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ABSTRAK

Limbah pada sedimen tambak bandeng berupa bahan organik, bersumber dari sisa pakan dan hasil metabolisme. Limbah ini
mengandung protein yang tinggi, apabila tidak diproses dengan baik dapat mencemari lingkungan perairan. Aktinomisetes merupakan
organisme tanah yang memiliki peran penting dalam proses dekomposisi bahan organik dengan bantuan enzim. Penelitian ini
bertujuan untuk mengisolasi aktinomisetes yang mampu menghasilkan enzim protease. Jenis penelitian yang dilakukan yaitu
deskriptif eksploratif. Sampel sedimen diambil dari dasar tambak ikan bandeng Kecamatan Tugu, Semarang pada 2 titik outlet tambak
dengan metode coring modifikasi. Proses isolasi dilakukan menggunakan media IM5, IM6, IM7 dan IM8 dengan metode pour plate,
sedangkan purifikasi dengan media IM6 dan IM8 menggunakan metode streak plate. Isolat diskrining dengan media spesifik Skim
Milk Agar untuk melihat zona hambat di sekitar koloni sehingga diketahui Indeks Proteolitik (IP). Sebanyak 11 dari 17 isolat
aktinomisetes mampu memproduksi enzim protease, tiga isolat berasal dari media IM6 dan 8 isolat dari media IM8. Diperoleh tiga
isolat dengan kemampuan paling baik dalam menghasilkan enzim protease dengan nilai IP diatas 1,5, yaitu isolat VTB 1.1, VTB 1.2
dan YTB 1.2. Penelitian lanjutan perlu dilakukan untuk membuktikan bahwa ketiga isolat tersebut mampu menjadi agen
pendekomposisi kandungan protein berlebih pada sedimen tambak.

Kata kunci: Aktinomisetes; Bahan Organik; Indeks Proteolitik; Sedimen; Tambak
ABSTRACT

Waste in milkfish pond sediment comes from feed residues and metabolic products. This waste contains high protein, if not processed
properly it can pollute the aquatic environment. Actinomycetes are soil organisms that have an essential role in decomposing organic
matter with the help of enzymes. This study aims to isolate actinomycetes capable of producing protease enzymes. The type of
research conducted is descriptive exploratory. Sediment samples were taken from the bottom of the milkfish pond, Tugu District,
Semarang at two outlet points with a modified coring method. The isolation process was carried out using IM5, IM6, IM7, IM8 media
with the pour plate method, while the purification with IM6 and IM8 media used the streak plate method. The isolates were screened
with a specific medium, Skim Milk Agar to see the zone of inhibition around the colony so that the Proteolytic Index (IP) was known.
As many as 11 of the 17 actinomycetes isolates were able to produce protease enzymes, three isolates came from IM6 media and 8
isolates from IM8 media. Three isolates were obtained with the best ability to produce protease enzymes with IP values above 1,5,
namely isolates VTB 1.1, VTB 1.2 and YTB 1.2. Further research needs to be done to prove that the three isolates are capable of
being a decomposition agent for excess protein content in pond sediments.

Keywords: Actinomycetes; Organic Matter; Pond; Proteolytic Index; Sediment

PENDAHULUAN Menurut KKP (2018), pengembangan budidaya air payau
memiliki porsi potensi penggunaan lahan hingga mencapai 2,8
Ikan Bandeng (Chanos chanos) merupakan salah satu juta ha, tetapi pemanfaatannya diperkirakan baru sekitar 21,64

jenis produk unggulan budidaya tambak selain udang, rumput % atau seluas 605.000 ha.
laut, kerapu dan kakap (Ichdayati et al., 2013). Bandeng Kurangnya pengoptimalan lahan tambak di pesisir
menjadi fokus pemerintah karena komoditas ini merupakan Indonesia mendorong pemerintah, melalui Kementerian
salah satu komoditas yang dominan dibudidayakan di tambak. Kelautan dan Perikanan (KKP) untuk mengeluarkan kebijakan
Pengembangan  komoditas  ini  diharapkan ~ mampu terkait pembangunan perikanan budidaya yaitu pembangunan/
membangkitkan kembali lahan tambak yang mangkrak (kurang revitalisasi tambak udang dan bandeng yang merupakan Major
berfungsi) dan kurang intensif (Hikmayani dan Putri, 2014). Project Rencana Pembangunan Jangka Menengah Nasional
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(RPIMN) 2020-2024. Sejalan dengan strategi tersebut, perlu
dilakukan manajemen pengelolaan limbah tambak yang baik
sehingga kualitas lingkungan perairan tetap terjaga.

Menurut  Aprilia et al. (2018), pada aktivitas
pertambakan mengalami penurunan kualitas air tambak akibat
dari masukan bahan organik terutama sisa pakan yang terbuang
secara langsung maupun tidak langsung. Sisa pakan dan feses
yang terakumulasi di sedimen akan berubahmenjadi polutan.
Limbah tambak seperti sisa pakan yang terurai merupakan
beban polutan di perairan umum. Dari pandangan ekonom
menurut Wossink dan Denaux (2002) bahwa proses produksi
yang tidak efisien merupakan penyebab mendasar terjadinya
polusi.  Bahan-bahan organik yang dapat terakumulasi di
sedimen tambak antara lain adalah karbohidrat dan protein.
Tingginya kadar protein pada sedimen tambak apabila terurai
di dalam air akan berubah menjadi senyawa ammonium (NHs")
dan amonia (NHz"). Menurut Boyd (1979), amonia merupakan
senyawa yang berbahaya dan tidak diperbolehkan ada dalam
suatu perairan karena akan menurunkan kadar oksigen terlarut
(DO) dan menyebabkan penyempitan pembuluh darah pada
insang. Lebih lanjut berdasarkan Rudiyanti et al. (2009)
dilaporkan bahwa nilai total beban pencemaran dari posfat total
pada tambak bandeng di Pasar Banggi, Rembang saat
pengukuran pasang: 2541,15 ton/th dan pada pengukuran surut:
201,9 ton/th, parameter amoniak pada pengukuran pasang:
116329,53 ton/th dan pengukuran surut: 14367,75 ton/th
sedangkan pada parameter nitrit untuk pengukuran pasang:
12050,1 ton/th dan pengukuran surut: 2612,28 ton/th. Dari
hasil yang diperoleh dapat ditarik kesimpulan bahwa nilai
beban pencemaran paling besar disumbangkan oleh parameter
amoniak.

Protease merupakan enzim yang mampu menghidrolisis
ikatan peptida pada protein menjadi oligopeptida dan asam
amino.penting dan memiliki nilai ekonomi yang tinggi karena
aplikasinya sangat luas (Syafie et al., 2013). Berbagai enzim,
khususnya protease mikroba, paling banyak digunakan di
berbagai sektor perusahaan, seperti tekstil, deterjen, kulit,
pakan, limbah. Karena mereka melakukan fungsi sintetik dan
degradatif, protease ditemukan dimana-mana, seperti pada
tumbuhan, hewan, dan mikroba. Protease juga dianggap
sebagai alternatif bahan kimia dan bioindikator yang ramah
bagi alam dan lingkungan (Razzaq et al., 2019).
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Aktinomisetes merupakan salah satu mikroorganisme
yang hidup di tanah (soil organism) dan merupakan organisme
heterotrof yang memanfaatkan bahan organik pada sedimen
untuk sumber makanannya. Menurut Tuna dan Uzel (2007),
aktinomisetes alkalifilik MA1-1 diisolasi dari sampel sedimen
Teluk Izmir, Turki dan hasilnya diketahui bahwa isolat ini
sebagai penghasil protease alkali ekstraseluler paling baik dari
isolat aktinomisetes lain yang dimiliki. Putri et al. (2018)
melakukan penelitian tentang identifikasi aktinomisetes
sedimen air tawar dan aktivitasnya sebagai anti-bakteri dan
pelarut fosfat. Hasilnya ditemukan bahwa genera Streptomyces,
Actinomadura, dan Kitasatospora mampu mengeksresikan
asam organik dalam proses pengasaman yang akan melepaskan
fosfat terikat menjadi fosfat bebas.

Sejauh ini belum ditemukan publikasi yang meneliti
tentang fungsi aktinomisetes sebagai agen penghasil enzim
protease dari sedimen perairan tambak ikan bandeng di
Kecamatan Tugu, Semarang. Penelitian ini perlu dilakukan
dengan tujuan untuk mengisolasi aktinomisetes dari sedimen
tambak ikan bandeng dan melakukan skrining isolat mana saja
yang berpotensi menghasilkan enzim potease.

METODE PENELITIAN

Pemilihan lokasi penelitian dilakukan secara sengaja
(purposive) di Mangunharjo, Kecamatan Tugu, Semarang.
Metode yang digunakan dalam penelitian ini adalah jenis
deskriptif eksploratif dengan pendekatan secara kualitatif dan
kuantitatif. Pendekatan secara kualitatif dilakukan untuk
mengetahui jenis aktinomisetes yang terdapat di lokasi ini dan
mampu menghasilkan enzim protease. Pendekatan secara
kuantitatif dilakukan dengan cara menghitung nilai Indeks
Proteolitik (IP) dari masing-masing isolat aktinomisetes.

Waktu dan Tempat

Sampel sedimen diambil dari outlet pada 2 petak
tambak ikan bandeng di Mangunharjo, Kecamatan Tugu,
Semarang seperti yang disajikan pada Gambar 1. Uji
laboratorium dilaksanakan di Tropical Marine Biotechnology,
Gedung J, Fakultas Perikanan dan Ilmu Kelautan, Universitas
Diponegoro, Semarang. Penelitian dilakukan selama 7 bulan
yaitu pada Agustus 2020 hingga Februari 2021.

PETA LOKASI PENELITIAN
TAMBAK BANDENG MANGUNHARJIO
KECAMATAN TUGU, SEMARANG
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Gambar 1. Peta Lokasi Sampling di Tambak Ikan Bandeng (C. chanos) Mangunharjo, Kecamatan Tugu, Semarang
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Sampling

Pengambilan sampel dilakukan dari tepi tambak
menggunakan pipa paralon yang dimodifikasi menjadi
sediment core dengan satu ujung pipa tertutup dan ujung
lainnya dibiarkan terbuka. Metode ini disebut metode coring,
pipa paralon AW 3 inchi ditancapkan ke sedimen, kemudian
sampel sedimen yang berada 5-10 cm bagian bawah pipa
dimasukkan kedalam plastik ziplock steril dan disimpan dalam
cool box yang telah diisi ice gel beku agar komposisi mikroba
dalam sedimen tidak banyak berubah untuk kemudian diproses
di laboratorium (Ayuningrum et al., 2021).

Sterilisasi Alat dan Bahan

Seluruh alat dan bahan, kecuali sampel sedimen, yang
digunakan dalam proses penelitian harus disterilisasi terlebih
dahulu menggunakan autoklaf untuk menjaga kondisi agar
tetap steril tanpa kontaminasi. Sampel sedimen tidak
disterilisasi agar mikroba yang akan diamati tetap hidup.
Proses sterilisasi termal menggunakan uap jenuh di bawah
tekanan berlangsung di suatu bejana yang disebut autoklaf, dan
merupakan proses sterilisasi yang paling banyak dilakukan.
Suatu siklus autoklaf untuk media atau pereaksi adalah selama
15 menit pada suhu 121 °C kecuali dinyatakan lain
(Kurniawansyah, 2016). Uap panas basah mematikan mikroba
melalui proses koagulasi, denaturasi enzim dan protein
protoplasma mikroba, sedangkan untuk mematikan spora
diperlukan panas basah selama 15 menit pada suhu 121 °C
(Hadioetomo, 1985).

Proses sterilisasi pada media isolasi dan purifikasi
menggunakan autoklaf dengan suhu 121°C selama 20 menit.
Komposisi dari media yang digunakan dalam proses isolasi
adalah sebagai berikut (Bredholt et al., 2008): IM5 (agar asam
humat, dengan air laut), terdiri atas asam humat (1 g), K:HPO,
(0,5 g), FeSO4 * 7H,0 (1 mg), agar (20 g), vitamin B (1 mL),
air laut alami (0,5 L) dan aquades (0,5 L); IM6, terdiri atas
gliserol (0,5 g), pati (0,5 g), sodium propionat (0,5 g), KNO3
(0,1 g), asparagin (0,1 g), kasein (0,3 g), K:HPO4 (0,5 @),
FeSO, « 7H20 (1 mg), agar (20 g), vitamin B (1 mL), air laut
alami (0,5 L) dan aquades (0,5 L); IM7 (chitin agar, dengan air
laut) kitin, K;HPO4 (0,5 g), FeSO4 « 7H20 (1 mg), agar (20 g),
vitamin B (1 mL), air laut alami (0,5 L) dan aquades (0,5 L);
IM8, terdiri atas ekstrak malt (1 g), gliserol (1 g), glukosa (1 g),
pepton (1 g), agar (20 g), air laut alami (0,5 L) dan aquades
(0,5 L). Keempat jenis media isolasi tersebut digunakan untuk
memperbesar  peluang  terisolasinya  berbagai  jenis
aktinomisetes. Semakin banyak jumlah dan jenis isolat yang
terisolasi diharapkan mampu diperoleh isolat yang paling baik
dan berpotensi dalam menghasilkan enzim protease.
Konsentrasi pH seluruh media isolasi diatur dengan
penambahan NaOH hingga pH 8,2. Pengukuran pH dilakukan
dengan kertas pH meter.

Setelah proses sterilisasi perlu ditambahkan vitamin B
kompleks, Nystatin sebagai anti jamur dan juga Nalidixic acid
sebagai anti bakteri Gram negatif karena media yang
digunakan dibuat spesifik untuk aktinomisetes yang merupakan
bakteri Gram positif. Ketiga bahan tadi ditambahkan ke media
isolasi sebanyak 0,1% dari ml volume yang dibuat.

Sterilisasi media Skim Milk Agar (SMA) berbeda
dengan sterilisasi media lainnya, karena sifat protein yang
mudah rusak apabila dipanaskan pada suhu tinggi. Sterilisasi
SMA dilakukan 2 tahap, yang pertama adalah susu skim bubuk
yang dilarutkan dalam 50% dari total volume aquades

disterilisasi pada suhu 105 °C selama 5 menit. Komposisi
selain susu skim bubuk disterilisasi seperti biasa yaitu pada
suhu 120 °C selama 20 menit. Menurut Tennalli et al. (2012),
kultur bakteri diseleksi untuk mengetahui kemampuan produksi
protease pada skim milk agar (kasein 0,5%, yeast extract
0,25%, dekstrose 0,1%, susu skim bubuk 2,8% dan agar 1,5%).
Pelarut yang digunakan adalah 50% air laut dan 50% aquades.

Pengenceran Bertingkat

Sebelum isolasi, dilakukan proses pengenceran
dengan metode pengenceran bertingkat (serial dilution).
Menurut Wasteson dan Hornes (2009), tujuan dari pengenceran
bertingkat yaitu memperkecil atau mengurangi jumlah mikroba
yang tersuspensi dalam cairan. Perbandingan sampel dengan
pelarut yang digunakan yaitu 1 : 9. Sedimen tambak bandeng
ditimbang sebanyak 1 gram kemudian dimasukkan ke dalam
tabung reaksi yang berisi 9 ml air laut steril dan dihomogenkan.
Selanjutnya, diambil 1 ml cairan dari tabung sebelumnya dan
dimasukkan kedalam tabung berisi 9 ml air laut steril, proses
ini disebut pengenceran 10?. Begitu seterusnya hingga
diperoleh pengenceran 10,

Isolasi dan Purifikasi

Metode pour plate digunakan dalam proses isolasi
aktinomisetes (Sivanandhini et al, 2015). Sebanyak 35 pl
sampel dari seri pengenceran 10 dan 10® diteteskan kedalam
4 cawan petri kosong dengan mikropipet. Kemudian media IM
5, IM 6, IM 7 dan IM 8 dituang ke masing-masing cawan petri
dan diratakan. Setelah itu, petri diinkubasi selama 7 hari dalam
suhu ruangan 28 + 2 °C agar aktinomisetes dapat tumbuh
dengan baik. Menurut Sengupta et al. (2015), strain
aktinomisetes diinokulasi dan diinkubasi pada suhu 28 £ 2 °C
selama 7 hari. Sedangkan proses purifikasi dilakukan dengan
metode streak plate dengan menggoreskan isolat pada media
baru IM6 dan IM8 menggunakan tusuk gigi.

Karakterisasi Morfologi Isolat

Morfologi  koloni aktinomisetes diamati secara
makroskopis setelah 14 hari inkubasi pada suhu ruang. Aspek-
aspek yang diamati yaitu bentuk margin, elevasi, tekstur
permukaan, bentuk koloni, aerial hifa dan substrat hifa
mengacu pada Bergey’s Manual of Determinative
Bacteriology.

Skrining Aktivitas Enzim Protease

Isolat yang diperoleh dari proses isolasi dan purifikasi
kemudian di-dotting (di-inokulasikan 1 ose koloni bakteri
berbentuk bulat dnegan diamter 2-3 mm) pada media Skim
Milk Agar (SMA) dengan tusuk gigi steril. Menurut Tennalli et
al. (2012), kultur bakteri diseleksi untuk mengetahui
kemampuan produksi protease pada skim milk agar (kasein
0,5%, yeast extract 0,25%, dekstrose 0,1%, susu skim bubuk
1% dan agar 1,5%). Pelarut yang digunakan adalah 50% air
laut dan 50% aquades. Sterilisasi media SMA dilakukan 2
tahap, yang pertama yakni susu skim bubuk yang dilarutkan
dalam 50% dari total volume aquades disterilisasi pada suhu
105 °C selama 5 menit. Sedangkan komposisi selain susu skim
bubuk disterilisasi seperti biasa yaitu pada suhu 120 °C selama
20 menit.

Isolat diinkubasi pada suhu ruangan dan setelah itu
dilakukan pengukuran diameter koloni dan diameter zona
hambat pada hari ke 7, 10 dan 14 menggunakan jangka
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sorong.. Menurut Anggorowati et al. (2019), reaksi positif
bakteri yang memiliki enzim ekstraseluler protease akan
ditunjukkan apabila bakteri yang ditanam pada media selektif
Skim Milk Agar (SMA) menghasilkan zona bening (clear
zone) di sekeliling koloni. Indeks proteolitik didapatkan dengan
membandingkan diameter koloni aktinomisetes dengan
diameter zona hambat menggunakan rumus (Suryadi et al.,
2013):

d.Zona Bening
Indeks Proteolitik (IF) = ————

d. Koloni

Kemudian nilai IP dianalisis dengan memilih isolat
yang memiliki nilai IP diatas 1,5. Isolat tersebut dianggap
sebagai isolat yang memiliki kemampuan paling baik dalam
memproduksi enzim protease daripada isolat lainnya.
Pengukuran diameter koloni dan zona hambat menggunakan
Vernier Caliper dengan hasil satuan milimeter (mm).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Gambaran Umum Lokasi

Sampel sedimen yang digunakan dalam penelitian
diambil dari tambak ikan bandeng di Mangunharjo, Kecamatan
Tugu, Semarang. Pengambilan sampel dilakukan di 2 titik
sampling di 2 petak tambak yang berbeda. Stasiun terletak pada
garis lintang 6°57°20”S dan garis bujur 110°18°45”U. Titik
sampling terletak pada saluran pembuangan petak tambak.
Luas petak tambak cukup kecil dibandingkan dengan tambak
lain, namun pada petak tambak kedua lebih sejuk karena
terdapat pohon mangrove disekitarnya. Tambak berada dekat
dengan pemukiman penduduk, hanya berjarak kurang lebih 20
meter. Pengambilan sampel sedimen dilakukan pada hari Rabu,
24 Juni 2020 pukul 12.30 sehingga cuaca cukup terik. Pada
bulan ini, kondisi tambak ikan bandeng kosong karena ikan
sudah dipanen atau sudah memasuki masa pasca panen.
Karakteristik sedimen yang diambil dari kedua petak tambak
ini adalah berlumpur, berwarna hitam dan berbau. Karakteristik
ini dapat dikaitkan dengan pakan yang digunakan selama
proses produksi.

Sedimen yang diperoleh dari titik sampling tambak
ikan bandeng di Mangunharjo, Kecamatan Tugu, Semarang
memiliki karakteristik visual berwarna coklat keabu-abuan
dengan tekstur lembut seperti liat atau lempung. Menurut
Tefarani et al. (2019), ekosistem mangrove Mangunharjo yang
berlokasi di kecamatan Tugu, merupakan yang paling luas di
daerah Semarang dan menjadi wilayah mangrove percontohan
di Indonesia. Luas mangrove di daerah tersebut bertambah
secara pesat dari tahun 2012-2017, dari luasnya 19,78 Ha
menjadi 68,47 Ha. Menurut Chrisyariati et al. (2014), fraksi
tanah yang diambil dari sedimen di ekosistem mangrove
Mangunharjo didominasi oleh jenis pasir dan lumpur.
Sedangkan menurut penelitian Budi (2016), tekstur tanah dasar
tambak bandeng di Mangunharjo, Tugu, Semarang adalah
lempung berpasir berdebu dengan kisaran liat 21,17%, pasir
29,14% dan debu 46,33%.

Isolasi dan Purifikasi Aktinomisetes

Isolat aktinomisetes yang diperoleh dari proses isolasi
dan purifikasi sampel sedimen tambak ikan bandeng di
Kecamatan Tugu, Semarang Vyaitu sejumlah 17 isolat.
Sebanyak 12 isolat diperoleh dari titik sampling yang terletak

di saluran pembuangan petak 1 dan 5 isolat diperoleh dari titik
sampling di saluran pembuangan petak 2. Serasah mangrove
ditemukan pada dua petak tambak tempat sampling dilakukan.

Proses isolasi aktinomisetes dari sedimen tambak ikan
bandeng Kecamatan Tugu, Semarang dilakukan menggunakan
media IM 5, IM 6, IM 7 dan IM 8. Penamaan kode isolat di
depan kode titik sampling adalah berdasarkan jenis media yang
digunakan saat isolasi; kode X untuk isolat dengan media IM 5,
kode Y untuk isolat dengan media IM 6, kode V untuk isolat
dengan media IM 7, dan kode Z untuk isolat dengan media
IM8. Sedangkan untuk proses purifikasi hanya menggunakan
media IM 6 dan IM 8, karena setelah dilakukan beberapa Kkali
pengulangan, isolat aktinomisetes yang dimiliki tumbuh
optimal pada kedua jenis media tersebut. Menurut Bredholt et
al. (2008), jumlah tertinggi koloni mirip Streptomyces
ditemukan ketika sedimen Biologen 6m ditumbuhkan di agar
IM 6 (dimodifikasi Kuster).

Penggunaan empat jenis media berbeda pada tahap
isolasi bertujuan untuk memperbesar peluang didapatkannya
jenis isolat yang beragam, karena kandungan sumber karbon
dan sumber nitrogen pada media berpengaruh terhadap
pertumbuhan isolat aktinomisetes. Pati sebagai sumber karbon
dan kasein sebagai sumber nitrogen pada media 1MB6,
sedangkan pada media IM8 ekstrak malt sebagai sumber
karbon dan pepton sebagai sumber nitrogen mampu menyuplai
pertumbuhan aktinomisetes secara baik. Menurut Todar (2007),
media pertumbuhan yang baik merupakan media yang mampu
menyediakan sumber dan mineral-mineral lain yang
dibutuhkan dalam pertumbuhan maupun aktivitasnya. Menurut
Poernomo et al. (2017), beberapa sumber karbon yang
dibutuhkan untuk produksi protease diketahui amilum adalah
substrat terbaik, diikuti oleh natrium sitrat, asam sitrat dan
sukrosa. Di antara berbagai sumber nitrogen organik dan
anorganik NH4NOs telah diketahui yang terbaik.

Karakteristik morfologi seluruh isolat aktinomisetes
diamati secara makroskopis dengan melihat  bentuk
aktinomisetes secara kasat mata dari cawan petri. Pengamatan
secara makroskopis dilakukan setelah aktinomisetes tumbuh
sempurna selama sekitar 2 minggu atau 14 hari. Hal ini sejalan
dengan penelitian yang dilakukan oleh Alwi et al. (2020),
bahwa kultur aktinomisetes diinkubasi pada suhu 28 °C selama
10 hari dan diamati warna, bentuk, elevasi, pinggiran, tekstur
permukaan, dan warna di balik koloni; serta warna aerial
hypha (miselium udara), vegetative hypha (miselium substrat)
serta pigmen terdifusi. Koloni aktinomisetes membentuk
konsistensi mirip tepung dan menempel kuat pada permukaan
agar-agar, menghasilkan hifa dan konidia sporangia, seperti
jamur di media kultur (Dhanasekaran dan Jiang, 2016). Variasi
bentuk bakteri yang terjadi dipengaruhi oleh faktor lingkungan,
faktor makanan (medium tumbuh) dan suhu (minimum,
optimum, dan maksimum) (llyas, 2001).

Seluruh isolat yang diperoleh yaitu sebanyak 17 isolat
aktinomisetes diuji kemampuannya untuk menghasilkan enzim
protease. Hasil uji tersebut ditunjukkan dengan munculnya
zona bening jika isolat mampu menghsilkan enzim protease
(Gambar 2). Selanjutnya diamter zona bening dibandingkan
dengan diameter koloni untuk menentukan nilai Indeks
Proteolitik (IP). Hasil perhitungan Indeks Proteolitik (IP)
untuk masing-masing isolat aktinomisetes disajikan pada Tabel
2.
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Tabel 1. Hasil Karakterisasi Morfologi Isolat secara
Makroskopis Isolat Aktinomisetes dari Sedimen
Tambak Bandeng Mangunharjo, Kecamatan Tugu,

Semarang
Kode Margin Elevasi Bentuk Warna
Isolat
XTB 1.1 Irregular Flat Round Abu-abu
XTB 1.2 Irregular Flat Fillamentous Abu-abu
XTB 1.3 lrregular Flat Irregular Abu-abu
YTB 1.1 Irregular Convex Rough with Coklat
scalloped
margin

YTB 1.2 Irregular Hilly Irregular Abu-abu
YTB13 Wawy Ingrowing Irregular Putih

into

medium
YTB 1.4 lIrregular Ingrowing Round Kuning

into

medium
VTB 1.1 Irregular Convex Round Putih
VTB 1.2 Irregular Crateriform Round Putih
ZTB11 Wawy Convex Round Putih
ZTB12 Wawy Crateriform Round Kuning
ZTB 1.3  Irregular Hilly Round Abu-abu
XTB 2.1  Irregular Hilly Irregular Putih
XTB 2.2 Irregular Hilly Irregular Coklat
XTB 2.4  Irregular Hilly Irregular Kuning
VTB 2.1 Irregular Flat Irregular Abu-abu
VTB 2.2 Irregular Convex Irregular Abu-abu

Tabel 2. Hasil Perhitungan Indeks Proteolitik (IP) dari seluruh
Isolat (17 isolat) Aktinomisetes

Indeks Proteolitik

Kode Isolat Media Ulangan 1 Ulangan 2
(mm) (mm)
XTB 1.1 IM6 1,57 1,04
XTB 1.2 IM6 1,5 -
XTB 1.3 IM8 1,3 1,34
YTB 1.1 IM6 1,13 1,06
YTB 1.2 IM6 1,47 2,12
YTB 1.3 IM6 - -
YTB 1.4 IM6 - -
VTB 1.1 IM8 1,96 2,83
VTB 1.2 IM8 1,99 2,92
ZTB 1.1 IM8 - -
ZTB 1.2 IM8 - -
ZTB 1.3 IM8 1,42 -
XTB 2.1 IM8 1,02 1,35
XTB 2.2 IM8 1,35 1,2
XTB 2.4 IM8 1,36 1,49
VTB 2.1 IM8 1,29 1,03
VTB 2.2 IM8 1,62 1,15

Penggunaan nilai Indeks Proteolitik (IP) adalah karena
dengan menggunakan metode analisis ini hasil yang diperoleh
akan lebih netral. Apabila hanya dilihat dari diameter zona
hambatnya saja, akan mengurangi objektifitas dalam
pengamatan karena tidak ada pembanding. Hasil pengamatan
pada tabel 2 menunjukkan bahwa sebelas isolat diketahui
mampu menghasilkan enzim protease dengan kisaran nilai IP
antara 1,04 hingga 2,92. Tiga isolat dengan nilai IP paling baik

dari ulangan 1 maupun ulangan 2 yaitu isolat VTB 1.1, VTB
1.2 dan YTB 1.2. VTB 1.1 menghasilkan nilai IP 1,96 pada
ulangan 1 dan 2,83 pada ulangan 2. Isolat VTB 1.2
mendapatkan nilai IP 1,99 pada ulangan pertama dan 2,92 pada
ulangan kedua. Sedangkan untuk isolat YTB 1.2 memperoleh
nilai IP pada ulangan 1 sebesar 1,47 dan pada ulangan 2 yaitu
2,12. Sehingga dari perolehan nilai IP tersebut, dapat
disimpulkan bahwa ketiga isolat memiliki kemampuan yang
lebih baik dalam mensekresi enzim protease daripada 11 isolat
lainnya.

(@) (b)
Gambar 2. Skrining enzim protease pada isolat VTB 1.1, VTB
1.2 dan YTB 1.2; a. Tampak atas, b. Tampak bawah

Gambar 2 diatas menunjukkan hasil dari proses
skrining enzim protease yang telah diinkubasi selama 14 hari.
Pengamatan zona hambat pada proses skrining enzim
dilakukan pada hari ke-7, hari ke 10 dan hari ke-14, tetapi hasil
yang digunakan hanya pada saat hari ke-14 karena selama
kurun waktu tersebut zona hambat masih terus bertambah.
Zona hambat dapat dilihat dengan terbentuknya area bening
yang mengelilingi koloni isolat aktinomisetes. Menurut
Anggorowati et al. (2019), reaksi positif bakteri yang memiliki
enzim ekstraseluler protease akan ditunjukkan apabila bakteri
yang ditanam pada media selektif Skim Milk Agar (SMA)
menghasilkan zona inhibisi (clear zone) di sekeliling
koloni.

Ada dua faktor yang mempengaruhi kinerja bakteri
dalam menghasilkan enzim protease, salah satunya adalah
kandungan media yang digunakan sebagai sumber nutrisi. Skim
Milk Agar (SMA) mengandung banyak nutrisi seperti kasein,
kalsium, kalium, magnesium, fosfor dan lain-lain. Kandungan
dalam kasein adalah fosfoprotein yang dapat terikat dengan
kalsium untuk membentuk kalsium kalsinat. Zona bening yang
terbentuk pada media SMA di sekitar koloni bakteri
menunjukkan bahwa protease menghidrolisis molekul kasein
pada substrat menjadi peptida (protein sederhana) dan asam
amino. Enzim yang disekresikan oleh bakteri secara konstan
berada di dalam sel (konstitutif) dan diinduksi dengan
pemberian substrat tertentu (inducible) dalam produksi konten
media (Nurkhasanah dan Widodo, 2015). Menurut penelitian
Tuna dan Uzel (2007), produksi protease pada aktinomisetes
bervariasi dengan masing-masing sumber karbon. Adanya
fruktosa, pati, maltosa dan glukosa D (+) menghasilkan
produksi protease yang lebih tinggi. Aktivitas spesifik tertinggi
diperoleh dengan menggunakan sumber karbon pati/ starch.

Faktor selanjutnya yang dapat mempengaruhi
aktivitas enzim dalam menghidrolisis protein adalah suhu.
Menurut penelitian Perwendha et al. (2020), bakteri mampu
tumbuh pada kisaran suhu 30-50 °C, dan mampu menghasilkan
zona bening pada cawan berisi susu skim. Zona bening yang
dihasilkan merupakan indikasi bahwa strain mensekresi
aktivitas enzim proteolitik (protease) ke dalam medium dan
mampu mendegradasi susu skim sebagai satu-satunya sumber
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karbon. Zona hidrolisis yang dihasilkan pada agar-agar dapat
dikaitkan dengan jumlah protease yang dihasilkan oleh
mikroba.

KESIMPULAN

Isolasi aktinomisetes dari sedimen dasar tambak
bandeng (Chanos chanos) di Mangunharjo, Kecamatan Tugu,
Semarang diperoleh sebanyak tujuh belas isolat dengan
karakteristik morfologi yang berbeda-beda secara makroskopis.
Sebanyak sebelas isolat diketahui mampu menghasilkan enzim
protease dengan terbentuknya zona hambat di sekitar koloni.
Tiga isolat paling potensial yaitu VTB 1.1, VTB 1.2 dan YTB
1.2 memiliki nilai IP diatas 1,5.
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