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ABSTRAK

Kakao merupakan salah satu hasil perkebunan terbesar di Indonesia yang diambil bijinya
untuk diolah dan diekspor, sehingga 75% adalah pod kakao yang menjadi limbah dan belum optimal
pengolahannya untuk dimanfaatkan menjadi produk lain bernilai lebih. Pod kakao mengandung
lignoselulosa, terdiri dari selulosa 30,24 %; hemiselulosa 6,66%; dan lignin 38,45%. Berdasar komposisi
kimia, limbah pod kakao yang melimpah dapat dimanfaatkan menjadi produk lain. Pengolahan pod
kakao menggunakan pretreatment biologi yaitu jamur pelapuk coklat Serpula lacrymans untuk
mempermudah mendegradasi struktur lignoselulosa. Nutrisi yang ditambahkan untuk mempercepat
pertumbuhan jamur dalam memproduksi fenol adalah glukosa dan CaSOs. Penelitian ini
menggunakan Response Surface Methode (RSM) dan didapatkan hasil solusi optimal tiap respon dari
penambahan glukosa 1,00% (g/1) dan CaSO4 0,25% (g/1) yaitu TSP = 0,163 mg/g, TGR = 183,375 mg/ g,
nilai pH = 5,86, dan susut berat = 0,011 atau 1,1%, dengan desirability = 0,609. Nilai sampel TSP yang
medekati solusi optimal yaitu 0,169 mg/g (FIW3) dipilih dan diuji menggunakan alat LC MS/MS.
Adanya komponen senyawa fenolik diuji mengunakan alat LC MS/MS dengan berat molekul tiap
senyawa yaitu asam ferulat 193 MS ICIS dan senyawa vanillin 151 MS.

Kata Kunci: Asam Ferulat, Pod Kakao, Serpula lacrymans, Vanillin

ABSTRACT

Cacao is one of the largest plantation crops in Indonesia were taken the seeds to be processed and
exported, which 75% is cacao pod becomes waste, and that is not optimal processing to be used to produce other
products worth more. Cacao pod contains lignocellulose, composed of cellulose 30.24 %; hemicellulose 6.66 %; and
lignin 38.45%. Based on the chemical composition, abundant cacao pod waste can be utilized as another product.
Processing cacao pod using biological pretreatment such as brown-rot fungi Serpula lacrymans to degrade
simplify the structure of lignocellulose. Nutrients are added to accelerate the growth of fungi in producing phenol,
use nutrients glucose and CaSOy. This research using Response Surface Method (RSM) and the results obtained
optimal solution for each response from the addition of glucose to 1.00% (g/1) and CaSO4 0.25% (g/1), TSP =
0.163 mg/g, TGR = 183.375 mg/g, pH = 5.86, and weight loss = 0.011, or 1.1%, with the desirability = 0.609.
The optimum TSP sample solution is 0.169 mg/g (F1W3) have to be tested using a LC MS/MS. Their component
phenolic compounds was tested using the tool LC MS/MS with the molecular weight of each compound that is
193 MS ICIS ferulic acid and vanillin compound 151 MS.

Kata Kunci: ferulic acid, Cacao Pod, Serpula lacrymans, Vanillin

PENDAHULUAN produksi buah kakao pada tahun 2013
mencapai 720.862 ton, maka limbah pod kakao
yang dihasilkan yaitu sekitar 540.464,5 ton.
Sehingga 75% dari hasil panen pekebunan
kakao adalah pod kakao yang pada umumnya
menjadi limbah yang belum terolah (Fauzi et
al., 2012). Limbah pod kakao tersebut dapat
menimbulkan masalah karena bau busuknya
jika tidak segera ditangani (Fitria, 2008).

Indonesia adalah salah satu produsen
kakao terbesar di dunia. Sekitar 70% kakao
diekspor dalam bentuk biji, sedangkan kulitnya
(pod) dapat diolah menjadi pakan ternak atau
kurang dimanfaatkan sehingga menjadi limbah
(Susilowati et al., 2013). Berdasarkan data
Direktorat Jenderal Perkebunan (2014), data
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Limbah pod kakao saat ini dapat dimanfaatkan
menjadi pakan ternak, pupuk organik, dan
pada limbah cair industri kakao juga telah
diteliti dapat diolah menjadi bahan pembuat
nata (Yunianta, 2010), diharapkan ada produk
lain yang dihasilkan selain pengolahan yang
sudah umum dilakukan. Limbah pod kakao
yang berlimpah masih mengandung
lignoselulosa yang terdiri dari selulosa 30,24%;
hemiselulosa 6,66%; dan lignin 38,45%
(Suparjo, 2011), sehingga dapat diolah lebih
lanjut.

Bahan berlignoselulosa merupakan
sumber utama bahan terbarukan dengan
ketersediannya yang melimpah di alam (Fitria,
2008). Limbah pod kakao dapat dimanfaatkan
lebih lanjut menjadi biokimia. Bahan baku
biokimia (biochemical) didapatkan dari senyawa
turunan lignin berupa senyawa aromatik
(Nurika, 2013) seperti penyedap makanan,
wewangian (parfum), lilin, dupa, penyegar
udara, dan produk lainnya. Proses degradasi
lignin diperlukan  pretreatment, sehingga
mempermudah enzim untuk mengakses
selulosa yang nantinya akan memecah polimer
polisakarida menjadi bentuk = monomer
(Dashtban et al., 2009). Terdapat tiga metode
pretreatment yang dapat dilakukan, yaitu
secara fisik, kimiawi dan biologi. Pretreatment
secara biologi merupakan cara yang baik
digunakan karena murah dan ramah terhadap
lingkungan (Taherzadeh dan Karimi, 2008).

Pretreatment biologi dapat
menggunakan jamur pelapuk putih (white rot
fungi), jamur pelapuk coklat (brown rot fungi),
dan jamur pelapuk lunak (soft rot fungi). Jamur
pelapuk dapat merombak lignin secara efisien
dan berperan penting dalam siklus karbon.
Salah satu brown rot fungi kelompok
basidiomycetes adalah jamur Serpula lacrymans
(Schmidt, 2006). Jamur pelapuk coklat dapat
menghidrolisis selulosa dan hemiselulosa
tanpa menghapus lignin, tetapi mampu
mendegradasi lignin (Niemenmaa, 2008).
Jamur dalam pertumbuhannya memerlukan
energi, protein, dan waktu tertentu pada proses
biodegradasi. Lama waktu yang dibutuhkan

oleh jamur tergantung kepada ketersediaan
energi dan protein untuk pertumbuhan. Proses
degradasi dibutuhkan penambahan nutrisi
yang dapat mempercepat pertumbuhan dan
proses degradasi.

Penambahan nutrisi dapat
berpengaruh  terhadap  degradasi yang
dilakukan oleh jamur dan secara selektif
mendegradasi limbah lignoselulosa (Isroi et al.,
2011). Ketika proses degradasi berlangsung,
semua jamur memerlukan Ca sebagai
mikronutrien (Jellison et al., 1997; Schilling dan
Jellison, 2007). Nutrisi juga dibutuhkan untuk
mengatur kondisi pH, dimana basidiomycetes
memiliki kisaran pH optimal antara 5-0 dan 6-0
(Maurice, 2011). Peranan nutrisi bagi jamur
yaitu ketika jamur tumbuh dari dasar makanan
yang kaya nutrisi pada media dengan kisaran
konsentrasi yang lebih rendah optimal untuk
pembentukan untai, dimana pembentukan
untaian terjadi ketika miselium tumbuh
(Watkinson, 1971). Pada penelitian ini nutrisi
yang ditambahkan untuk meningkatkan
pertumbuhan  jamur adalah glukosa
(Watkinson, 1971) dan CaSOs (Schilling dan
Jellison, 2007), hal ini dikarenakan nutrisi
berupa glukosa dan CaSOs diduga memiliki
pengaruh untuk mempercepat pertumbuhan
jamur. Pengaruh CaSO; dapat dilihat dari
penurunan berat kayu akibat bertambah
banyaknya jamur yang tumbuh, hal ini juga
disertai adanya penurunan pH kayu selama
proses pelapukan (Schilling dan Jellison, 2007).
Adanya penambahan nutrisi diharapkan dapat
meningkatkan produksi fenol ketika proses
degradasi  berlangsung. Senyawa  fenol
merupakan turunan dari lignin yang dapat
dipecah menjadi senyawa lain seperti senyawa
sinapat (sinapaldehyde), arabinose, asam ferulat
dan vanillin yang mempunyai senyawa
aromatik. Selain itu, asam ferulat diindikasikan
dapat  digunakan sebagai  antioksidan.
Penelitian ini bertujuan umtuk mendapatkan
konsentrasi nutrisi berupa glukosa dan CaSO,
dan lama inkubasi yang optimal terhadap hasil
degradasi lignoselulosa pod kakao oleh jamur
pelapuk coklat Serpula lacrymans.



METODE PENELITIAN

Penelitian ini  dilaksanakan  di
Laboratorium Bioindustri, Fakultas Teknologi
Pertanian, Universitas Brawijaya Malang,
dimulai tanggal 28 Januari hingga 8 November
2016. Pengujian deteksi asam ferulat dan
vanillin dilakukan di laboratorium Teknik

Kimia Politeknik Negeri Malang.
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Gambar 2. Diagram Alir Penelitian 2

HASIL DAN PEMBAHASAN
Hasil Uji Ekstrak Pod Kakao

Total Soluble Phenol (TSP) Pod Kakao

Hasil  penelitian dengan  waktu
inkubasi 35 hari diperoleh hasil data total fenol

RANCANGAN PERCOBAAN

Hasil degradasi lignoselulosa media
pod kako didasarkan hasil uji Total Soluble
Phenol (TSP), Total Gula Reduksi (TGR), pH,
dan susut berat (Weight Loss) selama 35 hari
menggunakan metode permukaan respon
(Response Surface Method) dan software Design
Expert 7.0.0. Aplikasi Response Surface Method
(RSM),  merupakan
matematis-statistik dapat digunakan untuk
pemodelan dan analisis masalah dalam suatu
respon yang dipengaruhi oleh beberapa
variabel bebas (faktor), untuk mengoptimasi
respon tersebut. Metode RSM yang digunakan
yaitu jenis Desain Komposit Terpusat (Central
Composit Design) dengan faktor penambahan
nutrisi berupa glukosa dan CaSOs.

kumpulan  teknik

Penentuan kondisi proses terbaik pada
biodegradasi lignoselulosa pod kakao untuk
menghasilkan senyawa fenolik dengan kadar
asam ferulat dan vanillin yang tinggi
menggunakan rancangan komposit terpusat
atau central composite design. Faktor-faktor
yang diteliti adalah pengaruh penambahan
glukosa (X1) dan CaSOys (X2). Nilai level sebagai
variabel bebas dikodekan dengan nilai -1 dan 1,
dan sebagai titik tengah adalah 0. Penentuan
nilai untuk faktor penambahan glukosa
didasarkan pada penelitian Reid dan
Deschamps  (1991) dan faktor penambahan
CaSO; didasarkan pada penelitian Gharieb et
al. (1998).

Tabel 1. Tabel Komposit Terpusat yang
Dicobakan

Nilai Level
Fakt Sat
or nemem El 0 1 Ta
Ghukosa % g/L 0,586 1,000 2,000 3,000 3414
Cas0s % g/L 0,095 0,250 0,625 1,000 1,155

terlarut (Uji TSP) seperti pada Gambar 3a.
Berdasarkan hasil analisis data ragam tersebut,
diketahui bahwa lama inkubasi mempengaruhi
nilai total fenol terlarut secara nyata. Hasil
penelitian pod kakao hari ke 0-35 yang telah
melalui uji TSP, didapatkan hasil rata-rata TSP



tertinggi yaitu pada lama inkubasi hari ke-21
dengan nilai TSP 0,143 mg/g.

Total Gula Reduksi (TGR) Pod Kakao

Penelitian yang telah dilakukan selama
lama inkubasi hari ke 0-35 diperoleh hasil data
total gula reduksi (Uji TGR) seperti pada
Gambar 3b. Berdasarkan hasil analisis data
ragam tersebut, diketahui bahwa lama inkubasi
mempengaruhi nilai total gula reduksi secara
nyata.

pH Pod Kakao

Penelitian yang telah dilakukan selama 35 hari
lama inkubasi diperoleh hasil data uji pH
seperti pada Gambar 3c. Berdasar hasil analisis

data ragam, diketahui bahwa lama inkubasi
mempengaruhi nilai pH secara nyata.

Susut Berat (Weight Loss) Ampas Pod Kakao

Penelitian yang telah dilakukan selama 35 hari
lama inkubasi diperoleh hasil data uji susut
berat. Berdasarkan hasil analisis data ragam
tersebut, diketahui bahwa lama inkubasi
mempengaruhi nilai susut berat secara nyata
seperti pada Gambar 3d. Pada penelitian ini,
kenaikan nilai TSP diikuti dengan kenaikan
persentase susut berat. Hal ini menunjukkan
bahwa produksi fenol ditandai dengan adanya
degradasi lignin sehingga membuat berat pod
kakao (gr) menjadi menurun, namun dari segi
persentase (%) mengalami kenaikan.
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Gambar 3a. Grafik TSP; Gambar 3b. Grafik TGR;
Gambar 3c. Grafik pH; Gambar 3d. Grafik Susut Berat

Hasil Analisis Respon Surface Methode (RSM)

Data yang diolah menggunakan
aplikasi RSM Desain Expert 7.0.0 mengenai

indikator uji TSP, TGR, pH, dan susut berat.
Data tersebut dapat dilihat pada Tabel 2.



Tabel 2. Rancangan Desain RSM

Variabel Kode Variabel Asli Respon
No x Xa Glukosa CasQy TSP TGR H Susut
e ’ (Po(g))  (Yelgl)  (mgg)  (mgg) P Berat(ty
1 1 1 1 0,250 0,169 137411 6,17 1
2 1 1 3 0,250 0,138 31,938 6,54 4
3 1 1 1 1 0,268 74182 4,39 0
4 1 1 3 1 0,125 39,361 3,19 1
3 1414 0 0,356 0,623 0,133 199,383 5,7 1
6 1414 0 3,414 0,623 0,230 176,391 5,34 1
7 0 1,414 2 0,003 0,239 226,143 6,39 1
3 ] 1,44 2 1,133 0,133 96,327 5,54 2
g 0 0 2 0,623 0,126 38,060 6,06 ]
10 0 0 2 0,623 0,121 141,069 6,26 2
1 ] 0 2 0,623 0,079 139463 3,13 3
12 0 0 2 0,623 0,140 132,150 6,34 1
13 0 0 2 0,623 0,001 53,335 6,71 0
Keterangan :
X1 = Nutrisi Glukosa (%(g/ L))
Xz = Ntrisi CaSO4(%(g/L))
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Gambar 4a. Respon Permukaan TSP; Gambar 4b. Respon Permukaan TGR;
Gambar 4c. Respon Permukaan pH; Gambar 4d. Respon Permukaan Susut Berat
Solusi Optimal RSM 1,1%, dengan desirability = 0,609 yang

Hasil analisis data RSM Desain Expert 7.0.0
didapatkan empat solusi optimal, dimana
solusi optimal yang terpilih  adalah
penambahan nutrisi dengan konsentrasi
glukosa 1,00 % dan CaSO4 0,25% yaitu nilai
TSP = 0,163 mg/g, nilai TGR = 183,375 mg/g,
nilai pH = 5,86, dan susut berat = 0,011 atau

menunjukkan tingkat ketepatan data cukup
mendekati nilai 1, dimana nilai yang semakin
mendekati nilai 1 maka ketepatan optimasinya
semakin baik.

Hasil Uji LCMS/MS Pod Kakao



Pada Gambar 5 grafik dari hasil uji
sampel pod kakao menggunakan alat LC
MS/MS menunjukkan bahwa pada rentang
waktu pendeteksian senyawa selama 0,00-9,01
menit, terdapat dua komponen senyawa
fenolik, yaitu ferulic acid (asam ferulat) dan
sinapaldehyde, namun komponen senyawa

vanillin  tidak  terdeteksi. Pendeteksian
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komponen senyawa dapat dilakukan dengan
jumlah berat molekul pada masing-masing
senyawa. Pada peneltian sebelumnya yang
telah dilakkan oleh sanz et. al. (2012), diketahui
komponen senyawa fenolik melalui berat
molekul masing-masing senyawa, seperti: berat
molekul asam ferulat yaitu 193, vanillin yaitu
151, dan synapaldehyde yaitu 207.
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Gambar 5. Hasil Uji LC MS/MS

KESIMPULAN

Hasil degradasi lignoselulosa pod
kakao menggunakan jamur pelapuk coklat
Serpula lacrymans dengan analisis statistika
menunjukkan penambahan konsentrasi nutrisi
berupa glukosa dan CaSO4 berpengaruh secara
nyata pada hasil nilai TSP, TGR, pH, maupun
susut berat, sehingga hasilnya menunjukkan
bahwa pada hari ke-21 data TSP memiliki nilai
tertinggi dan signifikan (berbeda nyata dari
hari lainnya), diikuti oleh nilai TGR, pH, serta
susut berat.

Berdasarkan metode RSM diperoleh
solusi optimal dari penambahan glukosa 1,00%

DAFTAR PUSTAKA

Dashtban, M., Miranda M., Kam T. L., Canquan
M., and Wensheng Q. 2009. Fungal
Bioconversion  of  Lignocellulosic
Residue: Opportunities and
Perspectives. International Journal
Biology Sciences, 17: 578-595.

Direktorat Jendral Perkebunan. 2014. Statistik
Perkebunan Indonesia Komoditas
Kakao 2013-2015. Jakarta: Direktorat
Jenderal Perkebunan.

Fadilah, Sperisa D., Sri R., D. dan Dina S., M.
2009. Pengaruh Penambahan Glukosa
Dan  Ekstrak  Yeast  Terhadap
Biodelignifikasi Ampas Batang Aren.
Jurnal Ekuilibrium, 8: 29-33.

(g/1) dan CaSO4 0,25% (g/1) yaitu TSP = 0,163
mg/g, TGR = 183,375 mg/g, nilai pH = 5,86,
dan susut berat = 0,011 atau 1,1%, dengan
desirability = 0,609. Nilai TSP yang medekati
solusi optimal yaitu 0,169 mg/g (F1W3) dipilih
untuk diuji menggunakan alat LC MS/MS.
Hasil uji LC MS/MS menunjukkan bahwa
terdapat dua komponen senyawa fenolik,
dengan berat molekul masing-masing yaitu
asam ferulat (ferulic acid) 193 MS ICIS dan
senyawa sinapaldehyde 207 MS ICIS, namun
senyawa vanillin 151 MS tidak terdeteksi
karena karena proses ekstraksi yang dilakukan
kurang tepat.

Fauzi, A. R, Didik, H., dan Slamet, P. 2012.
Pengaruh Waktu Fermentasi dan
Efektivitas Adsorben dalam
Pembuatan Bioetanol Fuel Grade dari
Limbah Pod Kakao (Theobroma
cacao). Jurnal Teknologi Kimia dan
Industri, Universitas Diponegoro, 1:
179-185.

Fitria, Eka. 2015. Pemanfaatan Limbah Kulit
Kakao Untuk Pakan  Ternak.
http:/ /nad.litbang.pertanian.go.id /
diakses tanggal 23 Juli 2016

Fitria. 2008. Pengolahan Biomassa
Berlignoselulosa Secara Enzimatis
Dalam Pembuatan Pulp: Studi


http://nad.litbang.pertanian.go.id/

Kepustakaan. Jurnal Teknologi

Pertanian, 9: 69-74.

Gharieb, M., M., Jacqueline A., S., Geoffrey M.,
G. 1998. Solubilization of Natural
Gypsum (CaSO4.2H;0) and The
Formation of Calcium Oxalate by
Aspergillus  niger and  Serpula
himantioides. Mycol. Res, 102: 825-830.

Isroi, R., Millati, S., Syamsiah, C., Niklasson, M.
N., Cahyanto, K., Lundquist, and M. J.,
Taherzadeh. 2011. Biological
Pretreatment of Lignocelluloses with
White-Rot Fungi and Its Applications:
A Review. BioResources, 6: 5224-5259.

Maurice, S., L. Coroller, S. Debaets, V. Vasseur,
G. Le Floch, and G. Barbier. 2011.
Modelling the Effect of Temperature,
Water Activity and pH on The Growth

of Serpula lacrymans. Journal of
Applied Microbiology, 111: 1436-1446.

Neimenmaa, O. 2008. Monitoring of Fungual
Growth and Degradation Wood. Thesis
University of Helsinki. Helsinki.

Nurika, I. 2013. Mechanisms of Lignocellulosic
Convertion by The Brown Rot Fungus
Serpula lacrymans. Disertasi.
University of Warwick. London.

Sanz, M., B.F. Simon, E. Cadahia, E. Esteruelas,
AM. Munoz, T. Hernandez, 1. Estella,
and E. Pinto. 2012. LC-DAD/ESI-
MS/MS Study of Phenolic Compounds
in Ash (Fraxinus excelsior L. and F.
Americana L.) Heartwood. Effect of
Toasting Intensity at Cooperage.
Journal of Mass Spectrometry, 47: 905-
918.

Schilling, J., S. and Jody Jellison. 2007.
Extraction and  translocation of
calcium from gypsum during wood
biodegradation by oxalate-producing

fungi. Journal International
Biodeterioration and Biodegradation
60: 8-15.

Schmidt G, Ruedy R, Hansen ], Aleinov I, Bell
N, Bauer M, Bauer S, Cairns B, Canuto
V, Cheng Y, et al. 2006. Present-Day
Atmospheric Simulations Using GISS
Modele: Comparison To In Situ,
Satellite, and Reanalysis Data. Journal
CLIMATE, 19:153-192.

Suparjo, K.G., Wiryawan, E.B., Laconi, dan D.
Mangunwidjaja. 2011. Performa
Kambing yang Diberi Kulit Buah
Kakao Terfermentasi. Jurnal Media
Peternakan, 34: 35-41.

Susilowati, Siswanto, M., Luluk, E. 2013.
Pemanfaatan Lignin Dari Limbah
Kulit Buah Kakao Menjadi Perekat.
Jurnal Teknik Kimia, 8: 22-26.

Taherzadeh, M. J. dan Karimi, Keikhosro. 2008.
Pretreatment of Lignocellulosic Wastes
to Improve Ethanol and Biogas
production: A Review. International
Journal of Molecular Sciences, 9: 1621-
1651.

Watkinson, S.C., and Eastwood, D.C. 2012.
Serpula  lacrymans, @~ Wood  and

Buildings. International Journal
Advanced in Applied Microbiology, 78:
121-149.

Yunianta. 2010. Limbah Cair Kulit Kakao
sebagai Bahan Pembuat Nata. Jurnal
Teknik Industri, 11: 31-34.




