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Abstrak

Lamun adalah tumbuhan sejati yang hidup di perarran pantai yang
kurang dimanfaatkan dalam bidang perikanan, selain sebagai
bioindikator kualitas air laut. Beberapa mikroorganisme yang
berasosiasi dengan lamun Enhalus acoroides antara lain benthos,
kapang, bakteri dan plankton. Bakteri proteolitik merupel bak teri
yang mampu menghasilkan enzim protease. Enzim perotese merupakan
enzim yang palinm)anyak digunakan dalam kehidupan. Bakteri
merupakan sumber enzim yang paling banyak digunakan dibandingkan
dengan tanaman dan hewan. Tujuan penelitian ini adalah untuk
mengetahui jenis isolat bakteri proteolitik yang berasosiasi dengan
lamun Enhalus acoroides di Taman Nasional Baluran, Situbondo.
Penelitian ini menggunakan metode survei dengan dianalisis secara
deskriptif dengan bantuan tabel dan gambar. Hasil yang peroleh
menunjukkan bahwa terdapat 12 isolat bakteri yang berasosisasi dengan
lamun Enhalus acoroides. Terdapat empat isolat yang tergolong
sebagai bakteri proteolitik karena mampu mendagradasi kasein dalam
media TSA + 2% NaCL yang ditambah | % susu skim, tampak dari
pembentukan zona bening. Pengamatan morfologi koloni dan sel serta
pengujian biokimia dari keempat isolat (EA-1, EA-2, EA-9 dan EA-10)
terdapat kesamaan karakteristik dengan empat genus bakteri berturut-
turut yaitu Staphylococcus sp., Plesiomonas shigeloides, Bacillus sp.,
Pseudomonas sp.

Abstract
Seagrass is a true living plants underutilized coastal waters in the field of
fisheries, as well as bio-indicators of the quality of sea water. Some
microorganisms associated with seagrass Enhalus acoroides among
others benthos, fungi, bacteria and plankton. Proteolytic bacteria are
bacteria that are capable of producing the enzyme protease. Protease
enzyme is an enzyme that is most widely used in life. Bacteria are a
source ()fmzymes that are most widely used compared to plants and
animals. The purpose of this study was to determine the type of
proteolytic bacterial isolates associated with seagrass Enhalus acoroides
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in Baluran National Park, Situbondo. This study used survey method
with descriptive analysis with tables and figures. The results obtained

that there are 12 bacterial isolates associated with seagrass Enhalus
acoroides. There are four isolates were classified as proteolytic bacteria
because it can degrade casein in TSA media + 2 % NaCL plus 1% skim
milk which is evidenced by the formation of clear zones. Observations
colony morphology and cells as well as testing of Biochemistry of the
four isolates (EA-1, EA-2, EA-9 and EA-10) were obtained, with similar
characteristics to the four genera of bacteria in a row as follows
Staphylococcus sp., Plesiomonas shigeloides, Bacillus sp., Pseudomonas

sp.

Cite this as: Rachmat, R, Woro, H. S., & Sudarno. (2018). Isolasi dan Karakterisasi Bakteri Proteolitik yang Berasosiasi dengan
Lamun (Enhalus acoroides) di Pantai Bama, Taman Nasional Baluran, Situbondo, Jawa Timur. Jurnal llimiah Perikanan dan

Kelautan, 10(1):8-14 . http://doi.org/10.20473/jipk .v10i1.8314

1. Pendahuluan

Lamun berperan penting dalam siklus ekologi
pada perairan dangkal pantai tropis dan subtropis
(Kurniawan dkk., 2010). Fungsi ekologi lamun
diantaranya adalah sebagai tempat pemijahan, asuhan,
mencari makan dan tempat perlindungan berbagai jenis
biota laut (Thomas@&Jer al., 1997). Organisme laut yang
hidupnya menetap diperkirakan sangat bergantung pada
mekanisme pertahanan kimia untuk melawan hewan-
hewan pemangsa dan perlekatan dari mikroorganisme
patogenik (Watermann, 1999).

Pada ekosistem lamun, bakteri berperan sebagai
pengurai primer, berfungsi dalam pelepasan dan
pengikatan unsur hara dari fraksi mineral sedimen
menjadi nutrien yang diperlukan lamun. Bakteri yang
berasosiasi dengan lamun ada beberapa yang
menguntungkan, yaitu bakteri yang dapat memberikan
kontribusi untuk pertahanan inangnya dengan sekresi
antibiotik dan substansi bioaktif lainnya (Watermann,
1999). Bakteri akan mendegradasi substrat serasah
lamun yang ada pada sedimen dengan menggunakan
enzimnya (Udy dan Dennison, 1996). Bakteri
merupakan sumber enzim yang paling banyak
digunakan dibandingkan §Bhgan tanaman dan hewan.
Sebagai sumber enzim, bakteri memiliki keunggulan
karena pertumbuhannya cepat, mudah ditumbuhkan,
mudah diatur produksinya dan mudah direkayasa secara
genetika (Irma dkk., 2009).

Bakteri proteolitik merupakan bakteri yang
mampu menghasilkan enzim protease. Protease tidak
hanya berperan dalam proses metabolisme seluler,
namun juga dapat diaplikasikan dalam bidang industri
(Gupta dkk.. 2002). Bakteri proteolitik yang didapatkan
diharapkan bisa dijadikan sebagai kandidat bakteri
probiotik. Berdasarkan hal tersebut maka pada
penelitian ini dilakukan isolasi dan karakterisasi bakteri
proteolitik yang berasosiasi dengan lamun Enahlus
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acoroides yang berada di Pantai Bama, Taman Nasional
(TN) Baluran, Situbondo, Jawa Timur.

2. Materi dan Metode
2.1 Materi Penelitian

Materi penelitian yang digunakan adalah
sampel lamun Enhalus acoroides yang diperoleh dari
Pantai Bama, Taman Nasional Baluran, Situbondo
serta bahan lainnya s@ifrti akuades, NaCl fisiologis
0.9 9%, air laut steril, Tryptic Soy Agar (TSA), Skim

Milk  Agar (SMA), kertas cakram (kertas
Whatmann).
2.2 Metode Penelitian

Pengambilan lamun dilakukan secara acak
(random  sampling) dengan transek kuadran
berukuran 1 x 1 m dengan jarak tiap kuadran transek
25 m secara vertikal (arah menuju laut) sepanjang
50m dan horizontal (searah garis pantai) sepanjang
100 m. Sampel lamun sebanyak 10 gr dicuci dengan
air laut steril, kemudian digerus, selanjutnya
ditambahkan NaCl fgBblogis sebanyak 10 ml.
Larutan stok sampel 1 ml dimasukkan ke dalam
tabung reaksi yang berisi 9 ml NaCl fisiologis
(pengenceran 10") kemudian dikocok dengan
menggunakan vortex. Pengenceran dilakukan hingga
10°.

Hasil pengenceran sampel 10° diinokulasi
dalam medium TSA + 2% NaCl dengan metode
tuang (pour plate) selanjutnya diinkubasi selama 24
jam pada suhu 30 °C (Massinai, 2013). Tiap koloni
yang berbeda secara morfologi (warna, bentuk,
elevasi dan tepi) dipisahkan dan diinokulasi dengan
metode goresan (streak plate), sehingga diperoleh
isolat murni. Karakteristik bakteri proteolitik
menggunakan metode disk diffusion yaitu dengan
cara meneteskan isolat bakteri pada kertas cakram
lalu diletakkan pada media TSA + 2 % NaCl yang
ditambahkan susu skim 19%. Setelah didapatkan
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isolat bakteri proteolitik, bakteri yang memiliki
aktivitas enzim protdiik selanjutnya diidentifikasi
dengan uji biokimia secara bertahap menurut bagan
alir dikotomi berdasarkan Bergey's Manual of
Der@linarive Bacteriology (Holt et al., 1994).

2 3 Parameter Penelitian

Parameter utama dalam penelitian ini adalah
adanya keberadaan isolat bakteri serta mengidentifikasi
jenis isolat bakteri proteolitik yang berasosiasi dengan
lamun Enhalus acoroides di perairan Pantai Bama,
Taman Nasional Baluran, Situbondo, Jawa Timur. Uji
aktivitas pfEkolitik dan identifikasi bakteri dilakukan
di Balai Karantina Ikan, Pengendalian Mutu dan
Keamanan Hasil Perikanan Kelas 1 Juanda, Surabaya.
Parameter pendukung dalam penelitian ini adalah
kualitas perairan padang lamun Enhalus acoroides di
Pantai Bama, Taman Nasional Baluran. Adanya
parameter pendukung sangat berpengaruh terhadap
pargmeter utama dalam penelitian ini.

24 Analisis Data

Data hasil penelitian ini berupa data morfologi
sel dan koloni isolat serta hasil uji biokimia bakteri
proteolitik yang diperoleh dari lamun Enhalus
acoroides di Pantai Bama, Taman Nasional Baluran.
Data dianalisis secara deskriptif dengan bantuan Tabel
dan Gambar.

3. Hasil dan Pembahasan

Parameter utama dalam penelitian ini adalah
adanya keberadaan isolat bakteri serta mengidentifikasi
jenis isolat bakteri proteolitik yang berasosiasi dengan
lamun Enhalus acoreoides di perairan Pantai Bama,
Taman Nasional Baluran, Situbondo, Jawa Timur. Uji
aktivitas pfolitik dan identifikasi bakteri dilakukan
di Balai Karantina Ikan, Pengendalian Mutu dan
Keamanan Hasil Perikanan Kelas 1 Juanda, Surabaya.
Parameter pendukung dalam penelitian ini adalah
kualitas perairan padang lamun Enhalus acoroides di
Pantai Bama, Taman Nasional Baluran. Adanya
parameter pendukung sangat berpengaruh terhadap
pargmeter utama dalam penelitian ini.

2 4 Analisis Data

Data hasil penelitian ini berupa data morfologi
sel dan koloni isolat serta hasil uji biokimia bakteri
proteolitik yang diperoleh dari lamun Enhalus
acoroides di Pantai Bama, Taman Nasional Baluran.
Data dianalisis secara deskriptif dengan bantuan Tabel
dan Gambar.

3.1 Lamun Enhalus acoroides

Lamun Enhalus acoroides yang berada di
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perairan Pantai Bama memiliki karakteristik rhizome
berukuran 1,5 — 1.8 em, akar berwarna putih dengan
panjang antara 9 — 15 cm. Daun berbentuk seperti pita
dengan pinggiran daun yang menebal dan lebar antara
8 — 20 mm serta panjang antara 10 — 60 cm. Hal
tersebut sesuai dengan Waycott et al. (2004) yang
menyatakan Enhalus acoroides mempunyai rhizome
(akar rimpang) berdiameter 1,3 — 1,7 cm yang tertutup
rapat dengan rambut-rambut yang kaku dan keras.
Bentuk daun seperti pita dengan tepi rata dan ujung
tumpul, panjangnya antara 65 — 150 cm dan lebar
antara 1,2 — 20 ¢cm (Dahuri, 2003).

3.2 Isolasi dan Penmurnian Bakteri Assosiasi Lamun
Enhalus acoroides

Pada isolasi tahap awal diperoleh sebanyak 20
strain bakteri berdasarkan pada perbedaan morfologi
koloni bakteri secara makroskopis. Pada tahap
pemurnian bakteri dari 20 isolat bakteri. dilakukan
penyeleksian berdasarkan kesamaan morfologi koloni
bakteri baik dari segi warna, bentuk, elevasi dan tepian.

Hasil pemurnian diperoleh 12 isolat bakteri
yang berasosiasi dengan lamun Enrhalus acoroides di
Pantai Bama, TN Baluran. Pengamatan morfologi sel
menggunakan pewarnaan Gram dan bentuk sel dengan
mikroskop perbesaran 1000x. Hasil pengamatan
morfologi sel dari 12 isolat bakteri asosiasi lamun
Enhalus acoroides diperoleh morfologi sel berbentuk
bulat (coccus) dan batang (bacill) dan hasil pewarnaan
Gram menunjukkan Gram negatif kecuali isolat EA-1
dan EA-9 yang Gram positif. Hal ini sesuai dengan
zar dan Chan (1986), yang menyatakan bahwa
bakteri laut 95% adalah Gram negatif, sebagian
bersifat motil, 70% mengandung pigmen dan
mempunyai toleransi yang besar terhadap suhu. Isolat
eri yang diperoleh adalah Gram negatif, karena
eri Gram negatif memiliki struktur dinding sel
yang lebih kompleks dibanding bakteri Gram positif.
Menurut Fardiaz (1989), bakteri Gram negatif mampu
bertahan di kondisi lingkungan yang ekstrim.

Isolat bakteri yang ditemukan lebih banyak
berbentuk bulat (coccus) dibandingkan dengan batang
(bacill). Pelczar dan Chan (1986), kebanyakan bakteri
berbentuk bulat (coccus) hidup saling melekat satu
sama lain membentuk kumpulan yang kuat karena
adanya bahan yang dihasilkan seperti lendir. Bakteri
batang (bacill) yang ditemukan kemungkinan karena
bakteri tersebut memiliki flagel yang digunakan untuk
bergerak untuk mendapatkan tempat  Effkatan.
Menurut  Aryulina (2005) menyatakan flagellum
memungkinkan bakteri bergerak menuju kondisi
lingkungan yang menguntungkan atau menghindar
dari lingkungan yang merugikan bagi kehidupannya.
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Tabel 1. Morfologi koloni dan sel bakteri lamun Enhalus acoroides yang berasal dari perairan

Pantai Bama, TN Baluran.

Kode Isolat Morfologi Koloni Morfologi Sel
Bentuk Tepi Elevasi Warna Bentuk Gram
EA-1 Tak Utuh Cembung  Putih Coccus Positif
beraturan Susu
EA-2 Filament  Bergerigi Membukit  Putih Bacill Negatif
bening
EA-3 Bulat Utuh Datar Krem Coccus Negatif
- Bulat Berombak cembung Krem Coccus Negatif
EA-5 Bulat Utuh Datar Oranye Coccus Negatif
EA-6 Bulat Bergerigi Cembung  Coklat Bacill Negatif
EA-7 Bulat Utuh Cembung  Abu- Coccus Negatif
abu
EA-8 Bulat Utuh Datar Krem Coccus Negatif
EA-9 Tak Utuh Datar Putih Bacill Positif
beraturan
EA-10 Bulat Bergerigi Datar Krem Bacill Negatif
EA-11 Tak Utuh Cembung  Oranye Coccus Negatif
beraturan pudar
EA-12 Akar Berbelah Datar Oranye Coccus Negatif

3.3 Uji Aktivitas Proteolitik

Isolat bakteri asosiasi yang menghasilkan
enzim protease adalah isolat dengan kode EA-1,
EA-2, EA-9 dan EA-10. Dari pengamatan secara
makroskopis dari ke-empat isolat Bakteri yang
memiliki aktivitas proteolitik  tersebut
menunjukan perbedaan dari segi tepi, bentuk,
elevasi, dan warna. Hal ini diduga karena
setiap isolat berbeda jenis sehingga aktivitas
proteolitik yang ditunjukan juga berbeda yaitu
dari  diameter zona  bening yang terlihat.
Pengukuran zona bening pada isolat bakteri
proteolitik menunjukkan  perbedaan dari tiap
isolat. Aktivitas paling rendah ditunjukkan pada
isolat EA-2 dengan diameter zona bening 7.5
mm. Zona bening yang paling besar ditunjukkan
oleh isolat EA-1 dengan diameter zona bening 18
mm.
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3.4 Uji Biokimia

Ciri utama suatu bakteriyang perlu
diketahui dalam mengkarakterisasi bakteri
adalah melalui beberapa uji morfologi dan uji
biokimia (Sudarsono, 2008). Pengujian yang
dilakukan meliputi uji oksidase, uji katalase, uji
O/F, uji triple sugar iron agar (TSIA), uji lysin
iron agar (LIA), uji motility, indole, ornithine
(MIQO), uji metil red (MR), uji Voges — Proskauer
(VP), uji Simmons citrate dan uji gula-gula
(glukosa, laktosa, sukrosa, arabinosa, manitol,
inositol, maltosa, trehalose, dulcitol dan xylose).
Hasil pengamatan morfologi dan uji biokimia
@hg dibandingkan dengan buku Bergey's
Manual of Determinative Bacteriology (Holt et
al., 1994) dan buku Biochemical Tests for
Identification of Medical Bacteria (Faddin
and Jean, 1980)
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Tabel 2. Hasil uji biokimia dari isolat bakteri proteolitik

No. Uji Biokimia Kode isolat bakteri
EA-1 EA-2 EA-9 EA-10
L. Gram + - + -
2. Oksidase - + - +
3. Katalase + + + +
4. O/F F F F 0}
5. TSIA, K.AH2S K.A, K.A H2S AA
Gas, H2S G,
6. (S/B) + H2 + +
7. Motilitas - + + +
8. Gelatin T - + -
9. Indole - + - -
10 Ornithine T + + +
11 MR - + + -
12 VP - - + -
13 Arginin + + + -
14 Simmon Citrate V+ + V+ V+
15  Uji Glukosa + + + -
gula- Laktosa + + - V-
gula Sukrosa + + + +
Arabinase T + V- V-
Manitol T + - +
Inositol + + - V+
Maltosa + + V+ +
Trehalose + + + +
Dulcitol - + - V-
Xylose + + V+ V-
Hasil identifikasi
&2
£ =5 ' =
= =
diperoleh  kesesuaian  karakteristik  pada Bakteri Bacillus sp. memiliki zona
beberapa genus bakteri. Kode isolat EA-1 bening sebesar 8 mm. Menurut Yuni ati (2015),
memiliki  kesamaan  karakteristik  dengan bakteri  Bacillus sp. merupakan bakteri

Staphylococcus sp., EA-2 dengan Pleciomonas
shigeloides, EA-9 dengan Bacillus sp. dan
EA-10 dengan Pseudomonas sp.. Isolat bakteri
Staphylococcus  sp. memiliki zona bening
sebesar 18 mm. Hal ini didukung dengan
pernyataan  Fatoni dkk. (2007) bahwa
Staphyllococcus  sp. termasuk Plesiomonas
shigeloides merupakan bakteri air dan sedimen
tanah yang memiliki kemampuan proteolitik
serta termasuk bakteri patogen yang merugikan
bagi organisme laut (Pereira ef al., 2008).

Copyright ©2018 Universitas Airlangga

proteolitik @firena mampu menghasilkan enzim
protease terlihat dari zona bening yang
terbentuk pada media susu skim. Sankaralingan
et al., (2012) menyatakan bahwa bakteri
Pseudomonas sp. dapat menghasilkan enzim
protease  pada  berbagai media  yang
mengandung sumber protein seperti agar-agar,
karginan dan polyacrylamide. Zona bening
paling besar yang terbentuk dari aktivitas
proteolitik ditunjukkan oleh bakteri
Staphylococcus sp. yaitu 18 mm dan yang
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paling kecil adalah bakteri Plesiomonas
shigeloides sebesar 7.5 mm. Beberapa bakteri
patogen dapat memproduksi enzim protease
yang digunakan untuk merusak struktur
jaringan inang (Baehaki dkk.. 2005). Dua isolat
bakteri (EA-9 atau Bacillus sp. dan EA-10 atau
Pseudomonas sp.) vang diperoleh dari
penelitian ini dapat digolongkan sebagai calon
kandidat bakteri probiotik. Menurut Feliatra
(2004), beberapa jenis [EFAkteri kandidat
probiotik  antara lain  Lactococcus  sp.,
Carnoacterium sp., Bacillus sp., Eubacterium
sp., Pseudomonas sp., Lactobacillus sp.,
Micrococcus sp. dan Biftidobacterium sp.

4. Kesimpulan

Hasil isolasi bakteri dari sampel lamun
Enhalus acoroides diambil dari perairan Pantai
Bama, Taman Nasional Baluran, Situbondo,
Jawa Timur diperoleh 12 isolat bakteri yang
berasosiasi dengan lamun Enhalus acoroides.
Dari keduabelas isolat tersebut diperoleh empat
jenis isolat bakteri yang memiliki aktivitas
proteolitik yaitu Staphylococcus sp.,
Plesiomonas  shigeloides,  Bacillus  sp.,
Pseudomonas sp.
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