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ABSTRACT

Bioprocess is a biotechnology science that utilizes microorganisms to produce a
biochemical product, one of which is an enzyme that can function as a catalyst. Enzyme
requirements continue to increase along with the growth of the bioprocess industry.
Cellulase and xylanase are enzyme products commonly used in industry, such as pulp and
paper, detergents, food, textiles, and others. Pineapple tuber waste contains cellulose and
hemicellulose which have potential as pure substrates such as cellulose and xylan. The
process of enzyme formation can be done by the fermentation process. This study aims to
determine the effect of temperature (25, 30 and 35 ° C) and pH (4, 6 and 8) on the
production of cellulase and xylanase enzymes in a state of solid fermentation (solid state
fermentation) and compare the activity of its enzymes under submerged fermentation.
fermentation). The fermentation process was carried out for 96 hours with tempeature
conditions and pH. Enzyme activity was measured using UV-Vis spectrophotometry with
the DNS method seen at a wavelength of 540 nm. The highest enzyme activity was
obtained at a temperature of 35 °C and pH 6 of 0.262 U/ mL for cellulase enzymes and
1.683 U / mL for xylanase enzymes.

Keywords: Celullase, Enzyme, Solid-state fermentation, Submerged fermentation,
Xylanase

1. PENDAHULUAN

Bioproses merupakan salah satu
cabang ilmu  bioteknologi  yang
memanfaatkan mikroorganisme untuk
menghasilkan suatu produk melalui
proses biokimia, salah satunya yaitu
proses enzimatik yang dapat dijadikan
alternatif bioteknologi menjanjikan dan
berkelanjutan (Jegannathan et al., 2013).
Industri bioproses memberikan peluang
yang cukup tinggi mengingat berlimp-

ahnya sumber daya alam hayati di
Indonesia  terutama  keterkaitannya
dalam bidang enzim.

Kebutuhan enzim di Indonesia
terus meningkat setiap tahunnya, yang
diperkirakan mencapai 2.500 ton dengan
laju pertumbuhan volume rata-rata 5-7%
per tahun. Hal ini memberikan dorongan
upaya Yyang cukup besar dalam
memproduksi enzim skala Nasional
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(Kemristekdikti, 2017). Menurut Kepala
BPPT Unggul Prayitno, Indonesia
mengimpor 99% kebutuhan enzim dari

India, Cina dan Eropa (Republika, 2016).

Penggunaan enzim selulase dan
xilanase dimanfaatkan untuk memenuhi
kebutuhan bahan baku industri, misalnya
enzim selulase digunakan untuk industri
tekstil, makanan, detergen dan pulp and
paper, sedangkan enzim xilanase digun-
akan untuk industri makanan dan obat-
obatan serta industri pulp and paper
sebagai agen biobleaching (proses
pemutihan kertas) (Chang dan Chang,
2013).

Enzim untuk kebutuhan industri
umumnya diproduksi dari mikroorg-
anisme seperti jamur dan bakteri. Jamur
yang memiliki  hifa  (berfilamen)
diketahui memiliki kemampuan dalam
menghasilkan enzim sehingga pengg-
unaannya dalam industri cukup tinggi.
Eupenicillium javanicum merupakan
salah satu jenis jamur berfilamen yang
mampu menghasilkan enzim selulotik
seperti  selulosa dan hemiselulosa
(Purwadaria et al., 2003).

Perkembangan dan kemajuan
bidang bidang pertanian di Indonesia
telah menimbulkan limbah pertanian
yang sebagian besar merupakan limbah
berlignoselulosa, salah satu limbah ber-
lignoselulosa yang tinggi di Provinsi
Riau yaitu limbah buah nanas. Menurut
Badan Pusat Statistik (2017), pada tahun
2015, Provinsi Riau menghasilkan nanas
sebanyak 74.389 ton. Bonggol nanas me-
miliki kandungan selulosa sebesar 24,53
g; hemiselulosa sebesar 28,53 g; lignin
sebesar 5,78 g dalam 100 gram bonggol
atau inti nanas (Pardo et al., 2014)

Penelitian ini bertujuan untuk
memproduksi  enzim selulase dan
xilanase dari isolat kapang E. javanicum
menggunakan substrat bonggol nanas,
serta memp-elajari pengaruh kondisi pH
dan temp-eratur terhadap produksi
enzim selulase dan xilanase.

2. METODOLOGI PENELITIAN
2.1 Bahan dan alat yang digunakan

Bahan vyang digunakan pada
penelitian ini  yaitu agar batang,
chloroamphenicol (Indofarma), kentang
(Pasar lokal, Pekanbaru), dextrose
(Brataco), akua dm (Brataco), alkohol
96% (Brataco), NazHPO4 (Merck), NaCl
(Merck), KCI (Merck), KH2PO4
(Merck), bonggol nanas (Pasar lokal,
Pekanbaru), tepung kedelai (Quadri
Foglio), (NH4)2SO4 (Merck), NaNOs
(Merck), CaCl, (Merck), isolat E.
javanicum kultur koleksi InaCC LIPI,
asam 3,5-dinitrosalisilat (DNS) (Sigma-
Aldrich), NaOH (Merck), NazSOs
(Merck), garam Rochelle (Merck). Na-
CMC (Brataco), beechwood xylan
(Sigma-Aldrich), D-glukosa (Merck)
dan D-xilosa (Satou Lab).

Alat yang digunakan pada
penelitian ini yaitu hot plate magnetic
stirrer, magnetic bar, timbangan
analitik, oven, autoclave, spatula, batang
pengaduk, corong, gelas ukur, kertas
saring, cawan petri, pembakar bunsen,
jarum ose, inkubator, mikropipet, batang
L, erlenmeyer, pH meter, shaker,
centrifuge dan spektrofotometer visible.

2.2 Variabel Penelitian

Variabel tetap pada penelitian ini
adalah komposisi media (2,0 gram
substrat bonggol nanas; 0,5 gram tepung
kedelai; 0,05 gram (NH4)2SOs; 0,05
gram NaNOs; 0,1 gram CaCl, dan 5 mL
H.0) dan suspensi inokulum (10° - 10’
cfu/mL). Sementara variabel berubah
pada penelitian ini adalah temperatur
fermentasi produksi enzim (25, 30 dan
35 °C).

2.3 Prosedur Penelitian

Isolat  jamur Eupenicillium
javanicum didapatkan dari kultur InaCC
LIPI diinokulasi pada media PDA untuk
membuat kultur kerja. Kultur kerja
diinkubasi selama 3 — 4 hari untuk
peremajaan inokulum pada 28 °C.
Kemudian inokulum dipanen dan
disuspensikan ke dalam larutan buffer
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phosphate saline (BPS). Konsentrasi
suspensi diatur 10° — 107 cfu mL*
menggunakan metode Total Plate Count
(TPC), lalu digunakan untuk inokulasi
pada medium produksi enzim.

Kemudian dilakukan preparasi
kulit nanas. Bonggol nanas didapatkan
dari limbah nanas yang dijual di pasar
pagi Palapa dan diproduksi di Desa
Kualu Nenas, Kecamatan Tambang,
Kabupaten Kampar. Sebelum digunakan
sebagai substrat, bonggol nanas diber-
sihkan dan dihaluskan menggunakan
blender dapur, kemudian dikeringkan di
dalam oven pada suhu 50 °C hingga ber-
at konstan. Setelah itu disimpan di dalam
plastik yang tertutup rapat pada suhu
ruang hingga digunakan.

Pada produksi enzim dilakukan
pada medium solid-state, sebanyak 2,0
gram substrat bonggol nanas; 0,5 gram
tepung kedelai; 0,05 gram (NH4)2SOu;
0,05 gram NaNOs; 0,1 gram CaClz dan 5
mL HxO dimasukan ke dalam
erlenmeyer 250 mL vyang sudah
disterilisasi. Medium kemudian diatur
pada pH 4 dengan menambahkan 1 M
HCI ke dalam medium, lalu medium
disterilisasi. Masing-masing erlenmeyer
diinokulasikan dengan 1 mL suspensi
kapang dengan konsentrasi 10° —
10’cfu/mL. Suhu inkubasi diatur pada
25, 30 dan 35 °C dan inkubasi dilakukan
selama 96 jam. Sementara untuk
medium submerged dilakukan dengan
prosedur yang sama dan ditambahkan
H20 sebanyak 50 mL sebelum sterilisasi
medium dan diinkubasi pada shaker
pada temperatur dan pH optimum dari
produksi menggunakan solid state
fermentation sebelumnya.

Setelah produksi enzim selama 96
jam, sebanyak 50 mL akuades
ditambahkan ke dalam masing-masing
erlenmeyer untuk mengekstraksi crude
enzim di dalam kultur. Kemudian
erlenmeyer ditempatkan pada shaker
dengan kecepatan 150 rpm selama 1 jam
pada temperatur ruang. Slurry kemudian

diperas dan disaring menggunakan kain
saringan.  Selanjutnya filtrat yang
dihasilkan dimurnikan dengan
menggunakan sentrifuse selama 25
menit pada temperatur 4 °C dan 1000
rpm. Supernatan digunakan pada analisis
aktifitas enzim. Kemudian aktivitas
ekstrak  kasar  enzim  dianalisis
menggunakan metode DNS berdasarkan
Ghose (1987) untuk selulase dan Bailey
et al. (1992) untuk xilanase.

Pengujian  selulase  dilakukan
menggunakan substrat carboxylmethyl
cellulose (CMC) dan xilanase mengg-
unakan beechwood xylan, substrat
tersebut  masing-masing  dilarutkan
menggunakan larutan buffer natirum
asetat 0,1 M untuk membentuk 1%
substrat. Ekstrak enzim kasar diencerkan
dengan faktor pengenceran 10° dan 107
untuk selulase dan 107 untuk xilanase
menggunakan larutan buffer natirum
asetat. Sebanyak 1 mL ekstrak enzim
kasar ditambahkan ke dalam 1 mL subs-
trat dan diinkubasi pada temperatur 50
°C selama 30 menit. Kemudian reagen
DNS ditambahkan sebanyak 1,5 mL ke
dalam masing-masing sampel dan
sampel dipanaskan pada air mendidih
selama 5 menit. Pendinginan dilakukan
sesegera mungkin setelah pemanasan
dengan menempatkan sampel ke dalam
air dingin hingga temperatur sampel
turun.

Sampel kemudian diencerkan
dengan 25 mL akuades dan dilakukan
pengujian menggunakan spektrofoto-
meter visible pada » 540 nm. Enzim
blank atau absorbansi kontrol dibuat
dengan perlakuan yang sama dengan
sampel enzim, namun 1 mL ekstrak
enzim kasar ditambahkan setelah
dilakukan penambahan reagen DNS.
Konsentrasi gula yang terbentuk
ditentukan dengan menghitung selisih
absorbansi sampel dan enzim blank.
Aktivitas enzim dihitung dengan
menggunakan persamaan (1) berikut.
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Enzyme Activity (U/mL) = mxi (48]

C : Massa monomer gula yang
terbentuk (mg)

Vv : Volume enzim yang ditambahkan
(mL)

BM : Berat molekul gula (mg/pmol)

t : Waktu inkubasi (menit)

D¢ : Faktor Pengenceran

3. HASIL DAN PEMBAHASAN
Pada penelitian ini dipelajari
pengaruh temperatur produksi enzim
terhadap aktivitas enzim selulase dan
xilanase dari Eupenicillium javanicum
dengan  substrat  bonggol nanas
menggunakan metode fermentasi solid
state dan membandingkan hasil aktivitas
enzim hasil produksi dengan metode
fermentasi solid state dan submerged.
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Gambar 1. Aktivitas Enzim Selulase
pada Variasi Temperatur dan pH 4
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Gambar 2. Aktivitas Enzim Xilanase
pada Variasi Temperatur dan pH 4

3.1 Pengaruh Temperatur terhadap
Produksi Enzim Selulase dan
Xilanase

Hasil uji aktivitas enzim pada
temperatur 25, 30 dan 35 °C dapat dilihat
pada Gambar 1 dan Gambar 2. Pada
gambar tersebut terlihat bahwa aktivitas
enzim meningkat seiring dengan
peningkatan temperatur. Aktivitas enzim
selulase tertinggi terjadi pada temperatur
35 °C yaitu sebesar 0,1328 U/mL. Sama
halnya dengan enzim selulase, aktivitas
tertinggi enzim xilanase terjadi pada
temperatur 35 °C vyaitu sebesar 0,2225
U/mL.

Temperatur dapat mempengaruhi
proses reaksi enzimatik. Temperatur
optimum merupakan temperatur yang
tepat bagi suatu reaksi yang mengg-
unakan enzim. Peningkatan temperatur
dapat meningkatkan kecepatan reaksi
kimia enzim, namun jika peningkatan
yang terjadi terlalu tinggi dapat
menyebabkan denaturasi enzim yaitu
berubahnya struktur protein enzim
teutama perubahan pada ikatan ionik dan
ikatan  hidrogennya yang  dapat
menurunkan kecepatan reaksi yang
dikatalisis enzim tersebut (Saropah, et al.,
2012).

Peningkatan temperatur juga
dapat menyebabkan pergerakan
makromolekul selular yang digunakan
untuk metabolisme kapang hingga
temperatur optimum tercapai, setelah
melewati batas temperatur optimum
makromolekul selular kapang juga
meningkat sehingga mengalami
denaturasi dan menghambat metabo-
lisme mikroorganisme tersebut, hal ini
berakibat pada menurunnya laju pertu-
mbuhan (Batt, 2014).

Aktivitas enzim selulase dan
xilanase tertinggi pada penelitian ini
yaitu pada temperatur 35 °C, karena pada
temperatur yang semakin tinggi dapat
meningkatkan energi kinetik, sehingga
menambah intensitas tumbukan antara
substrat dengan enzim, tumbukan yang
sering terjadi akan mempermudah
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pembentukan kompleks enzim substrat,
sehingga produk glukosa dan gula xilosa
yang dihasilkan semakin banyak, oleh
karena itu aktivitas enzim dibawah
temperatur optimum (25 dan 30 °C)
lebih rendah (Tarigan et al., 2015).

3.3 Perbandingan Aktivitas Enzim
Optimum pada Fermentasi Solid
State dan Submerged

Perbandingan  aktivitas enzim
selulase dan xilanase dengan metode
produksi fermentasi solid state dan
submerged dilakukan pada temperatur
35 °C dan pH 6. Aktivitas enzim selulase
dan xilanase pada kondisi solid state
secara berturut-turut adalah 0,261 U/mL
dan 1,683 U/mL, sementara pada kondisi
submerged adalah 0,121 U/mL dan
0,501 U/mL. Hal ini dapat terjadi karena
metode fermentasi yang digunakan
sangat berbeda. Solid state fermentation
dapat digunakan dalam kondisi yang
cocok hanya untuk jamur (fungi) yang
membutuhkan lebih sedikit air sehingga
tidak dapat digunakan pada kondisi
fermentasi yang membutuhkan kadar air
tinggi yaitu metode fermentasi yang
melibatkan bakteri (submerged
fermentation) (Subraniyam dan Vimala,
2012).

Pada kondisi submerged kadar air
yang berlebih menyebabkan terhala-
ngnya interaksi molekul yang lebih
sedikit akibat keberadaan molekul yang
lebih banyak (steric hindrance), pada
penelitian ini interaksi substrat dan
mikroorganisme terhambat oleh keber-
adaan air yang berlebih sehingga
menghambat pertumbuhan mikroorga-
nisme (Abdelhalem et al., 2015).

Selain itu, keberadaan air juga
mengurangi porositas substrat akibat
terjadinya pembengkakan, hal ini
menghambat perpindahan oksigen oleh
karena itu perlu dilakukan pengadukan
pada fermentasi submerged (Tao et al.,
2011). Hal ini sesuai dengan pernyataan
Holker dan Lenz (2005) bahwa solid-
state fermentation memiliki kelebihan

dibandingkan  dengan  submerged
fermentation, diantaranya memberikan
produktivitas volumetrik yang lebih
tinggi, menghasilkan enzim dengan
stabilitas suhu dan pH yang tinggi, waktu
fermentasi yang lebih pendek dan
mengurangi biaya produksi.

4. KESIMPULAN

Peningkatan  temperatur  dapat
meningkatkan kecepatan reaksi kimia
enzim namun juga dapat terjadi
denaturasi sehingga aktivitas enzim
menurun dan dapat menurunnya laju
pertumbuhan mikroorganisme.
Perubahan pH dapat mempengaruhi
aktivitas enzim yang menyebabkan
perubahan muatan dan struktur enzim
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