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ABSTRAK

WAHYUDIN RAUF. OPTIMASI PRODUKSI KITINASE DARI ISOLAT BAKTERI
TERMOFILIK Aneurinibacillus Thermoaerophillus STRAIN DSM 10154
SEBAGAI PENDEGRADASI KITIN PADA DINDING SEL JAMUR Ganoderma sp.
(Dibimbing oleh HASNAH NATSIR, NUR UMRIANI PERMATASARI).

Enzim adalah protein penting dalam aktivitas biologis yang berperan sebagai
katalisator, mempercepat reaksi kimia tanpa habis dalam prosesnya. Dalam
pertanian, enzim meningkatkan ketersediaan nutrisi dan dekomposisi bahan organik,
meningkatkan kesuburan tanah dan produktivitas tanaman. Bioteknologi terus
mengembangkan penggunaan enzim dari mikroorganisme. Misalnya, kitinase
digunakan dalam industri pengolahan limbah untuk menguraikan kitin dari limbah
udang dan kepiting. Penelitian ini bertujuan menentukan aktivitas kitinase dan
karakteristik bakteri termofilik Aneurinibacillus thermoaerophillus Strain DSM 10154,
serta memproduksi, memurnikan, dan menentukan kondisi optimal aktivitas kitinase
(pH, suhu, substrat, ion logam) untuk menguraikan kitin pada dinding sel jamur
Ganoderma sp. Tahapannya meliputi isolasi dan karakterisasi bakteri penghasil
kitinase, produksi dan pemurnian kitinase, serta aplikasi kitinase. Identifikasi bakteri
dengan analisis gen 16S rRNA menunjukkan isolat KW.R.4.1 memiliki kemiripan
98.57% dengan Aneurinibacillus thermoaerophillus Strain DSM 10154. Bakteri ini
optimal memproduksi kitinase pada 48 jam inkubasi dengan aktivitas tertinggi 0.1670
U/mL. Kitinase ini optimal pada pH 6, suhu 45°C, dan substrat 1%, stabil pada pH 6-
7 dan suhu 45-50°C. lon logam seperti Na*, K*, Zn?*, Ba?*, Mg?* dan Co?' pada
konsentrasi 10 mM dapat meningkatkan aktivitas enzim, sementara ion Ca?* pada
konsentrasi 1-50 mM bertidak sebagai inhibitor enzim. Proses pemurnian
menggunakan fraksinasi amonium sulfat dan dialisis. Fraksinasi dengan konsentrasi
amonium sulfat 40-60% meningkatkan aktivitas spesifik kitinase menjadi 0.1175
U/mg dan kemurnian 3.21 kali lipat. Dialisis meningkatkan aktivitas spesifik menjadi
0.1231 U/mg dan kemurnian 3.37 Kkali lipat, kitinase yang diperoleh dapat
mendegradasi kitin pada dinding sel jamur Ganoderma sp.

Kata kunci: kitinase; bakteri kitinolitik; bakteri termofilik; fraksinasi; dialisis
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ABSTRACT

WAHYUDIN RAUF. OPTIMIZATION PRODUCTION OF CHITINASE FROM
ISOLATES OF THERMOPHILIC BACTERIA Aneurinibacillus thermoaerophillus
DSM 10154 STRAIN AS A DEGRADER OF CHITIN ON THE CELL WALL OF THE
FUNGUS Ganoderma sp. (Supervised by HASNAH NATSIR, NUR UMRIANI
PERMATASARI).

Enzymes are important proteins in biological activities that act as catalysts, speeding
up chemical reactions without being used up in the process. In agriculture, enzymes
increase nutrient availability and decomposition of organic matter, increasing soil
fertility and plant productivity. Biotechnology continues to develop the use of enzymes
from microorganisms. For example, chitinase is used in the waste processing
industry to decompose chitin from shrimp and crab waste. This research aims to
determine the chitinase activity and characteristics of the thermophilic bacterium
Aneurinibacillus thermoaerophillus Strain DSM 10154, as well as produce, report,
and determine the optimal conditions for chitinase activity (pH, temperature,
substrate, metal ions) to decompose chitin in the cell walls of the fungus Ganoderma
sp. The stages include isolation and characterization of chitinase-producing bacteria,
chitinase production and purification, and chitinase application. Creation of bacteria
using 16S rRNA gene analysis showed that isolate K.W.R.4.1 had 98.57% similarity
to Aneurinibacillus thermoaerophillus Strain DSM 10154. This bacterium optimally
produced chitinase at 48 hours of incubation with the highest activity of 0.1670 U/mL.
Chitinase is optimal at pH 6, temperature 45°C, and 1% substrate, stable at pH 6-7
and temperature 45-50°C. Metal ions such as Na*, K*, Zn?*, Ba2*, Mg?*, and Co?* at
a concentration of 10 mM can increase enzyme activity, while Ca?* ions at 1-50 mM
concentration are not enzyme inhibitors. The purification process uses ammonium
sulfate fractionation and dialysis. Fractionation with ammonium sulfate concentration
of 40-60% increased the specific activity of chitinase to 0.1175 U/mg and the purity
3.21 times. Dialysis increased the specific activity to 0.1231 U/mg and the purity to
3.37-fold, the chitinase obtained could degrade chitin in the cell walls of the fungus
Ganoderma sp.

Keywords: chitinase; chitinolytic bacteria; thermophilic bacteria; fractionation; dialysis
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BAB |
PENDAHULUAN UMUM

1.1 Latar Belakang

Pertanian adalah sektor vital dalam menyediakan pangan bagi populasi dunia
yang terus bertambah. Namun, tantangan dalam menjaga produktivitas pertanian
yang berkelanjutan semakin kompleks, terutama karena serangan hama dan
penyakit yang dapat mengurangi hasil panen secara signifikan. Salah satu solusi
yang telah digunakan selama beberapa dekade untuk mengendalikan hama dan
penyakit di pertanian adalah penggunaan fungisida (Harsanto, 2020). Fungisida
adalah senyawa kimia yang dirancang untuk menghentikan atau mematikan
pertumbuhan jamur patogen yang merusak tanaman. Meskipun fungisida dapat
memberikan perlindungan yang efektif terhadap infeksi jamur, penggunaan
berlebihan dan tidak bijak dari senyawa-senyawanya telah menimbulkan beberapa
masalah (Djojosumarto, 2020).

Penggunaan fungisida yang tidak terkendali dapat menyebabkan beberapa
dampak negatif yang signifikan. Pertama, penggunaan yang berlebihan dapat
menyebabkan perkembangan resistensi pada patogen target, yang membuat jamur
menjadi lebih sulit dikendalikan di masa depan. Kedua, residu kimia dari fungisida
dapat mencemari lingkungan, termasuk tanah dan air, yang pada akhirnya dapat
mempengaruhi kesehatan manusia dan ekosistem. Pencemaran ini dapat
mengganggu keseimbangan ekologi dengan membunuh organisme non-target yang
berguna seperti serangga penyerbuk dan mikroorganisme tanah yang berperan
penting dalam kesuburan tanah.

Selain itu, ada juga kekhawatiran mengenai dampak kesehatan jangka panjang
dari paparan fungisida bagi pekerja pertanian dan konsumen. Pekerja pertanian yang
terpapar fungisida secara langsung selama proses penyemprotan dapat mengalami
masalah kesehatan seperti iritasi kulit, gangguan pernapasan, dan bahkan risiko
kanker jika paparan terjadi dalam jangka waktu lama. Konsumen yang mengonsumsi
produk pertanian yang terkontaminasi residu fungisida juga dapat menghadapi risiko
kesehatan, meskipun biasanya dalam kadar yang lebih rendah dibandingkan dengan
pekerja pertanian.

Alternatif yang lebih berkelanjutan dalam pengelolaan penyakit tanaman mulai
banyak dikembangkan untuk mengurangi ketergantungan pada fungisida kimia.
Salah satunya adalah penggunaan metode pengendalian hayati, yang melibatkan
penggunaan organisme hidup seperti bakteri atau jamur antagonis untuk melawan
patogen tanaman. Metode ini tidak hanya ramah lingkungan, tetapi juga dapat
mengurangi risiko pengembangan resistensi pada patogen. Selain itu, praktik
pertanian terpadu seperti rotasi tanaman, penggunaan varietas tahan penyakit, dan
peningkatan kesehatan tanah melalui pengomposan dan penambahan bahan
organik juga menjadi bagian dari strategi yang efektif dalam pengelolaan penyakit
tanaman secara berkelanjutan.
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Fungisida sudah banyak digunakan sebagai agen perlindungan tanaman agar
terhindar dari jamur patogen, hingga perlu dilakukan pendekatan lebih lanjut dalam
mengatasi tantangan dalam pertanian modern. Dengan menerapkan praktik-praktik
pertanian berkelanjutan, kita dapat meningkatkan produktivitas pertanian tanpa
merusak lingkungan dan kesehatan manusia (Harsanto, 2020; Djojosumarto, 2020).

Penggunaan berlebihan fungisida dapat menyebabkan dampak negatif terhadap
lingkungan dan kesehatan manusia (Wicaksono, 2022). Dampak utama dalam
penggunaan fungisida kimia berlebihan yaitu terjadinya pencemaran air dan tanah,
resistensi hama terhadap fungisida, serta kerusakan pada organisme non-target
seperti serangga yang bermanfaat dan mikroorganisme tanah. Pencemaran air
akibat run-off fungisida dari lahan pertanian dapat mengakibatkan kualitas air yang
buruk, membahayakan flora dan fauna akuatik, serta menurunkan keanekaragaman
hayati. Selain itu, akumulasi residu fungisida di dalam tanah dapat mengganggu
keseimbangan mikroba tanah yang esensial untuk kesuburan tanah dan kesehatan
tanaman, sehingga berdampak negatif pada produktivitas pertanian dalam jangka
panjang. Resistensi hama terhadap fungisida juga menjadi masalah serius karena
penggunaan berulang dan dalam dosis tinggi mendorong seleksi alami,
menghasilkan populasi hama yang lebih sulit dikendalikan dan membutuhkan dosis
yang semakin besar atau penggunaan bahan kimia yang lebih kuat, yang pada
gilirannya memperparah masalah lingkungan.

Oleh karena itu, pengembangan alternatif yang lebih ramah lingkungan dan
berkelanjutan untuk mengendalikan hama dan penyakit di pertanian menjadi
semakin penting (Askari, 2021). Pendekatan seperti pengelolaan hama terpadu
(PHT) yang mengkombinasikan berbagai metode pengendalian hama, baik kimiawi
maupun enzimatik, untuk meminimalkan dampak negatif terhadap lingkungan dan
kesehatan manusia menjadi semakin relevan. Salah satu alternatif yang menarik
adalah penggunaan biopestisida, yang merupakan senyawa-senyawa yang berasal
dari organisme hidup atau hasil dari proses bioteknologi yang dapat digunakan untuk
mengendalikan hama dan penyakit tanaman (Dalimunte dan Rachmawan, 2017).
Biopestisida menawarkan berbagai keuntungan, termasuk spesifisitas yang tinggi
terhadap target hama, sehingga mengurangi risiko terhadap organisme non-target,
serta biodegradabilitas yang baik, yang berarti mereka tidak meninggalkan residu
berbahaya di lingkungan. Selain itu, penggunaan biopestisida dapat membantu
mengurangi perkembangan resistensi hama, karena mekanisme kerja mereka yang
sering kali lebih kompleks dan beragam dibandingkan fungisida sintetis, sehingga
sulit bagi hama untuk mengembangkan resistensi.

Pengembangan dan penerapan biopestisida juga mendorong inovasi dalam
pertanian berkelanjutan, termasuk penelitian tentang mikroorganisme yang
bermanfaat seperti bakteri dan jamur yang dapat berfungsi sebagai agen pengendali
hama biologis. Ini membuka peluang baru bagi pendekatan yang lebih holistik dalam
manajemen pertanian, di mana kesehatan ekosistem secara keseluruhan
diprioritaskan. Selain itu, biopestisida dapat diintegrasikan dengan teknik pertanian
organik dan praktik agrikultural yang regeneratif, yang bertujuan untuk memulihkan
kesehatan tanah, meningkatkan biodiversitas, dan mengurangi ketergantungan pada
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input kimia. Dengan demikian, adopsi biopestisida tidak hanya membantu dalam
mengendalikan hama dan penyakit tanaman secara efektif tetapi juga berkontribusi
terhadap keberlanjutan ekosistem pertanian secara keseluruhan.

Salah satu penerapan ilmu bioteknologi yang terus berkembang adalah
pemanfaatan enzim yang berasal dari mikroorganisme (Purkan et al., 2016). Secara
umum, enzim sering digunakan dalam proses produksi, seperti di bidang industri
pangan, farmasi, pertanian, dan bidang kimia lainnya (Haedar et al., 2017). Dalam
bidang industri, enzim digunakan untuk mempercepat proses fermentasi,
pemecahan molekul kompleks menjadi sederhana, dan meningkatkan efesiensi
dalam pengelolahan limbah. Misalnya, enzim kitinase digunakan dalam industri
pengolahan limbah untuk menguraikan kitin dalam limbah udang dan kepiting,
menjadikannya lebih mudah diolah.

Penggunaan enzim dalam proses produksi dapat meningkatkan efisiensi yang
kemudian meningkatkan jumlah produksi (Marina, 2008). Efisiensi ini tercapai karena
enzim dapat bekerja sangan spesifik dibandingkan dengan proses kimiawi
konvensional, yang seringkali membutuhkan suhu dan tekanan tinggi serta bahan
kimia berbahaya. Hal ini tidak hanya mengurangi biaya energi dan bahan baku, tetapi
juga meminimalkan dampak lingkungan dari proses produksi.

Enzim merupakan kelompok protein yang memiliki peran penting dalam aktivitas
biologis (Rachmawaty dan Madihah, 2013). Mereka bertindak sebagai katalisator
biologis yang mempercepat reaksi kimia tanpa ikut habis dalam proses tersebut. Sifat
ini membuat enzim sangat berharga dalam berbagai aplikasi industri. Dalam
pertanian, enzim digunakan untuk meningkatkan ketersediaan nutrisi dalam tanah
dan mempercepat dekomposisi bahan organik, yang pada akhirnya meningkatkan
kesuburan tanah dan produktivitas tanaman. Penggunaan enzim seperti fitase
membantu dalam pemecahan asam fitat dalam pakan ternak, meningkatkan
ketersediaan fosfor bagi hewan dan mengurangi pencemaran lingkungan akibat
ekskresi fosfor berlebih.

Selain itu, kemajuan dalam teknologi rekayasa genetika telah memungkinkan
modifikasi dan optimalisasi enzim untuk aplikasi spesifik. Melalui teknik ini, enzim
dapat disesuaikan untuk bekerja lebih efisien dalam kondisi ekstrem, seperti pH yang
sangat tinggi atau rendah, dan suhu yang sangat tinggi atau rendah, yang biasanya
tidak sesuai untuk enzim alami. Modifikasi ini juga dapat meningkatkan stabilitas
enzim, memperpanjang umur simpannya, dan meningkatkan aktivitasnya terhadap
substrat tertentu. Inovasi ini membuka peluang baru bagi industri untuk
meningkatkan proses produksinya secara berkelanjutan dan ekonomis.

Di bidang kimia, enzim juga berperan penting dalam biokatalisis, dimana reaksi
kimia dikendalikan oleh enzim untuk menghasilkan produk yang lebih ramah
lingkungan dan berkelanjutan. Penggunaan enzim dalam biokatalisis mengurangi
kebutuhan akan pelarut organik berbahaya dan kondisi reaksi yang keras,
mengurangi jejak karbon industri kimia. Enzim seperti oksidase dan dehidrogenase
digunakan dalam produksi bahan kimia halus dan intermediat yang digunakan dalam
berbagai produk konsumen, dari bahan pembersih hingga kosmetik.



4

Aplikasi enzimatik saat ini pada bidang industri pangan dan pertanian menjadi
sasaran utama karena memberi banyak keuntungan sebagai bahan tambahan yang
alami dan mengurangi kerusakan pada lingkungan (Sarah dan Putro, 2009). Enzim-
enzim yang digunakan dalam industri pangan, misalnya, dapat meningkatkan
efisiensi proses produksi, memperbaiki tekstur, rasa, dan umur simpan produk tanpa
perlu menggunakan bahan kimia sintetis yang berpotensi berbahaya bagi kesehatan
manusia dan lingkungan. Di sektor pertanian, enzim digunakan dalam berbagai
aplikasi seperti pengolahan tanah, pengolahan limbah, dan produksi pupuk organik.
Pemanfaatan enzim dalam bidang tersebut digunakan karena memiliki kemampuan
sebagai pendegradasi yang dikenal sebagai biodegradasi (Rachmawaty dan
Madihah, 2013). Biodegradasi adalah proses alami di mana mikroorganisme, melalui
enzim yang mereka hasilkan, memecah bahan organik kompleks menjadi senyawa
yang lebih sederhana dan tidak berbahaya.

Enzim berfungsi sebagai katalisator yang dapat mengatur reaksi tertentu
sehingga dalam keadaan normal tidak terjadi penyimpangan pada hasil reaksi.
Katalisis enzimatik memungkinkan reaksi kimia berlangsung lebih cepat dan efisien
pada suhu dan tekanan yang lebih rendah dibandingkan dengan katalisis non-
enzimatik, yang sering kali memerlukan kondisi ekstrem. Hal ini tidak hanya
mengurangi konsumsi energi tetapi juga meminimalkan pembentukan produk
sampingan yang tidak diinginkan, sehingga lebih ramah lingkungan. Dalam
biodegradasi, enzim dari mikroorganisme berperan untuk memecah molekul-molekul
besar polimer yang ada di alam dan menjadi produk yang dapat dimanfaatkan
(Purkan et al., 2016). Proses ini sangat penting dalam pengelolaan limbah organik
dan biokonversi material, di mana enzim seperti lipase, protease, dan selulase
digunakan untuk menguraikan lemak, protein, dan selulosa menjadi komponen-
komponen yang lebih sederhana yang dapat digunakan kembali sebagai bahan baku
atau dikomposkan menjadi pupuk.

Di bidang pertanian, enzim memainkan peran penting dalam proses seperti
kompos dan bioremediasi. Dalam pembuatan kompos, enzim membantu
mempercepat dekomposisi bahan organik sehingga menghasilkan kompos yang
kaya nutrisi dalam waktu yang lebih singkat. Dalam bioremediasi, enzim digunakan
untuk membersihkan tanah dan air yang terkontaminasi oleh polutan organik dengan
menguraikan polutan tersebut menjadi senyawa yang kurang berbahaya atau tidak
berbahaya.

Salah satu polimer yang keberadaannya melimpah dialam adalah kitin, dimana
secara umum enzim yang memiliki kemampuan untuk mendegradasi kitin adalah
enzim yang tergolong sebagai kitinolitik seperti enzim kitinase (Natsir et al., 2012).
Kitin merupakan biopolimer dari 3-1,4-N-asetil-D-glukosamin (Chen et al., 2010).
Penelitian tentang kitin dan turunannya telah banyak dikembangkan, seperti oligomer
kitin, N-asetil-D-glukosamin dan kitosan, karena produk-produk tersebut telah
banyak dimanfaatkan untuk keperluan biomedis, farmasi dan pertanian (Purwani et
al., 2002). Oligomer kitin berfungsi untuk meningkatkan sistem imunitas tubuh,
bersifat antibkateri dan antijamur, juga dapat meningkatkan daya tahan tanaman
(Hardi et al., 2017). Sementara monomer kitin dalam bentuk N-asetil-D-glukosamin
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dimanfaatkan sebagai suplemen, obat pengontrol kadar gula darah dan memiliki efek
antiinflamasi (Herdyastuti et al., 2009). Hidrolisis kitin dapat diproduksi secara
kimiawi maupun enzimatik (Chen et al., 2010).

Degradasi kitin secara enzimatis memiliki keunggulan dibandingkan secara
kimiawi karena metode yang digunkanan sederhana, cepat dan proses pemotongan
ikatan glikosidik yang lebih spesifik untuk menghasilkan senyawa-senyawa turunan
kitin (Hardi et al., 2017). Enzim yang umum digunakan dan spesifik pada hidrolisis
kitin adalah enzim kitinase yang berasal dari mikroorganisme termofilik.

Beberapa hasil penelitian yang terkait dengan enzim kitinase yang diproduksi dari
bakteri termofilik juga dilaporkan oleh Natsir (2010) bahwa Bacillus
licheniformis HSA3-1a dari mata air panas sulili di Pinrang, Sulawesi Selatan dapat
mengekspresikan kitinase pada kondisi optimum dengan konsentrasi koloidal kitin
sebesar 0,5 %: pH 7,0 ; suhu 55 °C dan waktu fermentasi 72 jam. Hasil penelitian
yang dilaporkan oleh Hardi et al. (2016) dengan isolat bakteri termofilik B1211 asal
air panas Bora dengan kondisi optimum dalam produksi kitinase terdapat pada pH 7
dengan aktivitas 0,62 U/mL dengan suhu 50 °C dengan aktivitas tertinggi 0,71 U/mL
dan konsentrasi substrat 0,2 % dengan aktivitas 0,71 U/mL. Haedar et al., (2017)
berhasil memproduksi dan mengkarakterisasi enzim kitinase dari bakteri kitinolitik
asal kerang Anadara garanosa, waktu optimum produksi kitinase berada pada 120
jam dengan aktivitas 2,683 U/mL, pH optimumnya terdapat di angka 6,0 sedangkan
untuk suhu optimumnya berada di suhu 35 °C.

Penggunaan kitinase telah dilaporkan oleh beberapa peneliti antara lain: Katatny
et al. (2000) menggunakan kitinase dan 1,3-glukanase dari Trichoderma harzianum
sebagai agensia fungisida dalam pengendalian jamur Sclerotium rolfsii; sedangkan
Harjono dan Widyastuti (2001) menggunakan endo-kitinase murni dari Trichoderma
reesei sebagai fungisida dalam menghambat perkecambahan spora jamur patogen
Ganoderma philippii; Natsir et al (2012) melakukan produksi enzim kitinase dari B.
licheniformis HSA3-1a dan menghidrolisis dinding sel jamur Ganoderma sp. Salah
satu jenis jamur yang perlu mendapatkan perhatian khusus dalam konteks ini adalah
Ganoderma sp. Beberapa spesies dalam genus Ganoderma dapat menjadi hama
dalam berbagai cara. Beberapa di antaranya adalah patogen tumbuhan yang
menyebabkan penyakit pada tanaman, sementara yang lain dapat merusak kayu di
hutan atau bahkan merusak bahan makanan seperti buah-buahan dan sayuran yang
disimpan. Berdasarkan informasi pada latar belakang, maka dilakukan optimasi
produksi, karakterisasi dan aplikasi kitinase dari bakteri termofilik Aneurinibacillus
thermoaerophillus Strain DSM 10154 sebagai pendegradasi kitin pada dinding sel
jamur Ganoderma sp.

1.2 Rumusan Masalah

Berdasarkan latar belakang yang telah diuraikan, maka rumusan masalah dalam

penelitian ini adalah

1. bagaimana aktivitas kitinase dan karakteristik bakteri termofilik dari
Aneurinibacillus thermoaerophillus Strain DSM 101547
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bagaimana proses produksi kitinase dari isolat bakteri termofilik Aneurinibacillus
thermoaerophillus Strain DSM 101547

Bagaimana karakterisasi dan purifikasi kitinase dari isolat bakteri termofilik
Aneurinibacillus thermoaerophillus Strain DSM 101547

bagaiamana aktivitas kitinase dari bakteri termofilik Aneurinibacillus
thermoaerophillus Strain DSM 10154 dalam mendegradasi kitin pada dinding sel
jemur Ganoderma sp.?

1.3 Tujuan

Tujuan dari penelitian ini adalah untuk

1.

menentukan aktivitas kitinase dan karakteristik bakteri termofilik dari
Aneurinibacillus thermoaerophillus Strain DSM 10154

produksi kitinase dari isolat bakteri termofilik Aneurinibacillus thermoaerophillus
Strain DSM 10154

menentukan karakteristik dan purifikasi kitinase dari isolat bakteri termofilik
Aneurinibacillus thermoaerophillus Strain DSM 10154

menentukan aktivitas kitinase dari bakteri termofilik Aneurinibacillus
thermoaerophillus Strain DSM 10154 dalam mendegradasi kitin pada dinding
sel jamur Ganoderma sp.

1.4 Manfaat Penelitian

Hasil penilitian ini diharapkan dapat memberikan informasi dalam pengembangan
ilmu pengetahuan, terutama memberikan informasi ilmiah mengenai bakteri termofilik
yang dapat diisolasi dari sumber air panas Lejja, Kabupaten Soppeng, Sulawesi
Selatan sebagai penghasil kitinase dan karakteristiknya. Pada penelitian ini juga
telah dibuktikan bahwa kitinase yang diperoleh memiliki kemampuan dalam
menghidrolisis kitin pada dinding sel jamur Ganoderma sp. Sehingga dapat dijadikan
sebagai acuan/landasan dalam pengembangan biopestida sebagai pengganti
pestisida kimia yang ramah lingkungan.



BAB I
ISOLASI DAN KARAKTERISASI BAKTERI PENGHASIL KITINASE
SECARA MAKROSKOPIS, MIKROSKOPIS SERTA UJI BIOKIMIA

2.1 Abstrak

Penelitian ini bertujuan untuk mengisolasi dan mengidentifikasi bakteri termofilik dari
sumber air panas Lejja, Kabupaten Soppeng, Sulawesi Selatan. Metode isolasi
dilakukan dengan menumbuhkan sampel pada media Nutrien Agar (NA) dan
menginkubasinya pada suhu berbeda (55°C, 50°C, 45°C, dan 40°C). Hasil inkubasi
menunjukkan pertumbuhan optimal pada suhu 45°C, khususnya isolat K.W.R.2 dan
K.W.R.4. Isolat ini kemudian dimurnikan dan diinkubasi ulang untuk memperoleh
isolat tunggal. Selanjutnya, isolat dipindahkan ke media selektif koloidal kitin dan
diinkubasi kembali. Isolat K.W.R.4.1 menunjukkan aktivitas kitinase tertinggi dengan
indeks Kitinolitik 1,67, yang menunjukkan potensi enzimatik dalam mendegradasi
kitin. Analisis mikroskopis dan uji biokimia mengidentifikasi isolat K.W.R.4.1 sebagai
bakteri gram positif dari genus Bacillus, yang memiliki kemampuan menghasilkan
enzim kitinase. Identifikasi ini dilakukan berdasarkan pewarnaan Gram dan
serangkaian uji biokimia, termasuk uji MR-VP, sitrat, NaCl 6,5%, dan fermentasi
arabinosa. Penelitian ini mengungkap potensi Bacillus sp. dalam aplikasi
bioteknologi, terutama dalam produksi enzim industri dan pengolahan limbah kitin.

2.2 Pendahuluan

Bakteri termofilik merupakan mikroorganisme yang dapat hidup pada suhu 45-88 °C
(Oguraetal., 2024; Zhang et al., 2024). Mikroba termofilik yang tumbuh pada kisaran
suhu 45-88°C memiliki kemampuan untuk mengekspresikan enzim termostabil
(Arfah et al., 2014). Salah satu faktor yang menyebabkan mikroorganisme termofilik
mampu bertahan hidup dan berkembang biak pada suhu ekstrim tinggi karena
kandungan proteinnya yang sangat stabil terhadap panas sehingga dapat berfungsi
secara optimal pada suhu tersebut (Natsir, 2010). Bakteri termofilik didefinisikan
sebagai organisme yang hidup pada suhu di atas 45°C. Pentingnya melakukan
dalam mengisolasi dan mengkarakterisasi mikroorganisme ini telah memunculkan
pengetahuan baru selama beberapa dewasa ini. Minat para ilmuwan terhadap
organisme termofilik semakin tinggi terutama dipicu dengan adanya penemuan
bakteri-bakteri yang dapat hidup pada suhu titik didih air atau bahkan lebih tinggi
(Lestari, 2000).

Bakteri termofilik isolat lokal dari berbagai mata air panas di Indonesia telah
berhasil diisolasi, dikarakterisasi dan di uji potensi enzimatis yang dimilikinya.
Mikroorganisme yang berhasil diisolasi di Indonesia antara lain bakteri termofil
sumber mata air panas di Pacet (yang menemukan 8 genus bakteri antara lain
Thermus sp., Acetogenium sp., Bacillus sp., Thermotrix sp., Thermodesulfo
bacterium sp., Thermomicobrium sp., Pseudomonas sp., Sulfobacillus sp., dan
beberapa hasil penelitian tentang isolasi mikroorganisme termofilik penghasil enzim
terlihat pada Tabel 2.1.



Tabel 2.1 Hasil isolasi bakteri termofilik dari beberapa sumber

Peneliti Kondisi suhu, pH, Mikroba, Lokasi
substrat [s] optimum
Irianto, 2006  Tidak dilakukan Bacillus licheniformis, Bacillus
produksi enzim stearoformis dan Bacillus coagulans

dari Sumber Air Panas Lejja, Kab.
Soppeng, Sulawesi Selatan
Natsir etal., 60 °C, pH 7, [S] 0.3% Bacillus licheniformis HSA3-1a dari
2010 Sumber Air Panas Sulili, Sulawesi
Selatan, penghasil kitinase
Natsir etal., 55°9C, pH 7, [S] 0.5% B. licheniformis HSA3-1a penghasil

2012 enzim kitinase
Arfah et al., 60 °C, pH 6, [S] 1% Isolat RSAII-1B dan RSAII-4B Bacillus
2014 sp dari Sumber air panas Lejja, Kab.
Soppeng, Sulawesi Selatan, penghasil
amilase
Asnawietal.,, 459C,pH7 Isolat LS3B dan LS4B dari sumber air
2014 panas Lemo Susu Kab. Pinrang,

penghasil lipase

Mahmudah et  Tidak dilakukan Pseuodomonas sp dari Sumber air
al., 2016 karakterisasi enzim panas Lejja, Kab. Soppeng, Sulawesi
Selatan
Hardi et al., 60 °C, pH 7, [S] 1% Bakteri termfilik B1211 dari Sumber air
2016 panas Bora, Kab. Sigi, Sulawesi

Tengah, penghasil kitinase

Wilayah di Indonesia khususnya di bagian timur, terdapat sumber mata air panas
yang berada di kawasan hutan dan berbukit tepatnya Desa Bulu, Kecamatan
Marioriawa, Kabupaten Soppeng. Beberapa peneliti sebelumnya (Arfah et al., 2016)
mengemukakan bahwa sumber air panas Lejja, Kabupaten Soppeng memiliki suhu
berkisar antara 45 °C sampai dengan 65 °C dengan pH 7,0 sedangkan menurut
(Mahmudah et al., 2016), suhu pada sumber air panas tersebut mencapai 60 °C
dengan mengandung sulfur 1,5%, dengan kondisi lingkungan seperti ini diduga
memungkinkan adanya aktivitas mikroorganisme yang berpotensi menghasilkan
enzim termostabil.

Penelitian mengenai bakteri termofilik yang bersumber dari air panas Lejja,
Kabupaten Soppeng, telah dilakukan oleh Irianto (2006), yang berhasil
mengidentifikasi 3 genus bakteri penghasil enzim protease yaitu Bacillus
licheniformis, Baciullus stearoformis, dan Bacillus coagulans, sedangkan penelitian
yang dilakukan oleh Arfah et al., (2016) juga berhasil mengisolasi bakteri yang
berasal dari sumber air panas Lejja yang mampu mengekspresikan enzim
termostabil yaitu enzim amilase. Bakteri termofilik golongan kitinolitik merupakan
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jenis mikroba yang menarik untuk diisolasi dan dimanfaatkan sebagai penghasil
kitinase karena mampu menghidrolisis kitin jamur penyebab penyakit tanaman
(Suryadi et al., 2013).

Berdasarkan uraian diatas maka pada penelitian ini akan dikaji terkait dengan
isolasi dan karakterisasi bakteri termofilik secara makroskopis, mikroskopis dan uji
biokimia.

2.3 Metode

2.3.1 Bahan dan alat penelitian

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini meliputi kitin, HCI pekat, aquades, NaOH,
ekstrak yeast, NaCl, bakto agar, pepton, KH2PO4, MgS04.7H20, CaClz, koloidal kitin,
(NH4)2S04, Methyl Red, ethanol, a-naphtol, KOH, Simmons Citrate Agar, MRS broth,
glukosa, dan manitol. Semua bahan ini digunakan dalam berbagai tahap proses
pembuatan substrat koloidal kitin, pembuatan media nutrien agar untuk peremajaan
bakteri, pembuatan media selektif, medium inokulum, dan medium produksi, serta
dalam berbagai uji biokimia untuk karakterisasi bakteri.

Alat yang digunakan dalam penelitian ini mencakup stirer untuk homogenisasi,
lemari pendingin untuk inkubasi, glass wool untuk penyaringan, sentrifuga untuk
pemisahan cairan dan bahan padat, autoclave untuk sterilisasi, cawan petri steril
untuk penampungan media, erlenmeyer steril untuk penyiapan inokulum, shaker
untuk inkubasi biakan, tabung reaksi untuk uji biokimia, inkubator untuk pertumbuhan
bakteri, dan alat ukur pH untuk memastikan pH larutan. Semua alat ini bekerja secara
sinergis untuk mendukung berbagai tahap dalam penelitian, mulai dari pembuatan
substrat dan media hingga karakterisasi bakteri penghasil kitinase.

2.3.2 Pembuatan substrat koloidal kitin (Natsir, 2000)

Koloid kitin dibuat dengan komposis 5 gram kitin ditambah 80 mL HCI pekat dan
dihomogenkan dengan menggunakan stirer kemudian diinkubasi di dalam lemari
pendingin selama 24 jam, kemudian disaring menggunakan glass wool, filtrat
ditambah aquades 200 ml yang sudah didinginkan dengan suhu 4°C selama 24 jam,
selanjutnya disaring dengan glass wool. Filtrat dinetralkan dengan NaOH 12 N
sampai pH 7. Larutan disentrifugasi dengan kecepatan 7.500 rpm selama 15 menit.

2.3.3 Pembuatan media

Pembuatan Media Nutrien Agar/Peremajaan (Natsir, 2000 dan Rahayu, 2014)

Media Nutrien Agar dibuat dengan komposisi ekstrak yeast 0,5%, NaCl 1%, bakto
agar 1,5%, pepton 1% dilarutkan dalam akuades dan dipanaskan, lalu disterilkan
dengan autoclave selama 15 menit pada suhu 121°C dan tekanan 15-20 psi,
didinginkan kemudian dituang pada cawan petri steril.
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Pembuatan Media Selektif (Natsir, 2000 dan Natsir et al., 2010)

Media selektif dibuat dengan komposisi ekstrak yeast 0,1%, NaCl 0,1%, bakto agar
2%, pepton 0,1%, KH2PO4 0,01%, MgS04.7H20 0,01%, CaClz 0,01%, koloidal kitin
1% dilarutkan dalam akuades dan dipanaskan. Selanjutnya disterilkan dengan
autoclave selama 15 menit pada suhu 121°C dan tekanan 15-20 psi, didinginkan
kemudian dituang pada cawan petri steril.

Pembuatan dan Penyiapan Inokulum (Natsir, 2000)

Medium inokulum dibuat dengan komposisi ekstrak yeast 0,5%, pepton 0,1%, CaCl2
0,01%, KH2PO4 0,01%, NaCl 0,1%, MgS0Oa4.7H20 0,01% dan koloidal kitin 1%,
dilarutkan dalam akuades, dipanaskan sampai larut lalu disterilkan dalam autoclave
selama 15 menit pada suhu 121°C dengan tekanan 15-20 psi. Didinginkan kemudian
dituang ke dalam erlenmeyer steril. Kemudian bakteri yang telah ditumbuhkan
diinokulasikan 2 hingga 3 ose ke dalam medium inokulum yang telah disiapkan.
Kemudian biakan tersebut dimasukkan ke dalam shaker pada kondisi 45°C, dengan
kecepatan 180 rpm selama 24 jam untuk masuk dalam medium produksi.

Pembuatan Medium Produksi (Natsir et al., 2002)

Medium produksi dibuat dengan komposisi (NH4)2SO4 0,7%, ekstrak yeast 0,05%,
bakto pepton 0,1%, NaCl 0,1%, K2HPO4 0,01%, MgS04.7H20 0,01%, CaClz 0,01%,
koloidal kitin 0,5% dilarutkan dengan akuades lalu dikocok dan disterilkan dengan
autoclave selama 15 menit pada suhu 121°C dan tekanan 15-20 psi.

2.3.4 Peremajaan bakteri (Natsir et al., 2002)

Isolat bakteri penghasil kitinase kode isolat K.W.R yang berasal dari sumber air
panas Lejja, Kabupaten Soppeng, Sulawesi Selatan, sebanyak 2-3 ose ditumbuhkan
pada media agar dan diinkubasi pada suhu 45°C selama 48 jam.

2.3.5 Karakterisasi bakteri penghasil kitinase secara makroskopis dengan
pewarnaan gram & uji biokimia (Nurikhsanti et al., 2024; Idris et al., 2023)

Karakterisasi bakteri penghasil kitinase secara makroskopis dilakukan dengan
mengamati bentuk koloni isolat dilihat dari atas, permukaan koloni dilihat dari
samping, tepi koloni dilihat dari atas, dan zona bening yang terbentuk.

MR-VP (Methyl Red Voges-Proskauer)

Uji MR untuk mengetahui kemampuan bakteri menghasilkan asam dari fermentasi
glukosa. Sedangkan uji VP untuk mengetahui kemampuan bakteri menghasilkan
produk akhir yang netral vyaitu achetylmethylcarbinol dan fermentasi
glukosa.Pembuatan reagen MR yaitu Methyl Red 0.1 gram dilarutkan pada ethanol
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95% 300 mL lalu ditambahkan akuades sampai 500 mL. Reagen VP1 yaitu a-naphtol
5 gram dalam ethanol 100 mL. Reagen VP2, yaitu KOH 40 gram ditambahkan
akuades sampai 100 mL. Hasil pengamatan pada uji MR jika berubah warna menjadi
merah maka hasilnya (+) dan jika tidak berubah warna maka (-). Pada uji VP yang
diberi reagen VP1 hingga cairannya berwarna putih susu kemudian ditambahkan
reagen VP2 sampai warna kembali semula. Hasil (+) jika apabila dikocok berwarna
merah dan hasil (-) jika tidak berubah warna.

Uji Simmons Agar (SCA)

Uji sitrat bertujuan untuk mengetahui kemampuan bakteri tumbuh menggunakan
sumber karbon dari sitrat. Pembuatan media sitrat dilakukan dengan melarutkan 2,3
gram sitrat kedalam 100 mL akuades lalu aduk hingga homogen. Autoclave pada
suhu 121 °C dan tekanan 1 atm selama 15 menit lalu tuangkan pada tabung reaksi
saat suhu 50 °C, kemudian tunggu hingga mengeras. Hasil menunjukkan (+) bila
bakteri ditanamkan pada media agar dan media berubah menjadi warna biru dan
hasil (-) jika tidak berubah warna.

Uji Pertumbuhan Pada Konsentrasi Garam 6,5 %

Uji pada pertumbuhan pada konsentrasi garam dilakukan dengan cara satu ose
kultur bakteri dimasukkan kedalam MRS broth yang tersuplementasi NaCl masing-
masing berkonsentrasi 4 % dan 6,5 %, lalu diinkubasi pada suhu 37 °C selama 24
jam. Kekeruhan menunjukan adanya pertumbuhan.

Uji Glukosa

Cara pembuatan media glukosa adalah larutkan Phenol Red Broth Base 1,5 gram
ditambahkan dengan glukosa 1 gram ke dalam akuades 100 mL. Hasil (+) jika warna
merah menjadi kuning, dan reaksi menunjukkan (-) jika tidak berubah warna.

Uji Manitol

Cara pembuatan media manitol adalah larutkan Phenol Red Broth Base dan manitol
1 gram ke dalam 100 mL akuades. Hasil (+) jika warna merah menjadi kuning,
dan (-) jika tidak berubah warna.

2.4 Hasil

Isolasi bakteri termofilik diperoleh dari sumber air panas Lejja, Kabupaten Soppeng,
Sulawesi Selatan. Bakteri ini diisolasi dari air panas Lejja dan ditumbuhkan dalam
media beberapa kali untuk memperoleh isolat murni. Proses isolasi ini penting untuk
memastikan bahwa bakteri yang didapat adalah spesifik dan murni, tanpa
kontaminasi dari mikroorganisme lain. Pengambilan sampel dilakukan dari empat titik
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dengan karakteristik yang berbeda-beda, yang membantu dalam memahami variasi
kondisi lingkungan tempat bakteri ini hidup.

Titik pertama (K.W.R.1) memiliki karakteristik suhu 57°C dengan pH 8. Suhu yang
tinggi pada titik ini menunjukkan bahwa bakteri yang ada di sini mampu bertahan
dalam kondisi yang cukup ekstrim. pH 8 yang netral-alkalin juga menunjukkan bahwa
bakteri ini mungkin memiliki adaptasi khusus untuk hidup dalam kondisi pH tersebut.
Titik kedua (K.W.R.2) memiliki karakteristik suhu 50°C dengan pH 8. Penurunan suhu
di titik ini dibandingkan dengan titik pertama dapat memberikan informasi tentang
variasi mikrohabitat dalam sumber air panas Lejja, dimana mungkin ada perbedaan
dalam komunitas mikroba yang tumbuh pada suhu yang sedikit lebih rendah.

Titik ketiga (K.W.R.3) memiliki suhu 47°C dengan pH 8. Suhu yang lebih rendah
dibandingkan dengan titik-titik sebelumnya menunjukkan gradien suhu yang terjadi
di sumber air panas ini, yang bisa jadi akibat jarak dari sumber panas utama atau
percampuran dengan air yang lebih dingin. Titik keempat (K.W.R.4) memiliki suhu
45°C dan pH 8. Perbedaan suhu yang semakin rendah di titik ini menunjukkan
adanya penurunan suhu yang bertahap sepanjang aliran air panas.

Menurut Ntarmouchant et al. (2020), perbedaan suhu pada sumber air panas
tersebut terjadi karena adanya peningkatan suhu air saat bergerak masuk ke dalam
batuan dan berbenturan dengan batuan panas. Hal ini menunjukkan bahwa sumber
panas utama terletak di bawah permukaan, dan saat air panas bergerak melalui
retakan atau celah dalam batuan, ia bertambah panas karena kontak dengan batuan
panas tersebut (Yan et al., 2024; Damer dan Damer, 2024). Penelitian ini penting
karena memberikan wawasan tentang dinamika termal dan kimiawi dalam ekosistem
sumber air panas (Choudhary et al., 2024), serta bagaimana organisme seperti
bakteri termofilik beradaptasi dengan kondisi ekstrem tersebut. Bakteri termofilik
sendiri memiliki banyak aplikasi potensial, termasuk dalam bioteknologi dan industri,
karena enzim-enzim yang stabil dan aktif pada suhu tinggi (Dadwal et al., 2021;
Kumari et al., 2021).

Isolasi bakteri termofilik dari sumber air panas Lejja diawali dengan menggunakan
media Nutrien Agar (NA) yang mengandung komponen nutrisi penting untuk
pertumbuhan bakteri (Natsir et al., 2010). Media NA merupakan media umum yang
sering digunakan dalam mikrobiologi untuk menumbuhkan berbagai jenis bakteri
karena kandungan nutrisinya yang lengkap, sehingga dapat mendukung
pertumbuhan bakteri secara optimal. Pada penelitian ini, media NA diinkubasi
selama 3x24 jam dengan berbagai suhu, yaitu 55°C, 50°C, 45°C, dan 40°C, untuk
mengidentifikasi suhu optimal bagi pertumbuhan bakteri termofilik yang diisolasi dari
air panas Lejja.

Setelah periode inkubasi, hasil observasi menunjukkan bahwa bakteri yang
tumbuh dengan baik berada pada kondisi suhu 45°C, terutama pada isolat K.W.R.2
dan K.W.R.4. Hal ini mengindikasikan bahwa bakteri termofilik dari sumber air panas
Lejja memiliki suhu pertumbuhan optimal pada sekitar 45°C. Isolat KW.R.2 dan
K.W.R.4 kemudian dipilih untuk dimurnikan kembali, yang merupakan langkah
penting dalam mendapatkan isolat tunggal yang bebas dari kontaminasi bakteri lain.
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Proses pemurnian dilakukan dengan menginokulasikan isolat K.W.R.2 dan
K.W.R.4 ke dalam media NA yang baru, kemudian diinkubasi kembali selama 3x24
jam pada suhu 45°C. Inkubasi ulang ini bertujuan untuk memastikan bahwa hanya
bakteri termofilik yang diisolasi yang tumbuh, sehingga didapatkan isolat tunggal
yang murni. Langkah pemurnian ini sangat penting karena isolat tunggal
memungkinkan studi lebih mendalam mengenai karakteristik dan potensi aplikatif
bakteri tersebut tanpa gangguan dari mikroorganisme lain yang mungkin hadir dalam
sampel awal.

Koloni tunggal yang tumbuh pada media luria agar dipindahkan ke media selektif
koloidal kitin dan diamati selama 3x24 jam. Media selektif koloidal kitin ini digunakan
karena mengandung kitin sebagai satu-satunya sumber karbon, sehingga hanya
bakteri yang memiliki kemampuan untuk mendegradasi kitin yang dapat tumbuh.
Tahap-tahap inkubasi dimulai dari suhu tertinggi, yaitu 55°C, namun tidak
menghasilkan pertumbuhan yang optimal pada bakteri. Ini menunjukkan bahwa suhu
tersebut mungkin terlalu tinggi bagi enzim kitinase atau bagi kondisi metabolik bakteri
untuk bekerja dengan efisien.

Kemudian, inkubasi dilanjutkan pada suhu yang lebih rendah, yaitu 50°C, yang
menghasilkan pertumbuhan bakteri yang baik. Namun, pada suhu ini, tidak terlihat
adanya zona bening di sekitar koloni bakteri. Zona bening merupakan indikasi
adanya aktivitas kitinase, enzim yang memecah kitin menjadi unit-unit yang lebih
kecil. Ketiadaan zona bening menunjukkan bahwa meskipun bakteri dapat tumbuh,
aktivitas kitinasenya tidak maksimal pada suhu ini.

Inkubasi selanjutnya dilakukan pada suhu 45°C, di mana isolat dengan kode
K.W.R.4.1 akan diidentifikasi. Pada suhu ini, isolat K.W.R.4.1 menunjukkan indeks
kitinolitik tertinggi, yang menandakan bahwa aktivitas kitinase optimal pada inkubasi
selama 48 jam. Indeks kitinolitik ini diperoleh dengan membandingkan diameter zona
bening dengan diameter koloni. Zona bening terbentuk karena enzim kitinase yang
dihasilkan oleh bakteri mampu memecah substrat koloidal kitin dalam media,
menciptakan area transparan di sekitar koloni yang menandakan degradasi Kkitin,
dapat dilihat pada Gambar 2.1.

Tabel 2.2, menunjukkan adanya indeks kitinolitik memberikan ukuran kuantitatif
dari kemampuan bakteri untuk memecah kitin. Proses ini melibatkan pengamatan
diameter zona bening yang terbentuk di sekitar koloni bakteri, yang kemudian
dibandingkan dengan diameter koloni itu sendiri. Indeks yang lebih tinggi
menunjukkan aktivitas kitinolitik yang lebih besar, dan oleh karena itu, kemampuan
yang lebih baik dalam mendegradasi kitin.

Variasi pertumbuhan dan terbentuknnya zona bening disekitar bakteri diduga
disebabkan karena perbedaan pH maupun suhu baik pada kondisi alami maupun
kondisi laboratorium saat penelitian berlangsung (Wang et al., 2019; Siliakus et al.,
2017). Aktivitas suatu enzim dipengaruhi oleh berbagi faktor seperti pH, suhu,
konsentrasi substrat dan enzim serta adanya aktivator maupun inhibitor (Aransiola et
al., 2022; Kuby, 2019).
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Gambar 2.1 Identifikasi bakteri K.W.R.4.1 penghasil kitinase

Pengamatan secara mikroskopis dan uji biokimia sederhana dilakukan pada isolat
K.W.R.4.1 untuk mengidentifikasi jenis bakteri. Isolat merupakan bakteri gram positif
karena bakteri tersebut berwarna biru keunguan setelah diberi larutan lugol (Gambar.
2.2).Tabassum (2022), menjelaskan bahwa warna biru keunguan yang terlihat pada
bakteri Gram positif terjadi karena kompleks senyawa warna kristal violet-yodium
tetap bertahan bahkan setelah diberikan larutan pemucat (Herrialfian et al., 2021).

Perbedaan warna ini disebabkan oleh perbedaan struktur dinding sel bakteri.
Secara umum, bakteri Gram positif memiliki komposisi peptidoglikan yang
membentuk senyawa kompleks kristal violet-yodium ribonukleat yang tidak larut
dalam aseton alkohol (Vijayakumar et al., 2023). Ini berarti saat diwarnai dengan
pewarnaan gram, bakteri Gram positif akan tetap mempertahankan warna ungu-
kebiruan. Sebaliknya, bakteri Gram negatif memiliki kandungan lipida yang tinggi
pada dinding selnya, sehingga saat diwarnai dengan pewarnaan gram, lapisan lipida
ini membuatnya lebih mudah larut dalam aseton alkohol.

Tabel 2.2 Pengukuran indeks kitinolitik isolat bakteri
Diameter Zona

Kode Isolat Diameter Koloni (mm) . Indeks Kitinolitik
Bening

KW.R.2.1 0,5 - -

K.W.R.2.2 0,9 1,3 1,44

KW.R.4.1 1,6 2,7 1,67

KW.R.4.2 0,7 - -

Sebaliknya, pada bakteri gram negatif, kompleks tersebut larut setelah diberikan
larutan pemucat dan mengambil warna merah dari safranin. Penjelasan ini
menggambarkan perbedaan dalam mekanisme pengecatan gram antara bakteri
gram positif dan gram negatif, yang didasarkan pada sifat-sifat dinding sel bakteri.
Akibatnya, bakteri Gram negatif akan kehilangan warna ungu-kebiruan dan akan
diwarnai kembali dengan warna kontras seperti merah muda atau merah. Penjelasan
ini menggambarkan dasar dari pewarnaan Gram, yang merupakan metode penting
dalam identifikasi bakteri berdasarkan sifat-sifat struktural dinding selnya, hasil
penelitian dapat dilihat pada Gambar 2.2.
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Gambar 2.2 Hasil uji pewarnaan gram

Uji biokimia sederhana yang diterapkan pada isolat meliputi pengujian MR-VP
(Methyl Red - Voges Proskauer), citrate, Simons agar, NaCl 6,5%, dan pengujian
gula-gula, termasuk arabinosa seperti yang tertera dalam Tabel 2.3
Tabel 2.3 Hasil uji biokimia isolat K.W.R.4.1

Uji Morfologi Hasil Uji
Makroskopis Pertumbuhan menyebar, koloni
batang, tepian berombak
Mikroskopis Gram positif, ada spora pada sel
Uji MR (Methyl Red) Positif
Uji VP (Voges Proskauer) Negatif
Uji Sitrat Negatif
Uji NaCl 6,5 % Negatif
Uji Arabinosa Positif

Hasil uji MR menunjukkan hasil positif dengan tidak adanya perubahan warna
pada media yang semula merah menjadi kuning, menandakan absennya fermentasi
asam campuran yang dapat mengakibatkan penurunan pH media. Sebaliknya, pada
uji VP, hasilnya negatif, yang menunjukkan ketiadaan asetonin dalam kultur cair
bakteri. Uji ini melibatkan penambahan a-naftol dan KOH ke dalam kaldu VP yang
telah diinokulasikan dengan bakteri. Dengan demikian, melalui serangkaian
pengujian biokimia, karakteristik biokimia dari isolat dapat diketahui, yang penting
untuk memahami kemampuan metabolik dan aktivitas enzim yang dimiliki oleh
bakteri tersebut.

Hasil uji sitrat menunjukkan bahwa isolat mengalami perubahan media dari warna
hijau menjadi biru, menandakan bahwa bakteri tersebut mampu menggunakan Na-
sitrat sebagai sumber karbon. Namun, hasil pengujian tersebut negatif, yang
mengindikasikan bahwa isolat tersebut tidak mengandalkan Na-sitrat sebagai satu-
satunya sumber karbon. Pada pengujian NaCl 6,5%, hasil positif dicapai jika terjadi
kekeruhan pada media, menandakan bahwa bakteri memiliki kemampuan fisiologis
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untuk bertahan pada kondisi tinggi NaCl. Namun, pada isolat KW.R.4.1, kejernihan
atau ketiadaan pertumbuhan pada media menunjukkan hasil negatif.

Uji gula-gula (arabinosa) bertujuan untuk mengetahui kemampuan bakteri dalam
mengurai karbohidrat. Hasil pengujian arabinosa pada isolat K.W.R.4.1 menunjukkan
perubahan warna dari merah menjadi kuning, menandakan kemampuan bakteri
untuk mengurai karbohidrat. Identifikasi bakteri dilakukan berdasarkan hasil uji
biokimia dan dibandingkan dengan buku petunjuk identifikasi menurut Bergey’'s
(1994) dan Cowan (1974), yang menghasilkan identifikasi bahwa isolat berasal dari
genus Bacillus. Dengan demikian, hasil-hasil uji tersebut memberikan informasi
penting untuk mengidentifikasi bakteri secara spesifik dan mengarahkan peneliti ke
arah genus Bacillus sp. dan memiliki hasil yang serupa seperti pada beberapa
penelitian sebelumnya (Tabel 2.3)

Tabel 2.4 Beberapa hasil penelitian

Enzim yang

Peneliti Hasil identifikasi bakteri Suhu °C diekspresikan

Anoxybacillus, Bacillus,

Villar et al. 2024 Anerunibacillus, Paenibacillus 50-55
Yildiz, 2024 Bacillus, Geobacillus 45-80 amilase,
selulase
Bacillus velezensis,
Luis Felipe Valdez- Anoxybacillus species (A. 50
Nufiez, 2024 salavatliensis and A.
gonensis), Brevibacillus
Lakra Bacillus licheniformis 50, 60 dan
dan Sharma, 2024 70
Ginting et al., 2023 Bacillus megaterium
Bacillus licheniformis, Bacillus amylase,
Ulucay et al., 2022 sp., Bacillus subtilis, 40dan 85 cellulase, lipase
Geobacillus kaustophilus and protease
Aeribacillus, Bacillus, :

Lee etal., 2022 Caldibacillus, Geobacillus 50 amilase
Khaled et al., 2022 Bacillus licheniformis 50 protease
Mong et al., 2022 Bacillus 50-80

Hasil F’i?]ri\elltlan Bacillus sp. 45-55 kitinase

2.5 Kesimpulan

Kesimpulan dari penelitian ini adalah bahwa isolasi dan identifikasi bakteri
termofilik dari sumber air panas Lejja, Kabupaten Soppeng, Sulawesi Selatan,
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berhasil dilakukan dengan menggunakan media Nutrien Agar dan media selektif
koloidal kitin. Pertumbuhan bakteri optimal terjadi pada suhu 45°C, dengan isolat
K.W.R.2 dan K.W.R.4 yang menunjukkan hasil terbaik. Isolat K.W.R.4.1 terbukti
memiliki aktivitas kitinase tertinggi, sebagaimana ditunjukkan oleh indeks kitinolitik
1,67. Analisis mikroskopis mengidentifikasi isolat ini sebagai bakteri Gram positif,
sementara uji biokimia lebih lanjut mengkonfirmasi bahwa isolat ini berasal dari
genus Bacillus. Bakteri Bacillus sp. ini memiliki kemampuan metabolik yang
signifikan dalam mendegradasi kitin, menunjukkan potensi besar untuk aplikasi
bioteknologi, terutama dalam industri pengolahan limbah dan produksi kitinase.
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