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Abstrak

Di Indonesia kebutuhan enzim semakin.meningkat. Namun di indonesia sendiri belum
mampu memproduksi enzim dalam skala besar, sehingga masih bergantung pada Negara
lain. Enzim lipase secara luas bersumber pada hewan, tanaman,dan mikroorganisme.
Salah satu cara untuk mendapatkan enzim lipase dari bakteri adalah dengan cara
melakukan isolasi bakteri. Penelitian ini bertujuan mendapatkan isolat bakteri penghasil
enzim lipase dari Rusip Ikan Bandeng pasca fermentasi 7 hari. Uji penghasil enzim lipase
bakteri dilakukan:pada media Tributirin Agar (TA) yang ditandai adanya pembentukan
zona bening disekitar koloni. Selanjutnya uji kemampuan memfermentasi laktosa
menggunakan media MacConkey Agar (MC) dan uji patogenias menggunakan media
Blood Agar Plate (BAP)dari hasil penelitian ini diperoleh 3 isolat bakteri yaitu FRCC-1,
FRCC-2 dan FRCC-3 yang seluruhnya. merupakan bakteri lipolitik dan berdasarkan
karakteristik pada media MC 2 dari 3 isolat bakteri bersifat mampu memfermentasi
laktosa dan BAP bersifat nonpatogen. Demikian dari ketiga isolate bakteri yang diperoleh
dari penelitian ini berpotensi untuk digunakan dalam industri pangan. Isolate yang sudah
dikarakterisasi isolate tersebut brpotensi untuk diapikasikan di bidang industri pangan dan
kesehatan.

Kata kunci : Enzim lipase, rusip ikan bandeng, bakteri lipolitik,

Abstact

In Indonesia, the need for enzymes is increasing. However, Indonesia itself has not been
able to produce enzymes on a large scale, so it still depends on other countries. Lipase
enzymes are widely sourced from animals, plants and microorganisms. One way to get
the lipase enzyme from bacteria is by isolating the bacteria. The aim of this study was to
obtain lipase-producing bacteria isolates from milkfish Rusip after 7 days of
fermentation. Bacterial lipase-producing test was carried out on Tributirin Agar (TA)
medium which was marked by the formation of a clear zone around the colony.
Furthermore, the test of the ability to ferment lactose using MacConkey Agar (MC)
media and pathogenicity test using Blood Agar Plate (BAP) media from the results of this
study obtained 3 bacterial isolates, namely FRCC-1, FRCC-2 and FRCC-3 which were all
lipolytic bacteria and based on The characteristics of MC 2 media of 3 bacterial isolates
were able to ferment lactose and BAP was non-pathogenic. Thus, the three bacterial
isolates obtained from this study have the potential to be used in the food industry.
Isolates that have been characterized by these isolates have the potential to be applied in
the food and health industry.
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1. PENDAHULUAN

Lipase merupakan enzim yang mampu menghidrolisis lemak menjadi asam
lemak dan gliserol. Di Indonesia kebutuhan enzim semakin meningkat. Namun di
indonesia sendiri belum mampu memproduksi enzim dalam skala besar, sehingga
masih bergantung pada Negara lain (Meliawati, 2016).

Enzim lipase secara luas bersumber pada hewan, tanaman,dan
mikroorganisme.(Gupta dkk., 2003). Salah satu cara untuk mendapatkan enzim
lipase dari bakteri adalah dengan cara melakukan isolasi bakteri untuk
menemukan isolat bakteri lipase. Isolasi bakteri penghasil enzim lipase dapat
dilakukan pada sampel makanan olahan hasil fermentasi ikan bandeng (rusip).

Rusip merupakan produk makanan tradisional berupa awetan ikan laut
terutama berbahan baku ikan bandeng yang diolah dengan cara fermentasi dengan
penambahan garam dan gula dalam jumlah tertentu. Bakteri asam laktat sering
ditemukan secara alamiah dalam Dbahan pangan khususnya pangan
fermentasi.(Smid dan Gorris, 2007). Selama proses fermentasi ikan terjadi proses
degradasi lemak menjadi asam-asam lemak. Degradasi lemak ini terjadi karena
adanya aktivitas enzim lipase yang secara alami terdapat dalam bahan pangan atau
yang dihasilkan oleh mikroorganisme yang tumbuh dalam bahan pangan
fermentasi selain itu, degredasi lemak juga disebabkan terjadinya hidrolisis lemak
(Aryanta, 1994). Perlu dilakukan isolasi bakteri penghasil lipase guna
mendapatkan informasi mengenai tingkat patogenitas bakteri yang nantinya dapat
dimanfaatkan dalam skala besar.

Media yang digunakan untuk mendapatkan enzim lipase yaitu media
Tributirin. Media Tributirin merupakan media selektif untuk menumbuhkan dan
menyeleksi bakteri penghasil lemak dalam mendegradasi lemak. Media Tributirin
dibuat dari intisari peptik jaringan hewan, ekstrak ragi, dan agar (Gupta dkk.,
2003). Hasil dari media tributirin terdapat zona bening disekitar koloni (Arifiani,
2018). Ketika suatu organisme menghasilkan lipase dan memecah tributirin, halo
yang jernih mengelilingi area di mana orgamisme penghasil lipase telah tumbuh
(Abruzzi, 2003). Uji akivitas lipolitik dilihat dari indeks lipolitik yang terbentuk.

Indeks lipolitik merupakan nisbah antara zona bening dan diameter koloni.
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Semakin besar indeks lipolitik yang dihasilkan semakin besar enzim yang

dihasilkan oleh isolat. Indeks lipolitik diperoleh menggunakan rumus berikut :
DB-DK

Indeks lipolitik :

Ket :
DB : Diameter zona bening (mm)
DK : Diameter Koloni (mm)
2. METODE
Alat dan Bahan
Bahan utama untuk isolasi, pemurnian dan seleksi isolate bakteri yaitu
sampel rusip ikan, medium_Nutrien Agar, agar Macconkey (MC), agar darah
(BAP).

Alat utama untuk fermentasi ikan bandeng adalah botol bermulut lebar,
kantong plastik dan kotak untuk penyimpanan fermentasi. Untuk isolasi,
pemurnian dan seleksi isolate bakteri, alat yang digunakan adalah cawan petri,
tabung reaksi steril, Bunsen, inkubator, autoclaf, mikropipet, tip steril.

Prosedur

Jenis penelitian ini adalah penelitian eksperimental. Tempat penelitian
dilaksanakan di Laboratorium Mikrobiologi Universitas Muhammadiyah
Semarang. Waktu peenelitian dilaksanakan mulai bulan Juni — Juli 2020.
Pengenceran sampel dilakukan dengan cara yang pertama menumbuk sampel
hingga halus dengan mortar sebanyak 1 g, dimasukkan kedalam tabung reaksi lalu
ditambahkan larutan NaCl fisiologis hingga 10 ml. Selanjutnya, sebanyak 6
tabung reaksi steril masing-masing tabung diisi dengan larutan NaCl fisiologis
sebanyak 9 ml, kemudian tabung reaksi diberi label pengenceran 10, 102, 107,
10, 107 dan 10°®°. Sampel dipipet sebanyak 1 ml kemudian dimasukkan kedalam
tabung pengenceran 10, Pengenceran dilakukan secara bertingkat hingga 10°°.
Sampel hasil dari pengenceran selanjutnya diinokulasi pada media NA. setelah
diinkubasi selama 24 jam pada temperatur 37°C diamati morfologi koloni yang
terpisah-pisah selanjutnya dilakukan pewarnaan Gram ( Eticha dkk., 2017). Isolasi

bakteri lalu dipurifikasi dengan menggunakan media NA sebanyak 3 kali atau
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sampai diperoleh koloni murni dan tidak campur dengan koloni lain. Koloni hasil
purifikasi diinokulasi pada media MC Agar dan Media BAP kemudian diinkubasi
selama 1x24 jampada suhu 37°C. Lalu koloni bakteri yang tumbuh diamati.
Koloni yang dipilih dari media BAP vyaitu bakteri dengan tipe gama hemolisis,
yaitu koloni yang tidak dapat menghemolisa sel darah merah (Buxton, 2005).
Selanjutnya pada media MC agar koloni yang dipilih yaitu koloni yang
menghasilkan warna merah muda pada media yang menunjukkan kemampuan
memfermentasi laktosa. Uji penghasil enzim lipase oleh bakteri dengan
patogenitas rendah atau disebut non patogen vyaitu dilakukan dengan
menggunakan media Tributirin Agar..Sampel bakteri yang lolos kemudian diuji
patogenitas dan diinokulasi-pada media Tributirin Agar kemudian di inkubasi
selama 2x24 jam pada suhu 37°C. bakteri yang tumbuh dan membentuk zona
bening jika ditambhakan iodin 1%, sekitar koloni pada media Tributirin Agar
adalah bakteri yang mampu menghasilkan enzim lipase.
3. HASIL DAN PEMBAHASAN
Gambaran umum Rusip Ikan Bandeng, memiliki bau khas yaitu asam. Hasil dari
isolasi bakteri sampel Rusip Ikan Bandeng ditemukan 3 isolat berbeda dapat
dilihat pada tabel 1.

Tabel 1. Karakteristik Morfologi isolat Bakteri

Kode Bentuk Warna Ukuran Tepi Elevasi  Konsistensi

FRCC-1 Bulat  Kuning 0,4cm  Entire Convex Smooth

FRCC-2 Bulat Putih keruh 0,3cm  Undulate Flat Smooth

FRCC-3 Bulat Putih keruh 0,2cm  Entire Convex Smooth

Koloni bakteri yang ditemukan dari isolasi bakteri pada sampel Rusip lkan
Bandeng kemudian diidentifikasi karakteristik dan jenis bakteri berdasarkan
pewarnaan Gram (Darmawati dkk., 2015). Hasil pewarnaan bakteri dapat dilihat

pada tabel 2.
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Tabel 2. Tabel 4.1 Karasteristik Bakteri pada Pewarnaan Gram

Kode sampel | Karasteristik bakteripada pewarnaan gram
FRCC-1 Gram (-) Coccus (+) duplo
FRCC-2 Gram (+) Coccus (+) bergerombol
FRCC-3 Gram (-) basil (+) soliter

Gambar 1. Hasil dari Purifikasi koloni bakteri dari sampel Rusip

Ikan Bandeng.

Gambar 2. Hasil fermentasi laktosa menggunakan media MacConkey (MC).
FRCC-1mampu memfermentasi laktosa, FRCC-2 tidak mampu
Memfermentasi laktosa, dan FRCC-3 mampu memfermentasi laktosa sebagian.

Hasil isolat dari purifikasi yang murni pada gambar 1 kemudian diuji
kemampuan memfermentasi laktosa dan tingkat patogenitasnya menggunakan
media MC dan BAP. Hasil dari seleksi media MC ditunjukkan pada gambar 2.
Berdasarkan gambar yang ditunjukkan pada gambar 2 terlihat bahwa kode isolat

FRCC-1 mampu memfermentasi laktosa, kode isolat FRCC-2 tidak mampu
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memfermentasi laktosa, sedangkan kode isolat FRCC-3 mampu memfermentasi
laktosa sebagian atau lambat.

Gambar 9. Hasil Uji Pagtogenitas Mikroorganisme menggunakan Media Blood
Agar Plate (BAP). P3, P4 dan PS5 tidak mampu mendestruksi sel darah merah y hemolisis.

Hasil dari uji Patogenitas mikroorganisme menggunakan media Blood Agar
Plate (BAP) yaitu pada isolat FRCC-1, FRCC-2 dan FRCC-3 y — hemolisis (non
hemolisis) tidak mampu mendestruksi sel darah merah sehingga tidak mampu
mengubah warna medium disekitar koloni. Umumnya bakteri yang tidak mampu
mendestruksi sel darah merah atau tipe y hemolisis (gama hemolisis) merupakan

bakteri non patogen.

Gambar 3. Hasil uji kemampuan Bakteri Penghasil Lipase menggunakan
media selektif Tributirin Agar (TA).
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Berdasarkan hasil yang ditunjukkan pada gambar 3 bahwa 3 isolat tersebut
mampu menghasilkan zona bening disekitar koloni. Dengan adanya zona bening
di sekitar bagian yang ditumbuhi bakteri, hal tersebut menunjukkan bahwa isolat
bakteri mampu menghasilkan enzim lipase yang dapat menghidrolisis lemak.

Ikan Bandeng selain kandungan protein yang cukup tinggi ikan bandeng
juga kaya akan kandungan asam lemak omega 3 yang mencapai 14,2 % dari total
lemak (Balai perikanan, 2004). Degradasi lemak ini terjadi karena adanya
aktivitas enzim lipase yang secara alami terdapat dalam bahan pangan atau yang
dihasilkan oleh mikroorganisme yang tumbuh dalam bahan pangan fermentasi
selain itu, degredasi lemak juga disebabkan terjadinya hidrolisis lemak (Aryanta,
1994).

Selain bakteri yang menghasilkan enzim pendegredasi lemak, ke tiga isolate
tersebut merupakan bakteri yang berpatogen rendah. Hal tersebut berarti dari ke 3
isolat tersebut memenuhi kriteria untuk digunakan pada skala luas.

4. KESIMPULAN

Proses isolasi bakteri dari Rusip lkan Bandeng menghasilkan 3 koloni
bakteri yaitu FRCC-1, FRCC-2 dan FRCC-3. Dari hasil uji aktivitas bakteri
penghasil enzim lipase terbukti semua isolat yang terpilih menghasilkan zona
bening yang berarti menghasilkan enzim lipase. Sedangkan hasil seleksi
patogenitas ketiga isolat tersebut bersifat nonpatogen atau berpatogen rendah.
Dengan demikian ketiga isolat bakteri yang diperoleh dari penelitian ini
berpotensi untuk digunakan dalam industri pangan.
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