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ABSTRAK

Enzim protease dan selulase merupakan enzim yang banyak dibidang industri. Enzim ini dapat
diperoleh dari mana saja salah satunya yaitu bakteri. Bakteri penghasil enzim protease dan
selulase diketahui dapat ditemukan di berbagai tempat termasuk sedimen pantai. Penelitian ini
bertujuan untuk mendapatkan isolat bakteri penghasil enzim selulase dan protease dari sedimen
pantai Mangoli. Metode penelitian ini meluputi pengambilan sampel sedimen pantai, isolasi
dengan metode pengenceran bertingkat, permunian bakteri dengan metode streak plate, uji
aktivitas enzim protease, dan uji aktivitas enzim selulase. Hasil penelitian diperoleh sebanyak 8
isolat bakteri dari hasil isolasi pada sedimen Pantai Mangoli dengan morfologi koloni sebagian
besar circular, tepi entire, elevasi flat, tekstur smooth, dan pigmentasi cream. Berdasarkan hasil
uji aktivitas enzim didapatkan 7 isolat bakteri penghasil enzim protease diantaranya PS1, PS3,
PS4, PS5, PS6, PS7, dan PS8, serta 5 isolat bakteri penghasil enzim selulase diantaranya PS4,
PS5, PS6, PS7, dan PS8. Indeks proteolitik terbesar diperoleh pada isolat PS7 sebesar 1,1
(kategori sedang) dan indeks selulolitik terbesar diperoleh pada isolat PS6 sebesar 5,83 (kategori

tinggi).

Kata kunci: Carboxymethyl cellulose, Enzim, Proteolitik, Selulolitik

PENDAHULUAN

Enzim merupakan salah satu produk dari bioteknologi yang hingga saat ini masih tetap
menarik perhatian karena kegunaannya yang luas di berbagai bidang industri. Terdapat sekitar
75% jenis enzim yang dikomersialkan secara global termasuk dalam kelompok enzim hidrolase
(Ullah et al., 2022). Dari berbagai jenis enzim hidrolase, terdapat dua jenis enzim yang paling
banyak diaplikaskan di sektor industri yaitu protease dan selulase. Protease merupakan enzim
yang berperan dalam proses hidrolisis ikatan peptida dalam protein sehingga mengubahnya
menjadi oligopeptida serta asam amino (Herasari et al., 2022). Enzim protease banyak
diaplikasikan dalam produk makanan, produk kecantikan kulit, obat-obatan, deterjen, makanan,
minuman susu, tekstil (untuk mencegah felting pada wol dan digunakan dalam proses degumming
sutra), serta pengolahan limbah (Song ef al., 2023; Khan, 2025). Sedangkan selulase merupakan
enzim yang berperan dalam proses hidrolisis ikatan glikosidik yang terdapat di dalam selulosa
sehingga mengubahnya menjadi monomer glukosa (Septiani et al., 2019). Enzim selulase banyak
diaplikasikan pada berbagai bidang industri seperti farmasi, kertas, tekstil, pakan ternak,
minuman, makanan, detergen, dan bioetanol (Rosyida et al., 2018; Chakraborty et al., 2019).
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Enzim selulase dan protease dapat diperoleh dari berbagai sumber salah satunya yaitu bakteri.
Enzim yang dihasikan oleh bakteri pada umumnya lebih disukai dikararenakan mudah
diproduksi, produktivitas tinggi, stabilitas tinggi, dan hemat biaya (Fasim et al., 2021). Bakteri
yang dapat memproduksi enzim protease umumnya disebut sebagai bakteri proteolitik,
sedangkan bakteri yang dapat memproduksi enzim selulase disebut sebagai bakteri selulolitik.
Beberapa genus bakteri selulolitik yang telah teridentifikasi diantaranya Angiococcus,
Acetivibrio, Bacteroides, Bacillus, Cellfacicula, Cellivibrio, Cytophaga, Flavobacterium,
Micrococcus, Misrobispora, Streptomyces, Sorangium, Sporocytophaga, dan Thermonospora
(Rao, 1994; Syarifah et al., 2024). Adapun genus bakteri proteolitik yang telah teridentifikasi
diantaranya Bacillus, Proteus, Pseudomonas, Streptococcus, Staphylococcus, dan Vibrio (Osei-
Adjei et al., 2018; Afriansyah ef al., 2025).

Bakteri proteolitik dan selulolitik umumnya dapat ditemukan dimana saja termasuk di
sedimen pantai. Sedimen pantai telah diketahui kaya akan sumber daya hayati termasuk
keanekaragaman mikrobanya. Menurut Yoswaty et al. (2021) sedimen pantai mengandung
sejumlah besar bahan organik terlarut yang berperan sebagai sumber nutrisi untuk pertumbuhan
dan metabolisme bakteri. Penelitian terkait eksplorasi bakteri proteolitik dan selulolitik pada
sedimen pantai telah banyak dilaporkan, namun belum ada penelitian mengenai isolasi bakteri
proteolitik dan selulolitik dari sedimen pantai Mangoli.

Pantai Mangoli merupakan salah satu wilayah pesisir Indonesia yang terletak di Kecamatan
Mangoli Tengah, Kabupaten Kepulauan Sula, Maluku Utara. Pantai ini dikenal sebagai objek
wisata bahari dengan sedimen putih yang menjadi ciri khas dari wilayah pesisirnya. Selain
sebagai tempat wisata, pantai ini juga diketahui masih relatif alami sehingga berpotensi besar
untuk isolasi berbagai bakteri penghasil enzim. Berdasarkan hal tersebut, penelitian ini bertujuan
untuk mengisolasi dan menapis bakteri yang berpotensi sebagai agen penghasil enzim protease dan
selulase dari sedimen Pantai Mangoli, Maluku Utara. Hasil Penelitian diharapkan dapat
memperoleh isolat bakteri penghasil enzim selulase dan protease, selain itu penelitian ini
diharapkan juga dapat menjadi riset dasar terkait isolat bakteri dari sedimen pantai Mangoli
sehingga dapat dikembangkan untuk berbagai aplikasi.

METODE

Lokasi Pengambilan Sampel
Lokasi pengambilan sampel sedimen dilakukan di Pantai Mangoli, Kepulauan Sula, Provinsi

Maluku Utara, Indonesia. Sampel sedimen diambil pada kedalaman + 10 cm dan dimasukkan ke
dalam botol steril. Sampel kemudian disimpan dalam coolbox dengan suhu + 4°C.

Alat dan Bahan Penelitian
Alat yang digunakan pada penelitian ini diantaranya cawan petri disposable, erlenmeyer,

gelas ukur, tabung reaksi, tabung sentrifus, mikrotip, mikropipet, batang drigalski, sendok
pengaduk, inoculation loop, inoculation needle, penggaris, autoklaf, dan hot plate magnetic
stirrer.

Bahan yang digunakan pada penelitian ini diantaranya sampel sedimen pantai Mangoli,

nutrient broth, skim milk agar, carboxylmethyl cellulose, agar powder, iodin, akuades, dan
alkohol 70%.
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Prosedur Penelitian
Isolasi dan Pemurnian Bakteri

Sebanyak 1 gram sedimen pantai basah dimasukkan ke dalam tabung sentrifus yang berisi 9
ml akuades steril, kemudian dihomogenkan dan diperoleh pengenceran 10°'. Selanjutnya,
sebanyak 1 ml sampel dari pengenceran 10! dimasukkan ke dalam tabung sentrifus yang berisi 9
ml akuades steril, lalu dikocok hingga homogen dan diperoleh pengenceran 102, Pengenceran
dilakukan hingga seri 10'°. Masing-masing seri pengenceran diambil sebanyak 100 ul dan
diinokulasikan ke media Nutrient Agar (NA) dengan metode spread plate. Selanjutnya, medium
kultur diinkubasi di suhu ruang selama 24-48 jam. Koloni bakteri terbentuk, selanjutnya koloni
bakteri yang berbeda morfologi masing-masing diinokulasikan ke media NA dengan metode
streak plate dan diinkubasi di suhu ruang selama 24-48 jam (Ambeng et al., 2019). Koloni murni
yang diperoleh kemudian dianalisis morfologi koloninya menggunakan buku Bergey s manual of
determinatif bacteriology 9" edition dan digunakan untuk uji aktivitas enzim protease dan
selulase.

Uji Aktivitas Enzim Protease
Media yang digunakan yaitu media Skim Milk Agar (SMA). Media uji dibuat dengan

mencampurkan bubuk SMA dengan akuades, lalu dihomogenkan dan disterilisasi dengan
autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit. Media kemudian dituangkan ke dalam cawan petri.
Media SMA yang telah siap kemudian diinokulasikan isolat bakteri murni hasil isolasi dengan
metode tusuk. Medium kemudian diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C (Putri et al., 2023).

Indeks proteolitik kemudian dihitung menggunakan rumus sebagai berikut.

Ip a-b
b

Keterangan:

IP : Indeks Proteolitik
a : Diameter zona bening (cm)
b : Diameter koloni bakteri (cm)

Uji Aktivitas Enzim Selulase
Media yang digunakan yaitu media Carboxylmethyl Cellulose (CMC). Media uji dibuat

dengan mencampurkan bubuk CMC dan agar dengan akuades, lalu dihomogenkan dan
disterilisasi dengan autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit. Media kemudian dituangkan ke
dalam cawan petri. Media CMC yang telah siap kemudian diinokulasikan isolat bakteri murni
hasil isolasi dengan metode tusuk. Medium kemudian diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C
(Chusniasih et al., 2023). Pengamatan zona bening dilakukan dengan mewarna media
menggunakan larutan povidone iodine selama = 10 menit, lalu larutan yang tersisa dibuang. Hasil
Indeks selulolitik kemudian dihitung menggunakan rumus sebagai berikut.

a—b
b=
Keterangan:
IS : Indeks Selulolitik

a : Diameter zona bening (cm)
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b : Diameter koloni bakteri (cm)

Teknik Pengumpulan dan Analisis Data
Data yang diperoleh dalam penelitian ini meliputi data kualitatif dan data kuantitatif. Data

kualitatif meliputi karakteristik morfologi koloni bakteri hasil isolasi, dan adanya zona bening
yang terbentuk dari hasil uji aktivitas enzim protease dan selulase. Data kuantitatif meliputi hasil
pengukuran diameter zona bening, diameter koloni bakteri, serta indeks proteolitik dan
selulolitik. Data kemudian disajikan dalam bentuk tabel dan kurva, kemudian dianalisis secara
deskriptif.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Isolasi dan Karakterisasi Bakteri Sedimen Pantai Mangoli

Isolasi bakteri asal sedimen pantai mangoli dilakukan di satu titik lokasi. Menurut Jannah et
al. (2021) isolasi merupakan proses mendapatkan organisme yang diinginkan dengan cara
memindakan organisme tersebut dari lingkungannya ke media biakan buatan. Proses isolasi
kandidat bakteri penghasil enzim protease dan selulase menggunakan metode pengenceran
bertingkat dan spread plate. Pengenceran bertingkat pada sampel sedimen pantai bertujuan untuk
mengurangi kepadatan mikroba sehingga mempermudah untuk membedakan koloni bakteri.
Metode spread plate bertujuan untuk mendapatkan koloni bakteri aerobik dan memudahkan
pengamatan koloni. Saputri & Ardi (2025) menyatakan bahwa metode sebar menghasilkan
pertumbuhan koloni bakteri yang tersebar merata dipermukaan media yang berkontak langsung
dengan oksigen.

Berdasarkan hasil isolasi diperoleh sebanyak 8 isolat bakteri dari sedimen Pantai Mangoli
yang tumbuh pada media NA (Gambar 1). Delapan isolat bakteri tersebut diperoleh setelah
dilakukan pengenceran 107! sampai 10-'°. Koloni bakteri hasil pengenceran dipurifikasi dengan
metode streak plate kuadran. Metode streak plate kuadran umum digunakan untuk memisahkan
koloni bakteri yang diinginkan dari koloni lainnya dan memudahkan untuk karakterisasi
morfologi koloni bakteri (Suryani & Qurrota, 2022).

Gambar 1. Isolat Bakteri Asal Sedimen Pantai Mangoli (a) PS1, (b) PS2, (c) PS3, (d)
PS4, (e) PS5, (f) PS6, (g) PS7, (h) PS8
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Tabel 1. Karakteristik Morfologi Koloni Bakteri dari Sedimen Pantai Mangoli

Karakteristik Koloni
No solat Bakter pjameter Bentuk Tepi Elevasi Tekstur Pigmentasi
(cm)
1 PS1 0,3 Circular Entire Flat Smooth Yellowish-Cream
2 PS2 0,2 Circular Entire Flat Smooth Cream
3 PS3 0,4 Circular Entire Flat Smooth Cream
4 PS4 0,4 Circular Entire Flat Smooth Cream
5 PS5 0,45 Circular Entire Flat Smooth Cream
6 PS6 0,4 Irregular Undulate Flat Smooth Cream
7 PS7 0,3 Circular Entire Flat Smooth Cream
8 PS8 0,1 Puctiform Entire Flat Smooth Yellowish-Cream

Tabel 1 memperlihatkan hasil karakterisasi morfologi 8 koloni isolat bakteri asal sedimen Pantai
Mangoli, dimana isolat bakteri yang didapatkan memiliki karakteristik ukuran dan bentuk koloni yang
berbeda-beda. Sebagian besar isolat bakteri asal sedimen Pantai Mangoli memiliki bentuk circular, tepi
entire, elevasi flat, tekstur smooth, dan pigmentasi cream. Hasil identifikasi menggunakan buku
Bergey’s manual of determinatif bacteriology 9™ edition bentuk koloni tersebut diduga ciri khas
dari anggota bakteri genus Bacillus dan Staphylococcus. Isolat bakteri PS6 diduga bakteri dari
genus Bacillus dan Lactobacillus. Koloni bakteri dari isolat PS1 diduga termasuk anggota
Micrococcus, Streptococcus, dan Staphylococcus. Sedangkan, isolat bakeri PS8 yang memiliki
karakteristik koloni bentuk punctiform, tepi entire, elevasi flat, tekstur smooth, dan pigmentasi
yellowish-cream diduga kelompok Bacillus dan Micrococcus. Berdasarkan beberapa penelitian
diketahui bahwa bakteri dari genus Bacillus, Lactobacillus, Micrococcus, Staphylococcus, dan
Streptococcus dapat ditemukan di sedimen pantai (Quintero et al., 2018; Ambeng et al., 2019).

Hasil Uji Aktivitas Enzim Protease pada Isolat Bakteri Sedimen Pantai Mangoli
Berdasarkan hasil pengujian aktivitas enzim protease pada isolat bakteri asal sedimen Pantai

Mangoli diperoleh sebanyak 7 isolat bakteri positif menghasilkan enzim protease. Tujuh isolat
bakteri tersebut memperlihatkan adanya zona bening yang terbentuk pada media selektif SMA
(Gambar 2). Adanya zona bening menunjukkan bahwa isolat bakteri tersebut dapat mendegradasi
media SMA. Media SMA merupakan media selektif untuk pengujian bakteri proteolitik, dimana
media ini mengandung kasein. Kasein dapat dihidrolisis menggunakan enzim protease (Zhang et
al., 2021).

Pembentukan zona bening terjadi karena kasein pada media SMA terhidrolisis oleh enzim
protease yang dihasilkan isolat bakteri (Hengkengbala et al., 2021). Banyaknya isolat bakteri asal
sedimen Pantai Mangoli yang dapat menghasilkan enzim protease dapat disebabkan karenakan
sedimen pantai mengandung banyak sumber protein. Sumber protein pada sedimen pantai dapat
berasal dari sisa-sisa jasad organisme laut ataupun dari daratan yang terbawa dan terendap
(Jamaludin et al., 2021).
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Gambar 2. Hasil uji aktivitas enzim protease pada isolat bakteri asal
sedimen Pantai Mangoli

Tabel 2. Uji Indeks Proteolitik (IP) Isolat Bakteri dari Sedimen Pantai Mangoli setelah 24 Jam Inkubasi

Diameter Diamater Indeks
No Isolat Bakteri Zona Bening Zona Bening Koloni N
Proteolitik
(cm) (cm)
1 PS1 + 0,55 0,45 0,22
2 PS2 - 0 0 0
3 PS3 + 0,65 0,55 0,18
4 PS4 + 0,45 0,35 0,29
5 PS5 + 0,65 0,55 0,18
6 PS6 + 1 0,75 0,33
7 PS7 + 1,05 0,5 1,1
8 PS8 + 0,4 0,2 1

Keterangan: + (adanya zona bening), - (tidak adanya zona bening)

Tabel 2 menunjukkan bahwa isolat bakteri menghasilkan indeks proteolitik yang bervariasi.
Hal ini dikarenakan setiap bakteri memiliki kemampuan genetik dan tingkat produsi enzim
ekstraseluler yang berbeda-beda. Hasil perhitungan didapatkan isolat bakteri PS7 menghasilkan
indeks proteolitik tertinggi sebesar 1,1. Menurut Aliifah et al., (2023) menjelaskan kategori indek
proteolitik dibagi menjadi 3 yaitu tinggi (IP > 3), sedang (1>IP<3), dan rendah (IP < 1).
Berdasarkan kategori proteolitik menunjukkan bahwa isolat bakteri PS1, PS3, PS4, PS5, PSe6,
dan PS8 termasuk kategori rendah, sedangkan isolat bakteri PS7 termasuk kategori sedang.

Hasil Uji Aktivitas Enzim Selulase pada Isolat Bakteri Sedimen Pantai Mangoli
Berdasarkan hasil pengujian aktivitas enzim selulase pada isolat bakteri asal sedimen Pantai

Mangoli diperoleh sebanyak 5 isolat bakteri positif menghasilkan enzim selulase. Lima isolat
bakteri tersebut memperlihatkan adanya zona bening yang terbentuk pada media selektif CMC
(Gambar 3). Adanya zona bening menunjukkan bahwa isolat bakteri tersebut dapat mendegradasi
media CMC. Media CMC merupakan media selektif untuk pengujian bakteri selulolitik, dimana
media ini mengandung selulosa (Kartika & Muslimin, 2021).

Pembentukan zona bening terjadi karena substrat selulosa pada media CMC terhidrolisis oleh
enzim selulase yang dihasilkan isolat bakteri. Substrat selulosa yang terhidrolisis menyebabkan
tidak adanya ikatan glikosidik dengan pewarna (congo red, iodin, methylene blue) sehingga
menciptakan penampakan zona bening (Rori et al., 2019). Tidak adanya zona bening yang
dihasilkan dapat terjadi karena isolat bakteri tersebut tidak memiliki enzim selulase seperti
endoglucanase, exoglucanase, dan f-glucosidase (Lestari et al., 2024).
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Gambar 3. Hasil uji aktivitas enzim selulase pada isolat bakteri asal sedimen
Pantai Mangoli

Tabel 3. Uji Indeks Selulolitik (IS) Isolat Bakteri dari Sedimen Pantai Mangoli setelah 24 Jam Inkubasi

Diameter Diamater Indeks
No Isolat Bakteri Zona Bening Zona Bening Koloni .
Proteolitik
(cm) (cm)

1 PS1 - 0 0

2 PS2 - 0 0

3 PS3 - 0 0

4 PS4 + 0,45 0,25 0,8

5 PS5 + 0,7 0,5 0,4

6 PSé + 2,05 0,3 5,83

7 PS7 + 0,45 0,35 0.29

8 PS8 + 0,45 0,25 0,8

Keterangan: + (adanya zona bening), - (tidak adanya zona bening)

Tabel 3 menunjukkan bahwa isolat bakteri menghasilkan indeks selulolitik yang bervariasi.
Hasil perhitungan didapatkan isolat bakteri PS6 menghasilkan indeks selulolitik tertinggi sebesar
5,83. Menurut Fauziah & Muslimin (2020) menjelaskan kategori indeks selulolitik dibagi
menjadi 3 yaitu tinggi (IP > 2), sedang (1>IP<2), dan rendah (IP < 1). Berdasarkan kategori
selulolitik menunjukkan bahwa isolat bakteri PS4, PS5, PS7, dan PS8 termasuk kategori rendah,
sedangkan isolat bakteri PS6 termasuk kategori tinggi.

KESIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian, diperoleh 8 isolat bakteri yang ditemukan di sedimen pantai
Mangoli. Sebanyak 7 isolat bakteri diantaranya memiliki aktivitas proteolitik, serta 5 isolat
bakteri diantaranya memiliki aktivitas selulolitik. Isolat bakteri PS7 memiliki aktivitas proteolitik
tertinggi sebesar 1,1 dan termasuk kategori sedang, sedangkan isolat bakteri PS6 memiliki
aktivitas selulolitik tertinggi sebesar 5,83 dan termasuk kategori tinggi.
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