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SUMMARY

SEPTIKA INDIANI. Comparison of Cellulolytic Bacteria Screening Between
Clear Zone Methode and Enzyme Activity Test with Reducing Sugar
Measurement Using DNS Methode (Supervised by ANNY YANURIATI).

Oil palm empty fruit bunches (OPEFB) is a by-product with high potential
as a source of cellulose. This study aims to 1) screen cellulase-producing bacteria
from OPEFB waste using selective media Carboxy Methyl Cellulose (CMC) 1%
clarified with congo red 0.1% to measure cellulolytic index values, 2) test
cellulase enzyme activity using a sugar test reduction of the Dinitro salicylic acid
(DNS) method and 3) compare the results of the 2 methods. Based on the clear
zone, 20 isolates of cellulolytic bacteria were found, the isolates were retested
using the reducing sugar method to determine the value of their enzyme activity
using DNS. The data obtained is presented quantitatively and descriptively. The
seven isolates that had the highest activity values were further tested, including
the morphology of the bacterial isolates, the catalase test, the motility test, the H2S
test and Gram staining.

The seven isolates that had the highest cellulolytic index values was in
isolates D 10-6(47), A 10-6(79), C 10-7(39), A 10-7(20), D (10-6)54, D 10-6(51) and
D 10-6(48) namely of 8.92, 5.27, 4.02, 3.35 ,3.29, 2.97 and 2.71. While the best
isolates based on the reducing sugar test was in isolates C 10-7 (39), D 10-6 (44), D
10-6(56), D 10-6(79), D 10-6(46), D 10-6(54) and D 10-6(50) with enzyme activity
values of 0.901, 0.871, 0.736, 0.719, 0.718, 0.671 and 0.596 (U/mL). Differences
in the results of the clear zone bacterial screening method and the DNS method
enzyme activity test can be affected by temperature and incubation time during
enzyme production and the use of non-refrigerated centrifuges. Based on Gram
staining, all isolates had a bacil cell shape and were classified as Gram-positive
bacteria, except for A 10-6 (79) which were classified as Gram-negative bacteria.
All isolates positively produced catalase, motile, capable of producing reducing
sugars and negatively produced H2S and CO2.

Keyword: Screening, enzyme activity, empty palm oil fruit bunches, CMC, DNS.
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RINGKASAN

SEPTIKA INDIANI. Pembandingan Skrining Bakteri Selulolitik antara Metode
Clear Zone dan Uji Aktivitas Enzim dengan Pengukuran Gula Reduksi
Menggunakan Metode DNS (Dibimbing oleh ANNY YANURIATI).

Tandan kosong kelapa sawit (TKKS) merupakan produk samping yang
berpotensi tinggi sebagai sumber selulosa. Penelitian ini bertujuan untuk 1)
menskrining bakteri penghasil selulase dari limbah TKKS menggunakan media
selektif Carboxy Methyl Cellulose (CMC) 1% yang diperjelas dengan congo red
0,1% untuk mengukur nilai indeks selulolitik, 2) menguji aktivitas enzim selulase
menggunakan uji gula reduksi metode Dinitro salicylic acid (DNS) dan 3)
membandingkan hasil ke 2 metode tersebut. Berdasarkan zona bening 20 isolat
bakteri selulolitik ditemukan, isolat tersebut diuji kembali dengan metode gula
reduksi untuk mengetahui nilai aktivitas enzimnya menggunakan DNS. Data yang
diperoleh disajikan secara kuantitatif dan deskriptif. Tujuh isolat yang memiliki
nilai aktivitas tertinggi diuji lanjut meliputi morfologi isolat bakteri, uji katalase,
uji motilitas, uji H2S dan pewarnaan Gram.

Tujuh isolat yang memiliki indeks selulolitik tertinggi adalah D 10-6 (47),
A 10-6 (79), C 10-7(39), A 10-7(20), D (10-6)54, D 10-6 (51) dan D 10-6 (48)
berturut-turut sebesar 8.92, 5.27, 4.02, 3.35, 3.29, 2.97 dan 2.71. Sedangkan uji
gula reduksi isolat C 10-7 (39), D 10-6 (44), D 10-6 (56), D 10-6 (79), D 10-6 (46), D
10-6 (54) dan D 10-6 (50) memiliki nilai aktivitas enzim berturut-turut sebesar
0.901, 0.871, 0.736, 0.719, 0.718, 0.671 dan 0.596 (U/mL). Perbedaan hasil
skrining bakteri metode zona bening dan uji aktivitas enzim metode DNS dapat
dipengaruhi oleh suhu dan waktu inkubasi pada saat produksi enzim serta
penggunaan sentrifuse yang tidak berpendingin. Berdasarkan pewarnaan Gram
semua isolat memiliki bentuk sel basil, tergolong bakteri Gram positif kecuali A
10-6 (79) yaitu bakteri Gram negatif. Semua isolat positif menghasilkan katalase,
bersifat motil, mampu menghasilkan gula reduksi dan negatif memproduksi H2S
dan CO2.

Kata kunci: Skrining, aktivitas enzim, tandan kosong kelapa sawit, CMC, DNS
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BAB 1
PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Berdasarkan letak geografis, Indonesia merupakan negara agraris dengan

wilayah daratan dan perairan yang sangat luas. Daratan dan perairan merupakan

habitat yang sangat baik bagi makhluk hidup. Di sisi lain, Indonesia juga memiliki

iklim tropis yang sangat menunjang sektor agraris. Sehingga, Indonesia kaya akan

keberagaman sumber daya alam dan makhluk hidup, baik yang berukuran besar

seperti berbagai macam tanaman dan hewan hingga mikroorganisme berukuran

kecil seperti bakteri (Setyati et al., 2016).

Bakteri merupakan salah satu makhluk hidup yang habitatnya bermacam-

macam sehingga spesiesnya pun beragam. Identifikasi bakteri diperlukan karena

setiap spesies bakteri memiliki fungsi, karakter dan pemanfaatan yang berbeda.

Salah satu pengujian dalam upaya identifikasi yaitu skrining bakteri. Skrining

bakteri merupakan upaya mendeteksi keberadaan suatu bakteri dalam habitat

tertentu dan sebagai langkah awal identifikasi bakteri lebih lanjut seperti uji

kemampuan dan aktivitas bakteri secara lebih spesifik (Setyati et al., 2016).

Skrining bakteri juga dilakukan sebagai upaya mendeteksi produk baru yang

dapat dihasilkan dari isolat seperti metabolit, vitamin dan enzim. Realitanya,

beberapa tahun terakhir enzim menjadi salah satu produk yang cukup dilirik dan

berangsur digunakan dalam dunia industri karena pemanfaatannya yang sangat

luas. Potensi ini cukup menjadi salah satu faktor kuat untuk melakukan skrining

pada bakteri guna meneliti secara spesifik dan lebih lanjut khususnya dalam

memproduksi enzim. Salah satu enzim dengan potensi paling besar karena

sumbernya yang banyak, dapat diproduksi oleh bakteri dan pemanfaatannya yang

luas dalam dunia industri khususnya pangan adalah enzim selulase. Menurut

Chaudhary et al. (2015), dalam industri pangan enzim selulase digunakan pada

pengolahan bir, fermentasi anggur serta dalam pengolahan jus buah sebagai

penjernih, penurun viskositas dan memperbaiki tekstur. Potensi lainnya menurut

Sadhu dan Maiti (2013), enzim selulase dapat digunakan sebagai penghasil warna

denim dalam industri tekstil, pelembut kain dalam industri deterjen dan dapat
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meningkatkan kandungan nutrisi dan memperbaiki pencernaan hewan ternak

dalam industri pakan ternak. Menurut Rasul et al. (2015), sejak bertahun-tahun

yang lalu telah banyak dilakukan penelitian biokonversi dari bahan selulosa dan

isolasi serta karakterisasi bakteri pendegradasi selulosa dalam upaya memperoleh

selulase yang baik dari berbagai sumber. Contohnya seperti skrining bakteri

selulase dari limbah pengolahan kelapa sawit berupa tandan kosong kelapa sawit

(TKKS).

Menurut Yusnia et al. (2019), tumpukan limbah tandan kosong kelapa sawit

memiliki potensi sebagai sumber penghasil enzim selulase yang berasal dari

pertumbuhan bakteri selulolitik. Mayoritas pabrik belum mampu memaksimalkan

dan mengolah limbah tersebut sehingga membiarkannya terurai secara alami oleh

bakteri maupun jamur. Padahal, tandan kosong merupakan limbah padat utama

dengan jumlah cukup besar. Menurut Santi et al. (2018), sebanyak 25% tandan

kosong kelapa sawit akan dihasilkan dalam setiap pengolahan 1 ton tandan buah

segar atau sekitar 250 kg limbah tandan kosong dalam setiap pengolahan 1000 kg

tandan buah segar. Tumpukan TKKS membutuhkan waktu selama 6-12 bulan

untuk terdegradasi secara alami. Penyebab sulitnya degradasi alami tersebut

karena kandungan senyawa selulosa yang terdapat dalam tandan kosong kelapa

sawit merupakan polimer glukosa dan polifenol yang sangat sulit terdekomposisi.

Sehingga jumlah limbah yang dihasilkan setiap hari tidak berbanding lurus

dengan proses degradasi menyebabkan tumpukan limbah membesar (Kurniawan

dan Gusmawartati, 2021).

Skrining bakteri selulolitik merupakan inovasi untuk memanfaatkan potensi

selulase dalam mengatasi permasalahan limbah TKKS. Selulase dapat

mendegradasi tandan kosong kelapa sawit menjadi suatu produk yang komersial

dan kaya manfaat. Skrining bakteri dalam penelitian ini dilakukan dengan metode

clear zone dan pengukuran aktivitas enzim dilakukan menggunakan uji gula

reduksi metode DNS. Menurut Lokapirnasari (2016), aktivitas selulolitik pada

metode clear zone ditandai dengan kemunculan diameter zona bening pada media

CMC 1% yang telah diinokulasi dengan bakteri. Diameter tersebut terbentuk

akibat adanya aktivitas degradasi selulosa oleh bakteri selulolitik. Menurut

Nugraha et al. (2014), diameter zona bening yang terbentuk oleh masing-masing
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isolat akan menunjukkan hasil berbeda karena perbedaan kemampuan bakteri

dalam mendegradasi selulosa.

Menurut Murtiyaningsih dan Hazmi (2017), skrining bakteri menggunakan

metode zona bening merupakan langkah awal dalam mendekteksi keberadaan

bakteri selulolitik. Skrining bakteri pada penelitian ini dilakukan untuk

mengetahui nilai indeks selulolitik bakteri yang diperoleh dari perbandingan

diameter zona bening dan diameter koloni yang terbentuk. Selanjutnya, untuk

mengetahui besarnya nilai aktivitas enzim dari isolat yang memiliki indeks

selulolitik dilakukan dengan uji gula reduksi menggunakan metode DNS

(Dinitrosalicylid acid).

Nilai aktivitas enzim yang diperoleh kemudian digunakan sebagai dasar

pembandingan antara metode clear zone dan metode DNS. Sehingga dapat

diketahui apakah isolat bakteri yang memiliki indeks selulolitik tinggi juga

memiliki nilai aktivitas enzim yang besar. Penelitian ini bertujuan untuk

membandingkan hasil uji skrining bakteri selulolitik antara metode clear zone dan

uji aktivitas enzim dengan pengukuran gula reduksi menggunakan metode DNS.

1.2. Tujuan

Tujuan penelitian ini adalah:

1. Menskrining bakteri penghasil selulase dari limbah tandan kosong kelapa

sawit menggunakan metode zona bening.

2. Menguji aktivitas enzim selulase menggunakan metode gula reduksi.

3. Membandingkan nilai indeks selulolitik hasil skrining menggunakan metode

clear zone dengan nilai aktivitas enzim hasil uji gula reduksi menggunakan

metode DNS.

1.3. Hipotesis

1. Limbah TKKS berpotensi ditumbuhi bakteri penghasil selulase.

2. Semakin besar diameter zona bening yang terbentuk maka semakin tinggi nilai

aktivitas enzim yang dihasilkan.

3. Hasil skrining bakteri metode clear zone berbanding lurus dengan hasil uji

aktivitas enzim metode DNS.
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