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Isolasi Bakteri Selulolitik dari Jerami Padi dan Uji
Aktivitas Enzim Selulase pada Berbagai Substrat

Munawaratun Nadhifah, Liliek Harianie, dan Oky Bagas Prasetyo
ABSTRAK

Bakteri selulolitik memiliki kemampuan menghasilkan enzim selulase yang
bekerja dalam menguraikan selulosa menjadi gula sederhana berupa glukosa. Bakteri
selulolitik memiliki habitat yang kaya selulosa, salah satunya pada limbah jerami padi.
Isolasi bakteri selulolitik dari jerami padi penting dilakukan karena memiliki kandungan
selulosa yang tinggi (37,71%) sehingga dapat dimanfaatkan sektor industri sebagai
penghasil enzim selulase. Aktivitas enzim selulase oleh bakteri selulolitik diuji melalui
tiga macam substrat (bekatul, dedak dan onggok). Penelitian ini bertujuan untuk
mengisolasi bakteri selulolitik dari jerami padi, mengetahui aktivitas enzim selulase
pada substrat (bekatul, dedak dan onggok) serta mengidentifikasi bakteri selulolitik.
Penelitian ini termasuk penelitian deskriptif dengan mengisolasi bakteri selulolitik
menggunakan metode streak plate. Uji aktivitas enzim selulase menggunakan pewarna
Congo red ditunjukkan dengan terbentunya zona bening pada media CMC
(Carboximethyl cellulose) dilanjutkan dengan metode 3,5-Dinitrosalicylic acid (DNS)
dan diuji aktivitas enzim selulase pada substrat bekatul, dedak dan onggok. Identifikasi
bakteri dilakukan dengan pengamatan secara morfologi dan uji katalase hingga
diperoleh tingkat genus menggunakan panduan Bergeys Manual of Determinative
Bacteriology 9". Hasil penelitian menunjukkan terbentuknya indeks selulolitik pada
seluruh isolat, dan diperoleh hasil tertinggi pada isolat JR 3 sebesar 0,94 cm. Aktivitas
selulase tertinggi berdasarkan uji kuantitatif ditunjukkan isolat JR 3 tertinggi pada
substrat dedak sebesar 316,6 x 10 U/mL. Berdasarkan analisis karakteristik isolat
bakteri termasuk dalam genus Neisseria.

Kata Kunci: bakteri selulolitik, enzim selulase, aktivitas enzim
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Isolation of Cellulolytic Bacteria from Rice Straw and Test
Cellulase Enzyme Activity on Various Substrates

Munawaratun Nadhifah, Liliek Harianie, and Oky Bagas Prasetyo

ABSTRACT

Cellulolytic bacteria have the ability to produce cellulase enzymes that work in
breaking down cellulose into simple sugars in the form of glucose. Cellulolytic bacteria
have a cellulose habitat, one of which is rice straw waste. Isolation of cellulolytic bacteria
from rice straw is important because it has high cellulose content (37.71%) so that it can
be used by the industrial sector as a producer of cellulase enzymes. Cellulase enzyme
activity by cellulolytic bacteria was tested through three kinds of substrates (bekatul,
dedak and onggok). This study aims to isolate cellulolytic bacteria from rice straw,
determine the activity of cellulase enzymes on substrates (bekatul, dedak and onggok)
and identify cellulolytic bacteria. This research was a descriptive study by isolating
cellulolytic bacteria using the streak plate method. The cellulase enzyme activity test
using Congo red dye was indicated by the formation of a clear zone on CMC
(Carboximethyl cellulose) media followed by the 3,5-Dinitrosalicylic acid (DNS) method
and the cellulase enzyme activity was tested on bekatul, dedak and onggok substrates.
Bacterial identification was carried out by morphological observation and catalase test to
obtain the genus level using the 9" Bergeys Manual of Determinative Bacteriology. The
results showed the formation of a cellulolytic index in all isolates, and the highest result
was obtained in JR 3 isolates of 0.94 cm. The highest cellulase activity based on
quantitative tests was shown by the highest JR 3 isolate on dedak substrate at 316.6 x 10
U/mL. Based on the analysis of the characteristics of the bacterial isolates included in the
genus Neisseria.

Keywords: cellulolytic bacteria, cellulase enzymes, enzyme activity
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BAB I
PENDAHULUAN

11 Latar Belakang
Allah SWT berfirman dalam Q.S Al-Bagarah ayat 26:

Sall 487 ¢ palagd T sl Cpall 1% 148 58 L A s s i o ylmg o 8000 Yl )
R 203 158 T (T T 0T 3050 T (5l o658 15588 5l T 552635 (e
Goall V) 5 8 a5

Artinya: “Sesungguhnya Allah tiada segan membuat perumpamaan berupa
nyamuk atau yang lebih rendah dari itu. Adapun orang-orang yang beriman,
mereka yakin bahwa perumpamaan itu benar dari Tuhan mereka, tetapi mereka
yang kafir mengatakan: ‘dApakah maksud Allah menjadikan ini untuk
perumpamaan?’ Dengan perumpamaan itu banyak orang yang disesatkan Allah,
dan dengan perumpamaan itu (pula) banyak orang yang diberi-Nya petunjuk.

Dan tidak ada yang disesatkan Allah kecuali orang-orang yang fasik”

Berdasarkan tafsir Kementerian Agama RI (2006) disebutkan bahwa ayat
tersebut menjelaskan tentang kekuasaan Allah dalam menciptakan segala bentuk
perumpamaan, baik dari sesuatu yang lebih besar maupun yang lebih kecil dari
nyamuk. Orang-orang beriman yakin dan mempercayai ada hikmah di balik
perumpamaan itu antara lain sebagai petunjuk, bimbingan dan ujian bagi manusia.
Sedangkan orang-orang kafir meremehkan dan bertanya-tanya dengan nada sinis
tentang alasan Allah menciptakan perumpamaan makhluk hidup yang
dianggapnya sederhana. Orang-orang kafir yang disesatkan Allah melalui
perumpamaan-perumpamaan itu karena enggan merenungkannya.

Berdasarkan tafsir Al-Misbah (2002) juga disebutkan bahwa setiap
perumpamaan dalam Al-Qur’an memiliki peranan yang besar dalam penyampaian
pesan Allah kepada manusia. Perumpamaan yang dimaksud dapat dikategorikan

dalam jenis penampakan makhluk hidup yang beraneka ragam. Makhluk hidup



merupakan organisme hidup yang memiliki ciri khusus untuk bertahan dan
melestarikan kehidupannya. Secara garis besar makhluk hidup terbagi atas
makroorganisme dan mikroorganisme. Makroorganisme merupakan organisme
yang berukuran besar seperti manusia, hewan dan tumbuhan sedangkan
mikroorganisme berukuran sangat kecil (mikroskopis) seperti bakteri, fungi dan
yeast sehingga dalam proses pengamatannya harus menggunakan bantuan alat
berupa mikroskop.

Mikroorganisme terbagi atas berbagai jenis dengan karakter yang berbeda-
beda, salah satunya adalah bakteri. Bakteri merupakan mikroorganisme bersel satu
yang hidup di berbagai tempat dalam berbagai keadaan. Beberapa jenis bakteri
berperan sebagai organisme perusak dan membahayakan atau disebut dengan
patogen. Namun selain itu banyak pula jenis bakteri yang memiliki peran yang
baik bagi lingkungan, pangan dan kesehatan (probiotik).

Bakteri selulolitik adalah bakteri yang dapat menghasilkan enzim selulase
dengan mekanisme hidrolisis selulosa menjadi produk sederhana berupa glukosa
(Arifin et al., 2019). Sesuai dengan pernyataan Nofu et al., (2014) bahwa bakteri
selulolitik berperan sebagai penghasil enzim selulase sehingga mampu
mendegradasi selulosa melalui proses pemecahan selulosa menjadi senyawa yang
lebih sederhana yaitu glukosa. Pemilihan bakteri sebagai subjek sumber enzim
dikarenakan sel bakteri lebih mudah ditumbuhkan dan produksinya tidak
tergantung dengan pergantian musim seperti pada tumbuhan. Selain itu, produksi
masa bakteri relatif lebih cepat dan mudah daripada mikroorganisme lain seperti
fungi (Poernomo, 2003).

Bakteri selulolitik tumbuh secara alami pada substrat bahan organik yang
mengandung selulosa seperti serasah daun, olahan pertanian dan limbah hasil
pertanian (Arifin et al., 2019). Selulosa merupakan komponen penyusun
tumbuhan yang menempati hampir 60% dan disintesis oleh tanaman dalam bentuk
karbohidrat. Selulosa dapat dimanfaatkan dalam berbagai hal terutama dengan
kandungan yang cukup tinggi (Han & Chen, 2007). Menurut Kurniawan et al.,
(2019) selulosa termasuk salah satu polimer yang sangat melimpah di alam,

namun pemanfaatannya sebagai bahan organik kurang maksimal karena



rendahnya nilai cerna sehingga dimungkinkan dapat diperbaiki dengan proses
dekomposisi melalui peran bakteri selulolitik.

Penciptaan seluruh makhluk hidup di alam sesuai dengan hukum
keseimbangan, salah satunya dengan adanya objek penguraian limbah atau
dekomposer. Menurut Agus et al., (2014) cukup banyak jenis mikroba
dekomposer selulolitik yang memiliki kemampuan tinggi dalam mendegradasi
limbah dari bahan organik yang memiliki kandungan selulosa. Selulosa
didegradasi oleh enzim selulase melalui proses metabolisme mikroba. Enzim
selulase berfungsi dalam menurunkan kandungan molekul selulosa yang tidak
larut menjadi disakarida sederhana ataupun monosakarida yang dapat larut
sehingga bisa digunakan oleh mikroba sebagai sumber energi (Lymar et al.,
1995).

Enzim selulase memiliki banyak manfaat terutama pada bidang industri
dan lingkungan. Beberapa industri pangan menggunakan enzim selulase untuk
meningkatkan kualitas pangan, selain itu dapat digunakan sebagai dekomposer
bahan organik dan meningkatkan nutrisi pakan pada hewan ternak. Menurut Fitri
et al., (2017) enzim selulase dapat digunakan untuk membantu proses produksi
kertas, kain, makanan, dan obat-obatan. Sedangkan pada bidang lingkungan enzim
mampu menguraikan limbah tanaman hingga menghasilkan gula fermentasi.
Pernyataan Kirk (2002) dalam Nababan et al., (2019) bahwa enzim selulase dapat
diaplikasikan pada industri kertas yaitu untuk menghaluskan bubur Kkertas,
sedangkan pada industri tekstil digunakan untuk menjaga warna dan kecerahan
kain. Menurut Fan et al., (2006) enzim selulase secara anaerob dapat
dimanfaatkan untuk produksi bioetanol yaitu perubahan biomassa menjadi biofuel
dengan proses fermentasi atau dapat digunakan pada proses pembuatan alkohol
sebagai pengganti bahan kimia yang mengandung selulosa.

Kebutuhan enzim selulase semakin tinggi sedangkan harga enzim di
pasaran cukup mahal (Fitri et al., 2017). Enzim selulase merupakan salah satu
alternatif untuk menangani limbah pertanian secara biologi (Meryandini et al.,
2009). Ketersediaan selulosa di alam diperoleh dari hasil sisa pertanian yang

sangat melimpah antara lain kulit jagung, gandum, kulit tebu dan jerami padi.



Jerami padi memiliki kandungan selulosa sebanyak 37,71%; hemiselulosa
21,99%; dan lignin (Pratiwi et al., 2016). Oleh sebab itu dilakukan penelitian
dengan memanfaatkan limbah jerami padi yang mengandung selulosa cukup
tinggi sehingga berpotensi dalam produksi enzim selulase. Menurut Rhofita (tanpa
tahun) disebutkan bahwa di Indonesia pemanfaatan jerami padi terbatas, hanya
pada bidang pertanian untuk pupuk organik, dan pada bidang peternakan untuk
pakan ternak, sedangkan pemanfaatan pada bidang industri dan energi belum
optimal.

Pemanfaatan jerami padi umumnya hanya dimanfaatkan sebagai campuran
bahan makanan bagi hewan ternak, karena tingginya kandungan serat kasar
sehingga sulit dicerna oleh ternak ruminansia. Sebagian besar jerami padi
dibiarkan membusuk atau dilakukan pembakaran secara masal sehingga
mengakibatkan pencemaran udara dan kerusakan tanah persawahan. Sesuali
dengan pernyataan Tommy et al., (2014) pembakaran jerami padi pada lahan
sawah dalam jangka panjang dapat merusak kualitas tanah baik secara fisik,
bologi maupun kimia tanah. Penanganan limbah jerami padi yang memiliki
kandungan selulosa cukup tinggi dapat digunakan sebagai alternatif penghasil
enzim selulase dari hasil metabolisme mikroorganisme didalamnya. Menurut
Razie et al., (2011) beberapa kelompok mikroba dari bakteri selulolitik yang
berperan dalam proses dekomposisi antara lain Bacillus, Cellulomonas,
Clostridium dan lain-lain.

Penelitian dilakukan dengan memanfaatkan limbah pertanian yaitu jerami
padi yang diisolasi untuk diperoleh bakteri selulolitik kemudian ditumbuhkan
pada media CMC (Carboxymethyl Cellulose). Penggunaan media CMC
dikarenakan adanya kandungan selulosa yang cukup menunjang aktivitas reaksi
enzimatis. Selain itu, media CMC juga mengandung sumber karbon yang
berfungsi sebagai sumber energi dan unsur utama dalam pembentukan sel
(Meryandini et al., 2010). Penggunaan media CMC merupakan substrat terbaik
dalam proses sintesis enzim selulase. Produksi enzim selulase akan optimal
dengan menggunakan CMC dengan konsentrasi 1% (Nababan et al., 2019).
Bakteri yang dapat tumbuh pada media selektif CMC merupakan indikasi bahwa



bakteri tersebut dapat memanfaatkan selulosa sebagai media tumbuh dan nutrisi
untuk kehidupannya (Kurniawan et al., 2009).

Penelitian ini bertujuan untuk memperoleh isolat bakteri selulolitik dari
jerami padi. Selanjutnya dilakukan uji aktivitas enzim selulase dari isolat bakteri
terbaik pada berbagai substrat yang memiliki kandungan selulosa yang berbeda,
serta dilakukan identifikasi jenis bakteri sampai tingkat genus pada isolat dengan
aktivitas hidrolisis tertinggi. Substrat yang digunakan merupakan bahan pokok
pakan ternak yang umumnya dipakai oleh masyarakat. Bahan pokok pakan ternak
pada umumnya hanya digunakan sebagai campuran pakan karena kandungan serat
yang tinggi sehingga sulit dicerna oleh usus halus pada hewan ternak. Bahan
pokok pakan ternak tersebut digunakan sebagai substrat untuk media pertumbuhan
bakteri sehingga akan terjadi proses hidrolisis oleh enzim selulase. Peran dari
enzim selulase adalah menguraikan produk selulosa pada pakan ternak tersebut
menjadi lebih sederhana sehingga diharapkan mampu menurunkan kadar serat dan
meningkatkan nilai cerna pada pada hewan ternak.

Bahan pokok pakan ternak yang digunakan sebagai substrat antara lain
dedak, bekatul dan onggok. Bekatul selama ini masih dimanfaatkan sebagai
ransum pakan ternak atau sebagai campuran konsentrat. Menurut Luthfianto et al.,
(2017) pemanfaatan bekatul sebagai pakan ternak sebenarnya memiliki kelemahan
yaitu bekatul yang digunakan harus dalam kondisi segar agar diperoleh nilai gizi
dan nutrisi yang baik karena bekatul mudah rusak oleh aktivitas hidrolitik dan
oksidatif sehingga merusak senyawa bioaktif dari bekatul. Menurut Irtandi (2019)
bekatul mengandung protein 11%, serat kasar 7% dan karbohidrat 34,1%.
Menurut Hargrove et al., (1994) bekatul mengandung karbohidrat berupa selulosa,
hemiselulosa dan pati.

Selain bekatul, dedak juga digunakan sebagai ransum pakan ternak atau
campuran konsentrat. Menurut Tim Laboratorium Fakultas Peternakan IPB dalam
buku Pengetahuan Bahan Ternak menyebutkan bahwa dedak padi yang memiliki
kualitas unggul dalam bahan kering dengan kandungan protein sebanyak 12,4%

dan serat kasar 11,6%. Pemakaian dedak untuk campuran pakan hewan ternak



dalam jumlah besar dapat mengganggu proses pencernaanya karena kandungan
serat yang terlalu tinggi.

Pengolahan singkong untuk diproduksi menjadi tepung tapioka
menghasilkan limbah yang dikenal dengan sebutan onggok. Onggok digunakan
sebagai ransum atau campuran makan unggas maksimal 5%, babi 25-30% dan
ruminansia 40%. Onggok dan dedak termasuk dalam limbah agroindustri yang
merupakan hasil samping produksi tepung tapioka dan penggilingan padi. Onggok
dimanfaatkan sebagai bahan baku pembuatan pakan namun belum optimal karena
rendahnya kadar protein dan tingginya kadar serat kasar sehingga sulit untuk
dicerna (Febriyanti et al., 2017).

Aktivitas enzim selulase yang diperoleh dari isolat bakteri diuji pada
substrat bekatul, dedak dan onggok dengan perhitungan hasil produksi gula
reduksi dari proses hidrolisis substrat. Hasil yang diperoleh diharapkan dapat
dikembangkan menjadi alternatif pendegradasi selulosa sehingga menurunkan
kadar serat selulosa dan meningkatkan kualitas pakan pada ternak sehingga lebih
konsumtif. Menurut Melati dan Mas (2016) penggunaan enzim selulase dapat
digunakan sebagai upaya dalam menurunkan serat kasar dan meningkatkan kadar
protein terlarut akibat terpecahnya dinding sel substrat akibat aktivitas enzim
selulase sehingga menyebabkan protein yang semula berikatan dengan dinding sel
dapat terlepas. Hal tersebut sesuai dengan pernyataan Moore-Landecker (1990)
bahwa kandungan serat kasar dapat didegradasi oleh enzim selulase menjadi gula
pereduksi. Selulosa diuraikan menjadi rantai linear dan unit disakarida (selobiosa)
kemudian diubah menjadi gula pereduksi berupa glukosa oleh enzim selulase.

Penelitian tentang pemanfaatan beberapa limbah agar diperoleh isolat
bakteri penghasil enzim selulase beberapa kali telah dilakukan. Penelitian
Ambriyanto et al., (2010) vyaitu isolasi dan karakterisasi bakteri aerob
pendegradasi selulosa dari rumput gajah (Pennisetum purpureum Schaum)
diperolen lima isolat yang cenderung masuk ke dalam tiga genus vyaitu
Flavobacterium, Lampropedia dan Halomonas. Penelitian Razie et al., (2011)
tentang aktivitas enzim selulase dari kompos jerami padi yang sedang melapuk,

berasal dari persawahan pasang surut diperolen 143 isolat bakteri dan fungi



selulolitik. Penelitian Khawatida et al., (2016) vyaitu isolasi, screening dan
karakterisasi isolat bakteri penghasil selulase dari limbah padat kota dan jerami
padi diperoleh beberapa isolat yang diidentifikasi sebagai Basil sp., Pseudomonas
sp., dan Serratia sp. Penelitian Sembiring et al., (2019) isolasi enzim selulase
yang berasal dari tanah kandang sapi diperoleh tiga isolat dengan nilai indeks
aktivitas selulolitik tertinggi pada hari ke-1 yaitu 1,33. Penelitian Murtiyaningsih
et al., (2018) isolasi dan uji aktivitas enzim selulase dari tanah sampah diperoleh
empat isolat dari isolasi bakteri selulolitik dengan aktivitas enzim tertinggi pada
hari ke-9. Pada penelitian ini dilakukan isolasi bakteri selulolitik sebagai
pemanfaatan limbah jerami padi yang diambil dari persawahan Kota Blitar dengan
kondisi geografis yang berbeda sehingga akan diperoleh hasil isolat bakteri yang
berbeda.

Penelitian tentang pemanfaatan enzim selulase sebagai upaya menurunkan
serat kasar selulosa juga telah dilakukan. Melati dan Mas (2016) dalam jurnal
penelitiannya tentang pengaruh enzim selulase Bacillus subtilis terhadap
penurunan serat kasar kulit ubi kayu untuk bahan baku pakan ikan, dengan tujuan
untuk mengetahui dosis yang efektif dari enzim selulase dalam menurunkan fraksi
serat kasar kulit ubi kayu. Penelitian Melati et al., (2014) tentang aktivitas enzim
selulase dari bakteri TS2b yang diisolasi dari rumput laut serta pemanfaatannya
dalam menghidrolisis kulit ubi kayu serta daun ubi kayu, diperoleh energi
hidrolisis enzim selulase paling tinggi pada substrat kulit ubi kayu dengan
kandungan gula reduksi berturut- turut sebesar 0,0179 U/mL dan 0,9701 U/mL.
Penelitian Gunam et al., (2011) tentang proses sakarifikasi menggunakan enzim
selulase kasar dari A. niger pada substrat ampas tebu diperoleh hasil delignifikasi
menghasilkan gula reduksi sebesar 54,47 mg/100mL. Pada penelitian ini
dilakukan uji aktivitas enzim selulase pada substrat bahan pokok pakan ternak
yaitu bekatul, dedak dan onggok sehingga berpengaruuh dalam menurunkan kadar
selulosa dan meningkatkan nilai cerna pada hewan ternak.

Berdasarkan latar belakang diatas, maka penelitian tentang isolasi bakteri
selulolitik dari jerami padi dan uji aktivitas enzim selulase pada berbagai substrat

(bekatul, dedak dan onggok) penting untuk dilakukan. Data hasil penelitian



diharapkan dapat dilakukan penelitian lanjutan hingga pengaplikasian pada sektor
industri sehingga menunjang perkembangan teknologi industri 4.0.

1.2 Rumusan Masalah
Rumusan masalah dari penelitian ini sebagai berikut:
1. Apa saja isolat bakteri selulolitik yang diperoleh dari isolasi jerami padi?
2. Bagaimana perbedaan aktivitas enzim selulase pada berbagai substrat
(bekatul, dedak dan onggok)?

3. Apa genus bakteri selulolitik yang memiliki aktivitas hidrolisis tertinggi?

1.3 Tujuan
Tujuan dari penelitian ini sebagai berikut:
1. Untuk mengetahui isolat bakteri selulolitik yang diperoleh dari isolasi
jerami padi.
2. Untuk mengetahui aktivitas enzim selulase pada berbagai substrat
(bekatul, dedak, dan onggok).
3. Untuk mengetahui genus bakteri selulolitik yang memiliki aktivitas

hidrolisis tertinggi.

1.4 Manfaat Penelitian
Beberapa manfaat yang diharapkan dari penelitian ini sebagai berikut:

1. Memanfaatkan limbah pertanian yaitu pada jerami padi agar tidak semata
terbuang dan dibakar sehingga menimbulkan pencemaran.

2. Bagi peneliti adalah mengetahui jenis-jenis bakteri penghasil enzim
selulase yang dapat diisolasi dari jerami padi.

3. Memberikan pengetahuan dibidang mikrobiologi mengenai potensi
mikroba dalam menghasilkan enzim yang selanjutnya dapat diaplikasikan
terutama pada bidang industri dan lain-lain.

4. Mengetahui aktivitas enzim selulase pada berbagai substrat (bekatul,
dedak dan onggok) sehingga dapat dikembangkan untuk meningkatkan

nilai cerna pada hewan ternak dengan menurunkan kadar serat kasar pada



bahan pokok pangan, sehingga lebih konsumtif.

1.5 Batasan Masalah

Untuk mendapatkan penelitian yang terarah, perlu dilakukan beberapa

batasan sebagai berikut:

1. Isolat bakteri selulolitik yang digunakan dalam penelitian ini yaitu dari
jerami padi (Oryza sativa) yang diperoleh di area persawahan Jalan
Ciliwung, Tanggung, Kota Blitar, Jawa Timur.

2. Proses isolasi menggunakan metode dilution plate dan purifikasi
menggunakan streak kuadran pada media CMC secara aerobik sehingga
bakteri pendegradasi selulosa yang diperoleh termasuk bakteri aerob.

3. Penentuan aktivitas pertumbuhan bakteri dilaksanakan selama 36 jam
hingga diperoleh fase kematian (death) dan uji aktivitas enzim dilakukan
pada fase akhir eksponensial.

4. ldentifikasi bakteri dilakukan sampai tingkat genus dengan
panduan Bergeys Manual of Determinative Bacteriology 9™ (Holt et al.,
1994).



BAB Il
KAJIAN PUSTAKA

2.1 Bakteri Selulolitik

Allah SWT menciptakan mikroorganisme berupa bakteri pasti terdapat
peran dan manfaatnya dalam kehidupan, sebagaimana disebutkan dalam Al-
Qur’an Surat Al-Hijr (15) ayat 21.:

T oslad s V) AT e A58 e V) o5 02 0l
Artinya: “Dan tidak ada sesuatupun melainkan pada sisi Kami-lah khazanahnya;
dan Kami tidak menurunkannya melainkan dengan ukuran yang
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tertentu.’

Berdasarkan tafsir Kemenag RI (2006) ayat diatas menjelaskan kekuasaan
Allah SWT dalam menciptakan dan mengatur segala sesuatu pasti terdapat sisi
kamilah khazanahnya. Allah tidak menciptakan segala sesuatu kecuali dengan
ukuran tertentu, yaitu kondisi, kebutuhan dan keadaan masing-masing. Hal
demikian dapat dikaitkan sebagaimana Allah menciptakan mikroorganisme
berupa bakteri dengan ukuran sangat kecil dan tidak dapat dilihat langsung dengan
mata, namun memiliki peran dan manfaat yang besar bagi kehidupa

Bakteri merupakan kelompok mikroorganisme bersel tunggal, tidak
terlihat oleh mata dan tidak memiliki membran inti. Bakteri menyebar secara luas
di alam dan dapat berada di lingkungan biotik maupun abiotik. Beberapa
kelompok bakteri dapat menimbulkan penyakit atau disebut patogen (Radji et al.,
2011). Namun tidak semua kelompok bakteri bersifat patogen, beberapa jenis
bakteri memiliki peran yang besar bagi lingkungan, pangan dan kesehatan
(probiotik). Salah satunya adalah bakteri selulolitik yang memiliki kemampuan
menghasilkan enzim selulase dengan menghidrolisis selulosa pada jaringan
tumbuhan menjadi produk yang lebih sederhana yaitu glukosa (Arifin et al.,
2019).
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Proses hidrolisis menghasilkan glukosa sebagai produk sederhana dari
hasil penguraian selulosa, atau dalam kata lain mendegradasi selulosa. Bakteri
selulolitik hidup dan berkembang pada habitat yang kaya akan selulosa seperti
pada limbah pertanian, lokasi TPA atau tanah sampah. Bakteri pendegradasi
selulosa dalam tanah sampah cukup tinggi karena adanya pembusukan daun yang
gugur dan masuk dalam tanah TPA (Ulfa et al., 2014). Bakteri selulolitik terdapat
pada beberapa genus antara lain Achromobacter, Bacillus, Cellulomonas,
Clostridium, Cellivibrio dan lain-lain (Rao, 1994).

Isolasi bakteri selulolitik bertujuan mendapatkan bakteri yang berpotensi
dalam mendegradasi selulosa dan menghasilkan enzim selulase. Mikroba
dekomposer selulolitik cukup memiliki keberagaman jenis dan memiliki
kemampuan yang tinggi dalam mendegradasi kandungan selulosa dalam bahan
organik (Agus et al., 2014). Bateri selulolitik memiliki kemampuan sebagai
degradator selulosa karena dapat menghasilkan enzim dengan spesifikasi berbeda
yang bekerjasama dalam menghidrolisis ikatan (1,4) B-D-glukosa pada selulosa
(Hapsoh et al., 2016).

2.2 Jerami Padi (Oryza sativa)

Jerami padi merupakan bagian dari tanaman padi yang sudah tidak
memiliki buah (gabah) sehingga hanya tersisa batang dan daun yang termasuk
dalam limbah pertanian. Jerami padi termasuk limbah pertanian yang belum
banyak dimanfaatkan oleh masyarakat disebabkan kurangnya pengetahuan untuk
proses pengolahannya (Hanafi et al., 2008). Umumnya jerami padi digunakan
untuk menutup tanah pada tanaman palawija oleh petani. Sebagian lagi
dimanfaatkan sebagai simpanan makanan untuk ternak ketika sulit mendapatkan
tanaman hijau saat musim kemarau. Jerami padi adalah limbah pertanian yang
pada umumnya para petani memusnahkannya dengan melakukan pembakaran di
lahan persawahan (Rahmiati et al., 2019). Pembakaran limbah pertanian dapat
menimbulkan peningkatan kadar CO, di udara sehingga berdampak terjadinya
pemanasan global (Puspaningsih et al., 2007).



Menurut Badan Pusat Statistik (BPS) dari hasil penelitian tahun 2011
diberitakan bahwa hasil produksi tanaman padi skala nasional setiap tahunnya
mencapai 71,29 juta ton. Hasil samping berupa jerami padi mencapai 12 sampai
15 ton setiap hektarnya (Berita Resmi Statistik, 2013). Makarim et al., (2007)
menyatakan jerami padi termasuk organ vegetatif yang terdiri dari batang, daun
dan tangkai malai. Secara morfologi jerami padi tersusun atas bagian daun,
pelepah daun, dan ruas atau buku. Ketiga bagian tersebut terdapat kandungan
silika dan selulosa yang cukup tinggi, sehingga dibutuhkan waktu yang relatif
lama untuk proses pelapukan. Proses pelapukan tersebut dapat dipercepat apabila
jerami diberi perlakuan seperti pemberian urea, kapur, atau mikroba perombak

bahan organik seperti bakteri selulolitik.

2.3 Selulosa

Selulosa merupakan salah satu komponen dalam susunan dinding sel
tanaman, dengan kandungan mencapai 35 - 50% dari berat kering tanaman (Saha
et al., 2004). Selulosa adalah polimer alam yang paling melimpah, terdiri atas
polimer glukosa yang terbentuk secara linier dari unit B-1,4 glukosa yang
dihubungkan melalui ikatan B-1,4-D-glikosida (Perez et al., 2002; Han et al.,
1995). Rumus molekul selulosa adalah (CsH10Os)n. Selulosa paling banyak
dimanfaatkan oleh sektor industri sebagai bahan baku alternatif. Namun
produksinya belum maksimal karena adanya ikatan hidrogen intra dan antar
molekul yang kuat pada struktur selulosa sehingga menyebabkan kesulitan saat
proses penguraiannya (Song et al., 2008).

Selulosa tidak dapat ditemukan murni, pada umumnya berasosiasi dengan
pektin, hemiselulosa dan lignin atau disebut sebagai lignoselulosa. Selulosa sulit
diuraikan karena terhubung dengan ikatan glikosidik, terdapat didalam tumbuhan
yang tersusun dalam bentuk fibril berupa molekul yang tersusun paralel (Fitriani
et al., 2003). Penguraian komponen selulosa oleh aktivitas mikroorganisme
seperti bakteri dan fungi digunakan sebagai sumber energi (Sukumaran et al.,
2005). Selulosa dihidrolisis oleh bakteri melalui sekresi enzim selulase pada rantai

panjang selulosa melalui pemotongan ikatan B-1,4 glukosida. Selulosa terurai



menjadi glukosa dan karbondioksida apabila berada pada lingkungan aerobik
kemudian bergabung dalam sel, sedangkan pada lingkungan anaerobik selulosa

akan terurai menjadi alkohol dan asam organik (Prihatiningrum et al., 2002).

2.4 Hidrolisis Selulosa

Proses hidrolisis selulosa merupakan penguraian molekul dengan ikatan
air sehingga menghasilkan molekul yang lebih kecil berupa glukosa. Faktor yang
mempengaruhi antara lain konsentrasi asam, suhu dan waktu hidrolisis. Reaksi
yang terjadi antara air dengan komponen organik cukup lama pada kondisi normal
sehingga perlu adanya penambahan katalis untuk mempercepat reaksi. Hidrolisis
selulosa secara sempurna akan menghasilkan monomer selulosa yaitu glukosa,
sedangkan hidrolisis tidak sempurna menghasilkan selobiosa yang merupakan
disakarida dari selulosa (Amelia et al., 2013).

Proses hidrolisis selulosa hingga menghasilkan glukosa melalui hidrolisis
asam dengan menggunakan H,SO, atau melalui hidrolisis enzimatis menggunakan
enzim selulase (Fuadi et al., 2017). Dalam hidrolisis selulosa yang memiliki
struktur linier, selulosa diubah menjadi selubiosa kemudian menjadi glukosa
(Sarker, 2007). Umumya reaksi hidrolisis selulosa adalah sebagai berikut:

(CeH1005),+ NH20 — nCgH1,06

Panjang rantai polimer adalah n yang mana menunjukkan derajat
polimerisasi. Penguraian 1 mol selulosa akan menghasilkan n mol glukosa.
Berdasarkan persamaan reaksi tersebut, diketahui bahwa hidrolisis selulosa dapat
dilakukan hanya menggunakan air, namun harus memerlukan waktu yang sangat
lama. Sehingga untuk mempercepat reaksi, perlu ditambah katalisator berupa
asam atau enzim (Fuadi et al., 2017).

Tahap dalam sistem enzimatik dalam proses hidrolisis selulosa menjadi
glukosa melalui dua tahap yaitu penguraian ikatan glukosidik menjadi selobiosa
melalui B-1,4 glukanase dan penguraian ikatan B-1,4 glukosidik pada selobiosa
menjadi glukosa melalui B-glukosidase (Reese et al., 1976). Proses hidrolisis
selulosa diperlukan kerja sinergistik dari tiga reaksi sistem multienzim dari

selulase. Proses hidrolisis selulosa oleh enzim selulase terdapat pada Gambar 2.1:
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Gambar 2.1. Proses Hidrolisis Selulosa (Abdullah, 2011)

Mekanisme kerja dari hidrolisis selulosa melibatkan tiga kelompok enzim
yaitu endoglukanase (endo B-1,4 glukanase) yang aktivitasnya berada pada
wilayah serat selulosa dan terjadi kerusakan interaksi non-kovalen yang hadir
dalam struktur kristal selulosa (endo-selulase) membentuk ujung rantai bebas.
Selanjutnya eksoglukanase (ekso [-1,4 glukanase) atau selobiohidrolase
mendegradasi lebih lanjut dengan memindahkan unit-unit selobiosa dari ujung
rantai yang bebas, dan f-1,4 glukosidasi atau selobiase berperan sebagai
penghidrolisis selobiosa menjadi unit glukosa (Amelia et al., 2013).

Proses degradasi selulosa terjadi akibat sistem kerja enzim dengan
spesifikasi berbeda dan saling bekerjasama dalam menghidrolisis ikatan $-1,4
glikosidik pada rantai selulosa. Reaksi enzim melalui proses kerja yang sinergis
yaitu endoglukanase, eksoglukanase, dan B-glukosidase (Lymar et al., 1995).
Bakteri selulolitik menghasilkan enzim selulase yang komplek bekerja sama
menguraikan selulosa hingga menjadi unit glukosa. Endoglukanase merupakan
salah satu reaksi selulase yang selalu ditemukan pada mikroorganisme selulolitik.
Enzim ini memiliki afinitas tinggi pada daerah amorf dan serat selulosa dalam
melakukan hidrolisis ikatan B-1,4 glikosidik secara acak pada substrat CMC
sehingga nilai viskositas substart yang dapat larut menjadi turun (Razie et al.,

2011). Enzim eksoglukanase atau selobiohidrolase berperan dalam menghidrolisis



selulosa dalam bentuk kristal pada ujung rantai oligosakarida menjadi selobiosa,
yaitu dua molekul glukosa yang memiliki ikatan 3-1,4 glikosidik (Meryandini et
al., 2009). Enzim B-glukosidase melakukan pemutusan ikatan (3-1,4 glikosida dari

dua molekul glukosa menjadi gula reduksi sederhana (Razie et al., 2011).

2.5 Enzim

Enzim merupakan biokatalisator dengan kemampuan 10% sampai 10" kali
lebih cepat. Adanya enzim akan sangat berpengaruh terhadap kecepatan proses
reaksi (Lehninger, 1982). Enzim merupakan susunan asam amino yang teratur dan
tetap, memiliki struktur tiga dimensi dan bekerja pada substrat tertentu yang
spesifik. Hal tersebut disebabkan oleh sifat khusus pada gugus polar dan non polar
pada enzim (Fessenden, 1994). Enzim berperan sebagai Kkatalisator karena
memiliki spesifitas yang tinggi dapat mempercepat reaksi tanpa pembentukan
produk samping. Selain itu, enzim bersifat aman dan mudah dikontrol karena
berpotensi pada suhu normal dan pH netral (Poedjiadi & Supriyatin, 2005).

Aktivitas enzim pada suatu reaksi dipengaruhi oleh suhu yang secara
umum meningkatnya suhu hingga melebihi suhu optimum akan menimbulkan
peningkatan kerja enzim namun melemahnya ikatan struktural dalam enzim
sehingga menimbulkan enzim terdenaturasi (Pratiwi et al., 2008). Enzim tidak
aktif pada suhu rendah mencapai 0° dan aktif kembali pada suhu normal
(Poedjiadi & Supriyatin, 2005). Reaksi yang tepat berada pada suhu optimum
(Rodwell, 2011). Hubungan aktivitas enzim dengan suhu ditunjukkan pada
Gambar 2.2.
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Gambar 2.2. Hubungan Aktivitas Enzim dengan Suhu (Poedjiadi et al., 2006).



Selain dipengaruhi oleh suhu, aktivitas enzim dipengaruhi oleh perubahan
pH yang berkaitan dengan struktur ion enzim berupa ion positif dan negatif
(zwitter ion). Pada umumnya enzim memiliki aktivitas maksimum dengan pH
antara 4,5 sampai 8,0. Nilai pH yang terlalu tinggi maupun terlalu rendah
menyebabkan denaturasi sehingga aktivitas enzim menurun (Winarno et al.,

2002). Hubungan aktivitas enzim dengan pH ditunjukkan pada Gambar 2.3.

Aktivitas Enzim

Gambar 2.3. Hubungan Aktivitas Enzim dengan pH (Winarno et al., 2002).
Konsentrasi enzim juga dapat mempengaruhi kecepatan reaksi enzimatik
sehingga aktivitas enzim meningkat (Poedjiadi & Supriyatin, 2006). Semakin
tinggi konsentrasi enzim pada suatu reaksi maka semakin tinggi aktivitas enzim
dalam mengkatalis reaksi tersebut (Lehninger, 2005). Hubungan kecepatan reaksi

dengan konsentrasi enzim ditunjukkan pada Gambar 2.4.
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Gambar 2.4. Hubungan Kecepatan Reaksi dengan Konsentrasi Enzim
(Poedjiadi et al., 2006).

2.6 Enzim Selulase
Enzim selulase bekerja dengan memotong ikatan glukosida B-1,4 pada
rantai panjang selulosa. Makhluk hidup yang dapat menghasilkan enzim selulase

selain dari kelompok tumbuhan ialah beberapa hewan seperti sapi, kambing dan



rayap karena terdapat bakteri yang berperan dalam hidrolisis ikatan B-1,4 D-
glikosidik pada sistem pencernaannya (Salma & Gunarto, 1999). Enzim selulase
dikelompokkan dalam jenis enzim hidrolase disebabkan proses penguraian
selulosa dengan cara hidrolisis (Zhang et al., 2006).

Dalam proses metabolisme mikroorganisme dapat mensekresikan partikel
lain yang disebut dengan selulosom. Selulosom berperan mendisintegrasikan
menjadi enzim yang dapat mendegradasi selulosa (Belitz et al., 2008). Enzim
selulase berfungsi dalam proses hidrolisis selulosa melalui penguraian ikatan [-
1,4 D-glikosida untuk membentuk oligosakarida hingga diperoleh hasil akhir
berupa glukosa. Aktivitas enzim bekerja secara sinergis membentuk menjadi tiga
reaksi diantaranya yaitu endoglukanase (endo-f-1,4-glucanase), B-glukosidase (j3-
D-glucosideglucohydrolase) dan selobiohidrolase atau eksoglukanase (exo-p-1,4-
glucanase) (Zhang et al., 2006 & Doi et al., 2003).

Enzim selulase cenderung stabil pada kondisi ekstrim dan merupakan
kompleks multienzim sehingga dapat dimanfaatkan pada sektor industri. Enzim
selulase banyak diaplikasikan pada industri kertas untuk memodifikasi serat,
menghilangkan warna dan meningkatkan drainase. Selain itu, digunakan pada
industri tekstil sebagai biopolishing dan deterjen karena dapat mencerahkan warna

kain dan melembutkan tekstur kain (Ladeira et al., 2015).

2.7 Faktor Genetika Aktivitas Enzim Selulase

Aktivitas enzim dipengaruhi oleh faktor internal (genetik) dan faktor
eksternal (kondisi lingkungan) antara lain suhu, pH, senyawa penginduksi, sumber
karbon dan waktu produksi (Prima et al., 2015). Faktor genetik bakteri
mempengaruhi enzim selulase yang dihasilkan dari spesies mikroorganisme
penghasil enzim selulase atau bakteri selulolitik. Gen menentukan sifat enzim
yang berperan dalam rangkaian reaksi kimia pada proses metabolisme (Prima et
al., 2015). Setiap mikroorganisme memiliki gen yang berbeda sehingga sifat yang
dimunculkan berbeda. Setiap gen memiliki sifat spesifik sebagai kode reaksi suatu
enzim. Berdasarkan fungsinya jenis gen terbagi atas gen pengatur dan gen

struktural. Gen struktural menentukan struktur enzim berupa urutan asam amino,



sedangkan gen pengatur mengarahkan pada laju sintesis enzim (Campbell et al.,
2002).

2.8 Substat

Substrat atau dapat disebut sebagai media merupakan suatu tempat tumbuh
yang mengandung nutrisi untuk mendukung pertumbuhan mikroba. Substrat harus
mengandung komponen nutrient yang cukup untuk memenuhi kebutuhan mikroba
dan sebagai tempat untuk tumbuh dan berkembang sehingga menghasilkan
produk metabolit dari proses metabolisme setiap mikroba. Substrat lebih banyak
berasal dari kelompok tumbuhan seperti biji-bijian (grain), susu (milk) dan sedikit
dari kelompok hewan (Indriyanto, 1995).

Substrat atau media berdasarkan bentuknya dibedakan menjadi tiga, antara
lain yang substrat cair seperti air untuk pembuatan anggur, substrat semi cair
contohnya pada proses pembuatan yoghurt, dan substrat padat, contohnya pada
produksi tempe dan solid substrate fermentation (SSF) untuk jamur berfilamen,
yeast dan Streptomyces. Selain itu, bahan alami yang berasal dari hasil pertanian
dan hutan juga dapat digunakan sebagai media karena memiliki kandungan seperti
karbohidrat yang terdiri antara lain pati (tepung), selulosa, hemiselulosa dan lignin
(Nurcahyo et al., 2011).

Komposisi substrat termasuk faktor yang mempengaruhi pertumbuhan
mikroorganisme serta produksi enzim karena digunakan untuk sumber energi
dalam proses pembentuk sel mikroorganisme (Darwis & Sukara, 1990). Salah satu
komposisi substrat yang dapat dipergunakan untuk pertumbuhan mikroba dan
produksi enzim adalah selulosa. Ketersediaan selulosa di bumi sebagai senyawa
organik sangat melimpah karena dapat diperoleh dari beberapa hasil limbah
pertanian maupun perkebunan. Selulosa termasuk serat padat yang merupakan
sisa pemurnian dari jaringan tanaman dengan asam dan ammonia. Karbohidrat
merupakan salah satu jenis bahan hasil pemurnian dari selulosa dikarenakan
residu glukosa yang hampir sama dengan pati, dan merupakan isomer dari bahan

penyusun pati (Zugenmaier, 2008).



Pati merupakan polisakarida yang tersusun atas karbohidrat (Fessenden &
Fessenden, 1986). Pati berpotensi memiliki sumber karbon yang tersedia
melimpah di alam dengan harga yang relatif murah. Pati banyak ditemui pada
berbagai hasil perkebunan dan pertanian antara lain beras, ketela pohon, ubi jalar
dan gandum. Pati dapat pula ditemukan pada berbagai industri sebagai limbah,
salah satunya adalah onggok.

a. Onggok

Onggok merupakan hasil samping industri tepung tapioka yang sangat
melimpah. Proses produksi tepung tapioka dihasilkan sebesar 250 kg (24%)
tapioka dan 114 kg (11,4%) berupa limbah onggok dari setiap ton bahan ubi kayu.
Perolehan limbah berupa onggok semakin meningkat seiring dengan
meningkatnya produksi tapioka (Supriyati et al., 2005). Komponen yang
diperoleh dari industry ini adalah pati dan serat kasar. Pemanfaatan onggok di
kalangan masyarakat masih sebatas sebagai pakan ternak. Berdasarkan penelitian
Amenaghawon et al., (2014) onggok atau ampas singkong memiliki kandungan
selulosa sebanyak 21,3%, hemiselulosa 36,6% dan lignin sebanyak 17,3%. Serat
kasar berupa selulosa dan hemiselulosa merupakan serat yang terkandung dalam
tanaman yang sulit larut dalam air bahkan tidak dapat larut (Arnata, 2009).

b. Dedak dan Bekatul

Secara morfologi hasil panen padi terdiri atas endosperma atau butiran
beras dan kulitnya atau disebut dengan sekam. Proses penggilingan maupun
penumbukan padi agar mendapatkan beras yang didalamnya mengandung
komposisi 16-28% sekam, 6-11% dedak, 2-4% bekatul, dan kurang lebih
mencapai 60% endosperma. Jadi pada proses penggilingan padi ada dua perlakuan
penyosohan, yang pertama menghasilkan dedak dan yang kedua menghasilkan
bekatul (Aswatan, 2009). Perbedaan dedak dan bekatul menurut Bahan Pangan
Dunia (FAO) yaitu dedak adalah lembaga, pericarp dan tegmen yang merupakan
lapisan sebelah luar dari butiran beras. Sedangakan bekatul adalah lapisan aleuron
dan endosperma berpati yang merupakan lapisan dalam dari beras.

Karbohidrat merupakan senyawa kimia yang tersusun atas gugus hidroksil,

dibentuk oleh tanaman hijau selama proses fotosintesis sehingga berguna sebagai



sumber energi dan komponen structural dalam organisme. Karbohidrat pada
bekatul mengandung selulosa, hemiselulosa dan pati. Sedangkan karbohidrat
utama didalam dedak adalah hemiselulosa (8,7-11,4 %), selulosa (9-12,8 %), pati
(5-15 %) dan B-glucan (1 %) (Hargrove, 1994).

2.9 Uji Aktivitas Enzim Selulase dengan Metode DNS

Penentuan aktivitas enzim diperoleh dari hasil pengukuran kadar gula
reduksi dari proses hidrolisis enzim. Metode yang umum digunakan adalah
dengan DNS (3,5-dinitrosalicylic acid) (lrawati, 2016). Metode DNS vyaitu
dengan menggunakan pereaksi DNS sebagai pengukuran mikroba dalam
memproduksi gula reduksi. Metode ini dapat diaplikasikan pada pereaksi yang
sangat kecil karena memiliki tingkat ketelitian yang tinggi (Putri, 2016). Metode
DNS dipilih karena lebih mudah dilakukan dalam pengukuran sampel (Hasanah &
Iwan, 2015). Sedangkan pada metode Nelson-Somogy memiliki kelemahan yaitu
harus lebih berhati-hati karena pereaksi cukup beracun sehingga perlakuan yang
dilakukan lebih rumit (Irawati, 2016).

Penentuan gula reduksi dari sekresi enzim pendegradasi polisakarida yang
sering digunakan adalah dengan metode DNS, yaitu dengan menggunakan reagen
asam 3,5-dinitrosalisilat. Reagen tersebut memiliki daya serap tinggi pada sinar
radasi elektromagnetik pada gelombang 540 nm sehingga membentuk senyawa
asam 3-amino-5-nitrosalisilat yang ditandai perubahan warna menjadi kuning
kecoklatan (Bailey, 1992). Reaksi dari reagen DNS dengan gula pereduksi
menyebabkan perubahan warna yang semula berwarna kuning berubah semakin
pekat hingga berwarna jingga kemerahan (Irawati, 2016). Komponen pendukung
dalam kerja pereaksi reagen DNS antara lain KNa-tartarat, fenol, sodium bisulfit
(Na2S0s3), dan natrium hidroksida (NaOH) (Irawati, 2016).

Aktivitas enzim selulase dapat ditentukan dari nilai absorbansi sehingga
didapatkan nilai konsentrasi standar glukosa. Hasil pengukuran selanjutnya
dilakukan perhitungan dengan rumus hingga diperoleh nilai aktivitas dengan

satuan U/mL. Artinya dalam satu unit merupakan konsentrasi enzim yang



diperlukan dalam memecahkan 1 pmol selulosa hingga menjadi gula pereduksi
perwaktu inkubasi (Huan et al., (2012) dalam Irawati, 2016).

C H

AE = X
BM Produk xt E

Keterangan dari rumus meliputi AE merupakan aktivitas enzim dengan
satuan (Unit/mL); C adalah konsentrasi glukosa; BM disimbolkan sebagai berat
molekul glukosa dengan nilai 180 g/mol; selanjutnya t adalah waktu inkubasi
dengan satuan menit; H merupakan volume total enzim substrat dengan satuan ml;

dan E merupakan simbol untuk volume enzim dalam mL.

2.10 Kurva Pertumbuhan Bakteri Sululolitik
Kurva pertumbuhan adalah suatu grafik yang berisi informasi fase
kehidupan dan kecepatan pertumbuhan sel mikroba. Proses membuat kurva
pertumbuhan merupakan salah satu rangkaian penelitian mikrobiologi sebagali
data aktivitas pertumbuhan dan karakteristik kolonisasi isolat mikroba. Selain itu,
perhitungan waktu generasi berguna untuk mengetahui proses metabolisme
mikroba. Fase pertumbuhan mikroba pada umumnya meliputi, lag (adaptasi), log
(pertumbuhan eksponensial), stasioner dan kematian (Fardiaz, 1992).
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Gambar 2.5 Kurva Pertumbuhan Bakteri (Wahyuni, 2017)



Fase lag terjadi proses adaptasi mikoba dengan media tumbuh baru, yang
mana jumlah perubahan sel sangat sedikit sehingga hanya ada perubahan pada
massa sel namun tidak ada perubahan jumlah sel. Memasuki fase log atau
eksponensial dimana mulai terjadi pembelahan sel dan masuk pada periode
pertumbuhan, aktif bereproduksi dan waktu generasi berjalan konstan. Pada fase
stasioner laju pertumbuhan mulai melambat dan populasi stabil sehingga
presentase kehidupan bakteri sebanding dengan kematiannya. Pada fase ini, sel
mikroba mulai mengeluarkan senyawa atau metabolit sekunder yang dapat
meracuni media dan dapat menimbulkan kematian mikroba. Fase akhir dari
pertumbuhan mikroba adalah fase kematian dengan ditandai garis menurun yang
menggambarkan banyaknya sel mikroba yang mati. Pertumbuhan bakteri akan
terhenti saat konsentrasi sel sangat besar sedangkan nutrisinya tidak mencukupi

sehingga bakteri mati (Tortora et al., 2001).
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METODE PENELITIAN

3.1 Rancangan Penelitian

Penelitian ini merupakan penelitian deskriptif untuk mengetahui jenis
bakteri selulolitik melalui proses isolasi dari jerami padi dan dilakukan uji
aktivitas enzim selulase pada berbagai substrat (bekatul, dedak, dan onggok).
Penelitian dilakukan melalui dua tahap, tahap pertama secara diskriptif kualitatif
dengan mengisolasi bakteri selulolitik dari jerami padi dan dilanjutkan dengan
screening. Bakteri hasil isolasi ditanamkan pada media selektif CMC
(Carboxymethyl cellulose) kemudian dilakukan identifikasi dan uji aktivitas enzim
menggunakan pewarna congo red hingga diperoleh data kualitatif. Penelitian
tahap kedua dilakukan secara diskriptif kuantitatif menggunakan reagen DNS
(3,5-dinitrosalisilat) untuk mengetahui aktivitas enzim selulase pada berbagali

substrat yaitu bekatul, dedak dan onggok.

3.2 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan September 2020 — Februari 2021 di
Laboratorium Mikrobiologi Jurusan Biologi Fakultas Sains dan Teknologi

Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang.

3.3 Alat dan Bahan
3.3.1 Alat

Peralatan yang digunakan dalam penelitian ini adalah neraca digital
Sartorius, incubator Mammerr, Laminar Air Flow (LAF) ESCO, hot plate
Thermo Scientific, oven, autoklaf SS XFS 280A, shaker incubator BENCHMARK,
water bath, thermometer, object glass, vortex Maxi Mix |, jarum ose, pipet, lemari
es, erlenmeyer PYREX IWAKI, tabung reaksi PYREX IWAKI, cawan petri PYREX
IWAKI, bunsen, korek, spectrophotometer UV-Vis, botol flakon, penggaris, kuvet,
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magnetic stirrer, sentrifugasi Thermo Scientific, neraca analitik, blue tip ONE-
MED, mikroskop, micropipet BIO-RAD dan blender Miyako, tabung Eppendorf.

3.3.2 Bahan

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah jerami padi sebagai
sampel yang diisolasi, beberapa reagen dan bahan penelitian yang digunakan
antara lain akuades, alkohol 70% untuk desinfektan, NA (Nutrient agar), CMC
(carboxymethyl cellulose), NB (Nutrient broth), MgSO,.7H,0, CaCl,.2H,0,
K,HPO,4, KNO3, FeSO,4.7H,0, yeast ekstract, agar, spirtus, alumunium foil, kertas
label, tissue, kapas dan kasa secukupnya. Substrat yang digunakan dalam penelitin
ini adalah bekatul, dedak, dan onggok. Reagen pewarnaan gram (Crystal violet
(hexamethyl pararosaniline), Safranin (2,8-dimethyl-3,7-diamino-phenazine),
alkohol 70%), minyak inersi, NaOH, malachite green (4-4-(dimethylamino-
phenyl), reagen DNS (3,5-dinitrosalisilat), pewarna Congo Red, reagen
arsenomolibdat, dan buffer fosfat.

3.4 Prosedur Penelitian
3.4.1 Preparasi Alat
Semua peralatan dari kaca dan media yang digunakan dalam penelitian
disterilisasi dengan autoklaf pada suhu 121°C dengan tekanan 1 Psi selama 15

menit.

3.4.2 Preparasi Sampel Jerami Padi
Jerami padi diambil dari persawahan pasca panen padi, dikeringkan
menggunakan oven pada suhu 55°C selama 3 hari. Sampel yang sudah kering
dihaluskan dengan blender dan ayakan 65 mesh (Meryandini et al., 2009).

3.4.3 Isolasi Bakteri

Isolasi bakteri selulolitik pada jerami padi diawali dengan melakukan
perendaman sampel menggunakan akuades steril selama 24 jam pada shaker
inkubator dengan tujuan agar larutan zat membentuk larutan yang homogen
melalui getaran dan gerakan satu arah dari shaker. Selanjutnya dilakukan

pengenceran bertingkat dari 10™ sampai 10™°. Pengenceran bertingkat bertujuan



mengurangi kepadatan koloni yang tumbuh pada media isolasi. Hasil
pengenceran 10®, 10°, dan 10 ditanam dalam media NA sebanyak 1 mL
dengan 2 kali ulangan menggunakan metode tuang (pour plate) dan diinkubasi

selama 24 jam (Hapsoh et al., 2016).

3.4.4 Pemurnian dan Seleksi Bakteri Selulolitik

Pemurnian dan seleksi bakteri selulolitik dilakukan pada media selektif
yaitu CMC (carboxymethyl cellulose). Komposisi media CMC antara lain yeast
ekstrak 0,2 gram, pepton 1% 0,2 gram, NaCl 0,1 gram, MgSQO,.7H,0 0,01 gram,
CaCl, 0,01 gr, bakto agar 1,5 gram, dan CMC 0,05 gram. Seluruh bahan
dilarutkan dengan akuades hingga volume akhir 100 mL pada erlenmeyer.
Selanjutnya dipanaskan dengan hot plate sampai mendidih dan dihomogenkan
menggunakan magnetic stirrer. Hasil media selektif CMC selanjutnya
dimasukkan dalam autoklaf untuk disterilkan (Khadijah, 2012). Pemurnian bakteri
dilakukan dengan menuangkan media CMC steril pada cawan petri, dan ditunggu
hingga media memadat.

Selanjutnya diambil isolat menggunakan ose dan diinokulasikan pada
media CMC dengan metode gores (streak kuadran) kemudian diinkubasi pada
suhu 37°C selama 24 jam. Hasil pemurnian bakteri ditandai melalui pertumbuhan
isolat yang terpisah atau menyendiri dengan bentuk morfologi yang sama.
Peremajaan bakteri selulolitik dilakukan setiap satu minggu sekali pada media
CMC miring dengan metode zig-zag. Hasil peremajaan bakteri dipindahkan
kedalam lemari es sebagai stok subkultur (Murtiyaningsih et al., 2017).
3.4.4.1 Karakterisasi Morfologi

Karakterisasi morfologi dilakukan dengan menumbuhkan isolat pada
media selektif kemudian mengamati penampakan koloni bakteri melalui
pandangan atas dapat berupa titik, bulat, benang, tidak beraturan, seperti akar atau
seperti kumparan. Pengamatan permukaan koloni bakteri dilakukan melalui arah
samping dapat diperoleh tekstur rata, datar timbul, melengkung atau membukit.

Tepi koloni bakteri diamati dari pandangan atas dengan bentuk utuh, berombak,



berbelah, bergerigi, dan keriting. Pengamatan terakhir pada warna koloni dapat
berwarna putih, kelabu, kekuningan dan hampir bening (Asadullah, 2014).

3.45 Screening dan Uji Aktivitas Bakteri Selulolitik

Screening digunakan untuk mendeteksi adanya bakteri dan aktivitasnya
sebagai uji kualitatif. Suspensi isolat bakteri selulolitik murni diinokulasikan
dengan cara ditotolkan pada media CMC dalam cawan petri dan diinkubasi pada
suhu 37° C selama 24 jam. Screening bakteri selulolitik dilakukan dengan cara
menuangkan larutan congo red 0,1% kedalam cawan petri dan didiamkan selama
15 menit. Selanjutnya dilakukan pembilasan menggunakan NaCl 1 M selama 15
menit sebanyak tiga kali pembilasan (Murtiyaningsih et al., 2017).

Proses hidrolisis selulosa oleh bakteri selulolitik ditandai dengan
terbentunya zona bening di sekitar koloni bakteri. Aktivitas enzim selulase dari
bakteri selulolitik ditentukan dengan luas ukuran pada area bening dan ukuran
koloni. Zona bening yang terbentuk diukur dan dilakukan perhitungan nilai indeks
selulolitik (IS) dengan rumus sebagai berikut (Sukmawati, 2018):

Rumus Indeks Selulolitik = Diameter zona bening — Diameter koloni

Diameter Koloni

3.4.6 Uji Aktivitas Enzim Selulase
a. Pembuatan Kurva Pertumbuhan

Fase pertumbuhan bakteri dapat diketahui dengan pembuatan kurva
pertumbuhan, hingga diperoleh hasil berupa waktu inkubasi bakteri yang optimal
dalam menghasilkan enzim selulase. Isolat bakteri selulolitik sebanyak 2 ose
diinokulasikan pada media CMC broth 1% sebanyak 15 mL, kemudian di shacker
pada suhu 37°C selama 18 jam dengan kecepatan 150 rpm. Sebanyak 12 mL
masing-masing stok dipindanhkan ke erlenmeyer yang berisi 120 mL media CMC
broth dan di shacker kembali. Diambil inokulum 1,5 mL setiap 2 jam sekali untuk
dilakukan pengukuran OD (Optical density) atau kepadatan sel menggunakan
spektrofotometer UV-Vis dengan panjang gelombang 600 nm (Baharuddin et al.,

2014). Pengukuran dilakukan sampai nilai OD menurun atau menunjukkan fase



kematian. Kurva pertumbuhan dibuat dengan memplotkan nilai OD terhadap
waktu inkubasi (Purkan et al., 2014).
b. Pembuatan Kurva Standar Glukosa

Kurva standar atau kurva kalibrasi dibuat untuk menentukan konsentrasi
kadar glukosa reduksi tertinggi. Tahap awal yaitu dengan membuat stok glukosa
sebanyak 1 gram yang dilarutkan dalam 100 mL H,O steril sehingga diperoleh
perbandingan dalam 1 mL larutan mengandung 10 mg glukosa. Disiapkan larutan
glukosa dengan konsentrasi berbeda yaitu 0 ppm, 50 ppm, 100 ppm, 150 ppm,
200 ppm, 250 ppm dan 300 ppm. Selanjutnya dari setiap konsentrasi diambil
sebanyak 1 mL dan dimasukkan ke dalam tabung reaksi sebagaimana tercantum
pada Tabel 3.1 (Murtiyaningsih et al., 2017). Ditambahkan 1 mL larutan DNS ke
setiap tabung reaksi dan dihomogenkan menggunakan vortex.

Tabel 3.1. Konsentrasi Larutan Glukosa

Konsentrasi Larutan stok
Akuades (ml) standar glukosa
Ppm mg/ml (ml)
0 0.00 2.00 0.00
50 0.05 1.90 0.10
100 0.10 1.80 0.20
150 0.15 1.70 0.30
200 0.20 1.60 0.40
250 0.25 1.50 0.50
300 0.30 1.40 0.60

Hasil larutan campuran dipanaskan dalam air mendidih selama 15 menit
dan didinginkan. Indikasi adanya gula reduksi pada sampel ditandai dengan
perubahan warna pada larutan DNS yang memiliki warna kuning akan bereaksi
dengan gula reduksi menjadi berwarna jingga kemerahan. Dilakukan pengukuran
konsentrasi menggunakan spektrofotometer pada gelombang 540 nm dengan tiga
kali pengulangan. Nilai absorbansi yang diperoleh diolah menggunakan program
Microsoft Exel hingga diperoleh rumus persamaan reaksinya.

c. Uji Aktivitas Enzim Selulase pada Berbagai Substrat
Uji Aktivitas enzim selulase pada berbagai substrat (dedak, bekatul dan

onggok) dengan konsentrasi 2% (b/v). Diambil inokulum sebanyak 5 mL



kemudian diinokulasikan pada masing-masing substrat dalam 50 mL lalu
diinkubasi pada skaker inkubator hingga masa bakteri berada pada fase
eksponensial dan dilakukan pemanenan enzim dengan melakukan sentrifugasi
pada kecepatan 4000 rpm selama 15 menit pada suhu 4°C. Selanjutnya hasil
supernatan diambil sebanyak 2 mL dan ditambahkan reagen DNS sebanyak 1 mL.
Hasil perhitungan nilai OD pada panjang gelombang 540 nm disubtitusikan
sebagai nilai y pada persamaan regresi dan dimasukkan dalam rumus aktivitas
enzim. Aktivitas selulase dapat ditentukan menggunakan nilai absorbansi yang

dikonversikan dengan rumus (lrawati, 2016):

Aktivitas Enzim (l) . 3 X E
mL BM glukosa xt E
Keterangan:
& = Konsentrasi glukosa
BM = Berat Molekul Glukosa (180 g/mol)
t = Waktu inkubasi (menit)
H = Volume total enzim-substrat (mL)
B = Volume enzim (mL)

3.4.7 Identifikasi Morfologi dan Uji Katalase
a. Pewarnaan Gram

Proses identifikasi jenis bakteri salah satunya dengan melakukan
pewarnaan gram sehingga diketahui perbedaan struktur dinding selnya. Teknik
pewarnaan gram Yyaitu dengan mengambil bakteri selulolitik dengan jarum ose
kemudian disuspensikan dengan akuades pada gelas objek. Gelas objek atau
preparat dipanaskan menggunakan api bunsen untuk proses fiksasi hingga kering.
Selanjutnya diberi tetesan larutan kristal violet sebagai zat warna utama dan
didiamkan selama 1 menit lalu dibersihkan menggunakan air mengalir dan
dikeringkan. Tahap selanjutnya preparat ditetesi menggunakan larutan iodin
selama 1 menit, kemudian dibersihkan dengan air mengalir dan dikeringkan.
Pemberian larutan iodin bertujuan untuk mengintensifkan zat warna utama
(Hadioetomo, 1999).



Preparat diberi tetesan larutan alkohol 96% kemudian ditunggu selama 30
detik. Alkohol berfungsi sebagai larutan pencuci sehingga dapat melunturkan zat
warna utama. Dilakukan penetesan dengan larutan safranin sebagai zat warna
kedua dan didiamkan selama 30 detik, kemudian dibersihkan dengan mengalirkan
air dan dikeringkan. Dilakukan pengamatan preparat menggunakan mikroskop
dengan pemberian minyak inersi agar diperoleh hasil pengamatan yang lebih jelas.
Hasil pengamatan diperoleh hasil jika berwarna ungu merupakan bakteri gram
positif, sedangkan apabila terbentuk warna merah maka termasuk kelompok
bakteri gram negatif (Hadioetomo, 1999).

b. Pewarnaan Endospora

Pewarnaan endospora dilakukan dengan mengambil sedikit biakan murni
menggunakan jarum ose lalu di suspensikan dengan akuades steril pada gelas
objek. Tahap selanjutnya preparat difiksasi menggunakan api bunsen dan diberi
tetesan pewarna malachite green. Pewarna malachite green merupakan zat warna
utama yang berfungsi memberi warna hijau pada endospora (Harley & Prescott
2002 & Tortora et al., 2010). Selanjutnya preparat diletakkan diatas kawat yang
sudah dipanaskan diatas air mendidih selama 10 menit. Kemudian preparat dicuci
dengan air mengalir secara hati-hati. Selanjutnya preparat diberi zat warna lawan
berupa safranin yang memberi warna merah pada bagian sel bakteri selain pada
endospore dan didiamkan selama 30 detik. Kemudian preparat dicuci kembali
dengan air mengalir secara hati-hati. Preparat diamati dengan mikroskop, uji
positif ditunjukkan dengan sel vegetative berwarna merah dan spora berwarna
hijau (Lay, 1994).

c. Uji Katalase

Uji katalase dilakukan dengan menginokulasikan satu ose bakteri ke object
glass kemudiam ditetesi dengan 2-3 tetes larutan hidrogen peroksida (H,0O3). Uji
katalase positif ditunjukkan dengan gelembung O, yang terbentuk (Sjofjan, 2011).
Tahap selanjutnya dilakukan identifikasi bakteri sampai tingkat genus melalui

panduan Bergeys Manual of Determinative Bacteriology 9™ (Holt et al., 1994).



BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Isolasi Bakteri Selulolitik dari Jerami Padi

Isolasi bakteri merupakan proses pemisahan bakteri dari lingkungan asal
ke media buatan hingga diperoleh kultur murni atau biakan murni. Proses isolasi
dilakukan dengan metode pengenceran bertingkat dan inokulasi teknik tuang
(pour plate), diperoleh beberapa isolat bakteri yang memiliki karakteristik
morfologi yang sama dan terpisah (Gambar 4.1). Isolat yang terpilih selanjutnya
dimurnikan menggunakan media selektif untuk memperoleh isolat bakteri

selulolitik dari sampel jerami padi.

Gambar 4.1 Bentuk Koloni Bakteri Hasil Isolasi Pengenceran 10™°
Berdasarkan hasil pemurnian bakteri diperoleh 5 isolat yang dapat tumbuh
pada media seletif CMC menggunakan metode inokulasi streak kuadran
(Gambar 4.2) sedangkan peremajaan bakteri dilakukan pada media selektif CMC
pada agar miring untuk persediaan stok kultur.

Gambar 4.2 Bentuk Koloni Pemurnian Bakteri Selulolitik
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Pemurnian bakteri selulolitik menggunakan media selektif CMC karena
adanya kandungan selulosa yang menunjang aktivitas enzimatis pada isolat
bakteri. Menurut Begum et al., (2013) bakteri selulolitik memiliki kemampuan
tumbuh pada media spesifik CMC agar, menunjukkan bahwa isolat mampu
memanfaatkan selulosa sebagai sumber nutrien dan karbon. Menurut Kurniawan
et al., (2019) bakteri yang mampu tumbuh pada media CMC 1% dapat menjadi
indikasi bahwa bakteri tersebut mampu memanfaatkan selulosa sebagai media dan
nutrisi untuk kehidupannya.

Pemurnian dilakukan dengan mengambil hasil isolat yang tumbuh dengan
memisahkan isolat tunggal dan menanamkan pada media baru. Keberhasilan
proses pemurnian dicirikan adanya koloni tunggal dan seragamnya bentuk
morfologi pada isolat meliputi bentuk, warna, tepi dan elevasi isolate (Hapsoh et
al., 2016). Pemurnian bakteri bertujuan untuk memisahkan bakteri dengan cara
memindahkan bakteri tertentu dari lingkungan asalnya untuk memperoleh kultur
murni yang merupakan sel mikroba dari pembelahan satu sel tunggal (Suriawiria
etal., 2005).

4.1.1 Karakterisasi Morfologi Bakteri

Pengamatan morfologi koloni bakteri dengan melakukan pengamatan
secara langsung hasil dari purifikasi isolat bakteri dengan metode streak kuadran
dan ditumbuhkan pada media selektif CMC. Menurut Meryandini et al., (2010)
penggunaan media CMC dikarenakan adanya kandungan selulosa yang
menunjang aktivitas enzimatis dan sumber karbon sebagai sumber energi sel dan
unsur utama dalam pembentukan sel. Pengamatan morfologi koloni meliputi
bentuk koloni (pengamatan atas), permukaan koloni (pengamatan samping), tepi
koloni (pengamatan atas) dan warna koloni bakteri (Dwijoseputro, 2005). Hasil
pengamatan pada lima isolat bakteri diperoleh karakter morfologi koloni yang
beragam dapat dilihat pada (Tabel 4.1). Menurut Fitriani (2003) karakteristik
morfologi koloni selalu bervariasi tergantung pada strain bakteri yang digunakan

dan perbedaan sistem regulasi gen pada bakteri.



Tabel 4.1 Karakter Morfologi Bakteri dari Jerami Padi

Isolat Bentuk Tepi Elevasi Tekstur Warna

JR1 Bulat Utuh Kubah Halus Krem
beraturan

JR 2 Bulat Berombak Kubah Halus Merah
beraturan

JR3 Bulat Utuh Kubah Halus Merah
beraturan

JR 4 Tidak Berombak Datar Halus Krem
beraturan

JR5 Bulat Berombak il Halus Krem pekat
beraturan datar

Berdasarkan hasil pengamatan morfologi diatas diperoleh karakter pada
isolat JR 1, JR 2, JR 3, dan JR 5 memiliki bentuk bulat beraturan sedangkan isolat
JR 4 berbentuk tidak beraturan. Tepi koloni isolat JR 1 dan JR 3 utuh sedangkan
yang lainnya berombak, elevasi atau bentuk permukaan koloni JR 1, JR 2, dan JR
3 seperti kubah sedangkan JR 4 datar dan JR 5 timbul datar. Isolat JR 1 dan JR 4
berwarna krem, isolat JR 2 dan JR 3 berwarna merah dan JR 5 berwarna krem
pekat dan diperoleh hasil seluruh isolat bakteri memiliki tekstur yang halus.
Menurut Ochman et al., (2005) karakteristik fenotip bakteri bersifat tidak statis,
memungkinkan bakteri yang sama akan memperlihatkan bentuk morfologi yang
berbeda.

4.2 Uji Aktivitas Bakteri Selulolitik

Uji bakteri selulolitik secara kualitatif bertujuan untuk mengetahui
kemampuan bakteri dalam memproduksi enzim selulase. Indikasi produksi enzim
selulase dari bakteri ditunjukkan melalui diameter zona bening yang dihasilkan.
Menurut Kurniawan (2019) perubahan warna congo red yang ditunjukkan dapat
diartikan sebagai bakteri pendegradasi selulosa. Perhitungan pengukuran aktivitas
selulolitik (Lampiran 2 & 4) dari lima isolat bakteri dan uji statistik menggunakan
Uji DMRT diperoleh hasil pada Tabel 4.2.



Tabel 4.2 Zona Bening Bakteri Selulolitik

. : Aktivitas

Kode Isolat  Indeks Selulolitik (cm) Notasi Selulolitik
JR1 0,10 a Rendah
JR?2 0,30 b Rendah
JR3 0,94 e Sedang
JR 4 0,34 C Rendah
JR5 0,79 d Sedang

Keterangan: Notasi menunjukkan bahwa terdapat perbedaan nyata berdasarkan uji
DMRT 5%

Terbentuknya zona bening di sekitar isolat menandakan aktivitas
selulolitik, yaitu proses enzim selulase dalam menghidrolisis media CMC. Hasil
pengukuran zona bening selanjutnya dilakukan perhitungan dengan cara
mengurangkan luas diameter zona bening dengan diameter koloni dan dibagi
dengan diameter koloni hingga diperoleh nilai indeks selulolitik. Isolat JR 3 dan
JR 5 termasuk dalam kategori reaksi enzim sedang, sedangkan isolat JR 1, JR 2
dan JR 4 termasuk reaksi enzim rendah. Menurut Arifin et al., (2019) bakteri
selulolitik dapat membentuk zona bening yang berdiameter di atas 2 cm
dikategorikan tinggi. Diameter pada kisaran 0,6-1,9 cm dikategorikan sedang dan
diameter berkisar 0,1-0,5 cm dikategorikan rendah.

Berdasarkan analisis statistika, perbedaan aktivitas selulolitik dari isolat
bakteri menunjukkan perbedaan yang nyata. Aktivitas isolat bakteri selulolitik
dinotasikan dengan abjad dimana hasil nilai aktivitas tertinggi disimbolkan
dengan notasi abjad tertinggi yaitu huruf ‘e’. Berdasarkan Campbell et al., (2002)
setiap mikroorganisme memiliki gen yang berbeda sehingga sifat yang
dimunculkan berbeda. Setiap gen memiliki sifat spesifik sebagai kode reaksi suatu
enzim. Tinggi rendahnya aktivitas enzim selulase dari bakteri disebabkan oleh
perbedaan kemampuan bakteri dalam mendegradasi substrat selulosa (Putri,
2016). Selain itu setiap bakteri selulolitik akan menghasilkan kompleks enzim
selulase yang berbeda tergantung dari gen yang dimiliki dan juga sumber karbon
atau substrat yang digunakan (Meryandini, 2009). Hasil aktivitas selulolitik dapat
dilihat melalui grafik pada Gambar 4.3.
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Gambar 4.3 Grafik Aktivitas Selulolitik Isolat Bakteri dari Jerami Padi

Indeks selulolitik yang terbentuk merupakan indikasi aktivitas selulase
yang merupakan nisbah antara diameter zona bening dengan diameter koloni.
Hasil nilai aktivitas selulolitik semakin besar maka enzim yang dihasilkan oleh
mikroba juga semakin besar. Salah satu enzim yang berperan dalam proses
hidrolisis selulosa menjadi glukosa adalah 1,4 B-endoglukanase yang mampu
dibentuk dengan adanya zona bening pada media CMC (Hapsoh, 2016).
Berdasarkan hasil aktivitas selulolitik dari kelima isolat yang diperoleh terdapat
pada (Gambar 4.3) dengan indikator perhitungan ukuran diameter zona bening
dari setiap koloni yang diamati, dipilih satu isolat yang memiliki nilai indeks
selulolitik paling tinggi yaitu isolat JR 3. Zona bening yang terbentuk dapat dilihat
pada (Gambar 4.4).

Koloni Bakteri

Zona Bening

Gambar 4.4 Zona Bening Bakteri Selulolitik Isolat JR 3



Zona bening yang terbentuk menunjukkan adanya aktivitas hidrolitik oleh
enzim ekstraseluler selulase yang diekskresikan oleh isolat bakteri dengan
diameter tertentu. Pewarna congo red akan berikatan secara spesifik dengan
polisakarida yang memiliki ikatan 1,4 glikosida, sedangkan warna merah
menunjukkan sisa selulosa yang tidak terhidrolisis. Zona bening yang terbentuk
dapat diperjelas melalui pencucian menggunakan NaCl 1 M disebabkan pewarna
congo red merupakan garam natrium dari benzidinediazo-bis-1 naphthylamine-4,
asam sulfonat (C32H,2N¢Na,06S;) yang merupakan pewarna yang dapat larut dan

tercuci oleh garam natrium seperti NaCl (Murtiyaningsih, 2017).

4.2.1 Uji Aktivitas Enzim Selulase
4.2.1.1 Kurva Pertumbuhan Bakteri

Pengukuran kurva pertumbuhan bakteri selulolitik menggunakan isolat
bakteri yang memiliki hasil indeks selulolitik paling luas yaitu isolat JR 3. Kurva
pertumbuhan dibuat agar diperoleh informasi waktu inkubasi yang optimal pada
bakteri dalam memproduksi enzim selulase. Pengamatan kurva pertumbuhan
bakteri dilakukan dengan interval waktu 2 jam hingga diperoleh penurunan nilai
OD. Nilai densitas optik diukur dari kekeruhan bakteri pada media CMC broth
pada panjang gelombang 600 nm. Menurut Oktavia et al., (2018) kekeruhan
dalam media biakan menunjukkan bertambahnya jumlah dan ukuran bakteri. Hasil
kurva pertumbuhan ditunjukkan dengan membuat plot antara nilai densitas optik

dan waktu inkubasi (Gambar 4.5).
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Gambar 4.5 Grafik Kurva Pertumbuhan Bakteri Selulolitik Isolat JR 3



Berdasarkan grafik kurva pertumbuhan diatas menunjukkan fase
pertumbuhan bakteri meliputi fase adaptasi (lag phase), fase eksponensial (log
phase), fase statis (stasioner phase), dan fase kematian (death phase) (Wahyuni,
2017). Fase adaptasi ditunjukan pada jam ke-0 sampai jam ke-2 yaitu laju
pertumbuhkan bakteri belum terlihat karena proses adaptasi dengan lingkungan
baru. Fase eksponensial isolat bakteri JR 3 terjadi pada jam ke-2 sampai jam ke-
12 ditandai dengan terjadinya peningkatan pertumbuhan bakteri secara terus
menerus. Hal tersebut ditandai dengan tingginya nilai OD dan naiknya grafik pada
kurva pertumbuhan bakteri. Menurut Melati (2014) pada fase logaritmik
pertumbuhan bakteri meningkat signifikan karena terjadi pembelahan sel bakteri
yang sangat cepat. Sesuai dengan pernyataan Oktavia et al., (2018) fase
logaritmik bakteri telah beradaptasi baik dengan lingkungannya dan telah
menerima kebutuhan nutrisi sehingga terjadi peningkatan jumlah sel bakteri.

Fase selanjutnya terjadi cukup singkat yaitu pada jam ke-12 sampai jam
ke-16, ditunjukkan melalui garis horizontal pada (Gambar 4.5) bakteri
mengalami fase stasioner yang mana jumlah bakteri yang tumbuh sama dengan
yang mati. Menurut Melati (2014) fase stasioner merupakan fase dimana laju
pertumbuhan sama dengan laju kematian bakteri sehingga jumlah keseluruhan
bakteri akan tetap. Selanjutnya bakteri akan mengalami penurunan laju
pertumbuhan ditandai dengan nilai OD pada grafik semakin menurun yang terjadi
pada mulai jam ke-16 hingga akhir. Menurut Melati (2014) dalam penelitiannya
menyatakan bahwa pada fase kematian terjadi penurunan produksi enzim selulase
karena banyaknya sel yang mengalami lisis.

Berdasarkan hasil kurva pertumbuhan dari isolat bakteri JR 3 dapat
diketahui bahwa masa inkubasi yang optimal untuk menunjang produksi enzim
selulase yaitu pada jam ke-12 dimana bakteri berada pada fase akhir eksponensial
dan mulai memasuki fase stasioner. Menurut et al., (2002) puncak aktivitas

selulase berada pada saat sel mencapai fase stasioner mendekati kematian.

4.2.1.2 Penentuan Aktivitas Enzim Selulase dengan Metode DNS
Penentuan aktivitas enzim selulase diperoleh gula reduksi yang dihasilkan

ditunjukkan melalui perubahan warna pada larutan DNS yang semula berwarna



kuning akan menimbulkan perubahan warna menjadi jingga kemerahan.
Berdasarkan penelitian, semakin tinggi nilai OD yang diperoleh, ditunjukkan
dengan perubahan warna pada sampel yang semakin pekat. Sesuai dengan
pernyataan Yasin (2017) bahwa semakin pekat warna DNS yang ditunjukkan,

maka semakin banyak gula yang tereduksi.
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Gambar 4.6 Kurva Standar Glukosa

Kurva standar glukosa dibuat dengan variasi konsentrasi glukosa 0, 50,
100, 150, 200, 250, dan 300 ppm. Penggunaan larutan glukosa sebagai kurva
standar karena glukosa termasuk gula reduksi yang dihasilkan dari hidrolisis
selulosa oleh enzim selulase. Hasil kurva standar glukosa diperoleh persamaan
linier y=0,0036x+0,1432 dengan nilai korelasi (R?) sebesar 0,9939 (Gambar 4.6).
Persamaan ini berfungsi untuk mengetahui kadar gula reduksi sebagai produk dari
reaksi enzim selulase pada masing-masing isolat bakteri yang diuji. Kadar gula
reduksi dihitung dengan mensubtitusikan nilai absorbansi ekstrak kasar enzim

selulase dalam persamaan regresi kurva standar glukosa.

4.2.1.3 Aktivitas Enzim Selulase pada Berbagai Jenis Substrat

Pengujian aktivitas enzim selulase dalam berbagai substrat yang
digunakan dilakukan pada saat bakteri mampu memproduksi enzim selulase
secara maksimal yaitu berada pada fase akhir eksponensial menuju stasioner.
Sesuai dengan pernyataan Suhartono (1992) bahwa sintesis enzim ekstrasluler
terjadi sebelum sporulasi, yaitu pada akhir fase eksponensial dan awal fase

stasioner. Pada saat fase tersebut proses sintesis enzim selulase akan meningkat



karena terjadi masa transisi fase eksponensial diikuti dengan penurunan jumlah
sumber karbon dalam media tumbuh.

Aktivitas enzim selulase diuji pada berbagai substrat (bekatul, dedak dan
onggok) dilakukan pada saat bakteri berada pada fase log akhir yaitu pada jam ke
12. Perhitungan nilai OD diperoleh dari pengukuran dengan spektrofotometer
pada panjang gelombang 540 nm disubtitusikan sebagai nilai y pada persamaan
regresi dan dimasukkan dalam rumus aktivitas enzim (Lampiran 3) hasil

perhitungan sebagaimana dapat dilihat pada Tabel 4.3.

Tabel 4.3 Data Aktivitas Enzim Selulase yang Dihasilkan Isolat JR 3 pada

Berbagai Jenis Substrat

Substrat Rata-rata Aktivitas (U/mL) Notasi
Bekatul 153,6 x 10 Ab
Dedak 316,6 x 10" B
Onggok 28,0 x 10™ A

Berdasarkan data diatas diketahui bahwa isolat bakteri JR 3 yang diisolasi
dari jerami padi memiliki aktivitas enzim selulase pada beberapa jenis substrat.
Rata-rata aktivitas enzim selulase bekerja paling tinggi pada substrat dedak yaitu
mencapai 316,6 x 10* U/mL, dapat diartikan bahwa dalam jumlah demikian
merupakan jumlah enzim yang dibutuhkan untuk memecah 316,6 x 10 pmol
selulosa menjadi gula pereduksi dalam waktu inkubasi 60 menit. Hasil
perhitungan rata-rata aktivitas enzim dari substrat bekatul adalah 153,6 x 10™* dan
nilai paling rendah pada substrat onggok. Berdasarkan hasil perhitungan tersebut,
dapat diketahui bahwa sumber substrat berpengaruh terhadap aktivitas enzim yang
dihasilkan oleh bakteri.

Berdasarkan analisis statistika (lampiran 5), pada uji ANOVA dengan
tingkat ketelitian 5% menunjukkan nilai signifikasi 0,026<0,05 menunjukkan
lebih besar dari 0,05 artinya terdapat pengaruh jenis substrat terhadap ulangan
yang diberikan. Hasil uji DMRT 5% diperoleh nilai paling rendah pada substrat
onggok dengan notasi ‘a’ selanjutnya pada substrat dedak diperoleh nilai paling
tinggi dengan notasi ‘b’ sedangkan pada substrat bekatul berada pada kedua

substrat yang lain sehingga dinotasikan ‘ab’.



Berdasarkan hasil perhitungan aktivitas enzim paling tinggi pada substrat
dedak selanjutnya adalah bekatul yang mana terlampau hampir dua kali dibawah
dedak, meskipun keduanya merupakan substrat yang berasal dari produk yang
sama VYyaitu limbah hasil penggilingan padi. Hal tersebut disebabkan oleh
kandungan selulosa antara dedak dan bekatul yang tidak sama. Menurut Tim
Laboratorium Fakultas Peternakan IPB dalam buku Pengetahuan Bahan Ternak
menyebutkan bahwa dedak padi memiliki kandungan serat kasar sebanyak 11,6%.
Sedangkan pada bekatul memiliki kandungan serat kasar sebanyak 7%. Selain itu
adanya kandungan protein pada substrat dedak 12,4% dan pada bekatul sebanyak
11% (Irtandi, 2019).

Aktivitas enzim selulase yang dihasilkan oleh bakteri berpengaruh
terhadap kandungan serat selulosa pada substrat. Hal ini sesuai dengan pernyataan
Irawati (2016) bahwa hampir semua enzim telah membentuk kompleks enzim dan
substrat. Hasil aktivitas enzim yang tinggi dari substrat dedak disebabkan
kandungan seratnya yang lebih tinggi daripada bekatul. Menurut Melati (2014)
semakin tinggi kadar gula pereduksi yang dihasilkan, menunjukkan semakin
tinggi aktivitas hidrolisis serat kasar. Hal tersebut dapat diartikan bahwa telah
terjadi proses degradasi oleh enzim selulase menjadi bentuk yang lebih sederhana
yaitu gula pereduksi pada kandungan serat kasar (Moore-landecker, 1990).

Aktivitas enzim selulase pada substrat onggok terlampau jauh dibawah
dedak dan bekatul yaitu 28,0 x 10 Onggok merupakan limbah padat hasil
industri  tapioka yang memiliki kandungan serat kasar selulosa 21,6%
(Amenaghawon et al., 2014). Berdasarkan persentase kandungan serat kasar pada
substrat onggok lebih tinggi daripada substrat dedak dan bekatul, namun hasil
aktivitas enzim terlampau jauh lebih rendah. Hal tersebut disebabkan adanya
kandungan lignin pada onggok sebanyak 17,3% sehingga menghalangi kerja
enzim. Sesuai dengan pernyataan Fuadi et al., (2015) enzim bekerja secara
spesifik dan tidak dapat menembus lignin yang mengikat pada selulosa dan
hemiselulosa. Dengan demikian, tingginya kadar selulosa pada substrat onggok
tidak membuat aktivitas enzim meningkat karena terhalang oleh kandungan
lignin. Menurut Febrianti (2017) lignin memiliki peran dalam mengikat selulosa

secara fisik sehingga menghalangi kerja enzim selulase dalam menghidrolisis



substrat. Dalam penelitian Gunam et al., (2011) hasil dari proses delignifikasi
pada ampas tebu dengan sakarifikasi enzimatis menggunakan enzim selulase kasar
Aspergillus niger diperoleh hasil gula reduksi sebesar 54,47 mg/100 mL.

Berdasarkan hasil uji aktivitas enzim selulase secara kuantitatif diatas,
apabila disesuaikan dengan hasil indeks selulolitik maka termasuk dalam
kelompok aktivitas enzim yang rendah hingga sedang. Menurut Baharuddin
(2014) menyebutkan bahwa sisi aktif enzim yang akan berikatan dengan substrat
akan sebanding dengan tinggi rendahnya kadar selulosa, karena pertumbuhan sel
dan produksi enzim akan terhenti saat nutrisi yang tersedia mulai habis.

Berdasarkan hasil uji aktivitas enzim dalam menghidrolisis substrat bahan
pokok pangan pada ternak, maka dapat diduga bahan pakan dedak paling baik
untuk dikonsumsi hewan ternak setelah diaplikasikan pemberian enzim selulase.
Hal tersebut disebabkan kerja enzim dalam menghidrolisis substrat selulosa cukup
tinggi dibandingkan pada substrat bekatul dan onggok. Menurut Lamid (2008)
enzim selulase berfungsi sebagai biokatalis untuk pakan berserat seperti
hemiselulosa dan selulosa. Oleh sebab itu, dalam penelitian ini digunakan bakteri
selulolitik sebagai objek pendegradasi selulosa melalui kerja enzim selulase.
Berdasarkan hasil yang diperoleh, diharapkan dapat meningkatkan kualitas pakan
ternak dengan menurunkan kadar serat didalamnya.

4.3 Identifikasi Bakteri Selulolitik

Identifikasi bakteri dilakukan melalui pengamatan mikroskopis antara lain
pewarnaan gram, pewarnaan endospora dan uji katalase.

a. Pewarnaan Gram

Pewarnaan gram termasuk dalam rangkaian pengamatan secara
mikroskopis untuk menentukan karakter bakteri secara lebih detil. Sifat gram
bakteri dan bentuk sel dapat diketahui dengan melakukan uji pewarnaan gram.
Jenis bakteri gram positif akan berwarna ungu, sedangkan bakteri gram negatif
akan berwarna merah. Sel bakteri selanjutnya diamati dibawah mikroskop dengan
perbesaran 1000 kali. Hasil pengamatan pewarnaan gram lima isolat bakteri dapat
dilihat pada Tabel 4.4.



Tabel 4.4 Pewarnaan Gram Isolat Bakteri Selulolitik

Kode Isolat Jenis Gram Bentuk Sel
JR 1 + Kokus
JR2 + Kokus
JR3 - Kokus
JR 4 - Kokus
JRS5 - Kokus

Berdasarkan hasil pewarnaan gram bakteri pada lima isolat berbentuk
kokus dengan rata-rata memiliki ukuran 6 pm sampai 10 pm. Menurut Pratiwi
(2008) bentuk kokus pada bakteri yaitu memiliki bentuk bulat seperti bola-bola
kecil yang bergerombol dan bergandenganan membentuk koloni. Isolat bakteri JR
1 dan JR 2 merupakan jenis bakteri gram positif ditunjukkan dengan koloni
bakteri berwarna ungu, sedangkan isolat JR 3, JR 4 dan JR 5 termasuk bakteri
gram negatif ditunjukkan hasil koloni berwarna merah. Menurut Lay (1994) hasil
koloni berwarna ungu disebabkan kompleks zat warna kristal violet-yodium tetap
dapat bertahan meskipun setelah diberi larutan alkohol. Sedangkan hasil koloni
gram negatif berwarna merah disebabkan kompleks tersebut larut saat diberi
larutan alcohol sehingga warna yang merah yang terbentuk dari safranin.

Menurut Hapsoh (2016) sebagian besar bakteri selulolitik memiliki bentuk
kokus yang berstruktur dinding sel Gram positif dan berbentuk basil dengan tipe
dtruktur dinding sel Gram negatif. Hasil pewarnaan gram dapat dilihat pada
Gambar 4.7.
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Gambar 4.7 Hasil Pewarnaan Gram Isolat Bakteri Selulolitik
1) kokus; a) JR 1; b) JR 2;¢) JR 3;d)JR 4;e) JR5

Hasil perbedaan warna yang terbentuk dari setiap isolat bakteri disebabkan
adanya perbedaan struktur dan ketebalan dinding sel. Dinding sel bakteri Gram



positif lebih banyak mengandung peptidoglikan daripada bakteri Gram negatif.
Menurut Levinson (2016) peptidoglikan merupakan jaringan kompleks yang
mengelilingi seluruh sel dan terdiri dari makromolekul tunggal yang terhubung
secara kovalen. Bakteri Gram positif akan mengikat zat warna kristal violet dan
iodin sehingga terperangkap ke dalam sel oleh multilayer peptidoglikan dinding
sel. Pada bakteri gram negatif zat warna kristal violet dan iodin akan mudah lepas
ketika dekolorisasi dengan alkohol. Menurut Suhartanti et al., (2010) dekolorisasi
dengan alkohol akan melarutkan lipid dan membran luar sel bakteri gram negatif.
Penambahan zat warna safranin akan diikat oleh bakteri Gram negatif yang tidak
berwarna menjadi merah sedangkan bakteri Gram positif tidak akan menyerap
warna lain kembali. Sesuai dengan pernyataan Sukmawati (2018) bahwa
kandungan presentase lipid pada dinding sel bakteri Gram negatif umumnya tidak
lebih tebal daripada dinding sel Gram positif.
b. Pewarnaan Endospora

Metode pewarnaan spora bertujuan untuk mempermudah dalam
pengamatan sekaligus membedakan dengan bentuk sel vegetatifnya. Menurut
Pelczar (2008) endospora merupakan struktur dari dinding sel bakteri yang tebal,
sangat reaktif dan sangat resisten, dihasilkan oleh semua spesies Bacillus,
Clostridium dan Sporosarcina. Bakteri memiliki sel vegetatif yang secara normal
dapat bereproduksi dengan membelah diri pada kondisi lingkungan normal.
Namun pada kondisi tertentu bakteri dapat bersifat inaktif atau dorman dan
membentuk struktur yang disebut endospora (Pelczar, 2008).

Menurut Waluyo (2019) adanya endospora disebabkan lingkungan yang
tidak menguntungkan karena kurangnya sumber karbon, energi dan fosfat. Selain
itu dapat pula disebabkan karena bahan bersifat toksik, suhu yang tidak sesuai
atau lingkungan yang hipotonik. Uji pewarnaan endospora selanjutnya dilakukan
pengamatan pada mikroskop dengan perbesaran 1000 kali dapat dilihat pada
Tabel 4.5.



Tabel 4.5 Pewarnaan Endospora Isolat Bakteri Selulolitik

Kode Isolat Jenis Endospora
JR'1 -
JR2 +
JR3 -
JR 4 -
JRS +

Berdasarkan data pada diatas diperoleh hasil positif pada isolat JR 2 dan
JR 5 ditandai dengan adanya sel endospora yang berwarna hijau sedangkan pada
isolat bakteri yang lain tidak ditemukan sel endospore. Hasil endospora positif
ditunjukkan dengan sel vegetatif memiliki warna merah dan sel endospora
memiliki warna hijau. Menurut Lay (1994) terbentuknya warna merah pada sel
vegetative bakteri dan warna hijau pada spora di dalam sel menunjukkan uji
pewarnaan endospora positif, dan apabila terdapat warna merah pada sel
vegetative namun tidak terdapat spora maka hasilnya negatif. Zat warna yang
berperan dalam proses ini yaitu pewarna malachite green dimana memiliki ikatan
pada spora bakteri seusai dibersihkan dengan air dan larutan pewarna safranin

(Fardiaz, 1987). Hasil uji pewarnaan endospora pada Gambar 4.8.

Gambar 4.8 Hasil Pewarnaan Endospora Bakteri Selulolitik
1) negatif endospora; 2) positif endospora; a) JR 1;
b)JR 2;¢c)JR3;d)JR4;e)IR5

Proses pewarnaan spora membutuhkan pemanasan untuk membuat lapisan
spora dapat mengembang dan zat warna dapat meresap ke dalam spora. Zat warna
pertama (malachite green) akan memberi warna endospora menjadi hijau dan zat



warna kedua (safranin) akan memberi warna merah pada sel vegetatif. Kedua zat
warna tersebut tidak berikatan erat dengan dinding sel dan sitoplasma sehingga
mudah terlepas saat pencucian dengan air. Sebaliknya, air tidak dapat menembus
dinding endospora sehingga spora tetap berwarna hijau sewaktu pencucian dengan
air (Lay, 1994). Berdasarkan hasil uji endospora pada isolat JR 3 diperoleh hasil
negatif sehingga dapat dikategorikan merupakan bakteri nonpatogen. Menurut
Pratita (2012) endospora merupakan struktur yang rentan terhadap keadaan
lingkungan yang ekstrim seperti pemanasan, kering dan keadaan asam.
c. Uji Katalase

Uji katalase dilakukan dengan tujuan memperoleh informasi jenis bakteri
mempunyai enzim katalase yang berfungsi untuk mereduksi efek toksis H,O,. Hal
tersebut ditandai dengan terbentuknya gelembung gas yang menandakan bakwa
bakteri bersifat aerobic sehingga uji katalase tersebut positif (Lay, 1994). Menurut
Suhartanti et al., (2010) pada umumnya bakteri aerob akan menunjukkan reaksi
positif dengan uji katalase. Hasil uji katalase ditunjukkan pada Tabel 4.6.
Tabel 4.6 Uji Katalase Isolat Bakteri Selulolitik

Kode Isolat Hasil
JR 1 +
JR 2 +
JR 3 +
JR 4 +
JR S +

Berdasarkan data diatas menunjukkan hasil positif pada semua isolat
dengan terbentuknya gelembung gas O, sehingga dapat diartikan bahwa semua
bakteri bersifat aerobik. Sesuai dengan pernyataan Pelczar (1986) bahwa bakteri
bersifat aerob ditunjukkan dengan adanya gelembung udara, sedangkan bakteri
bersifat anaerob ditunjukkan dengan tidak adanya gelembung udara (negatif).
Gelembung gas yang dihasilkan berasal dari hidrogen peroksida (H,O,) yang
terurai menjadi air dan oksigen oleh aktivitas enzim katalase. Senyawa ini bersifat
toksik terhadap sel karena dapat menginaktifkan enzim dalam sel. Hidrogen
peroksida terbentuk saat terjadi metabolisme aerob sehingga mikroorganisme
yang tumbuh dalam lingkungan aerob pasti menguraikan bahan tersebut (Lay,
1994).



Reaksi enzim katalase dengan H,O; sebagai berikut:

Katalase
2H,0 e 2H,0 + O,

Mikroorganisme memproduksi anion superoksida (O,-) dalam keadaan ada
oksigen (Oy). Adanya enzim dismutase superoksida yang mengubahnya menjadi
hidrogen peroksida (H,0,) menimbulkan mikroorganisme aerob dapat bertahan
hidup dari toksisitas anion superoksida (Volk dkk, 1988). Bakteri selulolitik aerob
dapat menggunakan sumber karbon lain di samping glukosa. Sedangkan bakteri
selulolitik anaerob hannya dapat tumbuh pada sumber selulosa dan produk
selulolitiknya (Yusnia et al., 2019).

Hasil karakterisasi makroskopis dan mikroskopis isolat JR 3 menunjukkan
bahwa bakteri selulolitik merupakan genus Neisseria karena memiliki bentuk
kokus, Gram negatif, uji katalase positif dan endospora negatif yang didasarkan
pada buku Bergey’s Manual Determination Bacteriology. Menurut Supriyatna et
al., (2012) genus Neisseria memiliki ciri berbentuk kokus, kubus, terpisah dan
berkelompok, non motil, gram negative, aerob, anaerob fakultatif dan anaerob,
temperature optimum 37°C dan ukuran sel <0,5 mm. Genus Neisseria memiliki

aktivitas enzim hidrolitik pada substrat cellulose acetate, CMC dan xylan.

4.4 Kedudukan Bakteri Selulolitik dan Enzim Selulase dalam Perspektif
Al-Qur’an
Bakteri merupakan salah satu mikroorganisme yang mampu memproduksi
enzim sebagai sumber energy untuk pertumbuhannya. Produksi enzim oleh
bakteri merupakan tanda kebesaran Allah SWT bagi manusia agar berfikir.
Allah berfirman dalam Surat Al-Hijr (15) ayat 20:

Crd o Al il Ay Ghuna g K1 Ulas
Artinya: “dan Kami telah menjadikan untukmu di bumi keperluan-keperluan

hidup, dan (Kami menciptakan pula) makhluk-makhluk yang kamu sekali-kali

bukan pemberi rezki kepadanya”

Berdasarkan Tafsir Kemenag RI (2006) dijelaskan bahwa Allah SWT telah
menyediakan segala keperluan hidup manusia berupa tanah yang subur yang dapat

ditanami dengan tanam-tanaman yang berguna dan merupakan kebutuhan pokok



manusia. Allah SWT menjadikan manusia, tanaman, dan berbagai jenis binatang
yang telah Allah sediakan rezekinya. Dialah yang menciptakan segala macam
sumber kesenangan bagi manusia itu. Hal serupa juga pada penciptaan Allah
terhadap bakteri yang dapat memproduksi enzim selulase.

Enzim secara umum berfungsi sebagai biokatalisator dalam suatu reaksi,
sebagaimana enzim selulase yang memiliki fungsi pada bidang industry, agen
biodegradasi limbah, dan meningkatkan nilai cerna pakan (Zhang et al., 2006).
Allah SWT tidak menciptakan segala sesuatu di dunia tanpa ada manfaat dan
hikmah yang besar, sebagaimana dalam Firman Nya dalam Q.S Ali Imron (3) ayat
191:

0 e g sl el L g

Artinya : ...”Ya Tuhan kami, tidaklah Engkau menciptakan semua ini sia-sia;

Mahasuci Engkau, lindungilah kami dari azab neraka.”

Berdasarkan tafsir Al-Misbah (2002) dijelaskan bahwa salah satu ciri Ulu
al-Albab selalu merenungkan kebesaran Allah seperti penciptaan langit dan bumi,
serta keunikan yang lainnya. Segala sesuatu yang Allah ciptakan pasti
mengandung hikmah didalamnya, termasuk penciptaan enzim. Enzim merupakan
produk bioteknologi yang dapat berperan dalam bidang industri. Salah satunya
adalah enzim selulase yang dapat diaplikasikan pada industri kertas, tekstil,
makanan, dan detergen. Selain itu, enzim selulase dapat berperan sebagai
biodegradable sehingga berfungsi untuk meningkatkan kualitas nutrisi pakan
ternak (Ibrahim dan El-diwany, 2007).

Enzim dapat dihasilkan dari berbagai jenis organisme seperti pada
tanaman, binatang maupun mikroba. Enzim yang dihasilkan oleh mikroba dapat
memproduksi lebih tinggi daripada tumbuhan dan hewan (Hidayat, 2006).
Mikroba yang sering digunakan sebagai agen peghasil enzim adalah bakteri dan
fungi, karena biodiversitas mikroba yang tinggi sehingga dapat menghasilkan
enzim dan dieksplorasi secara terus-menerus. Selain itu, enzim yang dihasilkan
dari mikroba memliki laju yang cepat dan dengan biaya yang tidak mahal
(Retledge, 2001).



Mikroba merupakan organisme yang diciptakan Allah SWT dengan segala
kekuasaan Nya. Firman Allah dalam Q.S Al-Maidah ayat 120:

b = cn Wy 3. I A oRST. . Lla gt Aats @
Do o5 (S e 3857 (gad Ly (i 3¥T5 o salll Sl

Artinya: Kepunyaan Allah lah kerajaan langit dan bumi dan apa yang ada di

dalamnya, dan Dia Maha Kuasa atas segala sesuatu

Berdasarkan Tafsir Al-Misbah (2002) ayat tersebut menjelaskan bahwa
segala sesuatu di langit dan bumi merupakan kepunyaan Allah. Dia yang memiliki
kekuasaan yang sempurna untuk mewujudkan segala kehendakNya. Allah SWT
menciptakan beranekaragam jenis makhuk hidup dengan segala kedudukannya,
termasuk bakteri yang termasuk dalam mikroorganisme. Makhluk hidup yang
sangat kecil namun dengan kuasa Nya memiliki kemampuan yang luar biasa salah
satunya dalam memproduksi enzim dan dimanfaatkan oleh manusia. Enzim
selulase yang dihasilkan oleh bakteri berfungsi dalam proses degradasi kandungan
selulosa pada beberapa jenis pakan ternak seperti dedak, bekatul dan onggok.
Dengan demikian diharapkan dapat berfungsi untuk meningkatkan kualitas pakan
ternak dengan menurunkan kadar serat didalamnya, sehingga produk pakan lebih

konsumtif.



BAB V
PENUTUP

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil dari penelitian dapat disimpulkan sebagai berikut:

1. Isolat bakteri selulolitik yang diperoleh dari isolasi jerami padi dengan
karakteristik berbeda diperoleh 5 isolat yaitu JR 1, JR 2, JR 3, JR 4, dan
JRS.

2. Aktivitas enzim selulase dari isolat bakteri selulolitik JR 3 pada substrat
bekatul, dedak dan onggok diperoleh hasil aktivitas tertinggi pada substrat
dedak sebesar 316 x10'4, substrat bekatul sebesar 153,6 x10™ dan substrat
onggok paling rendah yaitu 28 x10™. Berdasarkan hasil tersebut maka
dapat diduga bahan pakan ‘dedak’ paling baik untuk dikonsumsi hewan
ternak setelah diaplikasikan pemberian enzim selulase.

3. Hasil identifikasi berdasarkan pewarnaan gram, endospora dan uji katalase
bakteri selulolitik dengan aktivitas hidrolisis paling tinggi yaitu JR 3

termasuk dalam genus Neisseria.

5.2 Saran

Berdasarkan hasil penelitian, perlu adanya penelitian lanjutan pada
substrat selulosa yang tidak mengandung lignin (delignifikasi) sehingga aktivitas
enzim selulase lebih maksimal. Serta dilakukan pengujian langsung pada hewan
ternak dengan pengaplikasian enzim selulase pada bahan pokok pangan ternak

sehingga menunjang untuk didapatkan produk pakan ternak yang lebih konsumtif.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Rancangan Penelitian

Isolasi dan Seleksi Bakteri dari
Jerami Padi

Pemurnian Bakteri pada Media
Selektif (CMC)

Uji Aktivitas Bakteri Selulolitik

Isolat Terpilih Bakteri Selulolitik

(Zona Bening Tertinggi)

Identifikasi Mikroskopis
dan Penentuan Genus
Isolat Bakteri Selulolitik

Uji Aktivitas Enzim pada
Berbagai Substrat (Bekatul,
Dedak dan Onggok)

Analisis Data
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Lampiran 2. Aktivitas Bakteri Selulolitik

1. Hasil Pengukuran Zona Bening

ngft Dlam(%ar ZB Dlamet(liBr)Komn' (A-B)/B Rasio
R1 0,6-;-1,0 —08 0,25;0,15 =04 0,10 Rendah
R2 2,3:1,7 —20 Orﬁ;fo"‘ =05 0,30 Rendah
R3 6,8-;—7,6 — 72 3'9;315 =37 0,94 Sedang
R4 2,8-;—4,4 —36 4‘11;1’3 =27 0,34 Rendah
RS 2L =26 01418 _ 4 45 0,79 Sedang

2. Perhitungan Indeks Selulolitik
Contoh perhitungan pada isolat JR 3 dan JR 5 menggunakan rumus:

X Diameter Zona Bening — X Diameter Koloni Bakteri

Indeks Selulolitik = — - -
X Diameter Koloni Bakteri
X 7,2—3,7
Indeks Selulolitik JR 3 = —37 = 0,94 cm
2,6 —1,45
Indeks Selulolitik JR5 = o IR 0,79 cm

Lampiran 3. Aktivitas Enzim Selulase
1. Pembuatan Larutan Standar Glukosa
Cara membuat larutan stok glukosa 1000 ppm:

1000mg  0,1gr

1000 ppm = 7= 100 mL
Konsentrasi Akuades (ml) Larutan stok standar glukosa

ppm mg/ml (ml)
0 0.00 2.00 0.00
50 0.05 1.90 0.10
100 0.10 1.80 0.20
150 0.15 1.70 0.30
200 0.20 1.60 0.40
250 0.25 1.50 0.50
300 0.30 1.40 0.60




2. Hasil Absorbansi Larutan Standar Glukosa

Konsentrasi Absorbansi
Glukosa I T i Rata-rata

0 0,072 0,135 0,087 0,098
50 0,298 0,451 0,250 0,333
100 0,694 0,436 0,481 0,537
150 0,793 0,819 0,545 0,719
200 0,965 0,815 0,821 0,867
250 1,123 1,032 1,034 1,063
300 1,151 1,429 1,002 1,194

3. Hasil Absorbansi Ekstrak Kasar Enzim pada Berbagai Substrat

A -
Substit bsorbansi
I I i
Bekatul 0,530 0,328 0,471
Dedak 0,946 0,416 0,918
Onggok 0,185 0,226 0,186
4. Perhitungan kadar gula reduksi
Persamaan regresiy =ax + b
y = 0,0036x + 0,1432
k __ y—0,1432
sehingga x = o
y = absorbansi
X = konsentrasi glukosa
C

Aktivitas Enzim =

Keterangan:

Konsentrasi glukosa (C)

Waktu inkubasi (t) : 60 menit
Berat molekul glukosa : 180

H (Volume total enzim-substrat) : 2 mL

E (Volume enzim) :1mL

X
BM glukosa X t

H
E

e Contoh Perhitungan pada Substrat Bekatul Ulangan I

_0,530-0,1432
0,0036

=107,4




X =107,4 ppm

Aktifitas Ekstrak Kasar Enzim dari Substrat Bekatul Ulangan |

107,4
180%X60

>< % =108 x 10" U/mL

e Contoh Perhitungan pada Substrat Bekatul Ulangan II

_0,328-0,1432
~ 0,0036

=513
X =51,3 ppm
Aktifitas Ekstrak Kasar Enzim dari Substrat Bekatul Ulangan 11

51,3 2 L
X ==95x 10 U/mL
180%60 1

e Contoh Perhitungan pada Substrat Bekatul Ulangan III

_0,471-0,1432
~ 0,0036

=91,0
X =91,0 ppm
Aktifitas Ekstrak Kasar Enzim dari Substrat Bekatul Ulangan 111

91,0
180%x60

. %z 168x 10™ U/mL

Satu unit aktivitas selulase dinyatakan dengan banyaknya mikro mol
glukosa yang dihasilkan oleh 1 mL ekstrak kasar selulase per 60 menit pada
kondisi tertentu, sehingga aktifitas yang diperoleh masing-masing ulangan adalah
198x10™ 95x10* dan 168x10“ U/mL sehigga di rata-rata diperoleh hasil
153,6x10™. Data konsentrasi gula reduksi dan aktifitas ekstrak kasar ditunjukkan
pada tabel 5.1.



Tabel 5.1 Nilai Konsentrasi Gula Reduksi dan Aktifitas Enzim pada Berbagali

Substrat
Ulangan | Ulangan |1 Ulangan 11
Substrat | Konsentrasi | Aktifitas | Konsentrasi | Aktifitas | Konsentrasi | Aktifitas Rata-rata
(Ppm) (U/mL) (Ppm) (U/mL) (ppm) (U/mL)
Bekatul 107,4 198x10™ 51,3 95 x10™ 91,0 168 x10™ | 153,6 x10™
Dedak 223,0 412 x10™ 75,7 140 x10™ 215,2 398 x10” | 316 x10™
Onggok 11,6 21 x10™ 23,0 42 x10™ 11,8 21 x10™ 28 x10™
Lampiran 4. Analisis Statistika Aktivitas Selulolitik
1.

ANOVA

ulangan
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups .985 4 .246 4.923E3 .000
Within Groups .000 5 .000
Total .985 9
2.

ulangan
Duncan
perlaku Subset for alpha = 0.05
an N 1 2 3 4 5
irl 2 .105
ir2 2 295
jr4 2 .345
irs 2 .785
ir3 2 .935
Sig. 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
|Means for groups in homogeneous subsets are displayed.




Lampiran 5. Analisis Statistik Aktivitas Enzim Selulase pada Berbagai Substrat

1.
ANOVA

Ulangan

Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups .001 2 .001 7.139 .026
Within Groups .001 6 .000
Total .002 8
2.

Ulangan
Duncan

Subset for alpha = 0.05

perlakuan N 1 2
Onggok 3 .002800
Bekatul 3 .015367 .015367
Dedak 3 .031667
Sig. .152 .077

Means for groups in homogeneous subsets are

displayed.

Lampiran 6. Dokumentasi

1. Hasil Isolasi Bakteri dari Jerami Padi

Pengenceran 107

Pengenceran 10

CNGETHR
hi"‘\_ ;

Pengenceran 10




2. Pengamatan Makroskopis




5. Pengamatan Uji Katalase

6. Pembuatan Kurva Standar Glukosa




7. Uji Aktivitas Enzim Selulase pada Berbagai Substrat

8. Lain-lain
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