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ABSTRAK

Nama : Fitriana Sari
Program Studi : Kimia
Judul : Purifikasi Parsial dan Karakterisasi Endoglukanase

dari Trichoderma viride T051 Pada Fermentasi

Menggunakan Substrat Dedak Padi

Enzim selulase merupakan enzim hidrolase yang mengkatalisis reaksi
pemecahan selulosa menjadi unit glukosa. Enzim ini akan digunakan dalam
pemanfaatan limbah pertanian (dedak padi) yang kaya akan selulosa untuk
dijadikan senyawa lain seperti bioetanol. Pada penelitian ini telah dilakukan
isolasi dan pemurnian enzim selulase dari mikroorganisme jamur 7richoderma
viride (T051) melalui fermentasi padat menggunakan dedak padi sebagai
substratnya. Pemurnian ekstrak kasar enzim dengan pengendapan bertingkat
(fraksinasi) menggunakan garam ammonium sulfat, menghasilkan aktivitas
spesifik selulase paling tinggi pada tingkat kejenuhan ammonium sulfat 20 -50%
(11,4530 mU/mg) dengan tingkat kemurnian 5,3 kali dari ekstrak kasarnya.
Pemurnian lebih lanjut dengan kromatografi kolom penukar anion (DEAE-
Streamline) menghasilkan 6 puncak protein dengan aktivitas CMCase. Puncak
protein ke-1 memiliki aktivitas spesifik paling tinggi (85,6703 mU/mg) dengan
tingkat kemurnian 39,1 kali dari ekstrak kasarnya. Aktivitas selulolitik enzim ini
ditentukan sebagai aktivitas CMCase (endoglukanase) menggunakan substrat
CMC (carboxymethyl cellulose). Enzim selulase hasil pemurnian parsial memiliki
aktivitas optimum pada pH 5,5 dan suhu inkubasi 50°C dan enzim ini diinhibisi
oleh ion-ion Mg*", Mn*", dan Cu”" (konsentrasi ion logam 100 mM) dengan
persen inhibisi berturut-turut sebesar 16,4; 64,2; 60,2 %.

Kata Kunci : Selulase, CMCase (endoglukanase), dedak padi, Trichoderma viride,

kromatografi penukar anion.

xiii + 61 halaman : 13 gambar, 15 tabel, 11 lampiran
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ABSTRACT

Name : Fitriana Sari
Study Program : Chemistry
Title : Partial Purification and Characterization of

Endoglucanase from 7richoderma viride T051 in

Fermentation Using Rice Bran as A Substrate

Cellulase is a hydrolase enzyme that catalyzes the reaction of the breakdown
of cellulose into glucose units. This enzyme will be used in the utilization of
agricultural waste (rice bran) that is rich in cellulose to be used as other
compounds such as bioethanol. In this study has been carried out isolation and
purification of the cellulase from Trichoderma viride fungal microorganisms
(TOS51) through solid fermentation using rice bran as a substrate. Purification of
crude enzyme extract with multilevel deposition (fractionation) using ammonium
sulfate salt, generating the highest specific activity of cellulase (11.4530 mU / mg)
at 20 -50% level of saturation of ammonium sulfate, with a purity level of roughly
5.3 times of the extract. Further purification by anion-exchange chromatography
column (DEAE-Streamline) produces 6 protein peaks with CMCase activity.
Peak-1 protein to have the highest specific activity (85.6703 mU / mg) with a
purity level of roughly 39.1 times of the extract. Cellulolytic enzyme activity was
determined as CMCase activity (endoglucanase) using the substrate CMC
(carboxymethyl cellulose). Partial purification of cellulase enzyme has optimum
activity at pH 5.5 and incubation temperature 50°C, and this enzyme had
inhibition by ions Mg”", Mn*", and Cu*" with inhibition percent respectively at
16.4, 64.2, 60. 2%.

Keywords : Cellulase, CMCase (endoglucanase), rice bran, Trichoderma viride,

anion exchange chromatography.
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BAB 1
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Enzim selulase merupakan kelompok enzim hidrolase yang mengkatalisis
reaksi pemecahan selulosa menjadi unit glukosa. Enzim ini banyak memiliki
manfaat, baik dalam industri komersial maupun dalam mengoptimalkan
pemanfaatan limbah pertanian yang mengandung selulosa seperti dedak padi.
Dalam hal pemanfaatan limbah, selulase mampu mendegradasi limbah-limbah
pertanian maupun perkebunan yang mengandung selulosa untuk dihasilkan
menjadi monomernya yakni glukosa. Glukosa yang dihasilkannya dapat diproses
lebih lanjut menjadi produk lain yang bermanfaat seperti bioetanol.

Di Indonesia, sekarang ini sudah mulai dikembangkan pemanfaatan
limbah pertanian dan perkebunan dalam memproduksi bioetanol menggunakan
teknologi fermentasi. Perkembangan bioetanol dengan teknologi fermentasi ini
tidak lepas dari adanya peran mikroorganisme yang menjadi sumber
dihasilkannya enzim selulase sebagai pemecah selulosa.

Enzim ini dapat diisolasi dari mikroorganisme, seperti bakteri atau fungi.
Bakteri yang telah dilaporkan mampu memproduksi enzim selulase diantaranya
seperti Cellulomonas CS1-17 (Purwadaria, 1999), Bacillus thermoalcaliphilus
(Sarkar, 1992), Lactobacillus collinoides (Monica, 2007), dan Streptomyces ruber
(El-Sersy, et al, 2010). Sedangkan dari golongan jamur (fungi) diantaranya
Trichoderma viride (Okada, 1975; Tae Lin Huh dan See Young Lee, 1981),
Trichoderma reseei (Mardiah, 1995), dan Aspergillus niger (Hurst et al, 1977,
Milala, et al, 2005).

Selulase merupakan kompleks enzim yang tersusun dari 3 komponen
berdasarkan mekanisme sinergis pemutusan ikatan -1,4 glikosida, yaitu: Endo-f3-
1,4-glukanase (EC 3.2.1.4), Ekso-B-1,4-glukanase atau selobiohidrolase (EC
3.2.91) dan B-1,4-glukosidase atau selobiase (EC 3.2.1.21) (Purwadaria, 1999).
Endo-B-1,4-glukanase (CMCase atau carboxymethylcellulase) bekerja

1 Universitas Indonesia

Purifikasi parsial ..., Fitriana Sari, FMIPA Ul, 2012



menghidrolisis secara acak struktur selulosa menghasilkan rantai polisakarida
selulosa, ataupun selobiosa, dan enzim ini aktif menghidrolisis bagian selulosa
yang amorf atau derivat selulosa seperti CMC (carboxymethyl cellulose) sehingga
sering disebut enzim CMCase (Sami, 1989). Ekso-B-1,4-glukanase (avicelase atau
cellobiohydrolase) menghidrolisis dari ujung rantai polisakarida atau pada bagian
selulosa kristalin seperti Avicel (cellulose micro-crystalline), menghasilkan
tetrasakarida atau disakarida (selobiosa). Sedangkan, selobiase atau -1,4-
glukosidase menghidrolisis selobiosa (disakarida) produk eksoglukanase maupun
endoglukanase menjadi monomer glukosa.

Dalam upaya menghasilkan selulase dengan aktivitas optimal yang akan
dimanfaatkan untuk menghasilkan produk lain seperti bioetanol, diperlukan
pengetahuan akan karakteristik dari selulase itu sendiri dari kondisi optimum
selulase, baik dari faktor pH, suhu, substrat, pengaruh ion logam, maupun faktor
lain yang mempengaruhi aktivitas selulase.

Pada penelitian ini, dilakukan karakterisasi enzim selulase yang bersumber
dari mikroorganisme jamur 7richoderma viride (T051), dengan memanfaatkan
limbah dedak padi sebagai sumber selulosa dalam proses fermentasi padat. Untuk
memperoleh data karakteristik selulase dari jamur ini, perlu dilakukan isolasi yang
diikuti dengan proses pemurnian atau purifikasi pada ekstrak kasar selulase hasil
fermentasi, sehingga diharapkan dapat diperoleh selulase yang relatif lebih murni.
Tahap awal proses pemurnian ekstrak enzim kasar dilakukan pengendapan
bertingkat atau fraksinasi menggunakan garam ammonium sulfat dengan
kejenuhan bertahap yakni 0-20%, 20-50%, 50-70%. Semua hasil fraksi yang
diperoleh diuji aktivitas selulasenya serta ditentukan kadar proteinnya. Dari fraksi
ammonium sulfat yang diperoleh dengan aktivitas spesifik selulase tertinggi,
selanjutnya dilakukan dialisis, dan pemekatan larutan enzim. Larutan enzim hasil
fraksinasi ini, dimurnikan kembali dengan kromatografi kolom penukar ion.
Enzim selulase hasil pemurnian parsial ini selanjutnya dikarakterisasi dengan
melihat kondisi optimum aktivitas selulase terhadap variasi pH, suhu, dan
pengaruhnya terhadap ion logam.

Dari hasil penelitian ini diharapkan enzim selulase yang diisolasi dari sel

jamur Trichoderma viride (T051) strain asli Indonesia dapat dimanfaatkan lebih
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lanjut baik untuk industri seperti produksi bioetanol maupun untuk pengembangan

ilmu pengetahuan lebih lanjut.

1.2

Tujuan Penelitian

Penelitian ini dilakukan dengan tujuan untuk memperoleh enzim selulase

yang relatif lebih murni dari isolasi yang diikuti dengan proses pemurnian atau

purifikasi pada ekstrak kasar selulase hasil fermentasi, dan memperoleh data

karakteristik aktivitas selulase berdasarkan pengaruh pH dan suhu yang

divariasikan serta pengaruh ion logam.

1.3

1.4

Hipotesis

Pengendapan bertingkat menggunakan garam ammonium sulfat terhadap
ekstrak kasar selulase yang dilanjutkan dengan dialisis dan fraksinasi
menggunakan kromatografi kolom penukar ion, dapat menghasilkan
peningkatan kemurnian yang signifikan.

Selulase yang diperoleh dari fraksinasi atau pemurnian enzim dapat

menggambarkan profil kondisi optimum aktivitas selulase yang lebih baik.

Pembatasan Masalah

Pada penelitian ini, penulis membatasi permasalahan ke dalam ruang

lingkup, sebagai berikut :

a.

Penelitian hanya difokuskan pada produksi enzim selulase dari hasil
fermentasi padat Trichoderma viride (T051) menggunakan substrat dedak
padi

Seluruh tahapan prosedur, baik dari tahap ekstrak kasar enzim hasil
fermentasi maupun hasil pemurnian, diuji aktivitas selulase sebagai
aktivitas CMCase atau endoglukanase, menggunakan substrat CMC

(carboxymethyl cellulose).
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BAB 2
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Enzim

Enzim adalah biokatalisator dan unit fungsional dalam proses metabolisme
sel. Enzim memiliki tenaga katalitik yang luar biasa, yang biasanya jauh lebih
besar dari katalisator sintetik (Lehninger, 1982). Enzim mengkatalisis ratusan
reaksi kimia dalam tubuh organisme secara bertahap seperti penguraian molekul
nutrien, pengubahan energi kimiawi, ataupun pembuatan makromolekul sel dari
prekursor yang sederhana. Kerja suatu enzim adalah spesifik dan spesifitasnya
dapat terhadap suatu gugus tertentu maupun secara absolut (Hudiyono, 1998).

Enzim disebut biokatalisator karena umumnya berperan dalam reaksi-reaksi
kimiawi pada agen biologi. Enzim merupakan protein yang terdiri dari rantai
polipeptida dan mengandung residu asam amino sehingga aktivitas katalitiknya
bergantung pada integritas strukturnya sebagai protein. Namun, terdapat pula
enzim yang membutuhkan molekul lain untuk bergabung dengan protein enzim,
seperti kofaktor berupa senyawa anorganik (seperti ion Mg*", Fe*"), atau senyawa
organik yang disebut sebagai koenzim membentuk suatu enzim aktif yang disebut
holoenzim. Jika kofaktor terikat sangat kuat dengan enzim maka disebut sebagai

gugusan prostetik.

2.1.1 Karakteristik Enzim

Karakteristik suatu enzim dapat terlihat dari aktivitasnya yang
dipengaruhi oleh beberapa faktor antara lain : konsentrasi substrat, suhu, pH,
waktu inkubasi, aktivator maupun inhibitor.

Konsentrasi substrat dapat mempengaruhi kecepatan reaksi yang
dikatalisis oleh enzim. Pada konsentrasi substrat yang sangat rendah,
kecepatan reaksi pun akan rendah, karena aktivitas katalitik enzim terhadap
substrat juga rendah. Sedangkan, pada konsentrasi substrat yang tinggi dapat
meningkatkan pula kecepatan reaksi dan aktivitas enzim, sampai mencapai

suatu titik batas kecepatan maksimum yang disebut juga Vmax, karena
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enzim menjadi jenuh oleh substratnya, dan tidak dapat berfungsi lebih cepat
(Lehninger, 1982).

Suhu dapat pula mempengaruhi kondisi aktivitas enzim dalam
mengkatalisis reaksi dengan substrat. Oleh karena sifatnya sebagai protein,
umumnya enzim akan terdenaturasi pada suhu tinggi, sehingga menurunkan
aktivitas enzim tersebut. Namun, setiap enzim memiliki suhu optimum yang
bekerja secara optimal terhadap substrat, dimana ketika mencapai titik
optimum tersebut aktivitas enzim meningkat pada kondisi tertinggi atau
maksimal.

Selain itu, pH juga menjadi faktor penting dalam mempengaruhi
aktivitas enzim. Pada pH terlalu asam atau terlalu basa, umumnya dapat
menyebabkan struktur tiga dimensi enzim terganggu akibat denaturasi. Oleh
karena itu, enzim memiliki pH optimum yang khas, yaitu pH yang
menyebabkan aktivitas enzim maksimal.

Faktor lingkungan lain yang mempengaruhi aktivitas enzim seperti
adanya penambahan ion logam, dapat menjadi inhibitor ataupun aktivator
dalam proses katalitik yang dilakukan enzim. Dikatakan inhibitor karena
menghambat jalannya reaksi katalitik enzim sehingga aktivitas yang terukur
menjadi menurun. Sedangkan aktivator dapat meningkatkan kecepatan

reaksi enzim yang mengakibatkan aktivitasnya meningkat.

2.1.2 Isolasi dan Fraksinasi Enzim

Enzim yang terkandung dalam tubuh suatu organisme atau
mikroorganisme, dapat ditemukan dalam sel (intraseluler) ataupun luar sel
(ekstraseluler). Enzim ekstraseluler dapat mengubah nutrien disekitarnya
sehingga nutrien tersebut masuk ke dalam sel, sedangkan enzim intraseluler
mensintesis bahan seluler atau menguraikan nutrien untuk menyediakan
energi yang dibutuhkan sel (Monica, 2007). Dalam mengisolasi enzim
diperlukan informasi terkait keberadaaan enzim tersebut dalam tubuh
organisme atau mikroorganisme.

Isolasi enzim yang bersifat intraseluler umumnya selalu disertai oleh

ikut terekstraknya asam nukleat, beberapa protein lain, karbohidrat, dan
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lemak dari dalam sel. Oleh karena itu, proses pemisahannya harus
mempertimbangkan metoda pemecahan sel untuk mengeluarkan enzim
sehingga perlu penanganan yang lebih hati-hati. Sedangkan, enzim
ekstraseluler relatif mudah untuk dipisahkan karena tidak memerlukan
proses pemecahan sel terlebih dahulu.

Umumnya, tahapan isolasi dan fraksinasi enzim adalah ekstraksi,
sentrifugasi, fraksionasi dengan cara pengendapan, pemekatan dan
pemurnian berlanjut seperti kromatografi. Dalam ekstraksi enzim perlu
diperhatikan sumber enzimnya, jika enzim berasal dari mikroorganisme
maka diperlukan proses fermentasi terlebih dahulu sehingga dapat diperoleh
ekstrak enzim yang diinginkan.

2.1.2.1 Fraksinasi Enzim dengan Metode Pengendapan

Fraksinasi enzim dengan metode pengendapan berguna untuk
memisahkan protein dalam ekstrak kasar enzim dari komponen non-protein.
Cara pengendapan enzim dapat dilakukan dengan dua metode kimiawi yaitu
dengan pelarut organik dan garam. Penambahan pelarut organik ke dalam
larutan protein akan menurunkan konstanta dielektrik dan menyebabkan
medium kurang cocok bagi permukaan enzim yang polar sehingga mudah
terjadi pengendapan (Thenawijaya, 1989). Namun, hal yang perlu diperhatikan
adalah pelarut organik cenderung mendenaturasi protein pada suhu agak tinggi,
umumnya bersifat toksik dan dapat memungkinkan terjadinya proses inaktivasi
pada enzim.

Metode kedua adalah dengan penambahan garam. Ion garam yang
ditambahkan dapat mempengaruhi kelarutan protein. Pada konsentrasi garam
rendah, ion-ion garam akan melingkungi molekul protein dan mencegah
bersatunya molekul protein sehingga protein melarut, dan peristiwa ini disebut
juga dengan salting-in. Pada konsentrasi garam tinggi (jenuh), terjadi
peningkatan muatan listrik di sekitar protein, dimana garam akan menarik air
dari koloid protein. Interaksi hidrofobik antara protein pada suasana ionik tinggi
akan menurunkan kelarutan protein dalam air dan menyebabkan terjadinya
pengendapan sehingga komponen protein dan zat terlarut lainnya dapat

terpisahkan. Peristiwa ini disebut juga dengan salting-out. Garam yang umum
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digunakan dalam fraksinasi enzim adalah garam ammonium sulfat karena
memiliki keuntungan seperti harga yang relatif murah, tidak bersifat toksik,
solubilitasnya tinggi, dan cenderung tidak mempengaruhi struktur protein.

Pada proses fraksinasi enzim menggunakan garam, dimungkinkan masih
terdapat sisa-sisa garam yang tertinggal dalam larutan enzim, sehingga
diperlukan tahapan selanjutnya untuk menghilangkan sisa garam tersebut,
seperti dengan melakukan dialisis.

Dialisis adalah pergerakan molekul dalam proses difusi dari konsentrasi
tinggi menuju konsentrasi rendah melalui membran semi-permeable. Proses

dialisis diperlihatkan pada Gambar 2.1.

i) Al stan of (b)) AL equilibeium

diglyss

Dialysis
miembrans

Sohent

e—
’9:&' congentrated
Splution

Gambar 2.1 Proses Dialisis

[Sumber : http://ehumanbiofield.wikispaces.com]|
Ion-ion garam yang memiliki ukuran molekul lebih kecil dibanding

protein akan mudah lolos melalui pori-pori membran semi-permeable yang
berukuran pori lebih kecil dari molekul protein sehingga protein akan tertahan di
dalam membran.
2.1.2.2 Pemekatan

Pemekatan enzim termasuk dalam rangkaian fraksinasi protein enzim
yang berguna untuk mengurangi air yang terkandung dalam protein terlarut
sehingga diperoleh konsentrat protein. Hal itu dapat bermanfaat dalam
penyimpanan produk enzim yang diperoleh karena protein enzim dalam
konsentrat cenderung lebih stabil pada penyimpanan yang lama. Protein enzim
yang encer atau kandungan airnya tinggi dapat menurunkan aktivitas enzim
dalam penyimpanan enzim yang lama. Selain itu, tahap pemekatan ini juga perlu

dilakukan terlebih dahulu jika ingin melakukan proses pemurnian selanjutnya
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seperti kromatografi. Hal itu berguna agar protein tetap dapat terdeteksi
walaupun telah melalui tahapan kromatografi yang menggunakan banyak
volume pelarut sebagai eluen.

Pemekatan enzim dapat dilakukan dengan berbagai cara yaitu
ultrafiltrasi, dan pengeringanbeku atau liofilisasi. Ultrafiltrasi merupakan proses
pemekatan dengan prinsip pemisahan berdasarkan ukuran molekul, yang
dilewatkan pada membran dengan ukuran pori tertentu di bawah pengaruh
tekanan tinggi atau gaya sentrifugal. Membran ditentukan berdasarkan
spesifikasi molekul, berat molekul (molecular weight cut-off).

Sedangkan, teknik liofilisasi atau pengeringanbeku (freeze-drying)
adalah teknik pemekatan enzim dengan prinsip menghilangkan pelarut dari
sampel protein beku (frozen sample) dalam proses sublimasi. Teknik liofilisasi
ini adalah salah satu teknik yang paling efektif untuk memekatkan material yang
sensitif akan suhu tinggi seperti protein. Dalam hal ini, molekul yang mudah
menguap (volatile) seperti pelarut air akan tersublimasi dibawah kondisi suhu -
40°C (frozen), sedangkan molekul yang non-volatile (seperti protein, buffer
garam, asam nukleat, dan lain-lain) akan terpekatkan (Boyer, 1993). Ada
beberapa hal yang harus diperhatikan dalam teknik liofilisasi ini yaitu pelarut
yang terkandung dalam sampel bukan merupakan pelarut organik karena pelarut
organik memiliki titik lebur (melting point) yang rendah dibanding pelarut air
sehingga akan meningkatkan peleburan sampel protein dan menjadi
terdenaturasi selama proses liofilisasi.
2.1.2.3 Kromatografi Penukar Ion

Kromatografi kolom termasuk dalam teknik fraksinasi protein yang
didasarkan pada adsorbsi fasa gerak terhadap fasa diam. Adsorbsi tersebut
didasari pada afinitas sampel dalam fasa gerak terhadap fasa diamnya. Terdapat
beberapa teknik kromatografi kolom yang umum diaplikasikan dalam fraksinasi
protein diantaranya kromatografi penukar ion, filtrasi gel, afinitas ion logam,
interaksi hidrofobik dan kromatofokusing.

Dalam hal ini, kromatografi penukar ion didasarkan pada perbedaan
afinitas molekul bermuatan di dalam larutan fasa gerak dengan molekul

bermuatan pada fasa diam. Fasa diam yang merupakan resin penukar ion ini

Universitas Indonesia

Purifikasi parsial ..., Fitriana Sari, FMIPA Ul, 2012



Jenis

Penukar Anion
DEAE-cellulose
DEAE-Sephadex

DEAE-Sepharose

QAE-Sephadex

Penukar kation

CM-cellulose

SP-Sephadex

Gugus Fungsional

Dietilaminoetil (DEAE)
H-CH,
—O—CH;CH;N-H
CH5-CH,

Dietil-(2-hidroksi-
propil) aminoetil

Carboxymethyl (CM)
-0O-CH,-COO"

Sulfopropyl (SP)
-0-SO5’

Matriks

Selulosa

Dekstran

Agarose

Dekstran

Selulosa

Dekstran

Purifikasi parsial ..., Fitriana Sari, FMIPA Ul, 2012



10

melemahkan ikatan ionik antara protein yang berikatan dengan matriks sehingga
protein tersebut akan terelusi kemudian.

Tahapan mekanisme yang terjadi pada kromatografi penukar anion
diilustrasikan pada Gambar 2.2. Pada tahap pertama, larutan sampel yang
mengandung campuran muatan, baik positif maupun negatif, dimasukkan ke
dalam kolom matriks penukar anion yang bermuatan positif dan telah terikat
lemah oleh ion buffer. Kemudian, ion buffer dalam matriks akan bertukar oleh
protein yang bermuatan negatif sehingga ion buffer bersama protein yang
bermuatan positif akan terelusi keluar kolom. Ketika dilakukan elusi stepwise,
protein yang berikatan lemah dengan matriks selanjutnya akan terlepas dan
digantikan oleh ion garam dalam konsentrasi rendah. Sedangkan, protein yang
berikatan lebih kuat akan digantikan selanjutnya oleh ion garam yang

konsentrasinya tinggi.

two-component  negatively protein P t protein component  equilibration of
mixture is  charged solute 1 which binds with 2 which binds with  the colum with
introduced into - components lower affinity is higher affinity is starting buffer
anion-exchange  exchange eluted firstby a  eluted later by following
column positions with lower higher regeneration of
equilibrated with  buffer ions and tration of  cor jon of the  the column
starting buffer sailt gradient is the salt sait
applied
e -~ W ey ..
5 = =
B 2 8 e @ 8 8 8
G O — S —?
. @ " 0 P e \ ‘62
= =) s 7=, b & ‘
B38.8 = &= e © o
B8 8 A A A
e 5 e e
step | step Il step W step IV step V

Key to symbols used:

covalently bonded positive ions present in the stationary phase of an
anion exchanger

e

]

[=]

starting buffer ions
protein component 1 in the sample which binds to the stationary phase
with low affinity and is eluted by salt ions at lower concentration

: protein component 2 in the sample which binds to the stationary phase
with high affinity and is eluted by salt ions at higher concentration

A& salt ions at lower concentration
< salt ions at higher concentration

Gambar 2.2 Tlustrasi mekanisme kromatografi penukar ion
[Sumber : Malik, 2008]
Penambahan ion garam secara bertahap (stepwise) dapat meningkatkan
kekuatan ion terhadap matriks sehingga dapat mengelusi molekul protein secara

bertahap berdasarkan kekuatan interaksi dengan matriks. Oleh karena itu, akan
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terjadi pemisahan protein dalam waktu elusi yang berbeda berdasarkan afinitas
muatannya. Umumnya, jika ingin memperoleh protein yang lebih murni dan
lebih spesifik, hasil fraksi kolom penukar ion dengan aktivitas spesifik tertinggi
ini dapat dilanjutkan kembali tahapan pemurniannya dengan metode

kromatografi kolom filtrasi gel yang didasarkan pada perbedaan berat molekul.

2.1.3 Enzim Selulase

Selulase (EC 3.2.1.4) adalah enzim ekstraseluler yang umumnya
diproduksi oleh mikroorganisme seperti bakteri, jamur (fungi), dan protozoa.
Bakteri yang telah dipublikasikan sebagai penghasil enzim selulase antara
lain seperti Clostridium, Cellulomonas, Bacillus, Erwinia, Acetobibrio,
Mikrobispora dan Streptomyces. Sedangkan dari golongan jamur antara lain
Trichoderma, Aspergillus, Schizophyllum dan Penicillium. Selulase tidak
dimiliki oleh manusia, karena itu manusia tidak dapat menguraikan selulosa
dalam sayuran yang dimakan. Tetapi hal ini dapat dilakukan oleh beberapa
hewan seperti kambing, sapi, dan insekta seperti rayap karena dalam sistem
pencernaannya mengandung mikroorganisme yang mampu menghasilkan
enzim selulase untuk menghidrolisis ikatan glikosida -1,4 pada selulosa.

Enzim ini termasuk ke dalam kelompok enzim hidrolase karena
kemampuannya mengkatalisis reaksi hidrolisis selulosa. Terdapat 3
kompleks besar dalam sistem enzim ekstraselular ini yang bekerja
mengkatalisis substrat dalam reaksi pemutusan ikatan 3-1,4 glikosida, yaitu:
Endo-fB-1,4-glukanase (EC 3.2.1.4), Ekso-B-1,4-glukanase atau
selobiohidrolase (EC 3.2.91) dan B-1,4-glukosidase atau selobiase (EC
3.2.1.21) (Purwadaria, 1999).

Endo-fB-1,4-glukanase (CMCase atau carboxymethylcellulase)
bekerja menghidrolisis secara acak struktur selulosa menghasilkan rantai
polisakarida selulosa, ataupun selobiosa, dan enzim ini aktif menghidrolisis
daerah selulosa yang amorf atau derivat selulosa seperti CMC
(carboxymethyl cellulose) sehingga sering disebut enzim CMCase (Sami,
1989). CMC merupakan model substrat selulosa amorf atau selulosa dapat

larut.
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Ekso-B-1,4-glukanase (avicelase atau cellobiohydrolase)
menghidrolisis dari ujung rantai polisakarida atau pada daerah selulosa
kristalin menghasilkan tetrasakarida atau disakarida (selobiosa).
Eksoglukanase atau eksoselulase aktif menghidrolisis selulosa kristalin
seperti model substrat Avicel (cellulose micro-crystalline), sehingga disebut
pula sebagai enzim avicelase (Wulani, 2007).

Sedangkan, selobiase atau B-1,4-glukosidase menghidrolisis
selobiosa (disakarida) produk eksoglukanase maupun endoglukanase

menjadi monomer glukosa. Ketiga proses tersebut diperlihatkan pada

Gambar 2.3.

Gambar 2.3 Ilustrasi mekanisme katalisis enzim selulase
[Sumber : Malherb dan Cloete, 2003)]

Kemampuan adsorpsi enzim selulase terhadap substrat selulosa
bergantung pada jumlah keberadaan enzim, permukaan selulosa, sifat fisik
enzim (seperti ukuran, muatan, dan kelarutan), kondisi lingkungan (seperti
pH, suhu), serta keberadaan molekul lain seperti lignin (Sami, 1989). Lignin
dapat mengganggu proses hidrolisis selulase terhadap selulosa. Oleh karena
itu, umumnya pada substrat selulosa yang mengandung kandungan lignin

tinggi perlu dilakukan delignifikasi terlebih dahulu seperti dengan
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penambahan senyawa kimia yang dapat memecah lignin. Sumber tanaman
yang kandungan ligninnya tinggi biasa ditemukan pada bagian keras dalam
limbah pertanian atau perkebunan seperti jerami atau pelepah batang.
Selulase banyak memiliki manfaat seperti dalam industri komersial
misalnya industri tekstil yang berguna untuk mencegah serat kain berbulu,
dan meningkatkan kehalusan serat kain. Selain itu, sekarang ini selulase juga
sudah banyak dimanfaatkan dalam teknologi fermentasi dalam media
aplikatif yang mengandung selulosa, karena kemampuannya memecah
selulosa menjadi unit glukosa, dan dari produk glukosa yang diperoleh dapat
diproses lebih lanjut untuk menghasilkan produk bioetanol. Produk
bioetanol ini sangat bermanfaat di era sekarang sebagai energi terbarukan

yang ramah lingkungan, guna memenuhi kebutuhan energi masyarakat.

2.2 Dedak Padi

Padi merupakan makanan pokok penduduk di Asia dan beberapa negara di
Afrika dan Amerika. Padi mudah tumbuh di daerah yang memiliki cukup air dan
suhu yang cukup hangat. Negara produsen padi terkemuka berdasarkan data FAO
(Food and Agriculture Organization) tahun 2009 adalah Republik Rakyat Cina
(31% dari total produksi dunia), India (20%), dan Indonesia (9%).

Untuk menghasilkan beras yang akan dikonsumsi, proses pengolahan padi
dilakukan dengan memisahkan bulir padi atau gabah dari jerami padi ketika
panen. Pemisahan dilakukan dengan memukulkan seikat padi sehingga gabah
terlepas atau dengan bantuan mesin pemisah gabah. Gabah yang terlepas lalu
dikumpulkan dan dijemur. Penjemuran biasanya memerlukan waktu tiga sampai
tujuh hari, tergantung kecerahan penyinaran matahari. Gabah yang telah kering
disimpan atau langsung digiling, sehingga beras terpisah dari sekam (kulit gabah).
Beras merupakan bentuk olahan yang dijual pada tingkat konsumen. Hasil
sampingan yang diperoleh dari pemisahan ini adalah: sekam (atau merang), dan
dedak atau bekatul yang merupakan serbuk kulit ari beras. Banyaknya dedak padi
dan komponen lain yang dihasilkan tergantung pada cara penggilingan, namun
umumnya dapat dihasilkan 10% dedak padi dari total produk hasil penggilingan
(Estika, 2011).
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Produksi padi di Indonesia berdasarkan data Badan Pusat Statistik
Indonesia, tahun 2009 sebesar 64,4 juta ton Gabah Kering Giling (GKG). Dari
data tersebut, jika diasumsikan produksi padi di Indonesia konstan hingga tahun
2010, maka dapat dihasilkan sekitar 6,4 juta ton dedak padi yang tidak hanya
dapat dimanfaatkan sebagai pakan ternak saja namun dapat pula dimanfaatkan
dalam produk lain.

Dedak tidak hanya dapat diperoleh dari proses penggilingan padi, namun
juga dapat dihasilkan dari proses penggilingan hasil sampingan tanaman berbiji
lain seperti gandum, dan jagung sehingga dinamakan dedak gandum (atau

pollard) dan dedak jagung.

2.2.1 Kandungan dan Manfaat Dedak Padi

Dedak padi merupakan bagian kulit ari sebagai hasil samping dari
proses pemisahan beras dengan sekam (kulit gabah) pada gabah yang telah
dikeringkan. Walaupun dedak padi dikategorikan sebagai limbah hasil
penggilingan, dedak padi termasuk komponen limbah yang berharga
dibanding komponen lainnya. Hal itu karena kandungan pangan yang tinggi
pada dedak padi dan umumnya bermanfaat sebagai pakan ternak sehingga
hal itu pula yang menyebabkan umumnya harga jual dedak padi di pasaran
tinggi. Data kandungan dedak padi diperlihatkan pada Tabel 2.2 serta lebih
lengkapnya pada Lampiran 5.

Tabel 2.2 Data Kandungan Dedak Padi

Nutrien | Unit | Nilai
Umum (dalam 100 gram dedak adi)'

Air g 6.13
Energi kcal 316
Protein g 13.35
Total Lipid g 20.85
Karbohidrat g 49.69
Abu g 9.98
Kandungan Lignoselulosa (dal