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ISOLASI DAN IDENTIFIKASI JAMUR PENDEGRADASI
POLIETILENA BERDENSITAS RENDAH (LDPE) DARI
TEMPAT PEMROSESAN AKHIR SUPIT URANG, MALANG

Dwi Putri Ayu Wardani, Prilya Dewi Fitriasari, Oky Bagas
Prasetyo
Program Studi Biologi, Fakultas Sains dan Teknologi, Universitas
Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang

ABSTRAK

Penggunaan plastik secara luas dan terus menerus telah
memposisikan plastik sebagai salah satu penyebab utama
pencemaran lingkungan di ekosistem karena sifatnya yang tidak
dapat terdegradasi secara alami. Tujuan dari penelitian ini adalah
untuk mengisolasi jamur pendegradasi polietilena berdensitas
rendah (LDPE) dan melakukan identifikasi berdasarkan karakter
morfologi dan pendekatan molekuler berdasarkan gen ITS
ribosomal. Sampel tanah dari TPA Supit Urang Malang disiapkan
untuk isolasi jamur. Potensi biodegradasi dari isolat ditentukan dari
keberadaan zona bening dalam media minimum garam (MSM)
dengan penambahan bubuk LDPE sebagai satu-satunya sumber
karbon. ldentifikasi jamur pada tingkat genus dilakukan dengan
mengamati karakter makroskopik isolat seperti warna koloni,
bentuk koloni, tekstur permukaan atas, tekstur permukaan bawah
dan diameter koloni, serta karakter mikroskopis isolat seperti hifa,
konidia, konidiofor dan susunan spora. ldentifikasi tingkat spesies
dilakukan secara molekuler menggunakan primer universal ITS1
dan ITS4. Hasil seleksi keberadaan zona bening berhasil
menyelesi lima isolat terpilih untuk dilakukan uji pengurangan berat
kering yaitu isolat AY1, AY2, AY4, AY7, AY8. Isolat AY1 memiliki
kemampuan pengurangan berat kering lembar LDPE paling tinggi
yaitu sebesar 5,7% dalam kurun waktu inkubasi 30 hari. Identifikasi
secara morfologi dan molekuler menunjukkan bahwa isolat AY1
memiliki kemiripan identik dengan Aspergillus flavus. Penelitian ini
adalah upaya awal untuk menyelesaikan masalah lingkungan
akibat sampabh plastik untuk kemudian dapat diaplikasikan sebagai
bioremediasi.

Kata kunci: Biodegradasi, Jamur, Polietilen berdensitas rendah
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ISOLATION AND IDENTIFICATION OF LOW DENSITY
POLYETHYLENE (LDPE) DEGRADING FUNGI FROM SUPIT
URANG LANDFILL, MALANG REGENCY

Dwi Putri Ayu Wardani, Prilya Dewi Fitriasari, Oky Bagas
Prasetyo

Biology Program Study, Faculty of Science anf Technology, The
State Islamic University of Maulana Malik Ibrahim Malang

ABSTRACT

Accumulation of polyethylene and plastic waste pose a major
ecological threat since they are found as non-degradable polymers
in environment. The aims of this study were to isolate LDPE
degrading fungi and identify based on their morphological
characters and molecular approaches of internal transcribed
spacer (ITS) sequencing. For this purpose, soil samples from Supit
Urang landfill Malang were prepared to fungi isolation. The
biodegradation potential of the isolates was investigated with the
existance of clear zone in minimal salt medium by using LDPE
powder as the sole carbon source. Identification of fungi at the
genus level was carried out by observing the macroscopic
characters of the isolates such as colony color, colony shape,
upper surface texture, lower surface texture and colony diameter,
as well as the microscopic characters of isolates such as hyphae,
conidia, conidiophores and spore arrangement. The results of the
selection for the presence of clear zones succeeded in selecting
five selected isolates for dry weight reduction tests, namely isolates
AY1, AY2, AY4, AY7, AY8. It was found that AY1 isolates had the
highest biodegradability. The reduction in dry weight of LDPE
sheets by AY1 isolates was 5.7% in 30 days incubation period. The
morphological and molecular identification results showed that
AY1 isolates had identical similarities with Aspergillus flavus. This
study is the first effort to resolve environmental threats due to
plastic, and probably can be used for further plastic bioremediation.

Keywords: Biodegradation, Fungi, Low density polyethylene,
Aspergillus flavus
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BAB |
PENDAHULUAN
1.1 LATAR BELAKANG

Produksi plastik terus mengalami peningkatan seiring dengan
bertambahnya kebutuhan plastik sebagai pengemas produk
makanan, obat-obatan, kosmetik dan bahan kimia. Produksi
plastik dunia tercatat mengalami kenaikan drastis dari dua juta ton
pada tahun 1950 menjadi 380 juta ton di tahun 2015 (Geyer et al.,
2017), memasuki tahun 2017 jumlah produksi plastik mencapai 8,3
miliar ton (PlasticsEurope, 2017). Di Indonesia, produksi plastik
nasional mencapai 175 ribu ton per hari, jika dikalkulasikan
mencapai 64 juta ton per tahun (KLHK, 2019).

Penggunaan plastik terbesar berasal dari bahan dasar
polietilena. Menurut Geyer et al (2017), produksi plastik non-serat
terbesar adalah polietilena (36%), polipropilena (21%), PVC (12%)
dan jenis polimer lain (31%). Polietilena merupakan polimer dari
etilena (CH2=CH.) dan termasuk jenis termoplastik berbahan
dasar minyak bumi. Polietilena umumnya memiliki dua jenis yaitu
HDPE (Polietilena berdensitas tinggi) dan LDPE (Polietilena
berdensitas rendah) (Shah et al., 2008). HDPE memiliki
geomembrane yang tahan air dan korosi, juga sangat tahan
terhadap paparan zat asam sehingga jenis HDPE lebih sulit
terdegradasi secara alami dibanding LDPE (Balasubramanian et
al., 2014). Namun, LDPE menjadi material plastik yang paling
banyak diaplikasikan karena memiliki berbagai keunggulan
dibanding jenis polimer lain sehingga keberadaannya di alam
melimpah dan menumpuk menjadi sampah yang dapat

menyebabkan kerusakan alam (Munir et al., 2018).
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Keunggulan-keunggulan LDPE adalah fleksibel atau mudah
dibentuk, kuat, tahan pada suhu tinggi hingga 95 °C, daya proteksi
terhadap uap air tergolong baik serta tahan terhadap paparan
bahan kimia (liyoshi et al., 2014). LDPE banyak digunakan sebagai
material pengemasan produk, tempat makanan dan botol-botol
bertekstur lembek. Penggunaan plastik berbahan dasar LDPE
secara terus-menerus memposisikan plastik LDPE sebagai
sumber sampah terbesar (Sen & Raut, 2015).

Sampah plastik akan terakumulasi di tempat pemrosesan akhir
(TPA) sebagai pusat pengolahan sampah. Di Indonesia, hampir
setiap daerah memiliki TPA, salah satunya TPA Supit Urang yang
terletak di kota Malang Provinsi Jawa Timur. TPA Supit Urang
merupakan pusat pengelolahan sampah terbesar di Kota Malang
yang menampung segala jenis sampah termasuk sampah plastik.
Data dari Dinas Lingkungan Hidup Kota Malang menyebutkan
bahwa TPA Supit Urang memiliki luas £ 15,2 ha dengan kapasitas
penampungan sampah hingga + 421,50 ton/hari. Komposisi
sampah tersebut terdiri atas 77,40 % jenis sampah organik dan
22,60 % sampah anorganik. Sampah yang terakumulasi di TPA
Supit Urang diolah berdasarkan jenisnya. Sampah organik
dimanfaatkan sebagai kompos sedangkan sampah anorganik
yang masih baik kondisinya akan didaur ulang dan sisanya akan
ditimbun di dalam tanah. Sampai akhir tahun 2019 TPA Supit
Urang telah memilliki zona penimbunan sampah dengan luas total
9,6 ha. Sampah yang ditimbun adalah golongan sampah yang
sudah tidak dapat dimanfaatkan lagi seperti plastik (DLH Malang,
2019).



3

Akumulasi plastik di dalam tanah menjadi salah satu penyebab
utama pencemaran lingkungan (Verma et al.,, 2016). Plastik
memiliki berat molekul yang tinggi sehingga sulit terdegradasi
secara alami, hal ini menjadi inisiator berbagai kerusakan alam
(liyoshi et al., 2014). Jika sampah plastik ditimbun di dalam tanah
maka akan mengakibatkan ketidakseimbangan siklus biologi tanah
sehingga dapat menurunkan kualitas kesuburan tanah (liyoshi et
al., 2014). Selain itu, sampah plastik juga berdampak buruk bagi
ekosistem perairan, studi Woerden et al. (2018) menunjukkan
bahwa sekitar 75% sampah yang mencemari lautan berupa plastik
dari daratan, sampah plastik yang terakumulasi di laut akan
tereduksi menjadi mikroplastik, hal ini menyebabkan pencemaran
air laut.

Kerusakan lingkungan akibat sampah plastik adalah bukti
ketidakpedulian manusia akan alam. Hal ini menyimpang dari
tujuan awal penciptaan manusia untuk menjaga, melestarikan dan
mengelolah bumi dengan bijak. Allah telah berfirman dalam surat
Ar-rum ayat 41:

5 S 3 53 s G Eaed ol o 248 G o bt 1l Sk

Artinya: “Telah Nampak kerusakan di darat dan laut
disebabkan karena lah tangan manusia, supaya
Allah SWT. merasakan kepada mereka sebagian

dari akibat perbuatan mereka, agar mereka
kembali ke jalan yang benar” (Q.S. Ar-rum: 41).

Ayat diatas menegaskan bahwa kerusakan yang terjadi di
lautan dan di daratan adalah akibat perbuatan manusia. Baik atau
buruk kondisi lingkungan sangat bergantung terhadap aktivitas

manusia sebab manusia berinteraksi langsung dengan lingkungan
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sekitar. Penafsiran ayat dalam Tafsir Tematik Kementerian Agama
Republik Indonesia menafsirkan bahwa telah terjadi al-fasad di
daratan dan lautan. Al-Fasad adalah segala bentuk pelanggaran
atas sistem atau hukum yang dibuat Allah, yang diterjiemahkan
dengan "perusakan”. Perusakan itu bisa berupa pencemaran alam
seperti penumpukan sampah plastik, atau bahkan penghancuran
alam sehingga tidak bisa lagi dimanfaatkan (Kemenag, 2014).

Penumpukan sampah plastik harus diatasi dengan metode
yang baik dan benar guna mencegah terjadinya kerusakan
lingkungan. Beberapa metode yang telah diterapkan secara
kimiawi dan mekanik diantaranya melalui degradasi secara foto-
oksidatif dengan penyinaran UV (Yousif & Haddad, 2013),
degradasi termo-oksidatif yaitu perusakan molekul oleh suhu
panas tinggi (Karlsson et al., 2018), fotokatalitis dan biodegradasi
oleh mikroorganisme (Shah et al., 2008). Metode diatas tidak
semua dapat diterapkan dalam skala besar karena membutuhkan
biaya operasional yang tinggi serta resiko lapangan lebih besar
akibat polusi yang dihasilkan. Biodegradasi oleh mikroorganisme
dinilai sebagai metode yang paling baik untuk diterapkan dalam
skala besar karena lebih mudah, murah dan ramah lingkungan,
namun membutuhkan waktu lama untuk mencapai degradasi yang
sempurna (Shah et al., 2008).

Biodegradasi polimer oleh mikroorganisme dinilai efektif dan
adaptif terhadap lingkungan dibanding dengan metode kimia atau
fisika. Pada prosesnya, mikroorganisme akan mengeluarkan
enzim ekstraseluler yang akan mendegradasi polimer plastik
menjadi komponen yang lebih sederhana yaitu oligomer dan

monomer, selanjutnya komponen tersebut akan dimanfaatkan
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sebagai sumber energi dan karbon melalui proses asimilasi
(Arutchelvi et al., 2008; Gewert et al., 2015).

Penelitian-penelitian sebelumnya menunjukkan bahwa jamur
memiliki aktivitas degradasi yang paling tinggi dibanding
mikroorganisme lain, permukaan polimer yang bersifat hidrofobik
akan direduksi tingkat hidrofobisitasnya oleh protein surfaktan
(hidrofobin) yang diproduksi oleh jamur sehingga memudahkan
jamur untuk melekat pada permukaan polimer (Kumar & Raut,
2015). Beberapa jenis jamur yang telah diteliti memiliki potensi
biodegradasi LDPE diantaranya Rhyzopus oryzae NS5 mampu
mendegradasi LDPE sebesar 8,4 + 3 % dari berat awal dalam
waktu 30 hari (Awasthi et al., 2017), kelompok Aspergillus yaitu A.
niger menunjukkan pengurangan berat kering LDPE sebesar 5,8
% dan A. japonicas sebesar 11,11 % dalam kurun waktu 30 hari
inkubasi (Raaman et al., 2012), kelompok Fusarium ssp. dengan
kode isolat dan prosentase pengurangan berat kering masing-
masing yaitu FSM-10 (9 %), FSM-3 (8 %), FSM-6 dan FSM-8 (7
%), FSM-5 (5 %) dalam masa inkubasi 60 hari (Das & Kumar,
2014).

Penelitian ini bertujuan untuk mengisolasi jamur yang memiliki
kemampuan dalam mendegradasi plastik jenis LDPE. LDPE
memiliki aplikasi yang cukup luas, sehingga limbah LDPE mudah
dijumpai di lingkungan bebas ataupun di tempat pembuangan
sampah, hal ini menyebabkan pencemaran jika tidak diatasi
dengan cara yang aman bagi lingkungan (Shah et al., 2008).
Jamur pendegradasi LDPE diisolasi dari tanah TPA Supit Urang.
TPA Supit Urang telah memiliki zona penimbunan sampah plastik

yang luas dan sudah melalui proses pemisahan dari sampah non-



6

plastik, sehingga isolat yang diperoleh berpotensi sebagai agen
pendegradasi plastik (DLH Malang, 2019). Potensi isolat
dievaluasi berdasarkan keberadaan zona bening dalam media
tumbuh yang mengandung LDPE. Terbentuknya zona bening
disekitar koloni jamur menunjukkan bahwa isolat mampu
mendepolimerisasi polimer sebagai langkah awal biodegradasi
(Deepika & Jaya, 2015). Isolat jamur dengan kemampuan
menghasilkan zona bening akan diuji lebih lanjut menggunakan
metode pengurangan berat kering, semakin besar pengurangan
berat lembar LDPE menunjukkan semakin efektif isolat tersebut
sebagai agen pendegradasi LDPE (Shah et al., 2008).

Penelitian ini adalah upaya awal untuk menyelesaikan masalah
lingkungan akibat sampah plastik, dengan harapan dapat
diaplikasikan sebagai agen bioremediasi. Isolat jamur potensial
pendegradasi LDPE perlu diketahui jenisnya untuk memudahkan
penerapan bioremediasi lebih lanjut. Pada penelitian ini identifikasi
isolat jamur dilakukan secara morfologi dan molekuler. Identifikasi
morfologi mampu memberikan gambaran karakter makroskopis
dan mikroskopis untuk mengetahui jenis isolat sampai tingkat
genus (Deacon, 2006). Kelemahan identifikasi morfologi terletak
pada kesamaan beberapa karakter pada jenis jamur yang
sebenarnya berbeda secara genetik. Oleh karena itu, perlu
dilakukan identifikasi secara spesifik melalui pendekatan
molekuler, identifikasi molekuler dapat mengetahui jenis isolat
sampai pada tingkatan spesies dengan menggunakan teknologi
sekuens atau urutan gen, menurut Fatchiyah dkk (2011) bahwa
secara molekuler jenis organisme dapat diketahui dengan

membandingkan bagian kode genetik yang bersifat stabil dan



khas. Penelitian ini menggunakan gen ITS sebagai gen penanda
karena bersifat konservatif dan berukuran pendek sehingga
mudah untuk diamplifikasi (Umesha et al., 2016).

1.2 Rumusan Masalah

Rumusan masalah dari penelitian ini adalah:

1. Bagaimana kemampuan degradasi LDPE oleh isolat jamur
dari TPA Supit Urang?

2. Bagaimana hasil identifikasi isolat jamur dari TPA Supit
Urang yang memiliki kemampuan degradasi LDPE?

1.3 Tujuan

Tujuan dari penelitian ini adalah;

1. Mengetahui kemampuan degradasi LDPE oleh isolat
jamur dari TPA Supit Urang Malang.

2. Mengetahui identitas isolat jamur dari TPA Supit Urang
yang berpotensi mendegradasi LDPE.

1.4 Batasan Masalah

Batasan masalah dari penelitian ini adalah:

1. Biodegradasi LDPE dievaluasi berdasarkan kemampuan
isolat jamur dalam menghasilkan zona bening dan
karakter pertumbuhannya pada media tumbuh minim
nutrisi ditambah bubuk DPE.

2. Identifikasi morfologi dan molekuler dilakukan pada isolat
jamur dengan kemampuan degaradasi tertinggi.

3. Pasangan primer yang digunakan dalam identifikasi
molekuler adalah ITS1 dan ITS4.

1.5 Manfaat

Manfaat dari penelitian ini adalah:



1. Memberi informasi tentang jenis isolat jamur dari TPA
Supit Urang dengan kemampuan biodegradasi plastik
jenis LDPE.

2. Penelitian ini diharapkan mampu menjadi langkah awal
untuk menyelesaikan masalah lingkungan akibat sampah
plastik untuk kemudian dapat diaplikasikan sebagai

bioremediasi.



BAB Il
TINJAUAN PUSTAKA
2.1 Polietilena Berdensitas Rendah (Low Density

Polyethylene)

Polietilena merupakan polimer dari etilena (CH2=CH2) yang
dibuat dengan proses polimerisasi membentuk rantai hidrokarbon
panjang dan kompleks (Gambar 2.1). Proses polimerisasi ini
melalui adhisi tekanan tinggi (1000- 3000 atm) dengan suhu tinggi
(300-500 °C). Karakter dari polietilena dipengaruhi oleh kerapatan
dan struktur rantainya. Diantara jenis polietilena yang sering
ditemui adalah: LDPE (Low Density Polyethylene), HDPE (High
Density Polyethylene), LLDPE (Linear Low Density Polyethylene).
LDPE memiliki struktur polimer rantai panjang yang bercabang
pendek dan panjang, HDPE memiliki struktur polimer rantai
panjang yang lurus, sedangkan LLDPE memiliki struktur rantai
lurus bercabang pendek (Ogah & Afiukwa, 2012; Shah et al.,
2008).

"

CH,

CHy

C])Hz H,»  Hs

—CH2—CH2—(IZH—CH2—CHZ—CH—CHZ—CHz— '%C ¢ %_n
CHy
CHy
(@) (b)

Gambar 2.1 Struktur umum polietilena berdensitas rendah (a)
polimer (b) monomer etilena (Shah et al., 2008).



10

LDPE (Low Density Polyethylene) adalah jenis polietilena yang
paling banyak diaplikasikan dalam sektor industri karena
karakternya yang baik sebagai material pengemasan produk.
LDPE memiliki densitas rendah dibanding jenis polietilena lain
karena hanya terdiri dari 2% rantai pendek, inert pada suhu ruang,
tahan terhadap paparan bahan kimia, tahan dengan suhu
pemanasan sampai 95 °C, tidak mudah rusak walau
direnggangkan. Ketahanannya terhadap kerusakan didukung oleh
sifat hidrofobisitas yang tinggi (Kumar & Raut, 2015).

2.2 Biodegradasi LDPE

Degradasi polimer diartikan sebagai menurunnya sifat fisika
dan kimia dari polimer. Kompleksitas karakter pada polimer
menyebabkannya sulit terdegradasi baik secara fisik maupun
kimia, termasuk LDPE. Sifat ketahanan LDPE berpotensi menjadi
inisiator kerusakan alam kerena tidak dapat terdegradasi secara
alami. Laju degradasi LDPE sangat rendah karena tidak memiliki
gugus fungsi yang dapat menginisiasi proses degradasi di alam.
Hal ini mengakibatkan akumulasi LDPE di tanah dapat menjadi
polusi bagi siklus alami tanah.

LDPE dapat didegradasi dengan bantuan faktor abiotik, biotik,
atau kombinasi antara keduanya. Degradasi oleh faktor abiotik
dimediasi oleh faktor lingkungan yang berperan dalam merusak
struktur polimer seperti tingkat keasaman (PH), suhu, kelembapan
dan paparan sinar UV. Degradasi oleh faktor biotik dapat dimediasi
oleh aktivitas mikroorganisme dengan memodifikasi struktur
polimer kompleks menjadi lebih sederhana secara kimia maupun
fisika (liyoshi et al., 2014).
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Biodegradasi LDPE dimulai dengan melekatnya
mikroorganisme di permukaan polimer LDPE. Jika kondisi disekitar
polimer menguntungkan untuk pertumbuhan mikroba, mikoba
akan melakukan aktivitas metabolisme dan mensekresi enzim
ekstraseluler untuk mendepolarisasi polimer menjadi lebih
sederhana seperti oligomer, dimer dan monomer untuk dapat
melewati membran semipermeable mikroba (Gambar 2.2)
(Arutchelvi et al., 2008; Shah et al., 2008).

Biodegradasi dapat terjadi melalui dua mekanisme yaitu
aerobik dan anaerobik. Biodegradasi aerobik terjadi di dalam tanah
dengan hasil akhir CO2dan air, sementara biodegradasi anaerobik
terjadi di tempat pembuangan sampah dan pada sedimen dengan
hasil akhir COz, air dan metan. Mikroorganisme akan
mendegradasi polimer menjadi komponen sederhana lalu
memanfaatkan monomernya sebagai sumber karbon kemudian
mensekresikan hasil samping tersebut dengan sifat yang aman

bagi lingkungan (Sangale, 2012; Tokiwa et al., 2009).

C0Oy. H:O danproduk
m etabolit lain

Ekskresi enzim
ﬂ EKarbon dari proses degradas

ek stra seluler
N diasimilasi kedalam sel

Enzim menempel di
permukaan polim er l

larut dalam m edia

y / Monom er terdegradas

dn

Enzim E| § g | Plastik
ekstraseluler [ %:

Gambar 2.2 Mekanisme biodegradasi pada kondisi aerob:
mikroorganisme mengeluarkan enzim
ekstraseluler yang dapat mendepolimerisasi



12

LDPE, kemudian karbon hasil degradasi akan
diasimilasi ke dalam sel. Proses degradasi
menyebabkan monomer termineralisasi menjadi
COz2, H20 dan produk metabolit lain (Shah et al.,
2008).

2.3 Jalur Degradasi LDPE oleh Jamur

Jamur dapat mendegradasi LDPE melalui dua jalur yaitu
ekstraseluler dan intraseluler. Pada jalur ekstraseluler, degradasi
LDPE terjadi di luar sel dengan mengekskresi eksoenzim yang
akan mendepolimerisasi polimer menjadi monomer, kemudian
hasil depolimerisasi dapat dimanfaatkan jamur sebagai sumber
karbon melalui asimilasi. Jalur intraseluler membutuhkan proses
cracking diluar sel untuk membentuk fragmen pendek hidrokarbon
yang akan masuk melewati membran sel dan didegradasi didalam
sel dengan bantuan endoenzim (Awasthi et al., 2017).

Jamur memiliki kemampuan degradasi yang tinggi dibanding
mikroorganisme lain karena mampu menghasilkan protein
hidrofobik yang dapat menempel pada permukaan polimer.
Kemampuan jamur dalam membentuk kolonisasi pada permukaan
polimer memudahkan penetrasi hifa ke dalam rantai polimer yang
merupakan langkah awal dalam proses biodegradasi. Selain itu
Jamur mampu menghasilkan enzim yang sesuai untuk proses
degradasi seperti Laccase, Catalase, Protease dan Glycosidase
yang mampu mengkatalis reaksi degradasi (Tokiwa et al., 2009).
Jamur juga mampu bertahan hidup di lingkungan dengan minim
nutrisi, pH rendah dan kelembapan rendah sehingga kemampuan
jamur bertahan hidup lebih tinggi dengan memanfaatkan plastik
pada media sintetik (Hikmah et al., 2017).
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Penelitian-penelitian sebelumnya telah berhasil mengisolasi
beberapa jamur dengan kemampuan mendegradasi LDPE yaitu
Fusarim solani dan Aspergills flavus (Das & Kumar, 2014),
Aspergillus oryzae (Muhonja et al., 2018), Aspergillus terreus dan
Aspergillus tubingiensis (Khan et al., 2017), Rhyzopus orizae NS5
dan Aspergillus clavatus (Gajendiran et al., 2016), Aspergillus
niger (Deepika & jaya, 2015).

2.4 Seleksi Jamur Berdasarkan Keberadaan Zona Bening

Uji zona bening merupakan uji pelat agar semi-kuantitatif
dengan mendispersikan polimer sebagai partikel yang sangat
halus dalam media agar sintetis sehingga memiliki penampilan
buram. Setelah diinokulasi dengan mikroorganisme, pembentukan
zona bening di sekitar koloni menunjukkan bahwa organisme
mampu mendepolimerisasi polimer yang merupakan langkah awal
biodegradasi (Shah et al., 2008).

Zona bening yang dihasilkan ini disebabkan oleh produksi
berbagai enzim yang membantu dalam proses biodegradasi.
Semakin luas zona bening maka kemampuan spesies untuk
melepaskan jenis enzim semakin besar. Penelitiannya
menunjukkan kemampuan Aspergillus menghasilkan zona bening
12 mm dan Penicillium 8 mm dengan masa inkubasi 7 hari (Ahsan
et al., 2016).

Hasil penelitian Deepika & Jaya (2015) menunjukkan
pertumbuhan jamur pada media MSM dengan campuran bubuk
LDPE 0.1% (w/v). Pertumbuhan jamur dimulai pada hari ke 4-5 dan
terbentuk zona buram di sekitar koloni kemudian perlahan mulai

terbentuk zona bening transparan pada hari ke 10. Proses inkubasi



14

dilakukan pada suhu ruang. Hasil penelitian menunjukkan jari-jari

zona tersebut berkisar 0,25 hingga 0,75 cm (Gambar 2.3).

Gambar 2.3 Pembentukan zona bening disekitar koloni pada
media MSM dengan kandungan 0,1 % LDPE (a)
Zona bening yang terbentuk (Deepika & Jaya, 2015).

2.5 Faktor yang Memengaruhi Biodegradasi
Proses biodegradasi plastik dipengaruhi oleh beberapa faktor
yaitu (Ahmed et al., 2018):
1. Kelembapan
Kelembapan mempengaruhi pertumbuhan dan multiplikasi
mikroorganisme karena erat kaitannya dengan persediaan air
di lingkungan sebagai media transportasi nutrisi. Setiap jenis
mikrorganisme memiliki kondisi optimal yang berbeda, pada
jamur pertumbuhan optimal miselium dapat terjadi pada
kelembapan udara 65% - 70%. Pada proses degradasi polimer
kondisi yang lembap mendukung proses hidrolisis dengan
menghasilkan lebih banyak reaksi pemotongan rantai polimer.
Oleh karena itu, kecepatan biodegradasi dapat meningkat
dengan kelembapan yang sesuai kebutuhan mikroorganisme.

2. Suhu dan Tingkat Keasaman
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Suhu dan tingkat keasaman (pH) berpengaruh terhadap reaksi
enzimatis mikroorganisme. Suhu dan pH substrat penting untuk
pertumbuhan mikrooganisme karena enzim-enzim tertentu
hanya dapat beraktivitas untuk mengurai substrat pada suhu
dan pH tertentu. Umumnya jamur akan beraktivitas pada pH
dibawah 7.0 atau dalam kondisi asam, sedangkan suhu yang
optimal untuk pertumbuhan jamur adalah suhu ruangan kisaran
22-25 °C. Pada proses biodegradasi, suhu dan pH berpegaruh
terhadap laju hidrolisis dan aktivitas enzimatis, beberapa
penelitian menunjukkan bahwa diantara enzim yang berperan
dalam biodegradasi plastik adalah Catalase, Protease dan
Glycosidase yang dihasilkan oleh golongan Aspergillus (Tokiwa
et al., 2009), Manganase peroxidase oleh Amycolaptosis sp.
(Muhamad et al., 2015) dan Laccase dan Manganase
peroxidase oleh Chaetomium globosum (Sowmya et al., 2014).
3. Karakteristik Polimer

Karakter polimer berpengaruh terhadap laju degradasi oleh
mikroorganisme, diantara sifat polimer yang berpengaruh
adalah berat molekul, bentuk dan ukuran. Mikroorganisme lebih
mudah mendepolimerisasi polimer dengan berat molekul

rendah dan luas permukaan lebar.

2.6 Identifikasi Isolat Jamur
2.6.1 Identifikasi Morfologi
Identifikasi morfologi merupakan pengamatan karakter luar fisik

dari suatu organisme. Identifikasi morfologi dilakukan untuk
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mengetahui identitas suatu organisme sampai pada tingkat genus.

Identifikasi morfologi dilakukan dalam dua tahap yaitu identifikasi

secara makroskopis dan mikroskopis (Deacon, 2006).

2.6.1.1 Identifikasi secara Makroskopis
Identifikasi secara makroskopis dilakukan dengan mengamati

karakter yang tampak seperti warna jamur pada permukaan atas
dan bawahnya (reverse slide), ukuran koloni, tepi koloni, bentuk,
garis-garis radial dari pusat koloni ke tepi, ada tidaknya lingkaran
konsentris, pola pertumbuhan dari awal ditanam serta tekstur
permukaan seperti halus, kasar, rata, licin, ada atau tidaknya tetes-
tetes eksudat. Menurut Gandjar et al. (1999), beberapa faktor yang
perlu diperhatikan dalam pengamatan makroskopis jamur adalah
medium yang digunakan, umur isolat pada saat pengamatan dan
suhu inkubasi.

2.6.1.2 Identifikasi secara Mikroskopis

Identifikasi jamur secara mikroskopis dilakukan dengan
mikroskop untuk mengamati bentuk sel, ukuran sel, tipe mieslium,

tipe reproduksi dan tipe pertunasan. Menurut Gandjar et al. (1999),

bebarapa hal yang perlu diperhatikan dalam pengamatan

mikroskopis adalah:

1. Pengamatan karakter hifa yaitu berseptum atau tidak,
berpigmen hialin (tidak berwana atau berwana biru jika diberi
pewarna) atau dematiaceous (berwarna coklat kehijauan atau
kehitaman) serta bentukan hifa (spiral atau bernodul atau
mempunyai rhizoid).

2. Spora aseksual, berbentuk sederhana (arthospora,
blastospora, klamidospora) atau sporangiospora atau spora

aseksual khusus seperti konidia dan aleuspora. Karakter spora
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aseksual diamati adalah bentuk, ukuran, jumlah dan letak.
Bentukan spora diantaranya gelondong, ganda, bulan sabit,
bulat atau semi bulat, tidak teratur, silindris, elips, seperti
bintang, seperti benang. Ukuran spora aseksual dibedakan
menjadi dua yaitu kecil (1-5 cm) dan besar (120-100 nm).

3. Spora seksual, memiliki bentuk yang variative seperti
basidiospore, askospora dan zigospora.

4. Karakter sel, bersel tunggal (berdinding tipis atau tebal,
berpigmen atau tidak) atau bersel banyak (dinding tipis atau
tebal, bersepta atau tidak, bersepta transversal saja atau
transversal dan longitudinal, berpigmen atau tidak).

2.6.2 Identifikasi Molekuler

2.6.2.1 Isolasi DNA Jamur
Ekstraksi DNA genomik dari jamur berfilamen memiliki tingkat

kesulitan yang tinggi karena struktur dinding sel yang kompleks,

konsentrasi polisakarida tinggi dan keberadaan metabolit
sekunder lain yang mengikat atau mengendap bersama dengan
asam nukleat. Oleh karena itu dibutuhkan metode yang efektif
untuk memeroleh DNA dengan kemurnian tinggi (Raihan,

Rahman, & Mohammad, 2016). Tahap awal dari isolasi DNA

adalah proses ekstraksi DNA dari dalam sel. Metode yang umum

dalam ekstraksi DNA jamur adalah metode Cetyl Trimetyl

Ammonium Bromide (CTAB). CTAB mengandung surfaktan

kationik yang sangat efektif dalam melisiskan dinding sel dengan

kandungan polifenol dan polisakarida tinggi. Metode CTAB banyak
dipilih karena lebih mdah, murah dan efisien dibandingkan metode

kit komersial (Huang et al., 2019).
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Metode CTAB memiliki prinsip seperti isolasi DNA pada
umumnya yaitu lisis sel, ekstraksi, presipitasi dan purifikasi. Dalam
metode CTAB, komposisi bufer lisis sangat berpengaruh terhadap
keberhasilan proses lisis. Komposisi buffer lisis dalam metode
CTAB adalah surfaktan CTAB, NaCl, EDTA, Tris-HCI dan
Polivinilpirolidon (PVP). CTAB merupakan surfaktan Kkationik
bermuatan positif pada bagian kepala dan gugus hidrofobik pada
bagian ekor. Gugus hidrofobik pada surfaktan akan berinteraksi
dengan lemak sehingga lemak akan terdenaturasi sedangkan
muatan positif surfaktan akan berinteraksi dengan muatan negatif
protein sehingga protein akan terdenaturasi. CTAB juga memiliki
kemampuan untuk memecah polisakarida menjadi monomer
sederhana dengan cara berinteraksi dengan polisakarida menjadi
monomer sederhana dengan cara berinteraksi dengan
polisakarida secara hidrofobik membentuk senyawa kompleks.
Kandungan NacCl berfungsi menghilangkan senyawa polisakarida.
EDTA berfungsi mengurangi integritas dinding sel dengan
mengikat ion magnesium agar aktivitasnya menurun, ion
magnesium berkontribusi dalam mempertahankan aktivitas enzim
nuklease, Tris-HCI berfungsi berfungsi menyeimbangkan pH, PVP
berfungsi menghilangkan senyawa fenolik (Nystrom et al., 2009).

Dinding sel yang telah lisis mengakibatkan seluruh isi sel keluar
termasuk DNA dan kontaminan yang masih tersisa menggunakan
pelarut organik. Pelarut organik yang biasa digunakan adalah
kloroform dan isoamil alkohol, kloroform berfungsi mendenaturasi
protein, sedangkan isoamil alkohol berfungsi menghilangkan busa.
Perlakuan tersebut menjadi menjadikan campuran membentuk 3

lapisan dengan penampakan berbeda. Lapisan atas mengandung
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DNA dan RNA karena sifatnya polar. Hal ini disebabkan karena
meningkatnya kelarutan DNA dala air akibat interaksi antara
muatan dipol positif air dengan dipol negative pada gugus
fosfodiester DNA. Protein yang terdenaturasi akan masuk diantara
lapisan intermediet atau fase organik-air. Sedangkan pada lapisan
bawah atau fase organik tersisa lemak dan protein nonpolar yang
mudabh larut dalam kloroform (Almarhoon et al., 2019).

Proses presipitasi DNA merupakan proses pengendapan DNA
dengan bantuan etanol dingin dan garam ammonium asetat.
Etanol akan menghilangkan sisa kloroform dengan memekatkan
DNA. Etanol akan menurunkan aktivitas molekul H20 sehingga
molekul DNA dengan muatan netral akan menggumpal dan
mengendap menjadi pelet. Garam ammonium asetat berfungsi
menurunkan kelarutan DNA dalam air kemudian kontaminan RNA
dapat didenaturasi dengan penambahan enzim RNAse.
Pemurnian DNA merupakan proses pencucian DNA dari sisa-sisa
kontaminan dan garam. Pelet DNA yang terbentuk dilarutkan
dalam TE agar sampel DNA agar tetap stabil (Fatchiyah dkk.,
2011).

Tingkat keberhasilan isolasi DNA dari suatu isolat DNA dapat
ditentukan dari nilai rasio absorbansi A260/A280 dan hasil
visualisasi elektroforesis gel agarosa dibawah sinar UV
transluminator. DNA dengan kualitas kemurnian baik memiliki
rentang nilai rasio A260/A280 antara 1,8 - 2,0 dan menunjukkan
pita tunggal yang utuh tanpa smear pada hasil elektroforegram.
Jika nilai rasio A260/280 lebih kecil dari 1,8 maka isolat DNA
terkontaminasi oleh fenol dan jika lebih besar dari 2,0 maka isolat

mengandung protein dan senyawa lain (Fatchiyah dkk., 2011).
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2.6.2.2Gen ITS

Daerah DNA ribosomal (rDNA) yaitu daerah penyandi genom
dalam komponen rRNA (RNA ribosomal). Deret rDNA pada
organisme eukariotik terletak pada inti sel dan mitokondria. Daerah
tersebut dipisahkan menjadi beberapa segmen oleh daerah
pembatas atau spacer yaitu ETS (external transcribed spacer),
IGS (Intergenic spacer) dan ITS (internal transcribed spacer).
Fragmen ITS menjadi pembatas antara segmen 18S, 5.8S dan
28S. Golongan jamur memiliki daerah ITS yang terbagi menjadi
dua bagian yaitu ITS1 dan ITS2, skema letak daerah ITS dapat
dilihat pada (Gambar 2.4). Kedua daerah ITS tersebut merupakan
daerah non-coding karena tidak diterjemahkan saat proses
pengkodean RNA ribosom (Deacon, 2006; Mulyatni et al., 2011).

Daerah ITS mempunyai tingkat konservasi yang tinggi sehingga
sering digunakan sebagai gen penanda universal dalam
mengidentifikasi jamur, sehingga gen ITS juga sering digunakan
sebagai dasar mempelajari hubungan kekebarabatan. Keunggulan
yang lain dari daerah ITS adalah dapat mengalami perubahan atau
mutasi yang cepat sehingga menunjukkan variasi genetik yang
tinggi. Variasi genetik ini dapat membedakan antara spesies satu
dengan yang lain dalam satu genus. Selain itu, daerah ITS
memeiliki ukuran basa nukleotida yang pendek yaitu antara 500-
600 pasangan basa, hal ini dapat memudahkan proses amplifikasi
menggunakan primer universal , ITS banyak digunakan untuk
analisis filogenetik, penentuan identitas taksonomi dan studi

evolusi (Rampersad, 2014).
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16S ITS1 5,85 ITS 2
1-27bp 28-212bp 213-370bp 371-536 bp 537-576 bp

GTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACCGAGTGCGGGT
CCTTTGGGCCCAACCTCCCATCCGTGTCTATTGTACCCTG
TTGCTTCGGCGGGCCCGCCGCTTGTCGGCCGCCGGGGEG
GGCGCCTCTGCCCCCCGGGCCCGTGCCCGCCGGAGACC
CCAACACGAACACTGTCTGAAAGCGTGCAGTCTGAGTTGA
TTGAATGCAATCAGTTAAAACTTTCAACAATGGATCTCTTG
GTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAACT
AATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGAA
CGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTG
TCCGAGCGTCATTGCTGCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGTT
GGGTCGCCGTCCCCCTCTCCGGGGGGACGGGCCCGAAA
GGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGATCCTCGAGCGTATGG
GGCTTTGTCACATGCTCTGTAGGATTGGCCGGCGCCTGC

CGACGTTTTCCAACCATTCTTTCCAGGTTGACCTCGGATCA
GGTAGGGATACCCGCTGAACTTAA

Gambar 2.4 Skema letak daerah ITS pada DNA ribosom dari
Aspergillus niger dengan panjang 576 bp . Warna
putih (1-27 bp) menunjukkan sekuen unit 18S,
warna kuning (28-212 bp) menunjukkan daerah
ITS1, warna hijau (213-370 bp) menunjukkan
sekuen wunit 5,8S, warna biru (371-536 bp)
menunjukkan daerah ITS2, warna cokelat (537-576
bp) menunjukkan sekuen unit 28S)
(www.ncbi.nlm.gov/nuccore/AF_132799.1).

2.6.2.3 Amplifikasi DNA dengan PCR

Reaksi polimerasi berantai atau PCR merupakan Teknik
amplifikasi DNA pada suatu daerah tertentu, tujuannya adalah
untuk memeroleh kopian sekuen dalam jumlah besar dalam waktu
singkat. PCR melibatkan beberapa siklus berulang dan setiap
siklusnya terjadi duplikasi sejumlah target DNA untai ganda.

Secara umum, komponen yang dibutuhkan dalam proses PCR
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adalah DNA template, sepasang primer, master mix PCR,
deoxynycleotide triphosphates (dNTPs), MgCl dan DNA
polymerase (Garibyan & Avashia, 2013).

Proses PCR melalui tiga tahap utama vyaitu denaturasi,
annealing dan elongasi. Pada tahap denaturasi, untai ganda DNA
akan berpisah menjadi untai tunggal. DNA dapat digunakan
sebagai cetakan untuk untai baru dalam kondisi untai tunggal.
Denaturasi dilakukan dalam rentang suhu 90-95 °C selama 60
detik. Pada tahap Annealing (Penempelan) terjadi penempelan
primer tepat di daerah DNA terget. Setelah penempelan primer,
enzim tag polymerase akan memulai pembentukan untai DNA
baru. Agar suatu primer dapat menempel dengan tepat pada
daerah target maka dibutuhkan suhu yang rendah, sekitar 55 °C
dengan waktu 20-60 detik. Tahap terakhir adalah elongasi, tahap
ini terjadi pada suhu sekitar 72 °C selama 60 detik. Primer yang
telah menempel akan mengalami pemanjangan dari sisi 3’ dengan
penambahan dNTPs yang komplemen dengan DNA template oleh
DNA polimerase (Alsohaili & Bani-Hasan, 2018).

Keberhasilan proses amplifikasi sangat bergantung pada
pemilihan primer yang tepat, dibutuhkan dua macam primer yaitu
forward dan reverse, primer forward merupakan titik penanda awal
yang akan menmpel pada untai DNA dari ujung 3'5’, sedangkan
primer reverse adalah titik akhir daerah yang diamplifikasi, primer
ini menempel pada untau DNA dari sisi 3’5’. Dalam penelitian ini,
digunakan primer ITS1 dan ITS4, 5-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3 dan ITS4 5'-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3. Pemilihan primer dan suhu

penempelan yang tepat adalah faktor utama keberhasilan
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amplifikasi. Penelitian yang dilakukan Umesha et al. (2016)
dengan menggunakan pasangan primer ITS1 dan ITS4
menunjukkan keberhasilan amplifikasi DNA yang mengindikasikan
fragmen ITS.

2.6.2.4 Penentuan Sekuen DNA dan Analisis Bioinformatika

Sekuensing DNA adalah teknik penentuan urutan basa
nukleotida adenin (A), sitosin (C), guanin (G), timin (T) dalam suatu
molekul DNA. Urutan tersebut merupakan informasi dasar dari
suatu gen atau genom untuk menemtukan identitas atau fungsi
dari suatu gen. Proses sekuensing DNA menggunakan metode
dideoxy nucleotide chain termination yang akan menghasilkan
kromatogram yang tersusun atas puncak dalam empat warna
berberda, warna tersebut adalah representasi dari empat macam
basa yang menyusun DNA (Fatchiyah dkk., 2011).

Hasil urutan DNA kemudian dianalisis dengan beberapa
program komputer seperti Bioedit, BLAST-n dan MEGA-X. Bioedit
digunakan untuk menganalisa bagian contig (serangkaian bagian
DNA yang tumpeng tindih) untuk memeroleh hasil sekuensing
yang lebih baik. Program Bioedit akan menghapus daerah yang
tidak termasuk hasil konsensi dari sekuen forward dan reverse.
Program Blast-n digunakan untuk mencocokkan sekuen DNA
query dengan sekuen dari NCBI (Mulyawati et al., 2017
Suchowersky, 2013; Yuniarti dkk, 2017).

MEGA-X digunakan untuk melakukan konstruksi pohon
filogenetik berdasarkan pendekatan maximum likelihood atau
kemiripan paling tinggi. Metode ini memberi estimasi terbaik daro

setiap panjang percabangan, artinya yang paling dekat
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merefleksikan jarak nyata antar sekuen. Bootstrap 1000 digunakan
untuk memperkirakan tingkat kredibilitas pohon filogenetik (Kumar
et al., 2018).



BAB Il
METODE PENELITIAN

3.1 Rancangan Penelitian

Penelitian ini adalah jenis penelitian eksploratif dari hasil isolasi
fungi indigenus di TPA Supit Urang Malang yang diidentifikasi
secara morfologi dan molekuler. Selain itu merupakan jenis
penelitian deskriptif kualitatif dan kuantitatif berupa hasil zona
bening dan berat kering.
3.2 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Desember 2019 sampai
Maret 2020. Pengambilan sampel tanah dilakukan di TPA (Tempat
Pemrosesan Akhir) Supit Urang, Malang. Proses Isolasi sampai
identifikasi dilakukan di laboratorium mikrobiologi, biokimia dan
genetika, Jurusan Biologi, Fakultas Sains dan Teknologi,
Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang.
3.3 Alat dan Bahan
3.3.1 Alat

Penelitian ini menggunakan alat-alat diantaranya kantong steril,
sendok steril, kotak penyimpanan sampel, blender, timbangan
digital Sartorius, gelas ukur PYREX IWAKI, tebung Erlenmeyer
PYREX IWAKI, pipet ukut, tabung kaca Amoxsan, cawan petri
PYREX IWAKI, jarum ose, spatula, tabung mikro 1.5 mL, tabung
Eppendorf, Shaker, kompor listrik Thermo scientific, vortex Maxi
Mix I, Laminar air flow, incubator mammerr, mikropipet BIO-RAD,
tip ONEMED (biru, kuning dan putih), bunsen, autoclave SS XFS
280A, alat sentrifugasi Thermo scientific, alat sentrifugasi
HIRAEUS, microwave UROLUX, cetakan agar, perangkat
elektroforesis Mupid, power supply BIO-RAD, Molecular Imager®

25
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Agar Doc™ XR System BIO-RAD, AE-200 Nano Nucleic Acid
Analyzer, dan MyCycler™ Thermal Cycler BIO-RAD.
3.3.2 Bahan

Sampel tanah diperoleh dari TPA Supit Urang Malang. Bahan-
bahan yang digunakan dalam isolasi jamur adalah media PDA
komersial Merck dan akuades steril; mineral salt medium (MSM)
yang mengandung (g/L: K2HPO4 1, KH2PO4 0,2, (NH4)2 SO4 1,
MgSO4 7H20 0,5, NaCl 1, FeSO4 7H20 0,01, CaClz 2H20 0,002,
MnSO4 H20 0,001, CuSO4 5H20 0,001, ZnSO4 7H20 0,001, Agar
15, chloramphenicol, bubuk LDPE) untuk uji biodegradasi. Proses
isolasi DNA membutuhkan CTAB 2%, NaCl 0.7 M; 1.5 M,
kloroform, isopropanol, buffer TE, ddH20, etanol 70 %. Proses
elektroforesis DNA jamur memerlukan agarose, buffer TAE
1X,EtBr dan loading dye. Proses amplifikasi DNA menggunakan
primer ITS1 dan ITS4, PCR mix, marker 1 kb.
3.4 Langkah Kerja
3.4.1 Pengambilan Sampel Tanah

Tanah yang digunakan sebagai sumber isolat diambil dari lahan
TPA Supit Urang pada kedalaman 3-5 cm pada tiga titik yang
berbeda. Semua sampel dicampur sampai merata dalam polybag
steril kemudian dimasukkan dalam icebox yang telah diisi blue ice
dan dibawa ke laboratorium (Khan et al., 2017).
3.4.2 Persiapan Bubuk LDPE dan Lembar LDPE

Butir kristal LDPE sebanyak lima gram dihaluskan dengan
blender sampai menjadi bubuk, sedangkan lembar LDPE
dipersiapkan dari kantong plastik berbahan LDPE, dipotong

dengan ukuran 3X3 cm. Keduanya direndam dalam alkohol
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selama 24 jam kemudian dikeringkan dibawah sinar UV dalam
laminar air flow (Somya et al., 2014).
3.4.3 Isolasi Jamur Pendegradasi LDPE

Sampel tanah sebanyak satu gram disiapkan dalam gelas ukur
dan ditambah akuades steril sampai volume 10 mL. Suspensi
dihomogenkan dan dilakukan pengenceran sampai larutan sampel
tidak pekat. Pada penelitian ini dilakukan lima kali pengenceran
(10°) karena dipilih kondisi sampel tanah yang kering dan tidak
menggumpal. Hasil dari pengenceran 102 dan 10 ditanam ke
dalam media PDA dengan metode pour plate sebanyak 1 mL
kemudian diinkubasi selama 3-7 hari pada suhu ruang. Setiap
koloni jamur yang terbentuk ditransfer ke media PDA baru sampai
mendapat isolat murni (Singh & Gupta, 2014).
3.4.4 Seleksi Jamur Pendegradasi LDPE Berdasarkan

Keberadaan Metode Zona Bening

Uji potensi jamur pendegradasi LDPE dilakukan dalam media
MSM agar dengan kandungan bubuk LDPE sebanyak 0,1 % (w/v),
kemudian disterilkan dengan autoclave 120 °C selama 15 menit.
Setelah proses sterilisasi, media didinginkan hingga suhu 45 °C
dan dituang pada cawan petri steril. Setelah padat, isolat jamur
diinokulasikan dalam media selama 8-10 hari dengan suhu 30-35
°C. Kemudian diamati keberadaan zona bening di sekitar koloni.
Jamur yang menghasilkan zona bening di sekitar koloni serta
memiliki karakter pertumbuhan yang cepat dan menyebar pada
permukaan media menunjukkan potensi sebagai pendegradasi
LDPE (Ahsan et al., 2016; Deepika & Jaya, 2015; Thilagavathi et
al., 2018).
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3.4.5 Uji Biodegradasi LDPE dengan Metode Berat Kering
Lembar LDPE yang telah disterilkan dengan alkohol ditanam
dalam 100 mL media MSM cair sebagai media kultur. Isolat jamur
dengan kemampuan menghasilkan zona bening dan pertumbuhan
yang baik dikultur kembali dalam media PDA selama 14 hari dan
spora yang dihasilkan dipindakan ke dalam media MSM,
pemindahan spora jamur dilakukan dengan menggunakan
campuran akuades steril dengan tween 20 sebanyak 10 mL
kemudian dikikis menggunakan kuas steril. Inkubasi dilakukan
selama 30 hari pada shaker dengan kecepatan 120 rpm dalam
suhu ruang. Lembar LDPE diambil dari media setelah masa
inkubasi selesai kemudian dibersihkan menggunakan methanol
dan dibilas dengan akuades steril kemudian dikeringkan pada
suhu ruang selama 12 jam dan ditimbang berat keringnya.
Semakin besar pengurangan berat, menunjukkan kemampuan
yang semakin tinggi dari isolat dalam mendegradasi LDPE.
Pengurangan berat kering dihitung menggunakan rumus (1)
berikut (Deepika & Jaya, 2015; Singh & Gupta 2014; Sowmya et
al., 2014; Verma et al., 2016):
(berat awal — berat akhir) lembar LDPE x 100

0, i =
% kehilangan berat berat awal lembar LDPE

3.4.6 Identifikasi Morfologi

Identifikasi  morfologi  dilakukan dengan pengamatan
makroskopis dan mikroskopis. Pengamatan makroskopis
dilakukan langsung pada koloni jamur yang telah tumbuh selama
tujuh hari, karakter yang diamati meliputi: warna jamur (atas dan

bawah), ada tidaknya garis radial, ada tidaknya garis konsentris,

1)
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ada tidaknya titik air (eksudat), diameter koloni, tepi koloni, tekstur
permukaan koloni dan pertumbuhan koloni.

Pengamatan mikroskopis dilakukan dengan metode slide
culture (Rosana, et al., 2014). Disiapkan isolat jamur dari media
tumbuh dengan ukuran 1x1 cm? dari cawan petri menggunakan
pimes steril secara aseptis. Diletakkan potongan media diatas
kaca obyek steril. Dikultur isolat jamur yang akan diidentifikasi
dengan cara digoreskan pada empat sudut media, kemudian
ditutup dengan kaca penutup dan ditekan secara perlahan.
Preparat tersebut di letakkan diatas tisu yang telah dibasahi
dengan akuades steril dalam cawan petri steril dan diinkubasi pada
suhu ruang selama 5-7 hari. Langkah selanjutnya adalah
pengamatan dibawah mikroskop, sebelumnya disiapkan kaca
obyek baru dan ditetesi larutan pewarna Lactophenol cotton blue.
Ditutup dengan kaca penutup yang berasal dari preparat kultur
jamur. Diamati dibawah mikroskop komputer dengan perbesaran
100X dan 400X. Komponen yang diamati meliputi: hifa, konidia,
konidiofor dan rizoid. Hasil pengamatan dikomparasikan dengan
buku identifikasi jamur Soil and Seed Fungi dan buku Description
of Medical Fungi untuk menentukan genus dari isolat (Bechem &
Afanga, 2018), serta buku Pictoral Atlas of Soil and Seed Fungi
Morphologies of Cultured Fungi and Key to Species 2th Edition
karangan Watanabe (2002).

3.4.7 Identifikasi Molekuler
3.4.7.1 Isolasi DNA Menggunakan Metode CTAB

Miselium jamur disiapkan sebanyak 100 mg kemudian digerus

menggunakan mortar dan alu sampai hancur, ditambahkan

nitogen cair untuk memudahkan penggerusan kemudian ditambah
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1000 pL bufer 2X CTAB yang mengandung 20 mM EDTA; 1,4 M
NaCl; 10 mM Tris-HCI ph 8; 2% CTAB; 2% PVP40; 0,2% B-
mercaptoethanol, divortex dan diinkubasi pada suhu 65 °C selama
60 menit. Selama proses inkubasi, tabung mikro dibolak-balik
setiap 5 menit sekali. Ditambah 900 puL (24:1)
chlorofrom:isoamilalkohol dan diinkubasi di suhu ruang selama 1
jam. Disentrifugasi 13000 rpm selama 10 menit, supernatan yang
terbentuk dipindah pada tube 1.5 mL. Ditambah 1X volume
chlorofrom:isoamilalkohol (24:1) dan disentrifugasi 13000 rpm
selama 10 menit. Diambil supernatan dan dipindah pada tube 1.5
mL.

Langkah selanjutnya adalah presipitasi DNA dengan
isopropanol dingin sebanyak 2/3 kali volume supernatan yang
diperoleh, disimpan semalaman dalam suhu -4 °C kemudian
dilakukan sentrifugasi 13.000 rpm selama 10 menit untuk
memeroleh endapan DNA pada pellet. Ditambahkan 500 uL etanol
absolut dan disentrifugasi 13.000 rpm/ 5 menit kemudian dikering
anginkan dan diresuspensi dengan 50 pL buffer TE. Disimpan
pada suhu -4 °C dan dilakukan uji kuantitatif dengan
spekrofotometer NanoDrop dengan panjang gelombang 260/280
nm (Doyle & Doyle, 1987; Prabha et al., 2013).
3.4.7.2 Uji Kuantitatif DNA

Uji kuantitatif DNA menggunakan nanodrop dengan nilai
absorbansi pada panjang gelombang 260-280 nm dan 260-230
nm. Langkah pertama ditentukan nilai absorbansi pada larutan
blank (larutan TE) kemudian Kklik tombol blank pada layer
nanodrop, proses pembacaan selesai ditanda dengan tulisan Acid

ready measurement menandakan siap untuk membaca nilai
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absorbansi DNA. Disiapkan sampel sebanyak 1-2 pL dan
diletakkan di tempat sampel kemudian ditekan tombol Measure
pada layer untuk memulai proses. Hasil pengukuran uji kuantitatif
DNA berupa nilai konsentrasi DNA (ng/ L) dan nilai rasio Optical
Density (OD) (Lee et al., 2012).
3.4.7.3 Uji Kualitatif DNA

Uji kualitatif DNA menggunakan agarose konsentrasi 1 %, 03
gram bubuk agarose dilarutkan dalam 30 mL buffer TAE 1X,
kemudian dipanaskan dalam microwave sampai homogen. Gel
didinginkan sampai suhu 60 °C kemudian ditambah 1-2 pL
pewarna EtBr dan dituang ke dalam tray, kemudian dipasang sisir.
Gel dibiarkan selama 1 jam agar mengeras, kemudian sisir dilepas
dan agarose dapat digunakan dengan dimasukkan kedalam tanki
elektroforesis yang berisi buffer TE. Selanjutnya 5 yL sampel
dimasukkan kedalam sumur. Proses elektroforesis dilakukan
selama 60 menit dengan voltase 85 V kemudian gel diletakkan
dibawah UV transluminator untuk diamati pita-pita DNA yang
terbentuk. Pada sampel hasil amplifikasi, posisi pita menunjukkan
panjang fragmen DNA (pb) yang mengacu pada ukuran marker
(Lee et al., 2012).
3.4.7.4 Amplifikasi gen ITS dengan PCR

Amplifikasi daerah ITS dilakukan dengan pembuatan PCR mix
volume 25 L dan menggunakan primer universal ITS1 dan ITS4.
Komponen dalam PCR mix meliputi: DNA template 1 pL, primer
forward 1 pL 1 pmol, primer reverse 1 yL 1 pmol, ddH20 7.5 pL,
PCR mix 12.4 pL. Primer forward yang digunakan adalah ITS1 (5’
TCCGTAGGTGAACCTGCGG 3’), sedangkan primer reverse yang
digunakan adalah ITS4 (5 TCCTCCGCTTATTGATATGC 3).
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Amplifikasi dilakukan dengan tahapan denaturasi awal 94 °C
selama 3 menit sebanyak satu siklus. Selanjutnya 35 siklus yang
terdiri atas: denaturasi 94 °C selama 1 menit, penempelan 56 °C
selama 2 menit dan pemanjangan 72 °C selama 1 menit 30 detik
kemudian diakhiri dengan tahap tiga sebanyak satu siklus pada 72
°C selama 7 menit. Sampel hasil amplifikasi dilakukan uji kualitatif
untuk mengetahui panjang fragmen DNA (Raihan et al., 2016).
3.4.7.5 Sekuensing DNA dan Analisis Bioinformatika

Hasil amplifikasi yang diperoleh kemudian dilakukan proses
sekuensing di perusahaan Bioneer Korea Selatan. Hasil
sekuensing DNA disusun dengan program Bioedit kemudian
dilakukan analisis dengan program BLAST-N pada NCBI dan
ditentukan outgroup dari family yang berbeda.. Setelah itu
dilakukan konstruksi pohon filogenetik mengguakan software
MEGA-X. Data yang telah disejajarkan sebelumnya dibuka dengan
aplikasi MEGA-X dan dikonfirmasi pembuatan pohon filogenetik
dengan metode statistik Maximum Likelihood. Digunakan tes
filogeni berupa metode bootstrap (jumlah replikasi sebanyak 1000
kali) dan model substitusi Tamura-Nei. Tingkat kemiripan yang
paling tinggi ditunjukkan dengan jarak terdekat dari sekuen sampel
terhadap sekuen pembanding (Suchowersky, 2013; Yuniarti et al.,
2017).
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BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Isolat Jamur dari TPA Supit Urang

Jamur indigenus berhasil diisolasi dari tanah TPA Supit Urang
pada kedalaman 3-5 cm di tiga titik berbeda. Kondisi tanah
memiliki pH rata-rata 8 dan suhu rata-rata 34 °C. Diperoleh
delapan jenis jamur indigenus dengan penampakan morfologi
yang berbeda. Isolat hasil pemurnian diberi kode AY1, AY2, AY3,
AY4, AY5, AY6, AY7, dan AY8 (Gambar 4.1).

Gambar 4.1 Penampakan isolat jamur hasil pemurnian, media
PDA, masa inkubasi 7 hari, 28 °C: (A) isolat AY1 (B)
isolat AY2 (C) isolat AY3 (D) isolat AY4 (E) isolat AY5
(F) isolat AY®6 (G) isolat AY7 (H) isolat AY8.

Perbedaan morfologi dari masing-masing isolat menunjukkan
keanekaragaman dari jamur, setiap isolat memiliki karakter khas
sebagai pembeda dari jenis lainnya. Fenomena ini telah dijelaskan
dalam Al-quran, Allah telah menciptakan makhluknya dalam
bentuk yang beranekaragam supaya dijadikan sebagai pengenal

antara satu dengan yang lain.

34



35

Firman Allah dalam surat Al-hajj ayat 5:

o £5 O 5 ST g SR Tl e WG s 51 5
Artinya: Dan kamu lihat bumi ini kering, kemudian apabila kami
turunkan (air) hujan di atasnya, hiduplah bumi itu dan
menjadi subur dan menumbuhkan berbagai jenis
pasangan (tumbuhan) yang indah (Q.S. Al-hajj: 5).

Al-quran melalui potongan ayat ke-5 surat Al-hajj di atas
menegaskan bahwa penciptaan makhluk hidup dengan segala
perbedaan bukanlah hal yang sia-sia, melainkan terdapat hikmah
yang besar. Yaitu, bahwa bumi yang kering kerontang itu, apabila
diturunkan air akan memperlihatkan tanda kehidupan, bergerak,
mengembang, permukaannya meninggi akibat air dan udara yang
menyela-nyelanya, dan akhirnya memunculkan berbagai jenis
tumbuhan yang indah, memukau dan membuat senang siapa saja
yang melihatnya (Shihab, 2012).

Jika diartikan lebih luas, konteks penciptaan dari ayat di atas
adalah penciptaan berbagai jenis makhluk hidup seperti manusia,
hewan, mikroorganisme termasuk jamur, hal ini bertujuan untuk
menghidupkan bumi dari kekeringan. Seperti halnya siklus rantai
makanan, tidak akan berlangsung hanya dengan keberadaan
tumbuhan sebagai produsen, dibutuhkan hewan dan manusia
sebagai konsumen, juga mikroorganisme seperti jamur sebagai
pengurai. Hal ini  menunjukkan  bahwa  penciptaan
keanekaragaman makhluk hidup dengan perbedaan karakter
morfologi dan fisiologi disesuaikan dengan fungsinya untuk
menunjang keberlangsungan kehidupan di muka bumi.

Jamur dapat bertahan hidup pada beragam kondisi lingkungan

termasuk tanah TPA yang bercampur limbah. Limbah dengan
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berbagai kandungan senyawa organik dan anorganik sulit
terdegradasi karena memiliki bentuk dan struktur polimer yang
komposit dan kompleks seperti plastik. Kondisi ini dimanfaatkan
oleh jamur indigenus sebagai salah satu lingkungan tumbuh yang
menguntungkan, jamur dapat memanfaatkan senyawa organik
sebagai sumber nutrisi. Menurut Darliana & Wilujeng (2020) jamur
indigenus adalah jamur yang memiliki kemampuan mendegradasi
senyawa organik dan menjadikannya sebagai sumber nutrisi untuk
metabolisme dan kehidupannya. Jamur indigenus dari tanah TPA
dapat menguraikan berbagai jenis polimer termasuk LDPE dari
limbah plastik, sehingga pada perlakuan laboratorium jamur
indigenus mampu beradaptasi saat diberi perlakuan pada media
yang mengandung LDPE. Penelitian-penelitian sebelumnya telah
berhasil mengisolasi berbagai jenis jamur indigenus dari tanah
TPA diantaranya Fusarim solani dan Aspergills flavus (Das &
Kumar, 2014), Aspergillus oryzae (Muhonja et al.,, 2018),
Aspergillus terreus dan Aspergillus tubingiensis (Khan et al., 2017),
Rhyzopus orizae NS5 dan Aspergillus clavatus (Gajendiran et al.,
2016), Aspergillus niger (Deepika & jaya, 2015).

Jamur pada tahap isolasi penelitian ini dapat tumbuh dengan
optimal karena didukung oleh lingkungan yang baik dan nutrisi
yang terpenuhi. Pertumbuhan miselium jamur hasil pemurnian
telah memenuhi cawan petri di hari ke-7, meskipun pada jamur
AY3 menunjukkan pertumbuhan yang lebih lambat. Dapat diamati
bahwa pigmentasi miselium dari semua isolat menunjukkan warna
yang jelas.

Lingkungan  tumbuh  sangat berpengaruh terhadap

pertumbuhan jamur, dalam penelitian ini isolasi jamur dilakukan di
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ruangan dengan kondisi suhu yang stabil yaitu 27 °C, suhu yang
efektif dan stabil penting untuk pertumbuhan mikrooganisme
karena enzim-enzim yang bekerja hanya dapat beraktivitas untuk
mengurai substrat pada suhu tertentu. Menurut Ahmed et al.
(2018) suhu yang optimal untuk pertumbuhan jamur adalah suhu
ruangan kisaran 22-27 °C. Selain itu, kelembapan ruang juga
mempengaruhi pertumbuhan dan multiplikasi mikroorganisme
karena erat kaitannya dengan persediaan air di lingkungan
sebagai media transportasi nutrisi. Menurut Ahmed et al. (2018),
pertumbuhan optimal miselium jamur dapat terjadi pada
kelembapan udara 65% - 70%.

Nutrisi yang terpenuhi dengan baik juga menjadi faktor penting
pertumbuhan jamur. Menurut Qadr & Abdulla (2018) jamur
membutuhkan pasokan nutrisi untuk menjalankan proses
metabolisme sehingga dapat tumbuh optimal. Molekul sederhana
seperti gula sederhana dan asam amino dapat langsung diserap
oleh hifa jamur, sedangkan polimer yang lebih kompleks seperti
selulosa, pati, dan protein harus diproses terlebih dahulu sebelum
digunakan oleh jamur. Menurut Fellbaum et al. (2012)
pertumbuhan jamur ditunjang oleh keberadaan karbon, bahkan
separuh dari berat kering sel jamur terdiri dari karbon. Oleh karena
itu, dalam penelitian ini uji biodegradasi didasarkan pada
kemampuan jamur dalam memanfaatkan sumber karbon tunggal

berupa LDPE pada media minim nutrisi.

4.2 Hasil Seleksi Isolat Jamur Pendegradasi LPDE

Berdasarkan Keberadaan Zona Bening
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Hasil seleksi isolat jamur pendegradasi LDPE ditunjukkan
dengan terbentuknya zona bening di sekitar koloni (Gambar 4.2).
Pertumbuhan jamur dimulai pada hari ke 4, lebih lambat
dibandingkan pertumbuhan pada media kaya nutrisi (PDA). Hari
ke 5-6 telah terbentuk zona buram di sekitar koloni, kemudian hari
ke-7 mulai terbentuk zona bening dari satu sisi dan perlahan
menyebar ke sisi lainnya.

Terbentuknya zona bening disebabkan oleh aktivitas enzim
hidrolisis ekstraseluler yang diekskresikan oleh mikroorganisme ke
dalam media selektif MSM dengan tambahan bubuk LDPE sebagai
sumber karbon tunggal. Menurut Deepika & Jaya (2015)
pembentukan zona bening di sekitar koloni menunjukkan bahwa
isolat jamur mampu menghasilkan enzim hidrolisis ekstraseluler

yang berperan sebagai katalisator reaksi degradasi.

Gambar 4.2 Perbedaan penampakan zona bening dan karakter
pertumbuhan yang berbeda dari dua isolat, inkubasi
hari ke-sepuluh (A) Isolat AY4 tumbuh menyebar (B)
Isolat AY3 tumbuh lambat dan berpusat di tengah
media (A.1; A.2) Penampakan zona bening.
Diameter zona bening yang terbentuk antara 0,15-0,35 cm,

zona yang dihasilkan tidak nampak jelas dikarenakan warna media

MSM sangat bening. Zona bening terbentuk di semua isolat,
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namun pertumbuhan beberapa isolat tidak optimal dan bahkan
berhenti pada hari ke-8. Hal ini disebabkan karena media MSM
merupakan media minim nutrisi, sehingga jamur akan
memaksimalkan absorpsi karbon dari bubuk LDPE, lingkungan ini
disebut kondisi ekstrim. Menurut Qadr & Abdulla (2018) jamur
merupakan organisme yang mampu bertahan hidup dalam
lingkungan ekstrim, namun pertumbuhan pada kondisi ekstrim
tidak akan optimal. Jika dibandingkan dengan isolat jamur yang
ditumbuhkan pada media PDA kaya nutrisi, jamur pada media
MSM lebih lambat pertumbuhannya.

Isolat dinilai mampu mendegradasi LDPE dengan baik jika
menunjukkan keberadaan zona bening di sekitar koloni, serta
memiliki pertumbuhan koloni yang cepat dan menyebar pada
media MSM (Deepika & Jaya, 2015). Menurut Esa et al (2014),
karakter fisiologis mikroorganisme seperti kecepatan pertumbuhan
dipengaruhi berbagai faktor seperti aerasi, ketersediaan air dan
kelembaban, serta sifat substrat. Kadar air dan pemenuhan nutrisi
merupakan faktor yang berpengaruh terhadap pertumbuhan jamur
(Velmurugan et al., 2011).
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Tabel 4.1 Hasil seleksi isolat jamur pendegradasi LDPE
berdasarkan keberadaan zona bening dan karakter
pertumbuhan isolat, pengamatan hari ke-7, (+)
menandakan  keberadaan zona  bening, (-)
menandakan tidak terbentuk zona bening.

Isolat  Keberadaan Karakter Pertumbuhan Isolat
Zona Bening

AY1l + Cepat dan menyebar

AY2 + Cepat dan menyebar

AY3 + Lambat dan terpusat di tengah media

AY4 + Cepat dan menyebar

AY5 + Lambat dan menyebar

AY6 + Lambat dan terpusat di tengah media

AY7 + Cepat dan menyebar

AY8 + Sangat cepat dan menyebar

Berdasarkan keberadaan zona bening dan karakter
pertumbuhan isolat (Tabel 4.1), diseleksi lima isolat yang memiliki
karakter pertumbuhan yang cepat dan menyebar untuk dilakukan
uji pengurangan berat kering. Pemilihan isolat dilihat dari
keberadaan zona bening kemampuan tumbuh isolat pada media
minim nutrisi yang ditambah LDPE sebagai satu-satunya sumber
karbon yaitu isolat AY1, AY2, AY4, AY7, AYS8.

4.3 Hasil Uji Biodegradasi Metode Pengurangan Berat Kering

Hasil uji biodegradasi LDPE dengan metode pengurangan
berat kering disajikan pada tabel 4.2. Berdasarkan hasil
perhitungan persentase kehilangan berat kering lembar LDPE
ditunjukkan bahwa jamur AY1 memiliki nilai paling tinggi yaitu 5,7
%. Jamur AY4 berada pada posisi kedua dengan persentase
kehilangan berat kering lembar LDPE sebesar 2,07 %, kemudian

jamur AY7 sebesar 1,6 %, jamur AY8 dan AY2 menunjukkan
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persentase kehilangan berat kering yang rendah yaitu masing-
masing 0,89 % dan 0,4 %.

Tabel 4.2 Hasil persentase kehilangan berat kering lembar LDPE

Isolat Berat Berat Selisih % kehilangan

awal akhir berat berat
(gram)  (gram) (gram)

AY1 0,0246 0,0232 0,0014 57 %

AY2 0,0241 0,0240 0,0001 0,4 %

AY4 0,0241 0,0236 0,0005 2,07 %

AY7 0,0245 0,0241 0,0004 1,6 %

AY8 0,0233 0,0231 0,0002 0,89 %

Hasil presentase pengurangan berat kering lembar LDPE pada
penelitian ini menunjukkan nilai yang rendah. Hal ini dipengaruhi
oleh lama inkubasi dan beberapa faktor lain seperti konsentrasi
bahan pencemar, biomassa, suhu, pH, ketersediaan nutrisi,
ketersediaan substrat primer, terjadinya adaptasi, ketersediaan
oksigen, dan kelembapan (Ahmed et al., 2018).

Durasi inkubasi menjadi faktor utama dalam uji biodegradasi
karena berhubungan dengan pertumbuhan jamur. Menurut Sen
dan Raut (2015), pertumbuhan jamur dapat mempengaruhi
berkurangnya berat kering yang lebih signifikan, semakin lama
masa inkubasi maka jamur yang tumbuh juga semakin banyak,
sehingga jamur yang menggunakan polimer LDPE sebagai
sumber nutrisinya juga semakin banyak.

Durasi inkubasi dalam penelitian ini hanya 30 hari, sehingga
persentase pengurangan berat kering LDPE juga rendah.
Beberapa penelitian menunjukkan pengurangan berat kering pada
masa inkubasi lebih dari 30 hari dan mendapatkan nilai persentase

pengurangan berat kering yang lebih besar. Penelitian Muhonja et



42

al. (2018) mendapatkan hasil pengurangan berat kering lembar
LDPE oleh jamur genus Aspergillus sp. sejumlah 35,4 % dalam
masa inkubasi 120 hari. Penelitian lain dilakukan oleh Usha et al.,
(2011) melakukan uji biodegradasi LDPE oleh jamur Aspergillus
flavus dengan masa inkubasi selama 120 hari dan mendapatkan
hasil pengurangan berat kering sebesar 20,96 %.

Perbedaan nilai pengurangan berat kering juga dipengaruhi
oleh jenis spesies dan enzim yang dihasilkan. Menurut Chinaglia
et al. (2018) enzim ektraseluler yang dihasilkan mikroorganisme
dalam proses biodegradasi akan mengikis permukaan polimer
melalui proses hidrolisis sehingga berat polimer akan berkurang
dan persentase kehilangan berat kering dapat meningkat seiring
dengan bertambahnya masa inkubasi. Penjelasan lebih lanjut
dalam penelitian Gajendiran et al. (2016), bahwa enzim
ekstraseluler yang dihasilkan mikroba mampu menginduksi laju
biodegradasi pada permukaan polimer sehingga menyebabkan
proses erosi permukaan LDPE.

Produksi enzim ekstraseluler berperan penting dalam
degradasi polimer melalui depolimerisasi menjadi subunit yang
lebih kecil, kemudian secara enzimatis didegradasi lebih lanjut
menjadi produk perantara yang dapat diasimilasi ke dalam sel
mikroba dan digunakan sebagai sumber karbon pada produksi
energi, air, karbon dioksida, metana dalam proses respirasi
anaerobik (Muhonja et al., 2018).

Jenis enzim spesifik yang dihasilkkan tiap jenis jamur
menentukan efektivitas proses biodegradasi. Berdasarkan hasil
yang diperoleh, dapat diketahui bahwa tiga isolat dengan

kemampuan degradasi tertinggi merupakan jamur dari genus
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Aspergillus, sedangkan dua lainnya yaitu AY2 dan AY7 merupakan
jamur Trichoderma sp. dan Rhizopus sp.. Menurut Muhonja et al.
(2018) Aspergillus mampu menghasilkan dua jenis enzim yang
memegang peran penting dalam proses degradasi LDPE yaitu
enzim lakase dan esterase.

Enzim lakase dapat membantu dalam oksidasi ikatan
hidrokarbon dan mengkatalisis oksidasi senyawa aromatik pada
LDPE, sedangkan enzim esterase mampu mengkatalisis
pemutusan ikatan ester dari rantai pendek trigliserida atau rantai
ester. Hal ini dibuktikan dengan adanya produk perantaran berupa
ester pada media setelah dilakukan analisis GC-MS, selanjutnya
ester dapat diasimilasi ke dalam sel mikroba sebagai bahan proses
respirasi untuk menghasilkan energi (Muhonja et al., 2018).

Proses degradasi LDPE diawali dengan penempelan isolat
pada lembar LDPE mulai hari ke-6 (Gambar 4.3). Penempelan ini
menandakan bahwa jamur memiliki kompatibilitas untuk
memanfaatkan LDPE sebagai nutrisi. Menurut Karlsson et al.
(2018) proses awal biodegradasi plastik oleh jamur adalah
pembentukan biofilm pada permukaan plastik, pembentukan
biofilm  berpengaruh terhadap penurunan hidrofobisitas
permukaan secara bertahap, sehingga pada tahap selanjutnya

jamur dapat melakukan penetrasi hifa ke dalam rantai polimer.
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Gambar 4.3 Biodegradasi LDPE (A) Media MSMB inkubasi hari ke-
14 (B) Isolat menempel pada lembar LDPE (C)
Lembar LDPE

Pengamatan juga dilakukan pada perubahan fisik lembar LDPE
yang telah melalui proses biodegradasi, lembar LDPE menjadi
lembek dan bergelombang. Perubahan fisik lembar LDPE
menunjukkan bahwa telah terjadi penguraian rantai panjang LDPE
menjadi rantai yang lebih sederhana seperti oligomer dan
monomer dalam proses cracking, sehingga tekstur lembar LDPE
yang semula kaku menjadi lembek (Gajendiran et al., 2016).

4.4 Karakteristik Isolat Jamur Pendegradasi LDPE secara
Makroskopis dan Mikroskopis

Hasil seleksi jamur yang memiliki potensi sebagai pendegradasi
LDPE diidentifikasi secara morfologi. Diperoleh lima isolat untuk
diidentifikasi secara makroskopis dan mikroskopis (Lampiran 4),
pemilihan isolat didasarkan pada keberadaan zona bening serta
pertumbuhan yang optimal dalam media selektif.

4.4.1 Isolat AY1



45

Hasil karakterisasi jamur AY1 secara morfologi disajikan pada
tabel 4.3. Berdasarkan hasil pengamatan makroskopis pada
permukaan koloni atas memiliki tekstur seperti serbuk halus.
Pertumbuhan isolat tergolong cepat, pada hari ke-7 isolat mampu
tumbuh memenuhi cawan petri. Awal pertumbuhan miselium
tampak berwarna putih, semakin lama miselium tumbuh menjadi
kuning. Kemudian pada hari ke-tujuh miselium menunjukkan
warna hijau dengan tepi putih dan membentuk cincin sporulasi.
Permukaan bawah isolat berwarna putih kekuningan dan memiliki
lingkaran konsentris (Gambar 4.4).

Tabel 4.3 Hasil karakterisasi morfologi isolat AY1

Karakter Isolat AY1

Permukaan atas koloni Tekstur seperti serbuk, kasar,
berwarna hijau tua dengan tepi putih
pada hari ke-tujuh.

Sisi balik Putih kekuningan.

Ukuran Menyebar

Lingkaran konsentris Ada

Hifa Bersekat, bercabang, berdinding
tipis dan memanjang,
menggembung di puncak
membentuk vesikula bulat.

Konidia/ spora Konidia phialosporous, hijau, bentuk
bulat, tumbuh bergerombol pada
vesikula

Dugaan isolat Aspergillus

Pengamatan mikroskopis dengan perbesaran  1000x
menunjukkan karakter hifa bersekat dan bercabang, memiliki
dinding yang tebal dan memanjang, pada bagian ujung
menggembung dan membentuk vesikel bulat. Pada vesikel

tersebut terdapat batang yang pendek disebut sterigmata, tiap
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anakan dari sterigmata menghasilkan spora berbentuk globose
(Gambar 4.4C). Berdasarkan hasil karakterisasi dan kajian literatur
diduga isolat AY1 merupakan kelompok jamur Aspergillus sp..

N

.

Gambar 4.4 Isolat AY | Aspergilus sp. (A) Morfologi permukaan
atas (B) Morfologi permukaan bawah (C) Hasil
pengamatan mikroskopis hifa perbesaran 1000X (D)
Literatur pengamatan mikroskopis perbesaran
1000X (E) Konidiofor (F) Vesikel (G) Fialid (H)
Konidia (Debasi et al., 2016).
Hasil karakterisasi makroskopis isolat AY1 sesuai dengan

pengamatan Praja dan Aditya (2017), Aspergillus flavus memiliki
permukaan atas seperti kapas yang halus sampai kasar, terkadang
seperti granula, miselium berwarna hijau muda sampai hijau tua
dengan tepi koloni berwarna putih yang merupakan miselium
muda, permukaan bawah berwarna kekuningan dan memiliki
lingkaran konsentris, memiliki sklerotia dan cairan eksudat bening

pada beberapa isolat.
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Pengamatan mikroskopis isolat AY1 sesuai dengan penelitian
Debasi et al. (2016), Aspergillus flavus memiliki konidia tegak dan
konidiofor udara, konidiofor bercabang dengan ujung membentuk
fialida sebagai penghasil spora. Diperkuat oleh literatur dari
Watanabe (2011) bahwa Aspergillus flavus memiliki konidiofor
hialin yang sederhana dan berdinding tipis dengan tinggi antara
55-125 um, memiliki vesikel berukuran 12,5-16,3 um, memiliki
phialide berdiameter 3,6—4,9 x 2,5 um, kepala konidia berdiameter
175,1-243,3 x 15-55 um, dan diameter konidia 2,4-2,7 um.

4.4.2 Isolat AY2

Hasil karakterisasi jamur AY2 secara morfologi disajikan pada
tabel 4.4. Berdasarkan hasil pengamatan makroskopis diketahui
isolat AY2 memiliki permukaan bertekstur kasar seperti berserat,
bagian tepi halus disebabkan umur miselium yang masih muda,
mula-mula koloni muda berwarna putih, seiring waktu koloni
menunjukkan spektrum warna dengan batas yang jelas, bagian
tengah berwarna hijau tua, lalu hijau muda di lapisan selanjutnya,
tepi koloni berwarna putih seperti kapas dengan batas warna yang
jelas, pada koloni dewasa warna putih memudar dan digantikan
warna hijau (Gambar 4.5). Warna permukaan bawah koloni putih
kekuningan dan memiliki lingkaran konsentris, pertumbuhan koloni

hari ke-6 berdiameter 8 cm.

Tabel 4.4 Hasil karakterisasi morfologi isolat AY2

Karakter Isolat AY2

Permukaan atas Pertumbuhan awal berwana putih, hari
koloni ke-5 menghijau, terlihat batas yang jelas
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antar warna. Tekstur seperti kapas dan
kasar pada miselium hijau.

Sisi balik Putih kekuningan.

Ukuran 8 cm pada hari ke-6

Lingkaran konsentris Ada

Hifa Tidak bersekat, bercabang, bewarna
hijau, ada tangkai fialida pendek,

Konidia/ spora Konidia berwarna kehijauan, bentuk

globuse (bulat), tumbuh pada ujung dan
ada juga konidium terbentuk secara
bergerombol berwarna hijau pada
permukaan konidiofornya.

Dugaan isolat Trichoderma

Pengamatan mikroskopis isolat AY2 menunjukkan karakter hifa
berwarna hijau, tangkai fialida pendek, konidiofor bercabang dan
bersekat, ujung konidiofor terhubung dengan fialida pendek, fialida
tersusun atas kelompok-kelompok yang berbeda, terdapat 2-3
fialida tiap kelompok, di ujung fialida terdapat konidia berbentuk
bulat (globuse), konidium terbentuk secara bergerombol pada
permukaan konidiofor.

Hasil pengamatan karakteristik morfologi isolat AY2 secara
makroskopis dan mikroskopis dicocokkan dengan buku identifikasi
jamur oleh Watanabe (2011), hasil karakterisasi menunjukkan
tingkat similaritas atau kedekatan dengan Trichoderma harzianum.
T. harzianum memiliki miselium berwarna putih di awal
pertumbuhan, kemudian warna berubah menjadi hijau ketika

miselium tersebut dewasa dengan batas yang jelas antar warna.
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Gambar 4.5 Isolat AY 2 Trichoderma sp. (A) Morfologi permukaan
atas (B) Morfologi permukaan bawah (C) Hasil
pengamatan mikroskopis hifa perbesaran 1000X (D)
Literatur pengamatan mikroskopis perbesaran
1000X (E) Konidiofor (F) Konidia (Sharma & Singh,
2014).

Karakter mikroskopis dari Trichoderma sp. adalah memiliki
konidiofor hialin, tegak, bercabang, fialida pendek dan tebal,
berkelompok, tiap kelompok berjumlah 2-3, terdapat konidia
berbentuk bulat di ujung fialida. Ciri utama dari Trichoderma sp.
menurut Suanda (2016) adalah adanya banyak percabangan
konidiofor yang menyerupai piramid yaitu cabang yang lebih
panjang dibawahnya, fialid tersusun pada kelompok-kelompok
yang berbeda, terdapat 2-3 fialid per kelompok.

Lebih lanjut dalam buku Watanabe (2011), menjelaskan
karakter mikroskopis dari T. harzianum yaitu memiliki dimensi tiap-
tiap struktur hifa adalah tinggi konidiofor 60—-110 pm, fialida 7,2—
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9,8 x 2,4-2,7 um. Konidia bulat dengan diameter 2,1-3 pm.

Diameter klamidospora 6,2-8,8 um (Sharma & Singh, 2014;
Sharma et al., 2009; Watanabe, 2011).

4.4.3 Isolat AY4

Hasil karakterisasi jamur AY4 secara morfologi disajikan pada

(Tabel 4.5), berdasarkan hasil pengamatan makroskopis diketahui

isolat AY4 bertekstur serbuk sehingga memiliki permukaan yang

kasar, awal pertumbuhan miselium berwarna putih, hari ke-4 mulai

menunjukkan perubahan warna menjadi coklat tua dan hari ke-7

miselium berwarna hitam dengan tepi putih. Ukuran koloni 8 cm

pada hari ke-7. Permukaan bawah berwarna putih kekuningan dan

memiliki lingkaran konsentris.

Tabel 4.5 Hasil karakterisasi morfologi isolat AY4

Karakter

Isolat AY4

Permukaan atas koloni

Sisi balik

Ukuran

Lingkaran konsentris
Hifa

Konidia/ spora

Dugaan isolat

Tekstur serbuk, permukaan kasar,
berwarna hitam dengan tepi putih pada
hari ke-7, tepi koloni beraturan.

Putih kekuningan.

8 cm pada hari ke-6

Ada

Bersekat, tidak bercabang,
menggembung di puncak membentuk
vesikula bulat.

Konidia berbentuk bulat, berwarna
hitam, tumbuh bergerombol pada
vesikula

Aspergillus

Pengamatan secara mikroskopis menunjukkan bahwa isolat

AY4 memiliki konidiofor yang sangat panjang, bersekat dan

menggembung pada ujung membentuk vesikel berbentuk bulat
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dan besar, memiliki fialida yang memenuhi seluruh permukaan
vesikel. Memiliki konidia berbentuk bulat dan berwarna hitam
kecoklatan (Gambar 4.6). Berdasarkan karakter yang diperoleh
dan kajian literatur, diduga isolat AY4 merupakan jenis jamur
Aspergillus sp..

e e
E
c il

Gambar 4.6 Isolat AY 4 Aspergillus sp. (A) Morfologi permukaan
atas (B) Morfologi permukaan bawah (C) Hasil
pengamatan mikroskopis hifa perbesaran 1000X (D)
Literatur pengamatan mikroskopis perbesaran
1000X (E) Konidiofor (F) Vesikel (G) Fialid (H)
Konidia ( Tawab et al., 2020).

Hasil pengamatan makroskopis dan mikroskopis isolat AY4
yang menunjukkan dugaan isolat genus Aspergillus sesuai dengan
pengamatan Tawab et al (2020), Aspergillus niger memiliki
karakter permukaan atas berwarna hitam dengan tepi putih,
permukaan bawah berwarna putih kekuningan, memiliki lingkaran

konsentris, memiliki konidiofor panjang dan bercabang, terdapat
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vesikel bulat di ujung konidiofor, konidia berbentuk bulat. Menurut
Watanabe (2011) A. niger memiliki konidiofor hialin yang tegak
dengan ukuran sekitar 740 um x 10-14 um, berdinding tebal,
menggembung di ujung membentuk vesikula bulat berukuran 55—
75 pum, terdiri dari konidia catenulate berdiameter 3,7—4,5 pm di
atas fialida niseriat atau biseriate.
4.4.4 1solat AY7

Hasil karakterisasi jamur AY7 secara morfologi disajikan pada
(Tabel 4.6). Isolat AY7 tumbuh dengan cepat memenuhi cawan
petri pada hari ke-7 (Gambar 4.7). Permukaan atas berwarna hijau
abu-abu kebiruan dengan tekstur beludru (velvety). Pertumbuhan
pada media PDA menghasilkan cairan eksudat berwarna kuning
bening di permukaan atas. Permukaan bawah isolat berwarna
putih kecoklatan dan memiliki lingkaran konsentris yang sulit
diamati karena koloni tumbuh menyebar. Isolat AY7 tumbuh
dengan sangat cepat sehingga seringkali menjadi kontaminan
pada isolat lain, maka dibutuhkan kehati-hatian saat memindahkan

isolat ke media baru.

Tabel 4.6 Hasil karakterisasi morfologi isolat AY7

Karakter Isolat AY7

Permukaan atas Tekstur seperti serbuk, permukaan kasar,

koloni berwarna hijau abu-abu kebiruan dengan
tepi putih, tepi koloni tidak beraturan.
Menghasilkan cairan eksudat.

Sisi balik Putih kekuningan
Ukuran Menyebar
Lingkaran Ada

konsentris

Hifa Bersekat dan bercabang
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Karakter Isolat AY7
Konidia/ spora Konidia berbentuk bulat sampai bulat telur,
tumbuh bergerombol pada vesikula
Dugaan isolat Aspergillus

Pengamatan mikroskopis menunjukkan beberapa karakter
khusus, isolat AY7 memiliki konidiofor hialin berdinding halus,
panjang dan tidak berwarna, ujung konidiofor membentuk vesikula
berukuran besar, berbentuk oval. Pada permukaan vesikel
terdapat sterigmata yang sangat banyak sehingga vesikel terlihat
pendek dan padat. Konidia bentuk memiliki kepala besar
berbentuk oval sampai bulat, halus, memiliki ketebalan dinding
yang berbeda, konidia pada ujung vesikel lebih tebal dari konidia
di dasar vesikel karena masih muda, karakter ini disebut clavated.

Gambar 4.7 Isolat AY 7 Aspergillus sp. (A) Morfologi permukaan
atas (B) Morfologi permukaan bawah (C) Hasil
pengamatan mikroskopis hifa perbesaran 1000X
(D) Literatur pengamatan mikroskopis perbesaran
1000X (E) Konidiofor (F) Vesikel (G) Fialid (H)
Konidia (Tawab et al., 2020)
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Berdasarkan karakter yang diamati, isolat AY7 memiliki
kesamaan karakter dengan genus Aspergillus. Menurut Nyongesa
et al. (2015) secara makroskopis, Aspergillus clavatus memiliki
karakter khusus yaitu menghasilkan cairan bening di sisi atas yang
disebut eksudat. Permukaan atas miselium seperti beludru,
berwarna hijau abu-abu kebiruan dan tumbuh sangat cepat, pada
hari ke-7 spesies ini mampu mencapai diameter 8 cm, kecepatan
tumbuh dipengaruhi oleh kemampuan beradaptasi yang baik pada
berbagai kondisi lingkungan. A. clavatus mampu tumbuh dalam
suhu minimum hingga 5 °C dan maksimum 42 °C (Zulkifli &
Zakaria, 2017).

Aspergillus clavatus memiliki konidiofor berdinding halus
dengan panjang 1,5-3 mm dan diameter 20-30 pm, konidiofor
tidak berwarna pada beberapa bagian dan berwarna cokelat
kehijauan di bagian yang lain, memiliki vesikula yang membesar
dengan panjang 200-250 pm dan lebar 40-60 um, konidia
berukuran 3,0-4,5 x 2,5-3,5 pm, konidia terhubung dengan
konidiofor oleh sterigmata (Tawab et al., 2020; Watanabe, 2011).
4.4.5 Isolat AY8

Hasil karakterisasi jamur AY8 secara morfologi disajikan pada
(Tabel 4.7), berdasarkan hasil pengamatan makroskopis (Gambar
4.8) diketahui isolat AY4 memiliki tekstur permukaan atas seperti
serabut halus. Koloni tumbuh sangat cepat, awal pertumbuhan
berwarna putih kemudian menjadi abu-abu sampai coklat dengan

sporulasi. Permukaan bawah berwarna putih kekuningan.

Tabel 4.7 Hasil karakterisasi morfologi isolat AY8
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Karakter

Isolat AY8

Permukaan atas koloni

Sisi balik

Ukuran

Lingkaran konsentris
Hifa

Konidia/ spora

Dugaan isolat

Tesktur seperti serabut halus. Koloni
tumbuh cepat, awal pertumbuhan
berwarna putih kemudian menjadi
abu-abu atau coklat dengan
sporulasi.

Putih kekuningan

8 cm pada hari ke-6

Tidak ada

Bercabang, tidak bersekat,
sporangiofor hialin sangat panjang.
Sporangia didukung oleh kolumela
apophysate besar di atas
sporangiofor

Sporangia berbentuk bulat, berwarna
hitam kecoklatan

Rhizopus

Pengamatan mikroskopis menunjukkan bahwa jamur AY4

dicirikan dengan adanya dua macam miselium yaitu miselium yang

tertanam seperti serabut dalam media disebut rhizoid dan miselium

yang tumbuh menyamping sebagai stolon, memiliki sporangiofor

sangat panjang dan bercabang. Ujung sporangiofor memiliki

kolumela berbentuk bulat, tempat sporangiospora menempel.

Spora berbentuk bulat telur dan bergerombol.
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Gambar 4.8 Isolat AY 8 Rhizopus sp. (A) Morfologi permukaan
atas (B) Morfologi permukaan bawah (C) Hasil
pengamatan mikroskopis hifa perbesaran 1000 (D)
Literatur pengamatan mikroskopis perbesaran 1000
(E) Sporangiofor (F) Kolumela (G) Spora (Hartanti et
al., 2015).

Hasil pengamatan karakter morfologi isolat AY8 secara
makroskopis dan mikroskopis dicocokkan dengan buku identifikasi
jamur oleh Watanabe (2011), hasil karakterisasi menunjukkan
tingkat similaritas atau kedekatan jamur dengan genus Rhizopus.
Menurut Sine & Soetarto (2018) secara makroskopis koloni
Rhizopus berwarna keputihan di awal pertumbuhan kemudian
menjadi kecoklatan dengan bertambahnya usia koloni, terdapat
hifa aerial mencapai tinggi kurang lebih 10 mm. Menurut
Dolatabadi et al. (2014) kelompok Rhizopus tumbuh sebagai hifa
bercabang dan berserabut yang umumnya tidak memiliki sekat,
disebut sebagai hifa koenositik.

Karakter mikroskopis Rhizopus menunjukkan rhizoid pendek,
berdinding halus sampai agak kasar, panjang hingga 1000 pm dan

berdiameter 10-18 um. sporangia berbentuk bulat, berwarna hitam
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kecoklatan pada saat dewasa dan berdiameter 100-180 pm,
memiliki kolumela berbentuk bulat hingga semi bulat dengan
bentuk apofise, menyerupai corong. Sporangiaspora berbentuk
bulat, elips, atau tidak teratur, memiliki panjang 7-10 um (Sine &
Soetarto, 2018).
4.5 Hasil Identifikasi Molekuler Isolat

Satu isolat terpilih (AY1) memiliki kemampuan biodegradasi
LDPE tertinggi yaitu 5,7 % dalam kurun waktu inkubasi 30 hari.
Berdasarkan karakterisasi secara morfologi diduga bahwa isolat
AY1 merupakan kelompok jamur dari genus Aspergillus, maka
untuk mengetahui jenis isolat pada tingkat spesies perlu dilakukan
identifikasi secara molekuler dengan menganalisis urutan DNA.
Menurut Fatih (2009) DNA merupakan serangkaian materi genetik
yang membawa sifat herediter atau sifat turun temurun pada
makhluk hidup sehingga identifikasi molekuler akan memberi hasil
akurat dalam proses identifikasi.

Allah SWT. berfirman dalam surat Al-furqaan ayat 2:

S8 Al el o s i Iy s oK A B o Al ks 98

Artinya: “Yang kepunyaan-Nya-lah kerajaan langit dan bumi, dan
Dia tidak mempunyai anak dan tidak ada sekutu bagi-
Nya dalam kekuasaan-Nya, dan dia telah menciptakan
segala sesuatu dan Dia menetapkan ukran-ukurannya
dengan serapi-rapinya.” (Q.S Al-furqan:2).

Tafsir Al-Mishbah volume 9 menjelaskan bahwa ilmu

pengetahuan modern menyatakan bahwa semua makhluk
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memiliki sisi kejadian dan perkembangan yang berbeda. Semua
kejadian berjalan sesuai dengan sistem yang sangat teliti dan
bersifat konstan. Dari sisi kejadiannya, sudah jelas bahwa semua
makhluk terlepas dari perbedaan jenis dan bentuknya terdiri atas
kesatuan unsur-unsur yang sangat terbatas jumlahnya.
Sedangkan dalam tahapan perkembangannya, sifat-sifatnya
berkembang dari makhluk hidup bersel satu, seperti mikroba,
sampai kepada makhluk hidup yang bersel banyak, seperti
manusia yang dapat dikatakan paling sempurna (Shihab, 2012).

Kejadian penciptaan makhluk hidup dengan komposisi DNA
yang sangat presisi dan susunan yang terstruktur menjadi pusat
informasi yang membedakan antara satu individu dengan yang
lain. Tafsir Al-Mishbah juga menjelaskan bahwa setiap jenis
memiliki sifat-sifat tertentu yang diwarisi dari generasi ke generasi.
Semua itu berjalan menurut hukum dan aturan yang bersifat
konstan dan teliti yang menggambarkan secara jelas kebesaran
dan kekuasaan Allah subhanahu wa ta’ala. Hal ini berkolerasi
dengan adanya daerah ITS sebagai gen penanda universal dalam
mengidentifikasi jamur. Daerah ITS dimiliki oleh setiap jamur
namun memiliki variasi genetik yang tinggi. Variasi genetik ini
dapat membedakan antara spesies satu dengan yang lain dalam
satu genus. Maha suci Allah dari apa yang mereka persekutukan
(Shihab, 2012).

Keberhasilan identifikasi molekuler ditentukan oleh kemurnian
DNA melalui uji kuantitas dan kualitas DNA (Lampiran 5). Hasil uji
kuantitatif DNA jamur AY1 menggunakan nanodrop menunjukkan
nilai absorbansi A260/A280 sebesar 1,83 yang berarti secara

kuantitatif DNA jamur AY1l memiliki kemurnian yang tinggi.


https://risalahmuslim.id/kamus/syariat-islam
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Sambrook (2006) menjelaskan bahwa rasio nilai kemurnian DNA
pada absorbansi A260/A280 adalah 1.8-2.0. Uji kualitatif DNA
genom isolat AY1 menunjukkan adanya smear pada saat
divisualisasikan dengan gel doc. Menurut Skutkova (2013), smear
yang timbul dari hasil elektroforesis DNA genom disebabkan
adanya presipitasi protein hasil isolasi DNA.

DNA hasil isolasi diamplifikasi dengan teknik PCR
menggunakan primer ITS1 (forward) dan ITS4 (reverse). Hasil
PCR divisualisasikan menggunakan Gel Doc dan diperoleh ukuran
pita sekitar 600 bp, berada diantara pita 500 bp dan 750 bp.
Menurut Alshehri & Palanisamy (2020) daerah ITS pada kingdom
jamur dari kelompok Ascomycetes dan Basidiomycetes memiliki
panjang sekitar 500-600 bp, sedangkan menurut White et al.
(1990) daerah ITS1-ITS2 pada jamur memiliki panjang sekuen
563-602 bp.

Hasil sekuensing yang diperoleh dari Bioneer dianalisis dengan
data serupa yang tersedia di gen bank menggunakan program
BLAST (Basic Local Allignment Search Tool). BLAST merupakan
program analisa penyejajaran untuk mengetahui kemiripan dua
sekuen atau lebih (Sogandi, 2018). Hasil analisis BLAST memberi
data berupa grafik yang menunjukkan tingkat homologi kedua
sekuen. Hasil analisis penelitian ini menunjukkan warna merah dan
memiliki nilai >200 (Lampiran 7). Hal ini menandakan bahwa dua
sekuen yang dibandingkan sama dan memiliki hubungan evolusi
yang erat (Sogandi, 2018).

Program BLAST juga memberi informasi berupa Max score,
Query coverage, E-value dan Maximum identity. Berdasarkan data
hasil BLAST pada tabel 4.8 diketahui bahwa skor tertinggi adalah
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A. flavus, hal ini menunjukkan bahwa nukleotida isolat AY1
memiliki homogenitas yang paling mirip dengan sekuen yang
dicari. Nilai query coverage tertinggi juga dimiliki oleh A. flavus
dengan nilai mencapai 100%. Menurut Sogandi (2018), Query
coverage adalah persentasi dari panjang nukleotida yang selaras

dengan database yang terdapat pada BLAST.

Tabel 4.8 Hasil analisis penyejajaran BLAST untuk nilai lima
tertinggi antara isolat AY1 dengan data gen bank

No Jenis Isolat Query Percent

coverage identity
1 Aspergillus flavus isolate En14 100% 98,14%
2 Aspergillus flavus isolate En12 100% 98,14%
3 Aspergillus flavus strain A12R 100% 98,14%
4 Aspergillus flavus strain A872 100% 98,14%
5  Aspergillus flavus strain HBUMO07183 100% 98,14%

Informasi lain yang diperoleh dari hasil analisis penyejajaran
BLAST adalah nilai max identity, isolat AY1 memiliki tingkat
kemiripan 98,14 % dengan spesies A. flavus. Menurut Sogandi
(2018) nilai max identity merupakan nilai tertinggi dari persentase
identitas atau kecocokan antara sekuen query dengan sekuen
database yang disejajarkan. Nilai max identity diatas 97 %
menandakan bahwa isolat memiliki tingkat homologi yang tinggi
dan merupakan spesies yang sama (Kwasna, 2008).

Hasil BLAST sekuen kemudian dilakukan analisi p-distance dan
rekonstruksi pohon filogenetik menggunakan software MEGA 10.
Menurut Yuniarti & Rinanti (2017) analisis p-distance dilakukan
untuk mengetahui hubungan kekerabatan berdasarkan jarak

genetik dari basa-basa nukleotidanya, semakin kecil jarak genetik
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maka semakin besar similaritas antara sampel dengan masing-
masing individu yang menjadi spesies pembanding. Rekonstruksi
pohon filogenetik bertujuan untuk mengetahui hubungan antar
organisme dengan tepat serta mengestimasi perbedaan yang
terjadi dari satu nenek moyang kepada keturunannya (Sogandi,
2018). Sekuen dilakukan penyejajaran dengan metode ClustalW
multiple alignment sebelum dilakukan analisis jarak genetik dan
filogenetik (Lampiran 8).

Hasil rekonstruksi pohon filogenetik menunjukkan bahwa isolat
AY1 berada dalam cabang yang sama dengan A. flavus (Gambar
4.9). Hasil analisis p-distance juga menunjukkan jarak genetik
sebesar 0,0105 sehingga isolat AY1 memiliki kemiripan yang tinggi
dengan A. flavus (Lampiran 9). Diperkuat dengan data hasil
BLAST yang menunjukkan nilai homologi >200, grafik berwarna
merah, nilai Query coverage 100 %, dan nilai max identity 98,14
%, dapat disimpulkan bahwa isola AY1 dengan A. flavus memiliki

kemiripan identik dan merupakan spesies yang sama.

MG991649.1_Aspergillus_flavus_strain_ CMXY24985
ES]
AY1

Aspergillus_fumigatus_ ATCC

AB272092.1_Pleurotus_nebrodensis

—

0.10

Gambar 4.9 Rekonstruksi pohon filogenetik isolat AY1l metode
Neighbor Joining, boostrap 1000 pengulangan
berdasarkan nilai p-distance basa-basa nukleotida
rDNA ITS.
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Kestabilan cabang pohon filogenetik dapat dievaluasi
berdasarkan nilai boostrap, percabangan yang stabil berarti hasil
akurat dan pohon filogenetik tidak akan berubah. Konstruk pohon
dikatakan stabil jika nilai boostrap di atas 90%, sedangkan nilai
boostrap dikatakan rendah jika kurang dari 70% (Osawa 2004).
Hasil rekonstruksi pohon filogenetik penelitian ini menunjukkan
nilai 99% yang berarti percabangan dikategorikan stabil dan pohon
filogenetik tidak akan berubah. Metode yang digunakan dalam
rekonstruksi pohon filogenetik adalah metode Neighbor joining
(NJ). Menurut (Alshehri & Palanisamy, 2020) kombinasi antara
metode Neighbor joining (NJ) dengan analisis boostrap menjadi
metode terbaik dalam mengevaluasi hubungan kekerabatan
berbasis jarak.

Aspergillus flavus diketahui telah banyak dimanfaatkan oleh
berbagai penelitian sebagai agen pendegradasi LDPE. A. flavus
mengeluarkan enzim ekstraseluler yang digunakan untuk
mendegradsi LDPE menjadi senyawa karbon sederhana yang
dapat digunakan sebagai sumber energi. Penelitian liyoshi et al.
(2014) menunjukkan bahwa A. flavus memiliki kemampuan untuk
mendegradasi LDPE sebesar 8,06% dari berat kering LDPE dalam
kurun waktu inkubasi 2 bulan, sedangkan inkubasi selama 6 bulan
menunjukkan isolat mampu mendegradasi LDPE sebesar 20,9%.
Penelitian serupa juga dilakukan oleh Deepika & Jaya (2015), hasil
penelitian menunjukkan bahwa A. flavus memiliki kemampuan
untuk mendegradasi LDPE sebesar 5,69% dari berat kering LDPE
dalam kurun waktu inkubasi 2 bulan.

Penelitian ini merupakan langkah awal dalam proses

bioremediasi yang bertujuan untuk meyelamatkan alam dari
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penumpukan sampah plastik. Melakukan penelitian adalah sebuah

implementasi amal kebaikan karena memberi dampak kebaikan

bagi lingkuungan. Hal ini sesuai dengan firman Allah SWT. dalam
surat An Nahl ayat 97:

FENHEE

Artinya: “Barangsiapa mengerjakan kebaikan, baik laki-laki

maupun perempuan, dalam keadaan iman, maka pasti

akan Kami berikan kepadanya kehidupan yang baik

dan Kami beri balasan dengan pahala yang lebih baik

dari apa yang telah mereka kerjakan.” (QS. An-Nahl:
97)

Tafsir Tematik oleh Kementerian Agama menjelaskan bahwa
dalam ayat di atas Allah berjanji benar-benar akan memberikan
kehidupan yang bahagia dan sejahtera di dunia kepada hamba-
Nya, baik laki-laki maupun perempuan yang mengerjakan amal
saleh. Lebih lanjut dijelaskan bahwa yang dimaksud amal sholeh
adalah segala amal yang sesuai petunjuk Al-Qur'an dan sunnah
Rasul yang dilakukan dengan hati penuh keimanan (Kemenag,
2014). Suatu aktivitas meneliti fenomena alam yang dapat
memberi dampak baik bagi lingkungan menjadi salah satu contoh
amal sholeh. Manusia sebagai makhluk yang dianugerahi akal
hendaknya terus menebar kebaikan dan berusaha untuk
memperbaiki kerusakan alam yang telah disebabkan oleh manusia
itu sendiri. Maka dari itu aktivitas tersebut akan tergolong sebagai

amal sholeh. Maha suci Allah dengan segala firman-Nya.



BAB V
PENUTUP

5.1 Kesimpulan

Kesimpulan dari penelitian ini adalah:

1.

Penelitian yang dilakukan menunjukkan kemampuan
biodegradasi dari lima isolat jamur yang diisolasi dari
tanah TPA Supit Urang, dari lima isolat terpilih didapat satu
isolat dengan kemampuan biodegradasi paling tinggi yaitu
isolat AY1. Pengurangan berat kering lembar LDPE oleh
isolat AY1 sebesar 5,7% dalam kurun waktu inkubasi 30
hari.

Karakterisasi secara morfologi menunjukkan bahwa isolat
AY1 termasuk dalam kelompok genus Aspergillus, ciri
utama dari kelompok ini adalah memiliki hifa bersekat,
bercabang, berdinding tipis dan memanjang, serta
menggembung di puncak membentuk vesikula bulat. Hasil
identifikasi molekuler, menunjukkan bahwa isolat AY1

memiliki kemiripan identik dengan Aspergillus flavus.

5.2 Saran

Saran untuk penelitian lebih lanjut adalah:

1.

Penelitian ini telah melakukan uji biodegradasi LDPE
berdasarkan pengurangan berat kering dengan masa
inkubasi 30 hari, untuk penelitian lebih lanjut dapat
dilakukan evauasi terkait enzim yang berperan dalam
proses biodegradasi LDPE.

Kemampuan isolat AY1 dalam mendegradasi LDPE masih
tergolong rendah dan perlu optimalisasi untuk

mendapatkan hasil yang maksimal. Salah satu cara untuk

64
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mengoptimalkan proses biodegradasi adalah dengan
membuat konsorsium jamur. Konsorsium mikroba akan
bekerja secara multidisiplin pada substrat yang kompleks
seperti polimer jenis polietilen, hal ini dapat meningkatkan
laju degradasi dengan mengurai polimer menjadi
monomer sederhana yang berbeda. Oleh karena itu,
pembuatan konsorsium mikroorganisme dalam proses
biodegradasi LDPE juga menjadi saran untuk penelitian

lebih lanjut.
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Lampiran 1. Hasil Pemurnian isolat jamur

Hasil isolasi jamur dari TPA Supit Urang Malang diperoleh

delapan isolat dengan penampakan morfologi sebagai berikut:

Kode

Tampak depan

Tampak belakang

Kode

Kode Isolat

Tampak depan

AY1

AY5

AY2

AY6

AY3

AY7

AY4

AY8
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Lampiran 2. Penghitungan Persentase Pengurangan Berat
Kering Isolat AY1

Hasil seleksi isolat pendegradasi LDPE berdasarkan
persentase pengurangan berat kering dipilih satu isolat dengan
nilai tertinggi yaitu AY1l. Perhitungan persentase pengurangan

berat kering LDPE isolat AY1 menggunakan rumus berikut:
Rumus:

(berat awal — berat akhir) lembar LDPE x 100
berat awal lembar LDPE = % kehilang

Diketahui:
Berat awal lembar LDPE: 0,0246
Berat akhir lembar LDPE:0,0232
Perhitungan:

(0,0246 - 0,0232) x 100
=57%

0,0246
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Lampiran 3. Uji biodegradasi LDPE oleh isolat jamur.

Uji biodegradasi LDPE dilakukan menggunakan tiga ulangan
dalam waktu inkubasi 30 hari oleh isolat jamur, gambar
penampakan inkubasi dapat dilihat pada tabel berikut:

Kode Isolat Gambar
AY1 -

AY2

AY4
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AY7

AY8
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Lampiran 4. Karakterisasi morfologi isolat hasil seleksi zona bening

Hasil karakterisasi morfologi isolat hasil seleksi zona bening dari lima isolat terpilih disajikan dalam tabel

berikut:

Karakter Isolat AY1 Isolat AY2 Isolat AY4 Isolat AY7 Isolat AY8
Permukaan Tekstur seperti serbuk, Pertumbuhan awal berwana putih,  Tekstur serbuk,  Tekstur seperti serbuk,  Tesktur seperti serabut
atas koloni kasar, berwarna hijau tua  hari ke lima menghijau, terlihat permukaan kasar, permukaan kasar, berwarna halus. Koloni tumbuh
dengan tepi putih pada batas yang jelas antar warna. berwarna hitam dengan hijau abu-abu kebiruan  cepat, awal pertumbuhan
hari ke-tujuh. Tekstur seperti kapas dan kasar tepi putih pada hari ke- dengan tepi putih, tepi koloni  berwarna putih kemudian
pada miselium hijau. tujuh, tepi koloni  tidak beraturan. menjadi abu-abu atau

beraturan. Menghasilkan cairan eksudat.  coklat dengan sporulasi.

Sisi balik
Ukuran
Lingkaran
konsentris
Hifa

Konidia/ spora

Dugaan isolat

Putih kekuningan.

Menyebar

Ada

Bersekat, bercabang,
berdinding  tipis  dan
memanjang,
menggembung di puncak
membentuk vesikula
bulat.

Konidia  phialosporous,
hijau, bentuk bulat,

tumbuh bergerombol pada
vesikula

Aspergillus

Putih kekuningan.
8 cm pada hari ke-6
Ada

Tidak bersekat, bercabang,
bewarna hijau, ada tangkai fialid
pendek,

Konidia  berwarna  kehijauan,
bentuk globuse (bulat), tumbuh
pada ujung dan ada juga konidium
terbentuk secara bergerombol
berwarna hijau pada permukaan
konidiofornya.

Trichoderma

Putih kekuningan.

8 cm pada hari ke-6
Ada
Bersekat, tidak
bercabang,
menggembung di
puncak membentuk
vesikula bulat.

Konidia berbentuk
bulat, berwarna hitam,
tumbuh  bergerombol
pada vesikula

Aspergillus

Putih kekuningan
Menyebar
Ada

Bersekat dan bercabang

Spora (zoospora) di dalam
sporangium

Aspergillus

Putih kekuningan
8 cm pada hari ke-6
Tidak ada

Bercabang, tidak
bersekat, sporangiofor
hialin sangat panjang.
Sporangia didukung oleh
kolumela apophysate
besar di atas sporangiofor
Sporangia berbentuk
bulat, berwarna hitam
kecoklatan

Rhizopus
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Lampiran 5. Hasil uji kuantitatif dan kualitatif DNA dari isolat AY1

Hasil uji kuantitatif DNA jamur AY1 menggunakan nanodrop
menunjukkan nilai absorbansi A260/A280 sebesar 1,83 yang
berarti secara kuantitatif DNA jamur AY1 memiliki kemurnian yang
tinggi. Sambrook (2006) menjelaskan bahwa rasio nilai kemurnian
DNA pada absorbansi A260/A280 adalah 1.8-2.0. Hasil uiji
kuantitatif DNA dari isolat AY1 disajikan dalam tabel berikut:

260/230 Abs 230 Abs 260 Abs 280 260/280 Konsentrasi
(ng/ ph)
1,81 7,88 14,23 7,70 1,85 711,43

Uji kualitatif DNA genom isolat AY1 menunjukkan adanya
smear pada saat divisualisasikan dengan gel doc. Menurut
Skutkova (2013), smear yang timbul dari hasil elektroforesis DNA
genom disebabkan adanya presipitasi protein hasil isolasi DNA.
DNA hasil isolasi diamplifikasi dengan teknik PCR menggunakan
primer ITS1 (forward) dan ITS4 (reverse). Hasil PCR lalu
divisualisasikan menggunakan Gel Doc dan diperoleh ukran pita
sekitar 550 bp, berada diantara pita 500 bp dan 750 bp (Gambar
4.9). Menurut Alshehri & Palanisamy (2020) daerah ITS pada
kingdom jamur dari kelompok Ascomycetes dan Basidiomycetes
memiliki panjang sekitar 500-600 bp. Hasil uji kualititatif DNA dari
isolat AY1 dapat dilihat dari gambar berikut:

AY1l AY1

.
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Lampiran 6. Hasil Sequensing

Hasil sequencing adalah sebagai berikut:

>Consensus
CCGTAGGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACCGAGTGTAGG
GTTCCTAGCGAGCCCAACCTCCCACCCGTGTTTACTGTACCT
TAGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCATTCATGGCCGCCGGGGG
CTCTCAGCCCCGGGCCCGCGCCCGCCGGAGACACCACGAA
CTCTGTCTGATCTAGTGAAGTCTGAGTTGATTGTATCGCAAT
CAGTTAAAACTTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCG
ATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAACTAGTGTGAATTGCA
GAATTCCGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCC
CCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCT
GCCCATCAAGCACGGCTTGTGTGTTGGGTCGTCGTCCCCTC
TCCGGGGGGGACGGGCCCCAAAGGCAGCGGCGGCACCGC
GTCCGATCCTCGAGCGTATGGGGCTTTGTCACCCGCTCTGT
AGGCCCGGCCGGCGCTTGCCGAACGCAAATCAATCTTTTTC
CAGGTTGACCTCGGATCAGGATASSCGCTGAACTTAAGCCA
ATAAGCGGA
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Lampiran 7. Hasil grafik BLAST

Analisis BLAST memberi data berupa grafik yang menunjukkan
tingkat homologi kedua sekuen. Hasil analisis BLAST penelitian ini
menunjukkan warna merah dan memiliki nilai >200. Hal ini
menandakan bahwa dua sekuen yang dibandingkan sama dan
memiliki hubungan evolusi yang erat (Sogandi, 2018). Grafik
homologi dapat dilihat pada gambar berikut:

Distribution of the top 136 Blast Hits on 100 subject sequences

i I I Query ] I
1 100 200 300 400 500
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Lampiran 8. Hasil penyejajaran dengan metode ClustalW multiple
alignment

Ul

Data Edit Search Alignment Web Sequencer Display Help

(=[8%EmErb - L&] |+ #[apr Q239
DNA Sequences | Translated Protein Sequences |

e T T T

4116931649, 1_Aspergi
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Lampiran 9. Jarak genetik

Analisis p-distance dilakukan untuk mengetahui hubungan
kekerabatan berdasarkan jarak genetik dari basa-basa
nukleotidanya, semakin kecil jarak genetik maka semakin besar
similaritas antara sampel dengan masing-masing individu yang
menjadi spesies pembanding (Yuniarti & Rinanti, 2017). Hasil
analisis p-distance juga menunjukkan jarak genetik sebesar
0,0105 sehingga isolat AY1 memiliki kemiripan yang tinggi dengan

A. flavus. Hasil analisi jarak genetik dapat dilihat pada tabel berikut:

Isolat 1 2 3

AB272092.1 Pleurotus

nebrodensis

MG991649.1_ Aspergillus 0,9435
flavus
AY1 0,9435 0,0105

Aspergillus fumigatus 0,9058 0,1081 0.1202
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