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ABSTRACT

Lignin is a natural compound of plant that has a function for plant cell wall constituent. In
pulp industries, lignin is a compound which is hard to be degradad. The purpose of this research is
to get white rot fungi in the rotten pine wood, to determine potential of white rot fungi in biopulping
process which obtained by measuring the activity of enzyme Lignin Peroxidase (LiP) at white rot
fumgi which is obtain from the rotten pine wood. The sample of the rotten pine wood taken from
Taman Hutan Raya (Tahura) Berastagi. Bavendamm and ligninolitic enzyme activities test have
found three spesies fungi which are in genus Trametes sp.1, Trametes sp.2, and Phanerochaete
sp. The highest activity of enzyme lignin peroxidase was produced by Trametes sp.1 fungi by the

value is 1,541 U/ml.
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PENDAHULUAN

Dinding sel kayu terdiri atas tiga
komponen makromolekul utama yaitu
selulosa, hemiselulosa dan lignin.Lignin
merupakan senyawa yang heterogen
dengan berbagai tipe ikatan sehingga tidak
dapat diuraikan oleh enzim hidrolisis.Lignin
terbentuk dari gugus aromatik yang saling
dihubungkan dengan rantai alifatik, yang
terdiri atas 2-3 karbon. Lignin pada batang
tanaman berfungsi sebagai bahan pengikat
komponen penyusun lainnya, sehingga
suatu pohon bersifat keras. Kayu keras
normal  mengandung  20-25% lignin,
meskipun  kayu keras tropika dapat
mempunyai kandunan lignin lebih dari 30% .

Lignin merupakan polimer yang
strukturnya heterogen dan kompleks yang
terdiri dari koniferil alkohol, sinaphil alkohol,
dan kumaril alkohol sehingga sulit untuk
dirombak.Sekitar 30% material pohon adalah
lignin yang berfungsi sebagai penyedia
kekuatan fisikk pohon, pelindung dari
biodegradasi dan serangan
mikroorganisme.Struktur yang kompleks dari
lignin dengan berat molekul yang tinggi dan

tidak larut dalm air membuat lignin sukar
didegradasi.Oleh karena itu, degradasi lignin
membutuhkan enzim ekstraseluler yang
bekerja secara tidak spesifik.

Industri kertas di Indonesia pada
umumnya menggunakan pengolahan pulp
secara kimia. Dengan pengelolaan secara
kimia pasti menghasilkan limbah-limbah hasil
industri, hal ini pasti akan mengakibatkan
bertambahnya biaya pengolahan pulp,
karena sekitar 20% biaya investasi harus
disediakan untuk mengelola limbah proses
pengelolaan secara kimia.

Teknologi  biopulping  (mengolah
pulp dengan bantuan mikroba/jamur melalui
proses  pelapukan) juga mengurangi
penggunaan  listrik,  sehingga  dapat
menghemat sebesar $9 - $20 per ton pulp.
Dalam teknologi biopulping  pulp yang
dihasilkan lebih baik sehingga kertas yang
dihasilkan berkualitas lebih baik, dan polusi
dapat lebih dikurangi.

METODE PENELITIAN

Waktu dan Tempat Penelitian
Penelitian ini dilaksanakan pada
bulan April sampai dengan Juni 2015.



Pengambilan sampel batang pinus di Taman
Hutan Raya (Tahura) Berastagi. Isolasi fungi
di Laboratorium Bioteknologi, Program Studi
Kehutanan, Fakultas Pertanian Universitas
Sumatera Utara, dan Pengukuran aktivitas
LiP di  Laboratorium  Mikrobiologi
Departemen Biologi, Fakultas Matematika
dan limu Pengetahuan Alam, Universitas
Sumatera Utara.

Bahan dan Alat Penelitian

Alat  yang diperlukan  pada
penelitian ini antara lain neraca analitik,
sentrifuse, ~spektrofotometer, vortex, pH
meter, shaker, pipet serologi, cawan petri,
inkubator fungi, sedangkan bahan yang
diperlukan pada penelitian ini antara lain
penyangga tartrat (pH 2.5), H.0,, guaiakol,
MnSOs, penyangga sitrat fosfat (pH 5.5),
penyangga sodium asetat (pH 5.5)veratryl
alcohol, Potato Dextrose Agar (PDA),
KH2P04, MgSO4.7H20, tanin, KzHPO4,
Alkaline Lignin, NHsNOs, KCL, MgSQ4.7H,0,
FeSO4.7H2O, MnCL2.2H20, CUSO4.5H20.

Prosedur Penelitian

Pengambilan sampel dilakukan di
areal Taman Hutan Raya (Tahura)
Berastagi. Kriteria sampel yang digunakan
adalah batang kayu pinus yang sudah
melapuk. Metode yang digunakan untuk
pengambilan sampel yaitu menggunakan
metode sensus dengan mengamati secara
langsung kayu lapuk yang terinfeksi fungi,
dan dilihat secara visual kayu lapuk lalu
diambil sampelnya kemudian  sampel
dibersinkan dan dimasukkan kedalam
kantung kertas dan disimpan didalam
ruangan pada suhu kamar sampai proses
isolasi.

Gambar 1. Sampel Kayu Pinus Lapuk

Isolasi Fungi

Sampel kayu pinus diambil secara
aseptik dari pangkal batang pinus dan
selanjutnya dibawa ke dalam laboratorium

(Gambar 1). Sampel dipotong menjadi
ukuran 05 cm x 0,5 cm kemudian
disebarkan di atas media PDA dan
diinkubasi pada suhu ruang selama 2 x 24
jam. Koloni fungi yang tumbuh dipindahkan
pada media PDA yang baru dan dibuat
biakan murninya.

Skrining Aktivitas Enzim Ligninolitik

Skrining aktivitas enzimatik secara
kualitatif dilakukan dengan uji Bavendamm.
Isolat yang didapat ditumbuhkan pada media
PDA yang ditambahkan 0,1% asam tanin.
Bila terbentuk endapan cokelat pada media,
mengindikasikan adanya aktivitas fenol
oksidase,maka fungi tersebut termasuk ke
dalam kelompok fungi pelapuk putih (Nishida
et al., 1988).

Persiapan Sumber Enzim

Sumber enzim untuk uji kuantitatif
dipersiapkan dengan membiakkan isolat
fungi pada media ligninase cair pada suhu
ruang selama 14 hari. Suspensi fungi
disentrifugasi dengan kecepatan 10.000 rpm
pada suhu 4 °C selama 15 menit. Suspensi
berupa ekstrak enzim kasar digunakan untuk
pengukuran aktivitas ligninolitik  secara
kuantitatif. ~Pengukuran aktivitas enzim
ligninolitik dilakukan setiap 2 hari selama 14
hari.

Pengukuran Aktivitas Lignin Peroksidase
(LiP)

Pengukuran aktivitas enzim LiP
dilakukan menurut metode Bonnen et
al.,(1994). Ekstrak enzim sebanyak 0,2 ml
ditambahkan ke dalam 2,8 ml larutan
penyangga tartrat (pH 2.5). Campuran ini
ditambahkan veratryl alcohol 2 mM dan
H20, 0.4 mM masing-masing sebanyak 1 ml.
Campuran tersebut selanjutnya
dihomogenkan dengan vortex dan diinkubasi
selama 30 menit pada suhu kamar. Jumlah
veratraldehida yang terbentuk diukur dengan
menggunakan  spektrofotometer  pada
panjang gelombang 310 nm. Untuk larutan
blanko digunakan 1 ml veratryl alcohol 2 mM
dan 1 ml H20, 0.4 mM dan 0,2 ml akuades
yang dipanaskan pada suhu 60 °C selama 5
menit.



Jumlah  veratraldehida  yang
terbentuk  dihitung  berdasarkan rumus
Lambert-Beer, yaitu : AC = (At—Ao

(kxb)

Dimana,

AC = jumlah vetraldehida yang terbentuk
selama t menit (mol/liter)

At = nilai absorbansi pada t menit

Ao = nilai absorbansi pada awal reaksi

b = diameter kuvet (1 cm)

k = konstanta(veratraldehida = 9,300/M/cm)

Aktivitas enzim dinyatakan dalam
satuan unit yang setara dengan 1 nmol
veratraldehida yang dihasilkan per menit dari
perlakuan 1 ml enzim yang direaksikan
dalam kondisi asam, sehingga aktivitas
enzim yaitu :

Unit (U/ml) = AC x Viet(ml) x 109
£ maks x d x t (menit) X Venzim (ml)

Dimana, € maks = absorptivitas molar
veratril alcohol (9300M-1 cm-1)

d = tebal kuvet (cm)
Vtot = jumlah keseluruhan larutan
T = waktu (menit)

V enzim =volume enzim

HASIL DAN PEMBAHASAN

Isolasi Fungi Pelapuk Kayu

Sampel kayu yang sudah lapuk
diambil dari tegakan pinus di Taman Hutan
Raya (Tahura) Berastagi. Kemudian diisolasi
dengan menggunakan PDA (Potatoes
Dextrose Agar) sebagai medianya. Kayu
pinus yang telah lapuk dan sudah terinfeksi
fungi kemudian dipotong menjadi bagian-
bagian kecil berukuran 0,5 cm x 0,5 cm,
yang kemudian akan ditanam dalam media
PDA. Setelah didiamkan selama 3-5 hari
dalam ruangan maka selanjutnya dilakukan
pemurnian ulang pada fungi yang tumbuh.
Dari hasil tersebut diperoleh 13 isolat fungi
yang kemudian dikelompokkan menjadi
beberapa bagian berdasarkan penampakan
visualnya.  Adapun  yang  menjadi
penampakan perbedaan visualnya seperti
warna fungi dan bentuk permukaan koloni
pada media. Setelah dilakukan pemilihan

berdasarkan pengamatan visual, ditemukan
enam isolat.

Karakteristik keenam isolat fungi
diamati dengan pengamatan makroskopis.
Hal ini dapat dilihat pada Gambar 2.

Tabel 1. Hasil Karakteristisasi Makroskopik
Fungi Pelapuk Kayu Pinus
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Gambar 2. Isolat Fungi Pelapuk Kayu Pinus (a)
FPP A, (b) FPP B,(c) FPP C, (d) FPP
D, (e) FPPE, (f)FPP F

Skrining Aktivitas Enzim Ligninolitik dengan
Uji Bavendamm

Setelah didapat isolat fungi yang
penampakan visualnya berbeda dari yang
lainnya maka keenam isolat fungi yang telah
ada dilakukan skrining aktivitas enzim
ligninolitik dengan uji bavendamm. Isolat
fungi ditumbuhkan di tempat yang gelap
(kotak tertutup). Hasil skrining aktivitas
enzim ligninolitk dengan uji bavendamm



tersebut, diperoleh tiga isolat fungi yang
menunjukkan reaksi positif.

Fungi dikatakan positif fungi
pelapuk putih jika dalam cawan petri tempat
fungi ditumbuhkan terdapat endapan coklat,
seperti pernyataan Musa (2012) vyang
menyatakan jika pada media terbentuk
endapan coklat maka uji Bavendammnya
positif (+). Artinya fungi tersebut dapat
mengoksidasi asam tannin sehingga fungi ini
dapat dikelompokkan ke dalam fungi pelapuk
putih. Warna coklat yang terbentuk karena
adanya reaksi fenol oksidasi seperti yang
ditunjukkan pada Gambar 3.
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Gambar 3. Hasil Uji Bavendamm Isolat Fungi
Pelapuk Kayu Pinus ; (a) Isolat
FPP A, (b) Isolat FPP B dan (c)
Isolat FPP D menunjukkan hasil
positif pada uji Bavendamm
terdapat endapan coklat selama
3-5 hari.

Pada gambar isolat fungi yang
positif uji bavendamm karena adanya
endapan  coklat.  Endapan  cokelat
merupakan hasil sekresi enzim lignolitik oleh
karena kemampuan isolat fungi dalam
menggunakan asam tanat sebagai sumber
karbon dan diasumsikan sebagai hasil dari
aktifitas polifenol menjadi  kuinon yang
menghasilkan polimer yang berwarna gelap
(Prayudyaningsih et al., 2007).

Hasil Uji Bavendamm menunjukkan
terjadi degradasi lignin pada kayu pinus yang
lapuk. Degradasi dapat dibagi dalam tiga
kategori. Degradasi diawali pada selulosa,
hemiselulosa kemudian degradasi lignin.
Pertama, lignin yang didegradasi kemudian

diikuti degradasi selulosa dan hemiselulosa.
Kedua, sebaliknya degradasi diawali pada
selulosa dan hemiselulosa  kemudian
degradasi lignin. Ketiga, degradasi lignin dan
selulosa berjalan secara bersamaan. Pada
umumnya proses degradasi berjalan secara
bertahap dan pada umumnya terjadi
pemotongan rantai panjang dari polimer
selulosa menjadi lebih pendek (Prasetya,
2005).

Tabel.2 Uji Bavendam Isolat Fungi dari Kayu

Pinus Lapuk
Isolat Fungi Endapan Coklat
FPP A +
FPP B +
FPPC -
FPP D +
FPP E -
FPP F -
Keterangan :+ = Terbentuk endapan cokelat
- = Tidak terbentuk endapan
cokelat

Uji  positif ditandai  dengan
terbentuknya endapan cokelat pada media,
yang menunjukkan adanya  aktivitas
ligninolitik (Gambar 3). Tiga isolat fungi yang
menunjukkan hasil positif ditandai dengan
adanya endapan coklat yang terbentuk pada
media disebabkan oleh adanya reaksi
pengoksidasian fenol yang terdapat pada
media oleh fungi dengan bantuan enzim
fenol oksidase. Fungi akan mengeluarkan
enzim-enzim tertentu pada saat menempel
pada substrat. Hal ini sesuai dengan
pernyataan  Prasetya  (2005)  yang
menyatakan bahwa degradasi lignin pada
umumnya dimulai dari reaksi biotransformasi
komponen kompleks lignin yang umumnya
dilakukan oleh enzim yang dikeluarkan oleh
fungi pelapuk putih.

Identifikasi Fungi Pelapuk Putih

Setelah  didapat  hasil Ui
bavendamm yang positif dari ketiga isolat
fungi  tersebut  kemudian  dilakukan
identifikasi isolat fungi secara mikroskopis.
Dari identifikasi didapat 2 jenis fungi yaitu
Trametes sp pada 2 fungi (Isolat fungi FPP A
dan FPP D) dan Phanerochete sp (Isolat



fungi FPP B) . Fungi yang didapat termasuk
ke dalam divisi Basidiomycota dan masuk ke
dalam  keluarga  Polyporaceae  dan
Phanerochaetaceae. Karakterisasi  isolat
fungi  secara mikroskopis yang didapat
dilihat berdasarkan bentuk hifa dan spora
aseksual.

Trametes sp.

Gambar 4. (A) Mikroskopis Trametes sp. (B)
Struktur Mikroskopis Isolat FPP A
(C) Struktur Mikroskopis isolat
FPP D( Perbesaran 100x) ( a:
clamp connection, b: spora,
c:hifa)

Gambar 5. (A).  Struktur  mikroskopis
Phanerochaete sp.)(B). Struktur
Mikroskopis isolat FPP B (a:
spora, b: septa, c:clamp
connection)

Aktivitas Enzim Lignin Peroksidase (LiP)
Pengukuran aktivitas enzim Lip
yang dilakukan setiap 2 hari selama 14 hari
pengukuran. Isolat yang dikultur dalam
media ligninase cair memiliki hasil yang
berbeda-beda. Aktivitas produksi enzim LiP
ditentukan dengan mengukur perubahan
veratryl alcohol menjadi veratraldehida pada
panjang gelombang 310 nm. Aktivitas enzim
LiP yang tertinggi didapatkan pada spesies
Trametes sp. 1 pada hari ke-8 pengukuran
ke-4 yaitu sebesar 1,541 (U/ml) kemudian
mengalami penurunan pada pengukuran
selanjutnya sampai akhir pengukuran di hari
ke-14. Pada isolat fungi Phanerochete sp. ,
aktivitas enzim tertinggi di dapat pada hari
ke-8 pengukuran ke-4 yaitu sebesar 0,77
(U/ml) dan pada hari ke-10 telah terjadi
penurunan aktivitas enzim LiP, dan
kemudian aktivitas berhenti pada hari ke-14
,pengukuran ke- 7. Isolat fungi Trametes sp.

2 mengalami puncak aktivitas enzim pada
hari ke-8,pengukuran ke-4 yakni sebesar
1,344 (U/ml) dan kemudian terjadi
penurunan aktivitas enzim pada hari ke-
10dan berhenti pada hari ke 14 .

Dari ketiga isolat fungi yang telah
diuji didapat bahwa isolat fungi yang memiliki
aktivitas enzim LiP tertinggi adalah isolat
fungi Trametes sp. 1 sebesar 1,541 (U/ml)
dan kemudian diikuti isolat fungi Trametes
sp. 2 yaitu 1,344 (U/ml) dan aktivitas enzim
isolat fungi Phanerochaete sp. adalah yang
terendah yakni sebesar 0,77 (U/ml).

Tabel 4. Aktivitas Enzim Lignin Peroksidase
(LiP) dari Isolat Fungi Pelapuk

Kayu Pinus (U/ml)
Isolat
Waktu
(Hari) Trametes Phanerochaete Trametes
sp. 1 sp. sp. 2
2 0,000 0,000 0,000
4 0,577 0,095 0,095
6 0,866 0,192 0,577
8 1,541 0,770 1,344
10 1,059 0,385 0,770
12 0,481 0,095 0,385
14 0,000 0,000 0,000

Dari hasil pengukuran yang didapat
terlihat jelas perbedaan aktivitas enzim pada
ketiga isolat fungi yang diukur. Hal ini
mungkin dipengaruhi oleh jenis fungi dan
kemampuan fungi dalam mengubah substrat
yang tersedia. Gandjar et al.,(2006)
menyatakan bahwa substrat adalah sumber
nutrien utama bagi fungi, untuk bertahan
hidup  fungi  mengeluarkan  enzim
ekstraseluler yang berguna untuk mengubah
senyawa-senyawa kompleks dari substrat
menjadi  senyawa-senyawa Yyang lebih
sederhana. Enzim yang dihasilkan fungi
dalam mengubah substrat menjadi senyawa
yang lebih  sederhana  mempunyai
kemampuan dan kecepatan berbeda-beda.



Kurva Aktivitas Enzim LiP (Pinus sp.)

Aktivitas (L/ml)y
gog

Masa Inkubasi Hari Ke-
Gambar 6.Aktivitas Enzim Lignin Peroksidase

(LiP) dari Isolat Fungi Pelapuk Kayu
Pinus

Aktivitas enzim Lignin Peroksidase
(LiP) pada ketiga isolat fungi pelapuk putih
dimulai pada hari ke 4 (Gambar 6). Pada
isolat fungi Trametes sp. 1 aktivitas enzim
terlihat maksimum pada hari ke 8 yaitu 1,541
dan kemudian menurun di hari selanjutnya
dan berhenti pada hari ke-14. Enzim LiP
pada Isolat fungi Phanerochaete sp.
mencapai aktivitas maksimumnya pada hari
ke-8 yaitu 0,770 dan pada hari selanjutnya
terus mengalami penurunan. Tidak berbeda
jauh dari kedua isolat fungi sebelumnya
isolat fungi Trametes sp. 2 mengalami
aktivitas enzim maksimum adalah pada hari
ke-8 yaitu sebesar 1,344 dan berhenti pada
hari ke-14.

Aktivitas enzim tertinggi isolat fungi
pelapuk putih Trametes sp.1 yang didapat
adalah sebesar 1,541 U/ml pada hari ke-8.
Herliyana (2007) melaporkan isolat Pleorotus
EA4 pada substrat kayu sengon mencapai
aktivitas enzim LiP tertinggi pada hari ke-6
sebesar 0,430 U/ml.

Dari hasil aktivitas enzim yang telah
diukur (Gambar 6) dilihat waktu pola aktivitas
enzim LiP dari ketiga isolat fungi pelapuk
putih yang didapat relatif sama, aktivitas
dimulai pada hari ke-4 dan mengalami
puncak aktivitas pada hari ke-8. Widjaja et
al. (2004) melaporkan aktivitas maksimum
enzim LiP pada P. chrysosporium dicapai
pada hari ke-4 sebesar 0,81 U/ml, dan
langsung mengalami penurunan karena
pertumbuhan fungi mulai menurun dan
adanya kematian sel.

Penelitian yang dilaporkan oleh
Sigit (2009), diperoleh aktivitas maksimum
LiP pada jamur tiram Thailand lebih tinggi
dari jamur tiram Bogor pada media Sludge
yaitu sebesar 4,014 U/ml. Hal ini dapat
dikaitkan dengan Supriyanto (2009) yang

menyatakan bahwa jenis isolat fungi pelapuk
putih yang ditemukan dan juga media yang
digunakan berpengaruh dalam produksi
enzim lignin peroksidase.

Kurva aktivitas enzim LiP ketiga
isolat fungi pelapuk putih (Gambar 6)
menunjukkan hasil yang sama. Pada hari ke-
2 sampai hari ke-4 terjadi fase lag yaitu fase
penyesusaian sel-sel dengan lingkungannya
dan pembentukan enzim-enzim  untuk
mengurai substrat. Pada hari ke-4 sampai
hari ke-6 terjadi fase akselerasi dimana
mulainya sel-sel membelah dan fase lag
menjadi fase aktif. Di hari ke-6 sampai ke-8
terjadi fase eksponensial yaitu fase
perbanyakan jumlah sel yang sangat
banyak, aktivitas sel sangat meningkat. Pada
hari ke-8 sampai hari ke-10 dinamakan fase
deselerasi dimana sel-sel mulai kurang aktif
membelah. Fase terakhir adalah fase
kematian dipercepat yaitu pada hari ke-12
sampai hari ke-14 dimana jumlah sel yang
sudah mati lebih banyak daripada yang
masih hidup (Gandjar, 2006).

Pengukuran aktivitas enzim pada
ketiga isolat fungi memiliki hasil yang
berbeda-beda karena dipengaruhi beberapa
faktor seperti jumlah substrat yang tersedia,
kelembapan yang cocok , suhu, derajat
keasaman (pH < 7) dan bahan kimia yang
ada (Gandjar, 2006).

Dari ketiga isolat fungi yang diuiji
dapat dilihat bahwa isolat fungi Trametes sp.
1 mempunyai potensi yang tinggi untuk
diaplikasikan dalam proses biopulping.
Proses biopulping dengan menggunakan
fungi pelapuk sebagai pendegradasi lignin
kayu, akan menghasilkan limbah yang
ramah lingkungan. Proses biopulping dapat
mengurangi  biaya  produksi,  seperti
pernyataan Fadillah ~ (2008)  yang
menyatakan sekitar 20% dari biaya investasi
harus disediakan untuk mengelolah limbah
proses pengolahan secara kimia.

KESIMPULAN DAN SARAN

Kesimpulan

1. Didapat tiga isolat fungi yang positif
fungi pelapuk putih pada kayu pinus
lapuk  vyaitu  Trametes sp. 1,



Phanerochaete sp., dan Trametes sp. 2
dan ketiga isolat fungi pelapuk putih
yang didapat memilik pola aktivitas
enzim LiP yang sama .

2. Aktivitas enzim Lignin Peroksidase (LiP)
tertinggi selama pengukuran secara
berturut-turut adalah adalah Trametes
sp. 1, Trametes sp. 2, dan
Phanerochaete sp.

3. Jenis fungi yang memiliki potensi yang
tinggi dalam proses biolpulping adalah
jenis fungi Trametes sp. 1 karena
memiliki nilai aktivitas enzim Lignin
Peroksidase (LiP) yang paling tinggi.

Saran

Perlu dilakukan penelitian lanjutan
untuk mengetahui laju aktivitas
pendegradasian lignin pada jenis enzim
pendegradasi lignin lain seperti Manganase
peroksidase (MnP) dan Lakase.
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