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Abstract

Delignification is a crucial initial step in the conversion of lignocellulosic biomass into value-
added products. The aim of delignification is to dissolve lignin and break its chemical bonds,
thereby facilitating the hydrolysis process. The use of lignolytic bacteria that produce ligninase
enzymes—namely lignin peroxidase (LiP), manganese peroxidase (MnP), and laccase offers a
promising alternative. This study aimed to screen 33 bacterial isolates for lignin-degrading
potential, determine their ligninase activities (lignin peroxidase, manganese peroxidase, and
laccase), and identify promising lignolytic isolates. Preliminary screening of lignolytic bacteria
was conducted on Lignin-Mineral Salt Medium agar (L-MSM agar). The activity of lignin
peroxidase, manganese peroxidase, and laccase enzymes was tested quantitatively using the
spectrophotometric method. Bacterial characterization was based on phenetic features, including
morphological, physiological, and biochemical traits. Among the 33 bacterial isolates screened,
two isolates exhibiting lignolytic activity were obtained from cow dung (KS5) and kitchen waste
(SD5). Isolate KS5 exhibited LiP, MnP, and laccase activities of 46.45 + 7.56 U/mL, 3.11 +0.38
U/mL, and 8.54 + 0.09 U/mL, respectively. Meanwhile, isolate SD5 produced LiP, MnP, and
laccase enzyme activities of 49.45 + 4.59 U/mL, 6.39 + 1.07 U/mL, and 6.22 + 0.55 U/mL,
respectively. Phenetic characterization indicated that isolate SD5 was closely related to the genus
Bacillus, whereas isolate KS5 could not be reliably assigned to a particular genus. These findings
demonstrate the potential of indigenous bacterial isolates as sources of ligninolytic enzymes for
lignocellulosic biomass pretreatment.
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Abstrak

Delignifikasi merupakan proses awal dalam pemanfaatan biomassa lignoselulosa menjadi produk
bernilai tinggi. Proses ini bertujuan untuk melarutkan lignin dan menguraikan ikatan kimianya,
sehingga mempermudah proses hidrolisis. Pemanfaatan bakteri lignolitik penghasil enzim
ligninase; seperti lignin peroksidase (LiP), mangan peroksidase (MnP), dan lakase; dapat menjadi
alternatif yang menjanjikan. Penelitian ini bertujuan untuk menyeleksi kemampuan degradasi
lignin dari Isolat bakteri asal sampah dapur dan kotoran sapi yang telah diperoleh pada penelitian
sebelumnya. Seleksi isolat bakteri dilakukan secara kualitatif dengan menumbuhkan bakteri pada
medium Lignin-Mineral Salt Medium agar (L-MSM agar), sedangkan pengujian aktivitas enzim
dilakukan secara kuantitatif menggunakan metode spektrofotometri. Karakterisasi bakteri
didasarkan pada karakter fenetik, yang meliputi sifat morfologi, fisiologi, dan biokimia. Sebanyak
dua dari 33 isolat bakteri menunjukkan kemampuan lignolitik, yaitu KS5 yang berasal dari kotoran
sapi dan SD5 yang berasal dari sampah dapur. Isolat KS5 menghasilkan aktivitas LiP, MnP, dan
lakase masing-masing sebesar 46,45 + 7,56 U/mL, 3,11 + 0,38 U/mL, dan 8,54 + 0,09 U/mL.
Sementara itu, isolat SD5 menghasilkan aktivitas LiP, MnP, dan lakase masing-masing sebesar
49,45 + 459 U/mL, 6,39 + 1,07 U/mL, dan 6,22 + 0,55 U/mL. Hasil identifikasi menunjukkan
bahwa isolat SD5 termasuk dalam genus Bacillus, sedangkan isolat KS5 belum dapat
diklasifikasikan ke dalam genus tertentu. Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa isolat bakteri
indigenous yang berasal dari lingkungan kaya bahan organik berpotensi menjadi sumber enzim
lignolitik untuk aplikasi pretreatment biomassa lignoselulosa.

Kata kunci: bakteri lignolitik, lakase, lignin, lignin peroksidase, mangan peroksidase

PENDAHULUAN

Lignoselulosa adalah komponen polisakarida
yang melimpah dan terdiri dari tiga jenis polimer
utama: selulosa, hemiselulosa, dan lignin.
Lignoselulosa banyak ditemukan pada limbah
organik, seperti limbah dapur dan limbah pertanian,
serta limbah dari industri kertas dan kayu (Agustiany
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et al., 2022). Komponen ini dapat diolah menjadi
berbagai produk bernilai tinggi, seperti pupuk
organik, bioetanol, dan pakan ternak. Namun,
pemanfaatan lignoselulosa masih belum optimal
karena keberadaan lignin, yang menjadi faktor
pembatas.
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Lignin adalah senyawa heterogen kompleks
yang sulit didegradasi secara alami karena terjalin
erat dengan selulosa dan hemiselulosa di dalam
dinding sel tanaman. Lignin berfungsi memberikan
kekuatan struktural, ketahanan, dan kemampuan
transportasi air pada dinding sel, serta melindungi
dari degradasi oleh mikroorganisme dan enzim
(Brink et al, 2019). Untuk memanfaatkan
lignoselulosa secara maksimal, lignin  perlu
dihilangkan melalui proses delignifikasi. Proses ini
mengubah struktur kimia lignoselulosa dengan cara
mendegradasi lignin secara selektif dan menguraikan
ikatan kimianya, sehingga kandungan lignin dapat
terlarut dan dipisahkan dengan lebih mudah.

Delignifikasi secara biologis merupakan salah
satu metode yang banyak digunakan untuk mengolah
lignoselulosa, terutama dengan memanfaatkan
mikroorganisme penghasil enzim ligninase, termasuk
bakteri lignolitik (Permata et al., 2022). Bakteri
lignolitik mampu mendepolimerisasi lignin melalui
aktivitas enzimatik sehingga menghasilkan senyawa
aromatik dengan berat molekul yang lebih rendah.
Beberapa jenis  bakteri  diketahui  mampu
menghasilkan enzim ligninase yang efektif dalam
mendegradasi limbah lignoselulosa. Penelitian oleh
Umashankar et al. (2018) menemukan bahwa 25
isolat bakteri yang berasal dari kotoran sapi, tanah,
dan kompos memiliki kemampuan mendegradasi
lignin. Sementara itu, penelitian Rupaedah et al.
(2019) menunjukkan bahwa lima isolat bakteri yang
berasal dari tandan kosong kelapa sawit mampu
mendegradasi lignin secara efektif. Beberapa genera
telah dilaporkan mampu menghasilkan enzim

ligninolitik  ekstraseluler, seperti Bacillus,
Stenotrophomonas, Mesorhizobium, Serratia,
Pantoea, Thauera, Arthrobacter, Rhizobium,

Burkholderia, dan Pseudomonas (Huang et al., 2013;
Tianetal., 2016; Wang et al., 2016; Woo et al., 2014;
Xiong et al., 2014; Yang et al., 2017; Zainith et al.,
2019). Kemampuan bakteri dalam mendegradasi
lignin merupakan respon dari aktivitas tiga kelompok
utama enzim ekstraseluler yaitu lignin peroksidase
(LiP), mangan peroksidase (MnP), dan lakase (Lac)
(Mudita et al., 2019).

Meskipun berbagai bakteri lignolitik telah
berhasil diisolasi dari beragam lingkungan, informasi
mengenai potensi lignolitik isolat bakteri indigenous
yang berasal dari tanah, sampah dapur, serasah daun,
dan kotoran sapi masih terbatas. Selain itu, sebagian
besar penelitian hanya berfokus pada kemampuan
degradasi lignin secara kualitatif, sedangkan data
mengenai aktivitas enzim lignin peroksidase, mangan
peroksidase, dan lakase yang dihasilkan oleh isolat
lokal masih belum banyak dilaporkan. Oleh karena
itu, eksplorasi dan karakterisasi bakteri lignolitik dari
berbagai sumber lingkungan diperlukan untuk
memperoleh kandidat bakteri yang berpotensi
digunakan dalam proses delignifikasi biomassa
lignoselulosa.

Sebanyak 33 isolat bakteri yang berasal dari

66

tanah, sampah dapur, serasah daun, dan kotoran sapi
telah berhasil diisolasi pada penelitian sebelumnya
(Satwika et al., 2021). Namun, potensi lignolitik dan
karakteristik enzimatik isolat-isolat tersebut belum
pernah dievaluasi. Oleh karena itu, penelitian ini
bertujuan untuk menyeleksi isolat bakteri yang
berpotensi  mendegradasi  lignin, menentukan
aktivitas enzim lignin peroksidase (LiP), mangan
peroksidase (MnP), dan lakase (Lac) yang dihasilkan,
serta mengidentifikasi isolat bakteri lignolitik
potensial berdasarkan karakter fenetiknya.

MATERI DAN METODE

Peremajaan isolat bakteri

Sebanyak 33 isolat bakteri koleksi laboratorium
Mikrobiologi asal sampah dapur, tanah, serasah
daun, dan kotoran sapi (Satwika et al., 2021)
diinokulasikan ke dalam medium Nutrient Agar (NA)
miring secara aseptis menggunakan metode streak.
Kemudian inkubasi selama 24 jam pada suhu 30°C.
Uji kualitatif kemampuan isolat bakteri (Xiong et
al., 2020)

Isolat bakteri diuji kemampuan lignolitiknya
secara Kualitatif dengan cara menginokulasikan
masing-masing isolat pada medium L-MSM Agar
secara streak. Komposisi L-MSM Agar (dalam g.L)
adalah (NH.).SO4 2,0; MgSO. 0,5; K;HPO4 1,0;
NaCl 0,5; alkali lignin 5,0; dan agar 20,0. Kemudian
medium diinkubasi pada suhu 30°C selama 3-5 hari.
Pertumbuhan isolat pada medium L-MSM yang
menggunakan alkali lignin sebagai sumber karbon
utama digunakan sebagai indikator awal kemampuan
bakteri dalam memanfaatkan lignin. Isolat yang
menunjukkan pertumbuhan selanjutnya dipilih untuk
pengujian aktivitas enzim ligninolitik.

Produksi enzimatis kasar

Inokulum disiapkan pada medium L-MSM
broth. Sebanyak 1 mL inokulum diinokulasikan pada
50 mL medium L-MSM broth dan inkubasi pada
suhu 32°C selama 72 jam dengan kondisi pengocokan
pada 120 rpm. Hasil fermentasi diambil 2 mL untuk
disentrifugasi pada 8000 rpm selama 15 menit.
Supernatan digunakan sebagai enzim kasar.

Uji aktivitas enzim lignin peroksidase (LiP) (Tien
& Kirk, 1988 dengan modifikasi)

Analisis aktivitas LiP dilakukan dengan
menambahkan 0,2 mL ekstrak enzim kasar pada
campuran yang mengandung veratryl alcohol 2 mM,
asam tartat 50 mM, dan H.O, 0,4 mM kemudian
divorteks. Aktivitas enzim diukur optical density
(OD) menggunakan spektrofotometer dengan
panjang gelombang 310 nm pada menit ke 0 dan 30.

Uji aktivitas enzim mangan peroksidase (MnP)
(Orth et al., 1993)

Sebanyak 1 mL ekstrak enzim kasar dicampur
dengan 1 mL buffer fosfat (pH 7), 500 uL H2O2, 500
ML MnSOs, dan 1 mL phenol red. Reaksi dimulai
dengan menambahkan H.O, ke dalam campuran
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reaksi. Sampel diambil 1 mL dari campuran reaksi
dan ditambahkan 40 pL NaOH 5M untuk
menghentikan reaksi. Aktivitas enzim diukur
menggunakan  spektrofotometer pada panjang
gelombang 610 nm pada menit ke 0 dan 30.

Uji aktivitas enzim lakase (Lac) (Sheikhi et al.,
2012)

Sebanyak 0,4 mL ekstrak enzim kasar
ditambahkan pada campuran 0,5 mL buffer asetat
(pH 5), dan 0,1 mL ABTS 1 mM kemudian divorteks.
Pengukuran aktivitas enzim dilakukan dengan
mengukur optical density (OD) menggunakan
spektrofotometer pada panjang gelombang 420 nm,
pada menit ke 0 dan 30.

Penentuan aktivitas enzim (Perwitasari et al., 2018)
Aktivitas enzim lignin peroksidase, mangan
peroksidase, dan lakase dihitung berdasarkan rumus:

(At—Ao) x vol total (ml)x 10°
emaks xdxvol enzimx t

Aktivitas enzim (U/mL) =

Keterangan:

Ao = absorbansi awal (menit ke-0)

At = absorbansi akhir (menit ke-30)

d = ketebalan kuvet

emaks = absorptivitas molar untuk masing-

masing substrat pada uji enzim: ABTS:
3600 M-cm?, veratril alkohol: 9300 M-
em®, Phenol red: 2200 M-tcm.

Identifikasi isolat bakteri (Cappuccino & Welsh,
2018)
1. Karakterisasi morfologi
Isolat bakteri yang memiliki potensi untuk
mendegradasi lignin dikarakterisasi secara
makromorfologi, sifat yang diamati adalah
bentuk koloni, warna koloni, tepi koloni, elevasi
koloni, dan karakteristik optik. Isolat bakteri
juga dikarakterisasi secara mikromorfologi
untuk melihat bentuk sel dan sifat Gram, dan
keberadaan endospora.
2. Uji katalase
Isolat bakteri sebanyak 1 ose dioleskan di
atas object glass menggunakan jarum ose.
Kemudian reagen H,0, diteteskan di atas ulasan
bakteri. Interpretasi positif dari uji katalase
ditandai dengan terbentuknya gelembung.
3. Uji oksidase
Isolat bakteri sebanyak 1 ose dioleskan pada
kertas saring lembab menggunakan jarum ose.
Kemudian reagen tetrametil
paraphenilendiamine diteteskan di atas ulasan
bakteri dan amati perubahan warna yang terjadi.
Hasil positif dari uji oksidase adalah adanya
perubahan warna menjadi biru gelap.
4. Uji fermentasi karbohidrat
Sebanyak 1 ose isolat bakteri diinokulasikan
pada media Phenol Red Glucose Broth dalam
tabung reaksi berisi tabung Durham. Inkubasi
selama 24 jam pada suhu 30°C. Hasil positif
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ditandai dengan perubahan warna medium
menjadi kuning karena produksi asam dan
terdapat gelembung pada tabung Durham.
5. Ujiindol
Isolat bakteri sebanyak 1 ose diinokulasikan
pada medium Tryptone broth, kemudian
inkubasi selama 24 jam pada suhu 30°C. Reagen
kovac diteteskan setelah inkubasi selesai.
Interpretasi positif dari uji indol ditandai dengan
adanya warna merah pada lapisan larutan.
6. Uji reduksi nitrat
Sebanyak 1 ose isolat bakteri ditumbuhkan
pada medium nitrate broth dan inkubasi selama
48 jam pada suhu 30°C. Kemudian reagen asam
sulfanilat dan alfa naftilamin ditambahkan ke
dalam larutan. Interpretasi positif dari uji
reduksi nitrat adalah terjadinya perubahan
warna pada larutan menjadi merah.

Identifikasi isolat bakteri

Analisis aktivitas enzim dilakukan
menggunakan dua Kkali ulangan. Data disajikan
sebagai rerata + standar deviasi. Analisis deskriptif
digunakan untuk membandingkan aktivitas lignin
peroksidase (LiP), mangan peroksidase (MnP), dan
lakase (Lac) yang dihasilkan oleh masing-masing
isolat bakteri.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Pengujian kemamapuan lignolitik 33 isolat
bakteri dalam medium Lignin Mineral Salt Medium
(L-MSM) agar menggunakan metode kualitatif.
Sebanyak dua isolat bakteri menunjukkan aktivitas
lignolitik yaitu SD5 dan KS5. Pertumbuhan isolat
pada medium L-MSM menunjukkan kemampuan
bakteri untuk memanfaatkan lignin sebagai sumber
karbon utama (Gambar 1). Namun demikian,
kemampuan degradasi lignin secara spesifik perlu
dikonfirmasi melalui pengukuran aktivitas enzim
ligninolitik yang terlibat dalam proses depolimerisasi
lignin. Isolat SD5 merupakan bakteri asal sampah
dapur, sedangkan isolat KS5 berasal dari kotoran sapi
(Satwika et al., 2021). Isolat bakteri asal tanah dan
limbah dapur dapat tumbuh dalam medium mineral
yang mengandung lignin sebagai satu-satunya
sumber karbon, dan tumbuh optimum pada
konsentrasi lignin 0,5% (Ahmed et al., 2018;
Sharadamma et al., 2021; Thiruppathi et al., 2021).
Menurut Kameshwar & Qin (2016) tidak semua
bakteri dapat tumbuh dengan menggunakan lignin
atau kraft lignin sebagai satu-satunya sumber karbon
karena tingginya berat molekul dan kemampuan
degradasi yang terbatas. Hanya bakteri tertentu yang
dapat bertahan hidup dalam konsentrasi lignin yang
tinggi karena aromatik turunan lignin memiliki efek
berbahaya yang dapat menyebabkan kematian sel,
kerusakan DNA, dan penghambatan enzim (Khan et
al., 2022).
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Gambar 1. Pertumbuhan isolat bakteri SD5 dan KS5 pada medium L-MSM. A : isolat SD5, B : isolat KS5
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Gambar 2. Kurva Pertumbuhan Bakteri Lignolitik Isolat KS5 dan SD5

Kurva pertumbuhan menunjukkan bahwa kedua
isolat lignolitik mampu tumbuh pada medium L-
MSM yang mengandung lignin sebagai sumber
karbon utama (Gambar 2). Populasi isolat KS5
meningkat dari 5,58 Log CFU/mL pada 24 jam
inkubasi menjadi 6,58 Log CFU/mL pada 96 jam
inkubasi, sedangkan isolat SD5 meningkat dari 5,69
Log CFU/mL menjadi 6,43 Log CFU/mL pada 120
jam inkubasi. Peningkatan populasi ini menunjukkan
bahwa kedua isolat mampu memanfaatkan senyawa
lignin sebagai sumber nutrien untuk pertumbuhan.

Isolat KS5 menunjukkan laju pertumbuhan
yang lebih cepat dibandingkan isolat SD5, yang
ditunjukkan oleh peningkatan populasi yang lebih
tajam pada periode 48-72 jam. Sementara itu, isolat
SD5 mengalami peningkatan populasi secara
bertahap hingga mencapai kepadatan maksimum
pada 120 jam inkubasi. Perbedaan pola pertumbuhan
tersebut mengindikasikan adanya variasi kemampuan
adaptasi dan pemanfaatan substrat lignin antara
kedua isolat.

Berdasarkan kurva pertumbuhan, produksi
enzim ligninolitik dilakukan pada jam ke-72 ketika

68

kedua isolat berada pada fase eksponensial.
Pemilihan waktu ini didasarkan pada pertimbangan
bahwa produksi enzim ekstraseluler umumnya
meningkat selama fase pertumbuhan aktif dan dapat
mencapai aktivitas maksimum pada akhir fase
eksponensial atau awal fase stasioner. Dube et al.
(2023)  melaporkan  bahwa lama inkubasi
memengaruhi produksi enzim aktif, sedangkan
peningkatan biomassa sel berkontribusi terhadap
peningkatan produksi enzim lignolitik (Kurniawati et
al., 2019).

Hasil pengujian menunjukkan bahwa kedua
isolat menghasilkan tiga jenis enzim ligninolitik,
yaitu lignin peroksidase (LiP), mangan peroksidase
(MnP), dan lakase (Lac) (Gambar 3). Aktivitas enzim
tertinggi pada kedua isolat ditunjukkan oleh lignin
peroksidase. Isolat KS5 menghasilkan aktivitas LiP
sebesar 46,45 + 7,56 U/mL, sedangkan isolat SD5
menghasilkan aktivitas LiP sebesar 49,45 + 4,59
U/mL. Aktivitas lakase pada isolat KS5 dan SD5
masing-masing sebesar 8,54 + 0,09 U/mL dan 6,22 £
0,55 U/mL, sedangkan aktivitas MnP masing-masing
sebesar 3,11 + 0,38 U/mL dan 6,39 + 1,07 U/mL.
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Gambar 3. Aktivitas enzim ligninase isolat KS5 dan SD5

Dominannya aktivitas lignin  peroksidase
dibandingkan enzim ligninolitik lainnya
mengindikasikan bahwa proses degradasi lignin oleh
kedua isolat kemungkinan lebih banyak melibatkan
oksidasi senyawa aromatik nonfenolik. Lignin
peroksidase  diketahui ~ memiliki ~ kemampuan
mengoksidasi struktur lignin dengan potensial redoks
tinggi, termasuk komponen nonfenolik yang
menyusun sebagian besar struktur lignin. Oleh
karena itu, enzim ini sering berperan penting pada
tahap awal depolimerisasi lignin dan pembentukan
senyawa aromatik dengan berat molekul yang lebih
rendah.

Meskipun isolat KS5 menunjukkan laju
pertumbuhan yang lebih cepat dibandingkan SD5,
aktivitas ligninase yang dihasilkan tidak selalu lebih
tinggi. Isolat SD5 menghasilkan aktivitas LiP dan
MnP yang lebih tinggi dibandingkan KS5, sedangkan
aktivitas lakase lebih tinggi pada KS5. Hasil ini
menunjukkan bahwa kemampuan produksi enzim
ligninolitik tidak hanya dipengaruhi oleh jumlah sel,
tetapi juga oleh karakteristik fisiologis dan regulasi
metabolisme  masing-masing  isolat  bakteri.
Perbedaan habitat asal isolat juga diduga
berkontribusi terhadap variasi profil enzim yang
dihasilkan.

Aktivitas ligninase yang diperoleh pada
penelitian ini relatif lebih tinggi dibandingkan
beberapa laporan sebelumnya. Priyanka et al. (2021)
melaporkan bahwa isolat bakteri asal kotoran sapi
hanya menghasilkan aktivitas lignin peroksidase
sebesar 0,11 U/mL, lakase sebesar 0,004 U/mL, dan
mangan peroksidase sebesar 0,006 U/mL. Perbedaan
aktivitas enzim tersebut dapat dipengaruhi oleh jenis
isolat, komposisi medium, sumber lignin yang
digunakan, kondisi inkubasi, serta metode
pengukuran aktivitas enzim.

Karakterisasi isolat KS5 dan SD5 dilakukan
secara morfologi, fisiologi, dan biokimia dengan
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hasil yang ditampilkan dalam Tabel 1. Hasil
pengamatan menunjukkan bahwa kedua isolat
merupakan bakteri Gram positif berbentuk batang.
Hal ini terindikasi dari warna sel bakteri lignolitik
berdasarkan pewarnaan Gram yang menunjukkan
warna ungu. Pewarnaan endospora yang dilakukan
menunjukkan bahwa isolat bakteri SD5 merupakan
bakteri pembentuk endospora. Endospora adalah
struktur sel bakteri yang berperan untuk melindungi
bakteri dari tekanan fisik dan kimia, seperti kering,
panas, paparan bahan kimia, dan radiasi atau kondisi
lingkungan yang tidak menguntungkan (Mawardika
et al., 2023).

Uji fisiologis bakteri terdiri dari pengaruh suhu
dan pengaruh pH. Hasil uji bakteri lignolotik
terhadap pengaruh suhu menunjukkan kedua isolat
bakteri termasuk ke dalam kelompok bakteri mesofil,
karena bakteri dapat tumbuh pada kisaran suhu 29-
40°C. Hasil pengujian terhadap pH menunjukkan
bahwa kedua isolat bakteri digolongkan ke dalam
mikroba yang toleran terhadap kondisi alkali, karena
tumbuh pada pH 7-10. Uji katalase menunjukkan
reaksi positif. Aktivitas katalase ditunjukkan dengan
terbentuknya gelembung pada media sebagai akibat
penguraian H.O, dan pembentukan oksigen
(Panjaitan et al., 2020). Kedua isolat bakteri
lignolitik memiliki enzim katalase untuk melindungi
diri dari hidrogen peroksida. Hasil pengamatan pada
uji oksidase isolat KS5 dan SD5 menunjukkan reaksi
positif yang ditandai dengan warna biru setelah
ditetesi oleh reagen oksidase. Satwika et al. (2021)
menjelaskan bahwa uji oksidase digunakan untuk
mengidentifikasi enzim sitokrom oksidase, yang
bertanggung jawab atas rantai transpor elektron
dalam respirasi aerob.

Uji indol pada kedua isolat menunjukkan hasil
yang negatif. Hal ini menunjukkan bahwa bakteri
tidak menghasilkan enzim tryptophanase, yang
memungkinkan mereka untuk menguraikan triptofan
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Tabel 1. Hasil karakterisasi bakteri lignolitik isolat KS5 dan SD5

Karakteristik Kode isolat
KS5 SD5

Makromorfologi
Bentuk koloni Sirkuler Irrengular
Warna koloni Putih Putih
Elevasi koloni Raised Rata
Tepi koloni Rata Undulate
Karakter optik Translucent Opaque
Ukuran koloni Kecil Kecil
Mikromorfologi
Sifat Gram Gram positif Gram positif
Bentuk sel Basil Basil
Endospora Tidak ada Ada
Karakter fisiologis
Pertumbuhan pada pH 3 - -
Pertumbuhan pada pH 7 + +
Pertumbuhan pada pH 10 + +
Pertumbuhan pada suhu 4° - -
Pertumbuhan pada suhu 29° + +
Pertumbuhan pada suhu 40° + +
Karakter biokimia
Fermentasi karbohidrat

e  Sukrosa +* +

e Glukosa +* +

e Laktosa +* -
Indol - -
Katalase + +
Oksidase + +
Reduksi nitrat + -

Keterangan:

Fermentasi karbohidrat: * terbentuk gelembung

dan menghasilkan senyawa indol bersama dengan
asam piruvat dan amonia. Reaksi reagen kovacs
dengan alkohol menyebabkan permukaan media
menjadi merah (Gunawan et al., 2022). Uji reduksi
nitrat pada isolat KS5 menunjukkan hasil positif dan
isolat SD5 menunjukkan hasil negatif. Interpretasi
positif pengujian ini ditunjukkan dengan perubahan
warna pada medium menjadi merah. Hal ini sesuai
dengan Cappuccino & Welsh (2018) bahwa
perubahan warna menjadi merah setelah ditetesi
dengan reagen asam sulfanilat dan alfa naftilamin
menunjukkan bakteri mampu mereduksi nitrat oleh
enzim nitrat reduktase.

Hasil uji fermentasi karbohidrat dengan
glukosa, sukrosa, dan laktosa pada kedua bakteri
lignolitik menunjukkan bahwa isolat KS5 dapat
memfermentasi karbohidrat pada ketiga gula, serta
dapat memproduksi gas. Sementara isolat SD5 hanya
dapat melakukan fermentasi karbohidrat apabila gula
berupa sukrosa dan glukosa, serta tidak memproduksi
gas. Interpretasi positif pada uji fermentasi
karbohidrat ditunjukkan dengan perubahan warna
pada medium menjadi kuning, serta terdapat
gelembung gas pada tabung Durham. Perubahan
warna pada medium merupakan akibat dari produksi
asam (Fitriani et al., 2016). Bakteri akan
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memfermentasi gula untuk menghasilkan energi
berupa asam piruvat dan asam asetat, bersama
dengan gelembung gas CO; dalam media (Putri &
Kurnia, 2018).

Berdasarkan karakterisasi fenetik yang merujuk
pada Bergey's Manual of Determinative Bacteriology
(Vos et al, 2011), isolat SD5 menunjukkan
kemiripan karakteristik dengan genus Bacillus,
sedangkan isolat KS5 belum dapat merujuk pada
suatu karakter genus tertentu. Genus Bacillus
termasuk bakteri Gram positif yang dapat
membentuk endospora, memiliki bentuk batang lurus
atau sedikit melengkung. Endospora Bacillus terdiri
hanya satu spora per sel, berbentuk bulat atau
silinder. Bersifat aerob atau fakultatif anaerob, serta
beberapa spesies digambarkan sebagai anaerob.
Bacillus bersifat motil dan bergerak melalui flagela
peritrikus. Genus Bacillus memiliki suhu optimum
30-37°C dan dapat tumbuh pada pH 5-10. Bacillus
dapat ditemukan di berbagai habitat dan lingkungan
ekstrim karena tingkat kepekaan terhadap panas, pH,
dan salinitas yang tinggi (Napitupulu et al., 2019).

Penelitian oleh Yang et al. (2021) menunjukan
bahwa Bacillus sp. dapat tumbuh efektif pada
medium selektif dengan lignin sebagai satu-satunya
sumber karbon. Ahmed et al. (2018) dalam
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penelitiannya yang mengisolasi bakteri dari sampah
dapur menunjukkan bahwa Bacillus memiliki
aktivitas lignolitik, serta dapat menghasilkan enzim

lakase. Beberapa bakteri mampu menghasilkan
enzim ligninase diantaranya Bacillus  sp.,
Sphingomonas  sp.,  Streptomyces sp., dan

Pseudomonas sp (Prakoso et al., 2014).

SIMPULAN

Dari 33 isolat bakteri yang diuji, dua isolat yaitu
KS5 dan SD5 menunjukkan kemampuan tumbuh
pada medium Lignin-Mineral Salt Medium (L-
MSM) sehingga berpotensi sebagai bakteri lignolitik.
Kedua isolat mampu menghasilkan enzim lignin
peroksidase (LiP), mangan peroksidase (MnP), dan
lakase (Lac), dengan aktivitas lignin peroksidase
sebagai  aktivitas tertinggi yang terdeteksi.
Berdasarkan karakterisasi fenetik, isolat SD5
menunjukkan kemiripan karakteristik dengan genus
Bacillus, sedangkan isolat KS5 belum dapat
diidentifikasi hingga tingkat genus. Hasil penelitian
ini menunjukkan bahwa isolat bakteri yang berasal
dari sampah dapur dan kotoran sapi berpotensi
menjadi sumber enzim ligninolitik untuk mendukung
proses delignifikasi biomassa lignoselulosa.
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