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Abstract

Rice straw is the largest agricultural wastes in Indonesia. Cellulose in rice straw can
be used as substate in cellulase production in order to increase the economic value of rice
straw. The purpose of this study to produce cellulase and to observe effect of moisture content
and fermentation time on cellulase production by Aspergillus niger in solid state
fermentation. Fermentations were carried out in erlenmeyer flasks containing rice straw
substrates with varying moisture content from 75% up to 90%, nutrient salt composed urea
30 mg, MgSO,4.7H,0 5 mg, KH,PO,4 2,3 mg respectively, initial pH at 5 and incubated at
different time of fermentation from 48 hours to 144 hours at 30 °C. Protein in crude enzyme
and cellulose activity were analyzed by Lowry method and DNS (3,5-dinitrosalicylic acid)
method respectively. The best cellulase activity was obtained in a medium containing rice
straw substrates with moisture content of 80%, initial pH of fermentation 5, nutrient salt
composed urea 30 mg, MgS0O,4.7H,0 5 mg, KH,PO,4 2,3 mg and incubated for 96 hours at
30°C. Optimal condition was obtained at cellulase activity of 7,29 gram glucose/I.
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Abstrak

Jerami padi merupakan limbah pertanian terbesar di Indonesia. Potensi selulosa
dalam jerami padi yang besar dapat dimanfaatkan sebagai substrat dalam produksi selulase
sehingga dapat menambah nilai ekonomi pada jerami padi. Tujuan penelitian ini adalah
untuk memproduksi enzim selulase dan mengetahui pengaruh moisture content dan waktu
fermentasi tehadap produksi enzim. Dalam penelitian ini metode yang digunakan adalah
sistem fermentasi padat. Penelitian dilakukan dalam erlenmeyer dengan variabel tetap antara
lain nutrien dalam media (urea 30 mg, MgS0,4.7H,O 5 mg, KH,PO, 2,3 mg), pH awal
fermentasi 5, dan temperatur fermentasi 30°C. Variabel berubah yang digunakan yaitu
variabel moisture content 75%, 80%, 85%, 90% dan variabel waktu 48 jam, 72 jam, 96 jam,
120 jam, 144 jam. Hasil fermentasi diekstrak dan disentrifugasi sehingga dihasilkan enzim
selulase. Kemudian enzim selulase yang dihasilkan dianalisa kadar proteinnya dengan
metode Lowry dan diuji aktivitasnya dengan metode DNS (3,5-dinitrosalicylic acid). Hasil
percobaan menunjukkan bahwa substrat jerami dapat digunakan untuk memproduksi enzim
selulase oleh Aspergillus niger dengan kadar protein (enzim) tertinggi yang dihasilkan 1,28
g/liter dengan aktivitas enzim tertinggi 7,29 gram glukosa/liter. Aktivitas enzim paling
optimum diperoleh pada variabel moisture content 80% dan waktu fermentasi 96 jam.

Kata kunci : enzim selulase, jerami, Aspergillus niger, sistem fermentasi padat



PENDAHULUAN

Jerami padi merupakan limbah pertanian terbesar di Indonesia. Menurut data BPS
tahun 2006, luas sawah di Indonesia adalah 11,9 juta ha. Produksi per hektar sawah bisa
mencapai 12-15 ton bahan kering setiap kali panen, tergantung lokasi dan varietas
tanaman. Sejauh ini, pemanfaatan jerami padi sebagai pakan ternak baru mencapai 31-39
%, sedangkan yang dibakar atau dimanfaatkan sebagai pupuk 36-62 %, dan sekitar 7-16 %
digunakan untuk keperluan industri (safan.wordpress.com, 2008). Jerami mengandung
lignin, selulosa, dan hemiselulosa. Kandungan selulosa yang cukup besar, yaitu sekitar 39
% sehingga jerami padi dapat dimanfaatkan untuk memproduksi enzim selulase.
Penggunaan jerami padi sebagai substrat dalam produksi selulase dapat menambah nilai
ekonomi pada jerami padi itu sendiri (safan.wordpress.com, 2008).

Selulase digunakan secara luas dalam industri tekstil, deterjen, pulp dan Kertas.
Selulase juga digunakan dalam pengolahan kopi (Frazier dkk, 1988) dan kadang-kadang
digunakan dalam industri farmasi sebagai zat untuk membantu sistem pencernaan.
Selulase juga dimanfaatkan dalam proses fermentasi dari biomassa menjadi biofuel,
seperti bioethanol (en.wikipedia.org/wiki/cellulase). Saat ini, enzim selulase juga
digunakan sebagai pengganti bahan kimia pada proses pembuatan alkohol dari bahan yang
mengandung selulosa (Zhiliang Fan dkk, 2006).

Selulase dapat diproduksi oleh fungi, bakteri, dan ruminansia. Produksi enzim secara
komersial biasanya menggunakan fungi atau bakteri. Fungi yang bisa menghasilkan
selulase antara lain genus Tricoderma, Aspergillus, dan Penicillium. Jenis fungi yang
biasa digunakan dalam produksi selulase adalah Aspergillus niger (Usama dkk, 2008;
Immanuel dkk, 2006; lkram dkk, 2005; Omojasola dkk, 2008; Narasimha G dkk, 2006),
Aspergillus fumigates (Immanuel dkk, 2006), Aspergillus nidulans (Usama dkk, 2008),
Neurospra sitophila (Kurnia dkk, 2002), Tricoderma viride (lkram dkk,2005),
Tricoderma longibrachiatum, dan Saccharomyces cerevisiae (Omojasola dkk, 2008).
Sedangkan bakteri yang bisa menghasilkan selulase adalah Pseudomonas, Cellulomonas,
Bacillus, Micrococcus, Cellovibrio, dan Sporosphytophaga. Sedangkan untuk pembenihan
inokulasi biasanya dilakukan pada medium PDA/Potato Dextrose Agar (Omojasola dkk,
2008; Ikram dkk, 2005; Narasimha G dkk, 2006) atau pada medium Czapek Dox Liquid
(Gokhan Coral dkk,2002; Narasimha G dkk, 2006).

Jerami mempunyai potensi besar sebagai substrat dalam produksi enzim selulase
yang digunakan secara luas dalam industri sehingga penelitian ini penting untuk

dilakukan. Dalam penelitian ini, diharapkan dapat memperoleh kondisi optimum dari



variabel yang telah ditentukan sehingga dapat mengurangi biaya produksi enzim selulase

dan menambah nilai ekonomi jerami.

Tujuan penelitian ini untuk memproduksi selulase dengan menggunakan substrat

jerami padi oleh Aspergillus niger dengan sistem fermentasi padat, mengkaji pengaruh

moisture content dan waktu fermentasi terhadap produksi enzim selulase, dan menetapkan

kondisi optimum produksi selulase.

METODOLOGI

Untuk memproduksi enzim selulase menggunakan Aspergillus niger dengan substrat

jerami melalui proses sistem fermentasi padat dilakukan beberapa tahapan sebagai
berikut:

1.

Penyiapan bahan baku

Bahan baku berupa jerami diambil dari desa Mijen Kec. Kebonagung, Kab. Demak.
Sebelum digunakan sebagai medium fermentasi, jerami dicacah agar didapat ukuran
yang homogen. Aspergillus niger diperoleh dari Laboratorium Teknologi Pangan
Universitas Katolik Soegijapranata (UNIKA) Semarang.

Pembenihan inokulasi

Pembenihan inokulasi dilakukan pada PDA secara zig-zag dengan menggunakan
kawat inokulasi di dalam cawan petri secara aseptik. Mikroba diinkubasi pada suhu *
30°C selama 120 jam.

Penyiapan inokulum

Penyiapan inokulum dilakukan dalam media cair (sukrosa 12,5%, (NH,4),SO,4 0,25%,
KH,PO, 0,2%) yang ditutup dengan kapas kemudian diinkubasi pada suhu + 30°C
selama 24 jam di ruang aseptik.

Produksi enzim selulase

Produksi enzim ini dimulai dengan mencampur jerami dengan nutrien yang ada dalam
media cair padat. pH fermentasi diatur lalu media disterilkan di dalam autoclave
kemudian didinginkan. Suspensi spora ditambahkan dan disebar merata pada media
tersebut. Kemudian diinkubasi pada suhu 30°C dengan waktu fermentasi sesuai
dengan variabel yang telah ditentukan.

Pengambilan enzim

Proses pengambilan enzim dimulai dengan mengekstrak hasil fermentasi dengan

aquadest sehingga diperoleh filtrat dan padatan. Kemudian filtrat dan padatan



dipisahkan dengan menggunakan centrifuge kecepatan 4200 rpm selama 14 menit.
Filtrat yang diperoleh siap diuji aktivitas enzimnya.
6. Analisa hasil
Analisa pertama yang dilakukan adalah analisa protein dengan metode Lowry untuk
menunjukkan kadar enzim dalam sampel dengan menggunakan BSA (bovine serum
albumin) sebagai larutan standar. Untuk mengetahui aktivitas enzim yang dihasilkan
digunakan kapas 1% yang ditambah dengan ekstrak enzim, kemudian kadar glukosa
dianalisa dengan metode DNS (3,5-dinitrosalicylic acid).
Pada penelitian digunakan variabel moisture content dan waktu fermentasi. Adapun
rancangan percobaan disajikan pada tabel berikut ini :
Tabel 1. Rancangan percobaan

RU Variabel
Moisture content (%)  Waktu fermentasi (jam)
1 75 48
2 75 72
3 75 96
4 75 120
5 75 144
6 80 48
7 80 72
8 80 96
9 80 120
10 80 144
11 85 48
12 85 72
13 85 96
14 85 120
15 85 144
16 90 48
17 90 72
18 90 96
19 90 120
20 90 144

Adapun kondisi yang dipertahankan tetap adalah :
— Komposisi nutrisi dalam media :
e Urea :30 mg
e MgSO,.7H,O  :5mg
o KH,PO, 12,3 mg



— Suhu fermentasi 1 +30°C

— pH fermentasi .5

I11. HASIL DAN PEMBAHASAN
A. Hubungan antara waktu terhadap konsentrasi protein
Penelitian ini dilakukan dengan variabel tetap moisture content 90%, nutrien
dalam media (urea 30 mg, MgS0O,.7H,0 5 mg, KH,PO, 2,3 mg), pH awal fermentasi
5, dan temperatur fermentasi 30°C. Analisa kadar protein dilakukan untuk mengetahui
banyaknya enzim yang dihasilkan oleh Aspergillus niger. Hasil analisa kadar protein
dengan menggunakan metode Lowry disajikan pada Tabel 2 dan Gambar 1.

Tabel 2. Hasil analisa kadar protein pada berbagai variabel
Kadar protein (gram/liter)

Kadar air 48 jam 72 jam 96 jam 120 jam 144 jam
0,75 0,24 0,36 0,40 0,47 0,77
0,8 0,42 0,50 0,53 0,48 0,41
0,85 0,42 0,82 0,53 0,60 0,49
0,9 0,55 0,67 0,48 0,43 1,28
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Gambar 1. Grafik hubungan waktu (jam) terhadap konsentrasi protein (mg/l) pada

variabel moisture content 90%

Pada Gambar 1 menunjukkan bahwa dengan bertambahnya waktu konsentrasi
protein menjadi tinggi. Kadar protein tertinggi dihasilkan pada waktu 144 jam yaitu
sebesar 1,28 g/l. Hal ini disebabkan pada waktu tersebut pertumbuhan mikroba telah

mencapai maksimal.



B. Hubungan antara moisture content terhadap konsentrasi protein
Penelitian ini dilakukan dengan variabel tetap waktu 144 jam, nutrien dalam
media (urea 30 mg, MgSQ,.7H,0 5 mg, KH,PO, 2,3 mg), pH awal fermentasi 5, dan
temperatur fermentasi 30°C. Analisa kadar protein dilakukan untuk mengetahui
banyaknya enzim yang dihasilkan oleh Aspergillus niger. Hasil analisa kadar protein
dengan menggunakan metode Lowry disajikan pada Tabel 2 dan Gambar 2.
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Gambar 2.Grafik hubungan moisture content terhadap konsentrasi protein (g/l) pada

variabel waktu 144 jam

Pada Gambar 2 menunjukkan bahwa kadar protein pada moisture content 75%
lebih tinggi daripada moisture content 80% dan 85%. Hal ini disebabkan pada
moisture content 75% porositasnya lebih tinggi sehingga transfer oksigen maksimal.
Mulai variabel moisture content 85% terjadi kenaikan kadar protein. Hal ini
menunjukkan bahwa seiring dengan kenaikan moisture content porositas semakin
menurun, tetapi kelarutan nutrient dalam media semakin tinggi. Kadar protein
tertinggi dihasilkan pada moisture content 90% vyaitu sebesar 1,28 g¢/l. Hal ini
disebabkan oleh tingginya kelarutan nutrien dalam media sehingga suplai nutrien
untuk Aspergillus niger tumbuh semakin besar. Moisture yang terlalu tinggi dapat
mengurangi porositas padatan sehingga menghalangi transfer oksigen. Moisture yang
terlalu rendah menyebabkan berkurangnya kelarutan nutrien dalam substrat. (Md.
Zahangir Alam dkk, 2005; Giselle Maria Maciel dkk, 2008).



C. Uji aktivitas enzim selulase
Penelitian ini dilakukan dengan variabel tetap nutrien dalam media (urea 30
mg, MgS0,4.7H,O 5 mg, KH,PO, 2,3 mg), pH awal fermentasi 5, dan temperatur
fermentasi 30°C. Uji aktivitas enzim ini dilakukan untuk mengetahui banyaknya
selulosa yang bisa dihidrolisis secara enzimatis menjadi glukosa. Berikut ini adalah
hasil analisa uji aktivitas enzim selulase dengan metode DNS berupa konsentrasi

glukosa tereduksi dalam satuan gram/liter yang disajikan pada Tabel 3 dan Gambar 3.

Tabel 3. Hasil analisa uji aktivitas enzim pada berbagai variabel
Kadar glukosa (gram/liter)

Kadar air 48 jam 72 jam 96 jam 120 jam 144 jam
0,75 0,88 1,63 3,33 2,38 513
0,8 4,63 2,29 7,29 1,42 5,04
0,85 5,38 1,79 1,50 2,46 1,83
0,9 1,79 1,88 1,54 2,13 5,42
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Gambar 3. Grafik hubungan waktu (jam) terhadap konsentrasi glukosa (gr/l) pada

berbagai variabel moisture content

Dari grafik di atas dapat dilihat aktivitas enzim tertinggi dihasilkan pada
variabel waktu 96 jam dengan kadar moisture 80 % vyaitu sebesar 7,29 gr glukosa/l.
Ditinjau dari variabel waktu aktivitas tertinggi dihasilkan pada waktu 96 jam. Hal ini
mengikuti pola pertumbuhan mikroorganisme yang mengalami beberapa fase
pertumbuhan, yaitu fase adaptasi, fase eksponensial, fase stasioner, dan fase kematian.
aktivitas enzim yang tinggi diperoleh pada saat pasca eksponensial (stasioner) yaitu
setelah hari ke-4 fermentasi (Abdul Aziz Darwis dkk, 1995).



Ditinjau dari variabel moisture content, aktivitas tertinggi dihasilkan pada
moisture 80 %. Namun, kadar protein tertinggi dihasilkan pada variabel moisture
content 90%. Hal ini disebabkan adanya kemungkinan terdapat enzim selain enzim
selulase yang diproduksi oleh Aspergillus niger sehingga konsentrasi protein pada
variabel moisture content 90% selama 144 jam paling tinggi dibandingkan dengan
variabel lain. Hal ini sesuai dengan penjelasan Gretty K. Villena (2007) bahwa
Aspergillus niger dapat memproduksi enzim lignoselulotik seperti enzim selulase dan
enzim xylanase. Pada variabel moisture content 80% dan variabel waktu 96 jam
dihasilkan aktivitas enzim tertinggi karena Aspergillus niger dapat tumbuh dengan
baik pada moisture content 80% (Indrawati Gandjar, 2006) dan aktivitas tertinggi
diperoleh pada saat pasca eksponensial (stasioner) yaitu setelah hari ke-4 fermentasi
(Abdul Aziz Darwis dkk, 1995).

Apabila ditinjau dari pengaruh variabel moisture content dan waktu fermentasi
terhadap kadar protein dan aktivitas enzim yang dihasilkan tampak ada korelasi antara
kadar protein yang dihasilkan dan aktivitas enzim yang dihasilkan. Pada kondisi
lingkungan dimana kadar protein yang terukur tinggi maka aktivitas enzim juga tinggi,
dan sebaliknya pada kondisi dimana kadar protein yang dihasilkan menurun maka

terlihat adanya penurunan aktivitas enzim yang dihasilkan.

IV. KESIMPULAN

Substrat jerami dapat digunakan untuk memproduksi enzim selulase oleh
Aspergillus niger. Kadar protein (enzim) tertinggi yang dihasilkan 1,28 g/liter dengan
aktivitas enzim tertinggi 7,29 gram glukosa/liter. Aktivitas enzim paling optimum
diperoleh pada variabel moisture content 80% dan waktu fermentasi 96 jam.

Untuk penelitian yang selanjutnya disarankan agar menganalisa kemungkinan
adanya berbagai macam enzim yang terdapat dalam sampel selain enzim selulase.
Analisa terhadap aktivitas enzim selulase lebih spesifik, seperti uji aktivitas enzim FP-ase
dan CMC-ase.
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