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Abstrak

Bacillus flexus merupakan bakteri Gram-positif dengan potensi besar dalam bioteknologi dan
bioremediasi karena kemampuan enzimatik dan adaptasinya terhadap lingkungan. Penelitian
ini bertujuan untuk mengkarakterisasi sifat biokimia B. flexus dan responsnya terhadap faktor
abiotik (suhu, pH, tekanan osmotik) guna mengoptimalkan aplikasinya. Uji biokimia
menunjukkan kemampuan hidrolisis pati (produksi amilase), fermentasi glukosa, laktosa, dan
manitol (heterofermentatif), serta produksi katalase. Uji abiotik mengungkap pertumbuhan
optimal pada suhu mesofilik (24-26°C), pH basa (5-9), dan toleransi osmotik tinggi (sukrosa
40%, NaCl 30%). Hasil ini menegaskan potensi B. flexus sebagai penghasil enzim industri
(amilase, katalase) dan agen bioremediasi di lingkungan salin/alkali. Saran untuk penelitian
selanjutnya meliputi pengukuran kuantitatif aktivitas enzim dan uji aplikasi skala besar.

Kata kunci: Bacillus flexus; Biokimia; response Abiotik

Abstract

Bacillus flexus as gram-positive bacterium have significant potential in biotechnology and
bioremediation due to its enzymatic capabilities and environmental adaptability. This study
aimed to characterize the biochemical properties of B. flexus and evaluate its response to
abiotic factors (temperature, pH, osmotic pressure) to optimize its applications. Biochemical
tests confirmed its ability to hydrolyze starch (amylase production), ferment glucose, lactose,
and mannitol (heterofermentative), and produce catalase. Abiotic tests revealed optimal
growth at mesophilic temperatures (24—-26°C), alkaline pH (5-9), and high osmotic tolerance
(40% sucrose, 30% NaCl). These findings highlight B. flexus as a promising candidate for
industrial enzyme production (e.g., amylase, catalase) and bioremediation in saline or alkaline
environments. Further research is recommended to quantify enzyme activity and explore large-
scale applications.

Keywords: Bacillus flexus; Biochemichal; Abiotic response

1. PENDAHULUAN

Eksplorasi potensi mikroorganisme dalam bioteknologi dan bioremediasi telah
mengalami perkembangan signifikan. Salah satu bakteri yang menarik perhatian adalah
Bacillus flexus. Genus Bacillus yang dikenal memiliki kemampuan adaptasi tinggi
ternadap berbagai kondisi lingkungan ekstrem. Bakteri ini telah dilaporkan berperan
penting dalam produksi enzim ekstraseluler yang banyak diaplikasikan pada berbagai

bidang. Bakteri ini mampu memproduksi enzim fibrinolitik yang sangat dibutuhkan
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dibidang kesehatan (Al Farraj et al., 2020). Bacillus flexus memiliki kemampuan
memproduksi beberapa enzim dalam pengolahan limbah tekstil. Contohnya mampu
menghilangkan zat kimia azo yang berbahaya bagi kesehatan dan ekosistem air (Batool
et al., 2024). Selain itu, B. flexus juga menunjukkan potensi yang menjanjikan dalam
bioremediasi lingkungan, termasuk degradasi senyawa hidrokarbon, logam berat, dan
limbah organik.

Pemanfaatan Bacillus flexus pada lingkungan seperti bioremediasi, biodegradasi
dan pengolahan limbah. Bioremediasi merupakan pemanfaatan mikroba sebagai agen
penetral tanah dan air yang tercemar sehingga tidak menimbulkan masalah kesehatan
dan juga tidak menganggu lingkungan. Sedangkan biodegradasi merupakan proses
perombakan secara biologis yang dapat dilakukan oleh mikroorganisme (Waluyo,
2018).

Sebagai agen bioremediasi bakteri ini berperan dalam bioremediasi lingkungan air
yang tercemar arsen (Jebeli et al., 2017). Bacillus flexus memiliki potensi sebagai agen
remediasi pada lingkungan air yang terkontaminasi limbah pestisida (Mulla et al.,
2017). Bacillus flexus memiliki potensi untuk digunakan sebagai bioremediasi dalam
menghilangkan amonia dari limbah cair udang yang mengandung nitrogen yang tinggi
(Jasmin et al., 2024).

Karakterisasi biokimia dan fisiologi B. flexus merupakan langkah kritis sebelum
memanfaatkannya secara optimal dalam aplikasi industri dan lingkungan. Sementara
itu, pemahaman terhadap respons terhadap faktor abiotik seperti suhu, pH, dan tekanan
osmose lingkungan sangat penting untuk menentukan kondisi optimal pertumbuhan
dan aktivitas fungsionalnya

Meskipun beberapa penelitian telah menginvestigasi potensi genus Bacillus secara
umum, data spesifik mengenai karakteristik biokimia dan toleransi abiotik B. flexus
masih terbatas. Padahal, informasi tersebut sangat diperlukan untuk mengembangkan
strategi kultivasi dan aplikasinya dalam skala besar.

Penelitian ini bertujuan untuk menganalisis karakteristik biokimia B. flexus serta
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menguji pengaruh faktor abiotik terhadap pertumbuhan dan aktivitasnya. Hasil
penelitian ini diharapkan dapat memberikan dasar ilmiah untuk pemanfaatan B. flexus
dalam produksi enzim industri dan bioremediasi, sekaligus mengisi celah pengetahuan
terkait optimasi kondisi kultivasi bakteri ini. Uji biokimia diperlukan agar mengetahui
kemampuan metabolik dan enzimatik untuk mendukung pemanfaatannya dalam
bioremediasi dan produksi enzim industri. Uji faktor abiotik kondisi lingkungan
optimal agar kinerjanya maksimal, menjamin efisiensi, keberlanjutan, dan keamanan

dalam penggunaannya di industri maupun pengolahan limbah.

2. METODE PENELITIAN
2.1 Uji Biokimia
2.1.1 Hidrolisis pati

B. flexus diinokulasi ke media yang mengandung pati (media NA + pati 1%).
Media kemudian diinkubasi pada suhu 370C selama 2 x 24 jam. Setelah itu, larutan
iodine ditetesi ke media hingga menutupi permukaan media. Hasil positif ditunjukkan
dengan terbentuknya zona transparan di sekitar koloni yang menandakan terjadinya
hidrolisis pati (Cappuccino & Sherman, 2014).
2.1.2 Fermentasi karbohidrat (glukosa dan Manitol)
2.1.2.1 fermentasi glukosa

B. flexus diinokulasi ke media phenol red glucose broth dan phenol red lactose
broth dan diinkubasi selama 2 x 24 jam. Hasil positif adanya fermentasi glukosa dan
laktosa adalah munculnya warna kuning yang menandakan keadaan asam dan bisa
disertai terbentuknya gas pada tabung durham (Saryono et al., 2023).
2.1.2.2 fermentasi manitol

B. flexus diinokulasi ke media Vogel Johnson Agar (VGA) dan diinkubasi selama
2 X 24 jam. Hasil positif adanya fermentasi manitol adalah media berwarna kuning
(Moraes et al., 2021).
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2.1.3 Uji Katalase

B. flexus diambil secara steril dan digoreskan pada kaca preparat. Larutan H>O>
ditetesi hingga menutupi permukaan goresan. Hasil positif ditandai dengan munculnya
gelembung (Lay, 1994 dalam Sianipar et al., 2020).

2.2 Faktor Abiotik
2.2.1 Suhu

Bacillus flexus diinokulasikan pada 3 tabung reaksi yang telah terisi NA (Nutrient
Agar). Sampel diinkubasikan pada tiga kondisi suhu yang berbeda yaitu suhu ruang
(24-26°C), Suhu dingin 4°C dan suhu panas (55°C) selama 24 jam.

2.2.2 pH ( Derajat Keasaman)

Media NB (Nutrient Broth) disiapkan dengan variasi pH yaitu 3, 5, 9. Bacillus
flexus Inokulasikan pada 3 tabung reaksi dengan variasi pH pada media. Inkubasikan
sampel pada suhu 30°C selama 24 jam.

2.2.3 Tekanan Osmose

Larutan NaCl diencerkan dengan serial 40 %, 4 %, 0,4 %. Larutan sukrosa
diencerkan sengan serial 30 %, 3 %, dan 0,3%. Media NA cair dicampurkan dengan
masing-masing konsentrasi larutan sukrosa dan NaCl. Setelah homogen campuran
dituangkan pada cawan petri. Bacillus flexus digoreskan pada campuran media yang

telah memadat.

3. HASIL DAN PEMBAHASAN

Uji biokimia bertujuan mengidentifikasi mikroorganisme berdasarkan ada atau tidaknya
produksi enzim yang ditandai oleh perubahan biokimia dengan substrat dan koloni bakteri
(Wanger et al., 2017). Hasil uji biokimia berupa uji hidrolisis pati, uji fermentasi karbohidrat,
dan uji katalase dapa dilihat pada Tabel 1. Uji hidrolisis pati bertujuan mengetahui kemampuan
B. flexus dalam memproduksi enzim amilase yang mampu menghidrolisis pati menjadi molekul
sederhana (Dida, 2018). Hasil uji hidrolisis pati menunjukkan B. flexus mampu memproduksi
enzim amilase yang ditandai dengan terbentuknya zona bening di sekitar koloni. Zona bening

terjadi karena pati sudah terhidrolisis oleh enzim amilase menjadi monomer sehingga tidak
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terbentuk ikatan dengan iodin (Jannah et al., 2021). Genus Bacillus sendiri telah diteliti mampu
menghasilkan enzim amilase (Mitek & Lamkiewicz, 2022).
Tabel 1. Uji Biokimia B. flexus

Uji Hasil Keterangan
Hidrolisis Pati + Terbentuk zona bening
Fermentasi Glukosa + Perubahan warna menjadi
Karbohidrat kuning; adanya gas
Laktosa + Perubahan warna menjadi
kuning; adanya gas
Manitol + Perubahan warna menjadi
kuning; adanya gas
Katalase + Adanya gelembung

Uji fermentasi karbohidrat menggunakan tiga substrat yaitu glukosa, laktosa, dan
manitol. Uji ini bertujuan mendeteksi kemampuan B. flexus dalam memfermentasi
karbohidrat tertentu. Pada Tabel 1, uji fermentasi glukosa, laktosa, dan manitol pada B.
flexus menunjukkan hasil positif yang ditandai dengan perubahan warna media dari
merah menjadi kuning. Selain itu, hasil fermentasi juga terbentuk gas yang
terperangkap pada tabung durham. Genus Bacillus, seperti B. subtilis dan B. cereus
telah diteliti mampu menggunakan substrat glukosa dan laktosa dalam proses
fermentasi (Magdalena et al., 2021; Maktabdar et al., 2024). Bakteri B. clausii dan B.
megaterium juga telah diteliti mampu memfermentasi manitol (Sura & Hiremath, 2019;
Werdi & Al-Hadidy, 2023).

Hasil dari fermentasi karbohidrat adalah terbentuknya asam organik yang ditandai
dengan perubahan warna menjadi kuning karena terjadi perubahan pH pada media
(Kali et al., 2015). Selain terjadi perubahan warna, hasil fermentasi bisa juga disertai
dengan adanya gas berupa CO: sehingga diklasifikasikan sebagai fermentasi tipe
heterofermentatif karena menghasilkan dua produk yaitu asam dan gas. Jika fermentasi
hanya menghasilkan asam saja diklasifikasikan sebagai tipe homofermentatif (Saryono
etal., 2023).

Uji katalase bertujuan mengetahui kemampuan B. flexus dalam memproduksi

enzim katalase. Enzim katalase merupakan enzim yang mampu memecah hidrogen
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peroksida (H202) menjadi air dan oksigen (Khatoon et al., 2022). Pada hasil uji, bakteri
B. flexus mampu memproduksi enzim katalase yang ditandai dengan terbentuknya
gelembung. Gelembung yang dihasilkan merupakan gas oksigen hasil pemecahan
H>O>. Strain Bacillus seperti B. aryabhattai dan B. megaterium telah diteliti mampu
menghasilkan enzim katalase (Saeed et al., 2023).

Uji Faktor abiotik seperti suhu, pH dan tekanan osmose pada media dilakukan
untuk mengetahui faktor lingkungan yang mempengaruhi pertumbuhan dan aktivitas
metabolisme bakteri. Hasil pengamatan pada Tabel 2 menunjukkan Bacillus flexus
tidak dapat tumbuh pada suhu dingin (4°C) dan pada suhu panas (55°C) ditandai
dengan kondisi media tetap kuning bening pada gambar 1. Sedangkan pada suhu ruang
(24-26°C) menunjukkan pertumbuhan Bacillus flexus yang ditandai dengan perubahan
warna media cair menjadi kuning keruh. Indikator keruh pada media cair menunjukkan
hasil dari pertumbuhan bakteri pada media NB (Nutrient Broth).

Tabel 2. Uji Faktor Abiotik terhadap Bacillus flexus

No Suhu pH Tekanan osmose
4°C 24- 55°C 3 5 9 Sukrosa NaCl
26°C

40% 4% 04% 30% 3% O,

3

%

Ulangan1 - ++ - N e o = = ++ + +++ ++ +
Ulangan2 - ++ - -+ 4+t +++  ++ +++ ++ +

Gambar 1. Pengaruh suhu, A: Suhu dingin/ 4°C, B: Suhu ruang / 24-26°C, C: Suhu Panas/55°C
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Bacillus flexus tidak tumbuh pada pH 3 atau asam. Tidak terjadi perubahan warna
media setalah bakteri diinokulasikan pada media cair dalam kondisi asam Gambar 2.

Pada ketiga perlakuan menunjukkan perubahan warna media menjadi lebih keruh pada

pH 5 dan cenderung lebih keruh pada pH 9.

[ W

Gambar 2. Pengaruh pH; A; pH 9, B: pH 5, C: pH 3
Secara keseluruhan dari perlakuan yang dilakukan Bacillus flexus optimal tumbuh

pada suhu ruang 24-26°C dan kondisi pH 5-9. Bacillus flexus merupakan bakteri
mesofilik atau bakteri yang optimal tumbuh pada suhu sedang. Genus Bacillus
tergolong bakteri alkafilik yaitu toleran kondisi pH yang tinggi, memiliki rentang pH
yang luas (4,0—12) dan terhambat pada kondisi asam (Jasmin et al., 2024).

Penelitian ini menggunakan dua jenis tambahan zat terlarut pada media yaitu
sukrosa dan NaCl. Konsentrasi sukrosa 40% menunjukkan pertumbuhan koloni yang
lebih banyak dibandingkan pada konsentrasi sukrosa 4 % dan 0,4 %. Genus Bacillus
memiliki kemampuan untuk menggunakan sumber karbon dari sukrosa untuk
pertumbuhan.

Perlakuan dengan penambahan zat terlarut NaCl pada media menunjukkan
pertumbuhan yang sama antara konsentrasi NaCl tertinggi (30%) dan Konsentrasi
NaCl sedang (3%). Konsentrasi NaCl paling rendah (0,3%) menunjukan pertumbuhan
yang paling sedikit. Bacillus flexus memiliki toleransi dengan kondisi salin karena
bakteri ini banyak diisolasi dari air laut (Al Farraj et al., 2020).

Bacillus flexus merupakan bakteri yang adaptif dan memiliki banyak fungsi.
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Kemampuannya dalam memfermentasi berbagai karbohidrat, serta bertahan dalam
kondisi ekstrem (tinggi garam, gula, dan pH basa) menjadikannya kandidat potensial
untuk aplikasi di bidang bioteknologi industri, pangan, dan lingkungan. Karakteristik
ini memperkuat posisi B. flexus sebagai bagian dari genus Bacillus yang dikenal luas
karena ketahanan dan kemampuannya dalam produksi metabolit sekunder bernilai
ekonomi tinggi (Wagle et al., 2019).

4. KESIMPULAN DAN SARAN
4.1 Kesimpulan

Bacillus flexus menunjukkan aktivitas enzimatik yang kuat, termasuk kemampuan
menghidrolisis pati (produksi amilase), memfermentasi glukosa, laktosa, dan manitol
(heterofermentatif), serta menghasilkan enzim katalase. Hal ini mengindikasikan
potensinya sebagai penghasil enzim industri dan agen biodegradasi. B. flexus tumbuh
optimal pada suhu ruang (24-26°C), toleran terhadap kondisi basa (pH 5-9), toleran
pada kondisi salin, dan menggunakan sukrosa sebagai sumber karbon utntuk
pertumbuhannya. Pertumbuhan optimal tercapai pada konsentrasi sukrosa tinggi (40%)
dan NaCl hingga 30%, menunjukkan adaptasi sebagai bakteri halotoleran yang cocok
untuk lingkungan salin.

4.2 Saran
Saran untuk penelitian selanjutnya dapat dilakukan pengukuran nilai OD untuk

mngetahui tingkat kekeruhan pada pertumbuhan bakteri. Selain itu, perlu dilakukan uji

lebih lanjut terkait kemampuan produksi enzim dari Bacillus flexus.
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