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ABSTRAK

Actinomycetes merupakan salah satu mikroorgansime yang menghasilkan enzim
hidrolase seperti selulase, amilase, protease, dan manannase. Produsen enzim hidrolase
dapat dijadikan kandidat probiotik diantaranya udang. Penelitian ini dilakukan untuk
menapis kandidat probiotik dari bakteri Actinomycetes yang toleran salinitas dan
mempunyai aktivitas enzim hidrolase. Aktivitas enzim hidrolase diuji secara kualitatif
menggunakan variasi pH 4, 7, dan 9.8. Hasil pengujian menunjukkan nilai indeks enzimatik
selulase terbesar berasal dari isolat AF2 pada media dengan pH 9 yaitu 3,5. Isolat bakteri
RH1 pada pH 7 memiliki aktivitas enzim amilase dengan nilai indeks enzimatik terbesar
yaitu 3.66. Nilai indeks enzim protease (pH 7 sebesar 0.66) dan mannanase (sebesar 0.85
pada pH 4) terbesar diraih oleh isolat AF2. Pada pengujian pengaruh salinitas isolat uji
mampu tumbuh pada variasi konsentrasi NaCl 0, 3, dan 6 %. Isolat AF2 dan AN
berpotensi sebagai kandidat probiotik karena toleran salinitas 6% dan memiliki kemampuan
enzim hidrolase.
Kata Kunci : Actinomycetes, Selulase, Amilase, Protease, Manannase, Salinitas.

ABSTRACT

Actinomycetes were a microorganism that produced hydrolase enzymes such as
cellulases, amylases, proteases, and mannases. Hydrolase enzyme producers can be used as
probiotic candidates, including shrimp farming. This research was conducted to screen
probiotic candidates from salinity tolerant Actinomycetes bacteria and hydrolase enzyme
activity. The hydrolase enzyme activity was tested qualitatively using variations in pH 4, 7,
and 9.8. The test results obtained the largest cellulase enzymatic index value by AF2
isolates at pH 9, namely 3.5. RH1 bacterial isolate at pH 7 had amylase enzyme activity
with the largest enzymatic index value of 3.66. The highest value of protease enzyme index
(pH 7 at 0.66) and mannanase (0.85 at pH 4) was achieved by AF2 isolates. In testing the
effect of salinity, the test isolates were able to grow at various concentrations of NaCl 0, 3,
and 6%. AF2 and AN isolates were potential candidates for probiotics because they were
tolerant of 6% salinity and had the ability of hydrolase enzymes.
Keywords :Actinomycetes, Cellulotytic, Amylolytic, Proteolytic, Mananolytic, Salinity

Sumardi, et al., Aktivitas Enzim . . . 24



BIOMA: Jurnal Biologi dan Pembelajaran Biologi, 6 (1) hal 24 - 36
(p-1SSN 2527-7111; e-ISSN 2528-1615) no DOI : 10.32528/bioma.v6i1.3548

PENDAHULUAN

Salah satu cara mengatasi peningkatan permintaan produksi udang perlu dilakukan
penerapan teknologi budidaya intesif dengan pemberian probiotik. Pakan mengandung
probiotik membantu pencernaan di usus besar pada udang, serta dapat menghambat
pertumbuhan mikroorganisme patogen sehingga mampu mendorong produktivitas udang
(Chau et al., 2011). Salah satu mikroorganisme yang dapat dijadikan probiotik yaitu
Actinomycetes (Norouzi et al., 2018).

Actinomycetes merupakan bakteri Gram positif, aerob dan memiliki bentuk sel
berfilamen yang banyak dijumpai di tanah. Menurut Saini et al. (2015) Actinomycetes
mampu menghasilkan eksoenzim yaitu enzim hidrolase dapat berperan dalam membantu
pencernaan pada udang (Mazon-Suastegui et al., 2020), sehingga dapat dijadikan sebagai
probiotik dalam budidaya akuakultur. Actinomycetes juga mampu menghasilkan senyawa
antimikroba dan dapat memproduksi enzim hidrolase yang bermanfaat dalam menghambat
infeksi bakteri patogen pada budidaya udang (Berna et al., 2015). Salah satu spesies
Actinomycetes yang berpotensi dijadikan sebagai probiotik yaitu Streptomyces sp. Spesies
ini diketahui mampu menghambat infeksi bakteri patogen (Arifiyanto et al., 2020) dan
memiliki kemampuan sebagai antivirus (Lakshmi et al., 2013).

Menurut Chau (2011) Streptomyces sp. Al berpotensi sebagai probiotik dalam budidaya
udang karena memiliki beberapa keuntungan yaitu (1) sebagai agen yang memproduksi antibakteri
dan antivirus, (2) pendegradasi kompleks seperti pati, protein, lignoselulosa, hemiselulosa, pektin,
keratin dan kitin yang berperan dalam mineralisasi dan siklus nutrisi di tambak, serta pencernaan
pakan udang pada usus besar di inangnya, (3) kebanyakan tidak bersifat patogen, (4) dan memiliki
spora yang mampu bertahan hidup dalam kondisi ekstrem.

Syarat mikroorganisme dapat dijadikan probiotik yaitu mampu bertahan pada kondisi
asam dan basa, memiliki protektif pada inangnya (Binda et al., 2020) dan mampu bertahan
pada kondisi lingkungan ekstrem. Penelitian ini dilakukan untuk memperoleh kandidat
isolat probiotik dari bakteri Actinomycetes melalui penapisan produktivitas enzim selulase,
amilase, protease dan manannase yang tahan terhadap salinitas pada pH asam dan basa.
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METODE
Penelitian dilaksanakan pada bulan Oktober 2019 di Laboratorium Mikrobiologi

Jurusan Biologi Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, Universitas Lampung.
Isolat Actinomycetes yang digunakan merupakan koleksi dari Laboratorium Mikrobiologi
Universitas Lampung. Isolat AN merupkan isolat yang berasal dari tanah tambak daerah
Pesawaran Bandar Lampung, isolat AF2 merupakan isolat yang berasal dari rhizofer yang
berada di daerah Sidoarjo Jawa Timur dan isolat RH1 merupakan isolat dari tanah
mangrove BBPBL daerah Pesawaran Bandar Lampung.
Pembuatan Media

Bakteri ditumbuhkan menggunakan media Sea Water Complete (SWC) agar.
Komposisi media SWC terdiri atas: 5 g bacto peptone (Sigma- Aldrich), 1 g Yeast extract
(Ox0id™), 3 g D(+)-Glucose anhydrous (Merck Millipore). Media dilarutkan pada
campuran air laut dan akuades dengan perbandingan 3:1. Setelah homogen media
disterilkan dengan autoclave selama 15 menit pada suhu 121 °C, tekanan 2 atm.
Uji Pengaruh Salinitas

Kemampuan bakteri dalam menoleransi kadar garam diuji menggunakan metode
(Kearl et al., 2019). Isolat murni ditumbuhkan pada media SWC Agar dengan penambahan
NaCl dengan konsentrasi 0%, 3%, dan 6%. Respon pertumbuhan koloni bakteri terhadap
salinitas diamati setelah 4 x 24 jam. Uji ketahanan bakteri terhadap pemberian variasi
salinitas dihitung dengan pemberian skor (Arisandi et al., 2017). Bakteri dianggap tumbuh
sedikit apabila mencapai < 30 % koloni bakteri menutupi media. Pertumbuan bakteri
dianggap baik jika > 30 % koloni bakteri menutupi media.
Uji Aktivitas Enzim Selulase.
Aktivitas enzim selulase diuji secara kualitatif pada media agar (Agustina et al., 2019).
Media SWC Agar ditambahkan CMC 1 % dengan pengaturan pH 4.7 dan 9.8. Isolat murni
berumur 4 hari diinokulasi dengan metode titik pada media SWC Agar. Kultur diinkubasi
pada suhu 30 °C selama 3 - 5 hari. Determinasi kualitatif aktivitas enzim selulase diperoleh
dengan meneteskan 1 tetes congo red 0.1 % pada koloni bakteri. Fiksasi dilakukan hingga
15 menit dan dibilas menggunakan larutan NaCl 2 M. Zona bening diamati dan dihitung

nilai indeks enzimatiknya.
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Uji Aktivitas Enzim Amilase
Aktivitas enzim amilase diuji secara kualitatif pada media agar (Rosa et al., 2020).
Media SWC Agar ditambahkan pati 1 % dengan pengaturan pH 4.7 dan 9.8. Isolat murni
berumur 4 hari diinokulasi dengan metode titik pada media SWC Agar. Kultur diinkubasi
pada suhu 30 °C selama 3 - 5 hari. Setelah masa inkubasi, disiram dengan larutan lugol
selama 15 menit dan dibilas menggunakan larutan NaCl 2 M. Zona bening diamati dan
dihitung nilai indeks enzimatiknya.
Uji Aktivitas Enzim Protease
Aktivitas enzim amilase diuji secara kualitatif pada media agar (Sumardi et al.,
2018). Media SWC Agar ditambahkan susu skim 1 % dengan pengaturan pH 4.7 dan 9.8.
Isolat murni berumur 4 hari diinokulasi dengan metode titik pada media SWC Agar. Kultur
diinkubasi pada suhu 30 °C selama 3 - 5 hari. Zona bening diamati dan dihitung nilai indeks
enzimatiknya.
Uji Aktivitas Enzim Manannase
Aktivitas enzim amilase diuji secara kualitatif pada media agar (Sumardi et al.,
2020). Media SWC Agar ditambahkan Locus Bean Gum (LBG) 0.5 % dengan pengaturan
pH 4.7 dan 9.8. Isolat murni berumur 4 hari diinokulasi dengan metode titik pada media
SWC Agar. Kultur diinkubasi pada suhu 30 °C selama 3 - 5 hari. Setelah masa inkubasi,
kultur disiram dengan congo red 0.1 % dan difiksasi selama 15 menit. Zona bening diamati
dan dihitung nilai indeks enzimatiknya.
Perhitungan Luas Koloni
Luas setiap koloni dan luas zona jernih yang terlihat dihitung menggunakan metode
gravimetri menurut Irwan (2017), dengan cara sebagai berikut:
1. Menggunakan pola-pola koloni (replika koloni) yang digambar pada plastik mika
bening.
2. Replika koloni tersebut ditimbang dengan menggunakan timbangan analitik
3. Membuat potongan kertas 1 cm x 1 cm lalu ditimbang.

4. Menghitung luas koloni dengan menggunakan rumus:

Bobot replika koloni 2

Luas Koloni = X 1cm

Bobot kertas 1 cm x 1cm
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Perhitungan Indeks Enzimatik
Pada penentuan indeks enzimatik dihitung menggunakan rumus sebagai berikut
(Rosa et al., 2020) dengan 3 kali replikasi.

Luas zona Jernih— Luas koloni

IE=

Luas Koloni

HASIL DAN PEMBAHASAN

Berdasarkan hasil uji pengaruh salinitas AN, AF2 dapat tumbuh dengan baik pada
semua konsetrasi NaCl 3 dan 6 %, sedangkan isloat RH1 tumbuh sedikit pada setiap

konsentrasi NaCl, dapat dilihat pada tabel 1.

Tabel 1. Respon isolat Actinomycetes terhadap pengaruh kadar garam

NO _ Isolat Salinitas
Actinomycetes 0% 3% 6 %
1 AN ++ ++ ++
2 RH1 + + +
3 AF2 ++ ++ ++

Keterangan: + : Bakteri Tumbuh Sedikit, < 30 % koloni bakteri menutupi media
++ : Bakteri Tumbuh Baik, > 30 % koloni bakteri menutupi media

Budidaya udang pada tambak menggunakan air payau. Sementara itu Fatoni et al.
(2018) menerangkan bahwa sebuah perairan dikatakan payau, jika memiliki nilai salinitas
antara 0.05 — 3.00 %. Menurut Syukri dan Ilham, (2016) kadar salintas untuk pemeliharan
udang yaitu 10-30 ppt atau berkisar 0 - 3%. Hasil uji ketahanan salinitas pada isolat
Actinomycetes AN dan AF2 diketahui mampu tumbuh baik pada kadar garam 0 - 6 %,
kecuali RH1. Hal ini berarti isolat bakteri AN dan AF2 tidak akan terdampak pengaruh
salinitas, jika digunakan sebagai kandidat probiotik udang pada air payau.

Ballav et al. (2015) melaporkan bahwa Actinomycetes merupakan bakteri Gram
postif dengan relung habitat yang luas, tidak terkecuali habitat hipersalin (35 psu atau 35
ppt). Bahkan Djebaili et al. (2020) memperoleh > 10 isolat Actinomycetes dari tanah salin
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yang berpotensi sebagai penghasil fitohormon. Studi lebih lanjut oleh Sadeghi et al. (2014)
memperjelas bahwa Actinomycetes mempunyai gen bernama Lon gene. Gen ini
terekspresikan seiring meningkatnya kadar garam diikuti oleh kinerja protein spesifik
salinitas. Protein ectoine and ATP-dependent proteases diduga turut membantu kelompok

Actinomycetes bertahan dalam cekaman osmolit.

Aktvitas enzim selulase, amilase, protease dan mannanase
Tabel 2. Aktivtas enzim hidrolase

Isolat Actinomycetes Aktivitas enzim hydrolase pada cekaman pH
Selulase Amilase Protease Mananase
4 7 98 4 7 98 4 7 98 4 7 98
AN S 1 - - - - - e
RH1 = = . - - - -+ - -
AF2 + + 3 + + - -+ + S -

Keterangan:
+ : menghasilkan enzim (ada zona jernih)
- : tidak menghasilkan enzim (tidak ada zona jernih)

Berdasarkan hasil uji aktivitas enzim selulase yang disajikan pada Tabel 2, hanya
isolat AF2 yang memiliki aktivitas selulase. Mengutip pendapat Jaradat et al. (2008) isolat
Actinomycetes optimum menghasilkan enzim selulase pada rentang pH 4-7, salah satu
contohnya Streptomyces sp. Dari tabel 1 isolat AF2 memiliki kelebihan menghasilkan

enzim selulase pada rentang pH 4 - 9.8.

Isolat AN dan RH1 memiliki aktivitas enzim mananase pada pH 4 (Tabel 2).
Sedangkan isolat AF2 memiliki aktivitas mananase pada pH 4 dan 7. Merujuk dari hasil
penelitian Sumardi, (2007) pH optimum aktvitas mananolitik pada fungi Fussarium
oxsproum ialah pH 4. Sementara Rodrigues Sacramento et al. (2004) memperoleh aktvitas
mananolitik stabil pada kisaran pH 5 — 8 menggunakan isolat Streptomyces sp. Sasongko et
al. (2015) menerangkan bahwa hydrolysis substrat oleh B-mannanase yang dihasilkan oleh

kapang dan bakteri sama sama menghasilkan mannohexose.
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Selain kapang, Actinomycetes merupakan penghasil enzim lignoselulolitik yang
terdiri atas xylanase, selulase, laccase, dan mannanase. Mereka dapat menghasilkan
kseluruhan enzim tersebut atau hanya beberapa di antaranya (Saini et al., 2015). Pada
penelitian ini (Tabel 2), ketiga isolat Actinomycetes menghasilkan mannanase tapi hanya

isolat AF2 yang mengasilkan selulase.

Semua isolat memilki aktivitas enzim amilase pada pH 4 (Tabel 2). Merujuk dari
hasil penelitian (Gebreselema, 2015), isolat Actiomycetes memiliki pH optimum pada pH 4
dalam menghasilkan enzim amilase. Pada isolat RH1 dan AF2 mampu menghasilkan
enzim amilase pada rentang pH 4 - 7, dan isolat RH1 mampu menghasilkan enzim amilase
pada pH 9.8.

Hasil uji aktvitas enzim protease pada Tabel 2, isolat AF2 yang memiliki aktvitas
enzim pada pH 7 dan 9.8, sedangkan isolat AN dan RH1 tidak memiliki aktivitas enzim.
Merujuk dari hasil penelitian VVonothini et al. (2008) isolat Actinomycetes mampu tumbuh
dengan baik pada pH 7, berdasarkan tabel 2 isolat AF2 memiliki kemampuan aktivitas

enzim pada rentang pH 7 - 9.8.

Indeks Enzimatik
Tabel 3. Indeks enzimatik hidrolitik
Luas koloni, luas zona jernih dan Indeks Enzimatik

Isolat pH selulolitik amilolitik proteolitik mannanolitik

4 - 0.33 - 0.7
AN 7 - - - -

9.8 - - - -

4 - 3.54 - 0.43
RH1 7 - 3.66 - -

9.8 - 3 - -

4 1.23 1.33 - 0.86
AF2 7 0.52 0.44 0.66 0.66

9.8 35 - 0.076 -
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Dari hasil indeks enzim yang ada pada Tabel 3 diketahui bahwa indeks enzim
terbesar ada pada isolat RH1 amilolitik dan AF2 selulolitik. Isolat AF2 mampu
mengasilkan enzim selulolitik, amilolitik, proteolitik dan mannanolitik pada hampir semua
kondisi pH, kecuali kondisi asam pada proteolitik dan kondisi basa pada amilolitik. Isolat

AN dominan pada aktivitas enzim mannanolitik.

Peranan enzim hidrolase sangat krusial dalam pakan probiotik. Kelompok
ekstraseluler enzim seperti rotease, selulase, amilase, xilanase dan mannanase, dapat
merangsang pelepasan asam empedu. Hal ini berkontribusi pada emulsifikasi polisakarida
non-pati, membuat nutrisi lebih tersedia bagi hewan budidaya.Campuran probiotik dan
enzim terbukti mampu memicu kenaikan bobot akhir hewan budidaya lebih tinggi dan rasio
konversi pakan yang lebih rendah dibandingkan dengan kelompok kontrol. Protease
berperan meningkatkan hidrolisis protein pakan, sehingga meningkatkan pemanfaatan
nitrogen dan asam amino (Abdel-Ghany et al., 2020).

Mannan merupakan polimer penghambat asupan nutrisi. Mannan dapat muncul
terutama oleh seresah maupun hasil lisis dinding sel ragi. Ini artinya banyak produk
fermentasi dari ragi mengandung mannan. Keberadaan p-mannanase membantu untuk
menguraikan keberadaan mannan (Blibech et al., 2019). Mannan oligosaccharides (MOS)
merupakan produk degradasi mannan. Perannya banyak dipakai sebagai pengganti
antibiotik. Alasan tersebut karena strukturnya mampu melekat pada fimbriae patogen
(mengurangi pergerakan bakteri patogen), meningkatkan sel goblet yang menghasilkan
musin bakterisidal serta menciptakan lingkungan yang mendukung untuk pertumbuhan
bakteri baik untuk berkompetisi (Chacher et al., 2017).

Gambar 1 menunjukan adanya aktivitas selulase pada isolat AF2 dengan
terbentuknya zona jernih pada sekitar koloni.

Sumardi, et al., Aktivitas Enzim . . . 31



BIOMA: Jurnal Biologi dan Pembelajaran Biologi, 6 (1) hal 24 - 36
(p-1SSN 2527-7111; e-ISSN 2528-1615) no DOI : 10.32528/bioma.v6i1.3548

Gambar 1. Uji kualitatif selulolitik isolat AF2 pH 7, amilolitik isolat RH1 pH 4,
proteolitik Isolat AF2 pH 9.8, dan mananolitik Isolat AN (dari Kiri searah
jarum jam), keterangan: (a) zona Jernih ; (b) koloni Bakteri

KESIMPULAN DAN SARAN

Berdasarkan hasil analisis isolat AN dan AF2 mampu tumbuh dengan baik pada
konsentrasi salinitas 6 %. Isolat ini berpotensi sebagai kandidat probiotik pada udang.
Isolat AN mampu mendegradasi amilum dan manan. Isolat RH1 berpotensi mendegradasi
amilum dan isolat AF2 menghasilkan enzim mampu mendegradasi selulosa, amilum,
protein dan manan.

Saran penelitian selanjutnya adalah perlu dilakukanya eksplorasi lebih lanjut untuk
bakteri Actinomycetes penghasil enzim hidrolase sebagai probiotik, serta uji lanjut untuk

mengetahui efektivitas isolat Actinomycetes sebagai kandidat probiotik
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