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Abstrak

Bioremediasi tambak udang memegang peranan penting dalam upaya membersihkan tambak dari bahan
pencemar internal yang dihasilkan selama proses budidaya itu sendiri. Proses budidaya udang merupakan
kegiatan yang potensial menghasilkan limbah organik terutama berasal dari sisa pakan dan hasil ekskreta
(feses). Bakteri heterotrofik memiliki kemampuan untuk menghasilkan enzim ekstraseluler yang diperlukan
untuk bioremediasi limbah organik. Penelitian ini ditujukan untuk mengisolasi bakteri heterotrofik yang berasal
dari ekosistem mangrove utuk dikembangkan sebagai agensia bioremediasi limbah organik pada tambak udang.
Sedimen mangrove diperoleh dari kawasan mangrove Segara Anakan- Cilacap dan kawasan Mangrove Kaliuntu-
Kabupaten Rembang. Isolasi dilakukan dengan metode agar tuang menggunakan media Zobell agar. Pengujian
aktivitas proteolitik, amilolitik, lipolitik dan selulolitik dilakukan dengan metode diffusion agar menggunakan
paper disk berturut-turut pada media Zobell agar yang diperkaya dengan 1% skim milk, 1% amilum, dan 1%
tween 80 dan 1 % CMC. Diameter zone hidrolitik digunakan sebagai dasar untuk melakukan seleksi. Hasil
penelitian diperoleh 35 isolat (16 isolat dari Kaliuntu - Rembang dan 19 isolat dari Segoro Anakan - Cilacap).
Jumlah isolat yang mempunyai kemampuan menghasilkan enzim ekstraseluler berturut-turut 33 isolat dengan
aktivitas proteolitik 25 isolat dengan aktivitas amilolitik, 29 isolat dengan aktivitas lipolitik, dan 12 isolat dengan
aktivitas selulolitik. Hasil seleksi berdasarkan diameter zone hidrolitik diperoleh 10 isolat yang potensial untuk
dikembangkan sebagai agensia bioremediasi.
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Abstract

Isolation and Selection of Extracellular Enzyme Producing Bacteria (proteolytic, amylolytic, lipolytic and
cellulolytic) Originating from Mangrove Sediment

Bioremediation of shrimp pond plays an important role in the effort to clean up the internal pollutants of pond
produced during the cultivation process. Shrimp farming produces mainly organic waste from food remains and
the excreta. Heterotrophic bacteria have the ability to produce extracellular enzymes required for the
bioremediation of organic waste. This study aimed to isolate heterotrophic bacteria from mangrove ecosystem to
be developed as agents of bioremediation of organic wastes in shrimp ponds. This was done by isolating and
selecting bacteria producing extracellular enzymes of proteolytic, amylolitic, lipolytic and cellulolytic from
mangrove sediments collected from the mangrove area of Segara Anakan at District of Cilacap and Kaliuntu,
district of Rembang. Isolations were done by pour-plate method using a Zobell agar medium. Assays for
proteolytic, amilolytic, lipolytic and cellulolytic activity were performed using paper disk on Zobell agar medium
enriched respectively with 1% skim milk, 1% soluble starch, 1% tween 80 and 1% CMC. Hydrolytic zone diameter
was used as the basis for selection of enzymatic activities. The results obtained was 35 isolates (16 isolates
from Kaliuntu-Rembang dan 19 isolate froms Segara Anakan - Cilacap), consisting of 33 proteolytic enzyme,
25 amilolytic enzyme, 29 lipolytic enzyme and 12 isolates cellulolytic producing enzyme. Based on hydrolytic
zone diameter were selected 9 isolates which potential to be developed as bioremediation agent.
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Pendahuluan

Budidaya udang merupakan kegiatan yang berasal dari sisa pakan dan kotoran udang.
potensial menghasilkan limbah organik vang terutama Berdasarkan hasil penelitian Jackson (2003)
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menunjukan bahwa efisiensi penggunaan nitrogen
pakan adalah sekitar 22%, yang berarti ada sekitar
78% Nitrogen dibuang ke lingkungan. Selama proses
kegiatan budidaya sebagian besar limbah organik ini
akan terakumulasi di sedimen dasar tambak (Nimrat
et al. 2008). Akumulasi bahan organik ini menjadi
salah satu faktor utama terjadinya kematian massal
udang. Kandungan bahan organik yang tinggi akan
memacu proses biodekomposisi, pertumbuhan
mikroorganisme dan konsumsi oksigen (Avnimelech
dan Ritvo, 2003). Hal ini akan mengakibatkan
penurunan  kandungan oksigen dan  proses
dekomposisi aerob akan bergeser ke dekomposisi
anaerob yang menghasilkan produk-produk anaerob
seperti H2S dan ammonia. Keberadaan H2S
berpengaruh menurunkan daya tahan udang P.
vannamey terhadap pathogen Vibrio alginolyticus (Hsu
dan Chen, 2007).

Hasil penelitian Mugnier et al. (2008) lebih
lanjut menunjukan adanya interaksi yang sinergis
antara senyawa hasil metabolisme anaerob
khususnya amonia dengan kondisi lingkungan yang
anaerob untuk meningkatkan pengaruh fisiologi
udang L. stylirostris. Hal ini perlu dilakukan upaya
untuk mengeluarkan bahan organik yang telah
terakumulasi di sedimen tambak. Pendekatan yang
paling efektif adalah melalui bioremediasi, yang
merupakan proses pembersihan lingkungan dari
bahan-bahan pencemar secara biologis oleh kerja
agensia biologi, terutama mikroorganisme.
Pencemaran itu berasal dari pakan, maka bahan
organik yang terakumulasi bersifat kompleks,
sehingga untuk meningkatkan efektifitas kerja
bioremediasi diperlukan suatu konsorsium
mikroorganisme yang terdiri dari berbagai jenis
dengan aktivitasnya masing-masing untuk
membersihkan bahan organik.

Materi dan Metode
Pengambilan sampel sedimen

Pengambilan sampel sedimen dilakukan di
eksositem mangrove Kaliuntu, Kabupaten Rembang
dan Segara Anakan, Kota Cilacap. Sampel sedimen di
masing masing ekosistem diambil menggunakan soil
sampler pada kedalaman +10 cm kemudian
dimasukan ke dalam plastik sampel. Selanjutnya
sampel di masukan ke dalam cool box dan dibawa ke
laboratorium.

Pembuatan media Zobell 2216 E

Media Zobell 2216E (15,0gr Bakto-agar, 5,0
gr Bakto-pepton, 1,0 gr yeast ekstrak dan air laut
steril hingga mencapai volume 1 liter) digunakan
sebagai media isolasi bakteri dengan pH diatur hingga
7,5-7,6.

Penanaman bakteri

Metode yang digunakan dalam penanaman
bakteri adalah metode Pour Plate (Agar tuang) .
Diambil 10 g dari masing-masing sampel, kemudian
dimasukkan ke dalam labu erlenmeyer yang berisi 90
ml air laut steril, digojog menggunakan vortex hingga
homogen dan diperoleh pengenceran 101, Selanjutnya
dari pengenceran 101 diambil 1 ml menggunakan
pipet steril kemudian dimasukkan ke dalam 9 ml air
laut steril dan diperoleh pengenceran 102, Demikian
selanjutnya dilakukan pengenceran hingga diperoleh
pengenceran 105 10%dan 107. Pada masing-masing
pengenceran diambil 1 ml suspensi bakteri
menggunakan pipet steril dan dimasukkan ke dalam
masing-masing cawan petri steril. Selanjutnya di
tambahkan ke dalamnya 20 ml media Zobell 2216 E
(dengan suhu sekitar 45°C yang telah dicairkan
sebelumnya) dan di ratakan. Selanjutnya cawan petri
tersebut dibungkus dengan kertas pembungkus dan
diinkubasikan selama 2 x 24 jam.

Pemisahan dan pemurnian isolat bakteri

Pemisahan dan pemurnian isolat bakteri
dilakukan dengan metoda goresan (streak method).
Masing-masing cawan petri pada tiap pengenceram
diambil koloni-koloni bakteri yang menampakkan
morfologi dan warna yang berbeda. Selanjutnya
masing-masing koloni bakteri tersebut digoreskan
pada permukaan media Zobell 2216 E steril pada
masing-masing cawan petri yang telah disiapkan.
Selanjutnya cawan-cawan petri tersebut diinkubasikan
pada suhu kamar selama 2 x 24 jam dan diamati
pertumbuhannya, apakah sudah terpisah dan menjadi
kultur murni atau belum. Apabila masih terdapat
campuran bakteri pada cawan petri tersebut, maka
dilakukan pemisahan kembali dengan metode goresan
hingga diperoleh kultur murni pada masing-masing
cawan petri.

Pemeliharaan kultur murni

Kultur murni dari isolat bakteri tersebut
dipindahkan ke dalam media agar miring Zobell 2216
E pada tabung reaksi dengan teknik  goresan.
Pemindahan dan pemeliharaan kultur dilakukan tiap 4
minggu sekali dengan cara mentransfer kultur murni
tersebut ke dalam media agar miring yang baru.

Seleksi bakteri

Skrining dilakukan berdasarkan kemampuan
mendegradasi polisakarida, protein dan lemak dengan
pendekatan aktivitas enzim amylase, protease,
selulase, dan lipase. Uji aktivitas produksi enzim
amilase ekstraseluler dilakukan dengan prosedur
menurut Bairagi et al. (2002). Kultur cair solat-isolat
yang diperoleh dari hasil isolasi diinokulasikan ke
paper disc blank yang telah diletakan pada media
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Zobell 2216 E yang diperkaya dengan amilum (1%).
Inkubasi pada 32°C selama 48 jam. Larutan lugol’s
iodine 1% dituang ke atas kultur untuk identifikasi
aktivitas amylase, adanya aktivitas enzim amilase
ditunjukan oleh terbentuknya zona jernih disekitar
paper disc dengan latar belakang biru gelap.

Uji aktivitas produksi enzim protease dilakukan
dengan prosedur Bairagi et al. (2002). Kultur cair
isolat-isolat yang diperoleh dari hasil isolasi
diinokulasikan ke paper disc blank yang telah
diletakan pada media Zobell 2216 E yang diperkaya
dengan skim milk (1%) Inkubasi pada 32°C selama
15 jam. Aktivitas proteolitik ditunjukan oleh
terbentuknya zona jernih di sekitar paper disc dengan
latar belakang putih.

Uji aktivitas produksi enzim lipase dilakukan
dengan prosedur menurut Bairagi et al. (2002) yang
dimodifikasi. Kultur isolat-isolat yang diperoleh dari
hasil isolasi diinokulasikan ke paper disc blank yang
telah diletakan pada media Zobell 2216 E yang
diperkaya dengan Tween 80. Inkubasi pada 32°C
selama 24 jam. Aktivitas lipase ditunjukkan oleh
terbentuknya endapan asam lemak yang berwarna
putih keruh disekitar paper disc.

Uji aktivitas produksi selulase dilakukan
dengan medium agar diperkaya CMC. Kultur isolat-
isolat yang diperoleh dari hasil isolasi diinokulasikan
ke paper disc blank yang telah diletakan pada media
Zobell 2216 E diperkaya CMC 1%. Larutan congo red
dituang ke atas kultur untuk identifikasi aktivitas
selulolitik. Adanya aktivitas enzim selulase ditunjukan
terbentuknya zona bening di sekitar paper disc
dengan latar belakang merah muda.

Hasil dan Pembahasan

Hasil isolasi dan seleksi bakteri heterotrofik
yang mempunyai kemampuan menghasilkan enzim
proteolitik (protease), amilolitik (amilase), lipolitik
(lipase) dan selulolitik (selulase) terhadap sampel
sedimen yang berasal dari ekosistem mangrove
Kaliuntu-Kabupaten Rembang dan Segara anakan-
Cilacap ditunjukan pada Gambar 1 dan Tabel 1.

Bedasarkan hasil uji aktivitas proteolitik,
amilolitik, lipolitik dan selulolitik (Tabel 1) diperoleh
33 isolat mempunyai aktivitas proteolitik, 25 isolat
mempunyai aktivitas amilolitik, 29 isolat mempunyai
aktivitas lipolitik, dan 12 isolat mempunyai aktivitas
selulolitik. Berdasarkan asal sampel diperoleh 16
isolat dan 17 isolat bakteri proteolitik, 15 isolat dan
10 isolat bakteri amilolitik, 10 isolat dan 19 isolat
bakteri lipolitik serta 6 isolat dan 6 isolat bakteri
selulolitik  berturut-turut berasal dari sedimen
mangrove kabupaten Rembang dan Cilacap.

Berdasarkan  kemampuan  multiaktivitas
diperoleh 2 isolat yang mempunyai aktivitas
proteolitik, amilolitik, lipolitik dan selulolitik yaitu
isolat yang berasal dari Cilacap (C-05 dan C-17).
Jumlah total isolat yang hanya mempunyai
kemampuan proteolitik, amilolitik dan lipolitik adal19
isolat yaitu 10 isolat berasal dari Rembang dan 9
isolat dari Cilacap. Jumlah total bakteri yang hanya
mempunyai aktifitas proteolitik, amilolitik dan
selulolitik ada 4 isolat yang berasal dari Rembang.

Berdasarkan hasil pengukuran diameter zone
hidrolitik diketahui bahwa dari seluruh isolat bakteri
proteolitik mempunyai diameter zone hidrolitik

Gambar 1. Hasil isolasi dan seleksi bakteri heterotrofik. Hasil pengujian aktivitas (A) proteolitik
(B) selulolitik, (C) lipolitik dan (D) amilolitik.
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Tabel 1. Hasil seleksi bakteri heterofik yang berasal dari sedimen mangrove berdasarkan kemampuan
proteolitik, amilolitik, lipolitik dan selulolitik

Aktivitas enzim (mm diameter zona hidrolitik)

Lokasi Kode — — —— —
Isolate Proteolitik Amilolitik Lipolitik Selulolitik
Rembang R-01 14+0 30,5+0,7 30+0 0
R-02 18,5+0,7 29+1,4 30+0 0
R-03 14,5+ 0,7 30+0 30,5+3,5 0
R-04 11,5+0,7 26,5+2,1 31+1,4 0
R-05 18,5+0,7 28,5+0,7 30+0 0
R-06 11+0 24+0 28,5+3,5 0
R-07 1540 26,5+2,1 31+4,2 0
R-08 11+0 26+2,8 3140 0
R-09 12+0 22,5+0,7 30+0 0
R-10 17+1,4 17+1,4 29,5+0,7 0
R-11 17+1,4 13+1,4 0 19+1,4
R-12 17+2,8 29+1,4 0 18,5+3,5
R-13 16,5+2,1 21,5+1,4 0 16+0
R-14 18,5+0,7 24,5421 0 16+0
R-15 16,5+3,5 0 0 16+0
R-16 17,5+0,7 23+0 0 22,5421
Cilacap Cc-01 21+1,4 0 16,5+2,1 0
C-02 17,5+0,7 0 12,5+0,7 17,5+3,5
C-03 16+1,4 0 13+0 19+4,2
C-04 16+0 0 11+0 19+1,4
C-05 16+0 16,5+0,7 13,5+0,7 18+0
C-06 19+1,4 20+0 30+0 0
C-07 20+0 23+0 30+0 0
Cc-08 20,5+0,7 20+0 29,5+0,7 0
C-09 11+0 22+0 29+0 0
c-10 16,5+0,7 20+0 13,5+0,7 0
c-11 9,5+0,7 1240 8+0 0
C-12 5,5+0,7 0 6,5+0,7 0
C-13 6,5+0,7 0 8+0 0
Cc-14 0 0 8,5+0 0
C-15 0 0 11+1,4 0
C-16 8+2,8 0 9+0 8+2,8
C-17 6+1,4 18,5+0,7 7+0 6+1,4
C-18 8+0 12+2,8 10,5+0,7 0
C-19 9,5+0,7 15+0 11+1,4 0

berkisar 5.5-21 mm. Lima isolat yang mempunyai
aktivitas paling tinggi adalah isolat C-01, C-07, C-08,
R-02 dan R-05 berurut-turut mempunyai diameter
zone hidrolitik sebesar 21 mm, 20 mm, 20,5 mm,
18,5 mm dan 18,5 mm.

Berdasarkan pengukuran diameter zone
hidrolitik pada isolat-isolat dengan aktivitas amilolitik
diperoleh kisaran diameter antara 12-30,5 mm. Lima
isolat yang mempunyai aktivitas amilolitik tertinggi
adalah R-01, R-02, R-03, R-05 dan R-12 berturut-turut
dengan diameter zone hidrolitik sebesar 30.5 mm, 29
mm, 30 mm, 28.5 mm, dan 29 mm. Sedangkan
berdasarkan diameter zone hidrolitik bakteri dengan
aktivitas lipolitik berkisar antara 6.5 mm - 31, 5 mm.
Lima isolat dengan aktivitas lipolitik tertinggi adalah
R-01, R-03, R-04, R-07 dan R-08 yaitu berturut-turut
30 mm, 30.5 mm, 31 mm, 31, 5 mm dan 31 mm.

ditunjukan oleh diameter zone hidrolitik menunjukan
nilai berkisar antara 6 mm - 22,5 mm. Lima isolat
seluloltiik yang mempunyai aktivitas tertinggi yaitu R-
11, R-16, C-03, C-04 dan C-05.

Budidaya udang dan budidaya perikanan
lainnya merupakan kegiatan yang potensial
menghasilkan limbah organik yang tinggi. Selama
proses kegiatan budidaya sebagian besar limbah
organik ini akan terakumulasi di sediment dasar
tambak (Nimrat et al., 2008). Limbah ini berasal
terutama dari sisa pakan dan hasil ekskreta hewan
budidaya, sehingga mempunyai kharakteristik yang
mirip dengan komposisi pakan yang digunakan.
Pakan udang kaya akan nitrogen, selain itu pakan
udang .juga mengandung komponen karbohidrat
diantaranya adalah selulosa. Lipid juga terdapat
dalam pakan meskipun dalam jumlah yang relatif

Isolasi dan Seleksi Bakteri Penghasil Enzim Ekstraseluler dari Sedimen Mangrove (W.A. Setyati & Subagiyo) 167



ILMU KELAUTAN September 2012. Vol. 17 (3) 164-169

lebih sedikit, maka isolat-isolat yang telah berhasil
diisolasi dan diseleksi berdasarkan kemampuan
mendegradasi protein, amilum, lipid dan selulose
mempunyai potensi untuk dikembangkan sebagai
agensia bioremediasi pencemaran bahan organik di
tambak.

Ekosistem mangrove mempunyai
keanekaragaman mikroorganisme yang mempunyai
kemampuan menghasilkan enzim ekstraseluler yang
diperlukan untuk perombakan bahan organik.
Beberapa penelitian menunjukan bahwa bakteri
heterotropik di ekosistem mangrove merupakan
sumber utama enzim ekstraseluler yang diperlukan
untuk mineralisasi bahan organik diantaranya
menghasilkan enzim amilase, protease, esterase dan
lipase (Dias et al., 2009), Hasil penelitian Mahasnesh
(2001) mendapatkan bahwa dominansi aktivitas
perombakan bahan organik (dalam hal ini adalah
seresah daun Avicenia) tertinggi adalah amilolitik dan
diikuti proteolitik, selulolitik, dan lipolitik. Akan tetapi
hasil penelitian Raghavendrudu dan Kondalarao
(2008) mendapatkan hasil yang sebaliknya yaitu
bahwa densitas tertingi bakteri mangrove adalah
bakteri lipolitik.

Hasil penelitian ini menunjukan hampir
semua isolat yang diperoleh mempunyai aktivitas
proteolitik. Bakteri yang mempunyai aktivitas
proteolitik mempunyai kemampuan untuk
menghasilkan enzim protease yang disekresikan ke
lingkungannya. Enzim proteolitik ekstraseluler ini
selanjutnya bekerja menghidrolisis senyawa-senyawa
bersifat protein menjadi oligopeptida, peptida rantai
pendek dan asam amino. Diameter zone hambat yang
terbentuk dapat menunjukan secara kualitatif tigginya
kemampuan proteolitik enzim protease yang
dihasilkan atau juga tingginya jumlah enzim yang
diproduksi dan dilepas keluar. Keberadaan enzim
protease ekstraseluler ini sangat penting bagi
kehidupan bakteri karena menyediakan kebutuhan
senyawa bernitrogen yang dapat diangkut ke dalam
sel. Jenis-jenis bakteri yang mempunyai kemampuan
mensekresikan enzim protease ini memiliki potensi
yang besar untuk digunakan sebagai agensia
pembersih bahan pencemar yang bersifat protein.
Pakan udang kaya akan protein sehingga sisa pakan
dan produk ekskreta juga mengandung protein tinggi.
Maka keberadaan enzim protease ekstraseluler ini
akan merombak senyawa-senyawa protein ini menjadi
senyawa sederhana yang langsung dapat digunakan
oleh bakteri sebagai komponen nutrisinya untuk
pertumbuhannya.

Pakan udang yang menggunakan komponen
nabati sebagai bahan baku pakan seperti tepung
kedelai. katul dan iuga bahan perekat seperti CMC

mengandung karbohidrat dalam jumlah yang cukup
besar. Komponen karbohidrat ini diantaranya adalah
amilum dan selulosa. Amilum lebih mudah dicerna
daripada selulosa. Amilum dicerna oleh enzim
amilase. Bakteri amilolitik yang diperoleh dari
penelitian ini adalah bakteri yang menghasilkan enzim
amilase ekstraseluler. Enzim ini dibutuhkan untuk
merombak amilum yang terdapat dalam sisa pakan.
Sedangkan selulosa bersifat tidak dapat dicerna oleh
enzim pencernaan udang, sehingga dikeluarkan
kembali dalam bentuk feses udang. Perombakan
selulosa di lingkungan diperlukan enzim selulase.
Menurut Kumar et al. (2008) selulase dikelompokan
menjadi 3 kelompok utama yaitu endoglukanase,
sellobiohidrolase (exoglukanase), dan B-glukosidase.
Enzim  endoglukanase mengkatalisis pemecahan
ikatan internal rantai selulosa secara random.
Sedangkan sellobiohidrolase  menghidrolisis ujung
rantai dan membebaskan selobiosa. Enzim -
glukosidase hanya aktif terhadap selo-oligosakarida
dan selobiosa, dan melepaskan monomer glukosanya.
Seleksi aktivitas hidrolitik terhadap lipid yang
ditunjukan dengan terbentuknya endapan asam
lemak menunjukan bahwa isolat bakteri mempunyai
kemampuan menghasilkan enzim lipolitik (lipase).
Enzim ini merombak lipid menjadi lipid rantai pendek
dan asam lemak, yang selanjutnya akan digunakan
untuk pertumbuhan bakteri.

Kesimpulan

Berdasarkan hasil pengukuran zona hidrolitik
dan jumlah enzim hidrolitik ekstraseluler yang
dihasilkan dapat diseleksi kandidat bakteri probiotik
yang dapat dikembangkan sebagai konsorsium
probiotik untuk membersihkan tambak udang dari
bahan organik. Pada penelitian ini telah dapat
diseleksi 10 isolat bakteri yang mempunyai potensi
untuk dikembangkan sebagai agensia bioremediasi
tambak wudang, karena mempunyai kemampuan
untuk menghasilkan enzim proteolitik, amilolitik,
lipolitik dan selulolitik.
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