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Oleh

ANIS PUJI ANDAYANI

Luas perkebunan kelapa sawit di Indonesia sebesar 8.417.300 pada tahun 2017

dengan hasil produksi kelapa sawit sebesar 25.093.400 ton.  Tandan kosong

kelapa sawit (TKKS) yang dihasilkan sebesar 22-23% dari produksi kelapa sawit

dan masih kurang pemanfaatannya. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui

jumlah populasi dan karakteristik bakteri yang terkandung dalam TKKS dalam

bentuk suspensi ekstrak TKKS yang dibuat pada kondisi aerob.  Jumlah populasi

dibedakan berdasarkan bentuk dan warna koloni bakteri secara makroskopis yang

tumbuh pada media Plate Count Agar Peptone (PCAP).  Selain itu, karakteristik

yang diketahui antara lain uji gram, uji oksidatif fermentatif (O/F), uji softrot, uji

hipovirulen, dan uji hipersensitif.  Hasil penelitian didapatkan 84 isolat bakteri

yang berhasil diisolasi dan diketahui karakteristiknya.  Jumlah populasi tertinggi

pada pengambilan sampel 18 hari setelah pembuatan (HSP) yaitu sebanyak
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197,96 x 1012 CFU mL-1 dan terendah pada 15 HSP yaitu sebanyak 0,02 x 1012

CFU mL-1. Karakteristik koloni bakteri yang didapatkan pada suspensi ekstrak

tandan kosong kelapa sawit terdapat warna putih, putih keruh, merah, kuning,

orange, putih kekuningan, kuning pekat, hingga bening.  Bentuk koloni bakteri

yang didapatkan bulat dan tidak beraturan.  Sebagian besar bakteri yang

didapatkan 71,43% bersifat gram positif, 90,48% bersifat fermentatif, 75%

bersifat softrot negatif, 82,14% bersifat virulen, dan 94,05% bersifat negatif pada

uji hipersensitif.

Kata Kunci: isolat bakteri, karakteristik bakteri, suspensi ekstrak TKKS
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I. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Luas perkebunan kelapa sawit di Indonesia pada tahun 2017 yaitu 8.417.300

hektar dengan produksi kelapa sawit yang dihasilkan sebanyak 25.093.400 ton.

Luas perkebunan kelapa sawit mengalami peningkatan dibandingkan tahun

sebelumnya yaitu sebesar 6.462.100 hektar.  Lampung memiliki luas perkebunan

kelapa sawit sebesar 256.000 hektar pada tahun 2017 dengan produksi minyak

kelapa sawit sebanyak 512.600 ton (Badan Pusat Statistik, 2018).

Produksi kelapa sawit yang melimpah dapat menghasilkan tandan kosong yang

tidak sedikit. Tandan kosong kelapa sawit (TKKS) adalah limbah pabrik kelapa

sawit yang jumlahnya melimpah. Selama ini, TKKS dibakar lalu digunakan

sebagai pupuk.  Namun, berdasarkan Keputusan Menteri Lingkungan Hidup

nomor 15 tahun 1996 untuk mencegah polusi udara sehingga TKKS banyak

digunakan sebagai mulsa untuk pengendali gulma.  TKKS yang digunakan

sebagai mulsa memerlukan biaya transportasi dan tenaga kerja yang tinggi.  Hal

tersebut perlu dilakukan pengomposan agar mengurangi biaya transportasi dan

tenaga kerja (Triyadi et al., 2015).
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Setiap pengolahan satu ton tandan buah segar (TBS) akan dihasilkan TKKS

sebanyak 22-23% atau sebanyak 220-230 kg TKKS.  Limbah ini belum

dimanfaatkan secara baik oleh sebagian pabrik besar kelapa sawit dan masyarakat

di Indonesia.  Pengolahan atau pemanfaatan TKKS masih terbatas.  Sebagian

besar pabrik kelapa sawit di Indonesia masih membakar TKKS meskipun cara ini

sudah dilarang pemerintah (Salmina, 2016).

Tandan kosong kelapa sawit diduga memiliki bakteri (mikroorganisme lokal)

yang melimpah.  Mikroorganisme lokal (MOL) dapat tumbuh disetiap bahan

organik yang mengandung nutrisi dengan kadar air cukup (Amalia dan

Widiyaningrum, 2016).  Hal tersebut sesuai dengan hasil penelitian Suhastyo et

al. (2013) bahwa larutan MOL berbahan dasar bonggol pisang, keong mas, dan

urine kelinci terdapat mikroba yang berbeda-beda.  Mikroba yang didapatkan

yaitu Staphylococcus sp., Bacillus sp., Rhizobium sp., Aeromonas sp., Aspergillus

niger, Pseudomonas sp., Virticillum sp., dan beberapa mikroba yang tidak

teridentifikasi. TKKS tersusun atas kadar air, lignin, holoselulosa, selulosa,

hemiselulosa, dan zat ekstratif sebagai sumber energi mikroorganisme untuk

hidup (Dewanti, 2018).

Saat ini belum banyak dilaporkan tentang populasi dan karakteristik bakteri yang

terkandung dalam suspensi ekstrak berbentuk larutan MOL berbahan dasar

TKKS. Larutan MOL mengandung unsur hara makro, mikro, dan mengandung

mikroorganisme yang berpotensi sebagai perombak bahan organik, perangsang

pertumbuhan, dan agen pengendali hama dan penyakit tanaman (Handayani et al.,

2015). Informasi ini sangat diperlukan sebagai dasar studi lebih lanjut tentang
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peranan dari bakteri yang terkandung dalam larutan MOL khususnya

pemanfaatannya sebagai agensia pengendali hayati patogen dan pemacu

pertumbuhan tanaman.

1.2 Tujuan Penelitian

Tujuan dilaksanakannya penelitian ini adalah sebagai berikut:

1.  Mempelajari populasi bakteri yang terkandung dalam suspensi ekstrak tandan

kosong kelapa sawit.

2. Mempelajari karakteristik bakteri yang terkandung dalam suspensi ekstrak

tandan kosong kelapa sawit.

1.3 Kerangka Pemikiran

Mikroorganisme lokal adalah sekelompok mikroorganisme yang aktif dan berada

di suatu tempat, yang didapat dari sisa tanaman atau limbah lainnya.  Larutan

mikroorganisme lokal adalah cairan yang terdapat dari bahan-bahan alami sebagai

media hidup dan berkembangnya mikroorganisme (Yeremia, 2016). Bahan-bahan

alami yang dapat digunakan yaitu antara lain bonggol pisang, sisa sayuran,

termasuk tandan kosong kelapa sawit.

Suspensi tandan kosong kelapa sawit mengandung berbagai jenis bakteri dengan

bentuk dan warna yang berbeda-beda. Hasil penelitian Rupaedah et al. (2019)

terdapat 15 bakteri berhasil diisolasi dari tandan kosong kelapa sawit.  Bentuk

koloni bakteri yang didapatkan yaitu berbentuk bulat dan tidak beraturan.  Warna

bakteri yang didapat yaitu putih, putih kekuningan, putih mengkilat, putih susu,

dan merah tua.  Sedangkan hasil penelitian Zainudin et al. (2013) didapatkan 27



4

bakteri berhasil diisolasi dari kompos tandan kosong kelapa sawit. Bakteri yang

didapatkan tersebut antara lain Bacillus sp., Exiguobacterium acetylicum,

Paenibacillus sp., Termobi sp., Thermonospora sp., Ureibacillus

thermosphaericus, Cellulomonas sp., Rhizobium sp., dan Pseudoxanthomonas

byssovorax.

Tandan kosong kelapa sawit dalam bentuk kompos mengandung bakteri dengan

karakteristik yang berbeda-beda. Lai et al. (2017) melaporkan bahwa 10 isolat

bakteri terpilih dari hasil isolasi kompos tandan kosong kelapa sawit memiliki

karakteristik dengan bentuk bakteri batang.  Pada uji gram, terdapat delapan isolat

bakteri bersifat gram positif dan dua isolat bakteri bersifat gram negatif.  Koloni

bakteri yang didapatkan berwarna kuning sebanyak lima isolat bakteri, coklat

sebanyak dua isolat bakteri, dan putih pucat sebanyak tiga isolat bakteri.

Waktu fermentasi larutan MOL dapat mempengaruhi hidupnya bakteri yang

terdapat pada larutan MOL tersebut.  Hasil penelitian Marsiningsih et al. (2015)

larutan MOL berbahan dasar ampas tahu dan urine sapi memiliki populasi bakteri

tertinggi pada waktu fermentasi satu minggu.  Pada waktu fermentasi tiga minggu

dan lima minggu populasi bakteri mengalami penurunan dikarenakan ketersediaan

nutrisi berkurang.  Hal tersebut berbeda dengan hasil penelitian Seni et al. (2013)

yang menyatakan populasi bakteri tertinggi pada larutan MOL berbahan dasar

daun gamal pada waktu fermentasi tiga minggu.  Pada waktu fermentasi satu

minggu, bakteri pada tahan penyesuaian dan setelah tiga minggu populasi bakteri

menurun dikarenakan kecepatan bakteri membelah diri semakin berkurang dan

tidak sebanding dengan bakteri yang mati.
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1.4  Hipotesis

Hipotesis dari penelitian ini adalah sebagai berikut:

1.  Suspensi ekstrak tandan kosong kelapa sawit memiliki populasi bakteri yang

melimpah.

2.  Suspensi ekstrak tandan kosong kelapa sawit terdapat bakteri dengan berbagai

karakteristik yang berbeda beda.



II. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Mikroorganisme Lokal (MOL)

MOL merupakan populasi mikro yang didominan dengan spesies berbeda berada

didaerah atau lokasi tertentu karena perbedaan suhu dan kelembaban.  MOL

didapatkan dari hasil fermentasi limbah sayuran dan buah serta ditambahkan

karbohidrat sebagai sumber karbon dari mikroba (Adrizal et al., 2017).  Menurut

Juanda et al. (2011) MOL merupakan kumpulan mikroorganisme yang bisa

dikembangbiakan, yang berfungsi sebagai starter dalam pembuatan bokasi atau

kompos. Pemanfaatan limbah pertanian seperti buah-buahan tidak layak

konsumsi dapat diolah menjadi MOL.  Pembuatan MOL dapat meningkatkan nilai

tambah limbah, serta mengurangi pencemaran lingkungan.

Larutan MOL merupakan hasil fermentasi dengan bahan baku berbagai sumber

daya yang tersedia di sekitar lingkungan, seperti nasi, daun gamal, keong mas,

bonggol pisang, air kencing, limbah buah-buahan, limbah sayuran, dan lain-lain.

Bahan-bahan tersebut merupakan tempat yang disukai oleh mikroorganisme

sebagai media untuk hidup dan perkembangannya mikroorganisme yang berguna

dalam mempercepat penghancuran bahan-bahan organik atau sebagai tambahan

nutrisi bagi tanaman.  Larutan MOL mengandung unsur hara makro, mikro, dan
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mengandung mikroorganisme yang berpotensi sebagai perombak bahan organik,

perangsang pertumbuhan, dan agen pengendali hama dan penyakit tanaman

(Handayani et al., 2015).

Pembuatan larutan MOL menggunakan 3 komponen utama yaitu karbohidrat,

glukosa, dan sumber mikroorganisme.  Karbohidrat yang digunakan dapat

menggunakan bahan-bahan sekitar seperti singkong.  Glukosa dapat menggunakan

gula yang mudah didapatkan.  Sumber mikroorganisme yang digunakan dapat

berupa limbah sayuran, buah-buahan, maupun urine sapi (Wiswasta et al., 2016).

Bakteri pada larutan MOL pada fermentasi satu minggu mendapatkan bakteri

yang melimpah dibandingkan pada fermentasi tiga minggu maupun lima minggu.

Hal tersebut dikarenakan masih tersedianya nutrisi untuk bakteri dan semakin

lama fermentasi semakin menurun nutrisi yang tersedia.  Selain lama fermentasi,

konsentrasi larutan mempengaruhi banyaknya bakteri yang hidup karena

kebutuhan nutrisi yang tersedia berbeda (Marsiningsih et al., 2015). Namun,

menurut Seni et al. (2013) menyatakan bahwa populasi bakteri yang terus

bertambah pada waktu tiga minggu dan setelahnya mengalami penurunan populasi

bakteri.  Hal tersebut dikarenakan pada tiga minggu pertama bakteri sangat aktif

membelah dirinya dengan tersedianya nutrisi yang mendukung.  Setelah

fermentasi tiga minggu kecepatan bakteri untuk membelah diri berkurang dan

tidak sebanding dengan bakteri yang mati.
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2.2 Potensi Tandan Kosong Kelapa Sawit

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

pengolahan kelapa sawit menjadi minyak sawit.  Persentase limbah TKKS adalah

23% dari tandan buah segar, sedangkan persentase serat dan cangkang biji

masing-masing 13% dan 5,5% dari tandan buah segar.  Komponen utama dari

limbah padat kelapa sawit adalah selulosa dan lignin sehingga limbah ini disebut

juga limbah lignoselulosa (Fuadi dan Pranoto, 2016).

Kandungan unsur hara yang terdapat pada bahan kering tandan kosong kelapa

sawit yaitu bahan kering 38%, total C 49,6%, N 0,93%, P2O5 0,27%, K2O 3,42%,

MgO 0,23%, CaO 0,36%, Mn 12 ppm, B 13 ppm, Zn 23 ppm, Cu 8 ppm, Fe 224

ppm, dan Na sebesar 126 ppm (Salates et al., 2004).

Minyak sawit dan minyak inti sawit menghasilkan sisa olahan TKKS sebesar 20-

23% dari bahan baku TBS.  Pabrik kelapa sawit yang menghasilkan 60 ton

TBS/jam akan menghasilkan TKKS sebesar 220 ton/hari.  TKKS yang dihasilkan

pemanfaatannya belum optimal.  Sebagian TKKS dipergunakan sebagai mulsa,

namun menimbulkan serangan hama kumbang badak pada areal perkebunan

kelapa sawit.  Selain itu, TKKS dibakar untuk digunakan sebagai pupuk.

Pembakaran TKKS dapat meningkatkan polusi udara sehingga harus dibuat

menjadi kompos sebelum diaplikasikan (Hasibuan, 2012).

TKKS tersusun dari beberapa zat penting yang dapat dimanfaatkan dan diolah

menjadi bahan lain yang lebih bernilai ekonomi.  Komponen penyusunnya antara

lain: kadar air 8,56%, lignin 25,83%, holoselulosa 56,49%, selulosa 33,25%,
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hemiselulosa 23,24%, dan zat ekstratif 4,19% (Dewanti, 2018). Kandungan

tersebut dapat menjadi sumber energi bagi mikroorganisme untuk hidup. Selain

itu, menurut Rosli et al. (2017) TKKS merupakan produk berupa padatan yang

berasal dari industry pengolahan kelapa sawit.  Kandungan yang terdapat pada

TKKS terdiri dari selulosa 44,2%, hemiselulosa 33,5%, dan lignin 20,4%.

Lai et al., (2017) melaporkan bahwa 10 isolat bakteri terpilih dari hasil isolasi

kompos tandan kosong kelapa sawit memiliki karakteristik berbentuk batang.

Pada uji gram, 8 isolat bakteri bereaksi gram positif dan 2 isolat bakteri bereaksi

gram negatif.  Koloni bakteri yang didapatkan berwarna kuning sebanyak 5 isolat

bakteri, coklat sebanyak 2 isolat bakteri, dan putih pucat sebanyak 3 isolat bakteri.

2.3 Karakteristik Bakteri

Bakteri yang dibiakkan pada media agar padat akan membentuk koloni yang

bervariasi.  Morfologi koloni berdasarkan warna, bentuk, ukuran, serta

pinggirannya.  Permukaan koloni bermacam yaitu berlendir, kasar, maupun

seperti telur mata sapi.  Berdasarkan struktur dinding sel, terdapat bakteri dengan

dinding sel tebal (gram positif) dan berdinding sel lebih tipis (gram negatif).

Membran luar gram negatif mengandung senyawa lipopolisakarida (LPS).  Telah

banyak dilaporkan peranan LPS dari beberapa jenis patogen tanaman.  LPS dapat

merusak membran sel tanaman dan menyebabkan gejala kebasahan.  Selain itu,

perlakuan LPS dapat menginduksi ketahanan atau proteksi terhadap reaksi

hipersensitif pada tanaman (Habazar dan Rivai, 2004).
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Pada uji Oksidatif Fermentatif (O/F) Pseudomonas syringae bereaksi positif pada

uji oksidatif dan bereaksi negatif pada uji fermentatif.  Reaksi positif ditandai

dengan perubahan warna hijau menjadi kuning yang dimulai dari permukaan

media yang tidak tertutup minyak paraffin setelah masa inkubasi 7-14 hari.

Reaksi positif pada uji oksidatif membuktikan bahwa P. syringae pv. glycinea

membutuhkan oksigen untuk tumbuh dan memproduksi asam, sehingga bakteri

termasuk dalam golongan bakteri aerob (Masnilah et al., 2013).

Hasil karakterisasi bakteri indigenous tanah menunjukkan bahwa terdapat

kesamaan ciri morfologi dari kesepuluh isolat yang diuji yaitu bentuk koloni

bakteri tidak beraturan dan berukuran besar dengan permukaan yang halus

mengkilap. Dominasi warna koloni bakteri yang diperoleh adalah putih (Batubara

et al., 2015).  Sedangkan larutan MOL berbahan dasar bonggol pisang, keong

mas, maupun urin kelinci memiliki karakteristik bakteri yang berbeda.  Hasil

penelitian yang didapatkan yaitu terdapat bakteri yang berbentuk bulat dan tidak

beraturan, memiliki warna koloni putih, benih, hingga putih keruh.  Terdapat

bakteri yang bersifat gram negatif dan gram positif, serta terdapat bakteri yang

bersifat patogen atau bakteri dapat menyebabkan penyakit bila kondisi memenuhi

syarat (Suhastyo et al., 2013).

2.4 Fase Pertumbuhan Bakteri

Fase pertumbuhan bakteri terdiri dari fase lag atau fase lamban, fase logaritma

(eksponensial) atau fase pertumbuhan cepat, fase stasioner atau fase statis, dan

fase kematian atau fase penurunan.  Fase lag bakteri merupakan penyesuaian

bakteri dengan lingkungannya.  Fase logaritma yaitu bakteri dengan aktifnya
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membelah diri sehingga pertumbuhannya cepat.  Fase stasioner merupakan fase

kekurangan nutrisi untuk hidup bakteri sehingga beberapa bakteri akan mati.  Fase

kematian bakteri mengalami percepatan sehingga laju pertumbuhan bakteri tidak

sesuai dengan laju kematian bakteri (Pelczar dan Chan, 2013).



III. BAHAN DAN METODE

3.1 Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Bioteknologi Pertanian dan

Laboratorium Teknik Pertanian serta di rumah kaca, Fakultas Pertanian,

Universitas Lampung dari bulan September 2018 sampai dengan bulan Mei 2019.

3.2 Alat dan Bahan

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah drum pembuat larutan MOL,

cawan petri steril, erlenmeyer, tabung reaksi, lampu bunsen, laminar air flow,

penggaris, jarum ose, ependorf 1,5 ml, jarum ent, almunium foil, plastik wrap,

microwave, kertas label, nampan, plastik tahan panas, tissu, kaca preparat,

autoklaf, polibag, mikropipet, spidol, rotamixer, pinset, timbangan, botol kaca ±

150 ml dan alat tulis.

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah air kelapa, tandan

kosong kelapa sawit, gula merah, air cucian beras, media Plate Count Agar (PCA;

OXOID®; Inggris), Yeast Exstrct Agar (HIMEDIA®; India), Peptone (OXOID®;

Inggris ), KOH 3%, media OF Basal Medium (HIMEDIA®; India), minyak

parafin steril, alkohol 70%, Na2HPO4.2H2O (MERCK®; Jerman), NaCl
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(HIMEDIA®; India), KH2PO4 (MERCK®; Jerman), Glucose (MERCK®; Jerman) ,

Agar Bacteriological (OXOID®; Inggris), air, agar batang dan akuades.

3.3 Pelaksanaan Penelitian

3.3.1 Pembuatan Larutan MOL Asal Tandan Kosong Kelapa Sawit

Sebanyak 2,5 kg tandan kosong kelapa sawit dicacah halus, lalu dicampurkan

dengan gula merah 0,5 kg, air cucian beras 2,5 liter, dan air kelapa 2,5 liter lalu

dimasukkan ke dalam alat pembuatan larutan MOL (Drum).  Drum dibiarkan

terbuka agar mendapatkan udara, untuk membuat kondisi aerob (Gambar 1).

Gambar 1. Bahan-bahan pembuatan larutan MOL (a) tandan kosong kelapa sawit,
(b) air cucian beras, (c) air kelapa, (d) gula merah, (e) larutan MOL
pada alat pembuat MOL (Drum).

(a) (b)

(c) (d) (e)
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3.3.2 Pengambilan Sampel dan Isolasi Bakteri dari Suspensi Ekstak
Tandan Kosong Kelapa Sawit

Sampel larutan MOL diambil dari alat pembuat MOL sebanyak 10 ml.

Pengambilan sampel sebanyak sembilan kali dengan tingkat periode waktu tiga

hari setelah pembuatan larutan MOL (HSP).  Sampel kemudian diencerkan

dengan tingkat pengenceran 10-8 dan 10-10.  Setelah itu, sampel yang telah

diencerkan diambil sebanyak 50 µl dan disebar pada cawan petri plastik steril

(diameter 9 cm) yang berisi media Plate Count Agar Peptone (PCAP).  Media ini

terdiri dari 17,4 g media plate count agar (PCA; OXOID®; Inggris) dengan

tambahan peptone (OXOID®; Inggris) 2,5 g, agar batang 2 g, dan 1000 ml

akuades ke dalam erlenmeyer, kemudian dipanaskan menggunakan microwave

hingga campuran larut.  Setelah itu disterilisasi menggunakan autoklaf pada suhu

121oC, tekanan 1 atm selama 15 menit.

3.3.3 Pemurnian

Bakteri yang didapatkan diamati warna dan bentuk bakteri secara makroskopis

yang selanjutnya dimurnikan (Pujiyanto et al., 2015). Pengamatan dilakukan

selama satu minggu atau tujuh hari. Bakteri yang tumbuh pada media PCAP

setelah penyebaran, diambil dan dimurnikan ke dalam media Yeast Peptone Agar

(YPA) dengan dua ulangan. Media YPA terdiri dari 10 g Peptone (OXOID®;

Inggris ), 5 g Yeast Exstrct Agar (HIMEDIA®; India), dengan agar batang 20 g,

dan 1000 ml akuades ke dalam erlenmeyer, kemudian dipanaskan menggunakan

microwave hingga campuran larut.  Setelah itu disterilisasi menggunakan autoklaf

pada suhu 121oC, tekanan 1 atm selama 15 menit. Pemurnian dilakukan dengan
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mengambil koloni bakteri yang dibedakan dengan bentuk dan warna koloni

menggunakan jarum ose.  Hasil dari pemurnian akan digunakan untuk uji

selanjutnya.

3.3.4  Peremajaan

Bakteri hasil dari pemurnian harus diremajakan maksimal dua hari sekali.  Jika

bakteri ingin diuji, maka bakteri diremajakan sehari sebelum diuji.  Peremajaan

dengan memindahkan koloni bakteri dari media pemurnian ke media baru.  Media

yang digunakan sama seperti media pemurnian yaitu media YPA.

3.4  Pengamatan

3.4.1  Populasi Bakteri

Pengamatan jumlah populasi dilakukan pada sampel bakteri setiap pengambilan

sampel yang telah disebar pada media PCAP dan diamati selama tujuh hari setelah

disebar.  Jumlah koloni dihitung secara manual dan kumulatif.

3.4.2 Karakteristik Bakteri

3.4.2.1 Bentuk dan Warna

Koloni bakteri yang didapatkan dibedakan berdasarkan bentuk dan warna

makroskopisnya.
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3.4.2.2 Uji Gram menggunakan KOH 3%

Sebanyak satu ose bakteri diambil dan diletakkan di atas kaca objek kemudian

ditetesi dengan larutan KOH 3% sebanyak satu tetes.  Setelah itu, dicampur-

ratakan menggunakan jarum ose lalu ditarik perlahan.  Jika hasil yang didapatkan

terdapat lendir yang tidak putus, maka bakteri tersebut bersifat gram negatif.

Akan tetapi, bila lendir tidak dapat terbentuk dan terputus, maka bakteri bersifat

gram positif (Anggraini et al., 2016).

3.4.2.3 Uji Oksidatif Fermentatif (O/F)

Uji O/F dilakukan untuk mengetahui bakteri bersifat oksidatif atau fermentatif.

Masing-masing bakteri akan diinokulasi ke dalam media O/F yang terbuat dari

O/F basal medium sebanyak 9,38 g dan glukosa 10 g untuk akuades 1000 ml.

Media dimasukkan ke dalam dua tabung lalu bakteri ditusukkan ke dalam media

menggunakan jarum ent. Bakteri yang digunakan yaitu bakteri berumur satu hari

diremajakan pada media agar miring Potato Peptone Glucose Agar (PPGA) yang

terbuat dari kentang 200 gl-1, peptone (OXOID®; Inggris) 5 gl-1 , Na2HPO4.2H2O

(MERCK®; Jerman) 3 gl-1, NaCl (HIMEDIA®; India) 3 gl-1, KH2PO4 (MERCK®;

Jerman) 0,5 gl-1, Glucose (MERCK®; Jerman) 5 gl-1 , Agar Bacteriological

(OXOID®; Inggris) 15 gl-1 , agar batang 5 gl-1, dan 1000 ml akuades.  Media yang

telah berisi bakteri tersebut salah satunya ditutup dengan minyak parafin 1 ml.

Jika perubahan warna menjadi kuning hanya terjadi pada tabung yang berisi

media O/F yang tidak diberi minyak parafin, maka bakteri bersifat oksidatif dan

bersifat fermentatif jika perubahan warna kuning pada media O/F yang diberi

minyak parafin ataupun keduanya (Masnilah, 2013).
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3.4.2.4 Uji Softrot pada Umbi Kentang

Uji ini dilakukan dengan pembusukkan umbi kentang.  Masing-masing isolat

bakteri digoreskan sebanyak satu ose pada bagian tengah umbi kentang yang telah

dipotong dan dicuci dengan air mengalir selama 35 menit.  Umbi kentang

diletakkan pada cawan petri dengan alas tisu yang dibasahi dengan air steril dan

diinkubasi selama 2-3 hari.  Reaksi positif ditunjukkan dengan pembusukkan

umbi kentang tersebut (Oviana et al., 2015).

3.4.2.5 Uji Hipovirulen

Uji hipovirulen dilakukan pada kecambah ketimun.  Benih diinkubasi selama tiga

hari dalam kondisi aseptik pada suhu 25oC yang sebelumnya telah direndam

etanol 70% dan larutan NaOCl 2%.  Setelah itu, benih dikecambahkan pada

nampan yang telah dilapisi dengan kertas merang lembab dan kemudian nampan

ditutup menggunakan plastic wrap selama tiga hari dan dipindahkan pada media

agar air (Water Agar) yang terbuat dari 1 liter akuades dengan agar batang

sebanyak 20 gr dan disterilisasikan menggunakan autoklaf.  Setiap cawan petri

berisi tiga kecambah dengan tiga ulangan, lalu satu ose bakteri dicampur dengan

air steril 1 ml dihomogenkan dan diambil sebanyak 10 µl diletakkan bagian

hipokotil kecambah ketimun.  Pengamatan dilakukan selama dua minggu dan

dihitung indeks keparahan penyakit (DSI) dengan rumus:

DSI =
∑

Keterangan:
N = kategori serangan per individu
Z = jumlah individu yang digunakan
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Kategori keparahan penyakit sebagai berikut:
0 = sehat, tanpa bercak pada hipokotil
1 = 1 atau 2 bercak coklat terang dengan ukuran pada kecambah < 0,25 cm
2 = bercak coklat terang (ukuran 0,25-0,5 cm) daerah basah pada kecambah <10%
3 = bercak coklat terang sampai gelap (ukuran >1 cm) luas daerah basah pada

kecambah 10-100%
4 = kecambah mengalami kelayuan dan kematian

Nilai DSI < 2 menunjukkan bersifat hipovirulen (Suryantini et al., 2011).

3.4.2.6 Uji Hipersensitif

Uji hipersensitif dilakukan untuk mengetahui apakah bakteri bersifat patogenik

atau non-patogenik.  Pembuatan suspensi bakteri dengan mengambil satu ose

bakteri yang dicampurkan dengan 1 ml air steril dan dihomogenkan.  Suspensi

bakteri diinjeksi sebanyak 300 µl menggunakan suntikan ke dalam jaringan

bagian belakang helaian daun tembakau secara perlahan sehingga suspensi dapat

menyebar ke dalam jaringan. Respon tanaman akan terlihat dalam waktu 24-48

jam.  Pengamatan dilakukan dengan melihat terjadi nekrosis atau tidak pada

daerah daun tembakau yang disuntikkan bakteri (Zuraidah, 2013).



V. SIMPULAN DAN SARAN

5.1 Simpulan

Berdasarkan hasil dari penelitian dapat disimpulkan:

1. Jumlah populasi bakteri asal suspensi ekstrak tandan kosong kelapa sawit

tertinggi didapatkan pada pengambilan sampel 18 HSP yaitu sebanyak 197,96

x 1012 CFU mL-1 dan jumlah populasi terendah pada pengambilan sampel 15

HSP yaitu sebanyak 0,02 x 1012 CFU mL-1.

2. Karakteristik koloni bakteri yang didapatkan pada suspensi ekstrak tandan

kosong kelapa sawit terdapat warna putih, putih keruh, merah, kuning, orange,

putih kekuningan, kuning pekat, hingga bening, sedangkan bentuknya bulat

dan tidak beraturan.

3. Sebagian besar bakteri yang didapatkan 71,43% bersifat gram positif, 90,48%

bersifat fermentatif, 75% bersifat softrot negatif, 82,14% bersifat virulen, dan

94,05% bersifat negatif pada uji hipersensitif.

5.2 Saran

Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut untuk mengetahui kemampuan bakteri

terhadap pemacu pertumbuhan tanaman serta sebagai agensia pengendali hayati

patogen.
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