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Henmy Rasmiati. F 27.1332. Pengaruh Komposisi dan Ukuran
Substrat (Tandan Kosong dan Sabut Kelapa Sawit) terhadap
Produksi Selulase oleh Neurospora sitophila. Dibawah bim-
bingan A. Aziz Darwis, Illah Sailah dan Tun Tedja Irawadi.

RINGKASAN

Berdasarkan data PPKS (Pusat Penelitian Xelapa Sawit)
pada tahun 1993 jumlah produksi minyak kelapa sawit adalah
3 276 000 ton. Tahun 1995 pemerintah memperkirakan produk-
si minyak kelapa sawit mencapai 4 500 000 ton, dengan lim-
bah berupa tandan kosong sebanyak 4 950 000 ton dan sabut
sebanyak 2 880 000 ton.

Tandan kosong dan sabut kelapa sawit dengan kandungan

o\

serat yang tinggi (62 - 64 % holoselulosa dan 21 - 23
lignin) merupakan substrat yang potensial untuk memproduksi
selulase. Selulase adalah enzim yang dapat memutuskan
ikatan B-1,4 glikosidik pada selulosa, selodekstrin, selo-

biosa dan turunan selulosa lain menjadi gula-gula sederha-

na. Enzim ini terdiri dari tiga kelompok enzim, vyaitu
endoglukanase (CMC-ase), selcobiochidrolase dan B-glukosi-
dase.

Produksi selulase pada tandan kosong dan sabut kelapa
sawit dipengaruhi oleh ukuran partikel substrat, dimana
berhubungan dengan luas permukaan dan volume ruang kosong
dalam substrat. Penelitian ini bertujuan untuk memperoleh
perbandingan dan ukuran (tandan kosong dan sabut kelapa
sawit) yang tepat sebagal substrat serta mendapatkan lama

fermentasi terbaik dalam produksi selulase.




Ruang lingkup penelitian meliputi, (1) pengecilan
ukuran partikel dan menentukan perbandingan tandan kosong
dan sabut sebagai substrat dalam produksi selulase menggu-
nakan Neurospora sitophila (2) optimasi lama fermentasi dan
(3) pengujian aktivitas selulase.

Rancangan percobaan yang digunakan adalah rancangan
faktorial split plot dengan empat faktor dan dua kali
ulangan. Ukuran tandan kosong merupakan petak utama yang
terdiri dari tiga taraf (10, 20 dan 30 mesh). Anak petak
terdiri dari ukuran sabut (10, 20 dan 30 mesh) dan faktor
perbandingan (tandan kosong : sabut kelapa sawit = 2 : 1,
1 : 1L dan 1 : 2) serta faktor lama inkubasi (2, 4, 6, 8,
dan 10 hari).

Tandan kosong ukuran 10 mesh dan sabut ukuran 30 mesh
menghasilkan aktivitas FP-ase tertinggi (2.591 IU/ml) pada
hari ke-8 fermentasi. Sedangkan aktivitas CMC-ase terting-
gi diperoleh pada perlakuan tandan kosong ukuran 20 mesh
dan sabut ukuran 30 mesh vaitu 52.345 IU/ml pada hari ke-6
fermentasi.

Analisis statistik menunjukkan bahwa ukuran tandan ko-
song dan sabut kelapa sawit serta lama fermentasi berpe-
ngaruh nyata terhadap aktivitas FP-ase dan CMC-ase dengan
selang kepercayaan 99 persen. Faktor perbandingan tandan
kosong dan sabut kelapa sawit tidak berpengaruh terhadap
aktivitas selulase pada selang kepercayaan 95 persen, namun
demikian nilai aktivitas selulase tertinggi diperoleh pada

perbandingan 1:2.
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I. PENDAHULUAN

Berdasarkan data PPKS (Pusat Penelitian KXelapa
Sawit) tahun 1993, jumlah produksi minyak kelapa sawit
(CPO) adalah 3 276 000 ton. Untuk tahun 1935 pemerintah
telah memperkirakan produksi minyak kelapa sawit sebai—
nyak 4 500 000 ton.

Dalam pengolahan minyak kelapa sawit ini dihasilkan
limbah berupa tandan kosong kelapa sawit dan sabut
kelapa sawit yang memiliki nilai konversi dari minyak
kelapa sawit berturut-turut sebesar 1.10 dan 0.64.
Berdasarkan nilai konvergi tersebut diperkirakan pada
tahun 1995 dihasilkan tandan kosong kelapa sawit seba-
nyak 4 950 000 ton dan sabut kelapa sawit sebanyak 2
880 000 ton.

Di Indonesia, usaha untuk memanfaatkan limbahk padat
kelapa sawit (selain bungkil inti sawit) belum banyak
dilakukan. Tandan kosong kelapa sawit baru dimanfaatkan
sebagai pupuk kalium. Sabut dan cangkang kelapa sawit
dimanfaatkan sebagai bahan bakar boiler atau dibuang di
jalan-jalan di daerah perkebunan untuk mengeraskan
jalan.

Beberapa penelitian dalam usaha pemanfaatan tandan
kosong kelapa sawit telah dilakukan, diantaranya Pratiwi

{1986) memanfaatkan tandan  kosong kelapa sawit




sebagai bahan baku dalam pembuatan pulp kertas, hidro-
lisis tandan kosong kelapa sawit menghasilkan gula-
gula sgederhana secara kimiawi oleh Mikosari (1990) dan
secara enzimatik oleh Fajarrini (1991), sedangkan
Tarigan (1989) memanfaatkan tandan kosong kelapa sawit
sebagai pakan ternak.

Tandan kosong dan sabut -kelapa sawit menurut Siva-
lingan (1983) dalam Tun-Tedja-Irawadi (1991) wmerupakan
limbah pertanian yang banyak mengandung lignoselulosa.
Lignoselulosa terdiri dari komponen holoselulosa dan
lignin. Kandungan Holoselulosa (selulosa dan hemiselu-
losa) dan lignin masing-masing berkisaxr antara 62-64
persen dan 21-23 persern.

Dengan kandungan serat (lignoselulosa) yang ting-
gi, diduga limbah ini dapat dimanfaatkan sebagai sub-
strat yang baik untuk memproduksi selulase. Selulase
dapat dimanfaatkan untuk proses bickonversi selulosa,
dan dapat pula digunakan untuk meningkatkan daya cerna
bahan selulosa sebagai pakan ternak. Tun-Tedja-Irawadi
{1991) telah meneliti kemungkinan produksi selulase pada
substrat tandan kosong dan sabut kelapa sawit mengguna-
kan kapang Neurospora sitophila.

Produksi selulase pada tandan kosohg dan sabut
kelapa sawit diantaranya ditentukan oleh komposisi
nutrisi substrat dan ukuran partikel substrat. Partikel

vang berukuran lebih kecil mempunyai luas permukaan yang




besar untuk transfer panas dan gas, sehingga menguntung-
kan bagi pertumbuhan kapang penghasil selulase.

Dipihak lain, ukuran partikel yang kecil wmengura-
ngi ruang kosong antar partikel yang cenderung menu-
runkan area pindah panas dan pertukaran gas dengan
atmosfir disekitarnya, kondigi ini merugikan Dbagi
pertumbuhan kapang. Dengan demikian, ukuran partikel
substrat yang tepat serta perbandingan tandan kosong
dan sabut yang sesuai akan menghasilkan kondisi optimal
untuk pertumbuhan kapang dan akan mempengaruhi aktivi-
tas enzim yang dihasilkan.

Ruang lingkup penelitian meliputi (1) pengecilan
ukuran partikel dan wenentukan perbandingan tandan
kosong dan sabut sebagai substrat dalam produksi selu-
lase menggunakan N. sitophila (2) optimasi lama fermen-
tasi dan (3) pengujian aktivitas Filter Paperase (FP-
ase) dan Karboksimetilselulase (CMC-ase).

Penelitian ini bertujuan untuk memperoleh per-
bandingan dan ukuran partikel substrat (tandan kosong
dan sabut kelapa sawit) yang tepat serta lama fermentasi
optimal dalam memproduksi selulase menggunakan ~Neuro-

spora sitophila.




II. TINJAUAN PUSTAKA

A. MEDIA FERMENTASI

Sebagai hasil samping proses pengolahan kelapa
sawit (Elaeis guineensis JAQC) menjadi minyak sawit,
limbah lignoselulosa kelapa sawit sebagian besar telah
terkumpul di pabrik. Tidak diperlukannya proses pengum-
pulan dan pengangkutan memudahkan pemanfaatan Iimbah
lignoselulosa ini (Darncko, 1992).

Menurut Judoamidijojo et al. (1989), bahan lignose-
lulosa merupakan sebutan yang diberikan pada bahan yang
mengandung selulosa yang berasosiasi dengan lignin. Ka-
rena pada dasarnya selulosa tidak ditemui di alam dalam
keadaan bebas. Tsao et al. (1978), mengatakan bahwa
bahan lignoselulosa mengandung tiga komponen utama,
yvaitu selulosa, lignin dan hemiselulosa dengan perban-
dingan berat 4 : 3 : 3. Besar perbandingan tergantung
pada jenis kayunya, sebagai contoh kayu lunak mengandung
42 persen selulosa, 25 persen hemiselulosa dan 28 persen
lignin. ‘

Hemiselulosa merupakan prekusor selulosa dan
terdiri dari monomer gula (gula-gula anhidro) yang
dapat dikelompokkan pada heksosa (glukosa, manosa dan
galaktosa), péntosa {(xilosa, arabinopiranosa, arabi-
nofuranoga), asam heksuronat (glukuronat, rﬁetilgluku—

ronat dan galakturonat} dan deoksiheksosa (rhamnosa dan




fukosa) . Rantai wutama hemiselulosa dengan satu macam
monomer saja disebut (homopelimer), misalnya xilan, atau
dapat terdiri dari dua atau lebih wmonomer (heteropo-
limer), misalnya glukomanan (Fengel dan Wegener, 1984
dalam Tun-Tedja-Irawadi 1%91) .

Menurut Bilgrami dan Verma (1978), xilan merupakan
hemigelulosa yang paling penting pada tanaman tingkat
tinggi dan memiliki st-ruktur rantai bercabang dengan
xilosa dalam keadaan berlimpah. Dalam dinding sel
tanaman, hemiselulosa mungkin tersebar dalam keadaan tak
beraturan antara selulosa mikrofibril.

Lignin umumnya tidak pernah ditemui dalam bentuk
sederhana, tetapi selalu bergabung atau berikatan dengan
polisakarida dinding sel. Hubungan molekulaf dan supra-
molekular diantara komponen-komponen dinding sel (1ig-
nin, selulosa, hemiseiulosa) masih belum banyak diketa-
hui, hubungannya dapat digambarkan sebagai kompleks
lignin-polisakarida atau kompleks lignin-karbohidrat.
Kenyataannya kétiga komponen ini tidak dapat dipisahkan
secara sempurna. Pada selulosa yang telah dimurnikan
selalu ditemui lignin, begitu pula kebalikannya pada
lignin yang telah dimurnikan selalu ditemui selulosa
atau hemiselulosa (Lai dan Sarkanen, 1971 dalam Fengel
dan Wegener, 1984 dalam Tun-Tedja-Irawadi, 1991).

Lignin yang terdapat pada struktur kristal selulosa

jaringan tanaman, membatasi hidrolisis selulosa oleh




enzim ataupun asam. Perlakuan fisik (pengecilan ukuran)
atau perlakuan kimiawi (penggunaan asam atau basa)
merupakan perlakuan pendahuluan yang biasa dilakukan
dalam proses delignifikasi limbah pertanian. Hasil ana-
lisis kimia substrat tandan kosong dan sabut kelapa
sawit dapat dilihat pada Tabel 1 (Tun-Tedja-Irawadi,
1991) . Sedangkan pada Tabel 2 dapat dilihat hasil
analisis lignoselulosa tandan kosong kelapa sawit ukuran
20 mesh dan 40 mesh.

Tabel 1. Analisa kimia dari sabut dan tandan sawit®
(persen bahan kering)

Contoh Lemak Protein Selulosa Lignin Hemiselulosa

Sabut 6.95 6.94 28.28 27.869 34, 78f

Tandan 5.35 4.45 32.55 28.549 31.70f

gIrawadi (1991)
Metoda Klason (Johnson 1937)
NDF-ADFE

Tabel 2. Analisis kandungan lignoselulosa
tandan kosong kelapa sawit?®

Komponen 20 mesh 40 mesh
SelulosaP ° 63.13 52.16
Hemiselulosa 20.71 15.96
Lignin 28.24 5.63

driyadi (1995)
PypF-ADF




B. SELULOSA

Bilgrami dan Verma (1978) mengatakan bahwa selulosa
merupakan unsur pokok utama dalam dinding sel tanaman.
Selulosa terdiri dari suvatu linier homopolimer unit
anhidroglukosa ( 2 000 - 10 000 unit glukosa} yang di-
ikat bersama dengan ikatan 1.4 R-glikosidik. Menurut
Achmadi (1989), senyawa ini menyusun sekitar 0.5 dari
tanaman keras dan sepertiga dari tanaman setahun. Bobot
molekulnya tinggi, strukturnya teratur dan merupakan
polisakarida yang paling banyak serta mudah diperoleh.

Menurut Chang et al. (1981), selulosa wmerupakan
bahan yang unik, ia tidak hanya merupakan bahan berserat
tetapi Jjuga merupakan bahan yang bersifat menyerap
dengan potensi permukaan internal vyang tidak terbatas.
Tun-Tedja-Irawadi (1991) wmenambahkan bahwa selulosa
merupakan polimer karbohidrat atau polisakarida vyang
tersusun dari unit anhidroglukosa dengan rumus CgHq o0g .

. Dua unit glukosa yang berdekatan akan berikatan dengan
melepaskan satu molekul air, yang terbentuk dari gugus
hidroksil pada atom karbon ke satu dan ke empat. Posisi
beta dari grup-OH pada C, akan berhubungan dengan unit
glukosa lain pada C, membentuk unit selobiosa.

kaatan hidrogen intramolekular mempertahankan keka-
kuan rantai selulosa, - sedangkan ikatan intermolekular
menyebabkan rantai selulosa saling berikatan membentuk

mikrofibril. Beberapa mikrofibril ini kemudian memben-




tuk £ibril dan akhirnya menjadi serat selulosa. Struk-
tur Ffibril dan kuatnya ikatan hidrogen, menyebabkan

selulosa bersifat tidak larut (Achmadi, 1989).

H /a o H H
s} GH HfY H OH Hf H H (o]
[
200H
H OH H oH
L. .. Unit selobiopa eereee——I
1.03 ne
6
HZCOH
o] 5 e}
Rantai selulosa—m—— H OH
H OH H H
H 0"
Ujung non reduksi Ujung reduksi

Gambar 1. Rumus molekul selulosa (Fengel dan
Wegener, 1984 dalam Tun-Tedja-
Irawadi, 15%90)

Bagian selulosa yang mudah dihidrolisis disebut
bagian amorf dari selulosa. Umumnya selulosa mengandung
15 persen bagian amorf dan 85 persen bagian kristalin.
Setelah selulosa amorf dipisahkan, akan .diperoleh parti-
kel berbentuk batang dari selulosa kristalin (Fengel dan

Wegenexr, 1984 dalam Tun-Tedja-Irawadi, 1991).




C. INOKULAN

Inockulan yang digunakan untuk memproduksi selulase
pada penelitian ini adalah Neurospora sitophila. Menurut
Alexopoulus dan Mims (1979), Neurospora sitophila wmeru-
pakan kapang yang termasuk dalam Sub-divisi Eumycophyta,
Klas Ascomycetes, Ordo Sphriales dan Famili Sordoria-
ceae. Kapang 1ini mudah wmenyebar dan berkembang biak
secara cepat terutama dengan aseksual, biasanya ditemu-
kan pada tingkat konidia.

Di Indonesia kapang ini dikenal sebagai kapang
oncom merah, karena kultur kapang yang diturunkan dari
oncom merah menunjukkan ciri-ciri seperti Neurospora si-
tophila (Dwijoseputro, 1961 dalam Tun-Tedja-Irawadi
1981} .

Kemampuan Neurospora sitophila dalam memproduksi
selulase dan protein kapang telah diteliti oleh Ogunti-
mein et al. (1991) vyaitu produksi selulase dan B-
glukosidase menggunakan kultur Neurospora sitophila pada
media limbah padat jagung dan tebu serta Banerjee et al.
(1994) menggunakan limbah jagung sebagai sumber karbon
untuk wmemproduksi protein kapang oleh Neurospora si-
tophila.

Tun-Tedja-Irawadi (1891) mwenggunakan Neurospora
sitophila yang diisolasi dari tandan kosong kelapa sawit
sebagai inckulan pada substrat tandan kosong dan sabut

kelapa sawit untuk memproduksi selulase. Menurut Maggy
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T. Suhartono (198%9) organisme pembentuk spora biasanya

memproduksl enzim pada fase pasca eksponensial.

D. FERMENTASI SUBSTRAT PADAT

Menurut Smith (1990), fermentasi substrat padat
menggunakan bahan lignoselulosa bisa wmenjadi industri
dimasa depan untuk menghasilkan biomassa, etanol, metana
dan beberapa produk vyang bernilai komersial tinggai.
Knapp dan Howel (1980) menambahkan bahwa fermentasi
substrat padat menggunakan bahan hidrokarbon dan ligno-
selulosa sebagai substrat dapat menghasilkan enzim
seperti protease, amilase dan selulase akan menjadi
industri yang menguntungkan.

Fermentasi substrat padat pada produksi enzim
umumnya memberikan hasil lebih baik karena jumlah sub-
strat yang texsedia lebih banyak yaitu padatan sekitar
20-50%. Selain lebih banyak, enzim yang dihasilkan
biasanya beragam. Cara fermentasi substrat padat disu-
kai untuk menghasilkan berbagai enzim ekstraselular.
Enzim ekstraselular menghidrolisis polimer substrat
fermentasi wmenjadi nutrisi yang dapat diwmanfaatkan
(Maggy-T. Suhartono, 1989).

Lebih jauh Maggy-T. Suhartono (1989) menjelaskan
bahwa pada fermentasi substrat padat, peranan enzim-
enzifn ini menjadi lebih nyata karena jumlah substrat

yvang perlu dihidrolisis lebih tinggi. Disamping itu,
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jumlah  substrat vyang tinggi menginduksi  sintesis
enzim-enzim ekstraselular hidrolitik yang diperlukan
untuk degradasi substrat itu sendiri.

Smith  (1990) menjelaskan keuntungan dan kerugian
penggunaan substrat padat sebagai media fermentasi.
Keuntungannya antara lain substrat yang digunakan seder-
hana dengan komponen alami yang lebih murah dibandingkan
dengan komponen sintesis yang mahal. Kontaminasi mik-
roorganisme rendah, sehingga seringkali tidak perlu
sterilisasi serta proses hilir yang lebih mudah. Per-
syaratan aerasi dapat dipenuhi dengan wmudah melalui
difusi gas atau melalui aerasi yang tidak kontinu.
Hasil produksi tinggi dan kebutuhan energi rendah diban-
dingkan dengén bioreaktor tangki berpengaduk.

Lebih Jjauh Smith (1990) menguraikan kerugian
penggunaan fermentasi substrat padat, diantaranya proses
terbatas hanya untuk jamur yang tahan terhadap tingkat
kadar air rendah. Timbulnya panas hasil metabolisme
dalam operasi berskala besar dapat menimbulkan masalah;
Demikian pula pemantauan proses misalnya tingkat kadar
air, biomassa, kadar 05 dan CO5, sukar dilaksanakan
dengan akurat serta rancangan bioreaktor belum sempurna
dan laju pertumbuhan mikroorganisme lebih rendah.

Suatu sifat vyang mencirikan fermentasi substrat
padat adalah perlunya memberi perlakuan awal pada bahan

mentah substrat untuk meningkatkan ketersediaan hara,
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atau mengurangi ukuran partikel guna wmengoptimumkan
parameter figik fermentasi yang bersangkutan. Ukuran
partikel yang tepat dapat diperoleh melalui berbagai
bentuk perlakuan £fisik, misalnya Ball Milling (Smith,
1990). Chang et al. (1981) mengatakan bahwa penggili-
ngan bahan selulosa dapat mengurangi ukuran partikel,
merusak struktur berkristal dan memutuskan ikatan kimia
dari rantai panjang molekulnya.

Knapp dan Howel (1580) menambahkan bahwa dalam
fermentasi substrat padat, berbagai metoda perlakuan
pendahuluan bahan selulosa diantaranya dengan penggili-
ngan untuk memperkecil ukuran telah dipelajari dan
secara umum meningkatkan laju hidrolisis substrat,
pertumbuhan mikroorganisme dan prodﬁksi selulase.

Ukuran partikel yang kecil memiliki luas permukaan
yvang besar untuk transfer panas dan gas, memberikan
velume ruang kosong-dan distribusi pori yang merata dan
mempercepat transfer nutrisi. Dipihak lain, ukuran
partikel yvang kecil mengurangi ruang kosong antara
partikel vang cenderung menurunkan area pindah panas dan
pertukaran gas dengan atmosfir disekitarnya, kecuali
apabila partikel mendapat agitasi yang cukup untuk
memberikan tingkat pemisahan partikel yang tinggi
{Liesbetini-Hartoto, 1892}. Hal ini sesuai dengan
pendapat Smith (193%0) yang. mengatakan bahwa ukuran

partikel menentukan banyaknya ruang dalam substrat yang
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dapat ditempati oleh udara. Hampir semua fermentasi
melibatkan mikroorganisme  aercbik dan  perpindahan
oksigen merupakan parameter kritis yang mengendalikan
perkembangan pertumbuhan dan pembentukan produk.

Senyawa kimia yang dibutuhkan dalam produksi selu-
lase umumnya hampir sama dengan substrat yang dibutuh-
kan untuk produksi enzim lainnya. Substrat dirancang
agar mengandung unsur-unsur dasar antara lain karbon,
nitrogen, kalsium dan mineral mikro seperti Fe, Cu, Co,
Zn, Mg, Mo yan-Pdibutubhkan untuk mendukung kerja fungsi
sel (Prost dan Mogs, 1987). Komponen substrat yang umum
digunakan ialah yang dikembangkan oleh Mandels dan Reese
{(1957) . Beberapa peneliti menggunakah substrat dengan
komposisi yang hampir sama; hanya berbeda pada jumlah
pepton, ‘tween dan selulosa.

Sebagai sumber karbon substrat penghasil selulase
digunakan selulosa murni atau selulosa alami. Selulosa
alami yang biasa digunakan merupakan limbah hasil perta-
nian, seperti dari penggergajian kayu, tongkol jagung,
sekam padi, bagas dan sebagainya. Semakin banyak
selulosa yang digunakan maka semakin tinggi selulase
vang dihasilkan (Chahal, 1585}.

Sumber nitrogen vyang umum digunakan pada substrat
penghasil selulase bersumber dari nitrogen anorganik dan
organik. Garam é.monium sulfat merupakan nitrogen

anorganik yang biasa digunakan. Walaupun ion amonium
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dapat mencukupi kebutuhan nitrogen kapang untuk pertum-
buhan, tetapi untuk mendapatkan aktivitas enzim maksimal
masih dibutuhkan penambahan nitrogen organik (Mandels
dan Weber, 1969 dalam Tun-Tedja-Irawadi, 1991).

Menurut Smith (1990), fermentasi substrat padat
biasanya dilakukan dengan meletakkan substrat pada baki
(tray) membentuk lapisan tipis atau wmenggunakan bioreak-
tor yang khusus. Lebih jauh, Maggy-T. Suhartono {1989}
menjelaskan bahwa setelah substrat disterilkan dapat
dibuat tiga bentuk pertumbuhan yaitu berupa lapisan
tipis pada baki dan lapisan tebal serta menggunakan drum
dimana keseluruhan media pertumbuhan diputar secara
perlahan-lahan.

Fermentasi menggunakan baki menurut Lonsane et al.
(1985) dapat menampung substrat setebal 1 - 2 inchi,
dimana parameter pertumbuhan optimal dijaga untuk meng-
hasilkan produksi maksimal. Selain menggunakan baki,
sistem fermentasi media padat Multiple Mini Packed Bed
telah dikembangkan oleh Gumbira-Said (1992).

Penggunaan sistem fermentasi media padat Multiple
Mini Packed Bed memudahkan penelitian terutama dalam
pengambilan contoh, disamping aerasi pada substrat
menjadi lebih baik. Menurut Gumbira-Said (1992), sistem
fermentasi substrat padat Multiple Mini Packed Bed

berhubungan dengan ketersediaan 0, pada substrat.
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E. SELULASE
Selulase merupakan enzim ekstraselular. Menurut
Tun-Tedja-Irawadi (1991), enzim ekstraselular adalah

enzim vyang bekerja menghidrolisis substrat-substrat
berberat molekul tinggi. Pada mikroorganisme, enzim ini
umumnya berfungsi wmemproduksi nutrisi dari  polimer-
polimer biologi yang terdapat disekeliling sel. Apabi-
la komsentrasi substrat jumlahnya terbatas atau kondisi
fermentasi tidak optimal bagi aktivitas enzim untuk
dapat melakukan pemutusan secara efisien, maka enzim ini
cenderung diproduksi dalam jumlah besar oleh sel.

Maggy-T. Suhartono (198%) menambahkan bahwa sete-
lah dikeluarkan, enzim ekstraselular tidak lagi- bisa
dikontrol oleh sel. Hal ini mendcorong produksi enzim
dalam jumlah yang lebih besaxr, karena diluar sel enzim
akan mengalami faktor pengenceran oleh lingkungan dan
enzim juga harus tahan terhadap lingkungan ini.

Selulase adalah nama trivial enzim yang mempunyai
nama sistematik B-1.4-glukan-4-glukanchidrolase {EC.3.
2.1.4). Nama selulase merupakan nama umum bagi semua
enzim yang dapat memutuskan ikatan glikosidik B-1.4
dalam selulosa, selodekstrin, selobiosa dan turunan
selulosa yang lain (Enari, 1983)

Selulase biasanya dipanen setelah masa fermentasi
yvang lebih lama dibandingkan dengan produksi énzim

amilase, yaitu minimum 5-6 hari, komponen B-glukosidase
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bahkan memerlukan waktu fermentasi yang lebih lama lagi.

Pada pelaksanaannya, waktu fermentasi bergantung pula

pada keadaan atau lingkungan fermentasi (Maggy-T. Subar-

tono, 1989).

Menurut Gong dan Tsao (1979), paling sedikit ada
tiga kelompok besar enzim dalam kompleks selulase,

a. Endoglukenase(l.4-8-D-glukan, 4-glukanchidrolase atau
endo-R-1.4-glukanase atau R-1.4-glukanoglukanohidro-
lase; EC.3.2.2.4) atau umumnya dikenal dengan nama
CMC-ase atau C, Selulase.

b. Sellobiochidrolase (1.4-R-D-glukan cellobiohydrolase
atau exo-R-1.4-glukanase atau fB-1.4-glukan cellobio-
hydrolase (EC. 3.2.1.915 atau umumnya dikenal sebagail
Avicelase atau C, selulase.

c. B-glukosidase (R-D-glukoside glukohydrolase atau 5~
1.4-glukosidase: BEC 3.2.1.21).

Mekanisme hidrolisis enzimatis yang dikemukakan
Montenecourt dan Eveleigh (1979) dalam Enari (1983)
disajikan pada Gambar 2, penjelasan Gambér tersebut
adalah :

a. Endoglukanase (C,) wmenyerang bagian yang amorf dari
serat selulosa sehingga membuka Jjalan bagi enzim
selobiohidrolase (C ).

b. Selobichidrolase membebaskan unit selobiosa dari

ujung-ujung non reduksi rantai selulosa.
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c. Kerjasama antara kedua enzim (EG dan CBH) disebabkan
karena substrat baru dari selobichidrolase terbentuk
akibat kerja enzim endoglukanase.

d. B-glukosidase akan menghidrolisis selcoligosakarida
dan selobiosa menjadi glukosa.

Selulosa merupakan penginduksi yang universal dalam
sintesis selulase. Beberapa penelitian yvang telah
dilakukan menunjukkan bahwa selulase diproduksi oleh
sel dan dilepaskan ke wmedium pertumbuhan. Enzim ini
kemudian menghidrolisis selulosa menjadi selobiosa yang
akan bertindak sebagai penginduksi (Gong dan Tsao,
1979) .

Selobiosa dapét memacu pertumbuhan kapang dan
produksi enzim, khususnya apabila kapang tumbuh pada
kondisi sub-optimal vyang mengakibatkan pertumbuhan
dibatasi (Enari, 1983). Selobiosa 'mempunYai peranan
vang komplieks dalam sintesa selulase, karena pada
konsentrasi rendah (0.1%) dapat menginduksi sintesis
selulase, sedangkan pada konsentrasiAtinggi (0.5%-1.0%)
dapat menekan pembentukan enzim dan pada konsentrasi
vang lebih tinggi lagi akan menghambat pembentukan enzim
selulase (Mandels dan Weber, 1969 dalam Tun-Tedja-
Irawadi, 1991). Pada Gambar 4 dibawah dapat dilihat

peranan selobiosa pada sistem pembentukan selulase.
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Gambar 2. Mekanisme hidrolisis selulosa oleh enzim
selulase (Montenecourt dan Eveleigh, 1979
dalam Enari, 1983)
Mekanisme adsorpsi selulase pada selulosa belum
dimengerti secara sempurna, dan merupakan masalah utama
dalam hidrolisis enzimatik selulosa tak larut.

Kecepatan reaksi enzim sangat dipengaruhi oleh adsorpsi

enzim pada substrat. Semakin banyak selulase yang dapat
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diserap maka semakin tinggli kecepatan reaksi hidrolisis
enzim. Faktor yang mempengaruhi adsorpsi selulase pada
selulosa adalah sifat substrat, konsentrasi enzim,
perubahan struktur substrat selama hidrolisis dan inak-
tivasi selulase oleh produk-produk hidrolisis {(Lee dan

Fan, 1982 dalam Tun-Tedja-Irawadi 1991).

Sistem pembentukan enzim

» Induksi Represi <

v

SELULASE

Aktivasi —» <— Inhibisi =«

Y
Selulosa ——p Selobiosa

Gambar 3. Sistem pembentukan selulase (Mandels
dan weber, 1969 dalam Tun-Tedia-
Irawadi, 1991 )

PENGUHAN AKTIVITAS SELULASE

Semua enzim selulolitik dapat memutuskan ikatan 8-
1.4 glikosidik, perbedaan dari masing-masing enzim
terletak  pada kespesifikan struktur di sekeliling
substrat. Perbedaan kespesifikan dari endoglukanase dan
selobiohidrolase bersifat tidak mutlak karena keduanya
dapat menghidrolisis ikatan #-1.4 glikosidik dari selu-

losa amorf. Penentuan aktivitas sgelulase akan sulit
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apabila filtrat yang akan diukur aktivitas enzim merupa-
kan campuran dari berbagai enzim selulolitik. Enzim-
enzim bekerja secara sinergistik memecah substrat yang
sama, menyebabkan aktivitas yang diukur sangat dipeng-
aruhi oleh proporsi dari masing-masing enzim yang ada
({Enaxri, 1983).

Selanjutnya Enari (1983) mengatakan bahwa substrat
yvang digunakan untuk analisis selulase dapat berupa
selulosa alami atau turunannya. Sebagai substrat,
selulosa alami memiliki kelemahan, karena seperti makro-
molekul lainnya, derajat kristalisasinya sukar untuk
distandarisasikan serta kemurniannya sangat bervariasi.
Turunan selulosa yang dapat diatur kelarutan dan krista-

linitasnya merupakan substrat yang baik untuk analisis

selulase.

1. Aktivitas FP-ase

Pengukuran aktivitas total selulase dilakukan
untuk mengukur aktivitas campuran enzim yang menghi-
drolisis bahan yang mengandung selulosa dan
menghasilkan glukosa sebagai produk akhir. BAktivi-
tas total selulase menggambarkan pengaruh sinergisme
antara enzim yéng berbeda dan pengaruh hambatan dari
produk akhir. Substrat yang digunakan adalah selulosa

tak larut, sehingga dibutuhkan waktu reaksi yang
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cukup lama agar enzim dapat berdifusi ke dalam serat
selulosa (Enari, 1983).

Substrat yang biasa digunakan untuk penentuan .
aktivitas total selulase adalah kertas saring {What-
man no. 1) dan avisel, sedangkan produk yang diukur
adalah glukosa. Enzim yang menghidrolisis subsrat
ini dikenal dengan nama Filter Paperase (FP-ase) dan
aviselase (Mandels dan Weber, 1969 dalam Tun-Tedja-

Irawadi, 1991).

Tabel 3. Hidrolisis berbagai substrat oleh Enzim

selulolitik®
Substrat

Enzim

Selulosa CMC Selulosa Selo- Selo-

kristalin amorf tetraosa biosa
Endogluka- - + + + -
nase
Selobio- + - + + -
hidrolase
B-glukosi- - - - + +
dase

Apnari (1983)

Aktivitas CHMC-ase

Karboksimetilselulosa (CMC) adalah turunan selu-
losa dapat larut yang digunakan sebagal substrat bagi
enzim endoselulase (Lindnexr, 1983 dalam Tun-Tedja-
Irawadi, 1991). Enzim yang dapat menghidrolisis CMC
sering disebut sebégai karboksimetilselulase

{CMC-ase) . Pengukuran aktivitas endoglukanase selain
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dilakukan dengan cara mengukur banyaknya gula re-
duksi yang dihasilkan selama hidrolisis substrat,
juga dilakukan dengan cara mengukur penurunan keken-
talan CMC selama hidrolisis (Canevascini dan Gattlen,

1976 dalam Tun-Tedja-Irawadi, 19%0).




JII. BAHAN DAN METODA

A. BAHAN DAN ALAT
1. Substrat

Pada penelitian 1ini digunakan substrat
berupa tandan kosong kelapa sawit dan sabut
kelapa sawit vyang dipercleh dari pabrik pengola-

han kelapa sawit Kertajaya, Banten Jawa Barat.
2. Mikroorganisme

Mikroorganisme vyang digunakan sebagai
inokulan adaléh Neurospora sitophila. N. si-
tophila yang merupakan hasil isolasi dari tandan
kosong kelapa sawit vyang telah keluar 3 hari

dari- pabrik,
3. Bahan Kimia

Bahan kimia yang diperlukan adalah bahan
nutrisli (Lampiran 1), Tween 80 0.1% untuk ek-
straksi dan bahan-bahan untuk pengujian aktiwvitas
FP-ase dan CMC-ase serta bahan untuk analisis

percksimat .




24

4. Peralatan

Peralatan yang digunakan adalah

a. Inkubator merk GCA/Precition scientific type
Freas 815

b. Sentrifuse Clements 2000, Australia

c¢. Spektrofotometer Double Beam COLLEMAN-124 merk
Perkin Elmer

d. Autoklaf merk Heinicke C, Jerman barat

e. Finm pippete diluter kapasitas 1 ml dengan
tingkat pengenceran kamsimum 200 kali

f. Alat-alat . gelas, diantaranya pipet dengan
berbagai ukuran volume, labu ukur, erlenmeyer,
gelas ukur dan tabung reaksi.

g. Alat-alat plastik berupa nampan plastik, tra-
bung plastik dan tabung film.

h. Alat-alat lain seperti pH meter, penggiling,

pengayak, water bath dan inkubator goyang
B. METODA
1. Persiapan Bahan Baku

Tandan kosong dan sabut kelapa sawit masing-
masing dikeringkan, digiling dan diayak dengan
ayakan ukuran 10 mesh, 20 mesh dan 30 mesh.
Bubuk yang diperoleh diukur kadar airnya dan

disimpan ditempat yang kering.
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2. Analisis Komposisi Substrat

Analisis komposisi substrat dilakukan dengan
menggunakan substrat yang berukuran 20 mesh.
Analisis yang dilakukan adalah analisis kadar
air, analisis kadar protein, anaiisis lemak,
serat kasar, kadar abu, lignin, selulosa, hemise-

lulosa dan mineral (Lampiran 2).
Penyiapan Mikroorganisme

Kapang diisolasi dari tandan kosong kelapa
sawit yang telah keluar 3 hari dari pabrik.
Selanjutnya ditumbuhkan pada PDA dan dilakukan
pemurnian sebanyak 3 tahap. Sebelum digunakan
kapang ditumbuhkan di media agar miring selama 5
hari. Kemudian dalam setiap tabung agar miring
dilarutkan 10 ml garam fisiologis. Suspensi me-

rupakan inokulan yang siap digunakan.

Penentuan Perbandingan dan Ukuran Substrat yang

Terbaik

Tandan kosong kelapa sawit dan sabut kelapa
sawit vyang telah digiling dicampurkan dengan
perbandingan 2:1, 1:1 dan 1:2 masing-masing 10
gram dengan ukuran 10 mesh, 20 mesh dan 30 mesh.

Setelah diberi nutrisi dan disterilisasi pada




Gambar 4.

Substirat (tandan ko-
song dan sabut kelapa
sawit) digiting ukuran

10, 20 dan 30 mesh

Substrat dicampur dengan

perbandingan 2:1, t:t, §:2

Ditimbang sebanyak 19 gram

Ditambah larutan nutrisi (2x berat substrat)

Disterlfisasi pada 1217C, 39 menit

dlinokulasi dengan 1 ml suspensi

H. sitophlia (0.3-1.6 x 107 spora)

Difermentasi selama 1@ hari, samp-

ling pada hari ke-2, 4, 6, 8, 10

Diekstraksi dengan larutan Tween

80 0.1% (9 x berat substrat}

{

Digoyang pada
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Disentrifuse pada 3500 rpm,20 menit
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Diagram alir proses produksi selulase
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tekanan 1 atm, suhu 121°C selama 30 menit. Sub-
strat diinokulasi dengan 1 ml suspensi N. si-
tophila serta difermentasi selama 10 hari.
Analisis aktivitas PF-ase dan CMC-ase {(Lampiran

2) dilakukan pada hari ke-2, 4, 6, 8 dan 10.
C. KONDISI FERMENTASI

Fermentasi substrat padat merupakan jenis fermenta-
si paling efektif bagi kapang yang dapat hidup pada
substrat dengan kadar air rendah. Menurut Smith (19%90),
fermentasi substrat padat hasil produksinya lebih tinggi
dan kebutuhan energinya lebih rendah dibandingkan fer-
mentasi cair. |

Sistem fefmentasi yang digunakan merupakan modifi-
kasi dari sistem Multiple Mini Packed Bed, Fermentasi
dilakukan dengan memasukan substrat ke dalam tabung
plastik yang telah dilubangi untuk memperbaiki aerasi.
Setiap tabung terdiri dari satu perlakuan untuk sekali
pengambilan contoh, dengan demikian pengambilan contoh
'menjadi lebih mudah (Gambar 5 ).

Tabung-tabung yang telah berisi substrat tersebut
diletakkan di rak-rak plastik dan kemudian dimasukkan ke
dalam inkubator seperti terlihat pada Gambar 6. Inkuba-
tor ini dilengkapi dengan kipas angin yang berfungsi me-
nyebarkan. udara agar merata ke seluruh ruang inkubator

dan thermostat sebagai pengatur suhu. Untuk aerasi
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it — - ] — Iruah aerator merk Liman sebesar 0.008 vvm

=  Eeee—me—— =« lume permenit). Suhu diatur 28°C vaitu

S-S Triamm __F  produksi selulase.

¥ L= —_— Contoh di dalam tabung plastik berlubang




Gambar 6 .

Sistem fermentasi MPB yang
telah dimodifikasi
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D. RANCANGAN PERCOBAAN

Penelitian ini menggunakan desain split plot
dengan 4 faktor, yaitu ukuran tandan kosong, ukuran
sabut dan perbandingan tandan dengan sabut serta
lama inkubasgi masing-masing 2 kali ulangan,

Faktor uvkuran tandan kosong (A) terdiri dari 3
taraf, yaitu ukuran 10 mesh, 20 mesh dan 30 wmesh
merupakan petak utama. Sedangkan anak petak terdiri
dari faktor ukuran sabut dengan 3 taraf yaitu ukuran
10 mesh, 20 mesh dan 30 mesh, faktor perbandingan
tandan kosong dengan sabut (C) terdiri atas 3 taraf,
yaitu 1:1, 1:2 dan 2:1 serta faktor lama fermentasi
(D} dengan 5 taraf, yaitu hari ke-2, 4, 6, 8 dan 10.
Persamaan rancangan percobaan adalah sebagal bexri-
kut:

Yljkim = [ + Ai + ol +Bj + Ck. + Dl + AlB

2D , pick 4 gipl 4 cfpl + alpick 4 alpipl

5 + Aick +

+ atckpl 4 (apep) 13K L AdkIm

i = error faktor ukuran tandan

€ljklm = error total




IV. HASIL DAN PEMBAHASAN

A. ANALISIS KOMPOSISI SUBSTRAY

Substrat yang digqunakan sebagai media fermentasi
terdiri dari tandan kosong dan sabut kelapa sawit. Se-
belum digunakan, dilakukan analisis komposisi substrat.
Hasil analisis dapat dilihat pada Tabel 4 dibawah ini.

Dari hasil analisis komposisi substrat terlihat
bahwa kandungan selulosa substrat adalah cukup tinggi
sehingga tepat digunakan sebagali substrat untuk mempro-
duksi selulase. Disamping itu, analisis komposisi sub-

strat juga bertujuan untuk mengetahui kandungan substrat

Tabel 4. Analisa komposisi substrat (% bahan kering)

Jenis analisa Tandan kosong Sabut
Kadar air (%) 7.76 11.46
Lemak (%) 6.52 8.34
Protein (%) 3.26 5.458
Mineral

K (%) 1.15 0.43

Ca (%) 0.04 0.08

Mg (%) 0.11 0.10

Mn (%) 0.02 0.02

Zn (ppm} 42 .69 25.41

Na (%) 0.13 0.08

Fe (%) 0.04 0.05

P205 (%) 0.13 0.13

Co (%) - ~
Seluloga (%) 39.63 31.82
Lignin (%) 35.20 21.92
Hemiselulosa (%) 25.65 23.28
Serat kasar (%) 40.22 39.20
Kadar abu {%) 4.75 4 .67

*Spektroskopi
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agar penambahan nutrisi dapat disesuaikan. Kandungan
protein dan mineral yang rendah pada substrat memerlukan
penambahan nutrisi yang mengandung protein dan mineral.
Protein digunakan oleh kapang sebagai sumber nitrogen
organik untuk pertumbuhan. Hasil penelitian Mandels dan
Reese (1957) menunjukkan bahwa mineral seperti kalsium,
Mg, Zn, Fe dan Co dalam konsentrasi rendah diperlukan
untuk produksi enzim, tetapi tidak dibutubkan untuk
pertumbuhan kapang.

Hasil analisis komposisi pada Tabel 4, memperlihat-
kan kandungan lignin yang sangat tinggi pada tandan
kosong dibandingkan sabut. Menurut Tun-Tedja-Irawadi
(1991), adanya 1lignin pada struktur kristal selulosa

akan membatasi hidrolisis selulosa oleh enzim.

B. INOKULAN

Neurospora sitophila merupakan salah satu Jjenis
kapang yang dapat menghasilkan selulase. Kapang ini
telah dikenai baik di Indonesia sebagai kapang oncom
merah.

Penelitian menggunakan Neurospora sitophila yang
telah dilakukan diantaranya produksi selulase pada bahan
selulosa limbah jagung dan limbah tebu (Oguntumein,
1991) serta produksi enzim ekstraselular (selulase dan
xilanase) pada substrat limbah padat kelapa sawit (Tun-

Tedja-Irawadi, 1951). Sebelumnya, kapang jenis
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Aspergillus niger dan Trichoderma viride telah dikenal
sebagai penghasil selulase yang baik.

Hasil pehelitian Tun-Tedja-Irawadi (1591}, menun-
jukkan Neurospora sitophila yang terbaik untuk digunakan
sebagai inokulan adalah yang telah berumur 5 hari pada
agar miring. Pertumbuhan Neurospora sitophila pada
agar miring dimulai dengan munculnya hifa dan membentuk
migelium bewarna putih menyerupai kapas. Setelah beru-
mur 1 hari timbul spora yang bewarna orange Kkemerahan

(Gambar 7). Selanjutnya semakin bertambah umur kapang,

Gambar 7. Neurospora sitophila berumur 1 hari
pada media agar miring

.
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merah semakin hilang dan jumlah spora semakin banyak.
rada hari kelima kapang bewarna orange kekuningan

{Gambar 8).

Pola tumbuh Neurospora sitophila pada agar miring
adalah mendekati mulut tabung bukan pada agar miring
(Gambar 7). Hal ini menunjukkan bahwa Neurospora si-
tophila adalah jenis kapang aercbik yang membutubhkan O,
dalam pertumbuhannya. Sebelum digunakan, spora terlebih
dahulu dilarutkan di dalam garam fisiologis, kemudian
sebanyak 1 ml (mengandung 0.3 - 1.6 x 107 spora) diguna-

kan sebagai inockulan pada substrat.

Gambar 8. Neurospora sitophila berumur 5 hari
pada media agar miring
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Pertumbuhan mikroorganisme termasuk kapang di dalam
suatu kultur akan mengalami fase-fase tertentu. Menurut
Fardiaz (1988), jika mikroorganisme dipindahkan ke dalam
suatu medium, mula-mula akan mengalami fase adaptasi
untuk menyesuaikan diri dengan keadaan disekitarnya.
Lama fase adaptasi dipengaruhi oleh medium dan lingku-
ngan pertumbuhan serta jumlah inokulan.

Fase pertumbuhan logaritmik ditandai dengén pembe-
lahan sel yang cepat. Fase ini dipengaruhi oleh kondisi
medium, pH, kandungan nutrisi, suhu dan kelembaban
udara. Pada fase ini dibutuhkan energi cukup besar.
Pertumbuhan lambat terjadi bila nutrisi vyang tersedia
sedikit. Pertumbuhan statis terjadi apabila terdapat
hasil metabolisme yang beracun wmenghambat pertumbuhan.
Selanjutnya bila nutrisi di dalam substrat telah habis
maka mikroorganisme akan mulai wengalami kematian
(Fardiaz, 1988). Menurut Maggy-T. Suhartono (1589},
organisme pembentuk spora biasanya memproduksi enzim
pada fase pasca eksponensial.

Masa siklus bagi tiap-tiap organisme berlainan satu
dengan yang lain. Ada yang beberapa hari dan ada pula
yang sampal seminggu. 8iklus ini masih dipengaruhi lagi
oleh ketersediaan nutrisi (Maggy-T. Suhartono, 1983).
Gong dan Tsao (1979) menambahkan bahwa pada beberapa

mikroorganisme, produksi selulase terjadi berkaitan
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langsung dengan pertumbuhan dan kemampuan penetrasi

migelium ke dalam substrat.

C. UKURAN PARTIKEL SUBSTRAT

Suatu sifat yang mencirikan berbagai Ffermentasi
substrat padat adalah dengan memberi perlakuan awal
berupa pengecilan ukuran partikel. Hasil penelitian
Tanaka et al. (1988) menunjukkan bahwa perlakuan fisik
berupa pengecilan ukuran merupakan perlakuan pendahuluan
vang biasa dilakukan dalam proses delignifikasi limbah
pertanian. Hal ini dapat meningkatkan kemampuan
hidrolisis substrat oleh enzim serta mempermidah peman-
faatan unsur hara oleh Neurospora sitophila.

Pengecilan ukuran akan mempengaruhi luas permukaan
partikel substrat dan ruang kosong antar partikel.
'Semakin kecil ukuran partikel substrat, maka luas permu-
kaan semakin meningkat, namun diikuti dengan berkurangn-
ya ruang kosong antar partikel substrat. Sedangkan yang
dibutuhkan kapang adalah luas permukaan vyang besar
dengan ruang kosong antar partikel yang cukup untuk
transfer oksigen. Hasil penelitian Knapp dan Howel
(1980) menggunakan avicel sebagai substrat fermentasi
dengan Thermoactinomyces sp mengatakan bahwa beberapa
metoda perlakuan pendahuluan diantaranya pengecilan

ukuran telah diuji dan umumnya memperlihatkan penambahan
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laju dan tingkat hidrolisis substrat, pertumbuhan mik-
roorganisme dan produksi selulase.

Pemilihan taraf ukuran 10, 20 dan 30 mesh dilakukan
secara trial and error berdasarkan pada hasil penelitian
Tun-Tedja-Irawadi (1991) vyang menggunakan substrat tan-
dan kosong dan sabut kelapa sawit ukuran 20 mesh, vaitu
ukuran yang biasa digunakan pada fermentasi substrat
padat untuk memproduksi enzim. Dalam rangka optimalisa-
si, fermentasi dilakukan pada bioreaktor Multiple Mini
Packed Bed dengan ukuran substrat 10, 20 dan 30 mesh.

Perlakuan terbaik dilihat dari aktivitas selulase yang

dihasilkan.
1. Aktivitas FP-ase

Aktivitas selulase lengkap menggambarkan pe-
ngaruh sinergis dari endoglukanase, selobiohidrolase
dan £#Z-glukanase. Substrat yang digunakan merupakan
selulosa tidak larut, sehingga diperlukan waktu
reaksi yang.cukup yaitu selama 1 Jjam. Reaksi yang
terjadi wmenurut Montenecourt dan Eveleigh (1979)
dalam Enari (1983) ialah, pertama endoglukanase akan
menyerang bagian selulosa yang amorf, dilanjutkan
oleh selobiohidrolase yang membebaskan unit selobiosa
dari ujung-ujung reduksi rantai selulosa. Kerjasama
endoglukanase dan selobiohidrolase menghasilkan

selooligosakarida dan akhirnya B-glukosidase
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menghidrolisis selooligosakarida dan selobiosa menja-
di glukosa. Nilai aktivitas FP-ase dinyatakan dalam
IU (Intermational Unit) per ml enzim kasar.

Dari Gambar 9 terlihat kecenderungan nilai
tertinggi dari masing-masing perlakuan dicapai sete-
lah fermentasi selama 6 atau 8 hari. Untuk tandan
kosong ukuran 10 mesh nilai tertinggi diperoleh dari
perlakuan sabut ukuran 30 mesh dengan perbandingan 1

2 (tandan kosong berbanding sabut). Nilai aktivi-
tas terendah pada tandan kosong ukuran 10 mesh dan
sabut ukuran 10 mesh dengan perbandingan 2:1.

Dengan ukuran tandan kosong yang sama, terlihat
bahwa aktivitas FP-ase meningkat dengan semakin ke-
cilnya ukuran partikel substrat. Hal ini sesuai
dengan hasil penelitian Pandey (19%0) yang meneliti
pengaruh wukuran partikel substrat terhadap produk-
si enzim pada fermentasi substrat padat. Hasil yang
diperoleh, substrat dengan ukuran partikel yang lebih
kecil menghasilkan aktivitas yang lebih tinggi.

Pada Gambar 10 dengan ukuran tandan kosong yang
sama (10 mesh) semakin kecil ukuran sabut memperli-
hatkan pertumbuhan Neurospora sitophila semakin baik.
Bila dihubungkan dengan aktivitas FP-ase pada Gambar
9 terlihat hubungan bahwa dengan ukuran tandan kosong
yang sama, semakin kecil ukuran sabut maka aktivitas

selulase dan pertumbuhan Neurospora sitophila
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semakin baik. Diduga tandan kosong ukuran 10 mesh
menghasilkan wvolume ruang kosong yang menyediakan
cukup O, wuntuk pertumbuhan Neurospora sitophila.
Gambar 11 menunjukkan aktivitas FP-ase pada tandan
kosong ukufan 20 mesh dengan berbagai ukuran sabut
dan perbandingan. Setiap perlakuan menunjukkan pola
aktivitas FP-ase yang hampir sama. Secara umum pada
hari kedua fermentasi, nilai aktivitas FP-ase masih

sangat kecil. Hari ke empat aktivitas FP-ase

3.00

(IU/ml)

NEEN
o ()]
o (=

150~

Aktivitas Enzim
o
Q

Lama Fermentasi (hari)

~=-2(10) : 1(10) =~ 1(10) : 1(10) * 1(10) : 2(10)
= 2(10) : 1(20) > 1(10) : 1(20) +1(10) ; 2(20)
- 2(10) : 1(30) % 1(10) : 1(30) < 1(10) : 2(30)

Gambar 9. BAktivitas FP-ase tandan kosong 10 mesh pada
berbagai ukuran sabut dan perbandingan
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Gambar 10. Pertumbuhan N. sitophila pada substrat
tandan kosong 10 mesh

naik dan mencapai puncak pada hari ke enam, kemudian
terus menurun sampai akhir fermentasi. Pengecualian
terjadi pada perlakuan tandan ukuran 20 mesh dengan
sabut 10 mesh pada perbandingan 2:1 vyang mencapai
nilai tertinggi pada hari ke delapan fermentasi,
diduga Neurospora sitophila membutuhkan waktu
yang lebih lama untuk menghidrolisis sabut vyang
berukuran lebih besar. Nilai tertinggi diperoleh
dari perlakuan sabut ukuran 30 mesh dengan perbandi-

ngan 1:1.
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+2(20):1(30) & 1(20)14(30) O 1(20):2(30)

Gambar 11. Aktivitas FP-ase tandan kosong 20 mesh pada
berbagai ukuran sabut dan perbandingan
Sama halnya dengan tandan kpsong ukuran 10 mesh,
pada tandan kosong ukuran 20 mesh semakin kecil
uvkuran sabut yvang digunakan aktivitas selulase sema-
kin tinggi. Walaupun demikian, tandan kosong ukuran
10 mesh memiliki mnilai aktivitas FP-ase yang lebih
tinggi dari tandan kosong 20 mesh.
| Pada tandan kosong ukuran 30 mesh (Gambar 12}
dapat dilihat pola yang hampir sama yaitu nilai ter-
tinggi dicapai pada bhari ke empat fermentasi, yaitu

pada perlakuan tandan kosong ukuran 30 mesh
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dengan sabut ukuran 30 mesh pada perbandingan 1:2.
Nilai aktivitas FP-ase yang dihasilkan lebih kecil
dibandingkan tandan kosong ukuran 20 mesh dan tandan
kosong ukuran 10 mesh. Sedangkan nilai aktivitas
terkecil adalah pada perlakuan tandan kosong ukuran.
30 mesh dengan sabut ukuran 10 mesh pada perbandingan
1:2. Dari ketiga grafik diatas (Gambar 9, 11, dan
12) wvaitu perlakuan tandan kosong ukuran 10 mesh,
tandan kosong ukuran 20 mesh, tandan kosong ukuran 30
mesh pada berbagai ukuran sabut dan perbandingan.
2;3  Lol
EQ.G

—h
(o)

Aktivitas Enzim (U
e ot
Nl 0 O W ;

oo
o w

Lama Fermentasi (hari)

~-2(30) : 1(10) ~~1(30) : 1(10) * 1(30) : 2(10)
= 2(30) : 1(20) % 1(30) : 1(20) - 1(30) : 2(20)
2 2(30) : 1(30) & 1(30) : 1(30) O 1(30) : 2(30)

Gambar 12. Aktivitas FP-ase tandan kosong 30 mesh pada
berbagai ukuran sabut dan perbandingan
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Sabut ukuran 30 mesh selalu menghasilkan nilai ter-
tinggi, sebaliknya semakin besar ukuran tandan kosong
nilai aktivitas semakin tinggi. Dari grafik dihasil-
kan kecenderungan bahwa semakin besar ukuran tandan
kosong dan semakin kecil ukuran sabut yang digunakan
maka aktivitas enzim semakin tinggi. Demikian pula
lama fermentasi vyang dibutuhkan cenderung lebih
singkat dengan semakin kecil ukuran tandan kosong.

Melihat kecenderungan diatas, diduga ukuran
substrat vang lebih kecil lebih mudah dan lebih cepat
dimanfaatkan oleh Neurospora sitophila dengan mempro-
duksi enzim untuk pertumbuhannya. Disamping 1itu,
ukuran partikel‘ juga mempengaruhi sifat menyerap
bahan terhadap air maupun nutrisi.

Menurut Muniswaran (1993}, ukuran vyang lebih'
kecil, luas permukaannya lebih besar namun daya se-
rapnya rendah. Dengan ukuran yang lebih besar, luas
permukaan lebih kecil, tetapi daya serapnya lebih
baik. |

Kombinasi tandan kosong ukuran 10 mesh dan sabut
ukuran 30 mesh menghasilkan kondisi optimal untuk
pertumbuhan Neurospora sitophila, yaitu luas permu-
kaan yang cukup serta tersedianya O, yang dibutuhkan
selama fermentasi.

Nilai aktivitas FP-ase tertinggi adalah pada

perlakuan tandan kosong ukuran 10 mesh dengan sabut




ukuran 30 mesh pada perbandingan 1:2 yaitu 2.591
IU/ml. BRila dibandingkan dengan penelitian terdahulu
yaitu Tun-Tedja-Irawadi (1591) menghasilkan aktivitas
FP-ase sebesar 2.33 IU/ml pada substrat tandan kosong
20 mesh dan sabut 20 mesh dengan perbandingan 1:1.
Nilai aktivitas FP-ase yang diperoleh pada penelitian
ini adalah lebih besar.

Secara wvisual, pertumbuhan Neurospora sitophila
pada substrat dengan ukuran tandan kosong yang sama,
semakin kecil ukuran sabut menunjukkan pertumbuhan
yvang lebih baik. Namun pada substrat dengan taundan
kosong ukuran 30 mesh pertumbuhan Neurospora sitophi-
la hanya pada permukaan saja, sebaliknya pada tandan
kosong 10 mesh dan tandan kosong 20 mesh pertumbuhan

Neurospora sitophila lebih merata sampai ke dalam

substrat.
Aktivitas CMC-ase

Pengukuran aktivitas endoglukanase  (CMC-ase}
dilakukan dengan menggunakan substrat CMC yang meru-
pakan turunan selulosa yang dapat larut. Gambar 13
menyajikan aktivitas (MC-ase dalam bentuk kurva untuk
perlakuan tandan kosong ukuran 10 mesh dengan berba-
gai ukuran sabut dan perbandingan. Pada hari ke dua
fermentasi nilai aktivitas CMC-ase masiﬁ sangat

rendah. Hari ke empat fermentasi wulai
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meningkat dan mencapai nilai tertinggi pada hari ke
6 fermentasi. Hari selanjutnya aktivitas (MC-ase
turun sampail hari ke sepuluh (hari terakhir fermenta-
si). WNilai tertinggi diperoleh pada perlakuan tandan
kosong 10 mesh dan sabut ukuran 20 mesh dengan per-
bandingan 1:2.

Gambar 14 memperlihatkan pola yang sangat sexra-

gam, yaitu pada perlakuan tandan kosong ukuran 20

Lama Fermentasi (hari)

~=2(10) : 1(10) ~+1(10) : 1(10) * 1(10) : 2(10)
= 2(10) : 1(20) > 1(10) : 1(20) < 1(10) : 2(20)
% 2(10) : 1(30) & 1(10) : 1(30) " 1(10) : 2(30)

Gambar 13. Aktivitas (MC-ase tandan kosong 10 mesh pada
berbagai ukuran sabut dan perbandingan
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mesh dengan berbagai ukuran sabut dan perbandingan.
Pada hari kedua fermentasi terlihat aktivitas

CMC-ase masih sangat rendah, kemudian melioniak
naik pada hari ke empat fermentasi. Hari ke
enam fermentasi aktivitas C(MC-ase mulai turun dan
selanjutnya naik pada hari ke-8 fermentasi dan turun
kembali pada akhir fermentasi. Pada Gambar 15 texrli-

hat hubungan aktivitas MC-ase dan gula pereduksi

N o -Fh &)
O o o o

i
o

Aktivitas enzim (IU/mil)

Lama Fermentasi (hari)

==2(20) : 1(10) =+ 1(20) : 1(10) ¥ 1(20) : 2(10)
®2(20) : 1(20) ¢ 1(20) : 1(20) < 1(20) : 2(20)
2 2(20) : 1(30) & 1(20) : 1(30) O 1(20) : 2(30)

Gambar 14. Aktivitas CMC-ase tandan kosong 20 mesh pada
berbagai ukuran sabut dan perbandingan
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Pola fermentasi yang mengalami stagnasi ini
diduga berhubungan dengan persediaan gula pereduksi
pada substrat. Hal ini dapat diterangkan dengan
melihat dan kadar gula pereduksi selama fermentasi
untuk perlakukan tandan kosong ukuran 20 mesh dan
sabut ukuran 20 mesh dengan perbandingan 2:1.

Pada saat gula pereduksi rendah (hari ke-4 dan 8)
diperoleh nilai aktivitas C(MC-ase yang tinggi. Dan
sebaliknya ketika nilai gula pereduksi tinggi (hari
ke-6 dan ke-10 fermentasi) aktivitas CMC-ase rendah.
Diduga dengan tersedianya gula pereduksi yang cukup
banyak pada substrat, maka Selulase tidak akt
dan sebaliknya bila persediaan gula pereduksi tel
habis (sedikit), selulase kembali aktif untuk mempro-
duksi gula preduksi. Mandels dan Weber (156%) dalam
Tun-Tedja-Irawadi (1991) menjelaskan bahwa konsentra-
si yang tinggi dari selobiosa atau sumber karbon yang
dapat cepat dimetabolisme seperti glukesa atau gli-
serol dapat menghambat pembentukan selulase.

Gambar 16 menunjukkan aktivitas C(MC-ase pada
perlakuan tandan kosong ukuran 30 mesh dengan berba-
gai ukuran sabut dan perbandingan. Pola yang disaji-
kan pada Gambar 16 antar perlakuan adalah sangat

seragam. Hari kedua fermentasi aktivitas CMC-ase
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Gambar 15. Hubungan aktivitas CMC-ase dengan
gula pereduksi

masih sangat rendah, kemudian melonjak naik pada hari
ke 6 fermentasi dan selanjutnya terus turun sampail
akhir fermentasi.

Nilai aktivitas tertinggi CMC-ase dari semua
perlakuan adalah 52.345 IU/ml. Nilai ini diperoleh
dari perlakuan tandan kosong ukuran 20 mesh, sabut

ukuran 30 mesh pada perbandingan 1:2.
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Berbeda dengan FP-ase yang dengan jelas menunjuk-
kan semakin besar ukuran tandan dan semakin kecil
ukuran sabut maka aktivitas selulase semakin tinggi.
Nilai tertinggi aktivitas CMC-ase diperoleh pada per-
lakuan tandan kosong ukuran 20 mesh dengan sabut
ukuran 30 mesh pada perbandingan 1 : 2. Hal ini
terjadi karena CMC-ase merupakan selulase yang menye-
rang bagian amorf dari selulosa sehingga aktivitasnya

lebih tinggi pada substrat yang berukuran lebih kecil.
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Lama Fermentasi (hari)

== 2(30) : 1(10) ~+1(30) : 1(10)  1(30) : 2(10)
= 2(30) : 1(20) ¢ 1(30) : 1(20) - 1(30) : 2(20)
% 2(30) : 1(30) & 1(30) : 1(30) © 1(30) : 2(30)

Gambar 16. Aktivitas CMC-ase tandan kosong 30 mesh pada
berbagai ukuran sabut dan perbandingan
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Secara umum aktivitas FP-ase dan CMC-ase menun-
jukkan pocla yang sama yaitu pada awal fermentasi
aktivitas selulase masih sangat rendah selanjutnya
aktivitas bertambah dengan bertambahnya waktu fermen-
tasi sampal mencapai titik tertinggi dan kemudian
terus menurun sampai hari terakhir fermentasi. Pola
ini berhubungan dengan pola pertumbuhan kapang seper-
ti yang telah dijelaskan di depan, dimana pada awal
fermentasi N. sitophila masih mengalami fase adapta-
si.

Aktivitas seluase diharapkan tetap konstan sete-
lah mencapai titik tertinggi sampal akhir fermentasi.
Mengingat selulase wmerupakan biokatalisator yang
tidak ikut bereaksi. Pola aktivitas yang menurun
setelah mencapail titik tertinggi pada penelitian ini
diduga diantaranya disebabkan N. sitophila telah
mengalami fase kematian, penghambatan oleh kandungan
gula pereduksi yang tinggi (Gambar 15).

Hasil analisis statistik menunjukkan £faktor
ukuran tandan kosong dan ukuran sabut berpengaruh
terhadap aktivitas CMC-ase dan FP-ase (Lampiran 5 dan
6) . Berarti dengan ukuran tandan kosong dan sabut
yvang berbeda akan dipefoleh nilai aktivitas CMC-ase

dan FP-ase yang berbeda pula secara nyata.
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E. PERBANDINGAN TANDAN KOSONG DAN SABUT KELAPA SAWIT

Perbandingan tandan kosong dan sabut yang tepat
sebagai substrat fermentasi akan  menghasilkan kondi-
si yang sesual bagi N. gitophila untuk memproduksi
Selulase, mengingat kandungan nutrisi dan sifat bahan
yvang berbeda.

Taraf perbandingan dipilih secara trial and error
yvaitu 2:1 {(Tandan : Sabut), 1:1 dan 1:2. Dengan berda-
sarkan pada hasil penelitian Tun-Tedja-Irawadi (1991)
vaitu dibandingkan substrat yang terdiri atas tandan
kosong saja atau sabut saja, campuran tandan kKosong dan
sabut (1:1) menghasilkan FP-ase dan CMC-ase dengan ak-
tivités vang lebibh tinggi.

Gambar 9, 11, 12, 13, 14 dan 16 diatas menunjukkan
pola yvang sama pada berbagai perbandingan, dilihat dari
aktivitas FP-ase dan CMC-ase. Nilai aktivitas tertinggi
diperoleh pada perbandingan 1:2 baik untuk FP-ase maupun
CMC-ase. Tandan dibandingkan sabut lebih banyak ﬁengan—
dung 1lignin, sehingga komponen karbohidratnya kurang
dapat dimanfaatkan oleh Neurospora sitophila sebagail
sumber karbon. Sabut lebih unggul dan dibutuhkan lebih
banyak di dalam substrat karena kandungan ligninnya jauh
lebih rendah dari tandan.

Secara visual dapat dilihat pada Gambar 17, dimana

perbandingan selain mempengaruhi aktivitas selulase juga
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mempernngrax—tikii  pertumbuhan Neurospora sitophila. Pada
perlaknzaxy tandan kosong uvkuran 10 mesh dan sabut ukuran

20 neslx jp>ada perbandingan 2:1 (Tandan : sabut), pexrtum-

buhan N~ =54 tophila kurang baik dan semakin banyak jumlah
sabut = S W dalam substrat pertumbuhan menjadi semakin
baik. XAl ini Jjuga menunjukkan bahwa pertumbuhan

Newrospc>r—a sitophila sebanding dengan aktivitas selu-

lase.

Gambax A7 . Pertumbuhan Neurospora sitophila pada tandan

10 mesh, sabut 20 mesh dengan berbagal
perbandingan
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V. KESIMPULAN DAN SARAN

KESIMPULAN

Tandan kosong dan sabut kelapa sawit dapat diguna-
kan sebagai substrat pada fermentasi padat untuk mempro-
duksi selulase oleh Neurospora sitophila. Pengecilan
ukuran substrat mempengaruhi aktivitas selulase. Kombi-
nasi tandan kosong ukuran 10 mesh dan sabut 30 mesh
menghasilkan aktivitas FP-ase yang tertinggi. Sedangkan
aktivitas CMC-ase tertinggi diperoleh pada kombinasi
tandan kosong ukuran 20 mesh dan sabut 30 mesh.

Secara statistik faktor ukuran tandan kosong,
ukuran sabut dan lama fermentasi adalah berpengaruh
nyata terhadap aktivitas FP-ase dan CMC-ase. Sedangkan
perbandingan tandan dan sabut yang digunakan tidak
berpengaruh nyata terhadap aktivitas FP-ase dan CMC-ase.

Semakin besar ukuran partikel substrat dibutuhkan
hari fermentasi yang lebih lama. Lama fermentasi ter-
baik untuk memproduksi CMC-ase adalah 6 hari dan 8 hari
untuk memproduksi FP-ase. Perlakuan yang menghasilkan
aktivitas FP-ase tertinggi adalah tandan kosong ukuran
10 mesh dan sabut ukuran 30 mesh yaitu 2.591 IU/ml.
CMC-ase tertinggi diperoleh pada perlakuan tandan kosong
ukuran 20 mesh dan sabut 30 mesh. Nilai tertinggi

tersebut diperoleh pada perbandingan 1 : 2 (tandan
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kosong : sabut), namun sesuai dengan hasil analisa
statistik nilai perbandingan yang diperoleh yaitu 1:2

tidak berpengaruh nyata.
B. SARAN

Pada penelitian ini dihasilkan biomasssa dari media
fermentasi. Perlu dilakukan penelitian guna pemanfaatan
biomassa ini sebagai makanan ternak.

Enzim yvang dihasilkan memiliki aktivitas yang cukup
tinggi. Aplikasi penggunaan selulase ini untuk menghid-
rolisis Jimbah-limbah pertanian dapat dilakukan dalam

penelitian selanjutnya.
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Lampiran 1. KXomposisi Nutrisi Substrat

Larutan nutrisi yang digunakan adalah berdasarkan
larutan nutrisi standar dalam produksi selulase oleh
Mandels dan Reese (1967) disesuaikan dengan komposisi
substrat (Tandan kosong dan sabut kelapa sawit) oleh

Tun-Tedja-Trawadi (1991} .

A. LARUTAN NUTRISI A
1. 136.5 mg MnSO, .7H,0
2. 122.5 mg ZnS0, .7H,0

3. 175 mg CoCl dalam air suling 100 ml

B. LARUTAN NUTRISI B

1. Larutan A sebanyak 10 ml

[\%]

(NH,),80, sebanyak 12.25 g
3. KH,PO, sebanyak 17.5 g

4. MgS0,.7H,0 sebanyak 2.625 g
5. CaCl,.2H,0 sebanyak 2.625 g

&. Pepton sebanyak 4.375 g

Semua bahan dimasukkan ke dalam labu ukur 250 ml
dengan penambahan air destilata. Pada setiap gram

substrat ditambahkan 2 ml larutan B.
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Lampiran 2. Prosgedur Analisgis
A. ANALISIS KIMIA SUBSTRAT

1. Analisis Xadar Air (AOQAC 1980)

Pinggan aluminium dipanaskan pada suhu 105°C
dan kemudian didinginkan dalam desikator sebelum
d:Ltlmbang Kemudian 2 gram contoh dimasukkan ke
dalam pinggan aluminium yang telah dlketahul
beratnya dan panaskan dalam oven pada suhu 105°C
selama satu jam. Selanjutnya pemanasan diulang
sampal mencapai berat yang tetap. Sisa contoh
dihitung sebagai berat padatan dan kadar air yang
hilang sebagai air.

2. Analisis Kadar Abu (AOAC,1980)

Cawan porselin terlebih dahulu dipanaskan di
dalam tanur, kemudian dinginkan dalam desikator
dan ditimbang. Sebanyak 3 - 5 gram contoh ditim-
bang dan dimasukkan dalam cawan Selanjutnya dima-
sukkan ke dalam tanur bersuhu 550°C sampai bahan

menjadi abu dan bewarna . agak kelabu. Contoh
dimasukkan ke dalam desikator dan setelah dingin
ditimbang. Sisa berat contoh dihitung sebagai

kadar abu.
3. Analisis Mineral (IRRI, 1972)

Contoh sebanyak 0.5 gram dimasukkan ke dalam
labu kjedahl 75 ml, ditambah 5 wml asam campuran
(750 ml HNO5;, 150 ml H,S80, dan 300 ml HC10, 60-
62%) kemudian dibiarkan selama 2 jam. Selanjutnya
dipanaskan secara berangsur-angsur sampai larutan
bening. Dinginkan lalu diencerkan dengan air bebas
ion dalam labu takar 50 ml, kemudian disaring
dengan kertas whatman no.1, lalu diukur dengan
spektrofotometer.

4. Kadar Serat Kasar (AOAC, 1980)

Contoh didekstruksi di dalam 200 ml H,S04
1.25% gelama 30 menit dalam erlenmeyer dengan
menggunakan api vyang kecil. Panas api diatur
sehingga busa tidak terbentuk, kemudian disaring.

Filtrat dibuang dan endapan dicuci dengan air
panas 25 ml. Endapan dipindahkan ke dalam erlen-
meyer dan didestruksi di dalam 200 ml NaOH 25%
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selama 30 menit, sementara itu dilakukan pengeri-
ngan kertasg sarlng ashless dalam oven bersuhu
105°C selama 1 jam kemudian kertas saring ditim-
bang.

Hasil destruksi dalam keadaan panas disaring
dengan kertas saring yang telah dikeringkan dan
dibilas dengan air panas dan alkochol 96%, kertas
dan ampasnya dipindahkan ke dalam cawan porselen
Kemudian dlpanaskan dalam oven bersuhu 105°C dan
dikeringkan sampai berat kertas dan isinya kon-
stan, lalu ditimbang.

Cawan diabukan pada suhu 600°C selama 2 jam,
didinginkan ke dalam eksikator dan ditimbang.
Kadar serat kasar diperoleh dengan rumus

Kadar serat kasar = a - b - ¢ x 100%

4
a = berat cawan dan isi setelah dipanaskan
b = berat cawan dan isi setelah diabukan
¢ = berat kertas saring ditambah faktor
koreksi berat abu kertas saring ashless
d = berat contoh awal

Analisis Kadar Selulosa(GQoering dan Van Soest, 1970)

Contoh berukuran 20-30 mesh sebanyak 1 gram
(S} dianalisis serat deterjen asamnya (ADF =W1).
Cawan pengabuan ditempatkan pada talam berisi air
setinggi 1 cm (serat jangan sampail basah). Reagen
A ditambahkan sebanyak 25 ml. Reagen A ditambah-
kan sebanyak 25 ml dan dibiarkan selama 90 menit.
Kemudian dilakukan penyaringan secara vakum, cawan
ditempatkan pada talam yang bersih. Ke dalam
cawan ditambahkan reagen B sampal setengahnya, dan
setelah 5 menit dilakukan penyaringan sampai serat
bewarna putih. Cawan dicuci dengan etanol 80
persen, disaring (dlulangl dua kali) dan dlkerlng—
kan pada suhu 100 OCc selama satu hari sampai be-
ratnya konstan (WZ) Kemudian dilakukan pengabuan
pada suhu 500°C selama 2 jam, didinginkandan
ditimbang (W3). '

Kadar selulosa = {(W2-W3)/S) x 100 %
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Penentuan Kadar Hemigselulosa (Goering dan Van

Scest,

1970}

1. Pembuatan Pereaksi

a. Pereaksi NDF
Natrium dedosil sulfat (SbS) ..... 30.00 g
12453 - 18.61 g
Natrium borat dekahidrat .......... 6.81 g
Dinatrium hidrogen fosfat ......... 4.56 g
Etilen glikol monoetil eter ....... 10.00 g
Alr suling ......c it ennn 1000.00 g

EDTA dan natrium borat dekahidrat
dimasukkan dalam labu, ditambahkan air
secukupnya dan dipanaskan sampai larut.
Larutan yang dihasilkan ditambahkan ke SDS
dan Etilen glikol monoetil eter.

Dinatrium hidrogen fosfat dimasukkan
dalam labu dan dipanaskan sampai larut.
Setelah itu dicampurkan dengan larutan
diatas dan diatur pH-nya (seharusnya 6.9
-7.1).

b. Pereaksi ADF
Asam sulfab .... . ittt e e 49.04 g
Cetil trimetilamonium bromid (CTAB) 20.00 g
Bir suling ... ... i it innnnnn 1000.00 mi

Asam sulfat diencerkan dengan air
hingga normalitasnya 1 N. Standarisasi
dilakukan dengan titrasi. Setelah itu
ditambahkan CTAB.

2. Metoda

Kadar hemiselulosa diperoleh dengan menghi-

tung selisih NDF - ADF

1.

Serat Deterjen Netral (NDF)

A Contoh kering berukuran 20-30 mesh
ditimbang sebanyak 0.5-1.0 gram di dalam
labu reflux, dan ditambahkan 100 ml reagan
NDF, 2 ml dekahidronaptalen dan 0.5 gram
natrium sulfit. Kemudian dididihkan selama
5-10 menit. Setelah mendididh direfluks
selama 60 menit, dan disaring dengan cawan
gooch (yang telah diketahuil beratnya) secara
vakum. Dengan menggunakan air panas, contoh
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vakum. Dengan menggunakan air panas, contoh

di dalam labu dicuci. Ke dalam cawan ditu-
angkan air panas dan disaring lagi (ulangi
beberapa kali). Terakhir dicuci dengan

aseton (2 kali) dan disaring kembali. Cawan
dkeringkan pada 100°C selama 1 malam.

NDF = (W - WO)/S

W, = Bobot cawan isi
Wo = Bobot cawan kosong
S~ = Bobot contoh kering

b. Serat Deterjen Asam (ADF)

Contoh kering berukuran 20-30 mesh
ditimbang sebanyak 1.0 gram di dalam labu
refluks dan ditambahkan 100 ml reagan ADF
dan 2 ml dekahidronaptalen. Kemudian didi-
dihkan selam 5-10 menit. Setelah mendidih
direfluks selama 60 menit dan disaring de-
ngan cawan gooch (yang telah diketahui be-
ratnya) secara vakum. Contoh di dalam labu
dicuci dengan air panas dan disaring kemba-

li. Terakhir dicuci dengan aseton sampai
filtrat tidak bewarna. Bila perlu dilakukan
pencucian dengan hexan. Cawan dikeringkan

pada 100°C selama 1 malam dan ditimbang.

ADF = (W, - WO)(100)/S

W, = Berat cawan isi
Wy = Berat cawan kering
S~ = Berat contoh kering

7. Analisis Kadar Lignin Metoda KXlason (Tun-Tedja-
Irawadi, 1891

} Prosedur analisis sama dengan analisis kadar
selulosa dan hemiselulosa. Persen lignin dihitung
dengan rumus

% Lignin = (W1 ~ W2)/8 x 100%
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8. Analisis Kadar Lignin (Spektroskopi)

Contoh sebanyak 0.005 g dimasukkan di dalam 5
ml pereaksi asetil Dbromida 25% (dalam asetat
glasial) . Dipanaskan dalam penangas air pada suhu
70° selama 30 menit dan diaduk-aduk setiap 5
menit, Lalu didinginkan selama 30 menit dengan es
dan kemudian tambahkan 2 wml etanol. Larutan
dipindahkan ke labu ukur 25 ml, ditambahkan 10 ml
etanol, 0.25 ml hidroksilamin hidroklorida 7.5 M.
Semua campuran diaduk dan diencerkan sampai tanda
tera. Saring dan baca absorbansi spektrofotometer
pada panjang gelombang 280 nm. Persen lignin
dihitung dengan rumus:

e

Lignin = AS - AB x 100%

e . W

absorbansi contoh

absorbansi blanko

absortivitas/ keterserapan molar
berat contoh

Snwgg;

i n

9. Analisis Kadar Lemak (AOAC, 1980}

Contoh sebanyak 3 gram dimasukkan ke dalam
kertas saring yang dibuat seperti kantong. Bung-
kusan kertas saring kemudian dimasukkan ke dalam
tabung soxhlet dan diekstrak dengan petroleum
benzena selama 6 jam. Kemudian kertas saring dan
batu didihkan dan dikering di dalam oven bersuhu
105°C gelama 1 Jjam. Selanjutnya didinginkan di
dalam eksikator dan ditimbang hingga diperoleh

berat yang konstan. Kadar lemak dihitung dengan
rumus

Kadar lemak = ¢ - b x 100%

a

berat contoh

berat labu dan batu didih

berat labu dan batu didih setelah
didestruksi

Qoo
i n
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10. Analisis Kadar Protein (AOAC, 1980)

Sebanyak 1 gram contoh didestruksi dengan 5
ml asam sulfat pekat dengan katalisator CuSO,; dan
Na,S0, masing-masing satu gram gsampal warnanya
menjaéi hijau jernih. Destilasi dilakukan setelah
ditambahkan 5 ml agquades dan 15 ml NaCH 50%.
Sebagai penampung digunakan 25 ml asam sulfat 0.02
N dan 2 atau 3 tetes indikator campuran metil biru
dan metil merah. Hasil destilasi dititrasi dengan
larutan NaOH 0.02 N. Prosedur blanko sama dengan
diatas tanpa menambahkan contoh. KAdar protein
dihitung dengan rumus

Kadar protein = AxNx14 x 6.25 x 100%

mg contoh

A = selisih volume NaOH yang dibutuhkan untuk
mentitrasi blanko dan contoch
N = normalitas larutan NaOH
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B. ANALISIS AKTIVITAS ENZIM SELULASE

1. Penentuan gula pereduksi metoda DNS (Miller, 1859)
a. Pembuatan Pereaksi DNS A

Sebanyak 10.6 gram DNS dan 19.8 gram NaOH
dilarutkan ke dalam 1416 ml aguades. Setelah
larut sempurna ditambahkan 306 gram Na-X-tar-
trat (garam Rochelle), 7.6 gram phenol (sebe-
lumnya dicairkan dulu pada suhu 50 ©C), dan 8.3
gram Natrium metabisulfit. Titrasi 3 wml laru-
tan ini dengan HC1L 0.1 N dengan menggunakan
indikator phenolphtalein, biasanya sekitar 5 -
6 ml. Selanjutnya ditambahkan NaOH bila dibu-
tuhkan sejumlah 2 gram untuk setiap ml penggu-
naan HCLl 0.1 N pada titrasi tadi.

b, Standar Glukosa

Larutan standar glukosa dibuat pada selang
0.02 - 0.5 mg glukosa per-ml. Sebanyak 1 atau
2 ml larutan contoh dimasukkan ke dalam tabung
reaksi, kemudian ditambahkan 3 ml pereaksi DNS.
Tabung ini diletakkan di dalam air mendidih se-
lama 5 menit dan didinginkan pada suhu kamar.
Bila diperlukan larutan contch dapat diencerkan
sehingga  pembacaan larutan contoh  dengan
spektrofotometer lebih mudah dilakukan pada
panjang gelombang 550 nm, berada diantara 20
persen dan 80 persen transmisi.

Perhitungan dilakukan dengan membuat persa-
maan regresi dari larutan standar glukosa
berdasarkan nilai absorbansinya terhadap kon-
sentrasi glukosa. Selanjutnya dihitung kadar
glukosa contoh dengan memasukkan nilai absor-
bansinya ke persamaan regresi yang didapatkan.
Aktivitas enzim selulase dapat dihitung sebagai
mg glukosa vyang dihasilkan per-ml filtrat
enzim.

2. Pengujian Aktivitas Karboksimetil selulase
(CMC-ase)

a. Larutan Buffer Sitrat 1 M pH 4.6

Asam sitrat ditimbang sebanyak 210 gram,
dilarutkan dalam 750 ml agquades, kemudian
ditambahkan NaOH (kira-kira 55 g¢g) hingga pH
larutan 4.4 dan berikan pengawet 100 mg
merthiolat. Bila larutan ini diencerkan menja-
di 0.05 M harus memiliki pH 4.8.
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b. Pereaksi DNS (sama sepertl pereaksi DNS untuk
pengujian glukosa)

c. Karboksimetil selulosa (CMC) 1 persen

Sebanyak 100 g CMC medium, DS 0'56 larutkan
dalam 800 ml aquades panas (80°C - 90°C) dengan
cara menambahkan bubuk kering texrsebut sedikit
sedikit dengan pengadukan yang kontinu. Selan-
jutnya 100 ml larutan buffer sitrat 0.05 M pH
4.8 dan 10 ml larutan methiolet 1 persen
ditambahkan dan kemudian diencerkan hingga 1000
ml. Simpan dalam lemari es dan bila akan
digunakan harus dihangatkan hingga suhu 50°C
dan dikocok.

d. Standar glukosa dalam buffer asam sitrat 0.05 M
pH 4.8 (sama dengan pada pengujian glukosa)

Sebanyak 0.5 ml larutan enzim dimasukkan ke
dalam tabung reaksi dan ditambahkan 0.5 ml larutan
CMC 1 persen, divorteks dan kemudian diinkubasi
pada suhu 50°C selama 30 menit. Sebanyak 3 ml pe-
reaksi DNS ditawbahkan untuk wmenghentikan reaksi.
Tabung ditempatkan di dalam air mendidih selama 5
menit. Larutan-larutan contoh dan standar diten-
tukan kandungan gula pereduksinya sebgai glukosa
dengan mengukur larutan tersebut dengan spektro-
fotometer pada panjang gelombang 550 nm. Blanko
0.5 ml buffer dan 3 ml pereaksi DNS digunakan un-
tuk menentukan transmisi 100 persen.

Blanko enzim tanpa substrat dan substrat
tanpa enzim dilakukan seperti contoh dan dikoreksi
terhadap contoh. Bila nilai glukosa sampai diluar
batas absorbansi standar atau melebihi 0.6 mg,
maka dilakukan pengenceran contoh enzim dengan
menggunakan larutan buffer sitrat 0.05 M pH 4.8
dan diperkirakan larutan enzim yang diperiksa
mengandung kurang dari 0.5 mg glukosa.

Perhitungan dilakukan, dimana satu unit
enzim selulase sebanding dengan satu mikromol
substrat yang dihidrolisis per-menit. Hal ini
berdasarkan hidrolisis selulosa yang menghasilkan
glukosa. Satu mikromol glukosa sama dengan 0.185
mg. Dengan kondisi pengujian tersebut, maka
aktivitas enzim CMC-ase adalah

aktivitas CMC-ase = mg glukosa x 0.185
(unit/ml)

ml
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Pengujian Aktivitas Selulase Lengkap (FP-ase)

Sebanyak 0.5 ml enzim (filtrat enzim) dan 1.0
ml larutan buffer dimasukkan ke dalam tabung
reaksi dan ditambahkan 1 potong kertas saring.
Selanjutnya diaduk dan diinkubasi selama satu jam
pada suhu 50°C. Reaksi dihentikan dengan menam-
bahkan 3 ml pereaksi DNS, aduk kembali dan kemu-
dian tabung-tabung tersebut dimasukkan ke dalam
air mendidih selama 5 menit.

Kandungan gula pereduksi ditentukan dengan
menggunakan spektrofotometer dengan panjang gelom-
bang 550 nm. Bila diperluakan pengenceran contoh
dapat dilakukan dengan menambahkan larutan buffer
sitrat 0.05 M pada pH 4.8.

Perhitungan dilakukan, dimana dalam 60 menit
pengujian contoh makan satu unit enzim menghasil-
kan 0.18 x 60 = 10.80 mg glukosa. BAktivitas enzim
selulase diperoleh dengan rumus

Aktivitas FP-ase = mg glukosa x 0.08525
(unit/ml)

ml
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Lampiran 5a. Hasil Uji XKenormalan Data Aktivitas

Enzim FP-ase

UNIVARIATE PROCEDURE

Variable=Y (Aktivitas enzim FP-ase)

Moments
N 270 Sum Wgts 270
Mean 1.233281 Sum 332.986
Std Dev 0.624256 Variance 0.389696
Skewness 0.05165 Kurtosis -0.47351
Uss 515.4937 (C&58 104.8282
cv 50.61751 Std Mean .0.0379%1
T:Mean=0 32.46244 Prob>iT 0.0001
Sgn Rank 18292.5 Prob=>|S8 0.0001
Num "= 0 270
W:Normal 0.958422 PrcbhW 0.0001
UNIVARIATE PROCEDURE
VariablezY
Histogram
Boxplot
2,784%2x 5
LFEEERRERT R RN 24 |
_ftt’i'tifii*!I'*W‘i’*!l‘l*t**t!‘*f GD - -+
‘ttt‘l‘t!ttttttfit*i'l1't'kttt*t*ti**tti*t*ttti**iw* 91 r.....'.——*
'*titt***i*t****t****t** 46 . - +
u_25...&**&“'**&\'r*ti*tittttt 44
L e EE TEELE L EEE Lt Ll Dtk Sl

* may repredgeilt up to 2 counts

UNIVARIATE PROCEDURE

Variable=Y
Normal Probability Plot
2.75+4 EEE G
I ok A e Kk ke b
| kTR EE
| EERTETHER
§ FEXRERTE
D.I54T XXX T AFTTTTXTT
B it el e e e stk et
-2 -1 ] +% +2
Keterangan :

Data menyebar noyrmal dilihat secara kualitatif yaitu :
- Nilai kurtosis mendekati nol

- Kurva normal probability membentuk pela linier
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Lampiran 5b. Analisis Ragam Aktivitas Enzim FP-ase

Sum of Mean

Source DP Squares Square F Value Pr » F
Model 137 90.51015592 0.66065807 6,09 G.O{}Ol*
Exrror 132 14.31806669 0.10847020
Corrected Total 269 104.82822261

R-Square c.v, Root MSE Y Hean

0.863414 25.70503 0.329248 1.23328148
Keterangan :

. Berbeda nyata pada taraf 5 persen dan 1 percen
Source DF Anova 83 Hean Sguare F Value Pr » F
LA

T 2 3.26454712 1,63227356 15.05 g.0001
T*U 3 1.21689131 0.40563044 3.74 0'01231
5 2 4,55577614 2.27788807 21.00 t).D('.H}:L*t
H 4 45.5453%3358 11,.38734849 104,98 D.DDDI"
P 2 0.28468876 0.14234438 1.31 0.2727
S*H a 2.05174082 0.25646760C 2.36 0.020‘?'
S+p 4 0,38364610 0.058591183 0.88 0.4754
Hxp B 2,L3501378 0.26437672 Z2.44 0.0172*
S*H*P 16 3,91059338 0. 244432246 2.25 0.0063'*
TES¥H*P 1] 27.17785455 0.30883930 2.88 0.0(}01.tt
Keterangan

= Berbeda nyata pada taraf 5 percen dan 1 perocen

= Berbeda nyata pada taraf 5 persen

Lampiran 5c¢. Uji Lanjut DUNCAN Aktivitas enzim FP-ASE

Alpha= 0,05 df= 135

MSE= 0.115074

Heans with the same letter are not significantly different.

Duncan Grouping Mean ® I Pexrlakuan

Perbandingan Tandan Sabut
(tandan:sabut) (mesh) (mesh)

A 2.591 2 42 1 3 10 30

B A 2.398 2 3e i1 10 30

B D A c 2.330 2 37 2 1 i0 30

B b A C 2.318 2 24 1 2 10 20

E B g A c 2.271 2 41 1:1 ic 20




72

Lampiran 6a. Uji Kenormalan Data Aktivitas enzim CMC-ASE-

UNIVARIATE PROCEDURE
Variable=Y (Aktivitas enzim FP-ase)

Moments
N 270 Sum Wgts 270
Mean 26.43119 Sum 7136.42
S5td Dev 14.67687 Variance 215.4105
Skewness -0.10423 KXurtosis -0.5478
Uss 246569.5 (885 57945 .44
cv 55.52862 Std Mean 0.893206
T:Mean=0 29.59137 Prob>|T 0.0001
Sgn Rank 18292.5 Probs>|5 0.0001
Num "= 0 270
W:Normal 0.942085 Prob<W 0.0001
UNIVARIATE PROCEDURE
Variable=Y
Histogram # Boxplot
65+ 1 |
Lraes 7 i
REEEI2IE SRR SR S SR 2 A7 ]
e R e R e e e ] 72 fammm- +
LETEEERERRAFRRN AR R T A 41 W= ¥
LEERTRRAEIARRANRE TR EX AT NN 55 pom——— +
B NN EXTIT T TIRTTANTEY 47
et T L T e
* may represent up to 2 counts
UNIVARIATE PROCEDURE
Variable=Y
Hormal Probability Plot
65+ e
| ppEERRT X
§ TEEEFERE KR ES
354 FrECRKRE L
| FrEEEEL
| LpEEFEEIN
Bik khkkkrd kbR eNFEIE
O Lt L e e b bl it Selaiaied
-2 -1 0 +1 +2
Xeterangan :

Data menyebar noxmal dilihat gsecara kualitatif, yaitu :
- Nilai kurtosis mendekati nel

- Kurva normal probability membentuk pola linier




73

Lampiran 6b. Analisa Ragam Aktivitas Enzim CMC-ase %

Dependent Variable: Aktivitas enzim CHMC-ase
sum of Mean
Source bF Squares Square F Value Pr > F
T x

Hadel 137 54948 ,45041 401.08365% 17.67 0.0001
Exror 132 2556,97626 22.70437
Corrected Total 269 57945.43667

R-Sgquare c.v. Root MSE ¥ Hean

0.948279 18.02761 4.764910 26.4311852

Keterangan : |
. Berbeda nyata pada taraf 5 pexsen dan 1 persen
Source ‘ DbF Anova 33 Mean Square F Value Pr > F
. * K I
T 2 15718.94876 78559.47438 346.17 Q.000%
T*0 3 278.80538 92.93513 4.0% I'.'I.(!':)E.:Z’r"'r
5 2 730.08728 365.04864 16.08 0.0001**
H 4 24596.95516 6149.23879 270.84 0'00011—*
P 2 14.01622 7.00811 0.31 0.7350
S*H & 330.31703 41,28963 1.82 G.078¢2
5*%p 4 37.19904 $.2%976 ¢.41 0.8015 .
H*P 8 185.60336 23.20042 1.02 0.4228
S*H*P 16 740.43377 46.27711 2.04 0.0149‘-
TrS3*H*P ae 12316.08439 139,95550 6.1¢€ 0.0001**

Keterangan
* *
= Berbada nyata pada taraf 1L persen dan § peraen

= Berbeda nyata pada taraf 5 persen

Lampiran 6c. Hasil Uji Lanjut DUNCAN Aktivitas
Enzim CMC-ase

Alpha= 0.05 dfs 135 MSE« 24.26505

Means with the same letter are not significantly different.

Dungan Grouping Mean N I Perlakuan
Perbandingan Tandan Sabut Hari
{Tandan:Sabut) {(mesh) (mesh)

A 52.345 2 87 2 20 30 8

B A 50.202 z 71 233 29 20 4

B A 48.221 2 64 i1 20 20 8

B o A 47.355 2 70 2 1 20 2¢ &

E B A 46.896 2 51 I 2 2C 20 3
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