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ABSTRAK

Telah dilakukan penelitian tentang potensi limbah padat kelapa sawit sebagai antibrowning dan repellent Aedes
aegypti. Seiring dengan peningkatan luas perkebunan kelapa sawit maka jumlah limbah kelapa sawit pun meningkat.
Limbah padat, cair, dan gas kelapa sawit dapat mencemari lingkungan sehingga diperlukan metode penanggulangan
untuk mengatasinya. Selulosa, hemiselulosa, dan lignin yang terkandung di dalam limbah padat kelapa sawit dapat
mengalami fermentasi anaerobik secara alami menghasilkan enzim sampah (Garbage Enzyme) yang digunakan
sebagai antibrowning dan repellent Aedes aegypti. Indeks browning dan kadar polifenol diuji dengan metode
Spektrofotometri UV Vis, sedangkan uji repellent menggunakan nyamuk Aedes aegypti dan formula dioleskan pada
kulit. Hasil penelitian menunjukkan bahwa tingkat keasaman (pH) berkisar antara 3,54-4,15. Sifat antibrowning
tertinggi terdapat pada Serabut Kelapa Sawit (SKS) dan Bungkil Kelapa Sawit (BKS) dengan nilai indeks browning
sebesar 0,037 dengan penghambatan relatif (antibrowning) sebesar 78%. Sementara itu, sifat repellent pada nyamuk
Aedes aegypti tertinggi terjadi pada formulasi Tandan Kosong Sawit (TKS) + Serabut Kelapa Sawit (SKS) dengan
persentase penolakan efektif sebesar 79,76%. Oleh karena itu, limbah kelapa sawit hasil fermentasi memiliki potensi
sebagai antibrowning dan repellent nyamuk Aedes aegypti.

Kata kunci: antibrowning, fermentasi, limbah padat kelapa sawit, repellent

ABSTRACT

A research was conducted to study the potential of solid oil palm waste as an antibrowning and as a repellent of
Aedes aegypt. The amount of oil palm waste is increasing along with the expansion of oil palm plantation. A
prevention method is needed to overcome solid, liquid, and gaseous wastes of oil palm which pollute the
environment. Cellulose, hemicellulose, and lignin contained in solid waste of oil palm can be anaerobically fermented
naturally to produce garbage enzyme which can be used as an antibrowning and as a repellent of Aedes aegypt.
Browning index and polyphenol level were tested with UV Vis spectrophotometry while repellent level was tested
using Aedes aegypti mosquito and a formula applied to the skin. The result showed that the acidity level (pH) was
between 3.54-3.15. The highest antibrowning properties were found in oil palm fiber (SKS) and palm oil cake (BKS)
with a browning index value of 0.037 with arelative inhibition (antibrowning) of 78%. Meanwhile, the highest repellent
properties toward Aedes aegypti was showed by the on palm empty fruit bunch (TKS) + oil palm fiber (SKS) with
79.76% effective rejection percentage. There fore, fermented oil palm waste has an antibrowning effect and arepellent
Aedes aegypti mosquito.

Keywords: antibrowning, natural anaerobic fermentation, repellent, solid palm oil waste

PENDAHULUAN

Perkebunan kelapa sawit Indonesia setiap tahun
mengalami peningkatan luas areal dan jumlah pelaku
usaha yang membuka lahan baru. Luas perkebunan
kelapa sawit di Indonesia pada tahun 2015 adalah
11.260.000 ha yang diperkirakan menjadi 12.307.677
ha pada tahun 2017 (Direktorat Jenderal Perkebunan
2016). Peningkatan luas areal kelapa sawit tersebut
akan berdampak pada peningkatan jumlah limbah
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kelapa sawit yang dihasilkan pascaproses produksi
minyak kelapa sawit.

Jenis limbah padat, cair, dan gas dihasilkan setelah
proses produksi minyak kelapa sawit (Fang 2011).
Limbah padat ini di antaranya dapat berupa Tandan
Kosong Sawit (TKS), Cangkang Kelapa Sawit (CKS),
Serabut Kelapa Sawit (SKS), Bungkil Kelapa Sawit
(BKS), dan bentuk cair yang dikenal dengan POME
(Palm Qil Mills Effluent). Sementara itu, limbah gas
bersumber dari gas buangan pabrik kelapa sawit pada
proses produksi CPO.

Limbah kelapa sawit terdiri atas limbah padat dan
limbah cair yang terdiri dari air kondensat, air lumpur,
dan air hidrosiklon. Satu ton Tandan Buah Segar (TBS)
menghasilkan 23% TKS, 4% wet decanter solid, 6,5%
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CKS, 13% SKS, dan 50% limbah cair (Deptan 2006).
Bahkan setiap TBS yang diolah di pabrik kelapa sawit
dapat menghasilkan 25-26% TKS (Herawan & Rivani
2010). Dengan demikian, diperkirakan jumlah limbah
padat pada pabrik berkapasitas 60 ton/jam adalah
sebesar 27.900 ton/hari.

Berbagai upaya dilakukan untuk memanfaatkan
limbah kelapa sawit, di antaranya pemanfaatan limbah
sabut untuk penguat sifat mekanik komposit fiber glass,
di industri kertas dalam pembuatan pulp, dan sebagai
alternatif media tanam. Selain itu, dapat pula dijadikan
alternatif pengganti solar dan batubara pada pem-
bangkit listrik (Haryati et al. 2014). Bahkan Munthe et
al. (2015) telah memanfaatkan cangkangnya untuk
meningkatkan kualitas nilai kalor, kadar air, densitas,
dan kadar abu untuk bahan baku pembuatan biobriket
arang.

Potensi lain yang dapat dijajaki adalah peman-
faatan limbah kelapa sawit hasil fermentasi sebagai
antibrowning (anti-pencokelatan) dan repellent (anti-
serangga). Salah satu metode fermentasi alami, yaitu
metode yang dikembangkan oleh  Rosukon
Poompanvong melalui fermentasi limbah organik ru-
mah tangga menjadi produk yang diberi nama garbage
enzyme. Sumarlin et al. (2013) juga telah melakukan
fermentasi sampah dari berbagai campuran kulit buah
berdasarkan metode yang dikembangkan oleh
Rosukan Poompanvong selama 3 bulan. Hasilnya
menunjukkan bahwa proses fermentasi dapat men-
stimulasi lipase dan selulase. Namun, data fermentasi
untuk limbah kelapa sawit belum ada sehingga
diperlukan penelitian lebih lanjut.

Sifat antibrowning (anti-pencokelatan) bahan akan
memengaruhi bahan pangan agar lebih menarik dan
memiliki rasa alami yang lebih kuat karena pen-
cokelatan (browning) akan mengurangi kualitas produk
pangan dan minat konsumen. Diduga sifat anti-
browning limbah kelapa sawit hasil fermentasi berasal
dari senyawa organik yang bersifat asam lemah. Igoe
(2011) menyebutkan bahwa asam asetat termasuk ke
dalam golongan asidulan. Altunkaya dan Gokmen
(2009) menyebutkan bahwa pencokelatan buah dapat
dicegah dengan cara penghambatan enzim poli-
fenoloksidase (PPO) oleh asidulan karena dapat
mengurangi kekuatan ikatan antara PPO dengan atom
Cu sebagai kofaktornya. Penghambatan itu terjadi
pada pH kurang dari 4. Selain itu, sistein yang ter-
kandung dalam limbah kelapa sawit juga dapat
memiliki fungsi yang sama, tetapi melalui peme-
rangkapan o-kuinon sebagai pembentuk warna
cokelat.

Di samping itu, senyawa hasil fermentasi dapat juga
digunakan sebagai repellent (penolak serangga)
karena adanya asam organik yang terbentuk. Asam
organik ini diduga merupakan hidrokarbon berantai
pendek yang bersifat volatil. Keberadaan senyawa-
senyawa volatil ini diduga dapat menghalangi nyamuk
untuk mendekati kulit ketika bahan hasil fermentasi
dioleskan pada kulit. Hal ini terjadi karena senyawa
volatil dapat mengubah asam laktat yang merupakan
atraktan bagi nyamuk (Hoel et al. 2007).
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Namun demikian, data kemampuan limbah kelapa
sawit hasil fermentasi sebagai antibrowning dan
repellent masih belum diteliti lebih lanjut karena belum
tersedia data yang memadai. Oleh karena itu, pene-
litian lebih lanjut untuk mempelajari potensi kemam-
puan limbah kelapa sawit hasil fermentasi sebagai
antibrowning dan repellent sangat penting untuk
dilakukan sehingga diversifikasi pemanfaatan limbah
kelapa sawit makin banyak dan berkembang.

METODE PENELITIAN

Penelitian ini dilaksanakan di Pusat Laboratorium
Terpadu (PLT) Fakultas Sains dan Teknologi UIN
Syarif Hidayatullah Jakarta. Penelitian ini dilaksanakan
pada bulan Maret—Agustus 2012.

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini
berupa SKS, BKS, dan TKS yang berasal dari pasca-
produksi minyak kelapa sawit di PT. Perkebunan
Nusantara (PN) VIII Kertajaya, Kecamatan Malimping,
Provinsi Banten. Sampel tersebut tidak dapat langsung
digunakan karena ukurannya besar, sehingga pada
sampel SKS dan TKS dilakukan penarikan serat-
seratnya dengan tangan, agar serat tersebut dapat
masuk ke dalam botol plastik yang berfungsi sebagai
fermentor. Sampel BKS ditumbuk dengan batu untuk
memecah lapisan luarnya yang keras.

Selain itu digunakan gula palem (merek Palm
Suiker) yang mengandung sukrosa dan asam-asam
amino. Gula palem ini didapatkan dari toko bahan-
bahan untuk membuat kue. Kemudian air, buah apel,
asam asetat 2%, aseton, reagen Folin-Ciocalteu,
larutan Na2COs 5%, standar asam klorogenat, larutan
gula pasir 10%, pelet ikan, dan losion anti-nyamuk
komersial. Untuk menguji efek repellent, digunakan
telur nyamuk Aedes aegypti yang didapatkan dari
Laboratorium Entomologi Fakultas Kedokteran Hewan,
Institut Pertanian Bogor.

Peralatan dalam penelitian ini yaitu, botol plastik
bertutup, saringan, pH meter Mettler Toledo jenis Delta
320, kertas Whatman No. 3, Spektrofotometer UV-Vis
Amersham Biosciences jenis Ultrospec 100 pro,
vorteks, centrifuge Sorvall jenis RC 5C Plus, aspirator,
botol berkapas, dan peralatan gelas kimia. Untuk me-
nguji repellent, digunakan kandang nyamuk berukuran
50 x 50 x 50 cm. Kandang terbuat dari kaca dan salah
satu sisinya dikosongkan. Sisi tersebut ditutup dengan
kain tile yang bagian tengahnya digunting melingkar
sebagai jalan untuk memasukkan tangan. Untuk men-
jaga agar nyamuk tidak keluar, kain tile tersebut dijepit
dengan penjepit kayu pada bagian yang digunting
(Gambar 1).

Fermentasi

Sampel limbah padat kelapa sawit dicampurkan
dengan gula palem dan air, kemudian ditempatkan di
dalam botol plastik berukuran 1.500 mL. Perbandingan
limbah padat kelapa sawit, gula palem, dan air, yaitu
3:1:10. Fermentasi ini dilakukan dengan membuat
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formulasi jenis limbah padat kelapa sawit yang
digunakan (Tabel 1).

Limbah padat kelapa sawit yang telah ditimbang,
kemudian dimasukkan ke dalam botol plastik. Dila-
rutkan 80 g gula palem dengan 800 mL air, kemudian
larutan tersebut dimasukkan ke dalam botol plastik
yang telah terisi limbah padat kelapa sawit. Botol
plastik ditutup rapat dan sampel dihomogenkan
dengan cara dikocok. Fermentasi dilakukan selama 3
bulan dan ditutup rapat, namun pada bulan pertama
tutup botol sesekali dilonggarkan setiap hari untuk me-
ngeluarkan gas yang terbentuk. Sementara itu, pada
bulan selanjutnya ditutup rapat dan tidak dilonggarkan.

Pemisahan Hasil Fermentasi

Setelah fermentasi selama 3 bulan, dilakukan pe-
nyaringan untuk mendapatkan residu dan cairan hasil
fermentasi. Penyaringan dilakukan menggunakan sari-
ngan teh. Hasil penyaringan disimpan di dalam botol
baru. Hasil fermentasi ini yang digunakan dalam pe-
ngujian selanjutnya.

Uji Antibrowning
¢ Indeks browning (Leeratanarak et al. 2006)
Pada pengukuran indeks browning ini dilakukan
beberapa modifikasi, antara lain penggunaan apel
sebagai bahan, perendaman dengan hasil fermentasi,
dan waktu perendaman. Apel digunakan untuk me-
ngetahui seberapa jauh terjadinya pencokelatan. Apel
yang telah dikupas akan mengalami oksidasi dan
berubah warnanya menjadi cokelat, warna cokelat ini
yang menjadi indikator penentuan indeks browning.
Apel dipotong dan dikupas kulitnya, lalu dipotong
hingga mendapatkan potongan apel dengan massa 8

Gambar 1 Kandang nyamuk.

Tabel 1 Formulasi sampel fermentasi
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g. Potongan apel kemudian direndam di dalam 30 mL
masing-masing hasil fermentasi selama 1 menit.
Sebagai kontrol, apel direndam dalam akuades. Sete-
lah itu, potongan apel yang direndam dengan hasil fer-
mentasi dibilas dengan akuades. Kemudian potongan
apel dikeringkan dengan menggunakan kertas yang
dapat menyerap cairan. Potongan apel digerus dengan
alu dan mortar, kemudian 2 g bagiannya diekstraksi
dengan 20 mL larutan asam asetat 2%, lalu disaring
dengan kertas Whatman No. 3. Filtrat dicampur
dengan aseton dengan volume yang sama, kemudian
disaring kembali. Larutan berwarna yang dihasilkan di-
ukur pada panjang gelombang 420 nm menggunakan
Spektrofometer UV Vis (tiga kali pengulangan). Hasil
pengukuran indeks browning dinyatakan dalam istilah
optical density. Data indeks browning (optical density)
tersebut dianalisis menggunakan analisis varian dan uji
Duncan (P<0,05).

e Penentuan kadar polifenol

Pada penentuan kadar polifenol ini dilakukan
beberapa modifikasi, antara lain penggunaan apel se-
bagai bahan, perendaman dengan hasil fermentasi,
dan waktu perendaman. Apel ini digunakan untuk
mengetahui seberapa banyak kadar polifenol yang
tersisa. Apel yang telah dikupas akan mengalami
oksidasi dan kandungan polifenol di dalamnya akan
berkurang karena telah dioksidasi menjadi o-kuinon
dan melanin.

Apel dipotong dan dikupas kulitnya, lalu dipotong
hingga potongan apel memiliki massa 17 g. Potongan
apel kemudian direndam di dalam 30 mL masing-
masing hasil fermentasi selama 1 menit. Sebagai
kontrol, apel direndam dalam akuades. Setelah itu,
potongan apel yang direndam dengan hasil fermentasi
dibilas dengan akuades. Kemudian potongan apel
dikeringkan dengan menggunakan kertas. Potongan
apel ini digerus dengan alu dan mortar, lalu 15 g
bagiannya dilarutkan dalam 100 mL akuades, kemu-
dian diekstrak. Setelah itu dilakukan sentrifugasi de-
ngan kecepatan 448 x g (Radius rotor 100 mm) selama
20 menit. Sebanyak 0,5 mL bagian atas yang terpisah
(supernatan) diambil dan dimasukkan ke dalam tabung
reaksi. Setelah itu, pada tabung reaksi tersebut
ditambahkan lagi sejumlah campuran berupa 0,5 mL
etanol 95%, 2,5 mL akuades, dan 2,5 mL Folin
Ciocalteau. Campuran tersebut dibiarkan selama 5
menit, lalu ditambahkan lagi 0,5 mL Na>CO3 5% (b/v)
dan dihomogenkan menggunakan vorteks. Campuran
yang mengandung sampel tersebut dibiarkan dalam

. Sampel

Formulasi BKS TKS SKS Total
Bungkil kelapa sawit (BKS) 240 ¢ 240 g
Tandan kosong sawit (TKS) 240 ¢ 240 g
Serabut kelapa sawit (SKS) 240¢g 240¢g
BKS + TKS 120 g 120 g 240 g
BKS + SKS 120 g 120 g 240¢g
TKS + SKS 120 g 120 g 240 g
BKS + TKS + SKS 80 g 80 g 80 g 24049
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ruang gelap selama satu jam hingga larutan berwarna
hijau tua. Larutan berwarna tersebut diukur dengan
spektrofotometer (panjang gelombang 725 nm). La-
rutan standar menggunakan penentuan total fenolik ini
menggunakan asam klorogenat dengan variasi kon-
sentrasi antara 0,00-0,25 mg/mL (tiga kali pengu-
langan). Data kadar polifenol dianalisis menggunakan
analisis varian dan uji Duncan (P<0,05).

e Uji repellent

Dilakukan pengembangbiakkan nyamuk Aedes
aegypti dari telur nyamuk dengan cara memasukkan
telurnya ke dalam wadah plastik berukuran 30 x 20 x 5
cm yang berisi air. Telur akan menetas menjadi larva
lalu diberi pakan pelet ikan. Setiap dua hari sekali air
dalam nampan diganti. Ketika larva telah tumbuh
menjadi pupa, lalu dimasukkan ke dalam gelas plastik
berisi air, kemudian dimasukkan ke dalam kandang
nyamuk.

Pupa kemudian berkembang menjadi nyamuk.
Nyamuk yang baru menetas diberi pakan air gula
dengan konsentrasi 10% yang dimasukkan ke dalam
botol berkapas. Setelah nyamuk berumur 3-5 hari,
nyamuk siap digunakan untuk pengujian. Sebelum
diuji, nyamuk dipuasakan dari pakan air gula.

Pengujian dilakukan dengan membuat garis persegi
panjang dengan ukuran 15 x 8 cm pada kain kelambu
yang selanjutnya disebut area uji. Parameter yang
diukur adalah jumlah hinggapan nyamuk pada area uji
tersebut selama 5 menit (U.S. Environmental
Protection Agency) dan diulangi sebanyak 3 kali. Di-
gunakan punggung tangan manusia sebagai atraktan
bagi nyamuk. Untuk kontrol negatif, punggung tangan
tanpa perlakuan didekatkan dengan jarak sekitar 1 cm
dari kain kelambu dan posisinya berada di depan area
uji. Untuk kontrol tanpa tangan, tidak digunakan pung-
gung tangan pada saat pengujian. Untuk kontrol positif,
punggung tangan dioleskan dengan losion penolak
nyamuk komersial secara merata. Untuk pengujian
sampel, punggung tangan dioleskan dengan 5 mL
filtrat hasil fermentasi secara merata. Persen keefek-
tifan penolakan diukur dengan menggunakan persa-
maan (Rajkumar & Jebanesan 2005).

ER (%) = % x 100 (%)

Keterangan:
ER : Persen penolakan efektif
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NC : Jumlah nyamuk pada kontrol
NT :Jumlah nyamuk pada perlakuan

HASIL DAN PEMBAHASAN

Indeks Browning

Indeks browning merupakan salah satu indikator
untuk mengetahui tingkat pencokelatan yang terjadi
pada buah dan sayuran. Objek penelitian yang digu-
nakan di sini ialah buah apel. Nilai indeks browning
didapatkan dari tingkat pencokelatan yang terukur oleh
spektrofotometer pada panjang gelombang 420 nm.
Apel yang telah diiris akan mengalami proses pen-
cokelatan karena pecahnya plastida yang merupakan
tempat penyimpanan enzim polifenoloksidase (PPO).
Enzim PPO yang terlepas dapat mengkatalisis dua
reaksi berbeda, yaitu hidroksilasi monofenol dan
oksidasi o-difenol menjadi o-kuinon. Selanjutnya, ter-
jadi polimerasi non-enzimatik o-kuinon membentuk
melanin, yaitu pigmen yang memilki warna gelap
(Queiroz et al. 2008).

Apel yang direndam dengan masing-masing for-
mulasi sampel fermentasi sebagian besar berbeda
nyata. Indeks browning apel yang direndam dengan
hasil fermentasi formulasi SKS, TKS, BKS, SKS +
BKS, dan TKS + BKS tidak berbeda nyata. Namun,
kelima formulasi tersebut nilainya lebih rendah dan
berbeda nyata dari indeks browning pada kontrol.
Formulasi TKS + SKS dan BKS + TKS + SKS memiliki
nilai indeks browning yang berbeda nyata dan nilainya
lebih tinggi dibandingkan dengan formulasi lainnya.
Namun, nilai ini masih lebih rendah jika dibandingkan
dengan kontrol. Hal ini memperlihatkan bahwa semua
hasil fermentasi dapat menghambat terjadinya pen-
cokelatan pada apel. Formulasi dengan pengham-
batan terbaik, yaitu SKS dan formulasi BKS yang
memiliki nilai indeks browning paling rendah dan
bernilai sama, yaitu 0,037. Jika dibandingkan dengan
kontrol secara relatif terjadi penghambatan penco-
kelatan (antibrowning) sebesar 78%.

Hasil analisis menunjukkan bahwa sampel SKS
yang memiliki indeks browning dan pH terendah, yaitu
0,037 dan 3,54 (Tabel 2). Sampel BKS + TKS + SKS
memiliki indeks browning dan pH tertinggi, yaitu 0,063
dan 4,15. Nilai pH yang rendah menyebabkan hasil
fermentasi memiliki kemampuan untuk menghambat
reaksi pencokelatan pada buah apel. Fenomena ini

Tabel 2 Indeks browning apel, nilai pH, dan kadar polifenol sampel hasil fermentasi

Formulasi Indeks browning/OD Kadar polifenol (mg/mL) pH
SKS 0,0372 0,043 3,54
TKS 0,054 0,0412 3,89
BKS 0,0372 0,044ab 3,73
TKS + SKS 0,062° 0,0362 3,71
SKS + BKS 0,051ab 0,044ab 4,05
TKS + BKS 0,053ab 0,039ab 3,79
BKS + TKS + SKS 0,063 0,047 4,15
Akuades (kontrol negatif) 0,170¢ 0,044ab

Keterangan: BKS = Bungkil kelapa sawit, TKS = tandan kosong sawit, SKS = serabut kelapa sawit, dan OD = optical density.
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telah dinyatakan oleh Altunkaya dan Gokmen (2009)
bahwa asidulan dapat menghambat aktivitas enzim
PPO. Pada pH rendah, logam Cu yang merupakan
gugus prostetik pada enzim PPO dapat terlepas dan di-
kelat oleh asam organik, contohnya oleh asam asetat
(Gambar 2). Keterkaitan proses pembentukan kom-
pleks logam Cu ini seperti yang digambarkan oleh
Akbiyik et al. (2012) bahwa kehadiran asam buah
dalam bahan makanan dapat membantu mencegah
reaksi oksidasi logam pada proses katalisis. Terham-
batnya oksidasi logam enzim PPO akan mencegah
terbentuknya o-kuinon yang secara otomatis akan
mencegah terbentuknya melanin (senyawa kompleks
pembentuk warna cokelat). Jika melanin tidak
terbentuk, maka warna cokelat yang disebabkan oleh
pigmen ini tidak terjadi (Gambar 3).

Semua formulasi hasil fermentasi bersifat asam dan
terjadi penurunan pH setelah sampel mengalami
proses fermentasi jika dibandingkan dengan TKS
sebelum proses fermentasi yang bernilai 9,08. Hal ini
dikarenakan dalam proses fermentasi diproduksi
energi dan senyawa-senyawa organik yang berfungsi
sebagai donor dan akseptor elektron. Proses ini meng-
hasilkan asam-asam organik yang bertindak sebagai
penerima elektron (Rahman 1987).

Pada proses fermentasi awal, digunakan gula
palem yang mengandung sukrosa dan diurai menjadi
glukosa dan fruktosa sebagai sumber karbon awal oleh
mikroorganisme indigenous untuk memperbanyak diri.
Martina et al. (2002) menyebutkan bahwa setelah
kadar glukosa tidak mencukupi sebagai sumber karbon
maka mikroorganisme menggunakan enzim lain untuk
mendapatkan sumber karbon lainnya, yaitu dengan
menghidrolisis selulosa dari limbah kelapa sawit men-
jadi glukosa. Substrat ini digunakan sebagai sumber
karbon setelah senyawa sukrosa, glukosa, dan fruk-
tosa dari gula palem telah habis. Kandungan utama
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Gambar 2 Reaksi enzimatis oleh PPO (Queiroz et al. 2008).
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pada limbah kelapa sawit, yaitu selulosa, hemi-
selulosa, dan lignin yang setelah didegradasi menjadi
senyawa sederhana dapat menjadi sumber bahan
organik bagi mikroorganisme.

Penguraian selulosa dilakukan secara bertahap.
Pertama digunakan enzim endoglukanase (endo-1,4-
B-glukanase) berfungsi untuk menghidrolisis bagian
yang tidak teratur atau amorf pada struktur selulosa
dan menghasilkan ujung terminal baru. Selobio-
hidrolase (ekso-1,4-B-glukanase) kemudian melanjut-
kan proses degradasi selulosa pada bagian yang
teratur atau kristalin. Kedua enzim ini menghasilkan
produk selobiosa. Lalu enzim 3-glukosidase mengu-
raikan selobiosa menjadi dua molekul glukosa (Perez
et al. 2002) (Gambar 4). Glukosa yang dihasilkan dari
degradasi selulosa ini selanjutnya dimanfaatkan oleh
mikroorganisme dengan enzim yang dihasilkannya
dapat mengubah glukosa menjadi produk lainnya
seperti asam asetat, etanol, aseton, dan metana
(Anindyawati 2010). Senyawa asam organik seperti
asam asetat yang terbentuk ini yang berperan dalam
menurunkan pH hasil fermentasi.

Perbedaan nilai pH pada hasil fermentasi dapat
terjadi karena perbedaan komposisi selulosa, hemi-
selulosa, dan lignin pada tiap jenis limbah kelapa sawit.
Terutama kandungan lignin pada komposisinya.
Martina et al. (2002) menyebutkan bahwa selulosa
yang berikatan dengan lignin akan menyulitkan enzim
yang dihasilkan oleh mikroorganisme untuk mengu-
rainya. Erwinsyah et al. 2012 menyebutkan bahwa
kandungan lignin pada TKS dan SKS adalah sebesar
22,59 dan 21,56%, sedangkan menurut Knudsen 1997
(dalam Dias 2010) bahwa kandungan lignin BKS
adalah sebesar 14%.

Kesulitan penguraian oleh selulase terhadap lignin
karena enzim tersebut memiliki afinitas yang kuat
dengan lignin. Selulase secara spesifik memutus
ikatan B-1,4-glikosidik pada selulosa, sehingga saat
sisi aktif selulase berikatan dengan lignin, tidak terjadi
reaksi katalitik apapun. Hal ini menyebabkan tidak ada
glukosa yang dapat digunakan oleh mikroorganisme
asetogenik untuk menghasilkan senyawa asam orga-
nik seperti asam asetat dan asam organik lainnya. Oleh
karena itu, tidak terjadi penurunan pH pada sampel
fermentasi. Data tersebut selaras dengan pH yang
dihasilkan dalam penelitian ini, yaitu formulasi TKS
adalah sebesar 3,89 merupakan yang tertinggi

Kompleks cokelat
tidak terbentuk

|

Senyawa kompleks polimer
Cokelat (Brown)

Kuinon

Gambar 3 Proses penghambatan enzim pencokelatan oleh asam (antibrowning).
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Gambar 4 Alur degradasi selulosa menjadi glukosa (Schellenberger 2011 termodifikasi).

dibandingkan dengan formulasi SKS dan BKS, yaitu
sebesar 3,54 dan 3,73. Akan tetapi, data pH SKS dan
BKS tidak linear dengan keberadaan lignin. Hal ini
dimungkinkan karena proses penguraian selulosa
secara enzimatik pada bahan hasil fermentasi tidak
hanya disebabkan oleh satu faktor namun dipengaruhi
oleh berbagai faktor di antaranya suhu, jumlah
substrat, dan bahan lain yang mungkin terdapat dalam
sampel hasil fermentasi. Bagaimana interaksi semua
faktor ini perlu adanya kajian lebih lanjut.

Kadar Polifenol

Kadar polifenol yang terukur pada apel yang telah
direndam dengan hasil fermentasi dan kontrol menjadi
indikator sejauh mana terjadinya reaksi pencokelatan
pada apel tersebut. Kadar polifenol yang lebih rendah
memperlihatkan bahwa senyawa polifenol pada apel
telah teroksidasi oleh enzim PPO menjadi bentuk
oksidasinya, yaitu o-kuinon. Hasil analisis menunjuk-
kan bahwa kadar polifenol apel yang direndam dengan
masing-masing hasil fermentasi dan kontrol tidak
berbeda nyata (Tabel 2).

Data kadar polifenol tersebut tidak sejalan dengan
data indeks browning. Data indeks browning me-
nunjukkan bahwa formulasi SKS dan formulasi BKS
memiliki daya hambat terbaik pada pencokelatan apel,
sedangkan pada data kadar polifenol tidak. Diduga
kondisi ini terjadi karena senyawa polifenol yang
terkandung di dalam apel dapat dikatalisis oleh enzim
selain PPO dan membentuk senyawa turunan selain o-
kuinon. Enzim tersebut, yaitu katekol 2,3-dioksigenase
(C230) dan katekol 1,2-dioksigenase (C120). Kedua
enzim ini dapat dihasilkan oleh Pseudomonas putida.
Kita et al. (1999) telah meneliti struktur 3 dimensi
katekol  2,3-dioksigenase yang diisolasi  dari
Pseudomonas putida, sedangkan Nakai et al. (1990)
menyebutkan katekol 1,2-dioksigenase selain dapat
diisolasi dari Pseudomonas arvilla juga dapat dimur-
nikan dari Pseudomonas putida. Berdasarkan pene-
litan Gumel et al. (2012), Pseudomonas putida dapat
diisolasi dari limbah kelapa sawit.

Katekol adalah salah satu senyawa yang termasuk
ke dalam senyawa polifenol. Enzim C230 merupakan
enzim yang dapat mengkatalisis pemecahan katekol
dan katekol tersubstitusi dalam jalur degradasi katekol.
Oleh karena itu, enzim C230 merupakan kunci dari
banyak jalur bakterial dalam mendegradasi senyawa
aromatik. Dua atom oksigen digabungkan ke dalam
substrat katekol pada dua atom karbon yang ber-
dekatan di cincin aromatik, salah satu karbon mengikat
gugus hidroksil, sedangkan yang satu lagi tidak
tersubstitusi (Okuta et al. 2003). Reaksi ini membentuk
senyawa 2-hidroksimukonat semialdehida. Kemudian
dengan adanya molekul H20, maka terjadi pelepasan
gugus format sehingga membentuk senyawa 4-
oksopent-4-enoat. Senyawa ini dihidrolisis kembali
oleh H2O membentuk 4-hidroksi-2-oksovalerat. lon
Mg?* dan 4-hidroksi-2-oksovalerat asetaldehida liase
menyebabkan senyawa tersebut kembali terurai
menjadi asetaldehida dan piruvat (Gambar 5).

Enzim C120 memiliki peran utama dalam pe-
mecahan cincin aromatik katekol menjadi cis-cis-asam
mukonat dengan kehadiran 1 mol oksigen (Nadaf &
Ghosh 2011) dalam jalur degradasi katekol menjadi 3-
ketoadipat. Kemudian dengan masuknya ion HT,
senyawa ini dikatalisis oleh enzim mukonat sikloiso-
merase membentuk mukonolakton. Lalu mukonolakton
dapat dikatalisis oleh enzim mukonolakton isomerase
membentuk senyawa 3-oksoadipat enol lakton.
Senyawa ini diubah menjadi 3-oksoadipat dengan
bantuan molekul H2O dan dikatalisis oleh enzim [3-
ketoadipat enol-lakton hidrolase. Kemudian dengan
adanya 3-oksoadipat CoA transferase, terjadi penem-
pelan gugus CoA pada gugus karboksil membentuk 3-
oksoadipil-CoA. HSCoA dan 3-oksoadipat tiolase
menyebabkan senyawa tersebut membentuk dua
senyawa, yaitu Asetil-CoA dan Suksinil-CoA. Terjadi
pelepasan gugus CoA dari Suksinil-CoA dengan
bantuan Suksinil-CoA transferase, sehingga terbentuk
Suksinat (Gambar 5).

Polifenol yang dioksidasi olen PPO menjadi o-
kuinon, selain dapat berpolimerisasi menjadi pigmen
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Gambar 5 Jalur degradasi katekol, (a) katekol 2,3-dioksigenase, dan (b) katekol 1,2-dioksigenase (Zeyaullah et al. 2009).

melanin, juga dapat bereaksi dengan senyawa lain,
seperti protein. Ciocan dan Bara (2007) menyebutkan
bahwa untuk menstabilkan radikal bebasnya, kuinon
dapat berikatan dengan asam amino nukleofilik dalam
protein. Hal ini terlihat pada reaksi antara o-kuinon
dengan lisin dan membentuk ikatan antara o-kuinon
dan lisin terjadi pada gugus karbonil o-kuinon dan
gugus amina lisin (Palupi et al. 2007). Reaksi tersebut
pada akhirnya membentuk kuinonimin (Gambar 6).

Ketiadaan pigmen melanin karena penghambatan
pada pembentukan o-kuinon atau penghambatan pada
polimerisasi o-kuinon menjadi melanin menyebabkan
data kadar polifenol yang tersisa pada apel yang telah
direndam hasil fermentasi dan kontrol, tidak linear
dengan data indeks browning yang mewakili kuantitas
melanin yang terbentuk. Namun, data ini setidaknya
menunjukkan dugaan pola antibrowning hasil fermen-
tasi limbah kelapa sawit terjadi melalui berbagai meka-
nisme yang kepastiannya harus dikaji lebih lanjut
(Gambar 5). Selain itu, hasil ini juga menunjukkan
bahwa kondisi asam merupakan faktor yang dominan
mendorong terjadinya penghambatan terhadap enzim
pencokelatan (PPO). Data fenolik yang tidak berbeda
nyata dari kontrol menunjukkan bahwa proses peng-
hambatan terjadi juga pada reaksi polimerisasi pem-
bentukan warna cokelat (Gambar 3) sebab o-kuinon
(senyawa fenolik) diduga dapat juga teridentifikasi
melalui uji total fenolik.

Uji Repellent

Pengujian repellent dilakukan dengan mengukur
persentase penolakan efektif nyamuk oleh hasil
fermentasi dan dilakukan perbandingan dengan losion

Protein
|
0 II]Hz LIS
I
v LIS \
s | T |, o+ H
Protein

Gambar 6 Reaksi antara o-kuinon dengan lisin (Palupi et al.
2007).

repellent komersial sebagai kontrol positif. Persentase
ini dihitung berdasarkan jumlah hinggapan nyamuk
pada area uji. Hasilnya menunjukkan bahwa rata-rata
persentase penolakan efektif hasil fermentasi terhadap
nyamuk Aedes aegypti (Tabel 3).

Hasil fermentasi dengan formulasi TKS, TKS + SKS
dan BKS + TKS + SKS memiliki nilai yang tidak ber-
beda nyata dari kontrol positif (losion anti-nyamuk
komersial). Hal ini menunjukkan bahwa persentase
penolakan efektif yang dimiliki oleh ketiga formulasi
tersebut mendekati kemampuan yang dimiliki oleh
kontrol positif yang digunakan sebagai pembanding,
yaitu 89,28%. Namun, formulasi SKS, BKS, SKS +
BKS, dan TKS + BKS memiliki nilai yang berbeda nyata
jika dibandingkan dengan kontrol positif. Data ini
menunjukkan bahwa meskipun keempat formulasi di
atas memiliki kemampuan menolak nyamuk, kemam-
puannya masih jauh di bawah kontrol positif.

Formulasi TKS + SKS memiliki persentase peno-
lakan efektif nyamuk yang paling besar dibandingkan
dengan formulasi hasil fermentasi lainnya. Hal ini
menunjukkan kadar senyawa kimia yang memiliki
kemampuan menolak nyamuk lebih tinggi pada
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formulasi ini. Menurut Nerio et al. (2010) senyawa
volatil yang diisolasi dari tumbuhan, ditemukan
memiliki kemampuan melawan bermacam arthropoda
haematophagous. Senyawa volatil ini akan meng-
ganggu reseptor dari nyamuk yang biasanya dapat
mendeteksi asam laktat, karbondioksida, dan bau
lainnya yang berasal dari kulit manusia. Senyawa
volatil yang diduga terkandung dalam hasil fermentasi
ialah asam organik dengan rantai pendek yang ter-
bentuk pada saat proses fermentasi.

Bau khas senyawa kimia bahan alam dapat masuk
secara ekstraseluler. Kemoreseptor yang berupa silia
pada antena nyamuk akan menangkap bau khas
tersebut yang akan berikatan dengan OBPs (Odoran
binding reseptor). Penelitian Bohbot dan Dickens
(2010) menyimpulkan bahwa mekanisme penolakan
nyamuk oleh senyawa volatil, yaitu dengan cara
mengganggu aktivitas glomerulus di dalam olfactory

Tabel 3 Persentase penolakan efektif hasil fermentasi pada

nyamuk
Formulasi % Penolakan efektif
SKS 41,672
TKS 69,6420
BKS 52,98ab
TKS + SKS 79,76bc
SKS + BKS 39,882
TKS + BKS 41,072
BKS + TKS + SKS 57,14abc
Kontrol positif 89,28¢
Minyak atsiri rimpang temu 74,70

mangga 2,5%*
Keterangan: Perbedaan nyata dengan tingkat kepercayaan
95% dilihat dari superskrip pada kolom yang

sama (Runadi & Sofian 2012).

Antena

Lobus Antena

--00

Mushroom bodies

Reseptor
neuron
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sensory neurons (OSNs) (Gambar 7). OSNs adalah sel
yang dapat mengubah sinyal bau menjadi elektron
yang dikirim ke otak. Glomerulus pada sistem ini
berfungsi sebagai sinapsis yang menghubungkan
antara reseptor bau dengan otak serangga. Gangguan
ini menghasilkan input sinyal penciuman tidak diterje-
mahkan dengan baik sehingga pada akhirnya meng-
akibatkan gangguan perilaku nyamuk.

Pada proses fermentasi, selain asam organik yang
dapat bermanfaat sebagai repellent nyamuk juga dapat
dihasilkan asam organik yang bertindak sebagai
atraktan, yaitu asam laktat. Atraktan adalah zat yang
dapat menarik nyamuk untuk mendekat. Hal ini dapat
mengganggu proses penolakan nyamuk karena justru
nyamuk akan tertarik jika mencium bau asam laktat
yang disertai adanya gas CO: di sekitarnya (Bosch et
al. 2000). Hal ini mengakibatkan kemampuan hasil
fermentasi dalam menolak nyamuk lebih rendah
dibandingkan dengan repellent komersial.

KESIMPULAN

Hasil penelitian ini dapat disimpulkan bahwa sifat
antibrowning tertinggi terdapat pada Serabut Kelapa
Sawit (SKS) dan Bungkil Kelapa Sawit (BKS) dengan
nilai indeks browning sebesar 0,037 dengan peng-
hambatan relatif (antibrowning) sebesar 78%. Se-
mentara itu, sifat repellent terhadap nyamuk Aedes
aegypti tertinggi terjadi pada formulasi Tandan Kosong
Sawit (TKS) + Serabut Kelapa Sawit (SKS) dengan
persentase penolakan efektif sebesar 79,76%. Oleh
karena itu, limbah kelapa sawit hasil fermentasi
memiliki potensi sebagai antibrowning dan repellent
nyamuk Aedes aegypti.

Gangguan oleh senyawa volatil

Gangguan pada daerah
pengubahan sinyal sensori

'

Gangguan penerjemahan dan
perilaku nyamuk/serangga

Keterangan: CUM: cumulus, TOR: toroid, PN: principal output neurons, dan INT: interneurons.
Gambar 7 Alur olfactory serangga (Modifikasi dari Chen & Shepherd 2002).
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