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Isolasi Bakteri Laut Pendegradasi Pati dari Pulau Pelapis Kalimantan Barat untuk Produksi
Bioetanol dari Limbah Makanan

RINGKASAN
Ringkasan penelitian tidak lebih dari 300 kata yang berisi urgensi, tujuan, dan luaran yang
ditargetkan.

Peningkatan populasi masyarakat dunia berdampak pada meningkatnya konsumsi
makanan, dan tentunya limbah makanan akibat aktivitas tersebut. Sebagai negara berpopulasi
padat, limbah makanan yang dihasilkan di Indonesia menjadi limbah dengan timbunan terbesar
yang dapat mengakibatkan permasalahan lingkungan. Hingga saat ini, pengelolaan limbah
makanan dilakukan melalui pengomposan, pembakaran, atau pembuangan di tempat
pembuangan sampah. Pengelolaan yang efektif dan efisien pada limbah makanan diperlukan agar
dapat tercipta pola konsumsi dan produksi yang berkelanjutan, sesuai dengan salah satu tujuan
dalam sustainable development goals.

Dengan konsep circular economy dalam ekonomi berkelanjutan, fokus pengolahan limbah
diarahkan untuk menghasilkan produk baru bernilai guna tinggi. Urgensi penelitian ini adalah
mencari alternatif pengelolaan limbah makanan yang selaras dengan circular economy. Limbah
makanan banyak berasal dari makanan berbasis pati dan biomolekul lainnya, seperti lipid,
protein, vitamin, dan selulosa. Pati merupakan polisakarida yang dapat dihidrolisis menjadi
monosakarisa, seperti glukosa, melalui proses hidolisis enzymatik. Glukosa yang dihasikan dapat
difermentasikan menjadi bioetanol dengan menggunakan mikroorganisme, sebagai sumber
energi alternatif.

Dalam impelementasi pengolahan limbah makanan menjadi bioetanol, diperlukan enzim
yang memiliki aktivitas dan stabilitas baik. Enzim yang berasal dari bakteri laut berpotensi
memiliki efektifitas yang lebih baik, karena lingkungan laut yang unik memberikan tekanan
selektif pada bakteri, untuk menghasilkan enzim yang dapat beradaptasi dengan kondisi ekstrem.
Oleh karena itu, penelitian ini memiliki sasaran untuk mengungkap potensi bakteri laut yang
memiliki kemampuan degradasi pati, dari Pulau Pelapis, Kalimantan Barat.

Hal tersebut sesuai dengan topik dalam fokus riset kemaritiman yang tertuang pada
Rencana Induk Riset Nasional, yaitu eksplorasi dan pemanfaatan sumber daya pesisir dan laut.
Adapun luaran wajib yang ditargetkan adalah menghasilkan artikel ilmiah yang dipublikasikan
pada jurnal nasional terakreditasi, yaitu Jurnal Ilmu dan Teknologi Kelautan Tropis. Tingkat
kesiapterapan teknologi yang dihasilkan pada penelitian ini adalah TKT 2, yaitu status formulasi
konsep dan aplikasi formulasi. Penelitian ini menjadi langkah awal dalam pemanfaatan limbah
makanan menjadi bioetanol.

KATA KUNCI
| Kata kunci maksimal 5 kata

Bakteri laut; pati; bioetanol; limbah makanan; enzim

PENDAHULUAN



Penelitian Dasar merupakan riset yang memuat temuan baru atau pengembangan ilmu
pengetahuan dari kegiatan riset yang terdiri dari tahapan penentuan asumsi dan dasar hukum
yang akan digunakan, formulasi konsep dan/ atau aplikasi formulasi dan pembuktian konsep
fungsi dan/ atau karakteristik penting secara analitis dan eksperimental.

Pendahuluan penelitian tidak lebih dari 1000 kata yang terdiri dari:

A. Latar belakang dan rumusan permasalahan yang akan diteliti

B. Pendekatan pemecahan masalah

C. State of the art dan kebaruan

D. Peta jalan (road map) penelitian 5 tahun kedepan (jika dalam bentuk konsorsium harus
dilengkapi dengan roadmap penelitian konsorsium)

E. Sitasi disusun dan ditulis berdasarkan sistem nomor sesuai dengan urutan pengutipan,
mengikuti format VVancouver

A. Latar belakang dan rumusan masalah

Peningkatan populasi masyarakat dunia berdampak pada meningkatnya konsumsi
makanan, sehingga limbah makanan juga meningkat. Food and Agriculture Organization
(FAO), mengatakan bahwa pada tahun 2050, jumlah penduduk dunia diperkirakan akan tembus
10 miliar, sehingga diprediksi meningkatkan limbah makanan hingga 72% (1). Sebagai negara
yang memiliki populasi padat, Indonesia menjadi negara kedua berkontribusi paling banyak
terhadap limbah makanan dunia, setelah Arab Saudi (2). Saat ini, Indonesia telah memproduksi
lebih dari 16,3 juta ton limbah makanan pada tahun 2022 (3). Limbah makanan menjadi jenis
limbah dengan timbunan terbesar, mencapai 41,55% dari total limbah yang dihasilkan (4).
Limbah makanan adalah limbah organik yang berasal dari berbagai sumber, seperti restoran,
sektor industri, kegiatan komersil, dan domestik (5). Sekitar 1,5 triliun ton makanan menjadi
limbah pada saat pengolahan makanan, termasuk buah, sayuran, roti, daging, dan produk dairy
lainnya (6).

Pengelolaan limbah makanan umumnya dilakukan melalui pengomposan, pembakaran,
atau pembuangan di tempat pembuangan sampah (7). Hal tersebut mengakibatkan
permasalahan lingkungan yang signifkan. Pengelolaan yang efektif dan efisien pada limbah
makanan diperlukan agar dapat tercipta pola konsumsi dan produksi yang berkelanjutan.
Dengan konsep circular economy dalam ekonomi berkelanjutan, fokus pengolahan limbah
diarahkan untuk menghasilkan produk bernilai guna tinggi/sumber daya baru (8). Limbah
makanan banyak berasal dari makanan berbasis pati dan juga mengandung biomolekul lainnya,
seperti gula, lipid, protein, vitamin, dan selulosa (5). Pati merupakan polisakarida yang dapat
dihidrolisis menjadi monosakarisa, seperti glukosa, melalui proses hidolisis enzimatik.
Glukosa yang dihasikan dapat difermentasikan dengan menggunakan mikroorganisme
menghasilkan bioetanol, sebagai sumber energi alternatif terbarukan (Gambar 1) (5,9).

Pra-perlakuan Fermentasi Produk
Limbah Enzim amilolitik Mikroba
makanan —) Glukosa Bioetanol

berbasis pati

Gambar 1 Diagram proses produksi bioetanol

Dalam impelementasi pengolahan limbah makanan menjadi bioetanol, diperlukan enzim
yang memiliki aktivitas dan stabilitas baik. Enzim yang berasal dari bakteri laut berpotensi
memiliki efektifitas yang lebih baik, karena lingkungan laut yang unik memberikan tekanan
selektif pada bakteri, untuk menghasilkan enzim yang dapat beradaptasi dengan kondisi
ekstrem (10). Oleh karena itu, penelitian ini memiliki sasaran untuk mengungkap potensi
bakteri laut yang berasosiasi dengan spons laut pada ekosistem terumbu karang, di Pulau
Pelapis, Kalimantan Barat. Spons laut merupakan rumah bagi mikroorganisme laut hingga



mencapai 40—60% dari total biomassanya (11). Keanekaragaman mikrooganisme dalam spons
dalam berpotensi menghasilkan bakteri baru yang dapat memproduksi enzim pendegaradasi
pati dengan karakteristik yang unik.
Berdasarkan uraian latar belakang tersebut, rumusan masalah dari penelitian ini adalah
sebagai berikut:
1. apakah bakteri yang berasosiasi dengan terumbu karang dari Perairan Pulau Pelapis
memiliki kemampuan degradasi pati?;
2. bagaimana kondisi optimum degradasi pati oleh bakteri laut tersebut?;
3. apakah spesies bakteri yang berhasil diisolasi dan memiliki kemampuan degradasi
tersebut?;
4. bagaimana kekerabatan (filogenetik) bakteri tersebut dibandingkan dengan bakteri yang
telah ada?.

B. Pendekatan pemecahan masalah

Sesuai dengan latar belakang dan rumusan masalah yang diuraikan di atas, pendekatan
pemecahan masalah yang digunakan dalam penelitian ini dimaksudkan agar tujuan penelitian ini
dapat tercapai, yaitu memperoleh isolat bakteri laut yang berpotensi untuk menghasilkan enzim
pendegradasi pati yang efektif digunakan dalam proses hidrolisis enzimatik pada limbah makanan.
Uraian pendekatan pemecahan masalah tersebut adalah sebagai berikut:

1. mengisolasi bakteri laut yang berasosiasi dengan spons asal perairan Pulau Pelapis
menggunakan metode pengenceran bertahap pada media pertumbuhan ZoBell Marine;

2. menguji kemampuan isolat bakteri dalam mendegradasi pati terhadap pati terlarut dan pati
mentah;

3. melakukan variasi kondisi degradasi pati oleh isolat bakteri;

4. mengidentifikasi spesies isolat bakteri dengan metode 16s rRNA menggunakan
polymerase chain reaction (PCR);

5. menganalisis filogenetik untuk melihat tingkat kekerabat isolat bakteri terhadap basis data
urutan 16s rRNA spesies bakteri yang telah ada.

C. State of the art

Kandungan utama dari limbah makanan adalah karbohidrat yang dapat terdiri atas glukosa,
pati, fruktosa, sukrosa, selulosa, dan hemiselulosa. Pada limbah makanan roti, kandungan
karbohidrat mencapai 64,3%, limbah makanan café mencapai 76,8%, dan limbah makanan rumah
tangga mencapai 71,3% (12,13). Hidrolisis enzimatis pati, sebagai salah satu cara pre-treatment
sebelum dilakukan proses fermentasi bioetanol, menunjukkan hasil hidrolisis yang paling tinggi
jika dibandingkan hidrolisis menggunakan asam, yaitu sebanyak 127 g/L glukosa dihasilkan
dengan efisiensi konversi hampir 40% lebih tinggi dari hidrolisis asam (14). Hal ini menunjukkan
keunggulan hidrolisis enzimatis yang dapat menghemat biaya, energi, dan ramah lingkungan.

Enzim penghidrolisis pati yang dapat digunakan dalam proses pre-treatment limbah
makanan diantaranya adalah a-amylase, glucoamylase, dan selulase (5). a-Amilase dari
Aspergilllus niger dan Saccharomyces serevisiae umum digunakan dalam proses simultaneous
saccharification and fermentation (SSF) (15). Namun, keterbatasan aktivitas, stabilitas, dan
efisiensi produksi beberapa enzim tersebut menjadi kendala dalam proses hidrolisis, sehingga
harus sangat selektif untuk memilih jenis enzim dengan sifat yang unggul.

Mikroorganisme laut memiliki keunggulan, yaitu menghasilkan enzim yang aktif pada suhu
rendah untuk hidrolisis pati, selulosa, dan polisakarida alga, yang dapat digunakan dalam proses
produksi bioetanol. Mikroorganisme laut juga mampu menghasilkan fermentasi gula di
lingkungan dengan kadar garam yang tinggi, sehingga biokatalis dengan enzim asal bakteri laut
menjanjikan untuk pengembangan proses yang efisien dalam produksi bioetanol (16). Enzim
pendegradasi pati yang dihasilkan dari bakteri laut, memiliki sifat yang unik jika dibandingkan



dengan bakteri terestrial, seperti toleran terhadap garam, basa, dan reagen lain (17). Selain itu,
terdapat juga enzim amilase yang stabil tanpa perlu ion kalsium yang diisolasi dari spons laut
(18,19). a-Amilase yang berasal dari Bacillus aguimaris MKSC 6.2 mampu mendegradasi pati
mentah (20). Selain itu, Bacillus megaterium NL3, memiliki enzim o-amilase, lebih dari satu
dengan karakteristik yang berbeda, yaitu BmaN1 dan BmaN2 (21,22). Selain itu, amilase yang
berasal dari Bacillus subtilis S8—-18 tahan terhadap konsentrasi garam yang tinggi (23). Maka dari
itu, pencarian enzim baru yang berasal dari bakteri laut berpotensi untuk menghasilkan enzim baru
dengan karakteristik yang unik untuk proses pengolahan limbah makanan menjadi bioetanol.

D. Peta jalan penelitian

Gambar 2 menunjukkan peta jalan penelitian untuk kurun waktu 2022-2032, dengant
topik aplikasi enzim dalam pengolahan limbah makanan menjadi bioetanol. Penelitian yang
diajukan dalam proposal ini termasuk ke dalam tahap awal dalam pengembangan enzim baru
yang akan diaplikasikan dalam proses produksi bioetanol dari fermentasi limbah makanan.
Sejak tahun 2022, tim peneliti telah melakukan sampling potensi sumber daya alam dari
Perairan Pulau Pelapis, Kalimantan Barat. Koleksi sampel terumbu karang tersebut akan
dieksplorasi potensi bakteri sebagai sumber enzim baru dan unik untuk berbagai aplikasi.

Peta Jalan Penelitian Bioteknologi Kelautan
Aplikasi Enzim dalam Pengolahan Limbah Makanan
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Gambar 2 Peta Jalan Penelitian

METODA
Metode atau cara untuk mencapai tujuan yang telah ditetapkan ditulis tidak melebihi 1000 kata.
Bagian ini dapat dilengkapi dengan diagram alir penelitian yang menggambarkan apa yang
sudah dilaksanakan dan yang akan dikerjakan selama waktu yang diusulkan. Format diagram
alir dapat berupa file JPG/PNG. Metode penelitian harus dibuat secara utuh dengan penahapan
yang jelas, mulai dari awal bagaimana proses dan luarannya, dan indikator capaian yang
ditargetkan yang tercermin dalam Rencana Anggaran Biaya (RAB).

A. Metode penelitian

Penelitian ini akan dilakukan di Laboratorium Sains dan Kelautan, Prodi lImu Kelautan
Univoersitas OSO. Penelitian terdiri atas lima tahap, yaitu (i) isolasi bakteri yang berasosiasi
dengan spons laut; (ii) Skrining bakteri pendegradasi pati; (iii) variasi kondisi degradasi pati
oleh isolat bakteri; (iv) identikasi isolat bakteri; dan (v) analisis filogenetik. Adapun diagram
alir penelitian ini dapat dilihat pada Gambar 3.



Spons Laut asal Perairan
Pulau Pelapis, Kalimantan
Barat

= |solasi bakteri yang berasosiasi
dengan spons laut

Isolat Bakteri yang Berasosiasi
dengan Spons Laut

= Skrining bakteri pendegradasi pati
dengan metode Fuwa

Isolat Bakteri dengan
Analisis kualitatif dalam kemampuan degradasi pati
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Identifikasi bakteri:

= |solasi DNA kromosom
= Amplifikasi gen 16 SRNA
t l = Penentuan urutan gen
‘L = Analisis fiogenetik

jenis substrat
(pati mentah dan pati
terlarut)

Gambar 3 Diagram alir penelitian

konsentrasi
substrat Spesies Bakteri

suhu
. optimum

1. Isolasi bakteri yang berasosiasi dengan spons laut

Sampel spons/karang berasal dari Perairan Pulau Pelapis, Kalimantan Barat yang
disimpan di Laboratorium Sains dan Kelautan, Universitas OSO dalam larutan stok
gliserol dan disimpan di suhu —20 °C. Sampel karang tersebut diambil pada lokasi di titik
koordinat koordinat latitute 01°17.460° (S) dan longitude 109°08.421° (T) pada tahun
2022 dalam program penelitian Eksplorasi Pulau Pelapis (Gambar 4A). Jenis karang yang
akan digunakan sebagai sumber isolat bakteri adalah Axinella sp (Gambar 4B).

Gambar 4 Lokasi asal sampel spons/karang yang digunakan pada penelitian ini

Isolasi bakteri dilakukan dengan menggunakan metode pengenceran bertahap.
Sampel dibilas menggunakan air laut steril untuk membersihkan sedimen dan kotoran
yang menempel pada jaringan. Permukaan sampel jaringan organisme laut diusap
menggunakan tisu yang telah dibasahi alkohol 70%. Sampel jaringan dihaluskan (24).
Sebanyak 1 g sampel dimasukkan ke dalam 9 mL air laut steril (pengenceran 102),
kemudian divortex hingga homogen, dan dilanjutkan pengenceran bertahap. Dari setiap
hasil pengenceran, diambil 35 uL dan ditanam ke permukan media agar ZoBell Marine
2216E. Hasil isolasi diinkubasi pada suhu 30°C. Koloni yang tumbuh diamati berdasarkan
morfologinya. Setiap koloni yang berbeda warna dan bentuk dipisahkan dan dimurnikan
dengan meggunakan metode streak plates hingga didapatkan koloni tunggal (25)

2. Skrining bakteri pendegradasi pati



Kemampuan isolat bakteri dalam mendegradasi pati dilakukan dengan
menumbuhkan bakteri pada media ZoBell Marine 2216E. dengan menambahkan 1% pati
terlarut (b/v). Setelah kultur diinokalsi pada suhu 30 °C selama 24 jam, larutan iodin (0,5
% KI (b/v) dan 0,15% 1> (b/v)) dituangkan ke atas permukan media. Bakteri yang
menunjukkan aktivasi pendegradasi pati akan membentuk area halo bening disekitar
koloni bakteri Bakteri yang menunjukkan aktivitas amilolitik selanjutnya akan diuji
kekampuannya untuk mendegradasi pati mentah (26).

3. Variasi kondisi degradasi pati oleh isolat bakteri

Uji kemampuan degradasi pati mentah dilakukan terhadap beberapa jenis pati, yaitu
pati kentang, beras, dan singkong. Pati mentah dipersiapkan terlebih dahulu dengan
pencucian menggunakan alkohol selama 18 jam, kemudian dikeringkan pada oven suhu
50 °C hingga kering. Pati tersebut dicampurkan ke dalam media ZoBell steril, sebelum
dituangkan ke dalam cawan petri. Koloni bakteri ditumbuhkan dan diinokulasi pada suhu
30 °C selama 24 jam., kemudian diuji dengan larutan iodin. Selain itu, dilakukan variasi
uji aktivitas dalam beberapa variasi suhu dan juga konsentrasi pati mentah. Selanjutnya,
bakteri dengan aktivitas degradasi pati yang paling tinggi akan ditentukan jenis
spesiesnya menggunakan metode 16s rRNA (27).

4. ldentifikasi isolat bakteri

Isolat bakteri diidentifikasi berdasarkan urutan nukleotida gen 16S rRNA. Bakteri
ditumbuhkan pada media ZoBell Marine pada suhu 30°C dan pengocokan 150 rpm selama
24 jam. Kultur sel disntrifuda pada 14.000 rpm selama 1 menit. Pelet sel diresuspensi
dengna 50 uL 5% Chelex-100. Campuran divortex selama 5-10 detik, lalu diinkubasi
pada suhu 98-100 °C selama 8—10 menit. Campuran sel segera didinginkan di es selama
1 menit. Sel divorteks kembali dan disentrifuga selama 1 menit dengan kecepatan 14.000
rpm. Sebanyak 1 pl larutan digunakan dalam 20 pL reaksi PCR (28).

Amplifikasi gen 16S rRNA dilakukan dengan metode Polymerase Chain Reaction
(PCR), dengan menggunakan pasangan primer BactF1
(AGAGTTTGATCMTGGCTCAG) dan UniBl (GGTTACSTTGTTACGACTT).
Campuran reaksi PCR terdiri atas 1,25 U Taq DNA polimerase, 1 uL DNA genom isolat,
20 pmol masing-masing primer, bufer PCR (10 mM Tris-HCI, 50 mM KCI, 2 mM
MgCI2), dan 20 mmol campuran dNTP dalam volume total 50 p L. Reaksi PCR dilakukan
sebanyak 30 siklus (denaturasi pada 94 °C selama 45 detik, penempelan pada suhu yang
bervariasi selama 45 detik, polimerisasi pada 72 °C selama 1 menit). Hasil PCR
ditentukan konsentrasinya dengan metode elektroforesis gel agarosa. Urutan nukleotida
produk PCR ditentukan dengan metode Sanger (Macrogen, Korea) (26). Pensejajaran
urutan nukleotida dilakukan untuk dengan membandingkan urutan 16s rRNA yang
diperoleh dengan basis data GenBank (https://www.ncbi/nlm/nih.gov/genbank/)(29)
dengan menggunakan perangkat lunak webserver BLAST (30).

5.  Analisis filogenetik dari isolat bakteri

Konstruksi pohon filogenetik dibuat untuk melihat jarak kekerabatan isolate bakteri
dengan spesies bakteri lain. Pensejajaran urutan nukleotida 16s rRNA dilakukan dengan
menggunakan perangkat lunak MEGA (31). Pohon filogenetik dibangun dengan
menggunakan metode neighbor-joining (32). Proses ini menghasilkan pohon filogenetik
atau dendrogram yang merepresentasikan tingkat kekerabatan antar spesies bakteri.
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