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Thermophilic microorganisms are microorganisms that are resistant to high
temperatures with optimum growth temperature reaching more than 60°C. Thermophilic
microorganisms have many uses such as, for bioremediation and thermostable enzyme
producer. This study aims were to explore the potential of Geobacillus sp. from the Gedong
Songo hot spring through the construction of phylogeny trees and to obtain potential
bioremediation data of Fe (III), Pb (II), H202 and extracellular enzymes from Geobacillus
sp. The construction of phylogeny trees was performed using Phylip 3.68 ed program with
parsimony method. Test the potential of Geobacillus sp. for bioremediation of Fe (III) and
Pb (II) was performed by inoculating the pellet Geobacillus sp. on BSM (Basal Saline
Medium) containing Fe (III) and Pb (II) respectively. Analysis of Fe (III) and Pb (II) on the
medium was performed by AAS. Test of H202bioremediation potential was conducted
qualitatively by observing the presence of O2 bubbles produced by catalase activity from
Geobacillus sp. Amylase enzyme activity test, p-galactosidase and extracellular protease
were done qualitatively with addition of each starch, ONPG and gelatin as its substrate
respectively. The study showed positive results on the bioremediation potential of Fe (III)
and Pb (II) as well as for the test of enzyme amylase and extracellular protease. Test of
bioremediation potential of H202 and extracellular B-galactosidase enzyme showed
negative result. The construction of phylogeny trees shows that the eight isolates of
Geobacillus sp. has the closest genetic relation to Geobacillus sp._ TERI_NSM and
Geobacillus sp. Sbs3.

Abstrak

Mikroorganisme termofilik merupakan mikroorganisme yang tahan terhadap suhu tinggi
dengan suhu optimum pertumbuhan mencapai lebih dari 60°C. Mikroorganisme
termofilik mempunyai banyak kegunaan, antara lain untuk proses bioremediasi dan
penghasil enzim termostabil. Penelitian ini bertujuan untuk menelusuri potensi
Geobacillus sp. dari sumber air panas Gedong Songo melalui konstruksi pohon filogeni
serta mendapatkan data potensi bioremediasi Fe(III), Pb(II), H.0. dan enzim
ekstraselular dari isolat Geobacillus sp. Konstruksi pohon filogeni dilakukan menggunakan
program Phylip 3.68 ed dengan metode parsimony. Uji potensi Geobacillus sp. untuk
bioremediasi Fe(III) dan Pb(II) dilakukan dengan menginokulasikan pellet Geobacillus sp.
pada media BSM (Basal Salin Medium) yang mengandung masing-masing Fe(III) dan
Pb(II). Analisis kadar Fe(III) dan Pb(II) pada media dilakukan dengan AAS. Uji potensi
bioremediasi H.O. dilakukan secara kualitatif dengan melihat adanya gelembung O yang
dihasilkan oleh aktifitas katalase dari Geobacillus sp. Uji aktivitas enzim amilase, 8-
galaktosidase dan protease ekstraseluler dilakukan secara kualitatif dengan penambahan
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masing-masing amilum, ONPG dan gelatin sebagai substratnya. Penelitian menunjukkan
hasil positif pada uji potensi bioremediasi Fe(III) dan Pb(II) serta untuk uji enzim amilase
dan protease ekstraseluler. Uji potensi bioremediasi H.O. dan enzim p-galaktosidase
ektraseluler menunjukkan hasil negatif. Konstruksi pohon filogeni menunjukkan bahwa
kedelapan isolat Geobacillus sp. memiliki kekerabatan terdekat dengan Geobacillus
sp._TERI_NSM dan Geobacillus sp. sbs3.

1. Pendahuluan

Mikroorganisme termofilik merupakan
mikroorganisme yang tahan terhadap suhu tinggi
dengan suhu optimum pertumbuhan mencapai lebih dari
60°C [1]. Mikroorganisme termofilik dapat diisolasi dari
sumber air panas seperti Thermococcus kodakaraensis
dengan suhu optimum pertumbuhan 85°C [2] dan
Geobacillus thermoleovorans dari sumber air panas
Gedong Songo dengan suhu pertumbuhan 74°C [3].

Mikroorganisme termofilik mempunyai banyak
potensi, antara lain untuk proses bioremediasi.
Bioremediasi adalah proses pengolahan limbah dengan
memanfaatkan  kemampuan  terakumulasi dan
terkonsentrasinya zat polusi atau logam dari suatu
cairan/limbah oleh material biologi, selanjutnya melalui
proses pengolahan lebih lanjut, cairan/limbah ini dapat
dibuang dan ramah terhadap lingkungan [3]. Kondisi
limbah yang mengandung logam berat sering kali masih
dalam keadaan panas dalam proses pengolahannya. Oleh
karena itu dibutuhkan mikroorganisme pengikat logam
yang tahan pada suhu tinggi atau mikroorganisme
termofilik. Contohnya adalah bakteri Geobacillus
thermoleovorans dari sumber air panas Gedong Songo
yang mampu mengikat besi (III), sulfat dan nitrat dengan
temperatur optimum 65°C [4].

Selain untuk proses bioremediasi material,
mikroorganisme termofilik sangat bermanfaat karena
dapat menghasilkan protein-protein enzim termostabil
[5]. Misalnya Pyrococcus furiosus yang dapat
menghasilkan enzim hidrolase dan glikosintase pada
suhu 80°C [6], alfa amylase dari Bacillus licheniformis
yang dapat menghidrolisis pati, protease dari Bacillus
stearothermophilus [7] dan laktase dari Streptococcus
thremophilus yang dimanfaatkan dalam industri yogurt

[8].

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan oleh
[9] pada sumber air panas Gedong Songo telah diisolasi
delapan isolat Geobacillus, yaitu Geobacillus sp. dYTae-1,
Geobacillus sp. dYTae-3, Geobacillus sp. dYTae-5,
Geobacillus sp. dYTae-13, Geobacillus sp. dYTae-14,
Geobacillus sp. dNBae-1, Geobacillus sp. dNBae-3X,
Geobacillus sp. dGae-3. Kedelapan isolat tersebut telah
ditentukan urutan nukleotidanya dari gen 16S rRNA,
namun belum diketahui potensinya.

Salah satu cara untuk menelusuri potensi
mikroorganisme adalah dengan menggunakan pohon
filogeni. Pada penelitian ini dilakukan konstruksi pohon
filogeni terhadap kedelapan isolat Geobacillus sp. untuk
mengetahui tingkat kekerabatan dari isolat-isolat
Geobasillus sp. tersebut dengan bakteri-bakteri lain.

Bakteri yang mempunyai hubungan filogenetik yang
dekat, diperkirakan sifat-sifat dari mikroorganisme
tersebut relatif sama, sehingga kemungkinan memiliki
potensi biomolekuler yang sama pula. Berdasarkan
informasi potensi bakteri yang memiliki kekerabatan
terdekat dengan kedelapan isolat Geobacillus sp., maka
potensibiomolekuler dari kedelapan Geobacillus sp., dapat
diperkirakan.

Delapan isolat Geobacillus sp. tersebut berasal dari
sumber air panas Gedong Songo. Widarto dan Yudistira
[10] dalam penelitiannya membuktikan bahwa kadar Fe
pada sumber air panas Gedong Songo (GS 2) pada tahun
2003 mencapai 92,15 ppm, sehingga diperkirakan isolat
Geobacillus sp. dapat menggunakan Fe(III) dalam
pertumbuhannya sehingga berpotensi untuk digunakan
dalam bioremediasi Fe(III). Penelitian [11]Hussein dKkk,
2004 Pseudomonas sp. menghasilkan bahwa bakteri
tersebut dapat mengakumulasi beberapa logam berbeda
sehingga terdapat kemungkinan kedelapan isolat
Geobacillus sp. juga mempunyai potensi bioremediasi
untuk logam selain Fe.

2. Metode Penelitian
Alat

Alat-alat yang digunakan adalah sentrifugator
(Beckman model J2-21), inkubator (Memmert model
300), pH meter, kulkas (Sanyo dan Polytron), botol
semprot, alat-alat kultur sel, Atomic Absorption
Spectroscopy (Shimadzu), autoklaf (Clinical Autoclave
Prestige Medical series 2100), gelas beker, tabung reaksi,
labu ukur, botol vial, corong kaca, mikropipet, pipet
tetes, kertas saring dan pengaduk.

Bahan

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah
isolat bakteri termofilik Geobacillus sp., media Basal
Saline Medium (BSM), Yeast Tripton(YT), Nutrient Broth
(NB), larutan FeCls;, PbSO,, H20., H.S0,, Spirtus, Alkohol
70 %, ONPG (o-nitrovenil-B-D-Galaktosidase), gelatin,
laktosa, pati kanji (amilum), bakto agar dan akuades.

Cara Kerja
Konstruksi Pohon Filogeni

Konstruksi pohon filogeni terhadap isolat
Geobacillus sp. dilakukan dengan program Phylip
(Phylogeny Inference Package) 3.68 ed. Pada paket
program Phylip, dipilih program segboot, DNApars dan
consense.
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Peremajaan Bakteri

Media Basal Saline Medium (BSM) tersusun dari
KzHPOz,; KHzPOz,; (NH4)2SO4; MgSO4.7H20; FeC13.6HzO;
NaCl; dan CaCl,.2H.O yang dilarutkan dalam akuades.
Media BSM tersebut dibuat dengan pH 6. Sebanyak
100mL media BSM yang ditambah nutrisi disterilisasi.
Media cair ini digunakan untuk peremajaan isolat
bakteri. Isolat Bakteri murni diambil dengan
menggunakan mikropipet, kemudian diinokulasikan ke
dalam media BSM dan diinkubasi pada suhu 55°C selama
2/ jam.

Uji Potensi Bioremediasi logam Fe (III)

Masing-masing isolat Geobacillus sp. yang telah
diremajakan diambil dengan menggunakan mikro pipet,
dan diinokulasikan ke dalam media BSM yang baru dan
diinkubasi pada suhu 55°C. Media BSM yang telah
ditumbuhi isolat Geobacillus sp. disentrifuge pada 4000
rpm selama 10 menit untuk mengendapkan bakteri.
Pellet bakteri Geobacillus sp. yang didapatkan
diinokulasikan pada media BSM yang mengandung
Fe(III) 34,5 ppm kemudian diinkubasi pada suhu 55°C.
Media yang telah ditumbuhi Geobacillus sp. disentrifuge
pada 4000 rpm selama 10 menit hingga didapatkan filtrat
dan diuji kadar Fe(III) yang masih tersisa dengan AAS.

Uji Potensi Bioremediasi logam Pb (II)

Masing-masing isolat Geobacillus sp. yang telah
diremajakan diambil dengan menggunakan mikropipet
kemudian diinokulasikan kedalam media BSM yang baru
dan diinkubasi pada suhu 55°C. Media BSM yang telah
ditumbuhi isolat Geobacillus sp. disentrifuge pada 4000
rpm selama 10 menit untuk mengendapkan bakteri.
Pellet bakteri Geobacillus sp. vyang didapatkan
diinokulasikan pada media BSM yang mengandung 7,5
mg/L larutan Pb(II) dan diinkubasi pada suhu 55°C.
Kemudian disentrifuge pada 4000 rpm selama 10 menit.
Supernatant yang didapatkan dianalisis dengan AAS
(Atomic Absorption Spectroscopy) untuk mengetahui kadar
Pb yang masih tersisa pada larutan.

Uji Potensi Bioremediasi H.0.

Masing-masing isolat Geobacillus sp. yang telah
diremajakan diambil dengan menggunakan mikro pipet
kemudian diinokulasikan ke dalam media BSM untuk
mendapatkan stater. Media tersebut diinkubasi pada
55°C hingga keruh yang menandakan bakteri telah
tumbuh. Media yang telah ditumbuhi bakteri diteteskan
pada kaca preparat kemudian ditetesi H.0. aktivitas
katalase pada mikroba dapat diketahui dengan
terbentuknya gelembung-gelembung gas O..

Uji Amilase Ekstraseluler

Uji amilase ekstraseluler dilakukan dengan
membuat media BSM padat yang mengandung pati kanji.
Sebanyak 30 mL media dituang ke dalam cawan Petri dan
didiamkan hingga memadat. Kemudian isolat bakteri
diteteskan pada media, lalu diinkubasi pada suhu 30°C.
Setelah 48 jam, cawan digenangi dengan larutan lugol (1
g kristal iodin, 2 g KI, 300 ml akuades) dan didiamkan
sekitar 1 menit agar iodin bereaksi. Adanya daerah tak

berwarna di sekitar koloni menunjukkan aktivitas enzim
amilase.

Uji B-Galaktosidase Ekstraseluler

Masing-masing isolat Geobacillus sp. diambil dengan
menggunakan mikro pipet kemudian diinokulasikan ke
dalam media cair BSM yang mengandung 1 % laktosa dan
diinkubasi pada suhu 55°C selama 24 jam. Kemudian
inokulum ditambah dengan larutan ONPG (o-nitrovenil-
B-D-Galaktosidase) dan diinkubasi selama 3-5 jam.
Adanya B-Galaktosidase ekstraseluler ditandai dengan
perubahan warna dari kuning pucat menjadi berwarna
jingga/kuning tua.

Uji Protease Ekstraseluler

Uji protease ekstraseluler dilakukan dengan
menghidrolisis gelatin. Bakteri yang diuji diinokulasikan
ke dalam media BSM yang ditambah dengan gelatin
kemudian diinkubasi pada 55°C selama 24 jam hingga
media sedikit keruh yang menandakan telah ditumbuhi
bakteri. Setelah itu media disimpan di dalam lemari es
selama 15 menit. Apabila media tetap cair menunjukkan
adanya hidrolisis gelatin oleh protease yang dihasilkan
bakteri sedangkan bila media memadat maka tidak
terjadi hidrolisis gelatin oleh protease yang dihasilkan
bakteri.

3. Hasil dan Pembahasan
Studi Filogeni

Studi filogeni dilakukan untuk mengetahui tingkat
kekerabatan dari kedelapan isolat Geobacillus sp. khas
Gedong Songo. Analisis filogenetik ini didasarkan pada
sekuen parsial gen 16S rRNA yang merupakan penanda
molekuler dengan fungsi yang identik pada seluruh
organisme. Molekul 16S rRNA memiliki beberapa daerah
yang memiliki urutan basa yang relatif konservatif dan
beberapa daerah urutan basanya variatif [12].

Berdasarkan hasil analisis Blast N dari data Gene
Bank dengan urutan DNA gen 16S rRNA, terdapat 100
spesies bakteri yang memiliki kemiripan 97-99%
dengan kedelapan isolat Geobacillus sp. Penjajaran urutan
nukleotida gen 16S rRNA dari kedelapan isolat Geobacillus
sp. dilakukan dengan program Clustal W dan dihasilkan
data pada gambar 1:

EUGBO
EUGBO
EUE80
EU680816
EU

Gambar 1. urutan nukleotida gen 16S rRNA dari
kedelapan isolat Geobacillus sp.

Berdasarkan data tersebut diketahui bahwa pada
penjajaran urutan nukleotida gen 16S rRNA dari
kedelapan Geobacillus sp. terdapat delesi yang tidak
ditemukan pada urutan nukleotida gen 16S rRNA dari
spesies bakteri yang lain. Delesi terjadi pada basa kelima
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dan kesepuluh dari data penjajaran gen 16S rRNA. Delesi
spesifik tersebut menunjukkan bahwa kedelapan
Geobacillus sp. mempunyai perbedaan dengan spesies
bakteri lain yang menunjukkan bahwa bakteri Gedong
Songo adalah khas.

Konstruksi pohon filogeni dilakukan menggunakan
program Phylip (Phylogeny Inference Package) 3,68 ed
dengan metode parsimony, dan dihasilkan pohon filogeni
yang menunjukkan kekerabatan dari kedelapan isolat
Geobacillus sp. dengan 92 spesies bakteri lainnya.

Berdasarkan pohon filogeni dari 100 spesies bakteri
tersebut, dipilih 17 spesies bakteri yang memiliki tingkat
kekerabatan terdekat dengan Geobacillus sp. Gedong
Songo untuk dibandingkan lebih lanjut dengan
kedelapan isolat Geobacillus sp., sehingga dihasilkan
pohon filogeni yang lebih spesifik dari 25 spesies bakteri
yang disajikan pada gambar 2.

Gesbacillus_sp._d¥Tae3
Geobacillus_sp._8¥Tass

Geobacillus_sp,_TERL NSM
Geobacillus_sp._AS3

._thermoparafinivorans_stain_it-12

ldotensx_swain_BGSC_S0A1

Geobacillus_sp_dNBaesX

Geobacillus_sp

Geoba

Geobacillus_sp_d¥Tael4
Geabacillus_sp._d¥Tael3

Geobacillus_sp_d¥Tael

Gambar 2. Pohon filogeni dari 25 spesies bakteri

Berdasarkan pohon filogeni tersebut, dapat
diketahui bahwa kedelapan isolat Geobacillus sp. Gedong
Songo berada dalam satu kelompok kekerabatan yang
dekat. Kedekatan kekerabatan tersebut menunjukkan
kemiripan sifat pada kedelapan isolat Geobacillus sp.,
dibuktikan dengan adanya kemiripan data potensi
bioremediasi dan enzim ektraseluler dari kedelapan
isolat Geobacillus sp. yang telah didapatkan pada
penelitian ini.

Spesies lain yang memiliki tingkat kekerabatan yang
dekat dengan dengan kedelapan isolat Geobacillus sp.
adalah Geobacillus_sp._ TERI_NSM yang ditemukan oleh
Nitu Sood dan Banwari Lal (NCBI. Accession Number
EF199739, 2009) serta Geobacillus sp. sbs3 yang
ditemukan oleh Tayyab,M., Rasool,N., Jalal,A. dan
Rashid,N (NCBI. Accession Number AB306518, 2009).
Berdasarkan potensi spesies bakteri yang mempunyai
kekerabatan yang dekat dengan Geobacillus sp. Gedong
Songo, maka potensi dari Geobacillus sp. dapat ditelusuri.
Bakteri yang mempunyai hubungan filogenetik yang
dekat, diperkirakan sifat-sifat dari mikroorganisme
tersebut relatif sama, sehingga kemungkinan memiliki
potensi yang sama pula. Selain itu dapat pula diketahui
mikroorganisme alternatif untuk masing-masing isolat
dalam pemanfaatannya.

Potensi molekuler sebagian besar spesies bakteri
yang memiliki kekerabatan terdekat dengan kedelapan
isolat Geobacillus sp. belum dieksplorasi lebih lanjut. Pada
penelitian ini akan dieksplorasi lebih lanjut potensi
molekuler kedelapan isolat Geobacillus sp. sebagai agen
bioremediasi Fe(III), Pb(II) dan H.O; serta potensi enzim
ekstraseluler terhadap amilase, B-Galaktosidase dan
protease.

Uji Potensi Bioremediasi Fe (III)

Delapan isolat Geobacillus sp. tersebut berasal dari
sumber air panas Gedong Songo yang mengandung
Fe(III). Widarto dan Yudistira [10] dalam penelitiannya
membuktikan bahwa kadar Fe pada sumber air panas
Gedong Songo (GS 2) pada tahun 2003 mencapai 92,15
ppm. Dari hasil tersebut diperkirakan isolat Geobacillus
sp. dapat menggunakan Fe(III) dalam pertumbuhannya
sehingga berpotensi untuk digunakan dalam
bioremediasi Fe(III).

Pellet bakteri Geobacillus sp. diinokulasikan pada
media BSM yang mengandung Fe(III) 34,5 ppm.
Pengamatan dilakukan setiap hari untuk mengetahui
pertumbuhan bakteri yang diindikasikan dengan
kekeruhan media. Pada hari ketiga, media sudah terlihat
keruh. Hal ini menunjukkan bahwa Geobacillus sp. mampu
tumbuh pada media BSM dengan Fe(III) 34,5 ppm.

Kultur Geobacillus sp. yang berusia 4 hari disentrifuge
pada 4000 rpm selama 10 menit untuk mengendapkan
bakteri hingga didapatkan filtrat yang bebas bakteri yang
selanjutnya akan diuji kadar Fe(III) yang masih tersisa
dengan AAS dengan panjang gelombang 248,3 nm.
Berdasarkan data yang dihasilkan pada gambar 3,
diketahui bahwa kadar Fe(III) pada media telah
berkurang untuk masing-masing isolat Geobacillus sp.
Hal ini menunjukkan bahwa kedelapan isolat Geobacillus
sp. mampu mengabsorpsi Fe(III).

100

99

98,

971

96

Kadar Fe yang
terakumulasi (%)

95

94

93

dYTae-dYTae-dYTae-dYTae-dYTae- dNBae-dNBae-dGae-3
1 3 5 13 14 1 X
Isolat Geobacillus sp.

Gambar 3. Pengujian kadar Fe(III) oleh isolat Geobacillus
sp

Secara umum proses bioremediasi logam berat oleh
mikroorganisme melalui dua mekanisme vyaitu
ekstraseluler dan intraseluler yang terjadi secara
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bersamaan . Proses ekstraseluler biasa disebut biosorbsi.
Proses ini terjadi ketika ion logam berat terikat pada
dinding sel dengan dua cara. Pertama melalui pertukaran
ion di mana ion-ion bermuatan positif pada dinding sel
digantikan oleh ion-ion logam berat. Kedua adalah
formasi kompleks antara ion-ion logam berat dengan
biopolimer seperti polisakarida dan protein yang berada
pada dinding sel mikroorganisme yang berperan penting
dalam mengikat ion logam. Geobacillus sp. merupakan
bakteri gram positif, dimana dinding selnya terdiri dari
peptidoglikan [9]. Peptidoglikan adalah polimer dari 3
macam building block, yaitu N-acetyl Glucosamine
(NAG), N-Acetyl Muramic Acid (NAM), Peptida yang
dibangun oleh 4 asam amino (tetrapeptida) yang terdiri
dari beberapa D-asam amino. Ketiga senyawa tersebut
sangat efektif sebagai zat penjerap logam [13]. Gugus
fungsi seperti karbonil, amino, thiol, hidroksi, fosfat, dan
hidroksi-karboksil yang berada pada dinding sel
merupakan gugus ligan yang berkoordinasi dalam atom
pusat logam melalui pasangan elektron bebas [3].
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Gambar 4. Struktur Peptidoglikan pada Dinding Sel
Bakteri

Dinding sel pada bakteri gram (+) juga memiliki
polisakarida yang disebut asam teikoat. Asam teikoat
yang merupakan polimer gliserol dan ribitol fosfat
menempel pada peptidoglikan atau membran
sitoplasma. Salah satu fungsi asam teikoat yang
bermuatan negatif adalah untuk transport ion positif dari
dan keluar sel.
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Gambar 5. Struktur Asam Teikoat

Mekanisme intraseluler secara simultan terjadi
sejalan dengan konsumsi ion logam untuk pertumbuhan
mikroorganisme atau akumulasi intraselular ion logam
tersebut [3].

Hasil penelitian menunjukkan bahwa kedelapan
isolat Geobacillus sp. mempunyai potensi untuk
bioremediasi Fe(III). Pengurangan konsentrasi Fe(III)
yang besar menunjukkan bahwa delapan isolat
Geobacillus sp. cukup efektif untuk proses bioremediasi
Fe(II). Dari kedelapan isolat Geobacillus sp., isolat dGae-
3 mampu mengabsorpsi Fe(III) paling tinggi, hal ini
terbukti dari konsentrasi Fe (III) yang terakumulasi pada
isolat dGae-3 paling tinggi, yaitu 99,85 %, sehingga
dGae-3 paling efektif digunakan untuk bioremediasi
Fe(III).

Uji Potensi Bioremediasi Pb (II)

Penelitian Hussein, dkk. [11] pada empat spesies
Pseudomonas sp. menghasilkan bahwa keempat bakteri
dapat mengakumulasi beberapa logam berbeda. Oleh
karena itu, terdapat kemungkinan kedelapan isolat
Geobacillus sp. mempunyai potensi bioremediasi untuk
logam selain Fe.

Pellet bakteri Geobacillus sp. yang didapatkan
diinokulasikan pada media BSM yang mengandung
Pb(II) 7,5 ppm. Media yang telah ditanami bakteri
tersebut diinkubasi selama 4 hari, hingga media terlihat
keruh, yang menandakan bahwa bakteri telah tumbuh
pada media BSM tersebut. Kultur Geobacillus sp.
disentrifuge pada 4000 rpm selama 10 menit untuk
mengendapkan bakteri yang telah tumbuh. Filtrat yang
didapatkan selanjutnya diuji kadar Pb(II) yang masih
tersisa pada media dengan AAS dengan Panjang
Gelombang 283,3 nm. Konsentrasi Pb(II) yang
terakumulasi pada masing-masing isolat Geobacillus sp.
dapat dilihat pada gambar 6.
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Gambar 6. Konsentrasi Pb(II) yang terakumulasi pada
masing-masing isolat Geobacillus sp.

Berdasarkan data yang dihasilkan pada grafik,
diketahui bahwa kadar Pb(II) pada media telah berkurang
untuk masing-masing isolat Geobacillus sp. Bakteri
Geobacillus sp. dapat beradaptasi dengan media yang
mengandung Pb(II) yang merupakan logam berat. Dalam
metabolismenya, logam berat Pb terakumulasi dalam
membran sel (ekstraseluler) dan pada sitoplasma
(intraseluler).

Akumulasi ekstraseluler Pb(II) terjadi dengan
mekanisme yang sama dengan ion Fe(III) yaitu dengan
adanya pengikatan ion-ion logam oleh polimer
ekstraseluler yang dihasilkan sel-sel mikroba dan
komplekasi antara ion-ion logam bermuatan positif
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dengan sisi reaktif permukaan sel yang bermuatan
negatif.

Uji Bioremediasi Hidrogen Peroksida (H.0-)

Uji ini dilakukan dengan cara membuat stater dari
delapan isolat Geobacillus sp. Gedong Songo yang telah
diremajakan. Stater yang berumur 48 jam diambil
dengan menggunakan mikro pipet kemudian diteteskan
pada kaca preparat, dan ditetesi H»0..

Adanya bioremediasi H.O0. pada mikroba dapat
diketahui dengan terbentuknya gelembung-gelembung
gas 0.. Hidrogen peroksida (H.0.) dapat terdekomposisi
oleh enzim katalase yang dapat dihasilkan suatu
mikroorganisme.

2H>0, > 2H,0 + O, [14]

Pada mikroorganisme, katalase tersebut berfungsi
untuk melindungi sel dari efek toksik hydrogen
peroksida [15]. Kontrol positif yang digunakan adalah
S.aureus yang merupakan katalase positif. S.aureus
diteteskan pada kaca preparat dan ditambah setetes H,0..
Gelembung-gelembung gas O, pada sel S.aureus tersebut
timbul setelah 5 detik.

Hasil penelitian tidak menunjukkan adanya
gelembung-gelembung gas pada masing-masing isolat
Geobacillus  sp. yang  ditetesi H,O. dimana
mengindikasikan bahwa H.0. yang ditambahkan tidak
terurai menjadi gas O oleh Geobacillus sp.

Kontrol

hasil vji
Gambar 7. Uji gelembung gas pada masing-masing
isolat Geobacillus sp

Sebagian besar bakteri dari genus Geobacillus dapat
menghasilkan enzim katalase [16]. Pada penelitian ini,

kedelapan isolat Geobacillus sp. tidak dapat menghasilkan
katalase, kemungkinan disebabkan sifat bakteri yaitu
mikroaerofil dimana isolat Geobacillus sp. hanya
membutuhkan sedikit O, untuk pertumbuhannya [9].
Sehingga jika H.O. terurai menjadi O., maka O. yang
terbentuk tersebut malah akan menjadi racun bagi isolat
Geobacillus sp. Katalase adalah suatu enzim yang
dihasilkan oleh sebagian besar mikroorganisme aerofil
yang membutuhkan O. untuk pertumbuhannya [15],
namun pada penelitian ini, isolat dYTae-14 yang bersifat
aerofil juga tidak dapat menghasilkan katalase. Dalam
suatu lingkungan tertentu, organisme yang tidak
memproduksi katalase (katalase negatif) dilindungi oleh
organisme lain yang mempunyai kemampuan
memproduksi enzim katalase (katalse positif). Bakteri
katalase positif mendekomposisi H.O, dalam lingkunan
tersebut, sehingga bakteri katalase negatif terlindung
dari efek toksik H.O, [15].

Berdasarkan hasil penelitian tersebut, dapat
disimpulkan bahwa kedelapan isolat Geobacillus sp.
adalah termasuk bakteri katalase negatif yaitu bakteri
yang tidak dapat menghasilkan enzim katalase sehingga
tidak dapat digunakan untuk bioremediasi H20..

Uji Kualitatif Enzim Amilase Ekstraseluler

Uji ini dilakukan dengan cara membuat media BSM
padat vyang mengandung 1% pati kanji dan
menumbuhkan isolat bakteri Geobacillus sp. pada media
tersebut. Pati kanji yang ditambahkan pada media padat
tersebut berperan sebagai substrat yang dapat diuraikan
oleh enzim amylase [17].

Setelah inkubasi 48 jam, bagian media padat yang
ditanami 8 isolat Geobacillus sp.terlihat keruh. Hal ini
menunjukkan bahwa 8 isolat Geobacillus sp. telah tumbuh
pada masing-masing media padat yang mengandung 1%
pati kanji. Untuk membuktikan apakah 8 isolat
Geobacillus  sp. menghasilkan enzim amilase
ekstraseluler, maka kultur Geobacillus sp. tersebut di
tetesiiodin [18].

Hasil penelitian menunjukkan di sekeliling delapan
isolat Geobacillus sp. terdapat zona bening. Hal ini
menunjukkan bahwa amilum yang terdapat pada media
di sekitar isolat Geobacillus sp. telah terhidrolisis menjadi
monosakaridanya, yaitu glukosa [19].
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Gambar 8. Uji enzim amilase ekstraseluler

Hasil ini membuktikan bahwa kedelapan isolat
Geobacillus sp. dapat menghasilkan enzim amilase yang
disekresikan ke dalam medium sehingga amilum (pati)
yang terdapat pada medium dapat terurai. Enzim
amilase, meliputi «-amilase, p-amilase dan
glukoamilase [20]. Enzim a-amilase (E.C. 3.2.1.1) bekerja
menghidrolisis ikatan «-1,4 secara acak di bagian dalam
molekul antar unit glukosa di dalam rantai amilosa yang
linier. Hasil hidrolisis o«-amilase mula-mula akan
menghasilkan dekstrin, dekstrin tersebut kemudian
dipotong-potong lagi menjadi campuran antara glukosa
dan maltosa [21]. Enzim B-amilase memotong pada
ikatan a-1,4 pada unit maltosa dari rantai amilum yang
belum terputus sempurna. Enzim glukoamilase (E.C.
3.2.1.3) atau sering disebut amiloglukosidase atau a -1,4.-
glukano glukohidrolase merupakan enzim ekstraseluler
yang mampu menghidrolisis ikatan « -1,4 pada rantai
amilosa dan amilopektin. Enzim glukoamilase juga dapat
menyerang ikatan « -1,6 pada titik percabangan,
walaupun dengan laju yang lebih rendah. Hal ini berarti
bahwa pati dapat diuraikan secara sempurna menjadi
glukosa [22].

Uji Kualitatif Enzim g-Galaktosidase Ekstraseluler

Uji ini dilakukan dengan cara menumbuhkan
delapan isolat Geobacillus sp. dalam media BSM cair yang
mengandung 1% laktosa. Laktosa yang ditambahkan
tersebut berfungsi sebagai induser [8]. Keberadaan dari
enzim B-Galaktosidase dapat diketahui dengan
menggunakan ONPG (o-nitrovenil-B-D-Galaktosidase)
sebagai substrat. Substrat ONPG ditambahkan pada
kultur Geobacillus sp. [23].

Uji positif adanya aktivitas enzim p-Galaktosidase
pada media Geobacillus sp. ditunjukkan oleh terjadinya
perubahan warna pada media menjadi kuning terang. Hal
ini disebabkan ONPG dihidrolisis oleh enzim -
Galaktosidase menjadi ONP (o-nitrofenol) dan galaktosa.
ONPG merupakan senyawa tak berwarna, tetapi hasil
hidrolisisnya yaitu ONP (o-nitrofenol) adalah senyawa
yang berwarna kuning [8].

Hasil wuji kualitatif enzim p-Galaktosidase
ekstraseluler yang telah dilakukan menunjukkan tidak
ada perubahan warna pada kedelapan media BSM. Hal ini
disebabkan tidak adanya produk ONP (o-nitrofenol) hasil

reaksi enzimatis dan membuktikan bahwa kedelapan
isolat Geobacillus sp. tidak memiliki enzim g-
Galaktosidase ekstraseluler.

Gambar 9. Uji Enzim B-Galaktosidase Ekstraseluler

Uji Kualitatif Enzim Protease Ekstraseluler

Uji ini dilakukan dengan cara menumbuhkan
delapan isolat Geobacillus sp. pada media BSM cair yang
mengandung gelatin. Setelah inkubasi 24 jam media
menjadi sedikit keruh. Hal ini disebabkan isolat
Geobacillus sp. telah tumbuh pada media tersebut. Setelah
itu masing-masing media disimpan di dalam lemari es
selama 15 menit [24].

Pada penelitian ini, kedelapan media menunjukkan
hasil positif. Hal ini dibuktikan dari masing-masing
media BSM-gelatin tetap cair setelah pendinginan.
Media BSM-gelatin yang tidak ditumbuhi isolat
Geobacillus sp. menjadi beku. Gelatin merupakan protein
yang diperoleh dari hidrolisis kolagen yang secara alami
terdapat pada tulang atau kulit binatang. Gelatin meleleh
bila dipanaskan, namun akan segera menjadi padat lagi
apabila didinginkan. Bila bercampur dengan air, gelatin
akan membentuk larutan dengan viskositas tinggi yang
juga akan menjadi padat (gel) bila mendingin [25].

Gambar 9. Uji Kualitatif Enzim Protease Ekstraseluler

Dari hasil penelitian ini, dapat diketahui bahwa
gelatin pada media BSM telah terhidrolisis menjadi asam
amino penyusunnya, yaitu asam amino non esensial
contohnya glisin dan prolin [25]. Oleh sebab itu media
yang telah ditumbuhi isolat Geobacillus sp. tidak
membeku setelah pendinginan. Hal ini membuktikan
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bahwa telah terjadi aktivitas protease yang dihasilkan
oleh kedelapan isolat Geobacillus sp. pada media tersebut.

Hasil penelitian ini menunjukkan adanya kesamaan
potensi enzim protease ekstraseluler dengan bakteri
yang diisolasi oleh Susilawati [24]. Dalam penelitiannya,
Susilawati telah berhasil mengisolasi bakteri penghasil
enzim protease termostabil dari sumber air panas
Gedong Songo. Bakteri tersebut berbentuk batang dan
termasuk bakteri gram positif, dimana sifat tersebut
sama dengan kedelapan isolat Geobacillus sp. Adanya
kesamaan sifat dan potensi dari bakteri-bakteri tersebut
menunjukkan adanya kemungkinan bahwa bakteri yang
ditemukan Susilawati tersebut merupakan salah satu
isolat Geobacillus sp. atau memiliki kekerabatan yang
dekat dengan Geobacillus sp.

4. Kesimpulan

Dari pohon filogeni diketahui bahwa kedelapan
isolate Geobasillus sp. berada dalam tingkat kekerabatan
yang dekat dan memiliki hubungan kekerabatan terdekat
dengan Geobacillus sp._TERI_NSM dan Geobacillus sp. sbs3.
Kedelapan isolat Geobasillus sp. mempunyai potensi
bioremediasi terhadap Fe(III) dan Pb(II) akan tetapi tidak
mempunyai potensi bioremediasi H.0.. Hasil uji enzim
termostabil  ekstraseluler = menunjukkan  bahwa
kedelapan isolat Geobasillus sp. memiliki amilase dan
protease termostabil ekstraseluler namun tidak memiliki
B-Galaktosidase termostabil ektraseluler.
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