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ABSTRAK

Alginat, polisakarida dari alga cokelat laut, banyak dimanfaatkan untuk antitumor, antiinflamasi, dan juga
antivirus. Namun, alginat memiliki berat molekul yang besar yang membuatnya sulit dicerna oleh
beberapa organsime. Oleh akrena itu, penting untuk mencari enzim alginate lyase untuk memotong
alginate secara enzimatis. Tujuan penelitian ini adalah mendapatkan isolat bakteri yang menghasilkan
enzim alginat lyase dari Sargassum polycystum. Isolasi bakteri penghasil alginat lyase dilakukan dengan
mengkoleksi rumput laut Sargassum polycystum. dari Pantai Sebalang, Tarahan, Lampung Selatan
kemudian bakteri diisolasi dengan metode pengenceran. Koloni yang didapat dimurnikan dan diseleksi
dengan menggunakan uji aktivitas Aktivitas alginat lyase ditandai dengan adanya zona bening di sekitar
koloni setelah ditetesi dengan larutan 10% setil piridinium klorida, serta diidentifikasi secara morfologi,
biokimia dan molekuler menggunakan gen 16S-rDNA. Pada penelitian ini diperoleh empat isolat yang
mempunyai aktivitas alginat lyase, yaitu PTF, PTE, PTH dan PTG dengan indeks alginolitik tertinggi adalah
isolat PTF dan PTH. Hasil uji biokimia dan karakterisasi secara molekuler menunjukkan isolat PTH dan PTF
memiliki kemiripan dengan jenis bakteri Bacillus cereus.

Kata kunci : Alginat, Enzim Alginat Lyase, Bacillus cereus, Rumput Laut Coklat

ABSTRACT

Alginate, polysaccharide from marine brown algae, is widely used for antitumor, anti-inflammatory, and
also antiviral. However, alginate has large molecular weight that difficult to digest in some organsims.
Therefore, it is important to look for the alginate lyase enzyme to break down the alginate. The purpose
of this study was to obtain bacterial isolates that produce alginate lyase enzymes from Sargassum
polycystum. Isolation of alginate lyase-producing bacteria was carried out by collecting Sargassum
polycystum. from Sebalang Beach, Tarahan, South Lampung then the bacteria were isolated by the
dilution method. The colonies obtained were purified and selected using qualitative (clear zone) and semi-
quantitative activity tests, and identified morphologically, biochemically and molecularly using the 16S-
rDNA gene. In this study, 20 pure bacterial isolates were obtained with one isolate having alginate lyase
activity, namely PTF and PTH. The results of biochemical tests and molecular characterization showed that
the isolate was Bacillus cereus.

Keywords : Alginate, Alginate Lyase Enzyme, Bacillus cereus, Brown Algae

PENDAHULUAN coklat memiliki kandungan senyawa aktif
yaitu alginat dengan rendeman dari berbagai

Sargassum  polycystum  merupakan jenis alga coklat berkisar antara 10-40%
salah satu jenis alga coklat yang memiliki  (Sinurat & Merliani, 2017; Laksanawati,
kandungan alginat yang tinggi. Rumput laut 2017). Alginat merupakanan salah satu
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senyawa yang banyak dimanfaatkan untuk
antitumor, antiinflamasi, dan juga antivirus
(Fernando et al, 2019; Dousip et al., 2014;)
serta imunostimulan (Setyawan et al., 2020;
2021), selain itu alginat bersifat biodegradasi
karena dapat menurunkan konsentrasi
tembaga secara adsorptif dari dalam air
(Pratama et al., 2022) dan ammonia melalui
imobilisasi bakteri (Setyawan et al., 2022).
Alginat merupakan hidrokoloid alami
suatu polimer panjang yang disusun oleh dua
unit monomerik, yaitu B-D- mannuronic acid

dan a-L-guluronic acid. Alginat memiliki
berbagai kelemahan sehingga
penggunaannya menjadi terbatas karena

berat molekul yang besar yakni 500-1000
kDa (Sinurat & Marliani, 2017) maka untuk
mengatasinya adalah dengan pemecahan
molekul pendegradasi alginat pada proses
enzimatik, yaitu enzim alginat lyase.

Enzim alginat lyase dapat mengkatalisis
pemecahan alginat dengan mekanisme
eliminasi B dari ikatan glikosil 4-O dan
menghasilkan 4-deoxy-L-erythro-hex-4-
enepiranosi luronat pada ujung gugus non
reduksi dari oligosakarida yang dihasilkan
(Gacesa, 1992). Pemanfaatan enzim alginat
lyase yaitu produksi oligosakarida,
pengaturan sifat polisakarida, dan analisis
struktur polisakarida (Surbaryono et al.,
2013).

Bakteri penghasil alginat lyse vyang
didapatkan dari rumput laut dalam penelitian
Subaryono, 2015 penghasil enzim alginat
lyase dari alga coklat Sargassum crassifolium

adalah isolat S245 vyang teridentifikasi
sebagai Bacillus megaterium, isolat S235
yang teridentifikasi sebagai Bacillus

thuringiensis, isolat S155 yang teridentifikasi
sebagai Bacillus cereus, dan isolat S215 yang
teridentifikasi sebagai Bacillus
pseudomycoides. Penelitian Wang et al.,
2017 menyatakan bakteri penghasil alginat
lyase dengan aktivitas enzim tertinggi dari
alga Laminaria Japonica adalah LJ-3 yakni
genus Bacillus sp. Berdasarkan berbagai
uraian diatas, dapat diketahui bahwa potensi
rumput laut ini cukup besar karena
pertumbuhannya yang cepat dan tersebar
hampir di semua Perairan Indonesia karena
indonesia memiliki gelombang kuat dan dasar
berkarang, namun pemanfaatan rumput laut
masih terbatas sehingga perlu adanya
pengelolaan wilayah pesisir secara maksimal,
maka dalam penelitian ini dilakukan
penapisan (screening), identifikasi dan uji
aktivitas alginat lyase dari bakteri yang
bersimbion dengan Sargassum polycystum
yang dikoleksi dari perairan Lampung dengan

harapan mampu menghasilkan enzim alginat
lyase sebagai pendegradasi alginat.
Berdasarkan uraian diatas maka perlu
dilakukan penelitian untuk mendapatkan
isolat bakteri yang menghasilkan enzim
alginat lyase dari Sargassum polycystum
yang dikoleksi dari perairan Lampung.

METODE PENELITIAN

Rumput
diperoleh dari

laut Sargassum polycystum
perairan Tarahan Lampung
Selatan, Provinsi Lampung. Media
pertumbuhan bakteri seperti Nutrien Agar
diperoleh dari Oxoid, Co Ltd. Bahan kimia
untuk pengujian aktivitas enzim seperti
Cetylpyridinium chloride, H202, dan KOH 3%.
Isolasi bakteri penghasil alginat lyase
Sargasssum polycystum. dibilas dengan
menggunakan air laut steril pada cawan petri
steril. Setelah itu Sargasssum polycystum.
dipotong kemudian digerus menggunakan
mortar kemudian diambil 1 g. Pengenceran
sampel dilakukan dengan menggunakan air
laut steril agar mendapatkan koloni bebas.
Pengenceran dilakukan hingga 103
selanjutnya, diambil 150 pl sampel hasil
pengenceran dan masing-masing dituang di
atas media NA (nutrien agar) dan disebarkan
menggunakan L-glass. Inkubasi dilakukan
pada suhu 30 °C selama 72 jam. Koloni
bakteri yang tumbuh kemudian diisolasi
kembali pada media baru dengan komposisi
yang sama dan di inkubasi selama 24 jam
pada suhu 37 °C sampai mendapat isolat
murni.

Uji aktivitas alginat lyase dengan cara
isolasi bakteri kedalam media miring selama

24 jam lalu diberi NaCl setengah dari
kapasitas media miring lalu ambil 100 ul
bakteri, dikultur pada media NA vyang

mengandung 1 mg/ml natrium alginat. Kertas

cakram vyang sudah diberi larutan CPC
(Cetylpyridinium  chloride) kemudian di
tempelkan di media NA yang sudah

disebarkan bakteri. Inkubasi dilakukan pada
suhu 37 °C selama 24 jam. Terbentuknya
zona bening disekeliling bakteri menunjukkan
adanya aktivitas alginat lyase. Kemudian diuji
semi kuantitatif dengan melakukan hal yang
sama namun dengan tiga kali ulangan dan
dihitung diameter zona bening dan diameter
koloni diukur dengan rumus sebagai berikut:

@ Zona Bening — @ Koloni Bakteri

X 0,
@ Koloni Bakteri 100%

Indeks Alginolitik =

Identifikasi bakteri dilakukan terhadap
bakteri yang memiliki indeks aktiviatas
alginat lyase vyakni dilakukan dengan
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pengamatan secara morfologi, biokimia dan
genetik. Pengamatan secara morfologi
terhadap koloni bakteri yang tumbuh pada
media agar dilakukan Untuk pengamatan
makroskopik dilakukan secara langsung
dengan melihat morfologi koloni bakteri
yaitu: bentuk koloni (bulat, seperti akar, atau
tidak beraturan), warna, ukuran, bentuk,
tepian (mulus, bergelombang, bergerigi, dan
filamentus), dan elevasi koloni (datar, naik,
dan cembung) (Suryani & A'yun, 2022).
Identifikasi secara biokimia dilakukan dengan
melihatkemampuan  bakteri  dalam  uji
katalase, uji gram dan uji oksidatif/
fermentatif isolat dengan umur isolat yaitu 24
jam. Selanjutnya identifikasi secara genetik
dilakukan dengan uji sequencing 16S rDNA
terhadap isolat bakteri yang sudah berumur
24 jam. Primer vyang digunakan untuk
amplifikasi 16S rDNA adalah fragment 27F 5'
(AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG) dan 1492R
5' (TAC GGY TAC CTT GTT ACG ACT T) dan
kemudian dibuat pohon filogenetik yang
diperoleh dari program tersebut.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Karakteristik Isolat Bakteri yang Positif
Memproduksi Alginat Lyase

Isolat bakteri murni yang diperoleh
adalah 20 isolat yang mana terdapat empat
di antaranya positif yang ditunjukkan oleh
adanya zona bening di sekeliling koloni
setelah ditetesi larutan 10% Cetylpyridinium
chloride atau teridentifikasi sebagai bakteri
yang positif menghasilkan alginat lyase yang
dapat dilihat pada Gambar 1.

Nilai indeks alginolitik isolat bakteri PTF

adalah 5,8 =+0,16, isolat PTH adalah
5,98+0,21, PTE 1,31+0,67, dan PTG
0,95+0,13. Dua isolat  yang positif

menghasilkan alginat lyase ini memiliki nilai
indek alginolitik yang cukup besar (indek
alginolitik >2), sedangkan dua isolat lainnya
memiliki indeks alginolitik yang kecil (Tabel
1). Hasil pengamatan morfologi bakteri
penghasil alginat lyase secara makrokospir
ditampilkan pada Tabel 1 terlihat bahwa
untuk keempat isolat tersebut memiliki
kesamaan baik segi warna maupun bentuk
serta elevasinya.

Berdasarkan perbedaan sifat biokimianya,
bakteri dapat diidentifikasi dengan cara
membandingkan hasil pengujian dengan data
isolat yakni PTE, PTF, PTH dan PTG (Tabel 2).
Keempat isolat merupakan golongan bakteri
gram positif, hal ini terlihat dari hasil uji bahwa
tidak terbentuknya lendir dari pencampuran

Tabel 1. Karakteristik koloni bakteri yang
positif menghasilkan alginat lyase

. Karakteristik Isolat Bakteri
Jenis

Indek
isolat isti
Karakteristik alginolitik*
PTE Warna koloni krem,
bentuk koloni bulat,
tepian mulus dengan 1,31+0,67
elevasi datar
PTF Warna koloni krem,
bentuk koloni bulat,
tepian bergerigi dengan 5,31+0,16
elevasi cembung
PTH Warna koloni krem,
bentuk koloni bulat,
tepian bergerigi dengan 5,98+0,21
elevasi cembung
PTG Warna koloni krem,
bentuk koloni tidak
beratu!‘a.n, teplarT 0,950 13
bergerigi dengan elevasi
cembung
* Nilai merupakan rerata dari tiga kali

ulangan dengan standar deviasinya

Gambar 1. Isolasi bakteri dari Sargassum
polycystum. vyang menunjukkan aktivitas
alginat lyase. Keterangan: Gambar
merupakan hasil uji kualitatif yang mana
tanda panah merah merupakan zona bening
yang terbentuk.

bakteri dan KOH 3% sedangkan hasil uji
katalase yang telah dilakukan menunjukan
bahwa dari empat isolat tersebut positif
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terhadap H202 3 %, hal ini terlihat dari hasil
uji bahwa terbentuknya gelembung dari
pencampuran bakteri dan H202 3 %. Hasil uji
oksidasi fermentatif yang telah dilakukan
menunjukkan bahwa dari empat isolat yakni
bersifat fermentatif, hal ini terlihat dari hasil
uji bahwa adanya perubahan warna pada
kedua media yang awalnya berwarna hijau
kini berubah menjadi kuning.

Hasil pengamatan biokimia lalu diuji
sequensing 16S TrRNA dengan melihat
kemiripan isolat PTF dan PTH dengan bakteri
Bacillus cereus dengan menunjukan nilai 99%

yang dapat dilihat pada Gambar 2.

Hasil uji kualitatif mempunyai aktivitas
alginolitik dengan kisaran antara 0,95 mm
sampai 5,98 mm. Dua dari empat isolat
memiliki aktivitas tertinggi yakni isolat PTH
dengan nilai 5,98 mm diikuti oleh PTF senilai
5,31 mm. Adanya indeks aktivitas alginolitik
ini adalah gambaran perbandingan dari
besarnya diameter koloni bakteri dengan
besarnya zona bening disekitar koloni yang
terbentuk, hal ini dilakukan untuk
mengetahui atau memprediksi jumlah enzim
yang di produksi. Subaryono et al (2015)

Tabel 2. Hasil uji biokimia bakteri penghasil alginat

Jenis uji
Isolat Uji gram KOH 3% Uji katalase H202 3% Uji O/F
PTF + + Fermentatif
PTH + + Fermentatif

Gambar 2. Pohon Filogenetik Berdasarkan
Endofit Sargassum Polycystum

Gambar 3. Pohon Filogenetik Berdasarkan Sekuen Gen 16S rRNA dari Isolat Bakteri

Endofit Sargassum Polycystum

- Barcillus mycoides(gi:NR_0D36880)
Bacillus reyscoides(gi:NR_024697)
Bacillus mycoides(ai:AMT47229)
Bacillus wiedmanniilgi: KU198626)
Bacillus towonensis(gi:NR_121761)
Bacillus pseudormycoides(gi: AMT47226)
- Barcillus cereus(gi:NR_115526)
Bacillus cereuslgi:KY&28813)
PTF_contig_1

Bacillus cereusigi:NR_115714)

- Barcillus cereus(gi:NR_074540)

Sekuen Gen 16S rRNA dari Isolat Bakteri PTF

Bacillus wiedmanniilgi: KU193626)
Bacillus toyonensis(gi:NR_121761)
Bacillus mycoides(gi:NR_036880)
Bacillus mycoides(gi:NR_024697)
Bacillus mycoides(gi:AM7472239)
Bacillus cereus(gi:NR_115714)

Bacillus pseudormycoides|oi: AMT47226)
Bacillus cereus(gi:NR_074540)

Bacillus cereusl(gi:NR_112630)
_contig_1

Bacillus cereuslgi:NR_115526)

PTH
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menyatakan bahwa jika zona bening yang
terbentuk > 2 mm maka dapat dikatakan
bakteri tersebut memiliki aktivitas alginolitik
yang besar. Hal ini sesuai dengan penelitian
Sawant et al (2015) dan Subaryono et al
(2015) yang menguji aktivitas alginolitik
menggunakan zona bening dengan larutan
Cetylpyridinium chloride (CPC) didapatkan
hasil alginolitik tertinggi 2,78 mm sampai
3,93 mm. Maka dalam penelitian ini hasil uji
kualitatif termasuk besar karena lebih dari 2 mm.
Morfologi pada isolat PTH, PTF, PTE dan
PTG menunjukan bahwa kempat isolat
memiliki beberapa kesamaan yakni berwarna
krem dengan bulat dan tidak beraturan,
elevasi vyakni ketinggian bakteri tumbuh
adalah rata dan cembung serta tepian mulus
dan bergerigi. Hasil uji morfologi ini sesuai
dengan beberapa penelitian juga melaporkan
hasil isolasi bakteri dari rumput Ilaut
mempunyai morfologi warna berwarna krem
dengan bentuk yang berbeda-beda yakni
bulat maupun tidak beraturan elevasi yang
datar dan serta tepian mulus dan bergerigi
(Wang et al., 2017; Nguyen et al., 2021)
Hasil uji biokimia menunjukkan bahwa
keempat bakteri ini memiliki sifat yang sama
yaitu Gram positif, katalase positif dan
fermentatif positif. Pengamatan sifat gram
menggunakan KOH 3% menunjukkan
adanya bakteri gram positif karena dinding
selnya memiliki lapisan peptidoglikan yang

tebal sehingga tidak dapat mendestruksi
dinding sel bakteri akibat berada dalam
larutan alkali tinggi.

Adanya sifat katalase positif

menunjukkan bahwa keempat bakteri ini
memiliki kemampuan memecah hidrogen
peroksida menjadi oksigen dan air. Hidrogen
peroksida termasuk racun bagi bakteri
karena bersifat toksik untuk susunan sel
bakteri dan dapat menginaktivasikan suatu
enzim (Pratiwi & Asri, 2022).

Berdasarkan hasil oksidatif/ fermentatif
bahwa keempat isolat bersifat fermentatif hal
ini dikarenakan media O/F berubah warna
hijau menjadi kuning. Media tersebut
berwarna kuning maka bakteri bersifat
anerob fakultatif yang mana dapat tumbuh
baik ada oksigen maupun minim oksigen atau
bahkan tidak ada oksigen hal ini terjadi
karena bakteri mampu memetabolisme gula,
terlihat bahwa beberapa bakteri ini mampu
memanfaatkan glukosa pada kondisi anaerob
melalui proses fermentasi (Sinubu et al.,
2022).

Hasil 16S rDNA disajikan pada Gambar
2 dan 3 bahwa isolat PTF dan PTH memiliki
kemiripan dengan jenis bakteri Bacillus
cereus. adanya kesamaan ini dikarenakan

dari hasil biokimia terdapat persamaan yakni
dari uji Gram, katalase dan O/F untuk
meningkatkan spesifisitas terhadap bakteri
yang diujikan. Isolat PTF dan PTH ini memiliki
kemiripan dengan Bacillus cereus ID 99%,
sehingga kemungkinan besar isolat ini adalah
dari jenis Bacillus cereus. Pernyataan ini
didukung oleh Subaryono et al., 2015 dan
Moritania et al., 2019 bahwa Bacillus cereus.
merupakan bakteri yang bersifat gram positif
dengan morfologi berbentuk bulat berwarna
putih susu dengan tepian mulus dan elevasi
datar. Bacillus cereus bersifat aerobik sampai
anaerobik fakultatif yang artinya adalah
bakteri tersebut mampu respirasi secara
aerob maupun fermentatif serta katalase
mendapatkan hasil positif. Bakteri ini hidup
dalam rumput laut Sargassum polycystum hal
ini terjadi karena kondisi lingkungan tempat
rumput laut tersebut tumbuh memiliki
kesamaan vyaitu di laut serta bakteri jenis
Bacillus cereus mampu bertahan pada
lingkungan dengan kandungan NaCl yang
tinggi yakni 2-25% (Bhaktinagara., et al
2015; Tripathi et al., 2022).

Beberapa alga memerlukan vitamin
tertentu yang sering disuplai oleh bakteri
yang tumbuh menempel dan berasosiasi pada
rumput laut hal ini disebabkan karena adanya
simbiosis mutualisme antara keduanya
(Subaryono et al., 2015). Hal ini terlihat pada
penelitian Mulyasari et al (2015) bahwa hasil
isolasi bakteri dari rumput laut Sargassum sp
menghasilkan  aktivitas enzim  selulase
dengan memanfaatkan selulosa sebagai
komponen selulernya dan pada penelitian
juga terlihat bahwa isolasi dari rumput laut
Eucheuma cottonii menghasilkan Enzim
karagenase yang mendegradasi karagenan
(Zelvi et al., 2017).

Dalam penelitian ini alginat dalam
rumput laut Sargassum polycystum
dimanfaatkan sebagai sumber karbon oleh
jenis-jenis bakteri yang memiliki aktivitas
alginat lyase untuk menghasikan enzim
alginat lyase.

KESIMPULAN
Dari penelitian ini dapat disimpulkan
bahwa bakteri penghasil alginat Ilyase

berhasil diisolasi dari rumput laut Sargassum
polycystum. Bakteri yang memiliki nilai
indeks alginolitik tinggi adalah isolat PTF dan
PTH yang teridentifikasi Bacillus cereus.
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