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ABSTRACT

Penelitian ini dilakukan dengan tujuan untuk mengetahui pengaruh lama inkubasi dan
konsentrasi inokulum terhadap kadar protein enzim [f§ulase kasar dari kapang Trichoderma
sp.dengan substrat yang digunakan adalah jerami padi. Penelitian ini menggunakan rancangan acak
lengkap pola faktorial terdiri dari dua faktor. Faktor pertama adalah lama inkubasi yang terdiri dari tiga
level yaitu 5, 7, dan 9 hari. Faktor kedua adalah perbedaan konsentrasi inokulum yang terdiri dari tiga
level yaitu 10%, 15%, dan 20%. Hasil penelitian menunjukkan bahwa lama waktu inkubasi dan
konsentrasi inokulum berpengaruh terhadap parameter yang diamati pada produksi crude enzim dari
kapang Trichoderma sp. Kombinasi terbaik untuk menghasilkan selulase kasar dari kapang
Trichoderma sp. dengan produktivitas yang optimal dilihat dari protein terfarut yang dihasilkan yaitu
pada hari ke-9 dan konsentrasi inokulum 15% dengan nilai rata-rata 0,062%, serta memiliki
produktivitas terendah pada hari ke-9 dan konsentrasi 20% dengan nilai rata-rata 0,045%.

Kata kunci: Enzim selulase, Trichoderma sp., lama inkubasi, konsentrasi inoculum, kadar protein,
kadar gula reduksi

PENDAHULUAN

Hutan merupakan habitat berbagai jenis hewan dan tumbuhan baik mikro maupun makro.
Hutan jati termasuk salah satunya, dimana terdapat berbagai ekosistem mikroorganisme yang hidup
dan bertahan pada hutan tersebut, misalnya kapang. Kapang dapat hidup diberbagai tempat, salah
satu tempat yang digunakan sebagai habitat oleh kapang adalah tanah. Tanah pada hutan
merupakan tempat berkumpulnya atau tempat jatuhnya daun-daun, ranting, kayu, cabang, dan duri
yang jatuh atau mati. Salah satu fungsi organisme tanah yang penting adalah menguraikan
bemacam-macam bahan organik tanaman dan hewan (Yuliprianto, 2010:4).

Sisa tanaman yang jatuh dan mati ke tanah akan menjadi bahan organik kemudian diproses
dan diambil nutrisinya oleh tanaman dari tanah. Perolehan nutrisi melalui proses mineralisasi, yaitu
menghancurkan bahan-bahan organik yang berasal dari binatang dan tanaman menjadi senyawa-
seenyawa anorganik yang sederhana. Kegiatan ini dilakukan oleh berbagai mikroorganisme dalam
tanah (bakteri, cendawan, aktinomisetes,dan lain-lain) (Sutedjo,dkk. 1996). Beraneka macam
mikroorganisme yang hidup di dalam tanah. Banyak spesies dan potensi mikroorganisme yang belum
diketahui oleh masyarakat, khususnya mahasiswa, sehingga perlu diadakan penelitian lebih lanjut
tentang mikroorganisme pada tanah di Hutan Jati Kresek, Kabupaten Madiun.

Tanaman yang berserat dan berkayu mengandung selulosa, kemudian selulosa dari sisa
tumbuhan dan organisme diuraikan oleh mikroba menjadi senyawa sederhana berupa glukosa, CO5
dan hidrogen yang sangat berguna bagi tumbuhan dan organisme tanah lainnya. Mikroorganisne
yang mampu menguraikan selulosa disebut mikroorganisme selulolitik, salah satunya yaitu kapang.
Menurut Subandi (2010) kapang merupakan jamur berfilamen dan mitinukleat yang tersusun oleh
hifa. Hifa merupakan struktur tabung bercabang yang berdiameter 2-10 um yang biasanya dibagi-bagi
menjadi semacam unit sel oleh dinding yang melintang yang disebut septa.

Kapang selulolitik mampu menghasilkan enzim selulase yang digunakan untuk menguraikan
selulosa. Menurut Michael dkk (2008) enzim merupakan katalis hayati. Walaupun dalam jumlah yang
EEhgat sedikit, mempunyai kemampuan unik untuk mempercepat beralngsungnya reaksi kimiawi.
Kapang yang bisa menghasilkan selulase adalah Aspergillus niger, Trichoderma viride, dan lain-lain.
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Bakteri yang bisa menghasilkan selulase adalah Pseudomonas, Cellulomonas, dan Bacillus. Diantara
beberapa jenis kapang dan bakteri yang bisa menghasilkan selulase, yang potensial untuk
dikembangkan dalam pembuatan enzim §lulase salah satunya adalah kapang Trichoderma viride
(Gunam,dkk, 2011). Trichoderma viride adalah kapang berflamen yang sangat dikenal sebagai
organisme selulolitk dan menghasilkan enzim-enzim selul8e, termasuk enzim selobiohidrolase,
endoglukanase dan R-glukosidase (Gunam dkk, 2011). Keberadaan enzim ini akan semakin
mempermudah kapang tersebut dalam memecah selulosa.

Enzim selulase tidak hanya dimanfaatkan untuk menguraikan selulosa pada tanaman, tetapi
juga dapat dimanfaatkan untuk menghidrolisis selulosa menjadi glukosa yang kemudian difermentasi
menjadi etanol (Gunam,dkk, 2011). Kapang yang berpotensi untuk menghasilkan selulase dapat
dikembangbiakkan dengan cara kultur, sehingga dapat dipelajari lebih lanjut tentang kapang
Trichoderma sp dalam memproduksi enzim selulase. Proses penf@mbilan enzim selulase
menggunakan substrat yang mengandung selulosa, misalkan jerami padi. Jerami mengandung lignin,
selulosa, dan hemiselulosa. Kandungan selulosa yang cukup besar, yaitu sekitar 39% sehingga
jerami padi dapat dimanfaatkan untuk memproduksi enzim selulase (Sa'adah, 2012) dengan
inokulum yang berbeda dan waktu inkubasi yang berbeda, sehingga akan didapatkan hasil yang
optimum dalam memperoleh enzim selulase berdasarkan hasil yang diperoleh.

METODE PENELITIAN

Alat dan Bahan

Alat yang digunakan dalam penelitian yaitu:

Erlenmeyer, Alat Sentrifugasi, Pipet Tetes, Kertas Saring, Shaker, Autoklaf, Beaker Pyrex, Tabung
Reaksi, Gelas Ukur, Tip, Pipet Mikro, LAF, Spektrofotometri, Cawan Petri, Timbangan, Ose, Tabung
reaksi. Bahan yang digunakan dalam penelitian ini meliputi: CMC 0,5 gr/100 mL, NaOH 6%, Spora
kapang Trichoderma sp.,Aquades, Serbuk Jerami Padi, Urea 0,3% 3 g, (NH4)2 SO4 10 g, KH2PO4
1,02% 3 g, MgS04 0,5 gr, CaCl 0,02% 0,5 g, Larutan BSA.

Prosedur Kerja

1) Preparasi kultur spora Trichoderma sp.
Menggelontorkan kultur murni kapang Trichoderma sp, dengan menggunakan aqudes steril, spora
yang telah digelontorkan inilah yang nantinya akan menjadi inokulum.

2) Tahap pembuatan crude enzim selulase
Menghacurkan jerami padi sampai halus kemudian melakukan delignifikasi dengan cara
merendam serbuk jerami padi dalam larutan NaOH 6% (1:5) pada gelas beker selama 12 jam
pada suhu kamar. Mencuci serbuk jerami sampai netral menggunakan aguades steril selanjutnya
dilakukan penyaringan dan pengeringan\pada suhu 105° selama 10 jam (Gunam, dkk, 2011).
Setelah di delignifikasi 5 g serbuk jerami padi dimasukkan ke dalam erlenmeyer 250 ml dan
ditambahkan 25 ml nutrisi kemudian disterilisasi pada temperatur 121° C. Sebanyak 10%, 15%,
dan 20% spora kapang Trichoderma sp kemudian dimasukkan ke dalam substrat tersebut
kemudian di fermentasi selama 5, 7, dan 9 hari. Hasil fermentasi tersebut selanjutnya di sentrifuge
dan di ambil supernatannya (Safaria, dkk, 2013).

3) Tahap Uji Kadar Protein
Menguji kadar protein pada produktivitas enzim selulase kasar menggunakan metode Biuret
dengan mengukur kadar protein berdasarkan indikator spektrum warna menggunakan
spektrofotometer dan panjang gelombang 520 nm. Kurva standard dibuat menggunakan larutan
Bovine Serume Albumin (BSA) 0; 100; 200; 300; 400; dan 500 pg/mL (Wahyuningtyas, dkk, 2013).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil

Diskripsi data merupakan bagian penelitian yang memberikan gambaran mengenai data-data
penelitian yang telah dikumpulkan, berupa data kadar protein yang dihasilkan kapang Trichoderma
sp. Data pengambilan kadar protein digunakan sebagai tinjauan untuk mengetahui kadar protein yang
dihasilkan oleh kapang Trichoderma sp berdasarkan perbedaan waktu dan jumlah kosentrasi yang
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diberikan. Berikut tabel 1 yang menunjukkan kadar protein yang dihasilkan oleh kapang Trichoderma
sp.

Tabel 1. Data Kadar Protein yang Dihasilkan Kapang Trichoderma sp. dengan Substrat Jerami Padi

Ulangan Jumlah Rata-rata
Perlakuan I M (X) (% wb)
P1W1 0,061 0.061 0.122 0.061
P2W1 0.055 0.056 0.111 0.055
P3W1 0.049 0.061 0.11 0.055
P1W2 0.057 0.058 0.115 0.057
P2w2 0.051 0.051 0.102 0.051
P3w2 0.047 0.046 0.093 0.047
P1W3 0.059 0.081 012 0.060
P2W3 0.061 0.062 0.123 0.062
P3W3 0.044 0.046 0.09 0.045
Jumlah (X) 0,484 0,502 > X=0,986 0.501

Keterangan : P1=konsentrasi 10%, P2= konsentasi 15%, P3= konsentasi 20%, W1=waktu inkubasi 5
hari, W2=waktu inkubasi 7 hari, W3=waktu inkubasi 9 hari

Berdasarkan tabel 1 menunjukkan bahwa kapang Trichoderma sp yang menghasilkan protein
tertinggi pada perlakuan P2W3 (konsentrasi inokulum 15% dan waktu inkubasi 9 hari) dengan kadar
protein memiliki rata-rata 0.062 % wb, sedangkan data terendah pada perlakuan P3W3 dengan kadar
protein yang memiliki rata-rata 0.045 % wb. Data dianalisis menggunakan statistik analisis varian
(anava) dua jalur taraf kepercayaan 5%. Analisis ini digunakan untuk mengetahui kadar protein yang
dihasilkan kapang Trichoderma sp dengan perlakuan waktu dan konsenrasi yang berbeda. Berikut
tabel 2 yang menunjukkan hasil sidik ragam kapang Trichoderma sp.

Tabel 2. Sidik Ragam Kadar Protein Enzim Selulase Kapang Trichoderma sp.

Tabel sidik ragam

Sumber Ragam Db JK KT Fh Ftabel
w 2 0.0001004 0.000052 597 4,26
P 2 0.0003644 0.0001822 20,94 4,26
Antar W &P 4 0.0001432 0.0000358 411 3,63
Galat 9 0,0000785  0,00000087

Total 17 0,0006865

Berdasarkan Pada tabel 4.2 dapat dilihat derajat kebebasan dan taraf signifikan 5% dapat
diketahui bahwa Fpn, pada perbedaan waktu sebesar 5,97 dan F. sebesar 4,26, untuk Fiung
pada perbedaan konsentrasi sebesar 2(BE) dan Fi.. sebesar 4,26, sedangkan pada perlakuan
kombinasi antara waktu dan konsentrasi diperoleh Fq,g Sebesar 4,11 dan Fy, sebesar 3,63. Hal
tersebut menunjukkan bahwa Fjyng >Fipne Keputusan uji Hipotesis pemberian perbedaan konsentrasi
inokulum dan waktu inkubasi terhadap kadar protein kapang Trichoderma sp yaitu Ho ditolak dan H;
diterima yang artinya dalam pemberian konsentrasi inokulum yang berbeda dan waktu inkubasi
berpengaruh terhadap kadar protein yang dihasilkan oleh kapang Trichoderma sp (perhitungan
selengkapnya dapat dilihat pada lampiran 1). Dari hasil analisis sidik ragam diperoleh F ., f2ZRbih
besar dari Fraee, sehingga dilanjutkan dengan uji lanjut BNJ (Beda Nyata Jujur) pada taraf 5% seperti
pada Tabel 3 di bawah ini:
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Tabel 3. Hasil Uji BNJ 5% Kadar Protein Enzim Selulase Kapang Trichoderma sp.

No Perlakuan Rata-rata Beda BNJ 5%  Ket
1 P2wWs3 0,062 (0,001) (0,002) (0,005) (0,007) (0,007)(0,011) 0,003 a
(0,015) (0,017)
2 P1W1 0,061 (0,001) (0,004) (0,006) (0,006) (0,001) (0,014) a
(0,016)
3 P1W3 0,060 (0,003) (0,005) (0,005) (0,009) (0,013) (0,015) ab
4 P1W2 0,057 (0,003) (0,002) (0,0086) (0,01) (0,012) be
5 P2W1 0,055 (0) (0,004) (0,008) (0,001) c
6 P3wW1 0,055 (0,004) (0,008) (0,001) C
7 P2w2 0,051 (0,004) (0,008) d
8 P3W2 0,047 (0,002) e
m P3W3 0,045 e
Keterangan : Angka rata-rata yang diikuti dengan huruf yang sama menunjukkan perlakuan tidak
berbeda nyata.

Pada tabel 3 hasil uji lanjut 5% dapat dilihat bahwa perlakuan yang diikuti oleh huruf
yang sama tidak berbeda nyata dan perlakuan yang tidak diikuti huruf yang sama berbeda nyata
menurut BNJ 5%. Dari tabel di atas dapat dilihat bahwa perlakuan ydengan rata-rata tertinggi pada
P2W3 (perbedaan konsentrasi inokulum 15% dan waktu inkubasi 9 hari) dengan rata-rata 0,062%
whb, tetapi tidak signifikan dengan P1W1 (perbedaan konsentrasi 10% dan waktu inkubasi 5 hari) dan
P1W3 (perbedaan konsentrasi 10% dan waktu inkubasi 9 hari).

Berdasarkan penghitungan analisa tabel 4.3 dapat disimpulkan bahwa Fyjyng sebesar 4,11
dan Fipe Sebesar 3,63 yang berarti bahwa Fhiung > Fraber Yang berarti ada pengaruh dalam pemberian
perlakuan lama inkubasi dan perbedaan konsentrasi inokulum kapang Trichoderma sp terhadap
kadar protein dalam enzim selulase yang dihasilkan.

Pembahasan

Berdasarkan hasil uji hipotesis menggunakan analisis varian (anava) dua jalur menunjukkan
bahwa perbedaan konsentrasi inokulum dan waktu inkubasi mempengaruhi produktivitas crude enzim
selulase yang dihasilkan oleh kapag Trichoderma sp yang diukur dengan prosentase kadar protein.
Dari data kadar protein yang dihasilkan oleh kapang Trichoderma sp selanjutnya dibuat histogram
rata-rata kadar protein yang ditunjukkan pada gambar 1 berikut ini.

kadar protein
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0,05
m konsentrasi 10%

0,03 ‘
0,02 - M kosentrasi 15%
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Gambar 1. Histogram Rata-Rata Kadar Protein Enzim Selulase Kapang Trichoderma sp.

302




Proceeding Seminar Nasional Biodiversitas \V, Surabaya 6 September 2014
ISBN : 978-979-98109-4-6

Berdasarkan gambar 1 dapat dilihat bahwa rata-rata kadar protein tertinggi pada konsentrasi
15% dan waktu inkubasi 9 hari. Bila dikaitkan dengan hasil interaksi antara pemberian perbedaan
konsentrasi inokulum dan waktu inkubasi menunjukkan bahwa perbedaan konsentrasi inokulum dan
perbedaan waktu inkubasi berpengaruh nyata terhadap kadar protein enzim selulase yang dihasilkan
oleh kapang Trichoderma sp., ka@@r protein tertinggi terdapat pada P2W3 (konsentrasi 15% dengan
waktu inkubasi selama 9 hari), hal ini sesuai dengan hasil penelitan Gunam, dkk (2011) yang
menyatakan bahwa semakin tinggi substrat dan semakin lama waktu fermentasi maka hidrolisis
substrat semakin banyak, sehingga kadar proteffflsemakin meningkat, menunjukkan selulase yang
dihasilkan juga meningkat. Hal tersebut berarti bahwa semakin lama waktu fermentasi maka kadar
protein yang dihasilkan akan semakin meningkat, demikian sebaliknya bahwa semakin sedikit waktu
yang digunakan untuk proses fermentasi maka kadar protein yang dihasilkan juga sedikit, sehingga
produktivitas enzim selulase rendah.

Sedangkan kadar protein terendah terdapat pada pada konsentrasi 20% dan waktu inkubasi
9 hari. Hasil penelitian Sinaga, dkk (2013) menyatakan bahwa dalam proses fermentasi, konsentrasi
inokulum yang lebih kecil dari 15% tidak sesuai untuk produksi enzim selulase karena inokulum yang
digunakan jumlahnya tidak optimflin sehingga mikroorganisme sulit untuk beradaptasi. Pramita dkk
(2013) juga menyatakan bahwa lama fase lag pada mikroorganisme sangat bervariasi, tergantung
pada komposisi media, pH, suhu, aerasi, konsentrasi inokulum dan sifat fisiologis mikroorganisme
pada media sebelumnya, setelah kondisi optimum fermentasi tercapai, bertambahnya konsentrasi
inokulum akan menurunkan produk hasil fermentasi, hal ini disebabkan karena selain sebagai proses
metabolisme yaitu mengkonversi substrat menjadi produk, mikroorganisme juga membutuhkan
sebagian substrat dan nutrisi untuk pertumbuhan, baik dalam reproduksi membentuk sel-sel baru
maupun memperbesar ukuran sel, sehingga tidak semua substrat terkonversi menjadi produk. Jadi
setelah kondisi optimum fermentasi tercapai, bertambahnya konsentrasi inokulum menyebabkan
jumlah substrat yang dipakai untuk perkembangan mikroorganisme juga semakin besar, sehingga
jumlah produk yang dihasilkan semakin sedikit.

Pada hari ke 7 terjadi penurunan yang cukup tajam, hal ini mungkin karena dipengaruhi oleh
substrat yang digunakan tidak mengalami pengayakan sehingga mikroorganisme sulit untuk
melakukan hidrolisis. Perlakuan ini tidak 8suai dengan pernyataan Wahyuningtyas, dkk (2013) yang
menyatakan bahwa perlakuan awal (pretreatment) fisik pada jerami padi sebelum akhirnya
didapatkan bubuk jerami padi ukuran 100 mesh bertujuan agar kadar air dalam jerami berkurang
(hingga kisaran 4%) sehingga jerami awet disimpan serta memudahkan treatment selanjutnya yaitu
degradasi selulosa ke dalam monomer gula penyusunnya. Maka dapat disimpulkan bahwa interaksi
antara lama waktu inkfBasi dengan pemberian perbedaan konsentrasi inokulum berpengaruh nyata
terhadap produktivitas enzim selulase kasar dari kapang Trichoderma sp dengan substrat jerami padi
yang dibuktikan dengan kadar protein yang dihasilkan.

KESIMPULAN

Berdasarkan penelitian yang telah dilaksanakan dapat diambil kesimpulanm bahwa ada
pengaruh konsentrasi inokulum, lama inkubasi dan kombinasi keduanya terhadap kadar protein dan
kadar gula reduksi hasil ekstraksi crude enzim selulase pada kapang Trichoderma sp. dengan
substrat jerami padi. Kadar protein terbaik di capai pada konsentrasi 15% dengan lama fermentasi 9
hari.

SARAN

Enzim selulase yang dihasilkan pada penelitian ini berupa enzim kasar, oleh karena itu untuk
kedepannya perlu di lakukan purifikasi enzim enzim sehingga dapat diketahui potensi realnya. Selain
itu perlu dilakukan eksplorasi mikoorganisme lain yang berpotensi menghasilkan enzim selulosa.
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