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Abstract. Cattle farms produce waste in the form of feces
and urine, the handling of this waste must be managed
properly so that it can reduce the adverse effects. One way
to use it is to process it into fertilizer. During the process
of making microorganism fertilizer helps the process of
degradation of complex compounds, one of which plays a
role is proteo-lytic bacteria. The purpose of this study is to
obtain proteo-lytic bacterial isolates that will be used as a
starter in the manufacture of fertilizer. This research was
conducted experimentally with research stages including
isolation of proteolytic bacteria from the process of
making fertilizer, measurement of proteolytic index and
morphological cha-racterization of proteolytic bacteria
microscopically and microscopically. From the results, 7
isolates of proteolytic bacteria with the largest proteolytic
index were 1.51 of NS 3 isolates with the characteristics of
small round colonies, flat edges, clear colors, flat surfaces
and cell characteristics of bacilli and gram negative
isolates.
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PENDAHULUAN

Usaha dalam bidang peternakan
khususnya sapi menghasilkan limbah
yang dapat berpotensi menjadi sumber
pencemaran apabila tidak dikelola de-
ngan baik. Proses pengolahan limbah
peternakan menjadi produk olahan mi-
salnya pupuk organik cair dan biogas
perlu dilakukan dengan baik guna
mendapatkan hasil yang berkualitas
(Asep, dkk., 2013). Proses pengolahan
limbah peternakan terutama feses me-
miliki konsep dasar yakni mengubah
substrat menjadi komponen-kompo-
nen organik yang lebih sederhana de-
ngan proses fermentasi yang dibantu
oleh mikroorganisme lokal yang ada
sepanjang proses pengolahan limbah
tersebut. Limbah yang dihasilkan dari
aktivitas ternak sapi mempunyai po-
tensi untuk dikembangkan menjadi
berbagai macam produk yang berman-
faat, contoh yang sederhana adalah me-
manfaatkan limbah peternakan menja-
di pupuk organik (padat dan cair) atau
mengolahnya menjadi biogas (Aditya-
warman, dkk., 2015).

Pada proses pembuatan pupuk
dan biogas mikroorganisme yang ber-
peran merupakan indigenous mikroor-
ganisme yang dapat hidup selama
proses pengolahan limbah peternakan.
Mikroorganisme tersebut berperan se-
bagai agen pengurai bahan dasar men-
jadi komponen yang lebih sederhana
selama proses pengolahan limbah pe-
ternakan tersebut (Firdus dkk., 2010).
Salah satu bakteri yang berperan ada-
lah bakteri proteolitik yang mempu-
nyai kemampuan menghasilkan enzim
protease yang berperan menguraikan

protein menjadi peptida dan asam
amino.

Pengolahan limbah memiliki ke-
lemahan yakni belum adanya mikro-
organisme spesifik yang dapat bekerja
secara optimal dalam proses tersebut,
dimana salah satu indikator optimal
adalah diperolehnya produk yang se-
ragam dalam setiap proses pengolahan
limbah. Guna mendapatkan proses
yang efisien dan hasil yang optimal ma-
ka perlu dilakukan seleksi mikroorga-
nime yang memiliki potensi besar un-
tuk dijadikan starter dalam pengolahan
limbah peternakan.

Adapun manfaat dari penelitian
ini diharapkan dapat diperoleh bakteri
proteolitik dari kompos yang dapat
menghasilkan enzim protease dengan
aktivitas yang relatif lebih baik, sehing-
ga dapat digunakan pada berbagai ma-
cam aplikasi seperti bioremediasi lim-
bah. Tujuan dari penelitian ini adalah
melakukan isolasi dan identifikasi bak-
teri proteolitik dengan aktivitas pro-
teolitik tinggi sehingga dapat diguna-
kan sebagai starter dalam pembuatan
limbah.

MATERI DAN METODE

Materi yang digunakan pada
penelitian ini adalah autfoclave, cawan
petri, gelas ukur, hockey stick, inkuba-
tor, jangka sorong, jarum ose, labu er-
lenmeyer, Jaminar air flow, lampu bun-
sen, mikro pipet, rak tabung reaksi,
refrigerator, tabung reaksi, timbangan
analitik, vortex. Bahan yang digunakan
dalam penelitian adalah dekomposan,
NaCl fisiologis, etanol 70%, media
Nutrient Agar (NA, Himmedia India)
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dan skim (Prolac), larutan McFarland,
Gram Stains-Kit yang terdiri dari Crys-
tal Violet, Iodine, Safranin, dan Deco-
lourizer, kertas cakram 6mm.
Penelitian yang dilakukan ada-
lah penelitian eksperimental, dengan
objek penelitian adalah dekomposan.
Dekomposan merupakan hasil dekom-
posisi campuran antara feses sapi dan
jerami dengan perbandingan karbon
dan nitrogen (30 : 1). Dekomposan diin-
kubasi secara anaerob selama 7 hari de-
ngan tujuan mengubah bahan organik
kompleks menjadi bahan organik yang
lebih sederhana dengan bantuan mik-
roba. Parameter uji isolasi dan karak-
terisasi bakteri proteolitik yang di se-
leksi menggunakan indeks proteolitik.

1. Penyiapan Media Nutrien Agar-
Skim

Pembuatan media Nutrient Agar
(NA) dimulai dengan menimbang NA
sebanyak 28 gram ditambahkan skim
3% (30g) dan dilarutkan dengan akua-
des sehingga volumenya menjadi 1000
mL. Larutan yang terbentuk dimasuk-
kan ke dalam erlenmeyer dan dipanas-
kan hingga homogen. Selanjutnya di-
sterilisasi menggunakan autoclave pa-
da suhu 121°C selama 15 menit. Kemu-
dian media dituangkan ke dalam ca-
wan petri masing-masing 25 mL dan
dibiarkan memadat.

2. Isolasi Bakteri Proteolitik

Pembuatan media Muller Hinton
Agar (MHA) dimulai dengan menim-
bang MHA sebanyak 19 gram dan dila-
rutkan ke dalam Labu erlenmeyer de-

ngan akuades hingga mencapai volume
500 mL, kemudian dipanaskan hingga
homogen. Media disterilisasi menggu-
nakan autoclave pada suhu 121°C se-
lama 15 menit. Tuang media ke dalam
cawan petri sekitar 25 mL dan dibiar-
kan hingga memadat.

3. Pengukuran Aktifitas Proteolitik

Aktifitas proteolitik diukur de-
ngan menghitung indeks proteolitik
isolat. Mula-mula disiapkan suspensi
isolat bakteri uji dalam NaCl fisiologis.
Suspensi bakteri proteolitik distandar-
kan dengan McFarland 0.5 yang setara
dengan jumlah bakteri 1.5x10° CFU/ml
diswab ke media NA-skim. Media Na-
skim yang telah dibuat sumuran dima-
sukkan suspensi bakteri sebanyak 10
pL, kemudian diinkubasi pada suhu
37°C selama 24 jam. Setelah selesai in-
kubasi dilakukan pengukuran zona be-
ning.

Zona bening yang terbentuk dise-
kitar koloni menggambarkan aktivitas
proteolitik dari bakteri. Dilakukan pe-
ngukuran zona bening untuk mempe-
roleh indeks proteolitik. Indeks proteo-
litik diukur menggunakan rumus beri-
kut (Sumardi dkk, 2018)

Indeks Proteolitik = aT

Keterangan:
a = diameter zona bening (mm)
b = diameter koloni (mm)

Koloni dengan indeks proteolitik
tiga tertinggi dilakukan pengamatan
makroskopis meliputi bentuk koloni,
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warna koloni, permukaan koloni dan
tepian koloni dan pengamatan mikros-
kopis. Pengamatan morfologis secara
mikroskopis dilakukan dengan menggu-
nakan pengecatan Gram.

4. Pewarnaan Gram

Pewarnaan gram dilakukan de-
ngan mengambil satu ose dari setiap
koloni dari isolasi, selanjutnya difiksasi
diatas nyala api, dibilas crystal violet
dan dibiarkan 1 menit, selanjutnya di-
cuci dengan air kemudian dibilas la-
rutan JIodine selama 1 menit, dicuci
kembali dengan air mengalir, lalu di-
tetesi decolourizer sampai tidak ada
lagi warna violet. Cuci kembali dengan
air dan ditetesi safranin selama 1 menit
lalu cuci kembali dengan air kemudian
keringkan. Terakhir diamati dibawah
mikroskop dengan pembesaran 10 x
100. Sel yang telah terwarnai bersifat
gram positif jika sel berwarna biru ge-
lap atau ungu dan bersifat gram negatif
bila sel berwarna merah muda (Rahma-
wati, 2016).

5. Pewarnaan Spora

Pewarnaan spora dilakukan de-
ngan membuat suspense bakteri yang
ditambahkan Carbol Fuchsin dengan
perbandingan 1:1 dalam tabung reaksi
steril. Kemudian suspense bakteri ter-
sebut dipanaskan pada suhu 80°C se-
lama 10 menit diatas penangas air. Sus-

pense bakteri tersebut kemudian dibuat
preparat ulas pada gelas objek. Prepa-
rat di tetesi H,S0, 1% kemudian dibilas
dengan akuades. Preparat selanjutnya
ditetesi Methylene Blue dan didiamkan
selama 2 menit. Preparat selanjutnya
dibilas dengan akuades dan dikering-
kan. Preparat yang telah selesai diwar-
nai lalu ditetesi dengan minyak Immer-
si dan diamati menggunakan mikros-
kop perbesaran 10x100 (Sunatmo,2007).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Dari hasil penelitian didapatkan
tujuh isolat dengan aktivitas proteolitik
yang diberikan kode NS (Tabel 1). Iso-
lat dengan aktivitas proteolitik ditandai
dengan adanya zona bening disekeli-
ling koloni. Zona bening terbentuk ka-
rena bakteri dapat mencerna kasein
yang terdapat pada susu skim pada me-
dium. Bakteri menghasilkan enzim pro-
tease yang menguraikan protein kasein
pada susu skim menjadi asam amino
(Zahidah dan Shovitri, 2013)Dari Tabel
1 didapatkan 3 isolat dengan indeks
proteolitik tertinggi yai-tu isolat NS-3,
NS-6 dan NS-4 dengan indeks proteo-
litik 0,57, 0,49 dan 0,40. Ketiga isolat
tersebut kemudian dilakukan penga-
matan secara makroskopis dan mikro-
kopis Tabel 2 dan Tabel 3.

Setelah didapatkan morfologi ko-
loni kemudian dipelajari morfologi sel-
nya yaitu pewarnaan, hasilnya tercan-
tum pada Tabel 3.
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Tabel 1. Isolat proteolitik hasil isolasi dan Indeks Proteolitiknya.

No Kode Diamter Koloni = Diameter Zona Bening Indeks
" Bakteri (mm) (mm) Proteolitik
1 NS-3 0,96 1,51 0,57
2 NS-6 0,98 1,46 0,49
3 NS-4 0,99 1,39 0,40
4 NS-7 0,95 1,31 0,38
5 NS-5 1,07 1,35 0,26
6 NS-1 0,98 1,22 0,24
7 NS-2 1,09 1,35 0,24

Tabel 2. Morfologi Koloni Isolat Bakteri Proteolitik

No Kode Isolat Bentuk koloni Tepi Warna Permukaan
1 NS-3 Bulat kecil Rata Bening Datar
Bulat kecil d
2 NS-6 vat eer dengan Rata Putih susu Cembung

lapisan timbul
3 NS-4 Bulat kecil Rata Bening Datar

Tabel 3. Morfologi Sel Isolat Bakteri Proteolitik

No Kode Isolat Bentuk sel Pewarnaan Gram Spora
1 NS-3 Basil Negatif negatif
2 NS-6 Basil Positif negatif
3 NS-4 Basil Negatif negatif

Gambar 1 Gambar 2

Gambar 1. Aktivitas Proteolitik Isolat 1,2,3,4,5,6 dan 7 Pada Media NA-Skim
Gambar 2. Hasil Pewarnaan Gram Isolat Bakteri Ns 3 Diamati Menggunakan Mikroskop
Dengan Perbesaran 100x
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Berdasarkan hasil uji pewarnaan gram
untuk isolat NS 3 diperoleh hasil meru-
pakan gram negatif ditandai dengam
warna isolat yang merah dalam Gam-
bar 2. Berdasarkan karakteristik yang
didapatkan diduga isolat NS 3 merupa-
kan bakteri dengan genus pseudo-
monas yang morfologinya mirip yaitu
berbentuk batang, gram negatif dan
non spora. Sesuai dengan pendapat
Puspitasari (2012) bahwa kelompok
bakteri proteolitik adalah bakteri dari
genus Bacilus, Proteus, Pseudomonas,
Streptobacillus, Staphylococcus, Strep-
tococcus. Untuk mengidentifikasi isolat
bakteri NS3 sampai spesiesnya diper-
lukan metoda yang lain seperti identi-
tikasi molekular gen 16sRNA.

KESIMPULAN

Didapatkan tujuh isolat bakteri
proteolitik dan didapatkan tiga isolat
dengan indeks proteolitik tertinggi. In-
deks proteolitik terbesar adalah 1,51
dari isolat NS 3 dengan karakteristik
koloni berbentuk bulat kecil, tepi rata,
warna bening, permukaannya datar
serta karakteristik sel isolatnya berben-
tuk basil dan gram negatif.
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