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Abstrak

Penelitian ini bertujuan mendapatkan kondisi pertumbuhan optimum pH, suhu, dan waktu
inkubasi dari Aspergillus niger FNCC 6018 untuk produksi enzim selulase kasar dengan
aktivitas spesifik maksimum pada substrat bagas tebu. Aktivitas spesifik maksimum A. niger
FNCC 6018 dioptimasi dengan perlakuan variasi pH 5, 6, 7; suhu 27, 37, 50°C dan waktu
inkubasi 5, 7, 9 hari. Kondisi optimum yang diperoleh digunakan untuk memproduksi enzim
selulase kasar dan selanjutnya digunakan dalam proses produksi bioetanol. Produksi
bioetanol dilakukan dengan metode Simultaneous Saccharification and Fermentation (SSF)
pada suhu ruang, pH 5, selama 5 hari menggunakan substrat bagas tebu, enzim selulase kasar
A. niger FNCC 6018, khamir Saccharomyces cerevisiae FNCC 3012, dan medium SSF. Pada
akhir tahap SSF, kadar glukosa diukur dengan metode DNS (Dinitro Salisilat) sedangkan
kadar etanol diukur dengan metode Gas Chromatography. Hasil penelitian menunjukkan
bahwa kondisi optimum untuk produksi enzim selulase kasar A. niger FNCC 6018 berada
pada pH 5, suhu 37°C, waktu inkubasi 9 hari dengan aktivitas spesifik selulase kasar sebesar
0.107 U/mg. Kadar glukosa dan etanol maksimal dengan metode SSF adalah 0.59 mg/mL dan
1.217%. Metode ini cukup potensial untuk produksi bioetanol dari bagas tebu.

Kata kunci — bagas tebu — Saccharomyces cerevisiae — kadar glukosa — kadar etanol —
biofuel
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Abstract

The purpose of this research was to obtain the optimum growth condition of pH, temperature,
and incubation time of Aspergillus niger FNCC 6018 to produce crude cellulase enzyme from
sugarcane bagasse, that used for bioethanol production. Optimization for a crude enzyme
production was conducted at pH variation of 5, 6, 7; temperature variation of 27°C, 37°C,
50°C; and time incubation variation of 5, 7, 9 days. Bioethanol was produced using
Simultaneous Saccharification and Fermentation (SSF) method. Sugarcane bagasse was
incubated at room temperature, pH 5, during 5 days by adding A. niger FNCC 6018 crude
enzyme, Saccharomyces cerevisiae FNCC 3012, and SSF medium. Glucose concentration
was measured by DNS method (Dinitrosalicylic Acid Reagent for Determination of Reducing
Sugar). Ethanol concentration was measured by Gas Chromatography method. The result
showed that the optimum condition of crude cellulase enzyme activity from A. niger FNCC
6018 was achieved at pH 5, 37°C and 9 days incubation. The maximum cellulase specific
activity was 0.107 U/mg. The highest glucose and ethanol concentrations produced through
SSF method using this method was 0.590 mg/mL and 1.217%, respectively. This method is
potential for bioethanol production from sugarcane bagasse.

Key words — Sugarcane bagasse — Saccharomyces cerevisiae — glucose concentration —
ethanol concentration — biofuel

Pendahuluan

Kelangkaan bahan bakar fosil sebagai bahan baku utama bahan bakar minyak (BBM)
dan adanya efek pemanasan global serta pencemaran lingkungan yang ditimbulkan dari
penggunaan BBM berbahan bakar fosil mendorong banyak dilakukannya pencarian bahan
bakar alternatif yang bersifat terbarukan dan ramah lingkungan. Salah satu bahan bakar
alternatif tersebut adalah bioetanol (Samsuri et al. 2006, Amores et al. 2013). Bioetanol
merupakan senyawa alkohol yang salah satunya dapat diperoleh melalui proses fermentasi
biomassa dengan bantuan mikrob, khususnya oleh kelompok khamir (Suharni et al. 2004).
Bioetanol dihasilkan dari konversi pemanfaatan energi biomassa. Biomassa yang
dimanfaatkan tersebut dapat berasal dari tanaman pertanian dan perkebunan, limbah
domestik, dan limbah pertanian (Siwarasak et al. 2012).

Bagas merupakan biomassa dari limbah pertanian, sumber material yang murah untuk
produksi bioetanol, tersedia banyak, dan memiliki kandungan karbohidrat yakni selulase
tinggi dan lignin yang rendah (Samsuri et al. 2006). Kadar lignin yang rendah ini
memudahkan dalam proses delignifikasi atau penghilangan lignin sebelum nantinya selulosa
dapat dikonversi secara biologis menjadi etanol. Bagas memiliki struktur kompleks, terdiri
atas 25% lignin, 25% hemiselulosa, dan 40-50% selulosa (Ray et al. 2011), ketiga komponen
tersebut disebut lignoselulosa (Souza et al. 2011). Komponen bagas tersebut dapat
dihridrolisis menjadi glukosa yang nantinya akan difermentasikan menjadi etanol oleh
mikrobia. Glukosa menyusun 60% bagian dari selulosa (Souza et al. 2011), sehingga semakin
tingginya selulosa yang terdegradasi menjadi glukosa diharapkan semakin tinggi pula
produksi bioetanol. Komponen penyusun bagas menjadikan bagas sulit untuk didegradasi
secara alami (Stone 1951, Ahmed et al. 2012), sehingga jika terus terjadi penumpukan, akan
menyebabkan pencemaran lingkungan. Penggunaan bagas sebagai biomassa dalam produksi
bioetanol tentu dapat mengurangi pencemaran lingkungan.

Konversi bagas menjadi glukosa untuk difermentasi menjadi etanol dapat dilakukan
melalui pemanasan, secara kimiawi dengan enzim sintetis atau secara biologis melalui
hidrolisis enzim dari mikrob (Ray et al. 2011). Penggunaan enzim sintetis dalam produksi
bioetanol kurang effisien karena tingginya biaya pembelian atau produksi enzim sintetis
tersebut. Produksi enzim selulase mengambil total biaya sebesar 40% dalam proses sintesis
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bioetanol (Gutierrez-Correa et al. 1999). Salah satu cara yang dapat digunakan untuk
menekan biaya produksi bioetanol adalah memanfaatkan enzim selulase kasar dari mikrob
(Siwarasak et al. 2012). Salah satu mikrob yang mampu menghasilkan enzim selulase adalah
jamur Aspergillus niger (Gunam et al. 2010, Souza et al. 2011, Oyelexe et al. 2012).

Enzim selulase merupakan jenis inducible-enzyme yang akan diproduksi oleh mikrob
selama terdapat substrat selulosa dalam lingkungan pertumbuhan mikrobia tersebut.
Demikian pula pada A. niger, enzim selulase akan dihasilkan untuk menghidrolisis substrat
lignoselulosa menjadi monomer penyusunnya (glukosa) sehingga dapat digunakan untuk
pertumbuhan (Hurst 1977, Singhania et al. 2013). Aktivitas enzim selulase kasar
penghidrolisis komponen bagas menjadi glukosa yang dimiliki A. niger sangat menentukan
jumlah produksi bioetanol karenai glukosa yang dihasilkan dari aktivitas enzim selulase
tersebut akan dikonversi menjadi bioetanol dengan bantuan khamir melalui proses
fermentasi. Salah satu khamir yang umum digunakan dalam proses fermentasi etanol ialah
Saccharomyces cerevisiae (Samsuri et al. 2006). Menurut Samsuri et al. (2006), proses
fermentasi untuk menghasilkan etanol dengan dibantu enzim selulase kasar dari mikrob
dalam proses hidrolisis substrat lebih efektif dilakukan secara Simultaneous Saccharification
and Fermentation (SSF) atau sakarifikasi dan fermentasi serentak.

Aktivitas enzim selulase kasar A. niger yang akan digunakan dalam proses SSF sangat
dipengaruhi oleh suhu, pH, dan lama waktu inkubasi. Oleh sebab itu, perlu dilakukan
optimasi suhu, pH, dan waktu inkubasi untuk mendapatkan aktivitas enzim selulase kasar
yang optimum. Aktivitas enzim selulase A.niger yang maksimum tersebut diharapkan akan
menghasilkan produk glukosa yang digunakan sebagai sumber karbon khamir S. cerevisiae
dalam fermentasi untuk menghasilkan etanol. Kondisi optimum untuk menghasilkan enzim
kasar dari A niger FNCC 6018 pada substrat bagas tebu dan selanjutnya digunakan dalam
proses produksi bioetanol belum banyak dilaporkan, sehingga perlu dilakukan penelitian
terhadap hal ini. Oleh sebab itu, optimasi suhu, pH, dan waktu inkubasi untuk mendapatkan
aktivitas spesifik enzim selulase kasar optimum dan kadar etanol yang dihasilkan perlu
diteliti.

Metoda Penelitian
Tahap pertama penelitian: optimasi aktivitas enzim selulase kasar A. niger FNCC 6018
Penyiapan kultur

Kultur murni A. niger FNCC 6018 diperoleh dari Pusat Antar Universitas, Universitas
Gadjah Yogyakarta (PAU UGM). A. niger ditumbuhkan pada medium PDA (Potato Dextrose
Agar) dan diinkubasi pada suhu ruang selama 11 hari hingga jumlah spora memadai. Kultur
murni dibiakkan dengan cara streak plate dalam cawan petri.

Penghitungan jumlah spora A. niger FNCC 6018

Penghitungan spora dilakukan untuk mengetahui jumlah spora yang akan digunakan
untuk produksi enzim. Penghitungan jumlah spora dilakukan dengan metode langsung
menggunakan haemocytometer. Mula-mula A. niger FNCC 6018 yang telah ditumbuhkan
secara streak plate dalam cawan petri selama 11 hari diberi 10 ml larutan 0,1 % tween 80 dan
digoyang perlahan selama 2-3 menit hingga spora terlepas (Ahmed et al. 2012). Selanjutnya,
dengan cara aseptis larutan spora diambil dengan pipet eppendorf sebanyak 1 mL, lalu
dimasukkan ke dalam tabung reaksi yang berisi 9 mL akuades steril. Kultur dihomogenkan
sehingga diperoleh seri pengenceran 102, Kemudian diambil sebanyak 100 pL dan
dituangkan ke dalam haemocytometer, dan dihitung dibawah mikroskop dengan handcounter.
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Produksi enzim selulase kasar tahap pertama

Kultur murni A. niger FNCC 6018 yang telah ditumbuhkan secara streak plate dalam
cawan petri selama 11 hari diberi 10 mL 0,1% larutan tween 80 dan digoyang perlahan
selama 2-3 menit hingga spora terlepas, lalu diencerkan hingga 1072. Jumlah spora untuk
produksi enzim selulase kasar yang digunakan dalam penelitian ini sebesar 59,5 x 107/mL.
Produksi enzim selulase kasar dalam penelitian ini menggunakan Medium Nutrisi Mandels
cair dengan substrat bagas tebu sebesar 2% (Ahmed et al. 2012, Cunha et al. 2012). Pada
substrat bagas tebu yang digunakan, sebelumnya telah dilakukan pretreatment secara biologis
dengan jamur Shiitake. Proses pretereatment merupakan proses delignifikasi bagas.

Sebanyak 50 mL Medium Nutrisi Mandels cair dimasukkan ke dalam labu
Erlenmeyer berukuran 50 mL yang di dalamnya telah terdapat bagas tebu, kemudian
disterilisasi dengan autoclave TOMMY SS-325 pada suhu 121°C, tekanan 2 atm selama 15
menit. Sebelum dimasukkan ke dalam erlenmeyer berisi bagas tebu, pH Medium Nutrisi
Mandels dibuat dengan tiga variasi yakni pH 5, 6, dan 7 dengan penambahan HCI 0,1 N atau
KOH 0,1 N dan diukur dengan pH-meter Eutech P70. Selanjutnya, ke dalam medium yang
telah disterilisasi tersebut secara aseptis dimasukkan 1 mL suspensi spora sebesar £59,5 x
10’/mL. Kemudian labu Erlenmeyer yang telah diberi suspensi spora tersebut diinkubasi
dengan variasi suhu inkubasi yakni suhu 27°C , 37°C, 50°C dalam inkubator Stuart Orbital
Incubator SI500 dan inkubator (Memmert), serta variasi waktu inkubasi selama 5, 7, dan 9
hari. Secara keseluruhan terdapat 27 kombinasi dari variasi faktor pH, suhu, dan waktu
inkubasi tersebut seperti pada Tabel 1.

Tabel 1 Produksi enzim selulase kasar tahap pertama

Waktu Inkubasi (Hari)

pH Suhu°C
5 7 9
5
6 27
7
5
6 37
7
5
6 50
7

Keterangan: tanda — berisi nilai aktivitas spesifik enzim selulase
kasar yang diperoleh

Penghitungan aktivitas volum enzim selulase kasar (CMC-ase)

Penghitungan aktivitas enzim selulase dilakukan dengan mengukur glukosa yang
dihasilkan dari proses hidrolisis selulosa oleh enzim selulase kasar dengan metode DNS
(Miller 1976, Irfan et al. 2010). Substrat selulosa yang digunakan dalam penentuan aktivitas
enzim selulase kasar ini adalah CMC. Aktivitas enzim selulase kasar ditentukan dengan cara
sebagai berikut: dari tiap cairan produksi enzim diambil sampel sebanyak 1,5 mL untuk
dimasukkan ke dalam microtube, sampel kemudian disentrifugasi pada kecepatan 10000 rpm
selama 5 menit pada suhu 4°C dengan sentrifuge P selecta BL Il. Selanjutnya, supernatan
diambil sebanyak 0,5 mL dan dimasukkan ke dalam tabung reaksi tertutup dan ditambahkan
0,5 ml substrat CMC 1% kemudian dihomogenkan dan diinkubasi selama 30 menit pada
suhu 50°C. Setelah itu, ditambahkan 3 ml DNS dan dipanaskan selama 5 menit pada air
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mendidih. Setiap larutan pada tabung diukur absorbansinya dengan spektrofotometer UV-Vis
Dynamica Holo RB-10 pada panjang gelombang 550 nm. Perhitungan untuk mendapatkan
aktivitas volum enzim CMC-ase didasarkan pada 1 p-mol glukosa = 0.18 mg dan 1 unit
aktivivtas CMC-ase adalah 1u-mol glukosa yang dihasilkan permenit.

Jika inkubasi dilakukan selama 30 menit maka 1 mg glukosa yang dihasilkan per mL
adalah 1(30x0.18) unit = 0.185 unit, sehingga:

mg glukosa x 0.185

Satu Unit Aktivitas Volum Enzim CMC-ase (U/ mL) =

ml

Penghitungan kandungan protein terlarut dengan Metode Lowry

Penghitungan kadar total protein dilakukan untuk menentukan aktivitas spesifik
enzim selulase kasar. Penghitungan kadar total protein ini dilakukan bersamaan dengan
penghitungan aktivitas enzim selulase kasar. Penghitungan kandungan total protein terlarut
dilakukan dengan cara sebagai berikut: dari tiap cairan produksi enzim diambil sampel
sebanyak 1,5 mL untuk dimasukkan ke dalam microtube, kemudian sampel disentrifugasi
pada kecepatan 10000 rpm selama 5 menit pada suhu 4°C dengan sentrifuge P Selecta BL 1.
Selanjutnya, supernatan diambil sebanyak 0,5 mL dan dimasukkan ke dalam tabung reaksi
tertutup. Ke dalam tabung reaksi tertutup tersebut kemudian ditambahkan 0,5 mL Reagen D
lalu diinkubasi pada suhu ruang selama 15 menit, selanjutnya ditambahkan 1,5 mL Reagen E
dan diinkubasi pada suhu ruang selama 45 menit. Setelah itu, diukur absorbansinya dengan
spektrofotometer UV-Vis Dynamica Holo RB-10 pada panjang gelombang 750 nm. (Lowry
et al. 1951, Irfan et al. 2010). Sehingga akan diperoleh nilai aktivitas spesifik enzim selulase
kasar sebagai berikut:

Aktivitas volum enzim selulase kasar (IU/ml)

Aktivitas spesifik enzim selulase kasar (IU/mg) =

kandungan protein terlarut (mg/ml)

Tahap kedua penelitian: penggunaan enzim selulase kasar A. niger FNCC 6018 untuk
produksi bioetanol

Produksi enzim selulase kasar tahap kedua

Produksi enzim tahap kedua ini dilakukan dengan perlakuan suhu, pH, dan waktu
inkubasi untuk aktivitas enzim selulase kasar yang optimal berdasarkan percobaan tahap
pertama. Proses produksi enzim selulase kasar tahap kedua ini sama dengan produksi enzim
selulase kasar tahap pertama. Penghitungan aktivitas enzim CMC-ase spesifik dilakukan pada
enzim selulase kasar A. niger FNCC 6018 yang digunakan untuk produksi etanol melalui
SSF.

Pembuatan inokulum S. cerevisiae FNCC 3012

Kultur murni S. cerevisiae FNCC 3012 yang diperoleh dari PAU UGM Yogyakarta
ditanam dalam medium PDA secara streak plate dan diinkubasi selama 3 hari. Kemudian dari
kultur tersebut diambil secara aseptis sebanyak 1 ose lalu diinokulasikan ke dalam microtube
berisi 1 mL medium inokulum cair lalu dinkubasi selama 24 jam. Setelah 24 jam, dari dalam
microtube berisi biomassa S. cerevisiae FNCC 3012 tersebut secara aseptis diambil sebanyak
0,5 mL kemudian diinokulasikan ke dalam tabung reaksi berisi 10 mL medium inokulum cair
dan diinkubasi selama 24 jam. Setelah 24 jam, dari dalam tabung reaksi tersebut diambil
sebanyak 5 mL kemudian diinokulasikan ke dalam labu Erlenmeyer berisi 100 mL medium
inokulum cair. Setelah 24 jam, dari dalam Erlenmeyer 100 mL tersebut diambil sebanyak 5
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mL kemudian diinokulasikan ke dalam Erlenmeyer berisi 100 mL medium inokulum cair.
Setelah 24 jam, dari dalam erlenmeyer 100 mL tersebut diambil 25 mL kemudian
diinokulasikan ke dalam Erlenmeyer berisi 500 mL medium inokulum cair dan diinkubasi
selama 24 jam, kemudian inokulum tersebut siap digunakan untuk proses produksi bioetanol.

Produksi bioetanol dengan proses Simultaneous Saccharification and Fermentation (SSF)

Produksi bioetanol dilakukan di dalam flask berukuran 100 mL yang berisi total
volume medium fementasi sebanyak 80 ml dengan komposisi medium sebagai berikut:
medium SSF sebanyak 12,5%; substrat bagas tebu sebanyak 2%; buffer sitrat pH 5 sebanyak
47,5%; inokulum S. cerevisiae FNCC 3012 25%, dan enzim selulase kasar A. niger FNCC
6018 yang diperoleh dari tahap produksi enzim kedua sebanyak 15% (Wahono et al. 2014).
Inokulum S. cerevisiae FNCC 3012 yang digunakan sebelumnya ditumbuhkan pada medium
inokulum khamir. Selanjutnya, flask tersebut ditutup rapat dengan alumunium foil dan
plastik seal, kemudian diinkubasi selama 5 hari pada suhu ruang (Wahono et al., 2014). Pada
hari ke-5 dilakukan pengukuran kadar etanol menggunakan Gas Chromatography dan
pengukuran gula reduksi dengan metode DNS (Miller 1976).

Pengukuran Kadar Etanol

Pengukuran kadar etanol dilakukan dengan cara hasil SSF disaring secara aseptis
menggunakan kertas Whatmann No.41 steril dan dimasukkan ke dalam flask. Sampel cairan
hasil proses penyaringan tersebut kemudian ditutup rapat dengan aluminium foil dan plastik
seal. Selanjutnya, kadar etnaol daei sampel tersebut diukur menggunakan Gas
Chromatography.

Pengukuran Gula Reduksi dengan Metode DNS (Miller, 1976)

Sebanyak 0,5 mL larutan sampel hasil penyaringan dimasukkan ke dalam tabung reaksi,
lalu ditambahkan reagen DNS sebanyak 3 mL. Selanjutnya, campuran larutan tersebut
dihomogenkan dan kemudian dipanaskan selama 7 menit. Setelah itu, diukur absorbansinya
menggunakan spektrofotometer UV-Vis Dynamica Holo RB-10 pada panjang gelombang
550 nm. (Irfan et al. 2010).

Rancangan Percobaan
Penelitian ini pada tahap pertama menggunakan rancangan acak kelompok pola

faktorial yang terdiri dari tiga faktor. Faktor pertama adalah suhu saat inkubasi produksi
enzim selulase dengan 3 variasi, yakni 27°C, 37°C, dan 50°C. Faktor kedua yakni pH saat
inkubasi produksi enzim selulase dengan 3 variasi yakni 5, 6, dan 7. Faktor ketiga adalah
lama inkubasi produksi enzim selulase dengan 3 variasi yakni 5, 7, dan 9 hari. Kemudian
pada tahap kedua menggunakan tiga faktor yakni pH, suhu, dan waktu inkubasi, masing-
masing terdiri dari 2 variasi. Masing-masing perlakuan dilakukan pengulangan sebanyak 3
ulangan. Data yang diperoleh dari masing-masing perlakuan dianalisis statistik dengan
Analysis of Variance (ANOVA), apabila berpengaruh secara nyata terhadap parameter yang
diamati dilanjutkan dengan uji Duncan. Analisis data dilakukan dengan program SPSS.

Hasil
Optimasi aktivitas enzim selulase kasar A. niger FNCC 6018

Pada penelitian ini dilakukan dua tahapan. Tahapan pertama yakni optimasi aktivitas
spesifik enzim selulase kasar A. niger FNCC 6018. Optimasi dilakukan dengan cara
menentukan pH awal medium, suhu inkubasi, dan waktu inkubasi A. niger FNCC 6018 dalam
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memproduksi enzim selulase kasar. Optimasi dilakukan untuk mendapatkan kondisi pH awal
medium, suhu inkubasi dan waktu inkubasi yang menyebabkan aktivitas spesifik enzim
selulase kasar A. niger FNCC 6018 optimum. Kondisi optimum ini akan digunakan untuk
produksi enzim pada tahap kedua yang langsung digunakan dalam proses SSF produksi
etanol.

Hasil analisis menunjukkan bahwa aktivitas spesifik enzim selulase kasar A. niger
FNCC 6018 memiliki nilai yang berbeda pada tiap perlakuan suhu (Gb. 1). Pada suhu 27°C
dan suhu 37°C menunjukkan hasil yang berbeda namun tidak signifikan, yakni sebesar
0.18171+0.045 U/mg pada suhu 27°C dan sebesar 0.19642+0.055 U/mg pada suhu 37°C,
sedangkan pada suhu 50°C menunjukkan hasil yang berbeda nyata dengan suhu 27°C dan
37°C.

0.196+0.055P

0.094+0.1907

|

0,1 -

Aktivitas Spesifik Enzim
CMCase (IU/mg)

27 37 50
Suhu (°C)

Gambar 1 Rerata aktivitas spesifik enzim (U/mg) A. niger FNCC 6018 pada tiap variasi
perlakuan suhu. Angka yang diikuti huruf berbeda menunjukkan hasil yang
berbeda nyata, huruf yang sama menunjukkan perbedaan tidak signifikan
(P>0,05)

Pada hasil penelitian ini, terlihat bahwa aktivitas spesifik enzim tidak berbeda nyata
pada pH 6 dan pH 7, yakni sebesar 0.141+0.073 U/mg pada pH 6 dan 0.143+0.076 U/mg
pada pH 7 (Gb. 2). Walaupun tidak berbeda nyata, namun pada pH 7 menunjukkan aktivitas
spesifik enzim yang sedikit lebih tinggi. Oleh sebab itu, pada produksi enzim kedua untuk
proses SSF produksi etanol digunakan variasi perlakuan pH 5 dan pH 7.
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Gambar 2 Rerata aktivitas spesifik enzim (U/mg) A. niger FNCC 6018 pada tiap variasi
perlakuan pH. Angka yang diikuti huruf berbeda menunjukkan hasil yang
berbeda nyata, huruf yang sama menunjukkan perbedaan tidak signifikan
(P>0,05)

Pada hari ke-5, ke-7, hingga hari ke-9 waktu inkubasi terjadi peningkatan aktivitas
spesifik enzim selulase (Gb. 3). Peningkatan aktivitas spesifik enzim tersebut menunjukkan
semakin lama waktu inkubasi hingga mencapai waktu inkubasi optimum menyebabkan
semakin lama enzim selulase menghidrolisis substrat bagas tebu untuk menghasilkan
produk glukosa. Semakin banyak produk glukosa yang dihasilkan menunjukkan semakin
meningkatnya aktivitas spesifik enzim selulase.
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Gambar 3 Rerata aktivitas spesifik enzim (U/mg) A. niger FNCC 6018 pada tiap variasi
perlakuan waktu inkubasi. Angka yang diikuti huruf berbeda menunjukkan hasil
yang berbeda nyata, huruf yang sama menunjukkan perbedaan tidak signifikan
(P>0,05)

Penggunaan enzim selulase kasar A. niger FNCC 6018 untuk produksi bioetanol melalui
SSF

Tahapan kedua dalam penelitian adalah produksi bioetanol dengan enzim selulase
kasar A. niger FNCC 6018. Produksi bioetanol dilakukan melalui SSF. Dalam proses SSF
terjadi dua tahapan yakni proses hidrolisis substrat bagas tebu oleh enzim selulase kasar dari
A. niger menjadi glukosa kemudian dilanjutkan dengan proses fermentasi glukosa oleh S.
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cerevisiae FNCC 3012 menjadi etanol. Metode SSF ini digunakan agar glukosa hasil
hidrolisis langsung difermentasikan oleh S. cerevisiae, sehingga tidak ada glukosa yang telah
terhidrolisis kembali lagi menjadi polisakarida. Pada tahap kedua penelitian ini diperoleh
hasil aktivitas spesifik enzim paling maksimal pada perlakuan pH 5, suhu 37°C, waktu
inkubasi 9 hari yakni sebesar 0,10732 U/mg (Tabel 2). Uji Duncan pada data aktivitas enzim
menunjukkan nilai aktivitas enzim pada perlakuan pH 5 suhu 37°C waktu inkubasi 9 hari
tersebut berbeda nyata dengan nilai aktivitas enzim pada perlakuan lainnya

Tabel 2 Rerata aktivitas spesifik enzim A. niger FNCC 6018 (IU/mg) tahap kedua penelitian

Variasi Perlakuan Waktu Inkubasi (Hari)
7 9
pH Suhu (°C)
5 27 0.052452 0.09887b¢
7 27 0.049532 0.09332b¢
5 37 0.09729b¢ 0.10732°
7 37 0.047642 0.07534°

Keterangan: Angka yang diikuti huruf berbeda menunjukkan hasil yang berbeda nyata, huruf yang
sama menunjukkan perbedaan tidak signifikan (P>0,05).

Aktivitas spesifik enzim pada perlakuan perlakuan pH 5, suhu 37°C, waktu inkubasi 9
hari merupakan yang paling tinggi, namun kadar glukosa paling tinggi terdapat pada
penggunaan enzim perlakuan perlakuan pH 5, suhu 27°C, waktu inkubasi 9 hari (Tabel 3).

Tabel 3 Rerata kadar glukosa (mg/mL) hasil proses SSF menggunakan enzim selulase
kasar A. niger FNCC 6018

Variasi Perlakuan Waktu Inkubasi (Hari)

7 9
pH Suhu (°C)
5 27 0,4723b 0,619°
7 27 0,4272 0,485%b
5 37 0,3872 0,590°
7 37 0,416° 0,5112P

Keterangan: Angka yang diikuti huruf berbeda menunjukkan hasil yang berbeda nyata, huruf yang
sama menunjukkan perbedaan tidak signifikan (P>0,05).

Tabel 4 Rerata kadar etanol (%) hasil proses SSF menggunakan enzim selulase kasar A.
niger FNCC 6018

Variasi Perlakuan Waktu Inkubasi (Hari)

7 9
pH Suhu (°C)
5 27 1,2172 1,0222
7 27 1,059 0,7292
5 37 1,0822 1,0682
7 37 1,0812 0,991°

Keterangan: Angka yang diikuti huruf berbeda menunjukkan hasil yang berbeda nyata, huruf yang sama
menunjukkan perbedaan tidak signifikan (P>0,05).
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Kadar Etanol hasil SSF dengan enzim selulase kasar A .niger 6018 dan S. cerevisiae
FNCC 3012 paling tinggi pada perlakuan penggunaan enzim selulase kasar A. niger FNCC
6018 dengan perlakuan pH 5 suhu 27°C waktu inkubasi 7 hari yakni sebesar 1,217% (Tabel
4).

Pembahasan

Pada perlakuan suhu 50°C terlihat bahwa aktivitas spesifik enzim selulase kasar
memiliki nilai yang sangat kecil bila dibandingkan dengan perlakuan suhu 27°C dan 37°C,
yakni sebesar 0.09415+0.190 U/mg. Hal ini dikarenakan suhu yang terlalu tinggi dapat
mengubah konformasi enzim selulase termasuk konformasi sisi aktif enzim, sehingga
menurunkan peluang penempelan enzim selulase dengan substrat bagas tebu. Selain itu, suhu
yang terlalu tinggi dapat mendenaturasi bagian protein enzim yakni apoenzim (Lehninger,
1982). Rendahnya aktivitas spesifik enzim selulase kasar pada suhu 50°C juga disebabkan
karena rendahnya pertumbuhan A. niger pada medium. Hal ini ditunjukkan dari tidak adanya
miselium pada medium pertumbuhan A. niger di suhu 50°C. Suhu yang terlalu tinggi juga
menyebabkan terjadinya denaturasi DNA dan menurunkan konsentrasi asam lemak pada
membran sel A. niger (Annous et al. 1999). Konsentrasi asam lemak yang rendah
menyebabkan membran sel kehilangan fluiditas, sehingga sel akan pecah ketika pembelahan
sel. Adanya denaturasi DNA dan penurunan konsentrasi asam lemak pada membran sel A.
niger akan mengganggu pertumbuhan sel A. niger dalam medium.

Suhu memiliki peran penting dalam aktivitas metabolik mikrob, termasuk jamur
(Mrudula & Murugammal 2011). Penelitian Mrudula dan Murugammal (2011) menunjukkan
aktivitas selulase A. niger mengalami penurunan pada perlakuan suhu inkubasi di atas 35°C
dan mencapai optimum pada suhu 27°C. Penelitian Ali et al. (1991) menyatakan hasil
maksimum dari selulase A. niger Z10 dan A. terreus dicapai pada suhu 40°C. Hasil penelitian
terdahulu oleh Asquieri dan Park (1992) juga menunjukkan aktivitas enzim A. niger optimum
pada suhu inkubasi 37°C.

Pada hasil penelitian ini menunjukkan aktivitas enzim selulase A. niger FNCC 6018
meningkat hingga mencapai maksimum pada suhu optimum yakni 37°C. Hal ini
menunjukkan suhu memiliki peran penting dalam reaksi enzimatik yang berpengaruh pada
aktivitas spesifik enzim. Ketika suhu bertambah hingga mencapai suhu optimum, gerak
thermal molekul akan meningkat, fraksi molekul yang memiliki energi dalam meningkat
untuk memasuki keadaan transisi (Lehninger 1982). Dengan demikian, kecepatan reaksi
enzimatik meningkat maka aktivitas enzim meningkat. Selain itu, peningkatan suhu inkubasi
sampai suhu optimum, meningkatkan energi kinetik yang akan meningkatkan pergerakan
baik molekul enzim maupun substrat, sehingga akan meningkatkan peluang bertemunya sisi
aktif enzim selulase dengan substrat bagas tebu untuk menghasilkan produk (glukosa).

Pada perlakuan variasi pH, aktivitas enzim selulase A. niger FNCC 6018 mencapai
maksimum pada pH 5 yakni sebesar 0.18791+0.187 U/mg dan mengalami penurunan pada
pH 6 dan pH 7. Hasil penelitian tersebut menunjukkan bahwa pH 5 merupakan pH optimum
untuk aktivitas enzim selulase A. niger FNCC 6018. Menurut Lehninger (1982) sifat ionik
dari gugus karboksil dan gugus amino pada molekul enzim dipengaruhi oleh pH. Kondisi pH
yang tidak sesuai akan menyebabkan perubahan pada sisi aktif atau sisi katalitik enzim
sehingga menurunkan peluang pertemuan antara substrat dengan sisi aktif enzim yang
kemudian menyebabkan penurunan aktivitas enzim (Zakpa et al. 2009). Profil pH enzim
menggambarkan pH pada saat gugus pemberi atau penerima proton yang penting pada sisi
katalitik (sisi aktif) enzim berada dalam tingkat ionisasi yang diinginkan (Lehninger 1982).
Dengan demikian, pH 5 merupakan pH yang ideal untuk mendukung terjadinya pertemuan
atau penempelan substrat bagas tebu pada sisi aktif enzim selulase A. niger FNCC 6018
sehingga reaksi hidrolisis substrat bagas tebu menghasilkan produk glukosa menjadi
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maksimum. Hasil penelitian Al-Ka’aby (2012) juga menunjukkan aktivitas selulase A. niger
pada substrat tebu (saw dust) maksimum pada pH 5 yakni sebesar 0.083 U/mL. Devi dan
Kumar (2012) menghasilkan penelitian aktivitas selulase A. niger pada substrat limbah
industri kertas maksimum juga pada pH 5 yakni sebesar 3,9 U/mL. Demikian pula dengan
hasil penelitian Kiranmayi (2011) juga menunjukkan aktivitas selulase A. niger pada substrat
limbah alam maksimum pada pH 5 yakni sebesar 0.098 U/mL.

Pada hasil penelitian ini, terlihat bahwa aktivitas spesifik enzim tidak berbeda nyata
pada pH 6 dan pH 7, yakni sebesar 0.141+0.073 U/mg pada pH 6 dan 0.143+0.076 U/mg
pada pH 7. Walaupun tidak berbeda nyata, namun pada pH 7 menunjukkan aktivitas spesifik
enzim yang sedikit lebih tinggi. Oleh sebab itu, pada produksi enzim kedua untuk proses SSF
produksi etanol digunakan variasi perlakuan pH 5 dan pH 7.

Pada perlakuan variasi waktu inkubasi, hasil penelitian menunjukkan waktu inkubasi
9 hari menghasilkan aktivitas spesifik enzim A. niger FNCC 6018 yang maksimal yakni
0.229+0.180 U/mg. Hasil tersebut juga berbeda nyata dengan hasil aktivitas enzim pada
waktu inkubasi 5 hari, sebesar 0.108+0.048 U/mg dan waktu inkubasi 7 hari sebesar
0.134+0.066 U/mg. Hal ini menunjukkan bahwa pada waktu inkubasi 9 hari kontak antara
sisi aktif enzim selulase dengan substrat bagas tebu mencapai optimum, sehingga proses
hidrolisis substrat bagas tebu oleh enzim selulase untuk menghasilkan produk juga
optimum. Peningkatan aktivitas spesifik enzim selulase terjadi dari hari ke-5, ke-7, hingga
hari ke-9 waktu inkubasi. Peningkatan aktivitas spesifik enzim tersebut menunjukkan
semakin lama waktu inkubasi hingga mencapai waktu inkubasi optimum menyebabkan
semakin lama enzim selulase menghidrolisis substrat bagas tebu untuk menghasilkan
produk glukosa. Semakin banyak produk glukosa yang dihasilkan menunjukkan semakin
meningkatnya aktivitas spesifik enzim selulase.

Produk dari hidrolisis substrat oleh enzim selulase kasar A. niger adalah gula reduksi
atau glukosa. Hasil pada penelitian ini menunjukkan bahwa kadar glukosa hasil proses
hidrolisis yang tertinggi terdapat pada proses SSF dengan penggunaan enzim perlakuan pH 5,
suhu 27°C, waktu inkubasi 9 hari yakni sebesar 0,619 mg/ml. Berdasarkan uji Duncan hasil
tersebut berbeda tidak nyata dengan kadar glukosa dari pemanfaatan enzim perlakuan pH 5,
suhu 37°C, waktu inkubasi 9 hari yakni sebesar 0,590 mg/ml. Hasil kadar glukosa tersebut
sebanding dengan paling tingginya aktivitas spesifik enzim selulase kasar A. niger FNCC
6018 pada perlakuan pH 5, suhu 27°C, waktu inkubasi 9 hari dan perlakuan pH 5, suhu 37°C,
waktu inkubasi 9 hari dibandingkan aktivitas spesifik enzim perlakuan lain. Aktivitas spesifik
enzim pada perlakuan perlakuan pH 5, suhu 37°C, waktu inkubasi 9 hari merupakan yang
paling tinggi, namun kadar glukosa paling tinggi terdapat pada penggunaan enzim perlakuan
perlakuan pH 5, suhu 27°C, waktu inkubasi 9 hari. Hal ini dapat terjadi dikarenakan enzim
selulase kasar yang digunakan dalam proses SSF belum berupa enzim murni sehingga
aktivitas spesifik enzim tersebut dalam menghidrolisis substrat menjadi glukosa belum stabil,
masih bisa meningkat maupun menurun. Hal tersebut dapat mempengaruhi jumlah glukosa
hasil hidrolisis

Aktivitas spesifik enzim selulase kasar pada penelitian ini secara keseluruhan
sebanding dengan hasil kadar etanol meskipun kadar maksimum tidak pada perlakuan
penggunaan enzim selulase kasar A. niger FNCC 6018 dengan aktivitas paling tinggi. Hal ini
dapat disebabkan karena enzim selulase kasar A. niger FNCC 6018 digunakan langsung
dalam proses SSF tanpa pemurnian sehingga aktivitas spesifik enzim selulase tersebut belum
stabil, bisa meningkat dan bisa menurun. Aktivitas spesifik enzim merupakan ukuran
kemurnian suatu enzim, nilainya meningkat selama pemurnian enzim lalu menjadi
maksimum dan tetap (konstan) jika enzim sudah berada pada keadaan murni (Lehninger
1982).
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Kadar etanol hasil SSF dengan enzim selulase kasar A. niger 6018 dan S. cerevisiae
FNCC 3012 paling tinggi pada perlakuan penggunaan enzim selulase kasar A. niger FNCC
6018 dengan perlakuan pH 5 suhu 27°C waktu inkubasi 7 hari yakni sebesar 1,217%.
Aktivitas enzim spesifik pada enzim yang digunakan untuk produksi etanol dengan kadar
paling tinggi tersebut memang bukan aktivitas spesifik maksimal namun dapat menghasilkan
kadar etanol paling tinggi. Hal ini dapat disebabkan karena enzim selulase kasar A. niger
FNCC 6018 belum murni sehingga aktivitas spesifik enzim belum stabil atau konstan saat
digunakan dalam proses SSF.

Kandungan kadar etanol menggunakan enzim selulase kasar A. niger FNCC 6018
dengan perlakuan pH 5 suhu 27°C waktu inkubasi 7 hari paling tinggi daripada kadar etanol
dengan perlakuan lain. Hal tersebut dapat menunjukkan bahwa aktivitas enzim selulase kasar
A. niger FNCC 6018 relatif lebih stabil saat digunakan dalam proses SSF sedangkan aktivitas
enzim spesifik selulase kasar dengan perlakuan lainnya belum stabil saat digunakan dalam
proses SSF. Semakin tinggi aktivitas enzim spesifik selulase kasar menyebabkan semakin
banyak selulase pada substrat bagas tebu dihidrolisis menjadi glukosa. Semakin banyak
glukosa yang dihasilkan oleh aktivitas enzim, semakin banyak pula glukosa yang diubah
menjadi etanol oleh S. cerevisiae FNCC 3012, sehingga kadar etanol yang dihasilkan
semakin tinggi (Moat et al. 2002).

Kadar etanol tertinggi (1,217%) dari substrat bagas tebu yang dihasilkan dengan
pemanfaatan enzim selulase kasar A. niger FNCC 6018 pada penelitian ini lebih tinggi dari
kadar etanol yang dihasilkan dari penelitian dengan pemanfaatan enzim selulase kasar
Trichoderma reesei (0,590%) oleh Yudaputri (2014). Kadar etanol tertinggi pada penelitian
ini juga menunjukkan hasil yang tidak berbeda jauh dengan kadar etanol dari substrat bagas
tebu yang telah didelignifikasi secara kimiawi yang dihasilkan melalui proses SSF dengan
pemanfaatan enzim selulase murni T. reesei yakni sebesar 1,354 % (Wahono et al. 2014).
Kadar etanol pada penelitian ini bila diuji statistika dengan uji Duncan, menghasilkan nilai
yang berbeda tidak signifikan. Kadar etanol yang berbeda tidak signifikan tersebut dapat
disebabkan karena aktivitas spesifik enzim selulase kasar A. niger FNCC 6018 belum stabil
saat digunakan dalam medium SSF.
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