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ABSTRAK

Istigomah, D. Y. 2020. Isolasi, Identifikasi dan Uji Biodegradasi Bakteri
Pendegradasi Plastik LLDPE yang Diisolasi dari TPA Pisang
Kipas Jatimulyo, Kota Malang. Jurusan Kimia, Fakultas Sains dan
Teknologi, Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang.
Pembimbing I: Dewi Yuliani, M.Si; Pembimbing Il: Anita Andriya
Ningsih, S.S., M.Pd

Kata kunci : isolasi, bakteri, degradasi plastik, LLDPE, uji biokimia, FTIR

Plastik masih menjadi salah satu kebutuhan manusia yang sulit dihindari,
meski kampanye zero waste sudah dilakukan sejak tahun 2018. Hal ini
menyebabkan sampah plastik semakin meningkat setiap tahun, salah satunya yaitu
LinierLow Density Polyethylene (LLDPE). Penelitian ini  bertujuan
mengidentifikasi dan mengetahui aktivitas degradasi bakteri yang diisolasi dari
TPA Jalan Pisang Kipas, Kota Malang terhadap plastik LLDPE sebagai salah satu
upaya untuk mengurangi jumlah sampah plastik di lingkungan. Identifikasi isolat
bakteri dilakukan secara makroskopik, mikroskopik, uji biokimia dan dianalisis
menggunakan Bergey’s Manual of Determination Bacteriology Second Edition
Volume Three.Plastik LLDPE dipreparasi menggunakan sinar UV, KMnO4HCI
dan asam sitrat.Penentuan aktivitas degradasi isolat bakteri dilakukan dalam
rentang waktu 45 hari masa inkubasi. Analisis perubahan gugus fungsi
menggunakan spektrofotometer FTIR (Fourier Transform Infra Red). Isolat BP2
yang berhasil diisolasi memiliki kemiripan dengan bakteri Bacillus
sporothermoduranssebesar 95,7%. Plastik yang telah dipreparasi memiliki
permukaan yang lebih keruh (buram). Puncak baru yang muncul pada preparasi
UV, KMnO4/HCI dan asam sitrat yaitu1168 cm™, 878 cm™, 1188 cm™, 1085 cm-
1905 cm™ dan 805 cm™. Perbedaan aktivitas degradasi tidak terlalu signifikan.
Pada plastik dengan preparasi aktivitas degradasi sebesar 0,99 = 0,0031%
sedangkan pada plastik tanpa preparasi sebesar 0,61 + 0,0022%. Puncak baru pada
plastik dengan preparasi ada di wilayah 1942, 1747, 1651, 1179,1083, 901 dan
801 cm. Pada plastik tanpa preparasi muncul puncak didaerah 1748, 1650, 1541,
dan 1147 cm™.
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ABSTRACT

Istigomah, D. Y. 2020. Isolation, Identification and Biodegradation Test of
LLDPE Plastic Degradation Bacteria Isolated from TPA Pisang
Kipas Jatimulyo, Malang City.Departement of Chemistry, Faculty
of Science and Technology, State Islamic University Maulana Malik
Ibrahim Malang. Supervisor I: Dewi Yuliani, M.Si; Supervisor II:
Anita Andriya Ningsih, S.S., M.Pd

Keywords :isolation, bacteria, plastic degradation, LLDPE, biochemical tests,

FTIR

Plastic is still one of the human needs that is difficult to avoid, even
though the zero waste campaign has been carried out since 2018. This has caused
plastic waste to increase every year, one of which is Linear Low Density
Polyethylene (LLDPE).This study aims to identify and to determine the
degradation activity of bacteria isolated from TPA Jalan Pisang Kipas, Malang
City against LLDPE plastics as an effort to reduce the amount of plastic waste in
the environment. The identification of bacterial isolates was carried out by
macroscopic, microscopic, biochemical tests and analyzed using Bergey's Manual
of Determination Bacteriology Second Edition VVolume Three. LLDPE plastic was
prepared using UV light, KMnO4 / HCI and Citric Acid. Determination of the
degradation activity of bacterial isolates was carried out within 45 days of the
incubation. Analysis of functional group using a FTIR (Fourier Transform Infra
Red) spectrophotometer. The BP2 isolate that was successfully isolated was
95.7% similar to the Bacillus sporothermodurans. Plastic that has been prepared
has a more cloudy (opaque) surface. New peaks on plastics preparations using
UV, KMnO4 / HCI and citric acid appeared at 1168 cm™, 878 cm™,1188 cm™,
1085 cm?, 905 cm™ and 805 cm™. The difference in degradation activity was not
very significant. In plastics with preparation the degradation activity was 0.99 +
0.0031%, while in plastics without preparation it was 0.61 + 0.0022%. New peaks
in prepared plastics were in the 1942, 1747, 1651, 1179,1083, 901 and 801 cm"
lregions.On plastics without preparation, a peakappeared in the area of 1748,
1650, 1541, and 1147 cm™.

XVi
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BAB |

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Produksi sampah plastik semakin meningkat setiap tahun. Menurut
Environmental Protection Agency (EPA) (2016), sekitar 1 triliun kantong plastik
digunakan dan dibuang di seluruh dunia per tahun. Proses daur ulang hanya dapat
mengembalikan 9% dari keseluruhan limbah plastik tersebut, sedangkan sisanya
diproses dengan pengabuan (12%) dan penimbunan (79%) (Geyer dkk., 2017).

Kementrian Lingkungan Hidup dan Kehutanan (KLHK) dan Greeneration
Indonesia tahun 2016 juga pernah melakukan riset dan mengetahui bahwa setiap
tahunnya masyarakat Indonesia mengkonsumsi sekitar 9,8 miliar lembar kantong
plastik. Pada tahun 2019 KLHK menyatakan bahwa sampah plastik di Indonesia
mengalami peningkatan menjadi 15% dari tahun 2005 yang hanya 11%. Jika
diakumulasikan kedalam berat, maka ada sebanyak 175.000 ton sampah plastik
per hari atau setara dengan 64 juta ton sampah per tahun di Indonesia. Sebanyak
10% -15% sampah tersebut mampu didaur ulang, sedangkan 15%-30% terbuang
ke sungai, danau dan laut. Sisanya sekitar 60%-70% tertimbun di Tempat
Pembuangan Akhir (TPA).

Salah satu sampah yang tertimbun adalah polietilen. Polietilen dibagi
menjadi tiga jenis, yaitu: Low Density Polyethylene (LDPE), Linier Low Density
Polyethylene (LLDPE), dan High Density Polyethylene (HDPE) (Susanto, 2010).
Pemanfaatan plastik jenis LLDPE hampir sama dengan plastik lain yaitu untuk

kantong roti kantong sampah, karton susu dan juga gelas minuman. LLDPE juga



menjadi kantong plastik yang paling sering digunakan karena sifatnya yang kuat
dan tahan terhadap minyak.

Bakteri pendegradasi plastik dapat diisolasi dari tanah seperti yang telah
dilakukan oleh Dey,dkk. (2016) dan Muhonja dkk. (2018). Tanah juga menjadi
salah satu habitat asli bakteri indegenous pendegradasi plastik. Pada penelitian ini
akan dilakukan pengambilan plastik pada timbunan tanah dari TPA, tepatnya di
Jalan Pisang Kipas, Kelurahan Jatimulyo, Kecamatan Lowokwaru, Kota Malang.
Pengolahan sampah pada TPA ini juga masih sangat konvensional yaitu dengan
penimbunan dan pembakaran. Dinas Lingkugan Hidup Kota Malang pada tahun
2019 sudah merencanakan untuk membuat sanitary landfill, namun hingga Maret
2020 rencana ini belum terlaksana.

Penelitian yang dilakukan Dey, dkk. (2016) berhasil mengisolasi
Staphylococcus sp, Pseudomonassp, Bacillus sp dengan kemampuan degradasi
sebesar 22,7-35% dengan interval waktu degradasi dari 20, 30, dan 40 hari.
Bakteri dengan jenis Rhodococcus jostii, Bacillus simplex, Bacillus sp
menghasilkan kemampuan degradasi sebesar 60% pada plastik jenis LDPE
dengan lama inkubasi 60 hari (Lwanga, dkk., 2018). Bacillus
cereusdanBrevibacillus borstelensis memiliki kemampuan mendegradasi plastik
jenis LDPE sebesar 4,01-35,72% dan 2,30-20,28% dengan variasi lama degradasi
2, 3, dan 4 bulan (Muhonja, dkk., 2018).

Ayat Al Quran yang bisa digunakan sebagai dasar atau rujukan penciptaan

mikroorganisme adalah surat Al-Bagarah ayat 164, sebagai berikut :
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“Sesungguhnya dalam penciptaan langit dan bumi, silih bergantinya malam dan
siang, bahtera yang berlayar di laut membawa apa yang berguna bagi manusia,
dan apa yang Allah turunkan dari langit berupa air, lalu dengan air itu Dia
hidupkan bumi sesudah mati (kering)-nya dan Dia sebarkan di bumi itu segala
jenis hewan, dan pengisaran angin dan awan yang dikendalikan antara langit dan

bumi; sungguh (terdapat) tanda-tanda (keesaan dan kebesaran Allah) bagi kaum
yang memikirkan” (Kementerian Agama RI, 2002).

Allah Ta’ala berfirman : Inna fii khalgi alssamaawaatii waal ardhi
“Sesungguhnya dalam penciptaan langit dan bumi” yaitu dalam hal
ketinggian,kelembutan, dan keluasaannya, serta bintang-bintang yang bergerak
dan yang diam,juga peredarannya pada orbitnya. Juga dalam ketebalan dan
kerendahan bumi,gunung dan laut. Demikian pula kesunyian, kesenyapan dan
keramaiannya serta seluruh manfaat yang ada di dalamnya (Abdullah, 2007).

Firman Allah Ta’ala selanjutnya: Waalfulki allaatii tajrii fii albahrii
bimaa yanfa’u alnnaasa “Dan bahtera yang berlayar di lautmembawa apa yang
berguna bagi manusia” artinya Allah Ta’ala menghamparkan lautsehingga bahtera
itu dapat berlayar dari satu sisi ke sisi yang lain untuk kepentingankehidupan
manusia. Selanjutnya : wabatstsa fithaa min kulli daabbatin “Dan Diasebarkan di
bumi itu segala jenis hewan” dalam berbagai macam bentuk, warna,ukuran, dan
manfaatnya. Dan dia mengetahui semua itu dan memberikan rizkikepadanya,
tidak ada satupun dari hewan-hewan itu yang tidak terjangkau atautersembunyi
dari-Nya (Abdullah, 2007).

Firman Allah yang ketiga : Watashriifi alrriyaahi “Danpengisaran angin”

yakni, terkadang angin datang membawa rahmat dan terkadangberhembus



membawa bencana. Selanjutnya : waalssahaabi almusakhkhari bayna alssamaa-i
waal-ardhi “Dan awan yang dikendalikan antara langit dan bumi”’Maksudnya
yang berarak di antara langit dan bumi, yang diarahkan Allah menujuwilayah
dantempat-tempat mana saja yang Dia kehendaki, Dia-lah
yangmengendalikannya. Firman terakhir : Laaayatin ligawmin ya’qiluun
“sungguh terdapattanda-tanda (keesaan dan kebesaran Allah) bagi kaum yang
memikirkan” Yakni, padasemuanya itu terdapat bukti-bukti nyata yang
menunjukkan keesaan Allah Ta’ala (Abdullah, 2007).

Tasir tersebut juga dapat digunakan sebagai rujukan penemuan sel
(sesuatu yang belum diketahui manusia sebelumnya). Setelah penemuan sel yang
dapat diamati di bawah mikroskop. Orang-orang mulai curiga tentang adanya
makhluk hidup lain yang berukuran kecil. Penelitian ini terus dikembangkan
hingga manusia dapat melihat berbagai macam jenis bakteri, jamur dan sel-sel
hidup lain. Sedangakan pada penelitian selanjutnya berusaha mengungkapkan
atau menunjukkan manfaat dari makhluk-makhluk mikro ciptaan Allah, seperti
halnya yang akan dilakukan pada penelitian ini.

Penelitian ini akan mengambil bakteri yang spesifik untuk mendegradasi
LLDPE. Bakteri yang didapatkan akan diidentifikasi dengan cara uji morfologi
dan karakterisasi biokimia. Uji morfologi dilakukan dengan pewarnaan gram dan
pewarnaan endospora serta dilakukan pengamatan bentuk terhadap isolat bakteri
yang berhasil dimurnikan.

Karakterisasi biokimia yang dilakukan anatara lain adalah uji fermentasi
karbohidrat (sukrosa dan laktosa) yaitu untuk mengetahui apakah bakteri yang

didapatkan nantinya mampu memfermentasi gula-gula tersebut dan hasil positif



ditunjukkan dengan adanya gelembung CO> pada tabung reaksi. Uji selanjutnya
adalah uji hidrolisis polisakarida, yaitu untuk mengetahui apakah bakteri memiliki
enzim amilase. Sedangkan uji-uji lain yang digunakan adalah uji hidrolisis kasein,
uji produksi H>S, pencairan gelatin, uji katalase, uji Methyl Red (MR), uji
motilitas, uji KOH string, uji suhu dan pH pertumbuhan bakteri serta uji hidrolisis
urea terhadap bakteri (Gandjar, dkk., 1992; Hajar, 2012).

Berdasarkan latar belakang di atas maka akan dilakukan penelitian tentang
kemampuan degradasi yang dimiliki oleh bakteri yang berasal dari tanah tempat
pembuangan akhir. Bakteri yang didapatkan akan diujikan pada plastik jenis
LLDPE dengan perbedaan lama degradasi yaitu 45 hari dengan identifikasi
menggunakan FTIR untuk mengetahui perubahan gugus fungsi polimer

plastiknya.

1.2 Rumusan Masalah
Berdasarkan uraian latar belakang di atas, rumusan masalah penelitian ini
sebagai berikut :
1. Bagaimana aktivitas degradasi isolat bakteri terhadap plastik LLDPE?
2. Bagaimana hasil identifikasi molekuler bakteri pendegradasi plastik LLDPE

secara morfologi dan karakterisasi biokimianya?

1.3 Tujuan
Tujuan dari penelitian ini adalah sebagai berikut :
1. Mengetahui aktivitas degradasi bakteri hasil isolasi dari tanah TPA terhadap

plastik LLDPE.



2. Mengetahui hasil identifikasi bakteri yang mampu mendegradasi plastik

LLDPE secara morfologi dan karakterisasi biokimianya.

1.4 Batasan Masalah
Adapun batasan masalah dari penelitian ini adalah sebagai berikut :
1. Sampel plastik yang tertimbun tanah diambil dari tempat pembuangan akhir
(TPA) di Jalan Pisang Kipas, Kel. Jatimulyo, Kec. Lowokwaru, Kota Malang.
2. Plastik yang digunakan adalah plastik industri dengan komponen utamanya

yaitu LLDPE.

1.5 Manfaat

Penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi mengenai aktivitas
degradasi dan keragaman molekular bakteri hasil isolasi dari tanah TPA terhadap
plastik LLDPE. Hal ini dilakukan sebagai upaya dalam pengurangan jumlah
limbah plastik yang ada di lingkungan. Selain itu penelitian ini juga diharapkan

dapat digunakan sebagai literatur penunjang penelitian-penelitian selanjutnya.
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2.1 Plastik LLDPE

Plastik polietilen dibagai menjadi tiga jenis, yaitu Low Density
Polyethylene (LDPE), Linier Low Density Polyetylene (LLDPE ) dan High
Density Polyetylene (HDPE) (Susanto, 2010). LDPE mempunyai struktur rantai
percabangan yang tinggi dengan cabang-cabang yang panjang dan pendek.
LLDPE memiliki rantai-rantai polimer yang lurus dengan rantai-rantai cabang
yang pendek, sedangkan HDPE mempunyai struktur rantai yang lurus (Susanto,
2010).

Molekul LLDPE memendek sebagai akibat dari banyaknya rantai cabang
yang menyebabkan rendahnya berat molekul. Hal ini terjadi karena sedikit
mengkonsumsi energi dalam prosesnya dibandingkan LDPE. Lalu mempunyai
biaya produksi yang lebih hemat 30% - 50% lebih hemat (Susanto, 2010).
Struktur dari polimer LLDPE terdapat pada Gambar 2.1 (Moghaddamzadeh dan

Denis, 2018) :

CHs

CH: CHs CHs
— (CH,~CH-€HCH,CH-CH»EH CH,CH>CH EH,CH,CHzCH CH CHy)n  — - - -
CH; CHs CH;

CH;s CHs

Gambar 2.1 Struktur kimia LLDPE



LLDPE mempunyai kekuatan yang lebih baik dibandingkan LDPE dengan
densitas yang sama. Jenis ini telah dipakai untuk berbagai macam aplikasi, salah
satunya untuk kemasan. Polimer jenis ini memiliki sifat fisik dan mekanik yang
baik, tetapi sedikit sulit di proses dan mudah terjadi melt fracture, oleh sebab itu
memerlukan mesin ekstrusi jenis tertentu untuk pemprosesannya. LLDPE
memiliki massa jenis antara 0,915-0,925 g/cm® dan merupakan polimer yang
memiliki cabang yang panjang dengan beberapa cabang yang pendek. LLDPE
bersifat kenyal, tak mudah sobek dan tahan kelembaban dan bahan kimia,
sehingga banyak digunakan untuk film atau bahan pembungkus, isolator listrik,

pelapis kawat dan kabel (Susanto, 2010).

2.2 Biodegradasi Plastik oleh Bakteri

Biodegradasi polimer plastik merupakan suatu proses alami dimana
mikroorganisme menggunakan kompleks bahan organik sebagai sumber karbon
dan energi dan secara biologi mengubahnya menjadi bentuk yang lebih sederhana.
Sebagaimana mikroorganisme memiliki karakter yang berbeda-beda, maka proses
degradasi pun bervariasi dari satu mikroorganisme ke mikroorganisme lainnya
(Das dan Kumar, 2013).

Al-Qur’an juga menjelaskan sebelum manusia diciptakan, keadaan langit
dan bumimenyatu dan air sebagai sumber kehidupan. Sebagaimana dalam surat
Al-Anbiya’ ayat 30, sebagai berikut :
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“Dan apakah orang-orang yang kafir tidak mengetahui bahwasanya langit dan
bumi itu keduanya dahulu menyatu, kemudian Kami pisahkan antara keduanya.
Dan Kami jadikan segala sesuatu yang hidup dari air. Maka Mengapakah mereka
tiada juga beriman?”

Maksud dari ayat ini adalah sebelum manusia diciptakan, keadaan langit
dan bumi pada awalnya adalah menyatu kemudian Allah memisahkan keduanya
sehingga langit berada di atas dan bumi berada di bawahnya. Dia menjadikan
fungsinya masing-masing; langit berfungsi sebagai atap dan bumi sebagai
hamparannya yang gersang. Kemudian, Allah menciptakan air sebagai sumber
kehidupan. Karena air itu memiliki kandungan unsur sehingga bumi menjadi
subur lalu tumbuh di atasnya tumbuhan dan tanaman yang dapat dimanfaatkan
manusia dan hewan.

Penciptaan Allah ada yang bisa dilihat dengan mata telanjang dan ada pula
yang hanya bisa dilihat dengan menggunakan alat bantu misalnya saja dengan
mikroskop. Salah satu contohnya adalah mikroorganisme. Allah menciptakan
makhluk hidup tidak hanya merugikan tetapi juga menguntungkan. Contohnya
mikroorganisme yang dapat menyuburkan tanah. Hal ini menunjukkan kekuasaan
Allah yang begitu besar untuk menciptakan segala sesuatu yang dikehendakinya.

Mikroorganisme juga banyak berperan pada proses biodegradasi plastik
seperti bakteri, jamur dan aktinomicetes. Proses terjadinya biodegradasi plastik
pada lingkungan dimulai dengan tahap degradasi kimia yaitu proses oksidasi
molekul yang menghasilkan polimer dengan berat molekul rendah. Proses
berikutnya adalah serangan mikoorganisme dengan memanfaatkan enzim yang
dihasilkannya. Selama biodegradasi berlangsung, terjadi proses depolimerasi

dimana eksoenzim dari mikroba akan memecah polimer kompleks menjadi rantai

pendek oligomer dan monomer sehingga dapat melewati membran semi
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permeabel mikroba, yang kemudian dapat digunakan sebagai sumber karbon dan
energi. Selanjutnya terjadi proses mineralisasi dimana terjadi pengubahanfragmen
oligomer dan monomer menjadi produk akhir seperti karbon dioksida, air atau
metana (Gu,dkk., 2003).

Kecepatan biodegradasi tergantung beberapa faktor yakni kelembapan,
jenis mikroorganisme, temperatur, pH, jenis polimer dan ketebalan polimer.
Kondisi biodegradasi yang meliputi pH, suhu, nutrien, mineral, oksigen dan
kelembaban disesuaikan dengan jenis mikroorganisme yang digunakan. Bahan-
bahan polimer yang dilepaskan ke lingkungan akan mengalami degradasi secara
fisika, kimia dan biologi atau kombinasinya yang tergantung pada adanya
kelembapan, udara, temperatur, cahaya (photo-degradation), radiasi energi tinggi
(UV, gamma-radiation) atau oleh hadirnya mikroorganisme (bakteri atau jamur)
(Arutchelvi,dkk., 2008).

Menurut Arutchelvi,dkk. (2008), biodegradasi polimer dimulai dengan
melekatnya mikroorganisme di permukaan polimer. Selanjutnya mikroorganisme
akan menggunakan polimer sebagai sumber karbon. Kemudian bakteri akan
mendegradasi rantai utama dari polimer. Rantai utama akan diputus menjadi
monomer-monomer etilen yang kemudian akan masuk ke dalam siklus asam sitrat
dan memulai biodegradasi akhir dengan pengubahan menjadi CO, dan HO.

Mikroorganisme dapat melekat di permukaan jika permukaan polimer
adalah hidrofilik. Polipropilen (PP) dan Polietilen (PE) hanya memiliki CH>, maka
permukaannya adalah hidrofobik. Permulaan degradasi secara fisika dan kimia
menyebabkan penyisipan group hidrofilik pada permukaan polimer yang

membuatnya menjadi semakin hidrofilik (penyisipan group hidrofilik juga
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menurunkan energi permukaan). Organisme kemudian melekat dipermukaan dan
bertumbuh dengan menggunakan polimer tersebut sebagai sumber karbon

(Balasubramanian, dkk., 2014).

TCA |
A
SCoA
*
B - oksidasi
CH. »eH*—K - )<v
Monomer
f Depolymerase LLDPE
CHa (ekstraseluler)
| *
CH;
(CHZ—C%HZC% CIZE
Oligomer Rantai Faktor
Panjang Lingkungan
CH3
CHz _/CH3 - CH3 _/ —
— (CHCH-€H,CH,CHCH,EH CH,CHCH EH,CH,CH:XHCH CHYy —  —  — n
I _/ I | ]
_/ _/CHz _/ CH3 CHz
- Ch LLDPE o CHa

Gambar 2.2 Mekanisme degradasi plastik menggunakan mikroorganisme
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Pada degradasi primer rantai utama terputus, menyebabkan pembentukan
fragmen dengan berat molekul rendah (oligomer), dimer dan monomer. Degradasi
tergantung pada enzim ekstraseluler yang disekresikan oleh mikroorganisme.
Senyawa dengan berat molekul rendah ini lebih lanjut akan digunakan mikroba
sebagai sumber energi dan karbon. Mekanisme degradasi plastik oleh bakteri
secara umum seperti Gambar 2.2 (Balasubramanian, dkk., 2014).

Selama proses degradasi, enzim-enzim ekstraseluler memecah kompleks
polimer membentuk rantai-rantai pendek atau molekul-molekul yang lebih kecil,
seperti oligomer, dimer dan monomer, yang ukurannya cukup kecil untuk
melewati membran semipermeabel mikroba. Proses ini disebut depolimerisasi.
Molekul-molekul rantai pendek ini selanjutnya akan dimineralisasi menjadi
produk akhir, yaitu CO., H.O, atau CHas, yang selajutnya akan dimanfaatkan
sebagai sumber karbon dan energi (Gu,dkk., 2003).

Salah satu mikroba yang diketahui dapat membantu dalam proses
degradasi plastik adalah bakteri. Terdapat beberapa bakteri yang dapat
mendegradasi plastik secara in vitro dengan memanfaatkan plasticizers dalam
plastik sebagai sumber karbon seperti Pseudomonas aeruginosa dan
Brevibacteriumsp. Untuk dapat merombak plastik, bakteri harus dapat
mengkontaminasi lapisan plastik dan menggunakan komponen pada plastik
sebagai sumber nutrien. Kecepatan bakteri untuk mendegradasi sangat
dipengaruhi oleh struktur dan jenis mikroorganisme (bakteri) yang digunakan
(Murti, 2014). Menurut beberapa sumber kemampuan degradasi bakteri seperti

pada Tabel 2.1:
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Tabel 2.1 Jenis-jenis bakteri pendegradasi plastik

Jenis Bakteri Kemampuan Degradasi Sumber
Staphylococcus sp, 22,7-35% Dey, dkk., 2016
Pseudomonas sp, Lama Inkubasi 20-40
Bacillus sp hari.
Bacillus cereusdan 4.01-35,72% dan 2.30- Muhonja, dkk., 2018
Brevibacillus 20,28%
borstelensis Lama inkubasi : 2-4
bulan
Rhodococcus jostii, + 60% Lwanga, dkk., 2018
Bacillus simplex, Lama inkubasi : 1 bulan
Bacillus sp

2.3 ldentifikasi LLDPE menggunakan FTIR

Karakterisasi dengan menggunakan FTIR bertujuan untuk mengetahui
jenis-jenis vibrasi antar atom. FTIR juga digunakan untuk menganalisa senyawa
organik dan anorganik serta analisa kualitatif dan analisa kuantitatif dengan
melihat kekuatan absorpsi senyawa pada panjang gelombang 4000-400 cm?
(Hindrayawati dan Alimuddin, 2010; Mujiyanti dkk., 2010).Prinsip kerja FTIR
berupa infrared yang melewati celah kesampel, dimana celah tersebut berfungsi
mengontrol jumlah energi yang disampaikan kepada sampel. Kemudian beberapa
infrared diserap oleh sampel dan yang lainnya ditransmisikan melalui permukaan
sampel sehingga sinar infrared lolos ke detektor dan sinyal yang terukur kemudian
dikirim kekomputer (Giwangkara, 2006).

Penelitian ini menggunakan FTIR untuk melihat adanya perbedaan dari
plastik sebelum dipreparasi, setelah dipreparasi dan setelah didegradasi. Pada
plastik yang telah mengalami proses degradasi akan memunculkan adanya
puncak-puncak baru seperti penelitian yang dilakukan oleh Muhonja, dkk.(2018)

pada Gambar 2.3:
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Gambar 2.4 Hasil analisis FTIR pada plastik degradasi Pseudomonas putida

Hasil analisis FTIR menunjukkan pembentukan puncak baru di wilayah
antara 1700 dan 1650 cm™. Selain itu juga memuncuikan puncak baru yang dapat
dilihat di wilayah antara 1000 dan 1100 cm™. Puncak baru pada 1700 + 1650 cm™
adalah indikasi pembentukan aldehida dan keton yang merupakan produk antara
dari biodegradasi polietilen. Selanjutnya pada wilayah puncak dengan

panjanggelombang 1000 + 1200 cm™ mengindikasikan terbentuknya alkohol
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primer dan sekunder. Pita utama dari lembar LDPE yang diteliti terdiri dari
sebuah pita yang terletak sekitar 2900 cm™ yang merupakan panjang gelombang
dari gugus CH, (Muhonja, dkk., 2018). Hasil serupa juga dapat dilihat pada
analisis FTIR hasil degradasi menggunakan Pseudomonas putida pada Gambar

2.4.

2.4 ldentifikasi Bakteri
Identifikasi bakteri meliputi karakterisasi secara morfologi dan biokimia.
Monograf yang dapat digunakan dalam identifikasi bakteri ini mengacu pada

Bergey’s Manual Systematic Bacteriology Second Edition VolumeThree

(Whitman, dkk., 2009).

2.4.1 Karakteristik Morfologi

Karakterisik morfologi bakteri dapat diketahui dengan melakukan
pengamatan baik secara makroskopik maupun dengan pengamatan mikroskopik.
Pengamatan makroskopik bakteri dapat dilakukan pada medium NA dalam cawan
petri. Penampakan bakteri secara makroskopik pada medium NA dalam cawan
meliputi pigmentasi dan bentuk koloni (Cappuccino dan Sherman, 2002).

Bakteri yang memiliki chromogene memperlihatkan perbedaan warna,
sedangkan bakteri yang tidak memiliki chromogene memperlihatkan pertumbuhan
berwarna putih (Benson, 2015). Bentuk pertumbuhan goresan garis tunggal di
ataspermukaan agar dikelompokkan menjadi filiform (bersambungan, seperti
benang, dengan tepian halus), echinulate (bersambungan, seperti benang, dengan

tepian tidak beraturan), beaded (pertumbuhan koloni terpisah), effuse
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(pertumbuhan tipis dan menyebar), arborecent (pertumbuhan seperti pohon), dan
rhizoid (pertumbuhan seperti akar) (Cappuccino dan Sherman, 2002).

Bentuk koloni dibagi menjadi circular (sekeliling tepi koloni rata),
irregular (sekeliling tepian koloni berlekuk), dan rhizoid (pertumbuhan menyebar
seperti akar). Tepian luar koloni meliputi entire (rata), lobate (berlekuk), undulate
(bergelombang), serrate (bergerigi), dan filamentous (tepi melebar seperti

benang)(Cappuccino dan Sherman, 2002).

2.4.2 Pewarnaan Gram

Pewarnaan Gram digunakan untuk mengetahui morfologi bakteri dan
membedakan antara bakteri Gram positif dan Gram negatif (Cappucino dan
Sherman, 2005). Larutan yang digunakan dalam pengecatan Gram ialah Larutan
Hucker’s crystalviolet, Larutan Lugol’s iodine, Larutan alkohol aseton, dan
Larutan Safranin (Harley dan Lansing, 2002).

Larutan Hucker’s crystal violet berperan sebagai cat utama yang mewarnai
sel bakteri menjadi ungu. Larutan Lugol’s iodine berfungsi sebagai mordan yang
meningkatkan interaksi antara sel bakteri dan cat utama. Larutan alkohol aseton
bertindak sebagai decolorizer yang akan mencuci kompleks crystal violet-iodin.
Bakteri Gram positif akan tetap mempertahankan kompleks crystal violet-iodin,
sedangkan bakteri Gram negatif akan menjadi tak berwarna. Larutan Safranin
berperan sebagai counterstain yang akan memberikan warna merah pada sel
bakteri. Safranin akan memberi warna pada bakteri Gram negatif (Harley
danLansing, 2002). Hasil akhir dari pengecatan Gram ialah bakteri Gram positif
berwarna ungu, sedangkan bakteri Gram negatif berwarna merah (Pepper dan

Gerba 2005).
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2.4.3 Pewarnaan Endospora

Endospora merupakan struktur yang rentan terhadap keadaan lingkungan
yang ekstrim seperti pemanasan, keadaan asam dan kering. Endospora memiliki
bentuk yang sangat padat karena kandungan airnya relatif rendah. Dua genus
bakteri yang mampu membentuk endospora adalah genus Bacillus dan
Clostridium (Pratita dan Putra, 2012).

Salah satu metode yang dapat digunakan dalam pengecatan endospora
adalah metode Schaeffer-Fulton yang menggunakan malasit hijau dengan proses
pemanasan. Larutan ini adalah pewarna yang kuat dan memiliki kemampuan
berpenetrasi ke dalam endospora. Pada teknik ini akan menghasilkan warna hijau

pada endospora positif (Fitrah, dkk., 2013).

2.4.4 Karakteristik Biokimia Bakteri Hasil Isolasi

Bakteri menggunakan nutrien yang ada di lingkungan dengan melakukan
berbagai macam aktivitas biokimia yang dikatalisis oleh enzim(Harley dan
Lansing, 2002). Hasil reaksi aktivitas biokimia dapat diamati dan berbeda untuk
setiap bakteri, sehingga hal tersebut dapat digunakan untuk identifikasi dan
karakterisasi bakteri (Gandjar dkk., 1992; Harley dan Lansing, 2002). Beberapa
karateristik biokimia yang dapat digunakan untuk menganilisis karakteristik

bakteri sebagai berikut :

2.4.4.1 Uji Fermentasi Karbohidrat
Bakteri memiliki kemampuan memfermentasi berbagai macam
karbohidrat yang berbeda-beda dengan pola fermentasi yang khas (Gandjar dkk.,

1992). Uji fermentasi karbohidrat menggunakan media cair yang mengandung
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karbohidrat tertentu (glukosa, laktosa, sukrosa, dan maltosa) serta indikator fenol
merah (Norman, dkk., 2005). Pada saat proses fermentasi, karbohidrat akan
diubah bakteri menjadi asam organik, seperti asam asetat, asam laktat atau asam
asetat. Suasana asam dalam media cair akan mengubah warna indikator fenol
merah menjadi kuning tua. Beberapa bakteri dalam proses fermentasi

menghasilkan asam dan gas (CO2) (Cappucino dan Sherman, 2005).

2.4.4.2 Uji Hidrolisis Polisakarida

Uji hidrolisis pati untuk melihat kemampuan bakteri dalam menghidrolisis
pati dengan cara menghasilkan enzim amilase. Pati merupakan polisakarida yang
memiliki berat molekul yang tinggi, karena ukurannya yang besar, polisakarida
tidak mampu diserap oleh membran sel. Bakteri yang mampu menghidrolisis pati
akan menghasilkan zona bening di sekitar biakan bakteri ketika ditetesi iodin. Hal
ini menunjukkan amilum/pati telah terhidrolisis menjadi sakarida yang lebih

sederhana (Capuccino dan Sherman, 2002).

2.4.4.3 Uji Hidrolisis Protein

Uji hidrolisis protein digunakan untuk memperlihatkan adanya aktivitas
hidrolitik enzim protease dan peptidase pada suatu mikroorganisme. Enzim
protease dan peptidase, berperan dalam proses hidrolisis protein/kasein menjadi
peptida-peptida dan asam-asam amino yang larut. Kasein di dalam media Skim
Milk Agar (SMA) akan terhidrolisis yang ditandai dengan adanya zona bening di
sekitar koloni bakteri sebagai aktivitas dari proteolitik. Sedangkan reaksi
dinyatakan negatif apabila tidak terbentuk zona bening disekitar koloni bakteri

(Hastuti, dkk., 2017).


https://id.wikipedia.org/wiki/Sakarida

19

2.4.4.4 Produksi H2S

Produksi H>S dilakukan oleh bakteri yang mampu memecah asam amino
yang mengandung unsur belerang, seperti metionin atau sistein. Pada kondisi
anaerobik, sistein akan dipecah menjadi 2 molekul sistein dan kemudian sistein
akan dipecah menjadi H»S, amonia, asam asetat dan asam format. Sedangkan pada
kondisi aerobik, sistein akan mengalami disimilasi dan menghasilkan H2S yang

ditandai dengan perubahan koloni menjadi hitam (Gandjar dkk., 1992).

2.4.4.5 Pencairan Gelatin

Beberapa jenis bakteri mengandung enzim hidrolase salah satunya ialah
gelatinase. Gelatinase akan menghidrolisis gelatin menjadi asam-asam amino
yang dapatdigunakan sebagai nutrien oleh bakteri (Harley dan Lansing, 2002).
Kemampuan bakteri dalam mencerna gelatin merupakan salah satu karakter yang
penting untuk diamati. Hal tersebut karena pola pencairan gelatin oleh bakteri

berbeda-beda (Cappuccino dan Sherman, 2002).

2.4.4.6 Uji Katalase

Uji katalase merupakan uji yang dilakukan untuk mengetahui bakteri
tersebut merupakan bakteri aerob, anaerob fakultatif atau anaerob (Sariani, dkk.,
2015). Bakteri jenis tertentu akan menghasilkan enzim katalase yang dapat
mengubah hidrogen peroksida menjadi air dan oksigen sehingga sifat beracunnya
akan hilang dan bakteri tersebut akan mampu mempertahankan kelangsungan
hidupnya (Neliyani, 2014). Bakteri aerobik dan anaerobik fakultatif
akanmemproduksi H202 yang bersifat racun terhadap bakteri yang masih hidup.

Bakteri anaerob akan mengalami kematian bila ada oksigen, disebabkan karena
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tidak adanya pembentukan enzim katalase sehingga H20. meracuni bakteri itu

sendiri (Hadiotomo, 2001).

2.4.4.7 Uji Methyl Red

Uji methyl red digunakan untuk mengetahui adanya fermentasi asam
campuran. Beberapa bakteri menfermentasi glukosa dan menghasilkan berbagai
produk yang bersifat asam. Penambahan indikator methyl red dapat menunjukkan
adanya perubahan pH menjadi asam. pH 4,4 berwarna merah dan pH 6,2 (sedikit
mendekati basa) berwarna kuning. Jika hasilnya positif dapat menfermentasi asam
campuran, maka biakan akan berwarna merah (asam) sedangkan apabila tidak
terjadi fermentasi maka biakan akan berubah warna menjadi kuning (basa)

(Sariani, dkk., 2005).

2.4.4.8 Uji KOH string

Uji KOH string digunakan untuk mengetahui atau menguatakan sifat gram
dari mikroorganisme. Mikroorganisme yang memiliki reaksi positif setelah
penambahan beberapa tetes KOH 3% pada kaca objek akan membentuk lendir
(gram negatif) karena pecahnya dinding sel bakteri akibat berada dalam larutan
alkali tinggi (KOH 3%). Reaksi negatif atau tidak adanya lendir yang terbentuk
pada saat penambahan KOH 3% maka mikroorganisme tersebut termasuk gram

positif (Hardiansyah, dkk., 2020).

2.4.4.9 Uji Motilitas
Motil adalah salah satu ciri mikroorganisme yang memiliki alat gerak
sederhana berupa flagella. Aktivitas motil dapat diamati pada daerah

goresanmedia yang telah diinokulasi bakteri. Uji bakteri diinokulasikan dengan
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menggunakan suatu jarum ose melalui pusat media. Bakteri non motil hanya
tumbuh pada garis inokulum, sedangkan organisme yang motil tumbuh keluar dari
media dan tampak keruh (Brooks, dkk., 2008). Uji motilitas juga dapat diamati
menggunakan mikroskop dengan penambahan satu tetes akuades dan minyak

emersi (Gandjar, dkk., 1992).

2.4.4.10 Uji pH terhadap Pertumbuhan Bakteri

Beberapa faktor abiotik yang dapat mempengaruhi pertumbuhan bakteri,
antara lain: suhu, kelembaban, cahaya, pH dan nutrisi. Pertumbuhan bakteri dapat
diamati menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 600 nm
(Hastuti dkk., 2014).

Mikroba umumnya menyukai pH netral (pH 7). Kelompok mikroba yang
dapat hidup pada pH 2,0-5,0 disebut sebagai asidofil. Mikroba mesofil (neutrofil),
adalah kelompok mikroba yang hidup pada pH 5,5-8,0.Selanjutnya kelompok

mikroba yang hidup pada pH 8,4-9,5 disebut sebagai mikroba alkalifil.

2.4.4.11 Uji Pertumbuhan Bakteri pada Suhu

Suhu merupakan faktor fisik yang berpengaruh pada laju pertumbuhan
bakteri. Identifikasi ini diperlukan karena setiap bakteri memiliki suhu spesifik
untuk mengoptimalkan pertumbuhannya (Subagiyo, dkk., 2015). Pengukuran
pertumbuhan bakteri menggunakan spektrofotometer UV-Vis dengan panjang

gelombang 600 nm (Respati, 2017).

2.4.4.12Uji Hidrolisis Urea
Uji hidrolisis urea adalah uji yang dilakukan untuk mengetahui adanya

enzim urease pada suatu mikroorganisme. Enzim ini berfungsi dalam memutus



22

ikatan karbon dan nitrogen untuk membentuk amoniak. Adanya amoniak
menyebabkan suasana medium menjadi alkali/basa sehingga indikator phenol red
akan berubah menjadi merah muda pada medium, hal ini mengindikasikan
terjadinya reaksi positif atau dihasilkannya urease. Sedangkan apabila media tetap
berwarna kuning maka reaksi dinyatakan negatif atau mikoorganisme tersebut

tidak menghasilkan enzim urease (Cappuccino dan Sherman, 2005).
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3.1 Waktu dan Tempat

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Juli hingga September 2020.
Penelitian ini bertempat di Laboratorium Bioteknologi, Mikrobiologi, dan
Genetika Jurusan Kimia Fakultas Sains dan Teknologi Universitas Islam Negeri

(UIN) Maulana Malik Ibrahim Malang.

3.2 Alat dan Bahan Penelitian
3.2.1 Alat Penelitian

Alat-alat yang digunakan dalam penambilan sampel dan isolasi bakteri
adalah gelas beker, ice box, gelas kimia, termometer, plastik ziplog spatula dan
inkubator. Proses biodegradasi memerlukan autoklaf, cawan petri, gelas kimia,
gelas ukur, pipet volumetrik, pipet tetes, jarum ose, Laminar Air Flow, lampu
spiritus, hot plate, shaker inkubator, oven dan erlenmeyer. Pada pengujian
morfologi dan biokimia memerlukan, cawan petri, mikroskop, gelas objek, cover

glass, spektrofotometer UV-Vis, FTIR dan pipet tetes.

3.2.2 Bahan Penelitian

Sampel plastik yang telah tertimbun tanah diambil dari TPA Kelurahan
Jatimulyo. Bahan-bahan yang dibutuhkan dalam preparasi sampel adalah kantong
plastik LLDPE, pH universal, dan akuades. Proses isolasi bakteri membutuhkan
Mineral Salt Medium (MSM) dan Nutrient Agar (NA). Preparasi LLDPE
membutuhkan KMnO4/HCI dengan konsentrasi 0,25/0,5 mol/L, asam sitrat 10%

dan 37% HCI.

23
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Proses Dbiodegradasi membutuhkan MSM Broth. Uji morfologi
membutuhkan akuades, kristal violet, iodin, safranin, alkohol 70%, kapas, dan
aluminum foil. Dalam proses pewarnaan endospora dibutuhkan malasit green dan
safranin. Uji Biokimia membutuhkan media Nutrient Broth (NB), minyak imersi
phenol red, sukrosa, laktosa, media TSIA, media amilum, media skim milk agar,
media gelatin, H,O2 3%, KOH 3%, methyl red, media VVorges-Prekusor, media

urea base, kemudian buffer pH 6,7,8 dan 9 serta NaOH 0,5 M.

3.3 Tahapan Penelitian
Pada penelitian ini dilakukan beberapa tahap, diantaranya:
1. Pengambilan Sampel
2. Isolasi bakteri pendegradasi plastik LLDPE
3. Pemurnian Isolat Bakteri
4. Preparasi Sampel Plastik LLDPE
5. Uji Biodegradasi LLDPE
6. Identifikasi Degradasi LLDPE dengan FTIR
7. ldentifikasi Hasil Isolasi Bakteri

8. Uji Biokimia Hasil Isolasi Bakteri

3.4 Cara Kerja
3.4.1 Pengambilan Sampel (Muhonja, dkk., 2018)

Sampel plastik yang tertimbun di tanah diambil dengan kedalaman tanah
berkisar 5 cm. Sampel plastik diambil sebanyak 5 gram dari lima titik berbeda.
Kemudian ketiga sampel diukur pH dan suhu lingkungannya yaitu tanah. Sampel

plastik selanjutnya dimasukkan ke plastik Ziplog steril dan dimasukkan
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dalamicebox kemudian dibawa ke laboratorium. Setelah itu ketiga sampel tanah

dimasukkan dalam gelas beker steril dan dicampur.

3.4.2 Isolasi Bakteri Pendegradasi Plastik LLDPE

Plastik yang berasal dari TPA diencerkan (bagian sekitar plastik) sebanyak
10 kali (107%). Hasil pengenceran 10°dipindahkan sebanyak 100 uL ke dalam
MSM agar yang mengandung 1% glukosa sebanyak 10 mL secara pour plate dan
diinkubasi selama 20 jam pada suhu 37°C (Amaliya, 2019). Hasil isolasi

kemudian diambil satu koloni tunggal untuk digunakan dalam proses degradasi.

3.4.3 Pemurnian Isolat Bakteri

Isolat bakteri hasil isolasi masing-masing diambil sebanyak satu ose
kemudian ditumbuhkan pada media NA agar dalam cawan petri steril dan
diinkubasi selama 24 jam dengan suhu ruang. Pengerjaan dilakukan secara aseptik
menggunakan bunsen spiritus serta dikerjakan di dalam laminar air flow untuk

mencegah kontaminasi mikroorganisme lain (Firdausi,dkk., 2016).

3.4.4 Preparasi Sampel Plastik LLDPE (Balasubramaniandkk., 2014)

Plastik yang berbahan dasar LLDPE dicuci hingga bersih. Plastik
kemudian dipotong dengan ukuran 3 x 3 cm dan disterilisasi menggunakan
alkohol 70%. Plastik selanjutnya dikeringkan selama 30 menit menggunakan oven
dengan suhu 60°C. Plastik disinari menggunakan UV selama 60 jam, kemudian
direndam menggunakan KMnO4/HCI dengan konsentrasi 0,25/0,5 mol/L pada
suhu 45°C selama 8 jam. Perlakuan selanjutnya adalah sampel plastik direndam

menggunakan asam sitrat 10% pada suhu 45°C selama 8 jam. Plastik selanjutnya
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dicuci menggunakan 37% HCI, dikeringkan lalu ditimbang untuk mengetahui

berat awalnya.

3.4.5 Uji Biodegradasi Plastik LLDPE

Bakteri hasil isolasi dipindahkan sebanyak 1 ose ke dalam 25 mL media
NB. Kemudian dishaker dengan kecepatan 150 rpm selama 18 jam pada suhu
ruang (Kultsum, 2009).

Inokulum diambil masing-masing 100 pL dan diinokulasikan ke dalam
media MSM broth 50 mL yang mengandung glukosa 0,5% kedalam erlenmeyer
250 mL. Kemudian dimasukkan plastik LLDPE yang telah dipreparasi dan belum
dipreparasi ke dalam media kultur (triplo) yang telah berisi bakteri hasil isolasi.
Sampel selanjutnya dishaker pada suhu ruang selama 45 hari. Sebagai kontrol
negatif, digunakan plastik yang dimasukkan ke dalam media MSM broth 0,5%
tanpa adanya penambahan isolat bakteri. (Dey, dkk., 2016).

Setelah masa inkubasi selesai, plastik yang ada di dalam erlenmeyer
diambil, dicuci, dan dikeringkan. Potongan plastik yang telah dioven dimasukkan
ke dalam dessicator selama 24 jam kemudian ditimbang untuk mengetahui berat
akhir plastik setelah mengalami biodegradasi dan dihitung persentase degradasi
pastik dengan menggunakan persamaan (Devi dkk., 2019; Singh dkk., 2015;
Octavianda, dkk., 2016; Dey, dkk., 2016). Perhitungan nilai degradasi dilakukan

dengan menggunakan Persamaan 3.1 :

(berat awal-berat akhir)

% degradasi = X 100%.ccceeeiiiiiiieiiecee (3.1)

berat awal
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3.4.6 ldentifikasi Degradasi LLDPE dengan FTIR (Hasan, dkk., 2007)

Plastik LLDPE sebelum dipreparasi, setelah dipreparasi dan setelah
didegradasi masing-masing di analisis menggunakan FTIR. Plastik
yangdiidentifikasi menggunakan FTIR diukur pada panjang gelombang 4000- 400

cmt untuk mengetahui perubahan gugus fungsi dari setiap plastik.

3.4.7 Identifikasi Hasil Isolasi Bakteri
3.4.7.1 Pewarnaan Gram

Seluruh isolat murni dilakukan pewarnaan gram. Pewarnaan gram
dilakukan dengan membersihkan gelas menggunakan alkohol sehingga bebas
lemak, kemudian dipanggang di atas nyala bunsen. Preparat bakteri dibuat dengan
mengambil secara aseptik 1 ose suspensi biakan bakteri potensial lalu diratakan di
atas permukaan gelas benda kira-kira seluas 1 cm?. Jika sudah dingin maka
ditetesi dengan cat gram A (kristal violet), larutan mordan gram B (larutan iodin),
gram C (alkohol 96%), Gram D (safranin), secara bergantian sebanyak 2-3 tetes
dan didiamkan selama 1 menit. Kaca objek selanjutnya dicuci dengan air mengalir
setiap pergantian penambahan warna, kemudian dikeringkan. Bakteri gram positif
berwarna ungu violet sedangkan gram negatif berwarna merah. Gelas benda
diamati dengan mikroskop perbesaran 1000X-10.000X untuk melihat bentuk

bakteri (Sabdaningsih, dkk., 2013).

3.4.7.2 Uji Endospora
Isolat bakteri diambil sebanyak 1 ose dan digoreskan pada permukaan
preparat steril kemudian dilakukan fiksasi. Preparat yang telah diberi bakteri

tersebut lalu dibungkus dengan menggunakan kertas saring lalu ditetesi malachite
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green sebanyak 1 tetes dan didiamkan selama 4 menit. Setelah itu kertas saring
dilepaskan dan preparat dibilas dengan air mengalir. Setelah itu preparat
dikeringkan di atas api spiritus. Setelah preparat kering, safranin sebanyak 1 tetes
ditambahkan ke permukaan preparat. Preparat tersebut kemudian
didiamkanselama 5 menit. Preparat kemudian diamati menggunakan mikroskop

dengan perbesaran 1000x (Pratita dan Putra, 2012).

3.4.8 Uji Biokimia Hasil Isolasi Bakteri
3.4.8.1 Fermentasi Karbohidrat

Satu ose biakan bakteri diinokulasi ke dalam satu seri medium fermentasi
(sukrosa dan laktosa) yang sudah ditambah phenol red dalam tabung reaksi yang
berisi tabung Durham. Satu seri medium tidak diinokulasi dan digunakan sebagai
kontrol. Tabung-tabung tersebut kemudian diinkubasi selama 48 jam pada suhu
30°C. Reaksi dinyatakan positif jika terjadi perubahan warna indikator dari merah
menjadi kuning dan terbentuk gelembung udara di dalam tabung Durham (Hajar,

2012).

3.4.8.2 Uji Hidrolisis Polisakarida

Biakan bakteri diinokulasikan ke medium Starch Agar (SA) dengan cara
gores (streak), kemudian diinkubasi selama 48 jam pada suhu 30-35°C. Reaksi
dinyatakan positif jika terbentuk bagian yang tidak berwarna di sekitar biakan

setelah ditetesi dengan larutan iodin (Hajar, 2012).

3.4.8.3 Uji Hidrolisis Protein
Biakan bakteri diinokulasikan ke medium Skim Milk Agar (SMA) dengan

cara gores (streak), kemudian diinkubasi selama 48 jam pada suhu 30-35°C.
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Reaksi dinyatakan positif jika terbentuk zona bening di sekitar biakan (Hajar,

2012).

3.4.8.4 Produksi H2S
Biakan bakteri diinokulasikan ke medium TSIA dengan cara tusukan lurus
(stab), kemudian diinkubasi selama 7 hari pada suhu 30-35°C. Reaksi dinyatakan

positif jika terbentuk warna hitam di sepanjang tusukan (Hajar, 2012).

3.4.8.5 Pencairan Gelatin

Satu ose biakan bakteri diinokulasi ke dalam tabung reaksi yang berisi
medium Gelatin dan diinkubasi selama 24-72 jam pada suhu 30°C. Sebagai
kontrol digunakan tabung yang tidak diinokulasi. Setelah diinkubasi, semua
tabung dimasukkan ke dalam lemari es (4°C) selama 10-15 menit. Reaksi
dinyatakan positif jika medium gelatin tetap cair setelah dimasukkan ke dalam

lemari es (Hajar, 2012).

3.4.8.6 Uji Katalase

Gelas objek yang telah dibersihkan ditetesi beberapa tetes larutan H20>
3%. Satu ose biakan bakteri yang berumur 24 jam diletakkan di dalam tetesan
H->O> tersebut. Reaksi dinyatakan positif jika timbul gelembung-gelembung udara

(Hajar, 2012).

3.4.8.7 Uji Methyl Red
Satu ose biakan bakteri diinokulasi ke dalam tabung reaksi yang berisi
medium Methyl Red dan diinkubasi selama 24 jam pada suhu 30°C. Tabung berisi

medium yang tidak diinokulasi digunakan sebagai kontrol. Sebanyak 2 tetes
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larutan methyl red ditambahkan ke dalam setiap tabung. Reaksi dinyatakan positif

jika warna medium berubah menjadi merah (Hajar, 2012).

3.4.8.8 Uji KOH string

Pengujian dengan KOH 3% bertujuan untuk memperkuat jenis gram dari
suatu bakteri hasil isolasi. Metode pengujian dengan KOH 3% yaitu melalui
pencampuran isolat bakteri dengan KOH 3% pada kaca preparat steril. Metode
identifikasi bakteri dilakukan dengan menaruh 1 tetes KOH 3% di atas kaca
preparat kemudian bakteri yang telah tumbuh dari metode sebar dan metode
penggoresan diambil dengan jarum ose dan digosokkan pada larutan KOH 3% dan
dilakukan pengamatan. Satu lingkaran koloni bakteri dari lempeng kultur diemulsi
di atas kaca slide dalam suspensi 3% KOH.

Suspensi diaduk terus menerus selama satu menit dan kemudian loop
ditarik dengan lembut. Tes dianggap positif jika string terlihat dalam 30 detik
pertama setelah pencampuran dalam larutan KOH (Jaya dan Subha, 2011),
Parameter pengamatan berdasarkan kategori jenis gram mikroorganisme dimana
kategori bakteri gram negatif diperoleh apabila menghasilkan lendir (reaksi
positif) dan kategori bakteri grampositif apabila tidak menghasilkan lendir (reaksi

negatif) (Hardiansyah dkk., 2020).

4.3.8.9 Uji Motilitas

Satu ose biakan bakteri diletakkan pada tetesan akuades di atas gelas objek
cekung, kemudian ditutup dengan cover glass. Motilitas biakan bakteri dilihat
menggunakan mikroskop dengan perbesaran 1000x menggunakan minyak imersi

(Hajar, 2012).
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4.3.8.10 Uji pH terhadap Pertumbuhan Bakteri

Media NB diatur pada pH 6, 7, dan 8. Perlakuan masing-masing
diinokulasi kultur isolat bakteri dan diinkubasi selama 24 jam dalam suhu
37°C.Pertumbuhan sel ditentukan berdasarkan absorbansi menggunakan
spektrofotometer pada panjang gelombang 600 nm (Chasanah, 2018;

Lewaru,dkk., 2012).

4.3.8.11 Uji Pertumbuhan Bakteri pada Suhu

Isolat bakteri diinokulasikan pada pH optimum pertumbuhan bakteri.
Kultur diinkubasi pada variasi suhu 15, 25, 35, dan 45°C selama 24 jam.
Pertumbuhan  sel  ditentukan  berdasarkan  absorbansi  menggunakan
spektrofotometer pada panjang gelombang 600 nm (Chasanah, 2018; Subagiyo,

dkk., 2015),

4.3.8.12 Uji Hidrolisis Urea

Isolat bakteri diambil sebanyak satu ose kemudian dimasukkan ke dalam
media Urea Base. Media kemudian diinkubasi pada suhu 37°C selama 24-48 jam.
Reaksi positif ditunjukkan dengan berubahnya warna medium dari kuning

menjadi merah muda (Fallo dan Sine, 2016).



BAB IV

HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Isolasi dan Pengamatan Morfologi Bakteri

Satu isolat bakteri berhasil diisolasi dari sampah plastik yang terkubur di
Tempat Pembuangan Akhir (TPA) di Jalan Pisang Kipas, Jatimulyo, Lowokwaru,
Kota Malang. Isolat bakteri yang didapatkan merupakan koloni representatif yang
diduga mampu digunakan dalam proses biodegradasi plastik. Isolat yang

didapatkan kemudian dimurnikan dan diberi tanda BP2 (Gambar 4.1).

Isolat bakteri yang didapatkan selanjutnya diamati secara makroskopik
morfologinya. Berdasarkan pengamatan makroskopik pada Tabel 4.1 isolat BP2
memiliki bentuk koloni bulat, dengan tepian koloni bulat rata menyeluruh dan

elevasi cembung, serta memiliki warna pigmentasi krem kekuningan.
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Tabel 4.1 Pengamatan makroskopik isolat BP2

Karakteristik Morfologi Bakteri Hasil Pengamatan
Bentuk Bulat

Tepian Bulat rata menyeluruh
Elevasi Cembung

Ukuran Kecil

Tekstur Lembut

Pigmentasi Krem kekuningan

Sifat Optik Tembus Cahaya

4. 2 Uji Morfologi Bakteri Hasil Isolasi
4.2.1 Pewarnaan Gram

Uji pewarnaan gram bertujuan untuk membedakan antara bakteri Gram
positif dan bakteri Gram negatif. Pengecatan Gram yang dilakukan pada isolat
BP2 menunjukkan bahwa bakteri yang didapatkan termasuk Gram positif karena
mampu mempertahankan warna ungu dari kristal violet ketika diamati di bawah
mikroskop. Isolat BP2 pada berbentuk batang dengan ukuran panjang 1,28 um

dan diameter 0,64 um (Gambar 4.2).

Gambar 4.2 Hasil pewarnaan Gram perbesaran 1000x
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4.2.2 Pewarnaan Endospora

Pewarnaan endospora dilakukan untuk mengetahui bahwa bakteri yang
berhasil diisolasi mampu menghasilkan endospora. Isolat BP2 yang didapatkan
pada penelitian ini mampu menghasilkan endospora yang ditandai dengan warna

hijau pada sel bakteridan sel vegetatif berwarna merah (Gambar 4.3).

Sel vegetatif . Endospora

Gambar 4.3 Hasil Pewarnaan Endospora Isolat BP2

4.3 Uji Biokimia Hasil Isolasi Bakteri
4.3.1 Uji Fermentasi Karbohidrat

Fermentasi karbohidrat dilakukan untuk mengetahui kemampuan isolat
bakteri dalam memfermentasi karbohidrat. Fermentasi karbohidrat pada penelitian
ini menggunakan laktosa dan sukrosa. Isolat BP2 yang dihasilkan dapat
memfermentasi sukrosa dan laktosa yang ditandai dengan warna kuning dan

terjadi pembentukan gelembung gas CO-.
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4.3.2 Uji Hidrolisis Polisakarida

Uji hidrolisis polisakarida dilakukan untuk mengetahui apakah isolat BP2
mampu menghasilkan enzim amilase yang dapat memecah polisakarida menjadi
monosakarida yang ditandai dengan adanya zona bening di sekitar biakan bakteri.
Hasil penelitian pada Gambar 4.4 menunjukkan bahwa isolat BP2 tidak

menghasilkan enzim amilase.

(b)

| W _
Gambar 4.4 Hasil uji hidrolisis polisakarida, (a) kontrol, (b) isolat BP2

4.3.3 Uji Hidrolisis Protein

Uji hidrolisis protein digunakan untuk mengetahui adanya aktivitas
hidrolisis oleh enzim proteolitik yang dihasilkan oleh bakteri. Media yang
digunakan pada pengujian ini adalah Skim Milk Agar (SMA). Hasil pengujian
dinyatakan positif apabila terbentuk zona bening disekitar biakan bakteri setelah
diinkubasi selama 72 jam pada suhu 37°C. Hasil penelitian menunjukkan bahwa

isolat BP2 tidak mampu menghidrolisis protein.

4.3.4 Uji Hidrolisis H2S
Hasil uji hidrolisis HoSpada isolat BP2 menunjukkan hasil negatif yang

ditandai dengan tidak adanya warna hitam disekitar tusukan bakteri (Gambar
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4.5).Fungsi uji hidrolisis H.Sadalah untuk mengetahui kemampuan bakteri dalam
memecah asam amino yang mengandung unsur belerang seperti metionin. Reaksi
positif dinyatakan apabila daerah disekitar tusukan bakteri berubah warna dari

merah menjadi hitam Gandjar, dkk., (1992).

S (o (b) ,\’
« ARSI &
Gambar 4.5 Hasil pengujian produksi H2S (a) isolat BP2 (b) kontrol

4.3.5 Uji Pencairan Gelatin

Uji ini dilakukan untuk mengetahui apakah isolat BP2 mampu
menghasilkan enzim hidrolase yang dapat memecah gelatin. Hasil uji pencairan
gelatin menunjukkan bahwa isolat BP2 mampu menghasilkan enzim hidrolase

yang ditandai dengan gelatin tetap mencair (bereaksi positif).

4.3.6 Uji Katalase

Uji katalase dilakukan untuk mengidentifikasi bakteri yang mampu
menghasilkan enzim katalase. Hasil pengujian pada Gambar 4.6 menunjukkan
bahwa isolat BP2 mampu menghasilkan enzim katalase yang ditandai dengan
terbentuknya gelembung gas O.. Enzim katalase dapat memecah H.O; yang
terbentuk dari proses respirasi aerob dan bersifat racun terhadap bakteri menjadi

H20 dan Oz(Istigomah, 2015).

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG
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Gambar 4.6 Hasil uji katalase (a) konro (b) isolat BP2

4.3.7 Uji Methyl Red (MR)

Uji methyl red digunakan untuk mengetahui kemampuan bakteri dalam
memproduksi asam campuran hasil metabolisme glukosa. Beberapa bakteri
menghasilkan berbagai produk yang bersifat asam sehingga dapat menurunkan pH
media pertumbuhan menjadi 5,0. Penelitian ini menunjukkan bahwa isolat BP2
tidak mengalami perubahan pada saat penambahan indikator methyl red. Hal ini
berarti isolat BP2tidak mampu memproduksi asam campuran sehingga tidak

mengubah pH media.

4.3.8 Uji KOH String

Uji KOH string dilakukan untuk mengetahui isolat bakteri BP2 merupakan
bakteri gram negatif atau bakteri gram positif. Pengujian ini perlu dilakukan untuk
menguatkan hasil pewarnaan gram. Hasil pengujian menunjukkan bahwa isolat
BP2 merupakan bakteri Gram positif yang ditandai dengan tidak adanya lendir

setelah ditambahkan KOH 3%.

4.3.9 Uji Motilitas
Uji motilitas digunakan untuk mengetahui adanya pergerakan bakteri atau
organisme yang berflagella. Hasil penelitian isolat BP2 menunjukkan bahwa isolat

yang dihasilkan bersifat motil atau memiliki flagel yang ditandai dengan adanya
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pergerakan melawan akuades ketika diamati di bawah mikroskop dengan bantuan

minyak imersi.

4.3.10 Uji Pertumbuhan Bakteri pada pH

Uji pertumbuhan bakteri pada pH berbeda digunakan untuk mengetahui
pH optimum bakteri dengan cara menghitung kuantitas kekeruhan sel bakteri pada
kultur cair. Nilai kekeruhan dapat dilihat dari nilai absorbansi/ Optical
Density(OD) yang dihasilkan. Semakin tinggi nilai absorbansinya maka akan
semakin banyak bakteri yang tumbuh. Pertumbuhan isolat BP2 optimum pada pH
7. Hal ini menunjukkan bahwa isolat yang didapatkan merupakan bakteri yang
bersifat netral dan tidak mampu hidup dalam kondisi asam maupun basa.

Pertumbuhan isolat bakteri BP2 ditunjukkan pada Gambar 4.7.
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Gambar 4.7 Grafik Pertumbuhan Bakteri terhadap pH

4.3.11 Uji Pertumbuhan Bakteri terhadap Suhu
Uji pertumbuhan bakteri digunakan untuk menentukan pertumbuhan

bakteri pada variasi suhu tertentu. Hasil pengujian ini menunjukkan bahwa isolat



39

BP2 mampu tumbuh pada suhu 15, 25, 35, dan 45°C (Gambar 4.8). Isolat BP2
termasuk kedalam bakteri mesofil karena dapat tumbuh pada suhu 20-45°C

(Harley dan Lansing, 2002).
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Gambar 4.8 Grafik Pertumbuhan Bakteri terhadap Suhu

4.3.12 Uji Hidrolisis Urea

Uji hidrolisis urea dilakukan untuk mengetahui apakah isolat bakteri
mengahasilkan enzim urease yang dapat memecah ikatan karbon dan nitrogen
untuk membentuk amoniak. Hasil pengujian menunjukkan bahwa isolat BP2 yang
dihasilkan tidak mengandung enzim urease. Hal ini ditandai dengan tidak adanya

perubahan warna media dari kuning menjadi merah muda.

4.4 ldentifikasi Bakteri secara manual menggunakan buku pedoman
Bergey’s Manual of Determination Bacteriology

Isolat BP2 diidentifikasi berdasarkan karakter pada Bergey’s Manual of

Determination Bacteriology Second Edition Volume Three. Metode klasifikasi

fenotip dengan program MVSP (Multivariate Statistical Package) bertujuan
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mengelompokkan bakteri kedalam takson berdasarkan sejumlah data fenotip.

Hasil pengamatan morfologi, sifat Gram dan uji biokimia ditunjukkan pada Tabel

4.2
Tabel 4.2 Pengamatan mikroskopik dan biokimia isolat BP2
No Identifikasi Bakteri Isolat BP2 Bergey’s Manual of
Determination Bacteriology
(Bacillus
sporothermodurans)
Karakter Morfologi Mikroskopik
1 Bentuk Sel Batang Pendek Batang Pendek
2 Gram + e
3 Endospora ¥ +
4 Panjang sel 1,28-1,23 um >] um
5 Diameter sel 0,64-0,69 um <] um
Karakteristik Biokimia
6  Uji Fermentasi Karbohidrat
Sukrosa + 5
Laktosa g F
7 Uji Hidrolisis — —
Polisakarida
8 Uji Hidrolisis Protein -~ —
9  Uji Produksi H2S — —
10 Uiji Pencairan + +
Gelatin
11 Uji Katalase “§ +
12 Uji Methyl Red — —
13  Uji KOH string — —
14 Uji Motilitas + D
15  UjipH
6 + +
7 + +
8 + +
16  Uji Suhu
15°C " +
25°C + +
35°C + +
45°C + +
17  Uji Hidrolisis Urea — —

Keterangan : D = hasil berbeda pada spesies berbeda/+ = positif/ — = negatif
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Berdasarkan data dari uji fenotip dilakukan perhitungan similiaritas antar
isolat. Analisis data menghasilkan matriks similiaritas yang menunjukkan
besarnya karakter oleh suatu strain jika dibandingkan dengan strain lain.
Berdasarkan nilai matriks similiaritas selanjutnya dilakukan konstruksi
dendogram dengan menggunakan alogaritma UPGMA ditunjukkan pada Gambar
4.9. Dendogram merupakan pohon yang mengekspresikan hubungan fenotip suatu
spesies dengan spesies lain dengan cara membandingkan ciri morfologi yang

dimiliki spesies (Chasanah, 2018).

UPGMA (constrained)

Isolat BP2
—

L Bacillus sporothermodurans

Bacillus bataviensis

l Bacillus fumarioli

Bacillus pumilus

Bacillus flexus
el

| S Bacillus thermoamylovorans

052 06 068 076 084 092 1
Simple Matching Coefficient

Gambar 4.9 Dendogram hubungan antar bakteri menggunakan cara Simple
Matching Coefficient

Tabel 4.3 Matriks similiaritas simple matching coefficient isolat BP2

No Bakteri Similiaritas
1 Bacillus sporothermodurans 95,7 %

2  Bacillus thermoamylovorans 91 %

3 Bacillus bataviensis 69 %

4  Bacillus fumarioli 63 %

5  Bacillus pumilus 69 %

6  Bacillus flexus 63 %

Dendogram yang menunjukkan hubungan antara bakteri dengan type

strain berdasarkan indeks similaritas menggunakan cara Simple Matching
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Coefficient. Simple Matching Coefficient menunjukkan strain yang memiliki
kemiripan semakin besar kesamaan yang dimiliki suatu strain maka semakin
dekat hubungan kekerabatannya. Isolat bakteri BP2 memiliki kemiripan dengan
bakteri Bacillus sporothermodurans sebasar 95,7% berdasarkan Bergey’s Manual

of Determination Bacteriology Second Edition Volume Three (Tabel 4.3).

4.5Preparasi Plastik LLDPE

Preparasi plastik LLDPE dilakukan dengan tujuan untuk mempermudah
proses degradasi. Preparasi pertama menggunakan penyinaran UV, pada preparasi
ini plastik yang dihasilkan tidak mengalami perubahan. Plastik dari penyinaran
UV selanjutnya direndam menggunakan larutan KMnO4/HCI. Plastik yang
dihasilkan dari perlakuan ini keseluruhan berwarna ungu. Setelah disinari
menggunakan UV dan direndam dalam larutan KMnO4/HCI, plastikkemudian
direndam menggunakan asam sitrat. Perendaman ini mengakibatkan warna ungu
pada plastik mengalami kelunturan. Preparasi plastik secara keseluruhan
menyebabkan permukaan plastik berwarna putih kusam berdasarkan pengamatan
dan perbandingan dengan kontrol.

Preparasi plastik juga mengakibatkan terbentuknya beberapa puncak baru
ketika dianalisis menggunakan FTIR. Puncak baru yang muncul pada plastik yang
telah mengalami preparasi dengan UV pada 1168 cm™. Pada saat penambahan UV
dan KMnO4/HCI panjang gelombang muncul pada 878 cm™. Pada preparasi
terakhir yaitu UV, KMnO4/HCI dan asam sitrat muncul puncak pada 1188 cm?,
1085 cm?, 905 cm™ dan 805 cm™ (Gambar 4.10). Puncak-puncak baru yang
didapatkan dari keseluruhan proses preparasi merupakan puncak-puncak dengan

intensitas yang rendah dan tidak terlalu tajam.
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Puncak-puncak baru dengan intensitas yang rendah menunjukkan bahwa
modifikasi oksidatif yang terjadi pada permukaan LLDPE tidak optimal. Preparasi
tidak optimal juga memberikan efek pada hasil degradasiyang rendah.
Balasubramanian, dkk., (2014) dalam penelitiannya menjelaskan bahwa
perendaman menggunakan KMnO4/HCI dan penyinaran membuat permukaan
polietilen mengalami modifikasi oksidatif. Permukaan polietilen juga akan
mengalami korosi yang menyebabkan permukaan menjadi bergelombang atau

lebih kasar sehingga muncul puncak baru (Balasubramanian, dkk., 2014).

—— LDPE UV + KMnO,/HCI + As.Sitrat
—— LLDPE UV KMnO /HCI

—— LLDPE UV

——LUDPE
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Gambar 4.10 Spektra FTIR preparasi plastik menggunakan UV, KMnO4/HCI dan
asam sitrat

4.6 Analisis Kemampuan Degradasi Plastik LLDPE
Analisis kemampuan degradasi plastik LLDPE dilakukan untuk
mengetahui kemampuan isolat bakteri dalam menggunakan polimer plastik

LLDPE sebagai sumber karbon. Kemampuan ini dapat dilihat dari berkurangnya
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berat plastik setelah masa inkubasi 45 hari. Media yang digunakan pada proses
degradasi adalah MSM broth dengan kadar glukosayang rendah yaitu 0,5%. Hal
ini dilakukan untuk memaksimalkan pemanfaatan substrat LLDPE oleh koloni
bakteri. Pertumbuhan koloni bakteri pada kultur yang telah ditambahkan plastik

dengan preparasi dan tanpa preparasi dapat diamati pada Gambar 4.11.

(a) (b)

Gambar 4.11 (a) Penampakan kultur isolat BP2 pada plastik yang telah
dipreparasi (b) belum dipreparasi

Pembuktian tumbuhnya koloni bakteri dilakukan dengan mengukur
Optical Density (OD). Berdasarkan pengukuran OD kultur bakteri yang berada di
dalam plastik LLDPE yang telah mengalami preparasi rata-rata nilainya adalah
1,0124 + 0,0346 dan pada plastik yang belum dipreparasi nilai OD relatif lebih
kecil yaitu 0,1694 + 0,0367. Nilai OD menunjukkan kerapatan sel bakteri di
dalam media cair. Dari data yang diperoleh menunjukkan bahwa kerapatan sel
lebih besar di dalam media yang berisi plastik yang telah dipreparasi. Hal ini
dapat diartikan bahwa bakteri lebih mudah tumbuh bersama plastik yang telah

dipreparasi.
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Nilai OD berpengaruh pada proses degradasi, kerapatan sel lebih tinggi
memungkinkan proses biodegradasi lebih optimal. Analisis kemampuan degradasi
menunjukkan bahwa kemampuan degradasi lebih tinggi pada substrat LLDPE
yang telah dipreparasi, yaitu sebesar 0,99 + 0,0031%namun perbedaan nilai
degradasinya tidak terlalu signifikan. Pada plastik LLDPE tanpa preparasi
kemampuan rata-ratanya berkisar 0,61 = 0,0022%. Dari hasil yang diperoleh dapat
disimpulkan bahwa besarnya nilai OD berbanding lurus dengan besarnya
kemampuan degradasi.

Kemampuan degradasi isolat BP2 terhadap plastik LLDPE yang telah
mengalami preparasi tergolong rendah vyaitu sebesar 0,99 = 0,0031% jika
dibandingkan dengan isolat Bacillus cereus pada penelitian Muhonja, dkk. (2018)
yang memiliki nilai degradasi sebesar 35,72+ 4,01%. Beberapa faktor yang
mempengaruhi biodegradasiadalah jenis bakteri, jenis polimer dan lama waktu
inkubasi. Isolat BP2 memiliki kemiripan sebesar 95,7 % denganBacillus
sporothermoduransdengan ~ waktu inkubasi 45 hari. Muhonja, dkk.
(2018)menggunakan waktu inkubasi 2-4 bulan.Adanya perbedaan karakter dari
genus Bacillusjuga dapat mempengaruhi hasil degradasi. LLDPE adalah jenis
polimer yang lebih tahan dengan kelembapan dan bahan kimia daripada polimer
LDPE (Susanto, 2010). Oleh karena itu polimer LLDPE lebih sulit untuk
didegradasi.

Terjadinya proses degradasi LLDPE oleh isolat BP2 juga dianalisis
menggunakan FTIR. Substrat LLDPE yang telah mengalami degradasi akan

menunjukkan adanya puncak baru ketika dianalisis menggunakan FTIR.
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Perbedaan puncak pada plastik LLDPE yang telahmengalami degradasi baik

dengan preparasi atau tanpa preparasi ada pada Gambar 4.12.

—— LLDPE set degradasi (tanpa preparasi)

—— LLDPE set degradasi (dengan Preparasi)
—— LLDPE preparasi UV + KMnO /HCI + As.Sitrat
——LLDPE
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Gambar 4.12 Hasil analisis FTIR substrat LLDPE terdegradasi dengan preparasi
dan tanpa preparasi

Spektra FTIR pada plastik hasil degradasi dengan preparasi dan tanpa
preparasi sama, hanya berbeda dinilai intensitas bilangan gelombang. Pada plastik
dengan preparasi pembentukan puncak baru pada bilangan gelombang1942, 1747
dan 1651 cm?, sedangkan pada plastik tanpa preparasi puncak baru
munculpadal748, 1650 dan 1541 cm™. Plastik degradasi dengan preparasi juga
mengalami pembentukan puncak baru pada bilangan gelombang 1179cm™ dan
1083 cm™ serta pada 901 cm™ dan 801 cm™. Sedangkan pada plastik tanpa
preparasi puncak baru muncul di panjang gelombang 1147 cm™. Namun
keseluruhan puncak yang dihasilkan dari proses biodegradasi pada penelitian ini

merupakan puncak-puncak dengan intensitas rendah dan tidak terlalu tajam
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(Gambar 4.12). Adanya puncak-puncak baru yang tidak terlalu tajam pada

penelitian ini merupakan efek dari hasil biodegradasi yang tidak signifikan.

4.7 1solasi dan Identifikasi Bakteri menurut Pandangan Islam

Bakteri merupakan suatu mikroorganisme prokariotik yang bersel satu.
Bakteri dapat ditemukan di beberapa lingkungan seperti tanah, udara, air serta
hidup di dalam beberapa tumbuhan dan hewan. Di dalam Al Quran sendiri
terdapat kata zarrah yang berarti berukuran kecil. Bakteri termasuk organisme
dalam golongan zarrah (berukuran kecil). Walaupun organisme ini berukuran
kecil, akan tetapi memiliki manfaat di dalam kehidupan manusia. Allah SWT
menciptakan segala sesuatu yang ada di bumi ini dengan ukuran yang serapi-
rapinya, termasuk di dalamnya adalah bakteri.

Makhluk Allah SWT yang kecil ini disebutkan oleh Allah dalam surat
Yunus ayat 61 yang berbunyi :
L3 % (stmih ) 1356 20l W) Jae Ga (sl W5 e 38 G 40 Tl a5 ol 3 0545 e
O S 3 V) SR Y5 8 e 20l V5 olaldl 3 V5 (a1 L8855 I e 1) 02 LR

®)

“Kamu tidak berada dalam suatu keadaan dan tidak membaca suatu ayat dari Al
Quran dan kamu tidak mengerjakan suatu pekerjaan, melainkan Kami menjadi
saksi atasmu di waktu kamu melakukannya. Tidak luput dari pengetahuan
Tuhanmu biarpun sebesar zarrah (atom) di bumi ataupun di langit. Tidak ada
yang lebih kecil dan tidak (pula) yang lebih besar dari itu, melainkan (semua
tercatat) dalam kitab yang nyata (Lauh Mahfuzh)”.

Allah  SWT memberitahukan kepada Nabi-Nya bahwa Dia Maha
Mengetahui semua keadaan, keadaan umatnya dan keadaan semua makhluk dalam
setiap saat, menit dan detik. Tafsir Ibnu Katsir menjelaskan tidak ada sesuatupun

yang tersembunyi dari pengetahuanNya meskipun atom sekecilpun yang ada di
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langit dan di bumi, dan tidak ada sesuatu pun yang lebih kecil atau lebih besar
daripada itu, kecuali semuanya tercatat di dalam kitab yang nyata (Abdullah,
2007).

Ayat ini memberitahukan kepada kita bahwa semua hal yang terjadi di
muka bumi ini telah diatur olenh Allah SWT, tak terkecuali adanya bakteri yang
termasuk ke dalam zarrah atau makhluk kecil. Lebih lanjut ayat ini juga
memberikan pengetahuan bahwa tidak ada satupun dimuka bumi ini yang luput
dari pengawasan Allah SWT. Hal ini untuk menguatkan arti dari keluasan ilmu
Allah, sehingga terasah keagungan dan kekuasaan-Nya seperti yang juga
dijelaskan dalam Tafsir Min Fathil Qadir.

Menurut Tafsir Min Fathil Qadir suatu ketika dikabarkan bahwa salah satu
pesawat luar angkasa perancis hilang dalam perjalanan luar angkasa mereka,
kabar ini seketika tersebar di media sosial, segala upaya dilakukan dalam rangka
pencarian pesawat ini, kemanakah satelit-satelit yang mereka buat dengan
rancangannya yang begitu canggih? dan kemanakah radar-radar pemancar yang
mereka bangun dengan segala kemegahan yang terpasang di dalamnya?
sesungguhnya mereka hanyalah manusia biasa sekalipun pencapaian yang telah
mereka raih begitu tinggi dan sangat meyakinkan namun Allah tidak akan pernah
luput bahwa mereka adalah makhluk yang hina dan kelemahan begitu besar dalam
diri mereka, dan Allah telah memperlihatkan betapa ayat-ayat Nya lebih besar
danlebih agung dari apa yang telah mereka upayakan : { J&is Ge &l e & s
ouh IS 3 Y) 5RT Y5 A B Gaial Y3 i) 3 Y5 a3 350 } "Tidak luput dari

pengetahuan Tuhanmu biarpun sebesar zarrah (atom) di bumi ataupun di langit.
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Tidak ada yang lebih kecil dan tidak (pula) yang lebih besar dari itu, melainkan
(semua tercatat) dalam kitab yang nyata (Lauh Mahfuzh)" (Syaukani, 2007).
Selain menciptakan sesuatu yang sangat kecil dengan pengawasan yang
teliti, keagungan dan kekuasaan Allah SWT yang lain juga disampaikan di dalam
Al Quran surat Az-Zumar ayat 21. Ayat ini menjelaskan tentang pemanfaatan

mikroorganisme sebagai agen penguraian. Surat Az Zumar ayat 21 berbunyi:

SIS Ol i et LRt G s 2 VTan st L2 S S IR

O

“Apakah engkau tidak memperhatikan, bahwa sesungguhnya Allah menurunkan
air dari langit, lalu Dia mengalirkan menjadi mata air-mata air di bumi,
kemudian Dia mengeluarkan dengannya tanaman-tanaman yang bermacam-
macam warnanya, lalu ia menjadi kering, lalu engkau melihatnya kekuning-
kuningan, kemudian menjadikannya hancur. Sesungguhnya pada yang demikian
itu benar-benar terdapat pelajaran bagi Ulil Albab ™.

Surat Az-Zumar ayat 21 menjelaskan tentang pemanfaatan makhluk
mikroskopis seperti bakteri dan jamur dalam proses dekomposisi/ penghancuran
bahan organik (Subandi, 2014). Bakteri sendiri merupakan organisme prokariota
yang hidup dengan menguraikan bahan organik yang sering kali berasal dari hasil
dekomposisi jasad organisme lain, sehingga umum diasosiasikan dengan sumber
patogen. Sedangkan kelompok lain dari bakteri dapat memberikan manfaat
dibidang pangan, pengobatan dan industri. Struktur sel bakteri relatif
sederhana:tanpa nukleus/inti  sel, kerangka  sel, dan organel-organel lain
seperti mitokondria dan Kkloroplas.

Isolasi bakteri pada penelitian ini dimanfaatkan untuk mendegradasi

polimer plastik LLDPE. Semakin tahun kumpulan sampah plastik semakin

meningkat dan menjadi masalah di dalam lingkungan, oleh karena itu perlu


https://id.wikipedia.org/wiki/Nukleus
https://id.wikipedia.org/wiki/Kerangka_sel
https://id.wikipedia.org/wiki/Organel
https://id.wikipedia.org/wiki/Mitokondria
https://id.wikipedia.org/wiki/Kloroplas
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diuraikan atau didekomposisi. Kemampuan bakteri dalam mendegradasi plastik
ini juga menjadi petunjuk atau bukti bahwa Allah SWT tidak menciptakan segala
sesuatu kecuali memiliki peran dan tujuan masing-masing.

Proses hancurnya komponen organik (dekomposisi) di alam merupakan
proses kompleks yang melibatkan peran konsorsium mikroorganisme serta
kondisi lingkungannya. Dekomposisi polimer LLDPE oleh bakteri mengakibatkan
fragmentasi polimer menjadi monomer polietilen yang dapat diasimilasi sel
bakteri. Proses mineralisasi oleh isolat bakteri menghasilkan H.O dan CO. yang
dapat dilepaskan ke lingkungan tanpa berpotensi menimbulkan polusi lanjutan
pada tanah (Balasubramanian, dkk., 2014).

Penelitian ini menunjukkan betapa makhluk ciptaan Allah selalu
mempunyai manfaat, walau sekecil dan sehina apapun makhluk tersebut. Allah
SWT. menjelaskan kekuasaanNya dalam menciptakan berbagai macam hal yang
bertentangan lagi berbeda-beda, semuanya itu menunjukkan kebesaran,

kesempurnaan dan kekuasaan yang dimilikiNya.



BAB V

PENUTUP

5.1 Kesimpulan

Hasil identifikasi isolat BP2 berdasarkan morfologi sel dan biokimia
dianalisis menggunakan metode Simpleprofile matching yang mengacu pada
Bergey’s Manual Determinative Bacteriology dengan bantuan statistika MVSP
(multivariate statistical package) memiliki kemiripan dengan Bacillus
sporothermodurans sebesar 95,7%. Hasil biodegradasi menunjukkan bahwa
substrat LLDPE lebih maksimal proses degradasinya jika telah mengalami proses
preparasi secara fisika dan kimia yaitu sebesar 0,99 + 0,0031%, sedangkan plastik
LLDPE tanpa preparasi kemampuan rata-ratanya berkisar 0,61 + 0,0022%.
Karakterisasi FTIR menunjukkan adanya puncak yang baru pada panjang
gelombang 1700 — 1650 cm™ dan pada 1179 serta 1083 cm™ pada plastik yang

telah mengalami preparasi serta pada 1147 cm™ pada plastik tanpa preparasi.

5.2 Saran

Penelitian selanjutnya perlu dilakukan peningkatan proses preparasi
seperti dilakukan preparasi menggunakan panas atau larutan asam kuat seperti
H2>SOsatau HNOg3. Preparasi ini diharapkan akan semakin mempermudah proses
degradasi. Selain itu bakteri yang didapatkan bisa dijadikan konsorsium dengan
bakteri lain agar kemampuan degradasi meningkat. Karakterisasi hasil analisis
degradasi juga dapat ditingkatkan dengan penggunaan Scanning Electron

Microscope (SEM).
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LAMPIRAN
Lampiran 1. Rancangan Penelitian

Pengambilan Sampel Tanah Analisis Data

A 4 A}
Isolasi Bakteri Pendegradasi —— : :
Plastik LLDPE Identifikasi Hasil Isolasi
Bakteri secara Biokimia

v Identifikasi Hasil Isolasi
Pemurnian Isolat Bakteri Bakteri secara Makroskopik
dan Mikroskopik

y

A 4

Preparasi  Sampel  plastik
LLDPE .

Karakterisasi
» menggunakan
FTIR

A 4

Uji Biodegradasi Plastik
LLDPE

v

Analisis Data

57



58

Lampiran 2. Diagram Alir
1. Pengambilan Sampel

Plastik dalam Tanah

—Diambil sebanyak 5 gr dari 5 titik TPA dengan ke dalaman 5 cm
—Dicek pH dan suhu

—Dimasukkan ke dalam kantong ziplog steril per masing-masing
titik

—Dimasukkan kedalam icebox dan dibawa ke laboratorium
—Dicampur ketiga sampel tanah tersebut di dalam laminar air
flow

Hasil

2. Isolasi Bakteri Pendegradasi LLDPE
Sampel Plastik

— Diencerkan inokulum yang didapatkan sebanyak 8 kali

— Dipindahkan ke dalam cawan petri yang telah berisi medium
MSM yang mengandung glukosa 1% secara pour plate

— Diinkubasi selama 20 jam pada suhu 37°C

Hasil

3. Pemurnian Isolat Bakteri Hasil Isolasi

Isolat Bakteri

— Dipindahkan 1 ose isolat bakteri menggunakan metode garis
pada media MSM dalam cawan petri

— Diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam

— Perlakuan ini diulangi sebanyak 3 kali sampai didapatkan hasil
isolat murni

Hasil




4. Preparasi Plastik LLDPE

LLDPE

—Dipotong menjadi ukuran 3 x 3 cm

—Dicuci bersih dan disterilisasi menggunakan alkohol 70%

—Dikeringkan menggunakan oven selama 30 menit dengan suhu
60°C kemudian di UV selama 60 jam

— Direndam menggunakan KMnO4/HCI 0,25/0,5 mol/L dan asam
sitrat 10% dengan suhu 45°C selama 8 jam dan dicuci dengan
HCI 37%

—Ditimbang menggunakan neraca analitik

Hasil

5. Uji Biodegradasi LLDPE oleh Isolat Bakteri

Biakan Bakteri

— Dipindahkan 1 ose biakan bakteri ke dalam 25 mL media NB

— Dishaker selama 18 jam pada suhu ruang dengan kecepatan 150
rpm

— Diinkubasi selama 24 jam dengan suhu 37°C

— Diambil bakteri hasil isolasi sebanyak 100 pL dan dimasukkan
50 mL media MSM yang mengandung 0,5% glukosa ke dalam
Erlenmeyer 250 mL dan disterilisasi menggunakan autoklaf

— Dimasukkan plastik LLDPE treated dan untreated ke dalam
media hingga terendam seluruhnya

— Ditutup erlenmeyer menggunakan plastic wrap

— Dishaker pada suhu ruang selama 30,40 dan 50 hari

— Diambil plastik LLDPE ketika inkubasi telah selesai dan
dikeringkan dengan oven kemudian di desikator selama 24 jam

— Ditimbang berat plastik setelah degradasi

— Dihitung presentase degradasi plastik

Hasil

6. Identifikasi LLDPE menggunakan FTIR
LLDPE

~ LLDPE, LLDPE preparasi, LLDPE preparasi +degradasi
— Dianalisis pada panjang gelombang 4000-400 cm!

Hasil
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7. Identifikasi Hasil Isolasi Bakteri
7.1 Pewarnaan Gram

Isolat Bakteri

— Dipindahkan 1 ose isolat bakteri menggunakan metode garis

pada media MSM dalam cawan petri

— Diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam

— Diambil isolat bakteri sebanyak 1 ose teteskan 1-2 tetes aquades

diatas kaca preparat

— Diambil 1 ose koloni bakteri dan diletakkan diatas aquasdes

steril, disebarkan hingga merata

— Difiksasi diatas bunsen

— Diteteskan kristal violet 2-3 tetes selama 1 menit

— Dicuci dengan air mengalir dan dikering anginkan

~ Ditetesi iodium selama 1 menit

— Dicuci dengan air mengalir dan dikeringanginkan kembali

— Ditetesi alkohol 96% selama 30 detik

— Dicuci dengan air mengalir dan dikeringanginkan kembali

— Ditetesi safranin selama 45 detik

— Dicuci dengan air mengalir dan kelebihan air dihilangkan
dengan kertas serap

— Dilakukan pengamatan dibawah mikroskop dengan perbesaran

1000X — 10.000X

Hasil

7.2 Uji Endospora

Isolat Bakteri

— Diambil sebanyak 1 ose dan digoreskan pada permukaan
preparat steril kemudian dilakukan fiksasi

— Dibungkus menggunakan kertas saring

— Ditetesi dengan malasit hijau sebanyak 1 tetes dan dibiarkan
selama 4 menit

— Dilepas kertas saring kemudian dibilas dengan air mengalir

— Dikeringkan kaca preparat di atas api spiritus

— Diteteskan safranain sebanyak 1 tetes di permukaan isolat

— Didiamkan selama 5 menit

— Diamati di bawah mikroskop dengan perbesaran 1000x dengan
bantuan minyak imersi

Hasil
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8. Uji Biokimia Hasil Isolasi Bakteri
8.1 Fermentasi Karbohidrat

Isolat Bakteri

— Diambil 1 ose biakan bakteri dan diinokulasikan ke dalam
medium fermentasi (glukosa, laktosa dan sukrosa) yang sudah

ditambahkan phenol red dan tabung durham

— Diinkubasi selama 48 jam pada suhu 30°C

—Diamati apa yang terjadi (reaksi positif jika terjadi perubahan
warna indikator dari merah menjadi kuning dan terbentuk
gelembung udara di dalam tabung reaksi

Hasil

8.2 Uji Hidrolisis Polisakarida
Isolat Bakteri

— Diinokulasikan ke dalam medium Strarch Agar (SA) dengan
cara gores (streak)

— Diinkubasi selama 48 jam pada suhu 30-35°C

— Ditetesi larutan iodin 10%

— Diamati perubahan yang terjadi (reaksi positif dinyatakan

dengan terbentuknya zona bening di sekitar biakan bakteri)

Hasil

8.3 Uji Hidrolisis Protein

Isolat Bakteri

— Diinokulasikan ke dalam medium Skim Milk Agar Agar (SMA)
dengan cara gores (streak)

— Diinkubasi selama 48 jam pada suhu 30-35°C

— Diamati perubahan yang terjadi (reaksi positif dinyatakan
dengan terbentuknya zona bening di sekitar biakan bakteri)

Hasil
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8.4 Uji Produksi H2S
Isolat Bakteri

— Diinokulasikan ke dalam medium TSIA dengan cara tusukan

— Diinkubasi selama 7 hari pada suhu 30-35°C

— Diamati perubahan yang terjadi (reaksi positif dinyatakan
dengan terbentuknya warna hitam di sekitar tusukan bakteri)

Hasil

8.5 Uji Pencairan Gelatin

Isolat Bakteri

— Diinokulasikan ke dalam medium gelatin

— Diinkubasi selama 72 jam pada suhu 30-35°C

— Dimasukkan ke dalam lemari es suhu 4°C selama 10-15 menit

— Diamati perubahan yang terjadi (reaksi positif dinyatakan
dengan medium gelatin yang berisi isolat bakteri tetap mencair)

Hasil

8.6 Uji Katalase

Isolat Bakteri

— Diambil 1 koloni menggunakan jarum ose dan diletakkan di
kaca preparat

— Ditetesi dengan larutan H202 3%

— Diamati perubahan yang terjadi (reaksi positif dinyatakan

dengan terbantunknya gelembung-gelembung udara di atas kaca

preparat)

Hasil




8.7 Uji Methyl Red

Isolat Bakteri

— Diinokulasikan ke dalam tabung reaksi yang berisi medium
Methyl Red

— Diinkubasi selama 24 jam pada suhu 30°C

— Ditetesi dengan methyl red sebanyak 2 tetes

— Diamati perubahan yang terjadi (reaksi positif dinyatakan

dengan perubahan warna medium menjadi merah)

Hasil

8.8 Uji KOH string

Isolat Bakteri

— Diambil 1 tetes KOH 3% dan diletakkan di atas kaca preparat

— Ditambahkan 1 koloni ke atas kaca preparat kemudian diaduk

— Diamati perubahan yang terjadi (reaksi positif dinyatakan
dengan terbentuknya lendir)

Hasil

8.9 Uji Moatilitas

Isolat Bakteri

— Diambil 1 ose biakan bakteri dan diletakkan di atas kaca
preparat

— Ditambahkan 1 tetes akuades

— Diamati menggunakan mikroskopperbesaran 1000x (reaksi
positif dinyatakan dengan pergerakan bakteri melawan arus
akuades)

Hasil
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8.10 Uji pH terhadap Pertumbuhan Bakteri

Isolat Bakteri

— Diinokulasikan 1 ose biakan bakteri pada media NB dengan pH
6,7,8dan 9

— Diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam

— Diukur absorbansi pada panjang gelombang 600 nm

Hasil

8.11 Uji Suhu pada Pertumbuhan Bakteri

Isolat Bakteri

— Diinokulasikan 1 ose biakan bakteri pada media NB
— Diinkubasi pada suhu 15, 25, 35, dan 45°C selama 24 jam
— Diukur absorbansi pada panjang gelombang 600 nm

Hasil

8.12 Uji Hidrolisis Urea

Isolat Bakteri

— Diinokulasikan 1 ose biakan bakteri pada media Urea Base

— Diinkubasi pada suhu 37°C selama 24-48 jam

— Diamati perubahan yang terjadi (reaksi positif ditunjukkan
dengan perubahan medium dari kuning menjadi merah muda)

Hasil
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Lampiran 3. Perhitungan
1. Pembuatan Media MSM Broth

Mineral dilarutkan dalam 600 mL sesuai komposisi berikut; 1,5 gram
K2HPOq4, 0,12 gram KH2PO4, 0,3 gram NaCl, 0,006 gram CaCl,.2H-0, 0,6
gram (NH4)2S0g4, 0,06 gram MgSQO4.7H-0, 0,003 gram FeSO4 dan 6 gram
glukosa. Larutan dipanaskan hingga seluruh mineral terlarut, kemudian
disterilkan. Selanjutnya media disterilkan dan siap diaplikasikan untuk
degradasi bakteri.
2. Pembuatan Media NA (Nutrient Agar)

Media NA dibuat dengan menimbang 3,2 gram padatan NA kemudian

dilarutkan dalam 120 mL akuades steril.

3. Pembuatan HCI 37%

Reagen (%) _massa zat terlarut (gr)xloo%
volume larutan (ml)

HCI 37% = X€2 %100%
1 (ml)

X =0,37 gram

4. Pembuatan Asam Sitrat 10%

Reagen (%) _massa zat terlarut (gr)xloo%
volume larutan (ml)

Asam Sitrat 10 % = 2©2.x100%
1 (ml)

X=0,1
5. Pembuatan KMnO40,25 mol/L

Mr KMnQO4 = 158,034 g/mol

massa zat terlarut (g)x 1000 mL

0,25 mol/L =
Mr \%
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0,25 mol/L = x(g 1000mL
, 158,034 g/mol 25 mL

X (gr) = 0,98 gram
6. Pembuatan HCL 0,5 mol/L 10 mL dari HCL 37%

Mr HCI = 36,5 g/mol

_%xpx10
Mr

M

_37%x1,19x10
36,5 g/mol

=12,06 M
M1 X V1 =M x V>
12,06 MxV1=0,5Mx10mL
V1=0,41 mL
7. Medium Fermentasi Karbohidrat

Sebanyak 0,5 g karbohidrat (glukusa, laktosa, sukrosa), 10 g tripton, 5 g
NaCl, dan 0,018 g phenol red dilarutkan dalam akuades hingga mencapai volume
1000 ml, kemudian dipanaskan hingga semua bahan larut. Medium dimasukkan
ke dalam tabung reaksi yang berisi tabung Durham masing-masing sebanyak 5 ml.
Medium disterilisasi dalam autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit.

8. Medium Starch Agar (SA)

Sebanyak 2 g soluble starch [BHD] dan 31 g Nutrient Agar (NA)
dilarutkan dalam akuades hingga mencapai volume 1000 ml, kemudian
dipanaskan hingga semua bahan larut. Medium disterilisasi dalam autoklaf pada
suhu 121°C selama 15 menit. Medium SA yang sudah steril diturunkan suhunya
hingga 38-40°C. Medium tersebut kemudian dituang ke dalam cawan Petri steril

masing-masing sebanyak 15-20 ml.
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9. Medium Skim Milk Agar (SMA)

Sebanyak 50 g skim milk dan 15 g agar dilarutkan dalam akuades hingga
mencapai volume 1000 ml, kemudian dipanaska hingga semua bahan larut.
Medium disterilisasi dalam autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit. Medium
SMA yang sudah steril diturunkan suhunya hingga 38-40°C. Medium tersebut
kemudian dituang ke dalam cawan Petri steril masing-masing sebanyak 15-20 ml.
10. Medium Triple Sugar Iron Agar (TSIA)

Sebanyak 62,5 g Medium Triple Sugar Iron Agar (TSIA) dilarutkan dalam
akuades hingga mencapai volume 1000 ml, kemudian dipanaskan hingga semua
bahan larut. Medium dimasukkan ke dalam tabung reaksi masing-masing
sebanyak 5 ml. Medium disterilisasi dalam autoklaf pada suhu 121°C selama 15
menit. Medium yang telah steril didiamkan memadat dalam posisi tegak.

11. Medium Gelatin

Sebanyak 150 g gelatin dilarutkan dalam akuades hingga mencapai
volume 1000 ml, kemudian dipanaskan hingga homogen. Medium dimasukkan ke
dalam tabung reaksi masing-masing sebanyak 5 ml. Medium disterilisasi dalam
autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit.

12. Medium Methyl Red

Sebanyak 5 g pepton, 5 g KoaHPO4, 5 g glukosa ditambahkan akuades
hingga mencapai volume 1000 ml, kemudian dipanaskan hingga semua bahan
larut. Derajat keasaman (pH) diatur menjadi 7,5. Medium tersebut dimasukkan ke
dalam tabung reaksi masing-masing sebanyak 5 ml. Medium disterilisasi dalam

autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit.
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13. Medium Urea Base

Komposisi dari medium urea baseadalah dekstros 1 gram, NaCl 5 gram,
Potasium Fosfat 2 gram, phenol red 0,012 gram dan Agar 15 gram dilarutkan
dalam 1000 mL akuades. Selanjutnya dipanaskan dan disterilisasi menggunakan
autoclaf pada suhu 121°C selama 15 menit.
14. Medium NB

Sebanyak 13 g medium Nutrient Broth (NB) dilarutkan dalam akuades
hingga mencapai volume 1000 ml, kemudian dipanaskan hingga semua bahan
larut. Medium dimasukkan ke dalam tabung reaksi masing-masing sebanyak 5 ml.

Medium disterilisasi dalam autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit.
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L.4.1 Hasil analisis FTIR plastik LLDPE

Lampiran 4. Hasil Analisis FTIR
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L.4.5 Hasil analisis FTIR plastik LLDPE + UV 60 jam + KMnO4/HCI 0,25/0,5

mol/L+ Asam Sitrat 10% setelah degradasi
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Lampiran 5. Data Hasil Penelitian
L.5.1 Nilai OD bakteri sebelum degradasi

72

dengan UV 60 jam + KMnO4/HCI 0,25/0,5
mol/L+ Asam Sitrat 10%

No | Jenis Kultur Nilai OD
1 Kultur untuk plastik yang belum dipreparasi 0,5300
2 Kultur untuk plastik yang telah dipreparasi | 0,7533

L.5.2 Nilai OD kultur bakteri setelah proses degradasi

Sampel Plastik yang Telah dipreparasi

Optical Density

Ulangan 1 1,0045
Ulangan 2 0,9824
Ulangan 3 1,0504
Rata-rata 1,0124 + 0,0346

Sampel Plastik yang Telah dipreparasi

Optical Density

Ulangan 1 0,2015
Ulangan 2 0,1774
Ulangan 3 0,1293
Rata-rata 0,1694 +0,0367

L.5.3 Perhitungan Hasil Degradasi plastik LLDPE dengan preparasi

Isolat Berat Awal Berat Akhir Weight Loss Persen
Bakteri (9) (0) (9) Degradasi
Ulangan1 | 0,0282 0,0279 0,0003 1,06%
Ulangan2 | 0,0309 0,0307 0,0002 0,65%
Ulangan 3 | 0,0313 0,0309 0,0004 1,27%
Persen Degradasi Rata-rata 0,99 % +0,0031 %




L.5.4 Perhitungan Hasil Degradasi plastik LLDPE tanpa preparasi
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Isolat Berat Awal Berat Akhir Weight Loss Persen
Bakteri (9) (9) (9) Degradasi
Ulangan1 | 0,0268 0,0266 0,0002 0,75%
Ulangan2 | 0,0283 0,0282 0,0001 0,35%
Ulangan 3 | 0,0276 0,0274 0,0002 0,72%
Persen Degradasi Rata-rata 0,61%+ 0,0022 %

L.5.5 Nilai OD pada pH media berbeda

pH Media Optical Density (OD)
6 0,2905
7 0,5212
8 0,1352

L.5.6 Nilai OD Pertumbuhan pada Suhu berbeda

Suhu Optical Density (OD)
15°C 0,0534
25°C 0,2416
o 0,2224
45°C 0,6137
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Lampiran 6. Dokumentasi

Pemurnian ke-2

Preparasi plastik

Uji fermentasi laktosa Uji fermentasi sukrosa Uji Motilitas

—

~ "‘""" [T

;|

B AAY
g
-1 =

L g

Uji pH bakteri | Ujl suhu bakteri Uji protein

"OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG

SENTRZ



Hasil pengujian hidrolisis urea
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Uji KOH string 3%
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Lampiran 7. Hasil Analisis Similiaritas Menggunakan MVSP

CLUSTER ANALYSIS

Data file - D:\SKRIPSI\data mvsp terbaru.mvs
Imported data

Analysis begun: 22 Oktober 2020 21:44:05
Analysing 7 variables x 23 cases

Data will be transposed before analysis

UPGMA
Simple Matching Coefficient

Constrained clustering strategy

Similarity matrix

Bacillus
Isolat BP2 sporothermodurans
Isolat BP2 1
Bacillus
sporothermodurans 0,957 1
Bacillus bataviensis 0,652 0,696
Bacillus fumarioli 0,522 0,565
Bacillus pumilus 0,783 0,826
Bacillus flexus 0,478 0,522
Bacillus
thermoamylovorans 0,565 0,609
Bacillus
Isolat BP2 sporothermodurans

Bacillus
bataviensis

Bacillus
bataviensis

1
0,696
0,783
0,652

0,652

Bacillus fumarioli

Bacillus fumarioli
Objects

1
0,478
0,957

0,957
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A U~ W N

Text-based graphs are best viewed with a fixed pitch font (e.g. Courier New or Fixedsys).
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