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UJI DEKOLORISASI REMAZOL BRILLIANT BLUE R (RBBR) OLEH
ENZIM LIGNINOLITIK DIPRODUKSI DARI InaCC JAMUR F114
(PLEUROTUS OSTREATUS) DAN JAMUR SHIITAKE (LENTINULA
EDODES) DENGAN METODE SOLID-STATE FERMENTATION

Abstrak

Industri tekstil menghasilkan limbah yang semakin kompleks. Dalam produksinya
menghasilkan limbah zat warna sintetik. Salah satu zat warna sintetik yaitu zat
warna Remazol Brilliant Blue R (RBBR). RBBR adalah limbah zat warna cair yang
dapat mencemari lingkungan dan bersifat toxic. Menggunakan jamur pelapuk putih
merupakan salah satu cara dalam mendegradasi zat warna RBBR. Jamur pelapuk
putih mengandung enzim ligninolitik yang dapat mendegradasi RBBR. Jamur yang
digunakan dalam penelitian ini adalah jamur tiram putih (Pleurotus Ostreatus) dan
jamur Shiitake (Lentinula Edodes). Metode Solid-state Fermentation (SF) dipilih
dalam memproduksi enzim ligninolitik dari jamur. Analisis hasil dekolorisasi
dilakukan dengan spektrofotometer UV-Vis dengan panjang gelombang 595 nm.
Parameter yang dilakukan dalam penelitian ini yaitu : variasi waktu fermentasi (6 -
10 hari), kadar air (87 — 90,9%), dan konsentrasi 1000 ppm dalam zat warna RBBR.
Hasil penelitian menunjukkan bahwa kondisi optimum dekolorisasi zat warna RBBR
adalah 6 hari dan 87 % kadar air, dengan dekolorisasi maksimum adalah jamur
Pleurotus Ostreatus sebesar 62,38%, sedangkan Lentinula Edodes sebesar 59,05 %.
Sehingga dapat disimpulkan bahwa jamur Pleurotus Ostreatus dan Lentinula Edodes
dapat mendekolorisasi zat warna RBBR dengan baik.

Kata Kunci : Dekolorisasi, RBBR, Pleurotus Ostreatus, Lentinula Edodes, Solid-
state Fermentation

Abstracts

The textile industry produces very complex waste. In production produce synthetic
dye waste. One of the synthetic dyes is Remazol Brilliant Blue R (RBBR). RBBR is
liquid dye waste that can contaminate the environment and is toxic. Using white rot
fungi is one way of degradation RBBR dyes. White rot fungi contain ligninolytic
enzymes that can degradation the RBBR. The fungi used in this study is a pleurotus
ostreatus and lentinula edodes. The Solid-state Fermentation (SF) method is chosen
in producing ligninolitik enzymes from fungi. The analysis of the result of
decolorization was done by uv-vis spectrofotometer with wavelength 595 nm.
Parameter done in this research that is: variation of fermentation time (6-10 day),
water content (87-90,9%), and concentration 1000 ppm in dye RBBR. The result
showed that the optimum condition of dye decolorization RBBR is 6 days and 87%
water content, with maximum decolorization is a pleurotus ostreatus fungi of
62,38%, while lentinula edodes is 59,05%. So it can be concluded that pleurotus
ostreatus ostretus and lentinula edodes fungi can decolorization RBBR dyes well.

Keywords: Dekolorization, Remazol Brilliant Blue R, Pleurotus Ostreatus, lentinula
Edodes, Solid-state Fermentation



PENDAHULUAN

Zat warna Remazol Brilliant Blue R (RBBR) adalah salah satu limbah zat
warna cair yang dapat mencemari lingkungan dan bersifat toxic. Dalam
mengurangi penemaran dilakukan dekolorisasi RBBR. Dekolorisasi atau
penghilangan warna merupakan suatu cara yang digunakan untuk mengurangi
kepekatan warna. Mendekolorisasi zat warna RBB yaitu dengan cara biologi
menggunakan White rot fungi (jamur pelapuk putih) (Willmott et al., 1994).
Jamur pelapuk putih merupakan organisme yang mempunyai kemampuan
untuk mendekolorisasi zat warna sintetik (Barr dan Aust, 1994), salah satunya
adalah jamur tiram putih (Pleurotus Ostreatus) dan jamur Shiitake (Letinula
Edodes) dalam bentuk miselium.

Pleurotus Ostreatus memproduksi enzim ekstraseluler seperti mangan
peroksidase (Mn-P), lakase (Lac), dan lignin peroksidase (LiP) berdasar pola
enzim ligninolitik yang dihasilkan. Mn.P dan Lac bertanggung jawab
terhadap biodegradasi polutan organik karena memiliki aktivitas katalitik
terhadap berbagai jenis substrat (Hatakka,1994; Thurston, 1994). Enzim
lakase adalah enzim yang paling dominan, terbukti ketika enzim di
aplikasikan pada kultur cair hanya aktivitaslakase yang terdeteksi sedangnkan
MnP dan LiP tidak terdeteksi (Fengxue, 2013). Sedangkan Lentinula Edodes
mampu menghasilkan enzim ligninolitik dan enzim hidrolik seperti
cellulases, laminarinases, xylanases (Mata, 2016). Enzim ligninolitik terdiri
dari selulase, xylase, dan ligninase merupakan enzim utama yang mampu
memecah lignin dan limbah selulosa.

Pleurotus Ostreatus dan Lentinula Edodes mampu mendegradasi lignin
bahan ligninoselulosa untuk menghasilkan ligninolitik, bahan yang digunakan
dari limbah indutri tepung aren (Onggok) di Desa Daleman, Kecamatan
Tulung, Kabupaten Klaten, Jawa Tengah. Limbah yang dihasilkan berupa
serat sejumlah 259 ton/tahun atau 2,19 ton/hari. Kandungan serat terdiri dari
selulosa (60,61%), hemiselulosa (15,74%), lignin (14,21%), air (7,87%), gula
reduksi (0,5689%), dan lain-lain (1%).

Enzim ligninolitik mampu bekerja dengan baik ketika kondisi
lingkungannya sesuai. Aktivitas dekolorisasi RBBR oleh enzim ini
dipengaruhi oleh beberapa faktor diantaranya nutrisi, pH, lama waktu
inkubasi, dan kadar air (kelembaban). Reaksi enzimatik pada lakase
merupakan reaksi oksidasiyang menghasilkan satu elektron hasil oksidasi
senyawa fenol dan mereduksi oksigen menjadi air. Pemanfaatan lakase dapat
diaplikasikan pada berbagai bidang industri lain pada proses bioremidiasi dan
biodegradasi polutan organik pada tanah seperti klorofenol (Ahn et al., 2002)
proses dekolorisasi dan detoksifikasi pada pewarnaan tekstil (Abdullah et al.,



2000), dan proses bleaching pada biodelignifikasi pulp industri kertas
(Bourbonnais & Paice, 1992).

Pertumbuhan enzim lakase dapat ditingkatkan dengan penambahan Cu
(I1) dengan jumlah yang rendah dalam glukosa sederhana. Penggunaan
glukosa adalah sebagai sumber karbonn utama. Enzim lakase akan terbentuk
jika glukosa benar-benar dikonsumsi dari media kultur. Selain itu, nitrogen
juga berperan penting sebagai perpaduan pertumbuhan enzim lakase. Kondisi
yang optimum untuk substrat yaitu mengandung glukosa (40 gram/L), pepton
dari daging (10 g/L), MgS0O,.7H,0O dan untuk merangsang pembentukan
enzim diperlukan penambahan 2,0 nM Cu (Imran et al., 2012)

Uji aktivitas dekolorisasi RBBR oleh enzim ligninolitik dilakukan
dengan media tanam Solid-state Fermentation (SF) dan metode
Spektrofotometer UV-Vis dengan panajang gelombang 595 nm untuk RBBR
(Ang et al., 2014). Aktivitas dekolorisasi enzim didefinisikan sebagai
penurunan nilai absorbansi.

METODOLOGI

2.1. Persiapan kultur jamur pelapuk putih
Isolat jamur Pleurotus Ostreatus diperoleh dari koleksi LIPI Indonesia
Cultur Collection (InaCC) dan Lentinula Edodes diperoleh dari Agro
Jamur Pabuaran diinokulasi pada media Potato Dextrode Agar (PDA)
sebanyak 3,7 gram dalam 100 ml, sebagai kultur kerja dan kultur stok.

2.2. Persiapan medium Kirk
Komposisi medium Kirk (NH4)SO4 0,0014 g/mL, KH,PO,4 0,002 g/mL,
MgSQO, 0,0003 g/mL, dan CaCl, 0,0003 g/mL semua bahan dilarutkan
dalam 200 mL, kemudian diambil 1 mL dan diencerkan ke dalam 100
mL. Komposisi nutrisi pada medium FeSO, 0,007 g/mL, ZnSO, 0,006
g/mL, MnSQO, 0,01 g/mL, CoCl, 0,002 g/mL, CuSO4 0,125 g/mL, dan
Glukosa 0,01 g/mL. Masing-masing diambil 0,1 mL, sedangkan CuSQO,
dan glukosa diambil 0,05 mL.

2.3. Solid-state Fermentation (SF) atau fermentasi padat
Substrat ampas batang aren sebanyak 1,5 gram dimasukkan ke dalam
erlenmeyer 250 mL dan direndam dengan medium kirk sebanyak 10 mL
kemudian disterilisasi menggunakan autoclave pada temperatur 121°C
selama 20 menit. Setelah dingin, kultur jamur pada media PDA dengan
ukuran 1 cm x 1 cm diinokulasi secara aseptis kedalam media. Kultivasi
dijalankan dengan difermentasi pada suhu 30°C selama 6 hari.

2.4. Ekstraksi Enzim
Setelah dikultivasi kemudian diekstraksi menggunakan larutan buffer
sitrat pH 5 sebanyak 20 mL. Selanjutnya di guncang menggunakan
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shaker dengan kecepatan 100 rpm selama 1 jam. Larutan dan substrat
didekantasi dari erlenmeyer dan dipindahkan kedalam tabung sentrifuge.
Disenrifugasi 2000 rpm selama 10 menit. Supernatan (cairan sampel
yang telah disentrifugasi digunakan untuk mendekolorisasi zat warna
limbah cair batik.

2.5. Uji Dekolorisasi RBBR
Aktivitas dekolorisasi dirancang dengan menguji waktu inkubasi 6, 8, 10
hari dan kadar air 87%,59,02%, 62,38% dengan variabel tetap yang
ditentukan nutrisi CuSO, 0,025 mL dan pH 4. Dekolorisasi RBBR
dilakukan dengan cara memasukkan supernatan sebanyak 1,2 mL
ditambahkan 2 mL larutan buffer sitrat dan 0,3 mL RBBR ke dalam
sebuah botol. Percobaan dilakukan dua kali, botol pertama dimasukkan
ke dalam es, sedangkan botol kedua di waterbath pada suhu 45°C selama
1 jam. Absorbansi radikal kation diamati pada panjang gelombang 595
nm selama 1 menit menggunakan spektrofotometer Genesis 10 UV-
Visible. Satu unit aktivitas didefinisikan sebagai seberapa besar enzim
lakase yang dapat mendekolorisasi zat warna RBBR. Botol pertama di uji
absorbansinya sebagai absorbansi awal. Botol kedua di uji absorbansinya
sebagai absorbansi akhir. Persentase dari dekolorisasi RBBR
dikalkulasikan sebagai berikut :

o — At

Ao

A
Dekolorisasi, (%) = x100%

Keterangan:
Ao = Absorbansi awal
At = Absorbansi akhir

HASIL DAN PEMBAHASAN

Proses dekolorisasi warna menggunakan enzim ligninolitik dilakukan
untuk mendegradasi komponen warna yang bersifat toksik (menyebabkan
kanker kulit). Dekolororisasi enzim dilakukan untuk mengetahui seberapa
besar enzim ligninolitik mengurai zat warna Remazol Brillian Blue R
(RBBR). Enzim diperoleh dari jamur. Dalam penelitian ini digunakan jamur
Jamur Tiram Putih (Pelorotus Ostreatus) dan jamur Shiitake (Lentinula
Edodes). Penelitian ini juga dilakukan untuk mengetahui pengaruh waktu
fermentasi dan kadar air terhadap banyaknya enzim yang dapat
mendekolorisasi RBBR.

Uji dekolorisi enzim pada zat warna 10 g/L RBBR pada medium Solid-
state Fermentation (SF) diukur dengan penentuan kualitatif dan kuantitatif
UV spektrofotometer menggunakan panjang gelombang maksimal 595 nm,
karena RBBR mempunyai puncak penyerapan pada panjang gelombang 595



nm (Ang et al., 2014). Menurut Kiran et al., (2012), besarnya persen
penurunan nilai dekolorisasi zat warna menyatakan seberapa besar
kemampuan enzim dalam menguraikan RBBR.

Ativitas dekolorisasi ditentukan berdasarkan penurunan nilai
absorbansi dengan persamaan:

DEkO|OI’iS&Si,(%) - bsorbansi awal - Absorbansi akhir x 100%

Absorbansi awal

Konsentrasi awal RBBR sebelum diaplikasikan pada ekstrak jamur
Pleurotus Ostreatus dan Lentinula Edodes sebesar 1 g/L. Penenetuan
konsentrasi suatu analit dapat dilakukan dengan penentuan kurva standar,
yaitu dengan membuat beberapa larutan standar yang telah diketahui
konsentrasinya. Kemudian larutan standar dianalisis sehingga didapat data
absorbansi dari larutan standar tersebut setelah itu larutan sampel dianalisis.
Dengan membuat kurva antara absorbansi dengan konsentrasi akan
didapatkan suatu persamaan yang digunakan untuk menghitung konsentrasi
dalam sampel.
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Gambar 1. Kurva Standar RBBR

3.1 Pengaruh Kadar Air

Pada metode SF dilakukan variasi kadar air dengan tujuan mendapatkan
kondisi optimal dalam memproduksi enzim ligninolitik. Kadar air yang
digunakan adalah 87%; 89,7%; 90,9% atau 10 mL. 13 mL, dan 15 mL air.

Jamur Pleurotus Ostreatus dan Lentinula Edodes dengan kemampuan
dekolorisasi yang besar memiliki aktivitas enzim yang besar pula. Perbedaan
persentase zat warna pada variasi kadar air disebabkan oleh perubahan
aktivitas pertumbuhan jamur. Pada kondisi lingkungan yang tidak
menguntungkan, pertumbuhan jamur akan terhambat bahkan mati. Disamping
pertumbuhan jamur, aktivitas enzim dalam merombak zat warna juga
dipengaruhi oleh kadar air. Tiga enzim yang berperan dalam perombakan



yaitu lakase, mangan peroksidase, dan lignin peroksidase. Isolat dapat
tumbuh dan menghasilkan enzim memerlukan kadar air yang berbeda-beda.
Pada kondisi kadar air yang menguntungkan, aktivitas enzim berlangsung
optimal sedangkan aktivitas enzim akan menurun pada kondisi yang kurang
sesuai (Wilkolazka et al., 2002).

Pertumbuhan miselium pada metode SF sangat dipengaruhi oleh kadar
air. Semakin tinggi kadar air yang dipakai semakin bagus pertumbuhan
miselium, dan semakin rendah kadar air kemampuan pertumbuhan miselium
akan menurun (Bhargav et al., 2008). Hal ini terbukti dengan pertumbuhan
pada jamur Pleurotus Ostreatus dan Lentinula Edodes kondisi kadar air yang
menguntungkan yang mampu meningkatkat aktivitas dekolorisasi tertinggi
pada kadar air 87%. Untuk Pleurotus Ostreatus mampu mendekolorisasi zat
warna RBBR sebesar 62,38%, sedangkan untuk Lentinula Edodes
mendekolorisasi zat warna RBBR sebesar 59,05%.

3.2 Pengaruh Waktu Fermentasi

Pada metode SF dilakukan juga untuk variasi waktu fermentasi dengan
tujuan mendapatkan kondisi optimal dalam memproduksi enzim ligninolitik.
Lama fermentasi yang digunakan adalah 6 hari, 8 hari, dan 10 hari.

Waktu fermentasi merupakan salah satu faktor yang dapat
mempengaruhi terjadinya proses enzim ligninolitik yang dihasilkan isolat
untuk mendekolorisasi zat warna RBBR. Miselium jamur dapat tumbuh
karena memanfaatkan nutrisi dan lignin yang terdapat dalam medium SF.
Nutrisi dan lignin dari media SF menggunakan serat batang aren yang
dimetabolisir oleh miselium jamur untuk menghasilkan enzim ligninolitik.

Jamur yang menghasilkan enzim ligninolitik untuk pendegradasi zat
warna RBBR tertinggi pada hari ke 6 jamur. Untuk Pleurotus Ostreatus yaitu
sebesar 62,38%. Sedangkan aktivitas dekolorisasi tertinggi jamur Lentinula
Edodes yaitu sebesar 59,05%.

Hasil presentase dekolorisasi zat warna RBBR menggunakan enzim
ligninolitik dengan dua jamur yaitu jamur InaCC F114 (Pleurotus Ostreatus)
dan jamur shiitake (Lentinula Edodes) dari Agro Jamur Pabuaran. Terlihat
bahwa jamur yang berbeda akan menyebabkan penurunan presentase zat
warna yang berbeda pula. Hasil presentase adalah sebagai berikut :
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Gambar 2. Presentase Dekolorisasi Zat Warna RBBR Enzim
Ligninolitik Dari Jamur Pleorotus Ostreatus
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Gambar 3. Presentase Dekolorisasi Zat Warna RBBR Enzim
Ligninolitik dari Jamur Lentinula Edodes

Keadaan yang berbeda ditemukan pada jamur Pleurotus Ostreatus dan
Lentinula Edodes. Dekolorisasi RBBR maksimal diperoleh pada waktu
fermentasi 6 hari dan kadar air 87%. Untuk Pleurotus Ostreatus diperoleh
sebesar 62,38%, sedangkan Lentinula Edodes diperoleh sebesar 59,02%.
Jamur Pleurotus Ostretus mempunyai aktivitas dekolorisasi RBBR lebih
tinggi dibandingkan jamur Lentinula Edodes.

Waktu fermentasi optimal diperoleh 6 hari, hal ini dikarenakan pada
hari ke 6 jamur mengalami puncak penyerapan nutrisi. Jadi pada hari pertama
jamur akan menyerap glukosa sebagai nutrisi awal, selanjutnya jamur akan
menyerap kandungan selulosa pada substrat di dalam metode tanam SF.
Sehingga pada 6 hari jamur dapat menyerap selulosa secara maksimal.
Bertambahnya jumlah miselium menyebabkan persediaan nutrisi akan habis
sehingga aktivitas dekolorisasi menurun pada hari ke 8. Untuk mendapatkan
sumber nutrisi, miselium akan memecah lignin yang melindungi selulosa



sebagai nutrisi miselum untuk hidup. Kemudian barulah pada hari ke 10
aktivitas dekolorisasi meningkat.

Aktivitas Pleurotus Ostreatus dalam proses dekolorisasi menyebabkan
terjadinya perubahan derajat keasaman (pH) limbah batik. Berdasarkan hasil
penelitian Wulandari et al., (2014) menunjukkan bahwa semakin asam nilai
pH maka semakin bsar presentase dekolorisasi yang dihasilkan. Hal ini sesuai
dengan pernyataan Hadianto (2000), bahwa pada kondisi pH yang semakin
kuat atau asam maka nilai absorbansi semakin menurun sehingga presentase
dekolorisasi semakin besar.

Selain karena kemampuan dekolorisasi zat warna RBBR secara
nonenzimatik dan enzimatik oleh miselium Pleurotus Ostreatus, Proses
dekolorisasi juga dikarenakan oleh kemampuan komponen selulosa yang
terkandung dalam limbah medium tanam yang mampu menyerap zat warna.
Selulosa mampu menyerap zat warna yang terkandung dalam limbah batik
secara adsorbsi. Mulyatna et al., (2003) melaporkan bahwa setiap bahan yang
mengandung selulosa dapat menyisihkan zat warna melalui proses
penyerapan.

Mekanisme penyerapan zat warna oleh selulosa dalam limbah medium
tanam jamur adalah sebagai berikut. Struktur molekul selulosa serbuk kayu
dalam limbah medium tanam jamur mengandung gugus hidroksil atau gugus
OH. Zat warna tekstil mengandung gugus klorida yang dapat berekasi dengan
gugus oH dari selulosa, selain itu terjadi pula ikatan hidrogen antara atom
nitrogen didalam zat warna tekstil dengan atom hidrogen dari gugus OH
dalam selulosa, dengan terdapatnya ikatan-ikatan tersebut maka zat warna
dapat terikat pada serat selulosa serbuk kayu, sehingga zat warna dapat
mewarnai serat selulosa (Peters, 1975).

Kandungan dalam limbah medium tanam Pleurotus Ostreatus selain
mengandung miselium Pleurotus Ostreatus diduga juga mengandung
miselium lain. Jamur-jamur tersebut diasumsikan juga mempunyai peran
dalam proses dekolorisasi. Identifikasi dilakukan dengan cara mengamati ciri
morfologi jamur baik secara makroskopis maupun mikroskopis. Berdasarkan
hasil penelitian Wulandari et al., (2014) ditemukan ada tiga macam jamur
yang terdapat dalam medium tanam jamur yaitu Penicillium sp., Trichoderma
sp., dan Aspergillus sp. berdasarkan penelitian Handayani (2005)
menunjukkan bahwa jamur kontaminan yang terdapat pada medium tanam
jamur ada 7 genus, vyaitu Aspergillus, Penicillium, Paecillomyces,
Trichoderma, Rhizopus, Fusarium dan Syncephalastrum.

Metode dekolorisasi menggunakan jamur hasil isolasi ini mampu
menurunkan konsentrasi warna namun belum optimal. Warna sintetik limbah
batik dapat diuraikan dengan menggunakan metode ini walaupun tidak



seluruhnya. Penurunan konsentrasi warna pada pengolahan limbah batik ini
perlu dilakukan penelitian lanjutan dengan metode yang termodifikasi.

4. KESIMPULAN
Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan maka dapat diambil
kesimpulan sebagai berikut:

1. Jamur yang dapat mendekolorisasi zat warna RBBR terbesar adalah jamur
Pleurotus Ostreatus dengan penurunan absorbansi sebesar 62,38%.

2. Waktu fermentasi 6 hari merupakan waktu optimal pada medium tanam
jamur Pleurotus Ostreatus dan Lentinula Edodes sebagai agen dekolorisasi
RBBR.

3. Kadar air terbaik untuk jamur Pleurotus Ostreatus dan Lentinula edodes
yaitu 87%, dekolorisasai Pleurotus Ostreatus sebesar 62,38% dan
dekolorsasi Lentinula edodes 59,05%.
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