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Abstrak—Enzim Lignin Peroksidase (LiP) merupakan
enzim ekstraseluler yang mempunyai manfaat  dalam
berbagai bidang industri. Gliomastix sp. merupakan salah
satu spesies yang mempunyai kemampuan mendegradasi
lignin paling besar diantara kapang koleksi laboratorium
Mikrobiologi dan Bioteknologi ITS lainnya, sehingga diduga
memiliki aktifitas enzim lignin peroksidase (LiP) yang besar
pula. Aktifitas enzim dipengaruhi oleh beberapa faktor,
diantaranya suhu dan pH. Tujuan dari penelitian ini adalah
untuk mengetahui pengaruh pH dan suhu yang berbeda
terhadap aktivitas enzim lignin peroksidase dari Gliomastix
sp. yang ditumbuhkan pada limbah bonggol jagung. Uji
aktifitas enzim Lignin peroksidase dilakukan dengan
menggunakan spektrofotometer UV-Vis Boeco 22. Aktifitas
Lignin Peroksidase (LiP) diukur pada panjang gelombang
310 nm dengan menggunakan Veratryl alkohol sebagai
substrat. Hasil penelitian menunjukkan bahwa Gliomastix sp.
T3.7 merupakan kapang yang mampu menghasilkan enzim
Lignin Peroksidase pada limbah bonggol jagung, dimana
aktifitas enzim LiP maksimum terdapat pada pH 6 dan suhu
35°C sebesar 8,088 U/ml.

Kata Kunci—Enzim Lignin Peroksidase, Gliomastix sp.,
bonggol jagung, pH, suhu,

I. PENDAHULUAN

Produksi komoditas pertanian Indonesia yang meningkat
dari tahun ke tahun menyebabkan peningkatan limbah
yang dihasilkan selama pemanenan dan pengolahannya.
Limbah padat dari kegiatan pertanian seperti jerami padi,
serbuk gergaji kayu, tandan kelapa sawit, batang dan
bonggol jagung, serta bagase tebu tersusun oleh
lignoselulosa. Lignoselulosa memiliki komposisi selulosa
sebesar 45%, hemiselulosa 25-30% dari berat kering bahan
dan sisanya adalah lignin [1]. Lignin merupakan polimer
phenylpropanoid yang komplek, heterogen dan menyusun
25-30% biomassa tumbuhan. Pada kondisi di alam, lignin
sangat resisten terhadap degradasi mikrobia [2]. Kapang
merupakan salah satu mikroorganisme yang mampu
mendegradasi lignin [3].

Kapang dapat mendegradasi lignin karena mampu
mensintesis enzim ligninolitik. Ada tiga enzim ligninolitik
dari kapang vyaitu Lignin Peroxidase (LiP), Mangan
Peroxidase (MnP), dan Laccase. Terdapat beberapa kapang
yang hanya mampu mensintesis dua atau satu enzim saja

[3].

Lignin peroksidase (LiP) dan mangan peroksidase (MnP)
adalah enzim peroksidase ekstraseluler yang menggunakan
H,O, dalam mendegradasi lignin sedangkan laccase
merupakan enzim yang mengandung tembaga dengan
menggunakan molekul oksigen dalam mendegradasi lignin
[4].

Lignin peroksidase (LiP) mengoksidasi unit non fenolik
lignin melalui pelepasan satu elektron dan membentuk
radikal kation yang kemudian terurai secara kimiawi. LiP
adalah enzim peroksidase ekstraseluler yang aktivitasnya
bergantung pada H,0,. LiP memiliki kemampuan
mengkatalis beberapa reaksi oksidasi antara lain
pemecahan ikatan Cz-C§# rantai samping propil non
fenolik komponen aromatik lignin, oksidasi benzil alkohol,
oksidasi fenol, hidroksil benzylic methylene groups dan
pemecahan cincin aromatik komponen non fenolik senyawa
lignin [5].

LiP adalah enzim peroksidase ekstraseluler yang
aktivitasnya bergantung pada H,O,. LiP mengoksidasi
senyawa aromatik (phenolik dan non fenolik) dengan
memindahkan 1 elektron, menghasilkan phenoxy radical
dan kation radikal. Kemudian bereaksi secara spontan
dengan nukleopil (bagian utama air) dan molekul oksigen.
Hasilnya sebuah “enzymatic combustion” (pembakaran
secara enzimatik) yang memecah ikatan C-C dan C-O,
mendepolimerasi senyawa polimer dan membuka cincin
aromatik. Kebanyakan produk aromatik dan alifatik
terbentuk dengan cara demikian. Veratril alkohol
merupakan produk metabolit sekunder . VA merupakan
substrat untuk LiP dan menstimulasi kerjanya,
kemungkinan bukan sebagai mediator elektron akan tetapi
dengan mendonasikan elektron ke LiP, sehingga akan
membuat siklus katalitiknya menjadi lengkap [5], [6].

Enzim lignin peroksidase yang dihasilkan oleh kapang
mempunyai peluang besar untuk diaplikasikan dalam
bidang industri, seperti industri pulp dan kertas [7]. Enzim
lignin peroksidase juga berperan untuk degradasi polutan
seperti pewarna yang dihasilkan oleh industri tekstil [8]
dan biokonversi lignin yang memanfaatkan bagase tanaman
tebu untuk bioethanol [9].

Menurut [10], kerja enzim dipengaruhi oleh beberapa
faktor yaitu substrat, suhu, pH, kofaktor dan inhibitor.
Penggunaan limbah organik lignoselulosa sebagai substrat
mikroba dalam produksi enzim lignin peroksidase akan
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meningkatkan nilai ekonomis dari limbah, sekaligus dapat
mempercepat daur biomasa limbah tersebut di lingkungan.
Limbah organik lignoselulosa mengandung lignin, selulosa
dan hemiselulosa yang berperan sebagai induser enzim
lignin peroksidase. Selain itu, kebanyakan dari limbah
tersebut kaya akan gula yang secara alami mudah
dimetabolisme oleh mikroorganisme, hal inilah yang
membuat proses produksi menjadi lebih ekonomis [11].

Jagung (Zea mays) merupakan tanaman pangan yang
penting di Indonesia. Pada tahun 2006, luas panen jagung
adalah 3,5 juta hektar dengan produksi rata-rata 3,47
ton/ha, produksi jagung secara nasional 11,7 juta ton [12].
Bonggol jagung memiliki penyusun utama berupa lignin,
selulosa dan hemiselulosa. Kandungan lignin pada bonggol
jagung sebesar 20,3 %, hemiselulosa 31,7 % dan selulosa
34,7 % [13]. Kebanyakan bonggol jagung ini dibakar atau
langsung dibuang sehingga menjadi salah satu sumber
sampah dan mencemari lingkungan. Baru-baru ini banyak
studi yang mengangkat tentang pemanfaatan limbah
lignoselulosa secara efektif [14]. Dalam batang jagung,
selulosa dikelilingi oleh lignin, sehingga ligninlah yang
terlebih dahulu diuraikan olah jamur [15]. Dalam salah
satu penelitian yang dilakukan oleh Sun [14], menyatakan
bahwa proses pre treatment steam explosion yang
dilakukan oleh fermentasi Aspergillus orizae secara
signifikan dapat mendegradasi selulosa, hemiselulosa dan
lignin dalam tongkol jagung

Selain substrat pertumbuhan, pH dan suhu merupakan
faktor yang perlu diperhatikan dalam produksi enzim lignin
peroksidase. [10] melaporkan bahwa setiap enzim
memerlukan suhu dan pH optimum yang berbeda-beda
karena enzim adalah protein yang dapat mengalami
perubahan bentuk jika suhu dan pH berubah. [16]
menambahkan bahwa dalam skala laboratorium umumnya
kapang mampu tumbuh pada kisaran pH yang cukup luas
yaitu antara 4,5-8,0 dengan pH optimum antara 5,5-7,5
atau bergantung pada jenis kapangnya, sedangkan menurut
[17], pH media berpengaruh terhadap pertumbuhan dan
produksi enzim. Pada umumnya kapang tumbuh dan
menghasilkan berbagai macam enzim pada kisaran pH
asam. Adapun faktor lain yang perlu diperhatikan dalam
produksi enzim lignin peroksidase vyaitu suhu. [18]
melaporkan bahwa suhu optimal yang diperlukan oleh P.
chrysosporium  dalam  memproduksi enzim lignin
peroxidase dan mangan peroxidase adalah 39°C(Singh,
2006).

Menurut [19], Gliomastix sp. T3.7 mempunyai
kemampuan mendegradasi lignin paling besar diantara
kapang  koleksi  laboratorium  Mikrobiologi  dan
Bioteknologi Jurusan Biologi ITS lainnya, sehingga perlu
dilakukan penelitian lebih lanjut tentang optimasi produk
enzim ligninolitik dimana salah satunya yaitu enzim Ligni
n peroksidase yang dihasilkan oleh kapang tersebut dengan
menggunakan beberapa substrat alami berupa limbah
organik lignoselulosa.

Uji aktivitas enzim Lignin peroksidase (LiP) oleh
Gliomastix sp. ini dapat dideteksi dengan menggunakan
spektrofotometer [20]. Dari penelitian ini diharapkan dapat
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diperoleh suatu kondisi yang paling optimum dalam
menghasilkan enzim Lignin Peroksidase (LiP) dengan
memanfaatkan limbah bonggol jagung sebagai substrat,
dengan kondisi pH dan suhu optimum bagi Gliomastx sp.
untuk menghasilkan enzim tersebut. Sehingga dapat
diaplikasikan dalam berbagai bidang industri.

Il. METODE PENELITIAN

A. Tahap Persiapan

Isolat Gliomastix sp. T.37 yang digunakan dalam
penelitian  ini  merupakan  koleksi  Laboratorium
Mikrobiologi dan Bioteknologi Jurusan Biologi FMIPA ITS
yang diisolasi dari Wonorejo Pantai Timur Surabaya. Isolat
Gliomastix sp. disubkultur ke dalam medium PDA-C dan
diinkubasi selama 7 hari pada suhu kamar.

B. Tahap Pre treatment Limbah Organik Lignoselulosa

Bonggol jagung sebanyak 2 kg di keringkan di bawah
sinar matahari, kemudian substrat dipotong-potong kecil
+ 3 cm. Substrat digiling dengan menggunakan mesin
penggiling. Kemudian dioven pada suhu 75°C selama 2
hari. Selanjutnya substrat disimpan untuk kemudian
dilakukan treatment selanjutnya [14], [21], [22].

C. Pembuatan Starter

Kultur Gliomastix sp. usia 5 hari pada agar miring
disuspensikan dengan menambahkan 10 ml aquades .
Suspensi jamur sebanyak 10 % (w/v) diinokulasikan
kedalam 12,5 ml medium pertumbuhan dan 2,5 gram
substrat bonggol jagung. Selanjutnya kultur diinkubasi pada
suhu ruang sampai 5 hari, sampai miselium penuh.
Pembuatan kultur ini dilakukan sebanyak 3 Kkali.
Selanjutnya, kapang yang tumbuh pada kultur ke 3 ini
disebut sebagai starter kapang [23].

D. Tahap Optimasi Produksi Enzim

Substrat bonggol jagung sebanyak 5 gram dimasukkan
ke dalam Erlenmeyer 250 ml. Kemudian ditambahkan 25
ml medium pertumbuhan pada masing-masing Erlenmeyer.
pH diatur pada pH 4, 5 dan 6, dengan menambahkan
NaOH 1 M dan HCI 1 M. Medium disterilkan dengan
autoklaf pada temperatur 121°C tekanan 1,5 atm selama 15
menit. Setelah medium mencapai suhu ruang, starter
sebanyak 10% (w/v) diinokulasikan ke dalam medium dan
diinkubasi selama 5 hari. Pada suhu inkubasi 25°, 30° ,
dan 35°C [2], [20].

E. Uji Aktifitas Enzim Lignin Peroksidase

Sebanyak 0,2 ml filtrat enzim, 0,05 ml H,O, 5 mM; 0,1
ml veratril alcohol 8 mM; 0,2 ml buffer asetat 0,05 M pH 3
dan 0,45 ml akuades dimasukkan ke dalam kuvet kemudian
dikocok. Larutan tersebut dibaca absorbansinya pada
panjang gelombang 310 nm pada interval waktu O dan 30
menit. Satu unit aktivitas enzim LiP didefinisikan sebagai
jumlah enzim yang menyebabkan pengubahan 1 mikromol
(1pmol =10°) mol veratril alcohol per menit [20].
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F. Analisa data

Percobaan ini menggunakan Rancangan Acak Lengkap
(RAL) pola faktorial 3 x 3 dengan setiap perlakuan terdiri
dari 3 ulangan. Analisis statistik untuk penelitian ini
bertujuan untuk mengetahui pengaruh berbagai pH dan
suhu terhadap aktivitas enzim Gliomastix sp.pada limbah
bonggol jagung. Pengolahan data menggunakan  uji
Analysis of variance (ANOVA).

I11. HASIL DAN DISKUSI

A. Optimasi Produksi enzim Lignin Peroksidase pada
Limbah Bonggol jagung

Tahap optimasi produksi enzim dilakukan selama 5 hari
dan media dikondisikan dengan berbagai pH dan suhu
untuk mengetahui pengaruh pH dan suhu optimum yang
diperlukan Gliomastix sp. untuk menghasilkan aktifitas
enzim lignin peroksidase secara maksimal. Analisis
aktifitas enzim lignin peroksidase oleh Gliomastix sp. pada
limbah bonggol jagung dilakukan pada inkubasi hari ke 5.
Waktu inkubasi selama 5 hari dipilih karena kapang ini
dapat tumbuh maksimal dan miseliumnya dapat memenuhi
medium serta dapat beradaptasi dengan medium limbah
padat yang telah disediakan pada hari ke 5 [24]. Tahap
awal dilakukan ekstraksi enzim kasar dari media limbah
bonggol jagung. Ekstraksi dilakukan dengan buffer fosfat
pH 7 untuk mempertahankan pH protein yang memerlukan
kisaran pH tertentu supaya dapat mempertahankan struktur
protein. Jika tidak, struktur protein akan terdenaturasi [25].

Ekstraksi enzim kasar dilakukan dengan menggunakan
sentrifuge dengan kecepatan 5000 rpm selama 20 menit,
ekstraksi ini dilakukan untuk mendapatkan crude enzim
yang nantinya akan digunakan dalam uji aktifitas enzim
lignin peroksidase. Enzim lignin peroksidase termasuk
enzim ekstraseluler karena berperan dalam proses
degradasi. Sehingga dapat dideteksi dengan menggunakan
crude enzim vyang diambil dari supernatan setelah
dilakukan sentrifugasi. Fungsi utama enzim ekstraseluler
(eksoenzim) adalah melangsungkan perubahan-perubahan
seperlunya pada nutrien di  sekitarnya, sehingga
memungkinkan nutrien tersebut memasuki sel [26] dan
dapat diserap langsung oleh hifa kapang. Setelah
didapatkan crude enzim , selanjutnya dilakukan analisa
aktifitas enzim lignin peroksidase.

B. Aktifitas enzim Lignin Peroksidase pada Limbah
Bonggol jagung

LiP adalah enzim peroksidase ekstraseluler yang
aktivitasnya bergantung pada H,O,. LiP mengoksidasi
senyawa aromatik (phenolik dan non fenolik) dengan
memindahkan 1 elektron, menghasilkan phenoxy radical
dan kation radical [6]. Pengukuran Aktifitas enzim LiP
menggunakan 0,05 ml H,O, 5 mM; 0,1 ml veratril alcohol
8 mM; 0,2 ml buffer asetat 0,05 M pH 3 dan 0,45 ml
akuades. H,O, berfungsi sebagai reduktor yang akan
mengoksidasi enzim pada keadaan awal (restyng enzyme)
dengan dua elektron membentuk senyawa intermediet |
[27], [28]. Veratril alcohol berfungsi sebagai mediator
dalam reaksi redoks untuk menstimulasi oksidasi LiP pada
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Tabel 1.
Aktifitas Enzim Lignin Peroksidase (LiP) pada Limbah Bonggol Jagung
dengan berbagai pH dan suhu

Aktifitas Enzim (U/ml)

Suhu (°C) pH 4 pH 5 pH 6
25 0,036 0,233 0,102
30 1,022 0,048 0,066
35 0,018 0,006 8,088*

*Aktifitas enzim Lignin Peroksidase maksimum

substrat limbah organik lignoselulosa [29], [30]. Buffer
asetat berfungsi sebagai larutan penyangga untuk
mempertahankan pH pada saat terjadinya reaksi enzimatis,
dan pH 3 merupakan pH optimum untuk menghasilkan
aktifitas LiP yang maksimum [25]. Pengukuran dilakukan
dengan spektrofotometer pada panjang gelombang 310 nm
karena jumlah veratryl aldehid yang terbentuk dapat dibaca
pada panjang gelombang tersebut [31].

Pada penelitian ini, aktifitas Lignin peroksidase (LiP)
maksimum terdapat pada limbah bonggol jagung pH 6
dan suhu 35° C. Berdasarkan uji ANOVA dengan taraf
kepercayaan 95% (o < 0,05) tidak ada pengaruh yang
signifikan terhadap perlakuan pH dan suhu , hal ini dapat
dilihat dari nilai signifikan pH dan suhu pada uji ANOVA
terhadap aktifitas LiP secara berturut-turut yaitu 0,307 dan
0,785 yang berarti lebih dari nilai o = 0,05 dan tidak
berpengaruh secara signifikan terhadap aktifitas enzim LiP.
Karena tidak ada faktor yang berpengaruh tehadap aktifitas
enzim LiP, maka tidak dilanjutkan dengan uji Duncan
(Tabel 1).Perlakuan beberapa pH dan suhu yang diuji
dalam penelitian ini tidak berpengaruh terhadap aktifitas
enzim LiP. Hal ini dapat disebabkan karena beberapa hal
diantaranya Gliomastix sp. T3.7 dapat tumbuh optimal dan
menghasilkan aktifitas enzim LiP pada range pH dan suhu
yang luas, sehingga tidak terdeteksi secara signifikan
pengaruhnya terhadap aktifitas enzim LiP.

Bonggol jagung merupakan medium yang paling baik
untuk menghasilkan aktifitas LiP  maksimum pada
Gliomastix sp. T3.7. Hal ini sesuai dengan penelitian yang
dilakukan oleh [32] bahwa Irpex lacteus CD2
memproduksi LiP untuk proses delignifikasi bonggol
jagung. Aktifitas maksimum vyang dihasilkan pada
penelitian ini yaitu sebesar 8, 088 U/ml.

Gliomastix sp T3.7 membutuhkan pH 6 untuk
menghasilkan aktifitas enzim LiP maksimum (Tabel 1).
Berbeda dengan penelitian [17], Pleurotus ostreatus dan
Omphalina sp. yang ditumbuhkan pada medium bagase
tebu dan TKKS menghasilkan enzim LiP maksimum pada
pH 5. Sedangkan P. Pulmonarius, menghasilkan aktifitas
LiP maksimum pada pH 3 [5]. Hal ini dapat disebabkan
karena beberapa hal diantaranya perbedaan strain, media
dan kondisi lingkungan [14]. Phanerochaete
chrysosporium yang ditumbuhkan pada medium fermentasi
padat (SSF) optimum menghasilkan aktifitas LiP pada pH
4,5 [30] dan P. chrysosporium menghasilkan aktifitas LiP
maksimum pada pH yang sama, ketika ditumbuhkan pada
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medium yang ditambahkan serbuk bagase tebu sebanyak
2% [33]. Kombinasi pH dan suhu sangat berbeda dari satu
protein dengan protein yang lain [33-35] sehingga
menyebabkan pH dan suhu optimum yang dibutuhkan oleh
enzim berbeda satu sama lain. Perbedaan suhu dan pH yang
dibutuhkan oleh enzim yang sama dapat disebabkan karena
perbedaan strain yang menghasilkan enzim tersebut [14]

Enzim memiliki pH optimum yang khas, yaitu pH yang
menyebabkan aktifitas maksimal. Profil aktifitas pH enzim
menggambarkan pH pada saat gugus pemberi atau
penerima proton yang penting pada sisi katalitik enzim
berada dalam tingkat ionisasi yang diinginkan. pH
optimum enzim tidak perlu sama dengan pH lingkungan
normalnya, dengan pH yang mungkin sedikit berada diatas
atau dibawah pH optimum. Aktivitas katalitik enzim
didalam sel mungkin diatur sebagian oleh perubahan pada
pH medium lingkungan [36].

Suhu yang diperlukan oleh Gliomastix sp. T3.7 untuk
menghasilkan aktifitas enzim LiP maksimum adalah 35°C
yaitu pada limbah bonggol jagung. Hal ini sesuai dengan
yang dilaporkan oleh [37], LiP maksimum yang dihasilkan
oleh Phanerochete chrysosporium pada medium fermentasi
padat (SSF) terdapat pada suhu 34° dan 40°C pada
medium yang ditambahkan serbuk jerami gandum [33].
Berbeda dengan yang dilaporkan oleh [38], pada banyak
penelitian suhu 25°C merupakan suhu optimum yang
diperlukan untuk menghasilkan aktifitas LiP maksimum,
dimana berhubungan dengan pertumbuhan fungi itu sendiri
[39]. Hal ini disebabkan karena setiap fungi mempunyai
suhu optimum, minimum dan maksimum yang berbeda
untuk pertumbuhannya. Pertumbuhan pada suhu di bawah
suhu optimum dapat menurunkan rata-rata metabolisme
selnya. Sedangkan suhu di atas optimum, menyebabkan
pertumbuhan menurun dan dimungkinkan terjadinya
kematian jika melampaui suhu maksimumnya [33].

Pada sebagian besar protein, denaturasi dapat terjadi
pada suhu 45° sampai 50°C. Ketika suhu naik, atom yang
terdapat pada molekul enzim mempunyai energi yang besar
dan mempunyai kecenderungan yang besar untuk bergerak.
Atom-atom tersebut dengan cepat memperoleh cukup
energi untuk menguasai interaksi lemah yang memegang
struktur bersama protein globular, kemudian diikuti dengan
deaktivasi (penon-aktifan). Sensitivitas sebuah protein
untuk berdenaturasi pada suhu tinggi bervariasi dan
dipengaruhi oleh pH medium [33-35].

IV. KESIMPULAN

Gliomastix sp. T3.7 berpotensi menghasilkan enzim
Ligninolitik salah satunya adalah Enzim Lignin
peroksidase. Aktifitas maksimum yang dihasilkan sebesar
8,088 U/ml. Berdasarkan uji ANOVA dengan taraf
kepercayaan 95% (o <0,05) , perlakuan pH dan suhu tidak
berpengaruh secara signifikan terhadap aktifitas enzim LiP.
Saran untuk penelitian selanjutnya yaitu diperlukan range
pH dan suhu yang lebih luas untuk mengetahui pengaruh
dari kedua faktor tersebut. Selain itu, perlu diadakan
penelitian lebih lanjut mengenai waktu inkubasi optimum,
sumber karbon dan nitrogen dengan menggunakan kondisi
optimum diatas untuk mengoptimalkan aktifitas yang
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dihasilkan, sehingga dapat diaplikasikan langsung dalam
dunia industri.
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