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ABSTRACT

Sugarcane bagasse is an agricultural waste containing lignocellulose and has the potential to be
processed into high-value chemicals such as vanillin. The degradation of sugarcane bagasse
lignocellulose can be carried out biologically by the white rot fungus Phanerochaete
chrysosporium. This study aims to obtain optimal extraction conditions in the form of ethyl acetate
solvent volume and extraction time, using the response surface method (RSM). Two optimized
factors were the volume of ethyl acetate (71.72; 80; 100; 120; and 128.28 mL) and the extraction
time (35.16; 60; 120; 180; 204.84 minutes). The response variables were the concentration (%)
and yield of vanillin (ug g='). The research on the optimization of the response of vanillin levels and
vanillin yield was carried out at 14 days incubation with the highest average total soluble phenol
(TSP) value of 0.101 mg g~'. The optimal condition of ethyl acetate volume of 109.730 mL with an
extraction time of 137.302 minutes was predicted to produce vanillin levels and yields of 0.0078%
and 8.9089 g g, respectively, with an accuracy value of 93.4%. Based on the verification results,
the optimal vanillin concentration and yield were 0.0077% and 8.9805 g g, respectively.

Keywords: optimization by RSM, Phanerochaete chrysosporium, sugarcane bagasse, vanillin
concentration, vanillin yield

ABSTRAK

Bagas tebu merupakan limbah pertanian yang mengandung lignoselulosa dan berpotensi
diolah menjadi bahan kimia bernilai tinggi seperti vanillin. Degradasi lignoselulosa bagas tebu
dapat dilakukan secara biologis oleh jamur pelapuk putih Phanerochaete chrysosporium.
Penelitian ini bertujuan mendapatkan kondisi ekstraksi optimal berupa volume pelarut etil
asetat dan lama waktu ekstraksi, menggunakan response surface method (RSM). Dua faktor
yang dioptimasi adalah volume etil asetat (71,72; 80; 100; 120; dan 128,28 mL) dan lama
waktu ekstraksi (35,16; 60; 120; 180; 204,84 menit). Variabel respons adalah kadar (%) dan
yield vanillin (ug g~'). Penelitian optimasi respons kadar vanillin dan yield vanillin dilakukan
pada inkubasi 14 hari dengan nilai total soluble phenol (TSP) rata-rata tertinggi 0,101 mg g-".
Kondisi optimal volume etil asetat 109,730 mL dengan waktu ekstraksi 137,302 menit
diprediksi menghasilkan kadar dan yield vanillin sebesar 0,0078% dan 8,9089 ug g-' dengan
nilai ketepatan 93,4%. Berdasar hasil verifikasi, konsentrasi dan yield vanillin yang optimal
masing-masing adalah 0,0077% dan 8,9805 ug g-'.

Kata Kunci: bagas tebu, kadar vanillin, optimasi dengan RSM, Phanerochaete
chrysosporium, yield vanillin
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PENDAHULUAN

Tebu (Saccharum officinarum)
merupakan tanaman tahunan yang dikenal
luas sebagai bahan baku pembuatan gula
(Cheavegatti-Gianotto et al. 2011; Nofu et al.
2014; Arif et al. 2019) dan bahan dasar
pembuatan makanan dan  minuman
(Cheavegatti-Gianotto et al. 2011; Nofu et al.
2014). Pada industri gula, bagas tebu
merupakan salah satu produk samping yang
tersisa setelah batang tebu diekstrak untuk
menghasilkan gula (Chandel et al. 2011;
Solomon 2011). Bagas tebu yang dihasilkan
sekitar 35-40% dari setiap tebu yang diproses
(Yusuf et al. 2018). Sekitar 60% dari total
bagas tebu yang dihasilkan dimanfaatkan
sebagai bahan bakar pada pabrik gula, bahan
baku untuk kertas, bahan baku industri
kampas rem, industri jamur, dan lain-lain.
Sementara sekitar 40% dari ampas tebu
tersebut diperkirakan belum dimanfaatkan
(Hermanto et al. 2019). Bagas tebu sebagai
limbah lignoselulosa memiliki komposisi kimia
yang terbilang cukup baik dan berpotensi
dimanfaatkan menjadi produk dengan nilai
guna lebih (Paola et al. 2018). Kandungan
lignin yang tinggi pada limbah lignoselulosa
dapat diolah menjadi produk turunan lignin
dengan nilai ekonomi tinggi seperti vanillin
(Isola et al. 2018).

Vanillin  banyak digunakan dalam
industri makanan (Zhu et al. 2018; Paramita
dan Yulianto 2019) dan pada konsentrasi
tinggi dapat digunakan sebagai antioksidan
(Kadarohman et al. 2010; Listarina 2012).
Secara alami, vanillin dapat diperoleh dengan
isolasi dari buah vanilla (Kumar et al. 2010;
Hartati et al. 2019; Paramita dan Yulianto
2019). Namun seiring dengan laju
pertumbuhan penduduk dan kebutuhan dunia
akan bahan pengharum dan pewangi
makanan, minuman dan bahan kosmetika
yang menggunakan vanillin maka untuk
memenuhinya, vanillin dibuat secara sintesis
(Kadarohman et al. 2010). Lignin merupakan
salah satu komponen penyusun biomassa
lignoselulosa yang tersusun dari komponen
selulosa, hemiselulosa, lignin, dan pektin
(Manavalan et al. 2015). Lignoselulosa dari
bagas tebu terdiri dari 24,7% lignin, 35,2%
selulosa, dan 23,7% hemiselulosa (Zanchetta
et al. 2018), dimana dalam
memanfaatkannya diperlukan pretreatment
(Eisenhuber et al. 2013). Pretreatment bahan
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baku dilakukan untuk mempercepat proses
degradasi bahan organik yang mengandung
lignoselulosa (Zheng et al. 2014; Amin et al.
2017). Pada penelitian ini, pretreatment
dilakukan secara biologis menggunakan
Phanerochaete chrysosporium, salah satu
jamur pelapuk putih yang paling efisien untuk
mendegradasi dan memineralisasi lignin
(Janusz et al. 2017; Su et al. 2018). P.
chrysosporium memiliki kemampuan
mendegradasi lignoselulosa secara selektif
dengan mendegradasi komponen lignin
terlebih  dahulu, kemudian komponen
selulosa (Yakin et al. 2017; Andlar et al.
2018). Enzim lignin peroksidase (LiP) dan
mangan peroksidase (MnP) yang dihasilkan
P. chrysosporium berperan melapukkan kayu
dan mendegradasi lignin (Yakin et al. 2017).
P. chrysosporium sendiri merupakan jamur
yang pertumbuhannya cepat dan mudah
ditumbuhkan pada kultur (Chandra et al.
2019) serta memiliki kemampuan oksidasi
yang potensial dan efisien pada biodegradasi
lignin (Sigoillot et al. 2012; Falade et al. 2016)
sehingga vanillin yang dihasilkan dari lignin
hasil degradasi biomassa lignoselulosa
bersifat terbarukan dan mempunyai potensi
bahan baku yang melimpah (Gallage dan
Mgller 2015).

Vanillin dapat diperoleh salah satunya
dengan proses ekstraksi (Gu et al. 2012;
Zhang et al. 2014). Pelarut yang dapat
digunakan adalah etil asetat, karena etil
asetat merupakan pelarut yang bersifat semi
polar dan tidak higroskopis serta mempunyai
afinitas tinggi terhadap vanillin (Sciubba et al.
2009; Mota et al. 2016).

Penelitian ini bertujuan untuk
menentukan lama waktu inkubasi terbaik
untuk kemudian dilanjutkan dengan ekstraksi
vanillin dari hasil degradasi lignoselulosa
limbah bagas tebu oleh jamur P.
chrysosporium, serta menganalisa hasil
optimasi volume pelarut etil asetat dan lama
waktu ekstraksi terhadap hasil kadar vanillin
dan vyield vanillin serta mendapatkan nilai
volume pelarut etil asetat dan lama waktu
ekstraksi yang optimal.

BAHAN DAN METODE

Tempat dan waktu penelitian

Penelitian dilaksanakan di
Laboratorium Bioindustri, Jurusan Teknologi
Industri  Pertanian, Fakultas Teknologi



Tabel 1. Taraf level faktor volume pelarut etil asetat dan
lama waktu ekstraksi

Taraf Level
-1 0 1

Volume pelarut etil asetat (mL) 80 100 120

Faktor

Lama waktu ekstraksi (menit) 60 120 180

Pertanian, Universitas Brawijaya, Malang.
Waktu pelaksanaan penelitian adalah pada
bulan Juni 2019 sampai dengan Desember
20109.

Alat dan bahan

Alat yang digunakan antara lain gelas
ukur, tabung reaksi, labu erlenmeyer, corong,
beaker glass, autoklaf, oven listrik, laminar air
flow (LAF), waterbath shaker, timbangan
digital, timbangan analitik, inkubator,
desikator, mikropipet, pH-meter,
spektofotometer UV-Vis, sentrifugator, rotary
vacuum evaporator.

Bahan utama penelitian ini adalah
bagas tebu yang diambil dari Pabrik Gula
(PG) Kebon Agung, Jalan Raya
Kebonagung, Kecamatan Pakisaji, Malang.
Kultur jamur P. chrysosporium diperoleh
dari Laboratorium Bioindustri, Jurusan
Teknologi Industri Pertanian, Universitas
Brawijaya, Malang. Bahan lainnya antara
lain barley, kalsium sulfat (CaS0Q4), kalsium
karbonat (CaCO3), malt extract agar (MEA),
sodium hidroksida (NaOH), 3,5-
dinitrosalylilic acid (DNS), asam sulfat
(H2S0.), alkohol 70%, spirtus, etil asetat,
metanol, sodium karbonat (NazCOsg),
reagen Folin-Ciocalteu, asam galat (gallic
acid), dan standar vanillin (Merck).

Rancangan penelitian

Penelitian diawali dengan proses
degradasi lignoselulosa pada bagas tebu
menggunakan P. chrysosporium, yang
diinkubasi selama 35 hari. Sampel bagas
tebu yang digunakan sebanyak 10 gram.
Pengamatan dilakukan setiap tujuh hari
yaitu hari ke-0, 7, 14, 21, 28, dan 35.
Parameter yang diamati terdiri dari total
souble phenol (TSP), total gula reduksi
(TGR), pH, susut berat (weight loss), dan
kadar lignin. Setelah didapatkan hasil lama
inkubasi dengan kadar TSP yang tertinggi
selanjutnya dilakukan ekstraksi
menggunakan pelarut etil asetat. Optimasi
dilakukan pada tahap ekstraksi dengan dua
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faktor yaitu volume pelarut etil asetat dan
lama waktu ekstraksi menggunakan
response surface method (RSM) untuk
mengetahui kondisi optimal dari kadar
vanillin yang dihasilkan pada substrat
bagas tebu.

Rancangan penelitian yang digunakan
untuk optimasi menggunakan RSM adalah
rancangan komposit terpusat (CCD). Faktor
yang digunakan dalam penelitian ini adalah
volume pelarut etil asetat (mL) dan lama
waktu ekstraksi (menit). Variabel respons
yang ditetapkan adalah kadar vanillin (%) dan
yield vanilin (ug g7). Adapun level dari
masing-masing faktor yang digunakan dalam
penelitian ini setelah dilakukan percobaan
pendahuluan adalah sebagai berikut:

1. Faktor volume pelarut (Shu et al. 2016)
a. Volume Pelarut = 80 mL (X1; = 1)
b. Volume Pelarut = 120 mL (X1; = 1)

2. Faktor lama waktu ekstraksi (Lun et al. 2014)
a. Waktu ekstraksi 60 menit (X2; = 1)
b. Waktu ekstraksi 180 menit (X2, = 1)

Taraf level dari kedua faktor dapat dilihat
pada Tabel 1. Rancangan penelitian
menggunakan RSM dapat dilihat pada Tabel
2. Berdasarkan Tabel 1 dapat diketahui jarak
antara level yaitu:

Jarak antara level faktor volume
pelarut = 100 — 80 = 20

Jarak antara level faktor lama
waktu ekstraksi = 120 — 60 = 60

Menetapkan level-level faktor yang
sesuai dengan titik pusat X; = 0 dan X, = 0.
Hubungan antar variabel X; dengan variabel
asli dapat dilihat pada persamaan (1) dan
hubungan antara variabel X, dengan variabel
asli dapat dilihat pada persamaan (2) sebagai
berikut:

Xy =222 4 = 20X, + 100 1)

B—(120)
Xz = 60

,B = 60X, + 120 )

k
Nilai a diperoleh dari perhitungan a = 2+ |,
karena penelitian ini menggunakan dua faktor
2

maka nilai k = 2, sehingga «a = 2: = 1,414.
Kemudian nilai « tersebut disesuikan dengan
level faktor yang telah ditetapkan yaitu o = —
1,414 dan « = 1,414. Selanjutnya nilai A dan
B untuk masing-masing level faktor (a dan a)
adalah sebagai berikut:
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Dari persamaan (1) diketahui bahwa

X1 =1,414; sehingga
A =20(-1,414) + 100 = 71,72 mL

X1 =1,414; sehingga
A=20(1,414) + 100 = 128,28 mL

Dari persamaan (2) diketahui bahwa

X2 =-1,414; sehingga
B = 60(-1,414) + 120 = 35,16 menit

X2 =1,414; sehingga
B=60(1,414) + 120 = 204,84 menit

Persiapan bahan dan mikroorganisme

Tahap ini terdiri dari persiapan bahan,
pembuatan media malt extract agar (MEA)
dan dilanjutkan dengan proses inokulasi
jamur P. chrysosporium. Kemudian
pembuatan media Grain Spawn dengan
menggunakan barley dan dilanjutkan dengan
inokulasi jamur P. chrysosporium pada media
Grain  Spawn yang Dbertujuan untuk
mempermudah dalam penimbangan
inokulum yang akan diinokulasi ke dalam
bagas tebu.

Pretreatment pada bagas tebu

Bagas tebu yang akan digunakan
telah melalui proses pengecilan ukuran dan
pengeringan di pabrik. Namun ukurannya
masih terlalu besar dan tidak seragam.
Pretreatment diawali dengan pengecilan
ukuran bagas tebu menjadi 1-2 cm. Hasil
potongan bahan dimasukkan ke dalam

botol kaca (jar) berdiameter 8 cm sebanyak
10 g per botol. Sampel kemudian
disterilisasi menggunakan autoklaf pada
suhu 121 °C dengan tekanan 1 atm selama
15-20 menit sebanyak 2 kali dengan jarak
waktu antar proses sterilisasi ~24 jam.
Sampel yang telah disterilisasi didinginkan
hingga suhunya 40-50 °C. Sampel
kemudian diinokulasi dengan jamur P.
chrysosporium sebanyak 2 + 0,2 g pada
masing-masing botol. Botol sampel ditutup
rapat dan diinkubasi selama 35 hari pada
suhu 30 %= 2 °C.

Ekstraksi

Proses ekstraksi untuk analisis
parameter degradasi lignoselulosa dilakukan
menggunakan aquades. Sampel yang telah
diinkubasi, diekstrak pada hari ke-0, 7, 14,
21, 28, dan 35 untuk dilakukan pengujian
TSP, TGR, dan pH. Sedangkan sampel padat
(ampas) diukur susut berat dan kadar lignin.
Langkah pertama ekstraksi menggunakan
aquades dengan penambahan 100 mL
aquades 80 °C pada setiap sampel untuk
membantu melarutkan gula reduksi dan fenol
terlarut dari dalam biomas. Sampel
dihomogenkan menggunakan waterbath
shaker pada suhu 40 °C dengan frekuensi
150 rpm selama 1 jam. Ampas hasil ekstraksi
dengan aquades kemudian diekstraksi
dengan pelarut etil asetat dan lama waktu
ekstraksi dengan perlakuan berdasarkan
Tabel 2.

Tabel 2. Rancangan komposit terpusat Design Expert 11.1.2.0

Variabel Kode Variabel Asli Respon
No X1 Xa Vqlume Pelarut Lama \_Naktu' Kadar Vanilin Yield Vanilin
Etil Asetat (mL) Ekstraksi (menit) (%) (Mg g7h)
1 1 -1 120 60 Y1 Y2
2 0 0 100 120 Y1 Y2
3 1,414 0 128,28 120 Y1 Y2
4 0 1,414 100 204,85 Y1 Y2
5 0 -1,414 100 35,15 Y1 Y2
6 0 0 100 120 Y1 Y2
7 1 1 120 180 Y1 Y2
8 0 0 100 120 Y1 Y2
9 0 0 100 120 Y1 Y2
10 -1,414 0 71,72 120 Y1 Y2
11 0 0 100 120 Y1 Y2
12 -1 1 80 180 Y1 Y2
13 -1 -1 80 60 Y1 Y2

Keterangan: X1 = Faktor volume etil asetat; X2 = Faktor lama waktu ekstraksi
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Pengujian ekstrak dan ampas bagas tebu

Pengujian TSP, TGR, pH, susut berat,
dan kadar lignin dilakukan pada hari ke—0, 7,
14, 21, 28, dan 35. Uji TSP dilakukan secara
spektrofotometri menggunakan reagen Folin-
Ciocalteu dengan metode yang mengacu
pada Singleton dan Rossi (1965). Uji TGR
dilakukan secara spektrofotometri dengan
menggunakan reagen DNS (3,5-
dinitrosalicylic acid) dengan metode yang
mengacu pada Miller (1959). Pengukuran pH
menggunakan pH meter dengan metode
sesuai SNI 06-6989.11-2004. Susut berat
sampel  diuji menggunakan metode
pengeringan oven mengacu pada Pitt dan
Hocking (2009). Sedangkan pengujian kadar

lignin dilakukan secara gravimetri
menggunakan metode Chesson (Datta
1981). Pengujian kadar vanillin dan

perhitungan yield vanillin dilakukan secara
spektrofotometri mengacu pada Barbosa et
al. (2008) dan Rasoamandrary et al. (2013).

Pengolahan dan analisa data

Data hasil penelitian yang diperoleh
berupa kadar dan yield vanillin diolah serta
dianalisa menggunakan software Design
Expert 11.1.2.0 versi trial. Data dimasukkan
pada rancangan komposit terpusat 2 faktor
dengan respons kadar dan yield vanillin.
Faktor perlakuan terdiri dari volume pelarut
etil asetat dan lama waktu ekstraksi.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Parameter degradasi lignoselulosa

Kenampakan pertumbuhan jamur P.
chrysosporium pada bagas tebu setiap
minggunya selama 35 hari dapat dilihat
pada Gambar 1. Hasilnya menunjukkan
bahwa semakin lama inkubasi, maka
semakin banyak miselium jamur yang
tumbuh. Berdasarkan kenampakan tersebut
maka jamur P. chrysosporium akan
mendegradasi komponen lignoselulosa
pada bagas tebu yang ditunjukkan dengan
adanya perubahan pada masing-masing
parameter degradasi lignoselulosa, dapat
dilhat pada hasil scanning electron
microscope (SEM) antara hari ke—0 dan hari
ke—35 pada Gambar 2.

Hasil rata-rata TSP dari degradasi
lignoselulosa bagas tebu oleh jamur P.
chrysosporium selama 35 hari inkubasi
dapat dilihat pada Gambar 3a. Hasil
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degradasi bagas tebu memiliki nilai rata-
rata TSP yang meningkat dari inkubasi O
sampai 14 hari dan mengalami penurunan
pada inkubasi 21 hari sampai 35 hari
dengan nilai TSP terendah pada hari ke—0
sebesar 0,014 mg g dan tertinggi pada
hari ke-14 sebesar 0,107 mg g
Peningkatan dan penurunan nilai TSP,
masing-masing diduga karena pengaruh
lamanya inkubasi dan nutrisi yang ada.
Peningkatan nilai TSP dari hari ke-0
sampai hari ke—-14 diduga karena semakin
lama waktu inkubasi maka semakin banyak
senyawa fenol yang didegradasi sehingga
nilai TSP  mengalami  peningkatan.
Sedangkan penurunan nilai TSP dari hari
ke—-21 sampai hari ke—-35 diduga karena
degradasi lignin telah optimal pada hari ke
14 dan kandungan lignin telah habis. Selain
itu penurunan nilai TSP juga diduga karena
adanya peran fenol sebagai senyawa
pereduksi dalam reaksi fenton. Menurut
Ivanova et al. (2012), semakin lama
inkubasi maka akan semakin banyak fenol
yang dihasilkan. Namun pada lama waktu
tertentu hasilnya akan tetap dan semakin
berkurang. Jumlah jamur selama inkubasi
dan jumlah senyawa fenol yang
terdegradasi berbanding lurus, dimana
semakin banyak jamur yang tumbuh setiap
minggunya maka senyawa fenol yang
terdegradasi juga akan semakin banyak.
Oleh karena itu akan berdampak pada
peningkatan nilai fenol (Supriya dan Neehar
2014; Ibrahim dan EI-Gamdi 2019).
Pertumbuhan dan perkembangan
mikroorganisme sangat dipengaruhi oleh
adanya nutrisi dan lingkungan yang baik
(Frey-Klett et al. 2011; Nottingham et al.
2018), ketika ketersediaan nutrisi telah
habis dan mikroorganisme tidak dapat
beradaptasi dengan lingkungan maka
jumlah  mikroorganisme tersebut akan
berkurang karena mengalami kematian
(Haruta dan Kanno 2015). Hal tersebut
diduga akan berpengaruh terhadap
penurunan nilai fenol karena jamur
pendegradasi mengalami kematian akibat
tidak adanya nutrisi atau nutrisi telah habis.
Menurut Arantes et al. (2012) pada reaksi
Fenton, fenol juga digunakan pada reduksi
Fe* menjadi Fe?". Sehingga penggunaan
fenol pada reaksi Fenton tersebut juga
dapat mempengaruhi jumlah senyawa fenol
yang dihasilkan.
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Hasil rata-rata TGR dari degradasi
lignoselulosa bagas tebu oleh jamur P.
chrysosporium selama 35 hari dapat dilihat
pada Gambar 3b. Hasil degradasi memiliki
nilai rata-rata TGR yang meningkat dari
inkubasi 0 hari sampai 14 hari dan mengalami
penurunan pada inkubasi 21 hari sampai 35
hari. Peningkatan nilai TGR diduga karena
adanya degradasi hemiselulosa dan selulosa
menjadi gula sederhana. Menurut Madadi
dan Abbas (2017), pretreatment dengan
menggunakan fungi atau jamur pelapuk akan
meningkatkan total gula yang dihasilkan
selama  proses sakarifikasi biomasa
lignoselulosa. Metabolisme mikroorganisme
akan menghasilkan gula dari konversi
selulosa dan hemiselulosa (Su et al. 2018).
Menurut Zhang et al. (2019), semakin lama
waktu inkubasi pretreatment maka akan
semakin meningkat aksesibilitas selulosa dan
hemiselulosa sehingga semakin banyak
monosakarida yang terurai. Pada penelitian

ini, penurunan nilai TGR diduga karena jamur
memanfaatkan gula reduksi yang diperoleh
dari  hasil degradasi selulosa dan
hemiselulosa sebagai sumber karbon untuk
metabolisme. Menurut Lalak et al. (2016),
penurunan gula reduksi dikarenakan oleh
adanya perombakan komponen gula menjadi
glukosa, di mana glukosa tersebut
dikonsumsi oleh mikroorganisme sebagai
sumber energi selama proses pretreatment.

Hasil rata-rata susut berat dari
degradasi lignoselulosa bagas tebu oleh
jamur P. chrysosporium selama 35 hari dapat
dilihat pada Gambar 3c. Berdasarkan
Gambar 3c diketahui bahwa semakin lama
waktu inkubasi bagas tebu maka semakin
meningkat presentase susut beratnya.
Persentase susut berat terendah pada 0 hari
inkubasi dengan nilai 0%, kemudian

meningkat menjadi 2,00% pada inkubasi 7
dan paling tinggi sebesar 22,44% pada
inkubasi 35 hari. Menurut Zhang et al. (2012),

Hari ke—0 Hari ke—7 Hari ke-14

Hari ke-21 Hari ke—28 Hari ke-35

Gambar 1. Kenampakan pertumbuhan miselia jamur P. chrysosporium pada bagas tebu dengan lama inkubasi 0—35 hari

20| HV [mag O] WD [spot| det [tift| ———— 400 pm

AM [20.00 kV| 250x [10.0 mm| 3.5 |[ETD |0

@

Universitas Negeri Malan

[ HV [magO| WD [spot] det [tilt|—
120.00kV| 250 x |10.0 mm| 4.0 |ETD|0

(b)

——— 400 ym ———
Universitas Negeri Malang

Gambar 2. Kenampakan permukaan bagas tebu hasil SEM dengan perbesaran 250x: (a) sebelum (hari ke—0), dan
(b) sesudah (hari ke—35) pretreatment menggunakan jamur P. chrysosporium
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Tabel 3. Data respon kadar vanilin dan yield vanillin yang diperoleh dari kombinasi perlakuan volume pelarut dan lama

waktu ekstraksi

Variabel Kode Variabel Asli Respon
No X1 Xo Vqlume Pelarut Lama \.Naktu. Kadar Vanilin Yield Vanilin
Etil Asetat (mL) Ekstraksi (menit) (%) (ug g™
1 -1 -1 80 60 0,0036 3,304
2 1 -1 120 60 0,0027 3,190
3 -1 1 80 180 0,0038 4,101
4 1 1 120 180 0,0072 6,797
5 -1,414 0 71,72 120 0,0035 4,913
6 1,414 0 128,28 120 0,006 9,341
7 0 -1,414 100 35,15 0,0037 3,270
8 0 1,414 100 204,85 0,0042 5,198
9 0 0 100 120 0,0079 9,034
10 0 0 100 120 0,0078 8,001
11 0 0 100 120 0,0075 7,729
12 0 0 100 120 0,0081 9,298
13 0 0 100 120 0,0064 8,211

Keterangan: X1 = Faktor volume etil asetat; X2 = Faktor lama waktu ekstraksi

dihasilkannya produk degradasi lignoselulosa
bersamaan dengan terjadinya penurunan
berat bahan. Hal tersebut terjadi karena
bahan terurai dan menjadi lebih sedikit dan
terbentuk suspensi yang agak halus. Kondisi
struktur bahan yang terurai tersebut yang
akan menyebabkan terjadinya penurunan
berat bahan. Hal tersebut menunjukkan
bahwa peningkatan degradasi lignoselulosa
akan berdampak pada penurunan berat bahan
sehingga menunjukkan peningkatan persenta-
se susut berat (Gajendiran et al. 2016).

Hasil rata-rata pH dari degradasi
lignoselulosa bagas tebu oleh jamur P.
chrysosporium selama 35 hari inkubasi dapat
dilihat pada Gambar 3d. Hasil menunjukkan
bahwa nilai rata-rata pH menurun dari
inkubasi hari ke-0 sampai 35 hari. pH
tertinggi terjadi pada inkubasi hari ke-0
sebesar 6,97 dan nilai pH terendah pada
inkubasi 35 hari sebesar 5,97. Penurunan
nilai pH umumnya diduga karena jamur
pelapuk  memiliki kemampuan  untuk
memproduksi asam-asam organik sehingga
tingkat keasamannya tinggi (Liaud et al.
2014; Li et al. 2016). Namun, pada P.
chrysosporium, tingginya tingkat keasaman
kemungkinan disebabkan oleh penghilangan
amonium dari garam amonium sulfat, yang
digunakan sebagai sumber nitrogen, atau
ekskresi ion H* dari asimilasi NH** (Liaud et
al. 2014).

Persentase kadar lignin pada bagas
tebu setelah degradasi lignoselulosa oleh
jamur P. chrysosporium selama 35 hari
inkubasi dapat dilihat pada Gambar 3e. Hasil
menunjukkan persentase kadar lignin yang
menurun  selama inkubasi 35 hari.
Persentase kadar lignin tertinggi terjadi pada
inkubasi hari ke-0 sebesar 25,53% dan
persetase kadar lignin terendah terjadi pada
inkubasi 35 hari yaitu sebesar 4,78%. Hasil
tersebut menunjukkan bahwa semakin lama
waktu inkubasi maka semakin banyak lignin
pada bagas tebu vyang terdegradasi.
Perubahan kandungan lignin pada substrat,
menurut Mustabi et al. (2018) diduga terjadi
akibat pemanfaatan struktur lignin untuk
pertumbuhan jamur pelapuk putih.
Mikroorganisme mampu mendegradasi lignin
dalam proses pelapukan biomassa menjadi
CO; dan H;O. Menurut Sun et al. (2016),
persentase lignin yang semakin menurun
seiring dengan lama waktu degradasi diduga
karena lignin telah terdegradasi sehingga
lignin yang ada pada biomassa
lignoselulosa, dalam hal ini bagas tebu,
berkurang dan semakin rendah
persentasenya.

Optimasi ekstraksi vanillin

Optimasi  ekstraksi  vanillin  hasil
degradasi bagas tebu oleh P. chrysosporium
dilakukan berdasarkan lama inkubasi
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dengan rata-rata nilai TSP tertinggi, yaitu
diperoleh pada waktu inkubasi 14 hari yakni
sebesar 0,107 mg g*. Selanjutnya lama
inkubasi 14 hari digunakan sebagai
lamanya inkubasi sampel untuk optimasi
ekstraksi vanillin. Hasil ekstraksi dengan
faktor pelarut etil asetat dan lama waktu
ekstraksi berdasarkan rancangan pada
Design-Expert 11.1.2.0 dapat dilihat pada
Gambar 4.
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Kadar vanillin tertinggi diperoleh pada
lama waktu ekstraksi 180 menit dengan
volume pelarut etil asetat sebanyak 100 mL
yaitu sebesar 0,0081% (Tabel 3). Sementara
kadar vanillin terendah (0,0027%) diperoleh
pada lama waktu ekstraksi 60 menit dengan
volume pelarut etil asetat sebanyak 120 mL.
Hasil pengolahan data menggunakan Design
Expert 11.1.2.0 didapatkan data Fit Summary
penggunaan model yang terpilih adalah
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Gambar 3. Pengaruh lama inkubasi (0-35 hari) terhadap parameter degradasi lignoselulosa hasil degradasi bagas
tebu oleh jamur P. chrysosporium: (a) Total soluble phenol (TSP); (b) Total gula reduksi (TGR); (c) Susut

berat; (d) pH; dan (e) Kadar lignin
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Gambar 4. Sampel hasil ekstraksi dengan perlakuan
faktor volume pelarut etil asetat (mL) dan
lama waktu ekstraksi (menit) sesuai
rancangan Design-Expert 11.1.2.0
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Gambar 5. Grafik Normal Plot of Residual kadar vanilin
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Gambar 6. Kurva Response Surface Tiga Dimensi
untuk hubungan faktor volume pelarut etil
asetat dan lama waktu ekstraksi terhadap
respon kadar vanilin
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model kuadratik. Model tersebut memiliki nilai
p = 0,0004 yang signifikan (p <0,05) dan nilai
F tertinggi sebesar 28,60 serta memiliki
keterangan “suggested”. Model kuadratik
juga memiliki nilai R? tertinggi dibandingkan
model lain yaitu 0,9195. Menurut Myers et al.
(2016), model akan berpengaruh secara
signifikan pada saat nilai F yang diperoleh
tinggi dan nilai p yang rendah.

Hasil analisis ragam ANOVA diperoleh
nilai p = 0,0010 (p <0,05) yang menunjukkan
bahwa model signifikan. Nilai p-value pada
volume etil asetat adalah 0,0249 dan pada
lama waktu ekstraksi adalah 0,0382 sehingga
kedua faktor tersebut berpengaruh nyata
terhadap respons kadar vanillin. Menurut

Khoshnamvand et al. (2018), hasil
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Gambar 7. Grafik Normal Plot of Residual yield vanilin

Yield Vanillin (ug g)

A: Volume Etil Asetat (ml)

Gambar 8. Kurva Response Surface Tiga Dimensi

untuk hubungan faktor volume pelarut etil
asetat dan lama waktu ekstraksi terhadap
respon yield vanilin
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didefinisikan signifikan secara statistik jika
nilai p lebih rendah dari 0,05. Semakin kecil
nilai p, maka model dikatakan semakin baik.
Nilai lack of fit sebesar 0,3292 yang lebih
besar dari 0,05 (p > 0,05 artinya
ketidaktepatan model kuadratik bersifat tidak
signifikan atau tepat untuk digunakan dan
dapat jelaskan suatu permasalahan dari
suatu analisis yang dikaji. Menurut Jibril et al.
(2019), uji lack of fit menentukan kecukupan
model yang dipilih untuk menggambarkan
variasi dalam data eksperimen di sekitar
model. Persamaan regresi model kuadratik
yang terpilih terhadap respons kadar vanillin
ditunjukkan pada persamaan (3).

Y1 =75 % 10"+ (8 x 104)X1 +(7 x 104)X2 — (11 x
104 X1X2 — (14 x 104)X12% — (18 x 1074)X2? 3)

Dimana:
Y1 = Variabel Respons Kadar Vanillin (%)
X1 = Faktor Volume Etil Asetat (mL)
X2 = Faktor Lama waktu ekstraksi (menit)

Distribusi data yang diperoleh dapat
dilihat pada grafik normal plot pada Gambar
5, sedangkan pengaruh interaksi volume etil
asetat dan lama waktu ekstraksi terhadap
kadar vanillin digambarkan pada kurva
permukaan respons yang ditunjukkan pada
Gambar 6. Berdasarkan grafik Gambar 5
diketahui bahwa data untuk masing-masing
kombinasi perlakuan terletak menyebar di
sekitar garis lurus. Hasil tersebut
menunjukkan bahwa residu untuk respons
kadar vanillin mengikuti distribusi normal
dengan hamburan yang tidak jauh dari garis
lurus (hamburan sedang).

Sementara itu dari kurva pada Gambar
6 diketahui bahwa terdapat 5 wilayah dengan
warna yang berbeda, dimana semakin pekat
warna merah pada kurva maka kadar vanillin
semakin tinggi. Sebaliknya, semakin pekat
warna biru pada kurva maka semakin rendah
kadar vanillin yang dihasilkan. Garis yang
melingkar pada gambar kontur plot
menunjukkan nilai respons kadar vanillin
grafik yang dihasilkan berbentuk kuadratik.
Gambar kurva memiliki bentuk menyerupai
parabola terbalik atau terbuka ke bawah. Hal
ini menunjukkan bahwa adanya nilai kadar
vanillin optimal pada bagian puncak sebelum
akhirnya menurun. Posisi nilai kadar vanillin
minimal ditunjukkan pada permukaan paling
rendah dibandingkan lainnya.

98

Data pada Tabel 3 menunjukkan
hubungan antara volume pelarut etil asetat
(mL) dan lama waktu ekstraksi (menit)
terhadap vyield vanillin. Berdasarkan
penelitian yang telah dilakukan, yield vanillin
tertinggi diperoleh sebesar 9,341 ug g pada
ekstraksi selama 120 menit dengan volume
pelarut etil asetat 128,28 mL. Yield vanillin
terendah diperoleh yaitu sebesar 3,190 pg g-
1 dengan ekstraksi selama 60 menit dengan
volume pelarut etil asetat 120 mL. Hasil
pengolahan data menggunakan Design
Expert 11.1.2.0 didapatkan fit summary
penggunaan model yang terpilih adalah
model kuadratik karena model memiliki nilai p
= 0,0011 yang signifikan (p < 0,05) dan
memiliki nilai F tertinggi yaitu 21,09 dan nilai
R? sebesar 0,8943.

Hasil analisis ragam ANOVA diperoleh
nilai p-value sebesar 0,0026 (p < 0,05)
menunjukkan model yang diperoleh adalah
signifikan. Sementara nilai p-value volume etil
asetat adalah sebesar 0,0190 dan p-value
lama waktu ekstraksi adalah 0,0443 sehingga
kedua faktor tersebut dapat dikatakan
berpengaruh nyata (signifikan) terhadap
respons yield vanillin. Nilai lack of fit sebesar
0,1047 yang lebih besar dari 0,05 (p > 0,05)
artinya ketidaktepatan model kuadratik
bersifat tidak signifikan atau tepat untuk
digunakan dan dapat menjelaskan suatu
permasalahan dari suatu analisis yang dikaiji.
Persamaan regresi model kuadratik yang
terpilih terhadap respons vyield vanillin
ditunjukkan pada persamaan (4).

Y2 =845 x 102 + (111 x 10 9)X1 +(89,13 x 10-9)X2 — (70,25
x 10-2)X1X2 — (99,69 x 10-2)X1? — (244 x 102X @)

Dimana:
Y1 = Variabel Respons Yield Vanillin (ug g2)
X1 = Faktor Volume Etil Asetat (mL)
X2 = Faktor Lama waktu ekstraksi (menit)

Gambar 7 menunjukkan grafik normal
plot untuk distribusi data respon yield vanillin
yang diperoleh. Berdasarkan grafik pada
Gambar 7 diketahui bahwa data untuk
masing-masing kombinasi perlakuan, volume
etil asetat dan lama waktu ekstraksi, terletak
menyebar di sekitar garis lurus. Hasil tersebut
menunjukkan bahwa residu untuk respons
yield vanillin mengikuti distribusi normal
dengan hamburan sedang, yang tidak jauh
dari garis lurus.
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Tabel 4. Batas optimasi respon kadar vanilin dan yield vanilin dari kombinasi faktor volume etil asetat dan lama waktu

ekstraksi
Kriteria Nama (Satuan) Target Bawar? atas AlaS Ke;g?tli(r?g;an
Faktor Volume etil asetat (mL) in Range 80 120 3
Lama waktu ekstraksi (menit) in Range 60 180 3
Respon Kadar vanillin (%) Maximize 0,0027 0,0081 3
Yield vanillin (ug g4) Maximize 3,19 9,341 3

Keterangan:

1. Sangat tidak penting; 2. Tidak penting; 3. Penting; 4. Lebih penting; dan 5. Sangat penting

Tabel 5. Solusi optimal respon kadar vanilin dan yield
vanilin dari kombinasi faktor perlakuan
volume etil asetat dan lama waktu ekstraksi
hasil komputasi Design-Expert 11.1.2.0

Parameter Standar Prediksi
Volume pelarut etil asetat (mL) 109,730
Lama waktu ekstraksi (menit) 137,302
Kadar vanilin (%) 0,0078
Yield vanillin (ug g) 8,9089
Desirability 0,934
Keterangan Selected

Selanjutnya, Gambar 8 menunjukkan
kurva permukaan respons yang
menggambarkan pengaruh interaksi volume
etil asetat dan lama waktu ekstraksi terhadap
kadar vanillin. Berdasarkan kurva pada
Gambar 8 diketahui terdapat warna yang
berbeda, dimana semakin mendekati warna
merah maka yield vanillin semakin tinggi,
sebaliknya jika semakin mendekati warna
biru maka yield vanillin semakin rendah.
Kurva yang menyerupai parabola terbalik,
menunjukkan adanya nilai yiled vanillin
optimal pada bagian puncak sebelum
akhirnya menurun. Posisi yield vanillin
minimal ditunjukkan pada permukaan paling
rendah dibandingkan lainnya.

Solusi optimal pada desain komposit terpusat

Optimasi yang dilakukan bertujuan
untuk mengoptimalkan nilai respons berupa
kadar vanillin dan yield vanillin berdasarkan
batasan-batasan faktor yang telah ditentukan
yaitu volume pelarut etil asetat dan lama
waktu ekstraksi. Nilai ideal pada respons
kadar vanillin dan vyield vanillin dipilih
maksimal dikarenakan semakin tinggi nilai
kadar vanillin maka hasil yang didapatkan
semakin banyak. Terdapat batas bawah dan
batas atas untuk masing-masing faktor.
Berdasarkan rancangan percobaan, pada

faktor volume pelarut etil asetat, batas bawah
yang digunakan sebesar 80 mL dan batas
atas sebesar 120 mL. Sementara pada faktor
lama waktu ekstraksi, batas bawah yang
digunakan sebesar 60 menit dan batas atas
180 menit. Batas-batas optimasi faktor (lama
waktu ekstraksi dan voume pelarut etil asetat)
dan respons (kadar vanillin dan yield vanillin)
dapat dilihat pada Tabel 4.

Berdasarkan batas-batas optimasi dari
Tabel 4, diperoleh solusi optimal hasil
komputasi menggunakan Design-Expert
11.1.2.0 yang dapat dilihat pada Tabel 5.
Solusi optimal pada Tabel 5 menunjukkan
kombinasi perlakuan dari volume pelarut etil
asetat 109,730 mL dan lama waktu ekstraksi
137,302 menit akan menghasilkan kadar
vanillin 0,0078% dan yield vanillin 8,9089 ug
gl. Nilai desirability (ketepatan) sebesar
0,934 yang berarti semakin mendekati 1
menunjukkan kemampuan program untuk
mencapai solusi optimum yang diinginkan.
Titik  optimum masing-masing variabel
merupakan titik stasioner yang diduga
merupakan respons optimum. Namun hasil
solusi optimal tersebut memiliki kadar vanillin
dan yield vanillin yang tergolong rendah.
Metode dan proses ekstraksi yang digunakan
diduga berpengaruh terhadap hasil vanillin
yang diperoleh, di mana pada penelitian ini
menggunakan metode ekstraksi dengan
waterbath shaker. Jika dibandingkan dengan
metode ekstraksi yang lain, metode ekstraksi
yang digunakan pada penelitian ini masih
belum optimum untuk ekstraksi vanillin dari
biomassa lignoselulosa. Penelitian
Rasoamandrary et al. (2013) menunjukkan
perbandingan penggunaan metode ekstraksi
vanillin dari biji vanili dengan menggunakan
ultrasound-assisted extraction dan hot
waterbath shaker dimana metode ultrasound-
assisted extraction lebih efektif untuk
digunakan. Hasil vanillin yang diperoleh
dengan lama waktu ekstraksi optimum
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Tabel 6. Perbandingan antara hasil validasi dan solusi optimal Design Expert 11.1.2.0

Parameter Prediksi (*) Hasil Verifikasi (**) Selisih Simpangan (%)
Kadar Vanilin (%) 0,0078 0,0077 0.0001 1,282
Yield vanilin (ug g%) 8,9089 8,8905 0.0184 0,206

*Hasil dari program Design Expert 11.1.2.0
**Data hasil validasi

selama 1 jam adalah 471,2 £ 9 ppm atau
0,04712 + 0,0009%. Dong et al. (2014) yang
membandingkan metode maserasi,
ultrasound-assisted extraction, pressure-
assisted extraction, dan microwave-assisted
extraction, diperoleh metode terbaik untuk
ekstrasi vanillin adalah microwave-assisted
extraction. Yield vanilin yang optimal
diperoleh pada rasio sampel dan pelarut
terbaik rasio 4 g/100 mL untuk ekstraksi
vanillin. Selain metode ekstraksi yang
digunakan, jenis bahan lignoselulosa juga
berpengaruh terhadap hasil vanillin karena
perbedaan kandungan lignoselulosa pada
masing-masing bahan berbeda.

Validasi solusi optimal

Validasi kadar vanillin dan yield vanillin
dilakukan untuk memastikan hasil prediksi
solusi optimal dari masing-masing variabel
sesuai dengan hasil yang sesungguhnya.
Validasi dilakukan dengan ekstraksi sesuai
kombinasi perlakuan optimal dari volume
pelarut etil asetat dan lama waktu ekstraksi,
yaitu masing-masing 109,730 mL dan
137,302 menit. Sampel hasil ekstraksi untuk
validasi tersebut dapat dilihat pada Gambar
9. Hasil validasi diperoleh kadar vanillin
0,0077% dan yield vanillin 8,8905 ug g (5,32

Gambar 9. Sampel hasil ekstraksi untuk validasi solusi
optimal dengan faktor volume pelarut etil
asetat (mL) dan lama waktu ekstraksi
(menit)

100

x 10% mol L. Hasil validasi kemudian
dibandingkan dengan hasil solusi optimal
yang diperoleh dari Design Expert 11.1.2.0
dan dilihat pada Tabel 6. Hasil tersebut sudah
sesuai karena hasil validasi tidak berbeda
jauh dengan hasil prediksi dengan perbedaan
kurang dari 5%. Menurut Sugiono (2015),
besarnya simpangan untuk pengukuran
kecermatan antara nilai validasi dengan nilai
prediksi harus bernilai kurang atau sama
dengan 5%. Hasil validasi untuk semua
respons berada dalam rentang prediksi
sehingga dianggap memenuhi  syarat
perhitungan prediksi secara komputasi.
Menurut Khoshnamvand et al. (2018), hasil
validasi solusi optimal sesuai dengan
efisiensi yang diprediksi menunjukkan bahwa
model tersebut memadai untuk optimalisasi
variabel.

KESIMPULAN

Lama inkubasi berpengaruh terhadap
degradasi lignoselulosa bagas tebu oleh
jamur P. chrysosporium. Nilai rata-rata TSP
tertinggi pada inkubasi ke—14 hari sebesar
0,107 mg g. Nilai rata-rata TGR tertinggi
juga pada inkubasi ke—14 hari, sedangkan
susut berat bahan dan pH mengalami
penurunan setiap minggunya. Hasil analisis
kadar lignin menunjukkan penurunan
persentase lignin pada setiap minggunya,
hingga menjadi 81,27% pada hari ke-35.
Lama inkubasi terbaik untuk proses ekstraksi
vanillin berdasarkan nilai TSP tertinggi adalah
pada inkubasi selama 14 hari. Hasil analisis
Design Expert menunjukkan volume pelarut
etii asetat dan lama waktu ekstraksi
berpengaruh terhadap respons kadar vanillin
dan yield vanillin dengan model kuadratik.
Solusi optimal diperoleh kombinasi perlakuan
volume pelarut etil asetat 109,730 mL dan
lama waktu ekstraksi 137,302 menit dengan
standar prediksi akan didapatkan kadar
vanillin sebesar 0,0078% dan yield vanillin
sebesar 8,9089 ug g. Hasil validasi solusi



optimal yang dilakukan menghasilkan kadar
vanillin dan vyield vanillin berturut-turut
sebesar 0,0077% dan 8,8905 ug g (5,32 x
10 mol L™). Hasil yang diperoleh tersebut
cenderung lebih rendah jika dibandingkan
dengan penelitian sejenis lainnya dengan
metode ekstraksi yang berbeda.
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