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ABSTRAK 
  Nama : Rahmatil Majidah  NIM : 180703042  Program Studi : Biologi  Judul : Isolasi dan Uji Aktivitas Bakteri Termofilik Penghasil Selulase di Kawasan Wisata Ie Suum Kabupaten Aceh   Besar  Jumlah Halaman : 53 halaman  Pembimbing I : Syafrina Sari Lubis, M.Si  Pembimbing II : Diannita Harahap, M.Si  Kata Kunci  : Bakteri Termofilik, Enzim Selulase, Air Panas.          Bakteri termofilik merupakan kelompok bakteri yang tumbuh pada kisaran suhu 450C sampai 800C dan potensial menghasilkan enzim selulase. Kawasan wisata Ie Suum, Kabupaten Aceh Besar merupakan salah satu sumber air panas di Aceh. Penelitian ini bertujuan untuk mengamati karakteristik morfologi, potensi enzim selulase dan uji aktivitas dalam menghasilkan enzim selulase dari bakteri termofilik yang terdapat di Ie Suum. Metode isolasi bakteri termofilik menggunakan metode pour plate dan uji aktivitas enzim selulase menggunakan metode DNS (3,5-dinitrosalicylic Acid). Diperoleh 15 isolat yaitu 13 Gram positif dan 2 Gram negatif, didapatkan 2 genus yaitu genus Bacillus sp. dan genus Pseudomonas sp.  Berdasarkan potensi enzim selulase dari 15 isolat menunjukkan diameter zona bening paling besar yaitu pada isolat TS6 3,67 cm, isolat TS7 2,33 cm, dan isolat TS10 4,00 cm. Hasil pengukuran aktivitas enzim dengan metode DNS diperoleh  isolat TS6 4,7 x 10-3 U/mL , isolat TS7  4,4 x 10-3 U/mL, dan isolat TS10 5,5 x 10-3 U/mL.             
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ABSTRACT   Name : Rahmatil Majidah  NIM : 180703042  Study Program : Biology  Title : Isolation and Activity Test of Cellulase Producing Thermophilic Bacteria in the Ie Suum Tourism Area, Aceh Besar District  Number of Pages : 53 Pages  Mentor I : Syafrina Sari Lubis, M.Si  Mentor II : Diannita Harahap, M.Si  Keywords : Thermophilic Bacteria, Cellulase Enzymes, Hot Water.           Thermophilic bacteria are a group of bacteria that grow at a temperature range of 450C to 800C and have the potential to produce cellulase enzymes. The tourist area of Ie Suum, Aceh Besar District is one of the hot springs in Aceh. This study aims to observe the morphological characteristics, cellulase enzyme potential and activity test in producing cellulase enzymes from thermophilic bacteria found in Ie Suum. The method of isolating thermophilic bacteria uses the pour plate method and testing the cellulase enzyme activity using the DNS (3,5-dinitrosalicylic Acid) method. 15 isolates were obtained, namely 13 Gram positive and 2 Gram negative, 2 genera were obtained, namely the genus Bacillus sp. and the genus Pseudomonas sp. Based on the potential of the cellulase enzyme, the 15 isolates showed the largest clear zone diameter, namely isolate TS6 3,67 cm, isolate TS7 2,33 cm, and isolate TS10 4,00 cm. The results of measuring enzyme activity using the DNS method obtained isolates TS6 4,7 x 10-3 U/mL, isolates TS7 4,4 x 10-3 U/mL, and isolates TS10 5,5 x 10-3 U/mL.          
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BAB I 

PENDAHULUAN  I.1 Latar Belakang Mikroorganisme termofilik merupakan mikroorganisme yang tumbuh di daerah ekstrim dan memiliki kemampuan menghasilkan enzim stabil pada suhu tinggi (Mohammad et al., 2017). Bakteri termofilik adalah mikroorganisme yang dapat bertahan hidup dan tumbuh pada suhu ekstrim 45-80°C. Habitat bakteri termofilik kawasan gunung berapi daerah vulkanik dan di sumber air panas (Nanda et al., 2017). Manfaat yang dihasilkan dari sumber mata air panas salah satunya ialah isolasi bakteri termofilik (Mahmudah et al., 2016). Mata air panas terbentuk di dasar gunung berapi karena aktivitas gunung berapi yang intens. Mata air panas bisa memiliki bau sulfur yang unik dan sangat kuat ketika memasuki kawasan pemandian air panas (Mahmudah et al., 2016). Pencarian isolat mikroba termofilik di kawasan sumber air panas maupun daerah vulkanik di Indonesia selain memperkaya isolat bakteri termofilik yang tercatat di Indonesia juga diperoleh isolat baru sebagai sumber enzim  (Simandjuntak & Samuel, 2018).  Enzim adalah bagian dari protein yang mengkatalisis reaksi kimia, dan enzim dapat diartikan sebagai protein katalitik  yang memiliki kekhususan untuk reaksi katalitik dan molekul sebagai substratnya. Enzim bertindak sebagai biokatalisator dalam perubahan kimia. Enzim yang berfungsi menjadi katalis dalam berlangsungnya penguraian selulosa adalah enzim selulase (Pujiati et al., 2018). Enzim selulase ialah enzim yang berperan penting dalam biokonversi limbah organik selulosa menjadi glukosa, protein sel tunggal, dan tanol pakan ternak (Agustina et al., 2019). Pemanfaatan enzim selulase tersebar luas di bidang industri seperti industri kertas dan industri energi terbarukan (Flimban et al., 2019). Kelompok enzim selulase adalah endoglikanase, eksoglunase dan β-glukosidase yang merupakan kelompok enzim  yang membagi selulosa menjadi monomer glukosa (Pujiati et al., 2018).   



 2  

 Aplikasi industri membutuhkan enzim yang stabil pada suhu tinggi. Dalam industri, reaksi suhu tinggi sangat penting karena dapat memperlambat laju perpindahan massa dan memindahkan kesetimbangan ke arah pembentukan produk. Sehingga, penggunaan enzim dalam industri bioteknologi semakin membutuhkan enzim yang tahan pada suhu tinggi (Nanda et al., 2017). Keuntungan mengisolasi enzim termostabil dalam industri yang memanfaatkan suhu tinggi umumnya meningkatkan laju reaksi, mengurangi potensi kontaminasi, dan stabilitas yang lebih besar selama penyimpanan yang lama (Mahestri et al., 2021). Habitat bakteri termofilik yang memperoleh enzim termostabil salah satunya pada sumber mata air panas. Dari bakteri termofilik dapat diisolasi berbagai enzim termostabil, salah satunya adalah enzim selulase (Huwae & Aditiawati, 2020). Enzim selulase yang ramah lingkungan digunakan pada industri tekstil teknologi enzimatis. Dengan meningkatnya kegunaan enzim namun enzim selulase yang dihasilkan masih terbatas atau masih sedikit sehingga dibutuhkan sumber isolat baru untuk memperoleh enzim selulase dari sumber air panas (Kurniawan et al., 2020).  Berbagai penelitian mengenai bakteri termofilik telah dilakukan diantaranya adalah penelitian ElSharayidi et al., (2020) yang mendapatkan 7 isolat bakteri termofilik yang berhasil diisolasi dengan kemampuan karbosimetil selulase dari sumber air panas Mesir di Ras-Sedr. Rukmi et al., (2018) yang mendapatkan 7 isolat yang menghasilkan bakteri termofilik penghasil selulase di air panas Gedongsongo. Huwae & Aditiawati, (2020) yang mendapatkan 7 isolat yang menghasilkan bakteri penghasil selulase dari sumber air panas Sila.  Sumber air panas yang potensial untuk mengeksplorasi bakteri termofilik  salah satunya kawasan wisata Ie Suum Kabupaten Aceh Besar. Sumber air panas kawasan Ie Suum Kabupaten Aceh Besar memiliki suhu berkisar 85o C. Salah satu sumber air panas terletak di Aceh dan telah menjadi objek wisata pemandian air panas bagi masyarakat Aceh yang dinamakan dalam bahasa Aceh Ie Suum (air panas). Pemandian air panas ini terletak di kaki Gunung Meuh (Gunung Emas) desa Ie Suum, Kecamatan Mesjid Raya, Kabupaten Aceh Besar yang aliran airnya 
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berasal dari Seulawah dan Kabupaten Aceh Besar berjarak 35 kilometer dari Kota Banda Aceh (Maretia et al., 2021). Eksploitasi sumber air panas tidak hanya digunakan dalam daya tarik wisata tetapi juga merupakan rumah terhadap bakteri seperti bakteri termofilik yang mempunyai kemampuan untuk memperoleh enzim selulase yang digunakan pada berbagai bidang industri. Peneliti sebelumnya yang telah dilakukan oleh  Zuraidah et al., (2020) yang telah memperoleh 2 isolat bakteri termofilik dalam menghasilkan amilase pada sumber air panas kawasan Ie Suum. Maka perlu adanya penelitian terhadap bakteri termofilik menghasilkan selulase yang belum sepenuhnya tereksplorasi pada pemandian air panas dan belum ada penelitian mengenai bakteri termofilik penghasil selulase di wisata Ie Suum Kabupaten Aceh Besar. Berdasarkan uraian tersebut maka dilakukan penelitian tentang “Isolasi dan Uji Aktivitas Bakteri Termofilik Penghasil Enzim Selulase di Kawasan Wisata Ie Suum Kabupaten Aceh Besar”. I.2 Rumusan Masalah 1. Bagaimana karakteristik  bakteri termofilik  yang didapat pada kawasan wisata Ie Suum Kabupaten Aceh Besar ? 2. Bagaimana potensi enzim selulase dari bakteri termofilik pada kawasan wisata Ie Suum Kabupaten Aceh Besar ? 3. Bagaimana aktivitas enzim selulase dari bakteri termofilik pada kawasan wisata Ie Suum Kabupaten Aceh Besar ? I.3 Tujuan Penelitian 1. Mengetahui karakteristik bakteri termofilik pada kawasan wisata Ie Suum Kabupaten Aceh Besar. 2. Mengetahui potensi enzim selulase dari bakteri termofilik pada kawasan wisata Ie Suum Kabupaten Aceh Besar. 3. Mengetahui aktivitas enzim selulase dari bakteri termofilik pada kawasan wisata Ie Suum Kabupaten Aceh Besar.   
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I.4 Manfaat Penelitian 1. Meningkatkan wawasan ilmu pengetahuan tentang bakteri termofilik penghasil selulase pada kawasan wisata Ie Suum Kabupaten Aceh Besar. 2. Sebagai informasi awal dan bahan pertimbangan untuk penelitian lebih lanjut terhadap bakteri termofilik penghasil selulase di kawasan wisata Ie Suum Kabupaten Aceh Besar. 
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BAB II 

TINJAUAN PUSTAKA 
 II.1  Kawasan Wisata Ie Suum         Sumber air panas adalah habitat bagi bakteri yang bersifat termofilik, seperti halnya bakteri termofilik terutama kelompok Actinobacteria, Proteobacteria dan Acidobacteria (Ovando-Chacon et al., 2020). Mata air panas merupakan  salah satu habitat bakteri termofilik yang menghasilkan enzim termostabil. Dari bakteri termofilik dapat diisolasi berbagai enzim termostabil salah satunya adalah enzim selulase (Huwae & Aditiawati, 2020).  Sumber air panas yang potensial mengeksplorasi bakteri termofilik yang menghasilkan selulase salah satunya kawasan wisata Ie Suum Kabupaten Aceh Besar. Sumber air panas kawasan Ie Suum Kabupaten Aceh Besar memiliki suhu berkisar 85°C. Ie Suum merupakan sumber air panas terletak di Aceh dan telah menjadi objek wisata pemandian air panas bagi masyarakat Aceh yang dinamakan dalam bahasa Aceh Ie Suum (air panas). Pemandian air panas ini terletak di kaki Gunung Meuh (Gunung Emas) Desa Ie Suum, Kecamatan Mesjid Raya, Kabupaten Aceh Besar yang aliran airnya berasal dari Seulawah dan Kabupaten Aceh Besar berjarak 35 kilometer dari Kota Banda Aceh (Maretia et al., 2021). Berdasarkan hasil penelitian Mawati et al., (2021) diperoleh bakteri termofilik yang termasuk ke dalam genus Pseudomonas sp. Mahestri et al., (2021) diperoleh bakteri termofilik yang diidentifikasi ke dalam genus Bacillus karena memiliki koloni berbentuk filamentous, motil, bersifat oksidatif dan hasil uji katalase positif. Penelitian Zuraidah et al., (2020) berhasil mengisolasi bakteri termofilik dari kawasan wisata Ie Suum Kabupaten Aceh Besar yang diperoleh 2 isolat bakteri termofilik yang menghasilkan enzim amilase. Oleh karena itu perlu dilakukan penelitian lanjut tentang bakteri termofilik yang mampu menghasilkan enzim selulase.  
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II.2  Bakteri Termofilik  Bakteri termofilik mampu bertahan dan berkembang dalam kondisi suhu yang tinggi karena protein bakteri termofilik lebih stabil dan tahan panas dibandingkan dengan mesofil. Protein yang terdapat pada sel bakteri termofilik memiliki ikatan hidrofobik dan ikatan ionik yang sangat kuat. Komposisi membran sel pada bakteri termofilik tersusun oleh asam lemak jenuh sehingga dapat bersifat stabil pada suhu tinggi (Mawati et al., 2021). Terdapat tiga faktor yang mampu menyebabkan bakteri termofilik bertahan dan berkembang dalam kondisi suhu yang cukup tinggi diantaranya kandungan enzim dan protein yang lebih stabil serta tahan akan panas dibandingkan dengan bakteri mesofilik. Molekul pensintesis protein (seperti ribosom dan komponen lainnya) yang cukup stabil terhadap panas, kandungan enzim dan protein lebih stabil dan tahan panas dibandingkan dengan mesofil, membran lipid sel termofilik mengandung banyak asam lemak jenuh yang membentuk ikatan hidrofobik yang cukup kuat (Nadila, 2019). Kemampuan hidup dari mikroorganisme termofilik ini berhubungan dengan struktur selnya yang memiliki kelebihan dalam beberapa hal, yaitu : a. Struktur membran sel Membran sel setiap makhluk hidup tersusun atas senyawa lipid dan protein yang disebut lipoprotein. Pada umumnya bagian lipid dari membran sel makhluk hidup dihubungkan oleh ikan ester, sedangkan pada organisme termofili senyawa lipid membran selnya mengandung ikatan ester yang terbentuk lewat proses kondensasi dari gliserol atau senyawa polio kompleks lainnya dengan alkohol isoprenoid yang mengandung 20, 25 atau 40 atom karbon. Senyawa ester gliserol pada Archaebacteria ini mengandung 2,3 O-sn-gliserol yang menyebabkan struktur lipoprotein dari membran sel termofili tersebut lebih stabil (Villanueva et al., 2021). b. Struktur protein Chaperonin merupakan satu jenis protein yang merupakan jenis protein yang tidak umum dijumpai pada protein-protein fungsional lainnya di dalam sel. Protein ini berperan dalam mempertahankan kembali struktur tiga dimensi dari protein fungsional sel dari denaturasi suhu lingkungan yang bersifat ekstrim 
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(Attri et al., 2018). Protein ini memiliki struktur yang tetap stabil, tahan terhadap denaturasi dan proteolisis. Protein ini dapat membantu organisme termofilik mengembalikan fungsi aktivitas enzimnya bila denaturasi oleh suhu tinggi (Nadila, 2019). c. Struktur DNA Gyrase DNA gyrase merupakan salah satu anggota kelompok enzim topoisomerase yang berperan dalam mengontrol topologi DNA suatu sel dan memegang peran penting dalam proses replikasi dan transkripsi DNA. Semua jenis topoisomerase dapat merelaksasikan DNA tetapi hanya DNA Gyrase yang dapat mempertahankan struktur DNA tetap terbentuk supercoil. DNA gyrase disusun oleh 90-150 pasangan basa-N DNA. DNA gyrase ini selalu dijumpa pada organisme yang hidup di lingkungan di atas 70 oC dan juga daoat dijumpai pada organisme yang hidup pada suhu sekitar 60 oC. DNA ini merupakan salah satu kelengkapan sel dari organisme termofilik (Nadila, 2019). Bakteri termofilik dapat bertahan hidup dan bereproduksi dalam keadaan suhu yang ekstrim antara 45-122°C. Selain bakteri, mikroba lain yang tergolong bakteri termofilik adalah kelompok Archaea yang banyak dijumpa pada mata air panas di darat dan laut dalam (El-Gayar et al., 2017). Karakteristik mikroba di habitat yang ekstrim seperti mata air panas dicirikan oleh enzim adaptif karena mengandung komponen khas yang mampu menjaga kestabilan dan konformasi fleksibel, sehingga dapat berfungsi secara optimal dalam kondisi tersebut (Sang et al., 2020).  
Gambar II. 1. Suhu Pertumbuhan Bakteri 

                                                         Sumber; (Surya, 2019) 
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Bakteri termofilik merupakan bakteri yang hidup pada kondisi ekstrim. Bakteri yang hidup pada suhu ekstrim memiliki kemampuan khusus dalam mempertahankan hidupnya. Dalam penelitian ini dilakukan 5 uji biokimia yakni uji katalase, uji oksidasi, uji Triple Sugar Iron Agar (TSIA), uji Sulfide Indol Montility (SIM), uji Simmon Citrate Agar (SCA) (Bahri et al., 2021). Bakteri termofilik adalah bakteri yang  menghasilkan enzim termofilik karena enzim ini sanggup tahan terhadap suhu tinggi. Manfaat dari isolasi enzim termostabil pada industri yang umumnya menggunakan suhu tinggi karena laju reaksi yang lebih cepat, potensi kontaminasi yang lebih sedikit, dan stabilitas yang lebih besar dengan penyimpanan yang lebih lama. Beberapa keuntungan ini membuat enzim selulase menguntungkan untuk pengembangan lebih lanjut (Mahestri et al., 2021). Bakteri termofilik telah menarik perhatian karena kemampuannya menghasilkan zat resisten seperti enzim termofilik. Kelompok enzim termofilik  antara lain amilase, selulase, xylanase, chitinase, protease, dan lipase (Alrumman et al., 2018). Di Indonesia, telah banyak penelitian tentang bakteri termofilik baik dari segi keanekaragamannya maupun potensinya untuk keperluan industri (Ardhi et al., 2020). Berbagai penelitian tentang bakteri termofilik penghasil selulase telah dilakukan diantaranya adalah penelitian ElSharayidi et al., (2020) yang mendapatkan 7 isolat bakteri termofilik yang berhasil diisolasi dengan kemampuan karbosimetil selulase dari sumber air panas Mesir di Ras-Sedr. Rukmi et al., (2018) yang mendapatkan 7 isolat yang menghasilkan bakteri termofilik penghasil selulase di air panas Gedongsongo. Huwae & Aditiawati, (2020) yang mendapatkan 7 isolat yang menghasilkan bakteri penghasil selulase dari sumber air panas Sila. II.3 Enzim Selulase Termofilik dan Aplikasinya      Enzim adalah bagian dari protein yang mengkatalisis reaksi kimia dan enzim dapat dipahami sebagai protein khusus yang mengkatalisis reaksi katalitik dan molekul yang menjadi substratnya. Enzim bertindak sebagai biokatalisator dalam perubahan kimia tanpa ikut bereaksi. Enzim yang berperan menjadi katalisator hidrolisis selulosa secara terus menerus adalah enzim selulase (Pujiati et al., 2018). 
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CMC (carboxymethil celllulase) digunakan sebagai substrat untuk mendeteksi keberadaan enzim selulase. Dalam reaksi ini, CMC dihidrolisis oleh selulase menjadi glukosa. Hasil uji hidrolisis CMC positif ditandai dengan terbentuknya zona bening di sekitar koloni bakteri saat dituang Congo red di area yang tidak ditumbuhi bakteri berwarna merah. Congo red membentuk ikatan hidrogen dengan polisakarida sehingga menghasilkan warna merah (Nuritasari et al., 2017). Bakteri selulosa mampu mengubah selulosa menjadi sumber karbon dan energi dengan memecahnya menjadi monomer glukosa. Selulosa bakteri untuk hidrolisis selulosa sebagai penghasil selulase. Setiap bakteri selulosa menghasilkan kompleks enzim selulase berbeda tergantung pada gen yang dimiliki dan sumber karbon yang digunakan. Enzim selulase ialah biokatalisator yang berperan dalam mengkatalis hidrolisis selulosa membentuk rantai pendek selulosa atau oligosakarida yang selanjutnya akan diubah menjadi glukosa (Mokodompit et al., 2020).  Selulosa adalah komponen utama penyusun dinding sel tumbuhan dan salah satu polimer paling melimpah didapatkan di alam. Pada sumber air panas terdapat selulosa yang menyebabkan mikroorganisme termofilik memanfaatkan limbah tersebut sebagai sumber karbon untuk pertumbuhannya. Faktor ini menjadikan kesempatan terbaik bagi mikroorganisme termofilik untuk menghasilkan enzim hidrolitik ekstraseluler seperti selulase di sumber air panas (Huwae & Aditiawati, 2020). Selulase merupakan kelompok enzim yang dapat mengkatalis hidrolisis ikatan β-1,4-glikosidik dalam selulosa, selodekstrin, selobiosa dan turunan selulosa lainnya. Molekul tersebut hidrolisis menjadi unit-unit monomer yang lebih kecil, seperti glukosa. Enzim ini mampu menghidrolisis ikatan β-1,4-glikosidik Siantar residu glikosil melalui mekanisme hidrolisis asam. Struktur slulase terdiri atas satu katalitik, daerah pengikatan selulosa, dan rantai terglikosilasi. Selulase diklasifikasikan menjadi 3 kelompok enzim selulase adalah endoglukanase, eksoglunase dan β-glukosidase yang merupakan kelompok enzim  yang membagi selulosa menjadi monomer glukosa (Pujiati et al., 2018). Ketiga komponen enzim tersebut bekerja sama dalam menghidrolisis selulosa yang tidak dapat larut menjadi glukosa sehingga aktivitas gabungan dari ketiga enzim tersebut dapat diukur dengan mengidentifikasi jumlah glukosa yang 
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dihasilkannya (Nadila, 2019). Endoglukanase merupakan komponen selulase yang menghidrolisis daerah amorf selulosa secara acak. Hidrolisis oleh enzim ini membentuk oligosakarida dengan panjang rantai yang berbeda-beda dan membentuk ujung rantai nonpereduksi baru (Rahmasyitha et al., 2018). Endoglukanase selalu ditemukan dalam mikroba selulotik, baik fungi maupun bakteri. Endoglukanase menghidrolisis selodekstrim dan turunan selulosa lain, seperti Carboxymethylcelullose (CMC). Enzim ini memiliki aktivitas tinggi terhadap substrat CMC sehingga disebut pula dengan CMCase. Eksoselobiohidrolase (eksoglukanase) adalah komponen enzim yang produk hidrolis utamanya adalah selobiosa. Enzim ini memecah selulosa dengan cara menghilangkan ujung akhir gugus selobiosa pada rantai selulosa (Rendy et al., 2022). Eksoglukanase memiliki aktivitas tinggi dalam menghidrolisis selulosa kristal tetapi sangat rendah pada selulosa amorf (Nadila, 2019). Selobiosa juga memiliki kemampuan dalam menghidrolisis selotriosa maupun selotetraosa yang merupakan hasil kerja endoglukanase. Kerja sama endoglukanase dan eksoglukanase dapat menghasilkan hidrolisis selulosa yang optimum. β-glukosidase merupakan komponen selulase yang memutuskan unit glukosa secara spesifik dari ujung nonpereduksi dari seloligosakarida (Irawati, 2016). Enzim ini tidak menghidrolisis CMC atau selulosa tetapi menghidrolisis seloligosakarida, pNPG dan selobiosa menjadi glukosa. Komponen enzim ketiga dari selulase ini, bertugas dalam mengatur seluruh proses selulotik dan merupakan enzim terpenting meskipun tidak beraksi secara langsung dalam menghidrolisis selulosa. Hal tersebut dikarenakan kemampuan enzim ini dalam menghidrolisis selobiosa yang merupakan penghambat bagi aktivitas endoglukanase dan eksoglukanase dalam menghidrolisis selulosa (Nadhifah, 2021). Efektivitas biokonversi selulosa tergantung dari sumber selulase, jenis substrat selulosa, dan kondisi optimum untuk produksi dan aktivitas enzim (Rendi et al., 2022). Aktivitas total selulase ditentukan dari aktivitas campuran yang menghidrolisis bahan yang mengandung selulosa dan menghasilkan produk akhir berupa glukosa. Aktivitas ini menggambarkan pengaruh dari kerja ketiga enzim yang berbeda dan pengaruh hambatan dari produk akhir. Secara umum, hidrolisis selulosa oleh kompleks selulase terbagi ke dalam tiga tahapan utama. 
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Tahap pertama dilakukan oleh enzim endoglukanase. Enzim ini menyerang daerah amorf dari selulosa secara acak dan membentuk ujung-ujung nonpereduksi yang akan memudahkan kerja eksoglukanase. Tahapan selanjutnya dilakukan oleh eksoglukanase yang menghidrolisis daerah kristal dari selulosa dengan melepaskan selobiosa. Selobiosa akan dihidrolisis oleh β-glukosidase menghasilkan glukosa (Nadila, 2019).  Aktivitas enzim dipengaruhi oleh beberapa faktor diantaranya yaitu pH, suhu, konsentrasi substrat, dan inhibator (Puspitasari & Ibrahim, 2021). Enzim selulase yang ramah lingkungan digunakan pada industri tekstil teknologi enzimatis. Dengan meningkatnya kegunaan enzim namun enzim selulase yang dihasilkan masih terbatas atau masih sedikit sehingga dibutuhkan sumber isolat baru untuk memperoleh enzim selulase dari sumber air panas (Kurniawan et al., 2020). Enzim selulase merupakan enzim yang berperan penting dalam konversi biologis sampah organik dari selulosa menjadi glukosa, protein uniseluler, tanol pakan ternak, dan lain-lain (Agustina et al., 2019). Penggunaan enzim selulase tersebar luas dalam aplikasi industri seperti pembuatan kertas dan energi terbarukan (Flimban et al., 2019).  Aplikasi industri membutuhkan enzim yang stabil pada suhu tinggi. Dalam industri, reaksi suhu tinggi sangat penting karena dapat memperlambat laju perpindahan massa dan memindahkan keseimbangan ke arah pembentukan produk. Sehingga, penggunaan enzim dalam industri bioteknologi semakin membutuhkan enzim yang tahan pada suhu tinggi (Nanda et al., 2017). II.4 Pengukuran Aktivitas Selulase dengan Metode DNS    Penentuan aktivitas enzim diperoleh dengan mengukur kandungan gula pereduksi selama hidrolisis enzimatik. Metode DNS (3,5-dinitrosalicylic Acid)  umum digunakan (Irawati, 2016). Metode DNS menggunakan pereaksi DNS sebagai pengukuran mikroba dalam produksi gula reduksi. Metode ini dapat diterapkan pada reaksi yang sangat kecil karena mempunyai tingkat akurasi yang tinggi. Metode DNS terpilih karena lebih mudah digunakan pada pengukuran eksperimental (Putri, 2016).  Aktivitas enzim ditentukan dengan menentukan konsentrasi gula pereduksi menggunakan kurva glukosa standar. Glukosa adalah gula pereduksi yang 
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dihasilkan  hidrolisis substrat oleh enzim selulase. Besarnya aktivitas enzim selulase akan berpengaruh pada kadar gula reduksi yang diperoleh  (Azizah, 2017). Aktivitas enzim selulase dapat ditetapkan dari nilai absorbansinya untuk mendapatkan konsentrasi standar glukosa. Kemudian hasil pengukuran dihitung menggunakan rumus sampai dihasilkan nilai aktivitas dalam satuan U/mL. Dalam kondisi pengujian satu unit adalah jumlah enzim yang diperlukan untuk memecah satu µmol selulosa menjadi gula pereduksi per menit dalam kondisi pengujian dengan perhitungan sebagai berikut (Nadhifah, 2021).  Aktivitas	Selulase	 = CT	x	BM	glukosa 	xHE     Keterangan :  C = Kosentrasi gula peredukasi (ppm) H = Volume Enzim substrat (mL) E = Volume enzim (mL) T = Waktu inkubasi (menit) BM glukosa = Berat molekul glukosa (180 g/mol) 
 

 

 

 

 

 

 



 13  

BAB III 

METODE PENELITIAN  III.1 Tempat dan Waktu Penelitian    Penelitian ini telah dilaksanakan bulan 18 Desember  2022 hingga 7 Februari 2023. Isolasi dan uji aktivitas bakteri termofilik penghasil enzim selulase di kawasan wisata Ie Suum dilakukan di Laboratorium Multifungsi Universitas Islam Negeri Ar-Raniry Banda Aceh. III.2 Jadwal Penelitian Penelitian ini dilakukan sesuai dengan kegiatan pada tabel di bawah ini : 
            Tabel III. 1. Jadwal Pelaksanaan Penelitian 

No Aktivitas 
Desember            Januari Februari 

2 3 4 1 2 3 4 1    1 Penyiapan awal media dan sampel bakteri termofilik               2 Isolasi bakteri termofilik dan pemurnian bakteri termofilik                 3 Identifikasi dan pengujian aktivitas enzim selulase                4 Analisis pengolahan dan penyusunan data                
 III.3 Objek Penelitian (Populasi dan Sampel) Objek pada penelitian ini adalah bakteri termofilik penghasil selulase yang diisolasi dari kawasan wisata di Ie Suum Kabupaten Aceh Besar. Sampel bakteri termofilik diambil sampelnya dari lokasi wisata Ie Suum dan sampel yang dihasilkan akan diteliti lebih lanjut di Laboratorium Mikrobiologi Gedung Multifungsi Universitas Negeri Ar-Raniry Banda Aceh untuk isolasi dan uji aktivitas bakteri termofilik penghasil selulase.  
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III.4 Alat dan Bahan Penelitian            Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah pipet tetes, mikropipet, cawan petri, batang L, ose, labu erlenmeyer, hot plate, magnetic stirer, timbangan analitik, mikroskop, oven, kaca benda, inkubator, tabung reaksi, batang pengaduk, penutup kaca benda, jangka sorong, autoklaf, Laminar Air Flow (LAF), bunsen, termos, lemari es, penggaris, vortex, kuvet, dan spectrofotometer uv-vis.  Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah sampel air panas yang diambil dari kawasan wisata Ie Suum, medium Carboxymethyl Cellulose (CMC), media Sulfide Indol Motillity (SIM), Triple Sugar Iron Agar (TSIA), media  Simmon Citrate Agar (SCA), reagen Hydrogen peroksida (H2O2), oxidase strip, larutan congo red 1 %, Nutrien agar, reagen pewarnaan Gram (safranin, kristal violet, iodine, alkohol 70%), reagen 3,5-dinitrosalisilat (DNS), kertas label, aquades, kapas, glukosa, tissue,  aluminium foil, reagen kovacs, reagen KNa-Tartrat 40%, NaCl 1 M, malachite green dan NaOH 2 N. III.5 Metode Penelitian Metode penelitian yang digunakan dalam penelitian ini adalah deskriptif kualitatif dan kuantitatif. Data yang didapatkan melingkupi karakteristik makroskopis, mikroskopis, uji screening, identifikasi secara biokimia dan aktivitas enzim selulase yang terdapat di kawasan wisata Ie Suum Kabupaten Aceh Besar. III.6 Prosedur Kerja III.6.1  Pengambilan Sampel Air Panas     Sampel air panas di kawasan wisata Ie Suum Kabupaten Aceh Besar diambil sebanyak 200 mL,  diukur suhu dan pH air pada tempat pengambilan sampel. Sampel air panas dimasukkan dalam termos. Selanjutnya sampel air panas dibawa ke Laboratorium  Mikrobiologi Gedung  Multifungsi Universitas Islam Negeri Ar-Raniry di Banda Aceh untuk diteliti lebih lanjut. III.6.2  Sterilisasi Alat dan Bahan             Semua bahan dan alat yang akan digunakan dicuci dan dikeringkan. Alat yang tahan suhu tinggi dibungkus dengan kertas buram dan disterilkan selama 1 jam dalam oven pada suhu 180°C. Media dan alat yang tidak tahan 
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suhu tinggi disterilkan dalam autoklaf pada suhu 121°C pada tekanan 2 atm selama 15 menit. III.6.3  Isolasi dan Pemurnian dari Air Panas  Air panas diambil dari termos yang berisi air panas dari kawasan wisata Ie Suum. 0,1 µl diambil dituang dalam media CMC agar menggunakan metode tuang (pour plate). Kemudian diinkubasi pada suhu 68oC selama 24 jam (Zuraidah et al., 2020). Pemurnian bakteri dilakukan dengan isolat diambil isolat dengan ose dan diinokulasikan ke dalam media CMC agar menggunakan metode  gores dan diinkubasi pada suhu 68°C selama 24 jam. Hasil pemurnian dibuat duplikatnya pada agar miring dalam tabung reaksi dan diinkubasi selama 24 jam pada suhu 68°C (Sembiring, 2017). III.6.4  Parameter Pengamatan III.6.4.1  Pengamatan Makroskopik  Karakteristik morfologi dilakukan dengan membiakkan isolat di media selektif selanjutnya diamati melalui pandangan atas pada koloni bakteri yang berbentuk bulat, filamen, berserat, kosentrik, filifrom, rhizoid, dan kompleks. Pengamatan permukaan koloni bakteri dilakukan dari bentuk tonjolan yaitu datar, timbul, konveks atau berbukit. Bentuk koloni bakteri jika dilihat dari tepi berbentuk bergelombang, bercabang, halus, silat, tidak teratur. Pengamatan akhir pada warna koloni bewarna putih, abu-abu, kekuningan dan hampir bening (Nadhifah, 2021). III.6.4.2 Pengamatan Mikroskopik dengan Pewarnaan Gram Pewarnaan Gram dilakukan diambil 1 ose isolat murni diletakkan di atas kaca benda yang telah disterilkan terlebih dahulu, kemudian ditambahkan satu tetes akuades, dioleskan hingga membentuk lapisan tipis kemudian diafiksasi di atas bunsen. Selanjutnya diberi 1 tetes larutan kristal violet keringkan selama 30 detik, bilas dengan akuades dan keringkan preparat dengan dianginkan. Diberi 1 tetes larutan iodine dan dibiarkan selama 1 menit, selanjutnya bilas menggunakan akuades dan keringkan di udara. Setelah kering, ditambahkan larutan alkohol 70% sebagai larutan peluntur sampai menutupi permukaan bakteri dan 
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dibiarkan selama 15 detik, selanjutnya bilas menggunakan akuades. Setelah kering ditambahkan larutan safranin dan dibiarkan selama 1 menit, selanjutnya bilas menggunakan akuades dan keringkan. Setelah kering  diamati di bawah mikroskop pada perbesaran 10x100. Pewarnaan Gram dilakukan untuk mengetahui jenis Gram dari isolat bakteri yang merupakan penentuan karakter isolat berdasarkan perbedaan struktur dinding sel (Kurnia et al., 2020). III.6.4.3  Pengamatan Mikroskopik dengan Pewarnaan Endospora  Pewarnaan Endospora diambil 1 ose isolat bakteri biakan murni, disuspensikan ke dalam akuades steril yang terdapat preparat dan dilakukan secara aseptis. Preparat afiksasi di atas bunsen, kemudian ditetesi dengan malachite green dan dibiarkan di atas penangas air selama 10 menit. Preparat diangkat dan dibiarkan dingin, kemudian dibilas dengan air mengalir. Preparat ditetesi safranin dan didiamkan selama 30 detik, kemudian dicuci dengan air mengalir dan keringkan. Preparat diamati dengan mikroskop perbesaran 10x100. Uji positif ditandai berwarna hijau dan negatif berwarna merah (Fitria, 2021). III.6.5 Uji Biokimia Mengikuti Metode (Cappuccino. & Sherman, 2014) III.6.5.1  Uji Katalase  Pengamatan uji katalase diambil 1 ose biakan murni, selanjutnya diletakkan di atas kaca objek dan diteteskan hidrogen peroksida (H2O2). Hasil uji positif ditunjukkan dengan terbentuknya gelembung udara di sekitar koloni. III.6.5.2  Uji Oksidase    Pengamatan uji oksidasi dengan mengolesi bakteri dalam cawan menggunakan kertas oxidase strip. Ditunggu reaksi selama 15 detik, hasil negatif ditunjukkan  munculnya warna merah muda sedangkan hasil positif ditunjukkan munculnya warna ungu. 
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III.6.5.3  Uji Triple Sugar Iron Agar (TSIA)     Isolat bakteri termofilik diinokulasikan dengan ose secara aseptik pada medium Triple Sugar Iron Agar (TSIA). Kemudian   diinkubasi selama 24 jam pada suhu 68°C. Uji TSIA dengan memperhatikan warna tabung pada bagian lereng dan dasar serta gas yang terbentuk pada bagian bawah tabung, dan hasil positif ditandai dengan adanya gas. III.6.5.4  Uji Sulfide Indol Montility (SIM)     Isolat bakteri diambil 1 ose dan ditusuk ke dalam medium SIM datar kemudian inkubasi pada suhu 68°C selama 24 jam. Hasil uji positif setelah pemberian reagen kovacs ditunjukkan terbentuknya cincin merah, uji mortalitas ditunjukkan tanda tusukan karena pergerakan isolat. III.6.5.5  Uji Simmon Citrate Agar (SCA)  Isolat diinokulasi pada media SCA miring vertikal menggunakan metode zigzag pada sisi miring dan ditusuk pada bagian bawah. Media diinkubasi pada suhu 68°C selama 24 jam dan diamati perubahannya. Uji positif ditunjukkan dengan berubahnya warna media menjadi biru, dan uji negatif ditunjukkan dengan tidak adanya perubahan warna media. III.6.6  Uji Potensi Enzim Selulase dari Bakteri Termofilik        Bakteri selulase murni diinokulasikan dengan ditotolkan pada media CMC dalam cawan petri dan inkubasi pada suhu 68°C selama 24 jam. Screening bakteri selulase dilakukan dengan menuangkan larutan congo red 1% ke dalam cawan petri dan diamkan selama 15 menit. Kemudian bilas dengan larutan NaCl 1 M sebanyak tiga kali selama 15 menit. (Murtiyaningsih & Hazmi, 2017).  Proses hidrolisis selulase ditandai sekitar koloni bakteri terbentuknya zona bening. Semakin besar nilai indeks selulase maka semakin besar enzim yang dihasilkan oleh bakteri secara kualitatif. Daya degradasi selulase dikategorikan pada nilai indeks selulase  dengan nilai IS ≤ 1 dikategorikan rendah, sedangkan kategori tinggi apabila nilai IS ≥ 2. Diukur zona bening yang 
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dihasilkan dan dihitung nilai indeks selulase (IS) menggunakan rumus (Puspawati et al., 2018): 	Indeks	Selulase = DB − DKDK  Keterangan : III.6.7 Uji Bakteri Selulotik Secara Kuantitatif III.6.7.1  Produksi Ekstrak Kasar Enzim Selulase Isolat bakteri selulotik termofilik diinokulasikan sebanyak 2 ose dalam 50 mL media CMC dan diinkubasi pada shaker inkubator dengan kecepatan 125 rpm pada suhu 68oC selama 18 jam. Ekstrak kasar enzim diperoleh dengan mesentrifugasi kultur pada kecepatan 3000 rpm selama 15 menit, supernatan yang diperoleh adalah ekstrak kasar enzim selulase dan digunakan untuk aktivitas enzim (Fitria, 2021). III.6.7.2  Pembuatan Kurva Standar Glukosa  Larutan standar glukosa dibuat dengan konsentrasi yang berbeda yaitu 0 ppm, 200 ppm, 400 ppm, 600 ppm, 800 ppm, dan 1000 ppm. Selanjutnya dari setiap konsentrasi diambil sebanyak 1 mL dan dimasukkan ke dalam tabung reaksi. 1 mL larutan DNS ditambahkan ke dalam tabung reaksi dan dihomogenkan. Campuran diinkubasi pada air mendidih selama 15 menit sampai larutan berwarna merah-coklat.  (Murtiyaningsih & Hazmi, 2017). 1 mL larutan KNa-Tartrat 40% ditambahkan. Setelah dingin ditambahkan aquades hingga volumenya 10 mL dan dihomogenkan. kemudian diukur absorbansinya dengan tiga kali pengulangan menggunakan spektrofotometer panjang gelombang 540 nm. Nilai absorbansi yang didapat diolah menggunakan Microsoft Excel  dengan nilai absorbansi sebagai sumbu x dan nilai konsentrasi sebagai sumbu y, hingga diperoleh persamaan reaksi dan regerasinya (Nadhifah, 2021). DK = Diameter koloni (cm) DB = Diameter zona bening (cm)  
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III.6.7.3 Pengukuran Aktivitas Enzim Selulase dengan Metode DNS  Sebanyak 1 mL enzim ekstrak kasar digabung dengan 1 mL substrat (CMC 1%) kemudian diinkubasi selama 40 menit pada suhu 68oC. Diambil 1 mL larutan campur, ditambahkan 1 mL reagen DNS kemudian homogenkan. Mulut tabung ditutup menggunakan aluminium foil dan panaskan selama 15 menit dengan air mendidih hingga larutan bewarna cokelat kemerahan. Selanjutnya tambahkan aquades sampai volume 10 mL dan homogenkan. Kemudian menggunakan spektrofotometer pada panjang gelombang 540 nm diukur absorbansinya. Aktivitas enzim selulase disebutkan dalam satuan U/mL. Dalam kondisi pengujian satu unit adalah jumlah enzim yang diperlukan untuk memecah satu µmol selulosa menjadi gula pereduksi per menit dalam kondisi pengujian dengan perhitungan sebagai berikut (Nadhifah, 2021). Aktivitas	Selulase	 = CT	x	BM	glukosa 	xHE  Keterangan :  C = Kosentrasi gula peredukasi (ppm) H = Volume Enzim substrat (mL) E = Volume enzim (mL) T = Waktu inkubasi (menit) BM glukosa = Berat molekul glukosa (180 g/mol) III.7 Analisis Data Analisis data pada penelitian ini menggunakan metode deskriptif dan metode eksperimen. Data yang diperoleh yaitu data kualitatif dan data kuantitatif. Analisis data secara kualitatif dilakukan secara deskriptif yaitu berdasarkan jumlah isolat dan karakteristik morfologi bakteri termofilik penghasil enzim selulase baik secara makroskopik dan secara mikroskopik yang disajikan dalam bentuk gambar. Sedangkan data kuantitatif dianalisis berdasarkan dari pengukuran zona bening dan uji aktivitas enzim selulase yang terdapat di kawasan wisata Ie Suum Kabupaten Aceh Besar.  
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BAB IV 

HASIL DAN PEMBAHASAN  IV.1 Hasil Penelitian 
IV.1.1 Karakteristik Bakteri Termofilik Pada Kawasan wisata Ie Suum 

Kabupaten Aceh Besar Penelitian ini menggunakan bakteri termofilik yang ditumbuhkan pada CMC agar dari sampel air panas yang diambil dari kawasan wisata Ie Suum Kabupaten Aceh Besar. Berdasarkan hasil pengukuran parameter suhu dan pH pada air panas di kawasan wisata Ie Suum Kabupaten Aceh Besar seperti pada Tabel IV.1.   Tabel IV. 1 Pengukuran parameter suhu dan pH pada air panas di kawasan wisata Ie Suum Kabupaten Aceh Besar 
                   Sampel Suhu (oC) pH Air panas 68oC 7,2   Sampel air panas di kawasan wisata Ie Suum Kabupaten Aceh Besar memiliki suhu 68oC dan memiliki pH yaitu 7,2 (netral) seperti pada tabel IV.1.            Kemudian sampel ditumbuhkan pada media CMC agar sehingga diperoleh koloni-koloni bakteri termofilik yang diamati karakteristiknya. Hasil pengamatan karakteristik makroskopis diperoleh 15 isolat bakteri yang memiliki karakteristik yang berbeda-beda seperti pada tabel IV.2 karakteristik bakteri termofilik penghasil selulase di kawasan wisata wisata Ie Suum Kabupaten Aceh Besar.     



 21  

     Tabel IV. 2 Karakteristik bakteri termofilik yang didapat pada kawasan wisata  Ie Suum Kabupaten Aceh Besar 
Kode 

Isolat 

Bentuk Warna Tepi Elevasi TS1 Bulat Putih-krim Rata Cembung TS2 Bulat Kuning Rata Cembung TS3 Berakar Putih-krim Berbenang Timbul datar TS4 Bulat Kuning Rata Cembung TS5 Bulat Putih-krim Rata Cembung  TS6 Bulat Putih-krim Rata  Cembung TS7 Berbenang Putih-krim Bergerigi   Timbul datar TS8 Berakar Putih-bening Berbenang Datar TS9 Tidak teratur Putih-krim Bergelombang  Datar  TS10 Tidak teratur Putih-krim Bergelombang Datar TS11 Bulat Kuning Rata Cembung   TS12 Bundar Kuning Rata Cembung  TS13 Berakar Putih-krim Bergerigi  Timbul datar TS14 Berbenang Putih-krim Bergerigi Timbul datar TS15 Berakar Putih-krim Bergerigi Timbul datar      Keterangan : TS = Termofilik Selulase Setelah dilakukan pengamatan secara makroskopis terhadap 15 isolat tersebut kemudian dilanjutkan dengan pengamatan secara mikroskopis yang berupa uji pewarnaan Gram. Gambar pewarnaan Gram bakteri termofilik dapat dilihat pada Gambar IV.2 sebagai berikut:        Gambar IV. 1 Pewarnaan Gram Bakteri Termofilik      Keterangan : (a) Bentuk Sel Batang Gram Positif (b) Bentuk Sel Batang Gram  Negatif (a) (b) 
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Hasil pewarnaan Gram yang dilakukan pada ke-15 isolat bakteri termofilik didapatkan Gram positif dan Gram negatif, sedangkan bentuk selnya didapatkan bentuk batang. Setelah dilakukan pewarnaan Gram dilakukan uji biokimia diantaranya Uji katalase, oksidasi, indol, motilitas, TSIA, dan SCA. Gambar dan hasil uji biokimia dapat dilihat pada Gambar IV.3 dan Tabel IV.3 di bawah ini ini:           Gambar IV. 2 Uji Biokimia Bakteri Termofilik Keterangan: (a) Uji Biokimia Katalase, (b) Uji Biokimia Oksidase, (c) Uji Biokimia indol, (d) Uji Biokimia Motililitas, (e) Uji Biokimia TSIA, (f) Uji Biokimia SCA.  Berikut hasil pengamatan mikroskopis pada ke-15 isolat bakteri termofilik penghasil selulase di kawasan wisata Ie Suum Kabupaten Aceh Besar. Tabel hasil pengamatan mikroskopis bakteri termofilik dapat dilihat pada Tabel IV.3 berikut ini:      (a) (b) (c) (d) - (e)  (f) + + - 



 23  

Tabel IV. 3 Hasil Pengamatan Mikroskopis Bakteri TermofiliK Kode Isolat      Bentuk sel Gram Katalase Oksidase Indol Motil SCA TSIA G L S H 2S Gas TS1 Basil + + + - + + + - - - - TS2 Basil + + + - + + + - + - - TS3 Basil + + + - + - + - + + - TS4 Basil + + + - + + + - + - - TS5 Basil + + + - + + + - - - - TS6 Basil - + + - + + + - - - - TS7 Basil + + + - + - + - + + - TS8 Basil - + + - - + + - - + - TS9 Basil + + + - + + + - + - - TS10 Basil + + + - + + + - + - - TS11 Basil + + + - + + + - + - - TS12 Basil + + + - + + + - + - - TS13 Basil + + + - + - + - + + - TS14 Basil + + + - + - + - + + - TS15 Basil + + + - + - + - + + - Keterangan : + (positif), - (Negatif), SCA (Simmon Citrate Agar), TSIA (Triple Sugar Iron Agar), G (Glukosa), L (Lakotosa), S (Sukrosa).              
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Tabel IV. 4 Hasil Identifikasi Genus Bakteri Termofilik Penghasil Selulase dari Beberapa Sumber Uji Biokimia Genus Bakteri Bacilus sp. (TS1,TS2,TS3,TS4,TS5,TS7,TS9, TS10,TS11,TS12,TS13,TS14,TS15) Pseudomonas sp. (TS6, TS8)  Bentuk sel Basil Basil Gram + - Katalase + + Oksidase + + Indol - - Motil + -/+ SCA -/+ + Glukosa + + Sukrosa -/+ - Laktosa - - Endospora + - Referensi    Fauziah & Ibrahim, (2021); Runtuboi et al., (2018); (Silalahi et al., (2020).  Fauziah & Ibrahim, (2021); Ristiati et al., (2016). Berdasarkan hasil pewarnaan endospora, kode isolat TS1, TS2, TS3, TS4, TS5, TS7, TS9, TS10, TS11, TS12, TS13, TS14 dan TS15 didapatkan hasil pewarnaan spora positif ditandai dengan warna dari bentuk selnya berwarna hijau, sedangkan untuk TS6 dan TS8 pewarnaan sporanya negatif ditandai dengan warna bentuk selnya berwarna merah. Gambar pewarnaan spora dapat dilihat pada gambar IV.3 di bawah ini :    Gambar IV. 3 Pewarnaan Endospora Bakteri Termofilik  Keterangan : (a) Positif Endospora, (b) Negatif Endospora    (a) (b) 
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IV.1.2 Potensi Enzim Selulase dari Bakteri Termofilik Pada Kawasan 

Wisata Ie Suum Kabupaten Aceh Besar Isolat bakteri hasil pemurnian dilakukan pengujian potensi bakteri dengan metode screening untuk menunjukkan bahwa isolat tersebut mampu menghasilkan enzim selulase dengan membentuk zona bening pada media CMC agar setelah diuji menggunakan metode Congo Red. Berdasarkan hasil uji potensi bakteri termofilik penghasil selulase menunjukkan 3 isolat indeks selulase kategori kuat, 5 isolat dikategorikan sedang dan 2 isolat dikategorikan lemah. Terlihat pada Gambar IV.4  dan pada tabel IV.5.   Keterangan : A (Zona Bening) dan B (Koloni bakteri)                  Gambar IV. 4 Potensi Enzim Selulase dari Bakteri Termofilik          A B 
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    Tabel IV. 5 Potensi enzim selulase dari bakteri termofilik pada kawasan wisata Ie Suum Kabupaten Aceh Besar. Nilai Rata-rata Kode Isolat Diameter Zona Bening (cm) Diameter Koloni (cm) Indeks Selulotik (IS) Keterangan Indeks Selulotik TS1 - 0,6 - - TS2 - 0,2 - - TS3 1,1 0,5 1,2 Sedang TS4 1,1 0,6 0,83 Lemah TS5 1,9 0,7 1,71 Sedang TS6 1,4 0,3 3,67 Kuat TS7 2,0 0,6 2,33 Kuat TS8 1,5 0,7 1,42 Sedang TS9 1,3 0,6 1,16 Sedang TS10 0,5 0,1 4,00 Kuat TS11 - 0,1 - - TS12 - 0,3 - - TS13 - 0,4 - - TS14 1,5 0,6 1,5 Sedang TS15 1,0 0,6 0,66 Lemah Keterangan : TS = Termofilik Selulase, (-) tidak ada zona bening, 2 atau ≥ 2 menunjukkan indeks selulase kuat, ≤ 2 menunjukkan nilai indeks selulase sedang, 1 atau ≤ 1 menunjukkan indeks selulase lemah.  Isolat bakteri yang memiliki nilai indeks kuat diuji aktivitas enzim selulasenya. Dengan demikian isolat yang akan diuji aktivitasnya yaitu isolat dengan kode TS6 nilai indeks 3,67  isolat TS7 nilai indeks 2,33 dan isolat TS10 dengan nilai indeks 4,00 yang dikategorikan kuat seperti yang terlihat pada Tabel IV.4. 
IV.1.3 Aktivitas Enzim Selulase dari Bakteri Termofilik Pada Kawasan 

Wisata Ie Suum Kabupaten Aceh Besar Pengukuran aktivitas ekstrak kasar enzim selulase dilakukan dengan memplotkan hasil absorbansi sampel ke dalam persamaan kurva standar glukosa. Persamaan standar glukosa tersebut adalah y = 0,0001x + 0,0343 dengan nilai R2 = 0,9768. Berdasarkan hasil absorbansi ekstrak kasar enzim selulase yang telah dilakukan maka dihitung aktivitas ekstrak kasar menggunakan rumus. 
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Hasil pengukuran aktivitas ekstrak kasar selulase pada 3 isolat dapat dilihat pada tabel IV.6 di bawah ini :     Tabel IV. 6 Tabel Nilai Aktivitas Ekstrak Kasar Enzim Selulase No Kode Isolat Aktivitas Enzim (Unit/mL) 1 TS6 (Pseudomonas sp.)  4,7 x 10-3 2 TS7 (Bacillus sp.) 4,4 x 10-3 3 TS10 (Bacillus sp.) 5,5 x 10-3      Keterangan : TS = Termofilik Selulase Hasil perhitungan aktivitas ekstrak kasar enzim selulase dapat diketahui pada isolat TS10 memiliki indeks selulase tertinggi yaitu 4,00 juga memiliki nilai aktivitas enzim yang paling tinggi yaitu 5,5 x 10-3 U/mL. Selanjutnya diikuti isolat TS6 memiliki nilai indeks selulase sebesar 3,67 juga memiliki nilai aktivitas enzim kedua sebesar 4,7 x 10-3 U/mL dan isolat TS7  memiliki nilai indeks indeks ketiga tinggi  2,33 juga memiliki nilai aktivitas enzim ketiga tinggi 4,4 x 10-3 U/mL. IV.2 Pembahasan Penelitian 
IV.2.1 Karakteristik Bakteri Termofilik Pada Kawasan Wisata Ie Suum 

Kabupaten Aceh Besar Bakteri termofilik dari sumber air panas di kawasan wisata Ie Suum  Kabupaten Aceh Besar yang memiliki suhu air 68oC dan memiliki kadar pH yaitu 7 (netral). Bakteri ditumbuhkan dengan media Carboxil Methil Cellulosa (CMC) sebagai media untuk menyeleksi bakteri yang mampu menghasilkan enzim selulase kemudian diinkubasi pada suhu 68oC. Suhu inkubasi 68oC ini merupakan suhu optimum bagi pertumbuhan bakteri termofilik karena sesuai dengan lingkungan suhu hidupnya. Menurut Zuraidah et al., (2020) suhu adalah faktor yang mempengaruhi pertumbuhan dan bertahan hidup bakteri.  Derajat keasaman atau pH di kawasan wisata Ie Suum Kabupaten Aceh Besar yaitu 7,2 kondisi tersebut optimal untuk pertumbuhan bakteri. Nilai pH mempengaruhi kelimpahan dan aktivitas bakteri selulase dan aktivitas enzim bakteri. Perubahan pH yang tidak sesuai akan menyebabkan konformasi enzim 
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berubah. Menurut Laila, (2020) derajat keasaman pertumbuhan yang baik bakteri pendegradasi selulase yaitu pH 7. Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan maka didapatkan 15 isolat murni yang mampu tumbuh dan berkoloni pada media CMC agar. Isolat yang tumbuh pada hasil isolasi dari air panas di kawasan wisata Ie Suum Kabupaten Aceh Besar dengan media CMC agar dikarakterisasi morfologi pada masing-masing koloni meliputi bentuk koloni, permukaan koloni, tepi koloni dan warna koloni seperti pada Tabel IV.2  Berdasarkan hasil karakteristik yang didapatkan secara mikroskopis dan mikroskopis, selanjutnya dilakukan proses identifikasi bakteri dengan menggunakan buku Bergey’s Manual of  Determinative Bacteriology dan beberapa dari sumber jurnal. Hasil identifikasi bakteri termofilik dari ke-15 bakteri termofilik dari kawasan wisata Ie Suum Kabupaten Aceh Besar didapatkan 2 genus bakteri termofilik yaitu genus Bacillus sp. dan genus Pseudomonas sp. seperti pada Tabel IV.4. Hal ini sesuai dengan penelitian yang telah dilakukan oleh Mahestri et al., (2021) mengenai bakteri termofilik dari air panas Way Panas Kalianda Lampung Selatan diperoleh 1 genus bakteri termofilik yaitu Bacillus sp. Penelitian di air panas Way Panas Kalianda Lampung Selatan juga dilakukan oleh Mawati et al., (2021) didapatkan 1 genus bakteri termofilik yaitu Pseudomonas sp. Penelitian yang dilakukan oleh Nadila, (2019) mengenai bakteri termofilik dari air panas di kawasan Cagar Alam Tinggi didapatkan 1 genus bakteri termofilik yaitu Thermus sp. penelitian yang dilakukan oleh Runtuboi et al., (2018) mengenai bakteri termofilik dari air panas Moso Distrik Muara Tami Papua diperoleh 1 genus bakteri termofilik yaitu Bacillus sp. Sedangkan penelitian yang dilakukan oleh Huwae & Aditiawati, (2020) mengenai bakteri termofilik dari sumber air panas Sila didapatkan 1 spesies bakteri termofilik yaitu Bacillus aryabhattai.  Bakteri termofilik dari genus Bacillus sp. dan Pseudomonas sp. merupakan genus yang umum dijumpai pada sumber air panas. Kedua genus juga dikarenakan tingkat pertumbuhan yang tinggi dan memiliki kebutuhan yang sederhana. Karakteristik morfologi isolat bakteri termofilik penghasil  selulase 



 29  

yang didapatkan dari kawasan wisata Ie Suum secara umum banyak ditemukan bakteri gram positif dan memiliki endospora seperti genus Bacillus. Genus Bacillus dapat membentuk spora yang dapat bertahan terhadap cekaman lingkungan dan mampu menghasilkan enzim ekstraseluler yang dapat menghidrolisis protein dan polisakarida kompleks (Mahestri et al., 2021). Endospora merupakan struktur yang tahan terhadap keadaan lingkungan yang ekstrim seperti kering, pemanasan dan keadaan asam (Devinta & Zulaika, 2021).  
IV.2.2 Potensi Enzim Selulase dari Bakteri Termofilik Pada Kawasan 

Wisata Ie Suum Kabupaten Aceh Besar Uji potensi enzim dari bakteri termofilik penghasil selulase dilakukan untuk mengetahui kemampuan isolat bakteri dalam menghasilkan enzim selulase. Uji bakteri selulase menggunakan CMC agar dilakukan pada lima belas isolat bakteri yang telah berhasil diisolasi sebelumnya kemudian direndam menggunakan Congo Red untuk memperjelas zona bening yang dihasilkan bakteri selulase. Nurkhaisa, (2019) Congo Red pada umumnya digunakan untuk metode pewarnaan mikroorganisme yang dapat menghasilkan enzim selulase. Congo Red akan berdifusi berikatan dengan polisakarida (ikatan 1,4 glikosida) pada media dan berubah menjadi berwarna merah. Zona bening yang terbentuk pada media dikarenakan isolat bakteri menghidrolisis ikatan β-1,4 glikosidik menjadi glukosa yang membentuk zona bening. Warna merah yang tersisa pada media menandakan tidak terhidrolisis. Uji potensi enzim selulase dari bakteri termofilik menunjukkan besarnya aktivitas selulase yang dinyatakan dengan indeks selulase. Nilai potensi enzim dari bakteri termofilik terlihat pada Tabel IV.4, nilai indeks selulase tertinggi kategori kuat yaitu kode TS10 (4,00 cm) dan nilai indeks selulase terendah kategori lemah kode TS15 (0,66 cm). Dewi, (2018) sebanyak 22 isolat bakteri selulotik didapatkan dan nilai indeks indeks tertinggi 26,4 mm. Besarnya zona bening yang terbentuk menunjukkan kemampuan bakteri mendegradasi selulosa menggunakan enzim selulase yang dihasilkan bakteri. Lebih lanjut Kurniawan et al., (2018) mendapatkan 2 isolat indeks selulotik tertinggi yaitu 26,4 mm dan kategori sedang 1,6 mm. Naresh et al., (2019) isolat tertinggi indeks selulase sebesar 3,42. Sedangkan penelitian  El-
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Sayed et al., (2019) nilai indeks selulase isolat tertinggi 9,5 mm. Penelitian lain Nadhifah, (2021) indeks aktivitas selulase tertinggi 11,90 mm yang berasal dari isolat bakteri selulase. Menurut Wahyuni, (2017) nilai indeks selulase yang tinggi dikarenakan aktivitas enzim seklulase tinggi menghdirolisis selulosa menjadi glukosa. Zona bening yang terbentuk pada media, menunjukkan isolat bakteri menghidrolisis lignoselulosa pada kandungan media.  
IV.2.3 Aktivitas Enzim Selulase dari Bakteri Termofilik Pada Kawasan 

Wisata Ie Suum Kabupaten Aceh Besar Pengujian aktivitas selulase menggunakan metode DNS. Sampel yang telah disentrifugasi merupakan enzim ekstrak kasar yang akan diuji aktivitas selulasenya. Aktivitas selulase dapat diukur dengan menggunakan metode asam 3,5 dinitrosalisilat (DNS). Prinsip dari metode ini yaitu didasarkan pada peristiwa tereduksinya DNS menjadi 3-amino-5 nirosalisilat oleh senyawa gula pereduksi akan mereduksi asam 3,5-dinitrosalisilat dalam suasana alkali, membentuk senyawa yang dapat diukur absorbansinya pada panjang gelombang 540 nm (Nadhifah, 2021). Nilai aktivitas dapat diketahui dari besarnya nilai indeks selulase isolat (Hidayatulloh et al., 2022). Nilai indeks selulase dengan nilai IS ≤ 1 dikategorikan rendah, sedangkan kategori tinggi apabila nilai IS ≥ 2 (Puspawati et al., 2018). Besar kecilnya aktivitas enzim selulase ini akan mempengaruhi kadar gula pereduksi (glukosa) yang dihasilkan (Murtiyaningsih & Hazmi, 2017). Berdasarkan nilai indeks selulase dan nilai aktivitas enzim selulase  maka dapat diketahui bahwa pada isolat TS10 memiliki indeks selulase tertinggi yaitu 4,00 juga memiliki nilai aktivitas enzim yang paling tinggi yaitu 5,5 x 10-3 U/mL. Selanjutnya diikuti isolat TS6 memiliki nilai indeks selulase kedua sebesar 3,67 juga memiliki nilai aktivitas enzim kedua sebesar 4,7 x 10-3 U/mL dan isolat TS7  memiliki nilai indeks selulase ketiga tinggi  2,33 juga memiliki nilai aktivitas enzim ketiga tinggi 4,4 x 10-3 U/mL.  Berdasarkan hasil aktivitas ekstrak kasar enzim selulase dapat diketahui isolat TS10 (Bacillus sp) memiliki nilai aktivitas enzim yang paling tinggi yaitu 5,5 x 10-3 U/mL selanjutnya diikuti isolat TS6 (Pseudomonas sp) memiliki 
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aktivitas enzim sebesar 4,7 x 10-3 U/mL dan isolat TS7 (Bacillus sp) memiliki aktivitas enzim sebesar 4,4 x 10-3 U/mL. Aktivitas enzim yang dimiliki oleh ketiga isolat tersebut tergolong tinggi. Hal ini sesuai dengan penelitian yang dilakukan oleh Itnawati et al., (2022) mengenai bakteri selulotik didapatkan 3 isolat tertinggi dari 22 isolat dengan nilai aktivitas masing-masing isolat 0,0069 U/mL, 0,027 U/mL dan 0,0003 U/mL. Sedangkan penelitian yang dilakukan oleh Bandi et al., (2018) mengenai bakteri selulotik didapatkan hanya 2 isolat dengan nilai aktivitas enzim sebesar 0,071 U/mL dan nilai aktivitas enzim terendah yaitu 0,004 U/mL. Bakteri termofilik dapat dimanfaatkan dalam bidang industri makanan ternak, tekstil, detergen, industri kertas (Safitri, 2022). Dapat dikembangkan juga dalam bidang farmasi yaitu pemanfaatan enzim selulase untuk pembuatan obat-obatan  atau sebagai sumber enzim termotoleran industri (Nuritasari et al., 2017). Dalam bidang industri dan kesehatan enzim selulase dari bakteri termofilik digunakan sebagai biokatalisator dalam perubahan kimia (Pujiati et al., 2018). Produksi enzim selulase bakteri termofilik memiliki keunggulan dibandingkan fungi yaitu kecepatan pertumbuhan bakteri lebih cepat daripada fungi sehingga mempunyai potensi tinggi untuk menghasilkan selulase terutama yang diisolasi dari lingkungan ekstrim seperti dari sumber air panas (Reza, 2022). Dalam industri, reaksi suhu tinggi sangat penting karena dapat memperlambat laju perpindahan massa dan memindahkan keseimbangan ke arah pembentukan produk (Nanda et al., 2017).        
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BAB V 

PENUTUP 
V.1  Kesimpulan Berdasarkan hasil penelitian tentang isolasi dan uji aktivitas bakteri termofilik penghasil selulase pada kawasan wisata Ie Suum Kabupaten Aceh Besar, maka dapat disimpulkan : 1. Karakteristik bakteri termofilik penghasil selulase secara umum berbentuk bulat, berakar, berbenang, tidak teratur, tepian koloni berbentuk rata, berbenang, bergelombang, bergerigi, elevasi koloni berbentuk cembung, datar, timbul datar, dan warna koloni putih-krim, kuning dan putih-bening. Karakteristik bakteri memperoleh  13 Gram positif  dan 2 Gram negatif,  didapatkan 2 genus yaitu genus Bacillus sp. dan genus Pseudomonas sp. 2. Potensi enzim selulase dari bakteri termofilik berdasarkan indeks selulase isolat TS10, TS6, TS7 masing-masing dengan indeks 4,00 cm, 3,67 cm, dan 2,33 cm dikategorikan tinggi, isolat TS5, TS8, TS9, TS14, TS3 masing-masing dengan indeks 1,71 cm, 1,42 cm, 1,16 cm, 1,5 cm, dan 1,2 cm kategori sedang dan isolat TS4, TS15 masing-masing  dengan indeks 0,83 cm, 0,66 cm  dikategorikan lemah. 3. Aktivitas enzim selulase dari isolat TS6 yaitu 4,7 x 10-3 U/mL, isolat  TS7 yaitu 4,4 x 10-3 U/mL dan isolat  TS10 yaitu 5,5 x 10-3 U/mL. 
V.2  Saran 1. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai klasifikasi bakteri termofilik hingga tingkat spesies. 2. Diharapkan dapat dilakukan isolasi bakteri termofilik pada suhu inkubasi yang bervariasi dan mampu menghasilkan enzim-enzim yang dapat diaplikasikan dalam industri. 
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Lampiran 2 

Dokumentasi Kegiatan 

 Gambar : Cek suhu sampel  Gambar : Cek pH sampel  Gambar : Pengambilan  Sampel  
 Gambar : Sterilisasi Alat   Gambar : Isolasi Bakteri Termofilik  Gambar : Pewarnaan Gram 

 

   Gambar : Uji SCA  Gambar : Uji Oksidasi  Gambar : Uji SCA 
  Gambar :  Uji TSIA  Gambar : Uji Katalase  Gambar : Uji SIM (Indol) 
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 Gambar : Uji SIM (Motil)  Gambar : Larutan glukosa   berbagai konsentrasi  Gambar : Uji sandar glukosa   Gambar : Ekstrak kasar      Campuran ekstrak kasar enzim  Gambar : Ekstrak kasar setelah  diberi reagen DNS  Gambar : Proses pemanasan reagen  DNS Gambar : Larutan enzim, DNS,  KNa-Tartrat 40% dan akuades  Gambar : Uji absorbansi sampel menggunakan spektrofotometer UV-Vis 
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Lampiran 3 

Isolat Bakteri 

  

   
 Gambar : Isolat Awal Bakteri termofilik 
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       Gambar : Isolat Pemurnian Bakteri Termofilik 
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      Gambar : Pewarnaan Gram Bakteri Termofilik  TS1 TS2 TS3 

TS4 TS5 TS6 
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                    Gambar :  Pewarnaan Endospora Bakteri Termofilik 
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      Gambar : Zona Bening Bakteri Termofilik Penghasil Selulase    TS8 (2) TS9 (1) TS9 (2) 
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Tabel V. 1 Hasil Pengujian dan Pengukuran Zona Bening Bakteri Termofilik    Penghasil Selulase Kode Isolat Ulangan Diameter Bening (cm) Diameter Koloni (cm) Indeks Selulotik (IS) TS1 1 - 0,2 - 2 - 0,6 - TS2 1 - 0,1 - 2 - 0,2 - TS3 1 1,1 0,5 1,2 2 1,0 0,6 0,66 TS4 1 1,1 0,6 0,83 2 - 0,2 - TS5 1 1,0 0,7 1,71 2 - 0,6 - TS6 1 1,4 0,3 3,67 2 1,0 0,6 0,66 TS7 1 1,1 0,5 1,2 2 2,0 0,6 2,33 TS8 1 1,5 0,7 1,42 2 - 0,7 - TS9 1 - 0,2 - 2 1,3 0,6 1,16 TS10 1 1,5 1,0 0,5 2 0,5 0,1 4,00 TS11 1 - 0,3 - 2 - 0,1 - TS12 1 - 0,3 - 2 - 0,2 - TS13 1 - 0,4 - 2 - 0,1 - TS14 1 1,5 0,6 1,5 2 1,1 0,5 1,1 TS15 1 1,3 1,0 0,3 2 1,0 0,6 0,66       
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Lampiran 4 

Perhitungan Uji Aktivitas Ekstrak Kasar Selulase  Pembuatan Larutan Standar Glukosa Pembuatan larutan stok glukosa standar 1000 ppm adalah : 1000	ppm =	1000	mg1	L = 1	g1	L   Untuk membuat larutan standar 1000 ppm diperlukan 1 g glukosa, dilarutkan dengan akuades sebanyak 1 liter. Kemudian larutan glukosa dengan konsentrasi 0, 200, 400, 600, 800, 1000 ppm sebanyak 50 ml dibuat sesuai dengan menggunakan rumus pengenceran sebagai berikut : Misal, menghitung konsentrasi 200 ppm  Maka,  V1 x M1 = V2 x M2              V1 x 1000 ppm = 50 x 200 ppm               V1 = 10 mL Kosentrasi Glukosa (ppm) Volume Glukosa (mL) 200 10 400 20 600 30 800 40 1000 50  Tabel V. 2 Data Absorbansi Larutan Glukosa pada 540 nm 
 

 

 

 

 

 

 

Kosentrasi Glukosa (ppm) Absorbansi 200 0,055 400 0,080 600 0,113 800 0,135 1000 0,147 
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 Kurva Standar Glukosa 
 

 Tabel V. 3 Nilai Absorbansi Ekstrak kasar Selulase NO Kode Isolat  Ulangan  Rata-rata   I II III  1. TS6 0,044 0,052 0,058 0,0513 2. TS7 0,039 0,054 0,058 0,0503 3. TS10 0,052 0,055 0,056 0,0543 
 Pengukuran aktivitas ekstrak kasar selulase dapat dilakukan dengan menggunakan persamaan kurva standar glukosa sebagai berikut : Persamaan kurva sandar glukosa  Diketahui : y = ax + b         y = 0,001x + 0,0343         x = (y – 0,0343)/0,001 Absorbansi ekstrak kasar isolat T6 0,0513         " − 0,0343 = 0,001&         '(),)*+*),)), = & 
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      ).).,*(),)*+*),)), = &        17	ppm = & Tabel V. 4 Nilai Konsentrasi Gula Reduksi No Kode Isolat Kadar Gula Reduksi (ppm) 1. TS6 17 2. TS7 16 3. TS10 20  Sedangkan untuk menentukan aktivitas ekstrak kasar selulase dapat diketahui dengan menggunakan persamaan : Aktivitas	Selulase	 = CT	x	BM	glukosa 	xHE  Keterangan :  C = Kosentrasi gula peredukasi (ppm) H = Volume Enzim substrat (mL) E = Volume enzim (mL) T = Waktu inkubasi (menit) BM glukosa = Berat molekul glukosa (180 g/mol) Misal : konsentrasi gula reduksi sebesar 17 ppm maka aktivitas ekstrak kasar selulase adalah  Aktivitas	Selulase	 = 17	ppm180	μ gμmol 	x	40	menit 	x 2	mL1mL       = 0,0047 µmol/ml menit ≈ 4,7 x 10-3 µmol/mL menit Satu unit aktivitas selulase dinyatakan dengan banyaknya mikro mol glukosa yang dihasilkan oleh 1 mL ekstrak kasar selulase per menit pada kondisi tertentu, sehingga aktivitas yang diperoleh adalah 4,7 x 10-3 µmol/mL. Data aktivitas ekstrak kasar selulase ditunjukkan pada tabel di bawah ini : Tabel V. 5 Nilai Aktivitas Ekstrak Kasar No Kode Isolat Aktivitas Enzim (Unit/mL) 1. TS6 4,7 x 10-3 2. TS7 4,4 x 10-3 3. TS10 5,5 x 10-3 
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Lampiran 5 
Surat Penelitian 
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Lampiran 6 
Surat Bebas Laboratorium 
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Lampiran 7                                   
Biaya Penelitian No Nama Bahan Kebutuhan Harga  1. Carboxymethyl cellulosa 36 gr 5.000/gr 180.000 2. Media SCA  5 gr 5.000/gr 25.000 3. Media TSIA 5 gr 5.000/gr 25.000 4. Media SIM 5 gr 5.000/gr 25.000 5. Reagen Kovacs 1,5 mL 13.000/mL 19.500 6. Larutan H2O2 2 mL 2.000/mL 4.000 7. Nutrient agar 16 gr 5.000/gr 80.000 8. Glukosa 1 gr 3.000/gr 3.000 9. Akuades 15 L 3.000/L 45.000 10. 3,5 dinitpro salisilat (DNS) 1 gr 55.000/gr 55.000 11. kapas 200 gr 20.000 20.000 12. NaOH 2 N 100 mL 28.000 28.000 13. Natrium hidroksida 2 gr 10.000/gr 20.000 14. Alkohol 70% 100 mL 1.000/mL 10.000 15. Larutan congo red  1 gr 125.000/gr 125.000 16. NaCl 1M 100 mL 28.000 28.000  17. Botol gelap 5 botol 10.000/botol 50.000 18. Spritus 2 L 50.000/L 50.000 19.  Minyak imersi 1 mL 13.000 13.000 20.  Malachite green 2 mL 3.000/mL 6.000 21. Aluminium Foil 1 buah 25.000/buah 25.000 22. Plastik wrap 1 buah 25.000/buah 25.000 23. KNa-Tartrat  50 gr 5.000/gr 250.000 24. Oxidase strip 6 buah 60.000/buah 360.000 25. Safranin  5 mL 2.000/mL 10.000 26. Iodine 2 mL 3.000/mL 6.000 27. Kristal violet 2 mL 2.000/mL 4.000  Total    1.492.000 

 


