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ABSTRACT

Thermophilic bacterial exploration is paramount to conduct in order to indentify
the characteristic and species of bacteria. The research was carried out
descriptively by taking hot water samples from upper and lower craters in Tinggi
Raja sanctuary area in Kahen sub-district Simalungun, North Sumatera.
Macroscopic and microscopic observation as well as biochemical tests were
conducted to determine the characteristics of thermophilic bacteria from these
samples. The results of the study showed that the bacteria from the two isolates
are gram positive, motil and able to produce catalase enzyme.

Keywords : Hot water, pH, Temperature, Thermophilic Bacteria
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ABSTRAK

Eksplorasi bakteri termofilik sangat penting untuk mengetahui jenis dan sifatnya,
penelitian dilakukan dengan metode deskriptif ini bertujuan untuk mengetahui
jenis bakteri termofilik pada sumber air panas. Sampel air panas 2 kawah yaitu
atas dan bawah dikawasan cagar alam Tinggi Raja Kecamatan Silau Kahen
Kabupaten Simalungun Sumatera Utara. Pengamatan dilakukan secara
makroskopis, mikroskopis, dan uji biokimia untuk mengetahui karakteristik
bakteri termofilik pada sampel tersebut. Hasil penelitian menunjukkan bahwa
bakteri dari kedua kawah ditemukan dua isolat yang memiliki bentuk koloni bulat
bersifat gram positif, motil dan menghasilkan enzim katalase.

Kata kunci : Air panas, pH, Suhu, Bakteri Termofilik
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Sumber air panas merupakan objek wisata yang sangat digemari oleh
masyarakat hingga kini, selain untuk menghilangkan stres tempat ini juga
dikunjungi dengan beberapa alasan lain seperti untuk mengobati insomnia,
memperlancar sirkulasi darah dan mengobati jerawat. Kandungan kimia berupa
mineral sulfat (SO,), klorida (Cl), Magnesium (Mg), dan Kalsium (Ca) memiliki
kemampuan untuk mengatasi berbagai masalah kesehatan, terutama yang
berhubungan dengan infeksi kulit (Arikunto, 2006).

Sumber air panas Tinggi raja merupakan objek wisata cagar alam dan
pemandian air panas/belerang. Sampai saat ini pengelolahannya masih ditangani
oleh Balai Konservasi Sumber Daya Alam (BKSDA) Dinas Kehutanan Provinsi
Sumatera Utara. Bakteri termofilik ini merupakan bakteri yang memiliki
kemampuan bertahan hidup padasuhu yang tinggi yaitu 45-70°C. Habitat alami
bakteri termofilik adalah sumber air panas, kawah gunung berapi dan daerah
vulkanik lainnya (Wahyuna, 2012).

Sumber air panas Tinggi Raja berada pada satu bukit kapur dengan luas
sekitar setengah hektar. Luapan sumber air panas ini berada pada retakan yang
menghubungkan tiga bukit dikawasan tersebut, masing-masing diarah selatan,
timur dan barat. Lebar retakan yang menjadi tempat luapan air panas tersebut
adalah 10-60 cm, dengan tinggi cipratan air rata-rata 30cm (Khairul, 2007).

Menurut Brock (1986), terdapat tiga faktor yang mampu menyebabkan
bakteri termofilik bertahan dan berkembang dengan kondisi suhu yang cukup
tinggi, yaitu (1) kandungan enzim dan protein yang lebih stabil serta tahan akan
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panas dibandingkan dengan bakteri mesofilik (2) molekul pensistesis protein yang
cukup stabil terhadap panas (3) membran lipid sel termofilik mengandung banyak
asam lemak jenuh yang membentuk ikatan hidrofobik yang cukup kuat.

Pada beberapa tahun belakangan ini, enzim termostabil dari ekstrim
termofil menjadi sangat penting karena sifat termostabilitas intrinsik dan
resistensinya terhadap perubahan faktor-faktor fisik dan kimia (Marthariana,
2010). Keunggulan bakteri termofilik adalah yang mampu menghasilkan enzim
yang tahan akan suhu ekstrim. Enzim termostabil mampu bertahan dan aktif pada
temperatur yang cukup tinggi. Karakter ini sangat digemari oleh industri-industri
yang berbasis enzim. Penggunaan enzim yang mampu bertahan pada suhu
ekstrim dapat menekan biaya operasi dan meningkankan kecepatan reaksi, seperti
penggunaan enzim dari bakteri Thermus aquaticus adalah spesies bakteri yang

mampu mentoleransi suhu ekstrim pada proses PCR (Polymerase chain reaction).

Gambar 1. Sumber Air Panas Tinggi Raja
Penelitian tentang bakteri termofilik dilakukan oleh (Firliani dkk, 2015),
yang mengkaji enzim protease netral yang ada didalam bakteri termofilik akan

tetapi eksplorasi mengenai jenis bakteri termofilik dikawasan sumber air panas
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Tinggi Raja belum pernah dilakukan sehingga belum tersedia data jenis bakteri
termofilik dikawasan tersebut, untuk itu perlu dilakukan penelitian untuk
mengidentifikasi dan mengenal karakteristik bakteri termofilik di sumber air
panas Tinggi Raja.

1.2 Rumusan Masalah

Berdasarkan latar belakang diatas, maka rumusan masalah pada penelitian
ini adalah mengeksplorasi bakteri termofilik dan melihat jenis apa saja yang
terdapat pada air panas Tinggi Raja Kecamatan Silau Kahen Kabupaten

Simalungun Sumatera Utara.

1.3 Tujuan Penelitian

Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui jenis bakteri termofilik
pada air panas yang terdapat di Tinggi Raja Kecamatan Silau Kahen Kabupaten

Simalungun Sumatera Utara.

1.4 Manfaat Penelitian

Adapun manfaat dilakukan penelitian ini untuk memberikan informasi
ilmiah mengenai jenis bakteri yang berasal dari air panas Tinggi Raja Kecamatan

Silau Kahen Kabupaten Simalungun Sumatera Utara.
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BAB Il
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Macam-Macam Bakteri di Tempat Ekstrim

Bakteri hidup dimana-mana ada yang di air, di udara, atau di tanah. Ada
juga bakteri yang hidupnya ditempat-tempat yang tidak biasa, misalnya di mata
air yang sangat panas, air yang sangat asin, atau lingkungan yang sangat dingin.
Bakteri-bakteri ini dinamakan Archaebacteria. Bakteri ini sangat sulit untuk
dikembangbiakkan di dalam laboratorium.
2.1.1 Termoasidofilik

Bakteri termoasidofilik hidup di lubang vulkanik dan mata air yang panas
serta mengandung belerang. Bakteri ini dapat bertahan hidup di lingkungan yang
sangat panas, mulai dari suhu 60°C sampai 80°C. Sebagian dari bakteri tersebut
bahkan ada yang tahan hidup pada suhu 150°C.

2.2 Deskripsi Bakteri Termofilik

Bakteri termofilik merupakan kelompok bakteri yang memiliki kondisi
pertumbuhan optimum pada suhu tinggi. Bakteri termofilik berbeda dengan sel-sel
eukariotik, karena kemampuannya untuk beradaptasi dan tumbuh pada suhu tinggi
serta kondisi yang sangat ekstrim seperti salinitas tinggi (NaCl jenuh), pH ekstrim
(kurang dari 2.0 dan lebih dari 10.0), dan tekanan substrat. Berdasarkan kisaran
suhu pertumbuhannya, bakteri termofilik terdiri atas tiga golongan termofilik 45-
65°C dan hipertermofilik 85-110°C (Agustien,2010).

Menurut proscott et al (2008: 138), mikroorganisme termofilik tumbuh
baik pada suhu antara 55°C hingga 85°C. Pertumbuhan minimum mikroorganisme

ini sekitar 45°C dan pertumbuhan optimum antara 55°C dan 65°C.
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Organisme termofilik terbagi kedalam dua dominan filogenetik yang
sangat berbeda, yaitu Bakteria dan Archae. Bakteri termofilik bisa hidup dominan
pada habitat dengan kisaran suhu 50-90°C, sedangkan habitat dengan suhu yang
lebih dari 80°C akan didominasi oleh Archaea (Kurniawati, 2012).

Di Sumatera Utara kekayaan alam berupa sumber air panas terdapat di
beberapa daerah. Pada kondisi hutan, dimana daun-daunan gugur, biji-bijian,
rerumputan, serbuk sari dan bangkai serangga merupakan sumber bahan organik
yang dapat dimanfaatkan oleh mikroorganisme yang terdapat di dalam sumber air
panas tersebut. Hal ini memberikan peluang besar bagi mikroorganisme termofilik
penghasil enzim hidrolitik ekstraselluler seperti protease, amilase, kitinase dan
xilanase pada sumber air panas tersebut. Salah satu enzim termostabil yang
banyak digunakan pada industri-industri adalah enzim DNA polymerase yang
biasa digunakan dalam proses PCR (Roslina, 2009).

2.2.1 Morfologi Bakteri Termofilik

Morfologi dari bakteri termofilik adalah bakteri yang bentuknya
menyerupai batang atau silinder. Bakteri berukuran 0,5-5pum. Memiliki dinding
sel, seperti sel tumbuhan dan jamur, tetapi dengan bahan pembentuk yang
berbeda. Jenis bakteri bersifat motil (bergerak) dan mobilitasnya disebabkan oleh

flagel. Hidup pada suhu yang ekstrim (Volk dan Weeler, 1973).

Bakteri berbentuk basil dapat bergandengan dua-dua yang disebut
diplobasil, dan yang bergandeng panjang disebut sterptobasil. Basil yang terlepas
satu dengan yang lain mempunyai ujung yang tumpul. Sedangkan yang
bergandengan satu dengan yang lainnya mempunyai ujung yang runcing
(Tarigan, 1988).
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2.3 Habitat

Berdasarkan temperatur optimumnya bagi pertumbuhan bakteri
digolongkan atas tiga bagian, yaitu :

1. Bakteri termofil, temperatur optimumnya 55°C hingga 65°C dan dapat
tumbuh pada batas minimum 45°C dan batas maksimum 80°C.

2. Bakteri mesofil, temperatur optimumnya 25°C hingga 40°C dan dapat
tumbuh pada batas 5°C hingga 60°C.

3. Bakteri psikrofil dapat tumbuh pada temperatur 0°C hingga 30°C dengan
temperatur optimumnya 10°C hingga 20°C.

Habitat alami bakteri termofilik tersebar sangat luas di seluruh permukaan
bumi. Salah satu lingkungan alaminya terbentuk akibat adanya aktifitas vulkanik
atau perpindahan kerak bumi pada saat gempa tektonik. Fenomena geologi
tersebut menghasilkan kawah panas yang biasanya memiliki pH netral. Bakteri
termofilik ini juga dapat ditemukan digeoternal laut dalam yang memiliki kadar
mineral dan salinitas yang cukup tinggi. Oleh karena itu, bakteri termofilik ini
sulit diisolasi dan dikulturkan dilaboratorium. Bakteri termofilik dan
hipertermofilik telah berhasil diisolasi dari sumber panas bumi, Sedimen lautan
geothermal, dan kawah air panas. Termofilik halofi dari laut dalam juga telah
berhasil diisolasi. Salah satu jenis spesiesnya adalah Thermus yang dapat tumbuh

dengan adanya NaCl 3% atau lebih (Sanifitri, 2007).
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2.4 Identifikasi Bakteri Termofilik

Identifikasi bakteri merupakan salah satu langkah awal dari rangkaian
ekplorasi dan pemanfaatan bakteri indigenous disuatu daerah. Identifikasi dapat
dilakukan secara konvensional melalui karakteristik sifat biokimia dan
mikroskopis sel bakteri, hingga berbasis mikroskopis (Utari, 2011).
2.5 Klasifikasi Bakteri Termofilik

Salah satu sifat fisiologi bakteri yang menentukan dalam
pengklasifikasiannya adalah faktor temperatur. Termperatur yang sangat baik
pada pertumbuhan bakteri disebut temperatur optimum dimana kecepatan
pertumbuhan bakteri paling cepat dan menghasilkan sel paling banyak.
Temperatur maksimum adalah temperatur yang paling tinggi dimana pertumbuhan
bakteri dapat berlangsung, biasanya temperatur maksimum hanya beberapa derajat
diatas temperatur optimum dari pertumbuhannya. Pada temperatur ini, kecepatan
pertumbuhan biasanya cepat pada waktu singkat tetapi jumlah pertumbuhan,
jumlah total sel yang dihasilkan tidak sebanyak temperatur optimum. Kecepatan
pertumbuhan jika temperatur diperendahkan maka jauh lebih lambat dibandingkan
pada temperatur optimum (Muharni, 2010).
2.6 Adaptasi Bakteri Termofilik

Kelompok bakteri termofilik secara umum mempunyai struktur sel yang
memiliki beberapa kelebihan dibanding dengan kelompok bakteri lainnya.
Kelompok bakteri termofilik ini umumnya memiliki daya adaptasi untuk dapat
tumbuh pada suhu yang tinggi dan mempunyai enzim-enzim dan protein-protein
lain yang lebih resisten terhadap panas bila dibandingkan dengan bakteri mesofil

(Siti Zubaidah, 2000).
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Kemampuan hidup bakteri termofilik ini berhubungan dengan struktur
selnya yang memiliki kelebihan dalam beberapa hal, yaitu :

a. Struktur membran
Selain enzim dan makromolekul lain dalam sel, membran sitoplasma dari
bakteri termofilik harus tahan terhadap suhu yang panas. Membran ini
berfungsi sebagai pembatas antara sitoplasma dan lingkungan yang
ekstraseluler (Edwards, 1990)
Menurut Madigan et al, (2009: 164), bakteri termofilik memiliki lipid yang
kaya akan asam lemak jenuh. Struktur ini memungkinkan membran ini untuk
tetap stabil dan fungsional pada suhu yang cukup tinggi. Asam lemak jenuh
membentuk lingkungan hidrofobik yang lebih kuat dari pada asam lemak tak
jenuh, sehingga memungkinkan membran ini lebih stabil.
b. Struktur protein sel
Enzim dan protein lain pada bakteri termofilik ini lebih tahan terhadap panas
dibanding yang terdapat pada mesofilik dan berfungsi dengan optimal pada
suhu yang cukup tinggi. Protein yang tahan terhadap panas pada bakteri
mesofilik didukung dengan peningkatan jumlah ikatan ion antara asam amino
basa dan asam, sering kali struktur yang didalamnya sangat ada hidrofobik
dimana struktur inti yang hidrofobik ini menurunkan kemungkinan rusaknya
ionik pada struktur protein dan protein pada organisme termofilik yang
mempunyai ketahanan alami dalam cairan sitoplasma (Madigan, 2009).
Chaperonin merupakan suatu jenis protein yang tidak umum dijumpai pada
protein-protein fungsional lainnya di dalam sel. Protein ini mampu berperan

dalam mempertahankan atau menyusun kembali struktur tiga dimensi dari
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protein fungsional sel dari denaturasi suhu lingkungan yang bersifat sangat
ekstrim. Protein ini memiliki struktur yang tetap stabil, tahan terhadap
denaturasi dan proteolisis (Agustina, 2008). Protein ini dapat membantu
organisme termofilik mengembalikan fungsi aktivitas enzimnya bila
terdenaturasi oleh suhu yang cukup tinggi (Dessy, 2008: 38).

Menurut Hartiko (1992: 25-30), bakteri termofilik juga mampu mensintesa
senyawa poliamin yang unik, seperti thermion dan thermospermin yang
menstabilkan perangkat sintesa protein dan melindungi makromolekul
terhadap temperatur yang tinggi. Selain itu, perubahan komposisi asam amino
pada protein menyebabkan peningkatan interaksi elekrobofik atau
kekompakan struktur.

Substansi asam amino juga mampu menyebabkan kenaikan hidrofobisitas
internal sehingga lebih tahan pada suhu tinggi (Scandurra et al., 1998:933).

c. Struktur DNA

Menurut Madigan et al. (2009, 512), sebuah protein unik yang ditemukan
pada organisme termofilik merupakan kemungkinan alasan DNA tidak
terdenaturasi pada organisme ini. Semua bakteri termofilik menghasilkan
topoisomerase DNA yang disebut DNA gyrase. DNA gyrase ini memberikan
supercoil positif kedalam DNA, sehingga menstabilkan DNA terhadap panas
dengan demikian mencegah denaturasi DNA heliks.

DNA gyrase merupakan salah satu anggota kelompok enzim topoisomerase
yang berperan penting dalam mengontrol topologi DNA suatu sel dan

memegang peran penting dalam proses replikasi dan transkripsi DNA. Semua
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jenis topoisomerase dapat merelaksasikan DNA tetap berbentuk supercoil
(Maxwell, 1999 dalam Dessy, 2008: 38).

DNA gyrase disusun oleh 90-150 pasangan basa nitrogen DNA. DNA gyrase
ini juga sering dijumpai pada organisme yang hidup pada lingkungan diatas
suhu 70°C dan juga dapat dijumpai pada organisme yang hidup pada suhu
sekitar 60°C. DNA ini merupakan salah satu kelengkapan sel organisme

termofilik (D’ Amaro et al., 2007 dalam Dessy, 2008: 38).

2.7 Binomial Thermus aquaticus
Bakteri Thermus aquaticus merupakan jenis bakteri yang dapat mentolerir
pada suhu tinggi, salah satu dari beberapa bakteri yang thermophilik.

Kingdom : Bacteria

Filum : Deinococcus — Thermus
Kelas : Deinococci

Ordo : Thermales

Famili : Thermaceae

Genus : Thermus

Spesies  : Thermus aquatics (Indrajaya, 2008)
Bakteri ini tumbuh subur pada suhu 70°C (160°F), tetapi dapat bertahan

hidup pada suhu 50°C-80°C (120°F-175°F). (Brock & Freeze, 1969).
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BAB Il
METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Desember 2018 s.d Januari 2019 di
Laboratorium Kesehatan Sumatera Utara.
3.2 Alat dan Bahan

Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini terdiri dari cawan petri,
tabung reaksi, ose, hoki stik, kapas, label, lampu bunsen, indikator autoklaf, botol
sampel, tabung Erlenmeyer, pipet, propipet, kurvet, thermometer, pH meter,
termos, jangka sorong, mikroskop.

Bahan-bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah kapas, alkohol
70%, spiritus, aquadest, aluminium foil, kertas pH, NaCl 0,8%, safranin, kristal

violet, iodin, reagen kovac (uji biokimia), media yang digunakan meliputi MB.

3.3 Metode penelitian

Metode penelitian yang digunakan adalah metode Deskriptif dengan
memberikan penjelasan data yang diperoleh dari bakteri yang didapat hasil
identifikasi. Penelitian ini terdiri dari lima tahapan, yang mana setiap tahapannya
terdiri dari a) Preparasi sampel, tahapan ini dimulai dari pengambilan sampel yang
dilakukan di sumber air panas Tinggi Raja, pengukuran parameter fisika dan
kimia. b) isolasi dan pemurnian bakteri, tahapan ini dilakukan dengan cara
mengambil air panas sebanyak 100 uL dan ditambahkan kedalam 10 ml media
minimal broth (MB), kemudian inkubasi selama 2 hari di dalam oven dengan suhu
sekitar 55 - 70°C. c¢) pewarnaan gram, isolat bakteri digoreskan pada permukaan

preparat steril kemudian diberi zat warna kristal violet lalu diberi larutan iodium
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setelah itu ditetesi alkohol 96% sampai zat warna luntur setelah itu amati dibawah
mikroskop. d) uji biokimia, dilakukannya uji Sitrat ambil 1 ose isolat bakteri
terpilih lalu digoreskan pada permukaan medium SCA. Lalu dilakukannya Uji
katalase, hydrogen peroksida 3% diteteskan sebanyak 2 tetes pada kaca obyek
kemudian diletak diatas obyek tersebut.Uji Fermentasi gula isolat bakteri
digoreskan pada permukaan medium agar miring TSIA dan juga ditusuk tegak
lurus ditengah medium. Uji gelatin dilakukan dengan menginokulasikan isolat
bakteri terpilih dengan cara menusuk tegak lurus ose pada bagian tengah medium
gelatin lalu amati. Uji motilitas isolat bakteri sebanyak 1 ose diinokulasikan pada
medium SIM dengan menusukkannya hingga setengah medium pada tabung
reaksi.Uji Reduksi Asam isolat bakteri sebanyak 1 ose diinokulasikan pada
medium MR-VP kemudian diinkubasi selama 24 jam.
3.3.1 PreparasiSampel Air Panas

Sampel diambil pada kawasan cagar alam Tinggi Rajayang
termasukkecamatan Silau Kahen, Sumatera Utara.Sampel diambil sekitar 50 ml,
parameter yang diukur pada saat pengambilan sampel yaitu suhu air yang dengan
menggunakan thermometer yang dicelupkan selama 1 menit pada titik
pengambilan sampel setelah suhu air mencapai batas maksimal maka hasil
pengukuran suhu tersebut dicatat.Selain pengukuran suhu, parameter yang kedua
yaitu pengukuran pH dengan menggunakan pH universal (Merk) yang dicelupkan
kepermukaan air kemudian bandingkan hasil dengan menyesuaikan standar
pengukuran yang sesuai warna pH yang tertera.Sampel air sebanyak 1 liter
dimasukkan kedalam thermos atau botol steril dan ditutup dengan rapat bisa

menggunakan alumunium foil dan plastik yang diikat rapat menggunakan karet
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yang selanjutnya sampel air tersebut dibawa ke Laboratorium Kesehatan Sumatera
Utara.
3.3.2 Proses Penumbuhan Bakteri Termofilik

Proses penumbuhan bakteri pertama dari sumber air panas Tinggi Raja
dengan menggunakan teknik pour plate (agar tuang), dimana diambil sampel
airpanas dengan menggunakan mikropipet sebanyak 1 ml dan dipipetkan ke dalam
cawan petri steril dan kemudian dituangkan medium MB yang sudah bersuhu
+45°C lalu kemudian dihomogenkan dengan cara digoyang-goyangkan secara
merata dan dibiarkan memadat. Kemudian diinkubasi pada suhu 50°C selama 24
jam.
3.3.3 Isolasi Bakteri Termofilik

Masing-masing cawan petri diamati karakteristik morfologi koloni bakteri
daritiap-tiap koloni yang berbeda. Selanjutnya tiap-tiap koloni yang beda diberi
nama sesuai dengan pengamatan. Koloni-koloni bakteri yang berbeda-beda
diinokulasikan kembali kecawan petri yang berisi medium MB padat secara tuang,
selanjutnya diinkubasi pada suhu 50°C selama 24 jam hingga terlihat koloni-
koloni tunggal yang tumbubh.
3.3.4 Karakteristik Morfologi

Morfologi setiap koloni yang terbentuk setelah pemurnian kemudian
diamati.Pengamatan yang dilakukan yaitu meliputi bentuk koloni (shape), bentuk
tepi (edge), warna (colour) dan permukaan koloni (elevation).
3.3.5 Mikroskopis

Pewarnaan Gram dilakukan pada kultur bakteri umur 24 jam yang

ditumbuhkan pada media MB (Minimal Broth) Isolat bakteri diambil sebanyak 1
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ose dan diratakan pada objek glass yang steril. Kemudian ditambahkan 1-2 tetes
air, kemudian difiksasi diatas api bunsen sampai mengering. Kemudian ditetesi
zat warna kristal violet ditetesi sebanyak 1 tetes ditambahkan kepermukaan
preparat yang terdapat lapisan bakteri tersebut dan didiamkan selama 1
menit.Setelah 1 menit, preparat dibilas dengan air sampai zat warna luntur.
Preparat dikeringkan diatas nyala api. Setelah kering, tetesi larutan iodium
sebanyak 1 tetes ditambahkan kepermukaan preparat tersebut dan didiamkan
selama 1 menit.Setelah 1 menit, preparat dibilas dengan alkohol 96% sampai
semua zat warna luntur kemudian dicuci dengan air. Preparat dikeringkan diatas
nyala api.Setelah kering, tetesi safranin sebanyak 1 tetes selama 45 detik.Preparat
dicuci dengan air dan keringkan. Preparat diamati menggunakan mikroskop
dengan pembesaran 100x.

3.3.6 Uji Biokimia

1. Uji Sitrat

Uji sitrat dilakukan dengan cara mengambil 1 ose isolat bakteri terpilih,
digoreskan pada permukaan medium Simon Citrat Agardan juga 1 ose isolat
bakteri ditusukkan ke bagian tengah media sampai ke dasar tabung reaksi.
Medium kultur tersebut diinkubasi pada suhu 65°C selama 48 jam.Perubahan
warna dari hijau menjadi biru menunjukan bahwa bakteri mampu menggunakan
sitrat sebagai satu-satunya sumber karbon.

2. Uji Katalase

Dibersihkan objek gelas, diteteskan beberapa tetes larutan H>O, 3% diatas objek
gelas tersebut.Diambil sedikit biakan isolat K1 dan K2 dengan ose, diletakkan di

dalam tetesan H,O,. Diamati adanya gelembung-gelembung O,
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3. UjiFermentasi Gula

Koloni yang diuji dipindahkan keagar miring TSIA dengan cara menggores
bagian miringnya dan menusuk bagian tegaknya. Diinkubasi pada suhu 37°C
selama 24-48 jam.Diamati perubahan-perubahan sebagai berikut pada bagian
tegak, jika bakteri dapat memfermentasikan glukosa, maka warna media berubah
dari orange menjadi kuning. Koloni bakteri yang membentuk gas H,S, warna
media berubah dari orange menjadi hitam, karena bakteri mampu mendesulfurasi
asam amino yang akan menghasilkan H,S, dan H,S akan bereaksi dengan Fe+2
yang terdapat pada media yang dihasilkan endapan hitam.

1. Uji HidrolisisGelatin

Sebanyak 1 ose isolat bakteri diambil dengan menggunakan ose jarum. Kemudian
diinokulasikan dengan cara ditusukkan pada media gelatin kemudian diinkubasi
selama 48 jam pada suhu 37°C. kemudian diamati apakah terjadipencairan gelatin
atau tidak. Apabila terjadi pencairan gelatin berarti bakteri mampu menghasilkan
eksoenzim gelatinase.

2. Uji Motilitas

Medium SIM (Sulft Indol Motility) dimasukkan ke dalam dua tabung reaksi
masing-masing sebanyak 10 ml, tabung pertama diisi isolat K1 dan K2 dengan
cara ditusukkan, diinkubasi selama 48 jam pada suhu 65°C. Bila terdapat
pertumbuhan disekitar daerah tusukan berarti motilitas positif adanya jejak

pergerakan bakteri.
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3. Uji Reduksi Asam
Medium MR-VP dimasukkan dalam 2 tabung reaksi, masing-masing sebanyak 10
ml, tabung reaksi pertama diisi dengan isolat K2 sedangkan tabung reaksi kedua
diisi isolat K2, diinkubasikan selama 24 jam pada suhu 65°C. Ditambahkan 0,6 ml
alfa-naftol dan 0,2 KOH 40%. Diamati perubahan yang terjadi bila terjadi warna
merah berarti bakteri tersebut mempreduksi asam.
3.4 Analisis Data

Datayang diperoleh pada semua tahapan penelitian dianalisis secara deskriptif,
yaitu dengan memberikan penjelasan data yang diperoleh dari bakteri yang

didapat hasil identifikasi.
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BAB V
SIMPULAN DAN SARAN

5.1 Simpulan

Berdasarkan hasil karakterisasi secara makroskopis, mikroskopis
dan uji biokimia terhadap kedua isolat bakteri dari sumber air panas di
kawasan Cagar Alam Tinggi Raja maka dapat disimpulkan bahwa bakteri
tersebut tergolong kedalam genus Thermus sp.
5.2 Saran

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan perlu dilakukan
penelitian lebih lanjut terhadap isolat bakteri dan sebaiknya dilakukan

optimalisasi pertumbuhan pada isolat bakteri.
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Lampiran 1. Alat dan Bahan Penelitian

Labu
Termos Erlenmeyer
Neraca
Inkubator

Analitik
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Mikroskop

Thermometer
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Lampiran 2. Hasil Isolat dari Sumber Air Panas

Isolat Bakteri K1
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Isolat Bakteri K2
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Lampiran 3. Hasil Uji Biokimia Isolat Bakteri

000

) ()

A : Uji reduksi asam (-) A : Motilitas(+)

B : Uji Hidrolisis gelatin (+) B : Uji Hidrolisis gelatin (+)
C : Motilitas (+) C : Fermentasi Gula (-)

D :Uji Sitrat (-) D : Uji Sitrat (-)

E :Fermentasi Gula(-) E : Uji reduksi asam (+)

Uji Katalase (+) terbentuknya gelembung
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Lampiran 4. Pembuatan medium

a. Gelatin
Komposisi : (128 g/L)
Ekstrak beef 30g
Pepton 50¢g
Gelatin 120,0 g
Aquadest 1000 ml
Pembuatan :

Ditimbang medium gelatin sebanyak 12,8 g dilarutkan dalam 100 ml
aquadest lalu selama 15-30 menit dipanaskan dengan suhu 50°C hingga
membentuk larutan gelatin setelah itu disterilkan pada suhu 121°C selama
15 menit.

b. Simon Indol Motiliti (SIM)
Komposisi : (30 g/L)

Pepton dari Casein 20,0 g
Peptic Dari Daging 6,1 g
Ferri Amonium Sulfat 0,2¢g
Natrium Thiosulfat 02¢g
Agar 35¢g
Aquadest 1000 ml
Pembuatan :

Ditimbang medium SIM sebanyak 3 g dilarutkan dalam 100 ml aquadest
lalu dipanaskan diatas penangas air hingga melarut. Disterilkan pada suhu
121°C selama 15 menit.

c. Simon Citrat Agar (SCA)
Komposisi : (35 g/L)

Natrium Citrat 2,0g

NaCl 3,0g

Dikalium Hydrogen Pospat 1,0g

Ammonium Dihidrogen Pospat 1,0g

Magnesium Sulfat 0,2g

Brom Timol Biru 0,08 g
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Agar 150¢g
Aquadest 1000 ml
Pembuatan :
Ditimbang medium simon citrat agar sebanyak 3,5 g dilarutkan dalam 100
ml aquadest dipanaskan diatas penangas air hingga melarut. Disterilkan
pada suhu 121°C selama 15 menit.
d. MR-VP
Komposisi : (32 g/L)

Polypepton 7,0 g
Dextrose 50g
Dapar Dikalium Pospat 50g
Aquadest 1000 ml
Pembuatan :

Ditimbang medium MR-VP sebanyak 3,2 g dilarutkan bahan tersebut
dalam 100 ml aquadest dan dipanaskan diatas penangas air hingga melarut
pada suhu 50°C. Distresilkan pada suhu 121°C selama 15 menit.

e. MB (Minimal Broth)
Komposisi : (23 g/L)

Ekstrak Beef 30g
Pepton 50¢g
Agar 150¢g
Aquadest 1000 ml
Pembuatan :

Ditimbang bahan sebanyak 23,0 g dilarutkan dalam 1000 ml sampai larut,
kemudian distresilkan dalam autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit.

f. TSIA (Triple Sugar Iron Agar )
Komposisi : (35 g/L)

Lab-lemco power 30g

Yeast extract 30g

Peptone 20,0 g

Sodium chloride 5,0g

Ferri citrace 03¢g
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Sodium thiosulphate 0,3 g

Phenol red 0,5¢g
Agar 10,0 g
Glucose 10,0 g
Lactose 10,0 g
Sucrose 10,0 g
Aquadest 1000 ml
Pembuatan :

Ditimbang medium TSIA sebanyak 3,5 g dilarutkan bahan tersebut dalam
100 ml aquadest dan dipanaskan diatas penangas air hingga melarut pada

suhu 50°C. Distresilkan pada suhu 121°C selama 15 menit.
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