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ABSTRACT

Thermo-lipolytic bacteria has an important role in the development of biotechnology at the
moment, because it can be applied to food and non-food industries. In this study, we
attempted to isolate and select thermophilic bacteria, which have a lipolytic activity, and to
identify each strain. Selection of lipolytic bacteria was carried out using ZoBell solid
medium containing 1% olive oil and identification of the isolates based on the 16S rRNA
gene sequences. Six thermophilic bacteria have been isolated and four of them have
lipolytic activity with the highest lipolytic index of 2.65. The 16S rRNA gene sequences of
the thermo-lipolytic bacteria had 99% similarity with Anoxybacillus pushchinoensis (for
AAl and AA3 strains), Anoxybacillus sp. (for AB2 strain) and Bacillus licheniformis (for
LB1 strain).

Keywords : Identification, thermo-lipolytic bacteria, 16S rRNA gene

ABSTRAK

Bakteri termo-lipolitik merupakan bakteri pendegradasi lipid yang mampu beraktivitas
pada suhu tinggi. Bakteri tersebut memiliki peran penting dalam perkembangan
bioteknologi pada saat ini, karena dapat diaplikasikan pada berbagai industri baik industri
pangan maupun non pangan. Salah satu upaya yang dilakukan pada penelitian ini adalah
mencari dan menyeleksi isolat-isolat bakteri termofilik yang memiliki aktivitas lipolitik, serta
mengetahui jenis dari masing-masing isolat tersebut. Seleksi dilakukan pada medium
ZoBell padat yang mengandung olive oil 1% dengan menggunakan metode pour plate
dan identifikasi isolat melalui analisis sekuen gen 16S-rRNA menggunakan DNA
sequencer. Hasil isolasi memperoleh 6 isolat bakteri termofilik, dan hanya 4 isolat yang
memiliki aktivitas lipolitik dengan indeks lipolitik tertinggi 2,65. Analisis similaritas
berdasarkan sekuen gen 16S-rRNA menunjukkan bahwa dati isolat bakteri termo-lipolitik
pada penelitian ini memiliki kemiripan dengan Anoxybacillus pushchinoensis 99% (untuk
isolat AA1 dan AA3), Anoxybacillus sp. 99% (untuk isolat AB2) dan Bacillus licheniformis
99% (untuk isolat LB1).

Kata kunci : Identifikasi, bakteri termo-lipolitik, gen 16S rRNA

1. PENDAHULUAN
Bakteri termo-lipolitik memiliki kemampuan dalam memproduksi enzim lipase
termostabil. Enzim lipase memiliki cakupan aplikasi yang sangat luas dan telah banyak

dikenal dalam bidang bioteknologi seperti pada industri deterjen, farmasi dan makanan,
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sintesis biopolimer, produksi biodiesel, dan pengolahan limbah cair yang mengandung
lemak [1]. Disamping itu enzim ini sangat potensial dalam mengatasi masalah teknis pada
industri seperti masalah suhu yang tinggi dan waktu.

Meskipun lipase dapat diperoleh dari tumbuhan dan hewan, lipase mikroba
memiliki keunggulan seperti produksi yang tinggi, biaya produksi rendah, aktivitas katalitik
beragam, stabilitas dalam pelarut organik dan spesifitas yang luas [2]. Bakteri yang
dilaporkan memiliki aktivitas lipolitik adalah seperti, Acinetobacter radioresistens [3]
Bacillus sp. [4], Lactobacillus plantarum [5], Pasteurella multocida [6], Serratia
marcescens [7] dan Pseudomonas fluorescens [8].

Produksi enzim dipengaruhi oleh beberapa faktor diantaranya adalah
mikroorganisme unggul. Oleh sebab itu, pencarian dan pengembangan mikroorganisme
baru indigenous penghasil lipase termostabil perlu dilakukan di Sumatera Selatan.
Mengingat Sumatera Selatan memiliki beberapa sumber air panas, diantaranya adalah
sumber air panas Semendo Muara Enim dengan suhu 60 — 85 °C dan pH 4 — 8,5 yang
berpotensi untuk mendapatkan bakteri termo-lipolitik unggul. Sumber air panas
merupakan tempat yang sangat potensial untuk mendapatkan berbagai jenis bakteri
termo-lipolitik yang bernilai ekonomi. Mikroorganisme yang potensial untuk
dikembangkan sebagai penghasil enzim akan mudah diperoleh dari keragaman hayati
yang tinggi [9].

Identifikasi bakteri secara fenotipe belum cukup memberikan informasi yang jelas
dalam membedakan strain intraspesies dan interspesies. Hal ini disebabkan sering terjadi
kesalahan dalam membedakan spesies bakteri karena adanya karakter yang tidak
bersifat statis dan dapat berubah seiring dengan perubahan lingkungan [10]. Disamping
itu identifikasi bakteri berdasarkan fenotipe memiliki reprodusibilitas yang rendah karena
tergantung pada kondisi kultur di laboratorium yang berbeda, hal inilah yang mendorong
dilakukannya identifikasi secara genotipe berdasarkan gen penyandi 16S rRNA.

Analisis gen penyandi 16S rRNA dapat sebagai penanda molekuler karena
bersifat ubikuitus dengan fungsi yang identik pada semua bakteri. Gen 16S rRNA memilki
beberapa daerah dengan urutan basa yang konservatif dan juga daerah yang urutan
basanya yang sangat variatif. Perbandingan urutan basa yang konservatif berguna untuk
mengkonstruksi pohon filogenetik universal, sedangkan urutan basa yang variatif dapat
digunakan untuk melacak keragaman dan menempatkan strain-strain dalam satu spesies
[11]. Penelitian ini dilakukan dengan tujuan untuk mendapatkan isolat lokal bakteri termo-
lipolitik dari sumber air panas Semendo Muara Enim Sumatera Selatan, serta
karakterisasi isolat dengan pendekatan Biologi Molekuler berbasis gen 16S rRNA untuk

mengetahui jenis masing-masing isolat tersebut.
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2. METODE PENELITIAN

Penelitian ini terdiri dari beberapa tahap seperti, (i) Pengambilan sampel dan
isolasi bakteri termofilik, (i) Seleksi bakteri termo-lipolitik, (iii) Pengamatan morfologi
isolat, (iv) Isolasi DNA dan Amplifikasi fragmen gen 16S rRNA, (v) Penentuan urutan DNA
dan analisis filogenetik.

2.1 Pengambilan sampel dan isolasi bakteri termofilik

Sampel diambil dari air/lumpur yang berasal dari sumber air panas lalu
dimasukkan ke dalam botol sampel yang sudah berisi media NB yang dipekatkan 10x.
Isolasi dilakukan secara pour plate dengan menggunakan medium NA. Setelah media
membeku diinkubasi selama 48 - 72 jam pada suhu 55 °C. Koloni bakteri yang tumbuh
dan mempunyai karakter morfologi berbeda ditetapkan sebagai isolat terpilih untuk
dilanjutkan dengan pengujian aktivitas lipolitik.

2.2 Seleksi bakteri termo-lipolitik

Isolat-isolat yang diperoleh ditumbuhkan pada media ZoBell padat yang
mengandung 1%olive oil dan Tween 80 dan diinkubasi selama 48 jam pada suhu 55 °C.
Adanya aktivitas lipolitik ditandai dengan terbentuknya endapan yang berwarna putih
keruh di sekitar paper disk [12]. Isolat yang menunjukkan aktivitas lipolitik selanjutnya
ditentukan indeks lipolitiknya.

2.3 Pengamatan morfologi isolat

Isolat bakteri termo-lipolitik yang sudah didapatkan dilakukan pengamatan secara
makroskopis dan mikroskopis. Pengamatan makroskopis meliputi, bentuk dan warna
koloni, dan mikroskopis berupa bentuk sel melalui pewarnaan Gram.

2.4 Amplifikasi Fragmen Gen 16S rRNA.

Isolat bakteri yang terpilih ditumbuhkan pada media LB dan dipanen pada saat
fase logaritma. Isolasi DNA dilakukan dengan menggunakan kit DNA purifikasi
(Promega). Proses amplifikasi menggunakan Go Tag green mastermix (Promega).
Primer yang digunakan adalah Bact27_F 5-AGA GTT TGA TCA TGG CTC AG-3’ dan
Unil492_R 5-GGT TAC CTT ACG ACT T-3. Sebanyak 50 uL campuran reaksi PCR
(Go Taq green mastermix, Primer, nuclease free water, dan DNA templat) digunakan
untuk amplifikasi DNA kromosom. Proses PCR dilakukan pada kondisi denaturasi pada
95 °C, annealing pada suhu 55 °C, dan pemanjangan primer pada 72°C. Pemanjangan
primer terakhir dilakukan pada 72°C.

2.5 Penentuan Urutan DNA.

Penentuan urutan DNA (sekuensing) dilakukan melalui jasa komersial Macrogen

Inc. Korea. Proses penentuannya adalah menggunakan metode Dye Terminator (3’-dye

labelled dideoxynucleotide triphosphate) yang meliputi beberapa tahap yaitu: penyiapan
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template, pemurnian produk PCR, elektroforesis dengan scanning fluorescence, dan
reaksi sekuensing.
2.6 Analisis filogenetik

Data yang diperoleh dianalis dengan bantuan program komputer, antara lain:
analisis adanya chimera pada urutan DNA sampel, penyuntingan urutan DNA penjajaran
urutan DNA sampel dengan urutan DNA yang ada di GenBank, pengambilan urutan DNA
dari GenBank, penjajaran urutan DNA menggunakan program Clustal W versi 1.83, dan
konstruksi pohon filogenetik menggunakan program Phylip 3.62.

3. HASIL DAN PEMBAHASAN
3.1 Isolasi dan Seleksi Bakteri Termo-lipolitik

Hasil isolasi bakteri termofilik dari sumber air panas Semendo Muara Enim
Sumatera Selatan diperoleh sebanyak 6 isolat. Seleksi bakteri termo-lipolitik dari 6 isolat
yang didapatkan hanya 4 isolat yang menunjukkan adanya aktivitas lipolitik dengan
indeks lipolitik tertinggi didapatkan pada isolat AA3 sebesar 2,65 (Tabel 1).

Tabel 1. Hasil seleksi isolat bakteri termo-lipolitik

Kode Nama Isolat Similaritas Indeks
Isolat (%) Lipolitik
AAl Anoxybacillus pushchinoensis 99 2,37 £ 0,03
AA3 Anoxybacillus pushchinoensis 99 2,65+ 0,09
AB2 Anoxybacillus sp. 99 1,46 + 0,10
LB1 Bacillus licheniformis 98 2,40 £ 0,46

Bakteri termo-lipolitik diseleksi pada media ZoBell yang mengandung 1 % olive oil.
Adanya aktivitas lipolitik ditandai dengan terbentuknya endapan asam lemak yang
berwarna putih keruh paper disk (Gambar 1). Zona keruh yang terbentuk karena adanya
degradasi dari substrat (olive oil) yang terdapat pada media menjadi molekul-molekul
yang lebih sederhana. Setyati dan Subagiyo (2012) menyatakan, bahwa terbentuknya
endapan asam lemak yang berwarna putih keruh menunjukkan bahwa isolat bakteri
tersebut mempunyai kemampuan menghasilkan lipase [12]. Enzim lipase menghidrolisis
trigliserida dalam olive oil menjadi gliserol dan asam lemak. Lipase yang bereaksi secara

spesifik memutus rantai asam lemak trigliserol pada posisi sn-1 dan sn-3.
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Gambar 1. Aktivitas lipolitik isolat bakteri termofilik

Indeks lipolitik dari masing-masing isolat bakteri termo-lipolitik berbeda-beda, yang
paling tinggi didapatkan pada isolat AA3 yaitu 2,65, sedangkan yang paling rendah adalah
pada isolate AB2 vyaitu 1,46. Perbedaan indeks lipolitik dari masing-masing isolat
disebabkan perbedaan kemampuan isolat dalam mendegradasi lipid.

3.2 Pengamatan Morfologi Isolat Bakteri Termo-lipolitik

Pengamatan morfologi isolat bakteri termo-lipolitik meliputi, morfologi koloni
berupa bentuk dan warna koloni, sedangkan morfologi sel berupa pewarnaan Gram dan

endospora seperti yang terdapat pada tabel 2.

Tabel 2. Hasil pengamatan morfologi koloni dan sel isolat bakteri termo-lipolitik

Karakter Isolat AA1 Isolat AA3 Isolat AB2 Isolat LB1
Isolat

Morfologi Sirkuler, putih Irreguler , putih  Irregular, krem  Sirkuler, krem

koloni

Morfologi Sel Batang Batang pendek, Batang Batang
pendek, Gram Gram positif, pendek, Gram pendek, Gram
positif, menghasilkan positif positif
menghasilkan  endospora menghasilkan  menghasilkan
endospora endospora endospora

Hasil pengamatan menunjukkan morfologi koloni dari isolat termo-lipolitik bentuk bulat
dan tidak beraturan, berwarna putih dan krem. Morfologi sel semua isolat berbentuk
batang pendek, Gram positif dan menghasilkan endospora. Berdasarkan hasil
pengamatan morfologi sel menunjukkan bahwa semua isolat-isolat tersebut dapat
digolongkan ke dalam kelompok Bacillus. Kelompok bakteri ini sering dijumpai diberbagai
lokasi bahkan di tempat yang bersuhu ekstrim. Kebanyakan anggota kelompok Bacillus
dapat membentuk endospora yang dibentuk sebagai respon terhadap kondisi lingkungan
yang kurang menguntungkan, oleh karena itu anggota kelompok Bacillus memiliki
toleransi yang tinggi terhadap kondisi lingkungan yang berubah-ubah [13]. Selanjutnya
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Madigan et al. (2012) menyatakan, pada umumnya kelompok Bacillus merupakan bakteri
yang berbentuk batang, menghasil enzim ekstraseluler yang dapat menghidrolisis protein
dan polisakarida kompleks, membentuk endospora, aerob atau anaerob fakultatif.
3.3 Amplifikasi Fragmen Gen 16S rRNA dari Bakteri Termo-lipolitik

Hasil amplifikasi gen 16S rRNA dari isolat bakteri termo-lipolitik yang diuji dengan
elektroforesis disajikan pada Gambar 2.

1500 bp ——

Gambar 2. Elektroferogram hasil amplifikasi gen 16S rRNA pada bakteri termo-lipolitik
yang diuji. (1) DNA marker, (2) DNA AA1, (3) DNA AA3, (4) DNA AB2, (5) DNA LB1.

Amplifikasi gen 16S rRNA menunjukkan pita DNA dengan ukuran + 1500 bp dengan
ketebalan yang relatif sama dan jumlah pita DNA yang dihasilkan adalah satu. Hal ini
menunjukkan bahwa primer yang digunakan untuk mengamplifikasi DNA sudah spesifik
dengan untuk mengamplifikasi gen 16S rRNA yang berukuran + 1465 bp. Penggunaan
primer bakteri yang spesifik yaitu 27F dan 1492R dapat memperoleh amplikon fragmen
gen 16S rRNA dengan ukuran + 1465 bp. Primer 27F dan 1492R merupakan dua primer
yang biasa digunakan untuk identifikasi gen 16S rRNA bakteri [15].

3.4 Analisis Filogenetik.

Analisis gen 16S rRNA didasarkan pada urutan nukleotida dari gen 16S rRNA
dan dibandingkan dengan data gen 16S rRNA yang tersedia di Genbank. Hasil analisis
menunjukkan bahwa sekuen gen 16S rRNA dari isolat AA1 dan AA3 memiliki kemiripan
99% dengan Anoxybacillus pushchinoensis sedangkan isolat AB2 memiliki kemiripan
99% dengan Anoxybacillus sp. (buat Tabel X. Matriks kemiripan). Pada Gambar 3 dapat
dilihat isolat AAldan AA3 berada pada kelompok yang sama dengan Anoxybacillus
pushchinoensis dan isolat AB2 berada pada kelompok yang sama dengan Anoxybacillus

sp. Ketiga jenis bakteri ini berbentuk batang pendek, Gram positif dan menghasilkan

100



Prosiding Semirata 2015 bidang MIPA BKS-PTN Barat
Universitas Tanjungpura Pontianak
Hal 95 - 104

endospora (Table 2). Anoxybacillus memiliki toleransi yang luas terhadap kondisi
lingkungan, sehingga sangat potensial untuk dikembangkan dalam industri bioteknologi

karena kemampuannya dalam menghasilkan enzim termostabil [16].

A43
Adl
AB234214. 1 Anoxybacilius pushchinoensis svain 4TI
FI527829.1 Anoxybaciiius 5.

3 HMUI6869.] Anoxybaciiius figvithermus strain E13

13
FI537830.0 Anoxybacillus zp.

20
FI317831.1 Anoxybacilius zp.

FNa6d242 1 Anoxybaciiivs flavithermus srain AE3

100 21

FEFR34615. 1 Anoxybacillus 5p.
FFE58614. ] Anoxybacilius zp.
KC210404.1 dAnoxybaciiiuz flavithermus strain 413

KC310452. 1 Anoxybaciliuz kestanbolensic svain 41
21

KCI152086. 1 Anexybacillus flavithermus sirain Diad

pr; ANROIG51 8 Anoxybaciliuz flavithermus
12
FIA38370.0 Anoxpbaciliug tengrhongensis stram T 11

AR2
E3

GUIGET47.1 Anoxybacilius 5p.

Gambar 3. Filogenetik berdasarkan urutan nukleotida dari gen 16S rRNA isolat AAL,
AA3, dan AB2.

Anoxybacillus bersifat aerob atau anaerob fakultatif, neutrofilik, termofilik obligat,
pembentuk endospora, Gram positif, dan berbentuk batang. Pikuta et al. (2000)
menyatakan Genus Anoxybacillus bersifat sebagai anaerob obligat. Pikuta et al. (2003)
melaporkan bahwa Anoxybacillus pushchinoensis mengalami perubahan dari anaerob
obligat menjadi anaerob aerotoleran dan Genus Anoxybacillus dari anaerob obligat

menjadi anaerob fakultatif atau anaerob aerotoleran [17]
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AF410218. 1 Bacillus lichenjformiz
LBl
JOOFITEl 1 Bacillus mojavensis srain LZ01 2

HMO43735.1 Baciiius sp.
100

EUS79024.1 Bacillus 5p.
HOE58629. 1 Bacillus 5p.
&3 GOIF0108.1 Bacillus licheniformis strain J5-35

IEa50005 1 Bacilius pumilus sirain ATHA DT
1
IES50006 1 Bacillus subiills strain ATHAIS

JO022608. 1 Bacillus lcheniformis srain LEZ045
GUI449346 1 Bacilius licheniformis strain PRLI
ET524d4 2 1 Bacillus lichenjformis soraim CHET-IT.
KFE35304. 1 Bacilius zonorensis strain RS54

GOIER5I00 Baciliuy licheniformis sivain 5G15
22
JOGI3412 1 Bacitius lcheniformis strain LZO0S

Gambar 4. Filogenetik berdasarkan urutan nukleotida dari gen 16S rRNA isolat LB1.

Isolat LB1 memiliki kemiripan 98% dengan Bacillus licheniformis (Gambar 4).
Bacillus licheniformis berbentuk batang, Gram positif dan membentuk endospora (Tabel
2). Bakteri ini banyak digunakan untuk keperluan industri seperti produksi enzim dan
antibiotik, memiliki kemampuan enzimatik yang beragam dan suhu optimal untuk sekresi
enzim adalah 37°C [18]. Suhu pertumbuhan optimalnya adalah 50°C, tetapi dapat juga
bertahan pada suhu yang lebih tinggi.

Bacillus spp. memiliki kemampuan enzimatik yang beragam, dan beberapa
diantaranya mampu melakukan biodegradasi terhadap banyak senyawa rekalsitran dan

xenobiotik. Disamping itu Bacillus bersifat aerob atau fakultatif anaerob, memiliki kisaran
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suhu pertumbuhan yang luas, pembentuk spora, kosmopolit, tahan terhadap senyawa-

senyawa antiseptik, sehingga sangat potensial untuk dikembangkan dalam industri
bioteknologi [19].

4. KESIMPULAN
Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan dapat diambil kesimpulan sebagai
berikut :

e Telah berhasil diisolasi enam isolat bakteri dari sumber air panas Semendo Muara
Enim, namun hanya 4 isolat bakteri termofilik yang memiliki aktivitas lipolitik dengan
indek lipolitik tertinggi pada isolat AA3, yaitu sebesar 2,65.

¢ |solat bakteri AA1 dan AA3 memiliki kemiripan dengan Anoxybacillus pushchinoensis,
AB2 dengan Anoxybacillus sp dan LB1 dengan Bacillus licheniformis. Tingkat
kemiripan keempat isolat tersebut dengan masing-masing spesie sebesar 99%.
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