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ABSTRAK

Penelitian ini bertujuan mempelajari pengaruh a ,awal medium, konsentrasi inokulum, pH awal, dan waktu fermentasi
onggok menggunakan mutan Trichoderma AAI terhadap produksi selulase. Fermentasi onggok menggunakan metode
fermentasi substrat padat. Medium diinokulasi dengan mutan Trichoderma AAl dan diinkubasikan selama 4 hari.
Variabel yang dipelajari meliputi a, awal medium (0,96; 0,97; 0,98; dan 0,99), konsentrasi inokulum (10°, 10°, 10,
dan 10° spora/g), dan pH awal medium (4,5, 5,0, 5,5, dan 6,0.). Hasil penelitian menunjukkan bahwa kondisi terbaik
Sfermentasi onggok menggunakan mutan Trichoderma AA1 untuk menghasilkan selulase adalah: a  awal medium 0,99,
konsentrasi inokulum 107 spora/g, pH awal medium 5, dan waktu fermentasi 3 hari. Aktivitas selulase yang dihasilkan
adalah 0,168 dan 0,072 umol/menit/ml masing-masing untuk carboxy methyl cellulase dan filter paper-ase.

Kata kunci: Onggok, Trichoderma, mutan, fermentasi, selulase

ABSTRACT

The objective of the research was to study the influence of initial a , of medium, inoculum concentration, initial pH
of the medium and incubation time during fermentation of cassava bagasse by mutant Trichoderma AA1 on cellulase
production. Fermentation of cassava bagasse was carried out by solid substrate fermentation method. The medium
was inoculated by Trichoderma AA1 and incubated for four days. The initial a  of medium (0.96, 0.97, 0.98, and 0.99),
inoculum concentration (10°, 10°, 107, dan 10° spores/g), and initial pH of the medium (4.5, 5.0, 5.5, and 6.0) were stud-
ied by measuring the cellulase activity during fermentation. The production of cellulase was the best when the medium
had initial a , of 0.99, inoculum concentration of 10 spores/g, and initial pH of 5. The peak of the cellulase production
was achieved after 3-days fermentation. The cellulase activities obtained were 0.168 and 0.072 umol/minute/ml for
carboxy methyl cellulase dan filter paper-ase respectively.
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PENDAHULUAN

Onggok adalah limbah padat berupa ampas dari peng-
olahan ubi kayu menjadi tapioka, yang apabila didiamkan
dalam beberapa hari akan menimbulkan bau asam dan busuk
serta bersifat mencemari lingkungan (Balitnak, 1994). Pro-
duksi ubi kayu Indonesia pada tahun 2002 mencapai 16,9
juta ton (Anonim, 2003) menempati urutan keempat terbesar
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setelah Nigeria, Brazil dan Thailand. Sebagian besar produksi
ubi kayu diserap industri tapioka, sehingga setiap tahun
dihasilkan tidak kurang dari 1,2 juta ton onggok.

Unsur utama nutrisi onggok adalah karbohidrat (Tisna-
djaja, 1996; Mulyono, 1999), sehingga dari segi kapasitas
produksi dan kandungan karbohidratnya, onggok sangat
potensial menjadi bahan pakan unggas (Balitnak, 1994). Ting-
ginya serat kasar, rendahnya protein (Mulyono, 1999), dan
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rendahnya kecernaan merupakan kendala nutritif pemanfaatan
onggok sebagai bahan pakan unggas (Mulyono dan Zuprizal,
2005). Serat kasar merupakan nutrisi khas penyusun dinding
sel tanaman, yang bagian besarnya berupa selulosa. Selulosa
adalah polimer D-glukosa dengan ikatan B-1,4 glikosidik
(Carlile dkk., 2001) yang tidak dapat dicerna oleh unggas
(Santos dkk., 2004). Penggunaan onggok pada aras 30 %
sebagai pengganti jagung akan menurunkan performan ayam
(Mulyono, 1999).

Fermentasi selulolitik merupakan cara mengatasi ken-
dala bahan kaya selulosa. Mikrobia melepas enzim selulase
untuk mendegradasi dan mentransformasi makromolekul
selulosa menjadi molekul sederhana yang mudah diabsorpsi
sel (Gianfreda and Rao, 2004). Degradasi dinding sel akibat
hidrolisis enzimatis menyebabkan terbebaskannya isi sel
(Li dkk., 2004), sehingga dapat dicerna oleh enzim endogen
unggas (Hetland dkk., 2004).

Mutan  Trichoderma AA1 merupakan mikrobia
penghasil selulase dan resisten terhadap represi katabolit
(Mulyono dkk., 2007) yang sangat potensial digunakan
dalam fermentasi pada substrat kaya selulosa seperti onggok.
Penelitian ini bertujuan untuk mempelajari pengaruh a  awal
medium, konsentrasi inokulum, pH awal, dan waktu inkubasi
pada fermentasi onggok menggunakan mutan Trichoderma
AAT terhadap produksi selulasenya.

METODE PENELITIAN

Mikrobia

Mikrobia yang digunakan adalah Mutan Trichoderma
AALl yang telah diuji mampu memproduksi selulase lebih
tinggi dibandingkan dengan galur aslinya (Mulyono dkk.,
2007).

Medium Fermentasi

Medium yang digunakan dalam penelitian ini adalah
medium padat berupa campuran onggok kering giling 10 g,
aquades 25 ml, (NH,),SO, 0,0375 g, MgSO,.7H,0 0,015 g,
KH,PO, 0,0075 g, gliserol 0,05 g dimasukkan dalam labu
erlenmeyer 250 ml. Labu disterilisasikan dengan autoclave
pada tekanan 15 psi selama 15 menit, kemudian didinginkan
hingga mencapai suhu kamar.

Fermentasi Onggok

Medium diinokulasi dengan spora mutan Trichoderma
AAL1 dan diinkubasikan selama 4 hari. Percobaan dilakukan
dalam 4 tahap untuk mempelajari4 variabel kondisi fermentasi.
Variabel kondisi fermentasi meliputi a  awal medium (0,96,
0,97, 0,98, dan 0,99), konsentrasi inokulum (10°, 10°, 107,
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dan 10® spora/g), dan pH awal medium (4,5, 5,0, 5,5, dan
6,0). Pada waktu mempelajari pengaruh a  awal, pengaturan
konsentrasi inokulum dan pH awal medium masing-masing
107 spora/g dan 4,5.

Penentuan a , awal dilakukan dengan membuat variasi
kadar air (20 sampai dengan 75%) dalam medium. Pengukuran
a  menggunakan water activity meter, dan dilakukan pada
setiap variasi kadar air, sehingga diketahui kadar air medium
untuk mendapatkan a_ medium sesuai variasi perlakuan.
Konsentrasi inokulum ditentukan dengan menghitung jum-
lah spora per milliliter suspensi spora menggunakan hemo-
sitometer. Hasil perhitungan digunakan untuk menentukan
volume suspensi spora yang dibutuhkan untuk 10 g me-
dium. Pengaturan pH awal medium dilakukan dengan
menambahkan larutan NaOH 0,01N tetes demi tetes ke dalam
medium. Pengukuran pH dilakukan setiap penambahan satu
tetes NaOH, sehingga ditemukan jumlah tetes NaOH untuk
mendapatkan pH medium sesuai variasi perlakuan.

Preparasi Ekstrak Onggok

Ekstraksi onggok terfermentasi mengacu Fujian dkk.
(2002). Semua kultur hasil fermentasi dalam labu erlenmeyer
ditambah aquades 80 ml kemudian didiamkan selama 4 jam
pada suhu ruang. Materi dalam erlenmeyer disaring meng-
gunakan kertas saring. Materi cairan disentrifugasi kecepatan
5.000 rpm pada 4 °C selama 15 menit. Supernatan diambil
untuk pengujian aktivitas enzim selulase dan protein terlarut.

Analisis Selulase

Enzim selulase yang diukur meliputi aktivitas carboxy
methyl cellulase (CMCase) dan filter paper-ase (FPase).
Substrat kertas saring Whatman No.l berukuran 1 x 6 cm
(untuk pengukuran FPase) dan carboxy methyl cellulose
(CMC) 1 % (untuk pengukuran CMCase) masing-masing
direaksikan dengan supernatan kultur onggok pada larutan
buffer sitrat 50mM pH 4,8 selama 60 menit. Gula reduksi
yang dibebaskan diukur dengan metode dinitro calycilic acid
(DNS) (Miller, 1959). Larutan uji 1 ml ditambah reagen DNS
3 ml dan diinkubasikan pada air mendidih selama 5 menit,
kemudian didinginkan menggunakan air es. Warna yang
terbentuk ditera menggunakan spektrofotometer pada 540
nm. Kadar gula reduksi ditentukan dengan mem-plot-kan
absorbansi supernatan pada persamaan regresi kurva standar
larutan glukosa. Satuan aktivitas selulase adalah pmol gula
reduksi dibebaskan (ekuivalen glukosa) per menit.

Analisis Protein Terlarut

Protein terlarut diukur dengan metode Bradford (1976)
dengan satuan pg protein terlarut/ml kultur. Supernatan kultur
onggok 0,1 ml direaksikan dengan 1 ml Reagen Bradford.
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Warna biru yang dihasilkan ditera dengan spektrofotometer
pada 595 nm. Kadar protein ditentukan dengan mem-plot-kan
absorbansi supernatan pada persamaan regresi kurva standar
bovine serum albumin (BSA).

HASIL DAN PEMBAHASAN

a_Awal Medium Terhadap Selulase

Aktivitas air (a ) merupakan air yang terdapat pada
matrik padatan lapisan tipis yang terserap pada permukaan
partikel atau terikat pada kapiler padatan (Raimbault, 1998).
Kondisi ini sangat menentukan tingkat pertumbuhan mikrobia.
a, rendah mendorong terjadinya sporulasi yang lebih awal,
sehingga pertumbuhan miselium akan terhenti (Krishna,
2005), yang selanjutnya akan berpengaruh pada produksi
selulase. Pengaruh a awal medium terhadap produksi selulase
pada kondisi konsentrasi inokulum 107 spora/g, pH awal 4,5;
dan waktu inkubasi 4 hari terlihat pada Gambar 1.
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Gambar 1. Aktivitas enzim selulase pada berbagai variasi a  awal medium

Pada a_, 0,96 menunjukkan bahwa kultur tidak
tumbuh dengan baik karena kurangnya kelembaban pada
substrat. Hal ini bisa dilihat dari aktivitas selulase dan protein
terlarut yang memberikan nilai mendekati 0. Mulai dari a
0,97 sampai dengan 0,99 terlihat terjadi peningkatan yang
tajam pada aktivitas selulase dan protein terlarut. Khusus
pada protein terlarut terlihat peningkatan yang kurang berarti
dari a, 0,98 menuju 0,99, meskipun aktivitas selulasenya
masih meningkat tajam. a  awal terbaik untuk menghasilkan
selulase pada penelitian ini adalah 0,99 dengan kandungan
air 71,2 %.

Peningkatan aktivitas selulase akibat peningkatan a
onggok terkait dengan kebutuhan mikrobia terhadap air
untuk aktivitas metabolismenya (Khrisna, 2005). Keberadaan
air dalam onggok membuat enzim selulase miselium lebih
mudah menjangkau substrat, sehingga dapat meningkatkan

ketersediaan glukosa sebagai sumber energi bagi mikrobia.
Hal ini mendorong pertumbuhan dan selanjutnya miselium
mensekresikan enzim selulase lebih banyak. Nilai a  onggok
yang tinggi juga merupakan suasana yang cocok untuk reaksi
enzim selulase dalam mendegradasi selulosa onggok. Nilai
a  optimal untuk pertumbuhan 7. viridae adalah 0,99, dan
penurunan a  menjadi 0,98 mendorong sporogenesis (Gervats
dkk., 1988). Troller dan Stinson (1978) menyatakan bahwa
penurunan a  dari 0,996 menuju 0,97 dan berlanjut hingga
0,94 menyebabkan penurunan drastis terhadap protein
seluler dan enzim ekstraseluler, dan pada a 0,91 sudah tidak
diketemukan adanya aktivitas enzim ekstraseluler.

Banyak peneliti menggunakan parameter kadar air
substrat untuk menggambarkan a . Namun hal ini kurang
tepat apabila substrat adalah bahan yang kurang higroskopis.
Arzumanov dkk. (2005) melaporkan kadar air optimum untuk
terjadinya sporulasi adalah 57-58 % pada kultur Metarhizium
anisopliae IMI 331189. Kadar air optimum untuk fermentasi
substrat padat pada Trichoderma harzianum adalah 70 %
(Sheikh dkk., 2003) dan 65,7 % (Nampoothiri dkk., 2004),
Trichoderma longibrachiatum pada kadar air 55 % (Ridder
dkk., 2005), dan Chaetomium cellulolyticum pada kadar air
80 % (Abdullah dkk., 2004).

Konsentrasi Inokulum Terhadap Selulase

Konsentrasi inokulum merupakan jumlah spora awal
pada saat inokulasi. Jumlah ini sangat menentukan kecepatan
pertumbuhan miselium dan produksi selulasenya. Pengaruh
konsentrasi inokulum terhadap produksi selulase pada
kondisi a  awal 0,99; pH awal 4,5; dan waktu inkubasi 4 hari
ditunjukkan pada Gambar 2.
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Gambar 2. Aktivitas enzim selulase pada berbagai variasi konsentrasi
inokulum

Aktivitas selulase (FPase dan CMCase) dan protein
terlarut mepunyai kecenderungan meningkat selaras dengan
meningkatnya konsentrasi inokulum dari 10° menuju 10?
spora/g. Peningkatan selulase dan protein terlarut cukup tajam
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terjadi pada konsentrasi inokulum 10° menuju 107, setelah itu
peningkatannya landai. Semakin tinggi konsentrasi inokulum
berarti jumlah awal sel juga semakin tinggi, sehingga akan
menghasilkan miselium yang lebih banyak dan produksi
selulase juga akan meningkat. Kenaikan selulase kurang
berarti ketika konsentrasi inokulum ditingkatkan dari 107
menjadi 10%. Konsentrasi inokulum 107 spora/g merupakan
hasil terbaik untuk dapat menghasilkan aktivitas selulase
yang tinggi. Hasil ini selaras dengan Nampoothiri dkk. (2004)
bahwa konsentrasi inokulum 4 x 107 spora 7. harzianum
menghasilkan khitinase maksimum. Santiago dkk. (2006)
menginokulasikan mutan Aspergillus niger UAM-GSI1
sebanyak 2 x 107 spora/g substrat kopra dengan metode
fermentasi substrat padat.

Konsentrasi inokulum merupakan jumlah awal sel yang
akan ditumbuhkan pada onggok, sehingga jumlah lebih tinggi
akan menghasilkan miselium yang lebih banyak dan produksi
selulase juga akan meningkat. Ketika jumlah sel awal
ditingkatkan lagi, pada satuan waktu inkubasi yang sama, ada
kemungkinan jumlah miselium yang tumbuh telah menutupi
seluruh permukaan onggok. Kondisi ini kemungkinan
menurunkan ketersediaan oksigen, sehingga menghambat
pertumbuhan miselium. Hal inilah yang mungkin menjadi
penyebab tipisnya perubahan aktivitas selulase dan protein
terlarut akibat perubahan konsentrasi inokulum dari 107
menjadi 10%.

pH Awal Medium Terhadap Selulase

Mikrobia membutuhkan kondisi keasaman medium yang
spesifik untuk keberlangsungan hidup dan pertumbuhannya.
Pengaruh pH awal medium terhadap produksi selulase pada
kondisi a , awal 0,99; konsentrasi inokulum 107 spora/g, dan
waktu inkubasi 4 hari sebagaimana pada Gambar 3.
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Gambar 3. Aktivitas enzim selulase pada berbagai pH awal medium

Aktivitas selulase terlihat meningkat selaras dengan
meningkatnya pH awal medium dari 4,5 menuju 5,0.
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Aktivitas selulase menurun kembali setelah pH dinaikkan
lagi menjadi 5,5 dan berlanjut hingga 6,0. Kisaran pH awal
4,5 — 5,5 mempunyai pengaruh yang sama terhadap aktivitas
selulase dan protein terlarut, kecuali pada pH 6,0. pH awal
5,0 merupakan pH terbaik yang dibutuhkan kultur mutan
Trichoderma AA1 pada substrat onggok dengan metode
fermentasi substrat padat. Aktivitas FPase dan CMCase
yang dihasilkan pada pH ini masing-masing 0,178 dan 0,539
umol/ml kultur. Hasil ini selaras dengan Wang dkk. (2006)
yang melaporkan bahwa untuk menghasilkan FPase dan
CMCase yang optimum dari 7. reesei pada substrat padat
jerami jagung dibutuhkan pH 5,0. Sementara pada fermentasi
kultur terrendam, 7. reesei membutuhkan pH 4,8 untuk
menghasilkan selulase maksimum (Hu dkk., 2005). Hasil
penelitian lain menunjukkan bahwa aktivitas endoglukanase
tertinggi dicapai pada pH 5,0 dalam suhu ruang dari kultur
Melanocarpus albomyces (Miettinen-Oinonen dkk., 2004).

Waktu Fermentasi Terhadap Selulase

Perubahan produksi selulase dari waktu ke waktu meng-
gambarkan pola produksi selulase sekaligus pertumbuhan
mikrobia. Pola produksi selulase fermentasi onggok menggu-
nakan mutan Trichoderma AA1 terlihat pada Gambar 4.
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Gambar 4. Aktivitas enzim selulase pada berbagai variasi lama fermentasi

Aktivitas selulase meningkat tajam sampai dengan hari
ke-3, kemudian sedikit demi sedikit menurun pada hari ke-4
sampai dengan hari ke-6. Kecenderungan protein terlarut
meningkat tajam sampai dengan hari ke-4, kemudian relatif
konstan sampai dengan hari ke-6. Aktivitas selulase dan
protein terlarut berada di puncak pada lama fermentasi antara
3 dan 4 hari. Hal ini sesuai dengan Wang dkk. (2006) yang
melaporkan adanya peningkatan selulase sampai dengan 72
jam yang kemudian menurun kembali pada kultur 7. reesei
yang ditumbuhkan pada substrat jerami jagung dengan
metode fermentasi substrat padat.

Pola protein terlarut mulai hari ke-4 menunjukkan
peningkatan, sedangkan aktivitas selulase sudah menurun.
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Hal ini terjadi mungkin disebabkan kondisi pH kultur yang
sudah terlalu rendah yaitu 2,1. Meskipun sel masih mampu
mensekresikan selulase namun nilai pH tersebut sudah
menghambat aktivitas enzim.

Kinetika aktivitas selulase dan protein terlarut menun-
jukkan bahwa mutan Trichoderma AA1 mensekresi enzim
selulase yang mendegradasi selulosa onggok. Kandungan
selulosa onggok 29 % dan setelah mengalami fermentasi
menurun menjadi 18 % (data tidak dipublikasikan). Kle-
man-Leyer dkk. (1996) menyatakan bahwa penambahan
waktu fermentasi 7. reesei pada substrat kain katun akan
meningkatkan sekresi endoglukanase yang akan menurunkan
kandungan selulosa katun. Enzim kompleks selulase dari 7.
reesei mengkonversi selulosa menjadi oligomer-oligomer
terlarut dan akhirnya menjadi glukosa.

KESIMPULAN

Produksi selulase selama fermentasi onggok mengguna-
kan mutan Trichoderma AA1 dipengaruhi a  awal medium,
konsentrasi inokulum, dan pH awal medium. Kondisi terbaik
fermentasi onggok menggunakan mutan Trichoderma AAl
untuk menghasilkan selulase dalam penelitian ini adalah a_
awal medium 0,99; konsentrasi inokulum 107 spora/g, pH
awal medium 5,0 dan waktu fermentasi 3 hari. Aktivitas
selulase yang dihasilkan adalah 0,168 dan 0,072 umol/menit/
ml masing-masing untuk CMC-ase dan FP-ase.
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