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ABSTRAK

SKRINNING RHIZOBAKTERI MANGROVE
PENGHASIL ENZIM EKSTRASELULER

Siti Nurfajriah, Maulin Inggriani, Noor Andryan llsan

Ekosistem mangrove dikenal sebagai salah satu ekosistem yang dinamik karena
dipengaruhi oleh pasang surut air laut, asupan air tawar dari daratan, akumulasi
mineral dan, aktivitas mikroorganisme. Kondisi tersebut menyebabkan mangrove
mengandung banyak nutrisi, sehingga menghasilkan karakteristik lingkungan
yang unik dan kaya akan keragamaan mikroorganisme. Mikroorganisme yang
hidup di daerah mangrove antara lain jamur dan bakteri. Rhizobakteri adalah
bakteri yang hidup pada daerah rhizosfer dan membentuk koloni pada sistem
perakaran tumbuhan. Rhizobakteri diketahui memiliki bermacam enzim antara
lain enzim amilase, phosphatase, katalase, oksidase, urease, dan kaseinase. Tujuan
penelitian ini adalah mengisolasi dan menskrining aktivitas enzim yang dihasilkan
rizhobakteri dan bakteri serasah pada mangrove Rhizophora sp. Isolat rhizobakteri
yang berhasil diisolasi dari tumbuhan mangrove muda sebanyak 16 isolat, 9 isolat
dari mangrove tua, dan 17 isolat bakteri berhasil diisolasi dari serasah mangrove.
Isolat A1.3 vyaitu rhizobakteri yang berasal dari mangrove muda merupakan
penghasil aktivitas amilase tertinggi secara in vitro dengan zona bening sebesar 7
mm diikuti dengan Al.8, A1.11, A2.11 dengan masing masing zona bening
sebesar 6 mm. isolat D1.3 dan D2.9 yang berasal dari serasah mangrove juga
memiliki aktivitas amilase dengan zona bening sebesar 6 mm.

Kata kunci: rhizobakteria, mangrove, enzim ekstraseluler
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BAB |

PENDAHULUAN

A. Latar Belakang
Ekosistem mangrove dikenal sebagai salah satu ekosistem yang dinamik
karena dipengaruhi oleh pasang surut air laut, asupan air tawar dari daratan,
akumulasi mineral, dan aktivitas mikroorganisme (Soedradjat, 2003). Kondisi
tersebut menyebabkan mangrove mengandung banyak nutrisi, sehingga
menghasilkan karakteristik lingkungan yang unik dan kaya akan keragamaan
mikroorganisme (Thatoi dkk, 2013). Mikroorgnisme yang hidup di daerah
mangrove antara lain jamur dan bakteri. Karakteristik bakteri yang hidup di
mangrove umumnya bersifat halofilik. Bakteri halofilik menghasilkan enzim
— enzim yang tidak mudah rusak pada kondisi ekstrem sehingga banyak

digunakan dalam bidang industri.

Habitat bakteri dapat ditemukan di tanah/ sedimen mangrove, endofit yang
bersimbiosis dengan tanaman, dan rhizosfer tanaman mangrove (Dias, 2010;
Castro dkk, 2014). Penelitian sebelumnya menunjukkan bahwa hidrolase
halofilik seperti amilase, selulase, lipase, xilanase, dan protease dihasilkan
oleh bakteri halofilik sedimen mangrove (Setyati, 2010), padahal aktivitas
enzim di rhizosfer umumnya lebih tinggi daripada di tanah/ sedimen
(Gianferda, 2015). Penelitian mengenai rhizobakteri halofilik yang berasal
dari rhizosfer tanaman mangrove di Indonesia masih jarang dilakukan,
sehingga perlu dilakukan eksplorasi untuk menemukan rhizobakteri yang

mampu memproduksi enzim dan antibakteri.

Rhizobakteri adalah bakteri yang hidup pada daerah rhizosfer dan
membentuk koloni pada sistem perakaran tumbuhan. Rhizosfer memiliki
ketersediaan nutrisi melimpah yang berasal dari kegiatan fotosintesis, fiksasi
nitrogen, dan metanogenesis. Oleh karena itu, rhizosfer merupakan
lingkungan yang kaya akan keanekaragaman bakteri. Rhizobakteri

menghasilkan berbagai macam enzim hidrolitik dan dapat meningkatkan
1



pertumbuhan tanaman dengan menghasilkan fitohormon. Hasil penelitian
menunjukkan bahwa rhizobakteri tanaman Aegle marmelos memiliki
aktivitas enzim amilase, phosphatase, katalase, oksidase, urease, dan
kaseinase (Damle dan Kulkarni, 2012). Pada umumnya, enzim hidrolitik
bersifat ekstraseluler karena menghidrolisis molekul besar menjadi molekul
kecil yang dilepaskan oleh bakteri ke lingkungan dan digunakan dalam
metabolisme bakteri. Selain itu, enzim ekstraseluller lebih mudah diperoleh

dan dimurnikan dibandingkan enzim intraseluller.

Enzim ekstraseluler dari bakteri yang penting dalam bidang industri detergen,
tekstil, makanan, dan kesehatan adalah pektinase, amilase, lipase, amilase,
xylanase, selulase, dan L-asparaginase. Bakteri memainkan peranan penting
dalam produksi enzim karena kemampuan produksi yang tinggi, biaya murah,
dan dapat dimanipulasi genetiknya. Mengingat luasnya penggunaan enzim-
enzim tersebut dalam dunia industri dan masih sedikitnya penelitian
mengenai rhizobakteri dari tanaman mangrove maka pada penelitian ini akan
dilakukan skrinning rhizobakteri mangrove penghasil enzim ektraseluler.
Penelitian selanjutnya akan dilakukan identifikasi bakteri penghasil enzim
ekstraseluler dan karakterisasi enzim amilase, lipase, selulase, Kitinase,
protease, dan L-asparaginase dari bakteri potensial yang telah diperoleh dari

penelitian sebelumnya.

Rumusan Masalah

Rumusan masalah dalam penelitian ini sebagai berikut:

1.Berapa jumlah isolat bakteri rhizosfer indigenous mangrove penghasil
enzim ekstraseluler.

2.Bagaimana aktivitas enzim ekstaseluler (a-amilase, lipase, selulase,
kitinase, protease, dan L-asparaginase) dari isolat akteri rhizosfer

indigenous mangrove.



C. Tujuan Penelitian
1. Memperoleh isolat bakteri rhizosfer indigenous mangrove penghasil enzim
ekstraseluler.
2. Mengetahui aktivitas enzim ekstraseluler khususnya o-amilase, lipase,
selulase, kitinase, protease dan L-asparaginase dari isolat bakteri rhizosfer

indigenous mangrove.

D. Manfaat Penelitian

Manfaat penelitian ini diharapkan sebagai berikut:

1. Mendapatkan isolat bakteri rhizosfer indigenous mangrove yang dapat
digunakan untuk berbagai kepentingan dalam bidang industri dan
kesehatan.

2. Informasi awal untuk penelitian selanjutnya mengenai karakterisasi dan
pemanfaatan enzim ekstraseluler dari isolat bakteri rhizosfer indigenous
mangrove.

3. Menambah khasanah ilmu mikrobiologi dan menjadi bagian dari materi
pembelajaran untuk matakuliah bakteriologi sehingga dapat berkontribusi
pada peningkatan mutu pendidikan Program Studi DIIl Analis Kesehatan.



BAB |1
TINJAUAN PUSTAKA

A. Enzim Ekstraseluler yang dihasilkan Bakteri

Pemecahan materi organik kompleks merupakan proses biogeokimia
mendasar yang secara luas dipengaruhi karena bakteri. Biomassa makhluk
hidup mengandung banyak makromolekul polimer mencakup protein, asam
nukleat dan struktur karbohidrat (Lee dkk, 2004). Enzim ekstraseluler yang
dihasilkan mikroba dapat mendegradasi senyawa ini menjadi molekul lebih
kecil agar dapat diserap melalui membran dan dimetabolis (Sinsabaugh,
1994). Karbon dan daur nutrisi dalam suatu ekosistem dipengaruhi oleh
enzim ekstraseluler yang dihasilkan mikroba. Mikroba mendapat keuntungan
dari produksi enzim dengan mendapatkan energi serta nutrisi dari senyawa
kompleks, tetapi strategi ini membutuhkan “investasi” untuk sintesis enzim
dan ekskresinya (Frankena dkk, 1988). Produksi enzim dapat mengurangi ~ 1-
5% produktivitas bakteri  (Christiansen and Nielsen 2002) dan juga
membutuhkan banyak nitrogen karena enzim memiliki C:N rasio sebesar ~3-1
(Sterner dan Elser, 2002).

B. Bakteri Indigenous Mangrove

Mangrove merupakan daerah peralihan antara laut dan daratan yang terdapat
di sepanjang pantai dan muara sungai. Organisme yang dapt hidup di
ekosistem mangrove adalah organisme yang mampu tahan terhadap salinitas
berkisar 20 — 30 ppt dan kondisi alkali atau basa, yaitu pH berkisar 7,5 — 8,5.

Mangrove merupakan ekosistem lautan yang memiliki produktivitas yang
tinggi dimana bakteri secara aktif mengambil peran penting dalam bio-
mineralisasi dan biotransformasi mineral (Gonzalez-Acosta, dkk, 2006).
Distribusi aktivitas mikroba pada ekosistem estuarin begitu komples dan
bervariasi. Daun dan batang mangrove yang telah jatuh ke tanah didegradasi
secara primer oleh bermacam mikroba yang secara aktif berpartisipasi pada
rantai makanan heterotrofik (Alongi, 1994). Produk utama daur ulang materi

organik adalah detritus yang kaya enzim, protein dan mengandung populasi
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mikroba yang besar (Holguin, dkk, 2001). Ekosistem mangrove menyediakan
karbon dan energi potensial pada rantai makanan estuaria dan bakteri menjadi
partisipan penting dalam siklus karbon, suifur, nitrogen dan fosfor pada hutan
mangrove (Rojas, dkk, 2001).

. Rhizobakteri

Wilayah rhizosfer mencakup beberapa milimeter sekeliling sistem perakaran
tanaman (Compant dkk, 2010). Wilayah ini dapat mengandung populasi
mikroba yang besar (sekitar 108-109 CFU/g tanah) (Schoenborn dkk, 2004).
Mikroflora rhizosfer secara alami terdiri dari prokariot dan eukariot
mikroorganisme (Cardon dan Gage, 2006). Jumlah ini mencakup bakteri,
fungi, alga, nematoda, aktinomiset dan protozoa. Struktur mikroba rhizosfer
beragam berdasarkan jenis tanaman, tingkat perkembangan dan jenis tanah
(Broeckling dkk, 2008). Proteobacteria dan aktinobakteri merupakan
mikroorganisme yang sering dijumpai pada rhizosfer beberapa jenis tanaman
(Singh dkk, 2007). Kerapatan dan struktur komunitas mikroba rhizosfer serta
aktivitas metabolit mereka (Nannipieri dkk, 2008) berbeda signifikan pada
tanah yang gundul. Melalui eksudat akar, tanaman dapat membatasi dan/atau
membuat kolonisasi rhizosfer untuk membentuk komunitas mikroba. Hal itu
menyebabkan keberagaman dan jumlah populasi mikroba bergantung pada
kuantitas dan kualitas eksudat (Somers dkk, 2004).

Sebagian besar komunitas mikroba pada rhizosfer merupakan bakteri
(rhizobakteri) sebanyak 95% dan merupakan anggota terpenting karena
memiliki pertumbuhan yang tinggi dan memiliki kemampuan untuk
menggunakan sumber karbon yang berbeda (Glick, 2012). Konsentrasi
rhizobakter dapat mencapai 1012 CFU/g tanah (Foster, 1988). Pada ekosistem
tanah yang mengalami stress, jumlah rhizobakter dapat mencapai 104 CFU/g
tanah (Timmusk dkk, 2011). Beberapa penelitian menunjukkan bahwa

rhizobakteri memiliki aktivitas enzim, antara lain:



1. Bakteri rhizosfer yang diperolen dari tanaman cabai menghasilkan
kitinase. Kitinase yang dihasilkan dapat digunakan sebagai agen
biokontrol kutu kebul (Bemisia tabaci Genn.) (Mubarik, dkk, 2010).

2. Bakteri rhizosfer yang diisolasi dari tanaman Aegle marmelos dapat
memproduksi kaseinase, katalase, oksidase, dan urease pada suhu 28 °C
(Damle dan Kulkarni, 2012).

3. Bakteri rhizosfer diisolasi dari akar Green gram memiliki aktivitas enzim

katalse, protease, lipase, dan amilase (Geetha, dkk, 2014).



BAB Il
METODE PENELITIAN

A. Jenis Penelitian
Jenis penelitian ini adalah penelitian deskriptif dengan melakukan 2 (dua)
tahap yaitu isolasi bakteri rhizosfer mangrove dan uji aktivitas terhadap
beberapa isolat bakteri yang memiliki kemampuan untuk menghasilkan

enzim ekstraseluler.

B. Waktu dan Tempat Penelitian
Penelitian dilaksanakan selama 6 (enam) bulan dari bulan November 2016
sampai Mei 2017. Sampel yang diduga mengandung bakteri rhizosfer
penghasil enzim ekstraseluler diambil rhizosfer mangrove tua, muda, dan
serasah dari Pulau Bira, Kepulauan Seribu. Sampel dibawa ke laboratorium
mikrobiologi program studi DIl Analis Kesehatan STIKes Mitra Keluarga
untuk dilakukan skrinning terhadap isolat rhizobakteri mangrove yang mampu
menghasilkan enzim ekstraseluler yaitu a-amilase, lipase, selulase, Kitinase,

protease dan L-asparaginase.

C. Alat
Peralatan yang digunakan dalam penelitian antara lain erlenmeyer, cawan
petri, gelas ukur, gelas kimia, pipet tetes, tabung reaksi, botol reagen, batang
pengaduk, pipet ukur, dan pipet volume, pipet mikro (Ratiopetta), ose, bunsen,
tip, pH meter (Martini), Hand pH meter (Sun Care), neraca analitis (Adams),

autoklaf (Labo), waterbath, dan inkubator.

D. Bahan
Bahan yang digunakan dalam penelitian adalah bakto agar (Merck), media
zobell (Merck), air laut, carboxymethylcelulloce (CMC) (Merck), pati
(Merck), lugol iodin (Merck), congo red (Merck), HCI (Merck), Kasein
(Merck), L-asparagin (Merck), phenol red (Merck), NaCl (Merck), dan

gliserol.



E. Prosedur Penelitian
1. Persiapan Penelitian
a. Sterilisasi
Semua alat yang terbuat dari kaca dicuci bersih dan dikeringkan. Alat
tersebut dibungkus dengan kertas. Alat dan medium disterlisasi dengan
autoclave pada suhu 121 °C dan tekanan 1 atm selama 15 menit.

b. Pembuatan Medium
1) Medium zobell agar
Zobell agar dan bakto agar ditimbang masing-masing sebanyak
5,525 gram dan 1 gram, kemudian dimasukkan ke dalam erlenmeyer
250 mL. Medium dilarutkan dengan air laut sampai volumenya 100
mL. Medium disterilisasi selama 15 menit , suhu 121 °C dan tekanan
1 atm.

2) Medium agar selektif amilase
5,525 gram zobell agar ditimbang, kemudian ditambahkan dengan 1
gram pati dan 1 gram bakto agar. Medium dilarutkan dengan air laut
sampai volumenya 100 mL. Medium disterilisasi menggunakan

autoclave pada suhu 121 °C selama 15 menit.

3) Medium agar selektif selulase
5,525 gram zobell agar ditimbang, kemudian ditambahkan dengan 1
gram carboxymethylcellulose (CMC) 1 gram bakto agar. Medium
dilarutkan dengan air laut sampai volumenya 100 mL. Medium

disterilisasi pada suhu 121 °C selama 15 menit.

4) Medium agar selektif L-asparaginase
Zobell agar ditimbang sebanyak 5,525 gram, kemudian ditambahkan
dengan 1 gram L-asparigin, 1 gram bakto agar, dan 10 tetes phenol
red 1% v/v. Medium dilarutkan dengan air laut sampai volumenya

100 mL. Medium disterilisasi selama 10 menit pada suhu 121 °C.
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5) Medium agar selektif kaseinase
Zobell agar ditimbang sebanyak 5,525 gram, kemudian ditambahkan
dengan 1 gram kasein, dan 1 gram bakto agar. Medium dilarutkan
dengan air laut sampai volumenya 100 mL. Medium disterilisasi

selama 10 menit pada suhu 121 °C.

c. Pembuatan Reagen
1) Phenol red 1 % b/v
1 gram phenol red diambil dari larutan induk dan dimasukkan ke
dalam labu ukur. Padatan dilarutkan dengan 15 mL NaOH 1 M,

kemudian diencerkan dengan aquades sampai volumenya 100 mL.

2) Congo red 0,2 % b/v
Congo red ditimbang sebanyak 0,2 gram, kemudian dimasukkan ke
dalam labu ukur. Padatan dilarutkan dengan etanol 96% sampai

volumenya 100 mL.

3) NaCl 1 % b/v
1 gram NaCl ditimbang dan dilarutkan dengan aquades sampai

volumenya 100 mL.

4) NaOH 0,025 M
0,1114 gram padatan NaOH dilarutkan dengan aquades sampai

volumenya 100 mL.

2. Pelaksanaan Penelitian

a. Pengambilan sampel
Pengambilan sampel dilakukan dengan mengambil tanah di sekitar
perakaran (1 — 5 mm), yang menempel pada bagian rhizosfer tanaman
mangrove, dan serasah di hutan mangrove. Sampel rhizosfer diambil

secara aseptis, kemudian dimasukan ke dalam plastik sampel.



C.

Selanjutnya sampel dimasukan ke cool box dan dibawa ke laboratorium
mikrobiologi.

Isolasi Bakteri

Sampel rhizosfer dimasukkan ke dalam erlenmeyer yang telah berisi
100 mL air laut steril, kemudian dihomogenkan dengan menggunakan
shaker selama 15 menit dan diperoleh pengenceran 10™. Larutan dari
pengenceran 107 diambil 1 mL menggunakan mikropipet kemudian
ditambahkan 9 mL air laut steril dan diperoleh pengenceran 107,
Perlakuan yang sama dilakukan hingga diperoleh pengenceran 107 dan
10™. Pada pengenceran 10° dan 10 diambil 1 mL suspensi bakteri
menggunakan mikropipet, kemudian dispread ke masing-masing cawan
petri berisi medium Zobell agar steril (Setyati dan Subagiyo, 2012).
Cawan petri tersebut diinkubasi selama 2 x 24 jam pada suhu 36 °C.

Pemurnian isolat bakteri

Pemurnian isolat bakteri menggunakan metode goresan. Koloni bakteri
yang menampakan morfologi dan warna yang berbeda dari masing-
masing cawan petri hasil pengenceran 10° dan 10™ diambil dan
digoreskan kembali ke medium Zobell agar steril. Cawan petri
diinkubasi selama 1 x 24 jam pada suhu 36 °C. Selanjutnya, bakteri
dalam cawan petri diamati pertumbuhannya. Bakteri yang sudah
terpisah atau murni dilakukan tahap seleksi.

Pengujian Aktivitas Enzim Ekstraseluler dari Isolat bakteri Rhizosfer

Seleksi rhizobakteri tanaman mangrove dilakukan berdasarkan
kemampuan bakteri menghasilkan a-amilase, lipase, selulase, dan L-
asparginase. Aktivitas enzim-enzim tersebut ditentukan dengan
menggunakan perbandingan nisbah antara diameter zona bening dengan

diameter koloni.
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Seleksi bakteri yang menghasilkan amilase dilihat kemampuannya
dalam mendegradasi pati. Koloni tunggal bakteri diinokulasikan ke
dalam medium Zobell agar yang telah berisi pati 1%. Isolat bakteri
diinkubasi selama 1 x 24 jam pada suhu 36 °C. Larutan lugol iodin 1%
dituang di atas kultur, adanya zona bening menunjukkan adanya

aktivitas amilase.

Seleksi bakteri penghasil selulase berdasarkan kemampuannya dalam
mendegradasi selulase. Uji kemampuan bakteri dalam mendegradasi
selulosa menggunakan medium agar Zobell yang ditambahkan 1%
carboxymethylcellulose (CMC) (Patagundi dkk, 2014). Koloni tunggal
bakteri diinokulasikan ke dalam medium yang telah berisi 1% CMC.
Isolat bakteri diinkubasi pada suhu 36 °C selama 24 jam. Setelah
inkubasi, medium agar dituangkan 0,2 % larutan congo red dan
didiamkan selama 15 menit pada suhu ruang. Zona bening yang
terbentuk mengindikasikan kemampuan bakteri dalam menghidrolisis

selulosa.

Seleksi bakteri yang memiliki aktivitas protease berdasarkan
kemampuannya menghidrolisis protein / kasien susu. Koloni tunggal
bakteri ditumbuhkan dalam medium Zobel yang ditambahkan bubuk
susu 1% b/v. Isolat tersebut diinkubasi pada suhu 36 °C selama 24 jam.
Aktivitas protease ditunjukkan dengan pembentukan diameter zona
jernih di koloni (Setyati dan Subagiyo, 2012).

Seleksi bakteri penghasil L-asparaginase ditentukan berdasarkan
kemampuan bakteri dalam menghidrolisis L-asparagin Uji aktivitas
bakteri penghasil L-asparaginase menggunakan medium Zobell dibuat
dengan menambahkan 1 % L- asparagin dan 1 % phenol red (Jain dkk,
2012). Isolat bakteri diinkubasi selama 24 jam pada suhu 36 °C.
Kemampuan bakteri dalam menghidrolisis L-asparagin ditunjukkan
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dengan perubahan warna medium dari kekuningan menjadi merah

muda.

e. Morfologi Bakteri
Karakteristik morfologi bakteri yang diperiksa meliputi bentuk dan

warna.

F. Teknik Analisis Data
Data hasil pengamatan dianalisis secara deskriptif dengan memperhatikan
morfologi koloni isolat serta pengukuran zona aktivitas yang terbentuk pada

masing-masing medium seleksi.
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BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

Penelitian mengenai skrinning rhizobakteri mangrove penghasil enzim

ekstraseluler dari pulau Bira Kepulauan Seribu diperoleh hasil sebagai berikut:

A. Isolat Rhizobakteri Mangrove Penghasil Enzim Ekstraseluler

Sampel yang diduga mengandung rhizobakteri penghasil enzim ekstraseluler
berasal dari tanaman mangrove muda (A), mangrove tua (B), dan serasah (C
dan D). Jumlah isolat rhizobakteri mangrove hasil isolasi pada penelitian ini
sebanyak 42 isolat. Sampel penelitian ini adalah mangrove dengan genus
Rhizophora. Genus Rhizophora merupakan mangrove yang tumbuh pada iklim
tropis dan disebut juga sebagai mangrove sejati. Rhizophora umumnya tumbuh
pada zona intertidal yang setiap saat terendam oleh air laut. Rhizophora
memiliki beberapa mekanisme adaptasi terhadap lingkungan seperti
pneumatophores yaitu mempertinggi akar agar dapat mengambil oksigen
meskipun lebih banyak bagian akar yang tenggelam. Rhizophora juga memiliki
mekanisme pompa molekul yang memungkinkan untuk menghilangkan
kelebihan garam pada sel (Reef dkk, 2010).

Tabel 4.1 Jumlah Isolat Rhizobakteri Mangrove di Pulau Bira Kepulauan Seribu

No Sumber Kode Jumlah Isolat
1. | Tanaman mangrove muda A 16
2. Tanaman mangrove tua B 9
3. | Serasah C 8
4 Serasah D 9
Total 42

Tabel 4.1 menunjukkan bahwa setiap sumber akar tanaman mangrove dan
serasah berpotensi memiliki rhizobakteri. Jumlah isolat terbanyak berasal dari
tanaman mangrove muda (A). Jumlah karbon yang dilepaskan dari akar
tanaman mangrove muda sebesar 50% sehingga sumber karbon bagi

mikroorganisme tercukupi (Venant dkk, 2011). Komposisi eksudat akar
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dipengaruhi oleh faktor lingkungan, diantaranya pH, tipe tanah, kadar oksigen,
intensitas cahaya, dan suhu tanah.

Isolat rhizobakteri pada penelitian ini menunjukan morofologi koloni yang
berbeda. Morfologi isolat dibedakan sesuai bentuk dan jenis gram bakteri yang
dapat dilihat pada tabel 4.2. Morfologi rhizobakteri mangrove pada penelitian

ini paling banyak adalah bakteri gram negatif dan berbentuk monococcus.

Tabel 4.2 Morfologi Isolat Rhizobakteri Mangrove di Pulau Bira Kepulauan

Seribu
No Kode Isolat Gram Bentuk
1 |AL13 ND ND
2 |Al4 ND ND
3 |Al5 Negatif Monococcus
4 |A18 ND ND
5 [All1l ND ND
6 |A26 Negatif Monococcus
7 |A211 ND ND
8 |A31 ND ND
9 |[A32 ND ND
10 | A35 ND ND
11 |B1.1 ND ND
12 |B1.3 Positif Monococcus
13 |B14 Negatif Monococcus
14 |B15 Negatif Monococcus
15 |B1.7 Negatif Monococcus
16 |B3.1 Positif Monococcus
17 |B3.2 ND ND
18 |B3.3 Negatif Monococcus
19 |C138 Negatif Monococcus
20 [C29 negatif Monobasil
21 | C2.10 negatif Monobasil
22 |D1.2 negatif Monobasil
23 |D1.3 negatif Monococcus
24 | D23 Negatif Monococcus
25 | D26 Negatif Monococcus
26 | D29 Negatif Monobeasil
27 | D31 positif Sterptobasil
28 | D3.3 Negatif Monococcus
29 | D35 Negatif Monococcus
30 | D36 ND ND

ND = not detected
14



B. Aktivitas Rhizobakteri Mangrove Penghasil Enzim Ekstraseluler

Enzim ekstraseluler dari rhizobakteri mangrove yang diteliti pada penelitian ini

adalah amilase, selulase, protease, dan L-asparaginase. Hasil isolasi tehadap 42

isolat rhizobakteri

mangrove menunjukkan bahwa 30

isolat mampu

menghasilkan a-amilase. Aktivitas enzim ekstraseluler lainnya seperti selulase,

protease, dan L-asparaginase tidak mampu dihasilkan oleh seluruh isolat

rhizobakteri mangrove dari Pulau Bira Kepulauan Seribu.

Tabel 4.3 Aktivitas Enzim Ekstraseluler Rhizobakteri Mangrove Pulau Bira

Kepulauan Seribu

No Kode Isolat Aktivitas Enzim (mm diameter)
Amilase | Selulase | Protease | L-asparaginase

1 |AL13 7 0 0 0
2 Ald 1 0 0 0
3 |Al5 4 0 0 0
4 |AL8 6 0 0 0
5 |All1l 6 0 0 0
6 |A26 2 0 0 0
7 A211 6 0 0 0
8 |A31 3 0 0 0
9 |A32 1 0 0 0
10 |A35 4 0 0 0
11 |B1.1 3 0 0 0
12 |B13 2 0 0 0
13 |[Bl4 2 0 0 0
14 |B15 5 0 0 0
15 |B17 2 0 0 0
16 |B3.1 2 0 0 0
17 |B3.2 1 0 0 0
18 |B3.3 1 0 0 0
19 [C18 5 0 0 0
20 |C29 4 0 0 0
21 | C2.10 3 0 0 0
22 |D12 4 0 0 0
23 |D1.3 6 0 0 0
24 | D23 3 0 0 0
25 | D26 1 0 0 0
26 | D29 6 0 0 0
27 |D3.1 2 0 0 0
28 | D33 2 0 0 0
29 | D35 1 0 0 0
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No Kode Isolat Aktivitas Enzim (mm diameter)

Amilase | Selulase | Protease | L-asparaginase

30 |D3.6 0.5 0 0 0

Rhizobakteri yang memiliki aktivitas amilase terbanyak berasal dari akar
tanaman mangrove muda (A) yaitu 10 isolat. Diameter zona aktivitas a-amilase
berkisar 0,5 — 7 mm. Isolat yang memiliki aktivitas a-amilase tertinggi adalah
A13,A18 A111,A211,D1.3,danD 2.9 (Gambar 4.1).

Gambar 4.1. Zona bening yang dihasilkan isolat dalam menghasilkan a-amilase
(@) Isolat D3.6, (b) AL1.3, (c), D1.3, (d) D2.9, (e) A2.11, (f) Al1.8.

Uji aktivitas a-amilase berdasarkan kemampuan enzim dalam menghidrolisis
pati. Isolat yang dianggap positif menghasilkan o-amilase membentuk zona
bening setelah ditetesi larutan lugol iodin pada medium zobel agar pati. Hal ini
dikarenakan pati di zona bening tersebut sudah terhidrolisis menjadi disakarida
atau monosakarida. Wilayah zona biru tua terjadi akibat reaksi lugol iodin
dengan pati yang tidak terhidrolisis. a-amilase dikeluarkan oleh bakteri yang
menghidrolisis pati (senyawa polisakarida) yang ada di lingkungan luar sel
menjadi senayawa yang lebih sederhana lagi (disakarida atau monosakarida). a-
amilase merupakan enzim ekstraseluler yang dihasilkan dari dalam sel dan
dikeluarkan ke media fermentasi. Di luar sel, enzim ini mendegradasi

polisakarida menjadi senyawa sederhana yang mudah larut sehingga mudah

16



diserap oleh dinding sel dan dijadikan sebagai sumber energi. Pati oleh
rhizobakteri merupakan sebagai sumber karbon untuk sumber energi bagi

kelangsungan hidupnya.

Mangrove dapat beradaptasi terhadap berbagai tipe sedimen, perubahan
temperatur, nutrisi, kadar garam dan oksigen (Angela, Leda, dan Andrew,
2012). Eksosistem mangrove mempunyai keanekaragaman mikroorganisme
yang memiliki kemampuan menghasilkan enzim ekstraseluler yang diperlukan
untuk perombakan bahan organik. Beberapa penelitian menunjukkan bahwa
bakteri heterotropik di ekosistem mangrove menghasilkan enzim ektraseluler
diantaranya amilase, protease, esterase, dan lipase (Dias dkk, 2009). Hasil
penelitian Raghavendrudu dan Kondalarao (2008) memiliki aktivitas enzim
ekstraseluler yang tertinggi adalah lipase dari bakteri mangrove. Hasil
penelitian Setyati dan Subagio (2012) menunjukkan aktivitas enzim protease
paling tinggi dari bakteri yang berasal dari sedimen kawasan mangrove.
Penelitian yang dilakukan oleh Thenmozhi, dkk (2011) menunjukkan bahwa
bakteri rhizosper mangrove menghasilkan enzim L-asparaginase Yyang
bermanfaat untuk terapi penyakit leukemia.

Enzim a-amilase digunakan dalam berbagai industri makanan, detergen, dan
obat-obatan. Industri pati memanfaatkan a-amilase dalam proses pencairan pati
menjadi sirup fruktosa dan glukosa. Konversi pati secara enzimatik meliputi
proses gelatinisasi, pencairan, dan sakarifikasi. a-amilase juga digunakan pada
industri makanan. Enzim ini dapat ditambahkan ke adonan roti yang berfungsi
untuk mengubah pati dalam tepung menjadi dextrin, yang kemudian
difermentasi oleh ragi. Penambahan a-amilase ke dalam adonan dapat
meningkatkan volume, dan tekstur, adanya rasa manis, dan meningkatkan
kualitas roti (Paula dan Perola, 2010).
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a-amilase berperan penting dalam industri detergen. o-amilase berfungsi
menghilangkan noda dimana pati yang berasal dari makanan menjadi senyawa
lebih sederhana yang mudah larut dan menjaga keputihan pakaian (Rajendra
dkk, 2016). Industri farmasi juga memanfaatkan a-amilase sebagai matriks
biodegradable polisakarida, karena degradasi produk menyerupai pati yang
terjadi secara alamiah di dalam tubuh. Pati pragelatinisasi dan pati cross-linked
telah digunakan sebagai hidrogel. Penambahan a-amilase ke cross-linked
amylose (CLA) tablet dapat memodulasi kinetika menghancuran obat (Mohsen
dan Fahime, 2012).
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BAB V
PENUTUP

A. Kesimpulan
Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, maka diperoleh kesimpulan
sebagai berikut:
1. Isolat Rhizobakteri mangrove yang berhasil diisolasi dari akar tanaman
mangrove Pulau Bira Kepulauan Seribu sebanyak 42 isolat.
2. Aktivitas enzim ekstraseluler yang paling banyak dihasilkan dari 42 isolat
adalah a-amilase sebanyak 30 isolat dan seluruh isolate tidak mampu

menghasilkan aktivitas lipase, protease, dan L-asparaginase

B. Saran
Disarankan untuk melakukan penelitian lanjutan mengenai uji biokimia dan
karakterisasi a-amilase dari isolate Rhizobakteri mangrove Pulau Bira

Kepulauan Seribu.
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LAMPIRAN 1 GAMBAR KEGIATAN PENELITIAN

Gambar 2. Pewarnaan gram isolat rhizobakteri mangrove

Gambar 3. Isolasi bakteri rhizosfer mangrove
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Gambar 4. Uji aktivitas a-amilase dari isolate rhizobakteri mangrove
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LAMPIRAN 2. KEUANGAN
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