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Influence of Carbon Sources on L accase Production by White Rot Fungus Marasmius sp.
in Solid State Fermentation

Abstract

Laccase is one of the ligninolytic enzymes that capable to degrade lignin in biomass. Laccase has been

produced by white rot fungus Marasmius sp. in Solid State Fermentation (SSF) using rice straw as the
solid support media. The influence of carbon sources, i.e. glucose, glycerol and molasses in medium of
laccase production were studied in this paper. The concentration of 0.5%, 1.0% and 2.0% were used for
each carbon sources. The results showed that the highest laccase activity was obtained within 6-10 days
of cultivation. Glucose concentration of 0.5%, 1.0% and 2.0% gave the highest laccase activity were
872.0 U/L (day 6), 1516.67 U/L (day 9) and 1270.69 U/L (day 10), respectively. The highest laccase

activity on using glycerol was 1422.36 U/L (at concentration of 1 % on day 7") and 1113.19 U/L (at
concentration of 2% on day 8"), respectively. This activity was comparable to that of glucose substrate.

Therefore, glycerol and molasses gave a potential chance as carbon sources for laccase production in

solid state fermentation.
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Abstrak

Lakase merupakan salah satu enzim ligninolitik yang memiliki kemampuan mendegradasi lignin. Lakase
telah diproduksi menggunakan jamur pelapuk putih Marasmius sp. dalam Fermentasi Kultur Padat
(FKP) menggunakan jerami padi sebagai media pertumbuhan. Pengaruh sumber karbon yaitu glukosa,
gliserol, dan molase dalam medium produksi lakase digunakan dalam penelitian ini. Konsentrasi 0,5%;
1,0%; dan 2,0% digunakan untuk tiap jenis sumber karbon. Hasil menunjukkan bahwa aktivitas tertinggi
lakase diperoleh pada kultivasi hari ke 6-10 dengan masing-masing aktivitas (872,0 U/L (hari ke-
6), 1516,67 U/L (hari ke-9) dan 1270,69 U/L (hari ke-10). Aktivitas lakase tertinggi diperoleh pada
penggunaan medium gliserol dan molase masing-masing adalah 1422,36 U/L (pada konsentrasi 1%, hari
ke-7) dan 113,19 U/L (pada konsentrasi 2%, hari ke-8). Aktivitas tertinggi tersebut sebanding dengan
penggunaan medium glukosa. Oleh karena itu, gliserol dan molase dapat digunakan sebagai alternatif
sumber karbon untuk produksi lakase dengan fermentasi kultur padat.

Kata kunci: glukosa, gliserol, lakase, molase, Marasmius sp., fermentasi kultur padat
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Pendahuluan

Lakase (benzenediol:oxygen oxidoreductases,
EC 1.10.3.2), merupakan kelompok enzim blue
multicopper  oxidases (MCO), dan memiliki
kemampuan mengkatalisis oksidasi substrat
aromatis dan secara bersamaan mereduksi
molekul oksigen menjadi air (Muthukumar and
Murugan, 2014; Martins et al., 2015). Oleh
karena itu, lakase merupakan salah satu enzim
yang sangat menjanjikan untuk beberapa proses
antara lain pemutihan pulp (Risdianto ez al., 2008;
Sharma et al., 2014), detoksifikasi efluen (Rezaei
et al., 2015), penyisihan senyawa fenol (Asadgol
et al., 2014), penghilangan warna limbah tekstil
(Forootanfar et al., 2013) dan penyisihan lignin
pada proses pembuatan bioetanol dari bahan
lignoselulosa (Rencoretetal.,2017). Lakase dapat
diproduksi dengan fermentasi kultur rendam (sub-
merged fermentation) dan fermentasi kultur padat
(solid state fermentation) (Montoya, Sanchez and
Levin, 2014; Bertrand et al., 2015).

Fermentasi kultur padat adalah fermentasi
dengan menggunakan mikroorganisme yang
ditumbuhkan pada bahan padat dengan ketiadaan
atau sedikit air bebas (Pandey, 2003; Soccol et
al., 2017). Fermentasi kultur padat merupakan
fermentasi yang sesuai untuk produksi enzim oleh
jamur berfilamen karena mirip dengan kehidupan
alaminya (Couto ef al., 2005). Media penyangga
untuk fermentasi ini sangat penting, karena
keberhasilan proses sangat bergantung terhadap
media tersebut. Saat ini, terdapat kecenderungan
peningkatan  pemanfaatan limbah  organik
seperti residu agrikultur, kehutanan dan industri
yang berkaitan dengan makanan sebagai bahan
baku untuk memproduksi enzim dengan teknik
fermentasi kultur padat (Osma, Toca Herrera
and Rodriguez Couto, 2007). Limbah organik
tersebut mengandung lignin dan/atau selulosa
dan hemiselulosa yang dapat berguna sebagai
induser aktivitas ligninolitik dan membantu
produksi lakase lebih ekonomis.

Aplikasi lakase dalam industri dan teknologi
lingkungan, termasuk konsep modern integrasi
biorefinery memerlukan enzim dalam jumlah
besar dan dengan biaya rendah (Elisashvili,
Kachlishvili and Penninckx, 2008). Selain
penggunaan limbah dari industri agro sebagai
media penyangga (Risdianto er al, 2012),
penelitian tentang sumber karbon murah juga
merupakan salah satu strategi produksi lakase
dengan biaya rendah. Beberapa sumber karbon

78

tersebut antara lain molase (Marim et al., 2016)
dan gliserol (Li ef al., 2011). Molase merupakan
hasil samping industri gula tebu, sedangkan
gliserol merupakan senyawa kimia yang biasa
disebut giserin dan merupakan hasil samping
produksi biodiesel melalui tahap transesterifikasi.
Peningkatan produksi biodiesel akan
menyebabkan produksi gliserol yang melimpah
(da Silva, Mack and Contiero, 2009).

Penelitian sebelumnya menunjukkan bahwa
Marasmius sp dapat tumbuh dengan baik pada
fermentasi kultur padat menggunakan jerami
padi dan menghasilkan aktivitas lakase paling
baik (Risdianto et al., 2012). Oleh karena itu,
penelitian ini bertujuan untuk investigasi sumber
karbon alternatif yaitu molase dan gliserol pada
produksi lakase menggunakan Marasmius sp.
pada fermentasi kultur padat.

Bahan dan Metode
Bahan Lignoselulosa

Jerami padi digunakan sebagai media
penyangga diperoleh dari lahan pertanian di
sekitar Bandung, Indonesia. Jerami dipotong
dengan ukuran panjang sekitar 3 cm.

Jamur Pelapuk Putih

Jamur pelapuk putih Marasmius sp berasal
dari laboratorium Mikrobiologi dan Teknologi
Bioproses, Program Studi Teknik Kimia, Institut
Teknologi Bandung. Jamur ditumbuhkan
menggunakan Potato Dextrose Agar (PDA)
dalam cawan petri dan diinkubasi selama 7 hari
pada suhu 28°C dan sebelum digunakan, jamur
disimpan pada suhu 4°C.

Fermentasi Kultur Padat

Fermentasi kulltur padat dilaksanakan pada
suhu ruangan (28 + 1°C). sebanyak 5 gram
potongan jerami dimpregnasi dengan 20 mL
medium Kirk termodifikasi dalam labu berukuran
250 mL. Komposisi medium Kirk adalah salah
satu sumber karbon (glukosa, gliserol, molase), 1,
g/L,MgS0,.7H,00,4 g/L, CaCl, 0,09 g/L, sodium
asetat 2,3 g/L., diammonium tartrat 0,4 g/L, MnCl,
0,02 g/L, ekstrak ragi 0,3 g/L, CuSO,.7H,0 0,01
g/L, HMoO, 0,007 g/L, MnSO,.4H,0 0,01 g/L,
ZnSO,,7H,0 0,006 g/L and Fe(SO4), 0,007
g/L. Tiap sumber karbon yang digunakan dalam



medium Kirk divariasikan konsentrasinya yaitu
0,5%; 1,0%, dan 2,0%. Potongan jerami yang
sudah direndam dalam medium Kirk disterilisasi
pada suhu 120°C selama 20 menit. Setelah steril
dan mencapai suhu ruang, inokulum Marasmius
sp. dari cawan petri dengan ukuran 1,5 x 1,5 cm
sebanyak dua potongan diinokulasikan secara
aseptis, dan kultur kemudian diinkubasi pada
kondisi statis selama 10 — 13 hari. Contoh diambil
setiap 24 jam untuk dianalisis aktivitas lakase.
Contoh diekstraksi dengan menambahkan 50 mL
larutan penyangga asetat (pH 4,5) dan digoyang
dalam alat penggoyang (shaker) pada 100 rpm
selama 2 jam, kemudian ditumbuk dengan mortar.
Cairan dari kultur kemudian disentrifugasi pada
5000 rpm selama 10 menit, dan supernatannya
digunakan untuk menentukan aktivitas lakase.

Aktivitas Lakase

Aktivitas lakase ditentukan dengan 2,2’-azino
bis  (3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic  acid)
(ABTS) dalam larutan penyangga sodium asetat
0,4 (pH 4.5) (Niku-Paavola et al., 1988). Oksidasi
ABTS ditentukan dengan peningkatan absorbansi
pada panjang gelombang 420 nm (g,,, = 36 (mM
cm)') menggunakan spektrofotometer. Satu
unit aktivitas (U) didefinisikan sebagai jumlah
enzim yang diperlukan untuk mengoksidasi 1
pmol ABTS tiap menit pada suhu 28°C. Semua
pengukuran merupakan hasil rata-rata dua kali
ulangan.
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Produktivitas Lakase

Produktivitas (U/L/hari) dihitung berdasarkan
Persamaan (1)

Uy

Dengan P adalah produktivitas (U/L.hari),
Uo adalah aktivitas lakase (U/L), dan Lrod adalah
waktu fermentasi (hari) (Feijoo, Dosoretz and
Lema, 1995).

Hasil dan Pembahasan

Konsentrasi  optimum  karbon  organik
dalam medium pertumbuhan memiliki peran
yang penting pada produksi lakase. Jamur
basidiomycetes memiliki respon yang berbeda
terhadap sumber karbon dan konsentrasinya
dalam medium untuk pertumbuhan. Sekresi
lakase secara signifikan terjadi saat konsentrasi
sumber karbon dalam medium pertumbuhan
mencapai tingkat yang rendah (Nadeem, Baig
and Sheikh, 2014).

Pada saat menggunakan glukosa sebagai
sumber karbon, aktivitas lakase selama
fermentasi disajikan pada Gambar 1. Aktivitas
tertinggi dicapai pada konsentrasi 1,0% yaitu
1516,67 U/L pada hari ke sepuluh. Penggunaan
konsentrasi 0,5% menunjukkan bahwa aktivitas
lakase mulai teramati pada hari ke dua (70,97
U/L) dan mencapai aktivitas tertinggi pada hari ke
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Gambar 1. Aktivitas Lakase menggunakan Sumber Karbon Glukosa
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tujuh (1031,53 U/L) dan kemudian aktivitasnya
menurun. Pola yang mirip ditunjukkan pada
penggunaan konsentrasi 2,0%. Aktivitas lakase
teramati pertama kali pada hari ke tiga (4,86 U/L)
dan mencapai aktivitas tertinggi sebesar 1270,69
U/L pada hari ke sepuluh.

Molase merupakan tetes tebu hasil samping
industri gula yang tidak dapat dikristalkan.
Molase mengandung gula yang dapat
difermentasi sehingga berpotensi sebagai substrat
untuk pertumbuhan mikroorganisme (Marim et
al., 2016). Gambar 2 menunjukkan aktivitas
lakase yang diperoleh pada fermentasi dengan
menggunakan molase sebagai sumber karbon.
Aktivitas lakase terdeteksi pertama kali pada hari

ke empat pada konsentrasi 0,5% (159,44 U/L) dan
1,0% (113,75 U/L), sedangkan pada konsentrasi
2,0% aktivitas lakase teramati mulai hari ke
lima (31,59%). Aktivitas tertinggi ditunjukkan
pada penggunaan konsentrasi 2,0% (1113,19
U/L) pada hari ke sembilan. Pada penggunaan
konsentrasi 0,5%, lakase mencapai aktivitas
maksimum sebesar 722,36 U/L pada hari ke
delapan dan sesudahnya menunjukkan aktivitas
yang relatif tetap. Aktivitas sebesar 759,31 U/L
pada hari ke tujuh merupakan aktivitas tertinggi
ketika menggunakan konsentrasi molase 1,0%.
Produksi lakase dengan menggunakan sumber
karbon gliserol disajikan pada Gambar 3.
Aktivitas lakase mulai terdeteksi pada hari ke
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Gambar 2. Aktivitas Lakase menggunakan Molase sebagai Sumber Karbon
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Gambar 3. Aktivitas Lakase menggunakan Gliserol sebagai Sumber Karbon
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empat untuk semua konsentrasi yang digunakan.
Aktivitas tertinggi dicapai pada konsentrasi 0,5%
yaitu 713,61 U/L di hari ke 6 dan kemudian
aktivitasnya menurun. Pada konsentrasi 1,0%,
aktivitas meningkat tajam sampai mencapai
aktivitas maksimum sekitar dua kali lipat daripada
aktivitas maksimum menggunakan konsentrasi
0,5% (1422,36 U/L) pada hari ke tujuh.
Aktivitas tertinggi lakase dengan menggunakan
konsentrasi 2,0% lebih rendah dibandingkan
dengan konsentrasi 0,5% dan 1,0%.

Hasil  penelitian  menunjukkan  bahwa
aktivitas lakase mulai teramati setelah 2-5 hari
kultivasi dan terus meningkat sampai nilai
maksimum pada hari ke empat sampai ke enam
dan kemudian aktivitasnya menurun. Penurunan
ini dapat disebabkan karena degradasi spesifik
lakase karena aktivitas protease dalam kultur
(Mazumder, Basu and Mukherjee, 2009).
Penelitian ini menghasilkan aktivitas tertinggi
lakase sekitar 1516 U/L (penggunaan glukosa
dengan konsentrasi 1,0% pada hari ke sepuluh).
Penelitianyangdilakukanoleh Osma, TocaHerrera
and Rodriguez Couto (2007) menghasilkan
lakase dari Trametes pubescens dengan aktivitas
tertinggi sebesar 1570 U/L pada hari ke-20 dengan
fermentasi kultur padat dan menggunakan kulit
pisang sebagai sumber karbonnya. Sementara
itu, Elisashvili, Kachlishvili and Penninckx
(2008) dapat menghasilkan aktivitas lebih tinggi
(7620 U/L) ketika memproduksi lakase dengan
fermentasi yang sejenis untuk jamur Cerena
maxima. Penelitian ini menghasilkan aktivitas
lakase tertinggi sebesar 1516,67 U/L (hari ke

sepuluh dengan konsentrasi glukosa 1,0%) tanpa
menggunakan tambahan induser.

Pada penggunaan glukosa dan gliserol
sebagai sumber karbon, peningkatan konsentrasi
karbon yang digunakan dalam media fermentasi
menghasilkan aktivitas lakase yang semakin
tinggi sampai konsentrasi optimum dan kemudian
menurun yang dapat diakibatkan karena inhibisi
substrat . Kenaikan konsentrasi sumber karbon
akan semakin meningkatkan aktivitas lakase
terjadi pada penggunaan molase. Hasil ini
mengindikasikan bahwa enzim ligninolitik
terbentuk sebagai hasil metabolisme sekunder
dan dipicu oleh menipisnya sumber nitrogen dan
karbohidrat dalam medium (Sanchez, 2009).

Gambar 4 menunjukkan produktivitas lakase
saat menggunakan sumber karbon yang berbeda-
beda. Produktivitas merupakan rasio aktivitas
lakase tertinggi dibagi dengan umur kultivasi pada
saat menghasilkan aktivitas tertinggi. Glukosa
digunakan sebagai kontrol untuk produktivitas
lakase yang dihasilkan. Konsentrasi gliserol 1%
menghasilkan produktivitas yang tertinggi (203,19
U/L.hari), diikuti dengan produktivitas pada saat
menggunakan glukosa 1% (168.52 U/L.hari).

Kesimpulan

Marasmius sp. dapat menghasilkan lakase
menggunakan sumber karbon glukosa, molase
dan gliserol pada media jerami. Produktivitas
lakase yang dihasilkan menggunakan sumber
karbon gliserol dan molase sebanding dengan
sumber karbon glukosa. Oleh karena itu,
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gliserol dan molase memiliki potensi digunakan
sebagai sumber karbon untuk produksi lakase.
Penggunaan sumber karbon ini merupakan salah
satu alternatif untuk produksi lakase dengan
biaya rendah.
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