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ABSTRAK

ISOLASI DAN KARAKTERISASI BAKTERI TERMOFILIK PADA
KOMPOS DASAR FASE DEKOMPOSISI DI COMPOST PLANT PT.
GREAT GIANT PINEAPPLE

Oleh

SHALSABILLA SEPTIANI

Pengomposan merupakan salah satu contoh proses pengolahan buangan sisa-sisa
sampah secara aerobik dan anaerobik. Proses pengomposan umumnya
berlangsung dalam beberapa tahapan yang dapat dikenali dari perubahan suhu
oleh mikroorganisme yang melakukan degradasi bahan organik. Degradasi dari
bahan organik pada kompos di PT. Great Giant Pineapple dapat dilakukan dengan
bantuan dari bakteri termofilik. Bakteri termofilik memiliki kemampuan untuk
bertahan hidup dan beradaptasi pada suhu yang ekstrim sampai menghasilkan
suatu enzim berupa enzim ekstraseluler. Penelitian ini bertujuan untuk
mengisolasi bakteri termofilik pada kompos dasar fase dekomposisi serta
mengetahui karakteristik morfologi makroskopis, mikroskopis, enzimatik, dan
menentukan Indeks Enzimatik (IE) yang ada di Compost Plant PT. Great Giant
Pineapple. Penelitian menggunakan metode deskriptif eksploratif meliputi
pengambilan sampel kompos, isolasi bakteri, pemurnian bakteri, karakteristik
morfologi mikroskopis, makroskopis, dan enzimatik, serta perhitungan nilai
Indeks Enzimatik (IE). Hasil penelitian menunjukkan terdapat 4 isolat yang
memiliki karakteristik morfologi yang berbeda-beda. Keempat isolat memiliki
bentuk sel basil, bersifat Gram positif, serta memiliki endospora. Keempat isolat
bakteri termofilik mampu menghasilkan enzim katalase, enzim amilase, enzim
selulase, serta enzim protease kecuali isolat SLI dan SL3. Nilai indeks enzimatik
amilase tertinggi oleh isolat SL1 sebesar 6,06; indeks enzimatik selulase tertinggi
oleh isolat SL2 sebesar 2,03; dan indeks enzimatik protease tertinggi oleh isolat
SL4 sebesar 11,11.

Kata kunci: Pengomposan, Bakteri Termofilik, Isolasi, Karakterisasi, Indeks
Enzimatik



ABSTRACT

ISOLATION AND CHARACTERIZATION OF THERMOPHILIC
BACTERIA IN THE BASIC COMPOST OF THE DECOMPOSITION
PHASE AT THE COMPOST PLANT PT. GREAT GIANT PINEAPPLE

By

SHALSABILLA SEPTIANI

Composting is an example of aerobic and anaerobic waste treatment. The
composting process generally takes place in several stages that can be recognized
from changes in temperature by microorganisms that degrade organic matter.
Degradation of organic matter in compost at PT Great Giant Pineapple can be
done with the help of thermophilic bacteria. Thermophilic bacteria have the ability
to survive and adapt to extreme temperatures to produce an enzyme in the form of
extracellular enzymes. This study aims to isolate thermophilic bacteria in the basic
compost of the decomposition phase and determine the macroscopic, microscopic,
enzymatic morphological characteristics, and determine the Enzymatic Index (IE)
in the Compost Plant of PT Great Giant Pineapple. The research used an
exploratory descriptive method including compost sampling, bacterial isolation,
bacterial purification, microscopic, macroscopic, and enzymatic morphological
characteristics, and calculation of the Enzymatic Index (IE) value. The results
showed that there were 4 isolates that had different morphological characteristics.
The four isolates have a bacillus cell shape, are Gram positive, and have
endospores. The four isolates of thermophilic bacteria are able to produce catalase
enzyme, amylase enzyme, cellulase enzyme, and protease enzyme except SLI and
SL3 isolates. The highest amylase enzymatic index value by isolate SL.1 was 6.06;
the highest cellulase enzymatic index by isolate SL2 was 2,03; and the highest
protease enzymatic index by isolate SL4 was 11.11.

Key words: Composting, Thermophilic Bacteria, Isolation, Characterization,
Enzymatic Index
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I. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Pengomposan merupakan proses daur ulang limbah organik. Pengomposan
adalah salah satu contoh proses pengolahan sampah secara aerobik dan
anaerobik yang berjalan saling mendukung dan akan menghasilkan pupuk
organik berupa kompos. Kompos dibuat dari semua jenis bahan organik yang
memiliki sifat mudah terurai. Pengomposan sering didefinisikan sebagai suatu
proses biologis yang memanfaatkan mikroorganisme hidup untuk mengubah
material organik seperti kotoran hewan, sisa tumbuhan, serasah daun, dan sisa
makanan menjadi kompos. Selain itu pengomposan juga bisa disebut dengan
proses penguraian senyawa yang terkandung dalam bahan organik dengan
perlakuan khusus. Pemanfaatan material organik sebagai bahan pembuatan
kompos dikarenakan sifat material tersebut sudah tidak memiliki nilai

ekonomis lagi (Maula et al., 2024).

Secara ilmiah proses pengomposan dibedakan menjadi empat fase utama,
yaitu fase mesofilik, fase termofilik, fase pendinginan atau mesofilik II, dan
fase pematangan (Papale et al., 2021). Faktor yang perlu diperhatikan pada
proses pengomposan adalah suhu, kadar air, pH, dan waktu, karena faktor-
faktor tersebut akan memengaruhi proses serta hasil pengomposan. Pada fase
mesofilik, suhu kompos naik sampai mencapai sekitar 40° C karena adanya
bakteri pembentuk asam. Selanjutnya saat memasuki fase termofilik suhu
naik hingga mencapai antara 40 — 70° C. Pada fase termofilik, kompos akan
didominasi oleh bakteri termofilik yang mampu bertahan pada suhu ekstrem.
Selama fase termofilik, proses degradasi material organik berlangsung secara

maksimal. Memasuki fase pendinginan suhu akan menurun secara



bertahap menjadi sekitar 40 — 45° C. Kemudian pada fase pematangan suhu
kembali menurun perlahan dan terjadi stabilisasi pH sehingga kompos yang

terbentuk akan bersifat stabil (Saraswati dan Praptana, 2017).

Bakteri termofilik adalah sekelompok bakteri yang dapat bertahan hidup dan
tumbuh pada suhu antara 40 — 70° C. Bakteri termofilik memiliki peran
penting dalam proses penguraian bahan organik secara cepat dan efisien.
Bakteri termofilik memiliki enzim ekstraseluler yang bersifat termostabil
sehingga efektif dan tidak akan rusak oleh suhu tinggi lingkungan. Beberapa
jenis bakteri yang termasuk kedalam golongan termofilik adalah spesies
Bacillus, spesies Thermus, dan Actinobacteria (Li et al., 2021). Jenis enzim
termostabil yang dihasilkan oleh bakteri termofilik diantaranya enzim lipase,
amilase, protease, selulase, dan katalase yang dapat menjamin kesehatan

organisme kompleks serta bermanfaat bagi tanah (Muqarramah et al., 2023).

Bakteri termofilik berperan penting dalam proses pengomposan dengan
meningkatkan laju penguraian bahan organik pada suhu tinggi. Bakteri
termofilik hidup pada lingkungan bersuhu tinggi seperti sumber air panas,
kawah gunung berapi, dan tempat pengomposan (Maula et al., 2024). Bakteri
spesies Bacillus, Thermus, dan Actinobacteria adalah bakteri termofilik yang
dikenal efektif dalam penguraian bahan organik dan memiliki kemampuan
menghasilkan berbagai enzim hidrolitik yang mempercepat penguraian zat-
zat kompleks seperti protein dan selulosa (Li et al., 2021). Spesies Bacillus
dapat dijumpai pada sisa-sisa tanaman. Spesies Bacillus mampu
menghasilkan enzim yang dapat menguraikan substrat alami yang membantu
menjaga keseimbangan nutrisi (Maula ef al., 2024). Enzim yang dihasilkan
dari Bacillus seperti protease dan selulase, bekerja dengan cara
menghidrolisis ikatan kimiawi pada bahan organik, sehingga terjadi proses

penguraian yang lebih efisien.

PT. Great Giant Pineapple memanfaatkan limbah tanaman nanas yang
mengandung enzim bromelain (Haura et al., 2021) sebagai bahan dasar untuk

pengaplikasian pada proses pembuatan kompos. Kulit nanas mengandung



81,72% air; 20,87% serat kasar; 17,53% karbohidrat dan 4,41% protein.
Kompos yang mengandung bromelain akan mengalami proses dekomposisi.
Proses dekomposisi bahan organik akan mengakibatkan terjadinya perubahan
struktur fisik dan enzim yang dilakukan oleh agen dekomposer (Andriyanto,
2019). Proses dekomposisi dimulai dari proses penghancuran atau pemecahan
struktur fisik yang dilakukan oleh fauna tanah dan menjadi serasah. Bakteri
termofilik pada kompos akan memproses secara enzimatik partikel-partikel
bahan organik yang ada. Bakteri termofilik akan mengeluarkan enzim
protease, selulase, amilase untuk menghancurkan molekul-molekul organik
kompleks seperti protein dan karbohidrat dari serasah sehingga proses

pengomposan akan terjadi secara cepat.

Penelitian mengenai pentingnya peran bakteri termofilik sebagai inokulum
yang berpotensi untuk mempercepat proses pengomposan masih belum
banyak dilakukan. Oleh karena itu penelitian ini diharapkan dapat
memberikan informasi mengenai keberadaan jenis bakteri termofilik beserta
karakteristik nya yang meliputi makroskopis, mikroskopis, dan fisiologis
enzimatik yang terdapat di tumpukan kompos bagian dasar kedalaman 2

meter pada fase dekomposisi di Compost Plant PT. Great Giant Pineapple.

1.2 Tujuan Penelitian

Tujuan dari penelitian ini adalah sebagai berikut.

1. Mengisolasi bakteri termofilik pada dasar tumpukan kompos kedalaman
2 meter fase dekomposisi di Compost Plant PT. Great Giant Pineapple.

2. Mengetahui karakter morfologi makroskopis, mikroskopis, serta
fisiologis enzimatik bagian dasar fase dekomposisi di Compost Plant

PT. Great Giant Pineapple.



1.3 Kerangka Pikir

Pengomposan adalah suatu proses biologis yang memanfaatkan
mikroorganisme hidup untuk mengubah bahan organik seperti kotoran hewan,
sisa-sisa tanaman, dan serasah daun menjadi kompos. Kompos dibuat dari
bahan organik yang memiliki sifat mudah terurai. Pengomposan dibedakan
menjadi empat fase utama, yaitu fase termofilik, fase mesofilik, fase
pendinginan, dan fase pematangan. Fase mesofilik terjadi apabila suhu
kompos mencapai sekitar 40° C karena adanya bakteri pembentuk asam.
Selanjutnya saat memasuki fase termofilik suhu akan meningkat mencapai
70° C, fase termofilik didominasi oleh bakteri termofilik yang memiliki
kemampuan untuk hidup pada suhu ekstrem. Selama fase termofilik
berlangsung, bahan organik akan terdegradasi secara maksimal. Lalu saat fase
pematangan suhu akan menurun secara perlahan dan terjadi stabilisasi pH

sehingga kompos yang dihasilkan akan bersifat stabil.

Bakteri termofilik dapat bertahan hidup pada lingkungan yang bersuhu tinggi
seperti sumber air panas, kawah gunung berapi, dan proses pengomposan.
Bakteri termofilik memiliki enzim ekstraseluler yang bersifat termostabil
sehingga dapat bertahan hidup pada lingkungan dengan suhu yang ekstrem.
Keberadaan bakteri termofilik dalam proses pengomposan memiliki peran
penting yaitu untuk melakukan penguraian bahan organik secara cepat dan

efisien serta menghasilkan kompos dengan kualitas yang baik.

Bakteri termofilik memiliki potensi untuk dijadikan sebagai inokulum untuk
mempercepat proses pengomposan karena menghasilkan enzim yang bersifat
termostabil. Enzim yang dihasilkan oleh bakteri termofilik berperan dalam
mendegradasi polimer bahan organik sehingga terurai secara cepat dan baik.
Oleh karena itu perlu dilakukan isolasi dan karakterisasi makroskopis,
mikroskopis, dan fisiologis enzimatik bakteri termofilik yang diisolasi dari
bagian dasar tumpukan kompos kedalaman 2 meter pada fase dekomposisi di

Compost Plant PT. Great Giant Pineapple.



II. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Kompos

Kompos merupakan sisa hasil bahan organik yang umumnya berasal dari
kotoran hewan dan sisa tanaman yang sudah tidak terpakai. Bahan
organik yang dimanfaatkan menjadi kompos umumnya akan melewati
tahapan dekomposisi. Dekomposisi merupakan proses perubahan
komposisi pada bahan organik dengan bantuan mikroorganisme pada
suhu tertentu. Proses dekomposisi akan merubah senyawa organik pada

bahan organik tersebut menjadi lebih sederhana (Ifa et al., 2020).

Kompos banyak dimanfaatkan karena memiliki beberapa kelebihan
seperti tidak merusak lingkungan, tidak memerlukan biaya yang besar,
serta proses pembuatannya yang mudah untuk dilakukan. Kompos dapat
dijadikan sebagai sumber penyedia unsur hara makro dan mikro mineral.
Kompos mampu meningkatkan kapasitas tukar kation tanah,
meningkatkan aktivitas bahan mikroorganisme tanah, dan penggunaan
kompos tidak menyebabkan polusi bagi tanah dan air (Kolo & Sio,
2020). Selain itu kompos dapat mengurangi erosi dengan memungkinkan

lebih banyak udara yang masuk ke dalam tanah.

2.2 Proses Pengomposan

Proses pengomposan merupakan tindakan khusus yang dilakukan oleh
mikroba. Temperatur, pH, rasio karbon terhadap nitrogen (C/N), oksigen
atau aerasi, dan kelembaban substrat merupakan contoh faktor internal

yang akan mempengaruhi proses pengomposan. Faktor eksternal yang



mempengaruhi pengomposan meliputi kondisi lingkungan, metode yang
dipilih, dan bahan awal. Pertumbuhan dan reproduksi mikroba yang
terlibat dalam pengomposan dipengaruhi oleh berbagai faktor, termasuk
tingkat aerasi atau oksigen, suhu, pH, kelembaban substrat, dan rasio
karbon terhadap nitrogen (C/N). Faktor-faktor tersebut secara kolektif
berkontribusi pada kondisi optimal untuk aktivitas mikroorganisme

selama proses pengomposan berlangsung (Flomo et al., 2023).

Proses pengomposan berlangsung secara aerob (memerlukan oksigen)
dan anaerob (tanpa oksigen). Pengomposan secara aerob akan
menghasilkan senyawa berupa CO2, H>O, unsur hara, dan sebagian asam
humat (humus). Sedangkan pengomposan secara anaerob akan
menghasilkan senyawa CH4 dan CO; serta beberapa senyawa yang akan
menimbulkan bau busuk. Bau busuk yang ada pada kompos berasal dari
senyawa H»S dan sulfur organik seperti merkaptan. Energi yang
dihasilkan dalam proses pengomposan secara aerob jauh lebih besar (484
— 674 kcal/mol glukosa) dibanding secara anaerob (26 kcal/mol glukosa),
sehingga proses pengomposan secara aerob berlangsung lebih cepat
dibandingkan anaerob. Secara ilmiah proses pengomposan dicirikan oleh
empat fase, yaitu fase mesofilik, fase termofilik, fase pendinginan atau

mesofilik II, dan fase pematangan (Papale et al., 2021).

2.2.1 Fase Mesofilik

Fase mesofilik merupakan fase atau tahapan awal pada proses
pengomposan. Pada fase ini terjadi peningkatan suhu dengan cepat
sekitar 45° C. Peningkatan suhu terjadi karena adanya mikroba berupa
bakteri dan fungi pembentuk asam. Fase mesofilik juga merupakan
penentu dimulainya degradasi dari bahan organik. Pada fase ini, gula
yang larut dan pati akan dipecah oleh bakteri dan jamur. Durasi proses
fase mesofilik terjadi antara 24 sampai 72 jam. Suhu pada proses ini
akan terus meningkat ke tahapan fase termofilik selama 7 — 14 hari
(Finore et al., 2023). Jumlah organisme pada fase mesofilik tiga kali

lebih tinggi dari pada jumlah organisme pada fase termofilik.



2.2.2

2.23

Fase Termofilik

Fase termofilik ditandai dengan peningkatan suhu antara 45 — 70° C.
Fase ini akan berlangsung dari beberapa hari hingga beberapa minggu.
Pada tahapan fase termofilik kondisi tersebut didominasi oleh bakteri
jenis termofilik (tahan panas). Pada kisaran suhu termofilik, proses
terjadinya degradasi dan stabilisasi bahan organik akanberlangsung
secara maksimal. Suhu pada fase termofilik akan tetap konstan selama
beberapa hari menyesuaikan dengan sifat dari bahan organik

pembuatan kompos (Saraswati & Praptana, 2017).

Menurut Finore et al. (2023) bakteri dapat terlibat langsung dalam
fase termofilik dari proses pengomposan untuk mengolah limbah
padat organik. Finore et al. (2023) menjelaskan dalam jurnal nya
bahwa genus bakteri Bacillus, Termus, dan Clostridium mampu hidup
dan menunjukkan aktivitas metabolisme nya pada suhu diatas 60° C.
Spesies dari genus bakteri Bacillus diantaranya adalah Bacillus
stearothermophilus, Bacillus subtilis, dan Bacillus coagulans mampu

bertahan pada suhu diatas 70° C.

Fase Pendinginan atau Mesofilik IT

Fase pendinginan akan terjadi penurunan suhu secara bertahap. Fase
pendinginan ditandai dengan penurunan aktivitas mikroorganisme
pada hari ke-14 sampai hari ke-28. Aktivitas ini ditandai dengan
penurunan suhu pengomposan sampai sama dengan suhu lingkungan
yaitu sekitar 40 - 45° C. Selama tahap pendinginan, akan terjadi
penguapan air dari material yang sedang terjadi proses pengomposan
(Saraswati & Praptana, 2017). Pada fase ini jumlah bakteri akan
menurun dan terjadi peningkatan pada jamur yang memecah agar serta
residu lignin. Fase ini berlangsung dari beberapa hari sampai beberapa
bulan, yaitu sampai terjadinya penguraian senyawa karbon

berlangsung, dan berakhir ketika kompos yang stabil dan matang



diperoleh dengan C/N yang lebih rendah dan nilai pH berupa basa

ringan.

2.2.4 Fase Pematangan

Selama fase pematangan suhu tumpukan kompos akan turun ke
tingkat suhu lingkungan (20-30° C). Selama fase ini akan terjadi
proses kondensasi senyawa karbon dan polimerisasi, yang selanjutnya
membantu dalam formulasi asam fulvik dan humat (Meena et al.,

2021).

2.3 Mikroorganisme Pengomposan

Mikroorganisme yang ditemukan dalam kompos sebagian besar adalah
golongan jamur dan bakteri. Semua mikroorganisme yang ada dalam
kompos ditemukan dalam kondisi alami normal lingkungannya berasal

(Nemet et al., 2021).

2.3.1 Jamur

Jamur merupakan organisme yang memiliki peranan sangat penting
karena mampu membantu proses dekomposisi suatu senyawa organik
yang kompleks menjadi lebih sederhana. Jamur memiliki inti sel,
berspora, tidak berklorofil seperti bakteri, memiliki dinding sel berupa
khitin, dan umumnya berkembang biak secara seksual dan aseksual.
Jamur bersifat heterotroph karena bertahan hidup dengan cara
memanfaatkan zat-zat yang berasal dari organisme lain. Jamur
umumnya dapat dikelompokkan menjadi jamur mikroskopis dan
makroskopis termasuk yang dapat kita konsumsi sehari-hari (Lingga

etal., 2021).

Jamur diketahui hanya dapat tumbuh pada waktu dan kondisi tertentu,
karena kemampuan untuk bertahan hidupnya terbatas. Menurut

Norfajrina et al. (2021) pertumbuhan jamur dipengaruhi oleh faktor



lingkungan yakni faktor biotik dan abiotik. Faktor biotik berhubungan
dengan persaingan sesama jamur itu sendiri untuk mendapatkan
makanan atau tempat wilayah hidupnya. Sedangkan faktor abiotik
adalah kondisi lingkungan tempat tinggal seperti kelembaban udara,

suhu, pH, dan intensitas cahaya.

Jamur makroskopis secara umum dapat dijumpai di lingkungan
dengan suhu yang lembab. Jamur tersebut dapat tumbuh di tempat-
tempat yang basah atau lembab, batang pohon, makanan yang sudah
basi, ataupun tempat yang memiliki kandungan zat organik yang
tinggi. Jamur dapat tumbuh dengan cepat karena tidak terlalu
memerlukan sinar matahari dalam proses pertumbuhannya (Hanifa et

al., 2022).

2.3.2 Bakteri

Bakteri merupakan organisme yang secara struktural paling sederhana
dan paling melimpah di bumi. Bakteri memiliki peran penting dalam
produktivitas dan mendaur ulang zat-zat yang penting bagi semua
bentuk kehidupan. Bakteri sebagian besar berbentuk sederhana,
dengan struktur dasar seperti basil, coccus, dan spiral (Fifendy, 2017).
a. Basil
Bakteri yang berbentuk seperti batang dapat disebut dengan basil.
Bentuk basil bakteri dapat dibedakan atas 3 jenis yaitu basil
tunggal (bakteri hanya berbentuk satu batang tunggal), diplobasil
(bakteri berbentuk dua batang tunggal), dan streptobasil (bakteri
dengan bentuk batang bersusun membentuk rantai).
b. Coccus
Bakteri berbentuk bulat atau bola dikenal juga dengan sebutan
coccus. Bakteri bentuk ini dibedakan menjadi 5 jenis yaitu
monococcus (berbentuk bola tunggal), diplococcus (bentuk dua
bola berhimpit), sarkina (berbentuk kelompok empat empat

sehingga menyerupai kubus), streptococcus (bakteri bentuk bola
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namun memanjang seperti rantai), dan staphylococcus (berbentuk
bola yang berkoloni membentuk tidak teratur).

c. Spiral
Bakteri berbentuk spiral memiliki tiga macam jenis yaitu spiral,

vibrio, dan spirosetag.

Peptide side
chains

Cell wall
(peptidoglycan)

Plasma
membrane

Gambar 1. Struktur bakteri (Mohanna, 2016)

Bakteri terbungkus dalam dinding sel yang terdiri dari satu atau
lebih lapisan polisakarida. Dinding sel bakteri merupakan struktur
penting karena mampu mempertahankan bentuk sel dan melindungi
sel dari pembengkakan. Dinding sel bakteri biasanya terdiri dari
peptidoglikan. Pada beberapa jenis bakteri, peptidoglikan akan
membentuk jaringan tebal dan kompleks disekitar permukaan luar
sel. Jenis bakteri dapat diidentifikasi menggunakan proses
pewarnaan Gram. Bakteri golongan Gram positif memiliki dinding
peptidoglikan yang lebih tebal dan diberi cat utama berupa crystal
violet yang berwarna ungu. Bakteri Gram negatif yang lebih umum
mengandung sedikit peptidoglikan tidak akan mampu
mempertahankan warna dari Crystal violet, tetapi akan

mempertahankan warna merah dari safranin (Mohanna, 2016).

Biologi Bakteri Termofilik

Bakteri termofilik dikenal sebagai bakteri yang toleran terhadap suhu tinggi,
sehingga mampu bertahan hidup pada suhu panas atau ekstrem (Indriati et
al., 2023). Menurut Mohammad ef al. (2017) bakteri termofilik dapat
dikategorikan menjadi termofil sedang (pertumbuhan optimum, 50-60° C),
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termofil ekstrem (pertumbuhan optimum, 60-80° C), dan hypertermofil

(pertumbuhan optimum, 80-110° C). Bakteri termofilik dapat hidup dalam

kondisi aerob atau anaerob, juga beberapa diantaranya dapat membentuk

spora. Bakteri termofilik menunjukkan fungsi dan metabolisme normal di

lingkungan dengan kondisi yang panas. Menurut Bahri et al. (2021)

fisiologi bakteri termofilik memiliki beberapa karakteristik utama yang

memungkinkan mereka bertahan dan berfungsi di lingkungan dengan suhu
yang tinggi, yaitu:

1. Bakteri termofilik memiliki fase yang khas, yakni fase lag untuk
beradaptasi pada lingkungan nya selama beberapa jam awal, lalu diikuti
fase eksponensial dengan pertumbuhan yang cepat dan berakhir pada
fase stasioner saat pertumbuhan melambat atau berhenti.

2. Bakteri termofilik memiliki membran lipid sel yang mengandung
banyak asam lemak jenuh dan membentuk ikatan hidrofobik yang cukup
kuat, sehingga membran tetap stabil dan fungsional pada suhu tinggi.

3. Bakteri termofilik memiliki kandungan enzim dan protein yang lebih
stabil serta optimal pada suhu tinggi. Bakteri termofilik memiliki ikatan
ionik yang kuat dan struktur hidrofobik yang akan menurunkan risiko
denaturasi.

Secara keseluruhan, fisiologi bakteri termofilik didukung oleh struktur pada

membran, protein, dan DNA yang memungkinkan mereka bertahan dan

berfungsi optimal pada suhu yang tinggi (Zuraidah et al., 2020).

Morfologi bakteri termofilik umumnya memiliki bentuk sel berupa batang
(basil) yang bersifat Gram positif (Zuraidah et al., 2020). Secara
makroskopis bakteri termofilik kebanyakan akan menunjukkan pigmentasi
warna antara putih, krem, atau krem kekuningan (Kasi et al., 2020). Hasil
isolasi bakteri termofilik biasanya akan menghasilkan bentuk koloni, tepi
koloni, serta elevasi koloni yang berbeda-beda. Bentuk koloni bakteri
termofilik dapat berupa wrinkled (bentuk koloni berkerut), round (bentuk
koloni bulat), filamentous (koloni berfilamen). Tepi koloni dari bakteri

termofilik umumnya beragam seperti irregular (tepi koloni tidak beraturan),
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undulate (tepi koloni sedikit bergelombang), cilliate (tepi koloni berserabut)
ataupun entire (tepi koloni rata). Sedangkan elevasi koloni biasanya akan
datar atau timbul, serta permukaan koloni ada yang licin, halus mengkilap,

dan kasar (Kolwzan et al., 2011).

Bakteri termofilik merupakan kelompok bakteri yang mampu hidup pada
suhu tinggi. Bakteri termofilik memiliki peran di dalam ekosistem sebagai
agen biodegradasi berbagai macam bahan organik, hal ini dikarenakan
bakteri termofilik memiliki kemampuan untuk menghasilkan berbagai jenis
enzim ekstraseluler seperti protease, amilase, atau selulase. Bakteri
termofilik banyak ditemukan di berbagai habitat seperti sumber air panas,
gunung berapi, kompos, laut dalam dan di berbagai area geothermal.
Kawasan area yang bersuhu panas atau tinggi banyak dihuni oleh kelompok
bakteri dan archae, diantaranya kelompok bakteri aerob yaitu
Thermomicrobium, Thermoleophylum, dan juga kelompok bakteri anaerob

Thermoshipo dan Thermotoga (Rukmi et al., 2018).

Klasifikasi bakteri termofilik umumnya didasarkan pada suhu pertumbuhan
optimal serta filum. Klasifikasi bakteri berdasarkan suhu pertumbuhan
optimal terbagi menjadi tiga, yakni: (1) termofilik sederhana, yang mampu
tumbuh optimal pada suhu 45° C — 64° C; (2) termofilik ekstrem, mampu
tumbuh optimal pada suhu 65° C — 79° C; dan (3) hypertermofilik, tumbuh
optimal pada suhu diatas 80° C - 110° C, dan tidak akan tumbuh dibawah
suhu 45°C (Corneles et al., 2023).

Selain klasifikasi berdasarkan suhu, bakteri termofilik dapat diklasifikasikan
secara taksonomi ke dalam beberapa genus dan filum. Filum Firmicutes
diketahui sebagai kelompok bakteri yang dapat hidup pada suhu tinggi atau
termofilik. Salah satu kelas dari filum ini yaitu dari genus Bacilli, misalnya
Bacillus thermoleovorans dan Bacillus subtilis. Bacillus digolongkan
sebagai bakteri termofilik, psikrofilik, asidofilik, alkalifilik, dan halofilik

yang mampu beradaptasi pada kisaran suhu, pH, dan juga konsentrasi garam
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yang tinggi (Pandey et al., 2015). Filum Actinobacteria, contohnya genus
Actinomadura sp. termasuk bakteri termofilik yang dapat hidup pada suhu

panas mencapai 55° C (Chaudhary & Prabu, 2016).

2.5 Enzim yang Dihasilkan Bakteri Termofilik

Mayoritas enzim yang diproduksi oleh bakteri termofilik bersifat
termostabil, yang artinya enzim tersebut tahan terhadap denaturasi pada
suhu tinggi (Cornejo et al., 2024). Enzim termostabil merupakan enzim
yang sangat efektif pada suhu tinggi dan tidak akan rusak oleh suhu ekstrim.
Enzim termostabil menunjukkan tingkat ketahanan yang lebih tinggi
terhadap protein denaturan, pH ekstrem, dan pelarut organik jika
dibandingkan dengan enzim mesofilik (Indriati et al., 2023). Bakteri
termofilik menghasilkan enzim termostabil ekstraseluler, seperti protease,
amilase, selulase, katalase, dan lainnya. Bakteri ini dapat mengubah lipid
dan karbohidrat disekitarnya menjadi sumber energi dan karbon, dengan ini
bakteri termofilik lebih cepat tumbuh daripada bakteri mesofilik (Toh et al.,
2023).

2.5.1 Enzim Amilase

Amilase merupakan enzim komersial yang dapat menghidrolisis
amilosa dan menghasilkan glukosa. Amilase yang berasal dari
bakteri termofilik memiliki stabilitas termal yang tinggi, dapat stabil
dalam kondisi lingkungan yang lembab, dan dapat bereaksi dengan
substrat. Produksi enzim ini dipengaruhi oleh suhu, pH, konsentrasi
enzim, konsentrasi substrat, dan efek inhibitor (Budiharjo ef al.,
2024). Bakteri termofilik memiliki kandungan berupa enzim salah
satunya yaitu enzim amilase. Enzim amilase dapat dilakukan uji
dengan menumbuhkan sampel diatas media selektif yang nantinya
akan ditandai dengan terbentuknya zona jernih pada media. Zona

jernih yang terbentuk disekeliling koloni diindikasikan sebagai isolat



14

bakteri termofilik penghasil enzim amilase karena dapat

menghidrolisis pati di sekeliling koloni.

Gambar 2. Hasil positif uji enzim amilase (Novitasari et al., 2021)

2.5.2 Enzim Protease

Enzim protease adalah enzim yang mampu menghidrolisis suatu protein
menjadi senyawa yang lebih sederhana seperti ikatan peptida dan asam
amino dengan bantuan dari molekul air. Enzim protease memiliki
kemampuan tahan terhadap panas atau lingkungan yang ekstrem.
Lingkungan ekstrem ini meliputi suhu lingkungan yang tinggi seperti yang
dicirikan oleh bakteri termofilik. Enzim protease dapat dilakukan uji
keberadaannya pada bakteri termofilik dengan menumbuhkannya pada
media yang selektif dan mengandung 3% susu skim. Hasil akhir positif dari
uji enzim amilase adalah terbentuknya zona jernih disekitar koloni yang
disebabkan oleh bakteri karena mensekresikan protease netral ke
lingkungannya sehingga protease susu akan terhidrolisis dan menyebabkan

terbentuknya zona jernih tersebut (Firliani ez al., 2015).

Zona jernih

Koloni

Gambar 3. Hasil positif uji protease (Amanina et al., 2022)
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Menurut Amanina et al. (2022) terdapat dua faktor yang memengaruhi hasil
uji enzim protease. Pertama adalah kandungan media yang digunakan
sebagai sumber nutrisi bagi perkembangan bakteri. Pada uji ini digunakan
penambahan berupa Skim Milk Agar (SMA) dengan tujuan memiliki nutrisi
seperti kasein, kalsium, kalium, magnesium, fosfor, dan lain-lain. Zona
jernih yang terbentuk menunjukkan bahwa protease mampu menghidrolisis
molekul kasein pada substrat menjadi peptida dan asam amino. Faktor
kedua adalah suhu, bakteri termofilik mampu tumbuh pada suhu diatas

50° C dan mampu menghasilkan zona jernih pada media.

2.5.3 Enzim Selulase

Selulase merupakan enzim kompleks yang digunakan untuk memecah
selulosa menjadi glukosa. Bakteri termofilik memiliki kandungan enzim
selulase didalamnya. Enzim selulase memiliki kestabilan dan ketahanan
yang tinggi pada suhu panas. Suhu panas merupakan ciri khas dari tanda
kehidupan oleh bakteri termofilik, yang artinya enzim jenis selulase akan
ada di bakteri termofilik. Pengujian adanya kandungan enzim selulase pada
bakteri termofilik dilakukan dengan menumbuhkannya pada media selektif
yang ditambahkan dengan CMC (Carboxymethyl cellulose) (Huwae &
Aditiawati, 2020).

Koloni

Zona jernih

Gambar 4. Hasil positif uji selulase (Huwae & Aditiawati, 2020)
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2.5.4 Enzim Katalase

Katalase merupakan enzim yang mengkatalis penguraian hidrogen
peroksida menjadi H,O dan O Enzim katalase umumnya mampu bertahan
hidup dalam oksigen dan merupakan enzim yang paling umum ditemukan di
organisme utamanya bakteri. Pengujian enzim katalase pada bakteri
termofilik dilakukan tanpa menggunakan media, akan tetapi diteteskan
dengan larutan berupa hidrogen peroksida (H>O>). Hasil positif dari uji ini

ditandai dengan terbentuknya gelembung gas (Khatoon et al., 2022).

Terbentuk

gelembung
Catalase +ve

’

Catalase -ve

Gambar 5. Hasil positif uji katalase (Khatoon et al., 2022)



III. METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat
Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Desember 2024 hingga Maret 2025.
Sampel kompos diambil dari Compost Plant PT. Great Giant Pineapple.
Isolasi bakteri dari sampel kompos dilaksanakan di Laboratorium Riset PT.

Great Giant Pineapple.

3.2 Alat dan Bahan
Alat-alat yang digunakan dalam penelitian untuk isolasi dan karakterisasi
bakteri termofilik meliputi plastik steril, botol steril, autoklaf, oven,
inkubator, cawan petri, tabung reaksi, rak tabung reaksi, vortex
mixer, pipet tetes, hotplate, magnetic stirrer, neraca analitik, gelas beaker,
gelas ukur, lampu spirtus, korek api,mikropipet, drigalski, ose bulat,
Biological Safety Cabinet, sendok, alumunium foil, mikroskop, object glass

dan cover glass.

Sedangkan bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini yaitu sampel
dari tumpukan kompos di Compost Plant PT. GGP yang di ambil pada saat
fase dekomposisi, larutan NaCl 0,9%, aquades, alcohol 70%, larutan H>O2
3%, susu skim 3%, media Nutrient Agar (NA), Nutrient Broth (NB),
Carboxymethyl Cellulose (CMC) 1%, media agar pati (Agar Starch), larutan
iodium 1%, congo red, KOH 3%, cat Gram (larutan Crystal violet, lugol

iodin, alkohol, dan safranin), plastic wrap, kertas label, dan tisu.
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3.3 Rancangan Penelitian

3.4

Penelitian ini merupakan penelitian deskriptif eksploratif untuk mengetahui

jenis-jenis bakteri termofilik yang terdapat pada bagian dasar tumpukan

kompos saat fase dekomposisi pengomposan di Compost Plant PT. GGP.

Pengambilan sampel kompos dilakukan menggunakan metode purposive

sampling di 1 titik lokasi kompos dengan 3 kali pengulangan.

Prosedur Kerja

3.4.1 Pengambilan Sampel

3.4.2

343

Sampel kompos diambil dari bagian dasar tumpukan Compost Plant di
PT. GGP dengan terlebih dahulu menggali kompos sampai dengan
kedalaman 2 m dari permukaan. Sampel kompos diambil dari 1 titik
sebanyak 25 gr, lalu dimasukkan ke dalam plastik tahan panas yang
steril. Sampel kompos disimpan di dalam cooler box untuk dilakukan

isolasi di laboratorium.

Pengenceran Berseri

Pengenceran berseri dilakukan secara aseptis di dalam Biological
Safety Cabinet (BSC). Sampel kompos ditimbang sebanyak 25 gr dan
dimasukkan ke dalam Erlenmeyer steril yang berisi 225 mL NaCl
0,9% lalu dihomogenkan sehingga diperoleh pengenceran 107",
Sebanyak 1 mL diambil dari pengenceran 10! menggunakan
mikropipet kemudian dimasukkan ke dalam tabung reaksi yang berisi
9 mL NaCl 0,9%, lalu dihomogenkan menggunakan vortex sehingga
diperoleh pengenceran 102, Prosedur dilakukan dengan cara yang

sama sampai diperoleh tingkat pengenceran 1071 (Saidan et al., 2024).

Isolasi Bakteri Termofilik

Isolasi bakteri dilakukan dengan metode spread plate pada media
Nutrient Broth + Agar 5% dengan pH media 4,7. Sebanyak 0,1 mL
diambil dari pengenceran 10" hingga 107! menggunakan mikropipet

kemudian diinokulasi ke dalam cawan petri yang berisi media NB +
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Agar 5% kemudian diratakan dengan menggunakan drigalski. Isolasi
bakteri diulang sebanyak dua kali untuk masing-masing pengenceran

dan diinkubasi pada suhu 50° C selama 24 jam (Saidan et al., 2024).

3.4.4 Pemurnian Bakteri Termofilik

Pemurnian bakteri dilakukan dengan mengambil koloni tunggal yang
tumbuh dari cawan petri hasil isolasi. Pemurnian bakteri dilakukan
dengan metode streak plate. Sebanyak 1 ose koloni dari hasil isolasi
digoreskan pada permukaan media NA. Kemudian di inkubasi pada
suhu 50° C selama 24 jam. Tujuan dilakukannya pemurnian adalah
agar didapatkan koloni tunggal. Koloni tunggal yang diperoleh
kemudian diinokulasikan sebanyak 1 ose pada media agar miring
sebagai stok untuk dilakukan identifikasi dan karakterisasi secara
makroskopis, mikroskopis, dan aktivitas enzimatik (Saidan et al.,

2024).

3.4.5 Identifikasi Karakterisasi Makroskopis

Pengamatan morfologi bakteri secara makroskopis pada media agar
meliputi bentuk, elevasi, tepian, dan warna koloni yang tumbuh.

Pengamatan ini dilakukan setelah 24 jam masa inkubasi.
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Gambar 6. Morfologi Bakteri (Kolwzan et al., 2011)

3.4.6 Identifikasi Karakterisasi Mikroskopis

Identifikasi karakterisasi mikroskopis bakteri termofilik dilakukan

dengan uji KOH 3%, pewarnaan Gram, dan pewarnaan endospora.

a) Uji KOH 3%

Uji KOH 3% dilakukan dengan meneteskan sebanyak 1 tetes

20

larutan KOH 3% pada object glass kemudian diambil 1 ose isolat

bakteri berumur 24 jam, lalu diratakan dan kemudian diamati.

Hasil uji positif ditandai dengan terbentuknya lendir pada object

glass yang menandakan bakteri yang diuji memiliki sifat Gram

negatif, namun sebaliknya apabila tidak menghasilkan lendir
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maka uji dinyatakan negatif dan menandakan bakteri memiliki
sifat Gram positif. Tujuan dilakukannya uji KOH yaitu untuk
mengetahui bakteri yang didapatkan merupakan golongan Gram

negatif atau Gram positif (Dash & Payyapilli, 2016).

b) Pewarnaan Gram

Biakan bakteri diambil sebanyak 1 ose ke atas object glass secara
aseptik lalu diratakan dan dilakukan fiksasi. Preparat lalu ditetesi
crystal violet dan didiamkan selama 1 menit, kemudian dibilas
dengan aquades mengalir dan dikeringanginkan. Preparat ditetesi
lugol iodin dan didiamkan selama 1 menit kemudian bilas dengan
aquades mengalir dan dikeringanginkan. Preparat ditetesi alkohol
70% dan diamkan 30 detik hingga lapisan tampak lebih pucat.
Terakhir preparat ditetesi dengan safranin, lau diamkan selama 1
menit kemudian bilas dengan aquades mengalir dan

dikeringanginkan.

¢) Pewarnaan Endospora

Biakan bakteri diambil sebanyak 1 ose ke atas object glass secara
aseptik lalu diratakan dan difiksasi. Preparat kemudian ditetesi
malachite green selama 10 menit lalu dibilas dengan aquades
mengalir dan dikeringanginkan. Preparat lalu ditetesi safranin
selama 10 detik, kemudian dibilas dengan aquades mengalir dan
dikeringanginkan. Selanjutnya preparat dapat diamati dibawah
mikroskop mulai dari perbesaran terkecil hingga terbesar

(Agustina dkk., 2013).

3.4.7 Identifikasi Karakterisasi Fisiologis

Identifikasi karakterisasi fisiologis enzimatik yang dilakukan meliputi

uji enzim amilase, protease, selulase, dan katalase.



a)

b)

22

Uji Aktivitas Enzim Amilase

Uji aktivitas enzim amilase dilakukan untuk mengetahui
kelompok bakteri yang menghasilkan enzim amilase. Biakan
bakteri hasil pemurnian digoreskan 1 ose kemudian diinokulasi
dengan metode titik pada media agar pati dan diinkubasi pada
suhu 50° C selama 24 jam. Setelah diinkubasi isolat tersebut
disiram dengan 1% larutan iodin. Hasil positif uji enzim amilase
ditandai dengan terbentuknya zona bening di sekitar koloni yang

tumbuh (Saidan et al., 2024).

Uji Aktivitas Enzim Protease

Uji aktivitas enzim protease dilakukan untuk mengetahui
kelompok bakteri yang menghasilkan enzim protease. Biakan
bakteri hasil pemurnian digoreskan 1 ose kemudian diinokulasi
dengan metode titik pada media NA yang mengandung 3% susu
skim dan diinkubasi pada suhu 60° C selama 24 jam. Hasil positif
uji enzim protease ditandai dengan terbentuknya zona bening

disekitar koloni yang tumbubh (Saidan et al., 2024).

Uji Aktivitas Enzim Selulase

Uji aktivitas enzim selulase dilakukan untuk mengetahui
kelompok bakteri yang menghasilkan enzim selulase. Biakan
bakteri hasil pemurnian digoreskan 1 ose kemudian diinokulasi
dengan metode titik pada media NB + agar 5% yang mengandung
1% CMC dan diinkubasi pada suhu 60° C selama 24 jam. Setelah
diinkubasi isolat tersebut disiram dengan larutan congo red
selama 15 menit, kemudian dibuang dan dibilas dengan NaCl 1 M
selama 15 menit. Hasil positif uji enzim selulase ditandai dengan

terbentuknya zona bening (Saidan et al., 2024).
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d) Uji Aktivitas Enzim Katalase

Uji aktivitas enzim katalase dilakukan untuk melakukan
identifikasi kelompok bakteri yang menghasilkan enzim katalase.
Dilakukan dengan cara object glass ditetesi satu tetes larutan
H,0, 3%, kemudian ditambahkan biakan koloni bakteri dan
dihomogenkan. Hasil uji enzim katalase dinyatakan positif
apabila terbentuk gelembung dan negatif apabila tidak terbentuk
gelembung (Khatoon ef al., 2022).

Penentuan Indeks Enzimatik

Besarnya aktivitas fisiologis dari enzim protease, enzim amilase,

dan enzim selulase ditentukan dengan menghitung luas koloni dan

luas zona jernih yang terbentuk menggunakan metode gravimetri.

Menurut Sumardi ef al. (2021) metode gravimetri dapat dihitung

dengan cara sebagai berikut :

1. Menggunakan pola-pola koloni dan zona jernih (replika) yang
digambar pada plastik mika bening.

2. Replika koloni dan zona jernih ditimbang dengan timbangan
analitik.

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

4. Hitung luas koloni dan zona jernih dengan menggunakan

rumus berikut.

Bobot replika koloni 2

x 1 cm

Luas Koloni =
Bobot kertas1cmx1cm

Bobot replika zona jernih

Luas Zona Jernih = X 1 cm?

Bobot kertas1cmx1cm

5. Hasil perhitungan kemudian dimasukkan kedalam rumus

indeks enzimatik :

Luas zona jernih — Luas koloni

Indeks Enzimatik = -
Luas koloni
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Analisis Data

Data karakter makroskopis dan mikroskopis yang diperoleh dibandingkan
secara visual dengan referensi yang ada. Data karakter fisiologis yaitu
aktivitas enzim ditentukan dengan mengamati zona jernih yang terbentuk
pada media di sekitar koloni. Hasil pengamatan zona jernih kemudian di
ukur untuk menentukan indeks enzimatiknya. Keseluruhan data yang

diperoleh selanjutnya dianalisis dan diuraikan secara deskriptif kualitatif.
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Diagram Alir

kedalaman 2m

Pengambilan sampel kompos bagian dasar

Pembuatan suspensi sampel secara berseri sampai

memperoleh pengenceran 10

Isolasi bakteri termofilik

agar miring

Pemurnian isolat bakteri termofilik pada media

Identifikasi karakter
bakteri termofilik
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Uji aktivitas enzimatik
bakteri termofilik

Pengamatan
secara
makroskopis

Pengamatan
secara
mikroskopis

Enzim amilase

Enzim protease

e FEnzim selulase

Enzim katalase

Bentuk, tepi,
elevasi, dan
warna koloni

e Uji KOH 3%

e Pewarnaan Gram

e Pewarnaan
Endospora

Penentuan Indeks
Enzimatik

Pengamatan
gelembung gas

Analisis Data

Gambar 7. Diagram Alir Penelitian




V. SIMPULAN DAN SARAN

5.1 Simpulan

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, kesimpulan yang didapatkan

adalah sebagai berikut.

1. Didapatkan empat isolat bakteri termofilik pada kompos dasar fase
dekomposisi dengan kode isolat SL1, SL2, SL3, dan SL4.

2. Karakteristik makroskopis dari empat isolat yang didapat memiliki
morfologi yang berbeda dengan warna koloni krem, SL.1 bentuk koloni
wrinkled, tepi koloni irregular, elevasi flat; SL2 bentuk koloni round,
tepi koloni undulate, elevasi flat; SL.3 bentuk koloni round, tepi koloni
cilliate, elevasi flat, SL4 bentuk koloni round, tepi koloni entire, elevasi
flat. Karakteristik mikroskopis empat isolat yakni bentuk sel basil,
bersifat Gram positif, dan memiliki endospora. Keempat isolat mampu
menghasilkan enzim katalase. Isolat SL1, SL.2, SL.3, SL.4 mampu
menghasilkan enzim amilase dengan Indeks Enzimatik tertinggi 6,06
oleh isolat SL.1. Isolat SL2 dan SL4 mampu menghasilkan enzim
protease dengan IE tertinggi 11,11 oleh isolat SL4. Isolat SL.1, SL2,
SL3, SL4 mampu menghasilkan enzim selulase dengan IE tertinggi

2,03 oleh isolat SL2.

5.2 Saran
Perlu dilakukan uji oksidase untuk mengidentifikasi genus atau spesies

isolat bakteri termofilik serta mengetahui potensi enzim yang dihasilkan.
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