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ABSTRACT  
Thermophilic bacteria are a group of bacteria that grow at a temperature range of 45

o
C to 80

o
C 

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. 

 

Keywords: Thermophilic Bacteria 1; Cellulase Enzymes 2; Hot Water 3 

 

ABSTRAK  

Bakteri termofilik merupakan kelompok bakteri yang tumbuh pada kisaran suhu 45
o
C sampai 

80
o
C 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. 

 

Kata Kunci: Bakteri Termofilik 1; Enzim Selulase 2; Air Panas 3 
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PENDAHULUAN  

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 
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dalam bahasa Aceh Ie Suum. Pemandian air panas ini terletak di kaki Gunung 

Meuh 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). 

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). 

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). 

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). 

 

BAHAN DAN METODE 

Bahan dan Alat Penelitian 

Bahan yang digunakan 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. 
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Adapun alat yang digunakan adalah pipet tetes, mikropipet, cawan petri, 

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.  

 

Metode Peneltin 

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. 

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 68
o
C 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). Kemudian dilakukan pewarnaan Gram dan pengujian 

biokimia dengan pengujian TSIA, uji SIM, uji SCA, uji oksidasi, uji katalase 

(Cappuccino. & Sherman, 2014). 

Media agar yang ditumbuhi bakteri kemudian diwarnai dengan larutan 

Congo Red 1% selama 15 menit, selanjutnya larutan pewarna dibuang. Media 

dibilas dengan larutan NaCl 1 M selama 15 menit. Koloni yang positif memiliki 

aktivitas selulase akan menghasilkan zona bening pada media agar. Isolat yang 

dipilih untuk ditentukan aktivitas enzimnya merupakan isolat yang memiliki nilai 

indeks potensial terbesar. Nilai indeks selulase  dengan nilai IS ≤ 1 dikategorikan 

rendah, sedangkan kategori tinggi apabila nilai IS ≥ 2. Diukur zona bening yang 

dihasilkan dan dihitung nilai indeks selulase (IS) menggunakan rumus (Puspawati 

et al., 2018): 

                
                                    

               
 

 

Pengujian aktivitas enzim ekstrak kasa dengan berdasarkan kadar glukosa. 

Kadar glukosa diukur menggunakan metode DNS. Isolat bakteri selulotik 

termofilik diinokulasikan sebanyak 2 ose dalam 50 mL media CMC dan 

diinkubasi pada shaker inkubator dengan kecepatan 125 rpm pada suhu 68
o
C 

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). 
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Sebanyak 1 mL enzim ekstrak kasar digabung dengan 1 mL substrat (CMC 1%) 

kemudian diinkubasi selama 40 menit pada suhu 68
o
C. 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). 

 

                    
 

              
  
 

 
 

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) 

 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

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 68
o
C dan memiliki kadar pH yaitu 7,2. Berdasarkan hasil 

isolasi bakteri termofilik 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 pada Tabel 1. 

 

Tabel 1. 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 
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Kode Isolat Bentuk Warna Tepi Elevasi 

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 

 

Hasil identifikasi 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 2. 

 

Tabel 2. 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). 

 

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 2. 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. 

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 

yang didapatkan dari kawasan wisata Ie Suum secara umum banyak ditemukan 
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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). 

 

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. 

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. Uji potensi enzim selulase dari bakteri termofilik 

menunjukkan besarnya aktivitas selulase yang dinyatakan dengan indeks selulase. 

Nilai potensi enzim dari bakteri termofilik terlihat pada Gambar 1 dan Tabel 3. 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 1. Potensi Enzim Selulase dari Bakteri Termofilik; 

(a) Zona Bening; (b) Koloni bakteri. 

 

Tabel 3. 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 

A B 
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Nilai Rata-rata 

Kode Isolat Diameter Zona 

Bening (cm) 

Diameter 

Koloni (cm) 

Indeks 

Selulotik (IS) 

Keterangan Indeks 

Selulotik 

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 

 

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-

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. 

 

Aktivitas Enzim Selulase dari Bakteri Termofilik Pada Kawasan Wisata Ie 

Suum Kabupaten Aceh Besar 

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 

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 
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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). 

 

SIMPULAN 

 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. 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. 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. 
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