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ABSTRAK

ISOLASI DAN KARAKTERISASI FUNGI SELULOLITIK PADA
SERASAH NANAS (Ananas comosus) DI PERKEBUNAN PT GREAT

GIANT PINEAPPLE (GGP) TERBANGGI BESAR LAMPUNG TENGAH

Oleh

NIKEN AYUNINGTYAS

PT. Great Giant Pineapple (PT. GGP) memiliki lahan perkebunan nanas

yang cukup luas dan setiap pasca panen lahan perkebunan nanas mampu

memproduksi limbah serasah nanas (A. comosus) yang sangat banyak.  Limbah

serasah tersebut dapat menyebabkan penumpukan limbah organik yang

mengganggu kesuburan lahan jika tidak terdekomposisi dengan cepat.  Di dalam

limbah serasah nanas mengandung komponen selulosa yang sulit untuk di

degradasi, sehingga perlu adanya peran fungi selulolitik yang mampu dalam

merombak selulosa dengan bantuan enzim selulase dan juga dapat digunakan

untuk mempercepat proses dekomposisi limbah serasah.

Penelitian ini bertujuan untuk mengisolasi dan mengkarakterisasi isolat

fungi yang memiliki kemampuan selulolitik dalam mendegradasi senyawa

selulosa yang berasal dari serasah nanas. Pada pengujian seleksi fungi selulolitik



menggunakan metode Rancangan Acak Lengkap (RAL) dengan 3 kali ulangan.

Penelitian ini memiliki 7 parameter pengujian, yaitu uji zona jernih (halo) dan

dilanjutkan dengan menghitung indeks selulolitik, penghitungan jumlah spora

menggunakan haemocytometer, untuk mengetahui viabilitas spora dengan

melakukan perhitungan CFU (Colony Forming Unit), karakterisasi isolat fungi

meliputi pH, suhu dan herbisida serta dilakukan identifikasi isolat fungi. Data

yang diperoleh dari rata-rata perhitungan indeks selulolitik dianalisis

menggunakan Analysis of Variance (ANOVA) dan jika berpengaruh nyata maka

dilakukan uji beda nyata terkecil (BNT) pada taraf 5 %.

Hasil penelitian ini diperoleh 11 isolat fungi yang berasal dari serasah

nanas, dan dari 11 isolat tersebut diperoleh 5 isolat fungi selulolitik. Isolat yang

memiliki kemampuan selulolitik diantaranya berasal dari genus Aspergillus,

Penicillium dan Paecilomyces.  Isolat yang memiliki kemampuan selulolitik tinggi

dengan nilai indeks selulolitik sebesar 4.0 serta memiliki kemampuan dalam

bertahan hidup yang tinggi pada cekaman asam, suhu 37 oC dan pada herbisida

terdapat pada Bioggp 3 (Aspergillus sp.1).

Kata Kunci: Fungi selulolitik, serasah nanas, isolasi, karakterisasi, selulosa
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I. PENDAHULUAN

A. Latar Belakang

PT. Great Giant Pineapple (GGP) merupakan perkebunan nanas terbesar di

dunia dengan luas ±33.000 ha (Purba, 2008).  Setiap pasca panen tanaman

nanas akan menghasilkan banyak limbah daun nanas. Limbah nanas yang

melimpah tersebut menjadi permasalahan dikarenakan penumpukan limbah

organik yang dapat mengganggu keseimbangan kesuburan lahan jika tidak

terdekomposisi dengan cepat.  Pada limbah nanas terdapat komponen

selulosa yang tidak mudah mengalami degradasi, baik secara kimia maupun

mekanis karena selulosa memiliki sifat kristalin dan tidak mudah larut yang

berasal dari struktur linier yang dimilikinya (Gupta, dkk., 2012), dengan

begitu perlu adanya peran mikroorganisme pengurai selulosa yang terdapat

di dalam limbah nanas agar limbah tersebut dapat terdekomposisi dengan

cepat sehingga kesuburan lahan tidak terganggu dan penggunaan lahan

untuk proses penanaman berikutnya juga menjadi tidak terhambat.

Salah satu mikroorganisme yang mampu untuk mempercepat proses

dekomposisi adalah dari kelompok fungi. Fungi memiliki peran penting

sebagai dekomposer dan termasuk kedalam kelompok organisme eukariotik
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yang memiliki kemampuan dalam memanfaatkan nutrisi di lingkungannya.

Fungi mencari sumber nutrisi paling banyak dari karbohidrat kompleks.

Dengan sebelumnya penguraian karbohidrat kompleks dilakukan

menggunakan enzim ekstraseluler sampai menjadi bentuk monosakarida,

yang nantinya fungi dapat menyerap dan menggunakan hasil dari

penguraian tersebut (Roosheroe, dkk., 2006).  Fungi dianggap sebagai

dekomposer selulosa yang aktif yaitu dengan menghasilkan selulase

(Gautam, dkk., 2010).

Menurut Oramahi (2003) fungi yang mampu merombak selulosa dengan

bantuan enzim selulase disebut dengan fungi selulolitik. Dalam hal ini,

mikroba mengurai selulosa dari sisa tanaman dan organisme lain menjadi

senyawa sederhana berupa glukosa , CO, dan hidrogen. Fungi selulolitik

mampu untuk menghasilkan selulase yang aktif pada pH rendah.  Salah satu

cara untuk menyeleksi jenis fungi yang mampu menghasilkan selulase

alkalin yang memilliki potensi tinggi dalam mendegradasi selulosa yaitu

dengan melakukan identifikasi dan isolasi fungi dari berbagai sumber

selulosa di daerah dengan pH yang rendah (Bajpai, 2010).

Pada bagian-bagian berkayu yang ada pada tanaman terdapat polimer-linier

glukosa yaitu selulosa, yang merupakan pembentuk dari struktur dasar

dinding sel dan bagian-bagian berkayu yang ada pada tanaman.  Terdapat 50

% dari biomassa tanaman yang merupakan struktur polisakarida selulosa

bersama-sama dengan hemiselulosa. Banyaknya enzim selulase yang

mampu mendegradasi polimer linier glukosa dari selulosa dikarenakan
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banyak pula jumlah selulosa yang ada di biosfer, hasil dari degradasi

tersebut akan berguna dalam proses biokonversi selulosa menjadi produk

yang bermanfaat (Gupta, dkk., 2012).

Selulosa merupakan polimer glukosa rantai lurus dari suatu selobiosa yaitu

dimer dari glukosa dengan ikatan ß-1.4 glukosida (Shuangqi, dkk., 2011)

yang berhubungan melalui ikatan hidrogen dan gaya van der Waals (Perez,

dkk., 2002).  Kandungan yang terdapat dalam selulosa yaitu 50 %-90 %

bagian berkristal dengan sisanya merupakan bagian amorf.  Pemecahan

menjadi monomer glukosa pada ikatan ß-1. glukosida dapat dilakukan dengan

cara hidrolisis asam atau enzimatis.  Enzim selulase yang dihasilkan oleh

mikroba mampu digunakan untuk mendegradasi selulosa dengan melakukan

pendegradasi terhadap molekul selulosa yang tidak larut menjadi mono atau

disakarida sederhana larut yang digunakan mikroba sebagai sumber energi.

Dalam melakukan degradasi selulosa terdapat tiga komponen enzim yang

bekerja secara sinergis yaitu, endoglukanase, eksoglukanase, dan ß-

glukosidase (Lymar, dkk., 1995).  Terdapat beberapa kelompok fungi yang

mampu dalam mendegradasi selulosa dan berperan sebagai dekomposer yaitu

Aspergillus, Chaetomium, Fusarium, Pencillium, Rhizoctonia, Rhizopus dan

Trichoderma.

Pada penelitian ini dilakukan isolasi dan karakterisasi terhadap fungi

selulolitik yang berasal dari serasah nanas di perkebunan PT. Great Giant

Pineapple (PT. GGP). Penelitian mengenai isolasi dan karakterisasi fungi

selulolitik pada serasah nanas (Ananas comosus) perlu dilakukan karena
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melihat banyaknya manfaat yang dihasilkan terutama dalam mempercepat

proses dekomposisi. Oleh karena itu, diharapkan dengan dilakukannya

penelitian ini, maka akan dapat ditemukan berbagai macam isolat fungi

selulolitik yang memiliki karakteristik tahan terhadap cekaman asam, pH

dan herbisida serta berpotensi dalam mendegradasi senyawa selulosa yang

berasal dari serasah nanas yang nanti nya mampu dalam meningkatkan

kualitas kompos sehingga dapat digunakan untuk mempercepat proses

dekomposisi, dan dapat dijadikan sebagai tolak ukur dasar bagi penelitian

berikutnya.

B. Tujuan Penelitian

Tujuan dilakukan penelitian ini adalah untuk mengisolasi dan

mengkarakterisasi isolat fungi yang memiliki kemampuan selulolitik dalam

mendegradasi senyawa selulosa yang berasal dari serasah nanas.

C. Manfaat Penelitian

Penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi ilmiah mengenai isolat

fungi selulolitik yang memiliki kemampuan dalam mendegradasi senyawa

selulosa yang berasal dari serasah nanas di perkebunan PT. Great Giant

Pineapple (PT. GGP) serta memiliki karakteristik tahan terhadap cekaman

asam, suhu dan herbisida yang berperan untuk mempercepat proses

dekomposisi serta dapat menjadi acuan bagi penelitian berikutnya.
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D. Kerangka Pikir

PT. Great Giant Pineapple (PT. GGP) memiliki lahan perkebunan nanas

yang cukup luas dan pada setiap pasca panen lahan perkebunan nanas

mampu memproduksi limbah serasah nanas (A. comosus) yang sangat

banyak. Limbah serasah tersebut dapat menyebabkan penumpukan limbah

organik yang mengganggu kesuburan lahan jika tidak terdekomposisi

dengan cepat. Di dalam limbah serasah nanas mengandung komponen

selulosa yang sulit untuk di degradasi karena selulosa memiliki sifat

kristalin dan tidak mudah larut yang berasal dari struktur linier yang

dimiliki. Sehingga perlu adanya peran fungi selulolitik yang mampu dalam

merombak selulosa dengan bantuan enzim selulase dan juga dapat

digunakan untuk mempercepat proses dekomposisi limbah serasah. Fungi

selulolitik mampu untuk menghasilkan selulase yang aktif pada pH rendah

dengan mengisolasi fungi dari berbagai sumber selulosa. Dalam melakukan

degradasi selulosa terdapat tiga komponen enzim yang bekerja secara sinergis

yaitu, endoglukanase, eksoglukanase, dan ß-glukosidase.  Terdapat beberapa

kelompok fungi yang mampu dalam mendegradasi selulosa dan berperan

sebagai dekomposer yaitu Aspergillus, Chaetomium, Fusarium, Pencillium,

Rhizoctonia, Rhizopus dan Trichoderma.

Diharapkan penelitian ini dapat memperoleh berbagai macam isolat fungi

selulolitik yang memiliki karakteristik tahan terhadap cekaman asam, pH dan

herbisida serta berpotensi tinggi dalam mendegradasi selulosa sehingga nanti

nya mampu digunakan untuk meningkatkan kualitas kompos serta mampu
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dalam mempercepat proses dekomposisi dan dapat digunakan sebagai tolak

ukur dasar bagi penelitian berikutnya. Terdapat berbagai macam

penyeleksian fungi selulolitik pada penelitian ini, diantaranya yaitu uji zona

jernih (halo) menggunakan metode Congo Red yang dilanjutkan dengan

menghitung indeks selulolitik, perhitungan jumlah spora, menghitung

viabilitas koloni fungi menggunakan CFU (Colony Forming Unit),

karakterisasi yang meliputi pengujian pH, suhu, dan herbisida.

E. Hipotesis

Hipotesis yang diajukan pada penelitian ini adalah didapatkan isolat fungi

selulolitik dari serasah nanas (Ananas comosus) dan isolat unggulan yang

mampu dalam mendegradasi senyawa selulosa yang berpotensi untuk

mempercepat proses dekomposisi serta isolat yang mampu hidup pada

cekaman asam, suhu dan herbisida, sehingga dapat dijadikan tolak ukur dasar

bagi penelitian berikutnya.
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II. TINJAUAN PUSTAKA

A. Nanas (Ananas comosus)

1. Klasifikasi Tanaman Nanas

Menurut Cronquist (1981) dan APG (2003) klasifikasi dari tanaman

nanas adalah sebagai berikut:

Kerajaan : Plantae

Divisi : Magnoliophyta

Kelas : Liliopsida

Bangsa : Poales

Suku : Bromeliaceae

Marga : Ananas

Jenis : Ananas comosus (L.) Merr.

2. Deskripsi Tanaman Nanas

Nanas merupakan tanaman dari golongan kelas monokotil yang memiliki

rangkaian bunga pada bagian ujung batang dengan pertumbuhan yang

meluas.  Tanaman nanas menggunakan tunas samping yang berkembang

menjadi cabang-cabang vegetatif yang mampu untuk menghasilkan buah

(Sari, 2002).  Tanaman ini berasal dari Amerika dan tersebar di daerah
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sekitar khatulistiwa antara 25 oLU dan oLS dan sudah banyak

dibudidayakan di Indonesia dari mulai dataran rendah hingga dataran

tinggi (Farid dan Handayani, 2007).  Kandungan serat yang terdapat di

dalam limbah nanas yaitu sebesar 57,3 % , sementara kandungan yang

terdapat pada serat daun nanas yaitu terdiri dari hemiselulosa sebesar

(25,95 %), lignin (7,31 %), dan selulosa (69,5-71,5 %) (Murni, dkk.,

2008).

Tanaman nanas memiliki beberapa bagian yang terdiri dari batang, daun,

tangkai buah (slip), mahkota tunas, tunas yang muncul di bagian batang

di bawah permukaan tanah (sucker), ketiak daun yang terletak pada

batang (shoot) dan akar.

Berikut merupakan bagian-bagian dari tanaman nanas:

Gambar 1.  Bagian-bagian Tanaman Nanas (Farid dan Handayani,
2007).
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Secara morfologi nanas memiliki sistem perakaran serabut yang

mengarah ke arah vertikal dan horizontal.  Akar tersebut memiliki

kedalaman tidak lebih dari 50 meter yang terbagi menjadi akar primer

dan sekunder berdasarkan dari pertumbuhannya.  Pada akar primer yang

hanya ditemukan dalam kecambah biji, dapat digantikan dengan akar

adventif yang memiliki jumlah banyak dan muncul pada bagian pangkal

batang.  Dari akar primer, kemudian akan membentuk cabang menjadi

akar sekunder yang berfungsi untuk memperkuat akar dan memperluas

penyerapan unsur hara (Samson, 1980).

Batang nanas memiliki ukuran yang pendek yaitu

antara 20-25 cm dan berdiameter 2-3,5 cm.  Bagian batang nanas tidak

dapat dilihat secara jelas melainkan dengan membuka satu persatu pada

bagian daun.  Ruas yang dimiliki batang nanas yaitu berkisar antara 1-10

cm.  Batang tersebut berfungi sebagai tempat melekatnya akar, daun,

bunga, buah dan tunas (Irfandi, 2005).

Nanas memiliki bentuk daun seperti pedang, beralur, agak kaku dan tidak

memiliki tulang daun.  Pada bagian daun tersebut terdapat duri tajam

yang tumbuh, tetapi terdapat pula duri yang tumbuh hanya di bagian

ujung daun ataupun duri yang tidak tumbuh sama sekali (Surtiningsih,

2008).
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3. Manfaat Tanaman Nanas

Tanaman nanas dapat dimanfaatkan sebagai adsorben limbah logam berat

terutama pada bagian daun nanas yang mengandung selulosa tinggi.

Struktur rongga yang dimiliki oleh selulosa mampu dalam mengadsorbsi

logam berat seperti Cu dan Ag (Handayani, 2010).  Menurut pernyataan

dari Giyatmi, dkk. (2008) kadar Cu dan Ag sudah melampaui batas

normal, sehingga berakibat terjadinya pencemaran tanah karena limbah

yang berlebih tersebut mampu untuk meresap kedalam tanah.

Pencemaran limbah logam berat pun dapat meluas hingga mempengaruhi

kualitas air dan dapat berbahaya bagi manusia.  Selain itu, pada limbah

industri nanas dapat digunakan sebagai pupuk padat yang diletakkan

pada penanaman nanas berikutnya dan secara perlahan akan mengalami

proses dekomposisi (Rosyidah, 2011).

B. Serasah

Serasah merupakan bahan organik yang secara alami dihasilkan oleh tanaman

yang berasal dari organ tanaman pada bagian bunga, daun, buah, dan bagian

lain yang menginput bahan material organik serta aliran energi (Chairul,

dkk., 2010). Menurut Aprianis (2011) letak serasah yaitu berada di atas

permukaan tanah yang terdiri dari bahan-bahan yang telah mati.  Serasah

berperan penting bagi tanah dan mikroorganisme yang hidup didalamnya.

Serasah akan menghasilkan hara yang dapat dimanfaatkan oleh tanaman

secara langsung setelah melalui proses dekomposisi.
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Laju dekomposisi dan laju produksi mempengaruhi proses penyuburan tanah

dan tanaman. Selain itu, penambahan hara ke dalam tanah ditentukan oleh

komposisi serasah.

Proses mineralisasi merupakan perubahan senyawa-senyawa anorganik

sederhana yang berasal dari hewan dan tumbuhan melalui proses penguraian

bahan organik (Sutedjo, dkk., 1991).  Menurut Vos, dkk. (2013) pada proses

dekomposisi serasah melibatkan peran mikroorganisme tanah seperti fungi,

bakteri, dan hewan tanah lainnya. Dekomposisi serasah sangat penting

terutama perannya dalam siklus karbon dan nutrisi.  Perolehan nutrisi

tersebut merupakan proses awal yang terdapat di dalam siklus nutrisi.

Faktor yang menyebabkan terjadinya dekomposisi serasah yaitu faktor

kimia, faktor fisik, mikrofauna dan makro serta habitat (Kumar dan Tewari,

2014).  Komposisi selulosa yang berasal dari limbah serasah berupa

dedaunan dan ranting yaitu sebesar 45 % dari berat kering bahan, sedangkan

hemiselulosa sebesar 20-30 % dan sisanya yaitu berupa lignin (Perez, dkk.,

2002).

C. Fungi

1. Deskripsi Fungi

Fungi merupakan organisme eukariotik yang tidak memiliki klorofil,

memiliki dinding sel yang mengandung kitin dan dinding sel tersebut

berperan dalam menyerap nutrisi, fungi bereproduksi secara seksual dan

asekual, bersifat heterotrof, tumbuh sebagai hifa, serta spora pada fungi
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mampu untuk mengekskresikan enzim-enzim ekstraseluler ke

lingkungannya (Roosheroe, dkk., 2006).  Dwidjoseputro (1978)

menyatakan bahwa fungi tidak memiliki klorofil dan bersifat heterotrof

sehingga hidupnya ialah dengan mengambil nutrisi ataupun zat-zat yang

sudah dibuat oleh organisme lain.  Namun, fungi tidak dapat menelan

makanannya sendiri, melainkan dengan cara mengabsorbsi nutrisi yang

berasal dari lingkungan di luar tubuh. Fungi mengeksresikan enzim-

enzim hidrolitik ke lingkungan sekelilingnya dengan memecah molekul

kompleks menjadi senyawa organik yang lebih sederhana sehingga fungi

mampu untuk menggunakan dan menyerap senyawa tersebut ke dalam

tubuh.  Fungi juga mampu untuk menyerap nutrisi yang berasal dari sel

tanaman yaitu dengan menembus dinding sel tanaman (Campbell, dkk.,

2008).  Fungi berkembang biak secara generatif  yaitu melalui

perkawinan oleh dua hifa yang berbeda dan berkembang biak secara

vegetatif yaitu dengan cara fragmentasi, membelah diri, bertunas, dan

konidiospora (Yudianto, 1992).

Bagian dari tubuh fungi yang sangat penting yaitu hifa.  Hifa memiliki

bentuk menyerupai benang panjang dan bercabang-cabang.  Sekumpulan

dari hifa dan tumbuh bercabang-cabang disebut dengan miselium.

Terdapat 2 tipe hifa pada fungi yaitu hifa fertil yang umumnya tegak

pada miselium yang ada di permukaan substrat dan berperan untuk

reproduksi serta hifa vegetatif yang memiliki pertumbuhan ke dalam

substrat dan berfungi untuk mengabsorbsi nutsiri.  Pada beberapa spesies,

dapat ditemukan hifa yang tumbuh ke atas dan disebut dengan hifa udara,
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misalnya pada beberapa spesies Penicillium sp.  Pembentukan stolon

(umumnya panjang), misalnya terdapat pada Rhizopus sp. dan Mucor sp.

Berdasarkan morfologi hifa secara mikroskopis dapat dibedakan menjadi

2, yaitu hifa bersekat dan tidak bersekat. Fungi yang memiliki hifa

bersekat antara lain Aspergillus oryzae, Curvularia lunata, Penicillium

italicum, dan sebagainya.  Fungi yang memliki hifa tidak bersekat antara

lain Mucor sp, Rhizopus sp., Absidia sp., Syncephalastrum sp. dan

sebagainya.  Fungi memiliki beberapa tipe spora aseksual yaitu konidium

pada spesies anamorf antara lain Penicillium sp., Aspergillus sp.,

Curvularia sp., Trichoderma sp.Pada blastospora yaitu fungi spesies

Saccharomyces cerevisiae , artospora yaitu fungi spesies Geotrichum

candidum, dan sporangiospora yaitu fungi spesies Rhizopus sp., Mucor

sp. (Roosheroe, dkk., 2006).

Menurut Sumarsih (2003) terdapat 3 sifat fungi yaitu sebagai berikut:

a. Saprofit

Fungi saprofit mengeluarkan enzim hidrolase pada substrat tempat

dimana melakukan penyerapan nutrisi dari organisme yang telah

mati, untuk kemudian molekul kompleks mengalami dekomposisi

menjadi molekul sederhana yang mudah diserap oleh hifa.

b. Parasit fakultatif

Parasit fakultatif merupakan fungi yang bersifat sebagai  parasit jika

berada pada inang yang sesuai, namun bersifat sebagai saprofit jika

tidak berada pada inang yang sesuai.
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c. Parasit obligat

Pada sifat ini, fungi hanya mampu hidup jika berada pada inangnya

dan akan mati jika berada di luar inangnya.

2. Macam- macam Fungi

Fungi dapat dibedakan menjadi beberapa kelompok jika dilihat dari

morfologi hifa, tipe spora dan siklus seksualnya (McKane dan Kandel,

1996).

Berikut merupakan penjelasan dari macam-macam fungi:

a. Ascomycetes

Pada kelompok jamur ascomycetes memiliki spora yang berada di

dalam kantung disebut dengan askus. Askus merupakan sel yang

membesar dan terdapat spora di dalamnya yang disebut askospora.

Ascomycetes memiliki stadium konidium (seksual) dan stadium

askus (aseksual), bersifat mikroskopis dan beberapa bersifat

makroskopis yang memiliki tubuh buah (Landecker dan Moore,

1982).

b. Basidiomycetes

Anggota dari basidiomycetes terdiri dari jamur payung, cendawan

berbentuk bola dan cendawan.  Miselium primer ialah basidiospors

yang terlepas dari cendawan menyebar dan berkecambah menjadi

hifa vegetatif, sementara miselium sekunder berkembang biak

dengan cara khusus.  Miselium tersier merupakan bentukan dari



15

miselium sekunder yang membentuk jaringan teratur serta

membentuk basidiokarp dan basidiofor (Dwidjoseputro, 1978).

c. Deuteromycetes

Jamur ini memiliki hifa bersekat yang menghasilkan konidia

(Dwidjoseputro, 1978). Roosheroe, dkk.(2006) deuteromycetes

disebut fungi tidak sempurna, tetapi pengelompokan tersebut tidak

bersifat sementara karena pada reproduksi generatifnya diketahui

terdapat pembentukan askus dan dikelompokkan ke dalam

ascomycetes. Secara filogenetik deuteromycetes bukan termasuk ke

dalam kelompok taksonomi.

d. Oomycetes

Oomycetes hidup sebagai saprofit dan parasit.  Miselium pada

jamur ini terdiri atas hifa tidak bersekat, bercabang, serta banyak

mengandung inti. Memiliki perkembangbiakan secara seksual yaitu

dengan oospora dan secara aseksual yaitu dengan zoospora

(Alexopoulos dan Mims, 1979).

e. Zygomycetes

Anggota dari zygomycetes memiliki hifa tidak bersekat dan

terdapat banyak inti (hifa senositik).  Hifa senositik akan

membentuk zigospora melalui konjugasi dengan hifa lain.  Jamur

ini hidup sebagai saprofit yang berkembang biak secara seksual

yaitu dengan zigospora dan secara aseksual yaitu dengan spora.
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Pembentukan individu baru terjadi ketika sporangium pecah, lalu

sprangiospora tersebar, kemudian jatuh pada medium yang cocok

(Landecker dan Moore, 1982).

3. Syarat Pertumbuhan Fungi

Fungi memiliki beberapa persyaratan untuk pertumbuhannya yaitu,

suhu, cahaya, kelembapan, substrat, pH, dan senyawa kimia yang ada di

lingkungan hidupnya (Roosheroe, dkk., 2006).

Berikut adalah syarat untuk pertumbuhan fungi:

a. Cahaya

Pada umumnya cahaya menjadi faktor penghambat terhadap

pembentukan struktur alat reproduksi dan spora.  Dalam proses

reproduksi hanya sebagian fase saja yang memerlukan cahaya.

Perbedaan tingkat perkembangan memerlukan sinar yang berbeda

pula.  Besarnya pengaruh cahaya terhadap jamur ditentukan oleh

kualitas cahaya, intensitas serta durasi ( Purdy, 1956).

b. Kelembapan

Jamur tingkat rendah mampu hidup dalam kelembapan 90 %,

sementara dari jenis hypomycetes mampu hidup dalam kelembapan

80 % (Santoso, dkk., 1999).

c. pH

pH atau derajat keasaman sangat penting bagi pertumbuhan fungi,

karena penguraian yang dilakukan oleh enzim di suatu substrat



17

sesuai degan pH tertentu.  Fungi biasanya hidup di lingkungan

dengan pH dibawah 7,0 tetapi pada jenis khamir akan dapat hidup

pada pH 4,5-5,5 (Roosheroe, dkk., 2006).

d. Substrat

Sumber nutrisi utama fungi yaitu substrat.  Fungi memanfaatkan

nutrisi tersebut setelah eksresi enzim ekstraseluler yang mampu

mengurai senyawa kompleks menjadi senyawa yang lebih

sederhana dilakukan.  Adapun beberapa jenis enzim yang mampu

dieksresikan dan dilakukan penguraian karbohidrat kompleks oleh

fungi yaitu selulase, xylanase, pectinase, amilase,dextranase, dan

chitinase.(Garraway dan Watkinson, 1984).

e. Suhu

Secara umum fungi mampu tumbuh pada suhu sekitar 25 oC-30 oC.

Beberapa fungi mampu tumbuh pada suhu lemari es tetapi terdapat

pula fungi yang tumbuh pada suhu -5 oC sampai -10 oC atau biasa

disebut dengan f ungi psikrotrofik (Roosheroe, dkk., 2006).

D. Fungi Selulolitik

Fungi selulolitik merupakan mikroba yang mampu merombak selulosa

dengan bantuan enzim selulase.  Dalam hal ini, mikroba mengurai selulosa

dari sisa tanaman dan organisme lain menjadi senyawa sederhana berupa

glukosa , CO, dan hidrogen (Oramahi, dkk., 2003).  Menurut Gautam, dkk.

(2010) fungi merupakan penghasil selulase yang paling utama dan sebagai
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dekomposer selulosa yang lebih aktif.  Pengomposan pada limbah organik

menjadi lebih efektif dikarenakan terdapat mikroba selulolitik yang mampu

menghasilkan aktivitas selulase yang tinggi.  Adapun salah satu mikroba yang

mampu menghasilkan enzim selulase yaitu Trichoderma sp. sehingga fungi

ini sering dinamakan sebagai fungi selulolitik sejati (Salma dan Gunarto,

1999). Gilbert dan Hazlewood (1993) menyatakan bahwa Trichoderma sp.

memiliki aktivitas enzim lebih besar dibandingkan dengan bakteri, meskipun

dalam memproduksi selulosa, bakteri hanya memerlukan waktu yang lebih

singkat.

E. Selulosa

Selulosa terdapat pada dinding sel tanaman yang berperan dalam

memperkuat struktur tanaman dan termasuk ke dalam senyawa organik

(Yuniar, 2013).  Selulosa merupakan polimer glukosa yang membentuk

rantai linier dan dihubungkan oleh ikatan ß-1.4 glukosida. Selulosa memiliki

struktur kimia yang membentuk rumus molekul (C6H10O5)n yang terdiri dari

unsur C, O, H dengan ikatan hidrogen yang sangat kuat sehingga tidak mudah

untuk didegradasi (Pikukuh, 2011).  Plackett (2011) menyatakan bahwa

Selulosa terdiri dari ribuan unit glukosa yang terhubung dan membentuk

struktur kristal yang dihubungkan dengan ikatan hidrogen sehingga memiliki

kekuatan yang tinggi. Pembentukan serat berasal dari satu fibril selulosa yang

saling berikatan membetuk mikrofibril.  Gugus hidroksil (OH), dapat

berinteraksi dengan gugus -S, -O, dan -N membentuk ikatan hidrogen yang
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mempengaruhi reaktivitas serta sifat selulosa.  Selulosa dapat bersifat

hidrofilik jika gugus -OH berikatan dengan gugus -H pada air.

Menurut Anggarawati (2012) terdapat beberapa mikroorganisme yang dapat

memproduksi enzim selulase yaitu, fungi, bakteri dan protozoa, tetapi diantara

semuanya fungi merupakan penghasil selulase yang paling utama karena fungi

mampu untuk memotong ikatan ß-1.4 glukosidik yang ada pada selulosa.

Mikroorganisme selulolitik memperoleh energi dan karbon dari hasil

pengeluaran enzim selulase yang mendegradasi selulosa menjadi senyawa C

sederhana (Salma dan Gunarto, 2007). Dalam melakukan degradasi selulosa

terdapat tiga komponen enzim yang bekerja secara sinergis yaitu,

endoglukanase, eksoglukanase, dan ß-glukosidase (Lymar, dkk., 1995).

Menurut Lehninger (1975) struktur kimia dari selulosa dan degradasi selulosa

menjadi glukosa adalah sebagai berikut:

Gambar 2. Struktur Kimia Selulosa (Lehninger, 1975).
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Gambar 3. Degradasi Selulosa (Lehninger, 1975).

Enzim selulase termasuk kedalam salah satu jenis enzim yang dapat

menghidrolisis selulosa menjadi zat sederhana seperti gula.

Agar selulosa dapat dicerna dan dimanfaatkan maka perlu dipecah menjadi

glukosa.  Enzim selulase mampu dalam memutuskan ikatan antara D-glukosa

satu dengan ikatan lainnya. Zat selulosa dapat tersedia dalam jumlah yang

melimpah di alam dikarenakan adanya enzim selulase yang menyediakan

sumber glukosa (Simanjuntak, dkk., 2017).

F. Isolasi dan Identifikasi

Dalam melakukan isolasi fungi terdapat beberapa hal yang harus diperhatikan

antara lain menyusun rencana kerja, mempersiapkan medium dan peralatan

gelas yang tepat.  Proses isolasi fungi dari substrat cair berbeda dengan yang

berasal dari substrat padat. Adapun beberapa faktor yang mempengaruhi

proses isolasi yaitu pH, suhu, salinitas, kelembapan, ketinggian lokasi, dan

waktu pengambilan sampel.  Dalam pembuatan media untuk isolasi, perlu

diperhatikan pH medium yang berkisar antara 5.5-6.5, jika pH yang

digunakan cenderung basa maka berkemungkinan adanya pertumbuhan
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bakteri.  Tetapi, pertumbuhan bakteri tersebut dapat dihambat dengan

memberikan antibiotik kloramfenikol 100 mg/l sebelum sterilisasi

(Roosheroe, dkk., 2006).

Identifikasi fungi pada tingkat genus dapat dilakukan dengan melihat sifat-

sifat dari morfologinya, sementara pada tingkat spesies diperlukan data sifat

fisiologi dan atau biokimia. Berikut merupakan beberapa hal yang perlu

diperhatikan dalam proses identifikasi fungi yaitu:

a. Makroskopis, yaitu dengan melihat warna dan permukaan koloni , ada

tidaknya garis-garis radial dari pusat koloni ke arah tepi koloni serta

lingkaran-lingkaran konsentris.

b. Mikroskopis, yaitu dengan melihat tipe hifa (bersekat atau tidak), spora

aseksual berbentuk sederhana (arthospora, blastospora, klamidospora) dan

berbentuk lebih khusus, hifa berbentuk spiral/bernodul, atau memiliki

rhizoid, ukuran spora aseksual dan sebagainya (Gandjar, dkk., 1999).
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III. METODE PENELITIAN

A. Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Desember 2018 sampai dengan bulan

Maret 2019.  Pengambilan serasah nanas dilakukan di PT. Great Giant

Pineapple (GGP), Kecamatan Terbanggi Besar, Kabupaten Lampung Tengah,

Provinsi Lampung. Isolasi dan karakterisasi fungi selulolitik dari serasah

nanas dilakukan di Laboratorium Mikrobiologi Jurusan Biologi FMIPA

Universitas Lampung.

B. Alat dan Bahan

Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah autoklaf yang

digunakan untuk sterilisasi basah bertekanan uap pada alat dan media,

oven yang digunakan untuk sterilisasi kering, timbangan, hot plate dan

magnetic stirrer yang digunakan untuk mengaduk media serta

memanaskan media, jarum ose yang digunakan untuk mengambil biakan

fungi, laminar air flow, inkubator, kulkas, labu erlenmeyer, gelas ukur,

cawan petri, tabung reaksi, vortex mixer, beaker glass, pipet tetes, pipet

volumetri, object glass, cover glass, haemocytometer, drigalski,



23

mikroskop, mikropipet, mikrotip, bunsen, rak tabung reaksi, alat tulis,

dan gunting.

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah serasah nanas, Potato

Dextrose Agar (PDA) racik dengan komposisi: kentang, dextrose 2 %, agar,

aquadest, Carboxymethyl Cellulose (CMC) 2 %, air steril, congo red 0,1 %,

alkohol 70 %, spiritus, dextrose 2 %, NaCl 1M, lactophenol, buffer sitrat (pH

3-5), herbisida 1 %, kloramfenikol, sumbat, tisu, dan plastik wrap.

C. Rancangan Penelitian

Penelitian ini diawali dengan melakukan isolasi fungi yang berasal dari

substrat seresah campuran daun dan tanah yang diambil menggunakan

Metode pourposive sampling.  Pengambilan bahan substrat organik sumber

isolat fungi dilakukan di lokasi yang terdapat serasah baru dan serasah lama

(sudah terdekomposisi sebagian dan berwarna kecoklatan atau kehitaman).

Isolat fungi yang telah diperoleh selanjutnya diseleksi dengan melakukan

pengujian kualitatif terhadap kemampuan selulolitik. Seleksi fungi selulolitik

mengikuti modifikasi metode dari Teathre dan Wood (1982) yaitu pengujian

dengan menggunakan congo red yaitu dengan membuat media 2 lapis

(bilayer) yang terdiri dari lapisan bawah merupakan media PDA 1/5  resep

komposisi: 40 gram kentang, 4 gram dextrose, 62,5 miligram kloramfenikol,

15 gram agar, 1 liter aquadest. Lapisan atas merupakan media uji yang terdiri

dari CMC dan agar.  Isolat yang memiliki kemampuan tertinggi kemudian

ditetapkan dengan menggunakan hasil rata-rata nilai seleksi.
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Pada pengujian seleksi fungi selulolitik menggunakan metode Rancangan

Acak Lengkap (RAL) dengan membuat tiga kali ulangan dan dilakukan

pengujian setelah 2-4 hari. Penelitian ini memiliki 7 parameter pengujian,

yaitu uji zona jernih (halo) untuk mendeteksi adanya fungi selulolitik yang

mendegradasi selulosa di media agar dan dilanjutkan dengan menghitung

indeks selulolitik, penghitungan jumlah spora dilakukan dengan

menggunakan haemocytometer. Untuk mengetahui viabilitas isolat dengan

melakukan perhitungan CFU (Colony Forming Unit). Karakterisasi fungi

meliputi pengujian pH, suhu, dan herbisida serta dilakukan identifikasi fungi.

D. Prosedur Kerja

Prosedur kerja yang dilakukan dalam penelitian ini akan dijelaskan pada

poin berikut:

1. Isolasi Fungi

Proses isolasi diawali dengan menggunakan bahan seresah campuran daun

dan tanah yang diambil dari perkebunan nanas PT. GGP Terbanggi Besar,

Lampung Tengah. Isolasi dilakukan dengan menggunakan metode dari

Malloch dan Hobbie (1981) yang meliputi metode tehnik isolasi langsung

yaitu dengan moist chamber method. Metode tersebut memungkinkan

semua isolat yang diinginkan untuk dapat tumbuh serta dapat memperoleh

kelompok fungi yang mengalami pertumbuhan lambat, namun penggunaan

moist chamber method membutuhkan waktu yang lama yaitu sekitar 2-3

minggu atau sampai tidak terlihat adanya pertumbuhan dari koloni baru.
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Moist chamber method diawali dengan pemotongan terhadap spesimen

campuran seresah yang dipotong kecil dengan ukuran ± 2 cm dan direndam

selama semalaman di dalam air steril.  Pengamatan dilakukan setiap hari,

setiap fungi yang muncul diambil sporanya dengan menggunakan jarum

ose yang disentuhkan pada spora jamur dan dipindahkan pada media PDA

sampai diperoleh kultur murni (Gambar 16). Keseluruhan isolat fungi

yang didapatkan kemudian diberi kode dan dilakukan pengamatan

morfologinya agar tidak ditemukan isolat yang sama yang akan dipakai.

Kemudian dibuat stok pada agar miring terhadap isolat yang diperoleh

untuk keperluan berikutnya.

2. Peremajaan Isolat Fungi

Media PDA yang dibuat dengan modifikasi dari metode Malloch dan

Hobbie (1981) digunakan untuk peremajaan fungi.  Komposisi dari media

PDA tersebut yaitu terdiri dari 200 gram kentang, 20 gram dextrose, dan 15

gram agar yang dilarutkan kedalam 1000 ml aquadest.  Media PDA steril

dituang kedalam cawan petri sebanyak 15-20 ml dan media tersebut

dibiarkan hingga memadat. Satu ose biakan fungi diinokulasikan secara

aseptik dan diletakkan ke dalam cawan petri yang telah berisi media PDA.

Inkubasi dilakukan selama 5-7 hari (Gambar 17).
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3. Seleksi Fungi Penghasil Selulase

Seleksi dilakukan secara kualitatif untuk memilih calon isolat unggulan dan

untuk memilih fungi penghasil selulase yang dilakukan dengan modifikasi

metode dari Teathre dan Wood (1982) yaitu pengujian dengan

menggunakan congo red. Isolat yang diperoleh kemudian dikulturkan pada

media yang mengandung selulosa yaitu dengan menggunakan media 2 lapis

(bilayer) yang sekaligus digunakan untuk pengujian zona jernih (halo).

Komposisi dari media 2 lapis tersebut yaitu terdiri dari lapisan bawah

berupa PDA racik 1/5 resep (40 gram kentang + dextrose 2 % + 15 gram

agar + 1000 ml aquadest) serta lapisan atas terdiri dari Carboxymethyl

Cellulose (CMC) 2 % , agar 15 gram, dan aquadest 1000 ml.  Setelah itu

fungi diinokulasikan di bagian tengah di dalam cawan petri yang telah

berisi media, lalu diinkubasi selama 3-5 hari.  Setelah inkubasi kemudian

dilakukan pengujian zona jernih dengan menggunaakan 0.1 % congo red

yang ditambahkan ke dalam cawan petri dan didiamkan selama 20 menit

pada suhu ruang.  Kemudian media direndam dengan NaCl 1M (jika perlu

didiamkan semalaman) (Gambar 18).

Pembentukan zona jernih (halo) disekitar koloni akan terlihat sebagai

indikasi bahwa isolat tersebut menghasilkan enzim selulase yang mampu

dalam mendegradasi selulosa di media agar.  Penggunaan congo red

merupakan metode yanng sensitif dan cepat untuk mendeteksi fungi

selulolitik, serta penggunaan congo red juga dapat digunakan sebagai

indikator terjadinya degradasi selulosa di media agar.  Isolat yang
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menunjukkan hasil uji positif, dengan melihat dari adanya zona jernih

tersebut kemudian digunakan untuk uji berikutnya.

Perhitungan nilai kapasitas hidrolisis ((hydrolysis capacity (HC)) dapat

dilihat dari kemampuan potensial isolat selulolitik yang diestimasi secara

kualitatif yaitu dengan menghitung rasio diameter zona jernih dan

koloninya (Hendricks, dkk., 1995).

luas zona jernih total
Indeks  Selulolitik =

luas zona koloni

4. Perhitungan Jumlah Spora dan Nilai Viabilitas Spora

Perhitungan jumlah spora dan nilai viabilitas dilakukan pada isolat fungi

yang telah berumur 14 hari menggunakan modifikasi metode dari Prescott

(2002).  Pengambilan spora dilakukan dengan cara dikerok menggunakan

drigalski di dalam cawan petri berisi isolat fungi dan telah ditambahkan

aquadest steril sehingga didapatkan suspensi spora.  Pengenceran

dilakukan dengan diambil sebanyak 1 ml suspensi dan dimasukkan ke

dalam 9 ml aquadest steril untuk mendapatkan dilusi 10-1, selanjutnya

dihomogenkan suspensi tersebut dengan menggunakan vortex mixer agar

diperoleh sebaran spora yang merata(Malloch dan Hobbie, 1981). Suspensi

spora diambil sebanyak 1 ml dari dilusi 10-1 dan dimasukkan ke dalam

tabung reaksi kedua berisi 9 ml aquadest steril sehingga didapatkan dilusi

10-2. Kemudian sebanyak 1-3 tetes dari dilusi 10-2 diambil dengan

menggunakan pipet tetes, lalu diletakkan di atas haemocytometer dan

ditutup menggunakan cover glass (Prescott, 2002).
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Pengamatan haemocytometer dilakukan dibawah mikroskop dengan

mengatur perbesaran lensa objektif hingga didapatkan perbesaran yang

sesuai (Gambar 19).

Perhitungan jumlah spora menggunakan rumus Gabriel dan Riyanto (1989)

yaitu sebagai berikut:

t . d
S = x 106

n . 0.25

Keterangan :
S : Jumlah spora/ml
t : Jumlah total spora dalam kotak sampel yang diamati
d : Tingkat pengenceran
n : Jumlah kotak yang diamati
0,25 : Faktor koreksi penggunaan kotak sampel skala kecil pada

Haemocytometer

Untuk mengetahui viabilitas spora dilakukan perhitungan CFU (Colony

Forming Unit).  Perhitungan CFU dilakukan dengan cara sebanyak 1 ml

suspensi diambil dan dimasukkan ke dalam 9 ml aquadest steril untuk

mendapatkan dilusi 10-1 dan dilakukan pengenceran hingga

10-7 , sama seperti yang dilakukan pada perhitungan jumlah spora.  Setelah

itu, hasil dari pengenceran di-platting dengan cara sebanyak 1 ml suspensi

diambil dari dilusi untuk membuat biakan 10-7 yang dimasukkan ke dalam

cawan petri berisi media PDA yang dibuat dalam 2 cawan terpisah (duplo)

dan digunakan metode pour-plate technique. Inkubasi terhadap fungi

dilakukan selama 3-5 hari (Gambar 20).  Perhitungan koloni secara

kuantitatif dilakukan dengan metode plate count untuk melihat gambaran

tingkat viabilitas spora.
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Berikut rumus yang digunakan menurut Prescott (2002) untuk perhitungan

jumlah koloni per gram bahan:

5. Karakterisasi Fungi Penghasil Selulase

Isolat yang menunjukkan hasil uji positif kemudian dikarakterisasi dengan

dilakukan pengujian suhu, pH dan herbisida sebagai berikut:

a. Suhu

Pada pengujian ini menggunakan variasi suhu yaitu 30 oC, 35 oC dan 37

oC dengan menggunakan media selektif (50 gram kentang, CMC 2%,

dextrose 2 %, 3,75 gram agar dan 250 ml aquadest). Fungi

diinokulasikan dengan 3 kali ulangan ke dalam cawan petri yang sudah

berisi media tersebut kemudian diinkubasi selama 7 hari (Gambar 21).

b. pH

Pada pengujian ini menggunakan variasi pH yaitu pH 3, pH 4 dan pH 5

dengan menggunakan campuran media selektif (50 gram kentang, CMC

2 %, dextrose 2 %, 50 ml aquadest), agar (3,75 gram agar dan 50 ml

aquadest) serta 50 ml larutan buffer sitrat.  Pembuatan larutan buffer

sitrat dengan pH yang digunakan yaitu pH 3, 4 dan 5 yang

menggunakan perbandingan campuran larutan asam sitrat dan natrium

sitrat (Tabel 6).  Apabila pH larutan belum sesuai maka ditambahkan

dengan NaOH atau HCL.  Selanjutnya fungi diinokulasikan dengan 3

Jumlah Koloni
Jumlah koloni per gram bahan = CFU

Faktor Perngenceran
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kali ulangan ke dalam cawan petri yang sudah berisi media tersebut

kemudian diinkubasi selama 7 hari (Gambar 22)..

c. Herbisida

Herbisida yang digunakan yaitu diuron dan ametrin dengan penggunaan

konsentrasi sebanyak 1 %. Media yang digunakan merupakan

campuran dari media selektif (50 gram kentang, CMC 2 %, dextrose 2

%, 3,75 gram agar dan 250 ml aquadest) dengan herbisida 1 %.  Fungi

diinokulasikan dengan 3 kali ulangan ke dalam cawan petri yang sudah

berisi media tersebut kemudian diinkubasi selama 7 hari (Gambar 23).

6. Identifikasi Fungi Penghasil Selulase

Proses identifikasi dilakukan dengan pengamatan secara mikroskopis dan

makroskopis.  Pengamatan secara makroskopis dilakukan dengan melihat

warna koloni dan permukaan koloni. Pengamatan secara mikroskopis

dilakukan menggunakan metode Malloch dan Hobbie (1981) yang dibuat

pada slide culture. Cawan petri yang di dalamnya terdapat kertas filter

lembab, batang penahan steril, dan object glass steril disiapkan. Kemudian

medium agar berukuran 1 cm2 diletakkan kedalam cawan petri secara

aseptik yang diletakkan diatas object glass , isolat fungi diinokulasikan

pada bagian tepi media agar, lalu ditutup dengan cover glass steril.

Inkubasi dilakukan selama 3-5 hari, setelah itu dilakukan pengamatan

dibawah mikroskop (Gambar 24).
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Identifikasi dilakukan dengan melihat morfologi isolat fungi berdasarkan

kunci identifikasi dan dibandingkan dengan acuan buku yang berjudul

Illustrated Genera of Imperfect Fungi 4th Edition (Barnett dan Hunter,

1998); Moulds (Their Isolation, Cultivation, and Identification) (Malloch,

1981) dan Pengenalan Kapang Tropik Umum (Gandjar, dkk., 1999).

E. Analisis Data

Eksperimen dirangkai menggunakan metode Rancangan Acak Lengkap

(RAL) dengan 3 kali ulangan. Data yang diperoleh dari rata-rata perhitungan

indeks selulolitik dianalisis menggunakan Analysis of Variance (ANOVA) dan

jika berpengaruh nyata maka akan dilakukan uji beda nyata terkecil (BNT)

pada taraf 5 %.
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F. Diagram Alir Penelitian

Tahapan penelitian dapat dilihat pada diagram alir berikut:

Gambar 4. Diagram Alir Penelitian

Bahan:
Seresah campuran

Isolasi dengan
moist chamber

Isolat fungi

Pengujian zona
jernih dan

perhitungan
indeks selulolitik

Perhitungan
jumlah spora dan
viabilitas spora

(CFU)

Analisis data

Seleksi fungi

Isolat unggulan

Slide culture : Identifikasi

Karakterisasi
fungi

menggunakan
variasi suhu,

pH dan
herbisida
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V. KESIMPULAN DAN SARAN

A. Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian dan pembahasan dapat disimpulkan bahwa

diperoleh 11 isolat fungi yang berasal dari serasah nanas.  Dari 11 isolat

tersebut diperoleh 5 isolat fungi selulolitik. Isolat yang memiliki kemampuan

selulolitik diantaranya berasal dari genus Aspergillus, Penicillium dan

Paecilomyces.  Isolat yang memiliki kemampuan selulolitik tinggi dengan

nilai indeks selulolitik sebesar 4.0 serta memiliki kemampuan dalam bertahan

hidup yang tinggi pada cekaman asam, suhu 37 oC dan pada herbisida

terdapat pada Bioggp 3 (Aspergillus sp.1).

B. Saran

Disarankan adanya pembuatan inokulum dan pengaplikasian pada setiap

fungi penghasil selulase untuk mengetahui kualitas masing-masing isolat

terhadap kompos serasah.
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