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3 dan biorefinery di Bab 4. Buku ini juga membahas
teknologi microbial untuk pencemaran deterjen (Bab 5).
Penulis mengucapkan terimakasih kepada Fakultas
Teknologi Pertanian yang telah mendukung penerbitan
buku ini melalui Hibah buku teks.

Kritik dan saran pembaca sangat diharapkan untuk
perbaikan buku ini di masa mendatang.

Malang, 23 Februari 2021
Penulis



Pendahuluan

Teknologi microbial merupakan bidang kajian yang mempelajari
teknologi dalam pemanfaatan mikroorganisme pada berbagai
aspek kehidupan. Teknologi microbial mencoba menggali potensi
positif dari penciptaan makhluk yang kecil ini. Kemampuan
mikroorganisme menggunakan berbagai macam substrat
menimbulkan berbagai pengetahuan dan teknologi.

Pemanfaatan mikroorganisme bagi kehidupan manusia
seringkali diawali dari mengikuti bagaimana mikroorganisme
tersebut tumbuh. produksi jamur konsumsi seperti jamur tiram,
jamur merang dana sebagai berawal dari adanya jamur yang
tumbuh saat awal musim penghujan dan ketika mereka mencoba
mengkonsumsinya terasa ada rasa yang disukai. Orang kemudian
sering mencari dan kemudian dengan pengetahuan yang mereka
mulai membudidayakan dan merambah ke sector industri
pengalengan hingga eksport.

Budidaya jamur ini kemudian mengilhami manusia untuk
memanfaatkan  mikroorganisme yang lain baik untuk
dimanfaatkan secara langsung seperti jamur konsumsi ataupun
digunakan bersamaan dengan substratnya seperti tempe, tape,
oncom, gatot dan sebagainya. Pemanfaatan juga dilakukan
melalui teknik pemisahan dan ekstraksi seperti wine, sake, kecap
dan sebagainya.

Perkembangan pengetahuan mikroorganisme yang
didukung oleh teknologi proses menjadikan pemanfaatan
mikrobia semakin luas. Produksi enzim dari mikroorganisme kini
banyak digunakan karena proses produksinya yang relative lebih
mudah dan cepat dibandingkan menggunakan tanaman dan
hewan. Enzim-enzim ini kemudian digunakan untuk bidang
pangan dan non pangan.

Produksi metabolit baik primer maupun sekunder juga
terus dikembangkan. Berbagai antibiotic terus bermunculan.
Bakteriosin sebagai senyawa yang dihasilkan mikroorganisme
juga terus dikembangkan.



Pengetahuan tentang fungsi mikroorganisme yang begitu
beragam, juga memacu manusia untuk  mengenali
mikroorganisme yang ada pada tubuh kita terutama yang
bermanfaat seperti probiotik. bagaimana probiotik memberikan
arti penting bagi kesehatan tubuh kita terus dipelajari. Probiotik
kini sudah menjadi pengetahuan umum yang hampir semua
masyarakat memahaminya. Pengetahuan ini  kemudian
memunculkan ranah baru yang kita kenal dengan microbiome.

Kebutuhan energy yang semakin tinggi dan jumlah
cadangan yang semakin menipis menjadikan para ahli kembali
melirik peran mikroorganisme. Perkembangan pengetahuan
tentang bioenergy terus bertambah. berbagai mikroorgansime
terus dipelajari, berbagai proses terus dikembangkan dan erbagai
substrat yang digunakan terus diupayakan sehingga tidak
bersaing dengan yang dibutuhkan manusia namun dapat
mengurangi cemaran yang timbul dari kebutuhan manusia itu
sendiri. Perkembangan produksi gas metana dan bioethanol
merupakan contoh perkembangan bioenergy yang terus
diperbaiki.

Biorefinery menjadi semakin penting dengan semakin
banyaknya kebutuhan manusia. Pemrosesan biomassa menjadi
bahan bakar, energy, panas, dan bahan kimia bernilai tambah
analog dengan petroleum refineries yang ada pada saat ini.
Beberapa senyawa kimia yang dihasilkan dari biomasa telah
berhasil diidentifikasi dan memiliki nilai ekonomi seperti asam
suksinat, asam laktat dan biopolimer.

Biorefinery diharapkan akan mampu mendukung atau
bahkan menggantikan petroleum refinery sehingga eksplorasi
minyak bumi dapat semakin dikurangi.

Dalam bidang lingkungan, keberadaan deterjen semakin
mengkhawatirkan karena cemaran yang ditimbulkan. Berbagai
bahan deterjen terus dikembangkan, agar yang digunakan
semakin ramah lingkungan. kini juga muncul biodeterjen. Selain
itu, mikroorganisme mendegrdasi deterjen juga terus dikaji agar
tidak mencemari lingkungan.



1. Teknologi Mikrobial Produk
Pangan

Nur Hidayat
Dalam kehidupan setiap organisme membutuhkan nutrisi untuk
perkembangbakannya termasuk manusia di dalamnya. Ada yang
membedakan antara manusia dan organisme yang lain, yaitu
manusia membutuhkan asupan nutrisi tidak hanya dari sisi
komponen tetapi juga mencakup citarasa dan estetika.

Guna memenuhi semua aspek tersebut maka dilakukanlah
pengolahan makanan. Teknologi pengolahan pangan tiap tahun
menunjukkan peningkatan menyesuaikan perubahan citarasa
konsumen. teknologi yang dikembangkan dapat mencakup proses
secara khemis, fisis ataupun biologis. Proses biologis yang
popular dalam bidang pangan adalah fermentasi diikuti dengan
produk probiotik ataupun mikrobia itu sendiri misalnya jamur.

Beberapa fermentasi pangan terus dikembangkan.
Sebagian besar produk fermentasi menggunakan mikroorganisme
local yang kemudian dapat berkembang ke negara-negara lain
bahkan menjadi produk global. sebagai contoh yogurt adalah
produk yang banyak dihasilkan oleh negara-negara menghasil
susu. Namun demikian, kini yogurt dapat diproduksi oleh
berbagai negara termasuk negara bukan penghasil. dalam bab-bab
berikut Kita akan sajikan berbagai produk pangan hasil fermentasi
yang banyak dikonsumsi masyarakat dan berkembang pesat saat
ini. beberapa produk fermentasi yang local atau mungkin hampir
puna juga akan kita singgung. Selain sebagai produk pangan yang
akan dikonsumsi secara langsung, juga akan kami bahas beberapa
produk suplemen seperti pewarna dan vitamin dan juga enzim.

1.1. Fermentasi Anti Nutrisi

Fermentasi pangan terus menunjukkan peningkatan jenis maupun
kualitasnya. salah satu kelebihan produk fermentasi adalah
perbaikan kecernaan nutrisi ataupun citarasanya. sebagai contoh,
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tempe menjadi kaya vitamin B yang tidak terdapat dalam kedelai
atau oncom menjadi kaya provitamin A karena jamur yang
tumbuh. Asam fitat pada kedelai juga akan didegradasi selama
fermentasi tempe dan sebagainya.

Pada produk-produk pertanian, misalnya biji-bijian
seringkali mengandung antinutrisi. senyawa antinutrisi ini
sebenarnya merupakan senyawa pelindung bagi biji-bijian
tersebut dari serangan organisme lain sehingga dapat menjamin
biji tersebut untuk dapat berkecambah. senyawa-senyawa anti
nutrisi tersebut ada yang dapat hilang oleh proses pengolahan fisis
atau khemis, namun ada juga yang membutuhkan cara enzimatis
ataupun mikrobiologis, tergantung senyawa yang ada.

Senyawa-senyawa kimia yang digunakan untuk
mepertahankan diri tersebut disebur fitoaleksin atau fitoantisipin,
tergantung bagaimana pembentukannya. Jika terbentuk dari
dalam tanaman maka disebut fitoantisiin sedangkan jika
dihasilkan setelah jaringan dirusak oleh pathogen atau herbivora
maka disebut dengan fitoalexins. Berikut beberapa senyawa anti-
nutrisi yang sering terdapat di hasil pertanian dan dapat
bagaimana teknologi microbial dapat menuranginya sehingga
aman dikonsumsi melalui teknologi yang kita kenal sebagai
fermentasi.

1.1.1. Glukosida Sianogenik

Glukosida sianogenik banyak terdapat pada umbi-umbian seperti
pada singkong pahit, biji kacang lima (Phaseolus lunatus),
almond pahit dan biji rami. senyawa ini dapat dihidrolisis menjadi
sianida. Sianida atau asam sianida merupakan senyawa yang
cukup toksik bagi manusia. Namun demikian, kasus keracunan
karena HCN ini tidak banyak dilaporkan karena seringkali pada
produk yang dikonsumsi telah mengalami pengolahan yang dapat
menghilangkan senyawa ini.

Glukosida sianogenik dapat dihdrolisis secara enzimatis
ataupun non enzimatis. secara enzimatis hidrolisis dilakukan oleh
enzim [B-glukosidase. Salah satu bakteri yang mampu
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melakukannya adalah Lactiplantibacillus planarum (sebelumnya
dikenal sebagai Lactobacillus plantarum) pada fermentasi
singkong. Aktivitas metabolisme senyawa ini dapat dilihat pada
Gambar 1.1.

Cyanogenic glucosides

Tannins,
phenolic acid esters

Raffinose-tamily 0S5
oG0S,

Flavonoid glucosides

HCM ES) :
R
&)

Current Opinion in Food Science
Gambar 1.1. Metabolism senyawa antinutrisi pada bakteri asam laktat
(Ganzle, 2020).

1.1.2. Asam Fitat

Asam fitat banyak dijumpai pada biji-bijian leguminosa dengan
kisaran kandungan 5 — 20 g/kg. Asam fitat tidak dapat dihidrolisis
oleh pencernaan organisme monogastrik sehingga dapat
mencapai usus besar. Asam fitat ini akan mereduksi ketersediaan
mineral-mineral bivalensi seperti Ca, Zn dan besi sehingga
menjadi tidak tersedia bagi tubuh. di negara-negara berkembang
defisiensi minela Ca dan Zn banyak disebabkan oleh konsumsi
biji-bijian karena tidak terolah dengan benar. adanya fitat ini juga
dapat menyebabkan defisiensi Fe pada wanita muda terutama



yang sedang mengandung, selain oleh fitat defisiensi Fe juga
akibat konsumsi tannin.

Asam fitat dapat didegradasi oleh enzim fitase.
Kemampuan degradasi tergantung jumlah dan aktivitas enzim
yang dihasilkan oleh mikroorganisme. Enzim fitase juga terdapat
dalam biji-bijian. Enzim fitase dari biji-bijian memiliki pH
optimum 5,5 dan tetap aktif di kondisi asam. Sumber-sumber
asam fitat dapat dilihat pada Gambar 1.2.

Gambar 1.2. Sumber-sumber asam fitat (Handa, et.al. 2020)

Enzim fitase (EC 3.1.3.8 dan 3.1.326) vyang
menghidrolisis fosfat organic di alam. enzim dibagi menjadi
empat kelompok yaitu histidine acid phytase (HAPhy), b-
propeller phytase (BPPhy), purple acid phytase (PAphy) dan,
protein tyrosine phytase (PTPhy). Enzim fitase dapat berasal dari
tanaman, hewan dan mikroorganisme (Gambar 1.3). Beberapa
jamur yang menghasilkan fitase adalah Rhizopus stolonifera yang
digunakan pada pembuatan tempe kedelai dan Aspergillus oryzae
yang digunakan dalam pembuatan kecap.



Microorganisms

* Bacteria (Bacillus species,
E.coli, Pesudomonas )

*Fungi like Aspergillus, Mucor
and Rhizopus

*Yeast like Saccharomyces
cerevisiae and Schwanniomves
castellii.

Plants

Wheat
Blood of lower
vertebrates Rye, barley
Birds, reptiles, fishes, Pea, bean.sovbean

batrachians and sea Maize, rice, lettuce,
turtles etc. spinach, grass, lily pollen
etc,

Calf liver and blooad

~ - —

Gambar 1.3. Sumber-sumber enzim fitase (Handa, et.al. 2020).

1.1.3. Tripsin inhibitor

Tripsin inhibitor (TI) merupakan senyawa anti nutrisi yang
banyak terdapat pada leguminosa. senyawa ini akan menghambat
kerja enzim tripsin sehingga protein menjadi tidak tercerna.
Selain apda kedelai, pada bungkil atau ampasnya juga masih
dijumpai. namun demikian, TI ini dapat dirombak oleh beberapa
mikroorganisme diantaranya oleh Lactobacillus fermentum, L.
plantarum, Rhizopus, Aspergillus dan sebagainya. Untuk
memanfaatkan tepung leguminosa, maka pengurangan
kandungan TI perlu dilakukan. Lactobacillus brevis dan
Aspergillus oryzae umumnya digunakan dalam proses fermentasi,
dan pengaruhnya terhadap degradasi Tl dan nilai nutrisi MBS
telah dilaporkan.

Penghambat protease telah dianggap sebagai "senyawa
antinutritional” karena aktivitas penghambatannya pada enzim
pencernaan pada manusia dan hewan. Protein yang tidak
terhidrolisis karena penghambat tripsin dapat menyebabkan
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gangguan lambung dan menyebabkan hipertrofi atau hiperplasia
pankreas. Tikus yang diberi konsentrat protein kedelai yang
mengandung penghambat tripsin menunjukkan peningkatan berat
pankreas terkait dosis.

Sereal adalah sumber penghambat tripsin dan kimotripsin
yang terkenal. Jumlah inhibitor ini bervariasi pada sereal yang
berbeda, mis. aktivitas penghambatan tripsin dari gandum hitam
10 kali lipat lebih tinggi dari pada gandum dan oat. Namun, hanya
sedikit laporan yang telah diberikan tentang aktivitas penghambat
protease mereka, mungkin karena aktivitas penghambat yang
lebih rendah dibandingkan dengan kacang-kacangan. Salah satu
produk sereal adalah roti yang masih menyuplai sebagian besar
kebutuhan energi masyarakat setiap harinya.

1.2. Enzim

Penggunaan enzim oleh manusia kemungkinan telah ada sejak
6000 SM, ketika orang Cina, Mesir dan Sumeria menguraikan
berbagai makanan dan minuman seperti keju, yoghourt dan kefir,
roti, bir, cuka, anggur, dan minuman fermentasi lainnya. Hal ini
disadari ketika pada akhir abad ke-18 proses enzimatik mulai
mendapatkan popularitas.

Pada awal abad ke-19, Jean Francois Persoz dan Anselme
Payen, dua ahli kimia yang bekerja di pabrik gula, menemukan
ekstrak dari tunas barley yang mampu mengubah pasta pati
menjadi cairan yang manis dan transparan. Juga di abad ke-19,
Louis Pasteur menggunakan istilah fermentasi untuk menamai
ragi yang mengubah gula menjadi alkohol. Wilhelm Kiihne
adalah orang pertama yang memperkenalkan istilah enzim, yang
berasal dari bahasa Yunani "in yeast". Pada akhir abad ke-19,
Eduard Buchner membuat perbedaan antara istilah enzim dan
istilah fermentasi yang dibuat oleh Pasteur, yang menunjukkan
bahwa fermentasi hanya terjadi ketika mikroorganisme tersebut
hidup. Baru pada tahun 1926, enzim pertama diperoleh dalam
bentuk murni, dan harus menunggu hingga tahun 1960 ketika



memulai produksi protease menggunakan Bacillus lichnformis
dalam skala komersial.

Setelah 1980, banyak ilmuwan mulai menggunakan
teknik rekayasa genetika untuk meningkatkan produksi enzim
dan juga untuk mengubah sifat enzim dengan rekayasa protein.
Bioteknologi mikroba meningkat pesat dalam bidang ini
sehingga, pada tahun 2004, enzim pertama dengan rancangan
komputer disintesis, memungkinkan kita untuk memilih rantai
asam amino, struktur tiga dimensi dan sebagai konsekuensinya,
aktivitas proteolitiknya.

Saat ini, Komisi Eropa mendefinisikan enzim sebagai
“protein yang terbentuk secara alami yang meningkatkan reaksi
biokimia” dan enzim makanan sebagai “produk yang diperoleh
dari tumbuhan, hewan atau mikroorganisme atau produknya
termasuk produk yang diperoleh melalui proses fermentasi
menggunakan mikroorganisme: mengandung satu atau lebih
banyak enzim yang mampu mengkatalisasi reaksi biokimia
tertentu; dan ditambahkan ke makanan untuk tujuan teknologi
pada setiap tahap pembuatan, pemrosesan, persiapan,
perawatan, pengemasan, pengangkutan, atau penyimpanan
makanan *

Enzim memiliki peran yang sangat penting dalam
organisme, misalnya untuk mendegradasi molekul besar seperti
protein (protease), pati (amilase) atau lipid (lipase) menjadi
molekul yang lebih kecil. Enzim dapat menurunkan energi
aktivasi, yaitu energi yang dibutuhkan untuk membawa semua
molekul reaksi kimia ke keadaan reaktif, oleh karena itu enzim
meningkatkan laju reaksi. Setiap enzim hanya mengkatalis reaksi
tertentu atau sekelompok reaksi yang terkait erat. Seperti yang
ditunjukkan pada Gambar. 1.4, enzim secara temporer cocok
dengan molekul di mana enzim bekerja, juga disebut substrat
enzim, untuk membentuk enzim-substrat kompleks. Ketika reaksi
terjadi, produk dibebaskan, dan enzim kembali ke keadaan
semula, siap untuk bereaksi dengan substrat lain.
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Gambar 1.4. Mekanisme katalisis enzim (Collados, et.al. 2020)

Enzim banyak digunakan dalam industri pangan terutama
untuk memperbaiki citarasa dan kecernaan. enzim-enzim
hydrolase mendominasi penggunaannya di bidang pangan.
Industri  minuman lebih banyak menggunakan enzim
dibandingkan makanan. berikut beberapa enzim dari mikrobial
yang di produksi untuk kepentingan industri pangan dan pakan.

Pada tahun 2012 enzim digunakan dalam berbagai
industri seperti deterjen (37%), tekstil (12%), pati (11%), roti
(8%) dan pakan (6%). Bbeberapa contoh produksi enzim
mikrobia untuk keperluan industri pangan akan disajikan sekilas.

1.2.1. Amilase

Enzim amilase merupakan enzim yang paling banyak digunakan
di bidang industri dan mencapai sekitar 25% dari produksi enzim.
Enzim amilase adalah enzim ekstraselular yang digunakan untuk
memecah pati atau turunannya menjadi lebih sederhana. Enzim
amilase banyak digunakan dalam bidang pangan, fermentasi,
tekstil dan kertas. Enzim amilase dapat dihasilkan dari tanaman,
hewan dan mikroorganisme. namun demikian, enzim dari
mikroorganisme yang paling banyak digunakan dalam industri.
Enzim amilase mula pertama diisolasi oleh Anselme dan
Payen tahun 1833 dan disebut dengan diastase. Enzim ini
10



dihasilkan dalam skala industri mulai tahun 1894 menggunakan
jamur yang umumnya digunakan untuk bidang farmasi.
Keberhasilan produksi enzim dari jamur, memacu industri lain
menggunakan bakteri diantaranya dari Bacillus subtilis dan B.
mesentericus untuk menghasilkan alfa amilase dalam fermentor
dengan fermentasi substrat cair. Pada tahun-tahun berikutnya
produksi enzim makin beragam baik mikroorganisme maupun
substrat yang digunakan. Enzim amilase yang banyak diproduksi
adalah a-amilase, B-amilase dan y-amilase.

Jamur yang banyak digunakan untuk produksi
amilase adalah Apergillus, Penicillium (P. brinneum). Bakteri
penghasil amilase diantaranya Bacillus  subtilis, B.
amyloliquefaciens, B. licheniformis, B. stearothermophlilus, B.
gavealeus, B. sesentericus, B. myocodes, B. polymexa, B.
vulgates, B. aterrimus, B. coagulans.

Bacillus sp merupakan genus yang banyak menghasilkan
amilase termasuk juga genus Geobacillus dan Anoxybacillus.
Genus Geobacillus  menghasilkan amilase yang bersifat
temostabil.  Geobacillus adalah bakteri Gram positif dan
membentuk spora yang mampu tumbuh pada suhu 37 — 75°C.

Isolasi dan seleksi mikroorganisme penghasil amilase
ekstraselular sebenarnya relative mudah, terutama jika seleksi
awal tanpa membedakan amilase yang mana. Cara yang paling
mudah, adalah dengan mengambil sampel dari bahan berpati,
missal tape, tanah dan sebagainya. sampel tadi kemudian
dilakukan pengenceran dan ditumbuhkan pada media Pati Agar.
dari emdia ini, koloni yang tumbuh dapat diisolasi untuk
ditumbuhkan secara tunggal agar diketahui, apakah memang
kultur tersebut yang menghasilkan enzim ataukah isolate tersebut
tumbuh karena adanya mikroorganisme lain yang menghasilkan
amilase. kultur tunggal ditumbuhkan pada media Pati Agar.
Setelah tumbuh ditetesi dengan indicator Kl atau I.. jika
membentuk zona jernih, dapat diduga isolate tersebut mampu
menghasilkan amilase sehingga dapat diuji lebih lanjut (Gambar
1.5).
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Gambar 1.5. Zona jernih dari isolate bakteri menggunakan
metode Pati — lodine (Bhatt, et. al. 2020)

Substrat yang digunakan untuk produk amilase sangatlah
beragam. Penggunaan limbah memiliki keuntungan selain
harganya yang mudah juga akan membantu mengurangi
pencemaran lingkungan. Bhatt, ddk (2020) mencoba
menggunakn limbah dari dapur yang diambil dari asrama
mahasiswa. Limbah vyang diperolen dihomogenkan dan
dikeringkan menggunakan oven pada suhu 60°C. limbah yang
telah kering digunakan sebagi substrat pertumbuhan bakteri.

Dalam percobaan lab ini digunakan Erlenmyer 250 mL
yang diisi dengan 5 g/L limbah dapur yang telah kering ditambah
dengan 15 mL larutan garam mineral yang terdiri dari magnesium
sulfat, kalsium klorida, kalium dihydrogen fosfat, dikalium
hydrogen fosfat, ammonium nitrat dan besi klorida. Fermentasi
dilakukan selama 72 jam pada suhu 37°C menggunakan bakteri
Bacillus amyloliquefaciens. Waktu fermentasi dipakai 72 jam
karena setelah 72 jam aktivitas enzim yang dihasilkan relative
stabil (Gambar 1.6).
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Gambar 1.6. Pengaruh waktu fermentasi terhadap aktivitas enzim yang
dihasilkan (Bhatt, et. al. 2020)

Setelah waktu fermentasi selesai, ditambahkan buffer
fosfat (pH 8) sebanyak 35 mL dan diekstrak dalam rotary shaker
dengan kecepatan 150 rpm selama 20 menit pada suhu 30°C.
Sampel kemudian disaring dan disentrifugasi pada kecepatan
8000 rpm selama 30 menit. Supernatan yang diperoleh diuji
aktivitas amilasenya.

Di dapur, penggunaan amilase eksogen untuk
mendapatkan bahan dasar sereal dengan kadar gula tinggi,
sebagai turunan glukosa atau maltosa dari hidrolisis enzimatis
pati, bisa menjadi alat yang berguna untuk memanfaatkan bahan
pati limbah. Aplikasi potensial amilase di dapur adalah
penggunaan roti sisa yang dihidrolisis atau nasi untuk membuat
pemanis untuk makanan yang dipanggang, makanan penutup,
atau elaborasi lainnya. Kemungkinan penggunaan amilase ini
dapat membantu mengembangkan produk yang lebih sehat
dengan lebih sedikit gula tambahan dari sukrosa. Jumlah gula
tidak akan berubah secara nyata, namun gula yang ditambahkan
melalui makanan alami memiliki manfaat kesehatan yang nyata
dibandingkan "kalori kosong" dari sukrosa. Penggunaan ini dapat
menghasilkan aplikasi yang menarik pada makanan yang
dipanggang dan makanan penutup.
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a.

a-amilase

a-amilase (EC 3.2.1.1) merupakan metaloenzim dengan
kalsium. Enzi mini memecah rantai panjang karbohidrat
secara acak dan menghasilkan maltotriosa dan maltose dari
amilosa dan maltose dari amilosa atau maltose, glukosa dan
dekstrin dari amilopektin.

Aktivitas alfa-amilase lebih cepat dibandingkan beta-

amilase karena dapat bekerja secara acak. Jamur dari
Ascomycetes dan Basidiomycetes serta bakteri dari Bacillus
banyak dipelajari untuk produksi alfa-amilase.
Berdasarkan susunan asam aminonya, hubungan kekerabatan
suatu enzim dapat ditentukan. sebagai contoh hubungan
filogeni enzim amilase dari beberapa spesies bakteri dapat
dilihat pada Gambar 1.7.

_99: Geobacilius sp. GS33

97 Geobacillus thermoleovorans subsp. stromboliensis

P —C Geobacillus kaustophilus HTA426
94 Geobacillus stearothermophilus

Geobacillus vulcani

81

Geobacillus thermodenitrificans

Geobacillus galactosidasius
Aenbacillus palidus

: Thermolongibacillus altinsuensis

94 L—— Anoxybacillus flavithermus

Virgibacillus salinus

Gambar 1.7. Hubungan filogeni beberapa enzim amilase (Burhanoglu,
et.al. 2020)

Enzim amilase dari Geobacillus sp GS33 memiliki aktivitas
paling baik pada suhu 60°C dan pH 7 — 8 (gambar 1.8)
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Gambar 1.8. Aktivitas relative enzim amilase termostabil dari
Geobacillus sp G33 (Burhanoglu, et.al. 2020)

a-amilase adalah enzim yang paling sering digunakan
oleh produsen tepung. Enzim ini mendegradasi pati yang rusak
dalam tepung terigu menjadi dekstrin kecil, memungkinkan ragi
bekerja terus menerus selama fermentasi adonan, pemeriksaan
dan tahap awal pemanggangan. Ini menghasilkan peningkatan
volume roti dan tekstur remah. Selain itu, gula kecil yang
dihasilkan oleh amilase meningkatkan reaksi pencoklatan kerak
dan rasa panggang. Tepung secara alami mengandung a-amilase,
tetapi menambahkan sumber eksogen akan meningkatkan
produksi roti yang lebih ringan, lebih pulen, dan keras.

b. B-amilase

B-amilase merupakan enzim ekstraselular yang memecah
ikatan a-1,4 dari dua monomer D-glukosa anhidrat dari ujung
non reduksi rantaian glucan, dan menghasilkan maltose
hingga berhenti pada percabangan. p-amilase banyak
digunakan dalam pengolahan pati da untuk produksi sirup
maltose.

Enzim ini lebih banyak dihasilkan oleh tumbuhan daripada
bakteri dan jamur, salah satunya adalah bakteri Paenibacillus
sp dan Clostridium.
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1.2.2. Protease

Protease merupakan enzim yang berfungsi memecah protein
menjadi peptide ataupun asam amino. Protease banyak digunakan
di berbagai bidang pangan ataupun non pangan. Sumber-sumber
protease juga beragam. Namun demikian, yang banyak digunakan
adalah yang berasal dari tumbuhan dan mikroorganisme dan
beberapa menggunakan protease dari hewan.

Protease dalam system klasifikasi masuk dalam klas 3
yaitu Hidrolase dan subklas 3.4 yaitu menghidrolisis ikatan
peptide. Terdapat perubahan-perubahan dalam sub-sub klas yang
pada awalnya ada 3.4.1 sampai dengan 3.1.4 kini dihapus dan
dimasukkan dalam sub-sub klas 3.4.11 secara rinci adalah sebagai
berikut (sumber:
https://www.gmul.ac.uk/sbes/iubmb/enzyme/EC3/4/):

E.C 3.4.11 Aminopeptidase dalam klsaifikasi yang lama diberi
kode E.C 3.4.1 yaitu a.-amino-acyl-peptida hydrolase

E.C 3.4.13 Dipeptidase didalamnya klasifikasi yang lama diberi
kode E.C 3.4.3

E.C 3.4.14 Dipeptydil peptidase dan tripeptydil peptidase

E.C 3.4.15 Peptidyl dipeptidase

E.C 3.4.16 Karboksipeptidase tipe serin

E.C 3.4.17 Metalocarboxypeptidase didalam klasifikasi yang
lama diberi kode E.C 3.4.2

E.C 3.4.18 Karboksipeptidase tipe Sistein

E.C 3.4.19 Omega peptidase

E.C 3.4.21 Endopeptidase serin

E.C 3.4.22 Endopeptidase Sistein

E.C 3.4.23 Endopeptidase Aspartat

E.C 3.4.24 Metaloendopeptidase

E.C 3.4.25 Endopeptidase treonin

E.C 3..4.99 Endopeptidase yang belum diketahui mekanisme
katalitiknya
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Untuk 3.4.4. dan 3.4.12 dilakukan reklasifikasi ulang sehingga
beberapa sub-sub klasnya dipindahkan ke berbagai sub-sub klas
yang lain.

Di dalam sub-sub klas pun masih dikelompokkan lagi
berdasar rekasi katalitiknya untuk memberikan nama. sebagai
contoh pada aminopeptidase (E.C 3.4.11) dikenal adanya
Aminopeptidase A (E.C 3.4.11.1) yang dalam reaksi hidrolisisnya
membebaskan terminal N Leusin, Prolin dan sam amino yang lain
tetapi tidak untuk Arginin dan Lisin. Aminopeptidase B (E.C
3.4.11.6) dalam reaksinya membebaskan terminal-N Arginin dan
Lisin dari oligopeptide jika P1’ bukan prolin.

Pada fermentasi menggunakan bakteri asam laktat,
citarasa dihasilkan oleh asam amino ataupun peptide rantai
pendek hasil dari aktivitas protease. Hasil beberapa penelitian
menunjukkan bahwa aktvitas proteolitik bakteri asam laktat
dibagi dalam tiga bagian berdasarkan fungsinya:

1. Protease ekstraselular yang bekerja pada substrat protein
dan memecah protein (daging) menjadi peptida

2. Peptidase akan menghidrolisis peptida

3. Pemecahan produk dan memindahkan ke luar membran
sitoplasma.

Peptida merupakan precursor pada aroma daging dan
metabolit bakteri asam laktat juga mendukung pembentukan
aroma fermentasi. Pediococcus acidilactici, L. sake dan L.
vurvatus memprelihatkan aktivitas enzimatik selama proses
fermentasi produk daging. dari L. sake diketahui ada empat
aminopeptidase saat fermentasi sosis dan aminopeptidasenya
menunjukkan perbedaan pada fermentasi dengan substrat yang
berbeda.

L. fermentum R6 yang ditumbuhkan dalam Erlenmeyer
menunjukkan aktivitas protease yang meningkat dari awal hingga
48 jam kemudian turun apda jam ke 48 — 96 jam (gambar 1.9).
Aktivitas protease maksimum pada jam ke 48 sebeasar 20 U/mL.
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Gambar 1.9. Pengaruh waktu inkubasi terhadap aktivitas protease dari
Lactobacillus fermentum R6 (Sun, et.al. 2020)

Sumber protease mikroba yang paling umum adalah
Rhyzomucor miehei, tetapi juga bakteri asam laktat yang misalnya
dapat terdapat pada daun jelatang.

Transglutaminase adalah enzim yang paling umum
digunakan untuk memodifikasi dispersi makanan. Enzim ini
mengkatalisis reaksi ikatan silang antara protein, yang mengarah
pada sintesis ikatan kovalen baru yang terbentuk antara residu
lisin dan glutamin. Ikatan silang yang diinduksi enzimatis ini
mungkin memiliki pengaruh positif pada reologi antarmuka dan
sifat-sifat busa dan emulsi, seperti kemampuan berbusa, distribusi
ukuran gelembung atau drainase busa dan pengasaran.
Pendekatan kuliner yang menarik adalah stabilisasi busa dan gel
berbasis gelatin melalui inkubasi dengan transglutaminase untuk
memperoleh koloid makanan ini dalam bentuk yang stabil secara
termal.

Transglutaminase adalah enzim luar biasa lainnya dalam
pembuatan  susu. Dalam  konteks ini,  penggunaan
transglutaminase untuk meningkatkan hasil keju, meningkatkan
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kapasitas menahan air, meningkatkan sifat tekstur dan kualitas
keju lunak dan keju rendah lemak secara keseluruhan, dianggap
sebagai keunggulan utama dalam produk keju. Berkenaan dengan
penambahan transglutaminase dalam yogurt dan susu fermentasi
lainnya, itu juga telah terbukti meningkatkan sifat pengemulsi
protein susu, sehingga dapat meningkatkan kekencangan gel.
Sifat reologi ini sangat penting dalam susu fermentasi rendah
lemak.

1.2.3. Lipase

Lipase (triasilgliserol asilhidrolase; EC 3.1.1.3) adalah golongan
enzim hidrolitik yang mengkatalisis hidrolisis triasilgliserol tidak
larut menjadi gliserol, asilgliserol, dan asam lemak bebas. Lipase
adalah subkelas dari esterase dan memiliki rantai panjang triasil-
gliserol, yang larut sangat rendah dalam air dan reaksinya
dikatalisis pada antarmuka air-lipid. Lipase sangat efisien dalam
reaksi katalisator baik dalam media air maupun non-air karena
kestabilannya yang tinggi pada suhu, pH, dan pelarut organik
yang ekstrem. Lipase diketahui mengandung tutup hidrofobik,
yang diperlukan untuk aktivitas antar muka.

Lipase telah ditemukan di banyak spesies tumbuhan,
hewan, serangga, dan mikroorganisme. Lipase sangat berbeda
dalam karakter dan ada di mana-mana pada tumbuhan, hewan dan
mikroorganisme. Lipase, terutama lipase mikroba telah
mendapatkan banyak perhatian industri daripada yang berasal
dari tumbuhan dan hewan karena karakteristik yang diinginkan
dan kemampuan fungsional pada kondisi ekstrim, stabilitas dalam
pelarut organik, selektivitas kemo, selektivitas enantio dan
mereka tidak memerlukan co-faktor. Banyak mikroorganisme
yang dikenal sebagai penghasil lipase potensial, termasuk bakteri,
jamur dan khamir.

Banyak strain bakteri Gram-positif dan Gram-negatif
menghasilkan enzim lipase. Beberapa dari bakteri penghasil
lipase yang paling penting secara komersial dikenali sebagai
genera Bacillus, yang meliputi Bacillus subtilis, Bacillus
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licheniformis, Bacillus pumilus, Bacillus alcalophilus, Bacillus
coagulans, Bacillus stearothermophilus dan juga beberapa strain
bakteri lain seperti Pseudomonas sp., Burkholderia sp. dan
Staphylococcus sp. juga dilaporkan sebagai penghasil lipase
bakteri yang baik. Strain bakteri penghasil lipase telah ditemukan
di berbagai habitat seperti limbah industri minyak, pabrik
pengolahan minyak nabati, pabrik susu, industri kertas dan tanah
yang terkontaminasi minyak dan sebagianya.

Strain jamur dikenal sebagai penghasil lipase potensial
dengan sifat katalitik unik yang sangat penting untuk berbagai
aplikasi komersial. Sebagian besar jamur penghasil lipase yang
penting secara komersial dan industri termasuk dalam genera
Rhizopus sp., Aspergillus sp., Penicillium sp., Geotrichum sp.,
Mucor sp. Produksi lipase menurut jamur bervariasi sesuai
dengan strain dan komposisi media pertumbuhan seperti sumber
karbon dan nitrogen.

Lipase yang dihasilkan dari khamir memiliki aplikasi unik
dalam industri penghasil kimia, farmasi dan biodiesel. Survei
literatur terbaru menunjukkan, Candida utilis, Candida rugosa,
Rhodotorula sp., Yerrowia sp. dan Pichia sp. adalah produsen
lipase terbaik dan utama. Sesuai laporan literatur, Candida sp.
merupakan penghasil lipase paling potensial dari kategori khamir.
Sifat biokimia, struktural, dan katalitik Candida sp. lipase telah
didokumentasikan secara luas.

Enzim lipase merupakan enzim yang digunakan untuk
menangani keberadaan lemak pada suatu produk sehingga dapat
menjamin kualitas yang diharapkan. Enzim ini banyak digunakan
di bidang pangan dan non pangan. Enzim lipase menghidrolisis
lemak menjadi asam lemak dan gliserol. Salah satu contoh
pemanfaatan lipase adalah pada fermentsai yogurt. dalam
fermentasi yogurt dapat ditambahkan lipase ataupun tidak. hal
penelitian menunjukkan adanya kelebihan dari penambahan
lipase pada fermentasi yogurt.
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1.3. Produksi Bioflavor

Flavor atau aroma sangat mempengaruhi preferensi konsumen
terhadap suka tidaknya pada suatu produk. Seringkali, aroma
yang keluar dari suatu produk yang diolah mengundang orang
untuk menikmatinya. Untuk meningkatkan keberterimaan sutau
produk seringkali bahan makanan yang dijual telah ditambahkan
aroma tambahan. Aroma tambahan selain digunakan untuk
pangan juga sering dtambahkan pada produk farmasi sehingga
obat-obatan mudah diminumkan pada anak-anak karena
aromanya yang disukai.

Flavor pada dasarnya adalah senyawa organic yang
mudah diterima oleh reseptor indera kita. Senyawa pembentuk
flavour umumnya berupa aldehid, alcohol, ester, keton, lakton,
asam lemak bebas rantai pendek sampai menengah. Dalam
bidang industri pangan dikenal lebih dari 6.500 senyawa flavour
tetapi hanya sekitar 300 — 400 yang telah digunakan secara luas
misalnya untuk minuman penyegar, olahan susu dan saus.

Teknologi enzim menawarkan pilihan yang sangat
menjanjikan untuk biosintesis rasa alami. Sejumlah enzim
(misalnya lipase, protease, glukosidase) mengkatalisasi produksi
senyawa terkait aroma dari molekul prekursor. Selain itu, produk
yang diperoleh dapat memiliki status hukum bahan alami.

Industri makanan menggunakan Corolase N, protease dari
Aspergillus oryzae atau strain bakteri dengan proteolisis tinggi
untuk mengekstrak rasa udang yang digunakan untuk
mengembangkan rasa pada produk berbasis surimi dan keripik
udang. Hidrolisis yang terkatalisis protein juga dapat
mempengaruhi terjadinya senyawa lain yang berhubungan
dengan flavour. Perlakuan protease dari produk sampingan
pemrosesan udang karang untuk mendapatkan konsentrat rasa
telah dipelajari. Mereka menemukan bahwa perlakuan enzimatik
memungkinkan peningkatan konsentrasi senyawa aroma
benzaldehida dan pirazin.
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1.3.1. Proses Bioteknologi

Proses bioteknologi adalah cara alternatif dan inovatif untuk
menghasilkan rasa dan wewangian alami. Dibandingkan dengan
sintesis kimia, proses bioteknologi dilakukan pada kondisi yang
lebih sederhana; enansiomer spesifik (kemo-, regio-, dan stereo-
selektif) dari senyawa yang diinginkan dapat diproduksi dalam
proses ini dan kemungkinan kekurangan seperti efek kondisi
iklim pada bahan mentah, pembatasan perdagangan, dan
ketidakstabilan  sosio-politik ~ tidak  menjadi  perhatian
bioteknologi. proses. Selain itu, limbah berbahaya atau beracun
tidak dihasilkan selama proses bioteknologi.

Produksi bioteknologi perasa dan wewangian dapat
dilakukan dengan tiga cara berbeda: (1) sel tanaman atau kultur
jaringan (PTC), (2) fermentasi mikroba (sintesis de novo), dan (3)
biokonversi / biotransformasi mikroba dan enzimatik (biokatalis).
Dari semua ini, fermentasi mikroba dan biotransformasi adalah
teknik utama, yang diselidiki secara luas dan diterapkan pada
produksi perasa dan wewangian.

Proses fermentasi juga disebut sintesis de novo. Alkohol,
ester, asam alifatik, aldehida, lakton, keton, senyawa sulfur
adalah rasa utama yang dihasilkan oleh mikroorganisme sebagai
metabolit sekunder dalam sintesis de novo.

Produksi senyawa ini oleh mikroorganisme biasanya
dilakukan dalam proses batch dimana mikroorganisme
ditumbuhkan dalam bioreaktor. Secara umum, bioreaktor
dikelompokkan sebagai bioreaktor tangki berpengaduk dan padat
dalam dua jenis fermentasi yang berbeda termasuk fermentasi
terendam (SmF) dan fermentasi keadaan padat (SSF).

Pada dasarnya, senyawa flavor diproduksi dari molekul
sederhana melalui jalur metabolisme kompleks dalam fermentasi
mikroba. Jalur Ehrlich dan p-oksidasi asam lemak adalah jalur
biokimia utama untuk produksi senyawa flavor, yang digunakan
oleh sel mikroba.

Produksi ester dan alkohol dicapai melalui jalur Ehrlich
terutama dalam metabolisme khamir (Gambar 1.10). Jalur Ehrlich
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mencakup reaksi biokimia berurutan seperti transaminasi,
dekarboksilasi, oksidasi, dan reduksi beberapa asam amino rantai
cabang (yaitu leusin), asam amino aromatik (yaitu fenilalanin)
dan asam amino yang mengandung sulfur (yaitu metionin).
Reaksi asetil-koenzim A / alkohol asetil transferase juga penting
untuk produksi rasa dalam metabolisme khamir.
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Gambar 1.10. Jalur Ehrlich produksi flavour dari khamir (Mas, et. al. 2014)

Biokonversi dan biotransformasi adalah pendekatan lain
untuk produksi senyawa flavor dan wewangian yang dijelaskan
sebagai penggunaan sel mikroba atau enzim untuk melakukan
modifikasi spesifik atau interkonversi zat prekursor menjadi
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senyawa rasa yang secara struktural mirip. Beberapa prekursor,
yang tidak mahal dan mudah didapat, dapat diubah menjadi
senyawa rasa yang lebih berharga dalam reaksi ini (Gambar 1.11).
Dibandingkan dengan sintesis de novo, biokonversi dan
biotransformasi menghasilkan tingkat senyawa rasa Yyang
diinginkan lebih tinggi.
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Gambar 1.11. Biokonversi precursor menjada senyawa flavour oleh beberapa
mikroorganisme (Longo and Sanroman, 2006).

Khamir seperti Candida tropicalis, Yarrowia lipolytica,
Sporobolomyces odorus memiliki kemampuan biotransformasi
asam risinoleat menjadi GDL. Dalam produksi lakton oleh
khamir melalui biotransformasi, asam risinoleat pertama-tama
dimetabolisme menjadi asam 4-hidroksi dekanoat. Dalam hal
produksi vanillin, salah satu rute biotransformasi yang terkenal
adalah proses dua tahap di mana strain Aspergillus niger pertama
kali digunakan untuk mengubah asam ferulic menjadi asam
vanillic, yang kemudian direduksi menjadi vanillin oleh strain
Pycnoporus yang kekurangan lakase. cinnabarinus.

1.3.2. Pendekatan Bio-enjinering

Saat mengembangkan teknik fermentasi skala industri,
merancang komposisi medium dan faktor lingkungan sangat
penting karena keduanya secara signifikan mempengaruhi
konsentrasi produk, produktivitas volumetrik, dan biaya proses.
Pengembangan formulasi media kultur yang sesuai untuk
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pertumbuhan mikroba dan produksi metabolit menjadi salah satu
faktor kunci keberhasilan bioproses.

Bioreaktor adalah jantung dari setiap proses fermentasi
atau biotransformasi dan menciptakan lingkungan yang
terkendali agar kebutuhan mikroorganisme dapat dijalankan
dengan kepatuhan tertinggi pada parameter proses. Jika tidak,
kondisi yang tidak terkontrol dapat mengakibatkan produksi
senyawa yang tidak diinginkan, bukan senyawa bioaktif yang
diinginkan. Ada banyak pendekatan desain eksperimental dan
teknologi  yang digunakan untuk  mengontrol  dan
mengoptimalkan sistem yang kompleks seperti itu.

Bioproses harus dirancang untuk memberikan tingkat
kontrol yang lebih tinggi atas parameter proses dengan
mempertahankan aktivitas biologis yang diinginkan dan
menghilangkan atau meminimalkan aktivitas yang tidak
diinginkan. Tujuan penerapan berbagai jenis desain bioreaktor
dan strategi fermentasi adalah untuk mengontrol dan secara
positif mempengaruhi reaksi biologis.

Sebagian besar reaksi dilakukan dalam jenis SmF di mana
mikroorganisme dan substrat terdapat dalam media cair, dan
produk yang dihasilkan oleh mikroorganisme diambil dari media
cair dan dimurnikan. Campuran gas/udara yang dibutuhkan untuk
fermentasi disuplai ke media kultur dalam kondisi steril.
Bioreaktor dilengkapi dengan sensor pH, oksigen terlarut, dan
busa. Agitasi mekanis mencapai pencampuran dan dispersi
gelembung. Pengaruh fisik (pH, suhu, aerasi, dan laju agitasi) dan
faktor nutrisi (sumber karbon dan nitrogen, elemen kelumit, dil.)
Pada pertumbuhan dan produksi senyawa flavor di SmF diteliti di
laboratorium dan produksi skala industri.

Fermentasi batch merupakan 60% dari proses produksi
bioflavor yang dilaporkan dan sisanya dalam fed-batch, meskipun
beberapa merupakan batch-berulang. Proses fed-batch digunakan
untuk mencegah penghambatan sel oleh substrat atau produk
metabolik.

Selama proses sclae-up produksi senyawa bioflavor dari
skala laboratorium ke skala pilot atau industri, sejumlah
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perubahan fisiologis perlu diamati (yaitu, pertumbuhan mikroba,
laju produksi, dan sporulasi), yang dipicu sebagai akibat
perbedaan sistem produksi. Proses pemurnian produk jugaperlu
diperhatikan terutama jika memiliki tingkat kelarutan yang mirip
dengan substrata tau senyawa ikutan.

1.4. Fermentasi Kedelai

Kedelai telah menjadi komoditas yang penting di Indonesia dan
bahkan di berbagai negara. di Indonesia kedelai banyak
dikonsumsi dalam bentuk tempe, tauco, miso, tahu, kecap dan
susu kedelai dibadngkan dalam bentuk segar ataupun tepung.
kedelai banyak mengandung nutrisi seperti asam lemak, vitamin,
protein, isoflavon, mineral, flavonoid, asam venolat, saponin dan
sebagainya termasuk anti nutrisi seperti asam fitat.

Fermentasi kedelai banyak disukai masyarakat karena
adanya citarasa yangs sesuai dan juga beberap literature
menunjukkan bahwa kedelai yang difermentasi memiliki
kemampuan menurunkan senyawa antinutrisi, aktivitas
lipoksigenase, urease, tingginya aktivitas antioksidan dan
sebagainya.

Fermentasi kedelai selain menggunakan jamur seperti
tempe, kecap, tauco juga menggunakan bakteri dan khamir.
penggunaan bakteri asam laktat juga mulai digunakan untuk susu
kedelai.

1.4.1. Fermentasi tepung kedelai

Selain digunakan dalam bentuk utuh, kini kedelai juga banyak
dikonsumsi dalam bentuk tepung untuk berbagai keperluan. Guna
meningkatkan penggunaanya kini juga mulai diteliti pembuatan
tepung kedelai probiotik. dalam publikasinya, Li dkk (2020)
melaporkan penelitiannya tentang fermentasi tepung kedelai

menggunakan probiotik Lactobacillus casei.
Dalam penelitiannya, kedelai yang telah dikeringkan
kemudian dihaluskan dan diayak. tepung kedelai ini kemudian
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ditambah air dengan jumlah yang sama dan disterilkan lalu
diinokulasi dengan L. casei dan diinkubasi dalam keadaan an-
aerob.

Selama fermentasi terjadi peningkatan protein 14,45%
(dalam waktu 72 jam). Peningkatan ini diduga karean aktivitas
bakteri yang digunakan. hasil yang serupa juga diperoleh ketika
digunakan  bakteri  Lactobacillus  acidophilus  ataupun
Lactobacillus plantarum.

Kandungan serat kasar mengalami penurunan sebasar
38,59%. hasil ini berbeda dengan fermentasi menggunakan
jamur. Penurunan ini terjadi karean L. casei memiliki aktivitas
selulolitik dan hemiselulolitik.

Lemak juga menunjukkan penurunan selama fermentasi.
Lemak diubah menjadi protein. Meskipun terjadi penurunan
asam lemak, namun asam linolenat menunjukkan peningkatan
selama fermentasi sedangkan asam palmitate dan asam stearate
menunjukkan penurunan. peningkatan asam lemak omega 3 dan
penurunan asam lemak jenuh ini tentunya menjadikan tepung
kedelai yang dihasilkan lebih bermanfaat. Hasil lain yang
menggembirakan adalah meningkatnya beta karoten, vitamin B1
dan vitamin B2.

Lipoksigenase berperan penting dalam pembentukan
aroma yang tidak enak melalui oksidasi asam lemak tidak jenuh.
dalam fermentasi ini aktivitas lipoksigenase turun drastic.
lipoksigenase ini umumnya mengoksidasi asam lemak seperti
linolenat, arakhidonat dan linoleate menjadi bentuk oksilipin
melalui oksidasi. oksilipin diubah oleh hidroperoksida liase
menjadi alcohol dan aldehid sehingga muncul aroma tidak
diharapkan. oleh sebab itu fermentasi substrat pdat dapat
mengurangi aroma yang tidak diharapkan pada kedelai.

Tripsin inhibitor pada kedelai akan menghambat aktivitas
enzim proteolitik dan akibatnya terjadi penurunan bioavilabilitas
protein. Selain berpengaruh terhadap kecernaan protein juga
dapat menyebabkan disfungsi pancreas. Setelah fermentasi 72
jam kandungan tripsin inhibor turun sebanyak 44,34%. Tripsin
inhibor ini dirusak oleh protease yang dihasilkan L. casei.
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urease ditemukan pada tanaman leguminosa yang dapat
menghidrolisis urea menjadi karbon dioksida dan ammonia.
Aktivitas urease menurun selama fermentasi dan pada kahir
fermentasi (72 jam) sudah tidak dijumpai adanya aktivitas urease.
Aktivitas urease juga menurun apda fermentasi menggunakan
Lactobacillus breuvis.

1.4.2. Tempe

Tempe adalah makanan asli Indonesi dari kedelai fermentasi yang
kaya dengan vitamin B1z, telah digunakan sebagai sumber protein
berbiaya rendah sepanjang sejarah. Kedelai rebus dan kupas
difermentasi menggunakan campuran spesies Rhizopus yang
memberi rasa, tekstur dan nilai gizi. Berbagai jenis jamur telah
diidentifikasi di tempe, antara lain R. oligosporus, R. stolonifer,
R. arrhizus, R. oryzae, R. formosaensis dan juga Fusarium sp.
Khamir dan bakteri juga dapat terlibat dalam fermentasi tempe.
Bakteri spesifik seperti K. pneumoniae dan C. freundii adalah
penghasil utama vitamin B12, meskipun makanan silang
mungkin ada antara bakteri penghasil vitamin B12 dan Rhizopus.
Empat tahapan utama dalam produksi tempe dapat
diringkas sebagai perebusan, perendaman, inokulasi dengan
mikroba dan inkubasi pada suhu kamar. Awalnya, kedelai bersih
dengan kadar air sekitar 14% direbus selama 5-10 menit,
dilanjutkan dengan perendaman dalam air dingin selama 15-17
jam. Kedelai dikupas terlebih dahulu sebelum inokulasi dengan
starter tempe (tempe ragi) dan difermentasi dengan tutup plastik
berlubang pada suhu kamar selama 35-37 jam. Setelah
difermentasi, tempe dengan ciri khasnya kedelai yang diikat erat
dengan miselia jamur berwarna putih seperti kapas rapat dan
memiliki rasa dan tekstur yang mirip dengan jamur yang kenyal.
Kualitas tempe yang baik dapat dibedakan dari lapisan miselia
putih pada permukaan atas dan kotiledon putih pada sisi bawah.
Kombinasi pretreatment dan fermentasi kedelai
menurunkan kadar anti-nutrisi seperti protease inhibitor, asam
fitat dan total fenol, dan menghasilkan peningkatan nilai gizi.
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Fermentasi juga meningkatkan kandungan nitrogen yang larut
dalam air pada tempe melalui aksi enzim proteolitik yang
dihasilkan oleh jamur, keuntungannya karena protein kedelai
pada tempe dapat diserap lebih baik oleh manusia.

Tempe juga merupakan sumber ergosterol (pro vitamin
D2) dan mineral. Penelitian lebih lanjut tentang optimalisasi
proses fermentasi dapat menyebabkan produk Tempe kaya
dengan senyawa bioaktif. Sebagai contoh, konsentrasi y-amino
butyric acid (GABA) dan asam amino bebas yang lebih tinggi
diproduksi oleh R. microspores var. oligosporus dalam
fermentasi aerobik dan anaerobik kedelai rebus, sedangkan
kondisi anaerobik mendukung akumulasi asam amino bebas dan
GABA. Nakajima dkk. (2005) melaporkan bahwa tempe yang
kaya isoflavon dapat diproduksi dengan menambahkan benih
kedelai (hipokotil) yang mengandung isoflavon dalam jumlah
besar, yang menunjukkan bahwa sifat bahan awal mentah
mempengaruhi kadar akhir komponen bioaktif dalam tempe.

Desain proses fermentasi dapat mempengaruhi kapasitas
anti oksidan tempe. Misalnya, Watanabe et al. (2007)
mengembangkan proses fermentasi dua tahap di mana kedelai
diinkubasi secara aerob diikuti dengan kondisi anaerobik, yang
meningkatkan aktivitas anti-oksidan dari tempe yang dihasilkan.
Faktor lain yang dapat mempengaruhi kapasitas anti oksidan
tempe antara lain budidaya kedelai, suhu dan waktu fermentasi
serta introduksi strain Lactobacillus.

Selain anti oksidasi, tempe menunjukkan aktivitas anti
mikroba dan mungkin juga memiliki kemampuan untuk
memodulasi komposisi mikrobiota usus. Suspensi tempe yang
telah difilter menghambat pertumbuhan B. subtilis dan B.
stearothermophilus secara in vitro.

Metabolit yang diproduksi oleh starter tempe, terutama
yang menggunakan strain Rhizopus, telah menunjukkan aktivitas
anti-mikroba in vitro terhadap mikroorganisme Gram-positif dan
Gram-negatif. Misalnya, R. oligosporus IFO 8631 menekan
pertumbuhan spesies Bacillus, Staphylococcus aureus, dan

Streptococcus cremoris.
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Studi terbaru pada model hewan telah mengisyaratkan
mekanisme yang mendasari efek tempe pada mikroba usus.
Peningkatan jumlah feses bakteri di filum Bacteroidetes
(khususnya, Bacteroides fragilis), dan filum Firmicutes (khusus,
Clostridium leptum), dan penurunan relatif Firmicutes dengan
mengorbankan Bacteroidetes terlihat pada tikus SD sehat yang
diberi diet ditambah dengan Tempe.

Pada model anjing, pemberian pakan okara-tempe kering,
bagian kedelai fermentasi yang tidak larut yang dibuat dengan
ragi-tempe komersial (starter tempe), menghasilkan peningkatan
jumlah Bifidobacterium spp. dan Bacillus spp., serta konsentrasi
asam lemak rantai pendek pada tinja. Dalam penelitian lain,
Tempe yang “dicerna” dengan simulasi cairan gastrointestinal
manusia kemudian diinkubasi dengan sampel bakteri tinja
manusia, ada peningkatan jumlah Bifidobacterium dan
Lactobacillus dibandingkan dengan kedelai yang tidak
difermentasi Oleh sebab itu dapat disimpulkan bahwa komponen
Tempe dimodifikasi melalui transit usus mungkin berkontribusi
pada dampaknya pada mikrobiota usus.

1.4.3. Kecap

Kecap telah lama dikenal bangsa Indonesia meskipun kecap
bukanlan asli Indonesia. Namun demikian, kecap di Indonesia
berbeda dengan negara lain, karena disini dikenal adanya kecap
manis selain kecap asin. Kecap selain dibuat dari kedelai ada juga
kecap ikan. Akan tetapi, kecap kedelai lebih popular bagi lidah
masyarakat Indonesia.

Dalam proses fermentasinya, dibagi menjadi dua tahap
penting yaitu fermentasi jamur (koji) dan fermentasi dalam
larutan garam (moromi). Pada fermentasi jamur, biji kedelai
diinkubasi sehingga jamur tumbuh dan melakukan degradasi.
Kedelai yang telah ditumbuhi jamur ini kemudian dimasukkan
dalam larutan garam dan dilakukan fermentasi terendam. hasil
fermentasi kemudian dipress dan dipasteurisasi untuk dikemas
dan dipasarkan.

30



Bahan baku utama dalam pembuatan kecap adalah
kedelai, gandum, garam dan air. Berdasarkan bahan bakunya
yaitu perbandingan anatar kedelai dan gandum, kecapa dibedakan
atas tipe Cina yang menggunakan gandum lebih sedikit atau tanpa
gandum sama sekali dan tipe Jepang yang menggunakan jumlah
gandum dan kedelai sama banyak. Indonesia dan Malaysia
umumnya termasuk dalam tipe Cina.

Kecap juga dapat digolongkan menjadi kecap dengan
fermentasi cair kadar garam tinggi (HLFSS), kecap fermentasi
padat dengan garam rendah (LSFSS), dan kecap koikuchi (KSS).
HLFSS dan LSFSS terutama ditemukan di Cina, sedangkan KSS
mendominasi pasar Jepang dan Barat. Di Jepang, jenis kecap
dapat dibedakan berdasarkan komposisi bahan baku yang
digunakan, seperti usukuchi, tamari, dan shiro shoyu.

Tahap awal dalam pembuatan kecap adalah perendaman
kedelai. Fermentasi spontan terjadi selama proses perendaman
yang menurunkan pH kedelai menjadi 4,5-5,0. pH yang rendah
tersebut mendukung pertumbuhan jamur sekaligus membatasi
pertumbuhan mikroorganisme pembusuk selama fermentasi koji.
Jumlah bakteri asam laktat meningkat secara signifikan selama
perendaman kedelai. Beberapa spesies bakteri yang ada selama
perendaman adalah Lactobacillus casei, Streptococcus faecium,
Staphylococcus  epidermidis,  Streptococcus dysgalactiae,
Klebsiella ozaenae, Enterobacter cloacae, Enterobacter
agglomerans, Citrobacter diversus, dan Bacillus burtonii.

Setelah proses perendaman maka dilakukan perebusan
kedelai. beberapa mikroorganisme akan mati selama perebusan.
Perebusan memiliki fungsi untuk melunakkan biji kedelai
sehingga hifa dan enzim jamur dapat masuk ke dalam biji kedelai
dan melakukan aktivitasnya. kedelai yang digunakan tidak perlu
dikupas kulitnya seperti pada fermentasi kedelai karena jamur
Aspergillus mampu melakukan penetrasi lebih baik dibandingkan
Rhizopus yang digunakan pada fermentasi tempe.

Gandum yang digunakan tidak direbus seperti kedelai
tetapi disangrai hingga muncul aromanya. inokulu jamur
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kemudian dicampur dengan gandum dan kedelai kemudian
dihamparkan pada nyiru.

Pada fermentasi jamur, kedelai setelah direbus dan dingin
kemudian diinokulasi dengan Aspergillys sojae ataupun
Aspergillus oryzae. Di Indonesia terutama pada level UKM
banyak produsen kecap yang belum menggunakan inoculum
murni. Mereka sebagian besar masih menggunakan inoculum
alami. Kedelai yang telah direbus dan didinginkan dihamparkan
di dalam nyiru kemudian dimasukkan dalam rak dan dibiarkan 3
— 4 hari untuk ditumbuhi jamur. Hal ini menyebabkan kualitas
kecap yang dihasilkan tidak stabil karena jamur yang tumbuh juga
tidak sama untuk setiap batch fermentasi. kemungkinan
munculnya jamur penghasil toksin seperti Aspergillus flavus juga
sangat dimungkinkan.

Selama fermentasi, jamur akan megeluarkan enzim-enzim
seperti  Sukrase, maltase, amilase, selulase, lipase, protease dan
peptidase. Enzim-enzim tersebut akan mendegradasi biji kedelai
dan beberapa masih tetap aktif selama fermentasi garam.

A. oryzae yang ditambahkan selama koji adalah kunci
untuk meningkatkan rasa kecap. Selama lebih dari seribu tahun,
A. oryzae telah digunakan dengan aman dalam fermentasi kecap
di Cina. Untuk meningkatkan kualitas kecap, enzim hidrolitik
yang disekresikan oleh A. oryzae ditingkatkan atau diturunkan
dengan berbagai cara seperti mutagenesis. Dengan rekayasa
genetic, maka A. oryzae dapat dimodifiksai sehingga produksi
enzim selulasenya berkurang hingga 50%, enzim pectinase turun
10%, mampu menghasilkan warna cairan yang lebih gelap. Jamur
juga mampu tumbuh pada kadar garam rendah.

Dalam fermentasi larutan garam (moromi), terdapat dua
mikroorganisme utama yang berperan yaitu bakteri dan khamir.
Bakteri utama dalah Pediococcus sojae sedangkan khamirnya
Saccharomyces rouxii, Torulopsis dan Pediococcus sp. khamir
dan bakteri selain dapat ditambahkan dari kultur murni dapat pula
ada secara alami dari garam yang digunakan. bakteri akan
membentuk asam laktat sedangkan khamir akan membentuk
etanol.
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Fermentasi moromi dinilai sebagai tahapan penting yang
menentukan kualitas rasa dan aroma pada kecap. Selama tahap
ini, berbagai macam mikroorganisme yang ada di moromi
menghasilkan senyawa aroma yang berkontribusi pada profil
aroma kecap secara keseluruhan. Di antara mikroorganisme
tersebut, T. halophilus dan Z. rouxii yang dominan dan
kontribusinya terhadap aroma kecap.

Di beberapa negara, selain kedelai sering pula
ditambahkan biji gandum untuk mengurangi kadar air, membantu
pertumbuhan jamur dan meningkatkan kandungan asam
glutamate sebagai pembentuk citarasa. Fermentasi dalam larutan
garam berlangsung 6 — 12 bulan dengan kadar garam 18 -22 %.

Kecap dikonsumsi sebagai penyedap untuk meningkatkan
cita rasa makanan dan telah dikenal luas di seluruh dunia karena
rasanya yang khas. Cita rasa khas kecap merupakan perpaduan
rasa manis, asam, asin dan umami yang dihasilkan oleh berbagai
senyawa perisa.

Hampir 300 senyawa aroma telah diidentifikasi dalam
kecap. Senyawa aroma tersebut antara lain alkohol, aldehida,
asam, asetal, hidrokarbon, ester, furan, furanon, keton, lakton,
senyawa yang mengandung nitrogen, fenol, piron, pirazin,
piridin, senyawa yang mengandung sulfur, dan tiazol.

Beberapa senyawa penting dalam Kkarakteristik kecap
adalah ethanol, 2-methyl-1-propanol, 2-methyl-1-butanol, 3-
methyl-1-butanol, 1-octen-3-ol, 2-phenylethanal, 2-
methylpropanal, 2-methylbutanal, 3-methylbutanal,
benzeneacetaldehyde, acetic acid, ethyl acetate, guaiacol, 4-
ethylguaiacol, 2-methylpyrazine, 2,5-dimethylpyrazine, 2,3,5-
trimethylpyrazine, 2,5-dimethylfuran, furfural, 2-furanmethanol,
5-methyl-2-furancarboxaldehyde,  3-phenylfuran,  dimethyl
disulphide, dimethyl trisulphide, 3-(methylthio)propanal and
maltol.

Namun, senyawa aromanya dapat berbeda-beda
tergantung pada bahan baku, konsentrasi garam, strain mikroba,
serta waktu dan suhu fermentasi yang digunakan selama proses

pembuatan kecap. Misalnya, kecap yang dibuat menggunakan
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kedelai utuh memiliki ester asam lemak lebih banyak dan rasa
yang lebih lembut dibandingkan dengan yang dibuat
menggunakan kedelai yang dihilangkan lemaknya, karena
kandungan lemak kasar yang tinggi di seluruh kedelai.

Dedak gandum terkadang lebih disukai daripada tepung
terigu karena kandungan asam ferulicnya. Selama fermentasi
moromi, asam ferulic dapat diubah oleh Torulopsis menjadi 4-
ethylguaiacol, yang merupakan senyawa aroma yang diinginkan
dalam kecap.

Senyawa aroma lain yang penting untuk rasa kecap adalah
etanol, asetaldehida, etil propanoat, 2,3-metilbutanol, 1-butanol,
dan etil 2-metilpropanoat terutama diproduksi oleh Z. rouxii.
Etanol diproduksi oleh Z. rouxii dari gula yang tersedia di
moromi dan ketika pH lebih rendah dari 5,0 karena pada pH yang
lebih  tinggi, etanol kehilangan kemampuannya untuk
mempertahankan gradien proton yang diperlukan untuk toleransi
garam.
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2. Teknologi Mikrobial pada
Produksi Probiotik

Vitta Rizky Permatasari

2.1. Probiotik, Prebiotik dan Sinbiotik

Definisi probiotik adalah mikroorganisme hidup yang
memberikan manfaat kesehatan pada inang, terutama ketika
diberikan dalam jumlah yang memadai. Ada juga yang
mengartikan sebagai mikroba hidup yang dapat diformulasikan
menjadi berbagai jenis produk, termasuk makanan, obat-obatan,
dan suplemen makanan. Golongan mikroorganisme yang paling
sering digunakan sebagai pangan probiotik adalah spesies
Lactobacillus dan Bifidobacterium. Umumnya, bakteri probiotik
tergolong bakteri asam laktat, termasuk spesies Lactobacillus.
Golongan tersebut telah digunakan sebagai pengawet makanan
dengan metode fermentasi selama ribuan tahun. Jenis bakteri
asam laktat dikenal paling sering digunakan sebagai probiotik,
tetapi ragi Saccharomyces cerevisiae dan beberapa spesies E. coli
dan Bacillus ternyata juga digunakan sebagai probiotik.

Bakteri probiotik dapat bekerja secara optimal dengan
teknik fermentasi. Dengan teknik tersebut, bakteri probiotik
dapat berfungsi ganda, yaitu sebagai agen untuk fermentasi
makanan serta berpotensi memberikan manfaat kesehatan.
Selama ini fermentasi sudah diterapkan secara global dalam
pelestarian berbagai bahan pertanian mentah, seperti biji-bijian
atau sereal, umbi-umbian, buah dan sayuran, susu, daging, ikan
dil. Agar mempunyai efek yang bermanfaat, mikroorganisme
tersebut harus hidup dan tersedia dalam jumlah yang sangat
banyak, umumnya berkisar antara 108 sampai 10° sel/g dari
produk yang dikonsumsi.

Prebiotik merupakan bahan fermentasi selektif yang
menghasilkan perubahan spesifik pada komposisi dan / atau
aktivitas mikrobiota gastrointestinal, sehingga bermanfaat pada
kesehatan inang. Ada juga yang mendefinisikan prebiotik sebagai
zat makanan (kebanyakan terdiri dari polisakarida nonstarch dan
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oligosakarida yang tidak dapat dicerna oleh enzim manusia).
Suatu bahan pangan dapat dikategorikan sebagai prebiotik bila
memenuhi beberapa kriteria, antara lain : tidak terhidrolisis atau
terserap pada saluran penceranaan bagian atas, dapat menstimulir
pertumbuhan bakteri yang menguntungkan pada kolon secara
selektif, serta dapat menekan pertumbuhan bakteri pathogen
sehingga dapat meningkatkan kesehatan. Karakteristik utama dari
prebiotik yaitu tahan terhadap enzim pencernaan dalam usus
manusia tetapi difermentasi oleh koloni mikroflora dan
bifidogenik serta mempunyai pH yang rendah. Oleh karena itu
prebiotik dapat berpotensi menjadi penghalang bagi pertumbuhan
bakteri patogen, terutama Clostridium.

Berbeda dengan probiotik, prebiotik  biasanya
dimanfaatkan sebagai campuran bahan makanan, seperti pada
susu bayi, biskuit, cokelat dan sereal. Contoh jenis prebiotik yang
banyak dimanfaatkan antara lain : laktulosa, galaktooligosakarida
(GOS), fruktooligosakarida (FOS), inulin dan
maltooligosakarida. Senyawa yang mengandung prebiotik harus
mempunyai sifat, antara lain :

a. Tahan terhadap aktifitas asam lambung, hidrolisis enzim
mamalia dan absorbsi usus pencernaan,

b. Dapat difermentasi oleh mikroflora usus pencernaan dan

c. Dapat menstimulasi secara selektif pertumbuhan atau
aktifitas bakteri pencernaan yang berperan penting pada
kesehatan

Laktulosa merupakan jenis gula disakarida sintetis yang
sering digunakan sebagai obat untuk pengobatan sembelit dan
ensefalopati hati. Sedangkan prebiotik jenis oligofruktosa banyak
ditemukan secara alami pada beberapa jenis bahan makanan
seperti gandum, bawang merah, bawang putih, pisang, madu, dan
daun bawang. Oligofruktosa juga dapat diisolasi dari akar sawi
putih atau disintesis secara enzimatis dari sukrosa. Fermentasi
oligofruktosa di usus besar menghasilkan sejumlah besar efek
fisiologis, seperti :

a. Meningkatkan jumlah bifidobacteria di usus besar
b. Meningkatkan penyerapan kalsium

c. Menambah berat tinja

d. Memperpendek waktu transit gastrointestinal
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e. Kemungkinan, menurunkan kadar lemak darah

Sinbiotik merupakan kombinasi antara prebiotik dan
probiotik. Jadi jika bahan pangan mengandung sinbiotik, berarti
bahan tersebut memberikan efek prebiotik dan probiotik.

.2. Peran Penting Probiotik Bagi Tubuh

Probiotik merupakan jenis mikroba yang bermanfaat dan
tidak merugikan karena dapat bersaing dengan mikroba patogen
yang hidup di saluran pencernaan kita. Mikroba jenis probiotik
dapat mendegradasi zat-zat yang ada dalam makanan Kita
menjadi struktur yang lebih sederhana sehingga lebih mudah
diserap oleh tubuh dengan teknik fermentasi.

Probiotik sudah dikenal sebagai mikroba yang berfungsi
untuk membantu kesehatan usus, mencegah diare yang
disebabkan oleh antibiotik. Beberapa penelitian menyebutkan
bahwa mikroba probiotik disarankan untuk pasien dengan
gangguan gastrointestinal dan ekstraintestinal, termasuk penyakit
radang usus (IBD), sindrom iritasi usus (IBS), infeksi vagina, dan
peningkatan kekebalan tubuh.

Beberapa manfaat dari probiotik, antara lain :
a. Mencegah diare

Diare merupakan salah satu penyakit yang menyebabkan
kematian dengan jumlah tidak sedikit setiap tahunnya. Penyakit
ini mayoritas menyerang anak-anak usia 1-7 tahun. Jenis bakteri
probiotik, seperti Lactobacilus rhamnosus dan jenis
Bifidobacterium, hidup di dalam usus halus dan kolon manusia.
Jenis bakteri ini menghasilkan zat bernama rotavirus yang dapat
menghasilkan antibiotik pencegah diare. Bakteri probiotik juga
mempunyai kemampuan untuk menurunkan insidensi atau durasi
pada penyakit diare. Oleh karena itu para peneliti menyimpulkan
bahwa probiotik merupakan salah satu solusi dalam mengurangi
jumlah kematian akibat diare

b. Meningkatkan kekebalan tubuh
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Sistem kekebalan memberikan pertahanan utama
melawan mikroba patogen yang masuk ke tubuh kita. Sistem ini
bersifat sangat kompleks, melibatkan berbagai macam sel
maupun respons berbasis antibodi terhadap agen infeksi
potensial. Tubuh yang kekurangan imun biasanya diakibatkan
oleh kondisi tertentu seperti usia tua, kehamilan, atau stres. Pada
tingkat yang lebih tinggi, kekurangan imun juga menjadi salah
satu faktor penyebab penyakit kanker, AIDS dan leukimia.
Penyakit autoimun juga bisa terjadi karena aktivitas sistem
kekebalan yang tidak bekerja (Sanders, 2007).

Kultur probiotik terbukti mampu mengaktifkan fungsi
antibodi dan sel-sel tertentu dari sistem kekebalan. Pada beberapa
penelitian yang dilakukan pada hewan dan manusia,
menunjukkan bahwa efek bakteri asam laktat pada yoghurt dapat
meningkatkan kadar sel imunoreaktif tertentu, seperti makrofag,
limfosit, sitokin, imunoglobulin, interferon. Selain itu, beberapa
penelitian menunjukkan peningkatan ketahanan hidup hewan
yang terinfeksi patogen yang mengonsumsi probiotik
dibandingkan dengan hewan yang mengonsumsi non probiotik.
Hasilnya menunjukkan bahwa probiotik mampu memberikan sel
tambahan untuk membantu tubuh melawan patogen yang ada di
dalam tubuhnya sendiri. Bakteri probiotik terbukti mampu
meningkatkan respons imun non-spesifik dan spesifik dengan
mengaktifkan makrofag.

c. Bermanfaat bagi penderita lactose intolerance
Lactose intolerance merupakan suatu kondisi dimana

tubuh tidak mampu untuk mencerna laktosa atau gula susu.
Tingkat produksi laktase (enzim yang mencerna laktosa) di usus
kecil pada penderita lactose intolerance cukup kecil, sehingga
sering terjadi diare, kembung, dan sakit perut. Gejala ini berkaitan
dengan laktosa yang belum dicerna tetapi telah sampai ke usus
besar dan difermentasi oleh mikroba dalam kolon sehingga
menghasilkan gas dan produk yang menyebabkan perut akan
terasa sakit. Para ilmuan menyimpulkan dengan mengonsumsi
produk susu, khusunya yang mengandung bakteri probiotik akan
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meningkatkan toleransi usus terhadap laktosa, sehingga alergi
terhadap susu bisa berkurang

d. Menurunkan resiko alergi dan penyakit kanker

Penyakit kanker umumnya disebabkan oleh kelainan
aktivasi gen yang berfungsi mengontrol pertumbuhan dan
pembelahan sel (mutasi gen). Paparan kimia juga dapat memicu
terjadinya peningkatan sel yang abnormal. Bahan kimia penyebab
kanker (karsinogen) dapat tertelan dalam makanan atau juga
dapat dihasilkan oleh aktivitas metabolisme mikroba yang hidup
di sistem gastrointestinal. Peran kultur probiotik pada penderita
kanker yaitu dapat mengurangi mengurangi paparan karsinogen
kimia dan mampu mendetoksifikasi karsinogen yang tertelan.
Selain itu, kultur tersebut juga mampu menghasilkan senyawa
yang menghambat pertumbuhan tumor sel serta merangsang
sistem kekebalan untuk lebih bertahan melawan proliferasi sel
kanker.

e. Mengurangi hipertensi

Suatu penelitian dilakukan secara in vitro dan in vivo
dengan penderita hipertensi ringan yang terdiri dari 3 (tiga)
sampel yang mengandung mikroba probiotik jenis Lactobacillus.
Sampel tersebut antara lain susu fermentasi yang mengandung
dua tripeptida yang berasal dari aksi proteolitik L. Helveticus,
komponen dinding sel bakteri dari ekstrak sel Lactobacillus; dan
susu fermentasi yang mengandung asam butirat gamma amino
turunan fermentasi. Setelah diujicobakan kepada penderita
hipertensi, tekanan darah sistolik turun sekitar 10-20 mm Hg. Hal
ini telah membuktikan bahwa dengan mengonsumsi pangan yang
mengandung mirkoba probiotik atau produk yang mengandung
senyawa probiotik, dapat menurunkan tekanan darah secara
ringan.

f. Lain-lain
Studi lain yang membuktikan bahwa pangan probiotik
dapat bermanfaat untuk kesehatan, antara lain :
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Probiotik dapat melindungi inang dari mikroorganisme
berbahaya dan memperkuat kekebalan tubuh sistem
(Soccol et al., 2010).

Beberapa probiotik juga telah teruji bermanfaat untuk
meningkatkan kualitas kecernaan pakan dan mengurangi
gangguan metabolisme (Kumar et al., 2012). Untuk ini,
sifat probiotik harus aman, toleran terhadap asam dan
empedu, serta dapat melekat dan berkoloni di saluran usus
Probiotik telah terbukti mengurangi gejala flu biasa pada
sukarelawan sehat, mengurangi durasi infeksi pada orang
tua pasien rawat inap, serta mengurangi kejadian penyakit
mirip influenza pada subjek yang sehat (Olivares et al.,
2007).

Studi intervensi pada manusia juga dilakukan, dan hal itu
menunjukkan bahwa probiotik dapat meningkatkan
kekebalan, termasuk aktivitas sel pembunuh alami,
aktivitas fagositik, dan semburan pernapasan (Klein et al.,
2008).

Selain itu, ada beberapa studi tentang efek probiotik pada
produksi sitokin dan imunitas seluler, pada penelitian
secara in vivo maupun in vitro. Para ilmuwan telah
mencoba membandingkan efek probiotik dari beberapa
bakteri strain dalam bentuk nonviable (Wells, 2011).

2.3. Macam Mikroba Probiotik

Mikroorganisme yang tergolong probiotik mayoritas dari

jenis bakteri, tetapi ada juga dari golongan ragi dan jamur.
Mikroba probiotik dari jenis bakteri antara lain :

a.

Lactobacillus : acidophilus, sporogenes, plantarum,
rhamnosum, delbrueck, reuteri, fermentum, lactus,
cellobiosus, brevis, caseli,

farciminis, paracasei, gasseri, crispatus

Bifidobacterium : bifidum, infantis, adolescentis, longum,
thermophilum, breve, lactis, animalis

Streptococcus : lactis, cremoris, alivarius, intermedius,
thermophilis, diacetylactis

Leuconostoc mesenteroides;

Pediococcus
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g. Propionibacterium
h. Bacillus

i. Enterococcus

j. Enterococcus faecium;

Sedangkan jenis mikroba probiotik dari jenis ragi dan jamur
antara lain : Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces
bourlardii, Aspergillus niger, Aspergillus oryzae, Candida
pintolopesii, Sacaromyces boulardii. Salah satu jenis mikroba
probiotik yang sering dimanfaatkan yaitu jenis bakteri asam
laktat, seperti pada tabel dibawah ini :

Tabel 1. Genus dan Spesies beberapa jenis Bakteri Asam
Laktat (BAL)
Genus Spesies
. acidophilus
. brevis
. casei
. curvatus
. delbrueckii
. fermentum
. lactis
. plantarum
. reuteri
. adolescentis
. animalis
. bifidum
. infantis
. longum
. thermophilum
. cremoris
. diacetylactis
. intermedius
. salivarius
Enterococcus sp. E. faecalis

Lactobacillus sp.

Bifidobacterium sp.

Streptococcus sp.

DOV OCCCCCCerr|r
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| | E. faecium
Sumber : Rivera-Espinoza, Y., Gallardo-Navarro.,Y. 2010

2.4. Tren Produk Mikroba Probiotik

Saat ini, probiotik sangat mudah kita jumpai di beberapa
produk makanan maupun minuman. Produk pangan Yyang
mengandung probiotik sudah menjadi tren di berbagai kalangan
masyarakat. Berbagai profesi dan usia telah mengenal produk
dengan mikroba probiotik di dalamnya. Tidak mudah untuk
perusahaan yang memproduksi pangan probiotik mengenalkan
produknya ke berbagai segmen masyarakat. Klaim bahwa
probiotik dapat bermanfaat bagi kesehatan, membutuhkan waktu
dan pemahaman, terutama untuk masyarakat yang kurang
informasi. Perusahaan mempunya klaim bahwa manfaat probiotik
bisa dalam berbagai bentuk, tergantung pada tujuan dari
penggunaan produk tersebut. Klaim yang paling umum adalah
yang menghubungkan probiotik dengan kesehatan manusia.
Padahal untuk mempunyai klaim tersebut, perusahaan harus
berkali-kali melakukan penelitian dan tes secara Klinis, baik
secara in vitro maupun in vivo. Hasil tersebut masih harus
dibuktikan dengan adanya konsistensi pengaruh probiotik pada
kesehatan. Meskipun demikian, pengembangan strategi klinis
tidak dianggap cukup penting untuk mendokumentasikan klaim
tersebut.

Dewan Illmu dan Teknologi Pertanian (www.cast-
science.org) menerbitkan makalah yang membahas tentang
beberapa klaim tentang produk probiotik. Banyak hal yang
menarik untuk disimak berkaitan dengan produk probiotik.
Pertama, laju penelitian tentang probiotik meningkat selama 1
dekade terakhir. Tetapi, survey membuktikan ada beberapa
produk di pasaran, melabeli produknya sebagai probiotik tanpa
didasari penelitian dan studi klinis yang jelas. Ada kesenjangan
yang signifikan, antara hasil penelitian yang dilakukan dan klaim
yang terlanjur beredar di pasaran. Beberapa kesenjangan tersebut
diakibatkan oleh adanya ‘kegagalan produk’ untuk memenuhi
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klaim label berkaitan dengan jumlah dan jenis mikroba probiotik
yang ada pada produk dan kuantitas yang dikonsumsi, sehingga
bermanfata untuk kesehatan.

Pedoman FAO dan WHO (2002) tentang pengujian ilmiah
dan klinis serta aspek keamanan dan fungsional probiotik dalam
makanan, harus digunakan sebagai titik awal bagi pemerintah
untuk merancang kebijakan terkait dengan strain probiotik baru
pada produk fermentasi. Produsen disarankan memberi label pada
genus, spesies maupun strain untuk masing-masing produk
probiotik, bersama dengan jumlah sel yang layak dari setiap 1
kemasan produk, serta mencantumkan masa simpan produk.
Berikut ini merupakan tabel tentang beberapa produk makanan
dan minuman probiotik yang sudah beredar di pasar dunia.

Tabel 2.2. Beberapa jenis produk probiotik yang beredar di

pasar dunia

Strain Merek Perusahaan
Bifidobacterium ..
animalis DN 173 010 Activia Danone/Dannon
Bifidobacterium
animalis subsp. lactis | Chr. Hansen
Bb-12
Bifidobacterium breve -
vakult Bifiene Yakult
Bifidobacterium .
nfantis 35624 Align Procter & Gamble
Bifidobacterium lactis e )
HNO019 (DR10) Howaru Bifido Danisco
Bifidobacterium Morinaga Milk
longum BB536 Industry
Escherichia coli
Nissle 1917 Mutaflor Ardeypharm
Lactobacillus
acidophilus LA-5 Chr. Hansen
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Lactobacillus Danisco

acidophilus NCFM

Lactobacillus  casei Actimel, Danone/Dannon

DN-114 001 DanActive

Lactobacillus  casei

CRL431 Chr. Hansen

Lactobacillus  casei Arla Foods
Cultura

F19

Laf:tobam llus  casei vakult Yakult

Shirota

Lactobacillus LC1 Nestlé

johnsonii Lal (Lj1)

Lactococcus lactis | Norrmejerier
L1IA
Lactobacillus GoodBelly, NextFoods Probi
plantarum 299V ProViva
Lactobacillus reuteri L. reuteri BioGaia
DSM 17938 Protectis
Lactobacillus .

. Valio
rhamnosus ATCC | Vifit and others

53013 (LGG)

Lactobacillus

Norrmejerier

rhamnosus LB21 Verum

Lactobacillus

salivarius UCC118

Saccharomyces Wren
cerevisiae (boulardii) DiarSafe, Laboratories,

lyo

Ultralevure, etc

Biocodex, etc.

Tested as mixture:
Lactobacillus
acidophilus CL1285 &
L.casei

Lbc80r

Bio K+

Bio K+
International




Tested as mixture:
Lactobacillus

rhamnosus GR-1 & L. | FemDophilus Chr. Hansen
reuteri RC-

14

Tested as mixture:

VSL#3 (mixture of

one strain of Sigma-Tau
Streptococeus Pharmaceuticals
thermophilus, four VSL#3 Inc '
Lactobacillus spp., & '
three

Bifidobacterium  spp.

strains

Tested as mixture:
Lactobacillus
acidophilus CUL60 &
Bifidobacterium
bifidum CUL 20
Tested as mixture:

Lactobacillus A’Biotica and Institut Rosell
helveticus R0052 & L. others

rhamnosus

R0011

Tested as mixture:
Bacillus clausii strains | Enterogermina Sanofi-Aventis
O/C,NR, SIN,and T
Sumber : World Gastroenterology Organisation Global Guidelines
: Probiotics and prebiotics (2011)

Awalnya, produk probiotik yang paling banyak dikenal
oleh masyarakat adalah susu fermentasi. Namun saat ini produk
probiotik juga dapat dijumpai dalam bentuk kering berupa tablet,
kapsul, dan bubuk yang diklaim telah mengandung bakteri
probiotik di dalamnya. Dosis yang dibutuhkan untuk masing-

a7



masing produk probiotik sangat bervariasi, tergantung pada strain
dan produknya. Perusahaan harus dapat membuat konsumen
percaya, bahwa produk yang dihasilkan memang benar dapat
bermanfaat untuk kesehatan. Meskipun banyak produk yang
dijual bebas, WHO telah membuat standar tersendiri untuk
produk pangan yang layak dinamakan sebagai pangan probiotik.
Kriteria tersebut antara lain :

a. Mikroba yang terkandung di dalam produk harus hidup
(umumnya berkisar antara 108 sampai 10° sel/gram dari
produk yang dikonsumsi)

b. Harus dilakukan penelitian tentang genus dan galurnya
(murni)

c. Diberikan dalam dosis yang memadai hingga akhir masa
simpan

d. Aman untuk tujuan penggunaan

e. Terbukti efektif untuk meningkatkan kesehatan

Berdasarkan laporan FAO / WHO untuk perusahaan yang
memproduksi pangan probiotik, perlu melakukan pendekatan
multidisiplin secara teratur dan berkala, seperti pemeriksaan
patologis, genetik, toksikologi, imunologi, aspek keamanan
gastroenterologi, dan mikrobiologi terutama dari strain probiotik
baru. Pemeriksaan toksikologi konvensional dan evaluasi
keamanan saja tidak cukup, karena mikroba probiotik harus dapat
bertahan hidup agar bermanfaat bagi kesehatan manusia.

Beberapa jenis mikroba probiotik, seperti pada spesies
Lactobacillus dan Bifidobacteria merupakan ‘penghuni’ tetap
pada sistem pencernaan manusia. Oleh karena itu pengaruh
mikroba jenis ini tidak akan menimbulkan efek infektivitas atau
toksisitas yang berarti. Bakteri asam laktat umumnya dianggap
aman untuk konsumsi oral sebagai bagian dari makanan
(suplemen). Aturan untuk penggunaan suplemen makanan
biasanya tidak terlalu ketat, jika dibandingkan dengan obat-
obatan biasa. Produksi suplemen makanan bervariasi, tergantung
strain, produk, merek, atau bahkan khasiat dan efek samping yang
ditimbulkan.
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3. Teknologi Mikrobial pada
Bioenergy (Metana)

Sri Suhartini

Teknologi pencerna anaerobik (dikenal sebagai anaerobic
digestion)  merupakan salah satu teknologi yang popular
digunakan untuk mengkonversi bahan organik pada limbah
biomasa pada kondisi anaerobik menjadi biogas dan residu organik
(digestate) (Khanal, 2008; Taricska et al., 2009; Pullen, 2015).
Biogas mengandung metana (CHi) dan karbon diokasida (CO3)
(Khanal, 2008). Gas metana adalah gas mudah terbakar dan dapat
dimanfaatkan sebagai penghasil panas dan listrik, atau dapat
langsung digunakan sebagai bahan bakar gas (Parawira et al.,
2008). Digestate dari proses AD mengandung Nitrogen (N), fosfor
(P) dan kalium (K) yang tinggi sehingga dapat digunakan sebagai
biofertiliser atau pupuk untuk menggantikan fungsi pupuk kimia
(Berglund and Bérjesson, 2006; Speece, 2008). Pada bab ini akan
dibahas secara detil terkait konsep proses AD, mikroorganisme
penting yang terlibat dalam AD, serta proses pengukuran dan
pemurnian biogas menjadi gas metana.

3.1. Anaerobic Digestion (Pencerna Anaerobik)

Secara umum, anaerobic digestion (atau disingkat sebagai
AD) terdiri empat tahapan yang meliputi tahap hidrolisis,
asidogenesis, asetogenesis dan metanogenesis (Khanal, 2008),
sebagaimana tercantum pada Gambar 4.1. Pada setiap tahapan
tersebut terjadi beberapa proses perombakan yang memiliki fungsi
berbeda. Berbagai jenis mikroorganisme yang berbeda terlibat
dalam setiap tahapan di proses AD (Speece, 2008; Khanal, 2008).
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Gambar 4.1. Tahapan dalam proses anaerobic digestion (Khanal,
2008)

Pada tahap hidrolisis, molekul kompleks (seperti
karbohidrat, lemak dan protein) dipecah menjadi senyawa organik
yang lebih sederhana (seperti gula, asam amino dan asam lemak)
(Seadi et al, 2008). Di tahap ini, mikroorganisme akan
menghasilkan enzim spesifik yang membantu proses pemecahan
tersebut (Jagadhabi, 2011), sebagaimana terlihat pada diagram
berikut:

lipase .
Lemak P » Asam lemak, gliserol
i profease .
Protein » Asam amino
. selulase, xyvlanase, amilase, selubinase
Karbohidrat : » Glukosa

Tabel 4.1. menunjukkan beberapa jenis enzim ekstraseluler
yang berperan penting dalam tahap hidrolisis (Schnurer dan Jarvis,
2009). Laju kecepatan dekomposisi pada tahap ini juga
dipengaruhi oleh karakteristik bahan baku atau biomasa yang
digunakan. Protein memiliki laju dekomposisi yang lebih cepat
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dibandingkan dengan selulosa dan hemiselulosa (Schnurer dan
Jarvis, 2009; Adekunle and Okolie, 2015). Adapun substrat
lignoselulosa yang memiliki lignin tinggi maka sangat proses
hidrolisisnya  berlangsung sangat lambat dan susah
(Sawatdeenarunat et al, 2015; Shrestha et al., 2017).

Tabel 4.1. Beberapa contoh enzim hidrolisis dan fungsinya

Enzim Substrat Produk turunan

Proteinase  (atau

disebut i
1sebu Juga Protein Asam amino
protease,
peptidase)
Selobi d
Selulase Selulosa eloblosa an
glukosa
Gula seperti
lukosa, ilosa,
Hemiselulase Hemiselulosa sl X
manosa dan
arabinosa
Amilase Pati Glukosa
A | k,
Lipase Lemak s.am emax,
gliserol
Gula seperti
laktosa,
Pektinase Pectin &4 a. osa
arabinose dan asam
poligalacturonic

Sumber: (Schnurer dan Jarvis, 2009)

Pada tahap asidogenesis, senyawa hasil hidrolisis
kemudian diubah oleh bakteri menjadi asam organik atau
volatile fatty acids (VFA), asam asetat, H, dan CO; (Luostarinen et
al, 2011). VFA dapat berupa asam laktat, asam propionat, asam
butirat dan etanol (Ozmen dan Aslanzadeh, 2014). Proses transisi
bahan organik menjadi asam organik tersebut menyebabkan pH
dalam digester turun sehingga kondisi tersebut sangat cocok bagi
bakteri asidogen dan asetogen untuk tumbuh (pH 4.5 - 5.5.
(Christy et al,, 2014). Selain dihasilkan VFA, pada tahap ini juga
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dihasilkan by-produk lainnya seperti NHs, CO2 dan H,S (Zhang et
al., 2014). Berikut adalah tipikal reaksi yang terjadi pada tahapan
asidogenesis (Bilitewski et al., 1997):

Glukosa menjadi etanol CeH12 O6>2CH3 CH2 OH+2CO:
Glukosa menjadi asail
proponat

Glukosa menjadi asam asetat Cg H12 0s—3CH3COOH

Ce Hiz O¢+2H2,»2CH3 CH,COOH+2H-,0

Pada tahap asetogenesis, senyawa asam organik yang
dihasilkan pada tahap asidogenesis diubah menjadi asam
asetat, H, dan CO; (Seadi et al, 2008). Berikut merupakan
persamaan reaksi pada proses bakteri asetogenik menguraikan
asam propionat dan asam butirat, sebagaimana tercantum pada
Tabel 4.2. Produk yang dihasilkan pada tahap asetogenesis
kemudian akan digunakan oleh bakteri metanogen untuk
produksi gas metana (Zhang et al., 2014).

Tabel 4.2. Degradasi VFA dalam proses asetogenesis

Substrat Reaksi
Asam Propionat CH3 (CH2)COOH + 2H20 — CH3COOH + CO2+ 3H2
Asam Butirat CHs (CH2)2COO0-+ 2H20 — 2CH3COO-+ H*+ 2Hz
Asam Kapronik  CHs (CH2)4«COOH +4H20 — 3CHsCOO-+ H*+ 5H2

Karbon 2 COz+ 4H2 — CH3COO-+ H*+ 2H20

dioksida/

hidrogen

Gliserin C3HsO3 + H20 — CH3COOH + 3Hz+ CO2

Asam Laktat CH3CHOHCOO-+ 2H20 — CH3COO-+ HCOsz + H*+
2H:

Etanol CH3(CH2)OH + H20 — CH3COOH + 2H:

Sumber: (Dublein dan Steinhauster, 2008)

Pada tahap akhir, yaitu metanogenesis, yang merupakan
tahapan penting dalam proses anaerobic digestion dikarenakan
proses ini sangat dipengaruhi oleh beberapa faktor misalnya pH,
suhu, komposisi bahan baku, organic loading rate (OLR) atau laju
umpan, suhu (Seadi et al., 2008). Pada fase metanogenesis, selain
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gas metana, juga dihasilkan karbon dioksida (CO:) dan sedikit gas
lain (Akinshina et al., 2012). Pada tahap ini, bakteri metanogen
mengubah senyawa tersebut menjadi gas metana melalui tiga
jalur, yaitu asetoklastik, hidrogenotropik, dan metilotropik
(Deublein dan Steinhauster, 2008; Wang, 2016):

(a) Jalur asetoklastik
4CH3COOH — 4CO0; + 4CH4

(b) Jalur hidrogenotropik
CO; + 4H, » CH4 + 2H,0

(c) Jalur metilotropik
4CH3;0H + 6H, - 3CH4 + 2H,0

Pada jalur asetoklastik metanogenesis, asam asetat secara
langsung dikonversi menjadi gas metana, sedangkan grup
karboksil asetat dioksidasi menjadi CO; dan grup metil menjadi
metana (Christy et al, 2014). Pada jalur hidrogenotopik
metanogenesis, CO; dan H; dikonversi menjadi metana dengan
bantuan ko-enzim special seperti matanofuran,
tetrahydromethanoptein, ko-enzim M (Duin dan Mckee, 2008). VFA
merupakan produk utama selama anaerobic digestion sehingga
sebagian besar metana diproduksi melalui jalur asetoklastik
(Appels et al, 2011).

3.2. Mikroorganisme dalam Anaerobic Digestion

Berbagai bakteri yang berbeda terlibat di dalam setiap
tahapan di proses anaerobic digestion, sebagaimana dijelaskan
pada sub-bab berikut.

3.2.1. Mikroorganisme dalam tahap hidrolisis

Pada tahap hidrolisis, mikroorganisme hidrolitik (seperti
Clostridia, Micrococci, Bacteroides, Butyrivibrio, Fusobacterium,
Selenomonas, Streptococcus) mengeluarkan/ mensekresi enzim
hidrolisis yang berbeda (seperti selulase, selobiose, xylanase,
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amilase, protease dan lipase (Cirne et al, 2007). Enzim-enzim
tersebut berperan penting dalam pemecahan bahan organic
kompleks menjadi bahan organik yang lebih sederhana (Christy et
al., 2011). Menurut mereka, mikroorganisme hidrolisis tumbuh 10
kali lebih cepat dibandingkan dengan bakteri metanogen.

Menurut Azamn et al. (2015), bakteri hidrolitik anaerob
dapat ditemukan di dalam phyla Firmicutes (genus: Clostridium,
Ruminococcus, Caldicellulosiruptor, Caldanaerobacter, Butyrivibrio,
Acetivibrio,  Halocella, dan  Eubacterium), Bacteroidetes,
Fibrobacteres, Spirochaetes (genus: Spriochaeta) (Azman et al,
2015). Selain itu, bakteri dari kelas Clostridia juga adalah kelompok
utama yang terlibat dalam hidrolisis (Xia et al., 2014). Untuk
menghasilkan proses hidrolisis yang efektif dan efisien, spesies
bakteri selulolitik anaerob melekat pada substratnya (Shrestha et
al, 2017). Tabel 4.3 menyajikan contoh enzim dan mikroorganisme
yang terlibat dalam proses konversi beberapa jenis substrat pada
degradasi biomasa lignoselulosa.
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Tabel 4.3. Enzim dan mikroorganisme yang terlibat dalam hidrolisis biomasa lignoselulosa

Substrat Enzim yang terlibat Fungsi Produk Mikroorganisme
Selulosa Endoglukonase Memisahkan rantai selulosa di situs amorf Glukosa, selubiosa, Bakteri anaerobik dari genus
internal secara acak selotriosa dan Acetivibrio, Anaerocellum,
produk  oligomer Butyrivibrio,
tinggi lainnya Caldicellulosiruptor,
Eksoglukonase Menyerang ujung rantai Glukosa, selubiosa,  Clostridium, Eubacterium,
-glukosidase Memisahkan ikatan glikosidik terakhir dari Glukosa Fibrobacter,  Flavobacterium,
produk yang dihasilkan dari aktivitas Fervidobacterium,  Halocella,
endogukonase dan eksoglukonase, kecuali Ruminococcus,
glukosa Spirochaeta, dan Thermotoga
Hemiselulosa Endo-1,4-B-xilanase Menghidrolisis iktana internal pada rantai Pentosa (D-xylosa,
xilan D-arabinosa),
1,4-B-D-xilosidase Merombak xylooligosakarida heksosa (D-manosa,
Endo-1,4-3-D-mannanase Memisah ikatan internal dalam manan D-glukosa, D-
1,4-B-D-mannosidase Memisah manoligosakarida galaktosa)
a-D-galactosidases, a-L-  Menghilangkan grup lainnya
arabinofuranosidase, a-
glucuronidases, acetyl xylan
esterase
Lignin Manganese peroxidase Menghasilkan Mn3+ yang bertindak sebagai B-arylether, di- White-rot fungi
oksidator difusible pada unit fenolik atau non- arylether, biphenyl  (seperti Phanerochaete
fenolik lignin melalui reaksi peroksidasi lipid chrysosporium, Phlebia

Lignin peroxidase
lakase

Mendegradasi unit non-fenolik lignin
Mengkatalis oksidari unit fenolik lignin

radiata, Pleurotus spp., Tramet
es versicolor) dan brown-rot
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Enzim Phenol-oxidizing, dan Mengkatalis degradasri produk turunan fungi (seperti Gloeophyllum
enzim penghasil H202 lignin trabeum, Laetiporus
sulphureus, Serpula lacrimans)

Sumber: (Shrestha et al, 2017).
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3.2.2. Mikroorganisme dalam tahap asidogenesis

Pada tahap asidogenesis, mikroorganisme fermentative
(seperti Streptococcus, Lactobacillus, Bacillus, Escherichia coli,
Salmonella) menggunakan produk turunan hasil hidrolisis untuk
memproduksi asam organik (Kalyuzhi et al, 2000; Christy et al,
2014), sebagaimana telah dijelaskan di sub-bab sebelumnya.

3.2.3. Mikroorganisme dalam tahap asetogenesis

Pada tahap asetogenesis, bakteri asetogen memiliki peran
yang sangat penting (Christy et al, 2014). Namun, bakteri asetogen
merupakan bakteri yang tumbunya lambat, sensitive terhadap
perubahan input bahan organik (organic loadings) dan kondisi
lingkungan. Serta membutuhkan fase pertumbuhan lag yang
panjang untuk beradaptasi pada lingkungan yang baru (Xing et al.,
1997; Ma et al, 2015; Nguyen et al., 2019). Pada tahap ini juga,
bakteri asetogen obligat penghasil hydrogen (seperti
Syntrophomonas wolfeii, Syntrophobacter wolinii) mendegradasi
electron menjadi asetat, CO; dan H». Proses transisi ini sangat
penting dalam keberhasilan memproduksi biogas (Christy et al,
2014). Pada tahap ini juga, bakteri asetogen membentuk assosiasi
sintopik dengan bakteri metanogen pengkonsumsi hydrogen
karena mereka bergantung pada tekanan parsial hydrogen yang
rendah untuk proses degradasinya (Sekiguchi et al, 2001).

3.2.4. Mikroorganisme dalam tahap metanogenesis

Pada tahap metanogen, mikroorganisme yang berperan
penting adalah metanogen dari jenis Archaea (Christy et al, 2014).
Mereka menambahkan bahwa, bakteri metanogen memiliki tipe
metabolisme yang special, dimana H;, CO,, format, senyawa C1
termetilisasi atau asetat sebagai sumber energy untuk
pertumbuhan. Berdasarkan jalur produksi metana, pada jalur
asetotropik, maka kelompok metanogen asetoklastik dibagi
menjadi dua yaitu Methanosarcinaceae dan Methanosaetaceae yang
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keduanya berperan sangat besar (Smith dan Ingram-Smith, 2007).
Methanosarcinaceae menggunakan sistem asetat Kkinase
phosphotransacetylase untuk mengaktivasi asetat menjadi asetil-
koenzim A, sedangkan Methanosaetaceae mengunakan adenosin
monofosfat membentuk asetil-koenzim A sintatase. Pada jalur
hidrogenotropik, bakteri metanogen pengkonsumsi hidrogen
(seperti Methannospirillum hungatei, Methanoculles receptaculi)
tumbuh cepat (sekitar 6 jam) daripada metanogen asetatlastik
(seperti Methanosarcina thermophila) (sekitar 2,6 hari). Bakteri
metanogen pengkonsumsi hidrogen lebih tahan terhadap
perubahan lingkungan daripada metanogen asetolastik.

3.3. Jalur Metabolisme Metana dan Keterkaitan Antar
Organisme

Pada tahap hidrolisis, terdapat dua fase reaksi hidrolisis,
yaitu fase pertama yang didorong oleh enzim ekstraseluler yang
disekresi oleh bakteri anaerob obligat atau fakultatif. Pada fase ini,
terjadi pembentukan koloni bakteri dimana bakteri hidrolitik
tumbuh menutupi permukaan padatan. Bakteri pada permukaan
tersebut melepaskan enzim dan menghasilkan monomer ang
kemudian dimanfaatkan oleh bakteri hidrolitik itu sendiri dan
bakteri lainnya. Pada fase kedua, permukaan partikel tersebut akan
terdegradasi oleh bakteri pada kecepatan yang konstan (Vavilin et
al,, 1996). Mani et al. (2016), merangkum dari beberapa literature
terkiat koefisien kinetika orde pertama pada tahap hidrolisis
beberapa jenis substrat (Tabel 3.4.)

Tabel 3.4. Koefisien kinetika orde pertama pada tahap hidrolisi
beberapa jenis substrat

Substrat Knia (per hari) Suhu (¢ C)
Karbohidrat 0,5-2,0 55
Kotoran ternak 0,13 55
Protein 0,25-0,8 55
Lemak 0,1-0,7 55

Sumber: (Mani et al, 2016)
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Secara umum, substrat yang dapat dimanfaatkan oleh bakteri
metanogen ada tiga jenis yaitu (1) asam lemak rantai pendek (C1-
C6); (2) n-atau i-alkohol; (3) gas (CO, CO; dan Hy) (Zhang et al,
2014). Menurut Appels et al. [8], metana pada umumnya dapat
diproduksi melalui dua kelompok bakteri metanogen: kelompok
bakteri metanogen yang menggunakan asetat untuk produksi
metana, dan kelompok bakteri yang menggunakan H; atau CO:
untuk produksi metana. Namun, menurut Chu dan Li (2008), selain
asetat dan H; atau CO,, format, karbinol dan CO juga bisa diubah
menjadi metana dengan proses metabolisme terlihat pada Gambar
4.2. Berdasarkan gambar tersebut, dapat dilihat bahwa selama
proses pembentukan metana, ko-enzim M dan F420 memainkan
peran penting dalam format dan transformasi CO. Format dan CO
pertama-tama ditransformasikan menjadi CO; oleh F420, dan
kemudian CO; direduksi menjadi CH4 bersamaan dengan aksi ko-
enzim M. Selain itu, ko-enzim M juga memainkan peran penting
dalam transformasi asetat dan karbinol.

HS-CoM
\

\
CO 7? €O, = H()()(.‘-S(‘(aM\-‘Z) OCH-SCoM ¥-> HOCH,-SCoM

2 H0 2¢

Fao Fan Fi . H 20
(0x) (red) (red) NADS >] HS-CoM (O, C o
F,]_\ ‘0O ol BN a)
(0 < NADPHH' CH,(()O): /LZ’ CH,-SCoM

) 2
HCOOH / <’ HS-CoM

CHOH  gs.com
CH,

ox - oxidative; red - reductive; CoM coenzymch

Gambar 3.2. Jalur metabolisme dari CO, CO2, format, karbinol
dan asetat menjadi metana (Chu dan Li; 2008)
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3.4. Pemurnian Biogas

Untuk mendapatkan gas metana dengan konsentrasi tinggi maka
perlu dilakukan pemurnian biogas atau dinamakan dengan proses
biogas upgrading. Prinsip pemurnian biogas adalah
menghilangkan kandungan gas CO2, H>S atau pun gas-gas lain
yang menyebabkan impuritis pada biogas (Osorio dan Torres,
2009). Dari proses tersebut akan dihasilkan gas biometana yang
memiliki konsentrasi lebih dari 95-98% ('Y ousef et al., 2018).
Beberapa teknologi yang telah dikembangan untuk pemurnian
biogas antara lain absorpsi dengan air, absorpsi dengan bahan
kimia, perlakuan fisik, pemisahan membran, teknik cyrogenic
dan Pressure Swing Adsorption (PSA) (Li etal., 2013; Sunetal.,
2015; Yousef et al., 2018); penggunakan larutan organic dan
karbon aktif (Osorio dan Torres, 2009). Setiap teknik tersebut
memiliki kelebihan dan kelemahan. Misalnya, untuk teknik
absorpsi dengan bahan kimia memiliki efisiensi proses seberar
25% dibandingkan dengan teknik absorpsi dengan air sebesar
40%. Adapun teknik cyrogenic (terdiri dari pendinginan dan
pengkompresan) dapat menghasilkan gas metana dengan
konsentrasi 98%, sehingga berpotensi untuk diaplikasikan pada
skala komersial. Namun, hingga saat ini percobaan teknik
cyrogenic masih pada tahap penelitian skala lab dan skala pilot
(Yousef et al., 2018).

Selain secara fisik dan kimia, pemurnian biogas juga
dapat dilakukan secara biologis dengan melibatkan beberapa jenis
mikroorganisme (Osorio dan Torres, 2009). Beberapa teknik
pemurnian biogas secara biologis antara lain elektrokimia
mikrobiologis, permurnian secara kemo-autotrofik, penggunaan
mikroalga, dan biofilter. Menurut Andriani et al. (2014),
kelebihan pemurnian biogas secara biologis antara lain kebutuhan
energi yang rendah, tidak ada limbah yang dihasilkan, biaya
proses yang rendah, serta peningkatan CH4 yang tinggi. Adapun
kelemahan teknik ini antara lain kebutuhan nutrisi untuk
pertumbuhan mikroorganisme, sedikitnya kandungan O2 dan N2
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yang tersisa dalam biogas. Secara detil, penjelasan setiap teknik
dibahas pada sub bab di bawah ini.

3.4.1. Pemurnian dengan elektrokimia mikrobiologis

Penelitian oleh Fu et al (2020) menunjukkan bahwa
pemurnian biogas dengan mengunakan teknik elektrokimia
mikrobiologis telah mampu menghilangkan kandungan gas CO:
secara efisien. Hasil penelitian mendemonstrasikan adanya
peningkatan konsentrasi gas metana menjadi 98,3%. Skema proses
pemurnian dengan elektrokimia mikrobiologis dapat dilihat pada
Gambar 4.3. Penelitian lainnya oleh Zhang et al (2019) juga
menunjukkan bahwa pada teknik elektrokimia mikrobiologis, juga
disebut sebagai microbial electrolysis cells (MECs),
mikroorganisme berperan untuk mengoksidasi bahan organis
pada lapisan anoda sedangkan bagian lainnya mengubah HCO3-
/CO2 menjadi CH4 pada biokatoda. Proses tersebut juga dinamakan
sebagai proses elektromatanogenesis yang dapat terjadi secara
langsung ataupun tidak langsung. Menurut Liu et al. (2019),
beberapa mikroorganisme yang terdapat pada katoda antara lain
Methanothrix sp., Methanobacterium sp., Azonexus sp. Kelebihan
dari teknologi elektrokimia mikrobiologis antara lain prosesnya
yang lebih sustainable dan ramah lingkungan, serta dapat
meningkatkan konsentrasi metana lebih dari 94% (Liu et al, 2019;
Zhang et al, 2019), serta hemat biaya (Van Eerten-Jansen et al,
2012).

II Potentiostat 'l

Biogas
(H;S, CO,, CH,) CO,, CH,

63



Gambar 4.3. Mekanisme proses pemurnian biogas menjadi
metana dengan elektrokimia mikrobiologis (Fu et al., 2020)

3.4.2. Permurnian dengan bakteri kemo-autotrofik

Proses pemurnian dengan bakteri kemoautotrof ini didasari
pada kemampuan bakteri metanogen hidrogenotropik untuk
menggunakan CO: sebagai sumber karbon dan penerima
elektrok, serta H> sebagai pendonor electron, sebagaimana
terlihat pada formula di bawah ini (Strevett et al., 1995)

4H> + CO2 > CHs + 2H20 (AGo = -131 KJ)

Penelitian oleh Strevett et al. (1995) juga menunjukkan
bahwa dengan menggunakan bantuan bakteri metanogen kemo-
autotrof  (Methanobacterium  thermoautotrophicum),  yang
dikombinasikan dengan jalur metanogenesis dalam AD dan
penggunaan membran serat berongga. Dengan menggunakan
teknologi tersebut, kandungan CO; dan H,S dalam biogas berhasil
dihilangkan secara efektif, sehingga dapat meningkatkan kualitas
dan nilai kalori dari biogas. Hasil penelitian mereka menunjukkan
bahwa konsentrasi gas metana meningkat dari 60% menjadi 96%.
Beberapa mikroorganisme dari kelas archaea seperti
Methanobacterium sp., Methanococcus sp.,, Methanothermobacter
sp., Methanosarcina sp., Methanosaeta sp., Methanospirillum sp. dan
Methanoculleus sp. banyak ditermukan pada bioreaktor tunggal
atau digester anaerobik yang mengubah CO; menjadi CH4 dengan
menginjeksikan Hy (Luo dan Angelidaki 2013; Wang et al. 2013).
Kelemahan teknik ini, digester anaerobik tidak dirancang untuk
memakmsimalkan perpindahan fase cairan-gas, sehingga belum
dapat diaplikasikan untuk proses biokonversi CO, dalam skala
besar (Mufioz etal, 2015).

3.4.3. Permurnian dengan mikroalga

Pemurnian biogas dengan mikroalga juga dikenal dengan
istial pemurnian secara fotosintesis (Mufioz et al, 2015). Prinsip
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dasar teknik permurnian ini adalah pada kemampuan mikrolaga
untuk mengubah CO; yang ada dalam biogas menjadi biomasa
mikroalga menggunakan electron yang dilepaskan pada saat
fotolisi air (Lopez et al. 2013), sebagaimana terlihat pada formula
berikut ini.

CO2 + H20 + foton + nutrisi
= 02 +CH1.63No14 O0.43 Po.006S0.005 + €misi panas

Beberapa jenis mikroalga, khususnya Chlorella sp.,
Arthrospira sp. dan Spirulina sp. banyak digunakan untuk
penelitian pemurnian biogas pada skala laboratorium dan skala
ganda, dikarenakan tingkat tolerasi terhadap konsentrasi CO; dan
nilai pH yang tinggi (Mufioz et al, 2015). Miwaki et al. (2021)
melakukan penelitian menggunakan mikroalga Tetradesmus
obliquus untuk memurnikan biogas yang dihasilkan dari digester
anaerobik limbah cair hewan ternak. Hasil penelitian menunjukkan
adanya peningkatan konsentrasi CHs menjadi 91%, dan energi
biogas (LHVyiogas = 32.578 k] /m3) hampir mendekati energi metana
(LHVmetana = 35.800 kJ/m3). Oleh karena itu, penerapan teknologi
anaerobic digestion yang dikombinasikan dengan pemurnian
biogas mikroalga sangat berpotensi. Sistem ini dapat menghasilkan
peningkatan output biomasa sebesar 70% dan kandungan lipid
sebesar 400%. Biomasa mikroalga tersebut kemudian dapat
dimanfaatkan sebagai bahan baku untuk produksi biodiesel, green
diesel dan H;. Skema pemurnian biogas dan produksi H, dengan
pemanfaatan mikroalga dapat dilihat pada Gambar 4.5.

Zhou et al. (2015) melakukan penelitian menggunakan tiga
jenis mikroalga yaitu Chlorella vulgaris, Scenedesmus obliquus, dan
Neochloris oleoabundans, menerapkan perlakuan menggunakan
lampu LED dengan panjang gelombang tertentu (merah/ 600-700
nm dan biru/400- 500 nm). Tujuaan dari penelitian ini adalah
mengevaluasi kinerja mikroalga tersebut pada pemurnian biogas
dan penurunan bahan pencemar. Hasil penelitian menunjukkan
bahwa dengan menggunakan Kketiga jenis mikroalga tersebut,
terjadi peningkatan konsentrasi metana sebesar 75%. Dengan
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demikian, dapat diketahui bahwa penggunaan mikroalga pada
pemurnian biogas, selain dapat menurunkan bahan pencemar juga
dapat mengurangi CO; dan meningkatkan kualitas biogas.

4
4
Photosystem 1, 11
Fd

dHO O

Stiage 1 (+0) | Stage2 (Oy)

Cellular
Material
=
Fd

]

IH

Aerobic biomass production Anaerobic hydrogen
/Cyclic biogas upgrading production

Gambar 4.5. Proses biofotolisis mikroalga untuk produksi H»
tidak langsung dikombinasikan dengan
pemurnian biogas siklik

Sebagaimana disebutkan oleh Mufioz et al (2015),
penggunaan fotobioreaktor mikroalga dan unit absorpsi mampu
meningkatkan konsentrasi metana dalam biogas. Beberapa
penelitian lainnya juga menunjukkan trend yang sama dan potensi
yang besar terkait pemurnian biogas dengan mikroalga, seperti
terlihat pada Tabel 4.5.

Tabel 4.5. Beberapa studi tentang penggunaan forobioreaktor
mikroalga untuk pemurnian biogas

Konfigurasi unit Waktu  Penurunan  CHa Sumber
fotobioreaktor dan absorpsi  tinggalgas  CO2 (%) (%) pustaka
(jam)

180 L raceways (Indoor), yang 1,4 82+2 88 Serejo et
terhubung dengan 2,5 L al.
(bubble column, tinggi 1,65 m) (2015)
menggunakan resirkulasi

medium  mikroalga pada
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rasion cairan: biogas (1:10).
Biogas sintetis
(30/69.5/0.5 % COz/CHa/H:S)
disuplai  melalui diffuser

berpori

0.45 tubular fotobioreaktor - 98 50-53 Mann et
tertutup (Indoor), supplai al.
biogas ((41/57.5/0.05 % (2009)
CO2/CH4/H2S), dan

diinokulasikan dengan

Chlorella vulgaris

15 L kolam mikroalga (Indoor) - 74-95 88-97 Conde et
diinokulasikan dengan al.
Chlorella vulgaris, terdapat (1993)

unit absorpsi biolift didalam
kolam dan disupplai dengan
biogas alami (CHs 55-71 %,
CO2 44-48 %, H2S 1 %)

50 L fotobioreaktor bubble 0,06-0,3 74-85 86-91 Kaoetal
column (tinggi 3 m) (Outdoor), (2012)
diinokulasikan dengan mutant

Chlorella strain, supplai biogas

(20/69 %/0.005 %

CO2/CH4/H2S) menggunakan

siklus biogas/udara

intermiten (30/30 menit)

Sumber: Diadaptasi dari Mufioz et al. (2015)

Alternatif lainnya adalah dengan kombinasi pertumbuhan
mikroalga dan mikroorganismen lainnya (atau dikenal dengan
istilah ko-kultur). Zhou et al. (2018) melakukan penelitian terkait
penggunaan ko-kultur mikroalga berbagai jenis jamur (fungi)
untuk pemurnian biogas pada konsentrasi CO; tertentu. Pada
penelitian ini digunakan lima jenis campuran jamur-mikroalga
(vaitu P. geesteranus/C. vulgaris, G. lucidum/C. vulgaris, P.
ostreatus/C. vulgaris, G. lucidum/S. obliquus and G. lucidum/s.
Capricornutum) dan konsentrasi CO; (yaitu 35%, 45% dan 55%).
Hasil penelitian menunjukkan bahwa penggunaan G. Lucidum/C.
vulgaris pada konsentrasi CO; (55%) secara efektif mampu
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mengurangi kandungan CO; sebesar ~65%. Hal ini menunjukkan
bahwa pemurnian biogas menggunakan kombinasi mikroalga-
jamur dapat diimplementasikan bersamaan dengan digester
anaerobik  limbah cair. Penelitian oleh Xu et al (2020)
menunjukkan bahwa bakteri endofit yang diisolasi dari Chlorella
vulgaris dan kemudian di ko-kultur dengan Chlorella vulgaris
mampu menurunkan konsentrasi CO; pada biogas sebesar ~69%.
Hal tersebut menunjukkan bahwa penggunaan ko-kultur
mikroalga dan bakteri endofit dapat meningkatkan efisiensi
pengolahan limbah cair, dan kualitas biogas yang dihasilkan.

3.4.4. Permurnian dengan biofilter

Pemurnian biogas dengan biofilter hampir sama dengan
teknik dimana udara atau O2 ditambahkan ke dalam sebuah tanki
atau reactor. Prinsip biofilter ini adalah didasarkan pada
penggunaan bakteri spesifik yang mampu mengoksidasi HS.
Sebelum dimasukkan ke dalam bak filter yang berisi media filter
plastik, 4-6% udara ditambahkan ke biogas. H,S diserap dalam fase
cair, yang terdiri dari kondensat gas dan cairan dari hasil
pemisahan. Setelah absorpsi, H.S dioksidasi oleh bakteri yang
tumbuh pada lapisan. Pada suhu sekitar 35 ° C, maka H,S secara
biologis dapat diubah menjadi belerang, yang kemudian tercampur
dalam cairan effluent hasil filtrasi. Selain kandungan H-S, teknologi
ini juga dapat digunakan untuk menghilangkan bau serta ammonia
dalam biogas (Ryckebosch et al, 2011). Menurut lvone et al.
(2014), penggunaan biofilter ini dapat menghilangkan kandungan
sulfur (H.S) dalam biogas hingga 97%. Dalam alat ini, terdapat
lapisan mikroorganisme yang diimobilisasi.

Penelitian lainnya oleh Jaber et al. (2017) juga menunjukkan
bahwa penggunaan biofilter untuk pemurnian biogas memberikan
hasil yang efektif dalam menghilangkan H,S. Dalam penelitian ini,
dua jenis media filter (yaitu konkret berongga dari limbah beton
dan expanded schist) telah diuji kemampuannya dalam pemurnian
biogas dan kondisi anoksik. Hasil penelitian menunjukkan kedua
bahan media filter tersebut mampu bekerja secara efisien pada
pemurnian biogas yang mengandung H2S sekitar 900 - 1100
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ppmv. Aita et al. (2016) melakukan penelitian pemurnian biogas
dengan biofilter menggunakan inokulum Acidithiobacillus
thiooxidans yang ditumbuhkan pada lapisan media filter dari
serpihan kayu. Hasil penelitian menunjukkan bahwa teknologi
biofilter tersebut mampu menghilangkan H»S dalam biogas pada
Kisaran 75-97%.

Beberapa bakteri dari genus Thiobacillus, Paracoccus,
Thiomonas, Acidithiobacillus, Halothiobacillus atau Sulfurimonas,
baik aerobik atau fakultatif anaerobik, memiliki kinerja tinggi
untuk menghilangkan HS dalam biogas dan dapat digunakan pada
biofilter (Mufioz et al, 2015). Teknik ini didasarkan pada
kemampuan bakteri litoautotropik untuk menggunakan H,S
sebagai pendonor electron dan CO, sebagai sumber karbon,
sehingga pemurnian biogas dapat berlangsung (Montebello, 2013).

Kelebihan biofilter adalah pengoperasian yang sederhana
dan pemeliharaan yang tidak mahal (lvone et al., 2014), serta
proses transfer masa fase gas—cair yang efisien (Mufioz et al
(2015). Beberapa kelemahan teknologi biofilter ini yaitu
kurangnya kemampuan beradaptasi terhadap fluktuasi H.S dalam
biogas, tidak cocok untuk biogas yang mengandung konsentrasi
H.S tinggi, serta adanya kelebihan 0, / N, dalam biogas dapat
menghambat proses pemurnian pada tahapan selanjutnya (lvone

et al., 2014).
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4. Teknologi Mikrobial pada
Biorefinery

Irnia Nurika

Berbagai macam mikroorganisme tersedia melimpah
dialam dan memainkan peran penting dalam berbagai bidang
mulai dari pangan, farmasi, pakan ternak, pertanian, dan masih
banyak lagi. Bahkan pemanfaatan mikroorganisme telah
dilakukan sejak lama, diawal-awal peradaban manusia.
Pembuatan bir dan roti telah menjadi bukti teknologi mikrobial
telah digunakan manusia cukup lama, dan diketahui bahwa ragi
telah menjadi salah satu mikrorganisme pertama yang
dimanfaatkan dalam metode white biotechnology (Lucier P.,
2008). Selain pangan, mikroorganisme juga memiliki peranan
penting dalam industry non pangan seperti energi. Berdasarkan
International Energy Agency (2014) saat ini energi fosil seperti
batu bara, minyak bumi, dan gas alam mendominasi 80% sumber
pasokan energi dunia. Namun, mulai pada tahun 1970 an
bersamaan dengan meletusnya krisis minyak pertama
menumbuhkan kesadaran bahwa sumberdaya fosil akan habis
seiring berjalannya waktu. Hingga pada akhirnya di tahun 1987
Brundtland ~ commission  menciptakan  sebuah  konsep
pembangunan berkelanjutan, dari sini mulai banyak bermunculan
penelitian-penelitian kearah pemanfaatan biomassa sebagai
sumber energy terbarukan (Brundtland G., 1987).

Meskipun industri kimia dan energi saat ini banyak
didominasi oleh bahan baku berbasis fosil dan gas alam, namun
sektor ini kedepan akan memiliki fokus lain yaitu menggunakan
biomassa sebagai bahan baku. Ada kebutuhan yang besar untuk
menghasilkan produk baru (bahan kimia dan bahan bakar) dari
residu sisa aktivitas agroindustri untuk meningkatkan nilai
ekonomi secara keseluruhan dan keberlanjutan dari system
biorefinery terintegrasi. Menurut Kamm et al. (2006) secara
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konseptual pemrosesan biomassa menjadi bahan bakar, energy,
panas, dan bahan kimia bernilai tambah analog dengan petroleum
refineries yang ada pada saat ini. Beberapa senyawa kimia yang
dihasilkan dari biomasa telah berhasil diidentifikasi dan memiliki
nilai ekonomi seperti asam suksinat, asam laktat dan biopolimer.
Metode biorefinery dari masing-masing produk tersebut
umumnya mempunya jalur proses yang hampir sama, mencakup:
pretreatment, biokonversi (fermentasi), downstream/product
recovery, dan pengelolaan limbah.

4.1.Peran  Penting  Mikroorganisme  dalam
Biorefinery

Kehadiran mikroorganisme dialam dalam jumlah besar dan
jenis yang beragam memainkan peran penting dalam pertanian,
remediasi lingkungan, dan juga memberikan berbagai manfaat
kesehatan bagi manusia. Mikroorganisme merupakan organisme
mikroskopis serbaguna yang dapat mengurai berbagai bahan
alami dan sintetis untuk pertumbuhan mereka dan juga
menghasilkan berbagai bahan kimia bernilai tambah yang
berbeda sifat dan fungsi. Mikroorganisme telah lama digunakan
untuk memproduksi minuman anggur, bir, roti, keju, antibiotik
seperti penisilin, bahan bakar seperti bioethanol, asam amino, dan
bahan kimia lainnya seperti asam sitrat dan asam asetat. Namun
sebagian besar produk kimia yang kita gunakan dalam kehidupan
sehari-hari saat ini berbasis petroleum refinery.

Mikroorganisme dapat dikategorikan menjadi heterotrof
ataupun autotrof tergantung dengan sumber energy yang
digunakan dalam pertumbuhannya. Mikroorganisme heterotrof
bertanggung jawab dalam proses konversi bahan-bahan organik
yang berasal dari tanaman karena jenis mikroorganisme ini
menggunakan karbon dari bahan organik untuk pertumbuhannya.
Proses konversi yang banyak dikenal seperti pembuatan bir,
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anaerobic digestion, fermentasi, dan pengomposan Yyang
melibatkan berbagai mikroorganisme jenis ini. Proses
biotransformasi dalam industry yang mengkonversi substrat
organik seperti glukosa, pati, protein, lipid, dll menjadi berbagai
produk yang bermanfaat biasanya terjadi pada suhu mesofilik
(20-40°C) dan dalam rentang pH antara 3-8 (Murphy A. C.,
2011). Secara umum media kultur mengandung zat-zat organic
seperti karbon dan sumber energy lain, serta mineral yang
disterilkan (biasanya dalam autoklaf pada suhu 120°C, 0,1 MPa)
untuk memastikan tidak ada kontaminasi pada media. Sejumlah
besar produk seperti bir, anggur, cuka, asam sitrat, asam
glutamate, dan produk bahan bakar seperti etanol diproduksi
dalam proses yang terkontrol dengan menggunakan bantuan
mikroorganisme baik yang sudah diisolasi dari lingkungan
ataupun hasil rekayasa genetic (Murphy A. C., 2011).

Dalam proses biotransformasi, mikroorganisme berperan
seperti katalis kimia dalam proses transformasi secara kimiawi.
Ketika karbohidrat digunakan sebagai sumber karbon dan energi,
ada beberapa langkah metabolisme yang terjadi yang nantinya
akan mengarah pada pembentukan produk. Sebagai contoh
konversi glukosa menjadi bioethanol oleh Sacharomyces
cereviciae setidaknya terdapat 12 langkah biokimia untuk
mengubah satu molekul glukosa menjadi dua molekul etanol.
Secara teoritis tiap gram glukosa akan menghasilkan 0,511 gram
etanol, namun dalam praktek nyata di industry umumnya
dihasilkan 0,475 gram etanol per gram glukosa berarti hanya 93%
etanol yang dihasilkan dari produksi masal di industry bila
dibandingkan dengan teori. Kehilangan 3% tersebut sebagian
besar disebabkan oleh produksi produk samping (Lynd L. R.,
1996). Namun hal tersebut sudah cukup memuaskan karena
sejauh ini tidak ada proses kimia yang sebanding yang dapat
menghasilkan produk dalam berbagai langkah namun dengan
selektivitas dan efisiensi yang tinggi. Pada sub sub bab berikut
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akan dibahas mengenai teknologi biorefinery berbagai produk
yang memanfaatkan mikroorganisme.

4.1.1. Teknologi Mikrobial Biorefinery Bahan Kimia

Adanya keterbatasan sumberdaya berbasis fosil dan
meningkatnya  kekhawatiran  terhadap  keberlangsungan
lingkungan seperti perubahan iklim, telah mendorong
pengembangan teknologi baru yang tidak berbasis fosil untuk
memenuhi kebutuhan bahan kimia dimasa depan. Biokonversi
olen mikroba dari sumber bahan baku terbarukan seperti
biomassa memiliki potensi besar untuk dikembangkan dalam
memenuhi kebutuhan bahan kimia (Shanmugam K. T., 2008).
Berikut terdapat beberapa contoh bahan kimia yang berhasil
diproduksi dengan melalui teknologi mikrobial dengan
menggunakan biomassa.

a. Asam Laktat

Asam laktat merupakan salah satu bahan kimia penting
yang banyak digunakan untuk berbagai tujuan dan penggunaanya
sangat luas dalam industri makanan, farmasi, kosmetik, dan
plastik (Reddy et al.,, 2008). Meskipun asam laktat dapat
diproduksi secara kimia, kelemahan utama sintesis kimia adalah
produk yang dihasilkan dalam bentuk campuran, sedangkan
sebagian besar aplikasi dibutuhkan asam laktat murni. Sehingga
produksi asam laktat secara mikrobial lebih menguntungkan dan
disukai. Saat ini sebagian besar produksi asam laktat secara
mikrobial tergantung pada penggunaan sukrosa ataupun turunan
pati seperti glukosa. Untuk menghindari penggunaan bahan baku
yang berkompetisi dengan bahan untuk pangan maka penggunaan
biomassa akan sangat menguntungkan. Strain penghasil asam
laktat Lactobacillus brevis-S3F4 yang diisolasi dari kubis
ternyata memiliki kemampuan yang dapat memanfaatkan
berbagai jenis gula yang ada dalam hidrolisat biomassa.
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Pada penelitian Guo et al., (2010) memanfaatkan tongkol
jagung sebagai bahan baku untuk menghasilkan asam laktat.
Berdasarkan penelitian tersebut, diketahui bahwa hidrolisat
tongkol jagung yang mengandung konsentrasi gula total sebesar
56,9 g/L dapat menghasilkan konsentrasi asam laktat sebesar 39,2
g/L. Penelitian lain juga menguji coba produksi asam laktat
dengan L.brevis dengan memanfaatkan jerami padi. Strategi
proses yang diterapkan adalah dengan hidrolisis dan fermentasi
berurutan serta penggunaan glukosa, xilosa, dan arabinose secara
bersamaan diperoleh asam laktat dengan konsentrasi 30,5 g/L
setelah 24 jam (Kim J. H., et al., 2010). Molase tongkol jagung
dengan kandungan xilosa yang tinggi juga digunakan dalam
penelitian untuk memproduksi asam laktat dengan bantuan strain
Bacillus sp. XZL9. Konsentrasi asam laktat yang didapat
mencapai 74,7 g/L yang dihasilkan dari molase dengan
kandungan gula sebesar 91,4 g/L dalam fermentasi secara fed-
batch (Wang et al., 2010 ). Bakteri B.coagulans dengan metode
fermentasi SFF mampu mengkonversi 100g/L hidrolisat asam
dari serat jagung menjadi 39 g/L asam laktat pada suhu 50°C
setelah 72 jam (Bischoff et al., 2010). Masih menggunakan
B.coagulans untuk memfermentasi jerami gandum yang telah di
treatment menggunakan kapur dapat menghasilkan 711 g asam
laktat dari 2706 g jerami gandum (Maas et al., 2008).

Meskipun bakteri asam laktat memiliki kemampuan yang
baik dalam mengkonversi gula dari biomassa lignoselulosa
menjadi asam laktat, kultivasi bakteri ini membutuhkan media
dengan komposisi yang kompleks dan kontrol pH yang cermat.
Disisi  lain, meskipun S.cereviciae secara alami tidak
menghasilkan asam laktat dalam jumlah besar namun
kemampuannya yang tahan terhadap perubahan pH dan juga
persyaratan nutrisi media yang lebih sederhana menjadikannya
alternatif yang baik sebagai mikroba penghasil asam laktat.
S.cereviciae yang telah direkayasa metabolism ternyata mampu
menghasilkan asam laktat dengan konsentrasi yang tinggi dari
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fermetasi glukosa (Abbott et al., 2008). Hal ini juga memberi
peluang yang besar untuk pemanfaatan biomassa lignoselulosa.

b. Asam Suksinat

Asam suksinat (CH4HeO4) adalah suatu asam dikarboksilat
dengan bentuk ikatan rantai linier jenuh. Asam suksinat banyak
dimanfaatkan dalam berbagai bidang seperti produk perawatan
pribadi dan bahan tambahan makanan (digunakan dalam insudtri
makanan dan minuman sebagai pengatur keasaman), atau bio-
polimer seperti polibutilena suksinat (PBS), plasticizer,
poliuretan, resin, dan pelapis (67). Pada saat ini asam suksinat
diproduksi berbasis petroleum refinery berbahan dasar butane
melalui proses hidrogenasi katalitik asam maleat atau maleat
anhidrida dan membutuhkan katalis logam berat dalam pelarut
pada tekanan dan suhu yang tinggi (Lin et al., 2008).

Sementara  asam  suksinat  berbasis  biorefinery
menggunakan biomassa diproduksi dengan menggunakan ragi
pada pH rendah atau melalui fermentasi dengan menggunakan
bakteri (Sindhu et al., 2016). Kim et al. (2004) telah menyelidiki
produksi asam suksinat dari ampas tebu melalui proses hidrolisis
dan memperoleh hasil konversi asam suksinat yang cukup tinggi.
Fermentasi asam suksinat dilakukan dengan menggunakan
Escherichia coli K12 dan juga bakteri dari rumen sapi yaitu
Mannheimia succiniciproducens MBEL55E. Sumber karbon
dapat berupa glukosa, whey, maupun Corn Steep Liquor (CSL)
(Li et al., 2010; Zheng et al., 2010). Namun jika menggunakan
yeast extract dapat mengguanakn sumber karbon seperti laktosa.
Proses fermentasi dapat dilakukan secara batch ataupun kontinyu
pada suhu 37°C dan pH 7,0. Pada kultur batch secara anerobik M.
succiniciproducens dengan media whey yang ditambahkan CSL
memiliki produktifitas yang mencapai 71% sementara jika
mengguanakan yeast extract produktifitas yang dicapai sebesar
72% (Zheng et al., 2010).
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4.1.2. Teknologi Mikrobial Biorefinery Bahan Bakar

a. Bioetanol

Teknologi pembuatan bioethanol sudah dalam tahapan
komersialisasi dan dapat diproduksi dalam skala besar. Namun
kendala dari teknologi ini adalah penggunaan bahan baku yang
masih berkompetisi dengan bahan untuk pangan seperti gula tebu,
pati, dll. Sementara terdapat bahan baku yang cukup melimpah
dan belum termanfaatkan yaitu bahan baku berbasis
lignoselulosa, sehingga lignoselulosa berpotensi untuk dijadikan
bahan baku pembuatan bioethanol. Secara umum langkah-
langkah  pembuatan bioethanol dari biomassa adalah
pretreatment, sakarifikasi, fermentasi, dan destilasi untuk
mendapatkan bioethanol murni (Lin et al., 2006). Proses konversi
biomassa lignoselulosa menjadi bioetanol tentunya berbeda
dengan proses pembuatan bioethanol dari bahan pangan seperti
gula, molase, ataupun pati. Ada beberapa metode yang dapat
dilakukan untuk mengkonversi gula dari biomassa menjadi
bioethanol, diantaranya adalah Co-Fermentation (CF),
Simultaneous Saccharification and Fermentation (SSF),
Simultaneous Saccharification and Co-Fermentation (SSCF),
dan Consolidated Bioprocessing (CBP). Metode Co-
Fermentation (CF) adalah metode yang menggabungkan reaksi
fermentasi gula heksosa bersamaan dengan gula pentose.
Sementara metode yang menggabungkan antara reaksi
sakarifikasi atau hidrolisis selulosa menjadi gula sederhana
dengan reaksi fermentasi yang dilakukan secara serentak disebut
Simultaneous Saccharification and Fermentation (SSF).
Simultaneous Saccharification and Co-Fermentation (SSCF)
adalah penggabungan reaksi sakarifikasi, fermentasi heksosa dan
pentosa dan apabila ditambah dengan produksi selulase maka
disebut Consolidated Bioprocessing (CBP). Di antara keempat
proses integrasi atau gabungan reaksi tersebut, proses SSF adalah
yang paling banyak dilakukan (Cardona dan Sanchez 2007).
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Masalah utama dalam pembuatan bioethanol dari biomassa
lignoselulosa adalah proses pendegradasian lignin sehingga saat
ini banyak penelitian yang dikembangkan untuk teknologi
pretreatmen biomassa dan hidrolisis yang cocok untuk proses
fermentasi bioetanol. Hidrolisat biomassa biasanya terdiri dari
gula pentose dan heksosa serta senyawa lainnya, namun beberapa
senyawa terkadang menjadi inhibitor dalam proses fermentasi.
Menurut Fischer et al. (2008) karakteristik mikroba yang
digunakan untuk fermentasi hidrolisat biomassa yang optimal
diantaranya adalah mampu menggunakan kedua gula pentose dan
heksosa secara bersamaan, memiliki toleransi terhadap inhibiotor
selama fermentasi, tahan terhadap kontaminasi mikroba lain, dan
memiliki produktivitas yang tinggi. Namun bagaimanapun perlu
adanya identifikasi ataupun rekayasa genetika untuk
mendapatkan mikroorganisme dengan karakter tersebut.

S.cerevisiae merupakan mikroorganisme alami yang
mampu memproduksi bioethanol dari gula heksosa dalam jumlah
tinggi dan memiliki toleransi terhadap etanol. Namun
S.cerevisiae tidak mampu mengkonversi gula pentose menjadi
etanol, sehingga mengurangi kegunaanya dalam mengkonversi
gula heksosa dan pentosa dari biomassa lignoselulosa secara
bersamaan. Saat ini telah banyak penelitian terkait rekayasa
genetika S.cerevisiae untuk meningkatkan kemampuannya dalam
memetabolisme gula pentose. Dalam penelitian Sedlak et al.
(2004) rendemen etanol yang didapat mencapai 93% dari nilai
teoritis saat menggunakan strain S.cerevisiae 424A(LNH-ST)
untuk memfermentasi hidrolisat bonggol jagung. Kemudian
turunan dari S.cerevisiae 424A(LNH-ST) dikembangkan lebih
lanjut untuk fermentasi anaerob L-arabinosa yang efektif. Strain
baru yang didapat pengembangan tersebut menunjukan
produktivitas etanol dari L-arabinosa mencapai lebih dari 40%
dan produksi etanol mencapai 72,5% yang didapat dari campuran
gula glukosa, galaktosa, mannose, xilosa, dan arabinose (Bera et
al., 2010).
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Gambar 6.1. Diagram alir proses konversi bahan lignoselulosa
menjadi etanol Sumber: Cardona dan Sanchez (2007).

b. Biobutanol

Butanol juga dikenal sebagai salah satu bahan bakar yang
memiliki karakteristik cukup unggul. Namun saat ini produksi
butanol secara massal masih berbasis petroleum refinery dan
bergantung pada bahan baku sumberdaya fosil yang tidak
terbarukan, beracun, dan mudah meledak. Sama seperti etanol,
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butanol juga memiliki versi yang ramah lingkungan dan
menerapkan konsep biorefinery dalam produksinya yaitu
biobutanol. Secara historis, biobutanol dikenal sebagai aseton-
butanol-etanol (ABE) dan digunakan pada saat tidak
mencukupinya pasokan minyak. Beberapa spesies bakteri
Clostridium mampu membuat biobutanol dan pelarut lainya.
Namun secara khusus fermentasi untuk menghasilkan ABE
menggunakan bakteri Clostridium acetobutylicum dengan
perbandingan aseton, butanol, dan etanol adalah 3:6:1 (Zheng et
al., 2009). Bahan baku yang biasa digunakan untuk fermentasi
biobutanol biasanya adalah jagung, molase, dan whey dari sisa
industri keju (Qureshi et al., 2007).

Sama halnya dengan bioethanol, proses produksi biobutanol
kedepannya juga diharapkan menggunakan bahan baku
terbarukan yang tidak berkompetisi dengan bahan untuk pangan
dan beralih ke biomassa lignoselulosa. Dalam proses pembuatan
biobutanol, bahan baku berupa biomassa juga perlu dilakukan
pretreatmen dan hidrolisis sebelum difermentasi. Qureshi et al.
(2007) telah melakukan peneltian untuk memproduksi biobutanol
dari jerami gandum menggunakan bantuan C.beijerinckii P260.
Jerami padi yang telah dihidrolisis menghasilkan konsentrasi gula
total 60g/L dan difermentasi dalam sistem batch menunjukan
hasil untuk total pelarut, rendemen produk, dan produktivitas
masing-masing sebesar 25g/L, 0,42g/g, dan 0,28¢g/L. Hasil ini
tidak cukup memuaskan dimungkinkan karena adanya inhibitor
yang menghambat aktivitas C.beijerinckii. Sehingga pada
penelitian  selanjutnya  dilakukan  detoksifikasi ~ dengan
menggunakan kapur untuk menghilangkan inhibitor, dan hasil
yang didapat naik dibanding hasil penelitian sebelumnya tanpa
penghilangan inhibitor (Qureshi et al., 2010).

¢. Biogas

Anaerobic Digestion (AD) dari bahan organik adalah proses
mikrobiologis kompleks yang membutuhkan aktivitas gabungan
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antara beberapa kelompok mikroorganisme dengan perbedaan
aktivitas metabolisme untuk mengubah makromolekul organic
menjadi senyawa organic yang lebih sederhana hingga menjadi
gas metan (Angelidaki et al., 2011) . Mikroorganisme paling
umum yang banyak terlibat dalam mekanisme ini biasanya adalah
bakteri, namun jamur juga mengambil bagian dalam degradasi.
Proses pembentukan biogas terdiri dari empat tahapan utama:
hidrolisis, asidogenesis, asetogenesis, dan metanogenesis. Proses
ini dilakukan oleh aktivitas fisiologis gabungan kelompok
mikroorganisme:  bakteri  hidrolitik-asidogenik dan  bisa
kemungkinan besar jamur, bakteri asetogenik, dan kelompok
bakteri metanogen (Schnurer A., 2016).

Pada dua tahap awal, polimer (karbohidrat, protein, lemak,
dll) dikonversi menjadi monomer yang larut (gula, asam amino,
asam lemak rantai panjang, gliserol, dll), yang selanjutnya
dikonversi melalui berbagai reaksi fermentasi menjadi alcohol,
asam lemak rantai pendek, hidrogen, dan karbon dioksida. Pada
tahap selanjutnya asam-asam dan alcohol akan didegradasi
melalui reaksi oksidasi anaerob oleh asetogen untuk
menghasilkan hydrogen, karbondioksida, dan asam asetat yang
akan digunakan oleh metanogen untuk kemudian dikonversi
menjadi gas metan (CHa4) (Schnurer A., 2016). Untuk lebih
jelasnya lihat pada Gambar 6.2 skema rangkaian tahapan
pembentukan biogas.

4.2. Mikroorganisme yang Penting Dalam
Biorefinery

Mikroorganisme  pada  proses  sintesis  dapat
dikelompokkan Dberdasarkan sifat sumber energi dalam
pertubuhannya yang dibedakan atas heterotrof dan autototrof.
Selain itu, kemampuan dalam mentransformasikan substansi
organik diketahui melalui bermacam-macam proses agar menjadi
suatu produk akhir yaitu aerobic digestion, fermentasi,
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komposting dengan ratarata terjadi pada jenis suhu mesofilik (20-
40°C) dan pH terbatas (pH 3-8) (Hu et al,2013) tergantung pada
proses dan jenis mikroorganisme.

Polimer

1

\ 4

Monomer Larut

1

\ 4
Asam lemak,
alcohol, suksinat,
laktat

I~

Hidrogen (H.) / 2 Asam asetat
<—

—_—
3 3

COgz, CH4

Gambar 6.2. Tahapan Produksi Biogas (Metan) (1. Hidrolisis
dan asidogenesis; 2. Acetogenesis; 3. Metanogenesis) Sumber:
Schink B., 1997

Pada  pembentukan produk-produk  biorefinery
dibutuhkan beberapa peran mikroorganisme yang penting
sehingga diperoleh hasil yang diinginkan sesuai dengan kualitas
produk nonrenewable atau bahkan lebih baik. Adapun
mikroorganisme yang digunakan tergantung pada produk apa
yang akan dihasilkan karena menyesuaikan dengan pathway atau
jalur metabolisme pembentukan produk dari biomassa atau
substrat yang menjadi input ke dalam mikroorganisme itu sendiri.
Salah satu aplikasi pentingnya peran mikroorganisme untuk
produk biorefinery yaitu pada pembentukan bioenergi, di mana
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setiap produk bioenergi yang dihasilkan seperti biodiesel,
bioetanol dan biogas akan membutuhkan mikroorganisme yang
berbeda. Beberapa jenis mikroorganisme pada pembentukan
bioenergi yang diklasifikasikan berdasarkan pembentukan
produk dapat ditampilkan di dalam Tabel 1 berikut ini.

Tabel 1. Mikroorganisme dalam Produksi Bioenergi

Mikroorganisme Biofuel/Bioenergi Yield Biofuel
Clostridium
acetobutylicum Butanol 3
Clostridium thermocellum  Isobutanol 5,4
Escherichia coli Butanol 30
Escherichia coli Ethanol 25
Saccharomyces cerevisiae  Fatty Acids 0,38
Isoprenoid based-
Saccharomyces cerevisiae  biofuel 40
Pseudomonas putida Butanol 0,05
Cryptococcus vishniaccii Lipid 7,8
Zymomonas mobilis 2,3-butanediol 10
Zymomonas mobilis Etanol -
Caldicellulosiruptor bescii ~ Etanol 0,7
Trichoderma reesei Etanol 10
Yarrowia lipolytica Fatty Acids 55
Synechococcus sp. Limonene 0,04
Synechococcus elongates 1,3-propanediol 0,28

Sumber : Kumar et al, 2017

6.2.1 Mikroorganisme pada sintesis bahan baku gliserol
Gliserol merupakan salah satu bahan baku yang
dimanfaatkan dalam dunia biorefinery, di mana gliserol dapat
terbuat dari reaksi transesterifikasi lemak dan minyak tanaman
(trigliserida) dalam pembentukan biodiesel. Limbah gliserol yang
belum termanfaatkan selanjutnya dapat digunakan lebih lanjut
dalam menghasilkan produk-produk bernilai tambah dengan
bantuan beberapa mikroorganisme. Menurut Almeida et al

(2012), yeasts dan filament jamur pada kondisi aerobik dapat
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dimanfaatkan untuk produksi asam-asam organik dan polyols,
serta penggunaan bakteri kelas Enterobacteriaceae dan
Clostridiaceae pada kondisi anaerobik  seperti Klebsiella,
Enterobacter, dan Clostridium. Beberapa mikroorganisme
tersebut juga berperan dalam pembentukan 1,3-propanodiol, 2,3-
butanediol, butanol dan senyawa kimia lainnya seperti yang
ditampilkan di dalam Gambar 6.3. Selanjutnya terdapat bakteri
Escherichia coli yang sering dimanfaatkan di dalam dunia
industri, di mana ketika dilakukan rekayasa genetika pada jalur
metabolismenya terutama kondisi mikroaerobik.

(MICROAEROBIC)
E. COLI AND OTHER
BACTERIA

Lacticacid Glyceric acid

PHB Dihydroacetone

1,3-
Propanediol Succinic acid
Ethanol Oxalic acid
Citric acid
2,3-Butanediol Mannitol
Erythritol
Butanol Arabltol
\ \ YEASTSAND
~ ENTEROBACTERIACEAE FILAMENTOUS FUNGI

~ (ANAEROBIC) (AEROBIC)

Figure 2 Examples of chemicals produced by microbial
fermentation of crude glycerol. Circles/positions indicate the
aerobiose conditions in which these chemicals can be produced by

microbial fermentation and the main microbial producing groups.
A /

Gambar 6.3. Macam-macam mikroorganisme dan produk yang
terbentuk
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Jenis bakteri seperti Klebsiella spp. dan Clostridium spp.
merupakan pelaku utama dalam pembentukan 1,3-propanediol, di
mana produk tersebut terbentuk melalui jalur oksidasi dengan
proses  dehidorgenasi  oleh  NAD-dependent  gliserol
dehidrogenase (GLY-Dhd) menjadi dihydroxyacetone (DHA)
yang selanjutnya memasuki tahap  fosforilasi  oleh
phosphoenolpyruvate (PEP) dan ATP-dependent DHA Kkinase
(DHA-Kin). Kemudian pada sisi berlawanan pada jalur reaksi
reduksi, gliserol terdehidrasi oleh koenzim B12-dependent
gliserol dehidratase (GLY-Dht) menjadi 3-
hydroxypropionaldehyde (3HPA) dan terkonversi menjadi
produk utama yaitu 1,3-propanediol oleh NADPH-dependent 1,3-
PDO dehydrogenase (1,3-PDO-Dhd). Selama jalur metabolisme
tersebut, terjadi pembentukan tiga macam jenis produk yaitu
DHA, etanol, formate, asam gliserat,dan produk utama yaitu 1,3-
propanediol. Selanjutnya terdapat jenis yeast metilotropik
Hansenula polymorpha yang merupakan hasil rekombinan untuk
mengkespresikan kode gen pdc dan adhB dan mengkode piruvat
dekarboksilase dan aldehid dehydrogenase Il dari bakteri
Zymomonas mobilis yang dapat menghambat peningkatan 3,3
fold dalam fermentasi gliserol untuk pembentukan etanol.
Meskipun demikian, berdasarkan hasil yang dijelaskan oleh
Alemida et al (2012), yield yang diperoleh masih cukup rendah.
Berbeda dengan pemanfaatan bakteri Escherichia coli hasil
rekombinan dengan melakukan mutasi sisi fumarat reduktase
terinaktivasi (DfrdA) dan fosfat asetiltransferase (Dpta) sehingga
dapat menghambat terbentuknya produk samping yang
berlebihan serta meningkatkan produk utama etanol. Bakteri
E.coli rekombinan melakukan proses fermentasi pada kondisi
anaerobic dengan pH yang lebih dominan pada kondisi acidic
(pH6) serta ketersediaan CO: yang ddapat dikonversikan ke
bentuk bikarbonat. Beberapa rekombinan bakteri maupun
mikroorganisme lainnya yang diaplikasikan ke dalam konsep
biorefinery diharapkan bertujuan untuk memenuhi prinsip dari
biorefinery itu sendiri. Adapun berdasarkan pemanfaatan

rekombinan E.coli tersebut terjadi beberapa konversi produk
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seperti hidrogen dan formate serta dapat menghasilkan yield
etanol hingga 85%, di mana hal ini membuktikan bahwa bakteri
E.coli merupakan salah satu mikroorganisme menjanjikan yang
dapat diterapkan di skala biorefinery industri, terutama biofuel.

6.2.2 Mikroorganisme pada sintesis bahan baku Municipal
Solid Waste (MSW)

Lahan pembuangan akhir mengandung municipal solid
waste (MSW) yang berasal dari tumbukan campuran sampah,
terutama di lahan perkotaan merupakan salah satu sumber bahan
baku menjanjikan yang dapat dimanfaatkan dalam perkembangan
produksi produk biorefinery. Hal ini seperti yang dijelaskan oleh
Dornau et al (2020) di mana hampir 50% MSW mengandung
material lignoselulosa dengan fraksi polisakarida diperoleh 38%
selulosa dan 4% hemiselulosa yang kemudian dapat
dimanfaatkan lebih lanjut dalam pembentukan biofuel serta
senyawa kimia lainnya.Beberapa mikroorganisme seperti
Escherichia coli, Clostridium saccharoperbutylacetonicum,
Geobacillus  thermoglucosidasius, Pseudomonas  putida,
Rhodococcus opacus, Saccharomyces cerevisiae,
Schizosaccharomyces pombe dan Zymomonas mobilis
ditumbuhkan pada hidrolisat biomassa yang diperoleh dari lahan
MSW. Berdasarkan pengamatan seluruh strain pada material
lignoselulosa tersebut diketahui bahwa pengaruh penambahan
nutrisi tambahan yang mengandung nitrogen dan fosfor
merupakan bagian penting untuk pertumbuhan mikroorganisme
bakteri dalam pertumbuhan untuk proses biosintesis, seperti
tambahan suplemen sumber sulfat (K2SOs, ammonium (NH4CI)
dan fosfat (KoHPO4). Seleksi pertumbuhan jenis-jenis bakteri
tersebut diperoleh bahwa tiga bakter yang merupakan
Saccharomyces  cerevisiae, Zymomonas mobilis, dan
Rhodococcus opacus memberikan  yield terbaik pada
pembentukan etanol dari media MSW dengan material berbasis
lignoselulosa dengan selang waktu pertumbuhan dan pencapaian
yield maksimal yaitu pada 24 jam. Bakteri saccharomyces
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cerevisiae dan Zymomonas mobilis mampu memproduksi 87 kg
dan 90 kg etanol dari 1 ton material lignoselulosa dari MSW.
Beberapa treatment yang perlu diperhatikan  untuk
memakasimalkan yield pada pengaplikasian bakteri di material
lignoselulosa dari MSW tersebut yaitu kondisi aerasi dan pH yang
tepat dengan bertujuan untuk menunda fase lag serta
meningkatkan fase pertumbuhan dari bakteri. Jenis bakteri
Rhodococcus opacus memberikan hasil maksimal terbaik pada
pembentukan etanol dan senyawa kimia lainnya. Selain itu,
diketahui bahwa Rhodococcus opacus adalah jenis bakteri yang
memproduksi produk intraseluler yaitu triasilgliserol (TAG) yang
merupakan precursor pada pembentukan biodiesel serta beberapa
senyawa kimia bernilai tambah lainnya, pembentuk polimer dan
surfaktan.

6.2.3 Mikroorganisme pada sintesis bahan baku Biomassa
(qula, waste, lignoselulosa)

Beberapa kegiatan pertanian terutama pemanenan
meninggalkan residu yang kurang dimanfaatkan lebih lanjut
seperti gabah padi, bagas tebu dan serbuk kayu yang masih dapat
digunakan lebih lanjut dalam sintesis produk oleh
mikroorganisme menjadi lebih bernilai ekonomis. Beberapa
bakteri seperti Saccharomyces cervisiae, Escherichia coli,
Zymomonas mobilis, Clostridium sp., Rhodosporidium
toruloides, Lipomyces starkeyi, Lactobacillus sp.,Actinobacillus
sp., dibuktikan mampu menkonversikan gula bentuk hidrolisat
menjadi produk seperti etanol, butanol, alcohol, hidrokarbon,
succinate, butirat, asam-asam akrboksilat, dan bioproduk lainnya.
Salah satu jenis produk yaitu bioetanol yang sudah banyak
dikembangkan dapat dicapai melalui mekanisme tahap
Simultaneous saccharification and Fermentation (SSF) yaitu
mengkombinasikan tahap hidrolisis enzimatis dengan fermentasi
olen mikroorganisme pada satu wadah. Beberapa jenis bakteri
seperti Neurospora, Monilia, Paecilomyces dan Fusarium dapat
melakukan proses konversi selulosa menjadi bermacam-macam

bioproduk melalui tahap fermentasi (Hu et al, 2013). Seperti yang
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telah dijelaskan sebelumnya, salah satu bakteri yaitu
Saccharomyces cerevisiae merupakan jenis mikroorganisme
menjanjikan yang dapat diaplikasikan pada dunia industri
biorefinery. Faktor sifat toleransi terhadap etanol juga
mendukung kemampuan bakteri S.cerevisiae sehingga mampu
memproduksi etanol dari gula hexosa dengan yield tinggi, namun
terbatas ketika diaplikasikan pada gula jenis pentose. Jenis bakteri
lainnya seperti bakteri termofilik, yeast dan fungi memiliki
kemampuan untuk mengkonversikan gula pentose serta
produktivitas tinggi, salah satu contoh yaitu yeast Pichia stipitis.
Mikroorganisme P.stipitis tersebut merupakan satu dari beberapa
yeast yang juga dapat mengkonversikan xylose melalui proses
fermentasi menjadi produk bioetanol dengan pencapaian yield
maksimal yaitu 87% (Hu et al, 2013). Selain itu, terdapat
beberapa bakteri yang dapat dimanfaatkan dalam pembentukan
asam laktat dan succinic acid dari beberapa biomassa seperti yang
ditampilkan dalam Tabel 6.2 berikut ini.

Tabel 6.2. Mikroorganisme dalam peran produksi bahan-bahan
kimia dari biomassa

Commodity Raw Product Yield
Chemicals Strains Materials ~ Titer (g L™") (zg™" Sugar) Ref.
Lacticacid  Lactobacillus Corncob 39.2 0.69 [55]
brevis S3F4
L. brevis ATCC 14869 Rice straw 30.5 0.92 [56]
Bacillus sp. strain Corncob 4.7 0.50 [57]
XZLY molasses
Suceinic acid  Actinobaciflus Cotton stalk 15.8 1.23 [58]
succinogenes BE-1
A. succinogenes NI113  Com fiber 354 0.73 [59]
A. succinogenes Corn stover 474 0.72 [60]
CGMCCI1593

Sumber: Hu et al, 2013

6.3 Produk-Produk Biorefinery
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Produk biorefinery menurut definisi beberapa literatur
seperti dalam Plaza et al (2016) menjelaskan bahwa hal tersebut
menunjukkan adanya produksi beberapa macam produk disebut
sebagai “bio-based products” yang merujuk kepada tiga kategori
produk yaitu biofuel (biodiesel dan bioetanol), bioenergy (heat
and power) serta bahan-bahan kimia serta material seperti
succinic acid dan polylactic acid. Pembentukan produk dibuat
dari input substrat di mana pada biorefinery diperoleh dari
biomassa hasil pertanian serta sisa-sisa makanan yang masih
dapat dikonversikan menjadi komoditas energi, material dan
produk kimia yang bernilai tambah. Biomassa yang dihasilkan
per tahun dapat mencapai 140 miliar metric ton, sehingga dapat
menjadi komoditas utama untuk dimanfaatkan lebih lanjut
sebagai bahan baku pada platform biorefinery, serta pada tahun
2025 dinyatakan bahwa 30% bahan baku dalam industri kimia
memanfaatkan biomassa sebagai bahan baku utama (Hu et
al,2013). Terdapat beberapa bahan baku lain yang digunakan
dalam biorefinery atau disebut sebagai “bio-based renewable raw
material” (Dishisha, 2013) mencakup gula, glukosa, molase dan
pati (macam-macam bahan baku mengandung gula dan sektor
pati-patian), gliserol (minyak dan lemak), selulosa, selulosa
derivatif, hemiselulosa dan lignin (mencakup hardwood dan
softwood). Bahan-bahan baku tersebut biasanya dimanfaatkan
dalam produksi biofuel, sedangkan beberapa bahan baku lainnya
yang digunakan untuk produksi produk kimia serta material
seperti bioplastik memanfaatkan konversi biomassa menjadi CO
dan hidrogen melalui proses gasifikasi (synthesis gas), bio-oil
melalui proses likuifaksi pada tekanan tinggi, atau konversi
biomassa menjadi bentuk liquid melalui proses termokimia.
Spesifikasi  produk biorefinery yang dipercaya untuk
menggantikan produk nonrenewable yaitu memiliki kualitas yang
lebih baik, nilai bahan baku murah, dan tingkat volume produksi
yang tinggi (yield) (Jansen et al, 2013). Meskipun demikian,
dalam mengembangkan produk biorefinery pada skala industri
dibutuhkan biaya produksi yang lebih tinggi terutama untuk
memperoleh kondisi fermentasi yang optimum dan tahap
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maintainance lainnya. Pembentukan produk dalam konsep
biorefinery dapat diilustrasikan seperti cahaya tunggal yang
mengalami pembiasan menjadi beberapa warna, di mana input
cahaya tunggal merupakan biomassa atau substrat lainnya yang
dimasukkan ke dalam proses, sedangkan hasil pembiasan cahaya
merupakan produk biorefinery yang terbentuk. Adapun ilustrasi
tersebut dapat ditampilkan dalam Gambar 6.4 berikut ini.

HEAT
POWER
FUELS
CHEMICALS

BIOMASS

FOOD
FEED
MATERIALS

Gambar 6.4. Konsep pembentukan produk biorefinery
(Sumber : Jong et al, 2015)

Bahan baku merupakan hal yang paling penting dan
utama dalam pembentukan produk-produk biorefinery, di mana
jenis dan kandungannya akan mempengaruhi mikroorganisme
dan treatment yang perlu diterapkan sehinngga mampu
memenuhi yield yang diinginkan dan sesuai. Alzate et al (2020)
menjelaskan bahwa terdapat “sistem hierarki” yang merujuk pada
tahap dalam suatu konsep biorefinery (building block), di mana
bahan baku menempati posisi teratas yang dipengaruhi oleh
kandungan dan komponennya sehingga akan membentuk produk
spesifik yang diinginkan pada hierarki terbawah. Pada Gambar
6.5 berikut ini mengilustrasikan hierarki dalam konsep
biorefinery berdasarkan bahan baku biomassa berbasis
lignoselulosa.
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Gambar 6.5. Platform pembentukan produk dari macam-
macam biomassa (Sumber : Alzate et al, 2020)

Produk biorefinery dapat dikategorikan menjadi beberapa
tipe menurut terbentuknya yaitu energi, material, dan produk-
produk Kkimia. Beberapa bakteri seperti Escherichia coli,
Corynebacterium glutamicum dan Saccharomyces cerevisiae
merupakan jenis mikroorganisme bakterial yang menjanjikan
untuk dimanfaatkan di dalam dunia biorefinery skala industri
menurut Buschke et al (2012) dengan melakukan rekayasa
genetika pada jalur metabolisme sehingga mampu menghasilkan
biofuel seperti etanol, iso-propanol, 1-butanol dan iso-bbutanol.
Selain energi, bakteri-bakteri tersebut juga dapat dimanfaatkan
sekaligus untuk meghasilkan bahan kimia seperti asam susinik,
asam laktat, 1,2-propanediol, 3-hydroxypropionic acid, asam
levulinic, dan asam fumarat. Kemudian terdapat pembentukan
polimer (cadaverine, putrecine, lactic acid, itaconic acid, 2,5-
furandicarboxylic acid), bahan tambahan seperti lisini dan
threonine, serta bahan nutrisi yang diaplikasikan dalam farmasi
seperti artemisinine, resveratrol, falvonoids, glutamate, dan
xylitol. Dishisha (2013) menyatakan bahwa diharapkan produk-
produk biorefinery dapat menjadi analog dalam memenuhi
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kebutuhan energi, fuel, bahan-bahan kimia dan material melalui
pemanfaatan residu kegiatan pertanian, kehutanan maupun
industri sehingga tidak akan mengganggu ketersediaan pangan.
Adapun aliran pemanfaatan bahan baku “renewable” yang
sebagian besar merupakan biomassa menjadi produk-produk
bernilai ekonomi tinggi dapat digambarkan dalam platform pada
Gambar 6.6 berikut ini.

[ Renewable Raw Materials ]

y
[ Biomass Fraction ]

I Lipid Fraction l I Carbohydrate Feedstocks I I Protein Fraction

[ Fermentation

v

Chemical
Conversion

Gambar 6.6. Platform biomassa sebagai bahan baku produk
biorefinery (Sumber: Disnisha, 2013)
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Secara garis besar, tahap biorefinery menghasilkan dua
jenis produk yaitu berbasis energi dan non-energi, di mana
menurut Cherubini et al (2009) dapat diklasifikasikan ke dalam
dua kelas utama yaitu sebegai berikut ini.

1. Energi, merupakan kegiatan biorefinery yang diperoleh
dari biomassa untuk menghasilkan secondary energy
untuk transportasi, energi dan panas; sebagai produk
added-value biobased, serta meningkatkan performansi
pemanfaatan rantai suplai biomass secara penuh.

2. Material, yaitu sistem atau kegiatan biorefinery yang
memenuhi produk biomaterial, senyawa atau bahan-
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bahan kimia, makanan, pakan ternak dan produk non
energi lainnya.

Selain beberapa jenis produk yang telah disebutkan di
atas, terdapat biohidrogen yang mulai banyak dikembangkan
sebagai bagian dari energi sekaligus produk material untuk
kebutuhan kimia dalam bentuk H>. Kemudian, terdapat contoh
lain produk-produk biorefinery untuk energi yaitu biometana,
serta beberapa produk material yang dikategorikan ke dalam
subgroup seperti berikut ini.

1. Fertilizer
2. Biohidrogen
3. Gliserin, terbentuk dari reaksi transesterifikasi triglserida
4. Bahan-bahan kimia seperti aromatic, asam amino, xylitol,
polyol, succinic, laktat, levulinic, itaconic acid, fenol,
furan dicarboxylic acid, furfural
5. Polimer dan resin, yang terbentuk dari tahap konversi
biokimia intermediet monomer (PHA, resin, PLA)
6. Makanan
Pakan ternak
8. Biomaterial, seperti produk serat, polisakarida, pulp,
kertas, panel.

~

6.3.1 Platform Chemical

Beberapa tahap biorefinery tidak selalu menuju pada
pembentukan produk jadi atau fine product, namun juga terdapat
bermacam-macam bahan derivatif yang tergolong ke dalam
platform chemical yaitu meliputi etanol, asam laktat dan succinic
acid. Bahan-bahan tersebut merupakan intermediet dan dapat
digunakan lebih lanjut sebagai bahan sintesis menuju ke produk
yang diinginkan berikutnya. Salah satu contoh, etanol dibutuhkan
dalam proses sintesis vanillin, precursor dalam pembuatan etilen,
produksi etil ester (ethyl acrylate untuk polimer) dan etil asetat
sebagai solven dalam penggunaan industri.

Selain itu, terdapat asam laktat yang merupakan bagian

dari produk platform chemical diperoleh dari proses fermentasi
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glukosa dan dapat digunakan lebih lanjut untuk produksi PLA
(polylactic acid) merupakan pengganti polimer polyethylene
terephthalate (PET) atau berfungsi sebagai botol plastic. Selain
itu, pemanfaatan asam laktat secara lebih lanjut dapat
diaplikasikan pada pembuatan tekstil dan bahan foam.
Selanjutnya, terdapat succinic acid yang merupakan produk
intermediet biorefinery dan dapat dimanfaatkan lebih lanjut
menjadi 1,4 butanediol yang merupakan bagian dari produksi
polyester, polieter serta polyurethanes pada PVC, tetrahidrofuran,
serta digunakan pada agrokimia dan farmasi.

6.3.2 Added-Value Chemicals

Seperti yang telah dijelaskan sebelumnya bahwa pada
tahap biorefinery terdapat pembentukan bahan intermediet yang
juga dapat diproduksi menjadi bahan kimia lebih lanjut, namun
juga dapat terbentuk melalui hasil jalur metabolism
mikroorganisme pada biosintesis. Contohnya yaitu Betulin yang
merupakan produk intermediet yang ditransformasikan menjadi
produk akhir asam betulinik yang digunakan sebagai anti-
retrovial, anti malaria, anti-inflamatori serta berperan sebagai
agen anti kanker (Janssen,2013). Selanjutnya terdapat astaxanthin
yang diproduksi dari mikroalga digunakan sebagai antiokasidan
serta pencegah kanker. Contoh lain produk hasil biorefinery yaitu
xylitol yang banyak diproduksi saat ini digunakan sebagai
pemanis serta penyegar mulut, pasta gigi dan permen Karet.
Xylitol diproduksi melalui proses hidrogenasi gula xilosa yang
merupakan dekompisisi xylan (komponen hemiselulosa) yang
diperolen dari pemanfaatan bahan baku mengandung
lignoselulosa.

6.3.3 Material
Penggunaan plastik di dunia selalu menjadi bahan sorotan
setiap tahun dalam topik permasalahan lingkungan. Oleh karena
itu, melalui konsep biorefinery menjadi solus terbaik dalam
menawarkan penggunaan bahan renewable tanpa merusak
lingkungan, yaitu melalui produk bioplastik. Salah satu produk
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bioplastik yaitu PLA (polyactic acid) yang dibuat dari
pemanfaatan bahan baku gula menjadi produk intermediet lactic
acid atau asam laktat dan pemanfaatan bahan pati menjadi plastic
berbasis pati. Selain PLA, beberapa jenis bioplastik seperti PHA
(polyhydroxy alkanoates) yang dirpoduksi melalui proses
fermentasi oleh mikroorganisme melalui pemanfaatan sumber
karbon seperti karbohidrat, alkohol, alkana dan asam-asam
organik yang dibutuhkan oleh mikroorganisme. Selanjutnya
terdapat produk cellulose ester yang dapat diaplikasikan dalam
pengemasan films, filter rokok serta serat tekstil dan aplikasi non-
plastik lainnya. Pemanfaatan bahan material lainnya dari konsep
biorefinery yaitu pada produksi kertas yang saat ini mulai banyak
ditemukan, produk benang wol, kapas dan sutra yang
memanfaatkan bahan baku lignoselulosa terutama hardwood dan
softwood.

6.3.4 Bioenergi
Kebutuhan energi telah menjadi primer dalam hidup
manusia sehingga melalui biorefinery diharapkan dapat
memproduksi bioenergi dengan volume tinggi namun harga
terjangkau sehingga dapat memenuhi permintaan konsumsi
dunia. Beberapa jenis produk biorefinery yaitu bioetanol
berbahan baku lignoselulosa dan beberapa berasal dari molase
hasil pengolahan tebu. Kemudian terdapat biodiesel yang dapat
diproduksi melalui proses transesterifikasi minyak tanaman
menjadi bentuk metil atau etil ester. Kemudian terdapat
hidrokarbon yang diperolen dari konversi bahan baku
mengandung gula melalui proses Kkatalitik kimia. Pengganti
gasoline menggunakan butanol yang terbentuk dari fermentasi
produk intermediet (aseton, butanol, etanol). Selanjutnya terdapat
produk lainnya seeprti Fischer-Tropsch diesel (FT-diesel),
methanol, dimetil eter (DME) dan hidrogen yang dapat dibentuk
melalui proses gasifikasi biomassa, serta proses pirolisis untuk
menghasilkan bio-oil. Selain pemanfaatan biomassa, bioenergy
juga dapat terbentuk melalui pemanfaatan alam seperti angin dan
air untuk dijadikan kincir pembangkit listrik, serta sinar matahari
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sebagai cadangan yang disimpan di dalam panel surya untuk
dikonversikan menjadi listrik.

6.4 Macam-macam Proses pada Biorefinery

Terdapat beberapa proses dan teknologi yang
diaplikasikan dalam suatu kegiatan biorefinery dalam menunjang
pembentukan produk yang diinginkan, dimulai dari proses
tradisional hingga penerapan teknologi novel seperti yang dibahas
berikut ini.

6.4.1 Two Key Conversion Process

Pada tahap ini, bahan baku biomassa dan input substansi
lainnya yang meliputi gula dan pati melalui proses antara
termokimia dan biokimia yaitu gasifikasi dan fermentasi., di
mana gula dan pati menjadi bagian dominan yang sering melalui
tahap fermentasi karena gula (selulosa dan hemiselulosa) sebagai
bahan utama, sedangkan bagian lignin dilewatkan ke dalam tahap
gasifikasi. Adapun hasil produk yang terbentuk melalui tahap
fermentasi yaitu etanol, serta produk hasil substansi lainnya yang
melalui gasifikasi membentuk hidrogen, methanol, metana dan
dimetil eter (DME).
6.4.2 Gasification Pathway

Pada proses gasifikasi melibatkan beberapa material
sebagai agen dalam proses yaitu seperti ketersediaan oksigen, uap
dan udara. Menurut Breault (2010), gasifikasi merupakan suatu
teknologi yang mengkonversikan material mengandung bahan
karbon menjadi bentuk gas sintesis. Adapun tahap konversi yaitu
dimulai dengan adanya reaksi karbon dengan air pada suatu
sistem uap serta adanya oksigen pada tekanan tinggi (lebih dari
30 Bar) serta temperature mencapai 1500 K sehingga terbentuk
suatu campuran gas sintesis, karbonmonoksida, hidrogen dan
beberapa produk samping lainnya. Terdapat beberapa macam
klasfikasi tipe gasifier yaitu In Fixed Bed (IFB) di mana agen
pada gasifier dilewatkan pada sebuah fixed bed biomassa dengan

kecepatan rendah. Selanjutnya terdapat In Fluidized Bed (FB)
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dengan kecepatan agen pada gasifier yang dilewatkan pada
biomassa cukup tinggi, serta In Entrained di mana jenis gasifier
ini sering diaplikasikan untuk skala komersil, yaitu partikel kecil
setiap biomassa dimasukkan dan dilewatkan pada agen di dalam
gasifier.

6.4.3 Fermentation Pathway

Beberapa bahan atau material gula yang mengandung
polimer, selulosa dan hemiselulosa sering diproses menggunakan
cara fermentasi, di mana bagian komponen lignin perlu
dihilangkan (sorting) melalui pretreatment karena tidak dapat
dilewatkan pada tahap fermentasi bahkan dapat menghambat
proses. Pada fermentasi selalu melibatkan peran mikroorganisme
yang memiliki katalis untuk mengkonversikan gula menjadi
produk lebih spesifik. Berdasarkan perspektif biorefinery,
diharapkan bahwa adanya tahap fermentasi melalui penggunaan
mikroorganisme dapat menghasilkan beberapa produk kimia dan
produk bawaan seperti energi. Contoh produk hasil fermentasi
telah banyak dikembangkan dan dikomersilkan seperti etanol,
laktat, asam amino dan asam sitrat.

4.4. Keterbatasan Teknologi Mikrobial

Menurut Dishisa (2013) Produksi bahan kimia secara mikrobial
memberikan sejumlah tantangan yang harus diperhatikan yaitu:

a. Toksisitas yang dimediasi oleh produk utama sehingga akan
menghambat pertumbuhan mikroba dan dapat mengurangi
produktivitas,

b. Pembentukan produk samping yang bersifat inhibitor yang
dapat mengurangi hasil rendemen produk yang diinginkan
serta dapat meningkatkan biaya pemurnian,

c. Biaya untuk pemenuhan nutrient dan energy untuk proses
fermentasi yang cukup tinggi,
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d. Biaya untuk downstream process merupakan biaya yang
paling tinggi diantara semua tahapan proses produksi
sehingga diperlukan pemurnian yang efisien dan ekonomis.

4.5 Pengembangan Teknologi Bioproses

4.5.1 Rekayasa Metabolisme

Dalam banyak kasus mikroorganisme wild-type tidak
mampu menghasilkan produk yang diinginkan dengan efisiensi
tinggi sehingga diperlukan adanya sebuah rekayasa untuk dapat
meningkatkan  aktivitas dan produktivitasnya termasuk
diantaranya adalah dengan melakukuan rekayasa metabolism dan
biologi sintetis (Lee et al., 2012). Rekayasa metabolism adalah
tentang “merancang, merekayasa, dan mengoptimalkan jalur
metabolismenya”(Stephanopaulus, 2012). Dengan meningkatnya
ketersediaan urutan genom mikroba juga mendorong adanya
pengembangan dalam rekayasa metabolisme (Cameron et al.,
1997). Menurut Stephanopaulus (2012) biologi sintetis, rekayasa
protein, dan rekayasa jalur merupakan komponen yang
membenuk keseluruhan skema rekayasa metabolism (Gambar
6.7). melalui komponen-komponen tersebut, peningkatan
produktivitas, pengenalan jalur biokimia baru dapat dicapai
(Stephanopaulus, 2012).

4.5.2 Rekayasa Bioproses

Sistem fermentasi batch, fed-batch, dan kontinyu secara
umum telah menjadi sistem yang umum digunakan dalam
bioproses. Produktivitas terbatas dan rendemen produk yang
dihasilkan sedikit telah menjadi masalah utama dalam bioproses
yang dikaitkan dengan faktor-faktor seperti substrat yang
digunakan maupun penghambatan pertumbuhan mikroba oleh
adanya aktivitas produk samping atau yang lebih dikenal
inhibitor. Pelepasan biomassa selama produksi dengan
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mempertahankan kepadatan sel yang tinggi dalam bioreaktor
telah terbukti mengurangi masalah ini dengan menggunakan cara
imobilisasi sel ataupun daur ulang sel (Dishiha et al., 2012).
Sementara itu pengeluaran produk secara in situ selama proses
dapat mengurangi penghambatan oleh produk inhibitor (Sardari
etal., 2013).
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Gambar 6.7. Skema Keseluruhan dari Konsep Rekayasa
Metabolisme dan Komponennya (Biologi Sintetis,
Protein, Metabolisme)
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5. Teknologi Mikrobial pada
bioremediasi deterjen

Nur Hidayat
Umumnya istilah deterjen digunakan untuk bahan — bahan
dan/atau produk — produk yang memiliki fungsi — fungsi:

1. Membantu pemisahan bahan — bahan dari permukaan
seperti tanah dari serat, makanan dari piring atau kotoran
dari pakaian.

2. Bahan — bahan pendispersi dan penstabil seperti suspense
tetesan minyak dalam fase gerak seperti air.

Banyak definisi deterjen sintetik telah diusulkan, yang semuanya
sangat luas. The Comiti International de Dirivis Tensio Actifs
setelah beberapa tahun musyawarah menyepakati definisi
berikut:

1. Deterjen: Produk formulasi yang khusus dirancang untuk
mendukung pengembangan deterjensi. Catatan: deterjen
adalah formulasi yang terdiri dari unsur penting
(surfaktan) dan bahan lain (pembangun, penguat, pengisi
dan bahan bantu).

2. Surfaktan: senyawa kimia yang bila dilarutkan atau
didispersikan dalam cairan adalah diserap pada interface,
sehingga menimbulkan sejumlah proses fisika-kimia yang
menjadikan senyawa tidak larut air menjadi larut.

3. Produk amfifilik: Produk yang terdiri dari satu atau lebih
gugus hidrofilik dan satu atau lebih gugus hidrofobik.
Catatan: Surfaktan adalah produk amfifilik.

Formulasi deterjen adalah proses yang kompleks
tergantung dari spesifikasi yang diinginkan oleh pengguna akhir,
nilai ekonomis, masalah lingkungan dan kemampuan aktivitas
spesifik yang akan diberikan.
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Deterjen dan sabun digunakan untuk membersihkan
karena air murni tidak dapat menghilangkan noda berminyak, dan
kotoran organik. Sabun membersihkan dengan bertindak sebagai
emulsi. Pada dasarnya, sabun memungkinkan minyak dan air
untuk bercampur sehingga kotoran berminyak dapat dilepaskan
selama bilasan. Deterjen yang dikembangkan untuk menanggapi
kekurangan sabun yang dibuat dari lemak hewan dan nabati yang
digunakan untuk membuat sabun selama Perang Dunia | dan
Perang Dunia IlI. Deterjen terutama surfaktan, yang dapat
dihasilkan dengan mudah dari petrokimia. Surfaktan menurunkan
tegangan permukaan air, pada dasarnya membuat ‘basah’
sehingga kurang cenderung tetap untuk dirinya sendiri dan lebih
mungkin untuk berinteraksi dengan minyak dan lemak.

Deterjen modern tidak hanya mengandung surfaktan.
Produk pembersih ini juga mengandung enzim untuk
mendegradasi protein berbasis noda, pemutih untuk noda warna
dan menambah daya kepada agen pembersih, dan pewarna biru
untuk melawan penguningan bahan. Seperti sabun, deterjen
adalah hidrofobik atau tidak suka airl dan komponen hidrofilik
atau menyukai. Hidrokarbon hidrofob ditolak oleh air, tapi
menarik minyak dan lemak. Akhir molekul hidrofilik yang sama
berarti bahwa salah satu ujung molekul akan tertarik ke air,
sementara sisi lain mengikat minyak. Desah air sabun di sekitar
memungkinkan sabun atau deterjen untuk menarik kotoran jauh
dari pakaian atau piring dan masuk ke kolam yang lebih besar dari
air bilasan. Bilasan mencuci deterjen dan tanah dibuang. Air
hangat atau panas mencairkan lemak dan minyak sehingga lebih
mudah diikat sabun atau deterjen untuk larut dan menariknya ke
dalam air bilasan. Deterjen mirip dengan sabun, tapi mereka
cenderung kurang membentuk film (buih sabun) dan tidak
dipengaruhi oleh adanya mineral dalam air (air sadah)

Deterjen modern dapat dibuat dari petrokimia atau dari
oleokimia yang berasal dari tumbuhan dan hewan. Alkali dan
agen pengoksidasi juga bahan kimia juga ditemukan dalam
deterjen. Berikut adalah fungsi molekul molekul tambahan:
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1. Petrokimia / Oleochemicals
Lemak dan minyak adalah rantai hidrokarbon yang
tertarik dengan kotoran berminyak.

2. Oksidizer

Belerang trioksida, etilen oksida, dan asam sulfat adalah
salah satu molekul yang digunakan untuk memproduksi
komponen  hidrofilik  dari  surfaktan.  Oksidasi
menyediakan sumber energi untuk reaksi kimia. Senyawa
ini sangat reaktif juga bertindak sebagai pemutih

3. Alkali.

Natrium dan kalium hidroksida digunakan dalam deterjen
bahkan ketika mereka digunakan dalam pembuatan sabun.
Mereka menyediakan ion bermuatan positif untuk
mempromosikan reaksi kimia.

Deterjen Kini telah banyak digunakan untuk berbagai keperluan
seperti rumah tangga, laundry, dan industry. Deterjen juga
digunakan dalam industry tekstil dan pertambangan, sebagai
pelumas,pengemulsi atau flokulan. Deterjen telah digunakan
sebagai bahan utama atau sebagai bahan pembantu.

5.1. Ragam Deterjen

Deterjen di lingkup rumah tangga umumnya dapat
dikelompokkan dalam deterjen utama yang digunakan dalam
pencucian pakaian dan pencucian peralatan dan deterjen sebagai
senyawa pembantu. Deterjen dapat dalam bentuk serbuk ataupun
cair.

Secara umum deterjen dikenal sebagan bahan pencuci pada
rumah tangga, hingga peralatan pabrik. Produk — produk deterjen
dikelompokkan dalam empat kategori.

1. Deterjen Laundry
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Deterjen ini umumnya berbentuk bubuk, cair, gel, tablet dan
sebagainya. Tipe laundry diformulasikan untuk pembersihan
material — material seperti tanah dan cat dan dilengkapi bahan
pemutih dan pencerah sering pula ditambahkan pelembut,
pelindung serat dan disinfektan.

. Deterjen pembersih perlatan dapur

Termasuk dalamd eterjen tipe ini adalah deterjen untuk cuci
tangan dan mesin pencuci piring. Umumnya berbentuk cair,
gel, bubuk atau tablet. Produk ini diformulasikan untuk
menyingkirkan tanah, makanan yang tersuspensi dan berbagai
bahan yang menempel pada permukaan. Deterjen ini harus
tetap lebut bagi kulit. Untuk pencucian piring pada mesin
pencuci, maka deterjen ini harus mampu meminimalkan
pembentukan bercak — bercak selama pengeringan.

. Deterjen pembersih rumah tangga

Produk ini harus mampu membersihkan berbagai permukaan
yang umum ditemukan dalam rumah.bentuk yang umum
adalah cair. Produk ini dirancang multi guna. Beberapa
produk dilengkapi dengan pemucat dan disinfektan. Bahan
pemucat yang umum digunakan adalah: sodium perborate,
sodium percarbonate, atau sodium dichloroisocyanurate

. Deterjen pembersih diri

Termasuk disini adalah pembersih tangan dan muka (hand
and body lotion), shampoo, Conditioner, dan pasta gigi.
Bentuknya beragam dengan formlasi yang beragam pula.

5.2. Bakteri-bakteri Pendegradasi Deterjen

Bakteri-bakteri Escherichia coli, Serratia marcescens, Proteus
vulgaris dan Pseudomonas fluorescens mampu mendegradasi
surfaktan lauryl sulfate (Huddleston and Allerd, 1963 cit
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Goodnow and Harrison, 1972), sementara itu Goodnow and
Harrison (1972) melaporkan hasil pengujiannya terhadap 45
strain bakteri terhadap tiga senyawa surfaktan pada berbagai
konsentrasi dan uji jumlah sel yang hidup untuk deteksi toksisitas.
Pseudomonas sp dan Klebsiella sp juga berhasil diisolasi dari
shampoo yang terkontaminasi (Flawn et al, 1973).

Mikrobia yang diketahui memiliki kemampuan baik
dalam mendegradasi surfaktan TAS, AES dan LAS adalah
Acetobacter suboxydans. Sedang A. peroxydans mampu
mendegradasi TAS dalam 72 jam. Beberapa spesies Azotobacter
memiliki kemampuan degradasi yang kuat (Goodnow and
Harrison, 1972).

Bakteri pendegradasi surfaktan sintetik LAS yang dapat
diisolasi dari limbah cair adalah Brevibacterium sp, Enterobacter
agglomerans, E. liquefaciens, E. majodoratus, Escherichia coli,
Klebsiella aerogenes, K. liquefaciens, K. oxytora, Proteus sp,
Psedomonas aeruginosa dan Staphylococcus albus (Ojo and
Oso, 2008).

Bakteri pengguna surfaktan yang diisolasi dari kolam
pengolah limbah adalah Vibrio, Klebsiella, Flavobacterium,
Shigella, Proteus, Pseudomonas, Enterobacter, Bacillus,
Escherichia and Citrobacter. Vibrio merupakan spesies yang
dominan diikuti oleh Flavobacterium (Amund et al, 1997). Isolat
bakteri pendegradasi surfaktan umumnya bakteri Gram kecuali
Bacillus.

Bakteri — bakteri pendegradasi surfaktan yang diisolasi
dari sungai di Thailand adalah Aeromonas, Enterobacter,
Klebsiella, Micrococcus, Pasteurella, Pseudomonas, Serratia,
dan Staphylococcus (Visoottiviseth et al, 1988).

Bacillus cereus dapat tumbuh baik pada kolam yang
terkontaminasi deterjen, Bacillus dapat menggunakan SDS
(sodium dodecyl sulphate) yang merupakan deterjen yang banyak
digunakan. Strain ini menunjukkan kemampuan yang cukup
besar (43%) pada medium mineral yang diperkaya dengan SDS
10 mg/mL. Pertumbuhan akan terpacu jika dalam medium

mengandung pula glukosa. Namun demikian, pertumbuhan
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menunjukkan fase lag yang cukup panjang jika konsentrasi SDS
lebih dari 5 mg/mL (Singh et al, 1998).

5.3. Biodegradasi

Biodegradasi adalah pemecahan senyawa yang dilakukan oleh
enzim atau mikroorganisme hidup. Istilah ini sering digunakan
kaitannya dengan ekologi, manajemen limbah, dan remediasi
lingkungan (bioremediasi). Ada dua tipe biodegradasi oleh
mikroorganisme atau enzim yaitu: biodegradasi primer yaitu
modifikasi substrasi oleh mikroorganisme yang menyebabkan
beberapa perubahan terukur dan disebut juga transformasi
misalnya degradasi suatu senyawa menjadi senyawa lain yang
lebih sederhana namun memiliki sifat yang berbeda dengan
senyawa semula. Sedangkan mineralisasi disebut juga
biodegradasi sempurna dimana mikroorganisme mengubah
senyawa menjadi karbon dioksida, metana, air, garam — garam
mineral dan komponen sel (US ARMY Corp of Engineering,
1995).

Linear alkylbenzene sulfonate (LAS) adalah surfaktan
anionik sintetik yang mulai diperkenalkan pada tahun 1960an
yang lebih mudah didegradasi dibandingkan Alkylbenzene
sulfonate bercabang (ABS). LAS adalah campuran homolog dan
isomer phenyl, masing-masing mengandung cincin aromatik
sulfonat pada posisi para dan ditempelkan pada rantai linear alkyl
pada salah satu posisi kecuali pada posisi terminal. Produk ini
umumnya digunakan dalam deterjen dan produk-produk
pembersih dalam bentuk garam sodium untuk kepentingan rumah
tangga atau nutrient. Secara komersial produk ini tersedia sebagai
campuran kompleks dengan panjang rantai alkyl berkisar dari 10
— 13 unit karbon (C10 — C13). Produksi LAS di dunia pada tahun
1995 telah mencapai 2,8 juta ton (Ainsworth, 1996 cit Ojo and
Oso, 2008).

Sifat-sifat LAS tergantung dari panjang pendeknya alkyl
dan posisi gugus benzene sulfonate. Semakin panjang homolog
LAS maka semakin besar pula nilai koefisien partisi oktanol/air.
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Homolog dengan panjang rantai alkyl yang lebih besar akan
makin besar pula kapasitas adsorpsinya terhadap padatan dan
lebih besar ketidalarutannya dengan adanya kalsiumdan
magnesium. Semakin pendek rantai alkyl maka akan semakin
turun toksisitasnya. LAS memiliki kemampuan membentuk buih
yang tinggi dan dapat menyebabkan gangguan pada unit pengolah
ataupun pada unit penjernih air. Adanya buih juga menyebabkan
penghambatan oksigenasi (Amirmosafari et al, 2007).

LAS akan mengalami p-oksidasi olen mikroorganisme
menjadi sulfofenilkarboksilat dan surfaktan baru yang disebut
linear alkyldiphenyl ether disulfonate yang kemudian dikonversi
menjadi sulfodiphenyl ether carboxylate (Schlechek et al, 2007).
Salah satu bakteri yang memiliki kemampuan baik ini adalah
Pseudomonas aeruginosa strain WS10. Bakteri lain yang juga
memiliki kemampuan baik yang diisolasi dari Lumpur aktif
adalah Acinetobacter johnsoni dan Pseudomonas beteli
(Amirmozafari et al, 2007).

Hasil penelitian (Folke and Landner, 1999) menunjukkan
bahwa 97,5% LAS ditemukan terdistribusi di air, 2 % di sedimen,
padatan tersuspensi dan biota dan sebagian kecil dalam air dan
udara. Jadi nampak bahwa sebagaian besar LAS beradall9di
perairan. Penyerapan LAS dalam partikel padat merupakan
proses yang tak dapat balik (Petrovic and Fernandez-Alba. 2002).
Dalam unit pengolah limbah sejumlah LAS akan terserap oleh
padatan dan dibuang bersama padatan. Dalam lumpur aktif dan
proses-proses biologis lainnya, LAS didegradasi oleh
mikroorganisme. Kandungan LAS dalam proses ini cukup
rendah, namun lumpur dari proses anaerob dapat mengandung
LAS lebih dari 10 g/kg (Petrovic and Fernandez-Alba, 2002).
Lumpur anaerob dengan kandungan LAS yang tinggi ini dapat
menjadikan tanah tidak dapat diperbaiki dan dipupuk sehingga
lumpur ini harus dibakar. Sedimen ini akan menjadi masalah
dalam penangannya.

Di Denmark, LAS disebut “unwanted substance” dan
dibatasi keberadaannya. Pada Bulan Juli 2000 dikeluarkan aturan

bahwa lumpur limbah yang mengandung LAS dapat dibuang
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untuk pertanian jika tidak lebih dari 1,3 g/Kg lumpur kering.
Kriteria lainnya adalah 1,5 g LAS/kg tanah untuk kesehatan
manusia, 5mg LAS/kg tanah untuk 120organism akuatik dan 0,1
mg/L air (diukur sebagi sulfat) dalam air minum (Folke and
Landner, 1999).

LAS selain menyebabkan pencemaran badan air dapat
pula merusak bangunan. Adanya LAS dalam air yang digunakan
dalam pembuatan beton akan menurunkan kuat tekan beton.
Dengan kandungan LAS 0,3 % mendapatkan kuat tekan beton
sebesar 23,578 Mpa pada umur 7 hari dan 28,654 Mpa pada umur
28 hari sesuai persyaratan minimal SNI, sedang pada konsentrasi
5% terjadi penurunan kuat tekan beton sebesar 12,963 Mpa pada
umur 28 hari (Tapayasa, dkk, 2008)

LAS dapat disingkirkan dari lingkungan melalui beberapa
cara, namun yang paling utama adalah penyerapan ke dalam
material padat dan biodegradasi. Sekitar 20 % LAS di badan air
teradsoprsi oleh sedimen. Sedimen dapat mengandung LAS
sebesar 45 — 132 mg/g dan mengakibatkan sedimen memiliki pH
8,2-12,0.

Penggunaan karbon aktif sebagai media penyerap LAS
menunjukkan bahwa pada pH 3,0 karbon aktif mampu menyerap
LAS 91,48 %. Pada pH 8,0 terjadi maksimum penyerapan karena
potensial muatan mencapai nol sedang pada pH 12 terjadi
penurunan penyerapan karena ion OH™ meningkat dan
mengurangi adsopsi ion surfaktan anionik.

Biodegradasi LAS dapat dilakukan dengan bakteri
tunggal atau konsorsium. LEMIGAS mengembangkan
konsorsium bakteri yang terdiri dari Pseudomonas aeruginosa,
Bacillus subtilis, Bacillus aglomerans, Bacillus cereus dan
Bacillus alvae. Dalam percobaan laboratorium dengan sumber
karbon LAS menunjukkan adanya penurunan COD sebagai
indikator degradasi. Bakteri mula-mula mengalami penurunan
jumlah kemudian mengalami pertumbuhan eksponensial dan
stasioner dan setelah 12 hari mengalami penurunan.

Senyawa intermediet utama hasil degradasi LAS adalah

sulfophenylcarboxilic acid (SPC). SPC lebih polar daripada LAS
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dan tidak memiliki sifat sebagai surfaktan. Meskipun LAS dan
SPC tidak toksik bagi manusia tetapi mempengaruhi kehidupan
organisme akuatik pada konsentrasi di atas 10 ug/L
(Barber,1995). Menurut Schleheck et al (2007) SPC hasil
degradasi terbagi menjadi dua kelompok (Gambar 7.1) yaitu
mayor (50 — 80%) yang merupakan 3-C4-SPC dan kelompok
minor yaitu SPC-2H dan SP+2C (3-C40SPC-2H dan 5-C6-SPC).

2-C10-LAS
TVVV\
- N~ Ao 5CESPC
l i
: (s o) 3-C4-SPC
T\/\/\/\m — & T\
9-C10-SPC
Yn(x] 3-C4-SPC-2H
R

.

Gambar 7.1. Senyawa intermediet hasil degradasi Linear Alkylbenzene
sulfonate (Schleheck et al, 2007)

Proses degradasi surfaktan umumnya dilakukan oleh
komunitas mikrobia. Schleheck et al (2004) melaporkan bahwa
setidaknya dibutuhkan 2 strain untuk merombak 2C10-LAS.
Strain A dari Parvibaculum lavamentivorans akan mengubah
2C10-LAS menjadi serangkaian reaksi dan dihasilkan 3-C4-SPC
dan senyawa intermediet ini oleh strain B diubah menjadi CO-
dan H>O melalui serangkaian reaksi pemecahan cincin (Gambar
7.2), sedangkan Jeminez et al (1991) mengemukakan
diperlukannya 4 bakteri untuk mendegradasi LAS.
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Gambar 7.2. Alur perombakan LAS menjadi air dan karbon dioksida oleh
Parvibaculum lavamentivorans (Schleheck et al, 2004)

Mineralisasi LAS dipengaruhi oleh kedalaman tanah yang
terinfiltrasi limbah deterjen. LAS akan termineralisasikan secara
cepat pda kedalaman kurang dari 2,5 meter. Pada kedalaman lebih
dari 2,5 m laju mineralisasi turun dengan 122utrien (Federle et al,
1990).

Selain secara biologis, degradasi surfaktan juga
dikembangkan dengan cara fisis ataupun kimia seperti oksidasi
kimia, elektro kimia, teknologi 122utrient, pengendapan kimia,
degradasi fotokatalitik, adsorpsi dan sebagainya yang masing-
masing memiliki keterbatasan. Penggunaan teknologi koagulasi —
flokulasi menggunakan FeClz sebanyak 900 mg/L mampu
menurunkan kadar surfaktan di unit Pengolah Limbah di Maroko
sebanyak 99 % dari 915,32 — 956,52 mg/L menjadi 4,6 + 1.25
mg/L (Aboulhassan et al, 2006).

Alur perombakan yang lebih rinci dikemukakan oleh Schleheck
et al (2010), senyawa sulfonate harus ditransport ke dalam sel dan
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sistem transport berkait dengan penggunaan sulfonat sebagai
substrat pertumbuhan Commonas testosteroni KF-1 dan akan
dikeluarkan sulfit oleh aktivitas sulfit dehidrogenase (Gambar
7.3).
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Gambar 7.3. Postulat degradasi sulfonate di dalam sel bakterl (Schleheck et.al,

2010).

Dari Gambar 7.3 dapat dilihat bahwa senyawa sulfonate
hasil degradasi LAS dapat masuk ke dalam sel dalam berbagai
bentuk seperti SPC (sulfophenyl carboxylate) dan SP (4-
sulfophenol). SPC (3-C4-SPC) masuk ke dalam sel dan melalui
B-oksidasi terbentuk ester Co-A (Reaksi A) kemudian
dimetabolisme dengan p-oksidasi membentuk ikatan ganda
(Reaksi B), masuknya air pada ikatan ganda (Reaksi C) akan
dibebaskan acetyl-CoA dengan menghasilkan SAP (4-
sulfoacetate phenone). SAP ini juga hasil degradasi LAS yang
dapat masuk langsung ke dalam sel yang oleh reaksi keto-acid
lyase (Reaksi D) dan dihasilkan SPA (4-sulfoacetophenone).
Ester SPAc (4-sulfophenol acetate) berasal dari SAP melalui
oksigenase (reaksi E) pada jalur BVMO (bayer — Villiger — type
monooxygenase). Hidrolisis enzimatik SPA (reaksi F) adalah
pelepasan kembali karbon sebagai asetat menghasilkan SP. SP
dan SC (4-sulfocathecol) terlibat dalam metabolisme (reaksi G
dan H) dan ditrasformasi dalam rekasi jalur ortho —
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degradation” dan reaksi desulfonasi (reaksi I sampai dengan M)
yang akhirnya dihasilkan suksinat (Schleheck et al, 2010).
Reduksi surfaktan dengan radiasi juga telah diteliti. Radiasi
dengan EBA (Dynamitron Electron Beam Accelerator) pada 6,0
kGy mampu menurunkan LAS sebesar 93 % dan SDS (Sodium
Dedecyl Sulfate) sebenyak 96 % (Borrely et al, 2009).

5.4. Kondisi Optimum Degradasi Surfaktan
54.1.pH

pH alkali dan suhu ruang merupakan kondisi yang baik bagi
populasi mikrobia pengguna deterjen (Ojo and Oso, 2008). pH
optimum untuk pertumbuhan bakteri pendegradasi surfaktan
strain MH1 dan MH2 pada medium basa 30°C adalah 7,4 dan 8,0.
MH1 mampu mendegradasi LAS pada media pertumbuhan
sebesar 93,6 % dalam waktu 5 hari sedang MH2 sebesar 84,6%.
Namun demikian, dalam waktu 10 hari degradasi olen MH2 lebih
besar (97,3 %) daripada MH1 (96,4%). Puncak degradasi LAS
terjadi selama fase pertumbuhan logaritmik (Amirmozafari et al,
2007).

pH optimum untuk Pseudomonas beteli adalah 7,4 dan
mampu menurunkan LAS sebesar 84,6 % dalam waktu lima hari
sedangkan Acinetobacter johnsoni memiliki pH pertumbuhan 8,0
dan menurunkan LAS 93,6 % (Hosseini et al, 2007).

pH kurang berpengaruh pada laju agitasi yang tinggi.
Semakin tinggi laju agitasi maka pengaruh pH semakin tidak
nampak. Pada laju agitasi yang rendah kemungkinan proses
homogenitas kurang sempurna sehingga metabolisme kurang
dapat berlangsung dengan baik. Metabolisme meningkat dengan
meningkatnya pH kearah pH optimumnya (pH 6,63). Hasil yang
sama juga ditunjukkan oleh Veenagayathri and Vasudevan
(2010) bahwa konsorsium bakteri yang mengandung Bacillus
cereus mampu tumbuh dan merombak senyawa fenol hingga
99 % dengan pH optimum sekitar 7, pada pH di atas 8,5
kemampuan perombakan hanya 42 % dan di bawah 6,5 hanya
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24 %. Bacillus cereus N-09 mirip dengan B. cereus lainnya yaitu
bakteri heterotrof yang tumbuh dan melakukan aktivitas
perombakan pada pH di sekitar netral.

pH tidak menunjukkan pengaruh yang nyata, ada kecenderungan
pada laju agitasi yang rendah maka semakin tinggi pH akan
semakin berkurang jumlah LAS yang dirombak dan semakin
tinggi laju agitasi maka pH tidak menunjukkan pengaruhnya.

5.4.2. Suhu

Belum banyak penelitian tentang pengaruh suhu terhadap
perombakan detergen, Khleifat et al (2010) melaporkan bahwa
suhu optimal perombakan surfaktan oleh Burkholderia sp adalah
37°C. Prats et al (2006) juga melaporkan adanya mikroorganisme
yang mampu merombak LAS pada suhu rendah.

Interaksi pH dan suhu tidak menunjukkan pengaruh yang

nyata. Persentase penurunan LAS berkisar 92 — 93 %. Pada suhu
yang rendah (28°) peningkatan pH tidak menunjukkan adanya
perubahan jumlah LAS yang dirombak sedang pada suhu tinggi
(32°C) peningkatan pH diikuti dengan kecederungan peningkatan
LAS yang dirombak. (Gambar 7.4).
Dari Gambar 5.4 dapat diketahui bahwa pada suhu yang tinggi
peningkatan pH ke arah basa akan meningkatkan jumlah LAS
yang dirombak sedang pada suhu kurang dari 30°C pH relatif
tidak berpengaruh terhadap perombakan LAS. Hal ini disebabkan
LAS cenderung menjadikan pH larutan basa sehingga pada saat
aktivitas enzim turun karena kenaikan suhu di atas suhu
optimalnya maka pH menjadi lebih berperan dibandingkan suhu
itu sendiri akibatnya terlihat peningkatan perombakan LAS yang
nyata pada suhu di atas suhu optimal. Suhu optimal dalam
perombakan surfaktan oleh Bacillus cereus N-09 ini lebih rendah
dari Burkholderia sp yaitu 37°C (Khleifat et al. 2010).
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Gambar 7.4. Pengaruh pH dan suhu inkubasi terhadap persentase penurunan
LAS oleh Bacillus cereus N-09 (Hidayat, 2012)

Khleifat et al, (2010) menyatakan bahwa pada umumnya
suhu mempengaruhi laju perombakan senyawa xenobiotik (asing)
karena suhu akan mengubah, metabolisme mikrobial, laju
pertumbuhan spesifik, laju aktivitas enzim yang terlibat dalam
proses oksidasi dan komposisi komunitas mikrobial (Khleifat et
al, 2010). Namun demikian, dalam penelitian ini pengaruh suhu
tidak nyata, hal ini kemungkinan disebabkan kisaran suhu
optimum untuk enzim perombak LAS dari Bacillus cereus N-09
memiliki kisaran yang cukup luas, begitu juga dengan kisaran pH
optimumnya, sehingga diperlukan penelitian lebih lanjut pada
kisaran pH dan suhu yang lebih luas. Hal ini nampak pada
Gambar 5.2 bahwa pH optimum adalah 6,09 dan kisaran pH yang
digunakan dalam penelitian adalah 6,0 — 8,0. Suhu optimum
adalah 29,75°C dengan kisaran suhu penelitian 28 — 32°C.

5.4.3. Laju Agitasi

Khleifat et al (2010) melaporkan bahwa laju agitasi optimum
perombakan surfaktan adalah sebesar 150 rpm. Hasil ini
menunjukkan bahwa pengadukan yang baik akan menjadikan
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kontak bakteri dengan substrat berlangsung optimal. Pada laju
agitasi yang tinggi keberadaan metabolit akan tersebar keseluruh
medium dan tidak terkonsentrasi di sekitar bakteri sehingga
aktivitas bakteri tidak terhambat.

Agitasi berperan penting dalam proses kontak antara
mikrobia dengan substratnya. Agitasi yang baik akan
meningkatkan laju metabolisme bakteri sehingga proses
perombakan substrat berlangsung optimum (Gambar 7.5).
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Gambar 7.5. Pengaruh pH dan laju agitasi (rpm) terhadap persentase
penurunan LAS oleh Bacillus cereus N-09 (Hidayat, 2012)

Dari Gambat 7.5 dapat diketahui bahwa laju agitasi
berperan sangat nyata terhadap perombakan LAS pada semua
perlakuan. Semakin tinggi laju agitasi maka perombakan akan
semakin tinggi dengan laju agitasi optimum pada 127,85 rpm.
Laju agitasi optimum ini lebih rendah dari yang diteliti Khleifat
etal, (2010) yaitu sebesar 150 rpm. Hasil ini menunjukkan bahwa
pengadukan yang baik akan menjadikan kontak bakteri dengan
substrat berlangsung optimal. Pada laju agitasi yang tinggi
keberadaan metabolit akan tersebar ke seluruh medium dan tidak
terkonsentrasi di sekitar bakteri sehingga aktivitas bakteri tidak
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terhambat. Pada kecepatan agitasi yang tinggi juga menyebabkan
tumbukan antar sel makin sering terjadi sehingga memperbesar
jumlah sel yang lisis. Tingginya LAS yang terombak juga
disebabkan meningkatnya jumlah bakteri.

Pada pH optimum, maka perombakan LAS lebih
dipengaruhi oleh laju agitasi daripada suhu inkubasi (Gambar
7.6). Dari Gambar 7.6 dapat diketahui bahwa perombakan LAS
akan meningkat dengan meningkatnya laju agitasi pada semua
suhu perlakuan. Setelah laju agitasi optimumnya (127,85 rpm)
maka jumlah LAS yang dirombak cenderung mulai turun. Titik
opimum agitasi ini lebh rendah dari yang dilaporkan oleh Khleifat
et al, (2010) bahwa peningkatan laju agitasi di atas 150 rpm tidak
meningkatkan jumlah LAS yang dirombak oleh Burkholderia sp
hingga 15 hari inkubasi.
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