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ABSTRAK

ISOLASI DAN KARAKTERISASI FUNGI LIGNINOLITIK PADA
SERASAH PERKEBUNAN NANAS (Ananas comosus) PT. GREAT GIANT
PINEAPPLE (GGP) TERBANGGI BESAR LAMPUNG TENGAH

Oleh

Inten Wahyuningtias

Di perkebunan nanas proses dekomposisi lignin berlangsung sangat lambat
karena struktur kimia lignin yang kompleks sehingga bersifat recalcitrant atau
sulit dirombak. Oleh karena itu perlu ditambahkan bioaktivator untuk
mempercepat proses degradasi lignin, salah satunya dengan memanfaatkan fungi
ligninolitik. Penelitian ini bertujuan untuk mengisolasi dan menyeleksi fungi
yang memiliki kemampuan ligninolitik dari perkebunan nanas PT. Great Giant
Pineapple (GGP) Terbanggi Besar Lampung Tengah serta mengetahui
karakteristik isolat fungi yang memiliki kemampuan ligninolitik dari serasah
perkebunan nanas.

Pengambilan serasah dilaksanakan di perkebunan nanas PT. Great Giant
Pineapple (GGP) Terbanggi Besar Lampung Tengah. Isolasi dan karakterisasi
dilakukan di Laboratorium Mikrobiologi Jurusan Biologi FMIPA Universitas

Lampung, pada bulan Desember 2018 sampai dengan Maret 2019. Isolasi
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dilakukan dengan metode Moist Chamber. Perlakuan seleksi isolat fungi
ligninolitik disusun dengan Rancangan Acak Lengkap (RAL) dengan 3 kali
ulangan. Parameter dalam penelitian ini meliputi rasio zona warna, perhitungan
jumlah spora dan perhitungan CFU (Colony Forming Unit). Lalu isolat fungi
yang memiliki kemampuan ligninolitik dikarakterisasi kemampuan tumbuhnya
pada kondisi pH, suhu dan herbisida berbeda, lalu diidentifikasi secara
makroskopis dan mikroskopis. Kemudian data hasil pengamatan dianalisis secara
deskriptif.

Hasil dari penelitian ini yaitu diperoleh 11 isolat fungi dari serasah
perkebunan nanas PT. Great Giant Pineapple (GGP) dan terdapat 2 isolat yang
memiliki kemampuan ligninolitik yaitu Bioggp 2 (Trichoderma sp. 1) dan Bioggp
5 (Trichoderma sp. 2). Trichoderma sp. 1 dan Trichoderma sp. 2 menunjukkan
pertumbuhan yang baik pada kondisi asam (pH 5) dan suhu 30 °C serta tahan

terhadap pengaruh herbisida Diuron.

Kata kunci: fungi ligninolitik, isolasi, karakterisasi, lignin, serasah nanas
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I. PENDAHULUAN

A. Latar Belakang

Lampung merupakan Provinsi penghasil nanas terbesar dengan produksi
sebesar 633.095 ton atau 35,25 persen dari total produksi nasional
(Subdirektorat Statistik Hortikultura, 2017). Keberadaan PT. Great Giant
Pineapple (GGP) sebagai perusahaan nanas di Kabupaten Lampung Tengah
menyebabkan produksi nanas di Provinsi Lampung dikuasi oleh Kabupaten
tersebut. Saat ini PT. Great Giant Pineapple (GGP) tercatat sebagai tiga
besar produsen nanas kalengan di dunia (Respati, 2016). Semakin
meningkatnya produksi nanas tersebut, maka limbah yang dihasilkan

perkebunan nanas juga akan semakin meningkat.

Nanas merupakan tanaman tahunan, tanaman ini harus diganti dengan
tanaman nanas yang baru setelah 2-3 kali panen, dengan demikian banyak
limbah daun nanas yang dihasilkan setelah pasca panen. Daun nanas sendiri
memiliki komposisi kimia serat daun seperti lignin sebesar 4,4-4,7 % (Onggo
dan Jovita, 2005). Lignin merupakan polimer fenilpropanoid yang
strukturnya heterogen dan sangat kompleks sehingga bersifat recalcitrant

atau sulit dirombak. Lebih dari 30 % lignin menyusun material tumbuhan,



sehingga kayu mendapatkan kekuatan terhadap serangan mikroorganisme

(Orth et al., 1993).

Selain komponen penyusun utama pada tumbuhan berpembuluh yang
memberikan kekuatan dan kekakuan pada tumbuhan lignin juga berikatan
pada humat tanah dan kompos, sehingga komposisi substansi humat tanah
akan dipengaruhi oleh kandungan lignin pada bahan organik tanah dan
heterogenitasnya. Di lingkungan proses dekomposisi lignin berlangsung
sangat lambat karena struktur kimia lignin yang kompleks, heterogen, tidak
larut dalam air dan aromatik (Martina et al., 2013). Oleh karena itu perlu
ditambahkannya bioaktivator untuk mempercepat proses degradasi lignin,

salah satunya dengan memanfaatkan fungi ligninolitik.

Fungi juga dapat hidup pada sisa tumbuhan atau hidup melekat pada
organisme lain. Fungi memiliki kemampuan dan fungsi yang berbeda-beda
sesuai dengan lingkungan yang ditinggalinya. Salah satu media yang biasa
digunakan untuk tempat tumbuhnya adalah batang kayu. Fungi yang tumbuh
pada batang kayu memiliki kemampuan dalam menguraikan substansi kayu.
Berdasarkan kemampuan menguraikan substansi kayu, fungi dibagi kedalam
2 kelompok yaitu kelompok white rot dan brown rot. Kelompok fungi yang
mampu menguraikan lignin, selulosa dan hemiselulosa yaitu kelompok white
rot (Hammel, 1997). Sedangkan kelompok fungi yang hanya dapat
menguraikan selulosa dan hemiselulosa yaitu kelompok dari brown rot

(Artiningsih, 2006).



Peranan fungi pengurai lignin dalam bidang industri dan pengolahan limbah
serta lingkungan sangatlah penting, oleh karena itu penelitian dalam bidang
ini terus dikembangkan, agar semakin banyak ditemukan fungi yang memiliki
kemampuan ligninolitik sehingga mampu dikembangkan dan dapat dijadikan

sebagai sumber inokulum yang dapat mempercepat proses pengomposan.

Tujuan Penelitian

Tujuan dari penelitian ini adalah:

1. Mengisolasi dan menyeleksi fungi yang memiliki kemampuan ligninolitik
dari perkebunan nanas PT. Great Giant Pineapple (GGP) Kecamatan
Terbanggi Besar, Kabupaten Lampung Tengah, Provinsi Lampung.

2. Mengetahui karakteristik fungi ligninolitik dari serasah perkebunan nanas.

Manfaat Penelitian

Hasil dari penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi ilmiah
mengenai jenis dan karakter fungi ligninolitik serta kemampuannya dalam
mendegradasi senyawa lignin yang diperoleh dari perkebunan nanas PT.
Great Giant Pineapple (GGP) Kecamatan Terbanggi Besar, Kabupaten
Lampung Tengah, Provinsi Lampung serta dapat menjadi acuan bagi

penelitian yang terkait selanjutnya.

Kerangka Pikir

PT. Great Giant Pineapple (GGP) Kecamatan Terbanggi Besar, Kabupaten

Lampung Tengah, Provinsi Lampung memiliki perkebunan nanas yang luas



dan memiliki serasah nanas yang banyak. Nanas merupakan tumbuhan yang
tersusun atas senyawa lignin cukup tinggi, lignin merupakan senyawa
kompleks, sehingga serasah nanas sulit untuk didegradasi secara alamiah,
oleh karena itu perlu adanya bioaktivator untuk mempercepat degradasi
senyawa lignin salah satunya dengan bantuan fungi ligninolitik. Lingkungan
yang mendukung seperti banyaknya sisa-sisa tumbuhan nanas memungkinkan

adanya pertumbuhan fungi ligninolitik sangat tinggi.

Sehingga penelitian ini dilakukan isolasi fungi saprotrof pada serasah yang
diambil dari perkebunan nanas PT. Great Giant Pineapple (GGP)
Kecamatan Terbanggi Besar, Kabupaten Lampung Tengah, Provinsi
Lampung dengan metode Moist Chamber. Isolat yang sudah didapat
kemudian diseleksi kemampuan ligninolitiknya, dengan cara pengujian
kualitatif ligninolitik dengan mendegradasi lignin yaitu dengan
menumbuhkannya pada media penguji kualitatif yang diperkaya guaiacol
dengan 3 kali ulangan, munculnya warna coklat gelap mengindikasikan
adanya reaksi oksidasi guaiacol dan merupakan tanda positif dihasilkannya
enzim pendegradasi lignin. Selanjutnya isolat fungi yang memiliki
kemampuan ligninolitik diuji produksi dan viabilitas sporanya. Produksi
spora dihitung dengan menggunakan haemocytometer dan viabilitas spora
dengan perhitungan nilai CFU (Colony Forming Unit). Selanjutnya isolat
fungi yang memiliki kemampuan ligninolitik dikarakterisasi kemampuan
tumbuhnya pada kondisi pH, suhu dan herbisida yang berbeda. Kemudian
isolat fungi yang memiliki kemampuan ligninolitik diidentifikasi secara

makroskopis dan mikroskopis, secara makroskopis dengan melihat warna



koloni. Secara mikroskopis melalui teknik slide culture, lalu diamati
morfologinya di bawah mikroskop seperti bentuk hifa (bersekat atau tidak
bersekat) dan bentuk spora. Kemudian hasilnya dicocokan dengan buku

acuan identifikasi. Data yang diperoleh kemudian dianalisis secara deskriptif.

Hipotesis

Hipotesis dari penelitian ini adalah :

1. Didapatkan isolat fungi ligninolitik dari serasah perkebunan nanas PT.
Great Giant Pineapple (GGP) Kecamatan Terbanggi Besar, Kabupaten
Lampung Tengah, Provinsi Lampung, ditandai dengan munculnya warna
coklat gelap pada media penguji yang diperkaya guaiacol.

2. Tumbuhnya isolat fungi ligninolitik pada media penguji kualitatif dengan

kondisi suhu, pH, dan herbisida yang berbeda.



Il. TINJAUAN PUSTAKA

A. Nanas (Ananas comosus (L.) Merr.)

Nanas atau dalam bahasa ilmiah Ananas comosus (L.) Merr. merupakan
tanaman asli dari negara Brazilia, Argentina dan Paraguay. Pada saat ini
tanaman nanas sudah tersebar di seluruh negara yang beriklim tropis. Di
Indonesia, awalnya tanaman nanas hanya ditanam di pekarangan rumah saja,
namun seiring perkembangan tanaman nanas kemudian ditanam di lahan

kering dan dijadikan sebagai tanaman perkebunan (Adawiyah, 2010).

Tanaman nanas hidupnya bersifat tahunan. Tanaman nanas berbentuk semak
yang terdiri dari akar, batang, daun, bunga, buah dan tunas-tunas. Sistem
perakaran tanaman nanas terbatas, berakar serabut (monocotyledonae),
melekat pada pangkal batang dan akar-akarnya dapat dibedakan menjadi akar
tanah dan akar samping. Menurut Riama et al. (2012) tinggi tanaman nanas
mencapai 50-150 cm, daunnya memanjang seperti pedang dengan panjang
80-150 cm dan tepi daun berduri maupun tidak berduri. Nanas merupakan
tanaman xerofit atau tanaman yang sangat tahan terhadap kondisi kekeringan.
Tanaman nanas berbunga pada umur 15-22 bulan, bergantung pada asal bibit

dan kondisi lingkungan.



Menurut APG (2003) klasifikasi tanaman nanas adalah sebagai berikut:

Kerajaan  : Plantae

Divisi : Magnoliophyta

Kelas : Liliopsida

Bangsa : Poales

Suku : Neliaceae

Marga : Ananas

Jenis : Ananas comosus (L.) Merr.
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Gambar 1. Bagian-bagian Nanas (Sumber: Rukmana, 1996).

Nanas queen dan nanas smooth cayenne merupakan varietas yang sudah lama
dikembangkan di Indonesia. Nanas queen memiliki daun yang pendek
berduri tajam, dan buahnya lonjong mirip kerucut, memiliki rasa yang lebih
manis dari nanas smooth cayenne. Sedangkan nanas smooth cayenne

memiliki daun yang halus, tidak berduri, dan buahnya besar. Perkebunan PT.



Great Giant Pineapple menghasilkan buah nanas varietas smooth cayenne
dengan hasil sampingan berupa sisa tanaman nanas antara lain, daun

sebanyak 90 %, tunas batang 9 %, dan batang 1 % (Wardani, 2018).

Menurut Onggo dan Jovita (2015) komposisi kimia serat daun nanas adalah

sebagai berikut:

Tabel 1. Komposisi Kimia Serat Daun Nanas

Komposisi kimia serat daun nanas Nilai (%)
Selulosa 69,5-71,5
Pentosan 17,0-17,8
Lignin 4,447
Pektin 1,0-1,2
Lemak dan Wax 3,0-33
Abu 0,7-0,8
Zat-zat lain (protein, asam organik, 45-53
dil).

Lignin

Lignin merupakan suatu gabungan beberapa senyawa dengan ikatan yang
kuat mengandung karbon, hidrogen, dan oksigen serta merupakan komponen
utama penyusun lignoselulosa. Lignin memiliki inti dengan satu unit
aromatik dan berstruktur rantai yang mengandung unit dasar fenil propane,

dengan gugus metoksi berkadar 5-15 % (Anggorodi, 1990).

Komposisi dan struktur lignin tergantung pada genetik. Semakin
bertambahanya umur tanaman maka kadar lignin juga bertambah, akibatnya
daya cerna semakin rendah (Jouany, 1991). Lignin memberikan bentuk yang

kokoh terhadap tanaman, terutama terkonsentrasi pada lamela tengah dan



lapisan dinding sel. Lignin tersebut terbentuk selama proses lignifikasi
jaringan tanaman. Lignin juga membentuk ikatan yang kuat dengan
polisakarida yang melindungi polisakarida dari degradasi mikroba (Steffen,
2003). Selain itu Lignin sangat tahan terhadap degradasi kimia termasuk
degradasi enzimatik. Menurut penelitian Irawan et al. (2014) Geotrichum sp.
merupakan salah satu fungi saprofit yang memiliki sifat lignoselulolitik yaitu

fungi yang dapat mendegradasi lignin.

Lignin memiliki struktur yang rumit dan ikatan yang bersifat non-
hydrolysable sehingga lebih sulit dipecah dibandingkan selulosa dan
hemiselulosa. Molekul lignin tersusun atas 3 sub unit yaitu, hidroksifenol (H-
type), guaiacyl (G-type) dan syringil (S-type). Strukturnya juga tidak
mempunyai ikatan tunggal yang berulang antar sub unitnya dan bahkan
bersifat random dengan paling tidak ada 10 jenis ikatan (Tuomela et al.,
2000). Fraksi lignin tidak hanya berisi lignin tetapi juga kutin dan tanin
(Knabner, 2002). Lignin tidak hanya mengeraskan mikrofibrilselulosa,
namun juga berikatan secara fisik dan kimia dengan hemiselulosa. Adanya
ikatan aril eter yang terdiri dari carbon-oxygen (ether) dan carbon-carbon (C-
C) menyebabkan lignin dapat bertahan terhadap hidrolisis (Parthasarathi et

al., 2011).



Berikut adalah struktur kimia penyusun lignin:

H,OH GH,OH H,OH G7
H H H B
H H H [
\J
OCH, CH,0 ocH, X
OH OH
Para Kumaril Alkohol  Koniferil Alkohol Sinapil Alkohol Model Kerangka C

Gambar 2. Struktur Kimia Penyusun Lignin (Sumber: Steffen, 2003)

Gambar 3. Struktur Kimia Lignin (Sumber: Hammel, 1997)

10
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Lignin memiliki susunan yang komplek dan sulit untuk terdegradasi sehingga
degradasi lignin dapat dilakukan oleh enzim ekstraseluler suatu
mikroorganisme (Lankinen, 2004). Menurut Niati (2017) proses degradasi
lignin dimulai ketika jamur pelapuk putih menembus dan membentuk koloni
dalam sel kayu, kemudian mengeluarkan enzim yang berdifusi melalui lumen
dan dinding sel. Jamur pelapuk putih tersebut menyerang komponen lignin
dari kayu hingga menyisakan selulosa dan hemiselulosa sehingga pelapukan
selanjutnya mudah dilakukan. Lignin berfungsi memberikan kekakuan
kepada tanaman, mempertahankan kekuatan dinding, dan permeabilitas serta
membantu transport air. Kerusakan lignin akibat proses anaerobik lambat
dikarenakan bentuk cincin aromatik tahan terhadap proses anaerobik oleh

karena itu lignin tahan serangan mikroorganisme (Bismarck et al, 2005).

Seperti hemiselulosa, biasanya lignin larut dalam air pada suhu 180 °C dalam
kondisi netral (Olesen dan Plackett, 1999). Tidak ada metoda yang mapan
untuk mengisolasikan lignin dalam kondisi asli dari serat. Lignin tidak
terhidrolisis oleh asam, namun dalam alkali panas lignin dapat larut, lignin
juga dapat teroksidasi, dan terkondensasi dengan mudah oleh fenol (Bismarck
et al., 2005). Selain itu lignin berfungsi untuk melindungi hemiselulosa dan

selulosa dari aksi kimiawi (Schlegel dan Schmidt, 1994).

Ligninase

Ligninase adalah enzim yang mampu mendegradasi komponen lignin pada
dinding sel tumbuhan (Aurora et al., 1992). Secara umum, enzim ligninase

terbagi menjadi dua kelompok utama yaitu laccase (Lac) dan peroksidase
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(Perez et al., 2002). Peroksidase sendiri terbagi menjadi dua yaitu lignin
peroksidase (LiP) dan manganese peroksidase (MnP) (Chahal dan Chahal,

1998).

Lignin peroksidase (LiP) merupakan enzim peroksidase ekstraseluler yang
mengandung heme dan aktivitasnya bergantung pada H,O,, mempunyai
potensial redoks yang besar dan pH optimum yang rendah (Gold dan Alic,
1993). LiP mengoksidasi inti aromatik (fenolik dan non-fenolik) dan
menghasilkan radikal kation dan fenoksil melalui pelepasan satu elektron
(Akhtar, Blanchette dan Kirk, 1997). Sedangkan manganese peroksidase
(MnP) merupakan heme peroksidase ekstraseluler yang membutuhkan Mn?*
sebagai substrat pereduksinya, Mn?* dioksidasi menjadi Mn**, yang
selanjutnya mengoksidasi struktur fenolik menjadi radikal fenoksil. Mn**
yang terbentuk tersebut sangat reaktif dan membentuk kompleks dengan
mengkelat asam organik seperti asam oksalat atau malat (Cui dan Dolphin,
1990; Kishi et al., 1994). Radikal fenoksil bereaksi dan melepaskan CO,.
MnP merupakan salah satu peroksida pendegradasi lignin yang dihasilkan
oleh beberapa kapang pelapuk kayu dan pengurai serasah. Enzim
ekstraseluler ini biasanya mempunyai berat 40-50 Kda, aktif pada pH antara
3-4 (Hofrichter, 2002). Laccase adalah fenol oksidasi yang mengandung
tembaga dan tidak membutuhkan H,O, tetapi menggunakan molekul oksigen
(Thurston, 1994). O, tersebut direduksi menjadi H,O dalam substrat fenolik
melalui reaksi melepas satu elektron dan membentuk radikal bebas yang
dapat disamakan dengan radikal kation yang terbentuk pada reaksi MnP

(Kersten et al., 1990).
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D. Serasah

Serasah merupakan bahan-bahan yang sudah mati yang terdapat di atas
permukaan tanah yang nantinya akan mengalami dekomposisi dan
mineralisasi (Aprianis, 2011). Menurut Bargali et al. (2015) tanaman
menghasilkan bahan organik yang disebut serasah, yang kemudian bahan
organik ini akan dikembalikan ke dalam tanah. Serasah tanaman dapat
berupa daun, batang, ranting, atau akar. Lepasnya organ tumbuhan seperti
daun, bunga, buah, dan bagian lain merupakan peristiwa jatuhnya serasah
yang terjadi di luar organ tumbuh-tumbuhan, peristiwa tersebut merupakan
input bahan material organik pada tanah dan siklus hara serta aliran energi

(Chairul, 2010).

E. Fungi

Fungi merupakan organisme eukariyotik, bersifat heterotrof dan memiliki
siklus reproduksi seksual dan juga aseksual. Pertumbuhan fungi berbentuk
filamen, bersel tunggal dan yeast. Dinding sel pada fungi tersusun atas kitin
dan selulosa. Selain itu fungi tidak berklorofil (Gandjar et al., 1999). Fungi
memiliki inti sel yang jelas, sitoplasma dilapisi oleh membran, memiliki
selaput inti dan selaput organel, serta membran selnya mengandung sterol dan
aliran sitoplasma oleh karena itu fungi disebut organisme eukariyotik (Noor,

2006).

Fungi merupakan organisme yang tersusun atas benang-benang yang disebut

hifa, kumpulan benang hifa yang membentuk jala disebut miselium.
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Umumnya hifa berdinding, berinti banyak (multinukleat), atau berinti tunggal
(mononukleat), dan memperoleh nutrien dengan cara absorpsi (Gandjar et al.,
2006). Berdasarkan bentuknya hifa dibedakan menjadi dua macam, yaitu hifa
bersepta dan hifa tidak bersepta. Hifa bersepta yaitu ciri dari fungi tingkat
tinggi, atau yang termasuk Eumycetes. Sedangkan hifa yang tidak bersepta
yaitu ciri fungi tingkat rendah, atau yang termasuk Chytridiomycota. Hifa
adalah sel yang memanjang, bercabang-cabang, yang terdiri atas sitoplasma
dengan banyak inti (soenositik) (Sumarsih, 2003). Terdapat dua macam
miselium pada fungi yaitu miselium vegetatif dan miselium fertil. Miselium
vegetatif tumbuh secara vertikal dan berfungsi menyerap nutrisi pada
substrat. Menurut Deacon (1997) makanannya disimpan dalam bentuk
glikogen. Miselium fertil tumbuh secara horizontal membentuk spora dan

berfungsi dalam proses perkembangbiakan (Gandjar et al., 2006).

Menurut Rao (1994) fungi berkembang biak dengan cara seksual dan
aseksual. Perkembang biakan secara seksual terjadi ketika hifa berkonjugasi
atau ketika sporangia askus dan basidia terbentuk. Sedangkan perkembang
biakan secara aseksual terjadi dengan fragmentasi secara mitosis dengan atau

tanpa diselingi daur perkembangbiakan yang jelas (Paul dan Clark, 1996).

Menurut Sumarsih (2003) sebagai makhluk heterotrof, fungi mempunyai 3
sifat sebagai berikut:
1. Parasit Obligat

Parasit obligat merupakan sifat fungi yang hanya dapat hidup pada

inangnya, sedangkan saat di luar inangnya fungi ini tidak dapat hidup.



Contohnya, Pneumonia carinii yaitu khamir yang menginfeksi paru-paru
penderita AIDS.

2. Parasit Fakultatif
Parasit fakultatif merupakan fungi yang ketika mendapatkan inang yang
sesuai maka fungi tersebut bersifat parasit, tetapi ketika mendapatkan
inang yang tidak cocok maka fungi ini bersifat saprofit.

3. Saprofit
Saprofit adalah fungi pelapuk dan pengubah susunan zat organik yang

sudah mati. Organisme yang telah mati seperti kayu tumbang dan buah
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jatuh akan diserap oleh fungi saprofit sebagai makananya. Sebagian besar

enzim hidrolase dikeluarkan oleh fungi saprofit pada substrat makanan

untuk mendekomposisi molekul kompleks menjadi molekul sederhana

sehingga mudah diserap oleh hifa. Selain itu, bahan-bahan organik dalam

bentuk sederhana yang dikeluarkan oleh inangnya juga dapat langsung

diserap oleh hifa fungi saprofit.

Simbiosis mutualisme merupakan cara hidup fungi yang lainnya. Menyerap

makanan dari organisme lain dan menghasilkan zat tertentu yang bermanfaat

bagi simbionnya merupakan cara hidup fungi dengan bersimbiosis. Mikoriza

dan liken merupakan contoh cara hidup bersimbiosis antara fungi dengan

tanaman.

Fungi saprotrof membutuhkan nutrisi dari sisa-sisa organisme dalam bentuk

organik karena fungi ini tidak memiliki klorofil dan bersifat heterotrof

sehingga tidak dapat membuat makanannya sendiri (Dwidjoseputro, 1978).
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Sisa-sisa organisme dalam bentuk organik yang dibutuhkan fungi yaitu
glukosa, asam-asam organik, disakarida, polisakarida, pektin, selulosa, dan
lignin sebagai sumber energi (Alexander, 1997). Sebagai sumber energinya,
fungi hanya dapat memanfaatkan nutrien dalam bentuk monosakarida dan
asam amino, jika yang tersedia dalam bentuk disakarida atau polisakarida,
maka fungi mengeluarkan enzim ekstraseluler terlebih dahulu yang berfungsi
melakukan proses depolimerisasi yaitu pemecahan senyawa polimer
kompleks menjadi senyawa sederhana, untuk mendegradasinya terlebih

dahulu (Campbell et al., 2002).

Menurut Kilham (2006) di alam mikrofungi selain menyusun sebagian besar
biomasa tanah, mikrofungi juga berperan sebagai dekomposer utama pada
proses dekomposisi bahan organik. Dalam ekosistem, mikrofungi memiliki
peran aktif yaitu sebagai pendegradasi bahan organik dan agregasi tanah serta
hidup di sisa-sisa bahan organik dan sampah. Mikrofungi mendapatkan
sumber energi dan nutrien dari sisa-sisa tumbuhan dan hewan dengan cara
mengurai bahan organik kompleks menjadi bahan anorganik (Noor, 2006),
menyerap sebagian hasil penguraian tersebut dan melepaskan bahan yang
sederhana yang dapat digunakan kembali oleh tanaman sebagai sumber
nutrisi (Sunarto, 2003). Fungi saprotrof menguraikan bahan organik dalam
tanah dan menghasilkan bahan yang mirip dengan humus dalam tanah.
Humus merupakan habitat untuk mikroba (Rao, 1994). Pada penelitian
Irawan et al.(2014) didapatkann fungi yang bersifat lignoliitik, xilanolitk dan

selulolitik yang diisolasi dari kompos.
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Menurut Deacon (1997) berdasarkan jenis substrat, kondisi lingkungan serta

interaksinya dengan organisme lain, fungi saprotrof dibagi ke dalam 5

kelompok sebagai berikut:

1. Fungi Patogen dan Parasit Lemah
Fungi ini biasanya tumbuh dengan menggunakan senyawa terlarut dari
inang di awal fase dekomposisi dan merupakan kompetitor lemah pada
dekomposisi serasah contonya yaitu, Alternaria spp., Cladosporium
herbarum dan Botrytis cinerea.

2. Fungi Saprotrof Pioner
Merupakan kompetitor yang baik dan biasanya menggunakan substrat
senyawa terlarut sederhana, tumbuh cepat dan siklus hidupnya pendek.
Contohnya yaitu, Mucor, Rhizopus dan Phytium spp.

3. Fungi Pendegradasi Polimer
Substrat polimer seperti selulosa, hemiselulosa, dan khitin, mampu
digunakan oleh fungi ini, mengeluarkan antibiosis untuk mempertahankan
sumberdaya , dan mempunyai susbstrat spesifik. Contohnya yaitu,
Fusarium, Chaetomium, Humicola dan Trichoderma.

4. Fungi Pendegradasi Senyawa Rekalsitrans
Senyawa rekalsitrans seperti lignin mampu didegradasi oleh fungi ini dan
mempunyai substrat spesifik. Contohnya yaitu, Mycena galopus,
Marasmius oreades, dan Phanaerochaete chrysoporium.

5. Fungi Oportunis Sekunder
Nutrien yang berasal dari sisa sisa fungi lainnya digunakan oleh fungi ini,

toleran terhadap metabolit fungi lain dan biasanya antagonistik.
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Contohnya yaitu, Thermomyces lanuginosis, Phytium oligandrum dan

Mortierella spp.

Gandjar et al. (2006) menyatakan faktor yang dapat mempengaruhi

pertumbuhan fungi yaitu sebagai berikut:

1. Substrat
Substrat merupakan sumber nutrien utama bagi fungi. Nutrien baru dapat
dimanfaatkan setelah fungi mengekskresikan enzim-enzim ekstraseluler
yang dapat mengurai senyawa-senyawa kompleks dari substrat menjadi
senyawa-senyawa yang lebih sederhana. Fungi yang tidak dapat
menghasilkan enzim ekstraseluler sesuai komposisi substrat maka fungi
tidak dapat memanfaatkan nutrien-nutrien dalam substrat tersebut.

2. Kelembaban
Fungi tingkat rendah seperti Rhizopus atau Mucor memerlukan
lingkungan dengan kelembapan nisbi 90%, sedangkan kapang
Aspergillus, Penicillium, Fusarium, dan banyak hypomycetes lainnya
dapat hidup pada kelembaban nisbi yang lebih rendah, yaitu 80%.
Dengan mengetahui sifat-sifat fungi ini penyimpanan bahan pangan dan
materi dapat dicegah kerusakannya.

3. Suhu
Berdasarkan kisaran suhu lingkungan yang baik untuk pertumbuhan
fungi, fungi dapat dikelompokkan sebagai fungi psikrofil yaitu fungi yang
mampu tumbuh pada kisaran suhu 0-30 °C, mesofil yaitu fungi yang
mampu tumbuh pada kisaran suhu 25-37 °C, dan termofil yaitu fungi yang

mampu tumbuh pada kisaran suhu 40-74 °C.
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4. Derajad Keasaman (pH)
pH substrat sangat penting untuk pertumbuhan fungi, karena enzim-enzim
tertentu hanya akan mengurai suatu substrat sesuai dengan aktivitasnya

pada pH tertentu. Umumnya fungi dapat hidup dengan pH dibawah 7,0.

F. Pembentukan Spora

Sporulasi yaitu suatu respon karena adanya penurunan kadar nutrisi dalam
medium terutama sumber karbon dan nitrogen. Apabila sel membuat
repressor dari senyawa yang terkandung dalam medium untuk mencegah
terjadinya sporulasi maka pengaturan pembentukan spora bersifat negatif.
Sporulasi akan terjadi jika proses tersebut menurun (Moat et al., 2002). Pada
akhir fase logaritmik dan awal fase stasioner sporulasi atau pembentukan

spora ini terbentuk (Fardiaz, 1992).

Terdapat dua macam sporulasi pada fungi yaitu secara aseksual dan secara
seksual. Secara aseksual yaitu dengan pembentukan spora yang mengalami
pembelahan mitosis dalam kantung spora dan selanjutnya spora dikeluarkan
ke lingkungan (Solomon et al., 2008). Sedangkan pembentukan spora secara
seksual yaitu dilakukan dengan cara fusi pada sel fungi yang haploid.
Apabila dua hifa memiliki genetik yang cocok maka hifa tersebut akan
mendekat, lalu sitoplasmanya menyatu (plasmogamy) kemudian
menghasilkan sel dengan dua inti haploid. Pada waktu tertentu dua inti sel
haploid tersebut akan berfusi, proses ini disebut karyogami. Hasil fusi ini
disebut sebagai zigot nukleus yang bersifat diploid dan akan mengalami

meiosis untuk menghasilkan gamet spora haploid kembali (Moore dan
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Landecker, 1972). Fungi yang berada pada fase teleomorf bisa ditemukan
dalam kondisi struktur spora seksual. Fungi yang berada pada fase anamorf
bisa ditemukan dalam kondisi struktur spora aseksual (Webster dan Weber,
2007). Berbeda dengan sel somatik fungi, spora pada fungi menghasilkan

struktur yang khusus.

Sporulasi dipengaruhi oleh sumber nitrogen, selain itu sumber nitrogen juga
mempengaruhi hasil metabolit primer ataupun sekunder. Pertumbuhan dan
sporulasi dapat dipacu pula oleh beberapa asam amino seperti asam aspartat,
asam glutamat, alanin serta ion Mg?*, Mn?*, Zn®*, dan Ca®* dalam konsentrasi
yang cukup (Dulmage et al., 1990). Selain itu suhu dan pH juga berpengaruh
terhadap proses pertumbuhan. Alaminya pada pH netral fungi cenderung
tumbuh baik, karena reaksi enzimatis dipengaruhi oleh pH. Pada kondisi
terlarut protein cenderung mudah berinteraksi dengan pelarutnya, apabila pH
larutan mengalami perubahan baik diatas atau dibawah pH optimum, maka
akan langsung bersentuhan dengan sisi aktif enzim sehingga akan terjadi

penurunan aktivitas enzim dengan cepat.

Menurut Singh et al. (2008) perpindahan proton di dalam membran sel
dipengaruhi oleh perubahan pH. Sehingga akan mengganggu proses
sporulasi. Suhu berperan penting dalam proses pertumbuhan dan
pembentukan metabolit. Peningkatan suhu diatas optimum dapat
mengakibatkan penurunan dan kematian sel. Suhu juga mempengaruhi
proses produksi. Suatu produksi akan terbatas jika suhu dalam keadaan tinggi

karena pada struktur stabil enzim terjadi pemutusan ikatan ion dan hidrogen
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sehingga denaturasi akan terjadi (Shuler dan Kargi, 2002). Denaturasi
menyebabkan jumlah protein menurun akibatnya pembentukan spora juga

menurun.

Menurut Deacon (2005) berikut merupakan beberapa karakteristik yang

penting dari spora yang membedakannya dengan sel tubuh fungi yang lain:

1. Dinding spora lebih tebal, dengan tambahan lapisan atau tambahan pigmen
seperti melanin.

2. Sitoplasma spora padat, dan beberapa organela seperti RE dijumpai kurang
berkembang.

3. Kadar air spora rendah, tingkat respirasi rendah, dan tingkat sintesis
protein dan asam nukleat rendah.

4. Spora memiliki materi penyimpanan energi seperti lemak, glikogen atau

trehalose.



I11. METODE PENELITIAN

A. Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Desember 2018 sampai dengan Maret
2019. Pengambilan bahan serasah campuran untuk isolasi fungi saprotrof
dilakukan di perkebunan nanas PT. Great Giant Pineapple (GGP) Kecamatan
Terbanggi Besar, Kabupaten Lampung Tengah, Provinsi Lampung. Isolasi,
seleksi, karakterisasi, dan identifikasi fungi dilakukan di Laboratorium
Mikrobiologi Jurusan Biologi Fakultas Matematika dan limu Pengetahuan

Alam Universitas Lampung, Bandar Lampung.

B. Alat dan Bahan Penelitian

1. Alat

Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah hotplate magnetik stirer,
autoclave, timbangan digital, vortex mixer, laminar airflow cabinet,
inkubator kapang, freezer, mikroskop, haemocytometer, bunsen, gelas
beaker, erlenmeyer, gelas ukur, tabung reaksi, cawan petri, pipet
volumetri, mikropipet, mikrotip, pipet tetes, ose runcing, gelas objek, gelas
penutup, scalpel, tusuk gigi, sendok, corong plastik, sumbat, alumunium

foil, tisu dan alat tulis.
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2. Bahan

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah media PDA racik,
media penguji kualitatif ligninolitik, guaiacol liquid, aquades, alkohol
70%, asam sitrat, trinatrium sitrat, NaOH, HCL, Ametrin, Diuron, spirtus,
lactophenol cotton blue, serasah nanas dan tanah yang diambil dari
perkebunan PT. Great Giant Pineapple (GGP) Kecamatan Terbanggi

Besar, Kabupaten Lampung Tengah, Provinsi Lampung.

C. Rancangan Penelitian

Penelitian ini diawali dengan pengambilan bahan serasah campuran sumber
isolat fungi di perkebunan nanas PT. Great Giant Pineapple (GGP),
dilakukan dengan metode Pourposive Sampling. Isolat fungi yang diperoleh
kemudian diinokulasikan pada media penguji kualitatif ligninolitik yang
diperkaya guaiacol dengan mengikuti metode OKino et al. (2000). Tahap
seleksi fungi ligninolitik menggunakan metode Rancangan Acak Lengkap
(RAL) dengan membuat 3 kali ulangan dan dilakukan pengamatan setelah 7
hari inkubasi. Kemudian hasil rata-rata nilai seleksi tersebut digunakan untuk
menetapkan isolat yang mempunyai kemampuan tertinggi dalam
mendegradasi lignin. Produktivitas isolat fungi ligninolitik diketahui dengan
menghitung jumlah spora dan viabilitas spora diketahui dengan menghitung
nilai CFU (Colony Forming Unit). Tahap selanjutnya dilakukan karakterisasi
isolat fungi ligninolitik dengan menggunakan metode Rancangan Acak
Lengkap (RAL) dengan membuat 3 kali ulangan yaitu dengan perlakuan

kondisi asam meliputi variasi pH mulai dari pH 3, pH 4 dan pH 5, sehingga
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diperoleh 9 satuan penelitian. Perlakuan kondisi suhu meliputi variasi suhu
mulai dari 30 °C, 35 °C dan 37 °C, sehingga diperoleh 9 satuan penelitian.
Perlakuan kondisi zat kimia meliputi variasi herbisida yaitu ametrin dan
diuron, sehingga diperoleh 6 satuan penelitian. Selanjutnya dilakukan
identifikasi anggota isolat fungi ligninolitik secara makroskopis dan
mikroskopis melalui teknik slide culture. Data yang didapat dianalisis secara

deskriptif.

D. Prosedur Kerja

1. Isolasi Fungi

Isolasi dilakukan dengan menggunakan bahan serasah campuran yang
diambil dari perkebunan nanas PT. Great Giant Pineapple (GGP)
Kecamatan Terbanggi Besar Kabupaten Lampung Tengah Provinsi
Lampung. Isolasi dilakukan dengan mengikuti metode Malloch (1981)
yaitu Teknik Isolasi Langsung dengan metode Moist Chamber. Teknik
isolasi Moist Chamber yaitu pertama campuran serasah dipotong dengan
ukuran £ 2 cm lalu dimasukkan ke dalam cawan petri yang berisi tisu dan
aquades steril dan dibiarkan terendam selama satu malam, kemudian
aquades dibuang namun kelembaban Moist Chamber harus tetap terjaga.
Kemudian pengamatan dilakukan setiap hari untuk melihat fungi yang
muncul, setiap fungi yang muncul diambil sporanya dengan metode
Pemindahan Langsung yaitu dengan menyentuhkan ujung ose yang diberi
agar pada spora fungi yang muncul lalu dipindahkan pada media PDA

hingga diperoleh kultur murni. Isolat fungi yang diperoleh kemudian
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dicatat kodenya dan untuk memastikan tidak ada isolat yang sama, isolat

tersebut terlebih dahulu diamati morfologinya di bawah mikroskop.

. Peremajaan Isolat Fungi

Peremajaan isolat fungi dilakukan dengan menggunakan media PDA.
Media PDA dibuat dengan modifikasi metode Malloch (1981) dengan
melarutkan 200 gr kentang ditambah dengan 18 gr dextrose dan 13,5 gr
agar dalam aquades sebanyak 900 ml. Lalu dituangkan sebanyak 15-20 ml
ke cawan petri kemudian dibiarkan sampai memadat. Selanjutnya spora
isolat fungi yang diperoleh diinokulasi dalam cawan petri secara aseptik.

Kemudian diinkubasi selama 7 hari.

. Seleksi Isolat Fungi Ligninolitik

Seleksi isolat fungi ligninolitik dilakukan secara kualitatif. Proses
pengujian kualitatif ligninolitik terhadap produksi enzim pendegradasi
lignin pada isolat fungi dilakukan dengan mengikuti metode Okino et al.
(2000). Isolat fungi hasil isolasi yang diperoleh ditumbuhkan pada media
penguji kualitatif ligninolitik yang telah diperkaya dengan guaiacol yang
komposisinya adalah glukosa 10 g, pepton 2,0 g, yeast extract 1,0 g, agar
18 g dan 4 mM guaiacol dalam 1 L aquades ( D’Souza et al., 2006).
Cawan petri yang telah diinokulasi isolat fungi tersebut kemudian
diinkubasi pada suhu 25 °C dalam gelap selama 7 hari. Munculnya warna

coklat gelap di bawah dan di sekitar koloni mengindikasikan adanya reaksi
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oksidasi guaiacol dan merupakan tanda positif dihasilkannya enzim

pendegradasi lignin (Okino et al., 2000).

. Perhitungan Spora dan CFU (Colony Forming Unit)

Isolat fungi ligninolitik yang sudah berumur 14 hari dihitung jumlah spora
untuk uji produktivitas isolat dan CFU (Colony Forming Unit) untuk uji
viabilitas isolat dengan metode Prescott (2002). Spora dipanen dengan
cara menambahkan aquades steril pada cawan yang berisi isolat lalu
miselium isolat fungi dipisahkan dari media menggunakan drigalsky.
Miselium yang telah dipisahkan dari media dipindahkan ke dalam tabung
reaksi yang berisi aquades 9 ml, tahap ini menghasilkan tingkat
pengenceran 10™. Kemudian dihomogenkan menggunakan vortex selama
1 menit. Selanjutnya pada tingkat pengeceran 107 dilakukan dengan cara
mengambil sebanyak 1 ml suspensi pada tingkat pengenceran 10™
dimasukkan ke dalam tabung reaksi yang berisi 9 ml aquades, lalu
dihomogenkan menggunakan vortex (Malloch,1981). Setelah homogen
diambil 1 tetes lalu teteskan pada haemocytometer secara perlahan
kemudian gelas penutup diletakan diatasnya, setelah itu diserap
menggunakan tisu. Jumlah spora dihitung dalam spora/ml (Gabriel dan
Riyanto,1989). Jumlah spora dapat dihitung dengan persamaan sebagai

berikut:

t.d
s =— x10°
n.0.25
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Keterangan:

S = Jumlah spora per ml larutan

t = Jumlah total spora dalam kotak sampel yang diamati

d = Tingkat pengenceran

n = Jumlah kotak yang diamati (5 kotak besar x 16 kotak kecil)

0,25 = Faktor koreksi penggunaan kotak sampel skala kecil pada

haemocytometer

Selanjutkan dilakukan uji viabilitas spora, proses ini dilakukan dengan
perhitungan CFU (Colony Forming Unit). Perhitungan ini dilakukan
dengan cara menambahkan aquades steril pada cawan yang berisi isolat
lalu miselium isolat fungi dipisahkan dari media menggunakan kaca
preparat. Miselium yang telah dipisahkan dari media dipindahkan ke
dalam tabung reaksi yang berisi aquades 9 ml, tahap ini menghasilkan
tingkat pengenceran 10, dilakukan pengenceran hingga 10" dengan cara
yang sama seperti pada tahapan perhitungan spora. Lalu hasil
pengenceran diplating dengan mengambil 1 ml hasil pengenceran ke
dalam cawan petri kemudian dituangkan media penguji kualitatif
ligninolitik dengan metode pourplate dan dibuat dalam 2 cawan petri atau
duplo. Setelah itu diinkubasi selama 4 hari lalu dihitung koloni fungi yang
terbentuk untuk menentukan gambaran tingkat viabilitas spora dengan
kriteria perhitungan 8-80 koloni percawan petri (Sutton, 2011).
Perhitungan viabilitas spora dilakukan dengan persamaan sebagai berikut

(Prescott, 2002):
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Jumlah Koloni
Jumlah koloni per gram bahan = CFU
Faktor Pengenceran

5. Karakterisasi pH

Dilakukan pembuatan larutan asam sitrat dan trinatrium sitrat yang akan
digunakan sebagai buffer pH. Buffer pH yang digunakan yaitu pH 3, pH 4
dan pH 5. Komposisi pembuatannya adalah dengan mencampurkan
larutan asam sitrat dan trinatrium sitrat dengan perbandingan volume yang
telah ditentukan (Tabel 2). Diencerkan dengan aquades sampai 100 ml
untuk membuat pH yang diinginkan. Perbandingan volume yang
diinginkan adalah sebagai berikut:

Tabel 2. Perbandingan Volume Larutan Asam Sitrat dan Natrium Sitrat
(Stoll, V. S. and Blanchard J.S., 1990).

pH Asam Sitrat 0.1 M Natrium Sitrat 0.1 M
(ml) (ml)
3 46.5 35
4 33.0 17.0
5 20.5 29.5

Setelah kedua larutan tersebut dicampurkan maka dilakukan pengecekan
pH menggunakan pH meter. Apabila pH larutan belum sesuai maka

ditambahakan NaOH atau HCL sesuai kebutuhan.

Isolat fungi ligninolitik hasil seleksi diinokulasikan pada media penguji
kualitatif ligninolitik yang telah diperkaya dengan guaiacol dengan pH
media yang telah sesuai yaitu pH 3, pH 4 dan pH 5. Cawan petri yang

telah diinokulasi isolat fungi ligninolitik tersebut kemudian diinkubasi
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pada suhu 25 °C dalam gelap selama 7 hari. Kemudian diamati
pertumbuhan dan kemunculan warna coklat gelap di bawah dan di sekitar

koloni fungi.

. Karakterisasi Suhu

Isolat fungi ligninolitik hasil seleksi diinokulasikan pada media penguji
kualitatif ligninolitik yang telah diperkaya dengan guaiacol pada cawan
petri. Cawan petri yang telah diinokulasi isolat fungi ligninolitik tersebut
kemudian diinkubasi pada suhu 30 °C, 35 °C dan 37 °C dalam gelap
selama 7 hari. Kemudian diamati pertumbuhan dan kemunculan warna

coklat gelap di bawah dan di sekitar koloni fungi.

. Karakterisasi Herbisida (Ametrin dan Diuron)

Isolat fungi ligninolitik hasil seleksi diinokulasikan pada media penguiji
kualitatif ligninolitik yang telah diperkaya dengan guaiacol dan herbisida
Ametrin 1 % atau Diuron 1 %. Cawan petri yang telah diinokulasi isolat
fungi ligninolitik tersebut kemudian diinkubasi pada suhu 25 °C dalam
gelap selama 7 hari. Kemudian diamati pertumbuhan dan kemunculan

warna coklat gelap di bawah dan di sekitar koloni fungi.

. Identifikasi Isolat Fungi Ligninolitik

Identifikasi isolat fungi ligninolitik dilakukan secara makroskopis dan
mikroskopis. Pengamatan secara makroskopis meliputi warna koloni.

Pengamatan secara mikroskopik dilakukan melalui teknik slide culture
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yang dibuat dengan mengikuti metode Malloch (1981). Pertama disiapkan
cawan petri untuk pembuatan Moist Chamber dan kemudian diletakkan
tangkai gelas berbentuk huruf V diatas kertas filter lembab. Satu medium
agar yang telah dipotong dengan ukuran 1 cm? diletakkan diatas objek
glass (slide) yang disterilkan dengan api bunsen kemudian diletakkan di
dalam cawan Moist Chamber. Bagian tepi media kemudian diinokulasi
dengan isolat fungi lalu diltutup dengan cover glass steril. Selanjutnya
diinkubasi selama 5 hari atau hingga fungi tumbuh. Pengamatan
mikroskopis dilakukan dengan membuang agarnya dan dimounting.
Identifikasi fungi didasarkan pada karakter morfologi isolat lalu
dicocokkan dengan buku acuan berjudul Their Isolation, Cultivation, and
Identification (Malloch, 1981) dan Illustrated Genera of Imperfect Fungi

(Barnett dan Hunter, 1998).

E. Analisi Data

Penelitian dirangkai menggunakan metode Rancangan Acak Lengkap (RAL)
dengan 3 kali ulangan. Data yang diperoleh dari rata-rata perhitungan rasio
zona, perhitungan jumlah spora, perhitungan CFU dan hasil karakterisasi

dianalisis secara deskriptif.
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F. Diagram Alir Penelitian

Rancangan tahapan penelitian yang dilakukan dapat dilihat pada diagram alir

berikut ini:

[ Persiapan Alat dan Bahan Serasah Campuran

J

Y —_— lsolasi

[ Isolat Fungi Saprotrof ]

l ——————— Seleksi

Isolat Ligninolitik

l

Perhitungan Jumlah Spora dan
Viabilitas Spora (CFU)

l

[ Karakterisasi pH, Suhu dan ]

Herbisida

l

Slide Culture

|

Identifikasi fungi

Gambar 4. Diagram Alir Penelitian



V. SIMPULAN DAN SARAN

A. SIMPULAN

1. Diperoleh 11 isolat fungi dari serasah perkebunan nanas PT. Great Giant
Pineapple (GGP), terdapat 2 isolat yang memiliki kemampuan ligninolitik
yaitu Bioggp 2 (Trichoderma sp. 1) dan Bioggp 5 (Trichoderma sp. 2).

2. Trichoderma sp. 1 dan Trichoderma sp. 2 menunjukkan pertumbuhan
yang baik pada kondisi asam (pH 5) dan suhu 30 °C serta tahan terhadap

pengaruh herbisida Diuron.

B. SARAN

Perlu adanya penelitian lanjutan untuk pembutan inokulum fungi ligninolitik
yaitu Trichoderma sp. 1 dan Trichoderma sp. 2 yang dapat mempercepat

proses pengomposan pada serasah.
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