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Abstrak—Azotobacter spp. merupakan salah satu genus 
bakteri nonsimbiotik yang berperan penting dalam bidang 
agrikultur terkait kemampuannya memfiksasi nitrogen. 
Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui potensi beberapa 
isolat Azotobacter dari lahan Eco Urban Farming ITS dalam 
mendegradasi karbohidrat (amilum dan selulosa). Kemampuan 
isolat dalam mendegradasi karbohidrat ditentukan dengan 
pengukuran Indeks Biodegradasi (IB). Isolat yang digunakan 
yaitu A1a, A1b, A2, A3, A5, A6, A7, A8, A9, dan A10. Semua 
isolat mampu mendegradasi amilum dan selulosa kecuali A8. 
Indeks Biodegradasi (IB) tertinggi terdapat pada isolat A5 
yaitu 5,50 untuk amilum dan 3,50 untuk selulosa. 

Kata Kunci— Azotobacter spp., biodegradasi, karbohidrat.

I. PENDAHULUAN

AHAN organik adalah fraksi bahan mineral yang 
ditemukan sebagai penyusun tanah, merupakan 

timbunan di setiap sisa tumbuhan, binatang, jasad mikro baik
sebagian atau seluruhnya telah mengalami perubahan [1]. 
Bahan organik berperan dalam menentukan kesuburan dan 
kekayaan nutrisi di dalam tanah. Dekomposisi bahan organik 
dalam tanah secara fisika, kimia, maupun mikrobiologis, 
berperan dalam penyediaan hara makro dan mikro  [2].

Bakteri tanah merupakan mikroorganisme yang paling 
dominan di dalam tanah bila dibandingkan dengan 
mikroorganisme lain seperti fungi dan protozoa [3]. Salah 
satu bakteri tanah yang melimpah adalah anggota genus 
Azotobacter yang merupakan bakteri nonsimbiotik dan 
berperan penting dalam bidang agrikultur terkait 
kemampuannya dalam memfiksasi nitrogen. Azotobacter
banyak ditemukan di lahan pertanian, perkebunan, taman, 
dan perladangan. Azotobacter juga mampu memproduksi 
fitohormon yang bermanfaat untuk tanaman, dan 
menunjukkan sifat antagonis terhadap patogen [4].

Azotobacter juga memiliki potensi mendegradasi 
beberapa senyawa organik. Azotobacter chroococcum
mampu mendegradasi senyawa organik volatile, seperti, o-
xylene [5]. Beberapa Azotobacter spp. yang diisolasi dari 
lahan Eco Urban Farming ITS mampu menggunakan sumber 
karbon dari glukosa, manosa, fruktosa, maltosa, xilosa, 
kasein, dan gelatin [6]. Tetapi isolat Azotobacter spp. 
tersebut belum diteliti kemampuannya dalam mendegradasi 
senyawa organik, terutama golongan karbohidrat (amilum 
dan selulosa).

II. METODOLOGI

A. Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian dilakukan pada bulan November 2014 sampai
Januari 2015 di Laboratorium Mikrobiologi dan
Bioteknologi Jurusan Biologi, Fakultas Matematika dan
Ilmu pengetahuan Alam, Institut Teknologi Sepuluh
Nopember.

B. Isolat yang Digunakan

Isolat Azotobacter yang digunakan adalah A1a, A1b, A2,
A3, A5, A6, A7, A8, A9, dan A10, yang sudah menjadi
koleksi Laboratorium Mikrobiologi dan Bioteknologi
Jurusan Biologi ITS [7],[8].

C. Subkultur Isolat Azotobacter spp.

Subkultur Azotobacter dilakukan pada media Nutrient 
Agar miring. Kemudian diinkubasi pada suhu ruang selama 
24 jam. Koloni yang tumbuh selanjutnya digunakan untuk
uji biodegradasi karbohidrat.

D. Uji Biodegradasi Karbohidrat

Uji biodegradasi karbohidrat terdiri dari uji hidrolisis 
amilum dan uji hidrolisis selulosa. Uji hidrolisis amilum 
dilakukan pada medium Starch Agar 1%. Sebanyak satu ose 
isolat Azotobacter diinokulasikan dengan metode line streak. 
Kemudian diinkubasi pada suhu ruang selama 72 jam. Lalu
diteteskan Gram’s Iodine pada permukaan bakteri, dan 
diamati zona bening yang terbentuk yang menandakan isolat 
mampu menghidrolisis amilum [9].

Uji hidrolisis selulosa menggunakan Carboxymethyl 
Cellulose (CMC) Agar 1%. Isolat Azotobacter
diinokulasikan dengan metode line streak. Kemudian
diinkubasi pada suhu ruang selama 72 jam. Setelah 
diinkubasi, ditambahkan larutan congo red 0,1% selama 10 
menit dan dibilas dengan NaCl 1%. Hidrolisis selulosa 
ditunjukkan dengan terbentuknya zona bening di sekeliling 
koloni bakteri [10].

Potensi biodegradasi senyawa organik oleh Azotobacter 
dilakukan secara kualitatif dengan menggunakan Indeks 
Biodegradasi [11] dengan formula:
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Keterangan:
IB = Indeks Biodegradasi
 ZB = Diameter Zona Bening
K = Diameter Koloni
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III. HASIL DAN PEMBAHASAN

A. Biodegradasi Karbohidrat

Semua isolat mampu mendegradasi amilum dan selulosa 
kecuali isolat A8, dengan kemampuan biodegradasi tertinggi 
pada isolat A5 dengan Indeks Biodegradasi (IB) > 3,0
(Tabel 1).

Tabel 1.
Kemampuan Isolat Azotobacter Mendegradasi Karbohidrat (Amilum dan 

Selulosa)

Isolat
Karbohidrat

Amilum Selulosa
A1a + ++
A1b + +
A2 + ++
A3 + +
A5 ++++ ++++
A6 + +
A7 + +
A8 - -
A9 + ++

A10 + ++
Keterangan : ++++ Jika Indeks Biodegradasi  > 3,0

+++  Jika Indeks Biodegradasi   2,1 – 3,0 
++    Jika Indeks Biodegradasi 1,1 – 2,0 
+ Jika Indeks Biodegradasi 0.1 – 1,0 
- Jika tidak mampu melakukan biodegradasi

Isolat dapat menghidrolisis amilum karena memiliki enzim 
amilase [9]. Semakin besar IB yang terbentuk,  semakin  
tinggi  pula  enzim yang dihasilkan [12]. Hidrolisis amilum 
menjadi glukosa dikatalisis oleh enzim endoamilase yang 
memutus ikatan α-1,4 pada amilosa dan eksoamilase yang 
memotong ikatan α-1,4 dan ikatan α-1,6 pada amilopektin 
[13]. Amilum dengan iodium (I2) akan membentuk kompleks 
I2-amilum yang menyebabkan warna biru ungu pada media 
yang amilumnya belum terhidrolisis. Sedangkan daerah yang 
amilumnya telah terhidrolisis tidak akan terjadi ikatan antara 
I2 dengan amilum sehingga terbentuk zona bening di 
sekeliling koloni [14]. Hidrolisis amilum dapat dilihat pada 
gambar 1.

Gambar 1. Zona bening dari biodegradasi amilum.

Kemampuan hidrolisis terhadap selulosa karena bakteri 
memiliki enzim selulase yang dapat memutus ikatan 
glikosidik β-1,4 pada selulosa. Enzim selulase terdiri dari 
tiga jenis yaitu endoglukanase yang memecah ikatan 
glikosidik internal selulosa menjadi selodekstrin, enzim 
eksoglukanase memecah selodekstrin menjadi disakarida 
selobiosa, kemudian enzim selobiose memecah substrat 
selobiosa menjadi glukosa [15]. Selulosa  yang belum 
terhidrolisis  pada  medium terlihat berwarna merah karena 
adanya reaksi antara congo red  dengan ikatan  β-1,4-
glikosidik yang  terkandung  dalam  polimer  selulosa. 
Sedangkan selulosa yang terhidrolisis menghasilkan zona 
bening karena tidak terjadi ikatan antara congo red dengan 
ikatan β-1,4-glikosidik selulosa [16]. Hidrolisis selulosa 
dapat dilihat pada gambar 2.

B

Gambar 2. Zona bening dari biodegradasi selulosa.

IV. KESIMPULAN

Semua isolat mampu mendegradasi amilum dan selulosa 
kecuali isolat A8. Indeks Biodegradasi (IB) tertinggi 
terdapat pada isolat A5 yaitu 5,50 untuk amilum dan 3,50 
untuk selulosa.
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Abstrak—Azotobacter spp. merupakan salah satu  genus bakteri nonsimbiotik yang berperan penting dalam bidang agrikultur terkait kemampuannya memfiksasi nitrogen.  Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui potensi beberapa isolat Azotobacter dari lahan Eco Urban Farming ITS dalam mendegradasi karbohidrat (amilum dan selulosa). Kemampuan isolat dalam mendegradasi karbohidrat ditentukan dengan pengukuran Indeks Biodegradasi (IB). Isolat yang digunakan yaitu A1a, A1b, A2, A3, A5, A6, A7, A8, A9, dan A10. Semua isolat mampu mendegradasi amilum dan selulosa kecuali A8. Indeks Biodegradasi (IB) tertinggi terdapat pada isolat A5 yaitu 5,50 untuk amilum dan 3,50 untuk selulosa. 

Kata Kunci— Azotobacter spp., biodegradasi, karbohidrat.

I. PENDAHULUAN

B

AHAN organik adalah fraksi bahan mineral yang ditemukan sebagai penyusun tanah, merupakan timbunan di setiap sisa tumbuhan, binatang, jasad mikro baik sebagian atau seluruhnya telah mengalami perubahan [1]. Bahan organik berperan dalam menentukan kesuburan dan kekayaan nutrisi di dalam tanah. Dekomposisi bahan organik dalam tanah secara fisika, kimia, maupun mikrobiologis, berperan dalam penyediaan hara makro dan mikro  [2].


Bakteri tanah merupakan mikroorganisme yang paling dominan di dalam tanah bila dibandingkan dengan mikroorganisme lain seperti fungi dan protozoa [3]. Salah satu bakteri tanah yang melimpah adalah anggota genus Azotobacter yang merupakan bakteri nonsimbiotik dan berperan penting dalam bidang agrikultur terkait kemampuannya dalam memfiksasi nitrogen. Azotobacter banyak ditemukan di lahan pertanian, perkebunan, taman, dan perladangan. Azotobacter juga mampu memproduksi fitohormon yang bermanfaat untuk tanaman, dan menunjukkan sifat antagonis terhadap patogen [4].


Azotobacter juga memiliki potensi mendegradasi beberapa senyawa organik. Azotobacter chroococcum mampu mendegradasi senyawa organik volatile, seperti, o-xylene [5]. Beberapa Azotobacter spp. yang diisolasi dari lahan Eco Urban Farming ITS mampu menggunakan sumber karbon dari glukosa, manosa, fruktosa, maltosa, xilosa, kasein, dan gelatin [6]. Tetapi isolat Azotobacter spp. tersebut belum diteliti kemampuannya dalam mendegradasi senyawa organik, terutama golongan karbohidrat (amilum dan selulosa).

II. METODOLOGI

A. Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian dilakukan pada bulan November 2014 sampai Januari 2015 di Laboratorium Mikrobiologi dan Bioteknologi Jurusan Biologi, Fakultas Matematika dan Ilmu pengetahuan Alam, Institut Teknologi Sepuluh Nopember.

B. Isolat yang Digunakan

Isolat Azotobacter yang digunakan adalah A1a, A1b, A2, A3, A5, A6, A7, A8, A9, dan A10, yang sudah menjadi koleksi Laboratorium Mikrobiologi dan Bioteknologi Jurusan Biologi ITS [7],[8].

C. Subkultur Isolat Azotobacter spp.

Subkultur Azotobacter dilakukan pada media Nutrient Agar miring. Kemudian diinkubasi pada suhu ruang selama 24 jam. Koloni yang tumbuh selanjutnya digunakan untuk uji biodegradasi karbohidrat. 

D. Uji Biodegradasi Karbohidrat

Uji biodegradasi karbohidrat terdiri dari uji hidrolisis amilum dan uji hidrolisis selulosa. Uji hidrolisis amilum dilakukan pada medium Starch Agar 1%. Sebanyak satu ose isolat Azotobacter diinokulasikan dengan metode line streak. Kemudian diinkubasi pada suhu ruang selama 72 jam. Lalu diteteskan Gram’s Iodine pada permukaan bakteri, dan diamati zona bening yang terbentuk yang menandakan isolat mampu menghidrolisis amilum [9]. 


Uji hidrolisis selulosa menggunakan Carboxymethyl Cellulose (CMC) Agar 1%. Isolat Azotobacter diinokulasikan dengan metode line streak. Kemudian diinkubasi pada suhu ruang selama 72 jam. Setelah diinkubasi, ditambahkan larutan congo red 0,1% selama 10 menit dan dibilas dengan NaCl 1%. Hidrolisis selulosa ditunjukkan dengan terbentuknya zona bening di sekeliling koloni bakteri [10].

Potensi biodegradasi senyawa organik oleh Azotobacter dilakukan secara kualitatif dengan menggunakan Indeks Biodegradasi [11] dengan formula:
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Keterangan:


IB

= Indeks Biodegradasi
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= Diameter Zona Bening
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= Diameter Koloni

III. HASIL DAN PEMBAHASAN

A. Biodegradasi Karbohidrat

Semua isolat mampu mendegradasi amilum dan selulosa kecuali isolat A8, dengan kemampuan biodegradasi tertinggi pada isolat A5 dengan Indeks Biodegradasi (IB) > 3,0 (Tabel 1).

Tabel 1. 

Kemampuan Isolat Azotobacter Mendegradasi Karbohidrat (Amilum dan Selulosa)

		Isolat

		Karbohidrat



		

		Amilum

		Selulosa



		A1a

		+

		++



		A1b

		+

		+



		A2

		+

		++



		A3

		+

		+



		A5

		++++

		++++



		A6

		+

		+



		A7

		+

		+



		A8

		-

		-



		A9

		+

		++



		A10

		+

		++





Keterangan :

++++ Jika Indeks Biodegradasi  > 3,0

 


+++  
 Jika Indeks Biodegradasi   2,1 – 3,0 


++    
 Jika Indeks Biodegradasi 1,1 – 2,0 








+

 Jika Indeks Biodegradasi 0.1 – 1,0 


-

 Jika tidak mampu melakukan biodegradasi

Isolat dapat menghidrolisis amilum karena memiliki enzim amilase [9]. Semakin besar IB yang terbentuk,  semakin  tinggi  pula  enzim yang dihasilkan [12]. Hidrolisis amilum menjadi glukosa dikatalisis oleh enzim endoamilase yang memutus ikatan α-1,4 pada amilosa dan eksoamilase yang memotong ikatan α-1,4 dan ikatan α-1,6 pada amilopektin [13]. Amilum dengan iodium (I2) akan membentuk kompleks I2-amilum yang menyebabkan warna biru ungu pada media yang amilumnya belum terhidrolisis. Sedangkan daerah yang amilumnya telah terhidrolisis tidak akan terjadi ikatan antara I2 dengan amilum sehingga terbentuk zona bening di sekeliling koloni [14]. Hidrolisis amilum dapat dilihat pada gambar 1.
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Gambar 1. Zona bening dari biodegradasi amilum.

Kemampuan hidrolisis terhadap selulosa karena bakteri memiliki enzim selulase yang dapat memutus ikatan glikosidik β-1,4 pada selulosa. Enzim selulase terdiri dari tiga jenis yaitu endoglukanase yang memecah ikatan glikosidik internal selulosa menjadi selodekstrin, enzim eksoglukanase memecah selodekstrin menjadi disakarida selobiosa, kemudian enzim selobiose memecah substrat selobiosa menjadi glukosa [15]. Selulosa  yang belum terhidrolisis  pada  medium terlihat berwarna merah karena adanya reaksi antara congo red  dengan ikatan  β-1,4-glikosidik yang  terkandung  dalam  polimer  selulosa. Sedangkan selulosa yang terhidrolisis menghasilkan zona bening karena tidak terjadi ikatan antara congo red dengan ikatan β-1,4-glikosidik selulosa [16]. Hidrolisis selulosa dapat dilihat pada gambar 2.
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Gambar 2. Zona bening dari biodegradasi selulosa. 


IV. KESIMPULAN

Semua isolat mampu mendegradasi amilum dan selulosa kecuali isolat A8. Indeks Biodegradasi (IB) tertinggi terdapat pada isolat A5 yaitu 5,50 untuk amilum dan 3,50 untuk selulosa.
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