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ABSTRAK

Selulosa adalah karbohidrat paling melimpah di alam, namun pemanfaatannya belum
optimum. Selulosa terdiri atas monomer glukosa yang dihubungkan dengan ikatan [3-
1,4-glikosida. Dengan menghidrolisis ikatan glikosida, dapat diperoleh glukosa, yang
kemudian dapat digunakan untuk berbagai tujuan, seperti produksi bioetanol. Salah
satu masalah pada hidrolisis selulosa adalah keberadaan lignin dan hemiselulosa yang
menjadi penghambat bagi hidrolisis selulosa. Tujuan dari penelitian ini adalah untuk
menentukan efisiensi degradasi enzimatik selolosa dari batang pohon pisang oleh
kapang Trichoderma viride. Optimasi hidrolisis selulosa dilakukan dengan
memvariasikan pH awal, suhu, ukuran partikel, konsentrasi substrat, dan waktu
inkubasi. Kami juga menentukan pengaruh preparasi substrat menggunakan natrium
hidroksida dan delignifikasi dengan menggunakan jamur white rot, Phanerocheate
chrysosporium, terhadap hidrolisis selulosa. Preparasi dengan menggunakan natrium
hidroksida dilakukan dengan menggunakan autoclave selama satu jam, sedangkan
preparasi dengan jamur white rot dilakukan dengan menginkubasi substrat selama dua
hari dengan jamur tersebut. Hasil penelitian menunjukkan bahwa pH awal, suhu,
ukuran partikel, konsentrasi substrat, dan waktu inkubasi optimum masing-masing
adalah 5,0, 50°C, 100 mesh, 6% (w/v) dan 8 hari. Diantara preparasi substrat yang
dilakukan, preparasi dengan menggunakan natrium hidroksida adalah preparasi
terbaik yang menghasilkan konsentrasi glukosa tertinggi.

Kata kunci: Selulosa, selulase, glukosa, Trichoderma viride



ABSTRACT

Cellulose is the most abundant carbohydrate in nature, but its utilization is not
optimum. Cellulose consists of glucose monomers linked by B-1,4-glycoside bonds.
By hydrolyzing the glycoside bond, we can get the glucose which can be used for
various purposes such as bioethanol production. One of problems in hydrolysis of
cellulose is the presence of lignin and hemicellulose which make barrier for cellulose
hydrolysis. The objective of this research is to investigate the enzymatic degradation
efficiency of cellulose from banana trunk by Trichoderma viride. Optimization of
cellulose hydrolysis was done by varying initial pH, temperature, particle size,
substrate concentration and incubation time. We also determine the effect of substrate
pretreatment using sodium hydroxide and delignification using the white rot fungi,
Phanerocheate chrysosporium on hydrolysis of cellulose. Pretreatment using sodium
hydroxide was done using autoclave for one hour, and pretreatment using white rot
fungi was done by incubating the substrate with the fungi for two days. The results of
this research showed that the optimum initial pH, temperature, particle size, substrate
concentration and incubation time are 5.0, 50°C, 100 mesh, 6% (w/v) and 8 days,
respectively. Among the substrate pretreatment done, the sodium hydroxide
pretreatment is the best pretreatment resulting the highest glucose concentration.

Keywords: Cellolose, cellulase, glucose, Trichoderma viride
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I. PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Kebutuhan akan sumber energi semakin hari semakin besar. Sebagian besar
kebutuhan akan energi, selama ini dipenuhi oleh minyak bumi. Namun, karena
minyak bumi adalah sumber daya alam yang tidak dapat diperbarui, maka semakin
hari persediaan minyak bumi semakin menipis. Semakin berkurangnya persediaan
minyak bumi, telah mendorong dilakukannya penelitian-penelitian untuk memperoleh
sumber energi baru yang dapat diperbarui.

Biomassa merupakan bentuk sumber energi yang menarik untuk dikembangkan
karena kelimpahannya di muka bumi dan sifatnya yang dapat diperbarui. Hal ini
menjadikan biomassa merupakan sumber energi alternatif yang paling menarik karena
kemudahan untuk memperbaruinya dan dapat direproduksi melalui biokonversi
karbondioksida oleh tumbuhan. Etanol yang diproduksi dari biomassa pada saat ini
adalah bahan bakar hayati (biofuel) yang banyak digunakan dengan
mencampurkannya dengan bensin.

Beberapa tahun belakangan ini, telah dilakukan pengembangan biomassa selulosik
(selulosa dan hemiselulosa) seperti limbah pertanian dan pengolahan hutan, kertas
bekas, dan limbah industri sebagai sumber gula, untuk selanjutnya difermentasi
menjadi etanol.

Diantara biomassa, selulosa adalah karbohidrat yang paling melimpah dan mudah
diperbarui. Akhir-akhir ini, banyak peneliti mengungkapkan bahwa limbah yang
mengandung selulosa dapat digunakan sebagai sumber gula yang murah dan mudah
didapat untuk menggantikan bahan pati dalam proses fermentasi (Graf & Koehler,
2000). Sumber selulosa yang dapat digunakan diantaranya adalah sisa-sisa produk
pertanian dan hasil hutan, kertas bekas, dan limbah industri (White, 2000).

Pada penelitian ini akan dilakukan usaha pemanfaatan batang pohon pisang
sebagai biomassa sumber karbon yang digunakan untuk menghasilkan glukosa,

sehingga glukosa yang dihasilkan diharapkan dapat digunakan untuk produksi etanol.



1.2. Perumusan Masalah

Selulosa merupakan sumber karbohidrat yang paling melimpah di alam, dan salah
satu sumber selulosa yang belum dimanfaatkan secara optimal adalah batang pohon
pisang. Padahal, batang pohon pisang ini merupakan sumber selulosa yang sangat
potensial untuk digunakan sebagai sumber karbohidrat untuk produksi etanol.

Untuk mengetahui sejauh mana batang pohon pisang yang merupakan limbah
yang belum dimanfaatkan secara optimal dapat digunakan sebagai sumber karbohidrat
untuk produksi alkohol, maka perlu diadakan suatu penelitian untuk memproduksi
glukosa dengan menggunakan batang pohon pisang sebagai sumber karbohidrat.
Glukosa yang dihasilkan selanjutnya dapat diubah menjadi etanol.

Tahap hidrolisis dapat dilakukan dengan menggunakan hidrolisis asam, ataupun
dengan meggunakan enzim. Namun dalam aplikasinya, proses hidrolisis dengan asam
memerlukan netralisasi ditahap akhirnya. Jika dibandingkan dengan menggunakan
asam, penggunaan enzim untuk tahap hidrolisis memiliki kelebihan pada tingkat
efektivitas dan efisiensi proses, yaitu tanpa proses netralisasi. Sehingga pada tahap
hidrolisis ini akan memanfaatkan aktivitas enzim selulase yang dihasilkan oleh
kapang Trichoderma viride yang memiliki aktivitas tinggi sehingga dapat diperoleh

randemen gula yang cukup baik.



II. TINJAUAN PUSTAKA

Ada kecenderungan untuk menemukan cara yang murah dan efisien untuk
menemukan bahan bakar yang menghasilkan sedikit gas karbondioksida (CO,),
dengan menggunakan biomassa sebagai bahan baku, karena CO, merupakan gas
utama yang berperan dalam perubahan iklim. Namun, penggunaan bahan bakar fosil
yang menghasilkan emisi CO, yang tinggi untuk transportasi terus meningkat padahal
diperlukan pengurangan emisi CO,. Dengan menggunakan bahan-bahan limbah yang
sudah tidak terpakai, maka masalah untuk lingkungan dapat diatasi, bahkan dapat
dialihkan menjadi suatu produk yang berdaya guna, yang dapat meningkatkan nilai
ekonomi dan mendukung terciptanya lingkungan yang sehat. Gas karbon dioksida
yang dibuang sebagai hasil proses pembakaran selanjutnya didaur-ulang oleh

tumbuhan, dan hal ini menjadikan jalan penyelesaian pada berbagai masalah

5

Biofuals Recycla
g Carbon Dioxide

Biofuel

=i

Gambar 2.1 Daur ulang yang terjadi dalam penggunaan bahan bakar-bio sebagai salah
satu bahan bakar alternatif (US DOE-NREL, 2000).

lingkungan (Gambar 1).

Di Brazil saat ini etanol digunakan sebagai bahan bakar alternatif. Produksi di
Brazil mendekati 12 juta liter per tahun. Selain tidak terlalu mencemari dibandingkan
bensin, etanol merupakan bahan bakar yang dapat diproduksi dari sumber daya alam
yang dapat diperbarui. Gula tebu digunakan sebagai bahan baku pada proses
fermentasi dan harga etanol tergantung pada ongkos produksi serta harus kompetitif
jika akan digunakan sebagai bahan bakar (Wendhausen et al., 2001; Berg, 2004).
Oleh karena itu, sangat penting untuk mengembangkan teknologi baru dan

penerapannya untuk meningkatkan hasil proses fermentasi alkohol.



Pemanfaatan selulosa yang sangat melimpah masih jarang dilakukan karena
sifatnya yang sulit untuk dihidrolisis. Padahal, selulosa merupakan sumber glukosa
yang sangat potensial untuk digunakan sebagai bahan baku pembuatan etanol. Sebagai
contoh, bahan lignoselulosa yang merupakan limbah dari industri kehutanan,
merupakan bahan yang sangat menjanjikan di beberapa negara dapat digunakan
sebagai sumber gula yang dapat difermentasi. Sehingga jika pemanfaatan selulosa
dapat dilakukan secara optimal, maka biaya produksi etanol dapat ditekan seminimal
mungkin.

Etanol yang diproduksi dengan bantuan mikroorganisme dari sumber yang dapat
diperbarui merupakan hal yang menarik sebagai alternatif bahan bakar fosil,
mengingat permintaan saat ini untuk mengurangi emisi CO,. Saccharomyces
cerevisiae yang dikenal akan kemudahan dan ketahanannya akan etanol, digunakan di
seluruh dunia untuk memproduksi etanol dengan tujuan yang berbeda-beda. Karena
ragi S. cerevisiae tidak dapat menggunakan material selulosik sebagai sumber karbon
dan mengubahnya menjadi etanol, maka harus dilakukan proses sakarifikasi dari
material selulosik menjadi glukosa sebelum produksi etanol.

Mikroorganisme selulolitik memainkan peranan penting dalam biosfir dengan
mendaur-ulang selulosa (Leschine, 1995). Mikroorganisme jenis ini juga penting
dalam beberapa proses fermentasi dalam industri, terutama dalam penghancuran
limbah selulosa secara anaerob, sehingga menghasilkan lignoselulosa dengan
persentase tinggi (Cailliez et al., 1993). Metode yang digunakan untuk penanganan
limbah adalah dengan membuang dan membakar zat-zat yang memberikan pengaruh
gas rumah kaca.

Salah satu mikroba yang telah dikenal luas menghasilkan enzim-enzim
pemecah material selulosik adalah Trichoderma viride. T. viride (Gambar 2.2) adalah
kapang berfilamen yang sangat dikenal sebagai organisme selulolitik dan
menghasilkan enzim-enzim selulolitik, termasuk endoglukanase,
eksoselobiohidrolase, dan P-glikosidase. Ketiga enzim ini bekerja secara sinergis
dalam mendegradasi selulosa .

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 6 jenis Endoglukanase (Endo LILILIV;V;VI), 3
jenis eksoglukanase (Exo LILII) dan 1 jenis 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 (Gambar 2.3).

| T R
Gambar 2.2 Trichoderma viride (Volk, 2004)
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Gambar 2.3 Sinergisme pemecahan selulosa oleh enzim selulolitik (Tjernald, 2002).

Dalam degradasi selulosa, keberadaan xylan menjadi salah satu masalah dalam
efisiensi hidrolisis. Kelebihan dari 7. viride selain menghasilkan enzim selulolitik
yang lengkap, kapang ini pun menghasilkan enzim xyloglukanolitik (Tribak et al.,
2002). Keberadaan enzim ini akan semakin mempermudah enzim selulolitik dalam

memecah material selulosa.



ITII. TUJUAN DAN MANFAAT PENELITIAN
3.1. Tujuan Penelitian
Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui efisiensi degradasi enzimatik
selulosa yang berasal dari batang pohon pisang oleh kapang Trichoderma viride
sehingga dihasilkan gukosa yang nantinya diharapkan akan dapat digunakan untuk

memproduksi etanol.

3.2. Manfaat Penelitian
Hasil penelitian ini diharapkan dapat menjadi data awal untuk pengembangan

sumber energi alternatif ramah lingkungan yang berbasis selulosa.



IV. METODE PENELITIAN

4.1. Lokasi dan Waktu Penelitian
Penelitian dilakukan di Laboratorium Biokimia Jurusan Kimia FMIPA Unpad

J1. Singaperbanga No. 2 Bandung, sejak bulan April — November 2007.

4.2. Bahan dan Alat

Bahan penelitian yang digunakan adalah batang pohon pisang raja yang diperoleh
dari daerah Batujajar, Bandung. Kapang Trichoderma viride yang aktif menghasilkan
enzim selulase berperan sebagai penghasil glukosa merupakan koleksi dari
Laboratorium Biokimia KPP Bioteknologi ITB dan semua mikroba dipelihara dan
diregenerasi di Jurusan Kimia, Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam,
Universitas Padjadjaran Bandung (FMIPA-Unpad).

Bahan kimia yang digunakan terdiri dari: asam klorida, asam sulfat, amonium
molibdat, amonium sulfat, besi sulfat heksahidrat, dinitro arsen sulfat, glukosa, kalium
hidrogenfosfat, kalium klorida, kalium-natrium tartarat, kobal klorida, magnesium
sulfat heksahidrat, mangan sulfat, natrium bikarbonat, natrium hidroksida, natriun
hidroarsen sulfat, natrium karbonat, natrium klorida, bacto pepton, sukrosa, seng

sulfat, tween 80 dan lain-lain.

4.3. Pelaksanaan Penelitian
4.3.1 Penentuan komposisi kimia batang pisang
4.3.1.1 Penentuan kadar selulosa

Sebanyak 1 g batang pisang ditambahkan 5 mL NaOH 17,5% pada suhu 20°C.
Kemudian dimaserasi selama 5 menit. Ditambahkan NaOH 17,5% sebanyak 2 kali
dengan masing-masing dibiarkan selama 45 dan 15 menit. Campuran dibiarkan
selama 3 menit. Ditambahkan 3,3 mL NaOH 17,5% dan diaduk selama 10 menit.
Ditambahkan 3x33 mL NaOH 17,5% setelah 2,5; 5,0; 7,5 menit, kemudian dibiarkan
selama 30 menit dalam keadaan tertutup. Air suling ditambahkan sebanyak 33 mL
kemudian dibiarkan selama 30 menit. Endapan disaring dengan menggunakan corong
buchner dan dicuci dengan 5 mL NaOH 8,3%. Kemudian dicuci lagi dengan 5 x 16,7

mL air suling (filtrat digunakan untuk pengujian selulosa B dan 7y). Dicuci dengan



133,3 mL air suling dan ditambahkan asam asetat 2 N, diaduk selama 5 menit. Dicuci
dengan air suling sampai bebas asam. Dikeringkan dan ditimbang beratnya.

Untuk pengujian selulosa B dan vy , filtrat dipindahkan kedalam labu ukur,
diencerkan sampai volume 166,7 mL. Kemudian dipipet sebanyak 16,67 mL kedalam
erlenmeyer 250 mL. Ditambahkan 3,3 mL K,Cr,O; 0,4 N, 30 mL H,SO4 pekat.
Dipanaskan sambil diaduk selama 10 menit. Setelah dingin ditambah 166,7 mL air
suling. Kalium iodida ditambahkan sebanyak 0,66 g, diaduk dan dibiarkan selama 5
menit. Dititrasi dengan 0,1 N natrium tiosulfat, kemudian ditambahkan larutan kanji.
Titik akhir terjadi pada perubahan warna biru tua ke hijau muda. Blanko dibuat

dengan penambahan 16,67 mL NaOH 0,5 N.

4.3.1.2 Penentuan kadar lignin

Sebanyak 1 g batang pisang ditambahkan 15 mL H,SO472% kemudian dipanaskan
selama 8 jam. Dipindahkan dalam labu ukur 1000 mL , lalu diencerkan sampai 560
mL. Dipanaskan selama 4 jam pada 60°C. Endapan disaring dengan Kertas saring
yang diketahui beratnya, lalu dicuci dengan air panas. Dikeringkan pada suhu 100°C

kemudian ditimbang.

4.3.2 Penentuan kondisi optimum hidrolisis ezimatik selulosa

Sebanyak 2,5 g batang pisang dilarutkan dalam 25 mL medium produksi yang
komposisinya dapat dilihat pada Lampiran 2. pH optimum ditentukan pada rentang
4,2; 4,6; 5,0; 5,4; 5,8 (substrat kasar, suhu ruang, waktu inkubasi 9 hari). Ukuran
partikel substrat optimum adalah 20; 60; 80; 100 mesh (pH 4,5, suhu ruang, substrat
kasar, waktu inkubasi 9 hari). Suhu optimum ditentukan pada 25; 35; 45; 55; 65°C
(pH 4,5, suhu ruang, substrat kasar, waktu inkubasi 9 hari). Konsentrasi substrat
optimum dengan variasi 2; 4; 6; 8; 10% (pH 4,5, suhu ruang, ukuran partikel 100
mesh, waktu inkubasi 9 hari).

Waktu inkubasi optimum dibuat dengan 10 g batang pisang dalam 100 mL,
menggunakan kultur inokulum 10% dari volume media. Kondisi pH 5, ukuran partikel

substrat 100 mesh, suhu ruang, dengan waktu inkubasi 9 hari.



4.3.3 Penentuan pengaruh preparasi untuk produksi glukosa

Tipe substrat pertama adalah sampel yang dipreparasi dengan jamur P.
chrysosporium. Sampel diinkubasi pada medium jamur setelah rentang waktu 2 hari
sampel dipisahkan dari filtrat kemudian disaring dan dikeringkan untuk digunanakan
pada medium 7. viride.

Tipe substrat kedua adalah sampel yang diautoklaf dengan NaOH 1% selama 1
jam, kemudian dicuci dengan air hingga netral. Sampel ini dikeringkan dan
selanjutnya diinkubasi pada medium 7. viride. Kondisi untuk penentuan tipe substrat
adalah pH 5, suhu ruang, ukuran partikel 100 mesh, konsentrasi 6%, waktu inkubasi 8

hari.



V. HASIL DAN PEMBAHASAN
5.1 Komposisi Kimia Batang Pisang
Hasil analisis komposisi kimia batang pisang (Musa paradisiaca) dapat dilihat

pada Tabel 4.1.

Tabel 4.1 Komposisi kimia batang pisang per gram berat kering batang pisang.

Komponen Kandungan (%)
Selulosa a, B, ¥ 40,1%
Lignin 17,8%

Data tersebut menunjukkan bahwa kandungan selulosa pada batang pisang cukup
tinggi (sekitar 0,4 g selulosa dalam 1 gram batang pisang kering). Kandungan ini
cukup baik untuk poduksi glukosa.

Kandungan lignin yang cukup tinggi akan mempengaruhi proses hidrolisis
enzimatik. Ikatan silang dari struktur aromatik lignin dapat memperlambat penetrasi
oleh enzim, oleh karena itu diperlukan adanya preparasi mekanik ataupun kimiawi

untuk mempermudah kontak antara enzim dengan substrat (Sun, 2002).

5.2 Penentuan Kondisi Optimum Hidrolisis Enzimatik Selulosa
5.2.1 pH optimum

Kondisi pH awal medium diatur pada rentang 4,2 — 5,8. Pada Gambar 4.1 kadar
gula pereduksi tertinggi terbentuk pada pH 5,0, dengan jumLah gula pereduksi yang
dihasilkan sebanyak 0,3014 mg/mL.

Kondisi pH optimum untuk jamur penghasil selulase umumnya bersifat asam.
Hal ini sesuai dengan pernyataan Susilawati dkk. (2002) yang menyatakan bahwa pH
optimum aktivitas enzim selulase berkiasar pada pH 4,5 — 6,5. Pada umumnya enzim
hanya aktif pada kisaran pH yang terbatas. Grifin et al. (1974) juga memberikan hasil
yang serupa dimana pH optimum untuk pertumbuhan jamur 7. viride pada substrat

limbah ternak adalah 5 dengan aktivitas Fp-ase sekitar 5,8 Unit.
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Gambar 5.1 Kadar gula pereduksi hasil hidrolisis batang pohon pisang
menggunakan 7. viride pada suhu ruangan, waktu inkubasi 9 hari,
dengan variasi pH 4,2; 4,6; 5; 5,4 dan 5,8.

Kompleks enzim selulase yang terdapat pada T. viride seperti endoglukanase dan
eksoglukanase memiliki komponen asam amino bersifat asam paling dominan. Asam
amino seperti asam aspartat dan asam glutamat terkandung masing-masing sekitar
19,6% dan 20,9% pada endoglukanase dan eksoglukanase (Hakansson et al., 1979 &
Berghem et al., 1975). Oleh karena itu, jamur ini lebih stabil bekerja pada rentang pH

asam karena terpengaruh oleh komposisi asam amino dari enzimnya.

5.2.2 Suhu optimum

Jamur T. viride tumbuh baik pada suhu 55°C dengan menghasilkan kadar gula
pereduksi paling tinggi, yaitu sebesar 0,5676 mg/mL. Dilihat dari ketahanan terhadap
suhu tinggi maka jamur ini termasuk golongan termofilik yang tumbuh baik pada
suhu 50-60°C (Susilawati dkk., 2002). Aktivitas meningkat dengan bertambahnya

suhu, namun setelah melewati suhu 55°C aktivitas menurun.
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Gambar 5.2 Kadar gula pereduksi hasil hidrolisis batang pohon pisang
menggunakan 7. viride dengan waktu inkubasi 9 hari, pH 4,5 dan
dengan variasi suhu pada 25; 35; 45; 55; 65°C.

5.2.3 Ukuran partikel substrat optimum

Ukuran partikel substrat batang pisang berpengaruh terhadap kerja dari enzim
selulase yang bekerja memecah selulosa menjadi glukosa. Seperti terlihat pada
Gambar 5.3 bahwa substrat berukuran 100 mesh merupakan substrat yang paling baik

untuk produksi glukosa dengan kadar gula pereduksi 0,331 mg/mL.
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Gambar 5.3 Kadar gula pereduksi hasil hidrolisis batang pohon pisang menggunakan
T. viride dengan substrat berukuran 20, 60, 80, 100 mesh pada medium
dengan pH 4,5, suhu ruangan, waktu inkubasi 9 hari.



Semakin kecil ukuran partikel substrat maka semakin mudah enzim diproduksi.
Kontak permukaan yang terjadi antara enzim dengan substrat semakin besar dan
lebih sering terjadi apabila ukuran partikelnya semakin kecil.

Penelitian yang dilakukan oleh Sun (2002), juga menunjukkan bahwa kecepatan
sakarifikasi oleh selulase 7. viride pada limbah padat berukuran 200 mesh meningkat

sebanyak 11% dibandingkan substrat yang tidak dihancurkan.

5.2.4 Konsentrasi substrat optimum

Pada Gambar 4.4 dapat dilihat kadar gula pereduksi pada berbagai konsentrasi
substrat batang pisang tanpa perlakuan awal.

Besarnya konsentrasi substrat batang pisang berpengaruh terhadap produksi
enzim selulase. Konsentrasi optimum untuk pertumbuhan jamur 7. viride adalah pada
konsentrasi 6%. Penurunan aktivitas terjadi pada konsentrasi lebih dari 6%. Hal ini
disebabkan jamur aerob tumbuh kurang baik pada media yang terlalu pekat, kondisi

ini menyebabkan oksigen terlarut rendah.
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Gambar 5.4 Kadar gula pereduksi yang dihasilkan dengan hidrolisis menggunakan
T. viride menggunkan varasi konsentrasi substrat 2, 4, 6, 8, dan 10%
b/v, pada pH 5, suhu ruang, ukuran partikel substrat 100 mesh, waktu
inkubasi 9 hari.



Penelitian yang dilakukan oleh Liaw & Penner (1990), menggunakan Avisel
(selulosa kristal murni) dan jamur 7. viride, mendapatkan kadar gula pereduksi
tertinggi pada konsentrasi 2%. Pada penelitian ini diperoleh kadar gula pereduksi
tertinggi pada konsentrasi substrat 6% (berat kering/volume media). Dengan kadar
selulosa total yang terdapat pada batang pisang sebesar 40%, maka jumLah selulosa
yang terdapat dalam substrat setara dengan +2% selulosa murni.

Konsentrasi lebih tinggi dari optimum akan menginhibisi kerja enzim selulase.
Saat produk glukosa dihasilkan dalam jumLah yang banyak, sel akan menghentikan
metabolisme dan mengurangi produksi enzim karena ketersedian glukosa meningkat

(Katz & Reese, 1968).

5.2.5 Waktu inkubasi optimum
Kadar gula pereduksi yang tertinggi selama selang waktu inkubasi 9 hari adalah

dapat dilihat pada Gambar 5.5.
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Gambar 5.5 Kadar gula pereduksi yang dihasilkan dengan hidrolisis menggunakan T.
viride pada berbagai waktu inkubasi. Kondisi inkubasi yang digunakan
adalah: konsentrasi substrat 6% b/v, pada pH 5, suhu ruang, ukuran
partikel substrat 100 mesh.

Hasil perhitungan menunjukkan bahwa perlakuan waktu inkubasi yang berbeda
memberikan aktivitas selulase yang berbeda pula. Pada O hari dan 1 hari telah terdapat
aktivitas enzim yang tinggi yang diduga berasal dari kultur inokulum berusia 2 hari.

Pada media inokulum batang pisang konsentrasi 1%, diperkirakan jamur telah



menggunakannya sebagai sumber karbon. Pemberian batang pisang bertujuan agar
jamur beradaptasi lebih mudah saat memasuki medium untuk produksi glukosa.
Selain itu, kadar glukosa yang tinggi pada awal inkubasi dapat disebabkan oleh
adanya glukosa hasil preparasi secara mekanik, yaitu dry milling dimana
penghancuran sampel terjadi pada keadaan kering (Chaplin, 2006). Diketahui bahwa
kadar glukosa dari 6% serbuk batang pisang (hasil penyaringan) yang dilarutkan
dalam 60 mL air adalah 0,1319 mg/mL. Hal ini menyebabkan adanya akumulasi
kadar glukosa pada awal inkubasi yang bukan berasal dari hidrolisis enzimatik.

Dari data tersebut diketahui bahwa waktu inkubasi optimum untuk degradasi
selulosa oleh T. viride berkisar antara 6-14 hari. Penelitian yang dilakukan Aulani’am
dkk. (1997), menunjukan bahwa substrat CMC 5% dapat menghasilkan kadar gula
pereduksi yang tinggi pada waktu inkubasi 6 hari. Ramadani (1994) telah melakukan
penelitian mengenai waktu inkubasi optimum 7. viride untuk substrat batang semu
pisang klutuk, yang hasilnya menunjukkan bahwa aktivitas selulase tertinggi berada
pada waktu inkubasi 9 hari. Iyayi & Aderolu (2004) telah mendapatkan peningkatan
kadar gula terlarut pada substrat dedak beras setelah dikulturkan pada jamur 7. viride
selama 14 hari.

Kadar gula pereduksi sebanding dengan aktivitas selulase, menunjukkan bahwa
peningkatan jumLah glukosa dalam media akan berpengaruh terhadap besarnya
jumLah gula pereduksi. Dalam hal ini selobiosa dan selooligosakarida (gula
pereduksi), akan dipecah oleh betaglukosidase menjadi molekul glukosa. Semakin
banyak molekul selobiosa atau selooligosakarida yang dipecah maka semakin banyak
pula kadar glukosanya. Selain selobiosa atau selooligosakarida, gula pereduksi lain
yang dihasilkan selama proses inkubasi adalah xilosa. Xilosa dihasilkan dari
komponen biomassa setelah dibantu katalisisnya oleh xilase dari T. viride. Xilase dari
jamur ini telah digunakan untuk penanganan limbah hemiselulosa oleh Biely (1985)

dan menunjukan hasil yang cukup baik untuk produksi xilosa.

5.3 Pengaruh Preparasi Substrat terhadap Poduksi Glukosa

Pengaruh preparasi terhadap substrat batang pisang dapat dilihat pada Gambar 5.6
Aktivitas dan kadar gula pereduksi dari substrat hasil preparasi dengan Phanerocheate
chrysosporium lebih rendah nilainya dibandingkan dengan sampel hasil preparasi

dengan NaOH. Pada hari ke-8, kadar gula pereduksi yang sampelnya dipreparasi



dengan NaOH memiliki kadar gula pereduksi yang tinggi dibandingkan dengan

sampel tanpa preparasi dan preparasi dengan P. chrysosporium.
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Gambar 5.6 Kadar gula pereduksi yang dihasilkan dengan hidrolisis menggunakan 7.
viride dengan substrat hasil preparasi oleh NaOH (¢) dan P.
chrysosporium (A). Kondisi yang digunakan adalah pH 5, suhu ruang,
ukuran partikel 100 mesh, konsentrasi 6%, waktu inkubasi 8 hari.

Telah dilaporkan bahwa jamur white rot seperti P. chrysosporium dapat
mendegadasi lignin dan materi hemiselulosa lainnya. Penyeragan oleh jamur ini pada
bagian selulosa dan lignin akan mempermudah penetrasi selulase untuk mengawali
penyerangan terhadap molekul selulosa. Jamur ini menghasilkan enzim pendegradasi
lignin seperti lignin peroksidase dan mangan peroksidase selama metabolisme
sekunder saat merespon sedikitnya jumLah karbon dan nitrogen. Selain kedua enzim
tersebut, jamur ini menghasilkan selulase, lakase juga polifenol oksidase (Sun, 2002).

Batang pisang yang kaya akan selulosa berpotensi untuk produksi enzim selulase.
Saat proses inkubasi, jamur P. chrysosporium mengekskresikan selulase (Sternberg,
1975). Hal ini dibuktikan dengan keberadaan glukosa di akhir inkubasi sebesar 0,51
mg/mL. Kadar glukosa rendah yang dihasilkan selama proses inkubasi dengan T.
viride dapat diakibatkan oleh sedikitnya sumber karbon (kandungan selulosa yang
rendah) pada medium fermentasi karena terlebih dahulu telah digunakan oleh jamur
P. chrysosporium.

Aktivitas dan kadar gula pereduksi lebih besar untuk batang pisang hasil preparasi

dengan 1% NaOH saat diinkubasikan pada jamur 7. viride. Hal ini dikarenakan



adanya safonifikasi ikatan ester dari residu lignin atau hemiselulosa menjadi lebih
terbuka menyebabkan struktur selulosa lebih mudah untuk diakses oleh enzim.
Apabila hal ini terjadi maka hidrolisis selulosa ke dalam glukosa akan lebih mudah.
Selain itu preparasi ini juga dapat menurunkan derajat polimeriasi dan kistalinitas dari
struktur selulosa (Sun, 2002).

Enzim selulase dari 7. viride memiliki kemampuan yang rendah untuk mengakses
substrat batang pisang meskipun telah dilakukan preparasi dengan 1% NaOH. Masih
tingginya keberadaan molekul lignin dalam sampel batang pisang yang kemudian
menyebabkan enzim kesulitan untuk melakukan penyerangan terhadap molekul
selulosa. Lignin mengelilingi keseluruhan molekul selulosa sehingga lebih
terlindungi. Berat molekul lignin yang tinggi mencegah enzim dapat masuk ke bagian
dalam struktur biomassa selulosik (Lankinen, 2004).

Penggunaan metode preparasi lain untuk membantu menghilangkan residu lignin
seperti autohidrolisis, eksplosi amonia dan CO,, ozonolisis dapat dilakukan agar
hidrolisis enzimatik dapat berlangsung lebih mudah. Proses ozonolisis, sejauh ini
dikenal sebagai jenis preparasi yang paling baik, karena dapat meningkatkan efisiensi

hidrolisis enzimatik dari 0% menjadi 57% (Sun, 2002).



VI. KESIMPULAN DAN SARAN

6.1. Kesimpulan

Dari hasil penelitian diperoleh menunjukkan bahwa :

1. Kondisi optimum untuk hidrolisis batang pisang oleh T. viride adalah pH awal
media 5, suhu 55°C, ukuran partikel substrat 100 mesh, konsentrasi substrat 6%
(b/v) dengan waktu inkubasi selama 8 hari.

2. Tipe substrat hasil preparasi dengan NaOH menghasilkan kadar gula pereduksi
tinggi yaitu sebesar 0,408 mg/mL dibandingkan dengan sampel hasil preparasi

dengan jamur P. chrysosporium yaitu sebesar dan 0,024 mg/mL.

6.2. Saran

Perlu dilakukan penelitian lanjutan mengenai efisiensi hidrolisis enzimatik
selulosa dengan sumber selulase yang lebih baik seperti penggunaan strain lain dari 7.
viride atau pemanfaatan kultur campuran dari dua jenis jamur agar kompleks enzim
selulase bekerja dengan daya katalisis tinggi sehingga pemanfaatan berbagai macam

sumber selulosa dapat dilakukan dengan optimum.
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Analisis urutan nukleotida daerah hipervariabel I (HVI) DNA mitokondria pada
suku Baduy untuk menentukan motif populasi suku sunda (Lembaga Penelitian
Unpad, 2004: Penelitian DIKS Unpad tahun anggaran 2003, Ketua Peneliti)
Amplifikasi 0,4 kb daerah D-loop DNA mitokondria dari sel epitel rongga mulut
untuk keperluan analisis forensik (Lembaga Penelitian Unpad, 2004: Penelitian
DIK Unpad tahun anggaran 2004, Anggota peneliti)

Pengaruh Inokulasi Azotobacter terhadap Akumulasi Kadmium dan Pembentukan
Fitokelatin pada Selada (Project Grant -MHERE, 2007, ketua Peneliti)
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Lampiran 2 Komposisi Media Pertumbuhan 7. viride

e 11,1765 g kalium hidrogen fosfat

e (,8235 g amonium sulfat

¢ 00,0588 g magnesium sulfat heksahidrat
e (,1765 g kalsium klorida

e 00,4411 g pepton

e 11,1765 mL 1% Tween 80

® 00,8235 g seng sulfat

e 00,9411 g mangan sulfat terhidrat

e 11,1765 mg kobal klorida

e (0,088 g urea

e (,0588 g natrium klorida

¢ 11,1765 mg tembaga klorida

e 60 mL air

¢ Tambahkan 0,1 N NaOH dan 0,1 N HCI untuk penentuan pH awal media.



