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SUMMARY
LIGNOCELLULOSIC ENZYME ACTIVITY FROM OYSTER MUSHROOMS
STIMULATED WITH GROWING MEDIA CONTAINING COFFEE GROUNDS

AND RICE BRAN.

Mifthahul Jannah : supervised by Prof. Hermansyah, S.Si, M.Si, Ph.D dan Prof.Dr. Poedji
Loekitowati Hariani, M.Si.

Master of Chemistry, Faculty of Mathematics and Natural Sciences, Sriwijaya University.

xiii + 96 pages, 17 pictures, tables 19, 8 attachments.

The study of environmentally friendly lignocellulosic enzyme production such as
laccase, manganese peroxidase (MnP), and cellulase was carried out. Pleurotus ostreatus was
chosen as an enzyme producer due to its ability to efficiently degrade lignocellulose. Growth
media for the fungus consisted of coffee grounds (CG) and rice bran (RB) because of their
abundant availability and lignocellulose composition that supports enzyme production. This
study aims to optimize the production of lignocellulosic enzymes from oyster mushrooms
through specific activity tests and optimization using the Response Surface Methodology
(RSM) approach with CCD design. The parameters optimized include substrate
concentration, temperature, and reaction time.

The research was carried out with the preparation of materials and inoculum, the
creation of a growth curve for fungi, extraction and fractionation of enzymes using
ammonium sulfate, testing enzyme activity, and determination of protein levels using the
Lowry method and SDS-PAGE to estimate protein size. The results showed the highest
enzyme activity for laccase and MnP in the 0-20% ammonium sulfate precipitation fraction,
amounting to 12.340 ± 0.22 U/mL for laccase and 20.588 ± 0.14 U/mL for MnP, while
cellulase exhibited the highest activity in the 40-60% fraction at 4861.1 ± 13.1 U/mL. SDS-
PAGE analysis revealed that the molecular weight of laccase was 60-70 kDa, manganese
peroxidase (MnP) was 40-50 kDa, and cellulase was 30-50 kDa, in accordance with the
characteristics of lignocellulolytic enzymes previously reported.

The production of lignocellulolytic enzymes based on RSM analysis that has the best
or optimal conditions is the production of laccase, with a substrate concentration of ABTS
0.079 mM, an incubation temperature of 33.96 °C, and a reaction time of 25 minutes,
resulting in a laccase activity of 27.72 U/mL. In the extraction of oyster mushrooms
producing the best MnP enzyme, the substrate concentration of manganese (MnSO4) is
0.971756 mM, incubation temperature is 30 °C, and reaction time is 26.1355 minutes,
yielding an activity value of 17.9102 U/mL. The extraction of oyster mushrooms that
produced the highest cellulase enzyme was at a substrate concentration of CMC 0.981%,
temperature of 54.81 °C, and incubation time of 30.38 minutes, resulting in cellulase activity
of 6.41 U/mL.

Keywords : Pleurotus ostreatus, lignocellulolytic enzymes, Laccase, Manganese
peroxidase, cellulase.
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RINGKASAN
AKTIVITAS ENZIM LIGNOSELULOLITIK DARI JAMUR TIRAM YANG DI
STIMULASI DENGAN MEDIA TANAM MENGANDUNG AMPAS KOPI DAN

DEDAK PADI

Mifthahul Jannah : supervised by Prof. Hermansyah, S.Si, M.Si, Ph.D dan Prof.Dr. Poedji
Loekitowati Hariani, M.Si.

Program Studi Magister Kimia, Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam
Universitas Sriwijaya.

xiii + 96 halaman, 17 gambar, tabel 19, 8 lampiran.

Studi produksi enzim lignoselulolitik yang ramah lingkungan seperti lakkase,
mangan peroksidase (MnP), dan selulase pada penelitian ini yang telah dilakukan. Pleurotus
ostreatus dipilih sebagai penghasil enzim karena kemampuannya dalam mendegradasi
lignoselulosa secara efisien. Media pertumbuhan jamur berupa ampas kopi (AK) dan dedak
padi (DP) digunakan karena ketersediaan yang melimpah dan komposisi lignoselulosa yang
mendukung produksi enzim. Penelitian ini bertujuan untuk mengoptimalkan produksi enzim
lignoselulolitik dari jamur tiram melalui, uji aktivitas spesifik dan optimasi dengan
pendekatan RSM menggunakan desain CCD. Parameter yang dioptimasi meliputi konsentrasi
substrat, suhu, dan waktu reaksi.

Penelitian dengan mempersiapkan 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 lakkase
dan MnP ada pada fraksi 0-20% presipitasi amonium sulfat, sebesar 12,340 ± 0,22 U/mL
untuk lakkase dan MnP sebesar 20,588 ± 0,14 U/mL, untuk selulase aktivitas tertinggi pada
fraksi 40-60% sebesar 4861,1 ± 13,1 U/mL. Analisis SDS-PAGE mengungkapkan berat
molekul lakkase lakkase 60-70 kDa, mangan peroksidase (MnP) 40-50 kDa, dan selulase 30-
50 kDa, sesuai dengan karakteristik enzim lignoselulolitik yang dilaporkan sebelumnya.

Produksi enzim lignoselulolitik hasil analisis RSM yang memiliki kondisi terbaik
atau optimal adalah produksi lakkase, konsentrasi substrat ABTS 0,079 mM, suhu inkubasi
33,96 °C, dan waktu reaksi 25 menit, yang menghasilkan aktivitas lakkase sebesar 27,72
U/mL. Pada ekstraksi jamur tiram yang menghasilkan enzim MnP terbaik adalah pada
konsentrasi substrat mangan (MnSO4) 0,971756 mM, suhu inkubasi 30 °C, dan waktu reaksi
26,1355 menit, dengan nilai aktivitas yang dihasilkan sebesar 17,9102 U/mL. Produksi
ekstraksi jamur tiram yang menghasilkan enzim selulase tertinggi adalah pada konsentrasi
substrat CMC 0,981%, suhu 54,81 °C, dan waktu inkubasi 30,38 menit dengan hasil aktivitas
selulase sebesar 6,41 U/mL.

Kata kunci : Pleurotus ostreatus, Enzim lignoselulolitik, Lakkase, Mangan peroksidase,
Selulase.
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BAB I

PENDAHULUAN

1.1 Latar belakang
Kopi merupakan salah satu minuman terpopuler di dunia, minuman ini

memiliki perkembangan konsumsi cukup stabil sebesar 1,9% dalam sepuluh tahun
terakhir. Dari biji kopi yang digunakan hanya 0,2% biji kopi yang dijadikan
minuman atau di konsumsi dan 99,8% sisanya hanya menjadi ampas kopi
(Kohphaisansombata et al., 2024).

Sebanyak 28.000 ton residu sekam kopi, sekam perkamen, dan ampas kopi
diproduksi setiap tahun. Saat ini sebagian ampas kopi hanya dibuang di tempat
pembuangan sampah akhir yang sudah tercampur. Pembakaran dan penguraian
ampas kopi menyebabkan penghasilan lebih banyak karbon dioksida, partikel
atmosfer, dan gas rumah kaca lainnya(Chai et al., 2021).

Limbah ampas kopi akhir-akhir ini telah dilirik untuk dibudidayakan
sebagai media tanam jamur, terutama jamur genus Pleurotus. Hal ini dikarenakan
residu ampas kopi mengandung lipid, polisakarida, dan protein, sehingga menarik
untuk dilakukan proses kimia dalam menghasilkan produk bernilai tinggi. Ampas
kopi ini memiliki persentase yang tinggi untuk lignin (23,90%), selulosa
(12,40%), dan hemiselulosa (39,10%) yang berpotensi untuk digunakan sebagai
substrat tambahan untuk budidaya spesies jamur Pleurotus ostreatus (Nguyena et
al., 2023).

Selain ampas kopi, dedak padi juga bisa digunakan sebagai media tanam
jamur, karena dedak padi mengandung nutrisi yang tinggi, seperti karbohidrat,
protein, serat, dan vitamin B kompleks, yang mendukung pertumbuhan miselium
dan pembentukan tubuh buah jamur. Dedak padi juga memiliki tekstur halus dan
mudah memadat, sehingga mengurangi porositas dan sirkulasi udara dalam media
tanam, yang penting untuk pertumbuhan jamur (Istiqomah & Siti 2014).
Penelitian (Nguyen et al., 2019) mengenai studi pertumbuhan jamur tiram dengan
media kardus, ampas kopi, dan dedak padi menunjukkan bahwa hasil untuk
kombinasi 30% ampas kopi dan 70% dedak padi menujukan hasil yang baik untuk



Universitas Sriwijaya

mengoptimalkan campuran substrat dalam mendukung pertumbuhan miselium
dan pembentukan tubuh buah jamur terutama jamur Pleurotus ostreatus.

Pleurotus ostreatus atau juga dikenal sebagai jamur tiram memiliki kadar
protein yang lebih tinggi dari pada sumber protein lainnya, seperti kacang-
kacangan atau kedelai. Jamur tiram juga memiliki mineral anorganik yang tinggi
dan rendah lemak, serta menghasilkan enzim ligninolitik ekstraseluler seperti
lakkase, mangan peroksidase (MnP), dan lignin peroksidase (LiP), sehingga
memiliki kemampuan untuk beradaptasi, menghilangkan senyawa aromatik, dan
mampu mendegradasi senyawa organik maupun anorganik kontaminan melalui
katalisis dengan enzim ligninolitik ekstraseluler seperti lakase, MnP, dan LiP
(Dimawarnita & Tri 2019).

Penelitian produksi enzim lignoselulotik menggunakan jamur Pleurotus
ostreatus sudah dilakukan oleh beberapa peneliti sebelumnya, diantaranya yang
dilakukan dengan menggunakan proses sonifikasi media dalam buffer (Ergun &
Urek 2017) berhasil menghasilkan enzim lignoselulolitik setelah 17 hari di
inkubasi, dimana di dapatkan enzim lakkase dan MnP adalah yang terbaik.
Aktivitas enzim lignoselulolitik dapat diamati selama fase pertumbuhan miselium
Pleurotus ostreatus. Hasilnya menunjukkan bahwa saat tubuh buah mulai
terbentuk, tingkat degradasi lignin menurun dibandingkan dengan fase somatik
sebelumnya. Selain itu, umur kultur jamur dan tahapan perkembangan yang
sedang dialami memengaruhi pola aktivitas enzim ini. Penelitian lain yang
menggunakan jamur Pleurotus ostreatus dengan pertumbuhan jamur yang sangat
baik pada fase tubuh buah matang yang mana pada hari ke sepuluh, aktivitas MnP
tertinggi ditemukan pada sekam kopi dengan 20% dedak padi (CaFa) sebesar
(10,5 μM min/kg). Pada hari ke lima belas, lakkase dan selulase menghasilkan
aktivitas tertinggi. Lakase tertinggi ditemukan pada sekam kopi dengan 20%
dedak padi (CaFa) sebesar (17,6 µM min/kg) dan selulase tertinggi ditemukan
pada sekam kopi dengan 20% dedak padi (CaFa) sebesar (59 µM min/kg) (Luz et
al., 2012).

Dalam menghasilkan enzim lignoselulotik yang optimal dibutuhkan proses
metode optimasi yang baik. Salah satu proses metode optimasi yang baik adalah
dengan menggunakan metode Response Surface Methodology (RSM). Metode
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RSM biasa digunakan untuk membantu menganalisa pengaruh variabel
independen terhadap respon yang diinginkan. RSM juga dimanfaatkan untuk
pengoptimalan proses industri yang termasuk kedalam bioteknologi produksi
enzim. Penggunaan metode RSM ini bertujuan untuk mengoptimalkan proses
pertumbuhan jamur Pleurotus ostreatus pada produksi enzim lignoselulotik
dengan indikator evaluasi faktor dari suhu, waktu inkubasi, dan konsentrasi
substrat. Proses optimasi menggunakan RSM ini bertujuan untuk memaksimalkan
aktivitas enzimatik serta meningkatkan produksi enzim, yang nanti akan
menghasilkan produk akhir yang baik dan optimal.

Berdasarkan uraian tersebut, peneliti memanfaatkan campuran limbah
ampas kopi dan dedak padi sebagai media tanam jamur dalam meneliti aktivitas
enzim lignoselulotik dari jamur Pleurotus ostreatus. Penelitian ini menguji
pengaruh suhu, konsentrasi substrat, dan waktu inkubasi terhadap aktivitas dan
produksi enzim lignoselulotik yang berupa enzim lakkase, MnP, dan selulase,
dengan metode optimasi RSM.

1.2 Rumusan masalah
Rumusan masalah pada penelitian ini yaitu:

a. Bagaimana pengaruh variasi ampas kopi dan dedak padi terhadap aktivitas
enzim lignoselulolitik yang dihasilkan oleh jamur Pleurotus ostreatus?

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

c. Bagaimana pengaruh dari konsentrasi substrat, waktu inkubasi, dan suhu
dalam produksi enzim lignoselulotitik yang dioptimasi menggunakan
metode RSM?

1.3 Tujuan penelitian
Tujuan penelitian ini yaitu:

a. Menganalisis pengaruh variasi dari ampas kopi dan dedak padi, terhadap
produksi enzim lignoselulolitik oleh jamur Pleurotus ostreatus.

b. Mengkarakterisasi enzim lignoselulolitik yang dihasilkan, termasuk
aktivitas spesifik dan berat molekulnya.
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c. Mengetahui kondisi optimal dari produksi enzim lignoselulolitik yang
dioptimasi menggunakan metode RSM.

1.4 Hipotesis
Dari hasil studi literature, hipotesis pada penelitian ini berupa:

a. Perbedaan media tanam jamur dengan ampas kopi dan dedak padi secara
signifikan mempengaruhi aktivitas enzim lignoselulolitik yang dihasilkan,
di mana variasi dari media tanam yang optimal akan menghasilkan aktivitas
enzim yang lebih tinggi.

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

c. Penggunaan RSM dengan desain CCD dapat menghasilkan model kuadratik
yang signifikan serta akurat dalam memprediksi kondisi optimal produksi
enzim, yang ditandai dengan nilai R² tinggi dan selisih antara Adjusted R²
dan Predicted R² yang kecil.

1.5 Manfaat Penelitian
Manfaat dari penelitian ini berupa:

a. Memberi informasi mengenai pengaruh konsentrasi, suhu, dan waktu
inkubasi terhadap aktivitas enzim lignoselulolitik berupa enzim lakkase,
MnP, dan selulase dari jamur Pleurotus ostreatus pada media tanam ampas
kopi dan dedak padi.

b. Dengan menggunakan metode RSM, dapat menentukan kondisi optimal
untuk produksi enzim secara efisien, yang penting untuk aplikasi industri.

c. Memanfaatkan limbah ampas kopi dan dedak padi menjadi produk yang
bernilai tinggi.
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