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ABSTRACT

The purpose of this study was to isolate and identify lipolytic bacteria in
glycerine pitch from oleochemical industry waste. Glycerine pitch samples
were taken, put and mixed into 98% NaCl solution, then glycerine pitch in the
stomacher and then swabbed sterilely into Brain Heart Infusion (BHI) agar
media, then put into a shaker incubator at a speed of 200 rpm and incubated
for 24 hours, then planted on agar medium using a spread plate, then the
medium was incubated again for 24 hours at a temperature of 37°C. The
colonies that grew on the media were counted for the number of bacterial
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colonies, identified by gram staining and biochemical tests. The results
showed that there was an average growth of bacterial colonies of 24 x 104
CFU / mL, the results of gram staining showed gram positive and the presence
of lipolytic bacterial activity in biochemical tests.
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1. PENDAHULUAN

Pertumbuhan  produksi minyak sawit mentah di Indonesia saat ini mengalami kenaikan
yang sangat pesat. Pada tahun 2019 tercatat produksi minyak sawit mentah Indonesia yang dihasilkan adalah sebanyak
47 juta ton. Konsumsi domestik minyak sawit mentah hanya mengambil 32,3% saja dari total produksi kumulatif (baik
minyak sawit mentah maupun minyak inti sawit) dengan pemanfaatan terbanyak setelah industri pangan adalah untuk
produksi biodiesel (Aghietyas, et all., 2021).

Gliserol kasar, produk samping pada produksi biodiesel dan fatty acid dihasilkan dengan persentase sekitar 10%
(w/w) dan didalamnya masih terkandung pengotor sekitar 20%. Dengan metoda destilasi, gliserol kasar bisa dimurnikan
untuk menghasilkan gliserin yang memiliki kemurnian lebih dari 95% (Luque, dkk., 2012). Proses pemurnian gliserol
ini akan menghasilkan limbah yang disebut dengan glycerin pitch (GP) yang ditemukan pada bagian bawah produk pada
unit destilasi. Hingga tahun 2019, diketahui kapasitas produksi gliserin di Indonesia sebesar 0,888 juta ton, dengan
produksi saat ini sekitar 2150.000 ton/tahun. Mengantisipasi kebijakan B-30 produksi gliserin dapat ditingkatkan
sebesar 500.000 ton/tahun (Aghietyas, et al., 2021). Hal ini tentu akan menghasilkan limbah produksi yang jauh lebih
tinggi dari tahun-tahun sebelumnya.

Peraturan pemerintah di Indonesia mengkategorikan limbah GP ini sebagai limbah berbahaya yang memerlukan
penanganan khusus untuk menghilangkannya. Salah satu upaya yang dilakukan sebelum limbah GP dibuang ke
lingkungan yaitu dengan metode pengolahan menggunakan mikroba. Secara biologis mikroba dapat mendegradasi
senyawa organik (Amelia, J. R., et al ., 2023) dan (Trismawati, T. 2023).

Bakteri lipolitik merupakan salah satu mikroba yang dapat mengurangi senyawa fosfolipid pada limbah GP
menggunakan media spesifik (Khairani, et al., 2023), dimana mikroorganisme yang mengandung enzim lipase memecah
lemak dan minyak pada ikatan ester dan triasigliserol menjadi lemak dan gliserol yang larut dalam air (Chairunnisa, et
al., 2019), enzim lipase juga dapat membebaskan gliserol dan asam lemak serta menghidrolisis trigliserol (Melati, et al.,
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2020) dan (Siregar, M. S., et al 2024). Biokimia Pangan. umsu press. Produk metabolisme primer dari aktivitas lipolitik
mikroorganisme berfungsi dengan baik pada emulsi minyak dalam air (Nur, M. P. 2023).

Tujuan dari penelitian ini adalah mengisolasi bakteri lipolitik pada GP dari limbah industri oleokimia dan
mengindentifikasi bakteri lipolitik pada GP dari limbah industri oleokimia secara morfologi dan biokimia.

2. METODE PENELITIAN

2.1 Jenis Penelitian

penelitian ini dilakukan dengan metode eksperimen langsung yaitu mengambil sampel GP dari limbah industri
oleokimia kemudian diisolasi dan diindentifikasi morfologi dan aktivitas biokimia.

2.2 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan mei - juni 2024 di Laboratorium Teknologi Bioproses Politeknik
Teknologi Kimia Industri Medan.

2.3 Alat dan Bahan Penelitian

Alat yang digunakan adalah Peralatan gelas laboratorium, vortex mixer, inkubatorl shaker, inkubator, colony
counter, Mikroskop Olympus CX23, Autoclave Sterilizer Portable SS XFS-280A dan Hot plate Stirrer Thermo
Scientific Cimarec SP88857105. Bahan yang digunakan adalah glycerin pitch, larutan fisiologis, media Brain Heart
Infusion (BHI) agar, media nutrien agar (NA), bahan untuk pewarnaan gram dan uji biokimia.

2.4 Prosedur
¢ Isolasi Bakteri lipolitik dan Perhitungan Jumlah Koloni Bakteri

Sampel GP sebanyak 5 gram dimasukan kedalam botol M150 dimana didalamnya sudah terdapat larutan NaCl
0,98% sebanyak 45 ml, kemudian siapkan media Brain Heart Infusion (BHI), selanjutnya diambil 1 mL larutan
(sampel+NaCl) yang sudah dicampurkan kemudian dimasukkan kedalam media BHI agar, lalu dimasukkan ke dalam
incubator shaker dengan kecepatan 200 rpm dan diinkubasi selama 24 jam sampai bakteri tumbuh. Air sampel yang
telah dilakukan pengayaan kemudian dilakukan pengenceran dengan menggunakan metode seri pengenceran. Air
sampel diambil sebanyak 1 ml kemudian dimasukkan kedalam tabung reaksi yang berisi 9 ml larutan NaCl (0.9%)
sehingga didapat pengenceran 107! demikian seterusnya sampai pengenceran 10* (Sembiring, R.E, 2019) dan
(Suherman, D. 021) . Kemudian diambil 1 mL suspensi pada seri pengenceran terakhir ditanam kedalam medium agar
secara spread plate (sebar). Medium diinkubasi selama pada 24 jam pada suhu 37°C untuk menumbuhkan koloni
mikroorganisme, selanjutnya koloni dihitung dengan alat colony counter. Hasil perhitungan koloni dimasukkan ke
dalam rumus perhitungan dibawah ini:

1 1
CFU/mL = Jumlahkoloni Bakteri X % X 7S

Dimana:
1. Fp = Faktor Pengenceran
2. VS = Volume Sampel

o Krakterisasi dan Morfologi

Karakteristik dan morfologi bakteri yang tumbuh secara makroskopis seperti bentuk koloni, warna koloni, elevasi,
tepi koloni dan permukaan koloni akan diamati pada isolat bakteri yang ditumbuhkan pada media NA (Nutrient Agar).
Pengamatan secara mikroskopis dilakukan dengan melakukan pewarnaan gram. Uji biokimia bakteri dilakukan untuk
mengidentifikasi isolat bakteri yang di dapat, kemudian dilakukan pengujian seperti: uji SIM (Sulfid Indol Motility), uji
katalase, uji TSIA (Triple Sugar Iron Agar), dan uji Simmon sitrat (Khairani, et al., 2023)

e Pewarnaan Gram

Pewarnaan gram bertujuan untuk mengidentifikasi isolat bakteri yang diisolasi. Gelas objek disterilkan dengan
alkohol 70 % kemudian di fiksasi. Letakkan satu tetes aquadest pada gelas objek, kemudian di suspensikan satu ose
biakan koloni bakteri, ratakan dan fiksasi diatas nyala api. Tambahkan satu tetes kristal violet (amonium oksalat) selama
¥ menit. Kelebihan zat warna dibuang, ditetesi langsung dengan larutan lugol diamkan selama %2 menit, lalu ditetesi /
dicuci dengan larutan aceton iodine selama %2 menit, kemudian bilas dengan aquades sampai tidak ada zat warna yang
mengalir. Larutan karbol fuksin diteteskan selama %2 menit, kelebihan zat warna dicuci dengan aquadest steril, lalu
dikeringkan. Setelah kering lalu tetesi minyak imersi. Setelah selesai, dapat dilihat menggunakan mikroskop perbesaran
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100x, amati warna dan bentuk dari bakteri. Warna ungu menunjukkan bakteri gram positif, dan warna pink menunjukkan
bakteri gram negatif.

e Uji SIM (Sulfid Indol Motility)

Isolat bakteri diambil sebanyak 1 ose lalu diinokulasikan dengan cara tusuk pada media SIM secara tegak,
kemudian diinkubasi pada suhu 37° C selama 48 jam. Hasil positif apabila pertumbuhan bakteri menyebar disekitar
bekas tusukan jarum ose menandakan motil, sedangkan jika hanya berupa garis di sepanjang tusukan saja akan
menandakan hasil negatif (non motil).

o Uji Katalase

Isolat bakteri diambil sebanyak 1 ose lalu diletakkan pada permukaan object glass steril, kemudian ditetesi reagen
Hidrogen peroksida (H.0.) 3% 1-2 tetes pada preparat. Hasil positif akan ditandai dengan terdapatnya gelembung-
gelembung oksigen dan hasil negatif apabila tidak terbentuk glembung udara.

e Uji TSIA (Triple Sugar Iron Agar)

Biakan bakteri diambil sebanyak 1 kemudian diinokulasi dengan cara tusuk pada media TSIA dengan cara
menusuk ose sampai sepertiga dasar tabung. Kemudian diangkat dan digores secara zig-zag pada bagian miring
permukaanya setelah itu diinkubasi selama 24 - 48 jam pada suhu 37° C. Perubahan yang terjadi setelah diinkubasi
apabila warna medium kuning menandakan asam, warna medium menjadi lebih merah menandakan medium menjadi
basa, warna menjadi hitam menandakan terbentuknya H.S dan bila medium terangkat menandakan bahwa mikroba
tersebut mampu untuk memproduksi gas.

e Uji SC (Simmon Citrat)

Diambil satu ose isolat bakteri kemudian ditanam pada media Simmon sitrat dengan cara menggoreskan jarum
ose secara zig-zag. Kemudian diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37° C . Hasil positif ditandakan apabila timbul warna
biru terang medium dan warna hijau pada medium menunjukan hasil negatif.

3. HASIL DAN PEMBAHASAN

Pada proses penelitian isolasi dan bakteri lipolitik pada glycerine pitch dari limbah industri oleokimia dilakukan
perhitungan jumlah koloni bakteri dan indentifikasi bakteri meliputi pewarnaan gram dan uji biokimia meliputi uji SIM
(Sulfid Indol Motility), uji katalase, uji TSIA (Triple Sugar Iron Agar), dan uji Simmon sitrat. Dari data hasil penelitian

3.1 Isolasi Bakteri lipolitik dan Perhitungan Jumlah Koloni Bakteri

Biakan isolasi bakteri yang telah diinkubasi selama pada 24 jam pada suhu 37°C pada media BHI agar diamati
pertumbuhan dan jumlah koloni bakteri menggunakan colony counter. Dari hasil pengamatan pertumbuhan dan jumlah
koloni mikroba dapat dilihat pada gambar dan tabel 1 dibawah ini:

v N N 1 \ 3

Gambar 1. Koloni bakteri sampel GP setelah inkubasi selama 24 jam
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Tabel 1. Jumlah Koloni Bakteri Pada Pengenceran 10*

Percobaan Jumlah Koloni Bakteri (CFU/mL)
1 24
2 23
3 25
Total 72
Rata - rata 24
CFU/mL 24x10*

Dari hasil perhitungan jumlah koloni bakteri yang didapat dari isolasi Bakteri nilai koloni yang optimum sebesar
25x10* CFU/mL, banyaknya jumlah koloni bakteri berpotensi sebagai agen pendegradasi GP. Untuk mengetahui potensi
masing-masing isolate bakteri dalam mendegradasi lipid dan lemak perlu dilakukan pengukuran indeks aktivitas bakteri
lipolitik. Yang nantinya koloni bakteri yang membentuk zona bening terbesar memiliki tingkat aktivitas lipolitik yang
tinggi (Khairani, et al, 2023).

3.2 Pewarnaan Gram

Tujuan dari pewarnaan gram adalah untuk mengindentifikasi bakteri yang telah tunggal termasuk kedalam bakteri
gram positif maupun gram negatif. Isolat bakteri yang diisolasi dari GP kemudian dilakukan pewarnaan gram. Hasil
dari uji pewarnaan gram dapat dilihat pada gambar 2 dibawah ini.

Gambar 2. Pengamatan Pewarnaan gram

Hasil pada gambar 2 pengamatan bakteri dengan menggunakan pewarnaan gram secara mikroskopik menunjukan
bakteri gram positif berbentuk batang (bacillus). Bakteri gram positif adalah bakteri yang mempertahankan zat warna
ungu/violet saat dilakukan proses pewaarnaan gram. Pengikatan zat warna ungu oleh bakteri dikarenakan dinding sel
bakteri gram positif tersusun oleh peptidoglikan yang lebih tebal di bandingkan dengan bakteri gram negatif. Salah satu
manfaat dari bakteri bacillus sp pada proses pembuatan polihidroksi alkanoat (PHA) Kresnawaty, I., et al., 2014) dan
(Kurniawan, A., et al 2021).

3.3 Uji Aktivitas Biokimia

Untuk mengetahui sifat fisiologis isolat bakteri dapat dilakukan dengan pengujian aktivitas biokimia. Isolat
bakteri memiliki aktivitas biokimia berbeda-beda dalam mendegradasi karbohidrat, lemak, dan protein menjadi molekul
yang sederhana seperti asam amino dan monosakarida. Metabolise dan penggunaan molekul organik dapat digunakan
untuk indentifikasi dan karakterisasi bakteri. Untuk hasil uji aktivitas biokimia dari isolat bakteri dapat dilihat pada tabel
3.2 dan gambar 3.3 dibawah ini.

Tabel 2. Uji Biokimia bakteri isolat hasil penapisan

Isolat Uji Aktivitas Biokimia
Bakteri SIM (Sulfid Katalase TSIA (Triple Sugar | SC (Simmon
Indol Motility) Iron Agar) Sitrat)
1 + + Merah/ H5S (-) +
2 + + Merah/ H5S (-) +
3 + + Merah/ H5S (-) +
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Gambar 3. Uji SIM, Katalase, TSIA dan Simon Citrat

Hasil dari tabel 2 menunjukan hasil uji aktivitas biokimia yang dilakukan pada media SIM (Sulfid Indol Motility)
bertujuan untuk sifat motilitas atau pergerakan bakteri disekitar bekas tusukan jarum ose. Jika baktri menyebar disekitar
bekas tusukan ose berarti bakteri bersifat motil (+) sedangkan jika hanya berupa garis di sepanjang tusukan saja akan
menandakan non motil (-). Untuk uji keseluruhan sampel menunjukan bakteri bersifat motil (+). Menurut (Rahmadian
et al., 2018) dan (Khairani et al., 2023) mengatakan bahwa pertumbuhan bakteri tidak menyebar serta tumbuh luruh
sesuai tusukan jarum ose menyatakan bahwa hasil yang negatif (non motil) sedangkan apabila pertumbuhan bakteri
menyebar disekitar tusukan ose menandakan bahwa hasil yang positif (motil).

Uji Katalase bertujuan mengetahui kemampuan bakteri menghasilkan enzim untuk mendegradasi hidrogen
peroksida (H-0,) ditandai dengan terdapatnya gelembung-gelembung oksigen dan hasil negatif apabila tidak terbentuk
glembung udara. Untuk keseluruhan sampel uji menunjukan bakteri mampu menghasilkan enzim katalase terbukti
terdapatnya gelembung-gelembung oksigen pada sampel. Menurut (Nurzhulian et al., 2021) komponen sel bakteri rusak
dengan pemberian hidrogen peroksida yang bersifat toksit.

Uji (Triple Sugar Iron Agar) bertujuan membedakan kemampuan jenis bakteri dalam membebaskan sulfida
menghasilkan gas H,S juga memecahkan dextrosa, laktosa dan sukrosa. Dari hasil penelitian didapat pada tabel 3.2,
bahwa pada uji TSIA pada slant berubah menjadi merah karena bakteri bersifat basa, tidak terbentuknya H.S dan tidak
memproduksi gas.

Uji SC (Simmon Citrat) bertujuan kemampuan bakteri dalam memanfaatkan sitrat untuk sumber karbon dan
energi. Hasil uji Uji SC (Simmon Citrat) menunjukan hasil positif ditandai timbulnya warna biru terang pada medium.
Sitrat pada medium digunakan oleh bakteri sebagai sumber karbon dan energi menyebabkan perubahan warna pada
media dari hijau menjadi biru (Kosasi et al., 2019).

4. SIMPULAN DAN SARAN

4.1 Simpulan

Kesimpulan dari penelitian yang telah dilakukan didapatkan isolat bakteri lipolitik. Dari hasil perhitungan jumlah
koloni bakteri yang didapat dari isolasi bakteri nilai koloni bakteri rata-rata 24 x 10* CFU/mL, banyaknya jumlah koloni
bakteri berpotensi sebagai agen pendegradasi GP. Berdasarkan pewarnaan gram secara mikroskopis diketahui bahwa
bakteri yang didapat adalah bakteri gram positif dan adanya aktivitas bakteri lipolitik pada uji biokimia.

4.2 Saran
Penelitian selanjutnya disarankan untuk mengaplikasikan bakteri bacillus yang didapat diaplikasikan sebagai
agen pendegradasi Glycerine Pitch (GP).
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