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 Laksa, F. O. A. 2012, Pengaruh Enzim Lakase pada Perlakuan Awal Amonium Hidroksida dan Hidrogen Peroksida dalam Produksi Bioetanol dari Tongkol Jagung. Skripsi ini dibawah bimbingan Prof. Dr. Ni Nyoman Tri Puspaningsih, M.Si. dan Dr. Sri Sumarsih,M.Si. Departemen Kimia, Fakultas Sains dan Teknologi Universitas Airlangga.
 ABSTRAK
 Tongkol jagung banyak mengandung hemiselulosa dan selulosa yang dapat dihidrolisis dan difermentasi menjadi bioetanol, tetapi lignin yang terkandung juga di dalamnya dapat menghambat proses hidrolisis sehingga perlu perlakuan awal untuk degradasi lignin tersebut. Penelitian ini bertujuan untuk mendapatkan hasil degradasi lignin yang lebih maksimal dengan mencampurkan antara proses enzimatis dan kimiawi. Oleh sebab itu pada penelitian ini akan digunakan NH4OH, H2O2 ,enzim lakase dan NH4OH, serta enzim lakase dan H2O2 untuk proses perlakuaan awal terhadap substrat. Berdasarkan hasil analisis, kandungan sisa lignin terendah dalam tongkol jagung adalah perlakuan awal menggunakan NH4OH 15%. Enzim lakase pada penelitian ini mampu mendegradasi sebagian lignin pada substrat tetapi juga mampu mendegradasi sebagian hemiselulosa, sehingga kadar gula pereduksi dari substrat tersebut berkurang. Substrat perlakuan awal NH4OH 15% dihidrolisis dengan enzim selulase, xilanase, dan xilosa isomerase dalam rasio aktivitas enzim 1:1:1 selama 6 jam sehingga menghasilkan glukosa dan xilulosa. Hidrolisat dari proses hidrolisis enzim difermentasi dengan ragi Saccharomyces cereviceae selama 3 hari. Kadar hasil fermentasi yaitu etanol dihitung dengan metode Skoog yang berdasarkan pada berat jenis etanol tersebut. Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa kadar bioetanol hasil fermentasi sebesar 5,66 % (v/v). Kata Kunci: tongkol jagung, lakase, xilanase, selulase, xilosa isomerase,
 bioetanol.
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viii
 Laksa, F.O.A. 2012, Effects Of Laccase In Ammonium Hydroxide And Hydrogen Peroxide Pretreatment For Bioethanol Production From Corn Cobs. The Script is under Guidance of Prof. Dr. Ni Nyoman Tri Puspaningsih, M.Si. and Dr. Sri Sumarsih, M.Si. Department of Chemistry, Faculty of Science and Technology. Airlangga University.
 ABSTRACT
 Corn cobs have much hemicellulose and cellulose which can be hydrolyzed and fermented become bioethanol, but corn cobs have a lignin which can inhibits hydrolysis process, so must require pretreatment to degradation of lignin. The purpose of this research is got the maximum lignin degradation by mixing between the enzymatic and chemical processes. This research will be used NH4OH, H2O2, laccase with NH4OH, and laccase with H2O2 for the pretreatment of substrate. Based on analysis, the lowest residual lignin of corn cobs in pretreatment with NH4OH 15%. In this research, laccase was able to degrade partially lignin in substrate but also able to degrade partially hemicellulose, so can be reduced of monosacharide in substrate. Substrate from pretreatment NH4OH 15% hydrolyzed by enzyme cellulase, xylanase, and xylose isomerase with ratio activity of enzyme 1:1:1 for 6 hours and produce glucose and xylulose. Hydrolyzate of the process enzyme hydrolysis is fermented by the yeast Saccharomyces cereviceae for 3 days. Levels content of fermentation’s product called ethanol are calculated using the method of Skoog which based on the density of ethanol. These results indicate that levels content of ethanol fermentation about 5.66% (v/v).
 Key words: corn cobs, laccase, xylanase, cellulase, xylose isomerase, bioethanol
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1
 BAB I
 PENDAHULUAN
 1.1 Latar Belakang Masalah
 Data Kementerian Energi dan Sumber Daya Mineral (ESDM) tahun 2011 per
 tanggal 16 Maret menyebutkan bahwa konsumsi premium atau BBM bersubsidi
 mencapai 66.937 kiloliter per hari dan terjadi peningkatan dari tahun 2010 yang
 sebesar 63.014 kiloliter per hari (Berita Resmi Kompas.Com “Konsumsi Premium
 Melebihi Kuota” Senin, 21 Maret 2011). Bertambahnya jumlah kendaraan bermotor
 setiap tahun dan kurangnya perhatian pemerintah dalam menangani hal ini, semakin
 menjelaskan alasan peningkatan konsumsi premium ini terjadi. Bahkan dengan
 adanya Peraturan Presiden (Perpres) dalam hal subsidi BBM yang kurang tepat
 sasaran, semakin membuat negara Indonesia memboroskan APBN (Anggaran
 Pendapatan dan Belanja Negara). Subsidi BBM sebesar Rp 4.200 per liter (asumsi
 harga pertamax yang merupakan BBM nonsubsidi Rp 8.700 dan premium Rp 4.500
 pada tanggal 15 maret 2011) menyebabkan negara mengeluarkan Rp 28 milyar per
 hari atau Rp 10 triliun untuk subsidi BBM tahun 2011. Semakin menurunnya jumlah
 minyak bumi dan semakin mahalnya harga minyak bumi, peraturan ini dirasakan
 kurang bijak, oleh sebab itu diperlukan adanya pengembangan bahan bakar alternatif
 pengganti minyak bumi dan alangkah lebih bijak jika pemerintah lebih konsentrasi
 mendukung pengembangan dan penelitian bahan bakar pengganti ini dengan
 1
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2
 memberikan anggaran besar untuk masa depan yang baik daripada memberikan
 anggaran tersebut untuk subsidi BBM yang kurang tepat sasaran.
 Berbagai pengembangan dan penelitian bahan bakar alternatif berbasis
 biomassa yang didapatkan dari limbah pertanian seperti bagas tebu, jerami padi,
 singkong, maupun jagung untuk dikonversikan menjadi bioetanol semakin diminati
 para peneliti. Bioetanol dapat menjadi bahan bakar alternatif dengan mencampurnya
 bersama bensin, campuran bensin dan bioetanol ini disebut gasohol, yang mana sudah
 diterapkan di berbagai negara seperti Brasil, Meksiko, dan Amerika Serikat.
 Bioetanol yang dicampurkan dengan bensin ini bermanfaat untuk menaikkan nilai
 oktan bensin, selain itu bermanfaat juga untuk mengurangi jumlah pembelian dan
 pemakaian bensin yang semakin lama semakin mahal, secara khusus bermanfaat
 dalam mengurangi jumlah impor BBM. Adanya Intruksi Presiden No. 1 Tahun 2006
 tentang penyediaan dan pemanfaatan bahan bakar nabati (biofuel) sebagai bahan
 bakar lain, diharapkan pemerintah benar-benar mendukung pengembangan ini
 terlebih khusus mendukung dalam hal anggaran.
 Indonesia merupakan negara agraris yang mempunyai limbah pertanian
 dengan jumlah yang besar setiap tahunnya. Limbah pertanian ini banyak mengandung
 lignoselulosa yang dapat dikonversikan menjadi bioetanol. Lignoselulosa tersusun
 dari lignin, hemiselulosa, dan selulosa yang terikat menjadi satu kesatuan dan dapat
 dihidrolisis menjadi monomer gula secara kimiawi dan enzimatis (Drapco et al.,
 2008). Limbah pertanian ini lebih berharga untuk dikonversikan menjadi bioetanol
 daripada dibuang dan dibakar, sebab pembakaran terhadap limbah ini menyebabkan
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3
 peningkatan kadar CO2 di udara, yang berdampak dalam pemanasan global. Limbah
 pertanian seperti tongkol jagung telah dimanfaatkan para pengembang dan peneliti
 untuk menjadi bahan plastik, arang briket maupun pakan ternak tetapi lebih ekonomis
 jika limbah tongkol jagung ini dikonversikan menjadi bioetanol, sebab selain
 bioetanol lebih tinggi harganya daripada produk lainnya, bioetanol akan diperlukan
 oleh setiap orang untuk campuran dalam premium supaya penggunaan minyak bumi
 di Indonesia dapat berkurang. Kandungan lignoselulosa dalam tongkol atau bonggol
 jagung, yaitu selulosa/ heksosan (42%), hemiselulosa/pentosan (39%) dan lignin
 (14%) (Chandel et al., 2007). Hanya selulosa dan hemiselulosa yang bisa diolah
 menjadi monosakarida untuk pembuatan bioetanol, sedangkan lignin yang tidak dapat
 diolah menjadi monosakarida digunakan sebagai bahan bakar cair dalam proses
 gasifikasi. Pembuatan bioetanol terdapat beberapa tahapan yang harus dilakukan,
 antara lain delignifikasi untuk melepas selulosa dan hemiselulosa dari ikatan
 kompleks lignin, depolimerisasi untuk mendapatkan gula bebas, dan fermentasi gula
 heksosa dan pentosa untuk menjadi bioetanol (Anindyawati, 2009). Proses
 depolimerisasi digunakan cara enzimatis untuk mengubah selulosa dan hemiselulosa
 menjadi monomer gula dikarenakan proses enzimatis ini berlangsung lebih cepat
 dalam membentuk produk dan lebih spesifik terhadap substratnya. Proses
 delignifikasi yang merupakan proses perlakuan awal (pre-treatment), bertujuan untuk
 mendegadrasi lignin supaya memudahkan enzim mengkatalis substrat dalam waktu
 yang minimal dan memperoleh produk gula monomer yang maksimal. Proses
 perlakuan awal biasanya menggunakan pemanasan atau penguapan, sentrifugasi,
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 kimiawi, gelombang ultrasonik dan penggilingan (Nordberg dan Edström, 1997).
 Penelitian sebelumnya yang dilakukan Pertiwi (2010) masih menghasilkan kadar
 bioetanol yang masih rendah yaitu 0,142% dengan menggunakan NH4OH sebagai
 perlakuan awal, padahal pada penelitian yang dilakukan oleh Kim et al (2008)
 dihasilkan bioetanol sebesar 89,4% dengan perlakuan awal yang sama. Hasil rendah
 tersebut diakibatkan adanya proses-proses yang terlewatkan dalam penelitian,
 sehingga diperlukan penelitian lanjutan untuk mendapatkan hasil yang maksimal.
 Penelitian lainnya dalam perlakuan awal menggunakan H2O2 terhadap jerami padi
 dihasilkan bioetanol minimal sebesar 4%–5% (Inggrid, 2011). Penggunaan H2O2
 dalam perlakuan awal pada pH optimum sebesar 11,5 menyebabkan sebagian kecil
 hemiselulosa dan sebagian besar lignin terlarutkan tetapi sebagian besar selulosa tetap
 utuh dan saat dihidrolisis menggunakan enzim didapatkan hasil yang mendekati
 teoritis (Drapco et al., 2008). Selain menggunakan cara kimiawi seperti penambahan
 NH4OH dan H2O2, proses degradasi lignin dapat dilakukan dengan cara enzimatis
 yaitu dengan enzim ligninolitik, salah satunya adalah enzim lakase, enzim ini
 memiliki potensial redoks rendah sehingga dapat mengoksidasi unit fenol lignin
 (Risdianto, 2007). Penelitian ini mengharapkan adanya degradasi lignin yang lebih
 maksimal dengan mencampurkan antara proses enzimatis dan kimiawi. Oleh sebab
 itu pada penelitian ini akan digunakan NH4OH, enzim lakase dan NH4OH, H2O2,
 serta enzim lakase dan H2O2 untuk proses perlakuaan awal terhadap substrat.
 Substrat dengan kandungan lignin terendah akan dihidrolisis menggunakan
 konsorsium enzim selulase, xilanase dan xilosa isomerase. Enzim selulase dapat
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 menghidrolisis selulosa, enzim xilanase mampu menghidrolisis hemiselulosa menjadi
 monomernya, dan enzim xilosa isomerase mampu merubah xilosa menjadi xilulosa
 (Puspaningsih, 2005). Hidrolisat yang diperoleh selanjutnya difermentasi dengan
 Saccharomyces cereviceae untuk menghasilkan bioetanol.
 1.2 Rumusan Masalah
 Dari latar belakang di atas maka dapat dirumuskan masalah sebagai berikut :
 1. Perlakuan awal manakah diantara H2O2 7,5%, enzim lakase dan H2O2
 7,5%, NH4OH 15%, serta enzim lakase dan NH4OH 15% yang dapat
 menghilangkan kadar lignin secara maksimal?
 2. Apakah penambahan enzim lakase dalam perlakuan awal tongkol jagung
 enzim lakase dan H2O2 7,5% serta enzim lakase dan NH4OH 15% dapat
 meningkatkan kadar bioetanol bila hidrolisat difermentasi lebih lanjut
 menjadi bioetanol?
 3. Berapakah kadar bioetanol yang dihasilkan dari fermentasi hidrolisat
 tongkol jagung menggunakan konsorsium enzim?
 1.3 Tujuan Penelitian
 Tujuan penelitian ini adalah untuk :
 1. Menentukan perlakuan awal tongkol jagung yang terbaik diantara H2O2
 7,5%, enzim lakase dan H2O2 7,5%, NH4OH 15%, serta enzim lakase dan
 NH4OH 15%.
 ADLN Perpustakaan Universitas Airlangga
 Skripsi Pengaruh Enzim Lakase pada Perlakuan Awal Amonium Hidroksida dan Hidrogen Peroksida dalam Produksi Bioetanol dari Tongkol Jagung
 Fausa Okta Ananta Laksa

Page 20
                        

6
 2. Mengetahui peran enzim lakase dalam perlakuan awal tongkol jagung
 enzim lakase dan H2O2 7,5% serta enzim lakase dan NH4OH 15%
 terhadap kadar bioetanol bila hidrolisat difermentasi lebih lanjut menjadi
 bioetanol.
 3. Mengukur kadar bioetanol yang dihasilkan dari fermentasi hidrolisat
 tongkol jagung menggunakan konsorsium enzim.
 1.4 Manfaat Penelitian
 Manfaat penelitian ini adalah untuk meningkatkan potensi tongkol jagung
 sebagai bahan baku alternatif untuk produksi bioetanol, sehingga pemerintah dan
 masyarakat sadar akan pentingnya pengembangan energi yang terbaharukan ini
 untuk mengurangi pemakaian minyak bumi dan mengurangi dampak negatif
 lainnya dari pemakaian minyak bumi.
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 BAB II
 TINJAUAN PUSTAKA
 2.1 Tongkol Jagung
 Tongkol jagung merupakan bagian dalam buah jagung tempat menempelnya
 bulir-bulir jagung. Tongkol jagung merupakan limbah pertanian yang melimpah,
 sebab masyarakat lebih memanfaatkan bulir jagung sebagai bahan pangan, pakan
 ternak, pembuatan gula dan lain sebagainya, sehingga tongkol jagung sebagai tempat
 menempelnya bulir jagung dibuang sebagai limbah rumah tangga dan industri.
 Tongkol jagung merupakan salah satu limbah biomassa yang belum banyak
 dimanfaatkan oleh masyarakat. Para peneliti telah memanfaatkan limbah ini sebagai
 xilitol, arang, pakan ternak, dan juga bioetanol. Kandungan lignoselulosa dalam
 tongkol jagung, yaitu selulosa/ heksosan (42%), hemiselulosa/pentosan (39%) dan
 lignin (14%) (Chandel et al, 2007). Berikut ini merupakan klasifikasi jagung
 berdasarkan taksonominya menurut Rukmana (1997):
 Kingdom : Plantae
 Divisio : Spermatophyta
 Kelas : Monocotyledonae (Monocotylae)
 Ordo : Graminae (Poales)
 Familia : Graminaceae (Poaceace)
 Genus : Zea
 Spesies : Zea mays.
 7
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 Gambar 2.1 Jagung (Rukmana, 1997).
 2.2 Lignoselulosa
 Lignoselulosa adalah komponen organik di alam yang berlimpah dan terdiri
 dari tiga tipe polimer yaitu lignin, selulosa, dan hemiselulosa. Komponen ini
 merupakan sumber penting untuk menghasilkan produk bermanfaat seperti gula dari
 proses fermentasi, bahan kimia dan bahan bakar cair. Lignoselulosa bisa diperoleh
 dari bahan kayu, jerami, rumput-rumputan, limbah pertanian/hutan, limbah industri
 (kayu, kertas) dan bahan berserat lainnya. Kandungan dari ketiga komponen
 lignoselulosa bervariasi tergantung dari jenis bahannya.
 2.2.1 Lignin
 Lignin berasal dari bahasa latin untuk kayu yaitu “lignum”, yang merupakan
 polimer fenilpropana yang menyusun struktur kayu untuk stabilitas dan perlindungan
 (Sjöström, 1995). Lignin merupakan polimer tiga dimensi yang secara acak terdiri
 atas banyak prekursor penyusunnya. Prekursor penyusun lignin adalah koniferil
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 alkohol, p-kumaril alkohol dan sinapil alkohol. Kandungan lignin pada tanaman
 berkisar antara 0% sampai 35%. Lignin berfungsi sebagai lem atau semen pada kayu
 yang mengikat sel-sel lainnya dalam satu kesatuan sehingga membuat kekuatan kayu
 lebih kokoh. Lignin merupakan komponen paling kuat dalam lignoselulosa sehingga
 lignin lebih resistan terhadap degradasi dibandingkan selulosa maupun hemiselulosa.
 Lignin tidak dapat dikonversikan menjadi gula, tetapi dapat dibakar menjadi sumber
 energi panas dalam proses industri.
 Gambar 2.2 Struktur lignin yang terdiri dari 16 fenil propane (Alder, 1977).
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 Gambar 2.3 Prekusor : a. p-kumaril alkohol, b. koniferil alkohol, c. sinapil alkohol (Tuomela, 2002).
 2.2.2 Selulosa
 Selulosa adalah komponen utama lignoselulosa berupa homopolisakarida
 yang terdiri dari unit monomer D-glukosa dan dihubungkan pada ikatan 1,4-
 glikosidik. Selulosa hampir tidak pernah ditemui dalam keadaan murni di alam,
 melainkan selalu berikatan dengan bahan lain lignoselulosa yaitu lignin dan
 hemiselulosa. Menurut Campbell dan Reece (2002) satu molekul selulosa rata-rata
 mengandung 5000 unit glukosa. Selulosa cenderung membentuk mikrofibril melalui
 ikatan intra dan antarmolekuler sehingga memberikan struktur yang terkumpul. Serat
 selulosa alami terdapat di dalam dinding sel tanaman dan material vegetatif lainnya.
 Selulosa murni mengandung 44,4% C; 6,2% H dan 49,3% O. Rumus empiris
 selulosa adalah (C6H10O5)n, dengan banyaknya satuan glukosa yang disebut dengan
 derajat polimerisasi (DP), dimana jumlahnya mencapai 1.200-10.000 dan panjang
 molekul sekurang-sekurangnya 5.000 nm. Struktur berkristal dan adanya lignin serta
 hemiselulosa pada sekeliling selulosa merupakan hambatan utama untuk
 menghidrolisa selulosa (Sjöström, 1981). Pada proses hidrolisa yang sempurna akan
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 mengahasilkan glukosa, sedangkan proses hidrolisa sebagian akan menghasilkan
 disakarida selebiosa. Selulosa merupakan senyawa organik terbaharukan yang paling
 umum di dunia dan dalam skala global, tanaman mampu menghasilkan hampir 100
 miliar ton selulosa setiap tahun (Campbell dan Reece, 2002).
 Gambar 2.4 Struktur selulosa (Sjöström, 1981).
 2.2.3 Hemiselulosa
 Hemiselulosa merupakan salah satu penyusun dinding sel tumbuhan selain
 selulosa dan lignin, yang terdiri dari kumpulan beberapa unit gula atau disebut
 heteropolisakarida, dan dikelompokkan berdasarkan residu gula utama sebagai
 penyusunnya seperti xilan, mannan, galaktan dan glukan. Unit penyusun utama
 hemiselulosa adalah heksosa (D-glukosa, D-manosa,dan D-galaktosa), pentosa (D-
 xilosa,dan L-arabinosa), sebagian kecil deoksiheksosa (L-ramnosa, dan L-fukosa) dan
 juga asam heksouronat (asam 4-O-metil-D-glukuronik, asam D-galakturonik dan
 asam D-glukuronik). Hemiselulosa memiliki kesamaan dengan selulosa yaitu
 merupakan polimer dari unit-unit gula yang terikat dengan ikatan glikosidik, akan
 tetapi hemiselulosa berbeda dengan selulosa dilihat dari komponen unit gula yang
 membentuknya, panjang rantai molekul dan percabangannnya. Hemiselulosa
 merupakan suatu kesatuan yang membangun komposisi serat dan mempunyai
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 peranan yang penting karena bersifat hidrofilik sehingga berfungsi sebagai perekat
 antar selulosa yang menunjang kekuatan fisik serat. Kehilangan hemiselulosa akan
 menyebabkan terjadinya lubang diantara fibril dan kurangnya ikatan antar serat.
 Keberadaan hemiselulosa belum banyak dimanfaatkan dibandingkan selulosa. Karena
 hemiselulosa dapat diperbarui memungkinkan dimanfaatkan menjadi produk yang
 ekonomis (Biely, 1985).
 Xilan adalah komponen utama hemiselulosa yang memiliki tulang punggung
 rantai D-xilopiranosa dengan ikatan glikosidik β-1,4. Berdasarkan residu pengganti
 yang paling banyak terikat pada tulang punggungnya, maka xilan dikategorikan
 sebagai homoxilan linier, arabinoxilan, glukurunoxilan, dan glukurunoarabinoxilan.
 Residu pengganti yang paling umum dijumpai yaitu O-asetil, α-L-arabinofuranosil, α-
 1,2 glukoronat atau asam O-metilglukuronat. Pada berbagai tanaman, xilan berada
 dalam bentuk terasilasi sebagian. Gugus O-asetil yang terikat pada C-2 dan C-3
 residu xilosil dapat menghambat degradasi asetilxilan oleh xilanase (Kulkarni et al.
 1999). Dari degradasi xilan dapat dihasilkan xilosa yang merupakan gula pentosa
 dengan rumus molekul C5H10O5. Dalam pembuatan etanol, xilosa dapat difermentasi
 menjadi etanol oleh ragi yang sesuai atau ragi rekombinan, seperti Pichia stipitis,
 Zimomonas mobilis dan Klebsioola oxytoca (Lonn et al, 2003 ). Ragi seperti
 Saccharomyces cereviceae tidak dapat memfermentasikan gula pentosa menjadi
 etanol, sehingga diperlukan enzim yang dapat mengubah xilosa menjadi xilulosa,
 yaitu xilosa isomerase. Xilulosa dapat langsung difermentasikan oleh ragi
 ADLN Perpustakaan Universitas Airlangga
 Skripsi Pengaruh Enzim Lakase pada Perlakuan Awal Amonium Hidroksida dan Hidrogen Peroksida dalam Produksi Bioetanol dari Tongkol Jagung
 Fausa Okta Ananta Laksa

Page 27
                        

13
 Saccharomyces cereviceae menjadi etanol. Gula xilosa banyak digunakan untuk
 konsumsi penderita diabetes. Di Malaysia gula xilosa banyak digunakan untuk
 campuran pasta gigi karena dapat berfungsi memperkuat gusi.
 Gambar 2.5 D-Xilosa ( Rowell, 2005 )
 2.3 Enzim Lakase
 Enzim lakase (EC 1.10.3.2) merupakan enzim multicopper yang mengkatalis
 oksidasi pada cakupan yang luas dari substrat seperti polifenol, subtituen fenol,
 diamina, dan beberapa senyawa anorganik (Reinhammar, 1984). Lakase
 dikelompokkan ke dalam enzim oksidatif yang berperan sebagai biokatalis proses
 degradasi lignin. Substrat dari lakase sangat luas cakupannya, tetapi substrat yang
 paling disukai adalah fenol yang teroksidasi menjadi kuionon atau radikal fenolik.
 Lakase mampu mengkatalis oksidasi satu elektron dari senyawa fenol dengan
 memanfaatkan oksigen, sehingga menghasilkan produk berupa senyawa kuinon atau
 radikal fenoksi bebas (Gambar 2.6) (Monika et al, 2009). Radikal fenoksi bebas yang
 terbentuk berperan sebagai intermediet. Substrat tiruan lakase seperti ABTS (Asam
 2,2’-azinobis-3-etil-benzthiazolin-6-sulfonat) dapat berperan sebagai mediator yang
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 memungkinkan oksidasi komponen non fenolik yang tidak dapat dioksidasi oleh
 lakase sendiri. Oksigen digunakan sebagai aseptor elektron dan tereduksi menjadi air.
 Lakase memiliki empat ion tembaga yang aktif dalam siklus katalitik.
 Sebagian besar lakase memiliki pH optimum sekitar 5 – 6. Dengan kemampuannya
 ini, industri pulp, kertas, dan tekstil mulai menggunakan enzim ini pada proses
 produksinya untuk mendapatkan hasil produksi yang efisien dan ramah lingkungan
 karena dalam kerjanya enzim ini hanya memerlukan oksigen dan menghasilkan air
 sebagai satu-satunya produk samping (Riva, 2006). Enzim ini dapat diisolasi dari
 kapang ataupun jamur pelapuk putih yang dihasilkan secara ekstraseluler. Mikroba
 mensekresikan enzim lakase pada media pertumbuhannya sehingga tidak diperlukan
 lisis sel untuk mengisolasi enzim lakase.
 Gambar 2.6 Struktur dan Reaksi Katalisis Enzim Lakase (Monika et al, 2009).
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 2.4 Enzim Selulase
 Selulosa dapat dihidrolisis menjadi glukosa oleh enzim kompleks yang
 disebut selulase, yang didapatkan dari ekskresi organisme pendegradasi selulosa.
 Enzim selulase merupakan enzim kompleks yang terdiri dari endo -1,4-glukanase
 (EC 3.2.1.4), ekso -1,4-glukanase (EC 3.2.1.91) serta -1,4-glukosidase (EC
 3.2.1.21) (Drapco et al., 2008). Endo -1,4-glukanase (EC 3.2.1.4) mampu
 menghidrolisis selulosa secara acak menghasilkan selodextrin, selobiosa, dan
 glukosa. Enzim ini sangat aktif memutus ikatan di daerah amorf dari molekul selulosa
 seperti karboksil metil selulosa (CMC). Ekso -1,4-glukanase (EC 3.2.1.91) bekerja
 dengan cara melepas unit-unit selobiosa dari ujung rantai selulosa non-reduksi.
 Enzim -1,4-glukosidase (EC 3.2.1.21) dapat menghidrolisis selobiosa dan selo-
 oligomer pendek lainnya untuk menghasilkan glukosa. Untuk dapat menghidrolisis
 sempurna selulosa menjadi glukosa maka penyusun-penyusun enzim tesebut harus
 bekerja secara sinergis.
 Enzim selulase diekskresikan oleh jamur dan beberapa bakteri aerob yang
 tumbuh pada selulosa. Enzim selulase hanya mampu menghidrolisis selulosa,
 sehingga diperlukan adanya penghilangan lignin dan hemiselulosa yang menghalangi
 kinerja enzim selulase. Aktivitas enzim ini dipengaruhi oleh faktor lingkungan umum
 seperti suhu dan pH. Faktor-faktor ini menentukan kecepatan reaksi enzimatik
 degradai selulosa (Campell dan Reece, 2003). Kondisi optimum dari enzim selulase
 pada suhu antara 500C sampai 550C dan pH antara 4,5 sampai 5 (Drapco et al., 2008).
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 2.5 Enzim Xilanase dan Xilosa Isomerase
 Xilanase merupakan kelompok enzim yang memiliki kemampuan
 menghidrolisis xilan atau polimer dari xilosa dan xilo-oligosakarida. Xilanase dapat
 diklasifikasikan berdasarkan substrat yang dihidrolisis, yaitu β-xilosidase,
 eksoxilanase, dan endoxilanase (Beg et al, 2001). β-xilosidase yaitu xilanase yang
 mampu menghidrolisis xilo-oligosakarida rantai pendek menjadi xilosa. Aktivitas
 enzim akan menurun dengan meningkatnya rantai xilo-oligosakarida (Reilly, 1991;
 Dekker, 1983). Sebagian besar enzim β-xilosidase yang berhasil dimurnikan masih
 menunjukkan adanya aktivitas transferase yang menyebabkan enzim ini kurang dapat
 digunakan di industri xilosa. Eksoxilanase mampu memutus rantai polimer xilosa
 (xilan) pada ujung reduksi, sehingga menghasilkan xilosa sebagai produk utama dan
 sejumlah oligosakarida rantai pendek. Enzim ini mengandung sedikit aktivitas
 transferase sehingga potensial dalam industri penghasil xilosa. Endoxilanase mampu
 memutus ikatan β-1,4 pada bagian dalam rantai xilan secara teratur. Ikatan yang
 diputus ditentukan berdasarkan panjang rantai substrat, derajat percabangan, ada atau
 tidaknya gugus substitusi, dan pola pemutusan dari enzim hidrolase tersebut.
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 Gambar 2.7 Aktivitas enzim xilanase pada xilan (Monika et al, 2009).
 Xilosa isomerase (EC 5.3.1.5) adalah enzim yang mengkatalisis reaksi
 isomerisasi D-xilosa menjadi D-xilulosa. Selain melakukan isomerisasi dari D-xilosa,
 enzim ini juga dapat melakukan isomerisasi dari glukosa menjadi fruktosa. Enzim ini
 banyak dimanfaatkan dalam pembuatan high fructose syrup. Xilulosa yang terbentuk
 akan difermentasi Saccharomyces cereviceae menjadi bioetanol. Tidak hanya D-
 xilosa namun D-ribosa, L-arabinosa, L-rhanmosa dan D-allosa juga merupakan
 substrat bagi xilosa isomerase.
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 Gambar 2.8 Isomerisasi Xilosa Menjadi Xilulosa Oleh Xilosa Isomerase (Vandamme et al., 1987).
 2.6 Fermentasi
 Fermentasi berasal dari bahasa Latin “fever” merupakan proses produksi
 energi di dalam sel dalam keadaan anaerob (tanpa oksigen). Produk dari fermentasi
 bermacam-macam, seperti etanol, keju, yoghurt, tape, tempe dan lainnya, bergantung
 pada mikroorganisme yang digunakan. Fermentasi dapat dilakukan dengan bakteri
 ataupun yeast, penggunaan bakteri dalam fermentasi dapat menghasilkan etanol
 dengan hasil yang tinggi daripada penggunaan yeast, tetapi hasil yang tinggi tersebut
 tidak sebanding dengan biaya sterilisasi media kultur sehingga industri etanol lebih
 memilih fermentasi menggunakan yeast.
 Yeast merupakan mikroorganisme yang terlibat dalam fermentasi gula
 menjadi etanol. Yeast yang paling umum digunakan adalah Saccharomyces
 cereviceae. Selain untuk pembuatan etanol, yeast tersebut digunakan juga dalam
 pembuatan roti, wine dan bir. Saccharomyces cereviceae adalah mikroorganisme
 yang dikenal masyarakat dengan sebutan ragi roti (baker yeast). Saccharomyces
 cereviceae merupakan khamir golongan Ascomycetes, yang banyak mengandung
 Xilosa isomerase
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 lemak, protein dan vitamin yang dapat dikonsumsi oleh manusia dan hewan. Yeast
 dapat hidup di lingkungan fakultatif, artinya dapat hidup pada lingkungan yang
 memiliki kandungan oksigen (aerob) dan yang tidak mengandung oksigen (anaerob).
 Pada kondisi anerob, yeast memetabolisme gula sederhana, seperti glukosa menjadi
 etanol (fermentasi), sedangkan pada kondisi aerob yeast melakukan respirasi untuk
 pertumbuhan. Rentang suhu yang baik bagi pertumbuhan ragi umumnya pada suhu
 optimum 25ºC sampai 30 ºC dan suhu maksimum sekitar 35 ºC sampai 47 ºC. Proses
 fermentasi secara umum terbagi dalam 4 step, yaitu persiapan inokulum,
 perkembangbiakan inokulum, prekultur fermentasi dan proses fermentasi (Crueger,
 1990).
 ADLN Perpustakaan Universitas Airlangga
 Skripsi Pengaruh Enzim Lakase pada Perlakuan Awal Amonium Hidroksida dan Hidrogen Peroksida dalam Produksi Bioetanol dari Tongkol Jagung
 Fausa Okta Ananta Laksa

Page 34
                        

20
 Gambar 2.9 Jalur Fermentasi Glukosa menjadi Etanol oleh Yeast (Madigan et al, 1997).
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 2.7 Bioetanol
 Bioetanol adalah etanol yang dihasilkan melalui proses fermentasi yang
 didapatkan dari bahan baku nabati seperti jagung, singkong, tebu, bahan berserat
 (lignoselulosa) dan lain sebagainya. Etanol atau etil alkohol yang memiliki rumus
 molekul C2H5OH ini merupakan jenis alkohol yang ditemukan juga dalam minuman
 beralkohol, etanol sangat sering digunakan dalam kehidupan sehari-hari seperti
 pemakaian dalam parfum, obat-obatan, pembersih muka, maupun sebagai bahan
 dalam laboratorium, dibandingkan dengan jenis alkohol yang lain.
 Gambar 2.10 Struktur Etanol.
 Pada suhu kamar etanol bersifat cair, tidak berwarna, memiliki bau yang khas,
 dan mudah menguap. Etanol memiliki sifat polar, sehingga etanol dapat membentuk
 ikatan hidrogen dengan molekul etanol yang lain, yang menyebabkan etanol
 mempunyai titik didih yang relatif tinggi ( Fessenden, 1994). Etanol memiliki satu
 molekul OH dalam susunan molekulnya, oksigen yang berikatan di dalam molekul
 etanol tersebut membantu penyempurnaan pembakaran antara campuran udara dan
 bahan bakar di dalam silinder kendaraan bermotor. Terdapat beberapa sifat etanol
 yang menyebabkan penggunaan etanol pada mesin lebih baik daripada bensin. Etanol
 memiliki angka oktana riset 108.6 dan angka oktana motor 89.7 . Angka tersebut
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 (terutama oktana riset) melampaui nilai maksimal yang mungkin dicapai oleh bensin
 walaupun setelah ditambahkan aditif tertentu. Sebagai catatan, premium yang dijual
 Pertamina memiliki angka oktana riset 88 dan pada umumnya angka oktana motor
 lebih rendah dari pada angka oktana riset. Etanol juga memiliki panas penguapan
 yang tinggi, yakni 842 kJ/kg (Giancoli, 1998). Tingginya panas penguapan ini
 menyebabkan energi yang dipergunakan untuk menguapkan etanol lebih besar
 dibandingkan bensin. Konsekuensi lanjut dari hal tersebut adalah temperatur puncak
 di dalam silinder akan lebih rendah pada pembakaran etanol dibandingkan dengan
 bensin.
 Tabel 2.1 Perbandingan Beberapa Sifat Etanol dengan Bensin (http://www.afdc.energy.gov).
 Sifat Etanol Bensin
 Rumus kimia C2H5OH C4 - C10 Komposisi (% berat)
 Karbon 52,2 85 - 88 Hidrogen 13,1 12 - 15 Oksigen 34,7 0
 Angka Oktana
 Oktana penelitian 108 90 - 100 Oktana motor 92 81 - 90
 Kerapatan (lb/gal) 6,61 6,0 - 6,5 Titik didih (ᵒF) 172 80 - 437 Titik beku (ᵒF) -173,2 -40 Titik flash (ᵒF) 55 -45 Temperatur Autoignition (ᵒF) 793 495 Nilai panas
 Tertinggi (Btu/gal) 84100 124800 Terendah (Btu/gal) 76000 115000
 Kalor jenis (Btu/lb ᵒF) 0,57 0,48 Stokiometri (air/fuel, weight) 9 14,7
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 Penggunaan etanol sebagai bahan bakar sebagai campuran bahan bakar bensin
 atau sebagai pengganti bensin telah dilakukan di beberapa negara. Sebagai contoh
 dalam rangka kebijakan penggunaan bahan bakar yang ramah lingkungan, Australia
 telah mengeluarkan kebijakan pencampuran etanol pada bensin untuk konsumsi
 kendaraan bermotor pada rasio 1:14. Sumber etanol di Australia dihasilkan dari
 limbah industri penghasil gula, pati dan gluten. Penggunaan etanol sebagai bahan
 bakar pengganti bensin dan solar sebagai program nasional pernah berhasil dilakukan
 oleh Brazil pada tahun 70-an yang sumber utamanya berasal dari limbah pengolahan
 tebu. Penggunaan etanol sebagai bahan bakar mulai diteliti dan diimplementasikan di
 AS dan Brazil sejak terjadinya krisis bahan bakar fosil di kedua negara tersebut pada
 tahun 1970-an. Brazil tercatat sebagai salah satu negara yang memiliki keseriusan
 tinggi dalam implementasi bahan bakar etanol untuk keperluan kendaraan bermotor
 dengan tingkat penggunaan bahan bakar etanol saat ini mencapai 40% secara
 nasional. Di AS, bahan bakar relatif murah, E85, yang mengandung etanol 85%
 semakin populer di masyarakat dunia (Fulton et al, 1994).
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BAB III
 METODE PENELITIAN
 3.1 Tempat dan Waktu Penelitian
 Penelitian dilaksanakan di Laboratorium Kimia Organik-Biokimia Departemen
 Kimia Fakultas Sains dan Teknologi Universitas Airlangga Surabaya pada bulan
 Maret sampai bulan Juli 2012.
 3.2 Sampel, Alat, dan Bahan Penelitian
 3.2.1 Sampel Penelitian
 Sampel penelitian ini adalah tongkol jagung hibrida varietas pioner yang
 diperoleh dari desa Sawo, Mojokerto. Enzim lakase diperoleh dari Laboratorium
 Organik-Biokimia Fakultas Sains dan Teknologi Universitas Airlangga.
 3.2.2 Alat Penelitian
 Alat-alat yang diperlukan dalam penelitian ini adalah peralatan gelas dan non
 gelas yang biasa dipakai di laboratorium Biokimia, antara lain: gelas ukur, labu
 Erlenmeyer berbagai ukuran, botol reagen, tabung Eppendorf, cawan petri, spreader,
 jarum ose, refrigerator, freezer (Royal Chest Frezeer BD195), pipet mikro dan tip
 berbagai ukuran. Sedangkan instrumen yang digunakan adalah autoklaf (OSK 6508
 Steam pressure apparatus Ogawa Seiki Co.,LTD), piknometer, shaker incubator
 (Heidolph Unimax 1010, Inkubator 1000), spectrophotometer uv-vis (SHIMADZU
 1700), penangas air (Sansat type syk-382M), Laminair air flow cabinet (Kottermann
 8580), sentrifuge Beckman (tipe TJ-6), neraca analitik, alkoholmeter, dan pH meter.
 24
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 3.2.3 Bahan Penelitian
 3.2.3.1 Sampel Mikroorganisme
 E. coli DH-5α rekombinan (pTP510) sebagai penghasil enzim xilanase,
 Actinobacillus sp. sebagai penghasil enzim selulase, Streptomyces griseus sebagai
 penghasil enzim xilosa isomerase, dan Saccharomyces cerevisiae BJ1824 sebagai ragi
 yang dipakai untuk proses fermentasi. Isolat bakteri dan ragi yang digunakan
 merupakan koleksi laboratorium Biokimia F-SAINTEK, UNAIR.
 3.2.3.2 Bahan dan Reagen
 Bahan yang digunakan antara lain H2O2, NH4OH, HCl, asam sitrat, Natrium
 fosfat, NaCl, yeast extract, malt extract, bacto pepton, dextrosa, bacto agar, ampisilin
 asam 3,5-Dinitro salisilat, akuades, D-glukosa, MgSO4.7H2O, NaH2PO4.2H2O,
 Na2HPO4.2H2O, xilosa, kasein hidrolisat, karbazol, sistein, tripton, HClO4, CMC
 (Carboxyl Methyl Cellulose), oat-spelt xylan, dan fruktosa.
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 3.3 Diagram Alir Penelitian
 3.3.1 Produksi Enzim
 peremajaan
 E. coli DH-5α rekombinan (pTP510)
 Inokulum
 Media produksi
 Ekstrak kasar enzim xilanase
 peremajaan
 Media cair
 Actinobacillus sp
 Media cair
 Inokulum
 Media produksi
 Ekstrak kasar enzim selulase
 Media produksi
 Ekstrak kasar enzim xilosa isomerase
 Uji aktivitas dengan metode Sistein-Karbazol
 Streptomyces griseus
 peremajaan
 Media cair
 Inokulum
 Uji aktivitas dengan metode DNS
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 3.3.2 Pengolahan Tongkol Jagung menjadi Bioetanol
 Serbuk Tongkol Jagung
 Bioetanol
 Perlakuan awal: H2O2, NH4OH,
 H2O2-lakase dan NH4OH- lakase
 Analisis metode Skoog (1985)
 Hidrolisis substrat dengan konsorsium enzim pada suhu 45 oC , pH 5
 Fermentasi dengan ragi Saccharomyces cerevisiae BJ1824
 Pengukuran kadar gula dengan metode
 DNS, setiap 30 menit
 Hidrolisat I
 Hidrolisat II Pengukuran kadar gula dengan metode
 DNS, setiap 30 menit
 Analisis lignin sisa
 Hidrolisis substrat dengan konsorsium enzim pada suhu 70 oC , pH 7
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 3.4 Prosedur Penelitian
 3.4.1 Perlakuan Awal Substrat Tongkol Jagung
 Tongkol jagung dijemur di bawah sinar matahari hingga kering, kemudian
 digiling hingga menjadi serbuk tongkol jagung. Ditimbang masing-masing 50 gram
 serbuk tongkol jagung pada empat Erlenmeyer, kemudian masing-masing Erlenmeyer
 diberi perlakuan awal berbeda, yaitu H2O2 7,5%, enzim lakase dan H2O2 7,5%,
 NH4OH 15%, serta enzim lakase dan NH4OH 15%.
 a. Perlakuan awal H2O2 7,5%
 Ditimbang 50 gram serbuk tongkol jagung dan ditambahkan 400 mL H2O2
 7,5%, lalu campuran dipanaskan pada suhu 35 oC dan pH 11,5 selama 6 jam.
 Kemudian padatan dan filtrat dipisahkan dengan menggunakan penyaring berukuran
 120 mesh dan padatan dicuci sampai netral. Padatan yang telah netral dikeringkan
 dibawah sinar matahari.
 b. Perlakuan awal NH4OH 15%
 Ditimbang 50 gram serbuk tongkol jagung dan ditambahkan 400 mL NH4OH
 15%, dipanaskan pada suhu 60 oC selama 6 jam. Padatan dan filtrat dipisahkan
 dengan penyaring berukuran 120 mesh. Padatan yang telah terpisah dicuci
 menggunakan akuades sampai netral dan dikeringkan di bawah sinar matahari.
 c. Perlakuan awal enzim lakase dan H2O2 7,5%
 Perlakuan awal ini menggabungkan antara penambahan enzim lakase dan H2O2
 7,5% secara bertahap. Ditimbang 50 gram serbuk tongkol jagung dan ditambahkan
 400 mL enzim lakase, lalu dipanaskan pada suhu 50 oC dan pH 6 selama 6 jam.
 Padatan dan filtrat dipisahkan dengan penyaring berukuran 120 mesh. Padatan yang
 didapat dicuci dengan akuades sampai netral kemudian dilanjutkan dengan
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 penambahan 400 mL H2O2 7,5%. Kemudian campuran dipanaskan pada suhu 35 oC
 dan pH 11,5 selama 6 jam. Padatan dan filtrat dipisahkan dengan penyaring 120 mesh.
 Padatan kemudian dikeringkan dibawah sinar matahari.
 d. Perlakuan awal enzim lakase dan NH4OH 15%
 Menimbang 50 gram serbuk tongkol jagung dan ditambahkan 400 mL enzim
 lakase, lalu dipanaskan pada suhu 50 oC dan pH 6 selama 6 jam. Padatan dan filtrat
 dipisahkan dengan penyaring berukuran 120 mesh. Padatan yang didapat dicuci
 dengan akuades sampai netral kemudian dilanjutkan dengan penambahan 400 mL
 NH4OH 15%, kemudian dipanaskan pada suhu 60 oC selama 6 jam. Padatan dan
 filtrat dipisahkan dengan penyaring 120 mesh. Padatan kemudian dikeringkan dibawah
 sinar matahari.
 3.4.2 Produksi Enzim Selulase dari Actinobacillus sp.
 a. Pembuatan media padat
 Komposisi media padat adalah 1% tripton; 1% CMC; 0,5% yeast exctract ; 1
 % NaCl; 2% bacto agar, dimasukkan ke dalam labu Erlenmeyer 100 mL dan
 dilarutkan dengan 20 mL akuades. Kemudian ditutup dengan kapas dan aluminium foil
 dan disterilkan dengan autoklaf suhu 121oC selama 15 menit dan tekanan 1 atm.
 Selanjutnya setelah dikeluarkan dari autoklaf, campuran atau medium ditunggu
 sampai hangat. Lalu medium dituang ke dalam cawan petri steril dan dibiarkan sampai
 memadat.
 b. Pembuatan media cair
 Media cair Luria Bertani (LB) memiliki komposisi yang sama dengan media
 padat, namun tanpa penambahan bacto agar. Dimasukkan dalam labu Erlenmeyer 500
 mL dan dilarutkan dengan 100 mL akuades. Kemudian ditutup dengan kapas dan
 ADLN Perpustakaan Universitas Airlangga
 Skripsi Pengaruh Enzim Lakase pada Perlakuan Awal Amonium Hidroksida dan Hidrogen Peroksida dalam Produksi Bioetanol dari Tongkol Jagung
 Fausa Okta Ananta Laksa

Page 44
                        

30
 aluminium foil dan disterilkan dengan autoklaf suhu 121oC selama 15 menit dan
 tekanan 1 atm.
 c. Pembuatan inokulum
 Koloni tunggal bakteri Actinobacillus sp. dari media padat, kemudian diambil
 sebanyak satu ose untuk diinokulasikan ke dalam 10 mL media cair dan diinkubasi
 dengan penggojogan 150 rpm pada suhu 40ºC selama 18 jam. Hasil kultivasi adalah
 suspensi sel yang merupakan inokulum
 d. Produksi enzim
 Produksi enzim dilakukan dengan menginokulasikan 1% inokulum ke dalam
 100 mL media cair yang mengandung 1 % Carboxyl Methyl Cellulose (CMC) dalam
 Erlenmeyer 500 mL dan diinkubasi pada suhu 40oC selama 18 jam dengan
 penggojogan 150 rpm. Hasil inkubasi kemudian disentrifugasi selama 15 menit dengan
 kecepatan 3500 rpm dan diambil supernatannya untuk diuji aktivitas terhadap substrat
 Carboxyl Methyl Cellulose (CMC).
 e. Uji aktivitas enzim selulase
 Pengukuran aktivitas enzim selulase terhadap substrat Carboxyl Methyl
 Cellulose (CMC) dilakukan dengan cara menentukan jumlah glukosa yang terbentuk,
 yaitu dengan menggunakan metode DNS (asam 3,5-dinitrosalisilat). Campuran reaksi
 yang terdiri dari 100 µL enzim dan 100 µL substrat (1% CMC dalam 25 mM buffer
 sodium fosfat pada pH 5) dimasukkan dalam tabung Eppendorf dan diinkubasi dalam
 penangas air pada 45oC selama 60 menit. Gula pereduksi yang terbentuk diukur
 dengan spektrofotometer UV-Vis pada λ 550 nm. Satu unit aktivitas enzim
 didefinisikan sebagai banyaknya enzim yang diperlukan untuk membentuk 1µmol
 produk per satuan waktu.
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 f. Pembuatan kurva standar glukosa
 Kurva standar glukosa disiapkan dengan cara membuat larutan glukosa dengan
 cara menimbang 50 mg glukosa anhidrat, dilarutkan dengan akuades dalam beker
 gelas, lalu dipindah ke dalam labu ukur 50 mL dan diencerkan sampai tanda batas.
 Standar glukosa dibuat dengan berbagai variasi konsentrasi dari 0,2 - 1 mg/mL dari
 stok glukosa. Dengan menggunakan metode DNS, diambil larutan standar glukosa 1
 mL ditambahkan dengan akuades 1 mL dan larutan DNS 3 mL, dikocok dan
 dipanaskan pada penangas air mendidih 100ºC selama 15 menit kemudian didinginkan
 dalam air es selama 20 menit. Absorbansi diukur menggunakan spektrofotometer UV-
 Vis pada panjang gelombang 550 nm. Dari data yang diperoleh kemudian dibuat kurva
 standart antara konsentrasi glukosa terhadap absorbansi. Blanko digunakan dengan
 mengganti glukosa dengan akuades.
 3.4.3 Produksi Enzim Xilanase dari E. coli DH5 Rekombinan (pTP510)
 a. Pembuatan media padat
 Media yang digunakan merupakan media Luria Bertani (LB). Media padat
 digunakan untuk meremajakan koloni E. coli DH5 yang mengandung pTP510.
 Ditimbang 2% bacto agar, 1% tripton, 1% NaCl , 0,5% yeast extract, dilarutkan dalam
 20 mL aquades, disterilkan dengan autoklaf suhu 1210C selama 15 menit. Media steril
 yang telah hangat-hangat kuku ditambah dengan 20 L ampisilin, dihomogenkan
 kemudian dituang ke dalam cawan petri. Media yang telah memadat disimpan dalam
 lemari pendingin.
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 b. Pembuatan media cair
 Media cair yang digunakan adalah media LB. Ditimbang 1% tipton, 1% NaCl,
 dan 0,5% yeast extract, dilarutkan dalam 20 mL aquades, disterilkan dengan autoklaf
 suhu 1210C selama 15 menit. Media cair steril disimpan dalam lemari pendingin.
 c. Penumbuhan isolat E. coli DH5α yang mengandung pTP510
 Isolat E. coli DH5 yang mengandung pTP510 yang telah ditumbuhkan
 sebelumnya dipindahkan secara aseptik menggunakan ose yang telah disterilkan ke
 dalam media padat Luria Bertani (LB) yang mengandung ampisilin. Proses
 penggoresan bakteri dengan ose dibuat dengan pola yang jelas agar bakteri yang
 tumbuh dapat terlihat dengan jelas. Semua proses ini dilakukan di dalam ruang aseptik
 yang didalamnya terdapat laminar dalam keadaan steril. Kemudian diinkubasi dalam
 oven pada suhu 37˚C.
 d. Produksi enzim
 Media inokulum merupakan media cair LB. Inokulum dibuat dengan
 menginokulasikan biakan bakteri pTP510 dari E. coli DH5 ke dalam 20 mL media
 cair LB yang sebelumnya ditambahkan 20 L ampisilin. Biakan diinokulasi pada suhu
 370C dengan kecepatan 150 rpm selama ±18 jam. Satu persen biakan inokulum
 dimasukkan ke dalam 100 mL media produksi yang sebelumnya ditambahkan 100 L
 ampisilin. Biakan diinkubasi dengan kondisi seperti di atas. Sel dipanen setelah ±18
 jam pertumbuhan dengan cara sentifugasi dengan kecepatan 6000 rpm selama 10
 menit suhu 40C. Supernatan dibuang, pelet dilarutkan dalam buffer fosfat sitrat (PC)
 pH 7 dan dilisis dengan ultrasonikator dengan frekuensi 20 Hz selama 2 menit diulang
 2 kali. Enzim xilanolitik didapat dari supernatan hasil sentrifugasi dengan kecepatan
 6000 rpm selama 10 menit suhu 40C.
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 e. Uji aktivitas enzim xilanase
 Aktivitas enzim xilanolitik ditentukan dengan mengukur banyaknya gula
 pereduksi yang dihasilkan dari hidrolisis substrat oat spelt xylan. Masing-masing 100
 µL substrat tersebut ditambah 100 µL enzim diinkubasi pada suhu 700C selama 60
 menit. Hasil inkubasi ditambah dengan 600 µL pereaksi DNS dimasukkan dalam
 penangas air mendidih dan dipanaskan selama 15 menit, kemudian segera didinginkan
 dalam air es selama 20 menit. Absorbansi dibaca pada λ 550 nm. Kontrol yang
 digunakan 100 µL enzim, 100 µL substrat dan 600 µL pereaksi DNS tanpa di
 inkubasi diperlakukan sama dengan kondisi di atas.
 f. Kurva standar xilosa
 Larutan standar xilosa dibuat pada kisaran 0,1-0,8 mg xilosa/mL dari stok
 xilosa 10 mg/mL. 1 mL masing-masing larutan standar dicampur dengan 1 mL
 aquades, kemudian ditambah 3 mL pereaksi DNS, dikocok kuat. Tabung dimasukkan
 dalam penangas air mendidih dan dipanaskan selama 15 menit, kemudian segera
 dinginkan dalam air es selama 20 menit. Absorbansi dibaca pada λ 550 nm. Blangko
 digunakan dengan mengganti xilosa dengan aquades.
 3.4.4 Produksi Enzim Xilosa Isomerase dari Streptomyces griseus
 a. Penyiapan media padat
 Media padat terdiri dari D-glukosa 1 gram, MgSO4.7H2O 0,02 gram, yeast
 extract 0,5 gram, bacto agar 2 gram ditambah akuades sampai 100 ml. Semua
 campuran disterilisasi dengan autoklaf dengan suhu 121 oC selama 15 menit. Larutan
 dituang ke dalam cawan petri yang steril sebanyak 20 mL dan dibiarkan sampai
 memadat.
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 b. Penyiapan media cair
 Disiapkan media cair yang komposisinya yeast exctract 0,5 gram, bacto
 pepton 0,3 gram, kasein hidrolisat 0,5 gram, MgSO4.7H2O 0,02 gram, NaH2PO4.2H2O
 0,113 gram, Na2HPO4.2H2O 0,1 gram dan xilosa 1 gram. Semua campuran dilarutkan
 dengan akuades sampai volume 100 mL dalam Erlenmeyer, ditutup kapas dan
 disterilkan dengan autoklaf.
 c. Penyediaan biakan Streptomyces griseus
 Biakan murni Streptomyces griseus, diperbanyak dalam media padat, Spora
 dari Streptomyces griseus digoreskan di atas permukaan media padat menggunakan
 jarum ose yang telah disterilkan, dilakukan dalam ruang laminer. Selanjutnya
 diinkubasi pada suhu 30º C selama 5-7 hari.
 d. Pembuatan inokulum
 Spora biakan Streptomyces griseus dari media padat dipindahkan ke dalam
 media cair sebanyak dua mata ose secara aseptik dan diinkubasi dengan penggojogan
 pada kecepatan 175 rpm, suhu 30º C selama 24 jam.
 e. Produksi enzim
 Inokulum 5% (v/v) ditambahkan ke dalam media produksi (komposisi sama
 dengan media cair) dan diinkubasi dengan penggojogan kecepatan 175 rpm suhu 30º
 C. Panen sel Streptomyces griseus dilakukan pada waktu inkubasi 42 jam. Sel dipanen
 dengan sentrifugasi pada kecepatan 3000 rpm selama 15 menit dan dicuci dengan
 larutan fisiologis NaCl 0,85%. Supernatan dibuang, pelet dilarutkan dalam buffer
 fosfat sitrat (PC) pH 7 dan dilisis dengan ultrasonikator dengan frekuensi 20 Hz
 selama 2 menit diulang 2 kali, supernatannya hasil sentrifugasi dengan kecepatan 6000
 rpm selama 10 menit suhu 40C merupakan enzim xilosa isomerase.
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 f. Uji aktivitas enzim xilosa isomerase
 Uji aktivitas xilosa isomerase dilakukan berdasarkan metode sistein karbazol
 (Dische Borefreund, 1952). Sampel adalah ekstrak enzim yang telah diinkubasi di
 dalam larutan gula yang mengandung 5% buffer Tris 0,1 M pH 8; 2% D-glukosa 1 M;
 1% larutan MgCl2 0,03 M. Sampel ditambahkan 0,2 mL sistein-HCl 1,5%,
 ditambahkan 6 mL H2SO4 75%, reaksi dilakukan di suhu es, lalu ditambahkan 0,2 mL
 Karbazol- alkohol 0,12% dan diaduk. Campuran diinkubasi pada suhu 70ºC selama 1
 jam, dibiarkan selama 1,5 menit pada suhu es dan 4 menit pada suhu kamar.
 Absorbansi dibaca dengan Spektrofotometer UV-VIS pada panjang gelombang (λ) 560
 nm. Kontrol yang digunakan adalah 500 L enzim, 500 L substrat ditambah 200 L
 HClO4 0,5 M diperlakukan sama dengan kondisi di atas tetapi tanpa diinkubasi.
 g. Kurva standar fruktosa
 Ditimbang 0,1000 gram fruktosa, dilarutkan dengan akuades di dalam gelas
 beker. Dipindahkan secara kuantitatif ke dalam labu ukur 500 mL, lalu diencerkan
 dengan akuades sampai tanda batas dan dikocok. Memipet larutan fruktosa secara
 berurutan ke dalam 6 buah tabung reaksi, berturut-turut 0,05 ; 0,10 ; 0,15 ; 0,2 ; 0,25
 dan 0,3 mL, ditambahkan dengan akuades hingga volume total mencapai 2 mL.
 Sebanyak 1 mL fruktosa ditambahkan 0,1 mL sistein-HCl 2%, ditambahkan 5 mL
 H2SO4 75%, reaksi dilakukan di suhu es. Ditambahkan 0,15 mL Karbazol 12% dan
 diaduk. Campuran diinkubasi pada suhu 70ºC selama 1 jam, dibiarkan selama 1,5
 menit pada suhu es dan 4 menit pada suhu kamar. Blanko digunakan dengan
 mengganti fruktosa dengan akuades. Absorbansi dibaca pada panjang gelombang (λ)
 565 nm.
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 3.4.5 Persiapan Yeast Saccharomyces cereviceae BJ1824
 a. Pembuatan media
 Media padat dibuat dengan komposisi yeast extract 1%, bacto pepton 2%,
 dextrosa 2%, dan bacto agar 2%. Kemudian dilarutkan dalam aquades sampai 20 mL.
 Media cair, memiliki komposisi yang sama dengan media padat, namun tanpa
 penambahan bacto agar. Media disterilkan dengan autoklaf pada suhu 121 oC selama
 15 menit.
 b. Peremajaan ragi
 Peremajaan biakan Saccharomyces cereviceae BJ1824 dilakukan dengan
 memindahkan stok biakan lama ke dalam medium padat dalam cawan petri secara
 aseptis. Biakan diinkubasi pada suhu 30º C selama 3 hari.
 c. Pembuatan inokulum
 Sebanyak satu mata ose sel ragi dipindahkan dari media padat ke medium cair.
 Kemudian diinkubasi pada suhu 30 ºC dengan kecepatan 150 rpm pada selama 12-14
 jam sebelum digunakan untuk inokulasi pada medium fermentasi.
 3.4.6 Hidrolisis Substrat Menggunakan Konsorsium Enzim
 Substrat tongkol jagung hasil perlakuan awal dengan kandungan lignin
 terendah diambil 10 gram dan ditambahkan 100 mL buffer PC pH 7 kemudian
 disterilisasi pada suhu 121ºC selama 15 menit dalam autoklaf. Setelah streril larutan
 buffer PC dibuang dan substrat tongkol jagung tersebut ditambahkan dengan enzim
 selulase, xilanase dan xilosa isomerase dengan perbandingan jumlah enzim yang
 ditambahkan rasio aktivitas 1 : 1 : 1. Substrat yang telah diberi konsorsium enzim
 diinkubasi pada suhu 45 oC pH 5 (suhu dan pH optimum enzim selulase), kadar gula
 yang terbentuk diukur dengan metode DNS setiap 30 menit. Setelah absorbansi
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 konstan maka hidrolisis dilakukan pada suhu 70 oC pH 7 (suhu dan pH optimum
 enzim xilanase dan enzim xilosa isomerase). Kadar gula yang terbentuk, diukur
 dengan metode DNS setiap 30 menit. Dari proses hidrolisis ini akan diperoleh
 hidrolisat yang selanjutnya akan difermentasi.
 3.4.7 Fermentasi Hidrolisat Tongkol Jagung
 a. Fermentasi
 Hidrolisat dari 3.4.6 difermentasi dengan ragi Sachharomyces cereviceae.
 Fermentasi dilakukan secara anaerob di Erlenmeyer tertutup yang diberi pipa yang
 terhubung pada gelas beker berisi air. Fermentasi dilakukan pada suhu kamar dengan
 penggojogan 170 rpm yang berisi hidrolisat sebanyak 50 mL dan 10% inokulum yeast
 Saccharomyces cereviceae. Penurunan gula pereduksi diukur setiap harinya dengan
 metode DNS.
 b. Analisis produk fermentasi
 Produk fermentasi dalam percobaan ini berupa etanol dan akan ditentukan
 kadarnya dengan menggunakan metode Skoog (1985) yang perhitungannya
 berdasarkan berat/bobot jenis. Untuk mengukur bobot jenis digunakan alat piknometer
 dengan rumus:
 Bobot jenis (ρ) = W2 - W 0 W1 - W0 Dimana : W2 = Berat piknometer berisi etanol (gram)
 W1= Berat piknometer berisi air (gram)
 W0 = Berat piknometer kosong (gram)
 Dengan mengetahui bobot jenisnya, kadar etanol dapat diketahui dari daftar
 tabel hubungan antara kadar alkohol dan berat jenis dalam SNI (Standar Nasional
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 Indonesia) nomor 1-4026-1996 tentang liqueur. Selain itu dalam penelitian ini untuk
 menentukan kadar etanol digunakan juga alkoholmeter dengan cara mencelupkan
 alkoholmeter ke dalam larutan etanol yang dimasukkan dalam gelas ukur. Skala yang
 terbaca merupakan kadar etanol tersebut.
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 BAB IV
 HASIL DAN PEMBAHASAN
 4.1 Perlakuan Awal Tongkol Jagung
 Penelitian ini dimulai dengan mempersiapkan serbuk tongkol jagung untuk
 diberikan perlakuan awal dengan penggunaan H2O2 7,5%, enzim lakase dan H2O2
 7,5%, NH4OH 15%, serta enzim lakase dan NH4OH 15%. Perlakuan awal ini
 bertujuan untuk mendegradasi lignin sehingga selulosa dan hemiselulosa lebih mudah
 dihidrolisis oleh enzim sebab adanya lignin menyebabkan bahan selulosa dan
 hemiselulosa sulit untuk dihidrolisis (Alder, 1977). Perlakuan awal dilakukan di
 dalam shaker inkubator selama 6 jam dengan pengaturan parameter optimalisasi suhu
 dan pH yang berbeda-beda. Hasil perlakuan awal dianalisis kandungan lignoselulosa
 yang tersisa dalam serbuk tongkol jagung. Analisis dilakukan di Laboratorium
 Biokimia Pangan Pusat Antar Universitas (PAU) Universitas Gajah Mada.
 Tabel 4.1 Hasil Analisis Kandungan Hemiselulosa, Selulosa dan Lignin Tongkol Jagung.
 Perlakuan Hemiselulosa
 (%) Selulosa
 (%) Lignin
 (%) Tanpa Perlakuan awal 43,89 32,8 12,975
 NH4OH 15% 14,64 53,26 8,19
 Enzim lakase dan NH4OH 15% 60,54 61,09 9,58
 H2O2 7,5% 29,19 44,58 10,46
 Enzim lakase dan H2O2 7,5% 23,55 45,34 10,79
 Enzim lakase 23,72 30,28 8,51
 39
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 Dalam Tabel 4.1 di atas terdapat hasil analisis yang kurang baik yaitu pada
 perlakuan awal enzim lakase + NH4OH 15%, dimana kandungan hemiselulosanya
 melebihi kontrol yang ada dibandingkan perlakuan awal lainnya dan kandungan
 selulosanya sangat tinggi dibandingkan perlakuan awal yang lain. Untuk mengetahui
 ketepatan kandungan perlakuan enzim lakase + NH4OH 15% ini dilanjutkan ke dalam
 proses hidrolisis enzim beserta hidrolisis enzim dari perlakuan NH4OH 15 % yang
 memiliki hasil analisis terbaik sebab memiliki sisa lignin paling kecil. Hal ini
 dikarenakan lignin memiliki sifat larut dalam alkali encer (Nordberg dan Edström,
 1997). Penggunaaan H2O2 7,5%, maupun enzim lakase + H2O2 7,5% sesungguhnya
 memiliki kandungan selulosa dan hemiselulosa cukup tinggi tetapi kandungan
 ligninnya yang masih tinggi serta sifat hidrogen peroksida yang kurang ramah
 lingkungan menyebabkan tidak dilanjutkan dalam proses hidrolisis enzim. Sementara
 itu, enzim lakase pada perlakuan awal mempengaruhi komposisi lignin, hemiselulosa
 maupun selulosa. Meskipun dari hasil enzim lakase + H2O2 7,5% dan enzim lakase +
 NH4OH 15% komposisi ligninnya masih tinggi, tetapi dalam perlakuan enzim lakase
 saja, komposisi lignin cukup rendah dan kandungan hemiselulosanya turun sehingga
 dapat disimpulkan bahwa perlakuan dengan enzim lakase dapat melarutkan lignin
 bahkan hemiselulosa. Komposisi lignin yang masih besar pada perlakuan enzim
 lakase + H2O2 7,5% dan enzim lakase + NH4OH 15% dapat dipengaruhi oleh
 aktivitas enzim yang kecil maupun kondisi parameter optimasi yang berbeda
 dibandingkan perlakuan enzim lakase saja. Oleh sebab itu pada penelitian selanjutnya
 disarankan untuk menempatkan enzim lakase tidak pada perlakuan awal tetapi pada
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 proses hidrolisis enzim bersama selulase, xilanase dan xilosa isomerase. Sebab
 hidrolisat dari hasil perlakuan awal enzim lakase mengandung gula monosakarida
 yang ditandai dengan adanya endapan merah bata setelah ditetesi larutan benedict dan
 dipanaskan dalam air mendidih.
 Gambar 4.1 Komposisi Hemiselulosa, Selulosa dan Lignin Tongkol Jagung Sebelum
 dan Sesudah Perlakuan Awal. 4.2 Produksi Enzim Selulase dari Actinobacillus sp.
 Enzim selulase berasal dari Actinobacillus sp merupakan enzim yang
 digunakan untuk menghidrolisis selulosa dalam tongkol jagung. Produksi enzim
 selulase diawali dengan peremajaan isolat Actinobacillus sp pada media padat Luria
 Bertani (LB) dengan komposisi 0,5% yeast ekstrak, 1% NaCl, 1% tripton, 1% CMC
 dan 2% agar pada suhu 40 °C. Penambahan CMC (Carboxyl Methyl Cellulose)
 dengan tujuan agar isolat yang tumbuh adalah isolat bakteri penghasil enzim selulase
 saja. Kemudian dilakukan pembuatan inokulum yang dibuat dengan
 menginokulasikan biakan Actinobacillus sp ke dalam media cair Luria Bertani.
 05
 101520253035404550556065
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 Fungsi dari proses inokulasi ini sendiri adalah untuk menyiapkan koloni bakteri yang
 lebih muda dan mampu menghasilkan lebih banyak enzim. Proses akhir produksi
 dilanjutkan dengan pembuatan media produksi enzim dimana dilakukan penggojokan
 150 rpm selama 18 jam pada suhu 40 °C. Hasil yang diperoleh disentrifugasi dan
 diambil supernatannya karena enzim selulase Actinobacillus sp ini merupakan enzim
 ekstraselular.
 Enzim yang terbentuk diukur aktivitas enzimnya dengan metode DNS (asam
 3,5 dinitrosalisilat). Metode DNS ini akan mengukur banyaknya jumlah gula
 pereduksi yang dihasilkan. Substrat CMC (Carboxyl Methyl Cellulose) akan
 dihidrolisis oleh enzim selulase menjadi glukosa. Glukosa yang dihasilkan
 merupakan gula pereduksi dan dengan adanya larutan DNS akan terjadi reduksi asam
 3,5 dinitrosalisilat menjadi asam 3-amino-5-nitrosalisilat, yang ditandai dengan
 perubahan warna dari kuning menjadi warna coklat tua.
 Gambar 4.2 Reaksi Reduksi Asam 3,5 Dinitrosalisilat menjadi Asam 3-Amino-5-Nitrosalisilat.
 Dalam pengukuran aktivitas enzim, dilakukan pengukuran terhadap sampel
 enzim dan kontrol. Komposisi dari kontrol sama dengan sampel, namun terdapat
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 perbedaan dalam urutan penambahan komposisinya dan proses inkubasi. Pada sampel
 urutan penambahan setiap komposisinya adalah enzim selulase kemudian
 ditambahkan substrat CMC dan diinkubasi pada suhu 45 oC, yang merupakan suhu
 optimum enzim selulase, selama 60 menit. Pada saat inkubasi ini terjadi degradasi
 selulosa oleh enzim selulase menjadi glukosa. Setelah 60 menit, maka ditambahkan
 larutan DNS dan diletakkan dalam penangas air mendidih selama 15 menit dengan
 tujuan untuk mempercepat reaksi dengan DNS. Pada kontrol ditambahkan enzim
 selulase, DNS dan substrat CMC tanpa melalui proses inkubasi 60 menit. Hal ini
 bertujuan agar enzim selulase tidak menghidrolisis substrat CMC. Banyaknya gula
 pereduksi yang dihasilkan diukur absorbansinya dengan spektrofotometer UV-VIS
 pada panjang gelombang 550 nm. Dari hasil uji gula pereduksi didapatkan aktivitas
 rata-rata enzim selulase sebesar 0,0678 U/ml. Satu unit aktivitas enzim selulase
 adalah jumlah enzim yang dibutuhkan untuk melepaskan 1 μmol gula pereduksi
 dalam satu menit pada kondisi pengujian.
 4.3 Produksi Enzim Xilanase dari E. coli DH5 Rekombinan (pTP510)
 Enzim xilanase berasal dari isolat E. coli DH5 Rekombinan (pTP510) yang
 merupakan enzim penghidrolisis xilan pada tongkol jagung menjadi xilosa. Proses
 awal dari produksi enzim xilanase diawali dengan peremajaan isolat E. coli DH5
 Rekombinan (pTP510) pada media padat Luria Bertani yang mengandung ampisilin
 sebagai antibiotik, sebab E. coli DH5 Rekombinan (pTP510) merupakan bakteri
 rekombinan yang mengekspresikan gen resisten ampisilin sehingga dapat bertahan
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 hidup pada media yang mengandung ampisilin. Setelah didapatkan koloni tunggal,
 maka dilakukan pembuatan inokulum dan produksi enzim xilanase pada media cair
 produksi enzim dengan penggojokan 15 . Pada
 proses akhir, dilakukan sentrifugasi dan didapatkan pelet dan supernatan.
 Supernatannya dibuang, lalu pelet dilarutkan dalam buffer fosfat sitrat pH 7 dan
 dilisis dengan ultrasonikator. Supernatan dari hasil sentrifugasi merupakan enzim
 xilanase.
 Setelah enzim xilanase didapatkan, maka dilanjutkan dengan pengukuran
 aktivitas enzim xilanase. Aktivitas enzim xilanase diukur dengan mengukur
 banyaknya gula pereduksi yang dihasilkan dengan metode DNS. Enzim xilanase akan
 memecah substrat oat spelt xylan menjadi monomernya, yaitu xilosa. Xilosa
 merupakan gula pereduksi yang akan mereduksi DNS menjadi asam 3-amino-5-
 nitrosalisilat. Dari hasil uji didapatkan rata-rata aktivitas enzim xilanase adalah
 sebesar 0,1425 U/mL. Satu unit aktivitas enzim xilanase adalah jumlah enzim yang
 dibutuhkan untuk melepaskan 1 μmol gula pereduksi dalam satu menit pada kondisi
 pengujian
 4.4 Produksi Enzim Xilosa Isomerase dari Streptomyces griseus
 Enzim xilosa isomerase berasal dari isolat Streptomyces griseus yang
 merupakan enzim pengkatalisis reaksi isomerisasi xilosa menjadi xilulosa dengan
 memiliki sinonim nama glukosa isomerase.
 Proses produksi enzim juga diawali dengan peremajaan isolat Streptomyces
 griseus pada media padat. Setelah didapatkan koloni tunggal, maka dilakukan proses
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 inokulasi pada media cair dengan penggojokan 170 rpm selama 24 jam
 Setelah itu dilakukan proses produksi enzim pada media cair, panen enzim dilakukan
 pada jam ke-42 karena pada waktu tersebut merupakan waktu pertumbuhan optimum
 Streptomyces griseus. Pada proses akhir, dilakukan sentrifugasi dan didapatkan pelet
 dan supernatan. Supernatannya dibuang, lalu pelet dilarutkan dalam buffer fosfat pH
 7 dan dilisis dengan ultrasonikator. Supernatan dari hasil sentrifugasi merupakan
 enzim xilosa isomerase.
 Setelah enzim xilosa isomerase didapatkan, maka dilanjutkan dengan
 pengukuran aktivitas enzim xilosa isomerase. Aktivitas xilosa isomerase diukur
 dengan mengukur banyaknya isomer gula yang terbentuk dengan metode sistein
 karbazol. Enzim xilosa isomerase akan mengubah glukosa menjadi isomernya, yaitu
 fruktosa.
 Gambar 4.3 Reaksi Isomerisasi oleh Glukosa Isomerase.
 Dari hasil uji didapatkan rata-rata aktivitas enzim xilosa isomerase adalah
 sebesar 0,086 U/mL. Satu unit aktivitas xilosa isomerase adalah jumlah enzim yang
 dibutuhkan untuk melepaskan 1 μmol gula isomer dalam satu menit pada kondisi
 pengujian.
 Glukosa Isomerase
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 4.5 Hidrolisis Menggunakan Konsorsium Enzim
 Dalam penelitian ini serbuk tongkol jagung hasil perlakuan awal dihidrolisis
 dengan konsorsium enzim yang artinya penggunaan lebih dari 1 macam enzim dalam
 satu wadah/reaktor dimana enzim bekerja sesuai peranannya masing-masing yaitu
 enzim selulase, xilanase dan xilosa isomerase. Ketiga enzim tersebut secara
 bersamaan dicampur dengan perbandingan rasio aktivitas enzim 1 : 1 : 1 ke dalam
 tongkol jagung perlakuan awal NH4OH 15% serta enzim lakase + NH4OH 15%.
 Sebab pada rasio aktivitas enzim 1 : 1 : 1 tumbukan antar molekul-molekul substrat
 dengan enzim lebih tinggi dibandingkan dengan rasio yang lain, sehingga
 penyusupan molekul enzim ke dalam substrat lebih sering terjadi (Pertiwi, 2010).
 Tahap awal, suhu dan pH diatur pada suhu dan pH optimum enzim selulase, yaitu 45
 oC dan pH 5, penurunan pH digunakan penambahan H2SO4 1% tetes demi tetes.
 Setelah itu setiap 30 menitnya diukur menggunakan metode DNS. Setelah absorbansi
 konstan, maka dilanjutkan dengan mengatur suhu dan pH optimum untuk enzim
 xilanase dan enzim xilosa isomerase pada suhu suhu 70 oC dan pH 7 yang merupakan
 suhu dan pH optimum untuk enzim xilanase dan enzim xilosa isomerase. Untuk
 menaikkan pH digunakan penambahan NaOH 2% tetes demi tetes.
 ADLN Perpustakaan Universitas Airlangga
 Skripsi Pengaruh Enzim Lakase pada Perlakuan Awal Amonium Hidroksida dan Hidrogen Peroksida dalam Produksi Bioetanol dari Tongkol Jagung
 Fausa Okta Ananta Laksa

Page 61
                        

47
 (a) (b)
 Gambar 4.4 Kurva Hubungan Kadar Gula Pereduksi Dengan Metode DNS Terhadap Variasi Waktu Hidrolisis Pada Rasio Enzim Selulase, Xilanase dan Xilosa Isomerase 1 : 1 : 1 dari perlakuan : (a) NH4OH 15% (b) enzim Lakase + NH4OH 15%.
 Dalam gambar 4.4, kadar gula pereduksinya dihitung dengan cara
 memasukkan nilai absorbansi ke dalam kurva standar glukosa. Kadar gula pereduksi
 tertinggi 5,4039 mg/mL dihasilkan dari hidrolisis tongkol jagung perlakuan NH4OH
 15%. Dapat disimpulkan bahwa kandungan selulosa dan hemiselulosa tertinggi
 terdapat pada perlakuan NH4OH 15% bukan enzim lakase + NH4OH 15%, sehingga
 disimpulkan juga bahwa kandungan lignoselulosa enzim lakase + NH4OH 15%
 sebenarnya lebih rendah dari hasil analisis. Pada penelitian ini, kadar gula pereduksi
 tidak ditentukan secara pasti menggunakan HPLC, namun hanya menggunakan kurva
 standar glukosa.
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 4.6 Fermentasi
 Setelah proses hidrolisis dengan konsorsium enzim didapatkan hidrolisat
 sebanyak 60 ml hasil perlakuan awal NH4OH 15% yang mempunyai kadar gula
 pereduksi tertinggi yaitu 5,4039 mg/mL. Hidrolisat tersebut dimasukkan dalam
 Erlenmeyer dan ditambahkan inokulum yeast Saccharomyces cereviceae sebanyak
 10 % dari volume hidrolisat yaitu 6 mL dan pH diatur 5 dengan menambahkan HCl
 1% lalu dilakukan penggojokan 170 rpm pada suhu kamar. Proses fermentasi
 dilakukan secara anerob agar yeast Saccharomyces cereviceae mampu
 memfermentasi gula pereduksi menjadi etanol. Gula pereduksi selama fermentasi
 diukur untuk mengetahui bahwa terjadi penurunan gula pereduksi yang ditunjukkan
 dengan penurunan absorbansi, yang dirubah menjadi etanol oleh yeast
 Saccharomyces cereviceae. Berikut kurva absorbansi pada penentuan gula pereduksi
 dengan metode DNS selama fermentasi serta kadar gula pereduksi.
 Gambar 4.5 Kurva Kadar Gula Pereduksi Selama Fermentasi.
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 Dalam gambar 4.5 menunjukkan penurunan kadar gula pereduksi selama
 fermentasi setiap harinya sampai pada hari ke tiga. Hal ini menunjukkan bahwa
 monosakarida-monosakarida telah difermentasi oleh ragi. Fermentasi dihentikan pada
 hari ke-3, dikarenakan absorbansi pada kurva gambar 4.4 menunjukkan angka yang
 kecil, sehingga tidak ada lagi gula sederhana yang akan difermentasi oleh yeast
 Saccharomyces cereviceae menjadi etanol. Pada proses fermentasi, terdapat
 parameter yang harus diatur untuk mendapatkan kadar bioetanol yang tinggi.
 Parameter tersebut antara lain adalah aerasi (suplai O2) dan pH media fermentasi.
 Aerasi (suplai O2) sangat dibutuhkan ragi untuk pertumbuhan. Walaupun proses
 fermentasi etanol dilakukan secara anerob, namun yeast Saccharomyces cereviceae
 juga membutuhkan O2 (aerob) untuk pertumbuhannya. Fermentasi etanol yang baik
 dilakukan pada pH 5-6, karena pada pH tersebut etanol dihasilkan secara maksimal
 (Chande et al., 2007).
 4.7 Analisis Produk Fermentasi
 Produk fermentasi dalam penelitian ini berupa etanol, untuk menentukan
 kadarnya produk ini dihitung dengan menggunakan metode Skoog. Metode Skoog
 dimulai dengan cara menimbang piknometer kosong lalu memasukkan produk
 fermentasi yang dihasilkan dari penelitian ini dalam piknometer. Piknometer yang
 berisi produk didinginkan dengan air dingin selama 3 menit lalu dikeringkan bagian
 luar piknometer dan ditimbang. Berat piknometer berisi produk dibandingkan dengan
 berat piknometer berisi akuades sehingga didapatkan berat jenis produk tersebut.
 Akuades digunakan sebagai pembanding sebab memiliki berat jenis yang lebih besar
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 dari alkohol. Kadar etanol didapatkan dari tabel yang telah lampirkan, selain itu untuk
 mengetahui ketepatan perhitungan metode Skoog digunakan alkoholmeter untuk
 mengukur kadar etanol tersebut.
 Produk etanol yang dihasilkan dari fermentasi tongkol jagung hasil perlakuan
 awal NH4OH 15% adalah 5,66 % (v/v). Begitu juga hasil alkoholmeter menunjukkan
 skala kadar alkohol sebesar 6 % (v/v). Penelitian sebelumnya dari Pertiwi (2008),
 menghasilkan kadar etanol sebesar dan 0,142 % (v/v). Meningkatnya kadar etanol
 dalam penelitian ini disebabkan adanya perbedaan isolat enzim xilanase sehingga
 aktivitas enzimnya lebih besar dari sebelumnya dan adanya optimasi parameter pH
 pada fermentasi.
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 BAB V
 KESIMPULAN DAN SARAN
 5.1 Kesimpulan
 Dari hasil dan pembahasan penelitian yang telah dilakukan dapat diambil
 kesimpulan sebagai berikut :
 1. Perlakuan awal menggunakan NH4OH 15% merupakan perlakuan yang
 dapat menghilangkan kadar lignin secara maksimal yaitu 8,19%.
 2. Penambahan enzim lakase pada perlakuan awal enzim lakase + NH4OH dan
 enzim lakase + H2O2 dapat menghidrolisis sebagian hemiselulosa sehingga
 menurunkan kadar gula pereduksi dan akan menyebabkan kadar bioetanol
 yang dihasilkan rendah apabila gula tersebut difermentasi lebih lanjut.
 3. Kadar bioetanol yang didapat dari fermentasi hasil hidrolisis tongkol jagung
 menggunakan perlakuan awal NH4OH 15% dan konsorsium enzim pada
 rasio enzim selulase : xilanase : xilosa isomerase 1 : 1 : 1 adalah 5,66 %
 (v/v).
 5.2 Saran
 Dari hasil penelitian yang telah didapatkan dapat disarankan bahwa perlu
 dilakukan penelitian lanjutan untuk menempatkan enzim lakase pada konsorsium
 enzim sehingga mampu meningkatkan kadar gula pereduksi setelah hidrolisis,
 perlu dilakukan analisis kadar gula pereduksi menggunakan HPLC dan perlu
 adanya optimasi suplai oksigen pada proses fermentasi khususnya menggunakan
 fermentor di lab proteomik TDC Universitas Airlangga.
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LAMPIRAN
 Lampiran 1. Data Pengukuran Absorbansi Larutan Stándar Glukosa
 Hasil pengukuran absorbansi larutan standar glukosa adalah sebagai berikut :
 Konsentrasi Glukosa (mg/mL) Absorbansi Rata-rata
 0,2 0,262 0,4 0,617 0,6 1,053 0,8 1,412 1 1,75
 Dari hasil pengukuran absorbansi larutan standar dibuat grafik kurva standar
 absorbansi vs konsentrasi sebagai berikut :
 y = 1,8855x - 0,1125 R² = 0,9982
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Lampiran 2. Data Pengukuran Absorbansi Larutan Standar Xilosa
 Hasil pengukuran absorbansi larutan standar xilosa adalah sebagai berikut :
 Konsentrasi Xilosa (mg/mL) Absorbansi Rata-rata
 0,1 0,399 0,2 0,823 0,4 1,842 0,6 2,678 0,8 3,536
 Dari hasil pengukuran absorbansi larutan standar dibuat grafik kurva standar
 absorbansi vs konsentrasi sebagai berikut :
 y = 4,5126x - 0,0397 R² = 0,9987
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Lampiran 3. Data Pengukuran Absorbansi Larutan Standar Fruktosa
 Hasil pengukuran absorbansi larutan standar fruktosa adalah sebagai berikut :
 Konsentrasi Fruktosa (mg/mL) Absorbansi Rata-rata
 0,02 0,18 0,03 0,256 0,04 0,336 0,05 0,397 0,06 0,456
 Dari hasil pengukuran absorbansi larutan standar dibuat grafik kurva standar
 absorbansi vs konsentrasi sebagai berikut :
 y = 6,93x + 0,0478 R² = 0,9953
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Lampiran 4. Perhitungan Aktivitas Enzim Selulase
 Berat molekul glukosa = 180
 Dari grafik kurva standar didapatkan persamaan regresi yaitu :
 y = 1,8855 x - 0,1125
 Aktivitas enzim dapat dihitung dengan menggunakan rumus sebagai berikut :
 glukosaBMxtxfpxmLmgKkKsmLUselulaseenzimAktivitas 1000)/)(()/(
 Keterangan : Ks = konsentrasi sampel (mg/mL)
 Kk = konsentrasi kontrol (mg/mL)
 t = waktu inkubasi (menit)
 BM = berat molekul
 fp = faktor pengenceran enzim
 Data pengukuran absorbansi sampel dan kontrol enzim selulase
 Jenis Absorbansi Kontrol 0,8693
 Sampel 1,0073
 mLUx
 xxenzimAktivitas
 /0678,018060
 1000105207,05939,0
 Konsentrasi Kontrol
 y = 1,8855 x - 0,1125
 0,8693 = 1,8855 x - 0,1125
 0,9818 = 1,8855 x
 x = 0,5207 mg/mL
 Konsentrasi Sampel
 y = 1,8855 x - 0,1125
 1,0073 = 1,8855 x - 0,1125
 1,1198 = 1,8855 x
 x = 0,5939 mg/mL
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Lampiran 5. Perhitungan Aktivitas Enzim Xilanase
 Berat molekul xilosa = 150
 Dari grafik kurva standar didapatkan persamaan regresi yaitu :
 y = 4,5126x - 0,0397
 Aktivitas enzim dapat dihitung dengan menggunakan rumus sebagai berikut :
 xilosaBMxtxfpxmLmgKkKsmLUxilanaseenzimAktivitas 1000)/)(()/(
 Keterangan : Ks = konsentrasi sampel (mg/mL)
 Kk = konsentrasi kontrol (mg/mL)
 t = waktu inkubasi (menit)
 BM = berat molekul
 fp = faktor pengenceran enzim
 Data pengukuran absorbansi sampel dan kontrol enzim xilanase
 Jenis Absorbansi Kontrol 0,2158
 Sampel 1,3702
 mLUx
 xxenzimAktivitas
 /1425,015060
 1000101841,03124,0
 Konsentrasi Kontrol
 y = 4,5126 x - 0,0397
 0,7913= 4,5126 x - 0,0397
 0,831 = 4,5126 x
 x = 0,1841 mg/mL
 Konsentrasi Sampel
 y = 4,5126 x - 0,0397
 1,3702 = 4,5126 x - 0,0397
 1,4099 = 4,5126 x
 x = 0,3124 mg/mL
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Lampiran 6. Perhitungan Aktivitas Enzim Xilosa Isomerase
 Berat molekul fruktosa = 180
 Dari grafik kurva standar didapatkan persamaan regresi yaitu :
 y = 6,93x + 0,0478
 Aktivitas enzim dapat dihitung dengan menggunakan rumus sebagai berikut :
 fruktosaBMxtxfpxKkKsmLUisomerasexilosaenzimAktivitas 1000)()/(
 Keterangan : Ks = konsentrasi sampel (mg/mL)
 Kk = konsentrasi kontrol (mg/mL)
 t = waktu inkubasi (menit)
 BM = berat molekul
 fp = faktor pengenceran enzim
 Data pengukuran absorbansi sampel dan kontrol enzim xilosa isomerase
 Jenis Absorbansi Kontrol 0,3541
 Sampel 1,4239
 mLUx
 xxenzimAktivitas
 /0,086718060
 1000100429,01365,0
 Konsentrasi Sampel
 y = 6,93x + 0,0478
 1,4239 = 6,93x + 0,0478
 0,9459= 6,93 x
 x = 0,1365 mg/mL
 Konsentrasi Kontrol
 y = 6,93x + 0,0478
 0,3541 = 6,93x + 0,0478
 0,2973 = 6,93 x
 x = 0,0429 mg/mL
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Lampiran 7. Tabel Aktivitas Enzim
 Selulase (U/mL)
 Xilanase (U/mL)
 Xilosa Isomerase (U/mL)
 0,0678 0,1425 0,0867
 Jumlah dan Aktivitas Enzim yang Digunakan Dalam Hidrolisis
 Keterangan Selulase Xilanase Xilosa Isomerase Rasio aktivitas enzim 1 1 1
 Volume yang digunakan (mL) 2,1 1 1,65
 42 20 33 Aktivitas akhir enzim (U) 0,1425 0,1425 0,1425
 Data Hasil Hidrolisis Konsorsium Enzim Selulase, Xilanase, dan Xilosa Isomerase
 ■ Data Absorbansi untuk konsorsium enzim 1 : 1 : 1
 Waktu Inkubasi
 (jam)
 Absorbansi I
 NH4OH 15%
 Absorbansi II enzim Lakase +
 NH4OH 15%
 Absorbansi (pengenceran
 10x) I
 Absorbansi (pengenceran
 10x) II
 Keterangan
 0,5 0,0696 0,0305 0,696 0,305 Suhu dan pH
 optimum enzim
 selulase
 1 0,1562 0,0729 1,562 0,729 1,5 0,2758 0,1466 2,758 1,466 2 0,4176 0,2943 4,176 2,943
 2,5 0,5931 0,4921 5,931 4,921 3 0,6077 0,4973 6,077 4,973
 3,5 0,6978 0,6033 6,978 6,033 Suhu dan pH optimum
 enzim xilanase
 dan enzim xilosa
 isomerase
 4 0,7542 0,6786 7,542 6,786 4,5 0,8176 0,7267 8,176 7,267 5 0,8967 0,7545 8,967 7,545
 5,5 0,8870 0,7907 8,870 7,907 6 0,9064 0,7891 9,064 7,891
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Lampiran 8. Data Kadar Gula Pereduksi Hasil Hidrolisis Konsorsium Enzim Selulase, Xilanase, dan Xilosa Isomerase Menggunakan Kurva Standar Glukosa
 ■ Data Kadar Gula Pereduksi Untuk Konsorsium Enzim 1 : 1 : 1
 Contoh perhitungan :
 Keterangan y= absorbansi pada waktu inkubasi dengan rasio tertentu
 Waktu Inkubasi
 (jam)
 Kadar Gula Pereduksi (mg/mL)
 NH4OH 15%
 Kadar Gula Pereduksi (mg/mL)
 enzim Lakase + NH4OH 15%
 Keterangan
 0,5 0,9658 0,7584 Suhu dan pH optimum
 enzim selulase
 1 1,4251 0,9833 1,5 2,0594 1,3742 2 2,8115 2,1575
 2,5 3,7422 3,2066 3 3,8197 3,2342
 3,5 4,2975 3,7963 Suhu dan pH optimum
 enzim xilanase
 dan enzim xilosa
 isomerase
 4 4,5967 4,1957 4,5 4,9329 4,4508 5 5,3524 4,5983
 5,5 5,3010 4,7902 6 5,4039 4,7818
 y = 1,8855 x - 0,1125
 0,0696 = 1,8855 x - 0,1125
 x = 0,0966
 Kadar gula pereduksi = 0,0966 . faktor pengenceran
 = 0,0966 . 10
 = 0,966 mg/mL
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Lampiran 9. Data Hasil Fermentasi
 ■ Data Absorbansi Gula Pereduksi Menggunakan Metode DNS Selama Fermentasi (pengenceran 10x)
 Hari ke- Absorbansi Hidrolisat
 Absorbansi (pengenceran 10x)
 0 0,9064 9,064 1 0,5437 5,437 2 0,3108 3,108 3 0,0034 0,034
 ■ Data Kadar Gula Pereduksi Menggunakan Kurva Standar Glukosa Selama Fermentasi
 Hari ke- Kadar Gula
 Pereduksi (mg/mL) Hidrolisat
 0 5,403 1 3,48 2 2,245 3 0,061
 y = 1,8855 x - 0,1125
 0,9064 = 1,8855 x - 0,1125
 x = 0,5403
 Kadar gula pereduksi = 0,5403 . faktor pengenceran
 = 0,5403 . 10
 = 5,403 mg/mL
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Lampiran 10. Perhitungan Kadar Etanol
 Diketahui : Bobot piknometer kosong (W0) = 29,0422 gram
 Berat piknometer berisi air (W1) = 58,6603 gram
 Berat piknometer berisi etanol (W2) = 58,4221 gram
 Bobot jenis (ρ) = W2 - W 0 W1 - W0 = 58,4221 - 29,0422 = 29,3799 = 0,9919 gr/mL 58,6603 - 29,0422 29,6181
 Sehingga berdasarkan tabel lampiran 11 :
 - Ka a etano a a s a a a ( ) - Berdasarkan alkoholmeter kadar etanolnya adalah 6 % (v/v)
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Lampiran 11. Tabel Hubungan antara Kadar Alkohol dengan Berat Jenis.
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Lanjutan Lampiran 11.
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Lampiran 12. Gambar Sampel dan Hasil Penelitiaan
 Tongkol jagung Serbuk jagung hasil perlakuan awal
 Enzim lakase Enzim selulase, xilanase dan xilosa isomerase
 Hidrolisat sebelum fermentasi Hidrolisat sesudah fermentasi
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Lanjutan Lampiran 12
 Skala alkoholmeter Piknometer
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