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ABSTRAK 
Degradasi dan del^olorisasi bahan pewarna nnelalui pendekatan secara bioteknologi merupakan teknik 

yang sangat menarikdan potensial. Mordant Black 17 adalah salah satu pewarna azo yang sukardidegradasi 
dan bersifat karsinogenik. Ganoderma sp. BTA1 telah diketahui mempunyai aktivitas ligninolitiksehingga mampu 
mendegradasi senyawa-senyawa aromatik. Kemampuan Ganoderma sp. BTA1 dalam mendegradasi pewama 
azo Mordant Black 17 masih membutuhkan waktu relatif lama sehingga perlu dilakukan optimalisasi medium, 
jumlah inokulum dan waktu inkubasi untuk mempersingkat waktu inkubasi.. Penelitian ini dilakukan secara 
fermentasi bawah permukaan yang diagitasi dan menggunakan Rancangan Acak Lengkap yang terdiri dari dua 
tahap. Tahap pertama adalah optimalisasi medium yang terdiri dari medium Basal, Minimal dan N-Limited dengan 
pemberian Mordant Black 17 sebanyak 150 mg/1 dengan masa inkubasi 17 hari. Medium yang terbaik pada 
penelitian tahap pertama akan digunakan untuk penelitian tahap kedua dengan variasi jumlah inokulum dan 
waktu inkubasi. Hasil penelitian menunjukkan bahwa medium terbaik untuk degradasi pewarna Mordant Black 
17 oleh Ganoderma sp. BTA1 adalah medium basal. Interaksi antara jumlah inokulum dan lama inkubasi 
menunjukkan bahwa kondisi optimal untuk degradasi pewama Mordant Black 17 adalah pada 10" sel/ml Ganodenva 
sp. BTA1 dalam waktu 12 hari. 

Kata kunci : Ganoderma sp, pewama azo. Mordant Black 17, biodegradasi. 

PENDAHULUAN 
B a h a n kimia banyak d ipergunakan sebaga i pewarna sintesis yang d ipergunakan da lam bidang 

industri teksti l , fa rmas i , kosmetik, pe rce takan , fotografi , ma inan dan m a k a n a n . P e w a r n a sintesis 
memil iki banyak jenis antara lain : a z o , ant raqu inon, pewarna polymeric, heterosikl ik, tr ipylmetana, 
indigo dan pewarna reaktif (Dias et al., 2 0 0 3 ; A l m a n s a et al., 2004 ; Zil le a/., 2005 dan M a c h a d o et 
ai, 2006). P e w a m a azo merupakan bahan kimia terbesar yang d igunakan da lam industri dan makanan, 
sa lah satu d ian taranya ada lah Mordan B lack 17. 

P e n g g u n a a n p e w a m a azo mengkont r ibus ikan bahan p e n c e m a r k e l ingkungan. Seki tar 10-15 
% bahan pewarna yang d igunakan a k a n ters isa dan terbuang ke l ingkungan. P e w a r n a a z o tersebut 
bersifat organik yang sulit untuk diuraikan ka rena gugus fungsi azo berikatan dengan cincin aromatis, 
bersifat kars inogenik, larut da lam air d a n m u d a h d iserap o leh tubuh. (Ali a l . ,2001; Dias etal., 2003). 

K e m a m p u a n jamur da lam mendeg radas i pewarna d ipengaruhi antara lain o leh ketersediaan 
nutrisi, de ra ja tkeasaman,suhu dan ketersediaan oks igen. K e m a m p u a n da lam mendegradas i pewama 
bergantung p a d a enz im ekstraselu ler y a n g d ihas i lkan sepert i l ignin pe roks idase (LiP), manganase 
peroksidase (MnP) dan lakase (lac) (http://www.aenome.iai-psf.orqwhiterot.Whiterot.home.html. 2007) 

B e b e r a p a peneli t ian telah d i lakukan te rhadap ke lompok jamur yang m a m p u mendegradas i 
p e w a m a dengan kemampuan dekolor isasi melalui penyerapan warna yang d igunakan sebag i subtrat. 
Jamur yang mampu mendegradasi pewarna azo antara lain Ganoderma lucidum (D 'Souza ef a/.,1999). 

http://www.aenome.iai-psf.orqwhiterot.Whiterot.home.html
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Issatchenkia occidentalis, Phanerochaete chrysosporium (Dias et al., 2003) , Pleurotus ostreatus 
/{Mansuretal. , 2003), Trameteshirsuta{Abadiu\\aetal. 2000 ; A l m a n s a e fa / .2004) , Trametesmodesta 
{Kandelbaueretal. 2004; Tauberetal. 2005 ; , Trametes villosa (Zille etal. 2 0 0 5 ; , dan Ganoderma sp. 

' BTA1 (Yanti, 2 0 0 6 ) . 

Martina (2002) telah meneliti aktivitas ligninolitik Aphy l lophora les lokal yang berasa l dari Taman 
Nasional BukitTigapuluh (TNBT) dan mendapatkan Ganodenva sp BTA1 mempunya i aktivitas ligninolitik 
yang paling tinggi. P a d a penel i t ian Mart ina a/.(2005), G a n o d e r m a sp BTA1 m a m p u mengurang i 
konsentrasi lignin p a d a lindi hitam l imbah pembua tan pulp sebanyak 6 4 , 4 2 % . K e m a m p u a n J a m u r 
Ganoderma s p . B T A I da lam mendegradas i pewarna Mordan B lack 17 terutama faktor k imia, f is ika 
dan biologisnya masih belum banyak diteliti. Penel i t ian yang digunakan untuk menguji aktivitas ligninolitik 
dalam mendegradas i pewarna a z o antara lain m e n g g u n a k a n med ium B a s a l (Steffen et al.,2004), 
medium minimal (A lves ef a/.,2004) dan med ium N-Limited yang telah d imodi f ikasi (Mart ina, 1998). 

Yanti (2006) te lah menelit i k e m a m p u a n Ganoderma sp . BTA1 da lam m e n d e g r a d a s i p e w a m a 
Mordan B lack 17 menggunakan medium N-limited yang m a m p u mengurang i jumlah pewarna Mordan 
Black 17, tetapi waktu yang d ibutuhkan relatif l ama yaitu 17 hari. P a d a penel i t ian ini d i lakukan var iasi 
medium, jumlah inokulum dan waktu inkubas i Ganoderma sp . BTA1 da lam m e n d e g r a d a s i pewarna 
azo Mordan B lack 17, seh ingga d iharapkan dapat mempers ingka t waktu inkubas i 

BAHAN DAN METODE 
Bahan dan alat 

B a h a n yang d igunakan da lam penel i t ian ini ada lah med ium Potato Dex t rosa A g a r (PDA) untuk 
biakan isolat jamur, med ium N-Limited, med ium B a s a l , med ium Min imal , p e w a r n a Mordant B lack 17, 
dan isolat murni jamur Ganodenva sp . BTA1 yang d ipero leh dari ko leksi Labora tor ium Mikrobiologi 
J u m s a n Bio logi F M I P A UNRI . Penguku ran kadar pewarna a z o m e n g g u n a k a n spektrofotometer (20 
Genesys~_J ' ^ ) . 

Rancangan penelitian 
Penel i t ian ini menggunakan rancangan acak lengkap (RAL) yang d i laksanakan da lam dua tahap. 

Tahap per tama ada lah melihat k e m a m p u a n b iodegradas i Ganoderma sp . BTA1 te rhadap Mordant 
Black 17 dengan menggunakan beberapa medium yaitu medium B a s a l , med ium Minimal dan Med ium 
N-Limited. Hasi l yang terbaik p a d a penel i t ian tahap per tama a k a n d igunakan untuk penel i t ian tahap 
kedua dengan var ias i jumlah inokulum yaitu tanpa pember ian inokulum, inoku lum 10^/ml, inokulum 
lOVml dan inokulum 10^/ml dan waktu inkubas i y a n g terdiri dari 0 h a r i , 14 hari , 17 hari d a n 20 hari. 

Penyediaan inokulum 
Inokulum diperoleh dengan mengkultur Ganoderma sp BTA1 pada med ium P D A dan di inkubasi 

pada suhu kamar s e l a m a 20 -25 hari. Isolat tersebut d igunakan s e b a g a i s u m b e r inokulum. 

Optimalisasi medium 

Opt imal isasi med ium bertujuan untuk mencar i med ium optimal bagi jamur da lam menghi langkan 
pewarna. Uji opt imal isasi med ium d i lakukan d e n g a n m e n a m b a h k a n p e w a r n a Mordant B lack 17 
sebanyak 150 mg/l ke da lam 3 medium yang berbeda yaitu medium N-Limited (Martina ,1998) ,medium 
Basa l (Steffen etal.,2004) dan med ium Min imal (A lves etal.,2004). K e m u d i a n d i inoku las ikan l O ^ s e l / 
ml spo ra Ganodenva sp . BTA1 ke da lam mas ing -mas ing 100 ml med ium d a l a m er ienmeyer 250 ml 
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dan d i inkubasi s e l a m a 17 hari p a d a suhu kamar. P e n g u r a n g a n warna diukur dengan menggunakan 
spektrofotometer p a d a panjang ge lombang 490 nm. Med ium yang menun jukkan hasi l pengurangan 
warna yang opt imal a k a n d igunakan p a d a tahap ke-2. 

Optimalisasi jumlah inokulum dan waktu 

Spora Ganodenva sp . BTA1 di inokulasi p a d a 100 ml medium terbaik yang telah diberi pewarna 
Mordant B lack 17 s e b a n y a k 150 mg/l mas ing -mas ing sebanyak 10^ se l /ml , 10" sel /ml dan 10^ sel /ml 
d a l a m e r i e n m e y e r 2 5 0 ml. Kul tur d i inkubas i d a l a m orbital shaker d e n g a n kecepa tan 200 rpm. 
P e n g u r a n g a n w a r n a diukur p a d a hari ke-0 , ke-14, ke-17 dan ke-20 hari . K e m a m p u a n penghi langan 
warna d e n g a n m e n g g u n a k a n spektrofotometer d e n g a n panjang ge lombang 490 nm. 

HASIL DAN PEMBAHASAN 
K e m a m p u a n Ganodenva sp. BTA1 da lam mendegradas i M B 1 7 terhadap medium yang berbeda 

dapat dil ihat p a d a l a b e l 2. 

l a b e l 1. Konsent ras i s i sa M B 1 7 oleh Ganodenva sp . BTA1 pada beberapa medium pada inkubasi 
17 hari 

Pe r l akuan Konsent ras i M B 1 7 (mg/l) 

B a s a l 1 6 , 6 3 0 ^ 
N-Limi ted 1 2 1 , 7 7 6 ' ' 

Min imal 1 4 4 , 3 9 4 " 

Ke te rangan : A n g k a - a n g k a yang diikuti o leh huruf yang s a m a berarti be rbeda tidak nyata 
menurut uji Duncan ( D M R T ) p a d a taraf p < 0,05 

K e m a m p u a n Ganoderma sp . BTA1 mendeg radas i wa rna M B 1 7 p a d a med ium basa l sangat 
be rbeda nyata d e n g a n med ium lain. K e m a m p u a n ini terlihat dari pengukuran konsentras i M B 1 7 
yang ters isa da lam med ium dan terlihat s e c a r a v isual melalu i pe rubahan wa rna (Gambar 1.) 

G a m b a r 1. Has i l deg radas i Mordant B lack 17 o leh Ganoderma sp . BTA1 p a d a inkubasi 17 hari pada 

med ium basa l (A) , N-Limited(B) dan Min imal(C) 

K e m a m p u a n deg radas i s e c a r a opt ima\ terjadi p a d a m e d i u m b a s a \ . G a n o d e r m a sp. B T A I 
p a d a med ium ini, opt imal merombak w a r n a M B 1 7 yang merupakan s u m b e r e n e r g i da lam memenuh i 
kebutuhan h idupnya. Hasi l ini be rbeda sanga t nyata d e n g a n med ium N-Limited dan minimal. Hal ini 
mungk in d i s e b a b k a n mas ing -mas ing med ium memil iki kandungan nutrisi yang berbeda. Med ium 
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basal mengandung g lukosa yang cukup untuk per tumbuhan jamur sebaga i sumber karbon sedangkan 
N-Limited hanya mengandung sedikit g lukosa . P a d a med ium basa l tidak terdapat M n seh ingga 
aktivitas ligninolitik t idak terhambat. Jef fr ies etal. (1981) menyatakan bahwa p e n g g u n a a n M n dapat 
menghambat aktivitas ligninolitik. 

P a d a med ium N-Limited dan med ium basa l m e n g g u n a k a n g lukosa s e b a g a i sumber karbon, 
sedangkan med ium minimal mengandung ma l tosa . Menurut Darwis dan Sukara (1990) , jamur akan 
terlebih dahulu mengura ikan s e n y a w a monosaka r ida yang akan diikuti dengan mengura ian s e n y a w a 
disakar ida da lam per tumbuhannya dengan m e n g g u n a k a n enz im ekstraselu ler y a n g d iproduks inya. 

Optimalisasi Waktu Inkubasi dan Jumlah Inokulum 
K e m a m p u a n Ganoderma sp . BTA1 da lam mendeg radas i M B 1 7 p a d a med ium basa l dengan 

variasi waktu dan jumlah inokulum dapat dilihat p a d a Tabel 3. 

l a b e l 2. Konsent ras i s i sa M B 1 7 (mg/l) o leh Ganodenva sp . BTA1 terhadap var iasi jumlah inokulum 
dan lama inkubasi 

Wak tu 
Inkubasi 

(hari) 

Jum lah Inokulum (sel/ml) Re ra ta 
Wak tu 

Inkubasi 

Wak tu 
Inkubasi 

(hari) 0 10^ lO'* 10^ 

Re ra ta 
Wak tu 

Inkubasi 
0 
7 
12 
17 

1 2 9 , 0 2 8 ' 
1 2 8 , 8 2 5 ' 
116,882 '=̂ '̂ 
113,297 "'̂ ^̂  

126 ,630^ ' 
1 0 7 , 8 5 0 " ' 
104,638 

38,582 ^ 

1 2 5 , 5 7 3 ^ ' 
50 ,208 
4 8 , 1 7 5 ^ 
39 ,069 ^ 

124,069 
119,394 =̂ '̂ 
109,882 '^^ 

63,947 " 

126 ,325 = 
1 0 1 , 5 6 9 " 

9 2 , 5 1 6 " 
6 8 , 1 3 4 ^ 

Rera ta 
Jum lah 

Inokulum 
122,008 = 94 ,425" 65 ,756 ^ 104,323 " -

Keterangan: A n g k a - a n g k a yang diikuti o leh huruf dan ko lom yang s a m a berart be rbeda tidak 
nyata menurut uji Duncan ( D M R T ) p a d a taraf p < 0,05 

K e m a m p u a n mendegradas i wa rna M B 1 7 o leh Ganoderma sp . BTA1 untuk mas ing -mas ing 
per lakuan sanga t bervar ias i . K e m a m p u a n p e n g u r a n g a n warna opt imal terl ihat dari pengukuran 
konsentrasi M B 1 7 yang tersisa da lam medium untuk set iap per lakuan dan terlihat s e c a r a v isual melalui 
perubahan warna Be rdasa rkan interaksi antara jumlah inokulum dan lama inkubas i , per lakuan yang 
optimal da lam mengura ikan pewarna M B 1 7 ada lah per lakuan 10" sel /ml Ganoderma sp . BTA1 pada 
hari ke-12 s e b e s a r 48 ,175 mg/l. Pe r l akuan ini be rbeda tidak nyata d e n g a n per lakuan 10^ sel /ml 
Ganoderma sp . BTA1 pada hari ke-17 s e b e s a r 38 ,582 mg/l sebaga i hasi l terbaik. K e d u a per lakuan 
tersebut be rbeda sangat nyata dengan kontrol. Pe r l akuan 10" sel /ml Ganoderma sp . BTA1 pada hari 
ke-12 sebaga i hasi l opt imal d idasarkan p a d a ef is iensi waktu sesua i dengan tujuan penel i t ian ini. 

Per lakuan 10" sel /ml Ganoderma sp . BTA1 p a d a hari ke-7 menga lami pengu rangan warna 
yang jauh lebih cepat dibandingkan dengan per lakuan lainnya. Hal ini mungkin d isebabkan fase adaptasi 
yang berbeda pada ket iga per lakuan jumlah inokulum. J u m l a h Ganoderma sp . BTA1 yang sedikit 
a taupun terlalu banyak mengak iba tkan adaptas i lambat. Per lakuan 10" se l /ml G a n o d e r m a sp. 
BTA1 mengalami fase eksponensia l yang lebih cepat dibandingkan dengan per lakuan lainnya, sehingga 
terjadi pengurangan wa rna lebih awal . 

Pengu rangan warna yang terjadi d iduga ka rena a d a n y a aktivitas enz im ligninolitik yang optimal 
seperti enz im lakase. Enz im lakase d iduga lebih dominan bekerja da lam mengura ikan pewarna pada 
penelitian ini dar ipada enzim manganase peroks idase dan lignin peroksidase karena berbagai penelitian 
da lam hal degradas i (A lmansa et al.,2004; Tauber et al.,2005; A l i et al.,2001; Zi l le et al.,2005) dan 
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dekolor isas i (Abadu l la ef a/. ,2000; C a m a r e r o ef a/. ,2004; Dias e fa / . ,2003 ; K a n d e l b a u e r e f a/. ,^ ' '2004; 
Zil le ef a/.,2003) pewarna azo banyak menggunakan enz im lakase. Enz im lakase dapat dikarakterisasi 
(Alves etal., 2004 ; Bol lag dan Leonow icz ,1984 ; D ' S o u z a e fa / . ,1999 ; S a p a r r a t e f a/ . ,2002; M a n s u r e f 
a/.,2003) dari jamur yang be rbeda (Face l lo dan C r u z , 2007) . 

B e r d a s a r k a n faktor tunggal jumlah inokulum, k e m a m p u a n degradas i warna terlihat optimal 
p a d a jumlah inokulum 10" sel /ml s e b e s a r 65 ,756 mg/l dan berbeda nyata dengan per lakuan lainnya. 
Pengurangan warna mungkin d isebabkan o leh aktivitas enz im lakase. Hal ini d idukung dengan adanya 
pelet p a d a med ium. Bol lag dan L e o n o w i c z (1984) menya takan b a h w a aktivitas enz im lakase dapat 
dilihat melalu i terbentuknya butiran mise l ia . 

B e r d a s a r k a n faktor tunggal waktu inkubas i , k e m a m p u a n degradas i wa rna terbaik dapat dilihat 
p a d a hari ke-17 s e b e s a r 68 ,134 mg/l dan be rbeda nyata dengan per lakuan la innya. Hal ini d iduga 
bahwa Ganoderma sp. BTA1 da lam penel i t ian ini pada hari ke-17 telah menga lami fase stas ioner 
seh ingga jamur merombak pewarna s e c a r a optimal untuk mendapatkan energi yang d igunakan untuk 
ke langsungan h idupnya. P a d a peneli t ian Yant i (2007), pengurangan warna yang optimal terlihat pada 
hari ke-17. P a d a fase s tas ioner nutrisi p a d a med ium per tumbuhan telah habis d igunakan dan terjadi 
akumulas i hasi l metabo l i sme (Darwis dan S u k a r a , 1 9 9 0 ; Mard igan et al., 2003) . P a d a med ia terjadi 
pengura ian warna . Hal ini mungkin d i sebabkan o leh aktivitas enz im lakase. Levin (2002) berpendapat 
bahwa aktivitas enz im lakase terdeteksi pada fase stasioner. Menurut Face l lo dan C r u z (2007), lakase 
d iproduksi mula i hari ke-3 dan terus men ingkat p a d a hari ke-20 p a d a Trametes pubescens dengan 
m e n g g u n a k a n kulit p isang sebaga i s u m b e r karbon. 

P a d a akhir inkubasi yaitu hari ke-17 terjadi pe rubahan warna . Hal ini mungk in d i sebabkan oleh 
aktivitas l akase yang d ihas i lkan o leh Ganoderma sp . B T A 1 . Menurut R a m a l h o (2004), aktivitas 
dekolor isas i terjadi p a d a fase s tas ioner yang m e n g g u n a k a n substrat h ingga habis yang selanjutnya 
menggunakan p e w a m a sebaga i sumber karbon dan nitrogen. M a n s u r e f a/. (2003) berpendapat bahwa 
sumber karbon da lam kultur akan d igunakan s e l a m a per tumbuhan eksponens ia l . P r o s e s dekolor isasi 
b isa be rbeda -beda terhadap berbagai penel i t ian bergantung pada jenis jamur, med ium pertumbuhan 
dan teknik yang d igunakan. 

K a n d e l b a u e r e f a / . / 2 0 0 4 menya takan b a h w a proses dekolor isas i optimal untuk Mordant Black 
9 p a d a pH 5. Menurut Kande lbaue r et al.", 2004 , dekolor isas i b isa sa ja terjadi p a d a pH 3-6 pada 
D iamond Fas t Brown baik d e n g a n m e n g g u n a k a n lakase saja atau d ikombinas ikan dengan berbagai 
z a t t a m b a h a n da lam konsentras i yang s a m a . Hal ini terjadi pula p a d a penel i t ian ini, bahwa pH 17 hari 
ada lah 4 untuk mas ing -mas ing per lakuan. P e r u b a h a n pH tersebut kemungk inan d isebabkan o leh 
a d a n y a aktivitas isoz im lakase yang d ihas i lkan o leh Ganoderma sp . B T A 1 . Penel i t ian Mansu r etal. 
(2003) m e n e m u k a n empat isoz im lakase yang dimurnikan dan dikarakter isasi dari Pleurotus ostreatus 
strain V -184 . P roduks i isoz im d ipengaruh i o leh us ia kultur (Levin, 2002) . 

Deg radas i a taupun dekolor isas i dapat terjadi bergantung p a d a struktur kimia yang d ikandung 
o leh pewarna (Riva, 2006) . G u g u s hidroksi p a d a posis i orto atau para ikatan a z o ada lah bagian yang 
mudah d iserang o leh enz im dan deko lor isas i lebih sempurna (A lmansa al,. 2004) , namun posis i 
meta justru tidak dapat terjadi p roses dekolor isas i (Kande lbauer ef a/.,'=2004). S is tem mediator lakase 
pernah d igunakan untuk menelit i k e m a m p u a n degradas i berbagai pewarna , sa lah sa tunya ada lah 
Mordant B lack 9. Degradas i yang terjadi d iakibatkan o leh pemutusan struktur pewarna oleh mediator 
l akase sepert i A B T S (2,2-azonobis(3-ethy lbenz- th iazo l ine-6-su l fon ic acid) (A lmansa etal., 2004). 

Dari berbagai penelit ian tentang b iodegradas i pewarna azo , hasi l pengurai pewarna bergantung 
pada pewarna yang d igunakan menjadi molekul yang lebih sede rhana (Kande lbauer ef a/.,^2004; Zille 
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et al,. 2005). P e w a r n a a z o sepert i 3-(4-dimet l iy lamino-1-pl ieni l azo) benzesu i fon ic ac id dan 3-(2-
l iydroxy-1-naplnt l iy lazo) b e n z e n e s u l f o n i c ac id pe rnah diuji l<emannpuan d e g r a d a s i n y a d e n g a n 
menggunal^an lakase dari Trametes villosa. \-\a'>i\ pengura ian yang teridentifikasi ada lah benzesu i fon ic 
acid, hydroxy l -benzenesul fon icac id, 3-d iazenyl -benzesul fonic ac id, poly (catechol), 1,2-napthoquinone 
dan 1,2-naphthodiol. S a m p a i saat ini, k e b a n y a k a n hasi l deg radas i tersebut mas ih be lum dapa t 
diidentifikasi (Zille etal., 2005). 

KESIMPULAN 
Medium terbaik untuk deg radas i pewarna Mordant B lack 17 o leh Garioderma sp . BTA1 ada lah 

medium basa l . Interaksi antara jumlah inokulum dan l ama inkubas i menun jukkan kondis i opt imal 
Ganoderma sp. untuk degradas i pewarna Mordant B lack 17 ada lah p a d a jumlah inokulum BTA1 10" 
sel/ml da lam waktu inkubasi 12 hari 
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