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ISOLASI DAN UJI KOMPATIBILITAS BAKTERI
HIDROLITIK DARI TANAH TEMPAT PEMROSESAN
AKHIR TALANGAGUNG, KABUPATEN MALANG

[Isolation and Compatibility Test of Hydrolytic Bacteria From Talangagung Landfill,
Malang Regency]

Prilya Dewi Fitriasari”™’, Nanda Amalia dan Susiyanti Farkhiyah

'UIN Maulana Malik Ibrahim Malang, J1. Gajayana no. 50, Malang, Jawa Timur
email: prilyadewi@bio.uin-malang.ac.id

ABSTRACT
Talangagung landfill, Malang Regency has used the controlled landfill method. The landfill process produces methane gas that has been
flowed as fuel so that it is estimated that there are bacteria with a variety of enzymatic activities that have worked in degrading waste. The
purpose of this study was to isolate bacteria from landfill and determine the ability to produce amylase, protease, lipase, and cellulase and
test the compatibility of bacteria. The methods used include bacterial isolation using the pour plate method and purification of bacterial
isolates using the streak plate method. Bacterial selection is done on selective media containing starch, tributyrin, cellulose, and skim milk.
There were 21 bacterial isolates successfully isolated 13 consisting of bacterial isolates showed proteolytic activity, 10 cellulolytic bacteria,
8 amylolytic, and 15 lipolytic. The isolates that show compatible results are BTA 5.7.14, BTA 5.7.7, BTA 5.7.12, and BTA 5.7.6 therefore
they can be used as a potential consortium for organic waste recycle.

Keywords: Bacteria, Compatibility, Consortium, Enzymes
ABSTRAK

Tempat pemrosesan akhir (TPA) Talangagung, Kabupaten Malang telah menggunakan metode controlled landfill hingga mencapai
ketinggian dua meter. Proses penimbunan sampah menghasilkan gas metan yang telah dialirkan sebagai bahan bakar sehingga diperkirakan
terdapat bakteri dengan berbagai aktivitas enzimatis yang telah bekerja dalam mendegradasi limbah. Tujuan penelitian ini adalah untuk
mengisolasi bakteri dari tanah TPA serta mengetahui kemampuan bakteri hidrolitik dalam menghasilkan enzim amilase, protease, lipase dan
selulase serta menguji kompatibilitas antarisolat bakteri menjadi suatu konsorsium bakteri. Metode yang digunakan meliputi isolasi bakteri
menggunakan metode cawan tuang dan pemurnian isolat bakteri menggunakan metode cawan gores. Seleksi bakteri dilakukan pada media
selektif mengandung pati, tributirin, selulosa, dan susu skim. Sebanyak 21 isolat bakteri yang berhasil diisolasi terdiri atas 13 isolat bakteri
yang menunjukkan aktivitas proteolitik, 10 selulolitik, 8 amilolitik dan 15 lipolitik. Bakteri yang menunjukkan hasil kompatibel yaitu isolat
BTA5.7.14,BTA5.7.7, BTA 5.7.12, dan BTA 5.7.6 sehingga dapat dijadikan konsorsium potensial untuk perombakan limbah organik.

Kata kunci: Bakteri, Enzim, Kompatibilitas, Konsorsium

PENDAHULUAN

Mikroorganisme memegang peranan penting di
lingkungan sebagai pengurai bahan limbah organik
menjadi unsur (N, P, K, Ca, Mg, dan lain-lain) yang
dikembalikan ke dalam tanah dan atmosfer (CH, atau
CO,) (Saraswati et al., 2006). Mikroorganisme
secara alami memiliki kemampuan untuk mengubah
limbah organik menjadi materi yang bernilai
contohnya sebagai nutrisi baik makro maupun mikro
pada tanaman dan mereduksi rasio C:N untuk
mendukung produktivitas tanah. Mikroorganisme
tersebut juga berperan penting dalam aliran nutrisi
sehingga sistem ekologi tetap seimbang. Bakteri
sebagai  perombak bahan organik mampu
mempercepat proses degradasi bahan organik
sehingga disebut juga aktivator biologis. Bahan
organik yang terkandung dalam limbah organik yang
berada di tanah tempat pembuangan sampah
perkotaan akan digunakan sebagai sumber energi dan
sumber karbon oleh bakteri.

*Kontributor Utama

Tempat pemrosesan akhir (TPA) Talangagung,
Kabupaten Malang telah menggunakan metode
controlled landfill hingga mencapai ketinggian 2
meter. Proses penimbunan menghasilkan gas metan
yang telah dialirkan sebagai bahan bakar sehingga
diperkirakan sejumlah mikroorganisme indigenus
telah bekerja dalam mendegradasi limbah dan
menghasilkan gas metan di TPA Talangagung
tersebut. Limbah organik dari sampah yang ada di
tempat pemrosesan akhir akan digunakan oleh
bakteri sebagai sumber nutrisi akan mengubah
limbah menjadi produk yang aman bagi lingkungan
(tidak berbau, tidak menghasilkan lumpur, dan
polusi). Bakteri saat menggunakan limbah organik
akan menghasilkan beberapa metabolit untuk
merombak limbah yang kompleks menjadi
komponen senyawa sederhana (Saha dan Santra,
2014).

Penelitian mengenai kemampuan bakteri dalam
mendegradasi bahan organik telah banyak dikaji

*Diterima: 31 Januari 2020 - Diperbaiki: 1 Mei 2020 - Disetujui: 20 Juli 2020
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diantaranya Tsai et al. (2007) dengan menggunakan
bakteri  termofilik  lipolittk  yang  mampu
meningkatkan total nitrogen dan menurunkan rasio
C/N serta menghasilkan biofertilizer yang lebih
berkualitas. Konversi mikrobia pada limbah sayur
juga mampu menghasilkan  kompos  yang
meningkatkan efisiensi germinasi pada Cicer
arietinum (Indumathi, 2017). Hasil penelitian Sarkar
et al. (2011) menunjukkan bahwa konsorsium bakteri
secara signifikan mempersingkat proses degradasi
limbah organik tanpa menimbulkan aroma tidak
sedap dari hasil akhir proses tersebut.

Penelitian ini bertujuan untuk mengisolasi bak-
teri hidrolitik yang memiliki aktivitas lipolitik,
proteolitik, amilolitik, dan selulolitik serta menguji
kompatibilitas  isolat bakteri sehingga dapat
digunakan sebagai kandidat konsorsium bakteri
perombak bahan organik terutama yang mengandung
lemak, protein, selulosa dan pati.

BAHAN DAN CARA KERJA
Lokasi pengambilan sampel

Penelitian dilaksanakan pada bulan Oktober
2019. Lokasi pengambilan sampel berada di TPA
Talangagung, Kepanjen, Kabupaten Malang. Lokasi
berada di Zona 2 Sel 5 yaitu zona pasif merupakan
zona lahan urug terkendali (conmtrolled landfill)
dengan  titik koordinat lokasi  8°07°09.3’’S
112°33°46.6”E.

Pengambilan sampel

Tanah diambil pada pada tiga titik
pengambilan sampel di kedalaman 10 cm dan
dijadikan satu dalam plastik ziplock. Kondisi fisika
tanah dicatat pada lingkungan atau tempat
pengambilan sampel meliputi suhu, pH, dan
kelembapan. Sampel dalam plastik ziplock,
dimasukkan dalam kotak pendingin dan dibawa ke
laboratorium Mikrobiologi UIN Maulana Malik
Ibrahim Malang untuk dianalisis.

Isolasi bakteri dan pemeliharaan isolat murni
Sampel berupa tanah diencerkan dengan
menggunakan garam fisiologis sampai pangkat 10~
selanjutnya dilakukan prosedur pour plate pada tiga
pengenceran  tertinggi menggunakan medium
Nutrient Agar dan diinkubasi pada suhu 37 °C
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selama 24 jam. Pemurnian isolat bakteri dilakukan
dengan metode cawan gores (streak plate) pada
koloni bakteri yang menunjukkan morfologi dan
warna yang berbeda. Pemurnian dilakukan berulang
dengan memisahkan koloni hingga diperoleh kultur
murni. Pemeliharaan isolat bakteri dilakukan secara
berkala dengan memindahkan kultur murni pada
media NA miring.

Seleksi bakteri hidrolitik

Seleksi ~ bakteri  dilakukan  berdasarkan
kemampuan dalam mendegradasi protein, lemak,
amilum, dan seclulosa dengan mengamati secara
kualitatif aktivitas enzimatis. Uji aktivitas enzim
amilase dilakukan dengan memindahkan isolat
bakteri dari media NA miring ke cawan petri berisi
media dengan komposisi (g/L): pati 10; pepton 10;
ekstrak ragi 20; KH,PO,4 0,005; MnCl,.4H,0 0,015;
CaCl,.2H,0 0,05; FeSO4.7H,0 0,01; MgS0,.7H,0
0,25 (Sharma etal., 2015). Inkubasi dilakukan
selama 24 jam pada suhu 37 °C. Setelah 24 jam,
larutan iodin dituang ke atas kultur bakteri untuk
mengamati terbentuknya perubahan warna di sekitar
koloni bakteri. Aktivitas enzim amilase ditunjukkan
dengan terbentuknya zona jernih di sekitar koloni
bakteri sedangkan hasil negatif ditunjukkan dengan
terbentuknya warna biru gelap pada media.

Uji  aktivitas enzim protease dilakukan
menggunakan media Skim Milk Agar (SMA)
(Himedia), isolat bakteri digoreskan pada media
SMA dan diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37 °C.
Aktivitas proteolitik ditunjukkan dengan
terbentuknya zona jernih di sekitar koloni bakteri.
Uji aktivitas enzim lipase dilakukan dengan
membuat media Spirit Blue Agar (Himedia) yang
mengandung tributirin. Hasil positif akan terbentuk
zona berwarna putih di sekitar koloni bakteri. Uji
aktivitas enzim selulase digunakan media mineral
sederhana yang mengandung CMC 1%. Isolat bakteri
digoreskan pada media mengandung CMC dan
diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37 °C. Setelah
24 jam, larutan congo red dituangkan ke atas kultur
bakteri. Hasil positif aktivitas enzim selulase
terbentuk zona jernih kekuningan di sekitar kultur
bakteri (Sarkar dan Chourasia, 2017).
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Uji kompatibilitas konsorsium bakteri hidrolitik

Kultur bakteri yang digunakan sebagai
konsorsium  harus  kompatibel. Kombinasi
konsorsium bakteri menggunakan kombinasi dari
empat isolat yang memiliki kemampuan hidrolitik
pada substrat berbeda, dipilih  berdasarkan
kombinasi-permutasi. Kompatibilitas tiap isolat
bakteri dalam konsorsium menggunakan uji
antagonis (Sarkar dan Chourasia, 2017). Empat isolat
bakteri yang menunjukkan aktivitas enzimatis
berbeda digoreskan saling silang dalam satu cawan
petri berisi media NA. Inkubasi dilakukan selama 24
jam dan diamati pembentukan zona hambat.
Konsorsium bakteri akan kompatibel jika tidak ada
zona penghambatan antarisolat bakteri (Sarkar dan
Chourasia, 2017).

HASIL

Hasil isolasi bakteri dari tanah TPA
Talangagung menunjukkan terdapat 21 koloni isolat
bakteri yang berbeda secara morfologi berdasarkan
karakter warna koloni, bentuk koloni, tekstur elevasi,
jenis Gram, dan bentuk sel bakteri (Tabel 1).

Hasil seleksi isolat bakteri penghasil enzim
ektraseluler hidrolitik yaitu sebanyak 16 isolat dari
21 isolat bakteri. Seleksi yang dilakukan meliputi uji
proteolitik, selulolitik, dan amilolitik. Sebanyak 13

isolat bakteri diketahui mampu mendegradasi protein
atau dikategorikan sebagai bakteri proteolitik yang
menunjukkan adanya zona jernih di sekitar koloni
bakteri pada media Skim Milk Agar (Gambar 1.a).
Sepuluh isolat bakteri selulolitik berhasil diseleksi
pada media CMC-agar yang ditandai terbentuknya
zona jernih di sekitar koloni pada media (Gambar
1.b); delapan isolat bakteri memiliki kemampuan
menghidrolisis amilum (amilolitik) pada media
Starch agar yang ditandai terbentukya zona jernih di
sekitar koloni setelah penambahan reagen /[ugol
iodine (Gambar 1.c). Isolat yang menunjukkan
kemampuan lipolitik diseleksi dengan media Spirit
blue agar yang mengandung tributirin sebagai
subtrat lipase, zona jernih yang terbentuk di sekitar
koloni menunjukkan hasil positif (Gambar 1.d).
Terdapat 15 isolat bakteri yang menunjukkan positif
terbentuk zona jernih.

Kultur bakteri yang akan digunakan sebagai
konsorsium harus kompatibel sehingga semua enzim
yang diperlukan dalam proses degradasi limbah
organik (makanan) dapat dihasilkan dengan baik.
Kombinasi empat isolat bakteri dengan kemampuan
enzimatis diujikan dengan uji antagonisme (Tabel 2).

Hasil uji antagonisme untuk mengetahui
kompatibilitas antarbakteri menunjukkan hanya satu
konsorsium yang kompatibel antar isolatnya, yaitu

Tabel 1. Karakteristik morfologi isolat bakteri dari tanah TPA Talangagung (Morphological characters of bac-
terial isolates from Talangagung landfill)

Kode strain  Bentuk koloni Tekstur koloni Warna koloni Bentuk sel Gram
(Strain code)  (Shape of colony) (Texture of colony) (Pigmentation) (Cell shape) (Gram)
BTAS.1 tidak beraturan (irregular)  kering (dry) putih (white) batang (rod) -)
BTAS.2 tidak beraturan (irregular)  mengkilap (glossy)  krem (cream) bulat (round) D)
BTAS.3 bulat beraturan (circular) ~ mengkilap (glossy)  putih (white) bulat (round) D)
BTAS.4 bulat beraturan (circular) ~ mengkilap (glossy)  putih abu (white pale)  bulat (round) D)
BTAS.5 kumparan (spindle) mengkilap (glossy)  putih (white) bulat (round) &)
BTAS.6 berupa titik (punctiform) mengkilap (glossy)  putih (white) bulat (round) &)
BTAS.7 tidak beraturan (irregular)  berlendir (mucoid)  krem (cream) bulat (round) D)
BTAS.7.1 bulat beraturan (circular) ~ mengkilap (glossy)  putih (white) batang (rod) D)
BTAS.7.2 bulat beraturan (circular) ~ mengkilap (glossy)  putih (white) bulat (round) D)
BTAS.7.3 bulat beraturan (circular) ~ mengkilap (glossy)  putih (white) bulat (round) D)
BTA5.7.4 tidak beraturan (irregular)  mengkilap (glossy)  kuning (yellow) bulat (round) D)
BTAS.7.5 bulat beraturan (circular) ~ mengkilap (glossy)  putih (white) bulat (round) D)
BTA5.7.6 tidak beraturan (irregular)  kering (dry) putih (white) bulat (round) D)
BTAS.7.7 tidak beraturan (irregular)  mengkilap (glossy)  kuning (yellow) bulat (round) D)
BTAS.7.8 bulat beraturan (circular) ~ mengkilap (glossy)  putih (white) bulat (round) D)
BTAS.7.9 bulat beraturan (circular) ~ mengkilap (glossy)  kuning (yellow) bulat (round) D)
BTAS5.7.10 tidak beraturan (irregular)  kering (dry) putih (white) bulat (round) D)
BTAS.7.11 bulat beraturan (circular)  kering (dry) putih (white) batang (rod) -)
BTAS.7.12 tidak beraturan (irregular)  mengkilap (glossy)  putih (white) bulat (round) D)
BTAS.7.13 tidak beraturan (irregular)  mengkilap (glossy)  kuning (yellow) bulat (round) D)
BTAS5.7.14 tidak beraturan (irregular)  mengkilap (glossy)  putih (white) bulat (round) (+)
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Gambar 1. Seleksi bakteri pada media selektif (a) proteolitik, (b) selulolitik, (c) amilolitik dan (d)
lipolitik. Hasil positif ditunjukkan dengan tanda panah. [Bacterial selection on selective medium
(a) proteolytic, (b) cellulolytic, (c) amylolytic, and (d) lipolytic. Zone of hydrolysis as positive
result (arrow)]

Tabel 2. Komposisi kombinasi konsorsium isolat bakteri hidrolitik (Combination of hydrolytic bacterial

consortium)

Konsorsia 4 colitik Selulf)sl?tlﬁ: PR (B:f:ielr;ﬁltills(olat“) Lipolitik Kompatibilitas
(Consortia) — p, \rooiptic) (Cellulolytic) (Amplolytic) (Lipolytic) (Compatibility)

1 BTA 5.2 BTA 5.7 BTA 5.1 BTA5.5 “)

2 BTA 5.6 BTA 5.1 BTA 5.4 BTA5.72 “)

3 BTA 5.4 BTA5.73 BTA5.7.8 BTA 5.7.4 “)

4 BTA 5.7 BTA5.7.5 BTA5.7.10 BTA5.73 “)

5 BTA 5.7.6 BTA 5.7.10 BTA5.7.13 BTA5.7.5 “)

6 BTA 5.7.7 BTA5.7.12 BTA 5.7.14 BTA 5.7.6 +)

7 BTA5.7.8 BTA5.7.13 BTA 5.1 BTA5.5 “)

8 BTA 5.7.9 BTA 5.7.14 BTA 5.4 BTA5.7.8 “)

9 BTA 5.7.10 BTA 5.1 BTA 5.7.6 BTA 5.6 “)

10 BTA 5.7.13 BTA 5.7 BTA5.7.8 BTA5.72 “)

1 BTA 5.7.14 BTA 5.7.1 BTA 5.7.10 BTA 5.7.3 )

Keterangan (Notes): tanda (+) kompatibel, tanda (-) tidak kompatibel (Positive mark is compatible, negative mark is incompatible)
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konsorsium isolat BTA 5.7.14, BTA 5.7.7, BTA
5.7.12, dan BTA 5.7.6 sehingga konsorsium tersebut

yang digunakan sebagai konsorsium potensial
(Gambar 2).
Isolat BTA 5.7.14 menghasilkan enzim

proteolitik, isolat BTA 5.7.7 memiliki aktivitas
lipolitik yang lebih baik dibandingkan isolat bakteri
lain, isolat BTA 5.7.12 dan BTA 5.7.6 secara
berturut-turut  menunjukkan adanya  aktivitas
selulolitik dan amilolitik.

PEMBAHASAN

Dua puluh satu isolat bakteri berhasil diisolasi
dari tanah TPA Tanggagung Malang. Saha dan
Santra (2014) menggunakan metode yang sama
berhasil mengisolasi sembilan isolat bakteri dari
tanah bercampur sampah di India sedangkan Sarkar
dan Chourasia (2017) berhasil mengisolasi 18 isolat
bakteri dari tanah di tempat pembuangan sampah.
Tanah merupakan tempat yang ideal untuk

pertumbuhan bakteri serta adanya kandungan limbah
organik dalam tempat penimbunan sampah akan
dapat digunakan oleh bakteri sebagai sumber nutrisi.
Jenis bakteri yang umum ditemukan dalam sampah
atau limbah antara lain adalah Pseudomonas spp.,
Achromobacter spp., Bacillus spp., Flavobacterium
Streptomyces  spp.,

spp.,  Clostridium  spp.,

Thermonospora  spp.,  Microplyspora  spp.,
Thermoactinomyces spp. Genus bakteri yang mampu
memecah selulosa diantaranya Achromobacter,
Angiococcus,  Bacillus, Cellulomonas, Cytophaga,
Clostridium, Cellivibrio, Flavobacterium, Pseudo-
monas, Poliangium, Sorangium, Sporocytophaga,
Vibrio, Cellfalcicula, Citrobacter,
Klebsiella, Enterobacter dan Aeromonas (Anand et
al., 2009, Murtiyaningsih dan Hazmi, 2017).

Hasil skrining menunjukkan bahwa pada tanah
di  lokasi TPA  merupakan habitat  bagi
mikroorganisme khususnya bakteri penghasil enzim
hidrolitik. Makromolekul (karbohidrat, protein, dan
lemak) dapat dipecah oleh mikroorganisme
khususnya bakteri menggunakan enzim yang disebut
eksoenzim  hidrolitik. Enzim tersebut akan
mendegradasi polimer menjadi bahan organik
sederhana. Raju dan Divkar (2013) menyebutkan
bahwa tanah pada area penimbunan sampah
memiliki kandungan bahan organik yang tinggi
sehingga menyediakan berbagai jenis substrat bagi
mikroorganisme indigenus pada tanah. Kondisi
tersebut mengakibatkan mikroorganisme memiliki
kemampuan untuk menghasilkan enzim ekstraseluler
untuk menggunakan substrat yang tersedia.

Penyiapan konsorsium dapat dikatakan berhasil
jika bakteri dalam konsorsium tersebut mampu

Serratia,

Gambar 2. Kompatibilitas bakteri dengan uji antagonisme (a) kompatibel dan (b) tidak kompatibel. (Antagonism

assay for compatibility test
incompatible)

among

the bacterial strains (a) compatible and (b)
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tumbuh bersama dengan bakteri yang lain tanpa
saling menghambat aktivitas bakteri. Isolat bakteri
yang menunjukkan adanya aktivitas antagonisme
ditunjukkan dengan terbentuknya zona
penghambatan yang terlihat antarisolat.
Mikroorganisme tumbuh dengan berbagai variasi
asosiasi dengan organisme lain, salah satunya
adalah sifat antagonisme dengan berbagai
mekanisme untuk menghambat pertumbuhan
mikroorganisme lainnya. Mekanisme tersebut dapat
berupa produksi toksin atau racun, antibiotik
maupun siderofor (Hibbing et al., 2010).

KESIMPULAN

Dua puluh satu isolat bakteri dari tanah TPA
Talangagung berpotensi menghasilkan enzim
hidrolitik yaitu amilase, protease, lipase, dan
selulase.  Kompatibilitas  konsorsium  bakteri
hidrolitik ditunjukkan pada isolat BTA 5.7.14, BTA
5.7.7, BTA 5.7.12 dan BTA 5.7.6 sechingga dapat
dijadikan konsorsium potensial untuk perombakan
limbah organik.
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