunakan untuk menghidrolisis tepung kulit ubi kayu.

100 ml media cair (0.5 g/L tepung kulit ubi kayu, 0.3 g/L yeast ekstrak,
0.6 g/L (NH4),SO4, 50 ml/L mineral salts solution,

v

Sterilisasi 121°C selama 15 menit

v

Inokulasi kultur A. niger dan T. viride

v

Inkubasi 150 rpm 30°C, 24 jam

v

Sentrifugasi ‘ Filtrat
t: 10 menit, 6000 rpm

v

Endapan sel
Aquades steril 2 kali Pencucian —7/ Limbah cairan /

Endapan sel
Aquades steril hingga volume 10% (v/v) media produksi

Gambar 3.3 Diagram alir penyiapan starter A. niger dan T. viride

c. Poduksi gula reduksi

Penelitian utama adalah produksi gula reduksi dengan metode hidrolisis
secara mikrobiologis dengan dan tanpa perlakuan awal hidrolisis H,SO,.
Mikrobiologi yang digunakan yaitu kapang T. viride, A. niger dan kultur
campuran, sedangkan asam yang digunakan yaitu H,SO,4 0.1 M. Metode hidrolisis
yang digunakan menggunakan metode yang dikembangkan oleh (Olanbiwoninu
dan Odunfa, 2012) dengan sedikit modifikasi. Pada metode hidrolisis dengan

pretreatment hidrolisis asam mula-mula tepung kulit ubi kayu sebesar 1,5% (w/v)
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yang telah dipreparasi, kemudian dilakukan hidrolisis awal menggunakan H,SO,
0.1 M pada suhu 121 °C selama 20 menit. Selanjutnya hidrolisat di atur pH nya
hingga mencapai * 4,5 dan di tambah nutrisi untuk mengkondisikan
mikroorganisme tumbuh dan memproduksi enzim pendegradasi yang optimal
yang berupa 0.3 g/L yeast ekstrak, 0.6 g/L (NH4)2SO4, dan 50 ml/L mineral salts
solution kemudian dilakukan sterilisasi pada 121 °C selama 15 menit. Setelah
disterilisasi larutan hidrolisat didinginkan dan dihidrolisis kembali menggunakan
kapang dengan cara menginokulasikan starter T. viride, A. niger dan kultur
campuran yang telah dipreparasi. Kemudian diinkubasi dalam orbital shaker
inkubator pada suhu 30 °C, 150 rpm selama 48 jam dan dilakukan pengujian
secara periodik setiap 12 jam sekali. Pengujian yang dilakukan meliputi populasi
mikroba, kadar gula reduksi, kadar total gula terlarut, derajat polimerisasi, dan
efisiensi hidrolisis. Adapun diagram alir proses hidrolisis dapat dilihat pada
Gambar 3.4.

Metode hidrolisis yang kedua yaitu tanpa pretreatment hidrolisis asam
yaitu mula-mula tepung kulit ubi kayu sebesar 1,5% (w/v) yang telah dipreparasi
di tambah nutrisi untuk mengkondisikan mikroorganisme tumbuh optimal dan
menghasilkan enzim pendegradasi yang optimal, nutrisi tersebut berupa 0.3 g/L
yeast ekstrak, 0.6 g/L (NH4).SQO,, dan 50 ml/L mineral salts solution, pengaturan
pH hingga mencapai + 4.5, kemudian disterilisasi pada 121 °C selama 15 menit.
Setelah disterilisasi larutan didinginkan kemudian diinokulasikan dengan starter
T. viride, A. niger dan kultur campuran yang telah dipreparasi. Kemudian
diinkubasi dalam orbital shaker inkubator pada suhu 30 °C, 150 rpm selama 48
jam dan dilakukan pengujian secara periodik setiap 12 jam sekali. Pengujian yang
dilakukan meliputi populasi mikroba, kadar gula reduksi, kadar total gula terlarut,
derajat polimerisasi, dan efisiensi hidrolisis. Adapun diagram alir proses hidrolisis
dapat dilihat pada Gambar 3.4.
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v

0.3 g/L yeast extract, 0.6 g/L (NH4),SO,, dan 50 ml/L

mineral salts solution

0.3 g/L yeast extract, 0.6 g/L (NH4),SO,, dan 50 ml/L

mineral salts solution

Bubuk Asam
sitrat

v

Bubuk Asam
sitrat

Pengaturan pH + 4,5

4—/ NaOH 2M /

v
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3.4 Variabel Pengamantan
3.4.1 Pengamatan pada bahan baku meliputi:
a. Kadar air (Metode Oven, Sudarmadji et al., 1997)
b. Kadar pati (Sudarmadiji et al., 1997)
c. Kadar lignin, selulosa, dan hemiselulosa (Metode Chesson, 1981)

3.4.2 Pengamatan pada hidrolisat kulit ubi kayu meliputi:
a. Perhitungan populasi mikroba (Metode lempeng agar, Ristiati, 2000)
b. Analisa total gula terlarut (Dubois, 1956)
c. Analisa gula reduksi (Metode DNS, Miller, 1959)
d. Analisa derajat polimerisasi(Thalagala et al., 2009)
e. Perhitungan efisiensi hidrolisis (Thalagala et al., 2009)

3.5 Prosedur Analisis
3.5.1 Penentuan Kadar Air

Pengukuran kadar air menggunakan metode oven yang dikembangkan oleh
Sudarmdji (1997). Cawan kosong dikeringkan dalam oven selama 15 menit dan
dinginkan dalam eksikator kemudian ditimbang (a g). Sampel yang sudah
dihaluskan ditimbang seberat 2 g dalam cawan kosong (b g). Cawan yang berisi
sampel dimasukkan kedalam oven selama 4 — 6 jam dan dihindarkan kontak
dengan dinding oven. Cawan dipindahkan kedalam eksikator dan setelah dingin (+
30 menit) ditimbang. Cawan kemudian dikeringkan kembali dalam oven selama
30 menit dan setelah didinginkan dalam eksikator ditimbang kembali dan
pekerjaan ini dilakukan berulang kali hingga diperoleh berat konstan (c g). Kadar

air ditentukan dengan rumus :

Kadar Air (%) = :%:xmo
Keterangan:
a : berat botol timbang (g)
b : berat botol timbang dan sampel sebelum dioven (g)

c - berat botol timbang dan sampel setelah dioven (g)
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3.5.2 Penentuan Kadar Pati

Analisa kadar pati ditentukan menggunakan metode hidrolisi langsung
oleh asam (Direct Acid Hydrolysis) yang dikembangkan oleh Sudarmadji (1997).
Sebanyak 2 g sampel dimasukkan ke dalam beaker glass ditambahkan 50 ml
aquades dan di stirer selama 1 jam. Suspensi disaring dengan kertas saring dan
dicuci dengan aquades sampai volume filtrat 250 ml. Residu pada kertas saring
dicuci 5 kali dengan 10 ml ether, biarkan ether menguap dari residu, kemudian
dicuci lagi dengan 150 ml alkohol 10% untuk membebaskan lebih lanjut
karbohidrat terlarut. Residu dipindahkan dari kertas saring kedalam erlenmeyer
yang lain dengan pecucian 200 ml aquades dan ditambahkan 20 ml HCI 25%.
Tutup dengan pendingin balik dan dipanaskan diatas penangas air mendidih
selama 2,5 jam. Setelah dingin, larutan yang terbentuk dinetralkan dengan larutan
NaOH 45% dan diencerkan sampai volume 500 ml. Penentuan glukosa dari filtrat

yang diperoleh seperti pada penentuan gula reduksi.

_ axFPx 0,9

Kadar pati x 100%
Keterangan:
a : Jumlah glukosa anhidrat dari kurva standart (g)
b : Berat sampel ()
FP : Faktor Pengenceran

3.5.3 Penentuan Kadar Lignoselulosa

Analisis  lignoselulosa  dilakukan ~ menggunakan  metode yang
dikembangkan oleh Chesson (1978). Adapun metodenya yaitu disiapkan satu
gram sampel kering (a g) ditambahkan 150 ml H,O. Direfluk pada suhu 100 °C
selama 2 jam. Hasilnya disaring, residu dikeringkan dengan oven sampai konstan
kemudian ditimbang (b g). Residu yang telah dikeringkan ditambah 150 ml H,SO,
0,5 M dan direfluk pada suhu 100 °C selama 2 jam. Hasilnya disaring sampai
netral dan dikeringkan kemudian di timbang (c g). Residu sampel yang telah
dikeringkan ditambah 10 ml H,SO, 72% (v/v) dan direndam pada suhu kamar

selama 4 jam. Kemudian diencerkan menjadi 0,5 M H,SO,, dan direfluk pada
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suhu 100 °C selama 2 jam. Residu disaring dan dinetralkan, kemudian

dikeringkan dan ditimbang (d g), selanjutnya residu yang telah kering diabukan

dan ditimbang (e g).

Hemiselulosa (%) = ba;c x 100%
Selulosa (%) = =% X 100%
Lignin (%) = =2 X 100%
Keterangan:
a : berat awal sampel biomassa lignoselulosa (g)
b : residu sampel direfluk dengan air panas ()
c - residu sampel setelah direfluk dengan 0,5 M H,SO, ()
d . residu sampel setelah direndam dengan 72% H,SO, dan ketemuan
diencerkan menjadi 4% (g)
e - abu dari residu sampel (g)

3.5.4 Penentuan Jumlah Populasi Mikroba.

Penentuan populasi mikroba menggunakan metode lempeng agar

dilakukan mengacu kepada metode yang dikembangkan oleh Ristiati (2000),

adapun metodenya yaitu disiapkan beberapa tabung reaksi yang berisi larutan

fisiologis steril sebanyak 9 ml. Masing-masing tabung kemudian ditambah 1 ml

sampel yang akan diperiksa secara bertahap yaitu :

1 ml sampel dimasukkan ke dalam tabung pertama, hingga konsentrasi
larutan di dalam tabung pertama menjadi 10

1 ml di tabung pertama diambil dan dimasukkan ke tabung kedua, hingga
konsentrasi di tabung kedua menjadi 102, demikian seterusnya hingga
didapat larutan dengan konsentrasi terendah yaitu 10°.

Tiga tabung dengan konsentrasi terendah kemudian diambil 1 ml dan

dipindah ke dalam cawan petri dan ditambahkan media padat PDA (Agar sebar).

Pertumbuhan koloni yang kemudian timbul pada tiap-tiap cawan dihitung

menggunakan alat penghitung koloni (colony counter).
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3.5.5 Penentuan Kadar Gula Reduksi Menggunakan Metode DNS.

Penentuan kadar gula reduksi dilakukan mengacu kepada metode yang
dikembangkan oleh Miller (1959), adapun metode yang dilakukan yaitu sebagai
berikut.

a.  Pembuatan reagen dinitrosalisilic acid (DNS)

Sebanyak 1,76 g NaOH (PA), 2 g DNS, dan 60 g K-Na Tartarat
ditambahkan 100 ml akuades dan distirer hingga larut. Setelah itu larutan ditera
hingga 200 ml dan disimpan dalam botol coklat.

b.  Pembuatan kurva standar

Kurva standar diperoleh dengan cara membuat seri konsentrasi glukosa
dari larutan glukosa standar 0.1%. Sebanyak 1 ml larutan glukosa dimasukkan ke
dalam tabung reaksi, di tambahkan 1 ml larutan DNS dan divortex. Setelah itu
larutan dipanaskan pada suhu 100 °C selama 15 menit dan didinginkan sekitar 5
menit. Setelah dingin larutan diukur absorbansinya pada panjang gelombang 540
nm. Kadar gula pereduksi diperoleh dari persamaan kurva standar dengan sumbu
y sebagai nilai absorbansi dan sumbu x sebagai kadar gula pereduksi (mg/ml).
Adapun pembuatan kurva standar diperoleh dari pengukuran absorbansi glukosa
standar pada berbagai konsentrasi.

c.  Penentuan kadar gula reduksi sampel

Sebanyak 1 ml sampel dimasukkan ke dalam tabung reaksi dan di
tambahkan 1 ml larutan DNS dan divortex. Setelah itu larutan dipanaskan pada
suhu 100 °C selama 15 menit dan didinginkan sekitar 5 menit. Setelah dingin
larutan ditambah 1 ml aquades dan divortex. Selanjutnya diukur absorbansinya

pada panjang gelombang 540 nm.

3.5.6 Penentuan Kadar Total Gula Terlarut

Penentuan kadar total gula terlarut mengacu pada metode yang
dikembangkan oleh (Dubois, 1956), adapun penentuan kadar total gula terlarut
diawali dengan pembuatan kurva standar total gula terlarut yang diperoleh dari
pengukuran absorbansi glukosa standart pada berbagai konsentrasi. 1 ml larutan

standar dimasukkan ke dalam tabung reaksi, ditambahkan 0,5 ml larutan fenol 5%
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dan divortex. Setelah itu ditambahkan secara cepat 2,5 ml H,SO,4 pekat dengan
cara menuangkan tegak lurus ke permukaan larutan. Biarkan 10 menit kemudian
divortex dan didinginkan selama 20 menit. Diukur absorbansinya pada panjang
gelombang 490 nm. Penentuan total gula terlarut sampel sama dengan pembuatan
kurva standar total gula terlarut, tetapi 1 ml larutan gula standar diganti dengan 1
ml sampel. Kadar total gula terlarut sampel diperoleh dari persamaan kurva
standar dengan sumbu y sebagai absorbansi dan sumbu x sebagai total gula

terlarut (mg/ml).

3.5.7 Penentuan Rerata Derajat Polimerisasi

Derajat polimerisasi (DP) adalah jumlah unit monomer pada
makromolekul atau molekul oligomer dalam suatu blok atau rantai. Penentuan
rerata DP menggunakan metode yang dikembangkan oleh Thalagala et al. (2009).
Rerata DP dapat dihitung dari kadar total gula terlarut dibagi kadar gula
pereduksi. Nilai rerata DP dipengaruhi oleh kadar total gula terlarut dan kadar
gula pereduksi, dimana semakin besar kadar total gula terlarut dan semakin kecil
kadar gula pereduksi yang didapat maka nilai rerata DP akan semakin besar.
Semakin rendah nilai rerata DP, maka semakin pendek rantai penyusun gula,
artinya telah terjadi pemutusan polimer berantai panjang menjadi polimer berantai

pendek akibat proses hidrolisis.

_  Kadar Total Gula (g)
Kadar Gula Pereduksi (g)

Nilai (DP)

3.5.8 Efisiensi Hidrolisis

Efisiensi hidrolisis diperoleh dengan cara membagi nilai total gula terlarut
/gula pereduksi yang dihasilkan dari proses hidrolisis dengan nilai polisakarida
dari bahan baku kulit ubi kayu yang digunakan. Penentuan nilai efisiensi hidrolisis
menggunakan metode yang dikembangkan oleh Thalagala et al, (2009). Nilai
efisiensi hidrolisis ini berguna untuk mengetahui berapa banyak gula terlarut

dalam suatu hidrolisis. Apabila nilai efisiensi suatu produk semakin tinggi, maka
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akan lebih banyak hidrolisat yang dihasilkan. Efisiensi hidrolisis dihitung dengan
menggunakan rumus sebagai berikut.

Efisiensi Hidrolisis Total Gula terlarut (%) =—— 2 Gula (&) x 100%
Pati +Selulosa +Hemiselulosa (g)

Gula Pereduksi (g)

Efisiensi Hidrolisis Gula Pereduksi (%) S Seluloss +Homiselulosa (g)

x100%
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BAB 5. PENUTUP

5.1 Kesimpulan
Berdasarkan hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa;

a. hasil hidrolisis tepung kulit ubi kayu menggunakan kapang T. viride, A. niger
dan kultur campuran keduanya dengan perlakuan awal hidrolisis H,SO, tidak
menghasilkan gula reduksi, sedangkan tanpa perlakuan awal hidrolisis H,SO4
jumlah gula reduksi yang dihasilkan berturut-turut sebesar 1,93 g/L; 2,01 g/L
dan 3,08 g/L pada 24 jam hidrolisis, dan

b. efisiensi hidrolisis tepung kulit ubi kayu menghasilkan total gula
menggunakan T. viride, A. niger dan kultur campuran keduanya tanpa
perlakuan awal hidrolisis H,SO, berturut-turut sebesar 45,79% 48,40% dan
61,77%, sedangkan dalam menghasilakan gula reduksi berturut-turut sebesar

19,11%; 19,89% dan 30,46%

5.2 Saran
Perlu dilakukan penelitian lanjutan mengenai penggunaan tepung kulit ubi
kayu dan penambahan kapang dengan berbagai konsentrasi sebagai upaya untuk

meningkatkan produksi gula reduksi.
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LAMPIRAN

A. Karakteristik kulit ubikayu

Komponen 1 Ulanzgan 3 Rerata  STDEV
Kadar air 10.24 10.27 10.33 10,28 0.05
Kadar pati 20,11 19,64 20,10 19,95 0,26
Kadar lignin 3.19 3,28 3,18 3,21 0,05
Kadar selulosa 35.83 35.84 35.81 35,83 0,01
Kadar hemiselulosa 11.81 11.66 11.80 11,76 0.08

B. Hidrolisis kulit ubi kayu oleh kapang T. viride. A. niger dan kultur
campuran dengan perlakuan awal hidrolisis H,SO4

B.1 Data pengukuran populasi kapang
B.1.1 Populasi Kapang T. viride

Populasi
V(\J./Zrl:)u kapang &ml Lodegfmi Rerata Stdev
1 2 3 1 2 3 1 2 3

0 3 7 6 3x10* 7x10* 6x10* 4.48 481 474 468 0.18
12 13 16 11 1.3x10° 1.6x10° 1.1x10° 5.11 5.18 5.02 5.10 0.08
24 6 7 16 6x10°  7x10° 1.6x10° 5.77 581 516 558 0.36
36 6 8 4 6x10° 8x10° 4x10° 545 587 559 564 0,22
48 70 73 71 7x10° 7.3x10° 7.1x10° 5.83 586 5.85 5.85 0.01

B.1.2 Populasi Kapang A. niger

Populasi

V(\J(::;t)u kapang GGl Log cfu/ml Rerata Stdev
1 2 3 4 2 3 1 2 3

0 2 6 7 2x10* 6x10® 7x10* 439 478 481 4.66 0.23

12 19 17 15 19x10* 17x10* 15x10* 5.28 523 5.18 5.23 0.05
24 5 4 6 5x10° 4x10° 6x10° 570 554 574 566 0.11
36 6 6 6 6x10° 6x10° 6x10° 578 5.77 577 5.77 0.00
48 8 8 10 8x10° 8x10° 1x10° 587 590 598 5092 0.05

B.1.3 Populasi kombinasi T. viride + A. niger

Populasi

V(\j/:rl::)u kapang Clu/m| Log cfu/ml Rerata Stdev
1 2 3 1 2 3 1 2 3
0 3 7 6 3x10® 7x10® 6x10" 4.48 474 481 467 0.18

12 13 19 20 1.3x10° 1.9x10° 2x10° 574 581 528 561 0.29
24 13 15 20 1.3x10° 1.5x10° 2x10° 6.10 6.15 6.28 6.18 0.10
36 22 19 17 2.2x10° 1.9x10° 1.7x10° 6.34 6.27 6.20 6.27 0.07
48 35 37 35 35x10° 3.7x10° 3.5x10° 6.54 6.56 6.54  6.55 0.02



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

53

B.2 Data pengukuran kadar total gula terlarut

B.2.1. Nilai absorbansi glukosa dan kurva standar total gula terlarut
e Larutan glukosa standar = 0.01% = 0.01 g/100 ml= 10 mg/100 ml= 100

pg/ml
Volume pengambilan glukosa  H>O Konsentrasi _
standar (ml) (ml) glukosa (ug/ml) Absorbansi
0 1 0 0.000
0.1 0.9 10 0.093
0.2 0.8 20 0.167
0.3 0.7 30 0.224
0.4 0.6 40 0.301
0.5 0.5 50 0.377
0.6 0.4 60 0.487
0.7 0.3 70 0.532
0.8 0.2 80 0.643
0.9 0.1 90 0.723
1 0 100 0.805
e Kurva standar total gula terlarut
= 8388 ] y =0,008x - 0,003
- | R2 = 0,097
£ 0,700
% 0,600
‘% 0,500
S 0,400
€ 0,300
(@]
2 0,200
< 0,100
0,000 | |
0 20 40 60 80 100 120

Konsentrasi Glukosa (ng/ml)

B.2.2. Data kadar total gula terlarut

a. Total gula terlarut menggunakan H,SO,4

Waktu Absorbansi Gula total (g/L)

(menit) 1 2 3 1 5 3 Rerata Stdev

20 0,696 0,666 0,69 8,737 8,358 8,741 8,612 0,22
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b. Total gula terlarut oleh kapang T. viride

Waktu Absorbansi Gula total (g/L)
(Jjam) 1 2 3 1 2 3

Rerata Stdev

0 0.794 0800 0.797 9.963 10.038 10.004 10.001 0.04
12 0.704 0.705 0.700 8.846 8.858 8,796 8,833  0.03
24 0.538 0536 0539 6.767 6.742 6.783 6,764  0.02
36 0.305 0.303 0310 3.858 3.833 3,913 3.868 0.04
48 0.259 0.232 0245 3283 2937 3108 3.110 0.17

c. Total gula terlarut oleh kapang A. niger

Waktu Absorbansi Gula total (g/L)
(Jjam) 1 2 3 1 2 3
0 0.794 0.798 0.799 9.963 10.021 10.025 10.003  0.03
12 0.712 0.720 0.721 8.933 9.042 9.050 9.008  0.07
24 0.457 0.459 0.465 5.750 5.771 5850 5790 0,05
36 0.269 0.259 0.273 3.404 3271 3450 3375 0.09
48 0.203 0.206 0.218 2575 2613 2758 2.649  0.10

Rerata Stdev

d. Total gula terlarut oleh kapang T. viride + A. niger

Waktu Absorbansi Gula total (g/L)
(Jam) 1 2 3 1 2 3
0 0.798 0.797 0.797 10.008 9.995 10.000 10.001 0.01
12 0.663 0.641 0.655 8.329 8.045 8220 8.198 0.14
24 0.291 0.278 0.295 3.675 3512 3720 3636 0.11
36 0.198 0.194 0.199 2508 2462 2520 2497 0.03
48 0.101 0.102 0.102 1304 1308 1308 1.306 0.00

Rerata Stdev

Contoh perhitungan total gula terlarut:

1 ml sampel diencerkan dengan aquades dan ditera 2 kali menggunakan 10
ml. Sehingga faktor pengenceran yang digunakan dalam analisa total gula terlarut
adalah 100.

e Nilai absorbansi total gula terlarut pada 24 jam fermentasi ulangan 1 = 0.291

y+0.003
0.008

Kadar total gula terlarut = x; dimana x =

Absorbansi =y

_ 0.291+0.003
0.008

=36,750 pg/ml
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Faktor pengenceran (FP) = 10°

Sehingga kadar total gula terlarut (g/L supernatan) = 36,750 ug/ml x FP
= 36,750 pg/ml x 10
=3.675 pg/ml
= 3,675 g/L

B.3 Data pengukuran kadar gula reduksi

B.3.1 Nilai absorbansi glukosa dan kurva standar gula pereduksi
e Larutan glukosa standar = 0.1% = 0.1 g/100 ml = 1 mg/ml

VVolume pengambilan Konsentrasi

glukosa standar (ml) R glukosa (mg/ml) g 0soPRi
0.0 1.0 0.0 0.000
0.2 0.8 0.2 0.115
0.4 0.6 0.4 0.273
0.6 0.4 0.6 0.406
0.8 0.2 0.8 0.532
1.0 0.0 1.0 0.693

Kurva standar gula pereduksi

0,800 -
y =0,692x - 0,009
R2=10,998

0,600

0,400

0,200

Absorbansi 540 nm

0,000 & T . . . .
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1

Konsentrasi Glukosa (mg/ml)

B.3.2 Data kadar gula pereduksi

a. Gula reduksi menggunakan H,SO4

. Gula Reduksi
2’:1?::; Absorbansi (mg/ml) Rerata STDEV
1 2 3 1 2 3

20 0,557 0,559 0,558 8,174 8,208 8,198 8,193 0,01
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V(\j/:rlﬁ)u - Abso r2ban3| - Gulla Redu;m (mg/;nl) Rerata STDEV
0 0.581 0584 0,576 8555 8591 8.432 8.526 0.08
12 0.516 0506 0.478 7591 7.451 7.047 7.363 0.28
24 0.371 0.348 0.352 5.496 5.168 5.216 5.293 0.18
36 0.165 0.160 0.144 2519 2442 2220 2394 0.16
48 0.771 0767 0721 1.127 1.121 1.055 1.101 0.04

c. Gulareduksi oleh kapang A. niger

Waktu Absorbansi Gula Reduksi (mg/ml)

(Jjam) 1 2 3 1 2 3

Rerata STDEV

0 0.582 0.581 0.578 8545 8.535 8.487
12 0.528 0.497 0.516 7.760 7.220 7.586
24 0290 0.311 0.266 4.330 4.629 3.983
36 0.867 0.934 0945 1.266 1.363 1.379
48 0.608 0.580 0.549 0.891 0.851 0.807

8.522
7.522
4.314
1.336
0.850

0.03
0.28
0.32
0.16
0.04

d. Gula reduksi oleh kapang T. viride + A. niger

Waktu Absorbansi Gula Reduksi (mg/ml)

Gam) 1 2 3 1 2 3

Rerata STDEV

0 0.583 0.584 0.575 8.559 8.565 8.444
12 0.454 0431 0.470 6.690 6.363 6.922
24 0.124 0.125 0.121 1922 1936 1.878
36 0.521 0.514 0.539 0.766 0.756 0.792
48 0.233 0.287 0.288 0.349 0.429 0.428

8.524
6.658
1.912
0.772
0.402

0.07
0.28
0.03
0.02
0.05

Contoh perhitungan gula reduksi:

1 ml sampel diencerkan dengan aquades dan ditera hingga 10 ml.

Sehingga faktor pengenceran yang digunakan dalam analisa gula pereduksi adalah

10.

e Nilai absorbansi gula reduksi pada 24 jam fermentasi ulangan 1 = 0.5833

y+0.009

Kadar total gula terlarut = x; dimana x = 692
Absorbansi =y

_ 0.5833+0.009
0.692

=0.1922 mg/ml
=0.1922 g/L
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Faktor pengenceran (FP) = 10
Sehingga kadar gula reduksi (g/L supernatan)

=0.8559 g/L x FP
=0.1922 g/L x 10
=1.922 g/L
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C. Hidrolisis kulit ubi kayu oleh kapang T. viride. A. niger dan kultur

campuran tanpa Perlakuan awal Hidrolisis H,SO4

C.1 Data pengukuran populasi kapang

C.1.1 Populasi Kapang T. viride

Populasi
V(\j/:rlgc)u kapang il Logyetunl Rerata Stdev
1 2 3 1 2 3 1 2 3
0 6 3 6 6x10* 3x10® 6x10* 4,772 4,477 4,778 4676 0,17
12 8 8 7 8x10* 8x10* 7x10* 4,874 4,900 4,812 4862 0,05
24 27 31 21 27x10° 3.1x10° 2.1x10° 5414 5433 5318 5388 0,06
36 11 18 47 1.1x10° 1.8x10° 4.7x10° 5,040 5,255 5,672 5322 0,32
48 21 23 14 2.1x10° 2.3x10° 1.4x10° 5,305 4,860 5,145 5103 0,23
C.1.2 Populasi Kapang A. niger
Populasi
V(\J(::;t)u kapang St yd cfuml Rerata Stdev
1 2 3 1 2 3 1 2 3
0 5 4 6 5x10° 4x10* 6x10® 4,699 4,540 4,739 4659 0,11
12 9 9 9 9ox10* 9x10* 9x10* 4,929 4,923 4,929 4,927 0,00
24 25 35 20 2,4x10° 3,5x10° 2x10° 5,389 5540 5301 5410 0,12
36 35 15 20 3,5x10° 1,5x10° 2x10° 5,602 5,151 5301 5330 0,20
48 6 8 6 6x10° 8x10° 6x10° 4,739 4,900 4,739 4,792 0,09
C.1.3 Populasi kombinasi T. viride + A. niger
Populasi
V(\j/:rl:)u kapang Ctu/ml Log cfu/ml Rerata Stdev
1 2 3 1 2 3 1 2 3
0 6 4 6 6x10° 4x10* 6x10° 4,724 4,540 4,778 4,680 0,12
12 13 15 20 1,3x10° 1,5x10° 2x10° 5,097 5,148 5283 5176 0,10
24 8 9 13 8x10° 9x10° 1,3x10° 5,889 5923 6,102 5971 0,11
36 8 4 10 8x10° 4x10° 1x10° 5903 5,540 6,000 5814 0,24
48 3 2 4 3x10° 2x10° 4x10° 5452 5301 5540 5431 0,12
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C.2. Data pengukuran kadar gula total

C.2.1 Total gula terlarut oleh kapang T. viride

58

Waktu Absorbansi Total Gula (mg/ml)

(jam) 1 5 3 1 > 3 Rerata  Stdev
0 0,158 0,158 0,159 2,013 2,008 2,025 2,015 0,01
12 0,226 0,212 0,226 2,867 2,692 2,858 2,806 0,10
24 0,379 0,362 0,364 4,771 4,567 4,583 4,640 0,11
36 0,203 0,206 0,218 2,575 2,613 2,758 2,649 0,10
48 0,143 0,140 0,136 1,825 1,783 1,733 1,780 0,05
C.2.2 Total gula terlarut oleh kapang A. niger
Waktu Absorbansi Total Gula (mg/ml)
(jam) 1 > 3 1 > 3 Rerata Stdev
0 0,158 0,155 0,161 2,008 1,975 2,054 2,012 0,04
12 0,238 0,261 0,219 3,017 3,296 2,775 3,029 0,26
24 0,432 0,398 0,379 4,933 4,929 4,850 4,904 0,05
36 0,185 0,197 0,182 2,350 2,500 2,317 2,388 0,10
48 0,110 0,112 0,116 1,413 1,433 1,492 1,445 0,04
C.2.3 Total gula terlarut oleh kapang T. viride + A. niger
Waktu Absorbansi Total Gula (mg/ml)
(jam) 1 5 3 1 5 3 Rerata Stdev
0 0,159 0,159 0,158 2,025 2,021 2,017 2,0208 0,00
12 0,387 0,407 0,360 4,879 5,125 4,538 4,8472 0,30
24 0,497 0,514 0,481 6,254 6,470 6,54 6,259 0,21
36 0,291 0,278 0,295 3,675 3,513 3,721 3,6361 0,11
48 0,108 0,113 0,112 1,392 1,450 1,433 1,4250 0,03
C.3 Data pengukuran kadar gula pereduksi
C.3.1 Gula reduksi oleh kapang T. viride
Waktu Absorbansi Gula Reduksi (mg/ml)
(jam) 1 5 3 1 > 3 Rerata Stdev
0 0,207 0,220 0,216 0,312 0,330 0,326 0,3226 0,01
12 0,422 0,433 0430 0,623 0,638 0,634 0,6318 0,01
24 0,127 0,125 0,123 1,970 1,936 1,903 1,9364 0,03
36 0,102 0,102 0,098 1,604 1599 1541 15816 0,03
48 0,341 0,38 0,363 0,506 0,570 0,538 0,5381 0,03
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C.3.2 Gula reduksi oleh kapang A. niger
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Waktu

Absorbansi

Gula Reduksi (mg/ml)

(jam) 1 5 3 1 5 3 Rerata Stdev
0 0,206 0,221 0,215 0,311 0,332 0,324 10,3224 0,01
12 0,464 0,830 0,669 0,684 1,213 0,980 0,9589 0,27
24 0,131 0,131 0,129 2,028 2,023 1,994 2,0151 0,02
36 0,831 0,830 0,669 1,214 1,213 0,980 1,1355 0,13
48 0,234 0,314 0,325 0,351 0,466 0,483 0,4333 0,07
C.3.3. Gula reduksi oleh kapang T. viride + A. niger
V(\j/:rlj;[)u - Abso ;ban3| ! Gu1 la Redu;g (mg/;nl) Rerata  Stdev
0 0,212 0,212 0,217 0,319 0,319 0,327 0,3218 0,00
12 0,102 0,102 0,101 1,604 1599 1590 15976 0,01
24 0,203 0,205 0,206 3,059 3,099 3,102 3,0867 0,02
36 0,132 0,132 0,125 2,033 2,042 1,936 2,0039 0,06
48 0,224 0,231 0,18 0,336 0,347 0,276 0,3198 0,04
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D. Data Pengukuran Rerata Derajat Polimerisasi

D.1. Hidrolisis kulit ubi kayu oleh kapang T. viride. A. niger dan kultur campuran dengan perlakuan awal hidrolisis H,SO4

Kadar (mg/ml)
Perlakuan Total gula jam ke Gula} pereduksi Derajat polimerisasi
jam ke
0 12 24 36 48 0 12 24 36 48 0 12 24 36 48
T. viride 10,00 8,83 6,76 3,87 3,11 853 7,36 529 239 110 1,17 1,20 128 1,62 282
A. niger 10,00 9,01 579 338 265 852 752 431 134 085 1,17 120 1,34 253 3,12

T. viride + A. niger

10,00 8,20 3,64 250 131 852 6,66 191 0,77 040 1,17 123 190 323 3,25

D.2. Hidrolisis kulit ubi kayu oleh kapang T. viride. A. niger dan kultur campuran tanpa perlakuan awal hidrolisis H,SO4

Kadar (mg/ml)

Perlakuan Total gula jam ke Gula pereduksi Derajat polimerisasi
jam ke
0 12 24 36 48 0 12 24 36 48 0 12 24 36 48

T. viride 202 281 464 265 178 032 063 194 158 054 625 444 240 167 331
A. niger 201 303 490 239 145 032 096 202 114 043 624 316 243 210 334
Ii'g‘;'r”d“A' 202 485 626 364 143 032 160 309 200 032 628 303 203 181 446

Nilai (DP) Kadar Total Gula (mg)

" Kadar Gula Pereduksi (mg)
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E. Data Pengukuran Efisiensi Hidrolisis

E.1. Hidrolisis kulit ubi kayu oleh kapang T. viride. A. niger dan kultur campuran dengan perlakuan awal hidrolisis H,SO4

Kadar (mg/ml) Pati + Efisiensi hidrolisis

Perlakuan Total gula jam ke Gula pereduksi jam ke Selulosa + Total gula Gula Reduksi

0 12 24 36 48 0 12 24 36 48 Hemiselulosa 0 12 24 36 48 0 12 24 36 48

T. viride 10 883 6,76 387 3,11 853 736 529 239 1,10 10,13 98,70 87,17 66,75 38,17 30,69 84,14 72,67 5224 23,63 10,87
A. niger 10 9,01 579 338 265 852 7,52 431 134 0,85 10,13 98,71 88,90 57,14 33,31 26,14 84,11 74,24 4258 13,19 8,39

X.\rllliggre-k 10 820 364 250 131 852 666 191 0,77 0,40 10,13 98,70 80,91 35,88 24,64 12,90 84,12 6571 1887 7,62 3,97

E.2. Hidrolisis kulit ubi kayu oleh kapang T. viride. A. niger dan kultur campuran tanpa perlakuan awal hidrolisis H,SO4

Kadar (mg/ml) Pati + Efisiensi hidrolisis

Perlakuan Total gula jam ke Gula pereduksi jam ke Selulosa + Total gula Gula Reduksi

0 12 24 36 48 0 12 24 36 48 Hemiselulosa 0 12 24 36 48 0 12 24 36 48

T. viride 202 281 464 265 1,78 032 063 194 158 054 10,13 19,89 27,69 4579 26,14 1757 3,18 6,24 19,11 1561 531
A. niger 201 303 49 239 145 032 09 202 114 043 10,13 19,86 29,89 48,40 23,57 14,27 3,18 9,46 19,89 11,21 4,28

;":iggf“L 202 485 626 364 143 032 160 3,09 200 032 10,13 19,94 4783 61,77 3588 14,06 3,18 1577 3046 1977 3,16

Total Gula (mg)

" Pati +Selulosa +Hemiselulosa (mg)

Efisiensi Hidrolisis Gula Pereduksi (%) = Silfghereduls (me)

" Pati +Selulosa +Hemiselulosa (mg)

Efisiensi Hidrolisis Total Gula terlarut (%) x100%

x100%
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