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Abstract

Enzymes are important in the technology industry and hydrolytic enzymes, such as chitinase
and protease are commonly Uifd for it. Various types of microorganisms such as bacteria can
produce hydrolytic enzymes. Sponge-associated bacteria are excellent sources of extracellular
EERirolytic enzymes because the surface and internal spaces of sponges are richer in nutrients.
The aim of this study was to isolate and screen the bacteria of the sponge Dragmacidon sp
symbiotic from Manado Bay, North Sulawesi that producing chitinase and protease [#$ymbiont
bacteria were grown in Zobell 1226 E medium with a dilution of 10-4. Bacterial isolation was carried
out based on the morphological characteristics of the colony. Chitinase and protease activity was
carried out by growing each bacterial isolate in ch and protein media at 360C for 48 hours.
Chitinase and protease activities were indicated by the formation of a clear zone around the
bacterial colony, however, the clear zone for chitinase activity was observed after pouring the
Lugol's solution. Based on this study, 8 isolates bacteria of the symbiotic spongy Dragmacidon sp
from Manado Bay, North Sulawesi were isolated based on morphological characteristics. The
colony of the bacteria is generally white with an irregular shape. Four isolates, namely 1, 2, 3, and
8 had chitinase activity with chitinolytic indexes were 1.7; 1.5; 1.4, and 1.3, respectively. Six
isolates, namely 1, 2, 3, 4, 5, and 6 had protease activity with proteolytic indexes were 1.4; 1.8;
3.1; 1.3; 1.8; and 2.5, respectively.

Keywords: Bacteria; Chitinolytic; Proteolytic; Symbiont; Sponge
Abstrak
stra

Enzim menempati posisi penting dalam bidang teknologi dan industri. Enzim yang banyak
digunakan dalam bidang industri adalah enzim hidrolase. Enzim dapat diisolasi dari berbagai jenis
mikroorganisme seperti bakteri. Bakteri yang berasosiasi dengan spons merupakan sumber
enzim hidrolfk ekstraseluler yang sangat baik karena permukaan dan ruang internal spons lebih
kaya nutrisi. Penelitian ini bertujuan untuk mengisolasi dan menguiji aktivitas kitinase dan protease
bakteri simbion spons Dragmacidon sp dari Teluk Manado. Bakteri simbion spons ditumbuhkan
dalam media Zobell 1226 E pada pengenceran 104 Isolasi bakteri dilaksanakan berdasakan
karakteristik morfologi. Aktivitas kitinase darfljotease dilaksanakan dengan menumbuhkan setiap
isolat bakf# dalam media kitin dan protein pada suhu 36°C selama 48 jam. Aktivitas kitinase dan
protease ditandai dengan terbentuknya zona bening di sekitar koloni bakteri yang mana untuk
kitinase diamati setelah diberi larutan lugol. Berdasarkan penelitian ini, 8 isolat bakeri simbion
spon Dragmacidon sp dari Teluk Manado, Sulawesi Utara berhasil diisolasi berdasarkan
karakteristik morfologi. Isolat bakteri umumnya berwarna putih dengan bentuk ireguller. Empat
isolat yakni 1, 2, 3, dan 8 memiliki aktivitas kitinase dan enam isolat yakni 1, 2, 3, 4, 5, dan 6 yang
memiliki aktivitas protease. Indeks kitinolitik dari masing-masing keempat isolat bakteri secara
berturut turut adalah 1,7; 1,5; 1,4; dan 1,3 dengan kategori bernilai rendah dan indeks proteolitik
adalah 1,4; 1,8; 3,1; 1,3; 1,8; dan 2,5 dengan kategori bernilai rendah sampai tinggi.

Kata kunci: Bakteri; Kitinolitik; Proteolitik; Simbion; Spons

PENDAHULUAN Enzim berfungsi sebagai katalisator yang
Enzim adalah kelompok protein yang dapat mengatur reaksi tertentu sehingga
berperan penting dalam aktivitas biologi. dalam keadaan normal tidak terjadi
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penyimpangan hasil reaksi. Karena enzim
mengkatalisator reaksi-reaksi tanpa
mengubah  struktur  reaksi  tersebut
sehingga enzim biasa disebut biokatalisator
(Rachmawaty dan Madihah, 2013).
Perkembangan enzim sudah semakin pesat
dan menempati posisi penting dalam bidang
teknologi dan  industri.  Kesadaran
masyarakat terhadap masalah lingkungan
yang semakin tinggi serta adanya inisiatif
dari para ahli menjadikan teknologi enzim
sebagai salah satu alternatif untuk
menggantikan berbagai proses kimiawi
dalam bidang industri seperti industri tekstil,
detergen, bahan pangan dan minuman,
bahan kimia, obat obatan dan industri kulit
(Muchtadi, dkk. 1992). Saat ini enzim yang
banyak digunakan untuk diaplikasikan
secara umum dalam bidang industri adalah
kelompok enzim hidrolase.

Enzim hidrolase adalah sekumpulan
enzim yang menguraikan suatu zat dengan
pertolongan air. Disebut hidrolase karena
enzim ini menghidrolisis molekul-molekul
besar menjadi komponen-komponen Kkecil
yang dapat digunakan. Berdasarkan
substrat yang diuraikan, enzim hidrolase
dibagi atas kelompok kecil yaitu enzim
karbohidrase, esterase, kitinase dan
protease (Suberata, t.t.).

Kitinase adalah enzim ekstraseluler
yang dihasilkan oleh bakteri kitinolitik yang
berperan penting dalam menghidrolisis
kitin. Kitinase dapat menghidrolisis kitin
secara acak pada ikatan glikosidiknya
(Nasran, dkk. 2003). Peranan Kkitinase
sangat luas di berbagai bidang. Dalam
bidang kesehatan, ekstrak kasar kitinase
yang diproduksi oleh  Myrothecium
verrucaria dapat mematikan larva nyamuk
dengan cara merusak struktur eksoskeleton
Aedes aegypty (Gooday, 1999). Fungsi lain
digunakan dalam penguraian bertingkat
untuk menghasilkan kitosan yang sangat
berguna sebagai bahan dasar dalam
pembuatan membran  dialisaff) darah
(Toharisman, 2007). Sedangkan Protease
adalah enzim yang mengkatalisis
pemutusan ikatan peptida pada protein.
Protease dibutuhkan secara fisiologi untuk
kehidupan organisme pada tumbuhan,
hewan maupun mikroorganisme. Protease
tidak hanya berperan dalam proses
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metabolisme seluler, namun juga dapat
diaplikasikan dalam bidang industri. Enzim
ini adalah salah satu enzim skala industri
dengan tingkat penjualan hingga 60% dari
total penjualan enzim di dunia. Aplikasi
enzim protease di antaranya pada industri
pembuatan detergen, industri penyamakan
kulit, bahan aditif pada industri pangan, dan
zat terapeutik pada bidang farmasi (Gupta,
dkk. 2002; Rao, dkk. 1998).

Enzim umumnya diisolasi dari
berbagai Bhis mikroorganisme.
Mikrorganisme dapat menghasilkan enzim
dalam jumlah dan jenis yang bervariasi,
waktu produksinya lebih cepat serta mudah
dikontrol. Salah satu mikroorganisme yang
menghasilkan enzim adalah bakteri. Bakteri
adalah sekelompok organisme hidup dalam
jumlah $Fgat banyak yang dapat di
temukan di hampir semua tempat, baik di
tanah, air maupun udara, bahkan di dalam
tubuh manusia dan bersimbiosis dengan
organisme lain maupun sebagai agen
parasit. Pertumbuhan bakteri banyak
dijumpai hidup dengan cara berasosiasi
dengan berbagai organisme laut bentik,
salah satunya adalah spons (Abubakar,
dkk. Z911).

Spons mengandung  komponen
metabolik primer dan sekunder yang
mengandung zat aktif komponen kimia
tertentu dan potensial sebagai bahan baku
obat dan kosmetik. Senyawa metabolik
yang dikandung spons dapat berpotensi
untuk mereduksi sifat toksik beberapa jenis
hidrokarbon. Bakteri yang berasosiasi
dengan spons merupakan sumber enzim
hidrolitik ekstraseluler yang sangat baik
karena permukaan dan ruang intemal
spons lebih kaya nutrisi (Feby dan Nair,
2010). Mikroorganisme pendegradasi pada
umumnya mampu mendegradasi kitin dan
protein sert@&memiliki aktivitas kitinolitik dan
proteolitik. Penelitian ini bertujuan untuk
mengisolasi dan menguiji aktivitas kitinase
dan protease bakteri simbion spons
Dragmacidon sp dari Teluk Manado,
Sulawesi Utara.

METODOLOGI PENELITIAN

Pengambilan sampel
Sampel spons diambil di Teluk
Manado, Kecamatan Malalayang, Sulawesi
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Utara (Gambar. 1). Pengambilan sampel
spons dilakukan dengan cara snorkeling.
Spons dipotong langsung dari substratnya
dengan menggunakan pisau setelah itu
langsung dimasukkan ke dalam botol steril
yang telah disiapkan terlebih dahulu yang

e
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mana botol tersebut telah berEfair laut
steril. Sampel spons langsung dibawa ke
Laboratorium  Biologi Molekuler Dan
Farmasitika Laut Fakultas Perikanan dan
limu Kelautan UnivergEhs Sam Ratulangi
Manado untuk segera dianalisis lebih lanjut.

s |
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Pasta Mol iy Kota Masedo ‘
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Gambar 1. Peta Lokasi Pengambilan Sampel.

Media Pertumbuhan Bakteri

Media kultur bakteri yaitu media
Zobell 12216 E dengan komposisi: Air laut
47,5 ml, Peptone 0,13 gr, Yeast Estrac 0,03
gr, Agar 0,01 gr ,Kaldu Spons 2,5 ml.
Semua bahan media Zobell 12216 E di
masukkan ke dalam erlenmeyer dan di
larutkan menggunakan magFgtic steerer.
Selanjutnya di sterilisasi menggunakan
autoclave pada suhu 121°C selama 15
menit. Setelah disterilisasi, media dituang
ke dalam cawan petri steril secara merata
dan media didinginkan hingga sampai
mengeras, lalu di bungkus sisi cawan petri
dengan plastic wrapp.

Pengenceran

Pengenceran dilakukan untuk
mendapatkan  koloni  bakteri  bebas
(tunggal). Tahapan pelaksanaan
pengenceran adalah: timbang spons

dengan berat 0,5 gr, bilas dengan air laut
steril sebanyak dua kali, gerus dalam 9 mi
air laut EBril dalam tube. Selanjutnya 1 ml
sampel tersebut dimasukkan ke dalam 9 ml
air laut steril pada tabung reaksi dan

1
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dihomogenigfikan menggunakan vorteks.
Selanjutnya diambil 1 ml dan dimasukkan
ke dalam tabung berisi 9 ml air laut steril.
Dilaksanakan hal yang sama sampai
dengan tabung keempat.

Isolasi Bakteri

Sampel hasil pengenceran 102-10"*
selanjutnya disebarkan pada media Zobell
12216 E dengan cara meneteskan
suspensi bakteri di atas media sebanyak
0,2ml menggunakan mikropipet kemudian
3ebarkan menggunakan L-glass.
Selanjutnya diinkubasi pada suhu 37°C
selama 48 jam. Mengamati pertumbuhan
bakteri berdasarkan karateristik morfologi
meliputi bentuk, warna, elevasi, dan tepian.
Preparasi media kitin dan media
protease

Pembuatan kitin

Kitin diperoleh dari limbah cangkang
udang di Pasar Bersehati. Pertama-tama
cangkang wudang dicuci bersih dan
dikeringkan. Selanjutnya dilakukan tahap
proses ektrasksi kitin yaitu (Arif, dkk.2013):
pertama tahap deproteinase, tahap
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deproteinase menggunakan bahan NaOH
dan Aquades dengan perbandingan 1:10
8 dicampurkan dengan cangkang udang.
Dipanaskan selama 1 jam pada suhu 90°C
kemudian didiamkan selama 24 jam,
setelah itu dinetralkan dengan aquades
sampai pH menjadi 7. Kedua adalah tahap
demineralisasi, tahap demineralisasi
menggunakan bahan HCI dan Aquades
dengan perbandingan 1:7 dicampurkan
dengan carfffang udang yang telah
dinetralkan. Dipanaskan selama 1 jam
pada suhu 90°C kemudian didiamkan
selama 24 jam, setelah itu dinetralkan
dengan aquades sampai pH menjadi 7.
Kemudian cangkang udang dikeringkann di
bawah sinar matahari sampai menjadi kitin.

Pembuatan koloidal kitin

Koloidal kitin diperoleh dengan cara
mengekstrak kitin menjadi koloidal menurut
metode Arnorld dan Salomon (1986).
Balam metode ini kitin sebanyak 20 gr
dilarutkan dalam 400 ml HCI pekat,
didiamkan selama 24 jam dalam keadaan
E2rtutup, kemudian disaring menggunakan
glass-wool dan diambil filtratnya,filtrat
ditambah 200 ml @#uades sampai pH 7,
larutan disentrifus dengan kecepatan 8000
rom selama 20 menit, endapan yang
terbentuk adalah koloidal kitin yang siap
digunakan, endapan berwarna putih
kecoklatan.

Pembuatan media kitin

Pembuatan media kitin dilakukan
dengan melarutkan 2 gr koloidal kitin, 2 gr
agar dan 1 gr NB dalam 100 ml air laut
steril. Kemudian dilaruggan di atas hot plate
sampai mendidih dan di autoclave selama
+ 15 nmfghit pada suhu 121°C. Selanjutnya
media dituangkan ke dalam cawan petri
yang telah sterii secara merata dan
ditunggu hingga mengeras. Setelah itu
dibungkus menggunakan plastic wrapp dan
diinkubasi selama 24 jam untuk
memastikan media tidak terkontaminasi.

IK =D.Zona Bening
D .Koloni

1
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Pembuatan media Protein

Pembuatan media protein dengan
menyiapkan aquades 100 ml, agar 2 gr,
susu skim milk 2 gr, dan NB 1 gr. Bahan—
bahan tersebut dimasukkan ke dalam
Erlenmeyer berukuran 250 ml dan ditutup
menggunaffh kapas dan aluminium foil,
setelah itu dipanaskan di atas hot plate dan
diaduk menggunakan magnetic stirrer
sampai medgf larut. Kemudian media
disterilisasi menggunakan autoclave
selama + 15 menit pada suhu Z1°C.
Setelah disterilisasi, secara aseptic media
dituang ke dalam cawan petri steril secara
merata, kemudian dibiarkan mengeras.
Setelah mengeras dan dingin, dibungkus
menggunakan plastic wrapp dan diinkubasi
selama 24 jam untuk memastikan tidak
terkontaminasi.

Penentuan bakteri penghasil kitinase
dan protease

Bakteri yang telah ditumbuhkan
pada media Zobell 12216 E di totol
menggunakan tusuk gigi steril diatas medfj
kitin dan media protein, selanjutnya di
inkubasi pada suhu 36°C selama 2 X 24
jam. Dilakukan pengamatan aktivitas
kitinase dengan meneteskan larutan lugol
disekitar koloni bakteri untuk melihat
terbentuknya zona bening disekitar koloni
bakteri yang tumbuh. Sedangkan
pengamatan aktivitas protease, dengan
melihat terbentuknya zona bening disekitar
koloni bakteri tanpa meneteskan larutan
lugol.

Besarnya kemampuan bakteri dalam
menghasilkan kitinase dan protease dapat
ditandai dengan indeks kitinolitik dan
proteolitik. Indeks Kkitinolitik dan indeks
proteolitik ialah  perbandingan antar
diameter zona bening dengan diameter
koloni untuk mendapatkan isolat potensial
(Dewi, 2008). Menurut Suryadi dkk, (2013),
rumus indeks kitinolitik dan indeks
proteolitik adalah sebagai berikut:

IP = D.Zona Bening
D.Koloni
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Keterangan :
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IK : Indeks Kitinolitik

IP : Indeks Proteolitik

D : Diameter

HASIL DAN PEMBAHASAN

Isolasi bakteri dilaksanakan
berdasarkan warna, ukuran, elevasi,
margin, dan bentuk koloninya dengan
mengunakan acuan pada (Leboffe, 2012).
Setiap isolat bakteri yang ditumbuhkan
kembali pada media Zobell 12216 E

dengan teknik goresan kuadran berhasil
dilakukan  (Tabel. 1). Berdasarkan
karakteristik morfologinya, diperoleh 8
isolat bakteri simbion spons Dragmacidon
sp. koloni bakteri umumnya berwarna putih,
margin setiap isolat berbeda-beda dan
bentuk koloni pada umumnya tidak
beraturan.

Tabel 1. Karateristik isolat bakteri dari spons Dragmacidon sp

Karaterisuk Koloni

Kode Isolat Bentuk Warna Tepian Elevasi
Tsolar 1 Tidak Puuh Tidak Cembung
beraturan beraturan
Isolat 2 Bulat Putih Rata Cembung
beraturan
Isolat 3 Tidak Putih berlekung Rata
beraturan
Tsolar 4 Bercabang Putih Bercabang Rata
seperts akar seperti akar
Irolat S Berfilamen Putih Berfilamen Rata
Isolat 6 Bulat Putih Rata Rata
beraturan
Tsolar 7 Tidak Putih Tudak Rata
beraturan beraturan
Isolat 8§ Bercabang Puuh Bercabang Flat
acperti akar seperti akar
Berdasarkan Efksil uji aktivitas Berdasarkan indeks kitinolitik dari

kitinase diperoleh 4 isolat yang memiliki
kemampuan #Eindegradasi kitin yaitu isolat
1, 2, 3, dan 8 yang ditandai dengan adanya
zona bening (ZB) disekitar koloni bakteri
(Gambar 2). Menurut Gohel, dkk. (2006),
aktivitas ~ kitinase  secaf@  kualitatif
ditentukan oleh adanya zona bening
disekitar koloni bakteri yan@umbuh pada
medium agar kitin. Adanya zona bening di
sekitar koloni bakteri setelah waktu
inkubasi tertentu, membuktikan bahwa
bakteri tersebut mampu memproduksi
kitinase (Park, dkk. 2000). Terbentuknya
E3ha bening disekitar koloni bakteri
menunjukkan adanya produksi enzim
ekstraseluler (Dewi,2008; Nuniek, dkk.
2009). Enzim ekstraseluler merupakan
enzim yang dihasilkan didalam sel, tetapi
dikeluarkan ke media tumbuhnya (Tsujibo,
dkk. 1999 dalam Haedar, dkk. 2017).

1
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keempat isolat bakteri yang positif
menghasilkan kitinase disajikan pada Tabel
2. Indeks kitinoglik bernilai tinggi apabila
lebih dari 2 (> 2), sedangkan dinyatakan
bernilai rendah apabila kurang dari 2 (< 2)
(Haliza, W. dan M.T. Suhartono,2012).
Berdasarkan Tabel 2, terlihat bahwa isolat
1, 2, 3, dan 8 memiliki indeks kitinolitik yang
rendah. Hasil di bawah menunjukkan
bahwa berdasarkan indeks kitinolitik,
kitinase yang dihasilkan bakteri simbion
spons Dragmacidon sp dari Teluk Manado,
Kecamatan Malalayang, Sulawesi Utara
adalah rendah dibandingkan bakteri
kitinolitik dari limbah udang yanggditeliti
oleh Setia dan Suharjono (2015) dengan
indeks kitinolitk secara berturut-turut
sebesar 2,069 dan 2,084. Indeks kitinolitik
menunjukkan  kemampuan  degradasi
bakteri terhadap kitin. Semakin banyak




Sembiring

enzim yang dihasilkan maka zona bening
juga akan semakin luas karena kitin yang
terdegradasi semakin banyak (Suryani,
2013).

Kitinase merupakan salah satu enzim
yang menarik untukZliisolasi karena
kemampuannya untuk menghidrolisis Kitin
menjadi turunan kitin yang sangat banyak
manfaatnya. Salah satu aplikasi kitinase
dalam bidaffilbioteknologi adalah sebagai
biokontrol. Serratia plymuthica C48 yang
diisolasi dari tanah berpotensi sebagai
agensia biokontrol yang mampu menekan
pertumbuhan jamur Verticillium dahlia.
(Herdyastuti, dkk. 2009).

Sejalan dengan penelitian
sebelumnya, Tito (2014) berhasil
mengisolasi bakteri kitinolitik yang terdapat
pada cangkang lobster air tawar (Cherax
quadricarinatus) yang teridentifikasi
Aeromonas sp., Bacillius sp dan
Pseudomonas sp. Ketiga bakteri yang
teridentifikasi tersebut memiliki
kemampuan untuk mendegradasi kitin.

Hasil uji aktivitas protease
menunjukkan bahwa dari delapan isolat
bakteri simbion spons, 6 (enam) isolat
bakteri memiliki aktivitas protease dengan
kode isolat 1, 2, 3, 4, 5, dan 6 dan 2 (dua)
isolat bakteri yang tidak memiliki aktivitas
proteolitik dengan kode isolat 7 dan 8.
Aktivitas proteolitik ditunjukan dengan
adanya zona bening (ZB) disekitar koloni
bakteri (Gambar 3).

Dari  hasil

perhitungan  ideks

proteolitik dinyatakan bahwa isolat bakteri
3 adalah isolat bakteri yang memiliki nilai
indeks proteolitik yang tinggi yakni 3,14 dan
4 memiliki

isolat bakteri nilai indeks

Jurnal llmiah Platax Vol. 9:(1), Januari-Juni 2021

proteolitik yang rendah yakni 1,3 (Tabel 3).
Zona bening yang terbentuk menjadi
indikator bahwa bakteri merupakan
penghasil protease karena mampu
merombak protein dalam media skim milk
menjadi peptida-peptida dan asam amino
yang larut. Skim milk dipilih sebagai media
karena kandungan lemak pada susu Full
cream (Rusdwitasari dan Wikandari, 2014).
Sejalan dengan penelitian
sebelumnya, Rizaldi dkk. (2018) berhasil
mengisolasi bakteri simbion dari lamun
gg teridentifikasi sebagai
aphylococcus sp., Plesiomonas
shigeloides, Bacillus sp., Pseudomonas sp.
keempat bakteri tersebut terbukti memiliki
aktivitas proteolitik. Lakshmi dkk. (2014)
menyatakan bahwa indeks proteolitik pada
media agar dapat digunakan untuk
menentukan kemampuan dalam
menghasilkan enzim protease. Akan tetapi
indeks proteolitk hanya menentukan
kemampuan dalam menghasilkan enzim
protease tapi tidak bisa digunakan untuk
menentukan besar kemampuan dalam
menghasilkan enzim protease
(Ningthoujam dan Kshetri, 2010; Zilda dkk,
2012). Shanmughapriya, dkk (2008) pada
penelitiannya melaporkan bahwa aktivitas
protease adalah yang paling tinggi dari
bakteri simbion spons Fasciospongia
cavernosa yang diambil dari Semenanjung
Pantai Timur India. Bakteri yang mampu
mensekresikananzim protease memiliki
kemampuan menghidrolisis senyawa-
senyawa  bersifat  protein  menjadi
oligopeptida, peptida rantai pendek, dan
asam amino (Setyati dan Subagyo, 2012).

1
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Gambar 2. Isolat bakteri yang memiliki aktivitas kitinase
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Tabel 2. Indeks kitinolitik bakteri dari spons Dragmacidon sp

Kode Isolat Bakten: D.Zona Bening D. Koloni Hasil
Isolat 1 24 14 1.7
Isolat 2 1,5 1 1,5
Isolat 3 3 2.1 1,42
Isolat 4 - 1 -
Isolat 5 - 14 -
Isolat 6 - 1.2 -
Isolat 7 - 1.2 -
Isolat 8 2 - 1,33

Gambar 3. Isolat bakteri yang memiliki aktivitas protease

Tabel 3. Indeks proteolitik isolat bakteri dari spons Dragmacidon sp

Kode Isolat Bakteri D .Zona Bening D. Kolom Hasil
Isolat 1 3.1 2.1 147
Isolat 2 1,5 08 1,87
Isolat 3 22 0,7 3,14
Isolat 4 2,6 2 13
Isolat 5 09 0,5 18
Isolat 6 23 09 2,5
Isolat 7 - 11 -
Isolat 8 - 24 -

KESIMPULAN

Sebanyak 8 isolat bakteri berhasil
diisolasi dari spons Dragmacidon sp asal
Teluk Manado, Sulawesi Utara. Isolat
bakteri 1, 2, 3, dan 8 memiliki aktivitas
kitinase dengan indeks kitinolitik 1,71; 1,5;
1,42 dan 1,33 dengan kategori bernilai
sedang. Isolat bakteri 1, 2, 3, 4, 5, dan 6

1
http://fejoumal.unsrat.ac.id/index.php/platax

memiliki aktivitas protease dengan indeks
proteolitik 1,47; 1,87; 3,14; 1,3; 1,8 dan 2,5
dengan kategori bernilai sedang-tinggi.
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