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* Abstract: Xylan is one of the most important components of hemicelluloses, which could be
enzimatically hydrolized by xylanolytic enzymes. One of the xylanase producing fungi is Trichoderma
harzianum, which growth in a medium requires sufficient nutrient, such as Carbon, Nitrogen, micro-
elements and vitamins. Xylan as a polysaccharide could be used as Carbon source in a growth medium
of T. harzianum. The purpose of this experiment is to assess the growth ability of 7. harzianum in a
medium with xylan as a sole Carbon source. Three media are tested in this experiment, i.e. Medium I,
Medium II, and Medium III. The result shows that the best growth of T harzianum is obtained in
Medium I1, followed by Medium IT and then Medium I, The best medium pH is neutral (+ 7) to mild acidic
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PENDAHULUAN

Xilan adalah komponen penting hemiselulosa dan
bersama selulosa merupakan polisakarida terbaharui
yang berlimpah di alam. Xilan merupakan komponen
utama dari hemiselulosa yang berikatan secara
kovalen dan non kovalen dengan selulosa, lignin,
pektin dan polisakarida lain untuk menyusun dinding
sel tanaman'". Xilan disusun oleh unit-unit kerangka
utama ikatan B-1.4-D-xilopiranosa dengan rantai
samping yang pendek dari arabinofuranosa, asam
glukuronat, asam metil glukuronat dan asetil. Xilan
dapat dihidrolisis dengan bantuan enzim'?.

Endo-B-1.4-xilanase atau disebut xilanase adalah
enzim penghidrolisis xilan yang utama. Enzim ini
menghidrolisis bagian kerangka utama xilan yang
tidak tersubstitusi yaitu pada ikatan B-1,4-D-
xilopiranosil . Xilanase memiliki nilai komersial yang
tinggi dalam bidang industri. Xilanase dapat
diaplikasikan dalam berbagai bidang industri seperti
industri pemutihan kertas dan tekstil, industri
pembuatan roti, industri pembuatan bir dan industri
pembuatan jus buah. Industri pulp kertas dan industri
tekstil merupakan industri yang paling banyak
membutuhkan enzim xilanase. Enzim xilanase
berperan dalam mengurangi jumlah klorin yang
digunakan pada proses pemutihan',
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Penambahan enzim pada proses bleaching
berperan dalam mendegradasi xilan yang merupakan
jembatan pengikat lignin dan selulosa sehingga
mengurangi pemakaian klorin dalam mengekstraksi
lignin. Akibatnya, pencemaran lingkungan yang ditim-
bulkan sebagai efek samping penggunaan klorin,
dapat dikurangi'". Prinsip dasar penggunaan enzim
dalam pemutihan yaitu hidrolisis hemiselulosa dalam
pulp oleh enzim hemiselulase terutama xilanase,
dapat meningkatkan kemampuan ekstraksi lignin dari
pulp Araft dalam rangkaian pemutihan berikutnya
sehingga xilan dapat dipindahkan dan bagian lignin
akan dikeluarkan pada proses pemutihan tersebut®,

Sejumlah xilanase telah diisolasi dari bermacam-
macam fungi dan bakteri terutama Bacillus sp..
Spesies Trichoderma harzianum, Trichoderma
koningii, Trichoderma lignorum, Trichoderma
viride, Trichoderma longibrachium dan
Trichoderma pseudokoningii merupakan jenis
kapang yang menghasilkan xilanase®),

Kapang dari genus Trichoderma dikenal mampu
merombak bermacam-macam polisakarida (selulosa,
hemiselulosa, dll.). Sumber karbon yang dapat
digunakan Trichoderma antara lain D-glukosa, D-
galaktosa, D-fruktosa, D-mannosa, selobiosa,
trihalosa, D-xilosa, L-arabinosa, D-manitol, D-
arabitol, gliserol, salisin eskulin, arbutin, gliserol -1-
manoasetat, B-metil-D-glukosida dan N-asetil-B-
D-glukosamin. Namun demikian sumber karbon
terbaik adalah glukosa, manosa, galaktosa, xilosa,
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trihalosa dan selobiosa'®.

Trichoderma harzianum adalah kapang yang
memiliki distribusi yang luas dan mempunyai tingkat
pertumbuhan yang cukup cepat, konidia yang
dihasilkan berlimpah, yang mampu bertahan pada
kondisi yang kurang menguntungkan®. Galur
Trichoderma bukan hanya penghasil terbaik dari
enzim selulase, tetapi penghasil enzim hemiselulose
yang efisien dan juga diketahui menghasilkan semua
enzim xilanolitik™,

Pertumbuhan T. harzianum pada media
pertumbuhan memerlukan syarat-syarat antara lain
tersedianya sumber nutrisi yang mencukupi. Nutrisi
tersebut dapat sebagai sumber karbon, nitrogen dan
faktor pertumbuhan yaitu vitamin dan mineral-
mineral. Xilan adalah polisakarida yang dapat
dijadikan sebagai sumber karbon. Agar dapat
dimanfaatkan oleh T harzianum maka xilan harus
dihidrolisis terlebih dahulu. Untuk menghidrolisis xilan
diperlukan enzim xilanolitik diantaranya xilanase.

Pada penelitian ini hanya dibatasi untuk
mengetahui apakah T. harzianum dapat tumbuh
pada media yang mengandung xilan? Pertumbuhan
T: harzianum pada media mengandung xilan, dapat
menandakan bahwa kapang tersebut menghasilkan
enzim xilanase. Enzim xilanase diproduksi oleh 7.
harzianum untuk merombak xilan menjadi senyawa-
senyawa yang dibutuhkan untuk metabolisme.

Diharapkan dari penelitian ini dapat memberikan
informasi tentang kemampuan pertumbuhan T.
harzianum pada media yang mengandung xilan, dan
sebagai dasar informasi untuk penelitian lebih lanjut
mengenai enzim yang dihasilkan oleh T. harzianum

BAHAN DAN METODE

BAHAN. Isolat T. harzianum A, B dan C
merupakan koleksi BPPT Culture Collection yang
diisolasi dari tanah pertanian di Bogor dan Serpong,
media potato dextrose agar (PDA), veast extract,
xilan, agar, KH,PO_7H,O, (NH,),SO,
Na,HPO,_H,0, Mg80_.7H,0, glukosa, K.HPO,,
CaCl,, ZnSO,.TH,0, pepton, HCI 1M, NaOH 1M,
alkohol dan aquades.

METODE. Penelitian ini dilakukan dengan
metode eksperimental yang bersifat eksploratif.
Adapun media yang digunakan yaitu media
modifikasi I, IT, dan 111 dengan pH netral (7) dan pH
berbeda. Isolat T. harzianum yang digunakan
berasal dari BPPT CC yaitu A, B, dan C. Ulangan
yang dilakukan sebanyak 2 kali untuk masing-masing
media.

Peremajaan kultur. Isolat 7. harzianum A
diinokulasikan satu ose dan diletakkan di tengah-
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tengah media pada cawan petri. Hal yang sama
dilakukan untuk isolat T. harzianum B dan C,
kemudian diinkubasi dalam inkubator. Dilakukan
ulangan sebanyak dua kali.

Pembuatan media. Media yang digunakan
pada penelitian ini adalah Media I, 11 dan ITI: Media
1% dengan komposisi: 0,1 g ekstrak khamir, 0,2 g
KH,PO,.7H,0, 1 g xilan dan 4 g agar, dalam 200 ml
akuades dengan pH 7 dan 8. Media II 'V dengan
komposisi: 0,188 ¢ (NH,),80,, 1.4 gKH,PO,,0,5014
g Na,HPO,H,O. 0,3 g MgSO,.7H .0, 0,82 mg
CaCl,, 0,02 mg ZnSO,.7H,0., 1 g xilan dan 4 g agar,
dalam 200 ml akuades dengan pH 7 dan 4.5. Media
IT1 2 dengan komposisi: 0,2 g ekstrak khamir, 1 g
xilan, 0,2 g pepton, 0,2 g glukosa, 0,2 g KH,PO,, 0,1
gMgSO0,. 7TH,0 dan 4 g agar, dalam 200 ml akuades
dengan pH media 7 dan 6,2. Media disterilisasi
dengan autoklaf pada suhu 121°C, tekanan 2 atmosfir
selama 15 menit.

Penumbuhan T. harzianum pada media yang
mengandung xilan. Media I, Il dan 11l yang dibuat
dalam media agar cawan dengan masing-masing pH
berbeda berkisar antara 4,5 — 8 diinokulasi dengan
satu ose konidia 7. harzianum. Inkubasi dilakukan
dalam inkubator pada suhu 30°C selama 3 x 24 jam.
Setelah waktu inkubasi 3 hari dilakukan pengamatan
dan pengambilan data pertumbuhan 7. harzianum
pada media yang mengandung xilan. Data yang
diamati meliputi: warna, bentuk dan diameter koloni.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Data yang diperoleh dari percobaan ini disajikan
pada Tabel 1, 2, 3, dan 4. Pengamatan pertumbuhan
T. harzianum pada medium yang mengandung xilan
(Medium I, IT, dan IIT) dilakukan setelah inkubasi
pada suhu 30°C selama 3 hari.

Secara umum, pertumbuhan T. harzianum pada
media | tidak sebaik pada media 11 dan I11. Sumber
nutrisi media I yaitu ekstrak khamir sebagai sumber
N, xilan sebagai sumber C dan KH,PO, sebagai
sumber mineral berupa kalium dan fosfat. Sumber
nutrisi yang hanya terdiri dari ekstrak khamir dan
xilan sebagai sumber energi untuk metabolisme, serta
KH,PO, sebagai mineral dapat menjadi penyebab
terjadinya pertumbuhan T. harzianum pada media
ini tidak sebaik media lain. Pertumbuhan pada pH 7
terlihat lebih baik dibandingkan pH 8 (basa).

Trichoderma menunjukkan pertumbuhan yang

lebih cocok pada kondisi asam® dan kapang pada
umumnya akan menunjukkan pertumbuhan terbaik
pada kondisi asam atau pH rendah!'*, Faktor nutrisi
dan pH yang basa memungkinkan pertumbuhan 7.
harzianum tidak sebaik pada media I1 dan III.
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Tabel 1. Pertumbuhan isolat T. harzianum pada media mengandung xilan

Media Modifikasi
Isolat
i 1 il 1
harzignum :
pH7 pHE pHT pH 4,5 pHT pH 6.2
A 4 e b A i e
B o — B o o I B B S F R S
ol 4+ e e A A A
Keterangan:

(++) pertumbuhan T. harzianum baik dengan diameter koloni dari 5-6 cm,
(+++) pertumbuhan 7! harzignum baik dengan diameter kolom dari 7-7.5 cm,
(++++) pertumbuhan T. harzianum baik sekali dengan diameter koloni dari 8-9 ¢m.

Tabel 2. Diameter pertumbuhan T harzianum dan ciri-ciri pertumbuhan pada media I stelah inkubasi 3x24 jam

Media | Diameter (cm) Keterangan
Al pH=7 6
A2 pH=7 6 Pertumbuhan koloni sirkuler membentuk filamen-filimen bagian dalam
Al pH=8 75 berwarna hijau dan bagian terluar berwama putih
A2 pH=8§ g s
Bl pH=7 5
B2 pH=7 7 Pertumbuhan koloni sirkuler membentuk filamen-filamen bagian dalam
Bl pH=8 75 berwarna hijau tua, bagian tengah hijau dan bagian terluar berwarna putih
P L
B2 pH=8 7 s
Cl pH=7 6
€2 pH=7 6 Pertumbuhan koloni sirkuler membentuk filamen-filamen koloni bagian dalam
Cl pH=% 7.5 berwarna hijau tua, bagian tengah hijau dan bagian terluar berwarna putih
€2 pH=% 6

Pertumbuhan 7. harzianum pada media I disajikan
pada Gambar 1.

Pertumbuhan T. harzianum pada media 11 lebih
baik dibandingkan pada media I. Sumber nutrisi
media I1 yaitu xilan sebagai sumber C, (NH,),SO,
scbagai sumber N dan sumber sulfur. Mineral-
mineral yang terkandung antara lain: kalium, natrium,
magnesium, kalsium, seng, fosfat dan sulfat dengan
pH media yaitu 7 dan 4.4. Adanya sumber C, sumber
N dan banyak mineral serta kondisi media yang asam
dapat menyebabkan pertumbuhan 7. harzianum
lebih baik dibandingkan media I. Pertumbuhan pada
media dengan pH 7 lebih baik dibandingkan pH 4.2.
Berarti pH 4.2 terlalu asam untuk T. harzianum.
Keadaan media pada media 11 yaitu lembek ini
dimungkinkan karena pH asam dan banyaknya
garam mineral yang menyebabkan agar tidak padat.
Keadaan tersebut menyebabkan pertumbuhan koloni
T. harzianum tidak sirkuler tetapi menyebar

membentuk titik-titik (Gambar 1).

Pertumbuhan T. harzianum pada media 111
paling baik, dimana terdapat pertumbuhan yang
sirkuler membentuk filamen dan rapat. Komposisi
media I11 yaitu terdapat sumber C berupa glukosa
dan xilan, sebagai sumber N adalah pepton dan
ekstrak khamir, dan K HPO, sumber mineral. T.
harzianum dapat memanfaatkan sumber energi
tersebut untuk pertumbuhan sehingga dapat
mencapai pertumbuhan koloni yang paling baik
dibandingkan pada media lain. Disamping itu, pH
netral dan 6,2 (sedikit asam) juga membantu
memaksimalkan pertumbuhan 7. harzignum pH
media 6,2 menunjukkan pertumbuhan lebih baik
dibandingkan pH 7. Pertumbuhan T. harzianum
pada media III dapat dilihat pada Gambar 2.

Sumber karbon utama dari media I, T1, dan III,
yaitu glukosa dan xilan. Glukosa dapat langsung
digunakan oleh 7. harzianum dapat proses
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Tabel 3. Diameter pertumbuhan T. harzianum dan ciri-ciri pertumbuhan pada media I1 setelah inkubasi 3x24 jam

Media 1T Diameter (¢cm) Keterangan
Al pH=7 6 Pertumbuhan sirkuler bagian dalam hijau tua, bagian tengah hijau dan terluar
putih
A2 - Pertumbuhan sirkuler, bagian tengah putih kehijauan seperti kapas dan bagian
s 9 fear Nijin tys
Al pH=45 85 Pertumbuhan menyebar membentuk titik-titik di bagian tengah dan di bagian
ST : pinggir membentuk lingkaran berwarna hijau tua
A2 pH=45 85 Pertumbuhan sirkuler, berwarna kuning seperti buluh kapas
Bl pH=7 8.5 Pertumbuhan sirkuler, bagian tengah berwarna hijau muda dan bagian terluar
B2 pH=7 83 putih bagian tengah berbuluh (transparan).
B pH =4 2 Pertumbuhan menyebar membentuk titik-titik. Pada
B2 PH =45 8 Bagian l&‘ﬂgﬂh Jﬂmﬂ.g ada buluh-buluh.
€1 pH=7 8.8 Pertumbuhan sirkuler, dacrah tengah berwarna kuning kehijauan, terang dengan
2 pH=7 84 serabut-serabut hijau kekuningan dacrah tepi padat bérwamna hijau tua
Cl pH=45 83 Pertumbuhan sirkuler menyebar rata berwarna hijau kekuningan hingga kuning
C2 pH=45 83 Pertumbuhan menyebar membentuk titik-titik di tengah dan jarang, bagian tepi

berwarna hijau tua,

Keterangan: Pada media pH = 4,5; media kurang padat (lembek.

Gambar 1. Pertumbul

I harzi

metabolisme untuk menghasilkan energi bagi
pertumbuhannya. Sedangkan xilan harus dihidrolisis
oleh enzim-enzim xilanolitik. Untuk memecah xilan
secara sempurna diperlukan enzim-enzim sehingga
dihasilkan monosakarida yaitu xilosa®'. Xilosa dapat
digunakan untuk proses metabolisme sebagai sumber
C dan dapat dihasilkan energi''*. Proses metabolisme
untuk menghasilkan energi dapat berupa jalur

pada media 1 dan I1.

glikolisis,

Sumber nitrogen dari media I, T1, dan IIT yaitu
veast extract, (NH,),SO, dan pepton. Yeast extract
adalah ekstrak dari sel khamir mengandung sumber
vitaminB, dan (NH,),SO, adalah amonium yang
merupakan sumber nitrogen juga. Sumber N tersebut
digunakan dalam metabolisme untuk menghasilkan
energi dan untuk proses biosintesis asam amino yang
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Tabel 4. Diameter pertumbuhan 7. harzianum dan ciri-ciri pertumbuhan pada media I11 setelah inkubasi 3x24 jam

Media Il1 Diameter {cm) Keterangan

Al pH=7 8

A2 pH=7 8 Pertumbuhan sirkuler membentuk filamen-filamen
Bagian tengah berwarna kuning kehijauan, bagian

Al pH=8 8 tepi berwarna hijau tua

A2 pH=8 8

Bl pH=7 1.5

B2 pH=7 8 Pertumbuhan sirkuler membentuk fil filamen bagian tengah berwarma

Bl pH=8 83 kuning kehijauan, bagian tepi berwarna hijau tua

B2 pH=8§ 75

cl .pH =7 8

€2 pH=7 81 Pertumbuhan sirkuler ada bagian yang berwarna

Cl pH=8 g putih dan hijau tua

C2 pH=8 7

"
Wt

Gambar 2. Pertumbuban 7. harzianum pada media ITI

dibutuhkan untuk pertumbuhan 7. harzianum.
Metabolisme nitrogen yang berupa asam amino dapat
berupa reaksi transaminasi dan deaminasi.
Transaminasi adalah reaksi pemindahan gugus NH,
sedangkan deaminasi adalah pembebasan gugus
amino menjadi amonia Kondisi pH terbaik untuk
pertumbuhan T. harzianum adalah pH netral dan
sedikit asam. Hal ini terlihat dari pertumbuhan 7.
harzianum yang menunjukkan pertumbuhan terbaik
pada pH 6.2 dan 7 sesuai dengan hasil penelitian ini,

SIMPULAN

Trichoderma harzianum dapat tumbuh baik
pada media yang mengandung xilan. Dengan
pertumbuhan terbaik pada media I11 (Media
modifikasi Yabuki), Kondisi pH yang sesuai untuk
pertumbuhan 7. harzianum adalah pH netral (7) dan
sedikit asam (6.,2).
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