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PRODUCTION OF CELLULASE ENZYMES FROM Trichodernta reesei and 
Aspergillus niger USING BAGASSE IN BIOETHANOL PRODUCTION

NURUL RAMADHAN 
NIM : 08091003011

ABSTRACT

It has been conducted a research about bioethanol production from bagasse. Cellulose 
content in baggasse can be used as substrate in production of cellulase enzyme by 
using A. niger and T. reesei with solid State fermentation. It was carried out by 
variation of fermentation time at 27°C for 1, 3, 5 and 7 days. Concentration cellulase 
enzymes extract were analyzed by Lowry method. Whereas enzyme activities were 
analyzed by DNS method. This research was done in five steps; delignification, 
production of cellulase, hydrolysis, fermentation and distillation. The results of 
research showed that delignification with 4% NaOH concentration could reduce lignin 
as much as 25,21%. The highest protein content and enzyme activities were produced 
by A. niger as much as 0,304 mg/mL and 2,99 IU/mL for 5 days fermentation time and 
the highest protein content and enzyme activities were produced by T. reesei as much 
as 0,278 mg/mL and 2,31 IU/mL for 3 days fermentation time. The highest glucose 
concentration content of hydrolysis for 3 days incubation time which were produced 
by T. reesei as much as 8,367 mg/mL. The highest ethanol content (distillation boiling 
point 78°C) of fermentation with anaerob facultative were produced by hydrolysis with 
cellulase enzyme from T. reesei as much as 17,613 % for 3 days fermentation time.

Keywords : Bagasse, A. niger, T. reesei, Cellulase Enzyme, Bioethanol
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PRODUKSI ENZIM SELULASE DARI KAPANG Trichoderma reesei dan 
Aspergillus niger MENGGUNAKAN SUBSTRAT AMPAS TEBU UNTUK

PEMBUATAN BIOETANOL

NURUL RAMADHAN 
NIM :08091003011

ABSTRAK

Telah dilakukan penelitian mengenai pembuatan bioetanol dari ampas tebu. 
Kandungan selulosa dalam ampas tebu dimanfaatkan sebagai substrat dalam produksi 
enzim selulase menggunakan A. niger dan T. reesei dengan sistem fermentasi padat 
pada variasi waktu fermentasi selama 1, 3, 5 dan 7 hari. Ekstrak enzim selulase 
dianalisis kadar protein dengan metode Lowry, sedangkan aktivitas enzim dianalisis 
dengan metode DNS. Penelitian ini dilakukan dalam 5 tahap yaitu delignifikasi, 
produksi enzim selulase, hidrolisis, fermentasi dan distilasi. Hasil penelitian 
menunjukkan bahwa delignifikasi menggunakan NaOH 4% dapat mengurangi lignin 
sebanyak 25,21%. Kadar protein dan aktivitas enzim tertinggi dari A. niger dihasilkan 
sebanyak 0,304 mg/mL dan 2,99 IU/mL pada lama fermentasi 5 hari, sedangkan kadar 
protein dan aktivitas enzim tertinggi dari T. reesei dihasilkan sebanyak 0,278 mg/mL 
dan 2,31 IU/mL pada lama fermentasi 3 hari. Konsentrasi glukosa hasil hidrolisis 
tertinggi terjadi pada hari ketiga inkubasi dengan menggunakan T. reesei yaitu 8,367 
mg/mL. Kadar etanol tertinggi (titik didih destilasi 78°C) dari fermentasi 
fakultatif anaerob hasil hidrolisis 3 hari menggunakan enzim selulase T. reesei tyaitu 
17,613 %.

secara

Kata kunci: Ampas Tebu, A. niger, T. reesei, Enzim selulase, Bioetanol
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1.1 Latar Belakang

Bioetanol merupakan etanol hasil fermentasi biomassa. Etanol merupakan 

senyawa yang digunakan dalam berbagai industri kimia antara lain sebagai pelarut 

(40%), untuk membuat asetaldehid (36%), eter, glikol eter, etil asetat dan kloral 

(9%) (Anshory. 2004). Beberapa komoditas pertanian yang mengandung 

karbohidrat seperti gula sederhana, pati dan selulosa merupakan sumber energi 

penting untuk fermentasi etanol. Sumber karbohidrat tersebut dapat diperoleh dari 

kultivasi tanaman sumber energi misalnya mikroalga, tanaman potensial yang 

tumbuh secara alami misalnya alang-alang, maupun limbah hasil pertanian (Putri 

dkk. 2008). Pembuatan bioetanol dari limbah hasil pertanian akan sangat 

menguntungkan sebagai contoh adalah ampas tebu. Ampas tebu merupakan hasil 

samping dari proses ekstraksi tebu dan merupakan bahan lignoselulosa yang 

terdiri atas tiga komponen utama yaitu selulosa, hemiselulosa dan lignin. Konversi

bahan lignoselulosa menjadi etanol pada dasarnya melibatkan tahapan - tahapan 

perlakuan pendahuluan (delignifikasi), hidrolisis selulosa menjadi gula dan 

fermentasi glukosa menjadi etanol menggunakan khamir Saccharomyces 

cerevisiae (Hermiati dkk. 2010).

Perlakuan pendahuluan (delignifikasi) merupakan langkah untuk 

menghilangkan atau mengurangi kadar lignin. Hidrolisis merupakan 

sakarifikasi untuk menghasilkan gula sederhana berupa monomer glukosa, xilosa, 

dan arabinosa. Hidrolisis selulosa secara enzimatis memiliki beberapa keuntungan

proses

1
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dibandingkan hidrolisis asam antara lain tidak terjadi degradasi gula hasil

hidrolisis enzimatis merupakan proses yang ramahhidrolisis dan proses 

lingkungan (Gunam dkk. 201 la). Enzim yang dapat menghidrolisis selulosa 

adalah selulase. Enzim selulase merupakan enzim yang dapat dihasilkan oleh

mikroorganisme seperti fungi atau bakteri (Thresia dkk. 2012). Beberapa jenis 

kapang (misalnya Trichoderma sp dan Aspergillus sp) dan bakteri (misalnya 

Cellulomonas dan Cytophaga) penghasil selulase yang potensial untuk 

dikembangkan dalam pembuatan enzim selulase adalah kapang Trichoderma 

reesei dan Aspergilus niger (Gunam dkk. 201 la).

Pada produksi enzim dilakukan dengan metode fermentasi keadaan padat, 

menurut Utari (1997) berdasarkan mediumnya fermentasi dibedakan menjadi dua 

yaitu fermentasi medium padat dan fermentasi medium cair. Fermentasi medium 

padat adalah proses fermentasi yang substratnya tidak larut dan tidak mengandung 

air bebas, tetapi cukup mengandung air untuk keperluan mikroba sedangkan 

fermentasi medium cair merupakan proses fermentasi yang substratnya larut atau 

tersuspensi dalam fase cair (Utari. 1997). T. reesei mampu menghasilkan endo- 

1,4-glukanase dan ekso-l,4-glukanase sampai 80% sedangkan A. niger dapat 

menghasilkan glukosidase tinggi. Penggunaan enzim yang diproduksi oleh 

A. niger dan T. reesei secara bersama - sama diharapkan dapat meningkatkan 

efektivitas pada saat hidrolisis.

Penggunaan biomasa lignoselulosa ampas tebu sebagai bahan baku 

produksi etanol selain memiliki nilai jual rendah, ketersediaan ampas tebu juga 

melimpah dan belum banyak dimanfaatkan oleh masyarakat sehingga kegiatan ini 

dapat memberikan nilai tambah pada ampas tebu dalam peningkatan produksi
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bahan bakar yang ramah lingkungan. Selain itu pemanfaatan ampas 

tebu menjadi sumber bahan energi terbarukan etanol dapat membantu masalah 

krisis energi fosil.

campuran

1.2 Rumusan Masalah

Berdasarkan latar belakang masalah yang telah diuraikan di atas, maka 

permasalahan yang dapat diangkat sebagai berikut:

1. Bagaimana ampas tebu dapat digunakan sebagai substrat pada fermentasi 

padat untuk menghasilkan glukosa.

2. Bagaimana ekstrak enzim selulase yang dihasilkan dapat digunakan pada 

proses hidrolisis selulosa pada ampas tebu menjadi glukosa.

1.3 Tujuan Penelitian

Tujuan dilakukannya penelitian ini adalah :

1. Mengurangi kadar lignin ampas tebu dengan metoda Stecim Exp/osion 

menggunakan NaOH 4% pada suhu 121°C.

2. Memproduksi enzim selulase dari T reesei dan A. niger dengan fermentasi 

padat menggunakan substrat ampas tebu dengan variasi lama fermentasi 1,

3, 5 dan 7 hari.

3. Menentukan kadar protein dengan metode Lowry dan aktivitas enzim yang 

dihasilkan dari T. reesei dan A. niger dengan metode Dinitrosalisilat

(DNS).

4. Menghidrolisis ampas tebu menggunakan ekstrak enzim selulase dengan 

variasi lama inkubasi 0, 1, 2, 3, 4 dan 5 hari dan menggunakan kombinasi
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ekstrak enzim selulase dengan lama inkubasi 3 hari serta menentukan 

kadar glukosa yang dihasilkan dengan metode Dinitrosalisilat (DNS).

5. Menentukan kadar etanol yang dihasilkan dari fermentasi Saccharomyces

cerevisiae selama 3 hari terhadap hidrolisat ampas tebu.

1.4 Manfaat Penelitian

Penelitian ini diharapkan dapat memberikan sumbangan informasi tentang

produksi ekstrak enzim selulase oleh T. reesei dan A. niger dan dapat memberikan 

sumbangan informasi tentang kemungkinan penggunaan ampas tebu sebagai 

bahan baku ramah lingkungan yang akan dikonversi menjadi bioetanol sehingga 

diharapkan dapat mengatasi permasalahan limbah ampas tebu.
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