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RINGKASAN

Skrining Bakteri Selulolitik asal Vermicomposting Tandan Kosong Kelapa

Sawit; Siti Nur Azizah, 081810401022; 2013; 31 halaman; Jurusan Biologi Fakultas

Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam Universitas Jember.

Vermicomposting adalah biokonversi materi organik dengan menggunakan

cacing tanah sebagai pioneer dekomposisi untuk memfragmentasi limbah organik

sampai menjadi humus. Pengolahan tandan kosong kelapa sawit (TKKS) melalui

vermicomposting berlangsung dalam waktu 2-3 bulan. Bahan organik utama dalam

TKKS adalah selulosa yang mencapai 45,95%, sehingga agen pendekomposisi

selulosa dalam TKKS sangat dibutuhkan. Bakteri selulolitik berperan sebagai

pendegradasi selulosa dan banyak ditemukan pada limbah organik yang mengandung

selulosa. Penggunaan bioaktivator yang mengandung bakteri selulolitik banyak

dimanfaatkan dalam pengolahan limbah selulosa menjadi kompos dan sebagai

strategi mempersingkat proses dekomposisi. Oleh karena itu untuk mempercepat

vermicomposting TKKS dilakukan skrining bakteri selulolitik indigenous. Penelitian

ini bertujuan untuk mendapatkan isolat bakteri selulolitik potensial dari

vermicomposting TKKS.

Penelitian dilaksanakan dengan metode deskriptif dalam empat tahap analisis

laboratorium secara berkesinambungan. Pada tahap pertama dilakukan isolasi dan

pemurnian isolat bakteri dari vermicomposting TKKS. Tahap kedua adalah skrining

bakteri selulolitik secara semikuantitatif pada media CMC plate dari isolat-isolat

bakteri hasil isolasi dan dipilih empat isolat bakteri dengan indeks aktivitas

selulolitik tertinggi. Tahap ketiga adalah skrining aktivitas selulolitik secara

kuantitatif dari empat isolat bakteri terpilih yang diawali dengan pembuatan pola
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pertumbuhan, produksi enzim ekstrak kasar, dan analisis aktivitas pembentukan gula

reduksi menggunakan substrat yang berbeda yaitu CMC dan alkali ekstrak TKKS.

Tahap keempat adalah karakterisasi morfologi pada empat isolat bakteri selulolitik

terpilih.

Hasil penelitian diperoleh 51 isolat bakteri dari vermicomposting TKKS.

Lima puluh satu isolat tersebut merupakan bakteri selulolitik namun ada 21 isolat

yang nampak zona beningnya dengan indeks selulase lebih dari 1. Empat isolat yang

menunjukkan indeks aktivitas selulase tertinggi adalah isolat 20 (11,90), 40a (10,97),

40b (11,29), dan 49 (11,24). Isolat 20, 40a dan 40b mencapai pertengahan fase

logaritmik pada jam ke-18 dengan jumlah sel berturut-turut yaitu 2,9x105 CFU/ml,

9,5x105 CFU/mL, dan 9,2x105 CFU/mL sedangkan isolat 49 pada jam ke-24 dengan

jumlah sel 1,4x106 CFU/mL. Isolat 20 menunjukkan kemampuan pembentukan gula

reduksi tertinggi pada waktu inkubasi optimum jam ke-36 yaitu 12,27 μg/mL di

CMC dan 49,31 μg/mL di TKKS. Isolat 40a pada jam ke-48 yaitu sebesar 3,48

μg/mL di CMC dan 24,54 μg/mL di TKKS. Isolat 40b sebesar 6,28 μg/mL di CMC

dan 11,21 μg/mL di TKKS pada jam ke-24. Sedangkan isolat 49 memiliki

kemampuan pembentukan gula reduksi rendah yaitu 3,10 μg/mL di CMC dan 8,25

μg/mL di TKKS pada jam ke-36. Karakterisasi keempat isolat bakteri selulotik

terpilih secara makroskopis memiliki warna koloni berwarna putih, sedangkan secara

mikroskopis keempat isolat bakteri termasuk kelompok bakteri Gram negatif dengan

bentuk sel batang.
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Vermicomposting adalah biokonversi bahan organik dengan menggunakan

cacing tanah sampai menjadi humus yang dikenal sebagai vermikompos (Munroe,

2009). Cacing tanah pada vermicomposting berperan sebagai pioneer dekomposisi

yaitu memfragmentasi limbah organik menjadi berukuran lebih kecil sehingga dapat

meningkatkan luas permukaan bahan organik tersebut untuk didekomposisi lanjut

oleh mikroba (Hanafiah et al., 2005). Keunggulan vermicomposting yaitu waktu

lebih cepat dibanding pengomposan secara spontan (Sabaruddin, 2011), dan

vermikompos yang dihasilkan mengandung unsur hara makro dan mikro yang

tersedia bagi tanaman lebih besar (Nagavallemma et al., 2004). Vermicomposting

telah berhasil digunakan dalam pengolahan berbagai limbah seperti limbah

perkotaan, limbah kotoran ternak, limbah pertanian, limbah industri kertas, dan

limbah industri pangan (Dominguez et al., 2010a).

Tandan kosong kelapa sawit (TKKS) adalah limbah utama dari industri

minyak sawit di Indonesia dengan tingkat ketersediaan berlimpah setiap tahunnya

yaitu sekitar 37 juta ton (Kementerian Pertanian, 2011). Menurut Sabaruddin (2011)

vermicomposting TKKS berlangsung dalam waktu yaitu 2-3 bulan. Hal ini

disebabkan TKKS mengandung lignoselulosa yang sukar terdegradasi (Hasibuan,

2005), salah satunya adalah selulosa sebesar 45,95 % (Afriani, 2011). Bahan organik

yang mengandung selulosa merupakan substrat bagi pertumbuhan bakteri selulolitik

(Saraswati et al., 2010), sehingga diduga bakteri selulolitik juga terdapat pada

vermicomposting TKKS yang mengandung selulosa tinggi.

Bakteri selulolitik merupakan bakteri yang mampu menghasilkan selulase

yang menghidrolisis selulosa menjadi produk yang lebih sederhana yaitu glukosa
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(Meriyandini et al., 2009). Menurut Saraswati et al (2010) penggunaan bioaktivator

yang mengandung bakteri selulolitik banyak dimanfaatkan dalam pengolahan limbah

selulosa menjadi kompos dan sebagai strategi untuk mempersingkat proses

dekomposisi. Oleh karena itu untuk memperoleh agen potensial pendegradasi

selulosa dan mempercepat vermicomposting TKKS dilakukan skrining bakteri

selulolitik indigenous TKKS. Octavia (2010) menyatakan bahwa bakteri indigenous

memiliki sifat toleransi yang lebih tinggi terhadap kondisi lingkungan tempat bakteri

berasal. Bakteri indigenous yang berhasil diisolasi dari berbagai limbah sebagian

besar menunjukkan biodiversitas dan aktivitas potensial untuk dikembangkan dan

ditingkatkan.

1.2 Rumusan Masalah

Apakah isolat bakteri selulolitik dapat diperoleh pada vermicomposting

TKKS dan bagaimanakah aktivitas selulolitik oleh isolat tersebut?

1.3 Tujuan

Penelitian ini bertujuan untuk mendapatkan isolat bakteri selulolitik potensial

dari vermicomposting TKKS.

1.4 Manfaat Penelitian

Hasil skrining isolat bakteri selulolitik dari vermicomposting TKKS yang

memiliki aktivitas tertinggi dapat dikembangkan potensinya sebagai agen

dekomposer untuk membantu mempercepat vermicomposting TKKS.
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Vermicomposting

Vermicomposting adalah proses pembuatan kompos dengan menggunakan

beberapa spesies cacing tanah untuk meningkatkan konversi limbah menjadi produk

yang lebih baik (Nagavallemma et al., 2004). Vermicomposting berlangsung dalam

rentang suhu mesofilik karena cacing tanah dan mikroba aktif pada suhu 10 oC-32 oC.

Cacing tanah terlibat langsung pada populasi mikroba selama vermicomposting yaitu

bertindak sebagai fragmentator bahan organik sehingga menghasilkan luas

permukaan bahan organik yang tersedia untuk kolonisasi mikroba dan dapat

meningkatkan aktivitas mikroba (Dominguez et al., 2010a; Dominguez, 2011b).

Kotoran cacing (cast) yang dihasilkan cacing selama vermicomposting mengandung

mikroba, mineral anorganik dan bahan organik (Warsana, 2009). Cast yang

bercampur dengan sisa limbah (midden) memiliki nutrien tersedia lebih tinggi

sehingga kondisi ini menarik kehadiran mikroba untuk mempercepat dekomposisi

(Melillo et al, 1982 dalam Aira et al., 2009). Selama vermicomposting mikroba yang

berperan antara lain bakteri, jamur dan actinomisetes dengan jumlah yang berlimpah

dan menghasilkan enzim selulase, amilase, lipase, protease, dan fosfatase yang

berfungsi dalam perombakan bahan organik (Mansur, 2001).

Produk akhir dari vermicomposting adalah vermikompos. Vermikompos

memiliki C/N rasio rendah, memiliki kapasitas menyerap dan menahan air, berwarna

coklat gelap, tidak berbau, dan  strukturnya  remah (Sabaruddin, 2011). Selain itu

mengandung banyak nutrisi khususnya amonium dan nitrat, fosfor, kalium, kalsium,

magnesium untuk pertumbuhan tanaman serta mengandung hormon pertumbuhan

tanaman (Dominguez, 2011b).
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2.2 Tandan Kosong Kelapa Sawit (TKKS)

Tandan kelapa sawit (TKS) adalah bagian dari pohon kelapa sawit yang

berfungsi sebagai tempat untuk buah kelapa sawit. Setiap TKS mengandung 62–70%

buah dan sisanya adalah tandan kosong kelapa sawit (TKKS) (Naibaho, 1998).

Pengolahan 1 ton TKS segar dalam produksi minyak sawit akan dihasilkan limbah

TKKS sebesar 23% (Darnoko, 1992).

Pengolahan TKKS belum termanfaatkan secara optimal oleh sebagian besar

pabrik kelapa sawit di Indonesia karena sebagian besar pabrik masih membakar

TKKS dalam incinerator. Alternatif pengolahan lainnya adalah dengan cara

menimbun (open dumping), dijadikan mulsa, atau diolah menjadi kompos. Namun

karena kendala seperti waktu pengomposan yang cukup lama sampai 6 – 12 bulan,

maka cara tersebut kurang diminati oleh pabrik kelapa sawit. Sehingga limbah TKKS

tersebut masih tetap dijumpai setiap hari berupa tumpukan dalam jumlah besar yang

menimbulkan dampak negatif bagi lingkungan (Isroi, 2009).

Tandan kosong kelapa sawit merupakan limbah utama berlignoselulosa.

Tabel 2.1 menunjukkan TKKS mengandung selulosa sebesar 35-45%.

Tabel 2.1 Komposisi kimiawi tandan kosong kelapa sawit (%)

Komponen A B C D

Kadar abu 6,04 6,23 6,59 1,23
Selulosa 35,81 37,5 38,76 45,95
Lignin 15,70 20,62 22,23 16,49
Hemiselulosa 27,01 - - 22,84
Holoselulosa - 66,07 67,88 -

Sumber: A: Pratiwi et al (1998), B: Guritno et al (1998), C: Darnoko (2000) dalam Kahfi
(2007); D: Afriani (2011).
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2.3 Selulosa dan Selulase

Selulosa merupakan salah satu senyawa organik paling melimpah di alam

tetapi proses dekomposisinya lama (Stryer, 2000). Selulosa adalah senyawa seperti

serabut, tidak larut dalam air dan merupakan struktur dasar sel tumbuhan yang

ditemukan di dalam dinding sel tumbuhan, terutama pada tangkai, batang dan semua

bagian berkayu dari jaringan tumbuhan (Lehninger, 1982). Struktur selulosa berupa

polisakarida linier dari unit monomer glukosa yang dihubungkan oleh ikatan β-1,4

glikosida (Gambar 2.1) (Howard et al., 2003). Sebagai senyawa organik paling

banyak di alam, selulosa tersusun atas 8000-12000 unit D-glukosa (Stryer, 2000).

Gambar 2.1 Struktur selulosa (Lehninger, 1982)

Selulosa menempati 30-45 % dari limbah pertanian. Sebagian besar dari

limbah pertanian yang berupa selulosa tersebut merupakan lignoselulosa.

Lignoselulosa terdiri atas tiga polimer yaitu selulosa, hemiselulosa dan lignin.

(Meriyandini et al., 2009). Selulosa cenderung membentuk mikrofibril melalui ikatan

inter dan intra molekuler. Mikrofibril selulosa terdiri dari 2 tipe, yaitu kristalin dan

amorf (Anindyawati, 2010). Kristalin dan amorf membentuk suatu struktur dengan

kekuatan tegangan tinggi. Selulosa dapat dihidrolisis dengan kelompok enzim

selulase yang terdiri dari suatu kompleks campuran dari enzim dengan spesifisitas

berbeda dalam menghidrolisis ikatan glikosidiknya (Howard et al., 2003). Dengan

bantuan selulase, selulosa dapat dimanfaatkan sebagai sumber karbon mikroba.

Selulase merupakan enzim induktif yang biosintesisnya dipengaruhi oleh

induser dan represor. Selulosa dan selobiosa merupakan induser selulase, sedangkan

glukosa dikenal sebagai represor yang efektif (Gong dan Tsao, 1979 dalam Safriani,

The image cannot be displayed. Your computer may not have enough memory to open the image, or the image may have been corrupted. Restart your computer, and then open the file again. If the red x still appears, you may have to delete the image and then insert it again.
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1995). Selulase dihasilkan oleh berbagai kelompok mikroba selulolitik dari kapang,

bakteri dan aktinomisetes baik yang hidup di alam secara bebas maupun di dalam

tubuh hewan (Silaban, 1999). Selulase sebagai enzim ekstraseluler pada mikroba

umumnya berfungsi memproduksi nutrisi dari polimer-polimer yang terdapat di

sekeliling sel (Frost dan Moss, 1987 dalam Safriani, 1995).

Suatu sistem selulase terdiri atas tiga tipe enzim utama yaitu endo β-1,4-

glukanase, ekso-β-1,4-glukanase dan β-1,4-glukosidase. Tiga kelompok enzim

selulase tersebut bekerja secara sinergis dalam proses perombakan selulosa menjadi

glukosa (Sukumaran et al., 2005). Endo-1,4 β- glukanase berperan memotong rantai

selulosa secara random sehingga sisi yang terbuka dapat diserang oleh ekso-β-1,4-

glukanase menghasilkan selooligosakarida dengan ujung rantai bebas. Ekso-1,4 -β-

glukanase berperan memecah ujung pereduksi dan non pereduksi pada rantai

selooligosakarida untuk menghasilkan selobiosa. Selobiosa kemudian dihidrolisis

menjadi glukosa oleh β-glukosidase (Gambar 2.2) (Moat et al., 2002).

Gambar 2.2 Degradasi selulosa oleh selulase (Moat et al., 2002)
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2.4 Bakteri Selulolitik

Bakteri selulolitik adalah bakteri yang mampu mendegradasi dan

memanfaatkan selulosa sebagai sumber karbon dan energinya (Baharuddin et al.,

2010). Energi yang dihasilkan, digunakan untuk sintesis makomolekul seperti asam

nukleat, lipid dan polisakarida untuk pertumbuhan dan perkembangan sel (Djuarnani,

2004 dalam Fadillah, 2012). Bakteri selulolitik dipilih sebagai salah satu mikroba

pendegradasi selulosa karena memiliki tingkat pertumbuhan yang lebih cepat

dibanding kelompok mikroba lainnya sehingga waktu yang dibutuhkan untuk

produksi enzim lebih cepat (Baharuddin et al., 2010). Selain itu, tingkat variasi

genetik kelompok bakteri sangat beragam yang memungkinkan dilakukan rekayasa

genetika untuk optimasi produksi maupun aktivitas enzim selulasenya (Alam et al.,

2004). Bakteri selulolitik memiliki ketahanan yang tinggi terhadap kelembaban yang

dibutuhkan untuk dekomposisi selulosa. Bakteri memiliki water activity lebih dari

0,9 sedangkan kapang kurang dari 0,7 dan actinomicetes 0,8 (Matthew et al., 2003).

Bakteri selulolitik secara alami sangat umum dijumpai pada tanah pertanian,

hutan, pada rabuk (pupuk) atau pada jaringan tanaman yang membusuk. Bakteri

selulolitik diantaranya berasal dari genus Achromobacter, Angiococcus, Bacillus,

Cellulomonas, Cytophaga, Clostridium, Cellivibrio, Flavobacterium, Pseudomonas,

Poliangium, Sorangium, Sporocytophaga, Vibrio, Cellfalcicula (Rao, 1994),

Citrobacter, Serratia, Klebsiella, Enterobacter, dan Aeromonas (Anand et al., 2009).

Domain bakteri yang diketahui memiliki aktivitas selulolitik secara aerob berasal

dari filum Actinobacteria dan secara anaerob berasal dari filum Firmicutes. Bakteri

selulolitik dikelompokkan berdasarkan perbedaan fisiologis menjadi tiga kelompok.

Pertama, kelompok anaerob fermentatif, yang terdiri atas bakteri Gram positif

(Clostridium, Ruminococcus, dan Caldicellulosiruptor) serta bakteri Gram negatif

(Butyrivibrio dan Acetivibrio). Kedua, kelompok Gram positif aerobik seperti

Thermobifida. Ketiga, kelompok bakteri aerob yang bersifat motil seperti Cytophaga

dan Sporocytophaga (Niranjane, 2006 dalam Sari, 2010).
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BAB 3. METODE PENELITIAN

3.1 Tempat dan Waktu

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Mikrobiologi Jurusan Biologi,

Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, Universitas Jember. Waktu

penelitian dimulai pada bulan Juni 2012 sampai Januari 2013.

3.2 Rancangan Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan dengan metode deskriptif. Rancangan penelitian

meliputi empat tahap, tahap pertama adalah isolasi bakteri dari vermicomposting

TKKS menggunakan media NA (Natrium Agar) plate dan dilanjutkan dengan

pemurnian isolat-isolat bakteri. Tahap kedua adalah skrining bakteri selulolitik

secara semikuantitatif pada media CMC (Carboxymethil Celllulose) Agar plate 1%

dan dipilih empat isolat bakteri dengan indeks aktivitas selulolitik tertinggi. Tahap

ketiga adalah skrining aktivitas selulolitik secara kuantitatif pada empat isolat bakteri

terpilih yang diwali dengan pembuatan pola pertumbuhan, produksi ekstrak kasar

enzim, pembuatan standart glukosa, dan analisis aktivitas pembentukan gula reduksi

menggunakan CMC 0,5% dan alkali ekstrak TKKS 0,5%. Tahap keempat adalah

karakterisasi morfologi empat isolat bakteri terpilih.

3.3 Alat dan Bahan

Alat yang digunakan dalam penelitian ini meliputi cawan petri, tabung reaksi,

labu Erlenmeyer, spatula, gelas ukur, Beaker glass, gelas pengaduk, pipet volume,

jarum ose, mikropipet dan tip, microtube, pH meter, kertas saring, hot plate stirer,

neraca analitik, penggaris Stainless Handened V-TEC (30 cm), shaker, inkubator,

laminar air flow (LAF), autoklaf, colony counter, mikroskop Olympus CX 21,

vortek, sentrifuge, spektrofotometer dan kamera.
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Bahan yang digunakan dalam penelitian ini meliputi sampel vermikompos

TKKS yang masih dalam proses, media Nutrien Agar (NA) (Lampiran A.1), media

Carboxymethyl Cellulose (CMC) 1% (Lampiran A.2), substrat alkali ekstrak TKKS

0,5% (Lampiran A.3), cat Gram (iodine, kristal violet, safranin), alkohol, garam

fisiologis (NaCl 0,85 %), NaOH, CH3COOH, etanol, buffer fosfat 1 M (Lampiran

A.4), glukosa, dan reagen Somogyi- Nelson (Lampiran A.5).

3.4 Prosedur Penelitian

3.4.1 Pengambilan Sampel

Sampel vermikompos TKKS diperoleh dari PT. Bengkelden Agrobisnis di

Bandung. Pengambilan sampel diambil ketika proses vermicomposting TKKS

berlangsung, yaitu pada bagian atas dan bagian tengah dari tumpukan

vermicomposting TKKS. Sampel vermikompos yang diperoleh disimpan dalam

kantung plastik.

3.4.2 Pengukuran Suhu dan pH

a. Pengukuran suhu

Pengukuran suhu vermikompos TKKS diukur dengan termometer.

Termometer diletakkan pada vermikompos TKKS bagian tengah dan bagian atas lalu

dibiarkan selama 5 menit sampai suhu yang terbaca pada skala termometer stabil.

Kisaran suhu yang diperoleh adalah 29,7-30,2.

b. Pengukuran pH

Sampel vermikompos TKKS yang ditetapkan pHnya dibasahi hingga nisbah

air : vermikompos TKKS mencapai 5 : 1. Sebanyak 10 gram sampel diencerkan

dengan 50 ml akuades dalam erlenmeyer. Selanjutnya divortek dan dibiarkan selama

30 menit. Suspensi yang diperoleh diukur pHnya dengan pH meter (Black et al.,

1965). Kisaran pH yang didapat adalah 7-7,3.
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3.4.3 Isolasi Bakteri

Sebanyak 25 gram sampel vermikompos TKKS dimasukkan kedalam

erlenmeyer berisi 225 ml larutan garam fisiologis (0,85 % NaCl) lalu divortek

sehingga diperoleh pengenceran 10-1. Suspensi dari pengenceran 10-1 diambil 1 ml

lalu dimasukkan ke dalam 9 ml garam fisiologis sehingga diperoleh pengenceran

10-2. Selanjutnya dilakukan pengenceran berseri hingga didapatkan pengenceran 10-8.

Media yang digunakan untuk isolasi bakteri yaitu media Nutrien Agar (NA). Dari

pengenceran 10-1 sampai 10-8 diambil 100 µl dan diinokulasikan dengan metode

sebaran (spread  plate) pada media NA dalam cawan petri yang berbeda. Kemudian

diinkubasi pada suhu 30 oC selama 48 jam.

Pemurnian bakteri dilakukan dengan mengambil koloni yang tumbuh terpisah

dan menunjukkan karakter morfologi yang berbeda dengan cara menginokulasikan

isolat pada media NA baru dengan metode streak secara kuadran dan diulang 2 kali

sehingga diperoleh koloni tunggal. Kemudian diinkubasi pada suhu 30 oC selama 24

jam. Isolat murni yang sudah didapat ditumbuhkan pada media NA miring yang

digunakan sebagai stok untuk uji lanjut.

3.4.4 Skrining Bakteri Selulolitik secara Semikuantitatif

Isolat bakteri yang diuji secara semikuantitatif didapat dari stok yang telah

diremajakan dan diinkubasi pada suhu 30 oC selama 24 jam sebelum diuji

aktivitasnya. Skrining bakteri selulolitik secara semi kuantitatif dilakukan

menggunakan metode titik ke dalam media CMC plate dan diinkubasi pada suhu 30
oC selama 48 jam. Pengujian aktivitas selulolitik dilakukan dengan metode Gram’s

Iodin dan dilakukan secara duplo. Pertumbuhan koloni bakteri diamati dan diseleksi

yang mampu menguraikan CMC. Koloni bakteri selulolitik diindikasikan dengan

terbentuknya zona bening di sekitar koloni setelah diuji dengan Gram’s Iodin dan

dibiarkan selama 3-5 menit. Indeks aktivitas selulase dapat ditentukan dengan cara

mengukur rasio diameter zona bening terhadap diameter koloni (Kasana et al., 2008).
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3.4.5 Pembuatan Substrat Alkali Ekstrak TKKS

Bubuk TKKS dibuat dari TKKS yang sudah dicacah, diblender, dan diayak

dengan ukuran 250 mm. Selanjutnya 100 gram bubuk TKKS dihidrolisis secara

kimiawi dengan 1 L NaOH 1 M selama 24 jam sambil di shaker. NaOH berfungsi

sebagai delignifikasi dan memecah komponen lignoselulosa yang ada di TKKS

menjadi polimer yang lebih sederhana sehingga kandungan holoselulosa lebih

meningkat (Wirajmata et al., 2011). Suspensi selanjutnya ditambah CH3COOH

hingga pH 7 dan difiltrasi menggunakan kertas saring. Proses selanjutnya, filtrat

diekstraksi menggunakan etanol dengan perbandingan etanol dan filtrat 6 : 4. Larutan

selanjutnya disentrifugasi dengan kecepatan 8000 rpm selama 10 menit. Kemudian

endapan tersebut dikeringkan pada suhu 50 oC sehingga didapatkan polisakarida

substrat alkali ekstrak TKKS (Muzakhar, 2012).

3.4.6 Uji Pembentukan Gula Reduksi oleh Isolat Bakteri Selulolitik Terpilih

a. Pembuatan Pola Pertumbuahan

Empat isolat awalnya diremajakan pada media NA plate hingga berumur 24

jam, selanjutnya diambil 1 ose dan diencerkan pada 1 ml akuades steril. Sebanyak 50

µl suspensi isolat diinokulasikan ke dalam 50 ml media TKKS cair 1% dan

diinkubasi pada shaker dengan kecepatan 150 rpm suhu 30 oC selama 48 jam.

Pertumbuhan koloni bakteri pada media kultur diamati berdasarkan perhitungan

jumlah sel bakteri menggunakan motode TPC (Total Plate Count). Setiap interval 6

jam mulai jam ke nol selama 60 jam isolat diambil sebanyak 1 ml sebagai

pengenceran 10-1 yang dimasukkan ke dalam garam fisiologis steril 9 ml.

Pengenceran selanjutnya dilakukan dengan mengambil 100 µl dari pengenceran 10-1

dan dimasukkan ke dalam microtube yang berisi 900 μl garam fisiologis steril. Hal

ini dilakukan sampai pengenceran 10-8. Kemudian sebanyak 5 µl ditumbuhkan

Indeks Aktivitas Enzim = Diameter zona bening (mm)
Diameter koloni (mm)
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secara drop plate dalam media NA. Selanjutnya diinkubasi pada suhu 30 oC selama

24 jam dan dihitung jumlah koloninya dengan menggunakan colony counter. Jumlah

sel bakteri yang tumbuh dihitung dengan rumus:

b. Persiapan Inokulum

Inokulum yang gunakan untuk produksi enzim diambil sesuai pada fase

logaritmik dari masing-masing isolat berdasarkan pola pertumbuhan yang didapat

pada media 50 ml TKKS cair 1%.  Inokulum sebelum diinokulasikan ke media

produksi terlebih dahulu disetarakan jumlah selnya dari keempat isolat.

c. Produksi Ekstrak Kasar Enzim

Inokulum diinokulasikan sebanyak 2,5 ml ke dalam 47,5 ml media produksi

TKKS cair 1% dan diinkubasi dalam shaker dengan kecepatan 150 rpm. Setiap

perlakuan dengan isolat yang berbeda tersebut dibuat 2 kali ulangan pada media

produksi. Kemudian dilakukan ekstraksi enzim setiap selang waktu 12 jam selama 72

jam dengan metode sentrifugasi pada  kecepatan  4000 rpm pada suhu 4 OC  selama 5

menit. Supernatan  yang  diperoleh  merupakan ekstrak enzim kasar dan disimpan

pada suhu –20 oC untuk dianalisis aktivitas pembentukan gula reduksinya.

d. Analisis Gula Reduksi

d.1 Penentuan Standart Glukosa

Penentuan standart glukosa diuji dengan menggunakan metode Somogyi-

Nelson. Sebanyak 0,05 gr glukosa dilarutkan dalam 50 ml akuades sehingga

didapatkan konsentrasi glukosa adalah 1.000 µg/ml (stok 1). Kemudian diambil 10

ml dari stok 1 dan dilarutkan dalam 90 ml akuades sehingga konsentrasinya menjadi

100 µg/ml (stok 2). Dari konsentrasi 100 µg/ml dilakukan pengenceran sehingga

didapatkan konsentrasi sebanyak 10, 20, 30, 40, 50, 60 dan 70 µg/ml. Masing-masing

konsentrasi dilakukan penghitungan kadar glukosanya menggunakan metode

Somogyi-Nelson. Hasil kurva standar glukosa ditunjukkan pada Lampiran D.

Jumlah sel (CFU/mL) = jumlah koloni x
1000 µl

x
1

5 µl pengenceran
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d.2 Analisis Gula Reduksi

Pengukuran aktivitas selulase menggunakan metode Somogyi-Nelson yang

dilakukan pada substrat yang berbeda yaitu 0,5 % CMC dalam 0,5 ml buffrer pH 7

50mM dan 0,5 % substrat alkali ekstrak TKKS dalam 0,5 ml buffer pH 7 50mM.

Substrat  alkali ekstrak TKKS berfungsi untuk mengetahui kemampuan isolat bakteri

dalam mendekomposisi TKKS. Sedangkan Substrat CMC berfungsi sebagai

pembanding positif. Selanjutnya dalam substrat tersebut masing-masing ditambahkan

ekstrak kasar enzim sebanyak 100 μl dan diinkubasi pada inkubator suhu 37 oC

selama 2 jam. Setelah inkubasi lalu ditambahkan 0,5 ml reagen Somogyi yang

berfungsi untuk menghentikan reaksi enzimatis dan digojok hingga homogen.

Kemudian dididihkan pada suhu 100 oC selama 15 menit dan didinginkan.

Selanjutnya ditambahkan 0,5 ml reagen Nelson yang berfungsi untuk mengikat gula

reduksi hasil hidrolisis substrat dan diencerkan dengan 2,5 ml akuades. Pembacaan

absorbansi menggunakan spektrofotometer pada panjang gelombang 500 nm.

Perlakuan kontrol sama dengan sampel hanya penambahan enzim kasar dilakukan

setelah penambahan Somogyi (Somogyi, 1945; Nelson, 1944).

3.4.7 Efisiensi Hidrolisis Selulosa oleh Isolat Bakteri Selulolitik Terpilih

Tingkat efisiensi degradasi selulosa oleh isolat bakteri selulolitik terpilih

merupakan prosentase rasio antara konsentrasi gula reduksi dengan konsentrasi

substrat yang digunakan saat analisis gula reduksi. Nilai efisiensi degradasi selulosa

dihitung berdasarkan rumus sebagai berikut:

1) Efisiensi hidrolisis selulosa di substrat CMC :

2) Efisiensi hidrolisis selulosa di substrat TKKS :

[ ] gula reduksi
x 100% = … (rumus 1)

[ ] substrat TKKS x
45,95
100

[ ] gula reduksi
[ ] substrat CMC x  100%
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Selanjutnya,(rumus 1) x 100
45,95

= ... (rumus 2)

Keterangan:

[ ] gula reduksi : Kadar gula reduksi maksimal pada waktu inkubasi
optimum oleh masing-masing isolat (μg/mL)

[ ] substrat : Konsentrasi substrat awal CMC dan TKKS = 0,5% (0,5
gr/100 mL) = 5 mg/ mL =5000 µg/ mL

Asumsi selulosa di TKKS : 45,95% (Afriani, 2011)

3.4.8 Karakterisasi Morfologi Isolat Bakteri Selulolitik Terpilih

Tujuan karakterisasi adalah untuk mengetahui morfologi bakteri secara

makroskopis berdasarkan koloni bakteri dan secara mikroskopis berdasarkan bentuk

sel dan sifat gramnya terhadap empat isolat bakteri terpilih. Karakteristik

makroskopis dilakukan dengan cara mengamati morfologi koloni bakteri (bentuk

koloni, elevasi, tepi dan struktur dalam koloni) (Jutono et al., 1980). Sedangkan

karakterisasi secara mikroskopis dilakukan dengan cara pengecatan Gram.

Pengecatan Gram dilakukan dengan mengambil sebanyak 1 ose isolat bakteri

diencerkan dalam 3 ml akuades steril dan di ambil 10 µl lalu diletakkan pada gelas

obyek dan difiksasi. Selanjutnya ditambahkan sebanyak 1 tetes kristal violet (Gram

A) selama 1 menit kemudian dicuci dengan air mengalir dan di keringanginkan.

Setelah kering ditambahkan 1 tetes larutan iodine (Gram B). Setelah 1 menit

kemudian dicuci dengan air mengalir. Selanjutnya isolat bakteri ditambah etil

alkohol 95% (Gram C) selama 30 detik dan dicuci dengan air mengalir. Kemudian

isolat bakteri ditambahkan safranin (Gram D) selama 2 menit dan dicuci dengan air

mengalir dan dikering anginkan, selanjutnya diamati dengan mikroskop. Bakteri

Gram Positif berwarna ungu dan bakteri Gram negatif berwarna merah. Sebelum

melakukan pengecatan Gram pada 4 isolat terpilih juga dilakukan pengecatan Gram

pada Bacillus sp. (Gram positif) dan E.coli (Gram negatif) (Cappuccino dan

Sherman,1987).
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BAB 4. HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Isolasi dan Skrining Bakteri Selulolitik Secara Semikuantitatif

Sebanyak 51 isolat bakteri yang memiliki morfologi berbeda telah berhasil

diisolasi dari vermicomposting Tandan Kosong Kelapa Sawit (TKKS). Lima puluh

satu isolat tersebut merupakan bakteri selulolitik yang mampu tumbuh pada media

CMC plate. Secara umum aktivitas selulolitik isolat bakteri ditunjukkan dengan

kemampuan tumbuh pada media CMC plate yang mengandung selulosa sebagai

satu-satunya sumber karbon untuk pertumbuhannya dan terbentuknya zona bening di

sekitar koloni selama inkubasi 48 jam sehingga bersifat selulolitik (Gambar 4.1).

Daerah bening menunjukkan adanya aktivitas hidrolitik oleh enzim ektraseluler

selulase yang diekskresikan oleh isolat-isolat bakteri. Produk hidrolisis tersebut

berupa gula sederhana monosakarida dan tidak terjadi ikatan kompleks dengan iodin.

Sedangkan warna kehitaman menunjukkan sisa selulosa yang tidak terhidrolisis

sehingga terjadi pembentukan selulosa-iodin (Kasana et al., 2008)

Gambar 4.1 Analisis semikuantitatif isolat bakteri pada media CMC 1% setelah inkubasi 48 jam

20 40a

40b 49
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Berdasarkan indeks aktivitas enzim didapatkan bahwa sebanyak 30 isolat

memiliki indeks aktivitas selulolitik 1 artinya besarnya zona bening yang terbentuk

sama dengan koloni isolat tersebut dan 21 isolat bakteri lainnya memiliki indeks

aktivitas selulolitik lebih dari 1 (Tabel 4.1). Isolat 20, 49b, 49 dan 40a memiliki nilai

indeks selulolitik berturut-turut yaitu 11,90, 11,29, 11,24, dan 10,97 yang lebih tinggi

dibandingkan 47 isolat selulolitik lainnya yang mempunyai indeks aktivitas

selulolitik antara 1 sampai 10,75. Isolat bakteri selulolitik dari penelitian Gupta et al

(2012) memiliki indeks selulolitik antara 4,3 sampai 9,8. Perbedaan indeks aktivitas

selulolitik tersebut diduga karena selulase diekskresikan oleh masing-masing isolat

bakteri yang berbeda potensinya untuk menguraikan substrat dalam media

pertumbuhan (Sudiana et al., 2001). Semakin besar indeks selulase pada isolat maka

semakin besar aktivitas selulolitik yang dihasilkan (Apun et al., 2000). Sehingga

isolat 20, 40a, 40b dan 49 dipilih karena diduga merupakan isolat potensial yang

memiliki indeks selulolitik tinggi dibanding isolat-isolat lainnya.

Tabel 4.1 dan Lampiran B, juga menyajikan uji semikuantitatif pada substrat

alkali ekstrak TKKS 0,5% terhadap 21 isolat bakteri selulolitik. Tabel 4.1

menunjukkan bahwa 21 isolat tersebut mampu tumbuh pada media polisakarida

substrat alkali ekstrak TKKS dengan kisaran indeks aktivitas enzim antara 1 sampai

11,63. Isolat-isolat tersebut diduga tidak hanya mampu memanfaatkan selulosa

namun juga  memanfaatkan sumber karbon lain yang ada di substrat TKKS untuk

pertumbuhannya. Hal ini dikarenakan substrat TKKS ini mengandung sumber

karbon yang bermacam-macam seperti selulosa, hemiselulosa dan lignin (Afriani,

2011), sehingga media tersebut tidak bersifat selektif untuk pertumbuhan bakteri

selulolitik saja. Penelitian tentang bakteri selulolitik secara semikuantitatif oleh

Purwadaria et al (2003), dari 8 isolat bakteri yang bersifat selulolitik di CMC plate

juga bersifat hemiselulolitik pada media selektif xilan.
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No. Isolat Bakteri
Indeks Aktivitas Selulase

pada Media CMC 1%
Pertumbuhan pada Media  Substrat Alkali

Ekstrat TKKS 0,5 %
1. 10 3,74 02,95
2. 20 10,55 07,87
3. 30 08,97 05,53
4. 40 10,75 07,18
5. 50 1,0 -
6. 60 1,0 -
7. 70 1,0 -
8. 80 1,0 -
9. 90 08,17 05,51

10. 100 1,0 -
11. 110 1,0 -
12. 120 1,0 -
13. 13a 1,0 -
14. 13b 1,0 -
15. 140 04,90 03,06
16. 150 10,34 07,94
17. 160 1,0 -
18. 170 1,0 -
19. 18a 1,0 -
20. 18b 1,0 -
21. 190 1,0 -
22. 200 11,90 11,63
23. 210 08,02 04,17
24. 220 1,0 -
25. 230 01,59 1,0
26. 240 08,17 04,47
27. 250 02,22 01,43
28. 260 08,27 04,54
29. 270 1,0 -
30. 280 1,0 -
31. 290 1,0 -
32. 300 1,0 -
33. 310 07,49 03,84
34. 320 1,0 -
35. 330 1,0 -
36. 340 1,0 -
37. 350 1,0 -
38. 360 1,0 -
39. 370 1,0 -
40. 380 1,0 -
41. 39a 08,72 06,80
42. 39b 10,19 07,86
43. 40a 10,97 10,79
44. 40b 11,29 09,93
45. 420 1,0 -
46. 430 01,12 1,0
47. 440 1,0 -
48. 450 1,0 -
49. 460 1,0 -
50. 470 07,59 04,19
51. 490 11,24 10,65

Keterangan : Angka dicetak tebal merupakan 4 isolat terpilih dengan IAE
tertinggi; dan tanda (-) merupakan tidak dilakukan uji

Tabel 4.1 Indeks aktivitas enzim selulase dan pertumbuhan pada media substrat alkali
ekstrak TKKS oleh isolat bakteri asal vermicomposting TKKS
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4.2  Pola Pertumbuhan Isolat Bakteri Selulolitik Terpilih

Sebelum dilakukan uji kuantitatif, keempat isolat bakteri selulolitik terpilih

yaitu isolat 20, 40a, 40b dan 49 terlebih dahulu dilakukan pembuatan pola

pertumbuhan. Pola pertumbuahan isolat bakteri di media TKKS 1% menunjukkan

bahwa media tersebut mampu mensuplai nutrisi bagi pertumbuhan sel bakteri dengan

baik. Pertumbuhan isolat bakteri terjadi antara jam ke-0 dan terus mengalami

peningkatan jumlah sel hingga jam ke-60 (Gambar 4.2 dan Lampiran C).

Pada pertengahan fase logaritmik (logarithmic growth) merupakan fase yang

tepat untuk inokulasi ke media produksi. Pada penelitian ini isolat 20, 40a, 40b

menunjukkan fase pertengahan logaritmik dengan jumlah sel berturut-turut adalah

2,9x105 CFU/mL, 9,5x105 CFU/mL, 9,2x105 CFU/mL pada jam ke-18, sedangkan

isolat 49 sebesar 1,4x106 CFU/mL pada jam ke-24. Pada fase logaritmik jumlah sel

meningkat dengan cepat sampai pada batas tertentu hingga memasuki fase statis,

metabolisme sel maksimal, dan sintesis bahan sel cepat dengan jumlah konstan

sampai nutrien habis (Purwoko, 2007). Pada jam ke-30 sampai jam ke-60, keempat

isolat diduga berada pada akhir fase logaritmik karena jumlah sel masih meningkat

namun sudah terjadi penurunan percepatan pertumbuhan yang disebut decelerated

phase (Kayser et al., 2005).
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4.3 Uji Pembentukan Gula Reduksi oleh Isolat Bakteri Selulolitik Terpilih

Hasil penelitian menunjukkan bahwa 4 isolat bakteri selulolitik terpilih

memiliki kemampuan dalam mendegradasi substrat CMC 0,5% maupun substrat

alkali ekstrak TKKS 0,5% yang ditunjukkan dengan pembentukan gula reduksi yang

dihasilkan (Gambar 4.3). Pada Gambar 4.3 menunjukkan pembentukan gula reduksi

oleh 4 isolat secara umum lebih tinggi pada substrat TKKS dibandingkan substrat

CMC. Hal ini kemungkinan adanya enzim selain selulase, yaitu hemiselulase pada

ekstrak kasar enzim yang juga diproduksi oleh 4 isolat bakteri terpilih saat

ditumbuhkan pada substrat TKKS. Sehingga gula reduksi yang dihasilkan pada

substrat alkali ekstrak TKKS diduga merupakan gula reduksi hasil hidrolisis selulosa

dan hemiselulosa. Hal ini dikarenakan TKKS bukan merupakan selulosa murni

karena juga mengandung hemiselulosa sebesar 22,84% (Afriani, 2011).

Gula reduksi adalah monosakarida sederhana yang dalam penelitian ini

merupakan produks hasil hidrolisis substrat TKKS dan CMC. Gula reduksi seperti

glukosa dan gula-gula lain dicirikan dengan adanya gugus aldehid dan keton yang

bersifat mampu mereduksi senyawa pengoksidasi (ion kupri Cu2+ pada reagen

somogyi) (Lehninger, 1982). Hidrolisis selulosa menghasilkan gula reduksi berupa

glukosa, sedangkan hidrolisis hemiselulosa selain menghasilkan glukosa, juga

menghasilkan gula reduksi berupa mannosa, galaktosa, xilosa dan arabinosa

(Suparjo, 2008). Umumnya bakteri selulolitik juga bersifat hemiselulolitik (Saraswati

et al., 2010), hal ini diduga karena ekspresi enzim selulase berhubungan dengan

hemiselulase (Han et al., 2003). Secara kuantitatif, isolat bakteri yang memiliki

aktivitas selulase dan hemiselulase yaitu isolat bakteri dari Cellulomonas, Bacillus,

Micrococcus dan Rhodothermus (Subramaniyan et al., 2000).
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Gambar 4.3 Pembentukan gula reduksi oleh isolat bakteri selulolitik terpilih di substrat
CMC 0,5% dan substrat alkali ekstrak TKKS 0,5%: a) isolat 20; b) isolat
40a; c) isolat 40b; dan d) isolat 49

Keempat isolat bakteri selulolitik yang diuji memiliki kemampuan

pembentukan gula reduksi maksimal dengan waktu inkubasi optimum yang berbeda-

beda (Gambar 4.3). Isolat 20 menghasilkan gula reduksi tertinggi pada waktu

inkubasi optimum jam ke-36, yaitu 12,27 μg/mL untuk substrat CMC, dan 49,31

μg/mL untuk substrat TKKS. Isolat 40a, terjadi pada jam ke-48 yaitu 3,48 μg/mL

untuk substrat CMC dan 24,54 μg/mL untuk substrat TKKS. Isolat 40b pada jam ke-

24 yaitu 6,28 μg/mL untuk substrat CMC dan 11,21 μg/mL untuk substrat TKKS.

Pembentukan gula reduksi maksimal oleh keempat isolat bakteri tersebut

terjadi karena pada waktu inkubasi optimum antara jam ke-24 sampai jam ke-48

tersebut, keempat isolat masih berada pada fase logaritmik berdasarkan pola
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pertumbuhan bakteri (Gambar 4.2). Menurut Jawetz (1978) dalam Pasaribu et al

(2013) enzim termasuk metabolit primer yang diproduksi saat awal fase logaritmik

dan terus meningkat seiring dengan pertumbuhan bakteri dan memiliki peran sangat

esensial bagi pertumbuhan sel. Rahmi et al (2013) menambahkan bahwa produk gula

reduksi seperti glukosa yang merupakan gula sederhana langsung digunakan oleh sel

bakteri sebagai sumber karbon dan energi untuk memasuki jalur glikolisis dalam

proses metabolismenya. Akibatnya pada fase logaritmik pembelahan sel sangat cepat

dan jumlah sel tinggi sehingga konsentrasi enzim yang dihasilkan meningkat dan

produks yang dihasilkan juga semakin besar

Penurunan pembentukan gula reduksi dari keempat isolat bakteri selulolitik

terjadi setelah waktu inkubasi optimum. Isolat 20, 40b dan 49 mengalami penurunan

pembentukan gula reduksi pada jam ke-48 sedangkan isolat 40a pada jam ke-60.

Penurunan pembentukan gula reduksi kemungkinan disebabkan kehadiran glukosa

sehingga bersifat represi terhadap sintesis selulase (Abalos et al., 1997). Akibatnya

sel bakteri akan menghentikan metabolisme dan mengurangi produksi enzim

sehingga produk gula reduksi yang dihasilkan juga rendah (Katz dan Reese, 1968).

Kemungkinan lain adalah pada waktu inkubasi tersebut sel mulai mengeluarkan

enzim lain selain selulase, yaitu protease yang dapat menguraikan atau merusak

enzim selulase (Martina et al., 2002). Hal ini menyebabkan konsentrasi enzim untuk

menghidrolisis substrat TKKS menurun dan produks yang dihasilkan juga rendah.

4.4 Efisiensi Degradasi Selulosa oleh Isolat Bakteri Selulolitik Terpilih

Hasil Perhitungan tingkat efisiensi hidrolisis selulosa disajikan pada Tabel

4.2. Pada Tabel 4.2 ditunjukkan bahwa secara umum tingkat efisiensi selulase dari

keempat isolat bakteri terpilih dalam menghidrolisis selulosa lebih tinggi pada

TKKS. Isolat 20 lebih efisien dalam mendegradasi selulosa pada kedua substrat

dibanding isolat 40a, 40b dan 49 yang ditunjukkan dengan prosentase efisiensi lebih

tinggi. Hal ini berarti, selulase yang diekskresikan oleh isolat 20 memiliki potensi
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yang lebih kuat dalam mendegradasi selulosa pada CMC yaitu sebesar 0,245%

dengan kadar gula reduksi maksimal yang dihasilkan yaitu 12,27 μg/mL.

Tabel 4.2 Efisiensi hidrolisis selulosa oleh selulase dari isolat bakteri selulolitik terpilih

Isolat bakteri
Gula reduksi (ug/mL)
pada waktu optimum

Efisiensi selulosa terdegradasi (%)

CMC TKKS CMC TKKS *)

20 12,27 49,31 0,245 4,670
40a 3,48 24,54 0,069 2,324
40b 6,28 11,21 0,125 1,061
49 3,10 8,25 0,062 0,781

*) Asumsi kandungan selulosa TKKS adalah 45,95% (Afriani, 2011)

Berbeda dengan  isolat 49, walaupun waktu optimum yang dibutuhkan sama

dengan isolat 20 untuk menghasilkan produks gula reduksi maksimal, isolat 49

kurang efisien dalam mendegradasi selulosa. Hal ini ditunjukkan dengan nilai

efisiensi isolat 49 lebih rendah dibanding isolat 20, 40a dan 40b. Perbedaan ini

diduga karena setiap bakteri selulolitik menghasilkan kompleks enzim selulase yang

berbeda-beda potensinya dalam mendegradasi substrat. Bakteri selulolitik dengan

tingkat efisiensi yang tinggi akan memiliki satu atau lebih enzim dari tiga tipe

selulase yang diperlukan untuk mendegradasi struktur selulosa menjadi glukosa (Yoo

et al., 2004). Hal ini tergantung dari gen yang dimiliki oleh isolat-isolat tersebut dan

ketersediaan bahan selulosa yang digunakan (Meryandini et al., 2009).

4.5 Karakterisasi Morfologi Isolat Bakteri Selulolitik Terpilih

Karakterisasi morfologi empat isolat bakteri terpilih secara makroskopis dan

mikroskopis ditunjukkan pada Tabel 4.3. Hasil karakterisasi makroskopis

berdasarkan Jutono et al (1980) diketahui bahwa keempat isolat bakteri selulolitik

terpilih memiliki warna koloni sama yaitu berwarna putih namun memiliki bentuk,

elevasi, tepi dan struktur dalam koloni yang bervariasi. Bentuk koloni isolat 20, 40a

dan 40b adalah bulat (circular), sedangkan isolat 49 tidak beraturan (irregular).
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Permukaan koloni isolat 20 mengalami pertumbuhan tebal dengan tonjolan tumpul

(umbonate), isolat 40a sedikit cembung (low convex), isolat 40b pertumbuhannya

tebal dan membentuk cekungan (raised with concave belive edge), sedangkan isolat

49 yaitu tipis biasanya merata (effuse). Tepi koloni isolat 20 dan 40b adalah rata

(entire), isolat 40a seperti berfilamen (lacerate), sedangkan isolat 49 terdapat seperti

telinga (lobate). Struktur dalam koloni isolat 20 dan 40b adalah halus dan licin

(smooth), isolat 40a kasar bergranular (coarsely granular), sedangkan isolat 49 dapat

meneruskan sinar meskipus benda dibawahnya tidak terlihat jelas (translucent).

Sedangkan karakterisasi mikroskopis menunjukkan bahwa keempat isolat bakteri

termasuk bakteri Gram negatif yang memiliki bentuk sel batang (bacillus) dengan

ujung sel membulat (rounded end) dan berupa sel tunggal (Tabel 4.3).

Tabel 4.3 Karakterisasi morfologi isolat 20, 40a, 40b dan 49 secara makroskopis dan
mikroskopis

Karakterisasi
morfologi

Isolat 20 Isolat 40a Isolat 40b Isolat 49

Warna koloni Putih Putih Putih Putih
Bentuk koloni Circular Circular Circular Irregular
Elevasi koloni Umbonate Low convex RWCBD Effuse
Tepi koloni Entire Lacerate Entire Lobate
Struktur dalam Smooth Coarsely granular Smooth Translucent

Pengecatan Gram Negatif Negatif Negatif Negatif
Bentuk sel batang batang batang batang

Keterangan: * ) Koloni tunggal pada media NA plate setelah inkubasi 48 Jam
**) Pembesaran 1000x menggunakan mikroskop cahaya Olympus CX21
dengan pembesaran gambar 20x menggunakan kamera Casio EX-Z370

*)

**)
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Menurut Pelezar dan Chan (2007), bakteri Gram negatif memiliki struktur

dinding sel dengan lapisan peptidoglikan yang tipis dan kadar lipid yang tinggi

dibanding bakteri gram positif. Pada pewarnaan gram, kandungan lipid yang tinggi

pada membran sel bakteri Gram negatif dapat larut dengan penambahan alkohol,

sehingga menyebabkan permeabilitas membran sel menjadi lebih besar. Hal ini

mengakibatkan pewarna utama yang membentuk kompleks kristal-iodin pada

permukaan sel menjadi mudah terlepas dan membran sel bakteri Gram negatif

menjadi bening. Sehingga saat diberi safranin sebagai warna penutup, dinding sel

bakteri Gram negatif akan menyerap safranin dan menyebabkan sel bakteri gram

negatif berwarna merah.
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BAB 5. PENUTUP

5.1 Kesimpulan

Hasil isolasi bakteri dari vermicompoting TKKS diperoleh 51 isolat bakteri

dari vermicomposting TKKS dan semua isolat tersebut memiliki aktivitas selulolitik.

Empat isolat yang menunjukkan indeks aktivitas selulase tinggi adalah isolat 20

(11,90), 40a (10,97), 40b (11,29), dan 49 (11,24). Isolat 20 menunjukkan

kemampuan pembentukan gula reduksi tertinggi yaitu sebesar 12,27 μg/mL di CMC

dan 49,31 μg/mL di TKKS, isolat 40a sebesar 3,48 μg/mL di CMC dan 24,54 μg/mL

di TKKS, isolat 40b sebesar 6,28 μg/mL di CMC dan 11,21 μg/mL di TKKS,

sedangkan isolat 49 memiliki kemampuan pembentukan gula reduksi rendah yaitu

3,10 μg/mL di CMC dan 8,25 μg/mL di TKKS. Karakterisasi isolat menunjukkan

empat isolat bakteri selulolitik terpilih termasuk kelompok bakteri Gram negatif

dengan bentuk sel batang.

5.2 Saran

Isolat bakteri selulolitik terpilih yang diperoleh masih belum diketahui

spesiesnya, sehingga perlu dilakukan identifikasi lebih lanjut. Isolat bakteri

selulolitik terpilih dapat ditambahkan sebagai agen hayati pada vermicomposting

TKKS. Selain itu perlu dilakukan optimasi suhu dan pH untuk produksi enzim

komersial yang bersubstat TKKS.
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LAMPIRAN

A. Komposisi Media dan Reagen

A.1 Komposisi Media Nutrien Agar (NA)

Bahan Jumlah/liter
Pepton 5 gr
Meat ekstrak 3 gr
Agar 12 gr
Akuades 1000 ml

A.2 Komposisi Media CMC 1%
Bahan Jumlah/liter

CMC 10 gr
Agar 15 gr
Akuades 1000 ml

A.3 Komposisi Media Substrat Alkali Ekstrak TKKS 0,5 %
Bahan Jumlah/liter

Substrat Alkali Ekstrak TKKS 0,5 gr
Agar 1,5 gr
Akuades 100 ml

A.4 Komposisi Buffer Phosfat pH-7 1M
Bahan Jumlah/liter

K2HPO43H2O 70,16 gr
KH2PO4 26,19 gr
akuades 1000 ml

A.5 Komposisi Reagen Somogyi-Nelson

1. Komposisi Reagen Somogyi

Bahan Jumlah/liter
Na2CO3 anhidrous 24 gr
Potassium sodium tartrate tetrahydrat 12 gr
CuSO45H2O 1 gr
NaHCO3 16 gr
Na2SO4 anhidrous 180 gr
akuades 1000 ml
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2. Komposisi Reagen Nelson

Bahan Jumlah/liter

(NH4) MO7O24.4H2O 50 gr

Sulfanic acid 40 ml

NaHSO47H2O 6 gr

akuades 1000 ml

B. Pembentukan Zona Bening Isolat Bakteri Terpilih pada Media Alkali

Ekstrak TKKS

Gambar 1 Analisis Semikuantitatif isolat-isolat Bakteri selulolitik pada Media
alkali ekstrak TKKS 0,5% setelah inkubasi 48 jam.

20 40a

40b 49
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C. Jumlah Sel Isolat Bakteri Selulolitik Terpilih pada Media TKKS Cair

Waktu
inkubasi

(jam)

Isolat Bakteri Selulolitik
Jumlah Sel (CFU/ml) Jumlah Log Sel (CFU/ml)

20 40a 40b 49 20 40a 40b 49
0 1x101 1x101 1x101 1x101 2,00 2,00 2,00 2,00
6 1x101 1x101 1x101 1x101 2,00 2,00 2,00 2,00
12 1x101 5,4x104 6,6x104 1x101 2,00 4,73 4,81 2,00
18 2,9x105 9,5x105 9,2x105 7,2x103 5.46 5,70 5,96 3,85
24 2,2x105 1,4x106 5,8x105 1,4x106 5,32 6,14 5,76 6,14
30 6,1x105 1,01x106 1,12x106 4,3x106 5,78 6,00 6,08 6,63
36 6,6x105 6,7x105 8x105 1,3x106 5,81 5,81 5,90 6,11
42 7x105 9,25x105 6,1x105 1,7x106 5,84 5,96 5,78 6,23
48 9,9x105 1,2x106 6,8x106 8x106 5,99 6,07 6,83 6,90
60 3,6x106 9,9x106 1,12x107 7,6x106 6,55 6,98 7,08 6,87

D. Hasil Kurva Standart Glukosa

y = 0,006x - 0,029
R² = 0,978

-0,100

0,000

0,100

0,200

0,300

0,400

0,500

0 10 20 30 40 50 60 70

ab
so

rb
an

si
 g

lu
ko

sa

konsentrasi glukosa (μg/mL

abs

Linear (abs)


	SAMPUL(1).pdf
	sampul-daftar isi 2(1).pdf
	bab pendahuluan-lampiran(1).pdf

