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INTISARI

FITRIANI, D., 2018 ISOLASI DAN KARAKTERISASI BAKTERI ASAL
AIR LIMBAH TAMBANG BATUBARA LOA TEBU TENGGARONG
KALIMANTAN SEBAGAI PENGHASIL ENZIM AMILASE, SKRIPSI,
FAKULTAS FARMASI, UNIVERSITAS SETIA BUDI

Enzim amilase merupakan golongan enzim hidrolase, yaitu enzim yang
mampu mempercepat proses hidrolisis pati untuk menghasilkan molekul yang
lebih sederhana menjadi disakarida dan monosakarida. Organisme penghasil
enzim amilase mulai dari tanaman, hewan, hingga mikroorganisme.
Mikroorganisme paling banyak digunakan dibandingkan dengan tanaman dan
hewan sebagai sumber enzim. Enzim amilase digunakan antara lain pada industri
pangan seperti industri pemanis, roti, jus buah, bir, dan lain-lain serta dalam
industri non pangan seperti produksi etanol, tekstil, serta detergen. Tujuan
dilakukan penelitian ini adalah untuk mengisolasi dan mengkarakterisasi bakteri
limbah air tambang batubara sebagai penghasil enzim amilase.

Isolasi isolat bakteri air tambang dilakukan dengan metode cawan gores
menggunkan media Nutrien Agar (NA), dari hasil yang didapat dipilih 5 koloni
tunggal lalu dilanjutkan dengan identifikasi menggunakan Pewarnaan Gram,
Pewarnaan Kapsul, Pewarnaan Spora, dan Uji Biokimia. Setelah dilakukan
identifikasi dilanjutkan dengan uji aktivitas bakteri limbah air tambang batubara
dalam menghasilkan enzim amilase menggunakan metode difusi sumuran yang
kemudian dilanjutkan dengan tes iodin .

Hasil penelitian ini menunjukkan kelima isolat bakteri merupakan bakteri
Gram positif, yang memiliki kapsul, serta spora. Isolat bakteri LTB2 memiliki
diamater zona hambat terbesar yaitu sebesar 15,5 mm, isolat LTB1 sebesar 15,0
mm, isolat LTB4 sebesar 14,7 mm, isolat LTB3 sebesar 14,3 dan isolat LTB5
memiliki diamter zona hambat terkecil yaitu sebesar 13,1 mm. Dimana semakin
besar diameter zona hambat maka semakin banyak pula enzim amilase yang
dihasilkan.

Kata kunci: bakteri amilolitik, limbah cair batubara.
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ABSTRACT

FITRIANI, D., 2018 ISOLATION AND CHARACTERIZATION OF
BACTERIA PRODUCED BY COAL MINING WASTEWATER LOA
TEBU TENGGARONG EAST KALIMANTAN AS A SOURCE ENZYM
AMILASE, SKRIPSI, FACULTY OF PHARMACY, SETIA BUDI
UNIVERSITY, SURAKARTA

Amylase enzyme is a class of hydrolase enzyme, an enzyme capable of
accelerating the process of starch hydrolysis to produce simpler molecules into
disaccharides and monosaccharides. Amylase enzyme-producing organisms
ranging from plants, animals, to microorganisms. Microorganisms are most
widely used compared to plants and animals as a source of enzymes. Amylase
enzymes are used, among others, in the food industry such as sweetener, bread,
fruit juice, beer, etc. and in non-food industries such as ethanol production,
textiles and detergents. The purpose of this study was to isolate and characterize
the coal mine waste water bacteria as the amylase enzyme producer.

Isolation of mine water bacteria isolate was done by scratch grate method
using Nutrient Agar (NA) medium, obtained from 5 single colony then continued
with identification using Gram stain, Capsic Dye, Spore Dye, and Biochemical
Test. After identification followed by activity test of bacterial waste water of coal
mine in yielding enzyme amylase using diffusion method of wells which then
continued with iodine test.

The results of this study indicate the five bacterial isolates are Gram
positive bacteria, which have a capsule, and spores. Bacterial isolates LTB2 had
the largest inhibitory zone diameter of 15.5 mm, isolate LTB1 of 15.0 mm,
isolates LTB4 of 14.7 mm, isolates LTB3 of 14.3 and isolates LTB5 had the
smallest inhibitory zone diameter of 13.1 mm. Where the greater the diameter of
the inhibitory zone the more enzyme amylase produced.

Keywords: Amylolytic bacteria, liquid-waste of coal
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BAB |
PENDAHULUAN

A. Latar Belakang

Masyarakat Indonesia sudah sejak lama memanfaatkan mikroorganisme
untuk menghasilkan barang yang bernilai ekonomi, misalnya fermentasi tempe,
tape, dan ragi untuk minuman beralkohol. Mikroorganisme merupakan sumber
enzim yang paling banyak digunakan dibandingkan dengan tanaman dan hewan
(Sarah et.al 2009)

Enzim banyak digunakan di berbagai bidang kegiatan industri pangan
maupun non pangan, sehingga enzim memiliki posisi penting dalam bidang
industri pangan maupun non pangan. Penggunaan enzim saat ini dalam industri
makanan, minuman, industri tekstil, industri kulit dan kertas di Indonesia
semakin meningkat (Sarah et.al 2009).

Amilase merupakan enzim yang paling penting dan keberadaanya paling
besar, pada bidang bioteknologi, enzim ini diperjual belikan sebanyak 25% dari
total enzim yang lainya. Amilase didapatkan dari berbagai macam sumber, seperti
tanaman, hewan dan mikroorganisme. Amilase yang berasal dari mikroorganisme
banyak digunakan dalam industri, hal ini dikarenakan mikroorganisme periode
pertumbuhanya pendek. Penggunaan enzim dalam industri memberi banyak
keuntungan sebagai bahan tambahan yang alami (Nadeem et.al 2009).

Amilase yang dihasilkan mikroorganisme mempunyai spektrum yang luas
pada aplikasi industri karena lebih stabil daripada amilase yang dihasilkan oleh
tumbuhan dan binatang. Keuntungan utama dalam penggunaan mikroorganisme
pada produksi amilase adalah kapasitas produksi yang besar dan fakta bahwa
mikroba mudah dimanipulasi untuk menghasilkan enzim dengan karakteristik
yang di inginkan. Amilase diperoleh dari bermacam-macam jamur, yeast dan
bakteri. Meskipun demikian, enzim dari sumber jamur dan bakteri mendominasi
aplikasi dalam sektor industri. Amilase mempunyai kemampuan aplikasi yang
luas dalam proses industri seperti makanan, fermentasi, tekstil, kertas, deterjen,

dan industri farmasi. Amilase dari jamur dan bakteri dapat digunakan dalam



industri farmasi dan kimia. Meskipun demikian, dengan perkembangan
bioteknologi, aplikasi amilase berkembang di banyak bidang, seperti kesehatan,
obat-obatan, dan analisis kimia, seperti aplikasi dalam sakarifikasi pati pada
tekstil, makanan, brewing, dan industri distilasi (Wikipedia).

Keragaman hayati yang besar di Indonesia memberikan peluang besar
untuk mendapatkan mikroorganisme potensial untuk dikembangkan sebagai

penghasil enzim. Salah satunya adalah bakteri asal air limbah tambang batubara.

B. Rumusan Masalah
Berdasarkan penjelasan latar belakang diatas, maka dapat dirumuskan masalah
sebagai berikut:
Pertama, bagaimana karakteristik bakteri yang diisolasi dari air limbah
tambang batubara?
Kedua, apakah bakteri yang diisolasi dari air limbah tambang batubara

menghasilkan enzim amilase?

C. Tujuan Penelitian
Pertama, untuk mengetahui karakteristik bakteri yang diisolasi dari air limbah
tambang batubara.
Kedua, untuk mengetahui kemampuan bakteri air limbah tambang batubara

dalam menghasilkan enzim amilase.

D. Kegunaan Penelitian
Dari penelitian ini diharapkan memberikan manfaat bagi masyarakat luas
terutama masyarakat dilingkungan tambang batubara. Menambah informasi
dibidang ilmu kesehatan yang lebih rinci tentang potensi bakteri air limbah

tambang batubara dalam menghasilkan enzim amilase.



BAB I1
TINJAUAN PUSTAKA

A. Pertambangan Batu Bara

Pertambangan batubara adalah pertambangan endapan karbon yang
terdapat di dalam bumi. Tujuan pengelolaan batubara adalah menjamin efektivitas
pelaksanaan dan pengendalian kegiatan usaha pertambangan secara berdaya guna
, menjamin manfaat pertambangan batubara secara berkelanjutan dan berwawasan
lingkungan hidup serta menjamin tersedianya batubara sebagai bahan baku atau
sumber energi untuk kebutuhan dalam negeri dalam rangka mendukung
pembangunan nasional yang berkesinambungan (UU No.4 Tahun 2009).

Bahan galian dari penambangan berupa unsur-unsur kimia, mineral-
mineral, dan segala macam batuan termasuk batu-batu mulia, yang merupakan
endapan-endapan alam. Wilayah Hukum Pertambangan Indonesia mencakup
seluruh kepulauan Indonesia, tanah dibawah perairan Indonesia dan paparan
benua kepulauan Indonesia. Wewenang atas kuasa pertambangan diberikan
kepada Badan/Perseorangan untuk melaksanakan usaha pertambangan (UU Pokok

Pertambangan Tahun 1967).

B. Air Limbah Batubara

Air limbah usaha dan atau kegiatan pertambangan batubara adalah air
yang berasal dari kegiatan penambangan batubara yang meliputi penggalian,
pengangkutan dan penimbunan baik pada tambang terbuka maupun tambang
bawah tanah. Baku mutu air limbah batubara adalah ukuran batas atau kadar unsur
pencemar dan atau jumlah unsur pencemaran yang keberadaannya dalam air
limbah batubara yang akan dibuang atau dilepas ke air permukaan. Parameter
yang dimonitoring pada air limbah kegiatan penambangan batubara adalah TSS,
total Fe dan total Mn (KepMenLH n0.113/2003).



C. Enzim

Enzim merupakan senyawa protein yang dapat mengkatalisis seluruh
reaksi kimia dalam sistem biologis. Aktivitas katalitiknya bergantung kepada
strukturnya sebagai protein. Enzim dapat mempercepat reaksi biologis, dari
reaksi yang sederhana, sampai ke reaksi yang sangat rumit (Lehninger 1995).

Berdasarkan biosintesisnya, enzim dibedakan menjadi enzim konstitutif
dan enzim induktif. Enzim konstitutif adalah enzim yang selalu tersedia di dalam
sel mikroba dalam jumlah yang relatif konstan, sedangkan enzim induktif adalah
enzim yang ada dalam jumlah sel yang tidak tetap, tergantung pada adanya
induser. Enzim induktif ini jumlahnya akan bertambah sampai beberapa ribu kali
bahkan lebih apabila dalam medium mengandung substrat yang menginduksi
terutama bila substrat penginduksi merupakan satu-satunya sumber karbon (Lidya
dan Djenar 2000).

Berdasarkan tempat bekerjanya, enzim dapat dibedakan dalam 2 golongan,
yaitu endoenzim dan eksoenzim. Endoenzim disebut juga enzim intraseluler,
dihasilkan di dalam sel yaitu pada bagian membran sitoplasma dan melakukan
metabolisme di dalam sel. Eksoenzim (enzim ekstraseluler) merupakan enzim
yang dihasilkan sel kemudian dikeluarkan melalui dinding sel sehingga terdapat
bebas dalam media yang mengelilingi sel dan bereaksi memecah bahan organik
tanpa tergantung pada sel yang melepaskannya (Soedigdo 1988).

Produksi dan perdagangan enzim didominasi oleh kelompok enzim
hidrolitik seperti enzim amilase, protease, katalase, dan lipase. Saat ini, enzim
banyak diekstraksi dari mikroorganisme karena dapat menghasilkan jenis enzim
yang bervariasi dan mudah untuk dikulturkan sehingga dapat diproduksi dalam
jumlah yang besar. Enzim juga memegang peranan penting dalam dunia industri
seperti industri tekstil, deterjen, bahan pangan dan minuman, bahan kimia,
industri kulit, serta obat-obatan (Sianturi 2008).

Mikroorganisme merupakan sumber untuk menghasilkan enzim yang
potensial karena mampu berkembang dengan cepat, mempunyai berbagai jenis
aktivitas enzim dan hidup pada kondisi-kondisi ekstrim seperti pada sedimen

dan perairan laut (Gray dan Elliott, 2009).



D. Enzim Amilase

Enzim amilase merupakan salah satu jenis enzim yang mampu
memutuskan ikatan glikosida. Molekul ini meningkatkan kecepatan reaksi kimia
spesifik, yang tanpa enzim akan berlangsung amat lambat (Lehninger 1982).
Amilase dapat dikelompokkan menjadi 3 golongan enzim (Winarno, 1986):

1. a-amilase (1,4-a-D-glukan-glukanohidrolase)

Alfa-amilase merupakan enzim ekstraseluler yang menghidrolisis ikatan
1,4-a-D-glukanohidrolase. Alfa-amilase dibentuk oleh berbagai bakteri dan fungi.
Aktifitas a-amilase ditentukan dengan mengukur hasil degradasi pati, biasanya
dari penurunan kadar pati yang larut atau kadar dekstrinnya dengan menggunakan
substrat jenuh. Hilangnya substrat dapat diukur dengan pengurangan derajat
pewarnaan iodium. Pati yang mengandung amilosa bereaksi dengan iodium
menghasilkan warna biru, sedangkan dekstrin bila bereaksi dengan iodium
berwarna coklat. Keaktifan o-amilase juga dinyatakan dengan pengukuran
viskositas dan jumlah produksi yang terbentuk. Laju hidrolisis akan meningkat
bila tingkat polimerisasi menurun dan laju hidrolisis akan lebih cepat pada rantai
lurus (Winarno, 1986).

2. p-amilase (1,4-a-D-glukan maltohidrolase)

Beta-amilase merupakan exoenzim yang memotong amilum menjadi
gugus-gugus maltosa. Enzim ini ditemukan pada tanaman tingkat tinggi dan
mikroorganisme (Siti, 1995). Enzim B-amilase memecah ikatan glukosida a-1,4
pada pati dan glikogen yang terjadi secara bertahap dari arah luar atau ujung rantai
gula yang bukan pereduksi, karena pemotongannya dari arah luar maka enzim ini
disebut eksoamilase (Winarno, 1986).

3. y-amilase (Glukoamilase)

Glukoamilase merupakan enzim yang memotong rantai pati secara acak
menjadi molekul-molekul glukosa. Hasil reaksinya hanya glukosa, sehingga dapat
dibedakan dengan o dan  amilase. Dengan pengaruh enzim glukoamilase posisi
glukosa a dapat diubah menjadi B, pH optimal 4-5 dan suhu optimal 50-60-C
(Winarno, 1986). Bakteri penghasil enzim amilase dapat menghidrolisis pati

menjadi molekul-molekul maltosa, glukosa, dan dekstrin.



E. Amilum

Pati atau amilum adalah karbohidrat kompleks yang tidak larut dalam air,
berwujud bubuk putih, tawar dan tidak berbau. Barangkali tidak ada satu senyawa
organik lain yang tersebar begitu luas sebagai kandungan tanaman seperti halnya
amilum. Dalam jumlah besar, amilum dihasilkan dari dalam daun-daun hijau
sebagai wujud penyimpanan sementara dari produk fotosintesis. Amilum juga
tersimpan dalam bahan makanan cadangan permanen untuk tanaman, dalam biji,
jari-jari teras, kulit batang, akar tanaman menahun dan umbi (Claus 1970)

Pati atau amilum merupakan polisakarida utama pada berbagai tanaman
tingkat tinggi termasuk jagung, gandum dan kentang. Jenis gel yang terbentuk
tergantung amilum yang digunakan; amilum jagung gel membentuk gel yang rigid
dan opoque, sedangkan amilum kentang membentuk gel jernih dan non rigid
(Sulaiman 2008).

Amilum adalah polisakarida yang terdapat pada sel tumbuhan dan
beberapa mikroorganisme. Amilum umumnya berbentuk granula dengan diameter
beberapa mikron. Granula amilum mengandung campuran dari dua polisakarida
berbeda, yaitu amilum dan amilopektin. Jumlah kedua poliskarida ini tergantung
dari jenis amilum. Pati yang ada dalam kentang, jagung dan tumbuhan lain
mengandung amilopektin sekitar 75 — 80% dan amilum sekitar 20- 25%.
Komponen amilum merupakan polisakarida rantai lurus tak bercabang (Zulfikar
2008).

Hidrolisis adalah proses dekomposisi kimia dengan menggunakan air
untuk memisahkan ikatan kimia dari substansinya. Hidrolisis pati merupakan
proses pemecahan molekul amilum menjadi bagian-bagian penyusunnya yang
lebih sederhana seperti dekstrin, isomaltosa, maltosa dan glukosa. Proses
hidrolisis dipengaruhi oleh beberapa faktor, yaitu: Enzim, ukuran partikel,
temperatur, pH, waktu hidrolisis, perbandingan cairan terhadap bahan baku

(volume substrat), dan pengadukan (Rindit et al, 1998).



F. Bakteri Amilolitik

Bakteri amilolitik merupakan salah satu kelompok mikroorganisme yang
menghasilkan enzim amilase. Pada tahap awal untuk mendapatkan mikroba yang
berpotensi sebagai penghasil enzim ialah dengan mengisolasi dan seleksi mikroba
tersebut dari habitat alaminya. Mikroba yang diperoleh dari hasil isolasi harus
memiliki kemampuan untuk melangsungkan reaksi atau menghasilkan produk
yang diinginkan (Handayani et.al 2002).

Bakteri amilolitik adalah jenis bakteri yang memproduksi enzim amilase
dan mampu memecah pati. Genus bakteri yang termasuk kelompok bakteri
amilolitik yang cukup dikenal luas ialah Bacillus, Clostridium, Bacteriodes,

Lactobacillus, Micrococcus, Thermus dan Actinomycetes (Reddy et.al 2003).

G. Metode Isolasi dan Identifikasi Bakteri

Menurut Hadioetomo (1985), isolasi yang sering digunakan untuk
memperoleh bakteri ataupun biakan murni menggunakan metode sebagai berikut:
1. Isolasi Bakteri

Metode cawan gores memiliki keuntungan menghemat bahan dan waktu
tetapi untuk memperoleh hasil yang baik diperlukan ketrampilan dan pengalaman.
Teknik menggores yang baik bisa dilakukan pada suatu area tertentu dalam
permukaan medium yang telah digores pada media selektif, maka sel-sel bakteri
akan terpisah satu dengan yang lainnya (Hadioetomo 1985).
2. ldentifikasi Bakteri
Identifikasi dilakukan dengan cara pengamatan bakteri secara morfologi dan
fisiologi. lIdentifikasi morfologi dilakukan dengan mengamati bentuk koloni,
warna koloni, serta ukuran koloni. Sedangkan identifikasi fisiologi dilakukan
dengan pengamatan secara mikroskopis dengan pewarnaan Gram untuk

mengetahui sifat bakteri dan bentuk sel (Jawetz et.al 2012).

H. Media
Media adalah suatu bahan yang terdiri dari zat-zat kimia organik dan

anorganik yang telah melalui proses pengolahan tertentu dapat digunakan untuk



menumbuhkan dan mengembangbiakkan mikroba (Suriawiria 1986). Media ada
beberapa macam menurut bentuk, sifat dan susunannya yang ditentukan oleh
senyawa penyusun media, presentase campuran dan tujuan penggunaan
(Suriawiria 1986). Berdasarkan penambahan atau tidaknya zat pemadat seperti
agar-agar, gelantin dan sebagainya maka bentuk media dikenal tiga jenis yaitu,
media padat, media cair, media semi padat atau semi cair (Suriawiria 1986).

Berdasarkan fungsi fisiologis dari masing-masing komponen (unsur dan
hara) yang terdapat di dalam media, maka susunan media pada semua jenis
mempunyai kesamaan isi yaitu kandungan air, kandungan nitrogen, baik yang
berasal dari protein asam amino dan senyawa lain yang mengandung nitrogen,
kandungan sumber energi atau unsur C dan faktor pertumbuhan. Berdasarkan
perbedaan fungsi fisiologi tersebut, susunan media dapat berbentuk sebagai media
alami, media sintetis, media semi sintesis (Suriawiria 1986).

Berdasarkan sifatnya, media dibedakan menjadi:

4.1 Media umum.

4.2 Media ini dapat dipergunakan untuk pertumbuhan dan
perkembangbiakan satu atau lebih kelompok mikroba secara umum,
seperti agar kaldu nutrisi untuk bakteri, agar kentang dekstrosa untuk
jamur (Suriawiria 1986).

4.3 Media pengaya.

4.4 Media ini dipergunakan dengan maksud untuk tumbuh dan
berkembangbiak lebih cepat dari jenis atau kelompok lainnya yang
sama-sama berada di dalam satu bahan, misalnya untuk memisahkan
bakteri penyebab penyakit tifus (Salmonella typhi) dari bahan tinja
dengan media selenit brain atau kaldu selenit atau kaldu tetrationat
(Suriawiria 1986).

4.3 Media diferensial.

Media yang dipergunakan untuk pertumbuhan mikroba tertentu serta

penentuan sifat-sifatnya, misalnya media agar darah yang dipergunakan



penumbuhan bakteri hemolitik sehingga bakteri non hemolitik tidak dapat tumbuh
(Suriawiria 1986).
1. Media penguji

Media yang dipergunakan untuk pengujian senyawa atau benda tertentu
dengan bantuan mikroba, misalnya media penguji vitamin, asam amino,
antibiotik, residu pestisida (Suriawiria 1986).
2. Media selektif

Media yang hanya dapat ditumbuhi oleh satu atau lebih jenis mikroba
tertentu akan menghambat atau mematikan untuk jenis lainnya (Suriawiria 1986).
3. Media perhitungan

Media yang dipergunakan untuk menghitung jumlah mikroba pada suatu
bahan. Media ini dapat berbentuk media umum, media selektif maupun media
diferensial, dan media penguji (Suriawiria 1986).
4. Media minimal

Media yang mengandung senyawa mineral tertentu dan digunakan untuk
menumbuhka golongan bakteri tertentu, biasanya bakteri tanah, contoh media M9

(Agnes 2015).

I. Landasan Teori

Enzim merupakan senyawa protein yang dapat mengkatalisis seluruh
reaksi kimia dalam system biologis. Aktivitas katalitiknya bergantung kepada
integritas strukturnya sebagai protein. Enzim dapat mempercepat reaksi biologis,
dari reaksi yang sederhana, sampai ke reaksi yang sangat rumit (Lehninger 1995).
Produksi dan perdagangan enzim didominasi oleh kelompok enzim hidrolitik
seperti enzim amilase, protease, katalase, dan lipase. Saat ini, enzim banyak
diekstraksi dari mikroorganisme karena dapat menghasilkan jenis enzim yang
bervariasi dan mudah untuk dikulturkan sehingga dapat diproduksi dalam jumlah
yang besar. Enzim juga memegang peranan penting dalam dunia industri seperti
industri tekstil, deterjen, bahan pangan dan minuman, bahan kimia, industri kulit,
serta obat-obatan (Sianturi 2008).
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Enzim amilase merupakan salah satu jenis enzim yang mampu
memutuskan ikatan glikosida. Molekul ini meningkatkan kecepatan reaksi kimia
spesifik, yang tanpa enzim akan berlangsung amat lambat (Lehninger 1982).
Amilase merupakan enzim yang paling penting dan keberadaanya paling besar,
pada bidang bioteknologi, enzim ini diperjual belikan sebanyak 25% dari total
enzim yang lainnya. Enzim amilase memiliki kira—kira 25% dari seluruh pasar
enzim, hampir menggantikan hidrolisis kimia pati pada industri pengolahan pati
(Pandey et.al 2000). Enzim ini memiliki nilai komersial sehingga perlu dicari
sumber lain sebagai penghasil enzim amilase sesuai dengan karakteristik yang
dibutuhkan (Carvalho 2008). Amilase didapatkan dari berbagai macam sumber,
seperti tanaman, hewan dan mikroorganisme. Mikroorganisme merupakan
sumber untuk menghasilkan enzim yang potensial karena mampu berkembang
dengan cepat, mempunyai berbagai jenis aktivitas enzim dan hidup pada kondisi-
kondisi ekstrim seperti pada sedimen dan perairan laut (Gray dan Elliott, 2009).

Pati atau amilum adalah karbohidrat kompleks yang tidak larut dalam air,
berwujud bubuk putih, tawar dan tidak berbau. Pati berbentuk granul atau butir-
butir kecil dengan lapisan-lapisan yang karakteristik. Tanaman yang mengandung
pati digunakan dalam farmasi seperti Zea mays (jagung), Oryza sativa (beras),
Solanum tuberosum (kentang), Manihot ultilissima (ketela pohon) (Claus et.al
1970).

Bakteri amilolitik merupakan mikroorganisme yang mampu memecah pati
menjadi senyawa yang lebih sederhana dengan bantuan enzim amilase yang
dihasilkan. Enzim amilase yang dihasilkan oleh bakteri amilolitik mampu
memecah pati menjadi senyawa yang lebih sederhana yaitu menjadi disakarida
atau monosakarida (Lee et.al 1992). Kebanyakan bakteri amilolitik tumbuh subur
pada bahan pangan yang banyak mengandung pati atau karbohidrat, seperti pada
berbagai jenis tepung. Kebanyakan jenis bakteri amilolitik adalah kapang, tetapi
beberapa jenis bakteri juga ada, jenis yang mempunyai spesies bersifat amilolitik

misalnya Clostridium butyricium dan Bacillus subtilis (Fardiaz 1992).



11

Hasil penelitian Hartuti (2006) berhasil mengisolasi dan mengkarakterisasi
bakteri termofil penghasil amilase yang bersumber dari pemandian Air panas
Pawan, Riau. Didapatkan 24 isolat yang bersifat amilolitik. Diantara isolat
tersebut 15 isolat berbentuk basil Gram negatif, 8 isolat berbentuk basil Gram
positif sedangkan satu berbentuk kokus Gram negatif, yang selurunhnya memiliki
suhu inkubasi optimum 50°C.

Hasil penelitian Anna R dan Evy Y (2013) berhasil mengisolasi bakteri
termofilik pasca erupsi Merapi. Bakteri termofilik yang diseleksi sebanyak 348
isolat yang telah diisolasi dari Kali Gendol Atas pasca erupsi Merapi. Didapatkan
15 isolat yang bersifat amilolitik, yang memiliki suhu inkubasi optimum 55-C.
Isolat D79 mempunyai indeks amilolitik tertinggi yaitu 5,00.

Penelitian ini dilakukan untuk mengisolasi dan mengkarakterisasi bakteri
termofilik yang bersifat amilolitik yang berpotensi sebagai penghasil enzim
amilase yang berasal dari air limbah tambang batubara. Penelitian ini
menggunakan 5 isolat bakteri terpilih dari hasil isolasi bakteri. Suhu inkubasi

optimum pada seluruh isolat adalah 37-C.

J. Hipotesis
Berdasarkan permasalahan yang ada dapat disusun hipotesis sebagai
berikut:
Pertama, bakteri yang diisolasi dari air limbah tambang batubara Loa Tebu
Tenggarong Kalimantan Timur memiliki karakteristik.
Kedua, bakteri yang berasal dari air limbah tambang batubara Loa Tebu

Tenggarong, Kalimantan Timur berpotensi menghasilkan enzim amilase.
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METODE PENELITIAN

A. Populasi dan Sampel
Populasi adalah semua obyek yang menjadi sasaran penelitian. Populasi
yang digunakan dalam penelitian ini adalah air limbah tambang batubara di
Tenggarong, Kalimantan Timur.
Sampel yang digunakan pada penelitian ini adalah bakteri yang berasal
dari air limbah batubara yang diambil dari saluran pipa, berwarna keruh. Sampel

diambil sebanyak 100 mL, pengambilan pada bulan Desember 2017.

B. Variabel Penelitian
1. Identifikasi Variabel Utama

Variabel utama pada penelitian ini adalah bakteri yang didapat dari air
limbah tambang batubara

Variabel utama kedua adalah isolat bakteri asal air limbah tambang
batubara yang menghasilkan enzim amilase.

2. Klasifikasi Variabel Utama

Variabel utama yang telah diidentifikasi dapat diklasifikasikan ke dalam
berbagai macam variabel yaitu variabel bebas, variabel kendali, dan variabel
tergantung.

Variabel bebas adalah variabel yang sengaja diubah-ubah untuk dipelajari
pengaruhnya terhadap variabel tergantung. Variabel bebas untuk penelitian ini
adalah pH dan suhu optimum.

Variabel kendali adalah variabel yang mempengaruhi variabel tergantung,
sehingga perlu ditetapkan kualifikasinya agar hasil yang diperoleh tidak tersebar
dan dapat diulang oleh peneliti lain secara tepat. VVariabel kendali dalam penelitian
ini adalah air limbah, laboratorium, peneliti, sterilitas, media, peralatan, bakteri,

serta pekerjaan aseptis sehingga tidak terjadi kontaminan pada saat penelitian.
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Variabel tergantung adalah titik pusat permasalahan pilihan dalam
penelitian ini. Variabel tergantung dalam penelitian ini adalah adanya enzim
amilase yang dihasilkan oleh isolat dari bakteri asal air limbah tambang batubara.
3. Definisi Operasional Variabel Utama

Pertama, air limbah adalah air yang berasal dari kegiatan penambangan
batubara yang meliputi penggalian, pengangkutan dan penimbunan baik pada
tambang terbuka maupun tambang bawah tanah yang diperoleh dari Tenggarong,
Kalimantan Timur pada Desember 2017.

Kedua. isolat bakteri adalah bakteri yang diperoleh dari air limbah
tambang batubara dari Tenggarong, Kalimantan Timur

Ketiga. uji bakteri penghasil enzim amilase adalah uji menggunakan difusi
sumuran dengan melihat zona hambat pertumbuhan bakteri dalam media uji

Keempat. diameter zona hambat adalah garis tengah daerah hambatan
jernih yang mengelilingi sumuran yang berisi sampel uji dianggap sebagai ukuran
kekuatan hambatan terhadap bakteri penghasil enzim.

Kelima. isolasi bakteri adalah bakteri yang tumbuh dan diperoleh dari
media uji.

Keenam. identfikasi bakteri adalah pengamatan secara makroskopis
maupun mikroskopis terhadap isolat bakteri yang diperoleh dari hasil isolasi pada
media uji.

C. Bahan dan Alat

1. Bahan

1.1. Bahan Utama. Bahan utama yang digunakan adalah air limbah
tambang batubara dari Tenggarong, Kalimantan Timur

1.2. Bahan kimia. Bahan kimia yang digunakan dalam penelitian ini
adalah Pewarnaan Gram A (kristal violet), Gram B (lugol iodine), Gram C
(alkohol), Gram D (safranin), Malasit Hijau.

1.3. Media. Media yang digunakan adalah Nutrient agar (Na), Brain
Heart infusion (BHI), Amilum (pati), Agar-agar.
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2. Alat

Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah cawan Petri steril, Ose
platina, tabung reaksi, rak tabung reaksi, inkas, lampu spiritus, kapas lidi steril,
botol penampung steril, objek glass, mikroskop binokuler, pipet volume,
penggaris, spidol, mikropipet, gelas ukur, beker glass, kertas perkamen, inkubator,

autoclave, pH meter, batang pengaduk.

D. Jalannya Penelitian

1. Sterilisasi

Alat dan bahan yang digunakan harus dalam keadaan steril, untuk
mencegah terjadinya kontaminasi. Alat-alat kaca seperti cawan petri, pipet tetes,
tabung reaksi, beaker glass, gelas ukur disterilkan menggunkan oven pada suhu
150-170°C selama 60-120 menit. Ose platina disterilkan dengan cara pembakaran
diatas lampu spiritus. Media disterilkan menggunakan autoklaf pada suhu 121°C
selama 60-120 menit.
2. Teknik sampling air limbah tambang batubara

Air limbah tambang batubara yang diambil dari kolam yang berada
dilingkungan perusahaan tambang batubara dimasukkan kedalam botol. Air
limbah tambang batubara kemudian dibawa menggunakan transportasi udara.
3. Pembuatan Media Amilum Agar

Komposisi media padat adalah 2:1 agar dan amilum, 2 Gram agar-agar
Satelit dan 1 gram amilum yang dilarutkan dalam 100 mL akua destilata,
kemudian dipanaskan sampai semua bahan larut lalu disterilkan dengan autoklaf
selama 15 menit pada suhu 121-C, didinginkan kemudian dituang pada cawan
petri berukuran besar steril kurang lebih 50 mL, diamkan hingga mengeras.
4. lsolasi Bakteri pada Air Limbah Tambang Batubara

Sampel air limbah tambang batubara diinokulasikan pada media BHI
sebanyak 2-3 Ose, diinkubasi selama 18-24 jam hari pada suhu 37-C. Sampel
yang telah diinkubasi selama 18-24 jam hari diinokulasikan pada media NA

dengan metode cawan gores yang dibagi sebanyak 4 kuadran menggunakan jarum



15

Ose, kemudian diinkubasi selama 18-24 jam pada suhu 37°C. Koloni bakteri yang
tumbuh secara tunggal diambil sebanyak 5 isolat. Masing-masing 5 isolat bakteri
diperbanyak kedalam media NA dan diinkubasi selama 18-24 jam pada suhu
37-C.

5. Identfikasi Bakteri Air Limbah Tambang Batubara

5.1 Identifikasi secara Makroskopis. Identifikasi dilakukan berdasarkan
pengamatan morfologi meliputi bentuk koloni, susunan, tepi, elevasi koloni, dan
warna koloni.

5.2 ldentifikasi secara Mikroskopis. Identifikasi dilakukan pada 5 isolat
bakteri terpilih, dilakukan dengan Pewarnaan Gram, Pewarnaan Kapsul,
Pewarnaan Spora, dan Uji Biokimia.

5.2.1 Pewarnaan Gram. Tujuan dilakukan pewarnaan Gram untuk
memastikan dan mengetahui bakteri tersebut termasuk dalam golongan bakteri
Gram positif atau Gram negatif. Pewarnaan Gram dilakukan dengan cara buat
preparat ulas (smear). Pewarnaan gram dilakukan dengan cara membuat preparat
ulas yang difiksasi lalu tetes Kristal Violet (Gram A) sebagai pewarna utama pada
preparat sampai semua ulasan terwarnai, diamkan selama kurang lebih 1 menit.
Cuci dengan aquadest mengalir kemudian tetesi mordant (lugol iodin / Gram B)
sebagai penguat warna dan diamkan kurang lebih selama 1 menit kemudian dicuci
dengan air mengalir dan dikeringankan dengan cara diangin-anginkan, setelah itu
preparat dilunturkan dengan alkohol (Gram C) dan didiamkan selama kurang
lebih 45 detik, dicuci dengan aquadest mengalir kemuadian dikeringkan. Larutan
safranin (Gram D) diberikan selama 30 detik, dicuci dengan air mengalir dan
keringkan. Minyak imersi diberikan diatas kaca preparat bakteri. Kaca preparat
diamati menggunakan mikroskop perbesaran 10x/100x. Hasil pewarnaan Gram
menunjukkan bakteri merupakan Gram positif apabila berwarna ungu, dan Gram
negatif bila berwarna merah.

5.2.2 Pewarnaan Kapsul. Tujuan pewarnaan kapsul untuk mengamati
letak kapsul pada bakteri. Pewarnaan dilakukan dengan diambil 1 Ose isolat
bakteri, diletakkan dikaca objek lalu ditambahkan 1 tetes cat nigrosin dibuat ulas

smear lalu keringkan. Setelah kering, ditetesi dengan safranin dan diamkan selama



16

+ 1 menit lalu dicuci dengan air mengalir, keringkan lalu tetesi minyak emersi dan
diamati dibawah mikroskop. Hasil pewarnaan kapsul bakteri berwarna merah dan
kapsul berwarna transparan.

5.2.3 Pewarnaan Spora. Tujuan pewarnaan spora untuk mengamati
letak spora bakteri. Dilakukan dengan cara akua destillata diteteskan diatas kaca
objek kemudian ditambahkan 1 Ose isolat bakteri, kemudian difiksasi diatas nyala
api. Ditetesi Malachite Green 2-3 tetes, kemudian dipanas uapkan lalu dibilas
dengan air mengalir, keringkan kemudian ditetesi safranin diamkan +1 menit lalu
cuci dengan air mengalir, keringkan preparat lalu ditetesi minyak emersi dan
diamati dibawah mikroskop. Hasil pewarnaan spora adalah bakteri bewarna hijau
dan spora berwarna merah.

5.3 ldentifikasi Bakteri dengan Uji Biokimia. ldentifikasi bakteri.
media yang digunakan yaitu SIM, KIA, LIA, SITRAT

5.3.1 Uji Sulfide Indol Motility (SIM). Biakan murni bakteri diinokulasi
pada permukaan media dengan cara inokulasi tusukan kemudian diinkubasi
selama 24 jam pada suhu 37°C. Identifikasi ini bertujuan untuk menguji adanya
sulfida, indol, dan motilitas bakteri. Uji sulfida positif bila berwarna hitam. Uji
indol positif bila terbentuk warna merah setelah ditambah reagen Erhlich A dan B.
Uji matilitas positif bila terjadi pertumbuhan bakteri pada seluruh media.

5.3.2 Uji Kliger Iron Agar (KIA). Biakan bakteri diinokulasi pada
media dengan cara inokulasi tusukan dan goresan kemudian diinokulasi selama 24
jam pada suhu 37°C. Identifikasi ini bertujuan untuk mengetahui adanya
fermentasi karbohidrat dan sulfida. Selanjutnya diamati pada bagian lereng dasar,
adanya gas serta terbentuknya warna hitam pada media. Uji positif bila lereng
berwarna merah (ditulis K), bagian dasar berwarna kuning (ditulis A),
terbentuknya gas yang ditandai dengan pecahnya media (ditulis G), sulfida positif
terbentuk warna hitam pada media (ditulis S+).

5.3.3 Uji Lysine Iron Agar (LIA). Biakan bakteri diinokulasi pada
media dengan cara inokulasi tusukan dan goresan kemudian diinokulasi selama 24
jam pada suhu 37°C. Identifikasi ini bertujuan untuk mengetahui adanya lisin

deaminasi dan dekarboksilase. Selanjutnya diamati pada bagian lereng serta
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terbentuknya warna hitam pada media. Bila uji positif maka lereng akan berwarna
merah (ditulis R). Berwarna kuning berarti suasananya asam (ditulis A), bila
berwarna ungu berarti tetap karena bakteri tidak dapat memecah lisin (ditulis K).
Terbentuknya warna hitam pada media (ditulis S+).

5.3.4 Uji Simmon Citrate Agar (SCA). Biakan bakteri diinokulasikan
pada media dengan cara inokulasi goresan kemudian diinkubasi selama 24 jam
pada suhu 37°C. Identifikasi ini bertujuan untuk mengetahui kemampuan bakteri
menggunakan citrat sebagai sumber karbon tunggal. Uji ini positif bila media
yang awalnya berwarna hijau berubah menjadi berwarna biru.

6. Pembuatan Suspensi Bakteri

Diambil isolat kurang lebih 2-3 Ose, kemudian dimasukkan ke dalam
tabung yang berisi 10 ml media BHI, kekeruhannya disesuaikan dengan
kekeruhan standard Mc Farland 0,5 serta dengan jumlah 1,5x10% cfu/mL
kemudian diinkubasi selama 18-24 jam pada suhu 37°C. Tujuan disesuaikan
suspensi bakteri dengan standard Mc Farland 0,5 yaitu agar jumlah bakteri yang
digunakan sama selama penelitian dan mengurangi kepadatan bakteri saat
pengujian.

7. Pembuatan Media Amilum Agar

Ditimbang agar-agar sebanyak 2 gram, ditambahkan amilum 1 gram
kemudian dilarutkan dalam 100 mL akua destillata, dipanaskan sampai larut
sempurna, kemudian disterilkan dengan autoklaf pada suhu 121°C selama 15
menit dan tuangkan ke dalam cawan petri.

8. Uji Aktivitas Enzim Amilase dari Bakteri Asal Limbah Air Tambang
Batubara

Cawan petri diisi media amilum agar, didiamkan hingga mengeras, setelah
mengeras dibuat sumuran menggunakan boor prop. Diambil masing-masing 50
ML suspensi bakteri penghasil enzim amilase dimasukkan kedalam sumuran,
kemudian diinkubasi selama 18-24 jam pada suhu 37-C. Keesokan harinya tetesi
iodin secara merata, kemudian amati zona hambat yang terbentuk disekitar
sumuran lalu diukur diameter zona hambat yang terbentuk menggunakan jangka

sorong.
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E. Analisis Hasil

Data hasil penelitian diperoleh dengan mengukur daerah hambatan
pertumbuhan bakteri yang ditunjukkan dengan adanya zona bening disekitar
sumuran, kemudian diukur diameter hambatan dari masing-masing lingkaran.

Dari data yang diperolen dilakukan analisa dengan menggunakan
Kolmogrof-Sminov, jika terdistribusi secara normal kemudian dilanjutkan dengan
Analysis Of Varian (ANOVA) untuk melihat perbedaan secara keseluruhan
kemudian dilanjutkan dengan LSD (Least Significant Difference) untuk melihat

adanya zona hambat.

F. Skema Penelitian

Isolasi Bakteri

Sampel air limbah tambang batubara

Dipipet 1000 pl

Dimasukkan kedalam tabung reaksi steril berisi
media BHI diinkubasi pada suhu 37° C selama 18-
24 jam

{

Sampel air limbah yang sudah diremajakn pada
media BHI dilakukan isolasi bakteri dengan cara
ditumbuhkan pada media NA diinkubasi pada suhu
37° C selama 18-24 jam

v

Diambil 5 koloni tunggal isolat bakteri, masing-
masing bakteri diremajakan dengan media NA
diinkubasi pada suhu 37° C selama 18-24 jam

Gambar 1. Skema isolasi bakteri pada air limbah tambang batubara
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Identifikasi Bakteri

Masing-masing isolat bakteri diidentifikasi

l

1. Dilakukan pengamatan morfologi dengan melihat
bentuk, permukaan, tepi dari koloni

2. Dilakukan pewarnaan Gram positif dan Gram negatif,
pewarnaan kapsul dan pewarnaan spora

3. Uji biokimia (SIM, KIA, LIA dan Citrat)

Gambar 2. Skema identifikasi bakteri pada air limbah tambang batubara

Uji Aktivitas Enzim Amilase

Masing-masing dari 5 isolat bakteri dibuat suspensi dengan

cara ditumbuhkan pada media BHI, kemudian kekeruhannya

distandarkan dengan McFarland 0,5 yaitu setara dengan 10°
CFU/ml

!

Dituang media amilum agar kedalam cawan petri besar
sebanyak +50 ml, diamkan hingga mengeras.

Diibuat 5 sumuran menggunakan boor
prop, dipipet masing-masing 50 pl
suspensi bakteri penghasil enzim amilase
dimasukkan kedalam sumuran, diinkubasi
selama 18-24 jam pada suhu 37-C,
kemudian ditetesi iodin secara merata
disekitar sumuran.

diukur diameter zona hambat dengan menggunakan jangka sorong.

|

Analisis dan Kesimpulan

Gambar 3. Skema uji aktivitas enzim amilase dari bakteri asal limbah air tambang batubara



BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

1. Pengambilan Sampling Air Limbah Tambang Batubara

Berdasarkan hasil penelitian yang dilakukan, sampel air limbah tambang
batubara mempunyai isolat bakteri yang memiliki aktivitas amilolitik.
2. lsolasi dan Identifikasi Bakteri Air Limbah Tambang Batubara

Dari hasil isolasi bakteri pada media BHI, kemudian dilanjutkan dengan
ditanamkan pada media NA dan diinkubasi selama 18-24 jam pada suhu 37°C,
setelah didapatkan hasil beberapa koloni, dipilih 5 koloni tunggal kemudian tiap
koloni tunggal diisolasi menggunakan media NA, dan diinkubasi selama 18-24
jam pada suhu 37-C. Lima koloni tunggal yang sudah diisolasi dilakukan
identifikasi bakteri sehingga didapatkan hasil bakteri memiliki warna putih susu
dengan bentuk tidak beraturan (ireguler), elevasi timbul, dan tepi bergerigi.

2.1 Hasil Identifikasi Bakteri secara Makroskopis. Berdasarkan hasil 5
isolat bakteri yang mampu tumbuh pada media NA dengan karakter morfologi
seperti yang ditunjukkan pada tabel 3.1. Hasil isolat yang dihasilkan dilakukan
pengamatan terhadap morfologi koloni yang meliputi bentuk koloni, permukaan
koloni, tepi koloni, serta warna koloni bakteri

Tabel 1. Hasil Identifikasi Bakteri Penghasil Amilase secara Makroskopis dari Bakteri Air
Limbah Tambang Batubara

Isolat Bentuk Elevasi Warna Tepi

LTB1 Kokus Timbul Putih susu Bergerigi

LTB2 Kokus Timbul Putih susu Bergerigi

LTB3 Kokus Timbul Putih susu Bergerigi

LTB4 Kokus Timbul Putih susu Bergerigi

LTB5 Kokus Timbul Putih susu Bergerigi
Keterangan:

LTB : Loa Tebu

2.2 Hasil Identifikasi Bakteri secara Mikroskopis.
2.2.1 Pewarnaan Gram. Tujuan dilakukan identifikasi dengan
pewarnaan Gram untuk menentukan isolat bakteri merupakan Gram positif atau

Gram negatif.
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Hasil identifikasi pewarnaan Gram menunjukkan hasil Gram positif pada
semua isolat bakteri. Prinsip dari pewarnaan Gram khususnya pada bakteri Gram
positif adalah bakteri tersebut akan berikatan dengan pewarna utama yaitu Kristal
violet yang diberikan pada pengujian

2.2.2 Pewarnaan Kapsul. Tujuan dilakukan pewarnaan kapsul untuk
mengetahui dan menentukan kapsul dari sel bakteri.

Hasil identifikasi dengan pewarnaan kapsul menunjukkan hasil 5 isolat
bakteri memiliki kapsul yang transparan menyelubungi sel bakteri yang berwarna
merah.

2.2.3 Pewarnaan Endospora. Tujuan dilakukan pewarnaan spora untuk
mengetahui letak spora pada sel bakteri. Hasil identifikasi pewarnaan endospora
pada 5 isolat bakteri adalah positif memiliki spora, yaitu adanya warna merah

pada sel vegetatif dan warna hijau pada sel spora.

Tabel 2. Hasil Identifikasi Bakteri Penghasil Amilase secara Mikroskopis (Pewarnaan
Gram, Pewarnaan Kapsul,Pewarnaan Spora) dari Bakteri Air Limbah Tambang

Batubara

Isolat Bentuk Susunan Warna Gram Kapsul Spora
LTB1 Basil Berantai Ungu Positif Transparan Membentuk spora
LTB2 Basil Berantai Ungu Positif Transparan Membentuk spora
LTB3 Basil Berantai Ungu Positif Transparan Membentuk spora
LTB4 Basil Berantai Ungu Positif Transparan Membentuk spora
LTB5 Basil Berantai Ungu Positif Transparan Membentuk spora
Keterangan:

LTB :Loa Tebu

2.3 Hasil Identifikasi Fisiologi dengan Uji Biokimia. Bakteri ditanam
dalam media Sulfide Indol Motility (SIM), Kliger Iron Agar (KIA), Lysine Iron
Agar (LIA), Simmon Sitrat diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam.

Tabel 3. Hasil Uji Biokimia

Isolat SIM KIA LIA SITRAT

LTB1 -+- A/KS (-) A/KS (-) +

LTB2 -+- A/KS (-) A/KS (-) +

LTB3 -+- A/KS (-) A/KS (-) +

LTB4 -+- A/KS (-) A/KS (-) +

LTB5 -+- A/KS (5) A/KS () +
SIM : Sulfide Indol Motility (+) : Reaksi postif K : Alkali (merah atau ungu)
KIA : Kliger Iron Agar (-) : Reaksi negatif S : Sulfida (hitam)

LIA : Lysine Iron Agar A : Acid (kuning) G: Gas
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Identifikasi pada media SIM (Sulfide Indol Motility) pada 5 isolat bakteri
dilakukan untuk mengetahui terbentuknya sulfida, indol, dan motilitas. Pengujian
bakteri pada media SIM menunjukkan hasil (-+-) pada seluruh isolat bakteri.
Sulfida negatif artinya bakteri tersebut tidak dapat mereduksi thiosulfat sehingga
menghasilkan hidrogen sulfida yang ditunjukkan dengan tidak terbentuknya
warna hitam pada media. Indol positif, setelah dilakukan penambahan reagen
Erlich A dan B terbentuknya cincin merah pada permukaan yang artinya bakteri
membentuk indol dari tryptophan sebagai sumber karbon. Tryptophan merupakan
suatu asam amino esensial yang dapat mengalami reaksi oksidasi dalam kegiatan
enzimatik bakteri. Uji motilitas negatif menunjukkan tidak ada pergerakan dari
bakteri yang diinokulasikan, artinya bakteri tersebut tidak memiliki flagel yang
ditunjukkan dengan tidak adanya penyebaran yang berwarna putih seperti akar
disekitar inokulasi pada media SIM.

Identifikasi pada medium KIA (Kliger Iron Agar) dilakukan untuk
mengetahui terjadinya fermentasi karbohidrat, ada tidaknya gas, dan pembentukan
sulfida. Medium KIA mengandung laktosa 1% dan glukosa 1% dan fenol merah
sebagai indikator yang menyebabkan perubahan warna dari merah menjadi kuning
dalam suasana asam. Medium KIA juga mengandung sodium thiosulfat yaitu
substrat untuk menghasilkan H2S. Pengujian bakteri pada media KIA
menunjukkan hasil K/AS (-) pada seluruh isolat. A/K pada lereng berwarba
kuning dan dasar berwarna merah artinya bakteri tersebut memfermentasi glukosa
dan laktosa karena asam vyang cukup diproduksi dikemiringan untuk
mempertahankan pH pada kondisi aerobik. Sulfida negatif artinya bakteri tidak
mampu mendesulfurasi asam amino methion yang akan menghasilkan H2S dan
H2S akan bereaksi dengan Fe++ yang terdapat pada media (Volk dan Wheeler
1988).

Identifikasi pada media LIA (Lysine lIron Agar) untuk mengetahui
deaminasi lisin dan sulfida. Pengujian bakteri pada media LIA menunjukkan hasil
A/KS (-), artinya pada lereng berwarna kuning dan dasar media berwarna ungu
yang menunjukkan bahwa pada lereng yang berwarna kuning mengindikasikan
dekstrosa dan dasar berwarna ungu mengindikasikan bakteri tidak mendeamilasi

lisin tetapi mendekarboksilasi lisin yang menyebabkan reaksi basa (warna ungu).
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S negatif artinya uji H2S negatif yang ditunjukkan dengan tidak adanya warna
hitam pada media LIA karena bakteri tidak mampu mendesulfurasi asam amino
dan methion yang akan menghasilkan H2S dan H2S akan bereaksi dengan Fe++
yang terdapat pada media (Volk dan Wheeler 1988).

Identifikasi pada medium Simmons Citrate untuk mengetahui kemampuan
bakteri menggunakan sitrat sebagai sumber karbon tunggal. Pengujian bakteri
pada media Simmons Sitrat menunjukkan hasil positif. Warna media berubah
menjadi warna biru, menunjukkan bahwa bakteri tersebut menggunakkan sitrat
sebagai sumber karbon tunggal. Medium Simmons Citrate terdapat indikator BTB
(bromo thymol blue) yang merupakan indikator pH, jika mikroba mampu
menggunakan sitrat menyebabkan suasana basa dan asam akan dihilangkan dari
medium biakan, sehingga menyebabkan peningkatan pH dan mengubah warna
medium dari hijau menjadi biru. (Volk dan Wheeler 1988).

Berdasarkan dari hasil identifikasi biokimia yang dilakukan, bakteri yang
diduga terkandung dalam air limbah tambang batubara adalah Bacillus sp. Hasil
seluruh identifikasi dengan uji biokimia KIA, LIA, Sitrat, mengacu pada Bacillus
sp.

Uji Aktivitas Bakteri Air Limbah Tambang Batubara terhadap Enzim
Amilase. Uji aktivitas bakteri yang dilakukan secara kualitatif untuk mengetahui
kemampuan 5 isolat bakteri dalam menghasilkan enzim amilase. Uji aktivitas
dilakukan dengan iodin, dengan cara menambahkan iodin pada seluruh
permukaan media amilum yang sebelumnya sudah diinkubasi selama 18-24 jam.
Isolat bakteri yang menghasilkan enzim amilase akan membentuk zona hambat
disekitar koloni yang ditandai dengan zona bening. Zona bening terbentuk
disebabkan oleh enzim amilase memecah amilum menjadi lebih sederhana yaitu
menjadi monosakarida atau disakarida.

Hasil pengujian aktivitas pada 5 isolat bakteri yang memiliki aktivitas
amilolitik yaitu terdapat bakteri yang mampu menghasilkan enzim amilase.
Aktivitas amilolitik ditunjukkan dengan terbentuknya zona bening disekitar
koloni. Aktivitas amilolitik terjadi karena kemampuan isolat bakteri dalam

menghidrolisis amilum dengan cara menghasilkan enzim amilase.



24

Zona bening tertinggi terdapat pada isolat 2 dan zona bening terkecil

terdapat pada isolat 5.

Tabel 4. Hasil Uji Aktivitas Bakteri Air Limbah Tambang Batubara terhadap Enzim
Amilase

Isolat Replikasi1 ~ Replikasi2  Replikasi3  Rata-Rata

(mm) (mm) (mm) (mm)

LTB1 13,1 15,9 16,0 15,0

LTB2 15,5 16,0 15,0 15,5

LTB3 15,2 15,8 11,9 14,3

LTB4 14,1 13,8 16,2 1477

LTB5 12,1 13,4 14,0 13,1
Keterangan:

LTB :Loa Tebu

Igarashi et.al (1998) berhasil mengisolasi bakteri termofilik penghasil
enzim amilase dengan aktifitas hidrolitik yang termasuk kriteria memiliki potensi
tinggi adalah yang zona beningnya >26 mm, potensi sedang bila diameter zona
beningnya berkisar 14-26 mm dan potensi rendah bila diameter zona beningnya
<14 mm. Zona bening yang terbentuk di sekeliling isolat setelah ditetesi larutan
iodin menunjukkan bahwa isolat bakteri tersebut telah menghidrolisis pati
dibagian media pati tersebut (Cappuccino 1983). Dengan demikian berdasarkan
kriteria potensi yang dibuat oleh Igarashi et.al (1998) dari 5 isolat bakteri tersebut
1 isolat berpotensi rendah, yaitu LTB 5. Potensi sedang dimiliki oleh 4 isolat,
yaitu LTB 1, LTB2, LTB3, LTB4. Berdasarkan hasil penelitian Sianturi (2008)
dimana didapatkan hasil 16 isolat bakteri termofil amilolitik Penen tersebut 6
isolat berpotensi rendah yaitu PN10, PN13, PN16, PN8, PN5 dan PN7. Potensi
sedang dimiliki oleh 7 isolat yaitu PN2, PN12, PN11, PN6, PN14, PN15, PN3
sedangkan yang berpotensi tinggi ada 3 isolat yaitu PN4, PN1 dan PN9. Potensi
aktivitas amilolitik ditunjukkan pada suhu inkubasi optimum sekitar 50-70°C,
sehingga bila hasil penelitian ini dibandingkan dengan hasil penelitian Sianturi
(2008) potensi amilolitik penelitian ini masih dibawah dari potensi penelitian
sebelumnya, hal ini dapat disebabkan karena perbedaan jenis bakteri yang
terkandung dalam sampel penelitian ini dengan sampel penelitian sebelumnya,

sehingga terdapat perbedaan aktivitas amilolitik, namun hasil yang didapat dari
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penelitian masih mumpuni karena rata-ratanya memiliki aktivitas amilolitik
sedang.

Peran enzim amilase sendiri dalam dunia farmasi dan ilmu kesehatan
cukup penting, enzim amilase digunakan sebagai suplemen makanan yang
digunakan untuk pasien dengan keluhan gangguan perncernaan. Enzim amilase
juga digunakan dalam bahan tambahan pembuatan tablet, karena mampu
mengubah karbohidrat menjadi molekul gula yang lebih sederhana sehingga obat
mudah diserap oleh tubuh, sehingga memberikan efek yang lebih cepat. Peran
enzim amilase dalam ilmu kesehatan, profesional medis dan laboratorium dapat
menggunakan amilase sebagai alat untuk mendeteksi gangguan pankreas melalui
tes darah dan urin. Berbagai tingkat enzim dalam aliran darah dapat menunjukkan
apakah seseorang menderita gangguan yang terkait pankreas, seperti kanker atau
serangan kandung empedu pankreas. Tingkat dalam urin juga dapat membantu
mendeteksi masalah dengan fungsi ginjal.

Setelah dilakukan analisa data statistik yaitu dengan dilakukan uji
Kolmogorov Smirnov dengan tujuan untuk mengetahui kenormalan data sebagai
syarat uji ANOVA, pada uji Kolmogrov Sminorv didapatkan hasil seluruh data
tersdistribusi normal. Uji Levene dilakukan setelah uji Kolmogrov Sminorv tujuan
dilakukan uji ini adalah untuk mengetahui homogenitas data, dimana didapatkan
hasil seluruh data homogen. Uji One Way ANOVA adalah uji yang selanjutnya
dilakukan tujuannya untuk mengetahui adanya perbedaan yang bermakna dari
diameter zona hambat (luas) dari setiap suspensi bakteri, pada uji ANOVA
didapatkan hasil tidak terdapat perbedaan berarti pada diamteri zona hambat (luas)
antar suspensi bakteri. Uji Post Hoc adalah uji yang terakhir dilakukan dengan
tujuan untuk mengetahui pada suspensi bakteri mana terdapat perbedaan diameter
daerah zona hambat (luas) yang bermakna, hasil yang didapatkan pada uji ini
menunjukkan bahwa semua suspensi bakteri setara dengan suspensi bakteri

lainnya.



BAB V
KESIMPULAN DAN SARAN

A. Kesimpulan
Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan maka dapat diambil
kesimpulan bahwa :

1. Air limbah tambang batubara Loa Tebu Tenggarong Kalimantan Timur
memiliki karakter isolat bakteri pada morfologi demikian juga biokimianya.
Berdasarkan identifikasi yang dilakukan bakteri yang terkandung dalam air
limbah tambang batubara berbentuk basil berantai dan merupakan Gram
positif yang diduga Bacillus sp.

2. Aktivitas amilolitik isolat bakteri air limbah tambang batubara dalam
menghidrolisis amilum pada media amilum agar terdapat sedikit perbedaan.
Terdapat 4 isolat yang memiliki aktivitas amilolitik sedang, yaitu LTB2
sebesar 15,5 mm; LTB1 sebesar 15,0 mm; LTB4 sebesar 14,7 mm; LTB3
sebesar 14,3 mm. Aktivitas amilolitik rendah terdapat pada isolat bakteri
LTB5 sebesar 13,1 mm.

B. Saran
Perlu dilakukan penelitian lanjutan untuk mengetahui golongan enzim
amilase yang terbentuk dengan cara pemurnian enzim amilase, serta penelitian

lebih lanjut untuk mengetahui golongan dan sifat isolat bakteri secara spesifik.
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Lampiran 1. Foto Oven, Inkubator, Autoklaf, VVortex

Oven Inkubator

Autoklaf Vortex



Lampiran 2. Foto Hasil Identifikasi Pewarnaan Kapsul
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Lampiran 3. Foto Hasil Identifikasi Pewarnaan Gram
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Lampiran 4. Foto hasil pewarnaan spora
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Lampiran 5. Foto Hasil Identifikasi Bakteri

Hasil identifikasi biokimia SIM
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Hasil identifikasi biokimia KIA

Hasil identifikasi biokimia LIA
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Hasil identifikasi biokimia Sitrat



Lampiran 6. Media Amilum Agar Sebelum Diberi Suspensi Bakteri

39



Lampiran 7. Hasil Uji Aktivitas Bakteri Air Limbah Batubara
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Lampiran 8. Foto Hasil Uji Bakteri Air Limbah Batubara setelah Ditetesi
lodin
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Lampiran 9. Foto Suspensi Bakteri dengan Standart Mc Farland 0,5
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Lampiran 10. Hasil Analisis Statistik Zona Bening dari Isolat Bakteri Air
Tambang Batubara Terhadap Enzim Amilase

Uji kolmogorov Smirnov

Tujuan : mengetahui kenormalan data sebagai syarat uji ANOVA

Kriteria uji : Sig. < 0,05 berarti HO ditolak  Sig. > 0,05 HO ditrerima

Hasil:

Npar Tests
Descriptive Statistics
N Mean Std. Deviation Minimum Maximum
LUAS 15 1,4533 ,14480 1,19 1,62

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

LUAS
N 15
Normal Parameters®® Mean 1,4533
Std. Deviation , 14480
Most Extreme Differences Absolute ,160
Positive ,125
Negative -,160
Kolmogorov-Smirnov Z ,619
Asymp. Sig. (2-tailed) ,839

a. Test distribution is Normal.

b. Calculated from data.
Kesimpulan : sig. > 0,05 (HO diterima) maka data diameter zona bening (luas)

terdistribusi normal.

Uji Levene

Tujuan : untuk mengetahui homogenitas

Kriteria uji : Sig. <0,05 berarti HO ditolak ~ Sig. >0,05 HO diterima

Hasil:
Test of Homogeneity of Variances
LUAS
Levene Statistic dfl df2 Sig.

2,657 4 10 ,096
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Kesimpulan : Sig. > 0,05 (HO diterima) maka data diameter zona bening (luas)
homogen.

Uji One Way ANOVA

Tujuan : untuk mengetahui adanya perbedaan yang bermakna dari diameter zona
bening (luas) dari setiap suspensi bakteri.

Kriteria uji : Sig. <0,05 (HO ditolak) Sig. >0,05 (HO diterima).

Hasil:

ANOVA
LUAS
Sum of Squares Df Mean Square F Sig.
Between Groups ,093 4 ,023 1,161 ,384
Within Groups ,200 10 ,020
Total ,294 14

Kesimpulan : sig >0,05 (HO diterima) maka tidak terdapat perbedaan diameter

zona bening (luas) antar suspensi bakteri.



Uji Post Hoc (LSD)
Tujuan : untuk mengetahui pada suspensi bakteri mana terdapat perbedaan

diameter daerah zona bening (luas) yang bermakna

45

Hasil :
Multiple Comparisons
LUAS
LSD
(I) ISOLAT (J) ISOLAT Mean 95% Confidence Interval
Difference (I-J) | Std. Error Sig. Lower Bound Upper Bound
LTB 1 LTB 2 -,05000 , 11560 ,675 -,3076 ,2076
LTB 3 ,07000 ,11560 ,558 -,1876 ,3276
LTB 4 ,03000 ,11560 ,801 -,2276 ,2876
LTB 5 ,18333 ,11560 , 144 -,0742 ,4409
LTB 2 LTB 1 ,05000 ,11560 ,675 -,2076 ,3076
LTB 3 ,12000 , 11560 324 -,1376 3776
LTB 4 ,08000 ,11560 ,505 -,1776 ,3376
LTB 5 ,23333 ,11560 ,071 -,0242 ,4909
LTB 3 LTB 1 -,07000 , 11560 ,558 -,3276 ,1876
LTB 2 -,12000 , 11560 324 -,3776 ,1376
LTB 4 -,04000 , 11560 737 -,2976 ,2176
LTB5 ,11333 ,11560 ,350 -,1442 ,3709
LTB 4 LTB 1 -,03000 , 11560 ,801 -,2876 ,2276
LTB 2 -,08000 ,11560 ,505 -,3376 ,1776
LTB 3 ,04000 ,11560 737 -,2176 ,2976
LTB 5 ,15333 ,11560 ,214 -,1042 ,4109
LTB 5 LTB 1 -,18333 , 11560 ,144 -,4409 ,0742
LTB 2 -,23333 , 11560 ,071 -,4909 ,0242
LTB 3 -,11333 , 11560 ,350 -,3709 , 1442
LTB 4 -,15333 ,11560 214 -,4109 , 1042

Kesimpulan : dari hasil di atas ada tanda* pada Mean Difference menunjukkan

bahwa semua suspensi bakteri setara dengan suspensi bakteri lainnya.
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Lampiran 11. Komposisi dan pembuatan Media
1. Brain Heart Infusion (BHI)

Komposisi :  Sari otak anak sapi 12 gram

Sari jantung sapi 5 gram
Proteose pepton 10 gram
Bacto dextrose 2 gram
NaCl 5 gram
Dinatrium fosfor 2,5 gram
Bacto agar 15 gram
Aquadestilata adlLpH=74

Cara Pembuatan
Reagen-reagen di atas dilarutkan dalam aquadestillata sebanyak 1000 mL,
dipanaskan sampai larut sempurna, kemudian disterilkan dengan autoklaf pada
suhu 121°C selama 15 menit dan dituangkan dalam cawan petri (Bridson

1998).
2. Sulfide Indol Motility (SIM)
Komposisi :  Pepton from casein 20  gram

Pepton from meat 6 gram

Ammonium Iron (Il) citrate 0,2  gram

Sodium thiosulfate 0,2 gram
Agar-agar 0,2 gram
Aquadestilata ad1L pH=74

Cara pembuatan
Reagen-reagen di atas dilarutkan dalam aquadestillata sebanyak 1000 mL,
dipanaskan sampai larut sempurna, kemudian disterilkan dengan autoklaf pada
suhu 121°C selama 15 menit dan dituangkan dalam cawan petri (Bridson 1998).
3. Kligler Iron Agar (KIA)
Komposisi : Pepton from casein 15 gram
Pepton from meat 5 gram
Ammonium Iron (II) citrate 0,5  gram

Meat extract 3 gram
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Yeast extract 3 gram
Sodium chloride 5 gram
Laktosa 10 gram
Glukosa 1 gram
Sodium thiosulfate 0,5 gram
Phenol red 0,024 gram
Agar-agar 12 gram
Aquadestillata ad 1L pH=74

Cara Pembuatan
Reagen-reagen di atas dilarutkan dalam aquadestillata sebanyak 1000
mL, dipanaskan sampai larut sempurna, kemudian disterilkan dengan autoklaf

pada suhu 121°C selama 15 menit dan tuangkan dalam cawan petri (Bridson

1998).
4. Lysine Indol Agar (LIA)
Komposisi :  Pepton from meat 5 gram
Yeast extract 3 gram
Glukosa 1 gram

Lysine monohidrochloride 10 gram

Sodium thiosulfate 0,04 gram
Ammonium Iron (I) citrate 0,5 gram
Bromo cresol purple 0,02 gram
Agar-agar 125 gram
Agquadestillata ad 1L pH=74

Cara Pembuatan
Reagen-reagen di atas dilarutkan dalam aquadestillata sebanyak 1000
mL, dipanaskan sampai larut sempurna, kemudian disterilkan dengan autoklaf
pada suhu 121°C selama 15 menit dan tuangkan dalam cawan petri (Bridson
1998).
5. Citrate Agar
Komposisi :  Ammonium hydrogen fosfat 1 gram

DI-Potassium hydrogen fosfat 1 gram
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Sodium chloride 5 gram
Magnesium sulfate 0,2 gram
Bromo thymol blue 0,08 gram
Agar-agar 12,5 gram
Agquadestillata ad 1L pH=74

Cara Pembuatan
Reagen-reagen di atas dilarutkan dalam aquadestillata sebanyak 1000
mL, dipanaskan sampai larut sempurna, kemudian disterilkan dengan autoklaf
pada suhu 121°C selama 15 menit dan tuangkan dalam cawan petri (Bridson
1998).

6. Amilum Agar
Komposisi:  Agar-Agar 2 gram
Amilum 1 gram
Aquadetillata ad 100 mL

Cara Pembuatan

Reagen-reagen di atas dilarutkan dalam aquadestillata sebanyak 100 mL,
dipanaskan sampai larut sempurna, kemudian disterilkan dengan autoklaf pada
suhu 121°C selama 15 menit dan tuangkan dalam cawan petri.



Lampiran 12. Standart kekeruhan Mc. Farland
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Volume dalam mL Number of
Standard 1% BaCl: 1% H:504 Eacterial.-"mL."{]l]S]
Represented

0.5 0.5 995 1.5

1 1.0 99.0 3

2 2.0 98.0 i}

3 3.0 97.0 9

4 4.0 96,0 12

5 5.0 95.0 15

6 6.0 94.0 18

7 7.0 93.0 21

B 8.0 92.0 24

9 9.0 91,0 27

10 10,0 900 30




