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ABSTRAK

ISOLASI DAN KARAKTERISASI BAKTERI SELULOLITIK ASAL KOLAM
EQUALISASI PADA WASTE WATER TREATMENT PLANT (WWTP)
DI PT JUANG JAYA ABDI ALAM

Oleh

SHIFA NUR AULIYAH

PT Juang Jaya Abdi Alam merupakan salah satu perusahaan peternakan sapi potong
yang berlokasi di Sidomulyo, Lampung Selatan. Dalam proses produksinya,
perusahaan ini menghasilkan limbah cair yang berasal dari kotoran sapi dan
mengandung selulosa, sehingga berpotensi menjadi substrat bagi mikroorganisme
penghasil enzim selulase. Penelitian ini bertujuan untuk mengisolasi bakteri
selulolitik dari air limbah kolam ekualisasi pada instalasi pengolahan air limbah di
PT Juang Jaya Abdi Alam, melakukan karakterisasi makroskopis, mikroskopis, dan
fisiologis dari isolat yang terseleksi, serta menentukan isolat dengan nilai indeks
selulolitik tertinggi. Metode yang digunakan meliputi pengambilan sampel air
limbah menggunakan metode grab sample serta analisis parameter lingkungan,
seperti pH, suhu, DO, COD, TSS, TDS, dan amonia. Isolasi bakteri selulolitik
dilakukan menggunakan media Mandels CMC agar, diikuti dengan perhitungan
jumlah koloni dan indeks selulolitik, kemudian isolat terseleksi dikarakterisasi
secara makroskopis, mikroskopis, dan fisiologis. Hasil penelitian menunjukkan
bahwa pada kondisi air limbah kolam ekualisasi diperoleh jumlah koloni bakteri
selulolitik tertinggi sebesar 6,9 x 10° CFU/mL. Hasil inokulasi menghasilkan tiga
isolat dengan nilai indeks selulolitik, yaitu BES 8 (0,70 cm), BES 15 (0,43 cm), dan
BES 16 (1,36 cm). Ketiga isolat menunjukkan morfologi koloni berbentuk
irregular dengan tepian lobate dan permukaan datar, sel berbentuk coccobacil
Gram positif, hanya BES 8 yang membentuk spora, bersifat tidak motil, tidak
berlendir berdasarkan uji KOH, serta menunjukkan variasi dalam kemampuan
fermentasi karbohidrat. Dengan demikian, diperoleh tiga isolat bakteri selulolitik
yang memiliki karakteristik fisiologis dan morfologis yang bervariasi, dengan nilai
indeks selulolitik tertinggi ditunjukkan oleh isolat BES 16.

Kata Kunci: bakteri selulolitik, indeks selulolitik, dan karakterisasi



ABSTRACT

ISOLATION AND CHARACTERIZATION OF CELLULOLYTIC
BACTERIA FROM THE EQUALIZATION POND AT THE
WASTE WATER TREATMENT PLANT (WWTP)

OF PT JUANG JAYA ABDI ALAM

By

SHIFA NUR AULIYAH

PT Juang Jaya Abdi Alam is a beef cattle farming company located in Sidomulyo,
South Lampung. During its production process, the company generates liquid waste
derived from cattle manure, which contains cellulose and has the potential to serve
as a substrate for microorganisms that produce cellulase enzymes. This study aims
to isolate cellulolytic bacteria from wastewater in the equalization pond at the
wastewater treatment plant of PT Juang Jaya Abdi Alam, to perform macroscopic,
microscopic, and physiological characterization of the selected isolates, and to
identify the isolate with the highest cellulolytic index value. The method used
involved collecting wastewater samples using the grab sampling method and
analyzing environmental parameters such as pH, temperature, DO, COD, TSS,
TDS, and ammonia. The isolation of cellulolytic bacteria was carried out using
Mandels CMC agar medium, followed by colony count and cellulolytic index
calculation. The selected isolates were then characterized macroscopically,
microscopically, and physiologically. The results of the study showed that the
highest number of cellulolytic bacterial colonies in the equalization pond
wastewater was 6.9 x 10° CFU/mL. Inoculation produced three isolates with
cellulolytic index values: BES 8 (0.70 cm), BES 15 (0.43 cm), and BES 16 (1.36
cm). All three isolates exhibited irregular colony morphology with lobate edges and
flat surfaces. The cells were Gram-positive coccobacilli; only BES 8 formed spores.
They were non-motile, non-mucoid based on the KOH test, and showed variations
in their ability to ferment carbohydrates. Thus, three cellulolytic bacterial isolates
with varying physiological and morphological characteristics were obtained, with
the highest cellulolytic index observed in isolate BES 16.

Key Words: cellulolytic bacteria, cellulolytic index, and characterization
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. PENDAHULUAN

Latar Belakang

Kotoran sapi merupakan salah satu jenis limbah yang dihasilkan dari
kegiatan peternakan. Limbah ini berkontribusi terhadap pencemaran
lingkungan, karena kotoran ternak sering menimbulkan masalah bagi
ekosistem. Menurut Romansah (2020), hingga saat ini belum ada teknologi
yang memadai dan mudah diterapkan secara global oleh peternak rumahan
maupun perusahaan peternakan sapi potong untuk menghindari

pencemaran lingkungan dan dampaknya bagi manusia.

Limbah peternakan sapi umumnya terdiri dari dua jenis, yaitu limbah
padat dan limbah cair. Limbah padat berupa kotoran sapi, sedangkan
limbah cair mencakup urin sapi, cairan dari kotoran sapi, air sisa
pencucian bak penampungan air minum sapi, dan kegiatan lainnya.
Pengolahan limbah cair dilakukan di wilayah Instalasi Pengolahan Air
Limbah (IPAL) atau Waste Water Treatment Plant (WWTP) melalui
berbagai proses. Salah satu proses tersebut adalah kolam ekualisasi, yang
berfungsi sebagai proses homogenisasi limbah sebelum diproses secara

kimiawi dan biologis.



Kolam ekualisasi merupakan kolam kedua dalam proses pengolahan
limbah, yang menerima limbah dari berbagai kandang melalui pipa yang
mengalir ke kolam pertama, yaitu grid chamber. Selanjutnya, limbah
tersebut difiltrasi sebelum masuk ke dalam kolam ekualisasi untuk proses

homogenisasi.

Limbah cair kotoran sapi merupakan salah satu jenis limbah organik yang
mengandung berbagai senyawa organik, termasuk selulosa, hemiselulosa,
dan lignin, yang berasal dari sisa pakan dan serat tumbuhan yang tidak
tercerna (Hidayah, 2017). Selulosa dapat terurai berkat peran
mikroorganisme, yaitu bakteri selulolitik. Namun, perlu diketahui bahwa
kandungan selulosa dalam air limbah sapi belum diketahui secara spesifik
persentasenya, karena air limbah sapi merupakan hasil dari pencucian
kandang dan aktivitas peternakan lainnya. Oleh karena itu, kandungan
selulosa di dalamnya lebih rendah dibandingkan dengan kotoran padat.
Dalam hal ini, diketahui bahwa limbah padat kotoran sapi mengandung
selulosa sebesar 22,59%, hemiselulosa sebesar 18,32%, dan lignin sebesar
10,20% (Roni et al., 2020).

Selulosa dapat terurai berkat adanya bakteri selulolitik yang berperan
dalam menghasilkan enzim selulase, sehingga dapat menguraikan selulosa.
Beberapa bakteri selulolitik yang ditemukan dalam air limbah sapi,
diantaranya yaitu Enterobacter cloacae yang terdapat dalam cairan rumen
sapi (Widya et al., 2017), Bacillus sp., Cellulosimicrobium sp.
(Kurniawan, 2022), serta Micrococcus sp. dan Neisseria sp. (Fuaziah et
al., 2020). Berdasarkan penelitian Ananda (2023), aktivitas bakteri
selulolitik dalam mendegradasi selulosa dapat diketahui dari zona jernih
yang terbentuk, yang diukur dengan perhitungan nilai Indeks Selulolitik
(1S). Semakin luas nilai Indeks Selulolitik, semakin tinggi peran bakteri
dalam mendegradasi selulosa. Oleh karena itu, penting untuk melakukan
isolasi dan karakterisasi bakteri selulolitik yang berpotensi dalam

menguraikan selulosa.
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Isolasi mikroorganisme dilakukan melalui proses pengambilan
mikroorganisme dari kolam equalisasi, kemudian ditumbuhkan pada suatu
medium di laboratorium. Medium yang digunakan adalah medium
Mandels CMC (Carboxy Methyl Cellulose) yang mengandung substrat
selulosa, sehingga bakteri selulolitik dapat memproduksi enzim selulase
(Hernawati et al., 2016). Selanjutnya, dilakukan karakterisasi bakteri untuk
mengetahui sifat-sifat makroskopis, mikroskopis, dan fisiologi (Putri dan
Endang, 2018), serta untuk mendapatkan nilai indeks selulolitik dari isolat

bakteri yang terpilih.

Penelitian mengenai isolasi dan karakterisasi bakteri selulolitik dari air
limbah ternak sapi di kolam ekualisasi PT Juang Jaya Abdi Alam,
Kabupaten Lampung Selatan perlu dilakukan untuk menunjang proses
pengolahan limbah cair secara biologis dengan memanfaatkan isolat
bakteri selulolitik yang ditemukan dan berpotensi sebagai agen
biodegradasi limbah yang dapat digunakan dalam proses pengolahan
limbah di kolam aerasi pada IPAL di PT Juang Jaya Abdi Alam.

Tujuan Penelitian

Berdasarkan uraian permasalahan latar belakang diatas, tujuan dari

penelitian ini adalah:

1. Melakukan isolasi bakteri selulolitik dari air limbah kolam ekualisasi
pada Waste Water Treatment Plant (WWTP) di PT Juang Jaya Abdi
Alam;

2. Mengetahui karakteristik makroskopis, mikroskopis, dan fisiologis dari
isolat bakteri selulolitik yang terseleksi;

3. Mengetahui isolat terseleksi yang memiliki nilai indeks selulolitik

tertinggi.
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Manfaat Penelitian

Manfaat penelitian ini adalah, sebagai berikut:

1. Memberikan informasi mengenai isolat bakteri selulolitik yang tedapat
pada air limbah kolam ekualisasi di wilayah yang diteliti, sehingga
dapat dijadikan sebagai acuan penelitian selanjutnya;

2. Memberikan informasi mengenai karakteristik makroskopis,
mikroskopis, dan fisiologis dari isolat bakteri yang terseleksi;

3. Memberikan informasi mengenai isolat terseleksi yang memiliki nilai

indeks selulolitik tertinggi.

Kerangka Pemikiran

Limbah peternakan sapi terdiri atas limbah padat dan limbah cair. Kedua
jenis limbah tersebut dapat memberikan dampak negatif terhadap
lingkungan apabila tidak diolah dengan tepat. Dampak yang ditimbulkan
antara lain pencemaran lingkungan. Limbah cair peternakan sapi
mengandung bahan organik, salah satunya adalah selulosa. Kandungan
selulosa yang relatif tinggi dalam limbah tersebut dapat menyebabkan
pencemaran lingkungan. Selulosa tersebut berasal dari pakan hijauan sapi
yang berupa tumbuhan, yang mengalami proses fermentasi di dalam
rumen. Proses ini menyebabkan kotoran sapi mengandung selulosa. Oleh
karena itu, selulosa dalam limbah cair kotoran sapi perlu didegradasi

dengan bantuan bakteri selulolitik.

Bakteri selulolitik merupakan mikroorganisme yang mampu menghasilkan
enzim selulase. Enzim ini berfungsi menghidrolisis selulosa menjadi
senyawa yang lebih sederhana, yaitu glukosa. Bahan organik yang
mengandung selulosa dapat menjadi substrat bagi pertumbuhan bakteri
selulolitik, sehingga bakteri ini dapat hidup dan berkembang dalam limbah

cair kotoran sapi. Dengan demikian, bakteri selulolitik memiliki potensi
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yang tinggi sebagai agen biodegradasi, khususnya dalam menguraikan

selulosa pada limbah cair kotoran sapi.

Hipotesis Penelitian

Hipotesis penelitian ini adalah:

1. Diperoleh isolat bakteri selulolitik dari air limbah kolam ekualisasi
pada Waste Water Treatment Plant (WWTP) di PT Juang Jaya Abdi
Alam;

2. Diperoleh isolat bakteri selulolitik terseleksi yang memiliki variasi
morfologi, bentuk sel coccobacil bersifat Gram positif, dan memiliki
variasi dalam uji fisiologinya.

3. Diperoleh isolat bakteri selulolitik terseleksi yang memiliki nilai indeks

selulolitik tertinggi.
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1. TINJAUAN PUSTAKA

Limbah Cair Kotoran Sapi

Feses, urin, dan sisa pakan merupakan komponen umum dalam limbah
ternak. Usaha peternakan berskala besar cenderung menghasilkan limbah
dalam jumlah yang signifikan. Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh
Seran (2020), seekor sapi dapat menghasilkan kotoran rata-rata sebanyak
10-25 kg per hari. Oleh karena itu, apabila jumlah sapi yang dipelihara
mencapai 100 ekor, maka jumlah kotoran yang dihasilkan dapat mencapai
sekitar 2.500 kg per hari.

Limbah ternak sapi terdiri atas dua jenis, yaitu limbah padat dan limbah
cair. Limbah padat berupa feses atau kotoran ternak serta sisa pakan yang
tidak dikonsumsi oleh hewan. Sementara itu, limbah cair terdiri atas air
seni sapi dan effluent, yaitu cairan yang berasal dari limbah padat. Limbah
cair tersebut dapat meresap ke dalam tanah dan mengalir secara vertikal
maupun horizontal melalui pergerakan air tanah atau saluran air, sehingga
berpotensi mencemari lingkungan. Setiap jenis limbah mengandung
berbagai mikroorganisme patogen yang dapat mencemari lingkungan
(Unch et al., 2003).



Komposisi air limbah peternakan sapi terdiri atas 99,9% cairan yang
meliputi urin, air, dan sejumlah kecil padatan berupa feses sebesar 0,1%.
Padatan tersebut merupakan campuran bahan organik dan anorganik yang
berasal dari limbah peternakan sapi (Hidayatullah et al., 2005). Air limbah
peternakan sapi yang dibuang secara langsung tanpa melalui proses
pengolahan dapat mencemari lingkungan serta mempengaruhi

pertumbuhan mikroba dan makhluk hidup lainnya (Olivianti et al., 2016).

Persentase kotoran padat pada limbah sapi lebih tinggi dibandingkan
dengan persentase urin. Urin sapi mengandung sekitar 92% air, 1%
nitrogen (N), 0,20% fosfor (P), dan 1,35% kalium (K). Kandungan
nitrogen dan kalium dalam urin sapi lebih tinggi dibandingkan dengan
kandungan fosfor (Khoiriyah, 2017). Limbah peternakan sapi merupakan
hasil sisa dari proses metabolisme tubuh sapi, dengan jumlah rata-rata
mencapai 12% dari berat tubuh hewan tersebut. Volume limbah yang besar
dapat menimbulkan permasalahan lingkungan, seperti bau tidak sedap dan
potensi menjadi sumber penularan penyakit (Arifin et al., 2019). Urin sapi
sebagai bagian dari limbah peternakan yang mengandung unsur hara
makro dan mikro. Kandungan unsur hara dalam urin tersebut meliputi 1%
nitrogen, 0,20% fosfor, dan 1,35% kalium (Pratiwi, 2019).

Pencemaran air di lingkungan peternakan sapi yang disebabkan oleh
kontaminasi limbah dapat dievaluasi berdasarkan beberapa parameter,
antara lain Total Suspended Solids (TSS), Dissolved Oxygen (DO),
Chemical Oxygen Demand (COD), pH, dan kepadatan bakteri. Nilai COD
yang tinggi menunjukkan tingginya pencemaran air limbah oleh bahan
organik dan anorganik dari limbah peternakan (Nasution, 2021). Selain itu,
parameter lingkungan seperti pH juga menjadi penentu kualitas air karena
dapat memengaruhi proses biologi dan kimia yang terjadi di dalamnya
(Hasrianti & Nurasia, 2019). Oleh karena itu, analisis terhadap parameter-
parameter tersebut perlu dilakukan untuk mengetahui kualitas air limbah

yang dihasilkan, serta memastikan bahwa nilainya sesuai dengan standar



2.2

yang telah ditetapkan, agar lingkungan di sekitar peternakan sapi tetap
aman (Bintang et al., 2019).

Instalasi Pengolahan Air Limbah (IPAL)

Instalasi Pengolahan Air Limbah (IPAL) merupakan rangkaian kegiatan
pengolahan air limbah yang dilengkapi dengan sarana dan prasarana
pengelolaan air limbah, sebagaimana diatur dalam Peraturan Menteri
Pekerjaan Umum Nomor 4 Tahun 2017. Sistem IPAL bekerja dengan
mengalirkan air limbah secara kolektif ke dalam subsistem pengolahan

terpusat untuk diolah sebelum dibuang ke badan air sesuai perencanaan.

Menurut Indrayani (2018), pengolahan limbah dilakukan melalui beberapa
tahapan proses, antara lain: pre-treatment (proses penampungan awal
limbah), primary treatment atau pengendapan (pengendapan partikel-
partikel organik yang terkandung dalam limbah setelah melalui proses
penyaringan), dan secondary treatment (pengolahan limbah secara
biologis dalam kondisi anaerob maupun aerob, yang kemudian dilanjutkan
dengan pencampuran bahan kimia untuk membentuk flok-flok yang dapat

mengendap menjadi lumpur).

Instalasi Pengolahan Air Limbah (IPAL) di PT Juang Jaya Abdi Alam,
Sidomulyo, Lampung Selatan, melakukan pengolahan limbah melalui
serangkaian proses fisika, kimia, dan biologi. Di area Waste Water
Treatment Plant (WWTP), terdapat beberapa kolam yang berfungsi untuk
mengolah limbah cair. Limbah cair yang diolah berasal dari berbagai
sumber, antara lain: proses pembersihan kandang sapi yang pada bagian
dasarnya menggunakan sabut kelapa, air pencucian bak minum sapi, urin

sapi, serta feses.



Beberapa unit pengolahan limbah cair di WWTP antara lain sebagai
berikut:

1.
2.

Grid Chamber merupakan bak penampungan awal limbah cair.
Equalization yaitu bak pengolahan pertama yang berfungsi untuk
proses homogenisasi limbah.

Pre-Treatment Tank adalah tangki pengolahan limbah dari bak
equalisasi, di mana dilakukan pemisahan antara padatan dan air limbah

dengan bantuan bahan kimia.

. Aeration merupakan proses pengolahan secara biologis yang

melibatkan penambahan bakteri pengurai sebagai agen biodegradasi
serta penggunaan diffuser untuk transfer oksigen.

Sedimentation merupakan proses pengendapan partikel padat dengan
memanfaatkan gaya gravitasi.

Chlorination (In dan Out) merupakan proses penambahan klorin untuk
membunuh bakteri patogen.

Effluent Filter merupakan proses filtrasi akhir dari air hasil olahan yang
berasal dari bak klorin menggunakan filter bag.

Bak Bertingkat merupakan bak penampungan sementara sebelum air
dialirkan ke bak berikutnya.

Fish Pond merupakan bak indikator yang digunakan untuk mengamati

kualitas air limbah sebelum dialirkan ke lingkungan.

10. Sludge Digester merupakan unit pengolahan lumpur yang berasal dari

sisa proses pada setiap unit pengolahan.

11. Sludge Drying Bed (SDB) merupakan tempat penyimpanan sementara

limbah padatan hasil dari proses pengolahan.
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Parameter Kualitas Air Limbah Peternakan Sapi

Berdasarkan Peraturan Menteri Lingkungan Hidup Nomor 5 Tahun 2014,
pembuangan limbah dari usaha peternakan sapi harus memenuhi baku
mutu yang telah ditetapkan. Untuk menilai kelayakan limbah peternakan
sapi yang akan dibuang ke lingkungan, limbah tersebut harus memenuhi
kriteria baku mutu tersebut. Dalam ketentuan baku mutu tersebut,
ditetapkan beberapa parameter, yaitu Dissolved Oxygen (DO), pH, suhu,
chemical oxygen demand (COD), total suspended solid (TSS), dan amonia
(NH:-N).

2.3.1 Dissolved oxygen (DO)

Oksigen terlarut (Dissolved Oxygen atau DO) adalah jumlah oksigen
yang terkandung di dalam air, yang umumnya diukur dalam satuan
ppm (parts per million). Oksigen terlarut merupakan salah satu
indikator penting dalam menentukan kualitas air baku.
Mikroorganisme perairan memanfaatkan oksigen tersebut dalam
proses respirasi dan penguraian bahan organik menjadi zat
anorganik. Oksigen terlarut berasal dari dua sumber utama, yaitu
difusi oksigen dari udara ke dalam air dan hasil fotosintesis
mikroorganisme berklorofil yang hidup di perairan. Oksigen ini juga
berperan dalam proses oksidasi zat hara dalam ekosistem perairan.
Semakin tinggi kadar oksigen terlarut, maka kualitas air cenderung
lebih baik, karena menunjukkan bahwa tingkat pencemarannya
relatif rendah. Sebaliknya, kadar oksigen terlarut yang rendah dapat

mengindikasikan adanya pencemaran perairan.

Menurut Simanjuntak (2007), kadar oksigen terlarut yang rendah
menyebabkan koagulan harus bereaksi dengan polutan atau bahan
pencemar secara intensif saat proses pengendapan koloid
berlangsung, yang pada akhirnya dapat menyebabkan peningkatan

konsumsi koagulan secara berlebihan. Sementara itu, menurut
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Salmin (2005), oksigen terlarut diperlukan oleh mikroorganisme
yang hidup di dalam air untuk proses respirasi, metabolisme, dan
pertukaran zat yang menghasilkan energi yang dibutuhkan untuk

pertumbuhan dan reproduksi.

2.3.2 Nilai potential Hydrogen (pH)

Nilai potential hydrogen (pH) merupakan indeks yang
menunjukkan konsentrasi ion hidrogen (H*) dalam air. pH menjadi
salah satu variabel penting dalam pengelolaan air limbah karena
dapat memengaruhi berbagai reaksi kimia yang terjadi di
dalamnya. Kandungan bahan kimia dalam air limbah turut
memengaruhi nilai pH tersebut. Nilai pH netral adalah 7,0, yang
dianggap optimal dalam proses pengolahan air limbah, terutama
pada suhu 25°C. Larutan yang bersifat asam memiliki nilai pH
kurang dari 7, sedangkan larutan yang bersifat basa memiliki nilai
pH lebih dari 7 (Zulius, 2017).

Pengujian pH dilakukan secara in situ, yaitu pengujian pH pada
sampel dilakukan langsung di lokasi menggunakan pH meter
digital. Selain itu, terdapat indikator sederhana yang juga
digunakan dalam pengujian pH, yaitu kertas lakmus. Jika kertas
lakmus berubah menjadi warna merah, maka sampel bersifat asam,
sedangkan perubahan menjadi warna biru menunjukkan bahwa

sampel bersifat basa (Sutrisna et al., 2015).

Nilai pH limbah yang tidak netral dapat mengganggu proses
kehidupan biologis dan mikrobiologis di dalamnya. Menurut Suada
dan Tenaya (2023), limbah peternakan sapi memiliki nilai pH
sebesar 9, sehingga bersifat sedikit basa. Salah satu faktor penting
yang memengaruhi pertumbuhan bakteri dalam limbah adalah nilai

pH. Secara umum, rentang pH optimal untuk pertumbuhan bakteri
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berada antara pH 4 hingga 9. Nilai pH air limbah peternakan sapi
umumnya berkisar antara 7,2 hingga 7,5. pH merupakan parameter
penting dalam analisis kualitas air karena memengaruhi berbagai
proses biologis dan kimiawi di dalamnya (Hasrianti dan Nurasia,
2019). Kisaran pH 7-8 merupakan kondisi yang baik untuk
pertumbuhan bakteri pengurai seperti Nitrosomonas sp.,
Nitrobacter sp., Pseudomonas sp., serta bakteri golongan coliform.
pH juga berpengaruh terhadap aktivitas enzim yang dihasilkan oleh
bakteri. Enzim tersebut dibutuhkan dalam proses katalis berbagai
reaksi yang terjadi selama pertumbuhan bakteri. Apabila nilai pH
suatu limbah tidak berada pada kondisi optimal, maka aktivitas
enzim dapat terganggu dan pertumbuhan bakteri menjadi terhambat
(Suriani et al., 2013). Selanjutnya, menurut Alam et al. (2013),
aktivitas selulolitik tertinggi ditemukan pada kondisi pH 8.

Suhu

Suhu merupakan salah satu faktor lingkungan yang memengaruhi
pertumbuhan bakteri. Setiap mikroorganisme memiliki kisaran
suhu dan suhu optimum tertentu untuk mendukung
pertumbuhannya. Berdasarkan kisaran suhu pertumbuhannya,
bakteri dibedakan menjadi tiga kelompok, yaitu: psikrofil, yaitu
bakteri yang memiliki kisaran suhu pertumbuhan antara 0-20°C;
mesofil, yaitu bakteri dengan kisaran suhu pertumbuhan 20-45°C;
dan termofil, yaitu bakteri yang tumbuh pada suhu di atas 45°C
(Nurhayati et al., 2022).

Menurut Rahmawati (2017), bakteri selulolitik memiliki kisaran
suhu pertumbuhan antara 27-36°C. Nurhajati et al. (2016)

menyatakan bahwa aktivitas selulolitik bakteri tertinggi tercapai
pada suhu 35°C. Analisis suhu pada limbah Instalasi Pengolahan

Air Limbah (IPAL) dapat dilakukan menggunakan alat DO meter,
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sebagaimana diatur dalam SNI 06-6989.14-2004, yang
memungkinkan pengukuran suhu dan kadar oksigen terlarut

(Dissolved Oxygen atau DO) secara bersamaan.

Chemical Oxygen Demand (COD)

Chemical Oxygen Demand (COD) adalah jumlah oksigen yang
dibutuhkan untuk menguraikan seluruh bahan organik yang
terkandung dalam air secara kimiawi (Andika et al., 2020).
Parameter COD digunakan sebagai salah satu indikator dalam
penilaian kualitas air limbah. Nilai COD yang tinggi menunjukkan
bahwa kandungan bahan organik dalam air limbah cukup tinggi,
sehingga membutuhkan lebih banyak oksigen untuk proses

degradasi.

Menurut Islamawati et al. (2018), COD merupakan ukuran
kebutuhan oksigen untuk mendegradasi senyawa organik dalam air
secara kimia. Sementara itu, Haerun et al. (2018) menjelaskan
bahwa pengukuran COD dilakukan dengan menggunakan
oksidator berupa kalium bikromat dalam kondisi asam dan panas,
serta menggunakan perak sulfat sebagai katalisator, sehingga
seluruh bahan organik dapat terurai secara efektif.

Total Suspended Solid (TSS)

Menurut Peraturan Menteri Lingkungan Hidup Nomor 05 Tahun
2014, nilai baku mutu Total Suspended Solid (TSS) pada limbah
peternakan sapi adalah maksimum 100 mg/L. Total Suspended
Solid merupakan partikel padat yang tersuspensi dalam air dan
dibedakan dari padatan terlarut berdasarkan ukurannya. TSS sering
kali menyebabkan perubahan warna pada air yang dikenal sebagai
false colour (warna palsu), karena setelah dilakukan penyaringan,

bagian supernatan menunjukkan warna asli (true colour).
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Kandungan TSS dalam limbah peternakan sapi umumnya berasal
dari tingginya konsentrasi zat-zat organik dan anorganik. Oleh
karena itu, diperlukan penanganan lanjutan untuk mengurangi
kadar TSS dalam limbah tersebut (Suada dan Tenaya, 2023).

Total Suspended Solid (TSS) atau padatan tersuspensi merupakan
salah satu parameter fisika yang penting untuk menentukan kondisi
awal lingkungan serta dapat digunakan sebagai indikator kualitas
suatu perairan. Kadar TSS yang tinggi dalam perairan dapat
menghambat penetrasi cahaya matahari ke dalam air, sehingga
mengakibatkan penurunan proses fisiologis seperti fotosintesis dan

respirasi organisme akuatik (Sari et al., 2018).

Amonia (NHs-N)

Berdasarkan Peraturan Menteri Lingkungan Hidup Nomor 05
Tahun 2014, nilai baku mutu amonia dalam limbah peternakan sapi
adalah 25 mg/L. Amonia merupakan senyawa yang bersifat toksik
bagi manusia. Paparan amonia dapat menimbulkan iritasi pada
kulit, mata, dan saluran pernapasan. Pada konsentrasi yang sangat
tinggi, penghirupan uap amonia bersifat fatal. Jika terlarut dalam
perairan, amonia dapat menyebabkan keracunan pada hampir
seluruh organisme akuatik (Murti et al., 2014). Oleh karena itu,
perlu dilakukan pemeriksaan kadar amonia dalam limbah
peternakan sapi sebelum dibuang ke badan air seperti sungai
(Azizah dan Humairoh, 2015). Amonia dalam limbah sapi berasal
dari proses amonifikasi, yaitu dekomposisi bahan organik oleh
aktivitas mikroorganisme (Kartika et al., 2019).
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Bakteri Indigen

Bakteri indigen adalah bakteri yang secara alami hidup dan berkembang di
suatu lingkungan tertentu atau lingkungan asalnya. Bakteri ini memiliki
kemampuan untuk mendegradasi senyawa-senyawa organik maupun
anorganik yang bersifat mencemari limbah (Mayanti dan Herto, 2009).
Oleh karena itu, bakteri indigen berperan penting sebagai agen
biodegradasi. Biodegradasi adalah proses penguraian senyawa oleh
mikroorganisme yang memiliki kemampuan untuk memecah polimer
alami seperti lignin dan selulosa, maupun polimer sintetis seperti polietilen
dan polistiren. Mikroorganisme tersebut memanfaatkan karbon yang
dihasilkan dari proses degradasi polimer sebagai sumber energi dan bahan
untuk pertumbuhan. Proses biodegradasi umumnya diawali dengan
pemecahan polimer menjadi monomer, kemudian monomer tersebut akan
mengalami proses mineralisasi. Sebagian besar polimer berukuran terlalu
besar untuk dapat melewati membran sel mikroorganisme, sehingga harus
terlebih dahulu diuraikan menjadi monomer yang lebih kecil agar dapat
diserap dan selanjutnya didegradasi di dalam sel mikroba. Beberapa jenis
mikroorganisme yang paling umum dimanfaatkan dalam proses
biodegradasi adalah bakteri (Shovitri, 2015).

Pada saat bakteri tumbuh dan berkembang dalam limbah, unsur karbon
akan digunakan untuk menyusun bahan sel penyusun mikroba, disertai
dengan pelepasan karbon dioksida dan senyawa-senyawa lain yang mudah
menguap. Selama proses biodegradasi, mikroorganisme juga
mengasimilasi unsur nitrogen, fosfor, kalium, dan belerang yang terikat
dalam protoplasma sel. Hal ini sejalan dengan tujuan utama dari
pengolahan limbah secara biologis, yaitu untuk mendegradasi senyawa
organik melalui proses oksidasi. Dengan demikian, senyawa-senyawa
organik kompleks dapat diuraikan menjadi senyawa-senyawa yang lebih
sederhana dan mudah larut. Selain itu, senyawa-senyawa hasil degradasi
tersebut juga dapat dimanfaatkan sebagai sumber nutrisi oleh bakteri
indigenous (Fidiastuti et al., 2017).
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Air limbah pada umumnya mengandung bakteri yang mampu
menguraikan bahan pencemar organik, sehingga air limbah menjadi lebih
aman untuk dibuang ke lingkungan. Proses penguraian tersebut melibatkan
dua jenis bakteri, yaitu bakteri indigen dan bakteri produk komersial.
Bakteri indigen merupakan mikroorganisme hasil isolasi yang dilakukan
oleh laboratorium dari sampel lingkungan setempat. Sementara itu, bakteri
produk komersial adalah mikroorganisme yang diperoleh dari produk yang
tersedia di pasaran dan relatif mudah didapatkan. Produk komersial ini
umumnya digunakan dalam proses bioremediasi untuk menjaga kualitas
air (Sila et al., 2022).

Penelitian yang dilakukan oleh Priadie (2012) menyatakan bahwa hasil
isolasi dan identifikasi bakteri indigen menunjukkan keberadaan beberapa
jenis bakteri, antara lain Micrococcus, Corynebacterium,
Phenylobacterium, Enhydrobacter, Morrococcus, Flavobacterium,
Bacillus, Staphylococcus, dan Pseudomonas, yang mampu mendegradasi
logam Pb, nitrat, nitrit, bahan organik, sulfida, kekeruhan, dan amonia.
Sementara itu, dari bakteri produk komersial diperoleh jenis-jenis bakteri
seperti Bacillus, Pseudomonas, dan Escherichia (Sila, 2022). Hasil
identifikasi tersebut sejalan dengan temuan Fidiastuti (2017) yang
menunjukkan adanya spesies-spesies bakteri potensial yang juga memiliki
kemampuan dalam mendegradasi limbah cair, yaitu Staphylococcus
aureus, Pseudomonas pseudomallei, dan Actinobacillus sp.

Bakteri indigen merupakan salah satu bentuk bioteknologi yang digunakan
sebagai agen pengurai dalam pengolahan air limbah yang ramah
lingkungan. Bakteri indigen diisolasi dari limbah tersebut, kemudian
dikultur untuk memperoleh koloni tunggal. Konsorsium bakteri yang
berpotensi selanjutnya diperbanyak di laboratorium dan digunakan sebagai
starter dalam proses pengolahan limbah. Transformasi limbah dilakukan
oleh mikroorganisme, khususnya bakteri pendegradasi, melalui proses

metabolisme dengan cara menghasilkan enzim bakteri (Fidiastuti, 2017).
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Bakteri Selulolitik

Bakteri selulolitik merupakan salah satu jenis mikroorganisme yang
mampu memproduksi enzim selulase, yaitu enzim yang dapat
menghidrolisis selulosa menjadi senyawa yang lebih sederhana, yaitu
glukosa (Murtiyaningsih & Hazmi, 2017). Bakteri selulolitik umumnya
ditemukan pada substrat yang mengandung selulosa, seperti bahan organik
dari bagian tumbuhan yang melapuk. Jannah et al. (2017) melaporkan
bahwa terdapat beberapa genus bakteri yang memiliki aktivitas selulolitik,
antara lain Achromobacter, Angiococcus, Cytophaga, Cellvibrio,
Flavobacterium, Pseudomonas, Polangium, Sorangium, Sporocytophaga,
Vibrio, Cellfalcicula, Citrobacter, Serratia, Klebsiella, Enterobacter,
Aeromonas, Clostridium, Cellulomonas, Micrococcus, Bacillus,
Thermonospora, Ruminococcus, Bacteroides, Acetivibrio,
Micromonospora, dan Streptomyces. Sementara itu, menurut Yogyaswari
et al. (2016), spesies bakteri selulolitik aerob yang diisolasi dari cairan
rumen sapi antara lain berasal dari genus Nitrosomonas, Bacillus,

Cellulomonas, Cytophaga, Lactobacillus, Cellvibrio, dan Acidothermus.

Koloni bakteri yang tumbuh kemudian dilakukan proses pemurnian
berdasarkan karakteristik morfologi koloni, dengan memilih koloni yang
berbeda dari segi bentuk, warna, tepian, dan elevasi (Yosmaniar, 2018).
Pemurnian bakteri dilakukan dengan metode streak plate pada media
CMC agar dan diinkubasi selama 24-48 jam pada suhu ruang. Tujuan dari
proses ini adalah untuk memperoleh koloni tunggal dari setiap isolat.
Setiap isolat yang telah dimurnikan selanjutnya diuji aktivitas
selulolitiknya secara kualitatif menggunakan metode totol pada media
CMC agar. Uji dilakukan sebanyak tiga kali pengulangan, kemudian
diinkubasi pada suhu 37°C selama 48 jam (Murtiyaningsih et al., 2017).
Koloni yang tumbuh selanjutnya diwarnai dengan larutan Congo red 0,1%
selama 15 menit, lalu dibilas menggunakan larutan NaCl 1 M (Nababan et
al., 2019).
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Aktivitas selulolitik bakteri ditentukan berdasarkan hasil pengukuran
diameter zona jernih dan diameter koloni. Indeks aktivitas selulolitik
dihitung dengan membandingkan rasio antara diameter zona jernih

terhadap diameter koloni.

Luas setiap koloni dan luas zona jernih yang terlihat dihitung

menggunakan pengukuran diameter koloni dan diameter zona jernih serta

metode gravimetri. Menurut Irwan dan Wicaksono (2017), metode

gravimetri dilakukan dengan cara sebagai berikut:

1. Menggunakan pola-pola koloni (replika koloni) yang digambar pada
plastik mika bening;

2. Replika koloni tersebut ditimbang dengan menggunakan timbangan
analitik;

3. Membuat potongan kertas 1 cm x 1 cm lalu ditimbang;

4. Menghitung luas koloni dengan menggunakan rumus:

Bobot Replika Koloni
Bobot Kertas 1cmx 1 cm

2

Luas Koloni = xlcm

Setelah diperoleh nilai luas koloni, selanjutnya di hitung indeks enzimatik.
Pada penentuan indeks enzimatik dihitung menggunakan rumus sebagai
berikut (Rosa et al., 2020) dengan 3 kali replikasi.

_ Luas zona jernih—luas koloni

IE=

Luas koloni
Keterangan:
IE: Indeks Enzimatik

Metode pengukuran indeks selulolitik menurut Sumardi dkk (2018), yang
menyatakan bahwa indeks zona jernih diukur dengan menghitung rasio
antara diameter zona jernih dengan diameter koloni (Gambar 1). Indeks

selulolitik diukur mengikuti rumus berikut:

__ Diameter zona bening (mm)—Diameter koloni(imm)

IE=

Diameter koloni(mm)
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Gambar 1. llustrasi Diameter Koloni dan Zona Jernih
Keterangan: DKH: Diameter koloni bakteri secara horizontal
DKV: Diameter koloni bakteri secara vertikal
DZH: Diameter zona jernih bakteri secara horizontal
DZV: Diameter zona jernih bakteri secara vertikal

Isolasi bakteri selulolitik dilakukan pada media CMC (carboxymethyl
cellulose), yang merupakan media selektif bagi bakteri yang menggunakan
selulosa sebagai sumber karbon. Menurut Fahruddin et al. (2020),
terbentuknya zona bening di sekitar koloni pada media CMC menunjukkan
bahwa bakteri tersebut mampu mendegradasi selulosa dalam media yang
dikatalisis oleh enzim selulase. Isolat koloni yang tumbuh diduga memiliki
aktivitas enzim selulase yang dapat merombak substrat selulosa dalam

bentuk carboxymethyl cellulose.

Meryandini et al. (2009) menyatakan bahwa aktivitas enzim selulase pada
media CMC terutama berupa enzim endo-1,4-B-glukanase. Selanjutnya,
menurut Arifin et al. (2019), zona bening yang terbentuk pada media CMC
disebabkan oleh reaksi antara congo red (natrium benzidindiazo-bis-
naftilamin-4-sulfonat) dan ikatan -1,4-glikosidik dalam CMC. Reaksi ini
menunjukkan degradasi selulosa oleh aktivitas enzimatik bakteri.
Sementara itu, Nofa et al. (2014) menyebutkan bahwa struktur rantai
selulosa dalam CMC yang lebih pendek mempermudah bakteri selulolitik
dalam mendegradasi selulosa, yang ditunjukkan dengan terbentuknya zona

jernih di sekitar koloni pada media tersebut.
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Menurut Suhu et al. (2019), NaCl berfungsi untuk melunturkan Congo
red, terutama di sekitar koloni yang mengandung enzim selulase. Enzim
ini menghidrolisis substrat seperti selodekstrin, selobiosa, dan glukosa.
Congo red tidak terikat kuat pada senyawa-senyawa tersebut, sehingga
menghasilkan zona bening di sekitar koloni. Congo red merupakan
pewarna yang merupakan garam natrium dari benzidinediazo-bis-1-
naphthylamine-4-asamsulfonat (C32H2:2NeNa20sS2) yang dapat larut saat
dibilas dengan larutan garam natrium seperti NaCl. Oleh karena itu,

terbentuk zona bening di sekitar koloni bakteri.

Zona bening tersebut menunjukkan area terjadinya pemutusan ikatan f3-
1,4-glikosidik yang menghubungkan monomer D-glukosa pada
carboxymethyl cellulose (CMC) (Mahmudah et al., 2016). Media isolasi
yang digunakan dalam penelitian ini adalah media Mandels CMC yang
telah dimodifikasi. Menurut Hernawati et al. (2016), komposisi media
Mandels CMC terdiri atas: CMC 0,5%, ekstrak ragi (yeast extract) 0,35%,
tripton 0,35%, NaCl 0,2%, KH2POa 0,245%, MgSO.-7H-0 0,035%, dan
(NH4)2S04 0,17%.

Selulosa

Selulosa merupakan senyawa organik yang termasuk dalam kelompok
polisakarida. Senyawa ini merupakan komponen utama penyusun dinding
sel tumbuhan hijau, bersama dengan hemiselulosa dan pektin, dan terdiri
atas rantai linier yang tersusun dari beberapa ratus hingga lebih dari
sepuluh ribu unit D-glukosa yang terikat melalui ikatan B-(1—4) (Klemm
et al., 2006). Selulosa memiliki struktur yang kaku dan sukar dirombak,
tidak larut dalam air panas, serta sulit dicerna oleh sistem pencernaan
manusia. Namun, selulosa dapat terdegradasi menjadi unit-unit glukosa
oleh enzim yang dihasilkan oleh organisme atau mikroorganisme tertentu
(Irfan et al., 2012).
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Berdasarkan derajat polimerisasi (DP) dan kelarutan dalam senyawa
natrium hidroksida (NaOH) 17,5%, selulosa dapat dibagi atas tiga jenis
(Nuringtyas, 2010), yaitu:

1. a - Selulosa (Alpha Cellulose) adalah selulosa berantai panjang, tidak
larut dalam larutan NaOH 17,5% atau larutan basa kuat dengan DP
(Derajat Polimerisasi) 600 — 15000. o - selulosa dipakai sebagai
penduga dan atau tingkat kemurnian selulosa. Semakin tinggi kadar
alfa selulosa, maka semakin baik mutu bahannya,

2. Selulosa 3 (Betha Cellulose) adalah selulosa berantai pendek, larut
dalam larutan NaOH 17,5% atau basa kuat dengan DP (Derajat
Polimerisasi) 15 — 90, dapat mengendap bila dinetralkan,

3. Selulosa y (Gamma Cellulose) adalah selulosa berantai pendek, larut
dalam larutan NaOH 17,5% atau basa kuat dengan DP (Derajat
Polimerisasi) kurang dari 15, kandungan utamanya adalah

hemiselulosa. Struktur kimia selulosa dapat dilihat pada Gambar 2.

CH,0H CH,OH

OH OH
o o
o 0
OH 1 8 M o”\ oH /
HO OH
o 0
OH OH

CH,OH CH,OH

Gambar 2. Struktur Kimia Selulosa (Okolie et al., 2021)

Degradasi Selulosa oleh Bakteri Selulolitik

Mikroorganisme seperti cendawan, bakteri, dan aktinomisetes dapat
mendegradasi selulosa secara langsung di alam. Mikroorganisme tersebut
menghasilkan enzim selulase yang terdiri atas endoglukanase dan
eksoglukanase, termasuk cellobiohydrolases dan B-glukosidase
(Jayasekara & Ratnayake, 2019). Degradasi selulosa berlangsung melalui
proses enzimatik dengan bantuan mikroorganisme yang dikenal sebagai
mikroorganisme selulolitik. Salah satu enzim yang berperan dalam

penguraian selulosa adalah enzim selulase, yang mampu menghidrolisis
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ikatan B-(1—4). Enzim selulase memiliki peran penting dalam
menguraikan limbah bahan organik yang mengandung selulosa menjadi
glukosa, protein, pakan ternak, etanol, dan produk lainnya (Hidayah &
Hazmi, 2017).

Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh Fahrudin et al. (2020), bakteri
selulolitik penghasil enzim selulase dapat diisolasi dari limbah kotoran
ternak. Penelitian tersebut berhasil memperoleh isolat yang mampu
mendegradasi senyawa selulosa dengan tingkat degradasi yang tergolong
sedang. Temuan ini menunjukkan bahwa kotoran ternak sapi mengandung
bakteri selulolitik yang berpotensi digunakan untuk mendegradasi substrat
selulosa. Tingkat degradasi sedang tersebut ditentukan berdasarkan
perhitungan indeks selulolitik dari zona jernih yang terbentuk di sekitar
koloni. Variasi ukuran zona jernih tersebut berkaitan dengan kemampuan
masing-masing isolat bakteri dalam memproduksi enzim selulase. Isolat
bakteri yang memiliki nilai indeks selulolitik tinggi mampu menghidrolisis
selulosa menjadi glukosa dan menghasilkan zona jernih yang lebih besar
di sekitar koloni (Rahayu et al., 2014). Menurut Choi et al. (2005), nilai
indeks selulolitik dikategorikan menjadi tiga, yaitu: rendah (IS <1 cm),

sedang (IS antara 1-2 cm), dan tinggi (IS > 2 cm).

Proses penguraian selulosa secara alami dilakukan dengan bantuan
mikroorganisme yang menghasilkan enzim selulase. Enzim ini berfungsi
memutus ikatan B-1,4-glikosida pada rantai panjang selulosa. Dalam
lingkungan aerobik, selulosa akan terurai menjadi glukosa dan karbon
dioksida yang kemudian dimanfaatkan oleh sel yang sedang tumbuh.
Sementara itu, dalam lingkungan anaerobik, selulosa akan terurai menjadi
alkohol dan asam. Hidrolisis enzimatis terhadap selulosa hanya dapat
dilakukan oleh enzim yang dikenal sebagai enzim selulase
(Prihatiningrum, 2002).
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Angka Lempeng Total (ALT)

Angka Lempeng Total (ALT) merupakan metode yang digunakan untuk
menghitung jumlah mikroba yang terdapat dalam suatu sampel atau
sediaan. Metode ini sering disebut juga sebagai Total Plate Count (TPC)
(Irfan, 2021). ALT memiliki prinsip yang serupa dengan TPC.

Total Plate Count (TPC) adalah salah satu metode pemeriksaan
mikrobiologi yang digunakan untuk mengestimasi jumlah total mikroba
dalam suatu sampel (EImoslemany et al., 2009). TPC menunjukkan
jumlah bakteri dalam setiap 1 mL atau 1gram sampel yang diperiksa.
Prinsip dasar TPC adalah menghitung jumlah koloni bakteri yang tumbuh
pada media agar setelah diinkubasi pada suhu 35-37°C selama 24-48 jam.
Metode TPC dapat dilakukan dengan beberapa teknik, yaitu metode pour
plate dan spread plate.

Pada prinsipnya, dilakukan pengenceran sampel yang kemudian ditanam
pada media agar. Jumlah koloni bakteri yang tumbuh pada media agar
dihitung setelah proses inkubasi, dengan mempertimbangkan jumlah
koloni antara 30 hingga 300. Angka lempeng total dinyatakan sebagai
jumlah koloni bakteri hasil perhitungan yang dikalikan dengan faktor

pengenceran (Sundari, 2019).
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I11.  METODE PENELITIAN

Waktu dan Tempat

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Desember 2024 sampai Maret 2025
di Laboratorium Mikrobiologi wilayah Waste Water Treatment Plant
(WWTP) di PT Juang Jaya Abdi Alam, Sidomulyo Lampung Selatan dan
Laboratorium Mikrobiologi FMIPA, Universitas Lampung.

Alat dan Bahan

Pada penelitian ini digunakan beberapa peralatan dan bahan. Alat-alat
yang digunakan pada penelitian ini adalah mikroskop, DO meter,
ammonia HR, Hach DR 900, pH meter, termometer, autoclave,
incubator, laminar air flow, vortex, shaker incubator, cawan petri,
beaker glass, hot plate magnetic stirrer, batang pengaduk, erlenmeyer,
tabung reaksi, rak tabung reaksi, tabung durham, jarum ose bulat, bunsen,
aluminium oil, gelas ukur, botol semprot, gayung sampel, botol gelap,
cool box, sarung tangan latex, object glass, cover glass, penjepit, dan alat

tulis.

Bahan-bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah media CMC agar
5 g/L, media Mandels Agar (MgS0O4.7H>0, tryptone, KoHPOg,
(NH4)2S04 yeast extract, NaCl, dan agar), alkohol 70%, cat Gram (kristal
violet, lugol, alkohol 96%, safranin), cat spora (safranin, dan malachite
green), akuades, H20> 3%, larutan congo red 0,1%, NaCl 1 M, KOH 3%,
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gula (laktosa, sukrosa, glukosa, mannitol, maltosa), brom cressol purple

(bcp), KOH 3% (Kalium Hidroksida), dan HCL (Hidrogen Klorida), dan
NaOH.

Rancangan Penelitian

Penelitian ini dilakukan untuk mengetahui keberadaan bakteri selulolitik
pada air limbah kolam equalisasi di PT Juang Jaya Abdi Alam,
Kabupaten Lampung Selatan. Pengambilan sampel dilakukan di area
Instalasi Pengolahan Air Limbah (IPAL) pada kolam equalisasi PT Juang
Jaya Abdi Alam, Desa Kota Dalam, Kecamatan Sidomulyo, Kabupaten
Lampung Selatan, Provinsi Lampung. Teknik pengambilan sampel yang
digunakan adalah metode grab sample. Sampel yang diperoleh
selanjutnya diuji terhadap beberapa parameter lingkungan, yaitu suhu,
pH, oksigen terlarut (dissolved oxygen), total padatan tersuspensi (total
suspended solids atau TSS), kebutuhan oksigen kimia (chemical oxygen
demand atau COD), dan amonia (NHs-N).

Sampel air kemudian diisolasi menggunakan media Mandels CMC dan
diinkubasi selama 24 jam. Setelah inkubasi, muncul pertumbuhan koloni
bakteri. Selanjutnya, dilakukan perhitungan total kepadatan koloni
menggunakan metode Total Plate Count (TPC). Pengamatan
makroskopik dilakukan sebagai tahap seleksi awal dengan mengamati
morfologi koloni, meliputi bentuk, warna, elevasi, dan tepi koloni. Isolat
bakteri yang diperoleh kemudian diseleksi untuk aktivitas selulolitik
dengan cara diinokulasikan pada media Mandels CMC menggunakan
metode totol. Setelah inkubasi selama 48 jam, dilakukan visualisasi zona
jernih dengan menambahkan larutan Congo red 0,1%, kemudian dibilas
menggunakan larutan NaCl 1 M. Proses selanjutnya adalah purifikasi

atau pemurnian isolat bakteri.
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Setelah tahap pemurnian, dilakukan uji kemampuan isolat dalam
mendegradasi selulosa untuk menentukan nilai indeks selulolitik terbaik
dari masing-masing isolat terseleksi. Karakterisasi isolat bakteri
dilakukan secara makroskopis, mikroskopis, dan fisiologis. Karakterisasi
makroskopis dilakukan untuk mengamati morfologi koloni dan morfologi
sel bakteri selulolitik, yang mencakup bentuk, warna, elevasi, dan tepi
koloni. Karakterisasi mikroskopis dilakukan melalui pewarnaan Gram
dan pewarnaan endospora. Karakterisasi fisiologis dilakukan dengan
melalui uji KOH, uji katalase, uji fermentasi karbohidrat, dan uji
motilitas. Hasil karakterisasi yang diperoleh dianalisis dan disajikan

secara deskriptif.

3.4  Prosedur Kerja
3.4.1 Pengambilan Sampel

Pengambilan sampel dilakukan di area Waste Water Treatment
Plant (WWTP), tepatnya pada kolam ekualisasi di PT Juang Jaya
Abdi Alam, Desa Kota Dalam, Kecamatan Sidomulyo, Kabupaten
Lampung Selatan, Provinsi Lampung. Teknik pengambilan sampel
yang digunakan adalah metode grab sample atau sampel sesaat,
yang mengacu pada SNI 6989.59:2008 tentang Air dan Air Limbah
Bagian 59: Metode Pengambilan Contoh Air Limbabh, yaitu teknik
pengambilan sampel yang dilakukan secara sesaat. Sampel diambil
dari permukaan air kolam ekualisasi pada waktu tertentu dengan
tiga titik sampling yang telah diberi jarak antar titik sebesar 5
meter. Selanjutnya, dilakukan penggabungan (komposit) dari
ketiga titik menjadi satu sampel untuk setiap interval waktu
pengambilan. Pengambilan dilakukan pada pukul 09.00 WIB,
12.00 WIB, dan 15.00 WIB.
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Pengambilan sampel dilakukan menggunakan gayung plastik
bertangkai. Sampel diambil dari tiga titik pada waktu yang sama,
kemudian digabungkan ke dalam beaker glass berkapasitas

250 mL, dengan masing-masing titik diambil sebanyak 50 mL.
Setelah homogenisasi sampel dari tiga titik tersebut menjadi satu
sampel komposit, dilakukan pengujian parameter lingkungan
secara langsung, yang meliputi pengukuran suhu, pH, oksigen
terlarut (Dissolved Oxygen atau DO), total padatan tersuspensi
(Total Suspended Solids atau TSS), kebutuhan oksigen kimiawi
(Chemical Oxygen Demand atau COD), dan amonia (NHs-N).

Hasil pengujian parameter lingkungan tersebut dicatat dalam buku
catatan khusus. Pengambilan sampel dilakukan pada kolam
equalisasi dapat dilihat pada Gambar 3.

Gambar 3. Pengambilan sampel dilakukan pada kolam equalisasi

3.4.2

(dokumen pribadi, 2024)

Pengujian Parameter Lingkungan

Adapun beberapa parameter yang diuji diantaranya sebagai
berikut:

a. Pengukuran pH

Pengukuran pH dilakukan menggunakan pH meter. Ujung
elektroda pH meter terlebih dahulu dikalibrasi menggunakan
akuades, kemudian dibersihkan secara perlahan dengan tisu.
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Setelah itu, pH meter dimasukkan ke dalam sampel air dan
dibiarkan selama beberapa menit hingga nilai pH stabil. Nilai

yang ditunjukkan kemudian dicatat (Eviati, 2005).

b. Pengukuran DO (Dissolved Oxygen) dan Suhu

Pengukuran dilakukan dengan menggunakan alat DO meter
yang terlebih dahulu dikalibrasi menggunakan akuades.
Setelah itu, sensor DO meter dicelupkan ke dalam sampel air,
tombol daya ditekan, kemudian dibiarkan selama 2-5 menit
hingga nilai yang ditunjukkan stabil. Hasil pengukuran
kemudian dicatat (SNI 06-6989.14-2004).

Chemical Oxygen Demand (COD)

Penentuan kadar Chemical Oxygen Demand (COD) pada
sampel air limbah dilakukan menggunakan alat colorimeter
Hach DR 900 yang mengacu pada dokumen metode DOC
316.53.01099. Sebanyak 2 mL sampel yang telah
dipersiapkan diambil menggunakan pipet volumetrik,
kemudian dimasukkan ke dalam vial yang berisi reagen COD.
Setelah itu, dilakukan proses homogenisasi menggunakan alat
vortex, dan disiapkan satu vial sebagai blanko. Selanjutnya,
sampel dan blanko dipanaskan menggunakan alat DRB 200
Hach pada suhu 150°C selama 2 jam, lalu didinginkan hingga
mencapai suhu ruang. Parameter COD kemudian diukur
menggunakan alat colorimeter Hach DR 900, dan hasil
pengukuran yang ditampilkan pada layar dicatat (Sufra et al.,
2024).
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d. Total Suspended Solid (TSS)

Analisis TSS dilakukan menggunakan alat Hach DR 900.
Proses dimulai dengan melakukan kalibrasi alat menggunakan
tabung berisi blanko sebanyak 10 mL. Selanjutnya, sampel
sebanyak 10 mL dimasukkan ke dalam tabung sampel,
kemudian tabung tersebut dimasukkan ke dalam alat dan
tombol RECHTS ditekan untuk memperoleh nilai TSS (Muna
& Sitogasa, 2023).

. Amonia (NHs-N)

Analisis amonia dilakukan menggunakan alat handheld
colorimeter Ammonia High Range (HR). Adapun tahapan
penggunaan alat tersebut adalah sebagai berikut:

1. Alat diaktifkan dengan menekan tombol on. Seluruh
segmen akan ditampilkan selama beberapa detik, kemudian
akan muncul indikator "Add C.1" (tambah C.1) yang
berkedip.

2. Sebanyak 1 mL sampel yang belum bereaksi diambil
menggunakan jarum suntik, kemudian dimasukkan ke
dalam kuvet. Setelah itu, 9 mL sampel ditambahkan ke
dalam reagen H1733B-0 Ammonia High Range B
menggunakan pipet tetes. Tutup kuvet kemudian dipasang
kembali dan larutan dikocok hingga homogen. Setelah itu,
kuvet dimasukkan ke dalam ruang pengukuran dan penutup
alat ditutup.

3. Tombol on ditekan hingga indikator "Add C.2" muncul dan
berkedip, lalu dilakukan pengukuran nol (zeroing)
instrumen.

4. Kuvet dikeluarkan dan tutupnya dibuka. Selanjutnya,
sebanyak 4 tetes reagen H1733A-0 Ammonia High Range
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ditambahkan. Tutup kuvet kemudian dipasang kembali dan
larutan dikocok hingga merata.

5. Kuvet dimasukkan kembali ke dalam ruang pengukuran,
dan penutup alat ditutup. Tombol power ditekan dan ditahan
hingga layar menampilkan hitungan mundur. Setelah itu,
waktu tunggu selama 3 menit 30 detik diperlukan sebelum
tombol ditekan kembali untuk memulai pembacaan hasil.

6. Hasil pengukuran akan ditampilkan oleh instrumen dalam
satuan mg/L (ppm) ion amonium (NH4"). Untuk
mengonversi hasil menjadi ppm amonia (NHs), pembacaan
dikalikan dengan faktor 0,944. Sementara itu, untuk
mengubahnya menjadi ppm nitrogen amonia (NHs-N),
pembacaan dikalikan dengan faktor 0,776. Instrumen akan
mati secara otomatis setelah 10 menit tidak digunakan.

Pengujian parameter lapangan dapat dilihat pada Tabel 1.

Tabel 1. Pengujian Parameter Lingkungan

Parameter
Waktu
Suhu pH DO TSS COD NHs-N
09.00 WIB
11.00 WIB
13.00 WIB

Pembuatan Media Mandels Agar + Carboxy Methyl Cellulose
(CMC)

Media Mandels yang dimodifikasi dengan penambahan CMC telah
disiapkan sesuai metode yang dimodifikasi dari Sumardi (2020),
dengan komposisi sebagai berikut: 5 g/l CMC; 2,45 g/LL KH2POq;
1,7 g/L (NH4)2SOs; 0,35 g/L MgSO4-7H20; 3,5 g/L ekstrak ragi;
3,5 g/L tripton; 2 g/L NaCl; dan 15 g/L agar dalam 1000 mL
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akuades. Seluruh bahan dituang ke dalam gelas beaker dan ditutup
menggunakan aluminium foil. Campuran tersebut kemudian
dipanaskan di atas hot plate hingga mendidih dan dihomogenkan.
Setelah itu, larutan dipindahkan ke dalam Erlenmeyer steril, lalu
disterilkan menggunakan autoklaf pada suhu 121°C dan tekanan 1
atm selama 15 menit (Gupta et al., 2012).

Isolasi Bakteri

Pengenceran suspensi bakteri dari sampel air kolam equalisasi
pada penelitian ini dilakukan secara aseptis di dalam Laminar Air
Flow (LAF). Sebanyak 1 mL sampel dari tabung Erlenmeyer pada
tingkat pengenceran 10 diambil menggunakan mikropipet,
kemudian dimasukkan ke dalam tabung reaksi yang berisi 9 mL
larutan NaCl 0,9%. Selanjutnya, campuran tersebut
dihomogenkan menggunakan vortex untuk memperoleh tingkat
pengenceran 1072, Prosedur yang sama dilanjutkan hingga
mencapai tingkat pengenceran 107,

Isolasi bakteri selulolitik dilakukan dengan metode pour plate
pada media Mandels CMC. Setiap suspensi hasil pengenceran
107 hingga 107 diambil sebanyak 1 mL menggunakan
mikropipet, kemudian diinokulasikan ke dalam cawan petri yang
berisi media Mandels CMC. Suspensi dihomogenkan dengan
gerakan memutar membentuk angka delapan, lalu diinkubasi
selama 48 jam pada suhu 25°C dan pH 7. Proses isolasi dilakukan
sebanyak dua kali ulangan (duplo). Setelah inkubasi, koloni yang
tumbuh diamati (Fauziah & Ibrahim, 2020).
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Perhitungan Jumlah Koloni Bakteri Selulolitik dengan Total
Plate Count (TPC)

Jumlah koloni yang tumbuh diamati setelah 48 jam inkubasi,
kemudian dihitung kepadatan bakteri yang mampu tumbuh dan
membentuk koloni pada media CMC dengan menggunakan colony
counter. Menurut Utami et al. (2021), koloni pada cawan petri
yang memiliki kepadatan antara 30 hingga 300 CFU dianggap
memenuhi syarat untuk perhitungan. Penghitungan jumlah koloni

dilakukan berdasarkan SNI 2897:2008.

YC
[(1xn1) + (0,1xn2)]x d

Keterangan:

N = jumlah koloni, dinyatakan dalam koloni per ml

>.C =jumlah koloni pada semua cawan yang dihitung

nl = jumlah cawan pada pengenceran pertama yang dihitung
n2 = jumlah cawan pada pengenceran kedua yang dihitung

d = pengenceran pertama yang dihitung

Skrining Bakteri Selulolitik

Seleksi terhadap bakteri hasil isolasi dilakukan dengan mengamati
morfologi makroskopis koloni bakteri, yang mencakup bentuk,
warna, elevasi, dan tepi koloni. Bakteri diinokulasikan pada media
Mandels CMC menggunakan metode totol, kemudian diinkubasi
selama 24 jam pada suhu 25°C dengan pH 7. Visualisasi zona
jernih dilakukan dengan menuangkan larutan Congo red 0,1%,
kemudian dibilas menggunakan larutan NaCl 1 M. Bakteri yang
membentuk zona jernih dihitung untuk menentukan nilai indeks
selulolitik. Pengujian lanjutan dilakukan terhadap isolat dengan

nilai indeks selulolitik tertinggi.



3.4.7

3438

Results:

33

Purifikasi atau Pemurnian Isolat Bakteri Selulolitik

Sebanyak satu ose koloni bakteri hasil isolasi diambil dan
digoreskan pada media CMC menggunakan metode streak plate,
kemudian diinkubasi pada suhu 25°C dan pH 7 selama 24 jam
untuk memperoleh koloni tunggal. Selanjutnya, koloni tunggal
tersebut ditanam pada media agar miring sebagai stok yang akan

digunakan untuk uji lanjutan.

Teknik streak plate dengan metode kuadran dapat dilihat pada
Gambar 4.

e

Gambar 4. Teknik Streak Plate dengan Metode Kuadran
(Sanders, 2012).

Inokulasi Isolat Bakteri

Media Mandels CMC cair disiapkan dengan komposisi sebagai
berikut: 5 g/L karboksimetil selulosa (CMC), 2,45 g/L KH2POs, 1,7
g/L (NH4)2S0s4, 0,35 g/L MgSO4-7H-0, 3,5 g/L ekstrak ragi, 3,5
g/L tripton, 2 g/L NaCl, dan 15 g/L agar, yang dilarutkan dalam
1000 mL akuades. Selanjutnya, media disterilisasi menggunakan
autoklaf. Setelah sterilisasi, media didinginkan dan disimpan pada

suhu ruang.
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Prosedur inokulasi isolat bakteri dimodifikasi dari penelitian yang
dilakukan oleh Seprianto (2017). Isolat bakteri diambil sebanyak
dua ose dan diinokulasikan ke dalam 10 mL media Mandels CMC
cair dalam erlenmeyer. Kemudian, media diinkubasi pada suhu
37°C menggunakan shaker incubator dengan kecepatan 120 rpm
selama 24 jam untuk memperoleh kultur starter. Kultur starter
tersebut kemudian diinokulasikan ke dalam 100 mL media Mandels
CMC cair dalam erlenmeyer, dan kembali diinkubasi pada suhu
37°C dalam shaker incubator dengan kecepatan 120 rpm selama 24
jam. Setelah inkubasi, jumlah sel bakteri dihitung menggunakan

alat hemocytometer dan dinyatakan dalam satuan 10° sel/mL.

3.4.9 Uji Kemampuan Bakteri Selulolitik dalam Mendegradasi
Selulosa

Kemampuan isolat bakteri selulolitik dalam mendegradasi substrat
selulosa dapat dianalisis menggunakan metode difusi cakram (disc
diffusion test) yang dimodifikasi dari Putri et al. (2023). Isolat
bakteri hasil inkubasi pada media Mandels CMC cair
diinokulasikan ke dalam cawan Petri, kemudian cakram kertas
steril sebanyak 15 mL dicelupkan hingga seluruh permukaan
cakram terendam selama 30 menit. Media Mandels CMC padat
yang telah disterilisasi dituangkan ke dalam cawan Petri dan
dibiarkan hingga memadat. Setelah media mengeras, kertas cakram
diletakkan di atas permukaan media, lalu diinkubasi pada suhu
25°C selama 48 jam. Visualisasi zona jernih dilakukan dengan
penetesan larutan Congo red 0,1% (0,1 g Congo red dilarutkan
dalam 100 mL akuades) sesuai metode Waling et al. (2021).
Sebanyak 10 mL larutan diteteskan pada media, didiamkan selama
15 menit, kemudian dibilas menggunakan larutan NaCl 1 M
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(5,85 g NaCl dilarutkan dalam 100 mL akuades). Zona jernih yang
terbentuk di sekitar koloni bakteri diamati dan diukur

menggunakan penggaris, lalu dihitung nilai Indeks Selulolitik nya.

3.4.10 Perhitungan Indeks Selulolitik

Luas setiap koloni dan luas zona jernih yang terlihat dihitung

menggunakan pengukuran diameter koloni dan diameter zona

jernih serta metode gravimetri. Menurut Irwan dan Wicaksono

(2017), metode gravimetri dilakukan dengan cara sebagai berikut:

1. Menggunakan pola-pola koloni (replika koloni) yang digambar
pada plastik mika bening;

2. Replika koloni tersebut ditimbang dengan menggunakan
timbangan analitik;

3. Membuat potongan kertas 1 cm x 1 cm lalu ditimbang;

4. Menghitung luas koloni dengan menggunakan rumus:

Bobot Replika Koloni
Bobot Kertas 1 cmx 1 cm

x 1 cm?

Luas Koloni =

Setelah diperoleh nilai luas koloni, selanjutnya di hitung indeks
enzimatik. Pada penentuan indeks enzimatik dihitung
menggunakan rumus sebagai berikut (Rosa et al., 2020) dengan 3

kali replikasi.

_ Luas zona jernih—luas koloni

IE=

Luas koloni
Keterangan:
IE: Indeks Enzimatik

Metode pengukuran indeks selulolitik menurut Sumardi dkk
(2018), yang menyatakan bahwa indeks zona jernih diukur dengan
menghitung rasio antara diameter zona jernih dengan diameter
koloni (Gambar 5). Indeks selulolitik diukur mengikuti rumus
berikut:
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IE = Diameter zona bening (mm)—Diameter koloni(mm)
Diameter koloni(mm)

Gambar 5. llustrasi Diameter Koloni dan Zona Jernih
Keterangan: DKH: Diameter koloni bakteri secara
horizontal
DKV: Diameter koloni bakteri secara vertikal
DZH: Diameter zona jernih bakteri secara
horizontal
DZV: Diameter zona jernih bakteri secara

vertikal

3.4.11 Karakterisasi Bakteri

Karakterisasi bakteri dilakukan melalui pengamatan morfologi
koloni secara makroskopik dan mikroskopik, serta melalui

pengamatan karakter fisiologisnya.
3.4.11.1 Morfologi Koloni Secara Makroskopik

Koloni yang tumbuh diamati memiliki ciri-ciri berwarna
putih hingga putih susu. Bentuk koloni yang teramati
meliputi irregular, filamentous, rhizoid, dan circular,

sedangkan elevasinya terdiri dari raised, flat, dan convex.
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Margin koloni terdiri dari entire, filamentous, dan lobate
(Amanda et al., 2023). Selanjutnya, dilakukan pengamatan
secara makroskopis dengan cara mengamati morfologi
koloni berdasarkan ukuran, warna, bentuk elevasi, dan tepi

koloni.

Karakteristik pola pertumbuhan koloni bakteri dapat
dilihat pada Gambar 6.

Gambar 6. Karakteristik Pola Pertumbuhan Koloni Bakteri.

3.4.11.2 Morfologi Koloni Secara Mikroskopik

Pengamatan morfologi sel dengan cara pengecatan gram
dan pengecatan endospora. Adapun tahapan yang

dilakukan adalah sebagai berikut:

» Pewarnaan Gram

Pewarnaan Gram dilakukan untuk mengidentifikasi
karakteristik dan bentuk sel bakteri. Preparat
mikroskopik dibuat melalui metode pewarnaan Gram.
Masing-masing isolat dari kultur murni bakteri yang
telah berumur 24 jam digunakan untuk pembuatan
preparat dengan mensterilkan object glass
menggunakan alkohol 70%, kemudian object glass
tersebut ditetesi satu tetes akuades. Isolat bakteri
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diambil menggunakan jarum ose, lalu digoreskan pada
object glass. Setelah itu, dilakukan proses fiksasi
dengan cara melewatkan object glass di atas nyala api
Bunsen. Preparat kemudian ditetesi larutan kristal
violet (Gram A) dan dibiarkan selama satu menit.
Kelebihan zat warna dibersihkan dengan membilas
preparat menggunakan akuades, lalu ditetesi larutan
lugol (Gram B) hingga seluruh permukaan preparat
tergenang, dan didiamkan selama satu menit.

Langkah berikutnya, preparat ditetesi alkohol 96%
(Gram C), digoyangkan selama 30 detik, lalu dibilas
kembali menggunakan akuades dan dikeringkan dengan
kertas isap. Selanjutnya, preparat ditetesi larutan
safranin (Gram D) dan didiamkan selama satu menit,
kemudian dibilas menggunakan akuades. Preparat yang
telah kering siap diamati di bawah mikroskop.
Pengamatan dilakukan menggunakan mikroskop
dengan perbesaran antara 400 hingga 1000 kali. Hasil
pewarnaan akan menunjukkan warna ungu pada bakteri
Gram positif, dan warna merah pada bakteri Gram
negatif (Nuryanti et al., 2021).

Pewarnaan Endospora

Dalam uji pewarnaan endospora, preparat mikroskopik
dari masing-masing isolat bakteri yang berasal dari
kultur murni berumur tujuh hari disiapkan. Objek glass
diambil dan disterilkan menggunakan alkohol 70%,
kemudian difiksasi di atas api Bunsen. Setelah itu,
objek glass ditetesi satu tetes akuades, lalu satu ose
isolat bakteri diambil dan diratakan di atas objek glass

tersebut. Pewarna malachite green kemudian diteteskan
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pada preparat. Preparat dilewatkan di atas nyala api
Bunsen selama 10 menit, didiamkan pada suhu ruang,
dan dibilas menggunakan akuades steril. Setelah
kering, preparat ditetesi pewarna safranin selama satu
menit, kemudian kembali dibilas dengan akuades steril.
Pengamatan dilakukan menggunakan mikroskop
dengan perbesaran 400x hingga 1000x serta

penambahan minyak imersi (Fauzaan, 2022).

3.4.11.3 Uji Biokimia

» Uji Katalase

Uji katalase dilakukan untuk mengetahui kemampuan
bakteri dalam menghidrolisis hidrogen peroksida
(H202) menjadi air (H20) dan oksigen (O-). Isolat
bakteri diambil menggunakan ose, kemudian
ditempatkan di atas kaca objek dan ditetesi dengan
larutan H>02 3%. Hasil positif uji katalase ditunjukkan
oleh munculnya gelembung saat larutan H-O:
diteteskan pada kaca objek yang mengandung bakteri
(Chusniasih, 2023). Contoh hasil positif uji katalase

dapat dilihat pada Gambar 7.

Gambar 7. Uji katalase dengan Hasil Positif (terbentuk
gelembungg gas) (a) dan hasil negatif (tidak
terbentuk gelembung gas (b) (Khatoon et al., 2022)
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> Uji Motilitas

Motilitas bakteri diuji untuk mengetahui apakah bakteri
termasuk motil atau tidak. Isolat bakteri diambil
sebanyak satu ose, kemudian ditusukkan secara tegak
lurus ke dalam media nutrient agar semi padat yang
telah disterilkan. Media tersebut memiliki komposisi
tripton 10 g/L, NaCl 5 g/L, dan agar 5 g/L, dan
dimasukkan ke dalam tabung reaksi steril. Setelah itu,
media diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam. Hasil
uji motilitas yang positif ditandai dengan penyebaran
pertumbuhan bakteri dalam media sehingga
menyebabkan media tampak keruh (Wibowo et al.,
2022). Contoh hasil uji motilitas positif dapat dilihat

pada Gambar 8.

Gambar 8. Uji Motilitas dengan hasil positif (ada sebaran
bakteri) (a) dan hasil negatif (tidak ada sebaran
bakteri) (b) (Shield and Catchcart, 2011).

> Uji KOH

Uji KOH dilakukan untuk mengetahui jenis Gram
bakteri yang ditandai dengan terbentuknya lendir.
Prosedur uji dimulai dengan pengambilan satu ose
isolat bakteri yang kemudian diletakkan pada objek
gelas. Setelah itu, ditambahkan satu tetes larutan KOH
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3%. Suspensi diaduk selama satu menit menggunakan
ose, kemudian ose diangkat secara perlahan ke atas.

Berdasarkan hasil pengamatan, diketahui bahwa bakteri
Gram negatif menghasilkan lendir, sedangkan bakteri
Gram positif tidak menghasilkan lendir (Yusril et al.,
2020). Hasil uji KOH ditunjukkan pada Gambar 9.

Gambar 9. Hasil uji KOH 3% kode sebar 1 hasil bakteri Gram
positif, dan kode sebar 2 hasil bakteri Gram negatif
(Hardiansyah et al., 2020).

» Uji Fermentasi Karbohidrat

Uji ini dilakukan untuk mengetahui kemampuan isolat
bakteri dalam memfermentasi karbohidrat dengan
menggunakan lima jenis gula, yaitu glukosa, laktosa,
manitol, maltosa, dan sukrosa, pada medium yang telah
ditambahkan indikator brom cresol purple (BCP).
Komposisi medium pada setiap tabung terdiri atas
Nutrient Broth (NB) sebanyak 10 mL, gula 1% (0,1
gram), dan BCP 0,04%. Dengan demikian, komposisi
medium yang digunakan adalah 10 mL NB, 0,1gram
gula, dan 0,5 mL BCP (Suhartati et al., 2020).
Pengujian dilakukan dengan cara menginokulasikan
isolat bakteri sebanyak satu ose ke dalam medium,



3.5

42

kemudian diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C.
Perubahan warna medium menjadi kuning dan
terbentuknya gelembung gas pada tabung Durham
menunjukkan hasil positif, yang mengindikasikan
kemampuan isolat dalam memfermentasi karbohidrat
(Nuryanti et al., 2021). Hasil positif dari uji fermentasi
karbohidrat dapat dilihat pada Gambar 10.

Gambar 10. Hasil positif uji fermentasi karbohidrat
(Ummamie et al., 2017)

Analisa Data

Data yang diperoleh melalui proses isolasi, seleksi, serta karakterisasi

makroskopis, mikroskopis, dan fisiologis telah dianalisis dan diuraikan

secara deskriptif.
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5.1

5.2

V. SIMPULAN DAN SARAN

Simpulan

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, simpulan yang didapatkan

adalah sebagai berikut:

1.

Diperoleh tiga isolat bakteri selulolitik dengan kode BES 8, BES 15,
dan BES 16 yang berpotensi mendegradasi selulosa;

Karakteristik isolat BES 8 meliputi bentuk sel coccobacil Gram positif,
memiliki endospora, mampu memfermentasi glukosa, laktosa, dan
maltosa, bersifat tidak motil, tidak menghasilkan lendir pada uji KOH,
serta mampu menghasilkan enzim katalase. Isolat BES 15 memiliki
karakteristik berupa bentuk sel coccobacil Gram positif, tidak memiliki
endospora, hanya mampu memfermentasi sukrosa, bersifat tidak motil,
tidak menghasilkan lendir pada uji KOH, dan tidak menghasilkan
enzim katalase. Isolat BES 16 menunjukkan karakteristik bentuk sel
coccobacil Gram positif, tidak memiliki endospora, hanya mampu
memfermentasi sukrosa, bersifat tidak motil, tidak menghasilkan lendir
pada uji KOH, dan mampu menghasilkan enzim katalase;

Nilai indeks selulolitik tertinggi diperoleh pada isolat BES 16, yaitu

sebesar 1,36 cm.

Saran

Diperlukan penelitian lanjutan berupa uji biomolekuler untuk

mengidentifikasi spesies isolat bakteri yang terseleksi.
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