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ABSTRAK

Kulit coklat merupakan sumber lignoselulosa dari limbah pertanian dengan kandungan 
lignin mencapai 14.7 ± 0.35% (w/w). Lignin merupakan senyawa aromatik kompleks heteropoly-
mer yang tidak mudah dipecah secara hidrolitik, sehingga jamur pelapuk seringkali digunakan 
untuk mempermudah proses degradasi lignin. Pada penelitian ini digunakan jamur pelapuk 
putih (S. commune). Selama proses pemecahan lignin, S. commune memanfaatkan enzim peroksi-
dase dan lakase. Akan tetapi, produksi enzim lignolitik pada jamur pelapuk putih dalam jumlah 
kecil, sehingga diperlukan penambahan inducer untuk meningkatkan aktivitas enzim lignolitik. 
Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui pengaruh penambahan CuSO4 terhadap aktivitas 
enzim MnP dan Lakase pada S. commune yang berperan dalam proses pemecahan lignin sehing-
ga dapat dihasilkan berbagai macam senyawa kimia bernilai tinggi. Tembaga dengan konsen-
trasi 0 mM; 0.5 mM; 1.5 mM; dan 2.5 mM ditambahkan pada S. commune dan di inkubasi selama 
5 minggu. Hasil kemudian diekstrak dan diuji aktivitas enzim MnP dan Lakase menggunakan 
spektofotometri. Hasil menunjukkan aktivitas enzim lignolitik S. commune terbesar yaitu 0.48 
IU.L-1 untuk enzim MnP pada minggu ke-4 dengan penambahan konsentrasi CuSO4 1.5 mM dan 
0.18 IU.L-1 untuk enzime lakase pada minggu ke-3 dengan penambahan konsentrasi CuSO4 0.5 
mM dan 1.5 mM  

Kata kunci : Induser, Lakase, Lignin, Mangan Peroksidase, S. commune

ABSTRACT

Agricultural waste such as cacao pod is a source of lignocellulosic with 14.7 ± 0.35% (w/w) lignin com-
pound. Lignin is a heterogeneous aromatic complex which are difficult degradated by hydrolitic, so rot fun-
gi needed on lignin degradation process. This researches used white rot fungi (S. commune). S. commune 
are known to breakdown lignin with peroxidase and laccase enzyme. However, ligninolytic enzyme are 
produced only small quantities, so needed induction for enhancemend and activated ligninolytic enzyme. 
Purpose this research is knowing affected concentration copper on MnP and Laccase activty of S.commune 
during degaradation of lignocellulose, so can produce various of chemical added value compound. Various 
consentration copper are 0 mM; 0.5 mM; 1.5 mM; and 2.5 mM added in treatment and incubated for 5 
weeks. Yield extracted and MnP and Lakase activty is measured by spectrophotometry. The maximum ac-
tivities enzyme synthesized by S. commune were observed as 0.48 IU.L-1 for manganese peroxidase (MnP) 
after 4 weeks incubation at 1.5 mM CuSO4 and 0.18 IU.L-1 for laccase after 3 weeks incubation at 0.5 mM 
and 1.5 mM CuSO4

Keywords : Inducer, Laccase, Lignin, Manganese Peroxidase, S. commune
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PENDAHULUAN

 Kakao merupakan komoditas ung-
gulan dari beberapa negara di dunia seperti 
Pantai Gading (36.37%), Ghana (18.19%), 
Indonesia (15.68%), Nigeria (5.62%), Bra-
zil (3.73%), Ekuador (3.39%) dan Malaysia 
(0.97%) (Widianingsih, 2009). Dalam pen-
golahannya dihasilkan limbah berupa ku-
lit buah mencapai 75% (w/w) (Fauzi et al., 
2012) dengan kandungan lignin 14.7±0.35% 
(w/w) (Daud et al., 2013). Lignin merupakan 
senyawa aromatik kompleks heteropolymer 
(Werpy, T, Petersen, 2004) yang terdiri dari 
unit fenilpropanoid aril-C3, yang dihubung-
kan dengan berbagai jenis ikatan eter dan 
C-C sehingga sulit dihidrolisis (Lee et al., 
1999; Niemenmaa, 2008; He et al., 2014). Hasil 
pemecahan dari lignin dapat dimanfaat-
kan menjadi berbagai macam bahan kimia 
bernilai tinggi (Chemical added value) diantara-
nya adalah vanillin (Kaur dan Chakraborty, 
2013). Proses pemecahan lignin  diawali den-
gan pemotongan rangkaian lignin atau mela-
lui pretreatment salah satunya dengan me-
tode biologis (Di Gioia et al., 2011; Kaur dan 
Chakraborty, 2013; Ma dan Daugulis, 2014; 
Okano et al., 2005) dengan menggunakan 
jamur pelapuk putih (Ward et al., 2004; Nie-
menmaa, 2008), salah satunya adalah Schizo-
phllum commune (Tsujiyama dan Ueno, 2008).

S. commune (jamur pelapuk putih) 
merupakan kelompok Basidiomisetes yang 
mampu berperan dalam proses pemecahan 
lignin (Padhiar et al., 2009; Di Gioia et al., 
2011; Ma dan Daugulis, 2014). Sebagian besar 
jamur pelapuk putih mampu menghasilkan 
enzim ekstraseluler seperti lakase, lignin per-
oksidase (LiP), dan manganese peroksidase 
(MnP) yang berperan langsung pada per-
ombakan lignoselulosa (Gassara et al., 2010) 
khususnya lignin (Gallage dan Møller, 2015). 
Selama proses degradasi lignoselulosa, S. 
commune mampu menyintesis enzim manga-
nese peroksidase (MnP), lakase, dan lignin 
peroksidase (LiP) (Muslimah dan Kusw-
ytasari, 2013). 

Salah satu cara untuk meningkat-
kan kemampuan jamur S. commune dalam 
mendegradasi lignin dapat dengan menin-
gkatkan aktivitas enzim lignolitik yang di-
hasilkan oleh jamur S. commune diantaranya 
enzim lacase dan MnP dengan penambahan 
inducer. Beberapa penelitian menunjukkan 
bahwa penambahan sumber logam seperti 
tembaga sulfat (CuSO4) pada proses degra-

dasi lignoselulosa mampu meningkatkan ak-
tivitas enzim lignolitik jamur pelapuk putih 
(Kakezawa et al., 1993; Hoshida et al., 2001; 
Gomaa dan Momtaz, 2015). 

Tembaga atau copper merupakan salah 
satu mikronutrient penting yang dibutuhkan 
oleh jamur pelapuk putih untuk menghasil-
kan enzim lakase (Usha et al., 2014). Penam-
bahan tembaga juga mampu menginduksi 
aktivitas enzim lakase (Gomaa dan Momtaz, 
2015) dan MnP (Montoya et al., 2015) pada 
jamur pelapuk putih. Berdasarkan peneli-
tian yang dilakukan Usha et al. (2014), men-
unjukkan bahwa penambahan konsentrasi 
CuSO4 300 μM dapat meningkatkan aktivitas 
enzim lakase dua kali lipat dibandingkan 
dengan tanpa penambahan CuSO4. Selain 
itu, penambahan tembaga pada mekanisme 
jamur pelapuk memiliki beberapa peran di-
antaramya untuk meningkatkan produksi 
H2O2 dengan ditandai meningkatnya aktivi-
tas H2O2 (Bouazizi et al., 2008), meningkatkan 
kemampuan jamur dalam mendekomposisi 
H2O2 (Yazici dan Deveci, 2010), serta menin-
gkatkan produksi asam oksalat. Berdasarkan 
hasil penelitian  Gomaa dan Momtaz (2015) 
menunjukkan bahwa penambahan 1 mM 
tembaga sulfat mampu meningkatkan aktivi-
tas enzim lakase pada white rot fungi menca-
pai 51.84 U/ml.

Berdasarkan hal tersebut, penelitian 
ini dilakukan untuk mengetahui pengaruh 
penambahan CuSO4 terhadap aktivitas en-
zim MnP dan Lakase pada S. commune. Di-
harapkan dengan diketahuinya besaran 
konsentrasi CuSO4 yang ditambahkan untuk 
mencapai aktivitas enzim tertinggi pada ked-
ua enzim tersebut, juga dapat berpengaruh 
signifikan terhadap kemampuan jamur S. 
commune dalam memecah lignin pada lim-
bah lignoselulosa.

BAHAN DAN METODE

Bahan
Bahan yang digunakan untuk menun-

jang penelitian adalah kulit coklat diperoleh 
dari UKM kampung cokelat di Blitar (Varian 
Criollo), S. commune diperoleh dari School 
of life Sciences, Warwick university (United 
Kingdom), barley, gypsum CaSO4, CaCO3, 
glukosa, aquades, Malt Ekstrak, Agar, 
NaOH, Na2CO3, guaiacol, CuSO4 dan H2O2, 
diperoleh dari Merck, alumunium foil, alko-
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hol 70%, spirtus, parafilm, kain saring, dan 
kertas saring halus, etil asetat, metanol.

Alat
Alat yang dibutuhkan untuk menun-

jang pelaksaan penelitian adalah glassware 
merek Pyrex (labu Erlemeyer, corong kaca, 
gelas ukur, tabung reaksi, gelas beaker), au-
toklaf (Hirayama HVE-50), Vortex (DAIHAN 
Scientific VM-10), laminar air flow (Hirayama 
HVE-50), water bath (Julabo SW 22), timban-
gan digital (Sartorius GE2102), timbangan 
analitik (Kern ABJ 220-4), inkubator (Vision 
VS1203P3L), freezer (Polytron PCF315), mikro 
pipet 0.1-1 mL (Accumaxpro), kompor listrik 
(Maspion S-300), spektrofotometer (Thermo 
Scientific Genesys 10 UV), sentrifugasi (Ther-
mo Fisher Scientific SL 40R), rotary evapora-
tor (IKA RV 10), botol kaca diameter 8 cm, 
pinset, inoolop, bunsen, thermometer, spatu-
la, saringan besi, centrifuge tube 500 ml.

Metode
Persiapan Mikroorganisme dan Kultur

Jamur pelapuk putih S. commune pada 
Petri disposable yang telah berisi media MEA 
(Malt extract Agar) steril dan di inkubasi 
pada suhu optimal masing-masing 20±2 °C 
dan 22±2 °C, masing-masing selama 5-7 hari. 
Kultur jamur yang telah tumbuh selanjutnya 
diinokulasikan pada substrat yaitu barley 
(barley (50% w/w), aquadest (50% w/w), 
CaSO4  (5x10-4 % w/w) dan CaCO3 (1.5x10-

4%  w/w). Barley di sterilisasi suhu 121 °C 
dengan tekanan 1 atm selama 15-20 menit 
sebanyak 2 kali. Setelah sterilisasi menggu-
nakan autoklaf, diamkan selama ± 10 menit 
(suhu ± 40-50 °C)  dan barley siap di inokula-
si dengan jamur pelapuk. Jamur pada barley 
diinokulasikan pada substrat.

Solid State Fermentation (SSF) 
	 Alur kerja pelaksanaan penelitian 

dapat dilihat pada Gambar 1. Kulit coklat 
dipotong dengan panjang kurang lebih 2 cm 
menggunakan alat pemotong. Sebanyak 10 g 
kulit coklat ditempatkan di dalam botol kaca 
dan ditambahkan air sesuai kondisi bahan. 
Sampel kemudian di sterilisasi sebanyak dua 
kali pada suhu 121 °C selama 15-20 menit 
dengan jarak waktu antara proses sterilisasi 
± 24 jam. Setelah proses sterilisasi, sampel 
didiamkan selama ± 10 menit (hingga suhu 
mencapai ± 40-50 °C). Bahan kemudian dii-
nokulasi dengan jamur pelapuk sebanyak 2 
± 0.2 g untuk setiap sampel dan ditambahan-

kan CuSO4 dengan konsentrasi 0 mM; 0.5 
mM; 1.5 mM; dan 2.5 mM. Sampel di inkuba-
si pada suhu optimal jamur pelapuk. Sampel 
diamati setiap 7 hari sekali atau pada min-
ggu ke 0, 7, 14, 21, 28, dan 35, seperti yang 
terlihat pada Gambar 2. 

Ekstraksi Enzim Lignolitik
Ekstraksi enzim lignolitik (lakase dan 

MnP) dilakukan setiap minggu yaitu pada 
hari ke 0, 7, 14, 21, 28, dan 35. Sebanyak 1 g 
sampel dimasukkan dalam setiap tabung er-
lenmeyer 250 ml dan ditambahkan dengan 
50 mM sodium-phosphate buffer pH 6.5 (10:1 
v/w). Ekstrak yang telah diperoleh kemu-
dian disentrifugasi selama 20 menit dengan 
kecepatan 4000 rpm pada suhu 4 °C untuk 
memisahkan antara miselium dengan en-
zim. Supernatan yang diperoleh kemudian 
digunakan untuk pengujian aktivitas enzim 
lakase dan MnP dengan menggunakan spek-
trofotometri (Gassara et al., 2010).

Uji Aktivitas Enzim
Uji aktivitas enzime lakase ditentukan 

berdasarkan penelitian Zheng et al. (2017),  
0.4 ml guaiacol 10 mM dalam 10% (V/V) ac-
etone, 1.2 ml acetate buffer pH 5.0 100 mM 
dan 0.4 ml ekstrak enzim dicampur hingga 
homogen. Suhu diatur pada 30 °C. Oksidasi 
dilakukan dengan panjang gelombang 420 
nm (ε= 3.6 x 104 cm-1 M-1).

Uji aktivitas MnP ditentukan pada pan-
jang gelombang 240 nm. Prinsip dari uji aktiv-
itas enzim ini adalah mengoksidasi Mn2+ men-
jadi Mn3+. Sebanyak 1.7 ml citrate-phosphate 
buffer pH 3 0.1 M dicampurkan dengan 0.05 
ml MnSO4 0.4 M, 0.2 ml ekstrak enzim dan 
0.05 ml H2O2 0.016 M (Gassara et all., 2010).

Analisis Statistika
Rancangan yang digunakan pada pe-

nelitian ini adalah RAK. Hasil data kemudian 
dianalisa dengan ANOVA (Analysis of Vari-
ance) dan diolah menggunakan minitab 18.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Pengaruh Penambahan CuSO4 terhadap 
Aktivitas Enzim Laccase

Aktivitas Lacase diamati pada peneli-
tian ini. Pada Gambar 3 terlihat aktivitas en-
zim lacase tertinggi pada minggu ke-3 den-
gan penambahan konsentrasi CuSO4 0.5 mM 
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Gambar 1. Diagram alir penelitian

Gambar 2. Kulit coklat yang telah diinokulasikan dengan jamur S. commune dan ditambahkan 
CuSO4
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Gambar 3. Grafik pengaruh penambahan konsentrasi CuSO4 terhadap aktivitas enzim lakase 
selama waktu inkubasi

Gambar 4. Grafik pengaruh penambahan konsentrasi CuSO4 terhadap aktivitas enzim MnP 
selama waktu inkubasi
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dan 1.5 mM sebesar 0.18 IU.L-1. Berdasarkan 
hasil uji ANOVA, lama waktu fermentasi 
dan penambahan konsentrasi CuSO4 berpen-
garuh nyata terhadap aktivitas enzim lakase 
(p < 0.05). 

 Penambahan copper dapat mengin-
duksi enzim laccase, induksi enzim laccase 
terjadi pada transkripsi dalam pembentukan 
enzim sehingga dapat mempengaruhi kerja 
enzim (Montoya et al., 2015). CuSO4 dalam 
hal ini bertindak sebagai katalis laccase un-
tuk menghasilkan senyawa radikal, karena 
laccase tersusun oleh multicopper (multi-
copper oxidase) yang memiliki kemampuan 
untuk mengoksidasi komponen fenolik dari 
lignin menggunakan molekul oksigen se-
hingga mampu mengkatalisis reaksi radikal 
(Gedikli et al., 2010; Sun et al., 2005). Selain 
itu, laccase memiliki aktivitas phenoloxidase 
yang dapat mengkatalisis melalui oksidasi 
komponen fenoksi radikal yang tidak stabil 
tetapi hanya dapat mendegradasi komponen 
senyawa low redox fenolik potensial (Oliva-
Taravilla et al., 2016; Zeng et al., 2017). 

Aktivitas laccase yang paling tinggi 
terjadi pada minggu ke-3 seperti yang ditun-
jukkan pada Gambar 3. Hal ini sesuai dengan 
hasil penelitian Montoya et al., (2015), yang 
melaporkan bahwa untuk mencapai aktivi-
tas lacase maksimum terjadi pada hari ke-25 
sampai ke-28, atau pada minggu ke-3. 

Tidak jauh berbeda dengan S. lacry-
mans, pada beberapa mikroorganisme sep-
erti Ganoderma applanatum, Peniophora sp., 
Pycnoporus sanguineus, dan Coriolus versicolor 
penambahan senyawa logam berat seperti 
tembaga mampu menginduksi aktivitas en-
zim lakase sehingga aktivitas enzim akan 
meningkat seiring dengan proporsi penam-
bahan tembaga dalam konsentrasi tertentu 
(Jovanovic-Malinovska et al., 2012). Lakase 
memisahkan cincin aromatik dari fenol dan 
membentuk formasi struktur quinonoid 
baru (Witayakran dan Ragauskas, 2009). Sub 
struktur baru yang terbentuk menginduk-
si perubahan struktur tridimensional dari 
lignin (Martin-Sampredo et al., 2011) yang 
mana dapat berinteraksi dengan polimer 
selulosa, meningkatkan interaksi lignin dan 
selulosa, serta menghambat penyatuan selu-
lase menjadi serat selulosik.

Pengaruh Penambahan CuSO4 terhadap 
Aktivitas Enzim MnP

Aktivitas MnP juga diamati pada pe-
nelitian ini. Hasil pengamatan aktivitas MnP 

disajikan pada Gambar 4 dengan aktivitas 
enzim MnP tertinggi pada minggu ke-4 sebe-
sar sebesar 0.48 IU.L-1 dengan perlakuan 
penambahan konsentrasi CuSO4 sebesar 1.5 
mM. Berdasarkan hasil uji ANOVA, interaksi 
antara lama waktu fermentasi dan penamba-
han konsentrasi CuSO4 berpengaruh nyata 
terhadap aktivitas enzim MnP (p < 0.05).

 Rata-rata aktivitas MnP pada minggu 
ke-0 sampai pada minggu ke-4 pada Gam-
bar 4, mengalami peningkatan aktivitas, 
dan pada minggu ke-5 aktivitas enzim MnP 
dari jamur S. commune menurun. Cu3+ dalam 
CuSO4 berperan sebagai kofaktor enzim se-
hingga dapat meningkatkan kerja enzim. 
Hasil penelitian ini lebih baik dibandingkan 
penambahan C:N rasio 20:1 oleh Irshad dan 
Asgher (2011) menggunakan S. commune 
IBL-06 hanya mampu memproduksi enzim 
MnP sebanyak 0.3745 IU/L.

Hasil menunjukkan bahwa penamba-
han konsentrasi CuSO4 1.5 mM memberikan 
hasil aktivitas enzim lakase tertinggi (Gam-
bar 4). Diduga penambahan tembaga pada 
jamur S. commune dapat meningkatkan ak-
tivitas enzim MnP. Menurut Baldrian (2003), 
penambahan logam berat dengan konsen-
trasi rendah pada jamur pelapuk putih da-
pat meningkatkan aktivitas enzim lignoli-
tik. Aktifitas enzim MnP tertinggi pada 
jamur T. trogii dicapai dengan penambahan 
konsentrasi Cu 1.6 mM. Akan tetapi dalam 
konsentrasi tertentu yang berlebihan dapat 
menyebabkan toksik bagi mikroorganisme 
tersebut (Irshad dan Asgher, 2011).

SIMPULAN

Pada penelitian yang telah dilakukan, 
dapat disimpulkan bahwa penambahan kon-
sentrasi CuSO4 dapat meningkatkan aktivi-
tas enzim MnP dan lacase jamur S. commune. 
Penambahan ion logam Cu3+ diketahui dapat 
berperan sebagai kofaktor dari mekanisme 
kerja enzim. Hasil menunjukkan aktivitas 
enzim lignolitik S. commune terbesar yaitu 
0.48 IU.L-1untuk enzim MnP pada minggu 
ke-4 dengan penambahan konsentrasi CuSO4 
1.5 mM. dan 0.18 IU.L-1 untuk enzimelacase 
pada minggu ke-3 dengan penambahan kon-
sentrasi CuSO4 0.5 mM dan 1.5 mM.
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