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Abstrak

Enzim lipase berperan penting dalam berbagai bidang industri bioteknologi
kesehatan. Enzim lipase banyak dibutuhkan sedangkan suplai sangat terbatas. Salah satu
cara untuk mendapatkan enzim lipase darisadalah dengan melakukan isolasi bakteri untuk
menemukan isolat bakteri lipase:” Penelitian ini_bertujuan untuk mendapatkan isolat
bakteri penghasil enzim lipase dan mengetahui tingkat patogenitasnya menggunakan
sampel rusip ikan patin..Metode pemeriksaan menggunakan media Nutrient Agar (NA)
dan untuk mendeteksi bakteri penghasil lipase digunakan media Tributirin Agar.
Aktivitas lipase ditunjukan dengan adanya zona bening disekitar koloni. Seleksi
patogenitas menggunakan MacConkey Agar (MC) dan Blood Agar Plate (BAP). Proses
isolasi bakteri penghasil enzim lipase menghasilkan 4 isolat dengan morfologi yang
berbeda yaitu FRPH-1, FRPH-2, FRPH-3, dan FRPH-4. Dari hasil seleksi patogenitas
diperoleh 3 isolat bakteri yang bersifat tidak patogen yaitu FRPH-1, FRPH-2 dan FRPH-
4. Hasil seleksi enzim lipase menunjukkan isolat FRPH-1, FRPH-2 dan FRPH-4 mampu
menghasilkan enzim lipase dengan isolat FRPH-1 memiliki indeks lipolitik terbesar .
Dapat disimpulkan bahwa dari hasil penelitian ini isolat bakteri FRPH-1 berpotensi dapat
diaplikasikan dalam 'skala besar di berbagai bidang industri pangan dan kesehatan karena
mampu menghasilkan enzim lipase dan memiliki tingkat patogenitas yang rendah.
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Abstract

Lipase enzymes play an important role in various fields of the health
biotechnology industry. Lipase enzyme is needed while supply is very limited. One way to
get the lipase enzyme from bacteria is to isolate the bacteria to find lipase bacterial
isolates. This study aims to obtain lipase-producing bacterial isolates and to determine
the level of pathogenicity using catfish rusip samples. The examination method used
Nutrient Agar (NA) media and to detect lipase-producing bacteria used Tributirin Agar
media. Lipase activity is indicated by the presence of a clear zone around the colony.
Pathogenicity selection used MacConkey Agar (MC) and Blood Agar Plate (BAP). The
isolation process of lipase-producing bacteria produced 4 isolates with different
morphologies, namely FRPH-1, FRPH-2, FRPH-3, and FRPH-4. From the pathogenicity
selection results, 3 non-pathogenic bacterial isolates were obtained, namely FRPH-1,
FRPH-2 and FRPH-4. The results of lipase enzyme selection showed that FRPH-1,
FRPH-2 and FRPH-4 isolates were able to produce lipase enzymes with FRPH-1 isolates
having the largest lipolytic index. It can.be concluded that from the results of this study,
the FRPH-1 bacterial isolate could potentially-be applied on a large scale in various
fields of the food and health industry.

Keywords: Rusip, Ikan.patin, Enzim lipase, Bakteri lipolitik
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1. PENDAHULUAN

Enzim lipase berperan penting dalam berbagai bidang industri bioteknologi
kesehatan. Pemanfaatan pada enzim lipase mulai berkembang dalam potensinya
untuk membantu mengobati berbagai macam penyakit. Salah satu cara untuk
mendapatkan enzim lipase adalah dengan melakukan isolasi bakteri untuk
menemukan isolat bakteri lipase dan digunakan sampel makanan olahan hasil
fermentasi yang kaya akan lemak seperti pada ikan , udang, kerang dan
kebanyakan makanan seafood.

Pengolahan fermentasi yang telah dikenal masyarakat adalah ‘“Rusip”
(Juharni, 2013). Rusip merupakan-produk fermentasi makanan tradisional khas
dari daerah Bangka-Belitung berupa awetan ikan laut yang diolah dengan cara
fermentasi. Ikan yang memiliki kandungan lemak tinggi, diperkirakan pada saat
proses fermentasi akan terdapat bakteri pengkonsumsi lipase yang menghasilkan
enzim pendegradasi lipid, yaitu lipase. Salah satu ikan yang memiliki kandungan
lemak tinggi adalah ikan patin. (Dwiyitno, 2010).

Sampel rusip ikan patin yang telah difermentasi 7 hari di inokulasikan
kedalam media Nutrient Agar (NA), koloni yang tumbuh dipindahkan pada media
tributirin agar dan diinkubasi selama 48jam. Aktivitas lipase ditunjukan dengan
adanya zona bening disekitar koloni. Seleksi patogenitas dapat dilakukan
menggunakan media selektif bakteri pathogen MacConkey Agar (MC) dan
diperkuat menggunakan media Blood Agar Plate (Buxton, 2005).

Oleh karena itu, penting dilakukannya penelitian ini guna mengisolasi serta
melakukan uji tingkat patogenitas bakteri penghasil enzim lipase yang bersumber
dari rusip ikan patin. Dalam penelitian ini, proses degradasi lemak pada ikan patin
dilakukan dengan cara fermentasi . Hal ini perlu dilakukan agar peluang
diperolehnya bakteri non-patogen lebih tinggi. Meskipun sebenarnya proses
degradasi dapat terjadi dari proses pembusukan, namun hal ini tidak dilakukan
untuk menghindari diperolehnya bakteri yang bersifat patogen. Bakteri yang
bersifat non-patogen menjadi pra-syarat agar enzim lipase yang digunakan tidak
bersifat toksik, sehingga dapat diaplikasikan di dunia industri pangan (Rianasari,
2012).
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2. METODE

Alat dan Bahan

Bahan utama untuk isolasi, perhitungan, pemurnian dan seleksi isolat bakteri
adalah sampel rusip ikan patin pasca fermentasi 7 hari, akuades steril, medium
Nutrient Agar (Sigma, Jerman), MacConkeyagar, Blood Agar Plate, dan tributirin
agar (Sigma, Jerman). Bahan untuk identifikasi morfologi adalah Gram-staining
reagent set (Merck, Jerman).

Alat utama dalam pembuatan rusip adalah botol kaca tertutup steril,
kantong plastik zip dan pendingin. Untuk isolasi, pemurnian dan seleksi isolat
bakteri, alat utamanya adalah cawan.petri, tabung reaksi bertutup steril, laminar
UV, mikroskop binokular, bunsen, labu ukur, dan inkubator. Instrumen untuk
identifikasi morfologi, mikroskop optik, vortex, dan sentrifugator.

3. HASIL DAN PEMBAHASAN

3.1. Sampel Rusip Ikan Patin

Sampel rusip ikan patin segar dibeli di pasar tradisional Kedungmundu Semarang,
yang kemudian difermentasi selama 7 hari. Sampel tersebut memiliki karakteristik
rasa asin dan asam, serta aroma amis dan asam yang merupakan ciri khas produk

fermentasi.
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Gambar 8.
Sampel Rusip lkan Patin
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3.2. Isolasi Mikroorganisme

Sumber inokulum adalah rusip ikan patin pasca fermentasi 7 hari. Isolasi
bertujuan untuk menumbuhkan mikroba diluar lingkungan alamiahnya.
Pemisahan mikroorganisme dari sampel ini bertujuan untuk memperoleh biakan
bakteri yang sudah tidak bercampur lagi dengan bakteri lainnya. Prinsip dari
isolasi bakteri adalah memisahkan satu jenis bakteri dengan bakteri lainnya yang

berasal dari campuran bermacam-macam bakteri (Nur & Asnani, 2007).

Hasil isolasi rusip ikan patin terlihat pada Gambar 9 berikut :

FRPH-2

FRPH-3 FRPH-4

FRPH-1

Gambar 9.
Hasil Inokulasi pada Media Nutrient Agar (NA)
Hasil isolasi pada media NA yang terbaik yaitu pengenceran 10. Total koloni

bakteri yang ditemukan dari isolasi sampel rusip ikan patin pasca fermentasi 7
hari yaitu sebanyak 4 koloni bakteri murni dengan morfologi yang berbeda.

Karakteristik morfologi masing-masing isolat dapat dilihat pada tabel 8 berikut:
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Tabel 8.
Karakteristik Morfologi Koloni

No | Kode Isolat | Bentuk Warna Ukuran | Tepi Elevasi
(cm)

1 FRPH-1 Round Kuning 0,4 Smooth | Convex

2 FRPH-2 Round Kekuningan 0,3 Smooth | Convex

3 FRPH-3 Round Putih keruh 0,4 Smooth | Convex

4 FRPH-4 Round Putih 0,2 Smooth | Convex

3.3. Purifikasi mikroorganisme

Berdasarkan hasil isolasi bakteri yang telah dilakukan pada rusip ikan patin pasca
fermentasi 7 hari didapatkan.4 isolat unik. yang selanjutnya dilakukan tahap
pemurnian agar diperoleh biakan murni yang diinginkan tanpa ada kontaminan
dari mikroba lain (Ed-har et al, 2017). Hasil purifikasi isolat terpilih terlihat pada
gambar 10 berikut :

Gambar 10.
Hasil Purifikasi Bakteri Rusip Ikan Patin pada Media NA

3.4. Pengamatan Morfologi Bakteri

Identifikasi ini meliputi bentuk, elevasi, margin, ukuran, konsisten, warna, sifat.
Pengamatan mikroskopis meliputi morfologi sel dan warna. Bakteri gram-positif
akan berwarna biru keunguan, sedangkan bakteri gram-negatif akan berwarna
merah (Waluyo, 2005). Karakteristik morfologi sel bakteri dapat dilihat pada tabel
9 berikut:
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Tabel 9.
Karakteristik Morfologi Sel

No Kode Morfologi Koloni

Isolat Bentuk Warna Ukuran Tepi Elevasi Konsistensi Sifat
(cm)

1 FRPH-1 Round Kuning 0,4 Entire  Convex  Smooth Gram
positif
2 FRPH-2 Round Kekuningan 0,3 Entire Convex  Smooth Gram
negatif
3 FRPH-3 Round Putihkeruh 0,4 Entire Convex  Smooth Gram
positif
4 FRPH-4 Round Putih 0,2 Entire  Convex  Smooth Gram
negatif

Berdasarkan purifikasi yang telah dilakukan, didapatkan karakter
morfologi koloni yang berbeda, pada isolat FRPH-1, FRPH-2, FR.PH-3 dan
FRPH-4 koloni memiliki bentuk bulat, koloni FRPH-1 berwarna kuning, koloni
FRPH-2 berwarna kekuningan, koloni FRPH-3 berwarna putih keruh dan koloni
FRPH-4 berwarna putih, ukuran yang dimiliki koloni FRPH-1 dan FRPH-3
berukuran 0,4 cm, sedangkan koloni FRPH-2 lebih kecil yaitu 0,3 cm dan koloni
FRPH-4 0,2 cm. Tepi pada koloni FRPH-1, FRPH-2, FRPH-3, dan FRPH-4
adalah entire. Elevasi koloni FRPH-1, FRPH-2, FRPH-3, dan FRPH-4 berbentuk
melengkung (convex). Konsistensi koloni FRPH-1, FRPH-2, FRPH3, dan FRPH-
4 halus (smooth). Sifat koloni FRPH-1 dan FRPH-3 memiliki sifat gram positif,
sedangkan FRPH-2 dan FRPH-4 memiliki sifat gram negatif sehingga perlu
dilakukan pengamatan secara morfologi sel pada masing-masing isolat.

Pengecatan Gram pada setiap koloni bakteri hasil purifikasi bertujuan
untuk mengetahui bentuk dan keseragaman sel (Darmawati dkk., 2014,
Darmawati dkk., 2015). Hasil pengamatan morfologi sel secara mikroskopis

berdasarkan pengecatan Gram dapat dilihat pada Tabel 10 berikut:
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Tabel 10.
Karakter Morfologi Sel Bakteri Isolat Terpilih Pada Media NA

Kode Isolat Gambar Gram  Bentuk Susunan

Positif Basil Soliter
FRPH-1

Negatif Basil Soliter
FRPH-2

Positif ~ Coccus  Diplococcus
FRPH-3

Negatif = Coccus Soliter
FRPH-4

Berdasarkan hasil pengecatan gram isolat FRPH-1 memiliki bentuk batang
gram positif ditandai dengan sel berwarna ungu, sedangkan isolat FRPH-2
memiliki bentuk batang gram negatif ditandai dengan sel berwarna merah, isolat
FRPH-1 dan FRPH-2 memiliki susunan soliter, isolat FRPH-3 dan FRPH-4
berbentuk coccus, isoat FRPH-3 berwarna ungu sedangkan isolat FRPH-4
berwarna merah, isolat FRPH-3 memiliki susunan diplococcus sedangkan FRPH-
4 memiliki susunan soliter. Mekanisme pewarnaan gram didasarkan pada struktur

dan komposisi dinding sel bakteri. Bakteri gram negatif mengandung lipid atau
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substansi seperti lemak lebih tinggi daripada yang terkandung pada bakteri gram
positif. Dinding sel bakteri gram negatif juga lebih tipis daripada dinding sel
bakteri gram positif. Pada proses pewarnaan, perlakuan dengan etanol (alkohol)
ternadap bakteri gram negatif menyebabkan terekstrasinya lipid sehingga
memperbesar permeabilitas dinding sel bakteri gram negatif. Jadi kompleks ungu
kristal violet yang telah memasuki dinding sel selama langkah awal dalam proses
pewarnaan dapat diekstraksi. Karena itu bakteri gram negatif kehilangan warna
tersebut (Pelczar, 2010).
3.6. Uji Aktivitas Lipolitik menggunakan media Tributirin Agar

Media Tributirin Agar digunakan untuk mengetahui kemampuan suatu
organisme untuk menghasilkan exoenzyme, yang disebut lipase, yang
menghidrolisis minyak tributirin. Minyak Tributirin. membentuk zona jernih di
sekitar koloni. Ketika bakteri menghasilkan lipase dan memecah tributirin, zona
yang jernih akan terbentuk pada area di mana organisme penghasil lipase telah
tumbuh. Hasil uji enzim lipase terhadap isolat FRPH-1, FRPH-2, FRPH-3, FRPH-
4 menggunakan media tributirin ditunjukkan pada Gambar 11 berikut ini:

FRPH-1 FRPH-2 FRPH-3 FRPH-4

Gambar 13.
Pembentukan zona bening oleh bakteri FRPH-1, FRPH-2, FRPH-3, FRPH-4

Berdasarkan hasil uji aktivitas lipase menggunakan media selektif

Tributirin Agar menunjukkan 4 isolat terpilih mampu tumbuh dalam media
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selektif, namun hanya 3 isolat yang dapat menghasilkan zona bening. Isolat yang
memiliki aktivitas lipolitik tersebut yaitu isolat kode FRPH-1, FRPH-2, dan
FRPH-4 dengan diameter zona bening FRPH-1, 28 mm, FRPH-2 20 mm, dan
FRPH-4 27 mm. Zona bening yang terbentuk disekitar koloni bakteri
menunjukkan bahwa isolat bakteri mampu menghidrolisis Lipid menjadi senyawa
lebih sederhana yaitu asam lemak dan gliserol. Media yang tidak membentuk zona
bening menandakan lipid belum terhidrolisis. Isolat kode FRPH-3 menunjukkan
bahwa tidak ada reaksi hidrolisis lipid oleh enzim lipase yang dapat dihasilkan
dari bakteri tersebut. Indeks lipolitik bakteri FRPH-1, FRPH-2, FRPH-3, dan
FRPH-4 dapat dilihat pada tabel 11 berikut :

Tabel 11.
Indeks Lipolitik Bakteri

Kode Diameter koloni  Diameter Zona Indeks Keterangan
Isolat (cm) Bening (cm) Lipolitik
FRPH-1 0,8 2,8 2,9 +
FRPH-2 0,6 2,0 28 +
FRPH-3 1,4 1,4 0 -
FRPH-4 N5 g0 1y +

(+) = ada aktivitas

(-) =tidak ada aktivitas

Berdasarkan perhitungan indeks lipolitik bakteri penghasil enzim lipase
dari rusip ikan patin, kode isolat FRPH-1 memiliki indeks lipolitik tertinggi yaitu
3,5, kemudian FRPH-2 dan FRPH-4 memiliki indeks lipolitik 2,3 dan 1,7.
Sedangkan FRPH-3 tidak memiliki aktivitas hidrolisis lipid oleh enzim lipase
yang dapat dihasilkan dari bakteri sehingga FRPH-3 tidak memiliki aktivitas
indeks lipolitik.

3.5. Uji Fermentasi Laktosa Menggunakan Media MacConkey (MC)
Pengujian ini digunakan untuk isolasi bakteri gram negatif dan
membedakan fermentasi laktosa dari bakteri gram negatif tidak memfermentasi
laktosa. Sifat selektif dari media ini dikaitkan dengan kristal violet dan garam
empedu yang merupakan penghambat untuk sebagian besar bakteri gram positif.
Merah netral adalah indikator pH yang berwarna merah pada pH dibawah 6,8 dan

10
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tidak berwarna pada pH lebih besar dari 6,8 (Aryal, 2018). Hasil uji fermentasi
laktosa dan non laktosa fermenter masing-masing isolat koloni bakteri
ditunjukkan pada Gambar 11 berikut ini:

Gambar 11.
Hasil Seleksi-Bakteri Laktosa Fermenter Pada Media MC

Berdasarkan hasil-uji patogenitas menggunakan media MacConkey Agar (MC)
didapatkan hasil pada isolat FRPH1, FRPH-2, dan FRPH-4 dapat
memfermentasikan  laktosa, sedangkat isolat FRPH-3 tidak dapat
menfermentasikan laktosa yang ditandai dengan hasil uji bakteri tidak
memperlihatkan " perubahan pada media. Umumnya bakteri yang mampu
melakukan fermentasi laktosa merupakan bakteri yang memiliki tingkat

patogenitas rendah (Pamungkas dkk, 2018).

3.6. Uji Fermentasi Laktosa Menggunakan Blood Agar Plate (BAP)

Pada media BAP bakteri non-patogen tidak mampu melisiskan darah
(Ethica, 2018). Media BAP berfungsi membedakan bakteri berdasarkan
kemampuan dalam menghemolisis sel darah merah (Willey dkk., 2009). Ada 3
tipe hemolisis yaitu, B-hemolisis, a-hemolisis, y-hemolisis. Bakteri tipe -
hemolisa dapat mendestruksi sel darah merah serta hemoglobin secara sempurna
sehingga menghasilkan zona jernih disekitar koloninya. Bakteri dengan a-
hemolisa mampu mendestuksi sel darah sebagian sehingga menghasilkan warna
hijau disekitar koloni. Bakteri y-hemolisia tidak mampu mendestruksi sel darah
merah sehingga tidak mampu mengubah warna media di sekitar koloni

11
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(Leboffe dan Pierce, 2011). Hasil uji BAP masing-masing isolat koloni bakteri
ditunjukkan pada Gambar 12 berikut ini :

Gambar 12.

Isolat bakteri yang menunjukkan pola y=hemolisa dan o-hemolisa pada media
BAP

Berdasarkan hasil uji tingkat patogenitas menggunakan media Blood Agar
Plate (BAP) didapatkan hasil pada isolat FRPH-1, FRPH-2, dan FRPH-4 tidak
mampu menghemolisa darah (y-hemolisia), sedangkan FRPH-3 mampu
menghemolisa darah sebagian (a-hemolisa) yang ditandai dengan hasil uji bakteri
FRPH-1, FRPH-2, dan FRPH-4 tidak memperlihatkan perubahan pada media,
sedangkan FRPH-3 mampu mendestuksi sel darah sebagian  sehingga
menghasilkan warna hijau disekitar koloni. Umumnya bakteri yang tidak
mampu menghemolisa darah merupakan bakteri yang memiliki tingkat

patogenitas rendah (Pamungkas dkk, 2018).

7. KESIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan maka dapat disimpulkan bahwa:
1. Dari sampel rusip ikan patin dipilih 4 koloni bakteri dengan morfologi yang
berbeda yaitu FRPH-1, FRPH-2, FRPH-3, dan FRPH-4

2. Dari 4 isolat, 3 isolat mampu menghasilkan enzim lipase dan 3 isolat memiliki
tingkat patogenitas rendah.

3. Dari 3 isolat yang mampu menghasilkan enzim lipase, isolat FRPH-1 memiliki

indeks lipolitik terbesar

12
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4. Dalam penelitian ini, isolat FRPH-1 merupakan isolat yang memenuhi kriteria
untuk diaplikasikan di dunia industri pangan dan kesehatan karena memiliki

tingkat patogenitas rendah serta mampu menghasilkan enzim lipase.
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