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ABSTRAK

PROSES ENZIMATIS SEPARASI SELULOSA DARI LIMBAH
BROMELIN NANAS DAN PRODUKSI GULA PEREDUKSI OLEH
ISOLAT Actinomycetes HALOFILIK

OLEH

ANGGUN MARCHELLA

Limbah bromelin nanas merupakan biomassa lignoselulosa yang melimpah
dan kaya dengan selulosa dan karbohidrat. Penelitian ini berfokus pada dua tujuan
utama yaitu pertama memisahkan selulosa dari limbah bromelin nanas secara
enzimatis dan yang kedua memproduksi gula pereduksi dengan memanfaatkan
isolat Actinomycetes halofilik yang berasal dari ekosistem mangrove. Analisis
komposisi biopolimer dengan menggunakan metode TAPPI menunjukkan bahwa
limbah bromelin nanas mengandung karbohidrat (selulosa dan hemiselulosa)
sebesar 50,21% dan lignin sebesar 39,16%.

Peningkatan indeks kristalinitas selulosa meningkat dari 3,11% sebelum
proses pretreatment menjadi 5,38% setelah pretreatment. Hal ini mengindikasikan
peningkatan aksesibilitas enzim terhadap substrat selulosa, yang kurisal untuk
proses degradasi. Dari 13 isolat Actinomycetes yang diperoleh, isolat ActCK-21
menjadi salah satu isolat yang menunjukan aktivitas selulolitik yang tinggi dengan
indeks 0,471 dan menunjukan aktivitas enzim selulase optimum sebesar 4,51
U/mL pada jam ke-48 hasil fermentasi.

Selain itu proses hidrolisis enzimatis dengan menggunakan isolat ActCK-21
menghasilkan gula pereduksi maksimum sebesar 12,19 mg/mL pada waktu
fermentasi optimum. Hasil penelitian ini secara signifikan menunjukkan bahwa
limbah bromelin nanas memiliki potensi besar sebagai sumber bahan baku
berkelanjutan dan ramah lingkungan untuk produksi gula pereduksi melalui
pemanfaatan mikroorganisme halofilik.

Kata kunci: Actinomycetes halofilik, bromelin nanas, gula pereduksi, hidrolisis
enzimatis, ,dan lignoselulosa



ABSTRACT

ENZYMATIC PROCESS OF SEPARATING CELLULOSE
FROM PINEAPPLE BROMELIN WASTE AND PRODUCTION
OF REDUCING SUGAR BY HALOPHILIC Actinomycetes
ISOLATES

BY

ANGGUN MARCHELLA

Pineapple bromelain waste is an abundant lignocellulosic biomass rich in
cellulose and carbohydrates. This study focuses on two main objectives: first, to
enzymatically separate cellulose from pineapple bromelain waste, and second, to
produce reducing sugars using halophilic Actinomycetes isolates from mangrove
ecosystems. Analysis of the biopolymer composition using the TAPPI method
showed that pineapple bromelain waste contains carbohydrates (cellulose and
hemicellulose) at 50.21% and lignin at 39.16%. The increase in cellulose
crystallinity index rose from 3.11% before pretreatment to 5.38% after
pretreatment. This indicates improved enzyme accessibility to the cellulose
substrate, which is crucial for the degradation process. Among the 13
Actinomycetes isolates obtained, isolate ActCK-21 was one of the isolates
showing high cellulolytic activity with an index of 0.471 and exhibited optimal
cellulase enzyme activity of 4.51 U/mL at the 48th hour of fermentation.
Additionally, the enzymatic hydrolysis process using the ActCK-21 isolate
produced a maximum reducing sugar concentration of 12.19 mg/mL at the
optimal fermentation time. The results of this study significantly indicate that
pineapple bromelain waste has great potential as a sustainable and
environmentally friendly raw material source for reducing sugar production
through the utilization of halophilic microorganisms

Keywords: Halophilic actinomycetes, pineapple bromelain, reducing sugar,
enzymatic hydrolysis, and lignocellulose
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I. PENDAHULUAN

1.1 Latar belakang

Sebagai negara tropis, Indonesia memiliki hasil pertanian yang melimpah, salah satunya
nanas. Pada tahun 2024 produksi nanas di indonesia mencapai 3,16 juta ton, dengan
provinsi Lampung menjadi penyumbang terbesar yaitu 722.847 ton menurut badan pusat
statistik (BPS) 2024. Namun, pemanfaatan nanas masih terbatas pada bagian daging
buahnya. Hal ini menimbulkan masalah limbah yang signifikan, dimana limbah bonggol

dan kulit nanas mencapai 48,6% dari berat total (Marlina dkk., 2018).

Bonggol nanas merupakan biomassa lignoselulosa yang tersusun atas selulosa 24,53 %,
hemiseluosa 28,53 % dan lignin sebesar 5,78% (Pardo et al, 2014). Kandungan selulosa
yang relatif tinggi pada bonggol ini memberkan peluang pemanfaatan lignoselulosa
sebagai sumber glukosa, yang dapat meningkatkan nilai ekonomis. Namun, tidak semua
komponen lignoselulosa dapat diubah menjadi glukosa. Untuk mengoptimalkan
produksi dari selulosa bonggol nanas, diperlukan tahapan eliminasi lignin dan
hemiselulosa. Hal ini dilakukan mengingat lignoselulosa resisten teradap hidrolisis
enzimatik, sehingga memerlukan proses delignifikasi untuk meningkatkan efesiensi

hidrolisis (Pardo et al, 2014).

Hidrolisis merupakan proses yang bertujuan untuk mengubah selulosa menjadi glukosa,
yang akan dikonversi menjadi produk lain dengan bantuan mikroorganisme (Rilek et al.,
2017). Hidrolisis dapat dilakukan melalui hidrolisis enzimatis. Hidrolisis enzimatis
menggunakan enzim selulase, yang merupakan enzim kompleks yang bekerja dengan
melepas unit-unit rantai selulosa, sedangkan endo-f-1,4-glukanase menghidrolisis

selulosa secara acak menghasilkan glukosa. Enzim f-1,4-glukosidase kemudian



menghidrolisis selo-oligomer pendek lainnya untuk menghasilkan glukosa. Mekanisme
ini, berperan penting dalam meningkatkan efisiensi proses hidrolisis enzimatik dan
produksi glukosa dari biomassa lignoselulosa. Degradasi struktur kristal selulosa dapat
meningkatkan aksesibilitas enzim terhadap substrat, sehingga memudahkan proses
hidrolisis selulosa menjadi glukosa. Selain itu, hemiselulosa juga dapat terdegradasi
menjadi gula sederhana (Afdila dkk., 2014). Untuk mengoptimalkan konversi biomassa
lignoselulosa menjadi gula pereduksi, diperlukan mikroba dengan aktivitas selulolitik
yang tinggi, seperti Actinomycetes, yang mampu mendegradasi selulosa secara efisien

dan menghasilkan gula dari fermentasi.

Actinomycetes merupakan salah satu kelompok bakteri yang ditemukan di ekosistem
mangrove dan memiliki aktivitas selulolitik yang signifikan. Mikroba berfilamen ini
dapat menembus jaringan tumbuhan, sehingga meningkatkan efisiensi dalam proses
degradasi biopolimer alami. Hal ini memungkinkan Actinomycetes untuk mendegradasi
lignoselulosa secara efektif dengan memproduksi enzim selulase yang mampu
memutuskan ikatan glikosidik dalam struktur selulosa dan hemiselulosa (Utarti dan
Hesti, 2019). Aktivitas enzim selulase ini juga dapat mendegradasi hemiselulosa,
sehingga menghasilkan selulosa yang lebih mudah dihidrolisis menjadi monomer

glukosa (Satria dkk., 2010).

Berdasarkan uraian yang telah dipaparkan, penelitian ini bertujuan untuk mengisolasi
serta memanfaatkan Actinomycetes terpilih dalam produksi enzim selulase untuk
mendegradasi hemiselulosa dan selulosa menjadi monomer glukosa melalui proses
hidrolisis biomassa lignoselulosa yang berasal dari limbah bromelin nanas. Dengan
demikian, penelitian ini diharapkan dapat menyediakan alternatif dalam produksi gula
pereduksi dengan memanfaatkan isolat Actinomycetes yang memiliki aktivitas
selulolitik. Pemanfaatan limbah sebagai sumber biomassa lignoselulosa tidak hanya
berpotensi meningkatkan produksi gula pereduksi, tetapi juga dapat mengurangi dampak
lingkungan yang ditimbulkan oleh limbah industri. Oleh karena itu, penelitian ini
memiliki signifikansi dalam pengembangan teknologi bioproses yang berkelanjutan dan

ramah lingkungan.



1.2 Tujuan penelitian

Adapun tujuan dari penelitian ini yaitu sebagai berikut :

1. Mengidentifikasi komponen biopolimer penyusun limbah bromelain nanas
menggunakan metode Technical Association of Pulp and Paper Industry (T APPI).

2. Mengisolasi Actinomycetes yang dipilih dengan aktivitas selulolitik tinggi.

3. Mendapatkan indeks kristalinitas selulosa dari limbah bromelin nanas sebelum dan
sesudah pretretment

4. Menghasilkan gula pereduksi dari biomassa limbah bromelain nanas melalui proses

hidrolisis enzimatis menggunakan isolat Actinomycetes.

1.3 Manfaat penelitian

Adapun manfaat penelitian ini yaitu sebagai berikut

1. Memberikan informasi tentang komposisi limbah bromelain nanas.

2. Memberikan informasi tentang isolat Actinomycetes yang memiliki aktivitas
selulolitik tinggi.

3. Memberikan informasi tentang indeks kristalinitas selulosa dari limbah bromelin
nanas sebelum dan sesudah pretretment

4. Memberikan informasi tentang potensi produksi gula pereduksi dari limbah

bromelain nanas menggunakan isolat Actinomycetes.



II. TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Limbah Bromelin Nanas

Nanas (4dnanas comosus L.) adalah komoditas buah konsumsi yang kaya biopolimer,
termasuk selulosa, hemiselulosa, dan lignin. Indonesia merupakan salah satu produsen
nanas terbesar di dunia, dengan kontribusi sebesar 23% dari total produksi global.
Berdasarkan data Agricultural Technology Transfer and Adoption Program (ATTAP),
Pada tahun 2020 produksi nanas mencapai 2,08 juta ton (Harahap et al., 2019). Jumlah
yang signikan ini menunjukan adanya peluang besar untuk memanfaatan bagian nanas
yang selama ini terabaikan, guna meningkatkan nilai ekonomis dan mengurangi dampak

lingkungan.

Menurut Murni et al. (2008), limbah nanas dapat mencapai 60-80% dari total produksi
buah nanas, dengan komposisi 56% kulit, 17% mahkota, 15% pucuk, dan 5% ampas.
Sehingga dari 261,18 ton buah nanas yang dihasilkan, akan diperoleh 145,26 ton limbah
nanas yang belum termanfaatkan secara optimal. Oleh karena itu, identifikasi kandungan
senyawa dalam limbah nanas dapat mengurangi dampak lingkungan yang ditimbulkan.
Limbah nanas mengandung tiga komponen biopolimer utama, yaitu selulosa,
hemiselulosa, dan lignin, yang berpotensi untuk diolah menjadi produk bernilai

ekonomis, sehingga dapat mengurangi dampak lingkungan dari limbah nanas.
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Gambar 1. Morfologi tanaman nanas (Arraniry dkk., 2014)

Dalam limbah buah nanas sepert makota, kulit, bonggol,dan daun nanas yang sering

diabaikan, terkandung biopolimer melimpah seperti selulosa, hemiselulosa dan lignin.

Jumlah kandugan biopolimer tersebut dapat dilihat pada Table 1

Tabel 1. Kandungan biopolimer dalam nanas (Aprilyanti, 2018)

No Komposisi biopolimer Kandungan (%)
1 Hemiseluosa 20-30
2 Selulosa 48 — 80
3 Lignin 10 - 28

Berdasarkan pada Tabel 1 selulosa merupakan biopolimer terbesar yang terkandung

dalam buah nanas yaitu sebesar 48 — 80% serta kandungan biopolimer lainnya yang

terdiri dari hemiselulosa sebesar 20 — 30 % dan lignin sebesar 10 — 28 %.



2.1.1 Hemiselulosa

Hemiseluosa termasuk dalam polisakarida yang berada pada sel-sel dinding tumbuhan,
hemiselulosa tersusun dari monomer seperti D-glukosa, D-mannosa, D-galaktosa, dan
pentosa. Oleh karna itu hemiselulosa tergolong dalam kelompok polisakarida melalui

jalur biosintesis dari selulosa (Bina dkk., 2023).
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Gambar 2. Struktur hemiselulosa (Bina dkk., 2023)

Struktur hemiseluosa yang tidak stabil menyebabkan hemiseluosa mudah untuk di
hidrolisis di bandingkan dengan selulosa. Proses ini akan melepas monomer-monomer
gula penyusunnya, sehingga menghasilkan kumpulan gula pereduksi yang beragam

seperti glukosa (Octavia, 2008)

2.1.2 Selulosa

Selulosa umumnya akan ditemukan bersamaan dengan lignin dan polisakarida lainnya
seperti hemiseluosa yang berpotensi menghasilkan gula pereduksi (Arifin et al., 2019).
Konversi selulosa menjadi gula pereduksi seperti glukosa dapat dilakukan melalui
hidrolisis enzimatis. Setiap unit glukosa dalam rantai selulosa berada dalam ikatan p-
1,4- glikosidik menjadi target utama dalam proses hidrolisis enzimatis untuk melepakan
unit -unit glukosa. Dengan memanfaatkan enzim selulase, ikatan-ikatan dalam selulosa
dapat dipecah menjadi monomer gula sederana yang dapat difermatasi menjadi gula

pereduksi (Oliveira et al., 2016).



Gambar 3. Struktur selulosa (Oliveira et al., 2016).

2.1.3 Lignin

Lignin merupakan salah satu dari polimer tiga dimensi yang terbentuk dari fenol
propana dengan ikatan eter. Fungsi utama dari lignin yaitu sebagai perekat yang akan
terletak di antara sel sel sehingga akan mengikat atau menghilangkan setiap sel dalam

tumbuhan. (Kismeti dkk., 2016).
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Gambar 4. Struktur Lignin (Daulay, 2009)

Lignin pada tanaman nanas, terutama di bagian daun dan kulit berfungsi sebagai elemen
struktural yang memberikan kekuatan pada bagian daun. Lignin yang terkandung di
dalam serat daun nanas berkisar antara 12% hingga 17% (Daulay, 2009). Untuk dapat
mengisolasi selulosa dari limbah nanas, proses delignifikasi sering dilakukan, untuk
menghilangkan lignin dan hemiselulosa (Sumiati dkk., 2023). Lignin juga dapat menjadi
penghambat dalam proses degradasi lignoselulosa dengan enzim untuk memperoleh
selulosa sehingga di perlukan interaksi antara lignin dan molekul yang dapat

menurunkan kemampuan enzim untuk menghidrolisis selulosa (Darojati, 2017)



2.2 Enzim Selulase

Enzim selulase merupakan enzim induktif yang memerlukan adanya induser dalam
media fermentasi. Induser tersebut berfungsi untuk merangsang pembentukan enzim
selulase pada sel mikroba (Adri et al., 2013). Enzim selulase terdiri dari sistem enzim
yang kompleks, meliputi endo-1,4-B-glukanase, ekso-1,4-B-glukanase, dan -D-
glukosidase. Ketiga enzim ini bekerja secara sinergis untuk mendegradasi selulosa dan
menghasilkan gula pereduksi sebagai produk akhir. Endo-1,4-p-glukanase memecah
ikatan dalam rantai selulosa, menghasilkan molekul selulosa yang lebih pendek. Ekso-
1,4-B-glukanase memotong ujung rantai selulosa untuk menghasilkan molekul
selobiosa, sementara -D-glukosidase memecah molekul selobiosa menjadi dua molekul
glukosa (Purkan et al., 2015). Kerja sama antara ketiga enzim ini memungkinkan

degradasi selulosa yang efektif dan produksi gula pereduksi yang optimal.

2.3 Pengukuran Aktivitas Enzim Selulose

Pengukuran aktivitas enzim selulase merupakan aspek penting dalam bidang biokimia
terkait dengan hidrolisis selulosa menjadi gula sederhana. Metode yang umum
digunakan melibatkan inkubasi enzim dengan substrat selulosa dan turunannya seperti
karboksimetil selulosa (CMC) pada kondisi pH dan suhu optimal (Saha, 2014).
Pelepasan produk reduksi, yaitu gula pereduksi kemudian diukur mengunakan reagen
dinitrosalisilat (DNS) yang akan bereaksi dengan gugus aldehida dan keton pada gula,
membentuk kompleks berwarna yang dapat diukur absorbansinya pada panjang
gelombang 540 nm. Validasi hasil pengukuran aktivitas selulase sangat penting untuk
memastikan keakuratan data, sehingga diperlukan kurva standar gula pereduksi yang
berfungsi sebagai refrensi kuantitatif dalam mengkoversi nilai absorbansi hasil

pengukuran menjadi konsentrasi gula pereduksi yang akurat (Rahman et al., 2011).



2.4 Hidrolisis

Hidrolisis merupakan proses yang bertujuan untuk mengubah selulosa menjadi glukosa,
yang selanjutnya dapat dikonversi menjadi produk lain dengan bantuan mikroorganisme
(Rilek et al., 2017). Hidrolisis dapat dilakukan melalui dua metode, yaitu hidrolisis
enzimatis dan hidrolisis asam. Namun, hidrolisis enzimatis memiliki beberapa kelebihan
dibandingkan hidrolisis asam. Hidrolisis enzimatis menggunakan enzim selulase, yang
merupakan enzim kompleks yang terdiri dari eksoselulase, endoselulase, dan -1,4-
glukosidase. Eksoselulase atau selobiohidrolase bekerja dengan melepas unit-unit
selobiosa dari ujung rantai selulosa, sedangkan endoselulase atau endo-p-1,4-glukanase
menghidrolisis selulosa secara acak menghasilkan selodekstrin, selobiosa, dan glukosa.
Enzim B-1,4-glukosidase atau selobiase kemudian menghidrolisis selobiosa dan selo-
oligomer pendek lainnya untuk menghasilkan glukosa (Nugharini et al., 2016). Kerja
sama antara ketiga enzim ini memungkinkan hidrolisis selulosa yang efektif dan
produksi glukosa yang optimal. Untuk mengoptimalkan konversi biomassa lignoselulosa
menjadi gula pereduksi, diperlukan mikroba dengan aktivitas selulolitik yang tinggi,

seperti Actinomycetes (Rahman et al., 2011)
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Gambar 5. Mekanisme hidrolisis selulosa secara enzimatik (Basak et al., 2021)



2.5 Actinomycetes

Actinomycetes merupakan kelompok bakteri Gram positif berfilamen yang memiliki
peran penting dalam degradasi lignoselulosa melalui produksi multienzim hidrolitik,
terutama enzim selulase dan ligninase. Enzim-enzim ini memungkinkan Actinomycetes
untuk menghidrolisis komponen utama lignoselulosa seperti selulosa, hemiselulosa, dan
lignin yang membentuk struktur kompleks dinding sel tumbuhan. Kemampuan ini
didukung oleh struktur filamen (Amin et al., 2018). Actinomycetes yang memudahkan
penetrasi jaringan tanaman, sehingga meningkatkan efisiensi degradasi biopolimer
alami. Mikroorganisme ini mampu menghasilkan sistem enzim hidrolitik. Enzim- enzim
ini memungkinkan dekomposisi struktur kompleks lignoselulosa menjadi gula sederhana

melalui proses delignifiksi (Naikpatil et al., 2011)

2.6. Halofilik

Actinomycetes halofilik merupakan kelompok bakteri Gram positif yang dapat bertahan
dan tumbuh optimal pada lingkungan dengan kadar garam tinggi. Adaptasi fisiologis
mereka memiliki kemampuan produksi metabolit sekunder yang beragam, termasuk
antibiotik dan enzim hidrolitik, yang berperan penting dalam interaksi ekologis dan
pengendalian mikroorganisme patogen. Actinomycetes halofilik juga memiliki peran
ekologis dalam menjaga keseimbangan mikrobiota dan mendukung kesehatan ekosistem

bakau (Anggraini, 2015).

Actinomycetes halofilik mampu membentuk spora yang tahan terhadap kondisi ekstrim,
termasuk kekeringan dan salinitas tinggi. Pertumbuhan Actinomycetes halofilik
bervariasi, tetapi umumnya antara pH 6,5-8,0 dan suhu 25-30°C. Habitat Actinomycetes
halofilik sangat luas, mencakup tanah, kompos, sedimen, dan rizosfer tanaman di
lingkungan dengan salinitas tinggi. Peran ekologis Actinomycetes halofilik sangat
penting dalam siklus biogeokimia, dekomposisi bahan organik, dan degradasi polimer

kompleks. Selain itu, kemampuan mereka menghasilkan senyawa bioaktif menjadikan
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Actinomycetes halofilik sumber potensial untuk pengembangan antibiotik dan agen
biokontrol. Oleh karena itu, studi lebih lanjut mengenai Actinomycetes halofilik sangat
diperlukan untuk memahami mekanisme adaptasi mereka dan potensi aplikasinya dalam

berbagai bidang ilmu pengetahuan dan teknologi

2.7. X-Ray Diffraction (XRD)

Difraksi sinar-X adalah metode karakterisasi material yang bergantung pada hamburan
koheren sinar-X oleh awan elektron dan interferensi konstruktif yang terjadi antara
sinar-X yang dipantulkan oleh deretan atom dalam kristal. Metode ini menggunakan
sinar-X yang dihamburkan pada sudut tertentu (sudut Bragg) oleh atom-atom yang
tersusun dalam sistem kristal. XRD dapat digunakan untuk mengidentifikasi senyawa
secara kualitatif maupun kuantitatif, serta untuk menentukan determinan senyawa dalam
campuran. Difraksi sinar-x memiliki beberapa keunggulan utama yaitu lebih spesifik

terhadap komposisi kimia dan struktur kristal material (Setianingsih dan Sutarno, 2018).

Instrumen XRD merupakan teknik yang sangat efektif untuk menganalisis struktur
selulosa karena memanfaatkan sifat semi-kristalin polimer ini. Ketika sinar-X mengenai
sampel selulosa, sinar tersebut akan mengalami difraksi pada sudut-sudut tertentu oleh
daerah-daerah kristalin yang teratur, sesuai dengan Hukum Bragg, menghasilkan
puncak-puncak tajam pada difraktogram. Pola difraksi yang spesifik ini memungkinkan
identifikasi polimorf selulosa yang berbeda yang masing-masing memiliki susunan
molekuler unik. Selain itu, dengan menganalisis intensitas dan lebar puncak difraksi,
XRD memungkinkan penentuan derajat kristalinitas (CrI), yaitu perbandingan antara
daerah kristalin dan amorf, serta ukuran kristalit selulosa. Informasi ini sangat krusial
karena derajat kristalinitas dan ukuran kristalit secara signifikan memengaruhi sifat
fisik, mekanik, dan kimia selulosa, seperti kekuatan, stabilitas termal, dan reaktivitasnya

dalam berbagai aplikasi industri dan penelitian (Agarwal et al., 2016)



2.8. Spektofotometer UV-Vis

Spektrofotometri UV- Vis merupakan suatu teknik yang digunakan untuk mengukur
serapan cahaya oleh sinyal sampel dengan panjang gelombang ultraviolet. Interaksi
yang terjadi antara senyawa organik dengan sinar ultraviolet dan cahaya tampak dapat
digunakan untuk menentukan struktur molekul senyawa tersebut. Bagian dari molekul
yang paling cepat bereaksi dengan sinar ini adalah elektron-elektron yang terikat dan
elektron-elektron non-ikatan (elektron bebas). Sinar ultraviolet dan cahaya tampak
membawa energi yang, ketika mengenai elektron-elektron tersebut, dapat mengeksitasi
elektron dari keadaan dasar ke tingkat energi yang lebih tinggi. Proses eksitasi ini dicatat
dalam bentuk spektrum yang dinyatakan dalam panjang gelombang dan serapan, sesuai
dengan jenis elektron yang ada dalam molekul yang dianalisis. Semakin mudah elektron
untuk tereksitasi, semakin besar panjang gelombang yang diserap maka semakin banyak
elektron yang tereksitasi, semakin tinggi nilai serapan. Dalam spektrofotometri UV -Vis,
terdapat beberapa istilah yang berkaitan dengan molekul, yaitu kromofor, auksokrom,
efek batokromik (pergeseran merah), efek hipokromik (pergeseran biru), hipsokromik,

dan hipokromik( Suharti, 2017).
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Gambar 6. Spektofotometer UV-Vis (Suharti, 2017)
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2.9. Metode Technical Association of the Pulp and Paper Industry (T APPI)

Metode Technical Association of the Pulp and Paper Industry (TAPPI) merupakan
metode yang memainkan peran penting dalam analisis komponen biomassa, khususnya
untuk bahan baku lignoselulosa. Standar TAPPI menyediakan prosedur terperinci untuk
mengukur kadar selulosa, hemiselulosa, dan lignin, yang merupakan komponen
struktural utama biomassa. Misalnya, TAPPI T 222 adalah metode standar untuk
penentuan lignin tak larut dalam asam (Klason lignin), sementara metode lain berfokus
pada analisis karbohidrat untuk mengidentifikasi selulosa dan hemiselulosa. Di samping
itu, terdapat pula beberapa metode-metode TAPPI lain yang difokuskan pada analisis
karbohidrat guna mengidentifikasi secara akurat kandungan selulosa dan hemiselulosa

(Sjostrom, 1993).

Akurasi dalam penentuan komponen-komponen ini sangat penting karena memengaruhi
potensi pemanfaatan biomassa untuk berbagai aplikasi (Biermann, 1996). Penggunaan
standar TAPPI memastikan konsistensi dan komparabilitas data antar penelitian dan
industri, yang esensial untuk optimalisasi proses biorefinery dan pengembangan produk

berbasis biomassa yang berkelanjutan (TAPPI, 2018).



III. METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilakukan pada bulan Januari hingga Mei 2025 di Laboratorium
Biokimia, Jurusan Kimia Fakultas Matematika dan [lmu Pengetahuan Alam (FMIPA)
Universitas Lampung. Penelitian menggunakan biomassa limbah bromelin nanas dari
PT.Great Giant Paineppel Isolat Actinomycetes diisolasi dari tanah mangrove di hutan
mangrove CukuNyiNyi. Analisis karakter substrat tepung bromelin menggunakan X-
Ray Diffractometer (XRD). Analisis penentuan konsentrasi gula pereduksi
menggunakan Spektrofotometer UV-Vis dilakukan di Laboratorium Biokimia FMIPA

Universitas Lampung.

3.2 Alat dan Bahan

Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini antara lain : low temperature freezer (lab
freez), Laminar Air Flow (LAF) Airtech HVS-1300, autoclave GEA LS-35 L EDWN
63, water bath (Mammert W 350), oven (T60 Heracus), Shaker Labtech LSI EDAM
97, Inkubator Precisterm P’selecta, Sentrifuse Hermle Z327K, spektrofotometer Uv-
Vis (Shimadzu UV-1780), X-Ray Difraction (XRD), magnetic stirer CB161 Stuart,
neraca analitik DJ-V220A, pH METER (pH mobile 827 Metrohm), hot plate, blender
(philips), grinder, gelas, beaker berbagai volume, Erlenmeyer, bunsen, tabung reaksi,
rak tabung reaksi, labu ukur berbagai volume, pipet tetes, mikropipet, spatula, neraca
analitik, termometer, jarum ose, cawan petri, corong, rak tabung reaksi, mortal dan

alu.
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Bahan-bahan yang digunakan pada penelitian ini antara lain : adalah substrat bromelin
nanas, sedimen tanah mangrove, asam sulfat pekat (H>SOj4), kalsium karbonat
(CaCO03), media International Streptomyces Project-2 (ISP-2carboxymethyl cellulose
(CMC), natrium klorida (NaCl), Congo-red, glukosa, indikator metil merah, fenol,
ampicillin, kandistatin, alcohol, spirtus, kapas dan kasa, dinitrosalisilat (DNS), buffer

fosfat pH 7, indikator universal, alumunium foil, kertas saring, dan akuades.

3.3 Metode Penelitian

3.3.1 Preparasi Limbah Bromelin

Limbah bromelin nanas dikeringkan di bawah sinar matahari selama 2 hari. Setelah
itu, dipotong kecil-kecil agar mudah dihaluskan meggunakan grinder menjadi tepung
bromelin. Tepung tersebut kemudian diayak menggunakan ayakan 60 mesh (250 pum)

dan disimpan dalam wadah tertutup.

3.3.2 Analisis Komponen Limbah Bromelin dengan Metode TAPPI

3.3.2.1 Hidrolisis asam

Sebanyak 300 mg tepung bromelin ditimbang dan dimasukkan ke dalam Erlenmeyer
berkapasitas 50 mL, kemudian ditambahkan 7 mL asam sulfat (H>SO4) 72%.
Erlenmeyer ditutup dengan aluminium foil dan distirer selama 90 menit. Setelah
proses distilasi, campuran dipindahkan ke dalam Erlenmeyer 500 mL dan dicampur
dengan 199 mL akuades untuk mengencerkan asam menjadi 4%. Campuran kemudian
dipanaskan dalam autoklaf pada suhu 121°C dengan tekanan 1 atm selama 1 jam.
Hasil dari proses ini adalah filtrat (lignin terlarut) dan pengendapan (lignin tidak

terlarut). Filtrat dan endapan dikeluarkan menggunakan kertas saring yang telah



ditimbang sebelumnya. Setelah endapan dicuci dengan 50 mL akuades untuk

melarutkan zat-zat lain yang dapat larut dalam air.

3.3.2.2. Analisis lignin larut

Absorbansi filtrat hasil hidrolisis diukur menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada
panjang gelombang 240 nm. Sampel diencerkan dengan akuades agar nilai serapan
berada pada kisaran 0,7-1,0. Jumlah lignin larut asam (LLA) dapat dihitung dengan
menggunakan Persamaan 1 dan 2.

UV abs XV filtrat X Pengenceran

Soluble Lignin = (1)
€ X ODW sampel X Lebar kuvet
V sampel+V pelarut
Pengenceran = P a (2)
V sampel
Keterangan:

e LLA adalah lignin larut asam (%)

e abs adalah absorbansi UV-Vis

e Volume filtrat adalah filtrat hasil hidrolisis (mL)
e ¢ adalah absorptivitas biomassa

e Sampel ODW adalah berat sampel (mg)

e lebar kuvet yang digunakan adalah 1 cm.

3.3.2.3. Analisis lignin tidak larut

Endapan yang tertinggal pada kertas saring yang telah dicuci dikeringkan dalam oven
hingga mencapai berat konstan, sekitar 4 jam. Setelah itu, kertas saring ditimbang,
kemudian dicatat beratnya. Untuk menghitung jumlah lignin tidak larut asam,

digunakan Persamaan 3.

Berat endapan akhir hidrolisis

Insoluble Lignin = X 100% 3)

Berat awal sampel
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3.3.2.4. Analisis karbohidrat total

Filtrat hasil hidrolisis dinetralkan dengan menambahkan kalsium karbonat secara
perlahan hingga mencapai pH 5-7 dalam gelas beaker berkapasitas 500 mL ke dalam
filtrat dan diaduk menggunakan pengaduk magnetik. Setelah pH mencapai 5-7,
penambahan kalsium karbonat dihentikan dan sampel dibiarkan hingga mengendap.
Filtrat kemudian dianalisis menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada panjang
gelombang (L) 540 nm dengan mereaksikan sampel menggunakan reagen DNS dan

diinkubasi selama 15 menit.

3.3.3. Pengukuran Indeks Kristalinitas Limbah Bromelin

Pengukuran kristalinitas tepung bromelin dilakukan melalui analisis XRD. Analisis ini
bertujuan untuk mengetahui struktur kristal selulosa dalam tepung bromelin yang telah
menjalani proses pre-treatment secara fisik. Indeks kristalinitas selulosa dapat dihitung

menggunakan metode empiris dengan rumus yang terdapat pada Persamaan 4.

Area fase kristalin

%Crl =

X 100% 4)

Area total fase kristalin dan amorf

3.3.4. Penapisan Isolat Actinomycetes Asal Mangrove

Penapisan isolat Actinomycetes dilakukan untuk mendapatkan bakteri yang memiliki
aktivitas selulolitik. Proses penapisan dilakukan dengan menggunakan media ISP-2
ditambahkan CMC (untuk uji aktivitas selulolitik). Media tersebut disterilisasi pada
suhu 121°C selama 15 menit, lalu ditambahkan ampisilin sebagai anti bakteri dan satu
tetes kandistatin sebagai anti jamur. Campuran tersebut kemudian dituangkan ke
dalam cawan petri sebanyak + 20 mL dan dibiarkan hingga kental. Isolat murni hasil
isolasi ditotolkan pada media yang telah disiapkan dan diinkubasi pada suhu 37°C
selama 5-7 hari. Setelah inkubasi, media yang telah ditumbuhi bakteri disiram dengan

Congo-red selama 15 menit untuk menghidrolisis selulosa dalam media CMC



menjadi glukosa, yang membentuk zona bening di sekitar koloni. Media kemudian
dibilas dengan NaCl 1% untuk memperjelas zona bening yang terbentuk agar lebih
mudah diamati. Zona bening yang muncul di sekitar koloni bakteri menunjukkan
bahwa bakteri tersebut memiliki aktivitas selulolitik. Setelah zona bening terbentuk,

indeks aktivitas selulolitik dan xilanolitik diukur dengan persamaan 5.
Indeks Aktivitas == (5)

Keterangan:
A = diameter zona bening (mm)

B = diameter koloni (mm)

3.3.5. Produksi Glukosa dan Enzim Selulase

Produksi glukosa dari isolat Actinomycetes dilakukan dengan cara menginokulasikan
isolat terpilih ke dalam media fermentasi ISP-2. Pada media tersebut ditambahkan
biomassa limbah bromelin nanas sebanyak 1 gram yang telah dilarutkan dalam
akuades. Sebagai kontrol, perlakuan serupa juga dilakukan dengan penambahan CMC
pada Erlenmeyer terpisah. Proses pelarutan bahan dibantu dengan pemanasan
menggunakan hot plate, kemudian media disterilisasi dengan autoklaf pada suhu
121°C dan tekanan 1 atm selama 15 menit. Setelah sterilisasi, isolat Actinomycetes
diinokulasikan ke dalam media dan diinkubasi menggunakan shaker. Proses
pemanenan enzim dilakukan setiap 24 jam selama 7 hari. Produk yang dihasilkan
selanjutnya dipisahkan dari biomassa sel dengan cara sentrifugasi pada kecepatan

5000 rpm selama 20 menit.
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3.3.6 Pembuatan Kurva Standar Glukosa

Kurva standar glukosa dibuat dari larutan induk dengan konsentrasi 5 g/L. Larutan
induk ini kemudian dibuat menjadi deret standar dengan konsentrasi berturut-turut 0,2
,0,4,0,6,0,8, dan 1 g/L. Setiap larutan standar tersebut kemudian ditambahkan

pereaksi DNS dan diukur absorbansinya menggunakan spektrofotometer UV-Vis.

3.3.7. Uji Kadar Glukosa dan Aktivitas enzim selulase

Pengujian kadar glukosa dan aktivitas enzim selulase dilakukan menggunakan metode
DNS. Proses analisis dilakukan dengan memasukkan sebanyak 0,5 mL larutan enzim
yang telah diekstraksi ke dalam tabung reaksi, lalu ditambahkan 0,5 mL larutan CMC
sebagai substrat. Campuran reaksi kemudian diinkubasi dalam waterbath pada suhu
37°C selama 30 menit untuk memberikan waktu yang cukup agar reaksi hidrolisis
berlangsung secara optimal. Setelah masa inkubasi berakhir, penambahan 1 mL
reagen DNS dilakukan untuk menghentikan aktivitas enzim sekaligus berfungsi
sebagai pereaksi pembentuk warna merah kompleks, menandakan keberadaan gula

pereduksi hasil hidrolisis.

Selanjutnya, campuran reaksi tersebut dipanaskan didalam air mendidih selama 15
menit untuk memastikan terjadinya reaksi antara glukosa hasil hidrolisis dengan
reagen DNS sehingga warna yang terbentuk menjadi maksimal. Setelah proses
pemanasan selesai, tabung reaksi didinginkan secara perlahan hingga mencapai suhu
ruang untuk mengstabilkan warna yang terbentuk. Tahap berikutnya adalah
melakukan pengenceran sampel sebanyak 10 kali lipat, yakni dengan mencampurkan
0,5 mL hasil reaksi dengan 4,5 mL akuades, agar konsentrasi glukosa berada dalam
rentang yang dapat dideteksi dengan baik oleh spektrofotometer. UV-Vis dengan
panjang gelombang 540 nm. Dalam analisis biokimia, aktivitas selulase dievaluasi
melalui serangkaian proses yang akurat dan terstandardisasi. Penentuan aktivitas ini
secara presisi didasarkan pada konversi nilai absorbansi yang diperoleh. Nilai

absorbansi yang diperoleh dari hasil pengukuran ini berkaitan dengan konsentrasi



glukosa standar yang telah ditetapkan sebelumnya melalui kurva kalibrasi.
Selanjutnya, untuk memperoleh besaran aktivitas enzim yang kuantitatif dan
terpercaya, data yang telah dikonversi tersebut diolah lebih lanjut dengan
mengaplikasikan suatu persamaan spesifik yang relevan dengan metode pengujian
yang digunakan. kemudian dihitung dengan menggunakan Persamaan 6.

Unit
mL enzim

Aktivitas Enzim (U/mL) = (6)



3.4. Diagram Alir

Adapun diagram alir dari penelitian ini adalah sebagai berikut:

Limbah Bromelin Isolat
Nanas Actinomycetes
l Y Penapisan
TAPPI Pretreatment
Tepung
Kadar -
: Isolat terpilih
Lignin dan Bromelin p
Karbohidrat Nanas
Hidrolisis

l

l

Filtrat

Endapan

l

Kadar Gula
Pereduksi
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V. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1. Kesimpulan

Berdasarkan hasil yang diperoleh dari penelitian yang telah dilakukan maka dapat
disimpulkan bahwa:

1. Kandungan lignoselulosa pada limbah bromelin nanas telah dianalisis dengan
metode TAPPI yang terdiri dari karbohidrat dan lignin berturut-turut sebesar
50,21% dan 39,16%.

2. Isolat Actinomycetes terpilih diperoleh dengan kode ActCK-21 yang diisolasi dari
sedimen mangrove memiliki aktivitas selulolitik dari hasil penapisan yaitu 0,471
dengan aktivitas enzim selulase sebesar 4,50 U/mL.

3. Hasil pengukuran kristalinitas selulosa sebelum dan sesudah pretretment
menunjukkan peningkatan kristalinitas dimana sebelum pretretment yaitu 3,11%
dan sesudah pretretment 5,38%.

4. Tahap hidrolisis dilakukan dengan memanfaatkan enzim yang dihasilkan oleh
isolat ActCK-21 pada kondisi waktu optimum hidrolisis pada hari ke-2 sehingga

menghasilkan konsentrasi gula pereduksi maksimum sebesar 12,18 mg/ml.

5.2. Saran

Pada penelitian ini gula pereduksi telah berhasil diperoleh dari hidrolisis selulosa pada
limbah bromelin nanas dengan kadar sebesar 12,18 mg/ml meskipun demikian, kadar
ini belum optimal karena hanya berfokus pada parameter waktu. Untuk dapat
meningkatkan perolehan gula pereduksi, disarankan untuk melakukan penelitian lebih
lanjut dengan mengamati dan mengoptimalkan parameter lain seperti konsentrasi

enzim, inokulum, dan konsentrasi substrat.
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