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Abstract

The mangrove ecosystem is a productive ecosystem. The production and accumulation
of organic matter on the floor of the mangrove ecosystem allows this region to be rich in
microbials that are potential to be developed as a source of a wide range of exira cellular
enzymes. In this research, bacteria were isolated and used as the source of enzyme. The
bacteria were isolated from the existing mangrove sediments on the north coast of Semarang,
Central Java. The bacterial potential as a source of protease, amylase and cellulase is done
semiquantitatively using well diffusion agar method. The results obtained 18 bacteria isolates
which were all capable to produce amylase and cellulase, but only 7 isolates were able fo
produce proteases. Five isolates had amylase activity above 300 mm2 [/ mi, three isolates with
protease activity above 300 mmz2 / ml and 2 isolates with cellulase activity of 225.40 and 204.50
mm?2 / ml. Seven isolates are capable of producing amylase, protease and cellulase. The results
showed that mangrove ecosystem is a potential source of microbes to produce enzymes
protaese, amylase and cellulase and also possible for various other extracellular enzymes.
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Abstrak

Ekosistem mangrove merupakan ekosistem produktif. Produksi dan akumulasi bahan
organik di lantai ekosisterm mangrove memungkinkan daerah ini kaya akan mikrobia yang
potensial untuk dikembangkan sebagai sumber berbagai macam enzim ekstra seluler. Pada
penelitian ini dilakukan isolasi bakteri sebagai sumber enzim. Bakter diisolasi dari sedimen
mangrove yang ada di pantai Utara Semarang, Jawa Tengah. Pengujian potensi bakteri ini
sebagai sumber protease, amilase dan selulase dickukan secara  semikuantitatif
mengguncakan metode well diffusion agar. Hasil penelitian mendapatkan 18 isolat bakteri
yang seluruhnya mampu memproduksi amylase dan selulase, tetapi hanya 7 isolat yang
mampu memproduksi protease. Lima isolat memiliki aktivitas amylase diatas 300 mm?2/mil, tiga
isolat dengan aktivitas protease diatas 300 mm?2/ml dan 2 isolat dengan aktivitas selulase yaitu
sebesar 225,40 dan 204,50 mm2/ml. Tujuh isolat yang mampu menghasikan amylase, protease
dan selulase. Hasil penelitian menunjukkan bahwa ekosistem mangrove merupakan sumber
potensial mikrobia untuk menghasilkan enzim protaese, amylase dan selulase serta juga
dimungkinkan untuk berbagai macam ensim ekstraseluler lainnya.

Kata kunci : bakteri, mangrove, protease, amylase dan selulase

PENDAHULUAN Jawa Tengah  kawasan  mangrove
biasanya berada atau  berdekatan

Lahan lantai hutan mangrove kaya dengan pemukiman dan aktivitas produktif
akan bahan organik yang berasal dari seperti  budidaya perikanan,  industri
produksi seresahnya (Aida, et al., 2014 ; pengolahan hasil perikanan, pelabuhan
Andrianto, et al, 2015). Di pantai Utara pendaratan kan. Oleh karena itu kawasan
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mangrove ini  mendapat  tekanan
anthropogenik yang tinggi. Kondisi ini
menjadi faktor seleksi alam terhadap
keragaman mikrobia yang ada di sedimen
mangrove. Seperti  diketahui  bahwa
ekosistem mangrove merupakan sumber
berbagai mikrobia yang mampu mengha-
sikan enzim dan molekul-molekul yang
bemanfaat bagi kehidupan manusia,
pertanian,  perikanan, industri  dan
bioremediasi (Dourado et al., 2012; Dias et
al., 2009). Enzim ekstraseluler diproduksi
oleh mikrobia digunakan untuk mengurai
material nutrient organik kompleks menjadi
sederhana sehingga dapat di transport
masuk ke dalam sel sebagai sumber
nutrisinya. Kompleksitas ekosistem
mangrove dengan tekanan anthropegenik
ini mengharuskan mikrobia menghasilkan
enzim ekstraseluler yang mampu bekerja
dalam kondisi yang kompleks ini. Enzim
adalah protein fungsional yang sensitive
terhadap faktor lingkungan, sehingga
enzim yang dihasilkan oleh mikrobia dalam
kompleksitas ekosistem merupakan enzim
yang memiiki toleransi yang tinggi
terhadap  faktor  lingkungan.  Pada
penelitian ini dilakukan kajion mengenai
potensi bakteri mangrove sebagai sumber
selulase. Selulase merupakan salah satu
industrial ~ enzyme  utama  dengan
pemanfaatan yang beragam seperti pada
industri pengolahan kapas, daur ulang
kertas, formulasi pada detergen, ekstraksi
jus, aditif pada pakan temak, serta
aplikasinya dalam bioteknologi pertanian
dan juga bioenergi (Phitsuwan, et al., 2013).
Protease dimanfaatkan secara beragam
pada berbagai industri seperti detergen,
kulit, makanan, farmasi, tekstil, dan proses
bioremediasi (Hamza, 2017). Amilase
dimanfaatkan  dalam  dunia  industri
meliputi diantaranya konversi pati, industri
detergen, produksi alkohol, industr
makanan, tekstil dan kertas (de Souza & E
Magalhées, 2010).

Ekosistem mangrove merupakan
sumber potensial bakteri  penghasil
proteinase, amylase dan selulase. Hal ini
terkait dengan profein, karbohidrat dan
selulosa yang melimpah di sedimen
mangrove. Hasil penelitian Aida et al,
menunjukkan bahwa komponen utama
seresah mangrove adalah daun (Aida, ef

al, 2014 dan Andrianto, 2015). Daun
mangrove Avicenia marina mengandung
selulosa sebanyak 19 %, total gula 4,6 %
(Mouafi et al., 2013). Sehingga ekosistem
mangrove merupakan sumber penting
bacterial proteinase, amylase dan selulase.
Pentingnya enzim mikrobia dan
bioteknologinya telah direview untuk
selulase (Behera et al., 2016), amylase (de
Souza & e Magalhdes, 2010 dan Daret al.,
2014), dan protease ( Mienda et al., 2014 ;
Sawant & Nagendran, 2014 dan Hamza,
2017).

MATERI DAN METODE
Pengambilan Sampel Sedimen

Sampel sedimen ekosistem
mangrove diambil di Daerah Tugurgjo,
Kecamatan Tugu, Kota Semarang, Jawa
Tengah. Pengambilan sampel diakukan
menggunakan sekop dengan kedaaman
10 cm. Sampel vyang didapatkan
kemudian dimasukkan kedalam plastik
zipplock dan dimasukkan ke dalam
coolbox.

Isolasi  bakteri diakukan dengan
teknik pour plate menggunakan media
deMann Rogosa Sharpe (MRS) yang
diperkaya dengan CaCOs 1%. Sepuluh
gram sampel sedimen dihomogenasikan di
dalam 90 mL larutan garam fisiologis
kemudian dibuat seri pengenceran hingga
103, Tiap seri pengenceran dilakukan
penanaman di dalam media MRS+CaCOaz
dengan metode pour plate dan diinkubasi
selama 24 jam pada suhu kamar. Koloni-
koloni bakteri yang tumbuh di pilih yang
membentuk  zona bening (indikator
sebagai bakteri asam). Tiap-tiap koloni
dimurnikan dengan teknik streak plate.

Isolat-isolat bakteri divji kemampuan
menghasikan enzim proteolitik, amilolitik
dan selulolitik dengan metode well diffusion
agar. Kultur isolat uji umur 24 jam
disentrifugasi pada kecepatan 5.000 rpm.
Seratus yl supernatant dipipetkan ke dalam
sumuran yang dibuat dalam medium uji
(medium Zobell yang diperkaya dengan
skim milk 1% digunakan untuk uji akitivitas
protease, medium Zobell yang diperkaya
dengan soluble starch 1% digunakan untuk
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uji akitivitas amilale, medium Zobell yang
diperkaya dengan CMC 1% digunakan
untuk uji  akitivitas  selulase).  Inkubasi
dilakukan selama 24 jam pada suhu kamar.
Aktivitas proteolitik ditunjukkan  dengan
munculnya zona bening disekitar sumuran.
Aktivitas  amylase  dilakukan  dengan
menuangkan larutan  iodin @ 1% ke
permukaan medium agar. Terbentuknya
zona bening menunjukkan  adanya
aktfivitas amylase. Aktivitas selulase di
diamati dengan cara meneteskan larutan
iodin 1% ke permukaan medium agar dan

Ty ey o2

kelebihannya dibuang. Terbentuknya zona
bening menunjukkan  adanya  aktivitas
selulase. Aktivitas enzim dihitung sebagai
selisin luas zona hidrolisis dengan luas paper
disk per ml supernatant kultur.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil isolasi  bakteri dari sedimen
mangrove diperoleh 18 isolat yang
berbeda berdasarkan karakter morfologi
koloniyang meliputi warna, bentuk, elevasi,
permukaan dan margin (Tabel 1).
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Gambar 1.

Peta lokasi pengambilan sampel

Tabel 1. Karakterisasi Koloni Isolat Bakteri Penghasil Asam dari Sedimen Mangrove di
Daerah Semarang, Jawa Tengah

No Kode bakteri  Warna Bentuk Elevasi Permukaan Margin
] SMM 1.1 PT Circular Flat HM Entire
2 SMM 1.2 PS Iregular Raised HM Undulate
3 SMM 1.3 PS Imegular Flat HM Undulate
4 SMM 1.4 PB Circular Flat HM Entire
5 SMM 1.5 PS Circular Flat HM Entire
6 SMM 2.4 PT Imegular Flat HM Undulate
7 SMM 3.5 PS Circular Flat HM Lobulate
8 SMT 1.2 PS Imegular Flat HM Entire
9 SMT 1.3 PS Circular Flat HM Entire
10 SMT 1.5 PS Imegular Flat HM Lobulate
11 SMT 1.6 PS Filamentous Flat HM Lobulate
12 SMT 1.7 PT Imegular Flat HM Lobulate
13 SMT 2.5 PT Circular Flat HM Entire
14 SMT 2.6 PT Imegular Raised HM Undulate
15 SMT 2.7 PT Iregular Raised HM Lobulate
16 SMT 3.5 PS Imegular Flat HM Undulate
17 SMT 3.6 PS Circular Raised HM Entire
18 SMT 4.5 PS Imegular Raised HM Lobulate
Keterangan:

SMM merupakan isolat bakteri penghasil asam yang didapatkan dari sedimenmangrove Maron, sedangkan
SMT merupakan isolat bakter penghasil asam yang didapatkan dari sedimen mangrove Tapak Daerah
Tugurejo, Kota Semarang, Jawa Tengoh. PT = Putih Tulang, PS = Putih Susu, PB = Putih Bening, HM = Halus

Mengkilap
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Hasil isolasi bakteri dari sedimen
mangrove diperoleh 18 isolat yang memiliki
kenampakan koloni yang berbeda. Hasil
karakterisasi koloni isolat disagjikan pada
Tabel 1.

Hasil vji produksi amiase, protease
dan selulase terhadap 18 isolat
menunjukkan seluruhnya mampu
memproduksi amylase dan selulase, tetapi
hanya 7 isolat yang mampu memproduksi
protease. Aktivitas amilase ditunjukkan dari
luas zona hidrolisis yang terbentuk dari 1 ml
supermatant kultur isolat uji. Pada pengujian
ini aktivitas amylase dari 18 isolat berkisar
antara 12.690 sampai 47.800 cmz/ml.

Berdasarkan hasil perhitungan
besarnya aktivitas hidrolitik enzim amylase
diperoleh 5 isolat dengan akiivitas yang
diatas 300 mm?2/ml yaitu SMT 1.6, SMT 4.5,
SMT 1.5, SMT 2.5, dan SMM 1.3, berturut-
turut dengan aokfivitas sebesar 478,20;
470,90; 331,30; 323,50 dan 302,40 mm#/ml.

Aktivitas terendah ditunjukkan oleh
isolat SMM 1.1 yaitu sebesar 126,9 mm2/mil.
Tiga isolat dengan aktivitas protease diatas
300 mm2/ml SMT 3.5, SMT 4.5 dan SMT 3.6
dengan akfivitas berturut-turut  sebesar
457,10 ; 406,30 dan 333,40 mm2/ml. Isolat
yang menghasilkan protease dengan

akfivitas terendah adalah SMM 1.3 vyaitu
175,80 mm2/ml. Tidak ada satupun isolat
yang menghasikan selulase dengan
akfivitas diatas 300 mm2/ml.  Akfivitas
selulase tertingai dihasilkan oleh isolat SMT
2.5 dan SMM 2.4 yaitu sebesar 225,40 dan
204,50 mm2/ml. Pada penelitian ini
diperolen 7 isolat yang mampu
menghasilkan ke tiga jenis enzim yaitu SMM
1.2, SMM 1.3, SMT 1.3, SMT 2.7, SMT 3.5, SMT
3.6 dan SMT 4.5.

Isolat  bakteri mangrove  yang
memiliki kemampuan menghasil beragam
enzim juga dilaporkan oleh para peneliti.
Tabao et al (2010) melaporkan 10 isolat
bakteri penghaisil selulase yang diisolasi dari
berbagai lokasi mangrove di Filipina.
Thompson et al (2013) juga melaporkan
isolat bakteri selulolitik dari mangrove di
Brazil, Castro, ef al (2014) mendapatkan
bakteri yang disolasi dari  ekosistem
mangrove Brazl mampu menghasilkan
protease dan amylase. Foophow &
Tangijitjoroenkun  (2014)  mengidentifikasi
jenis-jenis Bacillus yang mampu
menghasikan enzim proteolitik diisolasi dari
sedimen hutan mangrove Chanthabur.
Kanimozhi et al. (2014] mengidentifikasi
jenis-jenis  Bacillus penghasil amilase dari
Muthupettai mangroves, India. Sonawale
et al. (2016) mempercleh 7 isolat bakteri

Tabel 2. Karakterisasi Koloni Isolat Bakteri Penghasil Asam dari Sedimen Mangrove di Daerah

Semarang, Jawa Tengah

Aktivitas Enzim Ekstraseluler (cm?/ml)

Kggle Isolat Amilase Protease Selulase
SMM 1.1 126,9+£01,8 0 82,3129
SMM 1.2 242,6 £ 36,3 183,7 £ 6,3 112,5+15,2
SMM 1.3 302,4£17,1 1758+84 94,2+18,3
SMM 1.4 2091279 0 103,5+4,5
SMM 1.5 2148+11.3 0 49,1+ 16,9
SMM 2.4 225,6 £16,2 0 204,5+ 29,4
SMM 3.5 261,51 13,3 0 147,1 £33
SMT 1.2 193,5+£24,2 0 155,4 + 30,8
SMT 1.3 25971419 2434 +32 92,3x8,5
SMT 1.5 331,3£40,6 0 105,6 £19,5
SMT 1.6 478,2 £ 65,2 0 1189+7,4
SMT 1.7 2842+ 46,3 0 66,4+ 17,2
SMT2.5 3235+ 10,18 0 225,4+3,7
SMT 2.6 2852 +£2,97 0 103,1£3,3
SMT 2.7 210,0+£0,51 28711255 1349+ 4,3
SMT 3.5 291,9£3,62 4571295 121,4 £ 4,7
SMT 3.6 183,6 £ 14,67 33341 63,6 110,6 £1,2
SMT 4.5 470,9 £2,34 406,3 £ 3.8 235+ 4,1
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penghasil selulase dan 3 isolat bakteri
penghasil  amilase dari mangrove di
Ratnagairi, India. Chantarasiri  (2016)
mengidentifkasi  Bacillus cereus vyang
memiliki aktivitas selulase dar mangrove di
Thailand. Bibi et al (2017) mengidentifikasi
14 bakteri selulotik, 4 proteolitik dan 9 isolat
amilolitik dari ekosistem mangrove Thuwal,
Jeddah, Saudi Arabia.

Berdasarkan besamya aktivitas
hidrolisis yang dihasilkan isolat SMT 1.6, SMT
4.5, SMT 1.5, SMT 2.5, dan SMM 1.3 potensial
untuk dkembangkan menjadi  sumber
amylase untuk berbagai  kebutuhan
industri. Amilase adalah enzim hidrolisis
yang telah lama dikenal dan diaplikasikan
di bidang industri. Enzim ini secara random
memecah ikatan glikosida pada molekul
pati dan menghidrolisisnya dan
menghasilkan dekstrin dan oligosakarida
(Sundarram, ef al., 2014). Isolat SMM 2.4
dan SMT 2.5 potensial untuk dikembangkan
sebagai sumber selulase. Selulase adalah
keluarga dar  sekurang-kurangnya 3
kelompok enzim endo-(1,4)--D-glucanase
[EC 3.2.1.4), exo-(1.4)-B-D-glucanase (EC
3.2.1.91), dan B-glucosidases (EC 3.2.1.21).
Eksoglukanase bekerja di kedua ujung
rantai  selulosa dan  menghasilkan  B-
cellobiose, endoglukanase sevara random
memecah  katan  O-glycosidic  dan
menghasilkan  rantaian  glukan  dengan
panjang yang bervariasi, B-glycosidases
secara spesifik bekerja pada disakarida -
cellobiose dan menghasikan  glukosa
(Kuhad et al., 2011).

Berdasarkan hasil penelitian ini maka
disimpulkan bahwa ekosistem mangrove
merupakan sumber bakteri yang memiliki
kemampuan  menghasilkan  berbagai
macam enzim ekstraseluler  khususnya
protease, amylase dan selulase yang
memiliki nilai penting di bidang industri.
Pada penelitian ini isolasi bakteri dilakukan
di sedimen lantai ekosisten mangrove,
sehingga potensi bagian lain ekosistem ini
masih memberikan peluang diperolehnya
keragaman bakteri dengan berbagai
aktivitas enzim ekstraselulemya.
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