Rarya kecil ini
Rupersembahkan buat orang-orang tercinta :

lbunda Nurdjanah Ali Batis,

Ayahanda Slamet Riyadi,

Ayunda Lilik Riyadi dan Yuni Riyadi,

Adinda Rafida Riyadi, lwan Handaru Riyadi dan Gama Riyadi,
Serta F. Tauhid di Surabaya.



" Demi masa {Wabtu ), sesunggehnga manusia itv dolor henugiar, becuall oxang - orang yang beriman
dan beramod sholeh dan bewwasiat (nasihat - menasthati) dengan bebenanran dan bewwnsiot dengan

besabasan " {QQ @ Al-Aska o T - 2).”

" Dia (Allah) memperjolankan bame di darat dar di lout, sehingga betiba kamu dafom kapal dan
bapal itu berlayan dengan angin Yang baib, sedang mereka beagembira, tiba - tiba bextiuplun angin taufan
dan datangleh ombok daxt tiap—tiop penjusu, sehingga mencka menduga bahwa mexeba aban ditimpa
bahaya (ketiba it ) mexeka memenca kepada Ablah, sento mengibhlashan agama bepada - Mya : Denmi
jiba engkou fepaskan kami doxi bahaya ini. niscaya bami bexterima basth " Q8 : Qunus, 22).




KAJIAR BIODEGRADASI
TARDAN KOSONG KELAPA SAWIT (frseis guineonsis JACQ)
MENGGUNAKAR KULTIVAS! MEDIA PADAT (KHP)

0%9!1
ROCHMAT PUDJIONO RIYAD!
F 27. 1228

198 4
FAKULTAS TEKNOLOGI PERTANIAN
MSTITUT PERTANIAN BOGOR
BOGOCR



Rochmat Pudjiono Riyadi. F 27.1228. Kajian Biodegradasi Tandan Kosong Kelapa
Sawit  (Elaeis guineensis JACQ) Menggunakan Kultivasi Media Padat (KMP).
Dibawah bimbingan E. Gumbira-Sa’id.

RINGKASAN

Pengembangan agroindustri kelapa sawit di Indonesia, membawa implikasi pada
peningkatan produksi minyak kelapa sawit yang dihasilkan. Di lain pihak limbah
pengolahan minyak kelapa sawit juga mengalami peningkatan. Pengolahan dan
penanganan limbah pengolahan minyak kelapa sawit seyogyanya memperoleh perhatian
serius. Limbah padat berupa tandan kosong kelapa sawit (TKKS) merupakan limbah
terbesar pada pengolahan minyak kelapa sawit. Menurut Loebis (1992) sekitar 35 - 38
persen dari total bahan baku tandan buah sawit segar adalah limbah tandan kosong
kelapa sawit. Limbah tersebut belum dapat dimanfaatkan secara optimal dan sering
menimbulkan masalah, oleh karena itu perlu diupayakan proses biokonversi TKKS
menjadi berbagai produk yang bermanfaat.

TKKS merupakan salah satu bahan lignoselulosa. Komponen utama bahan
lignoselulosa adalah selulosa, lignin dan hemiselulosa dengan perbandingan komposisi
4 : 3 :3. Salah satu teknik biokonversi bahan lignoselulosa adalah kultivasi media
padat atau KMP (Solid Substrat Cultivation). Biodegradasi TKKS menggunakan kapang
perlu dilaksanakan guna mempercepat proses biokonversi. Hal penting yang perlu
dilakukan dalam biodegradasi adalah perlakukan pendahuluan TKKS berupa pengecilan
ukuran dan delignifikasi.

Pada penelitian ini, substrat TKKS digiling dengan ukuran 20, 40 dan 60 mesh,
sedangkan delignifikasi dilakukan dengan mengunakan NaOH 0.15kg/kg bahan (Moo-
Young et al., 1994). Peningkatan kandungan selulosa hasil delignifikasi untuk substrat
20, 40 dan 60 mesh berturut-turut adalah 63.13, 52.16 dan 57.11 persen, sedangkan
untuk substrat yang tidak didelignifikasi kandungan rata-rata selulosa, lignin dan
hemiselulosa adalah 42.24, 28.24 dan 22.39 persen (Gumbira-sa’id et al., 1994).

Kapang mempunyai kemampuan untuk mendegradasi bahan lignoselulosa. Hal
ini dikarenakan kapang menghasilkan beberapa jenis enzim, yang cukup potensial.
Beberapa jenis kapang yang dapat tumbuh baik pada bahan lignoselulosa adalah
Trichoderma viride, Neurospora sitophila dan white rot fungi Phanerochaete
crysosporium.

Kapang Trichoderma viride tumbuh sangat baik pada TKKS yang didelignifikasi,
tetapi tumbuh kurang baik pada TKKS tanpa delignifikasi.  Aktifitas enzim
endoglukanase tertinggi adalah 9.16 IU/ml pada substrat tanpa delignifikasi dengan
ukuran 60 mesh dan dicapai pada hari ke 5, aktifitas enzim (3-glukosidase tertinggi
dicapai pada jam ke 66 yaitu 6.07 IU/ml pada substrat 40 mesh dengan perlakuan
delignifikasi. Aktifitas enzim FP-ase tertinggi dicapai pada jam ke 54 yaitu 3.26
IU/ml, pada substrat 20 mesh dengan delignifikasi .

Kandungan gula pereduksi selama KMP pada substrat yang didelignifikasi
mengalami kenaikan dengan nilai tertinggi 16.17 mg/ml, sedangkan pada substrat tanpa
delignifikasi mengalami penurunan sampai hari ke-4 untuk selanjutnya sedikit
mengalami kenaikan. Kandungan protein terlarut dalam enzim pada substrat TKKS
yang didelignifikasi mengalami kenaikan sampai cenderung konstan dengan nilai
tertinggi 30.59 mg/ml. Kandungan protein terlarut dalam enzim pada substrat ukuran
60 mesh adalah yang terbaik (30.59 mg/ml) diperoleh pada jam ke-84. 2




Persentase sisa selulosa sebagai hasil konversi oleh Frichoderma viride pada jam
ke-60 rata-rata 41.7 persen dan pada jam ke-96 adalah 48.9 persen. Demikian juga
dengan kandungan hemiselulosa dan lignin yang masing-masing mengalami penurunan
dari bobot awal yang bervariasi. Penurunan kandungan selulosa, lignin dan
hemiselulosa pada TKKS tanpa delignifikasi lebih kecil dibandingkan dengan TKKS
dengan delignifikasi. Kandungan selulosa menurun 13,78 - 17.90 persen, hemiselulosa,
17.46 - 44.93 persen dan lignin 30.42 - 38.92 persen. kandungan hemiselulosa
merupakan komponen yang paling tinggi mengalami degradasi.

Pada KMP menggunakan Neurospora sitophila, aldtifitas enzim endoglukanase
tertinggi diproleh pada KMP tanpa aerasi pada substrat 40 mesh dan dicapai pada jam
ke-96 yaitu 3.32 TU/ml. Aktifitas enzim S§-glukosidase tertinggi dicapai pada jam ke-60
yaitu 2.68 TU/ml pada substrat 40 mesh dengan aerasi, sedangkan aktifitas enzim FP-
ase tertinggi adalah 2.38 1U/ml diperoleh pada substrat 20 mesh tanpa aerasi pada jam
ke-60.

Kandungan gula pereduksi tertinggi adalah 11.57 mg/ml pada substrat tanpa
aerast dengan ukuran 40 mesh, sedangkan kandungan protein terlarut dalam enzim
tertinggi adalah 21.64 mg/ml pada substrat 40 mesh tanpa aerasi. Efektifitas
biodegradasi pada substrat 20 mesh pada jam ke 60, dinyatakan oleh jumlah selulosa
terkonversi yaitu 28.63 persen untuk KMP dengan aerasi dan 31.11 persen untuk KMP
tanpa aerast. Namun demikian, pada substrat 40 mesh pada jam ke-72 selulosa
terkonversi adalah 26.06 persen pada KMP dengan aerasi dan 34.76 persen pada KMP
tanpa aerasi.

Pada proses KMP menzgunakan Phanerochaete crysosporium, kondisi produksi
enzim lebih bervariasi. Aktifitas enzim endoglukanase tertinggi (13.61 IU/ml) dicapai
pada hari ke-3 pada subtrat 60 mesh, pada KMP dalam inkubator. Aktifitas enzim (-
glukosidase tertinggi adalah 7.56 1U/ml pada substrat 60 mesh pada KMP dalam
erlenmeyer, yang dicapai pada hari ke-17. Namun demikian aktifitas enzim FP-ase
tertinggi dicapai pada hari ke-11 yaitu 2.4 IU/ml. ,

Kandungan selulosa terdegradasi oleh Phanerocaete crysosporium, pada hari ke-
5 adalah 12.95 - 26.02 persen untuk KMP dalam inkubator dan 44.82 - 48.75 persen
pada erlenmeyer yang dicapai pada hari ke-8. Namun demikian Penurunan kandungan
lignin sangat tinggi, yaitu sekitar 50 - 78 persen dari kandungan lignin awal.
Penurunan kandungan lignin tertinggi diperoleh pada KMP dalam erlenmeyer dengan
ukuran substrat 60 mesh pada hari ke-17 yaitu sekitar 78 persen.

Secara keseluruhan ukuran partikel substrat 60 mesh, untuk KMP menggunakan
Trichoderma viride dan Phanerochaete crysosporium dalam hal kandungan protein
terlarut, kandungan selulosa terkonversi maupun lignin terdegradasi, adalah yang paling
baik. Sedangkan untuk KXMP menggunakan Neurospora sitophila yang terbaik adalah
pada substrat 40 mesh, '
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I. PENDAHULUAN

LATAR BELAKANG

Pembangunan jangka panjang tahap II menempatkan subsektor agroin-
dustri menjadi prioritas utama. Beberapa komoditi pertanian menjadi primadona
dan potensial dikembangkan untuk memenuhi kebutuhan bahan baku industri.
Salah satu diantara komoditi-komoditi pertanian tersebut adalah kelapa sawit
(Elaeis guineensis JACQ).

Indonesia merupakan penghasil kelapa sawit terbesar nomor dua di dunia
setelah Malaysia. Pada tahun 1982, luas areal kebun kelapa sawit mencapai 329
901 hektar. Setelah kurun waktu sepuluh tahun meningkat sebesar 450 persen

“menjadi 1 460 7'63 hektar, dengan produksi buah kelapa sawit sebanyak 3 162
228 ton (Ditjen Perkebunan, 1992). |

Komoditi kelapa sawit diolah menjadi produk minyak kelapa sawit kasar
(CPO) dan minyak inti sawit (PKO). Meningkatnya hasil produksi kelapa sawit,
semakin meningkatkan produksi minyak yang dihasilkan sehingga memerlukan
pendirian industri pengolahan kelapa sawit yang baru. Industri pengolahan
kelaﬁa sawit menghasilkan limbah cair dan limbah padat terutama dalam bentuk
ampas dan tandan koscng kelapa sawit. Limbah terbesar adalah tandan kosong
kelapa sawit (TKKS) yang mencapéi 35 - 38 persen dari total bahan baku
(Loebis, 1.992). Limbah tersebut belum dimanfaatkan secara optimal, dan
sering menimbulkan masalah, diantaranya sifatnya kamba sehingga memerlukan

tempat yang luas dan memerlukan biaya tambahan untuk menanganinya. Oleh




2
karena, itu perlu diupayakan pemanfaatan TKKS menjadi berbagai produk yang
berguna.

Pemanfaatan limbah lignoselulosa diantaranya adalah dengan biokonversi
menjadi berbagai produk berguna, seperti untuk pelarut organik, untuk produksi
pakan ternak, produksi enzim, maupun melalui penanganan konvensionai seperti
untuk papan partikel, pulp dan genting. Produksi Aseton, Butanol dan Etanol
(ABE) dan beberapa enzim merupakan salah satu usaha yang penting dilakukan.
Hal utama yang harus dilakukan untuk biokonversi TKXS menjadi ABE adalah
pfoses hidrolisis menjadi gula sederhana (Gumbira-8a’id ef al., 1994), Proses
hidrolisis yang biasa dilakukan adalah secara kimia, dan dengan enzim yang
dihasilkan oleh mikroorganisme. Proses hidrolisis dengan enzim secara lang-
sung, yaitu dengan menumbuhkan mikroorgnisme secara langsung untuk meng-
hasilkan gula, guna proses biokonversi lebih lanjut, perlu diupayakan. Hal ini
dilakukan dengan tujuan memperbaiki proses biokonversi bahan lignoselulosa
tersebut melalui biodegradasi dengan Kultivasi Media Padat (KMP);

Kultivasi media padat mempunyai potensi yang lebih besar, mengingat
sistemnya yang sederhana dan resiko kontaminasi mikroorganisme lain relatif
rendah. Di negara-negara berkembang, pengayaan terhadap bahan berpati dan
lignoselulosa menjadi produk pakan sangat penting dan berprospek cerah. Hal
ini dikarenakan dengan sistem KMP, proses dapat langsung diterapkan di
pedesaan tanpa suatu teknologi yang rumit (Gumbira Sa’id, 1992).

Mengingat berbagai hal diatas, maka Indonesia mempunyai potensi dalam
pengembangan sistem KMP, untuk memproduksi pakan dan produk-produk lain

yang berguna. Oleh karena itu, perlu dilakukan beberapa kajian untuk
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memperoleh informasi kondisi KMP yang tepat dan optimal. Proses biodegra-
dasi melibatkan kerja beberapa jenis enzim, diantaranya adalah enzim selulase,
enzim xilanase dan enzim ligninase beserta turunannya. Enzim merupakan
biokatalisator yang kerjanya sangat spesifik. Enzim mikrobial terbagi menjadi
dua yaitu enzim ekstraselular dan intraselular. Enzim ekstraselular diperiukan
bagi industri karena kespésiﬁkannya. Sebagai contoh enzim ekstraselular adalah
enzim lipase, selulase, amilase, xilanase dan lain-lain. Enzim endoglukanase
dan B-glukosidase adalah contoh enzim ekstraselular yang termasuk golongan
enzim selulase. Kedua enzim tersebut bersama-sama dengan enzim selobiohi-
drolase sangat berguna untuk menghidrolisa selulosa yang tidak larut menjadi
glukosa. Kegunaan lain dari enzim tersebut adalah pada industri tekstil, industri
minuman ringan, sari buah dan sebagainya. Aktifitas gabungan ketiga jenis
enzim di atas sangat menentukan untuk mengetahui jumlah glukosa yang dihasil-
kan selama proses hidrolisis. Mengingat ketersediaan bahan Iignoselﬁlosa dan
fungsi spesifik dari enzim tersebut di atas, makarstudi mengenai enzim selulase

dan tumnahnya selayaknya dilakukan dengan intensif.
TUJUAN PENELITIAN

1. Mengetéhui pengaruh ukuran partikel substrat awal TKKS terhadap
parameter biodegradasi yang dianalisa,

2. Mempelajari biodegradasi kandungan selulosa dan lignin, serta peningka-
tan gula pereduksi dan protein terlarut yang dihasilkan setelah proses

KMP.
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Mengetahui tingkat aktifitas enzim kasar dari mikroorganisme yang
digunakan.
Mengetahui potensi mikroorganisme yang digunakan untuk proses kulti-

vasi media padat dengan substrat bahan lignoselulosa.



I1. TINJAUAN PUSTAKA

BAHAN LIGNOSELULOSA

Bahan selulosa pada kenyataannya tidak pernah dijumpai dalam keadaan
murni. Umumnya selulosa berikatan dengan bahan lain yaitu hemiselulosa dan
lignin menjadi bentuk lignoselulosa.  Perbandingan ketiga komponen dalam
lignoselulosa (sei.ulosa, hemiselulosa dan lignin}, menurut Fengel dan Wegener
(1984) adalah 4 : 3 : 3, dimana nilai bilangan tersebut tergantung pada jenis

tanamari.

1. Selulosa

Selulosa merupakan polimer glukosa dengan ikatan §-1,4-glikosi-
dik. Tkatan tersebut sangat kuat dan dapat membentuk kristal mikrofibril
yang secara bersama-sama membentuk selulosa tidak larut. Secara umum
rumus empirik selulosa dapat ditulis sebagai (CsH,(O;), dengan n menya-
takan derajat polimerisasi yang berkisar antara 15 - 14 000. Rantai
selulosa terdiri dari satuan-satuan gula (glukosa) anhidrida yang saling
berkaitan melalui atom C pertama dan keempat (Cowling, 1975).

Rantai polimer linier dari selulosa mempunyai struktur yang
beragam. Dua unit glukosa yang berdekatan akan berikatan dengan cara
melepaskan satu molekul air, yang terbentuk dari gugus-gugus hidroksil
pada atom karbon ke satu dan keempat. Posisi £ dari grup -OH pada Cl
akan berhubungan dengan unit glukosa lain pada C1 - C4 dari cincin

piranosida membentuk unit selobiosa.
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Menurut Judoamidjojo er al. (1989), secara alamiah molekul
selulosa tersusun dalam fibril yang terdiri dari beberapa molekul selulosa
parale! yang dihubungkan dengan ikatan hidrogen. Pada kayu, fibril-
fibril membentuk struktur kristal yang dibungkus oleh lignin. Lignin
berperan sebagai pelindung selulosa dari serangan ezim pemecah selulosa.
Terdapat dua macam ikatan hidrogen yang terdapat pada struktur
selulosa yaitu ikatan hidrogen intramolekular dan ikatan hidrogen intermo-
lekular. Ikatan hidrogen yang dibentuk dari O(6) pada satu residu glukosa
dengan O(2)H pada glukosa disebelahnya dan juga dari O(3)H dengan
oksigen O(5’) H cinein, merupakan ikatan hidrogen intramolekul. Ikatan
hidrogen intermolekul terjadi akibat ikatan dari O(3’") pada satu rantai
dengan O(6) pada rantai disampingnya (Ahmadi, 1989). Ikatan hidrogen
intramolekuler mempertahankan kekakuan rantai selulosa yang saling
berikatan membentuk suatu mikrofibril. Pada proses hidrolisis, maka
yang paling mudah terhidrolisa adalah bagian amorf, dimana pada selulosa
sekitar 15 persen adalah bagian amorf (Enari, 1983).
Selulosa banyak terdapat dalam sel dinding tanaman. Menurut
Tsao et al. (1978), susunan dinding sel terdiri atas lamela tengah, dinding
primer dan dinding sekunder. Dinding sekunder terbentuk selama proses
pendewas:;an éei dan terdiri atas dinding sekunder utama, lamela transisi
dan dinding, sekunder bagian dalam. Gambar 1 menunjukkan struktur sel

kayu.



Gambar 1. Struktur sel kayu (Tsao et al., 1978).
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Kumpulan fibril disebut mikrofibril sedangken kumpulan dari
mikrofibril membentuk makrofibril. Bagian mikrofibril yang banyak
ikatan hidrogen bersifat sangat kuat, tidak dapat ditembus air dan
disebut bagian yang berkristal dari selulosa. Bagian mikrofibril yang
sedikit atau bahkan sama sekali tidak mengandung ikatan hidrogen

disebut bagian amorf (Tsao et al., 1978).
Hemiselulosa

Hemiselulosa adalah polisakarida yang berikatan dengan selulosa

pada bagian tanaman yang telah mengalami delignifikasi, Hemiselulosa
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terutama terdapat pada bagian lamela tengah dan dinding sel (Gong er
al., 1981). Molekul hemiselulosa lebih mudah menyerap air, bersifat
plastis dan mempunyai permukaan kontrol antar molekul yang lebih luas
dibandingkan dengan selulosa.

Hemiselulosa merupakan heteropolimer bercabang dari glukosa,
xylosa, galaktosa, manosa, arabinosa dan asam-asam urat dari glukosa
dan galaktosa yang saling berikatan secara 1-3, 1-4, dan 1-6 glikosidik,
dengan derajat polimerisasi mencapai 200 (Cowling di dalam Gaden ef
al., 1976). Menurut Fengel dan Wegener (1984), rantal utama hemise-
lulosa dapat hanya terdiri satu macam monomer (homopolimer), misal-
nya xilan, dan dapat juga dua atau tiga monomer misalnya glukomanan.

Hemiselulosa yang terdapat pada limbah hasil pertanian, umum-
nyamengandunghetero-1-4-g-D-xilan(arabino-4-O-metilglukoronoxilan
dan 4-0'-met‘ilglu~kor0noxilan) dan hetero-1-4-3-D-manan (galaktogiuko-
manan dan glu.komanan). Hetero xilan terutama merupakan komponen
hemiselulosa yang berasal dari gramineae (rumput-rumputan dan biji-
bijian) dan Angiospemae (kayu keras), sedangkan §-manan terutama
terdapat pada Gymnospermae (kayu lunak). Unit xilosa dan asetil lebih
banyak terdapat pada hemiselulosa dari kayu keras sedangkan unit
manosa dan galaktosa banyak ditemui pada kayu lunak (Fengel dan

Wegener, 1984).




Lignin

Lignin merupakan polimer aromatik kompleks yang terbentuk
melalui polimerisasi tiga dimensi dari sinamil alkohol (turunan fenilpro-
pana) dan mempunyai bobot molekul hingga 11 000 (Haigler di dalam
Zeronian, 1985). Nama lain dari lignin menurut Tsao et al. (1978),
adalah senyawa polifenol, yaitu polimerisast dari koniferil alkohol,
sinamil alkohol dan para-kumaril alkohol.

Serat lignin banyak terdapat pada lamela tengah dan makin
berkurang pada dinding sel bagian dalam. Lignin bersifat hidrofobik
dan keberadaanya pada serat mengakibatkan sifat kaku dan ketahanan
tarik serat rendah.

Pada bahan lignoselulosa, fermentabilitas dinding sel dibatasi
oleh efek kimia dan efek fisik (Judoamidjojo ef al., 1989). Efek kimia
yaitu adanya hubungan lignin dengan karbohidrat dan asetilasi hemiselu-
losa. Secara fisik lgnin membungkus mikrofibril dari selulosa dalam
suatu m‘atrik.s hidrofobik dan terikat secara kovalen, baik dengan selu-
losa maupun dengan hemiselulosa.

Menurut Saarkanen dan Ludwig (1971) di dalam Fengel dan
Wegener (1984), satuan penyusun lignin adalah fenil propana yang
tersubstitusi pada dua atau tiga posisi dalam cincin benzennya. Bila
rantai fenol aromatik tersebut disubstitusi oleh satu gugus metoksil,
maka disebut satuan guaiasil dan apabila oleh dua gugus metoksil maka
disebut siringil. Secara umum rumus kimia satuan penyusun lignin

disajikan pada Gambar 2.
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Pada kenyataanya di alam lignin selalu dalam bentuk kompleks
dan berikatan diantara polisakarida-polisakarida dinding sel. Karbo-
hidrat merupakan awal atau prekursor terbentuknya lignin diantara

dinding sel tanaman.

%HzOH ?HZOH
i i
(H CH
: H
T Ple OCH,
{
para-kumaril alkohol sinamil alkohol
E H,OH
(H
1l
{H
O koniferil alkohol
OCH,
CH

Gambar 2. Satuan-satuan penyusun lignin (Fengel dan Wegener, 1984).

Ketiga komponen utama penyusun lignoselulosa tersebut di atas
tidak dapat secara sempurna terpisahkan dengan teknik tertentu. Pada
selulosa yang telah dimurnikan selalu ditemui lignin, begitu juga seba-
liknya. Menurut Tanaka et al., (1979) di dalam Fengel dan Wegener
(1984) diketahui bahwa dari berbagai percobaan, ternyata ikatan antara

lignin dan polisakarida lebih dipengaruhi oleh ikatan kimia dari pada
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asosiasi seperti ikatan hidrogen, gaya vanderwalls dan khemosorpsi.
Gambar 3 merupakan contoh macam ikatan yang terjadi antara lignin
dan polisakarida.
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Gambar 3. Macam ikatan yang terjadi antara lignin dengan polisa-
kharida (Fengel dan Wegener, 1984).

Adanya lignin pada struktur kristal selulosa jaringan tanaman,
membatasi hidrolisis selulosa oleh enzim ataupun secara asam, Perla-
kuan fisik seperti pengecilan ukuran atau perlakuan kimiawi seperti

penggunaan asam dan basa, merupakan perlakuan pendahuluan yang
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biasa dilakukan dalam proses delignifikasi limbah pertanian sebelum
mermasuki p‘roses‘ hidrolisis bahan lignoselulosa (Gumbira-Sa’id ef al.,

1694).
TANDAN KOSONG KELAPA SAWIT

Tandan kosong kelapa sawit, diperoleh dari tanaman kelapa sawit
(Elaeis guineensis JACQ) yang termasuk famili Palmae, subklas Monocoryle-
donae, klas Angiospermae, subdivisi Pteropsida dan divisi Tracheophyta (Naiba-
ho, 1992). Pemanenan kelapa sawit biasanya dilakukan pada umur tiga sampai
empat tahun setelah masa tanam. Setiap hektar ditanami sekitar 144 pohon dan
setiap pohon menghasilkan sampai enam tandan buah. Bobot setiap tandan
berkisar 5 - 30 kg (Aritonang, 1986). Menurut Naibaho (1992), setiap tandan
mengandung kelapa sawit sekitar 62 - 70 persen buah. Sisanya 30 - 38 persen
adalah tandan kosong yang merupakan limbah yang belum dimanfaatkan secara
optimal.

Komposisi terbesar di dalam tandan kosong kelapa sawit adalah serat
yang terdiri atas selulosa, hemiselulosa dan lignin. Selulosa merupakan polimer
karbohidrat yang terdapat pada dinding pertama dan kedua sel tanaman. Selu-
losa juga merupakan komponen utama bahan lignoselulosa, selain lignin dan
hemiselulosa. Komposisi TKKS hasil penelitian Pratiwi ef al. (1988) dan Azemi

et al. (1994), disajikan pada Tabel 1.




Tabel 1. Komposisi tandan kosong kelapa sawit

Komponen Komposisi (%)
A B
Selulosa 36.8 40.0
Hemiselulosa 27.0 24.0
Lignin 15.7 21.0
Kadar abu dan Jain-lainnya 6.0 15.0

A = Pratiwi ef al. (1988)
B = Azemi et al. (19%4)

KULTIVASI MEDIA PADAT (KMP)

Kultivasi media padat (KMP) merupakan sistem kultivasi dengan
menumbuhkan mikroorganisme pada substrat padat secara terkontrol dengan
tujuan untuk kemaslahatan manusia (Gumbira-Sa’id, 1992a). Istilah ini pada
dasarnya menggantikan istilah fermentasi media padat yang secara ilmiah
merupakan istilah yang salah kaprah. Fermentasi merupakan istilah baku
dalam fisiologi mikroorganisme secara anaerobik sedangkan kultivasi media
padat'pada umumnya dilakukan pada keadaan aerobik.

KMP dapat didefinisikan sebagai sebuah sistem dengan partikel
matrik padat, fasa cairan yang terikat dengannya dan gas-gas yang terperang-
kap di dalam partikel. Besaran fisika dari sistem tersebut seperti potensial
air, kapasitas penahan air yang dapat digunakan sebagai indeks dari aerasi dan
densitas kamba, menolong untuk mendefinisikan tipe dari kultivasi tersebut
{Gumbira-Sa’id, 1992b).

Pada dasarnya aplikasi proses KMP telah dipergunakan selama

beberapa abad, terutama untuk makanan dan minuman, lama sebelum pengeta-

13
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huan mikrobiologi dan biokimia dimengerti. Pada saat ini tiga tipe proses
yang telah dikembangkan digunakan pada penerapan yang berbeda seperti (1)
fermentasi makanan oriental (2) pematangan keju dan (3) pengomposan
(Gumbira-Sa’id, 1992b).

Pada saat ini KMP digunakan untuk memproduksi beberapa enzim,
makanan fermentasi dan mikotoksin. Dibandingkan dengan kultivasi media
cair konvensional, beberapa peneliti mengungkapkan keuntungan dari proses
tersebut dan juga kekurangannya. .Berdasarkan beberapa penelitian yang
dikembangkan oleh Gumbira-sa'id (1992b), keuntungan KMP adalah sebagai

berikut :

1. KMP menggunakan relatif sedikit air, bakteria yang dikenal membutuh-
kan konsentrasi air yang tinggi tidak dapat bertahan, sehingga banyak
sekali mengurangi permasalahan kontaminasi oleh bakieria,

2. Ukuran bioreaktor relatif lebih kecil dibandinngkan hasil produk, terutama
jika kondisi substrat lebih p;ekat,

3. Komposisi medium relatif sederhana dibandingkan dengan medium
sintetik,

4. Xondisi untuk pertumbuhan kapang sama dengan keadaan di alam bebas
dan kebanyakan pz‘osés tidak membutuhkan sterilisasi,

3. Produktivita§ lebih tinggi dibandingkan dengan media cair,

6. Pemisahan produk dapat lebih mudah, secara umum tidak membutuhkan
penyaringan karena produk terkonsentrasi dalam substrat dan dapat
dipergunakan secara langsung. Apabila dibutuhkan .untuk mengekstrak

produk, pelarut yang dibutuhkan lebih sedikit dibandingklan dengan
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media cair. Produk dapat langsung diberikan sebagai makanan ternak
dengan keberadaan substrat sisa atau produk organik,

7. Aerasi dilakukan melalui rongga diantara partikel substrat dan melalui
pencampuran,

8. Tidak menghasilkan limbah cair yang banyak dan limbah yang dihasilkan
hanya mempunyai sedikit COD dan BOD,

9. Peralatan yang digunakan tidak lebih rumit dari metoda konvensional,

Namun demikian terdapat beberapa kelemahan KMP (Gumbira-Sa’id,

1992b) yang antara lain adalah :

1. Mikroorganisme yang dapat digunakan sedikit, khususnya hanya yang
dapat tumbuh pada kelembaban yang rendah. Mikroorganisme tersebut
antara lain kapang, beberapa khamir dan Strepromyces,

2. Memerlukan banyak spora untuk inokﬁlasi. Hal ini membutuhkan banyak
air dan dapat menyebabkan kontaminasi dan produksi mikotéksin,

3. Permasalahan penggandaan skala terjadi akibat kesulitan pengukuran
panas dan transfer massa serta proses kontrol,

4. Xontrol proses berkenaan dengan pH, kelembaban, aktivitas air, pasokan
oksigen, kadar CO, dan sebagainya lebih sulit. Variabel-variabel proses

sulit diukur,
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RANCANG BANGUN SISTEM KULTIVASI MEDIA PADAT

Kesulitan dalam melakukan pengukuran variabel-variabel kunci dalam
proses percobaan KMP menghambat perkembangan KMP dibandingkan
dengan perkembéngan yahg terjadi pada kuitivasi kultur terendam. Kebera-
daan padatan yang dapat mencapai 60 persen dari campuran substrat serta
keragaman media menghambat penentuan kadar biomassa, konsentrasi nutrien
dan bahkan nilai-nilai pH, RH, dan suhu yang tepat (Moo-Young er al., 1983
di dalam Gumbira-Sa’id, 1992).

Rancang bangun bioreaktor kultivasi media padat seyogyanya meme-
nuhi ciri-ciri sebagai berikut : (1) Kapésitas bioreaktor harus memungkinkan
studi variabel-variabel yang tidak dapat dilaksanakan pada skala kecil (laju
2aerasi, pengaruh ketebalan lapisan substrat, atau banyaknya muatan substrat,
pengumpulan panas dan lain-lain), (2) Alat-alat untuk pemantauan dan pe-
ngontrolan parameter-parameter pH, G,, CO,, RH dan a,, harus diadaptasikan
dengan baik (Gumbira-Sa’id, 1992). Untuk KMP pada skala pilot plan,
Durand ef al. (1988) menekankan bahwa rancang bangun harus dapat diguna-
kan untuk penggandaan skala sampai satu ton dan penanganan bahan harus
bersifat sederhana.

Berbagai jenis bioreaktor pengayaan protein bahan-bahan berpati yang
digunakan padah umumnya adalah dari jenis bioreaktor baki yaitu kultur dalam
nampan dan bioreaktor kolom. Trevelyan (1974) di dalam Gumbira-Sa'id
(1992a) menggunakan desikator sebesar 6.2 liter sebagai suatu bioreaktor
sederhana dimana lubang pengeluaran bioreaktor ditutup dengan kapas, se-

hingga udara dapat berdifusi ke dalam bioreaktor. Raimbault ef al. (1980)
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juga merancang bangun suatu bioreaktor yang merupakan suatu modifikasi
dari blender pembuat roti komersial dengan kapasitas 10 kg.

Aerasi dilaksanakan dengan melalukan udara lembab melalui dasar
bejana. Suatu sistem pengontrol sederhana menggunakan sensor-sensor se-
derhana dilengkapi untuk mempertahankan kondisi yang cocok untuk pH,
kadar air dan suhu. Sistem kontrol tersebut diaktivasi dengan sensor suhu
dimana sensor térsebﬁt dépat mencapai sﬁhu yang telah ditentukan sebelum-
nya. Bioreaktor dapat memproduksi sejumlah produk pakan yang cukup
untuk percobaan pengumpanan pada ternak-ternak monogastrik.

Bioreaktor tipe baki atau Kultur dalam nampan memiliki beberapa
keuntungan antara lain (1) bioreaktor memungkinkah studi variasi kedalaman
unggun tanpa mengubah alir gas, (2) bioreaktor memungkinkan pengukuran
suhu dan komposisi gas pada kedalaman yang berbeda dengan gangguan
sekecil mungkin pada kultur, dan (3) bioreaktor memungkinkan pengukuran
konsentrasi dan gradien suhu pada arah aksial searah dengan arah alir gas
(Gumbira-Sa’id, 1992b).

Daubrese ef al. (1987) di dalam Gumbira-Sa’id (1992b), menyatakan
bahwa suatu bioreaktor skala pedesaan dapat menggunakan suatu bejana
sebesar 200 liter dengan beberapa lubang pembukaan di sisinya dan sebuah
tutup untuk ventilasi, Bioreaktor tersebut untuk menangani baki setebal lima
sentimeter dimana 6 - 9 baki dapat disimpan sekaligus. Ventilasi dilengkapi
dengan perforasi pada dinding bioreaktor, sedangkan kelembaban bioreaktor
dipertahankan dengan menambahkan air pada dasar bioreaktor. Bioreaktor
baki memungkinkan studi KMP dengan muatan banyak.
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MEKANISME HIDROLISIS BAHAN LIGNOSELULOSA

Menurut Reese ef al., (1950) di dalam Enari (1983), terdapat dua
tahapan kerja enzim selulase dalam menghidrolisa selulosa. Tahap pertama
adalah tahap aktifasi untuk enzim non hidrolisis (C1) dan tahap kedua adalah
tahap hidrolisis dari selulosa yang telah diaktifasi oleh enzim hidrolisis (Cx).

Secara umum model hipotesis hidrolisis tersebut adalah sebagai berikut :

Cl

Selulosa alam —=p Selulosa reaktif -E
Cx

*
Molekul kecil, larut, dapat masuk ke dalam sel,
[glukosaln = 1- 6.

Gambar 4. Model hipotesa hidrolisis enzimatik (konsep C1/Cx) (Reese et
- al., 1950 di dalam Enari, 1983).

Berdasarkan hal diatas, maka mikroorganisme yang mampu tumbuh
pada selulosa kristal akan membentuk enzim Cl, sedangkan yang hanya
mampu mendegradasi selulosa yang tersubstitusi, misalnya karboksimetil
selulase akan kekurangan enzim tersebut dan hanya memproduksi enzim Cx.
Pada proses hidrolisis enzimatik selulosa oleh enzim selulase, sebénarnya
terdapat tiga macam enzim yang terlibat. Ketiga enzim tersebut adalah
selobiohidrolase, endoglukanase dan f-glukosidase. Setiap enzim selulosa
dari mikroorganisme yang berbeda, hampir pasti mengandung ketiga jenis
enzim tersebut. Enzim yang dihasilkan oleh setiap kapang mempunyai

kemampuan yang berbeda dalam mendegradasi substrat.
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Pada susbtrat yang teratur sinergisme antara selobiohidrolase dan
endoglukanase sangat tinggi, tetapi sebaliknya pada substrat amorf, pada
substrat yang telah dikembangkan dengan asam, serta tidak ada pada substrat
yang telah disubstitusi dan larut seperti CMC, Menurut Enari (1983), meka-
nisme hidrolisis selulosa secara lebih jelas terlihat pada Gambar 5, dimana
endoglukanase mervpakan penentu kecepatan aktifitas enzim secara keseluru-
han.

Enzim endoglukanase (Cx) menyerang bagian amorf dari serat selulosa
sehingga membuka jalan bagi enzim selobiohidrolase (C1). Selobiohidrolase
membebaskan unit selobiosa dari ujung-ujung non-reduksi rantai selulosa.
Kerja sama kedua enzim dikarenakan substrat dari selobiohidrolase terbentuk
akibat kerja enzim endoglukanase. Enzim (-glukosidase menghidrolisis

selooligosakarida dan selobiase menjadi glukosa.
MIKROORGANISME PENDEGRADASI LIGNOSELULOSA

Sejumlah mikroorganisme dapat tumbuh pada bahan-bahan lignoselulo-
sa. Mikroorganisme menghasilkan beberapa jenis enzim, dan dengan enzim
tersebut, mikroorganisme dapat menghidrolisa bahan lignoselulosa untuk
media pertumbuhannya. Sejumlah kapang seperti Trichoderma w‘ridé, Neu-
rospora sitophila, Penicillium funiculosum dan Chrysosporium lignorum dapat
menghasilkan enzim selulase yang dapat menghidrolisa bahan-bahan lignose-
lulosa dan meningkatkan kandungan protein bahan tersebut (Frazier, 1967 ;

Fardiaz, 1989).
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Endoglukanase (Cx) menyerang bagian amorf dari selulosa sehingga
membuka jalan bagi enzim selobiohidrolase (C1).

Selobichidrolase membebaskan unit selobiosa dari ujung-ujung non-
reduksi rantai selulosa.

Kerjasama diantara kedua enzim disebabkan karena substrat baru dar
selobiohidrolase terbentuk akibat kerja enzim endoglukanase.
B-glukosidase menghidrolisis selooligosakarida dan selobiosa menjadi
glukosa. :

v oo wop

Gambar 5. Mekanisme hidrolisis selulosa dengan enzim selulase (Enari,
1983). '
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Mikroorgﬁnisme yang termasuk White rot fungi sepertt Phanerochaeta
crysosposrium dan Pleurotus sajor-caju mempunyai kemampuan yang tinggi
untuk mendegradasi lignin sehingga dapat meningkatkan kandungan protein
bahan lignoselulosa. Pleurotus sajor-caju mempuyai kemampuan meningkat-
kan kandungan protein bahan lignoselulosa sebesar 41.7 persen dari kandu-
ngan awal (Dinesh er al., 1994). Beberapa jenis mikroorganisme lain yang
potensial untuk proses degradasi bahan lignoselulosa antara lain Fusarium sp,

Polyporus sp, Mycothecium, Eupenicillium sp dan lain-lain.
1. Neurospora sitophila

Neurospora sitophila merupakan mikroorganisme yang dikenal
sebagai kapang roti merah. Hal ini dikarenakan kapang tersebut
sering menyebabkan kerusakan pada roti. Miselia Neurospora sito-
phila berbentuk septat dan mempunyai jaringan pernafasan yang bebas
sepanjang tepi miselianya (Frazier, 1967). Pertumbuhan kapang
berlangsung lambat pada 12 jam pertama, kemudian diikuti dengan
pertumbuhan miselia yang lebih cepat dan perkembangan cita rasa
pada oncom merah. Spora kuning oranye berkembang antara 24 - 48
jam (Van Veen ef al., 1968). Gambar 6 memperlihatkan penampakan

Neurospora sitophila.
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Konidia

— Konifiofora

Gambar 6. Penampakan Neurospora sitophila

N. Sitophila merupakan kapang yang termasuk dalam sub divisi
Eumycophyta, klas Ascomycetes, ordo Sphriales dan famili Sordoria-
ceae. Kapang tersebut mudah menyebar dan berkembang biak secara
cepat terutama dengan cara aseksual biasanya ditemukan pada tingkat
konidia, Spora seksualnya jarang ditemui karena hanya dibuat dalam
jumlah sedikit (Alexopoulus dan Mims, 1973).

Kapang N. Sitophila dikenal sebagai kapang oncom merah,
karena kultur kapang yang diturunkan dari oncom merah menunjukkan
ciri-ciri sebagai N. Sitophila (Dwijoseputro, 1961). Jika ditumbuhkan
pada oncom merah atau ampas tahu, kapang tersebut dapat menurun-
kan kadar total dietary fiber sebesar 26.16 persen dan hemiselulosa
sebesar 93.01 persen. Bila ditumbuhkan pada selulosa maka akan
dihasilkan enzim S-glukosidase.

Komposisi kimia medium untuk pertumbuhan dalam kultur
minimum adalah sukrosa sebagai sumber karbon dan KNO; sebagai

sumber nitrogen. Garam anorganik dan biotin termasuk elemen yang
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sangat sedikit diperlukan. Alexopoulos dan Mims (1979) menjelaskan

bahwa medium tersebut bérguna merangsang reproduksi seksual.
Nilai pH pertumbuhan awal medium adalah 4.5 menyebabkan kapang
tumbuh dengan baik, Demikian juga jika ditambahkan tapioka seba-

nyak satu persen ke dalam medium pertumbuhannya.
Trichoderma viride

Kapang Trichoderma viride mempunyai ciri-ciri umum miselia
berseptat, bercabang banyak, konidiospora berseptat dan cabang yang
paling uj‘ung Aberfungsi sebagai sterigma, Konidia berwarna hijau
cerah bergerombol menjadi satu membentuk bola dan berkas-berkas
hifa yang berwarna putih terlihat menonjol jelas diantara konidiospora
(Frazier dan Westhoff, 1983). Gambar 7 memperlihatkan penampakan

Wch'odema viride.

Gambar 7. Penampakan Trichoderma viride
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T. viride merupakan species yang paling banyak dijumpai
diantara g'enuénya; Genus Trichoderma termasuk dalam famili Moni-
liaceae, ordo moniliales dan klas Jungi imperfecti (Pelczar dan Reid,
1974). Isolasi T. viride dapat diperoleh dari tanah yang sedang aktif
dalam proses dekomposisi selulosa, Selain menghasilkan enzim
selulosa yang sangat efisien, 7. viride juga menghasilkan antibiotik
yang cukup efektif (Pelczar dan Reid, 1974). Keaktifan sifat selulo-
litik dari mikroorganisme penghasil selulosa selalu diukur berdasarkan
perbedaan tingkat keaktifan enzim selulase yang dihasikan oleh mikro-
organisme tersebut, dengan enzim yang digunakan.

Beberapa mineral dibutuhkan unktuk pertumbuhan kapang
diantaranya a_daiah Mg, Ca, Fe dan Zn. Mineral Fe dan Mn dapat
berfungsi sebagai penginduksi dan penambahan kombinasi mineral Fe,
Mn dengan Zn atan Co akan meningkatkan aktifitas enzim selulase
. yang dihasilkan sehingga proses hidrolisa bahan lignoselulsa dapat

lebih efisien (Fukuda et al., 1987).
Phanerochaete crysosporium

White rot fungi telah diketahui mempunyal kemampuan untuk
mendegradasi lignin. Phanerochaete crysosporium merupakan salah
satu jenis jamur putih atau white rot fungi yang mampu untuk mende-
gradasi lignin, berseptat dan pertumbuhan miselia adalah multinukleat.

Untuk menumbuhkannya, biasanya digunakan spora aseksual, tetapi
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dapat juga menggunakan siklus seksualnya untuk memproduksi basidi-
ospora (Burdsall dan Eslyn, 1974).

P.V crysosporium merupakan yang paling potensial diantara
semua jenis white rot fungi, termasuk dalam kelas Basidiomycetes.
Jamur ini menghasilkan ’oebés:apa jenis enzim bila ditumbuhkan pada
bahan lignoselulosa. Enzim ligninase, selulase, xilanase dan beberapa
enzim turunannya merupakan enzim terbesar yang dihasilkan.

Beberapa peneliti memberi nama berbeda untuk P. crysospo-
rium yaitu, Crysosporium pruinossum, Sporotricum pulvereulentum,
8. pruinossum, C. lignorym dan sebagainya. Kebanyakan tumbuh
pada kayu daun lebar dan banyak terdapat dan dikembangkan di
negara-negara Skandinavia dan Asia Tengah serta Eropa Timur (Burd-
sall dan Eslyn, 1974).

P. crysosporium potensial untuk mendegradast lignin dan
selulosa Karena beberapa hal yaitu memproduksi banyak spora aseksual
sehingga memudahkan pertumbuhannya, bersifat termotoleran yaitu
dapat tumbuh pada kisaran suhu 25 - 50°C. Suhu. optimal adalah 39 -

45°C, Selain hal tersebut, P. crysosporium juga mampu bertahan
pada media campuran dan tidak mudah untuk terkontaminasi serta
bersifat kompetitif dengan mikroorganisme lain (Erikson dan Petter-

son, 1972).
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AKTIFITAS ENZIM PENDEGRADASI LIGNOSELULOSA

Enzim pendegradasi bahan lignoselulosa dikelompokkan menjadi tiga
golongan yaitu enzim pendegradasi selulosa, pendegradasi lignin dan pende-
gradasi hemiselulosa. Pada umumnya ketiga jenis enzim di atas dapat dihasil-
kan secara bersamaan atau bertahap dari suatu sistem produksi enzim ligno-
selulase.

Menurut Enari (1983), semua enzim selulolitik dapat memutuskan
ikatan 8-1,4 glikosida. Perbedaan dari setiap enzim terletak pada kespesifikan
struktur di sekeliling substrat. Perbedaan antara endoglukanase dan selobiohi-
drolase bersifat relatif karena keduanya mampu memutuskan ikatan $-1,4
glikosida dari selulosa amorf.

Pengujian aktifitas enzim di atas akan sulit dilakukan bila substrat yang
digunakan alami. Hal ini dikarenakan metoda kerja enzim yang sinergistik.
Untuk mengetahui aktifitas enzim secara spesifik, beberapa cara digunakan

seperti terdapat pada Tabel 2.

Secara umum, empat macam pengujian aktifitas enzim selulosa selalu
digunakan yaitu a'.ktiﬁtas tbtai, endoglukanase, selobiohidrolase dan 3-glukosi-
dase. Pengukuran aktifitas total selulase adalah untuk mengetahui aktifitas
gabungan enzim yang menghidrolisia bahan selulosa dan menghasilkan glu-
kosa sebagai produk akhir, Aktifitas ini menggambarkan pengaruh kerja
sinergisme antar beberapa enzim dan menujukkan mutu Kualitatif enzim
tersebut (Enari, 1983 ; Tsao et al., 1978).

Pengukuran aktifitas endoglukanase adalah untuk mengetahui aktifitas

enzim pertama yang menjadikan selulosa menjadi reaktif. Substrat yang
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umum digunakan adalah karboksimetil-selulase (CMC). Waktu hidrolisis
menentukan tingkat aktifitas yang dihasilkan, dan hal tersebut dipengaruhi
oleh konsentrasi enzim, serta derajat substitusi CMC, disamping juga kepe-
kaan pereaksi penentu gula pereduksi (Lindner ef al., 1983).

Aktifitas selobiohidrolase diukur dengan substrat selulosa mikrokrista-
lin. Pengukuran ini untuk mengetahui tingkat aktifitas enzim yang akan
membuka ujung rantai baru substrat selulosa dan menghasilkan substrat baru
yang akan dihidrolisis oleh enzim endoglukanase. Enzim tersebut berpenga-
ruh juga terhadap enzim B-glukosidase untuk menghidrolisis selulosa reaktif
menjadi glukosa. Karena pengaruh endoglukanase dan -glukosidase ini,
maka pengujian aktifites enzim selobiohidrolase yang sebenarnya, dari filtrat
enzim sulit unfuk diperoleh. Dan pada kebanyakan penelitian enzim lignose-
lulase, pengujian enzim selobiohidrolase jarang dilakukan (Enari, 1983).

Penentu utama keberhasilan hidrolisis selulosa adalah enzim §-gluko-
sidase. Hal ini dikarenakan enzim ini merupakan penentu aktifitas enzim
lainnya dan merupakan inhibitor bagi enzim lain. Enzim @-glukosidase
menghidrolisa selobiosa dan selooligosakharigia menjadi glukosa. Substrat
untuk pengujian yang umum digunakan adalah salisin (saligenin-g8-D-glukano-

piranosida) dan p-nitrofenil-B-D-glikosida (Breuil et al., 1986).
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Tabel 2. Cara pénenfuan 'aktifitas kelompok enzim selulase (Enari, 1983).

Aktifitas Enzim

Substrat

Produk terukur

Total selulase

Aksi sinergistik dari
selobiohidrolase dan
endoglukanase

Endoglukanase

Selcbiohidrolase

B-glukosidase

selulosa kristal
- kapas
- avicel
- kertas saring

- kapas

- avicel

- hidroselulosa
- dyed avicel
- dyed kertas
saring

CMC dan HEC

- kapas
- avicel
- selulosa amorf

- selobiosa

- p-nitrofenil g-D-
glukosa

- salisin

- gula
pereduksi
- glukosa

- gula
pereduksi
- penurunan

bobot
- penurunan
0D

- warna dari oligo
sakarida terlarut

- gula
pereduksi

- penurunan
viskositas

- gula
pereduksi

- glukosa

- p-nitrofenil

- saligenin




ITl. METODOLOGI PENELITIAN

BAFAN DAN ALAT

Bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah limbah tandan kosong
kelapa sawit yang diperoleh dari pabrik pengolahan kelapa sawit (PKS) Kerta-
jaya PTP XI, Malingping kabupaten Lebak, daerah Banten selatan, Kultur
mikroorganisme yang digunakan adalah kapang Trichoderma viride, diperoleh
dari laboratorium mikrobiologi pangan (TPG), yang diisolasi dari tanah dan
Neurospora sitophila yang diisolasi sendiri dari tandan kosong kelapa sawit
terdekomposisi. White rot fungi jenis Phaneroc}zqete crysosporiunt, diperoleh
dari Pusat Antar Universitas Bioteknologi ITB, Bandung.

Bahan-bahan kimia yang digunakan diantaranya adalah medium pertum-
buhan potato dextrose agar (PDA), yeast extract (diffco), (NH,),50,, H;BO;,
KH,PO,, MgSO,.7H,0, CaCl,, FeCl,, ZnSQ,.7H,0, Urea, (NH,):M0,0y,.-
4H,0, CuSO,, MnCl,.4H,0, NaOH, pepton dan bahan-bahan kimia untuk
analisis sampel.

Peralatan yang digunakan dalam penelitian ini adalah bioreaktor multipel
mini dari tabung yang ditempatkan dalam inkubator model nampan atau baki
berbentuk paket mini berganda, thermometer, pipa-pipa, aerator, alat-alat gelas
(seperti erlenmeyer dan gelas piala), homogenizer, timbangan, inkubator,

penggiling dan sebagainya.
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METODA PENELITIAN

Metoda dan rencana kerja penelitian dibagi menjadi beberapa tahapan

yaitu penyiapan bahan, penyiapan bioreaktor dan inkubator, perbanyakan kultur,

penyiapan medium, proses kultivasi dan analisis sampel. Sampel diambil setiap

6, 12 dan 24 jam selama proses kultivasi 96 - 144 jam untuk kapang dan 192

jam untuk white rot fungi. Analisis sampel yang dilakukan meliputi pH, kandu-

ngan protein terlarut, kandungan selulosa dan lignin, kandungan hemiselulosa,

aktifitas enzim kasar, dan kandungan gula pereduksi.

1.

Penyiapan Bahan

TKXS digiling dengan ukuran 20, 40, dan 60 mesh dan dilanjut-
kan dengan pengayakan. Untuk perlakuan KMP dengan delignifikasi
bahan, maka proses delignifikasi dilakukan dengan NaOH dengan kon-
sentrasi 0.15 kg NaOH/Kg bahan. Delignifikasi dilakukan dengan
autoklaf ;ﬁada suhu 121 °C selama 30 menit. Bahan dicuci dan dikering-

kan kemudian digunakan sebagai sumber karbon untuk kultivasi.
Penyiapan Bioreaktor dan Inkubator

Bioreaktor disiapkan dan ditempatkan dalam inkubator model
kultur dalam nampan. Bioreaktor dibuat dari modifikasi tabung plastik
mika dengan diameter 6.2 cm dengan tinggi 9.2 cm, dengan diberi
lubang disekelilingnya untuk keperluan aerasi dengan diameter 0.5 cm.
Pada inkubator, tedapat beberapa baki dan bioreaktor dari tabung terse-

but ditempatkan diatas baki atau nampan yang telah dilubangi dengan
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diameter lubang kurang lebih 0.2 - 0.3 ¢cm.  Sistem aerasi dibuat konti-
nyu dengan menggunakan dua aerator. Gambar ringkas biorekator dan

profil inkubator dapat dilihat pada Gambar 8.
Penyiapan Kultur

Kultur mikroorganisme diperbanyak dengan media PDA pada
beberapa tabung reaksi untuk stok cadangan. Mikroorganisme disegar-

kan kembali daa digunakan untuk KMP setelah umur § -6 hari.

19.8 cm

bioreaktor

k4
nampan

bioreaktor G |

Gambar 8.  Profil bioreaktor mini berganda model kultur dalam nam-
pan.
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Penyiapan Medium

Medium fermentasi adalah serbuk TKKS dan bahan-bahan kimia
lainnya yang sesuai dengan mikrorganisme yang digunakan. Medium
disterilkan dengan autoklaf pada 121 °C selama 15 menit. Setelah

didinginkan, medium tersebut telah siap untuk diinokulasi.
Proses Kultivasi

Pada proses kultivasi, masing-masing bioreaktor diisi sebanyak 8
- 10 gram substrat dan larutan nutrien sehingga kandungan air (w/v)
'me.h.capai 65 - 70 persen, dicampurkan secara merata. Media yang telah
disterilkan diinokulasi dengan 2 mililiter inokulum cair (inokulum me-
ngandung sekitar 2.6 x 10° - 3.4 x 10° spora). Kultivasi dilakukan dalam
bioreaktor mini berganda pada inkubator model kultur dalam nampan
selama 96 - 144 jam jika menggunakan kapang, dan 192 jam jika meng-
gunakan white rot fungi. Setiap 6 - 12 dan 24 jam dilakukan pehgambi-
lan sampel. Kondisi kulﬁvasi untuk kapang adalah suhu 30 + 2 °C
dengan pH awal 5.0. Pengontrolan suhu dilakukan dengan menggunakan
dua buah lampu berkekuatan 5 watt. Kandungan air substrat _(w/v) 65 -
70 persen dengan RH sékitar 88 - 92 persen. Kondisi kultivasi untuk P.
crysosporiym dalam inkubator adalah suhu 33 £ 3 °C. Pengontrolan
suhu dilakukan dengan menggunakan dua buah lampu berkekuatan 25
watt. Sedangkan pada KMP dalam erlenmeyer, suhu yang digunakan

adalah suhu kamar.
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Analisis Sampel

Analisis sampel meliputi pH selama kultivasi, kandungan protein
terlarut, kandungan selulosa, kandungan lignin dan kandungan hemiselu-
losa, kandungan gula péreduksi_dan aktifitas enzim kasar yang dihasil-
kan. Prosedur analisis dapat dilihat pada Lampiran 5. Secara umum

diagram alir prosés kultivasi media padat dapat dilihat pada Gambar 8.
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Penggilingan

U

Pengayakan
20, 48, &0 mesh

|

Tanpa
Delignifikasi

Delignifikasi
NaCH 2.15 kg/kg

) 4
A

Substrat/

Inokulum Hedia

Nutrien

pmm=tem-y

I Samwpiing i
|

pH
Aktifitas Enzim
Kandungan protein
Gula pereduksi
Kandungan selulosa
Kandungan Lignin
Kandungan Hemiselulos

Gambar 9, Diagram alir proses kultivasi media padat pada penelitian ini.




IV. HASIL DAN PEMBAHASAN

Substrat Tandan kosong kelapa sawit yang digunakan pada penelitian ini,
mengalami perlakuan pengecilan ukuran dengan penggilingan.  Serbuk hasil
penggilingan selanjutnya mengalami pengayakan dengan ukuran 20, 40 dan 60 mesh.
Hasil analisis proksimat TKKS secara umum, berdasarkan penelitian terdahulu

disajikan pada Tabel 3.

Tabel 3. Komposisi Tandan Kosong Kelapa Sawit Sebagai Substrat untuk Proses

KMP".

Komponen Utama % Bahan Kering
Lignin ' 28.24
Selulosa 42.24
Hemiselulosa 22.39
Abu 6.90

“Wibowo (1994).

Berdasarkan data diatas, terlihat bahwa komponen tertinggi TKKS adalah
selulosa (42.24 persen), Hasil analisa tersebut berbeda dengan hasil penelitian yang
dilakukan oleh Pratiwi et al. (1988) dan penelitian lebih baru yang dilakukan oleh
Azemi et al. (1994). Adanya perbedaan di atas diduga karena disebabkan oleh
karakteristik TKKS yang dianalisa berbeda. Menurut Naibaho (1992), karakteristik
TKXS ditentukan atas dasar umur pohon sawit, umur panén, mutu buah atau tandan
yang dipanen, varietas kelapa sawit dan kondisi lingkungan dimana kelapa sawit

tersebut tumbuh.
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DELIGNIFIKASI TKXS

Proses delignifikasi dilakukan mengunakan metode Moo-Young er al.
(1994). Delignifikasi dilakukan dengan cara basa dimana konsentrasi NaOH
yang digunakan adalah 0.15 kg/kg substrat dalam volume satu liter. Tujuan
delignifikasi adalah untuk menghilangkan atau mengurangi kandungan lignin
serta membuka jalan bagi ikatan selulosa kristal, sehingga diharapkan
mikroorganisme akan dapat lebih mudah menggunakannya sebagai substrat.
Delignifikasi dengan NaOH menyebabkan ikatan yang terbentuk antara lignin
dengan polisakarida terbuka, sehingga pemanfaatan selulosa untuk kapang
menjadi lebih mudah. Kandungan selulosa yang tinggi akan mempercepat
mikroorganisme mengeluarkan enzim selulase untuk  keperluan
pertumbuhannya.  Hasil analisis komponen terbesar TKKS setelah

delignifikasi disajikan pada Tabel 4.

Tabel 4.Hasil analisis komponen terbesar TKKS setelah delignifikasi.® _
% Bahan Kering Il

Komponen Terbesar TKKS

A B C
Selulosa 63.13 52.16 57.11
Lignin - i 12.57 9.63 13,65
Hemiselulosa 20.71 15.96 13.93

* Keterangan : A = ukuran partikel substrat 20 mesh, B = 40 mesh, C =
60 mesh

Dari data di atas, terlihat bahwa terjadi variasi kandungan komponen

TKKS setelah mengalami delignifikasi. Kandungan selulosa tertinggi
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diperoleh pada uimraﬁ suﬁstrat 20 mesh dan hal ini dimungkinkan karena pada
ukuran tersebut selulosa masih berukuran lebih besar dibandingkan dengan
yang lain sehingga pada saat akhir pencucian setelah delignifikasi hanya lignin
yang tercucl.

Dari proses tersebut diketahui bahwa faktor ukuran partikel untuk
proses delignifikasi juga berpengaruh terhadap hasil delignifisat yang
diperoleh. Diantara ketiga komponen lignoselulosa, hemiseluloéa merupakan
bagian yang paling mudah larut. Dari struktur mikrofibril selulosa yang
diajukan oleh Cowling dan Kirk (1976), diketahui bahwa molekul
hemiselulosa terdapat di bagian luar dari bagian mikrofibril selulosa, sehingga
hemiselulosa merupakan, sumber karbon yang lebih dulu digunakan oleh
kapang. Chahal (1985) menyatakan bahwa hemiselulosa digunakan lebih awal
sebagai sumber karbon dibandingkan dengan selulosa pada produksi enzim
selulase dengan kapang T. reesei.

Komposisi serbuk TKKS hasil deliignifikasi tersebut di atas dijadikan
sebagai acuan untuk menentukan penurunan lignin, selulosa dan hemiselulosa
selama kultivasi. Waktu pengambilan sampe! dilakukan pada saat dimana
aktifitas enzim rata-rata dan kandungan gula pereduksi mencapai nilai
tertinggi.

Proses sterilisasi yang diterapkan terhadap substrat, diduga akan dapat
merubah sifat lignin dan menurunkan derajat kristalisasi selulosa, sehingga
substrat lebih mudah dimanfaatkan oleh kapang. Menurut Fan dan Lee
(1983), pemanasan bahan lignoselulosa dengan menggunakan uap selain dapﬁt

meningkatkan luas permukaan dan ukuran pori-pori substrat, juga dapat
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menyebabkan terjadinya degradasi sebagian dari selulosa dan depolimerisasi
hemiselulosa yang semuanya akan berpengaruh positif terhadap hasil

biodegradasi dari aktifitas enzim yang dihastlkan.

KMP MENGGUNAKAN KAPANG Trichoderma Viride

1. Substrat TKKS Didelignifikasi
a. Kandungan Gula Pereduksi dan Protein Terlarut

Pola perubahan milai pH, kandungan gula pereduksi dan
protein terlarut dalam enzim selama kultivasi menggunakan 7. viride,
dengan substrat TKKS didelignifikasi disajikan pada Gambar 10.
Penurunan nilai pH selama kultivasi, terjadi karena kapang T. viride
menghasilkan asam selama proses. Nilai pH terendah dicapai pada
jam ke 90 - 96 pada KMP dengan substrat TKKS 60 mesh yaitu
mencapai pH 4.04. Nilai pH awal yaitu pH nutrien pada saat
sebelum pencampuran dengan substrat TKKS ditetapkan 5.0. Tetapi
telah setelah peﬁcampuran pH berubah menjadi 6.4, terjadi perubahan
pH dari 5.0 yaitu pH nutrien menjadi sekitar 6.4, Hal tersebut
disebabkan karena TKKS mempunyai sifat basa, karena menurut
Naibaho (1992) dilaporkan bahwa kandungan kalium pada TKKS

sangat tinggi.
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pH Kandungan gula dan protein {mg/ml)
8 25
50 Mesh] .
T H20
6 »
<15
4 o
k3 = = =10
- +
2r + + > +5

0 12 24 as 48 60 72 84 96
Waktu Kultivasi (jam)

——pH 7 Gula pereduksi —*— Protein terlarut

Gambar 10. Pola perubahan nilai pH, kandungan gula pereduksi
dan protein terlarut selama KMP menggunakan T.
viride dengan susbtrat didelignifikasi.
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Selama kultivasi terjadi peningkatan akumuiasi kandungan
gula pereduksi dan protein terlarut dalam enzim. Kandungan gula
tertinggi (16.17 mg/ml) diperoleh pada jam ke 48 pada subtrat 40
mesh, sedangkan kandungan protein terlarut dalam enzim tertinggi
(30.59 mg/ml) diperoleh pada jam ke 84 pada substrat 60 mesh.

Pada substrat 20 dan 40 mesh, kandungan gula pereduksi
menurun dari jam ke 60 sampai mendekati konstan. Hal ini diduga
gula-gula yang terbentuk selama KMP, digunakan kembali untuk
proses pertumbuhan kapang pada saat gula tidak terbentuk lagi,
karena aktifitas katalitik enzim yang dihasilkan mulai menurun. Gula
ferbentuk karena terjadi proses hidrolisa selulosa menjadi glukosa oleh
~enzim selulase.

Pada substrat TKKS ukuran 60 mesh, peningkatan kandungan
gula pereduksi terjadi sampai jam ke-84 dan setelah itu menurun.
Faktor ukuran partikel, dimana partikel substrat lebih kecil, maka
enzim lebih mudah untuk melakukan hidrolisa secara lebih stabil
(Tanaka et. al., 1988). Produksi gula selama reaksi hidrolisis bersifat
tidak linier, karena sebagian besar substrat dihidrolisa pada awal
kuitivasi: Peﬁingkatan kandungan protein terlarut dalam enzim terjadi
sampai jam ke-48 (26.2 mg/ml) dan setelah itu cenderung konstan.
Hal ini diduga protein terlarut dalam enzim telah mencapai fase

konstan.
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b. Aktifitas Enzim

Pada pengukuran aktifitas kelompok enzim selulase,
kecenderungan peningkatan aktifitas enzim disajikan pada Gambar 11.
Aktifitas enzim endoglukanase menunjukkan yang tertinggl
dibandingkan dengan enzim §-glukosidase dan total selulase. Hal ini
dikarenakan enzim endoglukanase merupakan enzim pertama yang
dihasilkan pada jalur metabolisme dan biosintesa enzim selulase.
Selain itu tingginya nilai aktifitas enzim endoglukanase juga
disebabkan substrat untuk pengujian aktifitas enzim tersebut
merupakan substrat selulosa yang dapat larut dengan ukuran partikel
serbuk yaitu karboksimetil selulase, sehingga lebih mudah dihidrolisa
menjadi glukosa. Kepekaan suatu pengujian enzim ditentukan oleh
kelinieran hubungan antara waktu inkubasi dengan produk yang
dihasilkan dart reaksi antara enzim dengan substrat.  Dengan
demikian sebaiknya waktu inkubasi yang digunakan bagi suatu
pengukuran aktifitas enzim, adalah waktu inkubasi yang terdapat
pada daerah yang memberikan hubungan linier antara waktu inkubasi
dengan peredulsi yang dihasilkan (Irawadi, 1991)

Aktifitas endoglukanase tertinggi (7.7 1U/ml), diperoleh pada
jam ke-48 pada kultivasi menggunakan substrat 40 mesh. Aktifitas
enzim B—:glukosidése tertinggi (6.07 IU/ml) diperoleh pada kultivast
menggunakan substrat 20 mesh yang dicapai pada jam ke-60.

- Aktifitas FP-Ase tertinggi terjadi pada jam ke-54 yaitu pada kultivasi

menggunakan substrat 20 mesh dengan nilai 3.26 IU/ml.
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Gambar 11. = Pola perubahan nilai aktifitas enzim selama KMP
menggunakan T. viride dengan substrat didelignifikasi.
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Secara umum kecenderungan peningkatan aktifitas enzim
meningkat sampai jam ke-60 untuk substrat 20 dan 40 mesh, dan
selanjutnya mengalami penurunan setelah waktu tersebut. Sedangkan
pada substrat 60 mesh peningkatan aktifitas enzim hanya terjadi
sampai jam ke-36 dan selanjutnya cenderung konstan. Terjadinya
penurunan aktifitas enzim secara mendadak, adalah dimungkinkan
karena kondisi kultivasi padé saat tersebut kurang stabil. Beberapa
faktor yang mempengaruhi kestabilan proses KMP untuk produkst
enzim menurut Chahal ef. al. (1989) adalah variasi suhu dan RH.
Dari ketiga gambar di atas, dapat dilihat bahwa kultivasi dengan
substrat 60 mesh adalah yang paling stébil meskipun aktifitas enzim
yang dihasilkan tidak lebih baik dari yang lain. Jalur biosintesis
enzim tidak selalu berbanding lurus dengan pertumbuhan biomasa.
Hal ini dikarenakan enzim adalah metabolit sekunder yaitu metabolit
yang tidak diperlukan untuk pertumbuhan mikroorganisme.
Pertumbuhan bi(l)rnassa yang tinggi tidak selalu diikuti oleh
pembentukan enzim dengan aktifitas tinggi pula, karena akiifitas
enzim dipengaruhi oleh beberapa faktor diantaranya adalah kondisi

KMP, suhu dan pH substrat.
2. Substrat TKKS Tanpa Delignifikasi
a. Kandungan Gula Pereduksi dan Protein Terlarut

Pola perubahan nilai pH, kandungan gula pereduksi dan

protein terlarut dalam enzim selama kultivasi menggunakan T. viride




44
dengan substrat TKKS tanpa delignifikasi disajikan pada Gambar 12.
Dari gambar tersebut terlihat, bahwa kencenderungan nilai pH, secara
umum mengalami peningkatan. Peningkatan pH terjadi dikarenakan
telah terurainya lignin sebagai akibat dari pengecilan ukuran dan
selama kultivasi. Lignin yang merupakan polifenol dengan tiga jenis
turunan fenol yaitu sinamil alkohol, para-kumaril alkohol dan
koniferii‘ alkphoi, akan terurai dan ményebabkan substrat bersifat
basa. Sementara itu jumlah asam yang dihasilkan selama kultivasi
tidak sebanding dengan jumlah turunan fenol yang dilepaskan, karena
selulosa yang berhasil menjadi substrat untuk pertumbuhan hanyalah
selulosa amorf yang sedikit jumlahnya. Akibétnya pertumbuhan
menjadi tidak sebaik pada substfat yang didelignifikasi. Nilai pH
mengalami peningkatan setelah hari ke-2 dan selanjutnya cenderung
konstan. Peningkatan pH tersebut menjebabkan pertumbuhan kapang
terganggu, karena kapang T. viride tumbuh optimal pada pH 5.0
(Chahal et.al., 1985).

Peningkatan kandungan protein terlarut dalam enzim terjadi
setelah hari ke-0 sampai hari ke-2 dan setelah itu menurun, kecuali
untuk substrat 20 mesh. Kandungan protein tertinggi dicapai pada
hari ke-5 (94.95 mg/ml) pada subatrat 20 mesh. Pada ukuran partikel
substrat yang lebih kecil, kandungan protein terlarut dalam enzim
lebih sedikit. Hal tersebut diduga pertumbuhan biomassa yang lebih
baik pada ukuran partikel yang lebih kecil sehingga sedikit larut

dalam enzim.



45

pH Kandungan Guia dan Protein {mg/ml}
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Gambar 12. Pola perubahan nilai pH, kandungan gula pereduksi dan
protein terlarut selama KMP menggunakan T. viride
dengan substrat tidak didelignifikasi.
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Kanduagan gula pereduksi mengalami penurunan sampai hari

ketiga dan sef:elahhya mulai mengalami peningkatan. Kandungan gula
pereduksi mengalami penurunan terlebih dulu, dikarenakan pada awal
kultivasi, di dalam substrat telah terdapat kandungan gula pereduksi
( 9.77 - 14.49 mg/ml), hasil proses pengecilan ukuran dimana
selulosa terpotong menjadi bagian yang lebih kecil yaitu glukosa
sedangkan hemiselulosa menjadi xilosa. Terjadinya kenaikan
kandungan gula pada hari ketiga menujukkan bahwa proses hidrolisis

selulosa menjadi glukosa pada proses KMP telah terjadi.
Aktifitas Enzim

Pola perubahan aktifitas enzim, selama KMP dapat dilihat
pada Gambar 13. Aktifitas enzim tertinggi, baik untuk enzim
Endoglukanase (9.17 IU/ml), 8-glukosidase (5.38 1U/ml) maupun FP-
ase (0.69 IU/ml), terjadi pada KMP dengan substrat 60 mesh yang
masing-masing dicapai pada hari ke-5 dan ke-6. Kecenderungan
aktifitas enzim mulai naik dari hari ke-0 sampai hari ke 3 dan
setelahnya cenderung konstan. Dibandingkan dengan aktifitas enzim
dengan substrat TKKS didelignifikasi, maka pada substrat 20 dan 40
mesh, aktifitas enzim endoglukanase dan f-glukosidase lebih baik
dibandingkan pada substrat tanpa delignifikasi. Hal ini diduga karena
pengaruh pH substrat pada KMP yang tidak didelignifikasi,
menyebabkan aktifitas enzim yang dihasilkan rendah. Namun hal

sebaliknya terjadi pada susbtrat 60 mesh, ukuran partikel substrat
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menyebabkan permuklaan lebih luas sehingga pertumbuhan 7. viride
lebih baik dan nilai perubahan pH tidak terlalu tinggi peningkatannya.
Hal tersebut menyebabkan nilai pH tidak terlalu berpenagruh terhadap
aktifitas enzim yang dihasilkan. Secara umum, akfifitas enzim lebih
baik pada KMP dengan substrat didelignifikasi.

Beberapa faktor berpengaruh nyata terhadap aktifitas enzim,
selain suhu dan komposisi nutrien, menurut Chahal et al. (1984)
adanya induser untuk merangsang terbentuknya enzim juga
berpengaruh. Selulosa merupakan salah satu induser untuk biosintesis
enzim selulase.  Terdapatnya kandungan selulosa yang tinggi
mendorong enzim selulase dengan cepat disekresikan keluar sel.
Sebaliknya, pada substrat yang tidak didéligniﬁkasi, adanya polifenol
merupakan inhibitor untuk pertumbuhan karena menyebabkan pH
substrat naik. Hal ini berpengaruh pula terhadap kerja enzim yang
telah 'ter.bent'uk. ‘ Dari gambar diatas terliﬁat bahwa enzim hanya
sedikit berkerja, karena akumulasi kandungan gula pereduksi yang
dihasilkan juga sedikit. Keadaan tersebut berbeda dibandingkan pada

KMP dengan substrat yang didelignifikasi.
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' Gambar 13. Pola perubahan nilai aktifitas enzim selama KMP
menggunakan Trichoderma viride dengan substrat tidak
didelignifikasi.
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C. KMP MENGGUNAKAN Neurospora sitophila

1. Sistem dengan Aerasi

Sistem aerasi yang diterapkan pada proses KMP dengan
Neurospora sitophila adalah sistemn aerasi secara kontinyu tanpa
pengaturan jumlah masuknya udara ke dalam partikel subtrat. Substrat
yang digunakan adalah TKKS yang telah didelignifikasi. Hal i
dilakukan karena untuk menghasilkan biomasa dari bailan lignoselulosik
dengan N. sitophila, menurut Moo-Young et al. (1994) hasil terbaik
adalah dengan proses awal subbstrat didelignifikasi. Namun demikian
menurut Irawadi (1991) untuk produksi enzim selulase, TKKS yang
didelignifikasi lebih buruk dibandingkan pada TKKS vyang tidak
didelignifikasi. Pada penelitian ini substrat TKKS ukuran 20 dan 40
mesh dilakukan delignifikasi. Substrat 60 mésh tidak ditakukan karena
berdasarkan penelitian terdahulu tidak menghasilkan perbedaan yang

berarti.
a. Kandungan Gula Pereduksi dan Protein Terlarut

Penurunan nilai pH selama KMP terjadi setelah 24 jam,
meskipun sebelumnya terjadi kenaikan pH setelah jam ke 0 dari 6.26
menjadi 6.58. Nilai pH terendah 5.6 dari pH awal, menujukkan
bahwa selama XMP asam diproduksi dalam jumlah sedikit. Gambar
14 menyajikan pola perubahan nilai pH, kandungan gula pereduksi

dan protein terlarut selama KMP dengan N. sitophila.
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Sejalan dengan penurunan nilai pH, peningkatan kandungan
protein dengan pesat terjadi setelah jam ke-0 sampai jam ke-36 dan
selanjutnya mulai menurun mendekati konstan. Pada keadaan ini,
diduga pértufnbulian N. sitophila sudah mencapai tahap stasioner.
Sementara itu terjadi peningkatan kandungan gula pereduksi
sebagai hasil konvefsi selulosa dan hemiselulosa, sampai jam ke 24
ubntuk substrat 20 mesh dan setelah ity mendekati konstan. Untuk
substrat 60 mesh kandungan gula meningkat sampai jam ke 60 dan
setelah itu mengalami penurunan. Terjadinya penurunan kandungan
gula tersebut dikarenakan kandungan gula yang terbentuk digunakan
kembali oleh kapang untuk pertumbuhannya, Namun demikian
keadaan tersebut tidak terjadi pada substrat 20 mesh, hal ini diduga
karena kondisi KMP pada substrat 20 mesh relatif stabil. Kandungan
gula pereduksi tertinggi diperoleh pada jam ke 84 (11.57 mg/ml)
untuk KMP 20 mesh, sedangkan pada KMP 40 mesh dicapai pada jam
ke 60 (11.12 mg/ml).
Kandungan protein terlarut dalam enzim tertinggi diperoleh
pada jam ke-84 untuk kedua jenis substrat deﬁgan jumlah 15,18
mg/ml untuk substrat 20 mesh, sedangkan untuk substrat 40 mesh
adalah 16.41 mg/ml. Dari grafik terlihat bahwa angka kandungan
protein terlarut dan gula pereduksi pada dua jenis ukuran partikel
substrat, tidak berbeda jauh. Namun demikan jika dibandingkan

dengan KMP menggunakan T. viride, angka tersebut lebih rendah.
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Gambar 14. Pola perubahan nilai pH, kandungan gula pereduksi dan

protein terlarut selama KMP mengunakan N, sitophila’
dengan sistem di aerasi,
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b. Aktifitas Enzim

Rata-rata keseluruhan aktifitas enzim tertinggi dicapai setelah
jam ke-72 untuk substrat 20 mesh, Aktifitas enzim endoglukanase
tertinggi dicapai pada jam ke 96 yaitu 3.3 IU/ml, enzim $-glukosidase
2.25 IU/ml dan FP-ase 1.5 IU/ml. Untuk substrat 40 mesh aktifitas
enzim fertinggi dipercleh setelah jam ke 60 dengan aktifitas
endoglukanase adalah 3.5 IU/ml, $-glukosidase 2.7 IU/ml dan FP-ase
adalah 1.3 IU/ml.

Perbedean nilal aktifitas enzim tertinggi diatas, diduga
dikarenakan perbedaan kondisi partikel substrat. Pada substrat 20
mesh, ukuran partike] lebih besar sehingga permukaan lebih sedikit,
oleh karena itu memerlukan waktu yang lama untuk pertumbuhan
kapang, sedangkan untuk substrat 40 mesh, permukaan partikel
menjadi lebih luas, sehingga kapang dapat tumbuh lebih merata. Pada
Gambar 15 disajikan pola perubahan aktifitas enzim selama KMP

menggunakan N. sitophila dengan sistem di aerasi.
Sistem Tanpa Aerasi

Penggunaan sistem tanpa aerasi, pada perlakukan ini adalah
kondisi aerasi yang tidak diberikan lagi pada substrat selama KMP,
setelah proses inokulasi. Udara untuk pertumbuhan hanyalah udara yang
ada di dalam bioreaktor sebelum bioreaktor ditutup rapat setelah

inokulasi.
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Gambar 15. Pola perubahan aktifitas selama KMP menggunakan
N. sitophila dengan sistem di aerasi.
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a. Kandungan Gula Pereduksi dan Protein Terlarut

I\'Iilai pH.mengaIami penurunan yang bervariasi. Hal ini
dimungkinkan karena kondisi masing-masing bioreaktor relatif tidak
sama. Kandungan gula pereduksi tertinggi 8.52 mg/ml dicapai pada
jam ke 72 untuk substrat 20 mesh, untuk substrat 40 mesh (10.93
mg/ml) diperoleh pada jam ke 84. Kandungan protein terlarut
meningkat sampai jam ke 60 pada substrat 20 mesh sebelum konstan.
Pada substrat ukuran 40 mesh mengalami fluktuasi peningkatan
kandungan protein terlarut. Perbedaan tersebut diduga karena
pertumbuhan yang tidak sama, dengan adanya oksigen yang terbatas,
sementara oksigen yang masuk pada awal inokulasi jumlahnya juga
tidak sama. - Dibandingkan dengan KMP dengan sistem di aerasi,
kandungan gula pereduksi lebih kecil diperoleh, sedangkan kandungan
protein terlarut tidak jauh berbeda, Gambar 16 menunjukkan pola
perubahan nilai pH, kandungan gula pereduksi dan protein terlarut

selama kultivasl.
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Gambar 16. Pola perubahan nilai pH, kandungan gula pereduksi
dan protein terlaruf selama KMP menggunakan N.
sitophila pada sistem tidak diaerasi.
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b. Aktifitas Enzim

Aktifitas enzim tertinggi lebih cepat dicapai pada substrat 40
mesh. Hal ini dikarenakan pada KMP dengan substrat 40 mesh
partikel substrat lebih kecil dan permukaan substrat lebih luas,
sehingga kapang dapat tumbuh lebih merata. Enzim lebih mudah
bekerja pada substrat yang permukaanya luas. Fluktuasi nilai aktifitas
enzim d.iduga kz;rena kondisi aerasi yang terbatas menyebabkan
pertumbuhan kapang tidak stabil. Gambar 17 menunjukkan pola
perubahan nilai pH dan aktifitas enzim selama KMP dengan sistem
tidak di aerasi.

Pada pengujian aktifitas enzim endoglukanase, kelinieran
hubungan antara waktu inkubasi dengan gula pereduksi yang
dihasilkan, selein ditentukan oleh konsentrasi enzim yang digunakan,
juga dipengaruhi oleh derajad susbstitusi CMC. Menurut Lidnert
(1983) dan berdasarkan penelitian Poulsen bersama Petterson (1985)
diperoleh data bahwa besarnya derajat substitusi CMC akan
mempengaruhi kemampuan enzim menghidrolisanya. Semakin tinggi
derajat substitusi CMC, maka semakin rendah kemampuan enzim
menghidrolisarya. Hal tersebut dikarenakan rantai selulosa yang
tersubstitusi oleh gugus karboksimetil tidak dapat dihidrolisa oleh
enzim endoselulase. Kenaikan derajat substitusi sebesar 0.4 -0.7
dapat menurunkan kandungan gula yang dihasilkan sebanyak 70

persen.
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Gambar 17. Pola perubahan nilai aktifitas enzim selama KMP
menggunakan N. sifophila dengan sistem tidak di
aerasi.
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KMP MENGGUNAKAN Phanerochaete crysosporium

Phanerochaete crysosporium merupakan white rot fungi yang paling
potensial untuk biodegradasi bahan lignoselulosa. Hal ini dikarenakan kapang
tersebut mampu menghasilkan enzim lignoselulase secara lengkap (Erikcson
dan Petterson, 1972), tidak seperti kapang T. viride maupun N. sitophila.
Selain menghasilkan enzim selulase, P. crysosporium juga menghasilkan
kelompok enzim ligninase dan hemiselulase. Oleh karena itu perlakuan
substrat pada KMP ini tidak dilakukan delignifikasi.

Pada KMP menggunakan P. crysosporium, perlakuan utama adalah
menggunakan inkubator dengan bioreaktor mini berganda model kultur dalam
nampan, sama séperﬁ KMP yang dilakukan dengan menggunakan N. sitophila
maupun 7. viride. Sebagai- pembanding adalah perlakuan menggunakan

erlenmeyer.
1. EKMP pada Inkubator
a. Kandungan Gula Pereduksi dan Protein Terlarut

Pada Gambar 18 diszjikan grafik pola perubahan nilai pH,
kandungan gula pereduksi dan kandungan protein terlarut dalam enzim
selama kultivasi dengan P. crysosporium dalam inkubator.
Peningkatan nilai pH pada berbagai ukuran partikel sejalan dengan
pertumbuhan kapang. Sampai pada hari ke dua, nilai pH konstan dan
mulai naik pada hari ke-3. Hal tersebut diduga dikarenakan

pertumbuhan P. crysosporium mulai terlihat pada hari ke-3.
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Meningkatnya nilai pH substrat dikarenakan adanya senyawa turunan
lignin yang dihasilkan sebagai akibat adanya degradasi oleh enzim
ligninase. Senyawa-senyawa tersebut bersifat basa, dan menyebabkan
kenaikan pH.

Pada penelitian ini tidak dilakukan pengujian terhadap aktifitas
enzim ligninase, namun demikian menurut Erickson dan Petterson
(1972) enzim ligninase akan terbentuk pertama pada substrat yang
banyak mengandung lignin, karena lignin tersebut bersifat sebagai
induser produksi enzim ligninase.  Adanya enzim ligninase
menyebabkan lignin yang terkandung dalam substrat menghidrolisa
lignin menjadi senyawa turunan fenol yang menyebabkan pH substrat
mengalami peningkatan.

Peningkatan nilai pH menghambat pertumbuhan kapang.
Karena i.tu };apaﬁg tidak mampu bertahan lama setelah hari ke-6.
Dari Gambar 18 terlihat bahwa setelah hari ke-3 kandungan gula
pereduksi mulai mengalami kenaikan sedikit. Hal ini diduga pada
hari ke-3 telah terbentuk gula baru sebagai hasil hidrolisis oleh enzim
selulase dan xilanase yang ieiah hasilkan pada proses KMP tersebut.

Dari ketiga ukuran parttikel substrat,  kecenderungan
kandungan gula pereduksi hampir sama. Perbedaan angka disebabkan
oleh perbedaan ukuran partikel substrat, dimana dengan ukuran
partikel yang lebih kecil kandunganl gula cenderung lebih banyak,

sebagai akibat pengecilan ukuran.
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Gambar 18. Pola perubahan nilai pH, kandungan gula pereduksi
dan protein selama KMP dengan P. crysosporium pada
inkubator. -
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Peningkatan kandungan protein terlarut dalam enzim
cenderung lebih tinggi dibandingkan dengaﬁ KMP menggunakan 7.
viride maupun menggunakan N. sitophila. Hal tersebut diduga
dikarenakan turunan senyawa fenol yang terbentuk, dan bereaksi
dengan pereaksi Lowry yang digunakan pada analisis kandungan

protein terlarut dalam enzim.
. Aktifitas Enzim -

Aktifitas enzim yang dihasilkan pada KMP menggunakan P.
crisosporium, dapat dilihat pada Gambar 19.  Aktifitas enzim
mengalami fluktuasi peningkatan dan mengalami penurunan pesat
setelah hari ke-6. Hal ini terjadi pada substrat 20 mesh dan 40 mesh,
namun untuk substrat 60 mesh cenderung lebih konstan sampai hari
ke-8. Aktifitas enzim (-glukosidase terlihat mulai hari ke-3 dan
meningkat sampai hari ke-4 untuk selanjutnya konstan.

Kecenderungan nilat aktifitas enzim diatas, diduga dikarenakan
pertumbuhan P. crysosporium dengan substrat 20 dan 40 mesh tidak
merata. -Beberapa faktor menjadi penyebab hal tersebut diantaranya
adalah pasokan udara yang tidak optimal dan adanya lignin yang lebih
besar dan terdegradasi serta menyebar pada subtrat menjadi inhibitor
petumbuhan. Selain itu pada ukuran substrat 20 dan 40 mesh, ikatan
antar partike! juga iebih longgar sehingga kandungan air cepat hilang
dan menyebabkan sistem biosintesis enzim tidak stabil. | Adanya

variasi suhu menyebabkan moleku! air cepat terlepas karena
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penguapan. Pada substrat 60 mesh kondisi lebih stabil, karena ikatan
antar partikel lebih rapat dan permukaan lebih luas, sehingga
pertumbuhan kapang dapat lebih merata.

Pengaruh pH terhadap aktifitas enzim terjadi disebabkan
adanya perubahan tingkat ionisasi pada enzim atau substrat. Enzim
merupakan suatu protein dan terdiri dari asam-asam amino yang dapat
mengadakan iomisasi pada gugus amino, karboksil dan gugus
fungsionil lainnya (Irawadi, 1991). Nilai pH optimum untuk kerja
enzim selulase adalah 5.8 - 5.9, namun dari penelitian lain enzim
dapat juga bekerja pada kisaran pH 4 - 5.

Aktifitas enzim S-glukosidase mulai terlihat pada hari ke-3,
Hal ini menunjukkan bahwa proses biosintesis enzim $-glukosidase
lebih lambat dibandingkan dengan enzim endoglukanase. P.
crysosporium menghasilkan enzim lengkap secara bertabap,
tergantung dari kondisi dan kandungan substrat. Masing-masing tahap
menghasilkan enzim yang dapat menjadi inhibitor untuk ‘kerja enzim
yang lain. Dalam hal ini enzim f-glukosidase menjadi inhibitor
.enzim endoglukanase, karena pada hari ke-4 aktifitas enzim §-
glukosidase meningkat dan bersamaan dengan itu endoglukanase
Menurum. Menqmt Enari (1983) pada biosintesis enzim selulase,

enzim f-glukosidase merupakan inhibitor enzim endoglukanase.
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Aktivitas enzim (IUW/mi}

21120 Mesh *

4.0 mesh

60 mesh +

o 1 2 3 4 5 6 7 8
Vaktu Kultivasi (hari)

—+- Endoglukanase —%— Beta-glukosidase

Gambar 19. Pola perubahan nilai aktifitas enzim selama KMP
menggunakan P, crysosporium pada inkubator.
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Aktifitas enzim endoglukanase tertinggi adalah 12.2 1U/ml
diperoleh pada hari ke-3 pada substrat 60 mesh, sedangkan aktifitas
B-glukosidase tertinggi adalah 6.56 IU/ml diperoleh pada hari ke-6
pada substrat 20 mesh. Aktifitas total selulase menunjukkan rata-rata
dibawah 2 IU/ml dan bahkan sangat rendah untuk substrat 60 mesh.
Rendahnya akiifitas total selulase berimplikasi pada kemampuan
hidrolisis selulosa menjadi gula glukosa. Pengujian aktifitas FP-ase
hanya untuk mengetahui aktifitas kualitatif enzim selulase secara
keseluruhan, Sedangkan penentu keberhasilan hidrolisis adalah enzim

B-glukosidase (Enari, 1983).
2. KMP Menggunakan Erlenmeyer

Kultivasi media padat (KMP) menggunakan Phanerochaete
crysosporium yang dilakukan pada erlenmeyer dengan suhu ruangan,
menunjukka‘n peﬁurﬁbuhan yang lebih lambat dari pada yang dilakukan
dalam inkubator. Hal tersebut mudah dipahami karena kondisi yang
berbeda dalam hal aerasi udara dan ketersediaan oksigen bebas. Tujuan
penggunaan erlenmeyer untuk proses KMP adalah sebagai pembanding
dan kontrol, karena selama ini penelitian KMP menggunakan P.

crysosporium jarang dilakukan.
a. Gula Pereduksi dan Protein Terfarut

Grafik pola perubahan nilai pH, kandungan gula pereduksi dan

protein terlarut di dalam enzim disajikan pada Gambar 20.
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Kecenderungan kenaikan pH lebih tinggi, dibandingkan dengan KMP
pada inkubator. Hal ini karena waktu pengambilan sampel yang
dilakukan lebib lama, sehingga proses degradasi lignin lebih banyak.
Dengan demikian, senyawé turunan lignin yang terbentuk juga banyak
dan meningkatlkan pH. Degradasi lignin terjadi pertama kali, karena
P. crysosporium menghasilkan enzim ligninase terlebih dulu.

Pada substrat 60 mesh, nilai pH lebih berfluktuasi, hal tersebut
dikarenakan kandungan asam yang lebih banyak dihasilkan, meskipun
juga berfluktuasi. Asam dihasilkan sebagai akibat pertumbuhan
kapang yang lebih baik, karena ketersediaan gula yang lebih banyak.
Kandungan gula pereduksi menurun sampai hari ke-8 pada substrat 20
mesh dan hari ke-11 pada subs{rat 40 mesh, untuk selanjutnya
mengalami peningkatan. Pada substrat 60 mesh, gula menurun
sampai hari ke-5, untuk selanjutnya mengalami sedikit kenaikan.
Perbedaan terszbut diatas diduga karena perbedaan ukuran partikel
substrat.

Kandungan protein mengalami peningkatan, dan
kecenderungan yang hampir sama dengan pertumbuhan biomassa.
Kandungan protein tertinggi (125 mg/ml) diperoleh pada hari ke-17
pada substrat 60 mesh. Kecenderungan peningkatan kandungan
protein terlarut lebih stabil dibandingkan pada KMP dalam inkubator
(Gambar 20).
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Gambar '17.  Pola perubahan nilai pH, kandungan gula pereduksi
dan protein terlarut pada KMP menggunakan P.

crysosporium pada erlenmeyer.
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b. Aktifitas Enzim

Aktifitas enzim mengalami kenaikan pada hani ke 5 - 11 untuk
selanjutnya mengalami penurunan. Grafik pola perubahan nilai pH
dan aktifitas enzim dapat dilihat pada Gambar 21. Pada substrat 20
mesh aktifitas enzim endoglukanase, (-glukosidase dan FP-ase
tertinggi dicapai pada hari ke-8 selanjutnya mengalami penurunan.
Pada substrat 40 mesh aktifitas endoglukanase dan FP-ase tertinggi
dicapai pada hari ke-11 sedangkan aktifitas -glukosidase dicapai pada
hari ke-14. Pada substrat 60 mesh, aktifitas endoglukanase tertinggi
diperoieh pada hari ke-5 dan seterusnya konstan sampai hari ke-17,
sedangkan aktiﬁés FP-ase dicapai pada hari ke-8 untuk selanjutnya
konstan sampai hari ke-17. Namun demikian aktifitas enzim f-
glukosidase meningkat sampai hari kefl7.

Pada partikel 60 mesh, kandungan gula lebih tinggi, demikian
juéa kandungan selulosa yang telah terpotong, sehingga menjadi
induser untuk mempercepat pertumbuhan dan terbentuknya enzim.
Enzim endoglukanase diduga merupakan enzim pertama yang dibentuk
dalam biosintesis enzim selulase. Hal ini dikarenakan enzim
endoglukanase mefupakan enzim pertama yang bekerja dalam suatu
proses hidrolisis  selulosa. Endoglukanase bekerja dengan
mengaktifkan selulosa non-reaktif menjadi selulosa reaktif yang siap

\untuk dihidrolisa. Penggunaan partikel substrat 60 mesh,
menghasilkan aktifitas enzim terbaik. Penurunan aktifitas enzim,

diduga karena variasi suhu dan peningkatan pH.
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Aktivitas enzim {ItH/ml)

20 mesh

i0 F C

12

0 5 8 11 14 17 20
VWaktu Kultivasi (hari)

—&— Endoglukanase —#— heta-glukosidase

Gambar 21. Pola perubahan nilai akfifitas enzim selama KMP
menggunakan P. crysosporium dalam erlenmeyer.
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D. PENGARUH KMP TERHADAP SUBSTRAT TKKS

1. KMP dengan Trichoderma viride

Proses biodegradasi bahan lignoselulosik melibatkan beberapa
kelompok enzim. Enzim berperan untuk proses hidrolisis lignoselulosik
menjadi  senyawa-senyawa sederhana turunannya. Gambar 22
menunjukkan perubahan kandungan selulosa, lignin dan hemiselulosa
substrat selama kultivasi menggunakan 7. viride dengan TKKS
didelignifikasi, Perubahan dihitung berdasarkan persen bobot kering dari
awal kultivasi. Jumlah selulosa terkonversi dipersentasikan terhadap
jumlah kandungan selulosa awal, demikian juga terhadap lignin dan
hemiselulosa.

Dari data, terlihat bahwa kandungan hemiselulosa terdegradasi
paling besar yaitu + 74 persen, yang dicapai pada jam ke-60. Hal ini
dikarenakan_ hemiselulosa merupakan polisakarida yang paling mudah
larut diantara bahan lignoselulosik.

Kandungan éeiuiosa terkonversi sekitar 45 persen yang dicapai
pada jam ke 96. Selulosa yang terdegradasi diduga merupakan selulosa
amorf yang tersisa setelah delignifikasi ditambah dengan selulosa kristal
yang renggang ikatannya akibat delignifikasi. Lignin terdegradasi karena
pengaruh delignifikasi, sehingga lignin terpecah mejadi senyawa-senyawa
yang lebih sederhana. Penurunan kandungan lignin diduga karena

pengaruh hidrolisis selulosa dan hemiselulosa.
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Pada substrat 60 mesh, degradasi selulosa sekitar 50 persen,
hemiselulosa 50 persen dan lignin 48 persen. Dari keseluruhan data,
biodegradasi terbaik terjadi pada substrat 40 mesh, dimana pengurangan
selulosa adalah sekitar 60 persen, hemiselulosa 69 persen dan lignin 48
persen.

Pada proses KMP dengan substrat yang tidak didelignifikasi,
ternyata proses’ konversi lebih kecil dibandingkan dengan TKKS
didelignifikasi. Gambar 23 menunjukan penurunan selulosa, lignin dan
hemiselulosa selama KMP menggunakan 7. viride dengan substrat TKKS
tidak didelignifikasi. Kandungan seclulosa terkonversi hanya + 15
persen, sedangkan lignin sekitar 30 persen dan hemiselulosa + 45
persen.

Hemiselulosa  merupakan komponen tertinggi yang
| terdegradasi. Hal ini dikarenakan sifat hemiselulosa yang mudah larut.
Selulosa yang terkonversi adalah selulosa amérf, karena dengan adanya
lignin, maka ikatan selulosa dengan lignin sulit untuk dipecah oleh enzim.
Di lain pihak enzim yang dihasilkan mempunyai aktifitas rendah, karena
pengaruh I;ebegadaén lignin, Jumlah sekitar 15 persen selulosa
terkonversi diatas, diduga merupakan selulosa amorf, karena sekitar 15
persen dari selulosa dalam bahan lignoselulosik adalah selulosa amorf

yang mudah terdegradasi dan terputus antar ikatannya.
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2. KMP dengan Neurospora sitophila

Proses KMP menggunakan N. sitophila, pada sistem di aerasi
memberikan hasil yang lebih buruk dibandingkan dengan penggunaan
sistem yang tidak di aerasi., Gambar 24 menunjukkan perubahan
kandungan selulosa, lignin dan hemiselulosa substrat selama XKMP
menggunakan N. sitophila dengan sistem di aerasi dan tidak di aerasi.

Pengambilan sampel pada analisis perubahan kandungan lignin,
selulosa dan hemiselulosa, dilakukan pada saat aktifitas enzim tertinggi
dan kandungan gula pereduksi yang diperoleh adalah maksimal.
Kandungan selulosa terdegradasi antara 25 - 28 persen, hemiselulosa 27 -
77 persen dan lignin antara 4 - 15 persen pada KMP dengan sistem di
aerasi. Pada sistem tidak di aerasi, selulosa terdegradasi adalah antara
31 - 36 persen, hemiselulosa antara 55 - 76 persen dan lignin antara 26 -
50 persen.

Pada KMP dengan sistem di aerasi, adanya oksigen yang terlalu
banyak justrﬁ menghambat penyebaran petumbuhan N. sitophila. Hal ini
dikarenakan karakteristik N. sitophila akan mempercepat membentuk
spora jika ketersediaan oksigen terlalu tinggi, dimana keadaan ini
menyebabkan pertumbuhan melambat (Alexopolus dan Mims, 1979 ; Rau
et al., 1988). Sebaliknya justru terjadi pada KMP dengan aerasi yang
terbatas. Adanya oksigen yang terbatas, membuat pertumbuhan N,
sitophila lebih banyak pada pembentukan miselia dari pada spora,
schingga dalam kaitan dengan porses degradasi, miselia cenderung lebih

aktif menggunakan selulosa sebagai substrat.
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selama KMP menggunakan 7. viride dengan substrat
tidak didelignifikasi.
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KMP dengan Phanerochaete crysosporium

Pada proses KMP menggunakan Phanerochaete ciysosporium,
biodegradasi TKKS terutama terjadi pada komponen lignin. Penurunan
kandungan lignin terjadi paling tinggi dibandingkan hemiselulosa dan
selulosa. Pada KMP dengan erlenmeyer, proses degradasi lebih besar
dibandingkan pada inkubator. Gambar 25 menyajikan hasil degradasi
kandungan l_igni{}, se}ulosa dan hemiselulosa selama KMP menggunakan
erlenmeyer.

Pada proses biodegradasi pada inkubator, kandungan selulosa
terkonversi sangat rendah, sebaliknya terjadi pada lignin, Keadaan
terscbut hampir sama dengan kontrol yaitu dalam . erlenmeyer.
Kandungan lignin terdegradasi demikian besar karena P, crysosporium
menghasilkan enzim ligninase. Sebaliknya enzim endoglukanase dan §-
glukosidase diproduksi lebih lambat. Hal ini dapat dimengerti karena
adanya lignin, merangsang terbentunya enzim ligninase. Gambar 26
menunjukkan hasil degradasi TKKS oleh P. crysosporium pada KMP
dalam inkubator.

Kandungan lignin menurun sebesar 72 persen dari kandungan
awal, pada KMP dalam inkubator, sedangkan pada KMP dalam
erlemeyer adalah sekitar 79 persen. KMP pada erlenmeyer lebih iama
yaitu 20 hari dengan hari puncak adalah hari ke-8, sedangkan KMP pada
inkubator hanya 8 hari dengan hari ke-5 adalah hari puncak, Dalam hal
ini KMP pada. erlenmeyer adalah lebih stabil dan variast subu kecil,

meskipun pertumbuhan lambat.
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VI. KESIMPULAN DAN SARAN

KESIMPULAN

Jumlah limbah padat pengolahan minyak kelapa sawit, yaitu tandan
kosong kelapa sawit mengalami peningkatan terus, sejalan dengan peningkatan
semakin kapasitds pengolahan minyak kelapa sawit. TKKS potensial untuk
dimanfaatkan sebagai substrat pertumbuhan kapang dan fungi untuk
biokonversi menjadi beberapa produk seperti enzim, protein/biomasa untuk
pakan maupun untuk pelarut organik seperti ABE.

Produksi enzim lignoselulase dari proses KMP dengan substrat TKKS,
potensial untuk dikembangkan. Pada penelitian ini enzim yang diperoleh
mempunyai aktifitas yang bervariasi, dengan aktifitas enzim endoglukanase
tertinggi 13.6 TU/ml den aktifitas enzim S-glukosidase tertinggi (7.76 TU/ml)
diperoleh pada KMP menggunakan P. crysosporium dalam inkubator,
sedangkan aktifitas enzim FP-ase tertinggi (3.26 IU/ml) diperoleh pada KMP
menggunakan T. viride.

Faktor srilhu, RH dan kondisi kestabilan KMP serta karakteristik
substrat pengujian mempunyai pengaruh yang besar pada nilai aktifitas enzim
yang dihasilkan. Produksi biomassa meningkat, kemudian mengalami fase
konstan, Kandungan protein terlarut dalam enzim tertinggi pada KMP dengan
T. viride adalah 30.59 mg/ml pada substrat 60 mesh didelignifikasi.
Demikian juga terhadap kandungan gula pereduksi yang dihasilkan. Pada
substrat dideligniﬁkasi kandungan gula pereduksi meningkat pada waktu

tertentu kemudian menurun, sedangkan pada substrat yang tidak dilakukan
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delignifikasi, kandungan gula pereduksi menurun pada beberapa saat untuk
kemudian meningkat secara perlahan-lahan. Kandungan gula pereduksi
tertinggi (16.17 mg/ml) diperoleh pada KMP menggunakan 7. viride dengan
substrat didelignifikasi.

Proses degradasi oleh kapang dan whire rot fungi, berbeda pada
komponén pertama yang didegradasi. Pada KMP dengan 7. viride dan N.
sitophila, selulosa merapakan substrat pertama didegradasi, sedangkan pada
KMP dengan P. crysosporium lignin merupakan komponen pertama yang
didegradasi. |

Pada KMP menggunakan T. viride dengan substrat didelignifikasi,
kandungan selulosa terdegradasi 38.96 - 60.87 persen, lignin 18.90 - 49.88
persen dan hemiselulosa 33.53 - 73.88 persen, sedangkan pada substrat yang
tidak didelignifikasi, kandungan selulosa terdegradasi 13.78 - 19.25 persen,
lignin 26.49 - 40.72 persen dan hemiselulosa 17.46 - 55.16 persen. Pada
KMP dengan N. sitophila dengan sistem di aerasi, kandungan selulosa
terdegradasi 25.32 - 28.63 persen, lignin 4.03 - 15.45 persen dan
hemiselulosa 27.37 - 77.89 persen, sedangkan pada sistem tidak di aerasi, .
kandungan selulosa, lignin dan hemiselulosa terdegradasi masing-masing
31.11 - 36.93 persen, 26.48 - 49.93 persen dan 55.01 - 76.92 persen. Pada
KMP dengan P. crysosporium dalam inkubator, kandungan selulosa, lignin
dan hemiselulosa terdegradasi masing-masing 12.95 - 40.73 persen, 54.71 -
72.56 persen dan 7.15 - 73.87 persen, sedangkan pada KMP dalam
erlenmeyer, kandungan selulosa terdegradasi 44.82 - 59.02 persen, lignin

52.69 - 78.17 persen dan hemiselulosa 34.03 - 71.86 persen.
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SARAN

Perlu dilakukan penelitian terpadu secara sinambung untuk
pemanfaatan TKKS, guna memberikan nilai tambah pada bahan tersebut.
Pada proses KMP perju dilakukan pengukuran variabel-variabel seperti laju
aerasi, ketebalan substrat, pengaruh RH, dan lain-lain agar hasilnya optimal.

Hal penting yang juga perlu diperhatikan adalah upaya melakukan
pemodelan pengembangan KMP dengan substrat lignoselulosa agar
biokonversi lignoselulosa dapat menghasilkan data yang optimal. Penelitian
menggunakan jenis dan strain mikroorganisme lain perlu dilakukan, terutama

menggunakan kelompok mikroorganisme yang termasuk White rot fungi.
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Rekapitulasi Data KMP mengunakan_i}l_. sitophila
Dengan Substrat Didelignifikasi dan di aerasi
Aktiftas enzim kasar

Rekapitulasi Data KMP mengguneakan N. sitophila
Dengan Substrat Didelignifikasi dan tidak di aerasi
Altifitas enxim kasar
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Rekapitulasi Data KMP menggunakan N. sitophila 91
Dengan Substrat Didelignifikasi dan di aerasi
Hubungan pH-Gula-protein terfarut

Rekapitulasi Data KMP menggunakan N. sitaphila
Dangan Substrat Didelignifikasi dan tidak di aerasi
HMubungan pH-Guia-protein terHarut




Hasil analisa kandungan selulosa, hemiseiulosa dan lignin
KMP dengan T. viride dengan delignifikasi
AA mesh, kadar air awal 2.02 %

Hasil analisa kandungan selulosa, hemiselulosa dan lignin
KMP dengan T. viride dengan delignifikasi
B = 40 mesh, kadar air awal 4.4 %

Hasil analisa kandungan selulosa, hemiselulosa dan lignin
© KMP dengan 1. viride dengan delignifikasi
C = 80 mash, kadar air awal 3.63 %
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Hasil analisa kandungan selulosa, hemiselulosa dan lignin
KMP dengan T. viridé KMP dengan T. viride tanpa delignifikasi
A = 20 mesh, kadar air awal 2.02 %

Hasii analisa kandungan selulosa, hemiselulosa dan lignin
KMP dengan T. viride tanpa delignifikasi
B = 40 mesh, kadar air awal 4.4 %

* Hasil analisa kandungan selulosa, hemiselulosa dan lignin

. KMP dengan T. viride tanpa delignifikasi




Hasil analisa kandungan selulosa, hemiselulosa dan lignin

KMP dengan N. sitophila dengan sistem di aerast

A = 20 mesh, Kadar air awal 2.02 %
- e

Hasit analisa kandungan selulosa, hemiselulosa dan lignin

KMP dengan N. sitophila dengan sistem dj aerasi
B = 40 mesh, kadar air awal 4.4 %

Hasit analisa kandungan selulosa, hemiselulosa dan lignin
KMP dengan N, sitophila dengan sistem tidak di aerasi
A = 20 mesh, kadar air awal 2.02 %

¥

1100 | 6.73 0.00
11.80 360 | 330 | 23.25 4.99 458 | 3111
13.40 220 | 200 | 2231 2.56 337 | 3380 | 76.02 45.93

Hasil analisa kandungan selulosa, hemiselulosa dan lignin
KMP dsngan N. sitophila dengansistern tidak di aerasi
B = 40 mesh, kadar air 4.4 %
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Hasil analisa kandungan selulosa, hemiselulosa dan lignin
KiP dengan P. erysosporium dalam inkubator

A = 20 mesh, kadar air awal 2.02 %

Hasii analisa kandungan selulosa, hemiselulosa dan lignin
KMP dengan P. crysosporium dalam inkubator

B = 40 mesh, kadar airawal 4.4 %

et

- Hasil analisa kandungan selulosa, hemi'seiulésa dan lignin
 KMP dengan P. crysosporium dalam inkubator

. C = 80 mesh, kadar air awal 3.63 %
2 o

~ Hasil analisa kandungan selulosa, hemiselulosa dan lignin
- KMP dangan P. erysosporium dalam Erfenmeyer

A = 20 mesh, kadar air awal 2.02 %

5000

Hasil analisa kandungan selulosa, hemisalulosa dan fignin
. KMP dengan P. crysosporium dalam Erlenmeyer

0.00

. B = 40 mesh, kadar air awal 4.4 %

0.00 0.00 42.24 22.38 28.24 0.00 0.00 Q.00
12.28 8.82 4.86 22.69 14.77 8.14 46.28 34.03 71,18
11.66 9.35 4.22 17.31 13.88 6.27 59.02 38.01 76.34

Hasil analisa kandungan selulosa, hemiselulosa dan lignin

KMP dengan P. crysosporium dalam Erlenmeyer
C = 60 mesh, kadar air awal 3.63 %
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Lampiran 2. Gambar Penampakan KMP Menggunakan Trichoderma viride

{eterangan : _
- Kondisi kultivasi pada umur 24 jam, A = 20 mesh, B = 40 meshdan C =

60 mesh. :




97

Lampiran 3. Gambar Penampakan KMP Menggunakan Neurospora sitophile

C PERAMPARAN

AL :rﬁ?ﬁ‘{a.'._ “ena -:IT:.J}»‘_.

Keterangan :

- Kondisi KMP pada umur 44 jam, A = 20 mesh, B = 40 mesh, | =
sistem dengan aerasi dan 2 = sistem tidak diaerasi.
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Lampiran 4. Gambar Penaimnpakan KMP Menggunakan Phanerochaete crysosporium

Keterangan :

Kondisi KMP pada umur 4 hari, A = 20 mesh, B = 40 mesh dan C 60
mesh, 1 = KMP pada Inkubator dan 2 = KMP pada Erlenmeyer.



Lampiran 5. Prosedur dan Cara Analisis Sampel

1.

Pengukuran pH

Sebanyak satu sampai dua gram sampel dilarutkan dalam limapuluh mililiter
aquades dalam suvatu tabung reaksi atau labu erlemeyer. Pengadukan dilakukan dengan
merata menggunakan homogenizer, diendapkan dan kemudian pengukuran dilakukan
dengan pH-meter.

Kadar Protein (Lowz:y, 1:952)‘

Empat jenis pereaksi yaitu A, B, C, dan D dibuat dalam labu erlemeyer. Masing-
masing pereaksi adalah perezksi A = dua gram Natrium karbonat dilarutkan dalam 100
m! larutan NaOH 0.1 N. Pereaksi B = (.5 gram kuprisulfat pentahidrat dilarutkan
dalam 100 ml potasium nitrat dengan konsentrasi 1 persen. Pereaksi C = 50 bagian dari
pereaksi A ditambah satu bagian pereaksi B. Pereaksi D = Satu bagian folin clalteu
dengan satu bagian aquades.

Satu bagian filtrat substrat ditambahkan dengan lima mililiter pereaksi C dan
dibiarkan selama 10 menit. Kemudian ditambah dengan 0.5 mililiter pereaksi D dan
dibiarkan selama 30 menit pada suhu kamar. Larutan yang ada dipipet 5 mililiter dan
dimasukkan ke dalam kuvet untuk diukur absorbasinya pada panjang gelombang 550 nm.

Kurva standar ditetapkan dengan lartan bovine serum albumin pada selang
konsentrasi 25 - 300 mikrogram per mililiter. Dari persamadn yang diperoleh,
konsentrasi sampel dapat dihitung.

Kadar Gula Pereduksi DNS (Miller, 1959)

a. Pembuatan pereaksi DNS

Sebanyak 10.6 gram asam 3,5 dinitrosalisilat dan 19.8 gram NaOH
dilarutkan ke dalam 1416 mililiter aquades. Kemudian ditambahkan 306 gram
Na-K-Tartrat, 7.6 mililiter fenol yang telah dicairkan pada suhu 50 °C dan 8.3
gram Na-metabisulfit, kemudian dicampurkan secara merata. Keasaman pereakst
DNS ditentukan dengan cara titrasi. Sebanyak 3 mililiter larutan DNS diambil
dan dititrasi dengan HC! 0.1 N, menggunakan fenolptalin sebagai indikator
(biasanya 5 - 6 ml). Selanjutnya ditambahkan dua gram NaOH untuk setiap mli
kekurangan HCI1 0.1 N pada saat titrasi.

b. Persiapan Sampel

Untuk menentukan kadar gula pereduksi dengan DNS, sampel harus dalam
keadaan larutan jermh. Sampel yang mengandung gula pereduksi dijernihkan
dengan Pb-asetat jenuh tetes demi tetes, Kelebihan Pb-asetat dihilangkan dengan
menambahkan tetes demi tetes Natrium karbonat 8 persen. Selanjutnya filtrat
disaring atau disentrifuse untuk mendapatkan filtrat jernih yang siap untuk diukur
kandungan gula pereduksinya.
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c. Pembuatan Kurva Standar

Kurva standar dibuat dengan melarutkan glukosa dengan konsentrasi pada
selang 0.2 -~ 0.5 mg/ml. Blanko dibuat dengan proedur yang sama, tetapi hanya
menggunakan buffer atau aquades.

d. Pengukuran Guila Pereduksi

Filtrat jernih scbanyak | ml ditambah dengan 3 ml pereaksi DNS, dan
dipanaskan dalam penangas air selama lima menit, kemudian didinginkan pada
suhu kamar. Pembacaan OD dilakukan dengan spektroskopy pada panjang
gelombang 550 nm. Hasil pengukuran d;perhltungkan dengan kurva standar yang
telah dibuat.

Kadar Selulosa dan iignin (Goering dan Van Soest, 1970)

Sampel berukuran 20 - 30 mesh sebanyak 1 gram dinalisis serat deterjen asam-nya

(ADF = W1). Cawan pengabuan ditempatkan pada talam berisi air setinggi 1 cm (serat

jangan sampai basah). Reagen A ditambahkan sebanyak 25 mililiter ke dalam talam

- ditambahkan sampai 2 - 3 cm, diaduk dan dibjarkan selama 90 menit. JIika perlu
ditambahkan reagen A (warna Ungu). Kemudian dilakukan penyaringan secara vacum,

cawan ditempatkan pada talam yang bersih. Ke dalam cawan ditambahkan reagen B

sampai setengahnya, dan setelah 5 menit dilakukan penyaringan sampai serat menjadi

berwarna putih. Cawan dicuci dengan etanol 80 persen, disaring (diulangi dua kali) dan

dikeringkan pada suhu 100 °C selama satu hari sampai beratnya konstan (W?2).

Kemudian dilakukan pengabuan pada 500 °C selama dua jam, didinginkan dan ditimbang

(W3).
Kadar selulosa = ((W2 - W3)/S) X 100 %
Kadar Lignin = ((W1 - W2)/S) X 100 %

Reagen A dibuat dengan komposisi 50 gram kalium permanganat, 0.05 gram
perak sulfat dalam satu liter aquades. Katium permanganat dan perak sulfat dilarutkan
dalam air dan dijaubkan dari sinar matahari. Reagen B dibuat dengan komposisi 50
gram asam oksalat dihidrat, 700 ml etanol 95 persen, 50 m! HCI pekat (12 N) dalam
aquades 250 ml. Asam oksalat dilarutkan dalam etanol kemudian ditambahkan asam
klorida dan air.

Analisis ADF atau Acid Detergent Fiber dilakukan dengan menimbang sampel
kering berukuran 20 - 30 mesh sebanyak kurang lebih satu gram, ditambahkan 100 mi
reagent ADF dan dua ml Dekahidronaftalena dalam labu refluks. Setelah dididihkan 5 -

10 menit direfluks selama 60 menit dan disaring dengan vakum dalam cawan pengabuan
pengaabuan yang telah diketahui bobotnya. Sampel kemudian dicuci dengan air panas
dan disaring kembali. Kemudian dicuci dengan aseton dan heksan hingga sampel tidak
berwarna. Cawan berisi sampel dikeringkan pada suhu 100 °C selama semalam.
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(W, - W)
ADF = x 100 %
S

W1 = bobot Cawan berisi
WO = Bobot Cawan kosong
S = Bobot sampel kering

Penentuan Kadar Hemiselulosa

Kadar hemiselulosa diperoleh dengan menghitung selisih NDF (Neutral Detergent
Fiber) dengan ADF. Analisa NDF (serat deterjen netral) dilakukan dengan menimbang
0.5 - 1.0 gram sampel berukuran 20 - 30 mesh dan kemudian dimasukkan dalam labu
refluks, ditambahkan 100 ml reagent NDF, 2.0 ml Dekahidronaftalena dan 0.5 gram
sodium sulfit kemudian dididihkan 5.0 - 10 menit. Setelah mendidih direfluks selama 60
menit dan disaring dengan Goog Cawan pengabuan yang telah diketahui bobotnya secara
vakum. Dengan air panas sampel dicuci dan disaring beberapa kali. Pencucian terakhir
dilakukan dengan aseton dua kali dan disaring kembali. Cawan dikeringkan pada 100 °C
selama semalam. o

_ (W, - Wp)
NDF = x 100 %
S

W, = Bobot Cawan berisi
W, = Bobot Cawan Kosong
S = Bobot sampel kering

Kadar hemiselulosa = NDF - ADF. Reagen NDF dibuat dengan komposisi
sodium dedosil sulfat 30.00 gram, EDTA 18.61 gram, sodium borat dekahidrat 6,81
gram, disodium hidrogen sulfat 4.56 gram etilen dlikol moetyl eter 10.00 ml dan aquades
satu liter,

EDTA dan sodium borat dekahidrat dimasukkan dalam gelas piala, ditambahkan
air secukupnya dan dipanaskan sampai larut. Larutan yang dihasilkan ditambahkan ke
sodium dedosil sulfat dan etilen glikol monoetileter. Disodium hidrogen suifat
dimasukkan ke dalam gelas piala dan dipanaskan hingga larut dan dicampurkan dengan
larutan sebelumnya, pH diatur 6.7 - 7.1.

Reagen ADF dibuat engan komposisi kimia asam sulfat 49.00 gram, cetil trimetil
amonium bromida 20.00 gram dan aquades satu liter. Larutan asam sulfat dibuat dan di-
standarisasi dengan cara tifrasi (1 N), kemudian ditambahkan cetil trimetil amonium
bromida.
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Analisa Aktifitas Enzim Kasar

Pengukuran aktifitas ketiga kelompok enzim selulase, yaitu endoglukanase,
selobiohidrolase dan 8-glukosidase dilakukan dengan cara mengukur produksi dari enzim
CMC-ase yang menghidrolisa CMC, enzim FP-ase yang menghidrolisa kertas saring
whatman no. 1 (FP-ase) dan enzim salisinase yang menghidrolisis salisin (mandels et al.,
1976 ; Breuil et al., 1986). Produksi dari semua enzim tersebut diukur dengan cara
mengukur gula pereduksi yang dihasilkan, yaitu berupa glukosa untuk kelompok enzim
selulase yang dilakukan dengan metoda DNS. Untuk mengetahui aktifitas spesifik dari
enzim (IU/mg protein), diperlukan data kadar protein filtrat. Kadar protein terlarut drai
filtrat enzim divkur dengan metide Bradford (1976).

a. Pengujian Aktifitas CMC-ase (Endoglukanase)

Karboksimetil selulosa yang akan digunakan sebagai substrat diukur dulu
derajat substitusinya (DS) dengan melakukan titrasi menggunakan alkali,
Penentuan derajat substitusi CMC dilakukan dengan cara sebagai sebanyak 100
mg CMC yang berada dalam erlemeyer berukuran 250 ml diberi 10 ml NaOH 0.1
N, kemudian digoyang sehingga semua CMC larut sebagai garam natrium,
Setelah beberapa jam, alkali yang digunakan untuk membentuk garam ditentukan
jumlahnya dengan cara menitrasi larutan tersebut dengan larutan HC1 0.1 N.
Melalui rumus di bawah ini dapat diketahui derajat dari substitusi CMC.

a = (WX SY((I62 + 58) X S)

dimana a adalah milickivalen alkali yang terpakai, W adalah bobot kering CMC
dalam mg, 162 merupakan bobot sati residu glukosa dan 58 merupakan kenaikan
bobot rumus per -CH,COOH dan S adalah derajat substitusi.

Penentuan nilai aktifitas CMC-ase dilakukan dengan cara sebagai berikut
: Sebanyak 0.5 ml larutan enzim dan 0.5 ml larutan CMC satu persen diinkubasi
pada subu 48 °C selama 30 menit. Untuk menghentikan reaksi ditambahkan
pereaksi DNS sebanyak 3 ml, dan dipanaskan dalam air mendidih selama lima
menit. Setelah dingin disentrifugasi pada kecepatan 3000 x gr selama 15 menit.
Kandungan glukosa yang terbentuk diukur pada spektrofotometri pada panjang
gelombang 515 nm. Blanko yang terdiri dari 1.0 ml buffer dan 3.0 ml pereaksi
DNS digunakan untuk menentukan titik nol absorbansi, Pengukuran gula pere-
duksi dilakukan juga terhadap filtrat enzim tanpa substrat dan substrat tanpa
enzim. Pengukuran tersebut digunakan untuk mengoreksi nilai gula reduksi yang
dihasilkan dari hidrolisis substrat oleh enzim yang terdapat pada sampel. Bila
nilai gula sampel berada diluar batas absrbansi standar, maka dilakukan
pengenceran filtrat enzim dengan menggunakan larutan buffer sitrat 0.05 M.
Perhitungan untuk.mendapatkan aktifitas enzim CMC-ase dibuat berdasarkan
bahwa satu x mol glukosa = 0.18 mg dan satu unit aktifitas CMC-ase adalzh satu
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# mol glukosa yang dihasilkan per menit. Apabila inkubasi dilakukan selama 30
menit, maka 1 mg glukosa yang dihasilkan per ml adalah :

(1/(30x0.18))X(Unit/Menit.mg Glukosa) =
0.185X(Unit/menit. mg glukosa)

Satu unit enzim = :
mg glukosa x 0.185 X Unit CMC-ase (IU/ml) menit.mg glukosa
setiap mi enzim.

Pengujian Aktifitas Salisinase (8-glukosidase)

Pereaksi yang dibutuhkan untuk pengujian ini dan prosedurnya sama
dengan yang digunakan pada pengujian CMC-ase, hanya saja pada pengujian ini
digunakan salisin pada konsentrasi satu persen sebagai substrat,

Pengujian Aktifitas Total Selulase (FP-ase)

Pereaksi yang dibutuhkan untuk pengujian ini sama dengan yang
digunakan pada pengujian CMC-ase. Hanya pada pengujian aktifitas FP-ase
digunakan kertas saring whatman no. 1 ukuran 1 x 6 c¢m (50 mg) sebagai
substrat.

Penentuan nilai aktifitas enzim dilakukan sebagai berikut : Filtrat enzim
sebanyak 0.5 ml dan larutan buffer sebanyak 1.0 ml beserta kertas saring
diinkubasikan selama satu jam pada suhu 48 °C. Reaksi dihentikan dengan
menambahkan tiga m! pereaksi DNS dan dipanaskan dalam air mendidih selama
lima menit. Penentuan gula pereduksi yang dihasilkan oleh enzim dilakukan sama
dengan penentuan akiifitas enzim lainnya. sehingga apabila inkubasi dilakukan
selama satu jam, maka satu mg glukosa yayng dihasilkan per ml filtrat :

( 1/60 x 0.18) = 0.0925 unit, sehingga

satu unit enzim FP-ase = (mg glukosa x 0.0925)/m!
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