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SUMMARY

LIGNOSELLULOLYTIC ENZYME PRODUCTION FROM WHITE OYSTER
MUSHROOM (Pleurotus ostreatus) USING CORN COB SUBSTRATE

Maftuh Gozali : supervised by Prof. Hermansyah, S.Si., M.Si., Ph.D dan Prof.Dr. Poed;i
Loekitowati Hariani, M.Si.

Master of Chemistry, Faculty of Mathematics and Natural Sciences, Sriwijaya University.
xiii + 113 pages, 16 pictures, tables 21, 7 attachments.

This study discusses the study of environmentally friendly lignocellulolytic
enzyme production to utilize agricultural waste into high-value products.
Lignocellulolytic enzymes, manganese peroxidase (MnP), such as laccase, and cellulase,
have wide applications in the biofuel, waste treatment, and textile industries. Pleurotus
ostreatus was chosen as an enzyme producer because of its ability to degrade
lignocellulose efficiently. Corn cob (BJ) and rice bran (DP) substrates were used because
of their abundant availability and lignocellulose composition that supports enzyme
production. This study aims to optimize the production of lignocellulolytic enzymes
through, specific activity testing and optimization with the RSM approach using CCD
design. The optimized parameters include substrate concentration, temperature, and
reaction time.

The study began with the preparation of materials and inoculum, the creation of
fungal growth curves, enzyme extraction and fractionation using ammonium sulfate,
enzyme activity testing and determination of protein content using the lowry method and
SDS-PAGE to estimate protein size.

The results showed the highest enzyme activity in the 0—20% ammonium sulfate
precipitation fraction, with MnP activity of 21.19 + 0.21 U/mL with a specific activity of
119.18 + 0.15 U/mg, laccase 13.70 £ 0.05 U/mL with a specific activity of 76.25 + 0.09
U/mg, and cellulase 2446.62 + 0.68 U/mL with a specific activity of 13729.49 + 1.4
U/mg. SDS-PAGE analysis revealed the molecular weight of MnP around 40-45 kDa,
laccase 30-35 kDa, and cellulase 50-55 kDa, in accordance with the characteristics of
previously reported lignocellulolytic enzymes.

The optimal conditions of the MnP enzyme, namely in the RSM analysis revealed
that the optimal conditions were MnSOs concentration of 1.12 mM, incubation
temperature of 27.79°C, and reaction time of 27 minutes, which produced a predicted
MnP activity of 17.4 U/mL, ABTS laccase enzyme concentration of 0.05 mM, incubation
temperature of 22.21°C, and reaction time of 28.64 minutes, predicted laccase activity of
13.99 U/mL, CMC content of 1%, incubation temperature of 55°C, and reaction time of
30 minutes, which produced a predicted cellulase activity of 6.64 x102 U/mL.

Keywords: Pleurotus ostrearus, Lignocellulolytic, Enzyme, RSM, SDS-PAGE.
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RINGKASAN

PRODUKSI ENZIM LIGNOSELULOLITIK DARI JAMUR TIRAM PUTIH
(Pleurotus ostreatus) MENGGUNAKAN SUBSTRAT BONGGOL JAGUNG

Maftuh Gozali : dibimbing oleh Prof. Hermansyah, S.Si, M.Si, Ph.D dan Prof.Dr. Poed;ji
Loekitowati Hariani, M.Si.

Program Studi Magister Kimia, Fakultas Matematika dan llmu Pengetahuan Alam

Universitas Sriwijaya.

xiii + 113 halaman, 16 gambar, tabel 21, 7 lampiran.

Penelitian ini membahas tentang studi produksi enzim lignoselulolitik yang ramah
lingkungan untuk memanfaatkan limbah pertanian menjadi produk bernilai tinggi. Enzim
lignoselulolitik, mangan peroksidase (MnP), seperti lakase, dan selulase, memiliki
aplikasi yang luas dalam industri biofuel, pengolahan limbah, dan tekstil. Pleurotus
ostreatus dipilih sebagai penghasil enzim karena kemampuannya dalam mendegradasi
lignoselulosa secara efisien. Substrat bonggol jagung (BJ) dan dedak padi (DP)
digunakan karena ketersediaan yang melimpah dan komposisi lignoselulosa yang
mendukung produksi enzim. Penelitian ini bertujuan untuk mengoptimalkan produksi
enzim lignoselulolitik melalui, uji aktivitas spesifik dan optimasi dengan pendekatan
RSM menggunakan desain CCD. Parameter yang dioptimasi meliputi konsentrasi
substrat, suhu, dan waktu reaksi.

Penelitian diawali dengan persiapan bahan dan Inokulum, pembuatan kurva
pertumbuhan jamur, ekstraksi dan fraksinasi Enzim menggunakan amonium sulfat,
pengujian aktivitas enzim dan penentuan kadar protein dengan metode lowry dan SDS-
PAGE untuk memperkirakan ukuran protein.

Hasil menunjukkan aktivitas enzim tertinggi pada fraksi 0-20% presipitasi
amonium sulfat, dengan aktivitas MnP sebesar 21,19 = 0,21 U/mL dengan aktivitas
spesifik sebesar 119,18 + 0,15 U/mg, lakase 13,70 + 0,05 U/mL aktivitas spesifik sebesar
76,25 + 0,09 U/mg, dan selulase 2446,62 + 0,68 U/mL aktivitas spesifik sebesar
13729,49+1,4 U/mg. Analisis SDS-PAGE mengungkapkan berat molekul MnP sekitar
40-45 kDa, lakase 30-35 kDa, dan selulase 50-55 kDa, sesuai dengan karakteristik
enzim lignoselulolitik yang dilaporkan sebelumnya.

Kondisi optimal dari enzim MnP yakni pada Analisis RSM mengungkapkan
bahwa kondisi optimal adalah konsentrasi MnSO. sebesar 1,12 mM, suhu inkubasi
27,79°C, dan waktu reaksi 27 menit, yang menghasilkan aktivitas MnP yang diprediksi
sebesar 17,4 U/mL, enzim lakase konsentrasi ABTS sebesar 0,05 mM, suhu inkubasi
22,21°C, dan waktu reaksi 28,64 menit, aktivitas lakase yang diprediksi sebesar 13,99
U/mL, Kadar CMC sebesar 1%, suhu inkubasi 55°C, dan waktu reaksi 30 menit, yang
menghasilkan aktivitas selulase yang diprediksi sebesar 6,64 x102U/mL.

Kata Kunci : Pleurotus ostrearus, Lignoselulolitik, Enzim, RSM, SDS-PAGE.
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Indonesia adalah negara penghasil jagung terbanyak di Asia Tenggara, dan
berada di urutan ke-8 sebagai negara penghasil jagung terbanyak di dunia.
Menurut Badan Pusat Statistik (BPS), pada tahun 2023 produksi jagung pipilan
kering sebesar 14,46 juta ton, dengan luas panen 2,49 juta hektare, jagung pipilan
kering ini memiliki kadar air 14%. Bonggol jagung merupakan limbah pertanian
yang melimpah di Indonesia. Bonggol jagung merupakan biomasa lignoselulosa
yang mengandung selulosa sekitar 40-45%, hemiselulosa 30-35% dan lignin 10-
20%, sedangkan abu bonggol jagung mengandung silika lebih dari 60% dengan
sejumlah kecil unsur-unsur logam (Hermansyah et al., 2022). Penelitian ini
berfokus pada Bonggol jagung dengan dedak padi sebagai pembanding. Bonggol
jagung dapat menjadi substrat yang potensial untuk menghasilkan enzim
lignoselulolitik, karena memiliki ketersediaan yang tinggi, biaya yang rendah, dan
komposisi yang sesuai.

Biomassa lignoselulosa merupakan biomassa yang tersusun dari selulosa,
hemiselulosa, dan lignin. Selain bonggol jagung, Lignoselulosa banyak terdapat
pada limbah pertanian, misalnya jerami padi, batang tebu, tandan kosong kelapa
sawit, dan lain-lain. Limbah pertanian ini memiliki potensi sebagai sumber energi
terbarukan, karena dapat diubah menjadi bioetanol, biogas, atau bahan kimia
lainnya. Namun, untuk mengubah lignoselulosa menjadi produk yang berguna,
diperlukan proses pendahuluan yang disebut pretreatment. pretreatment yaitu
proses untuk menghilangkan atau mengurangi kandungan lignin yang
menghambat akses enzim terhadap selulosa dan hemiselulosa (IImi et al., 2013).
Salah satu metode pretreatment yang ramah lingkungan dan ekonomis adalah
secara enzimatik menggunakan enzim lignoselulolitik, yaitu enzim yang mampu
mendegradasi  lignoselulosa  menjadi  komponen  penyusunnya. Enzim

lignoselulolitik dapat diproduksi oleh berbagai mikroorganisme dan jamur.
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Jamur dapat tumbuh secara saprofit pada kayu lapuk atau kayu yang sedang
mengalami proses pelapukan. Jamur memproduksi enzim ekstraseluler yang
berfungsi menghidrolisis senyawa-senyawa selulosa, hemiselulosa, dan lignin
dalam kayu yang berbobot molekul tinggi menjadi senyawa yang lebih sederhana.
Jamur tiram putih (Pleurotus Ostreatus) dapat menghasilkan enzim
lignoselulolitik, seperti lignin peroksidase (LiP), selulase, mangan peroksidase
(MnP), dan lakase, yang dapat mendegradasi lignin secara efektif (Muzakky and
Rubianto 2023). MnP mengkatalisis proses oksidasi lignin menggunakan ion
mangan dan hidrogen peroksida, lakase mengkatalisis senyawa aromatik
menggunakan oksigen, sementara selulase memecah selulosa menjadi glukosa
melalui pemutusan ikatan (3-1,4 glikosidik (Vrsanska et al., 2016).

Enzim lignoselulolitik banyak dimanfaatkan pada industri makan, tekstil,
biofuel, dan lain-lain sehingga banyak peneliti yang melalukan penelitian terkait
dengan enzim lignoselulolitik ini. Dalam industri, produksi enzim mangan
peroksidase (MnP), lakase, dan selulase umumnya dilakukan melalui fermentasi
mikroorganisme seperti jamur dan bakteri (Nababan et al., 2019). Ergun & Urek
(2017) berhasil memproduksi enzim lignoselulolitik menggunakan proses
sonifikasi media dalam buffer, dimana enzim MnP maupun lakase optimum
setelah 17 hari inkubasi. Selama fase pertumbuhan miselium P. ostreatus,
aktivitas enzim lignoselulolitik terpantau. Hasilnya menunjukkan bahwa tingkat
degradasi lignin menurun saat tubuh buah mulai terbentuk, dibandingkan dengan
fase somatik sebelumnya. Selain itu, pola aktivitas enzim ini terpengaruh oleh
umur kultur jamur dan tahapan perkembangan yang sedang dialami (Widiastuti et
al., 2008). Beberapa hasil penelitian menunjukkan enzim lakase pada substrat
tandan kosong kelapa sawit (TKKS) tinggi pada minggu pertama inkubasi
sedangkan MnP dan LiP tinggi setelah minggu kedua dan keempat inkubasi.
Penelitian lain yang memanfaatkan Jamur P. ostreatus menghasilkan aktivitas
lignin peroksidase tertinggi diperoleh pada medium dengan komposisi 50%
Aktivitas enzimnya sebesar 1,72 U/mL. Aktivitas mangan peroksidase tertinggi
diperolen pada medium komposisi 100%, sebesar 23,00 U/mL, dan lakase
tertinggi pada medium komposisi 100%, sebesar 0,14 U/mL (Perwitasari et al.,
2018).
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Dalam produksi enzim-enzim, perlu dilakukan optimasi berbagai variable
yang mempengaruhi produksi tersebut. Metode Response Surface Methodology
(RSM) merupakan teknik statistik dan matematik yang digunakan untuk
mengoptimalkan proses industri, termasuk dalam bioteknologi untuk produksi
enzim (Kusumaningrum et al., 2019). Metode RSM membantu dalam
memodelkan dan menganalisis pengaruh beberapa variabel independen terhadap
respon yang diinginkan. Pada penelitian ini, RSM dapat digunakan untuk
mengoptimalkan kondisi pertumbuhan jamur tiram putih dan produksi enzim
lignoselulolitik dengan mengevaluasi faktor-faktor pH, suhu, dan konsentrasi
substrat. Optimasi ini bertujuan untuk meningkatkan efisiensi produksi enzim dan
memaksimalkan aktivitas enzimatik, yang pada akhirnya dapat meningkatkan
yield dan kualitas produk akhir.

Berdasarkan uraian tersebut, penelitian ini memproduksi enzim ekstraseluler
enzim lignoselulolitik, seperti mangan peroksidase (MnP), lakase, dan selulase
memanfaatkan bonggol jagung sehingga, dapat mengoptimalkan pemanfaatan
limbah bonggol jagung melalui penelitian enzim lignoselulolitik dari jamur tiram
putih (P. ostreatus). Penelitian ini menguji pengaruh pH, suhu, dan konsentrasi
substrat terhadap produksi dan aktivitas enzim lignoselulolitik, enzim mangan
peroksidase (MnP), lakase, dan selulase dengan metode optimasi RSM. Penelitian
ini diharapkan dapat memberikan kontribusi positif dalam mengatasi masalah

limbah dan memperluas pemahaman kita tentang enzim lignoselulolitik.

1.2 Rumusan Masalah
Rumusan masalah pada penelitian ini yaitu:

a. Bagaimana pengaruh variasi substrat bonggol jagung dan dedak padi terhadap
aktivitas enzim lignoselulolitik yang dihasilkan oleh P. ostreatus?

b. Bagaimana karakteristik enzim lignoselulolitik yang dihasilkan, termasuk
aktivitas spesifik dan berat molekulnya?

c. Bagaimana pengaruh konsentrasi substrat, suhu, dan waktu inkubasi dalam
produksi enzim lignoselulotitik yang dioptimasi menggunakan metode
Response Surface Methodology (RSM)?
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1.3 Tujuan Penelitian
Tujuan pada penelitian ini yaitu:

a. Menganalisis pengaruh variasi substrat limbah pertanian, yaitu bonggol
jagung dan dedak padi, terhadap produksi enzim lignoselulolitik oleh P.
ostreatus.

b. Mengkarakterisasi enzim lignoselulolitik yang dihasilkan, termasuk aktivitas
spesifik dan berat molekulnya.

c. Mengetahui kondisi optimal dari produksi enzim lignoselulolitik yang

dioptimasi menggunakan metode Response Surface Methodology (RSM).

1.4 Hipotesis Penelitian
Hipotesis dari penelitian ini yaitu:

a. Perbedaan variasi substrat bonggol jagung dan dedak padi secara signifikan
mempengaruhi aktivitas enzim lignoselulolitik yang dihasilkan, di mana
variasi substrat yang optimal optimal akan menghasilkan aktivitas enzim
yang lebih tinggi.

b. Faktor konsentrasi, suhu inkubasi memiliki pengaruh signifikan terhadap
produksi enzim, dengan suhu optimal yang mendukung aktivitas enzim yang
maksimal. Lama waktu inkubasi berpengaruh signifikan terhadap produksi
enzim, sehingga terdapat waktu optimal yang memaksimalkan aktivitas
enzim.

c. Penggunaan Response Surface Methodology (RSM) dengan desain Central
Composite Design (CCD) dapat menghasilkan model kuadratik yang
signifikan dan akurat dalam memprediksi kondisi optimal produksi enzim,
yang ditandai dengan nilai R? tinggi dan selisih antara Adjusted R? dan

Predicted R? yang kecil.

1.5 Manfaat Penelitian
Manfaat dari penelitian ini adalah:
a. Memberi informasi mengenai pengaruh pengaruh pH, suhu, dan konsentrasi
substrat terhadap produksi dan aktivitas enzim lignoselulolitik berupa enzim
mangan peroksidase (MnP), lakase dan selulase dari jamur tiram putih pada

bonggol jagung.
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b. Dengan menggunakan metode RSM, dapat menentukan kondisi optimal
untuk produksi enzim yang efisien, yang penting untuk aplikasi industri.
¢. Memanfaatkan limbah bonggol jagung menjadi produk yang bernilai seperti

enzim
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