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Abstrak

Actinomycetes termasuk kelompok mikroorganisme prokariotik yang telah lama dimanfaatkan dalam
berbagai bidang industri karena kemampuannya untuk menghasilkan metabolit primer dan sekunder yang
sangat beragam. Di alam, kelompok mikroorganisme ini paling banyak hidup di tanah namun telah berhasil
diisolasi pula dari dalam tubuh makhluk hidup sebagai organisme endofitik. Pada penelitian ini, isolasi
Actinomycetes Endofitik telah berhasil dilakukan dari perakaran Mangrove yang hidup di perairan pantai
Oesapa, kota Kupang. Proses isolasi menghasilkan 3 isolat Actinomycetes Endofitik, yaitu: isolat A11, Al12
dan A2, yang kemudian dilanjutkan ke tahapan skrining untuk melihat kemampuan katalitiknya dalam
mendegradasi substrat selulosa, amilum, lipid dan protein. Berdasarkan hasil uji skrining, ketiga isolat memiliki
minimal salah satu dari enzim hidrolitik yang diujikan sehingga berpotensi dikembangkan sebagai imbuhan
pakan ternak (feed additive). Isolat A11 menunjukkan hasil uji positif terhadap enzim Amilase yang tinggi dan
juga terhadap enzim Lipase. Isolat A12 menunjukkan hasil uji positif terhadap enzim Amilase yang tinggi dan
juga terhadap enzim Lipase dan Protease, sedangkan isolat A2 mengandung semua enzim hidrolitik yang
diujikan. Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi dan juga kontribusi bagi pengembangan
komoditas peternakan di daerah Nusa Tenggara Timur (NTT) sesuai dengan program yang dicanangkan oleh
Kementerian Pertanian dan Pemerintah Provinsi NTT misalnya melalui pengembangan produk pakan ternak
berkualitas yang memanfaatkan sumber daya lokal.

Kata Kunci: Actinomycetes Endofitik, Enzim Hidrolitik, Imbuhan Pakan Ternak, Perakaran Mangrove.

ABSTRACT

Actinomycetes are a group of prokaryotic microorganisms that have long been used in various industrial
fields because of their ability to produce very diverse primary and secondary metabolites. In nature, this group
of microorganisms mostly lives in the soil but has also been isolated from living organisms as endophytic
organisms. In this study, the isolation of Endophytic Actinomycetes has been successfully carried out from the
roots of the mangroves that live in the coastal waters of Oesapa, Kupang city. The isolation process resulted
in 3 isolates of Endophytic Actinomycetes, namely: isolates Al11, A12 and A2, which then proceeded to the
screening stage to see their catalytic ability in degrading cellulose, starch, lipid and protein substrates. Based
on the results of the screening test, the three isolates had at least one of the tested hydrolytic enzymes and
thus could be potentially developed as feed additives. Isolate A11 showed a positive test result to high amylase
enzyme and also to lipase enzyme. Al2 isolate showed a positive test result for high amylase enzyme and
also for lipase and protease enzymes, while isolate A2 contains all the hydrolytic enzymes tested. The results
of this study are expected to provide information and also contribute to the development of livestock
commodities in the East Nusa Tenggara (NTT) area in accordance with the program launched by the Ministry
of Agriculture and the NTT Provincial Government, for example through the development of high quality animal
feed products that utilize local resources.
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PENDAHULUAN

Actinomyetes merupakan salah satu kelompok mikroorganisme yang telah lama diketahui
dan dikembangkan potensinya dalam produksi berbagai metabolit sekunder. Meskipun termasuk ke
dalam kingdom Monera yang bersifat prokariotik, bakteri ini memiliki sifat pertumbuhan filamen
berupa hifa dan memproduksi spora sehingga mirip dengan mikroorganisme eukariotik dari
kelompok jamur (fungi) (Aghamirian & Ghiasian, 2009). Berbagai metabolit sekunder yang telah
berhasil diekstraksi dari kelompok mikroorganisme ini di antaranya: senyawa antibakteri, antivirus,
antifungi, antikarsinogen, antifibrotik, antimalaria, antialga, neuritogenik dan neuroprotektif, anti-
inflamasi dan juga antioksidan (Aghamirian & Ghiasian, 2009; Berezin et al., 2019). Selain itu,
metabolit primer yang dihasilkan berupa eksoenzim hidrolitik, juga sangat penting dimanfaatkan
dalam berbagai bidang industri, misalnya industri makanan dan minuman, kosmetik, deterjen,
pakan, medis, kertas, tekstil dan Biorefinery (Dewi et al., 2017). Actinomycetes penghasil enzim
hidrolitik paling banyak berasal dari genus Streptomyces dan juga beberapa berasal dari genus
Microbispora, Cellulomonas, dan Thermobifida. Berbagai enzim yang disekresikan meliputi:
selulase, xylanase, amilase, protease, keratinase, kitinase, pektinase, lipase, fitase (Mukhtar et al.,
2017).

Mikrohabitat Actinomycetes tersebar pada berbagai ekosistem dan bahkan di dalam tubuh
makhluk hidup. Akan tetapi, proporsi paling banyak terdapat di dalam ekosistem darat (tanah).
Bahkan sering dianggap bahwa aroma tanah yang khas khususnya ketika hujan dan juga aroma air
berasal dari metabolit sekunder yang dihasilkan oleh Actinomycetes. Saat ini telah banyak kelompok
Actinomycetes yang berhasil diisolasi dari dalam tubuh makhluk hidup (endofitik) dengan tujuan
memperoleh senyawa bioaktif baru yang memiliki fungsi yang lebih efektif (Ravikumar et al., 2011).
Sistem perakaran tumbuhan termasuk salah satu sumber utama dalam penjelajahan Actinomycetes
Endofitik yang mencakup lebih dari 1000 spesies yang telah berhasil diidentifikasi. Beberapa
spesiesnya berasal dari genus Actinobacteria, Proteobacteria, Verrucomicrobia dan Bacteroides,
sedangkan tumbuhan yang menjadi inang berasal dari spesies Triticum aestivum, Ophiopogon
japonicus ker-Gawler, Sonchus asper, Helleborus orientali, Musa paradisiaca, Camellia sinensis,
dan juga dari kelompok Pteridophyta dan Mangrove (Matsumoto & Takahashi, 2017).

Pada penelitian ini, Actinomycetes Endofitik diisolasi dari perakaran Mangrove yang tumbuh
di daerah pantai Oesapa, Kupang. Pengisolasian ini dilakukan untuk memperoleh kelompok
Actinomycetes Endofitik yang memiliki kemampuan menghasilkan enzim hidrolitik. Enzim hidrolitik
yang di-skrining mencakup 4 jenis yaitu: Selulase, Amilase, Lipase dan Protease. Manfaat utama
dari penelitian ini akan lebih difokuskan aplikasinya dalam dunia peternakan yaitu sebagai bahan
informasi dan juga referensi bagi pelaku industri terutama industri peternakan yang bergerak dalam
bidang pengolahan pakan. Pengolahan pakan merupakan salah satu aspek yang sangat penting
dalam manajemen pemeliharaan ternak. Suatu pakan yang baik tidak hanya memperhatikan aspek
palatabilitas (‘tingkat kesukaan’) namun juga aspek ketersedian nutrisi bagi pertumbuhan dan
perkembangan ternak yang optimal. Seringkali untuk semakin meningkatkan ketersediaan nutrisi
dalam pakan, zat-zat tambahan dapat diberikan yang di antaranya juga berupa enzim. Kelompok
zat ini dikenal dengan istilah imbuhan pakan (feed additives). Dengan demikian, tujuan utama
penelitian ini adalah untuk mengisolasi dan menskiring Actinomycetes Endofitik pada akar
mangrove yang berpotensi menghasilkan enzim hidrolitik untuk dikembangkan sebagai imbuhan
pakan ternak (feed additive). Diharapkan agar hasil penelitian ini dapat mendukung program
Kementerian Pertanian dan juga Pemerintah Provinsi Nusa Tenggara Timur (NTT) dalam
memajukan komoditas peternakan di daerah NTT melalui pengembangan pakan ternak yang
mengutamakan pemanfaatan bahan lokal termasuk dari aspek imbuhan pakan yang digunakan.
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METODE PENELITIAN

Waktu dan Tempat Penelitian

Pengambilan sampel akar Mangrove dilakukan pada daerah pantai Mangrove di daerah
Oesapa, Kota Kupang, sedangkan isolasi Actinomycetes Endofitik sekaligus skrining Enzim
Hidrolitik dilakukan di Laboratorium Teknologi Pakan Ternak, Politeknik Pertanian Negeri Kupang.

Alat dan Bahan

Alat yang digunakan dalam penelitian ini di antaranya cawan petri untuk penanaman isolat
dalam media, oven inkubator yang digunakan untuk inkubasi isolat, jarum ose untuk pengambilan
isolat secara aseptik, pinset dan pisau cutter untuk memotong bagian akar Mangrove, labu
Erlenmayer, pemanas (hot plate) dan magnetic stirrer yang digunakan dalam pembuatan media,
autoklaf untuk sterilisasi alat dan juga bahan dan Laminair Airflow. Bahan yang digunakan dalam
penelitian ini adalah ISP2 Agar, larutan NaCl fisiologis 0,9%, larutan iodine, larutan natrium
hipoklorit 1%, NaCl 1 M, tepung pati, susu skim, Carboxymethyl cellulose (CMC), pewarna
Rhodamine-B, pewarna Congo-Red.

Metode Dan Teknik Penelitian

Penelitian ini bersifat deskriptif, di mana hasil penelitian yang diperoleh merupakan data
kualitatif berupa isolat Actinomycetes Endofitik murni serta hasil skrining akan kemampuannya
dalam menghasilkan empat jenis enzim hidrolitik yang diujikan yaitu: Selulase, Amilase, Lipase
dan Protease.

Akar Mangrove yang merupakan sumber pengisolasian Actinomycetes Endofitik di-sampling
secara acak di perairan pantai Mangrove, Oesapa, kota Kupang dan ditempatkan dalam wadah
steril. Jenis akar yang diambil berasal dari akar lateral yang berukuran kecil sehingga lebih mudah
untuk disayat. Prosedur isolasi akan mendapatkan isolat Actinomycetes Endofitik murni yang
kemudian dilanjutkan ke tahapan skrining enzim hidrolitik. Tahapan ini akan menyeleksi isolat
Actinomycetes Endofitik penghasil minimal salah satu dari keempat enzim hidrolitik yang diujikan.
Setelah tahapan skrining, isolat akan diamati karakteristik morfologi koloninya dalam media agar
termasuk pewarnaan Gram (Gram staining) pula.

Prosedur Penelitian

1) Pengambilan Sampel
Sampel cabang akar Mangrove dipotong secara aseptis menggunakan pisau cutter dan
ditempatkan ke dalam wadah plastik steril berisi larutan NacCl fisiologis 0,9% (Hidayatullah,
2019).
2) Persiapan Alat dan Bahan
Semua alat dan media yang digunakan selama pengerjaan teknis di Laboratorium disteril
menggunakan autoklaf pada suhu 121°C, tekanan 1 atm selama 15 menit (untuk media) dan
selama 30 menit (untuk alat) (Tille, 2017).
3) Tahap Isolasi
a) Sampel cabang akar Mangrove disteril permukaannya menggunakan larutan natrium
hipoklorit 1% selama 60 detik (Sauer & Burroughs, 1986).
b) Sampel akar disayat kemudian permukaan dalamnya ditempatkan pada permukaan media
ISP2.
c) Media yang mengandung sampel kemudian diinkubasi dalam oven inkubator pada suhu
ruang (+ 27°C) selama 3 hari.
4) Tahap Purifikasi
a) Mikroorganisme yang tumbuh di sekitaran permukaan dalam akar Mangrove diseleksi
terhadap Actinomycetes Endofitiknya, yang ditandai dengan permukaan koloni yang kasar
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atau tidak rata, dapat menghasilkan pigmen, pertumbuhan berfilamen dan dapat
mengeluarkan aroma yang khas (Joseph et al., 2021; Ortenberg & Telsch, 2003).
b) Koloni yang tumbuh kemudian diambil secara aseptis menggunakan jarum ose dan
diiokulasikan ke media agar yang baru (media ISP2).
¢) Metode inokulasi dilakukan dengan metode streak kuadran.
d) Media diinkubasi dalam oven inkubator pada suhu ruang (+ 27°C) selama 3 hari.
e) Purifikasi dilakukan hingga mendapatkan koloni yang konsisten karakteristik
morfologisnya.
5) Tahap Skrining
a) Skrining terhadap enzim Selulase (Gohel et al., 2014)

1. Tiap isolat diinokulasikan pada media ISP2 + 1% CMC.
2. Media diinkubasi dalam oven inkubator pada suhu ruang (£ 27°C) selama 3 hari.
3. Setelah inkubasi, media digenangi larutan Congo-red 1% selama 15 menit.
4. Media dibilas sebanyak 3x menggunakan NaCl 1 M.
5. Isolat dikatakan menghasilkan enzim selulase bila terbentuk zona bening di sekitar
koloni.
b) Skrining terhadap enzim Amilase (Luang-In et al., 2019)
1. Tiap isolat diinokulasikan pada media ISP2 + 1% pati.
2. Media diinkubasi dalam oven inkubator pada suhu ruang (£ 27°C) selama 3 hari.
3. Setelah inkubasi, media digenangi larutan iodin 1% yang menyebabkan media

berwarna biru kehitaman.
4. Isolat dikatakan menghasilkan enzim amilase bila terbentuk zona bening di sekitar
koloni.
c) Skrining terhadap enzim Lipase (Pramiadi & Yulianti, 2014)
1. Tiap isolat diinokulasikan pada media ISP2 + 1% minyak zaitun + 0,01% Rhodamine-B.
2. Media diinkubasi dalam oven inkubator pada suhu ruang (£ 27°C) selama 3 hari.
3. Setelah inkubasi, warna koloni isolat diamati.
4. Isolat dikatakan menghasilkan enzim lipase bila koloni berwarna merah karena
menyerap pewarna Rhodamine-B.
d) Skrining terhadap enzim Protease (Alnahdi, 2012)
1. Tiap isolat diinokulasikan pada media ISP2 + 1% susu skim.
2. Media diinkubasi dalam oven inkubator pada suhu ruang (£ 27°C) selama 3 hari.
3. Setelah inkubasi, koloni isolat diamati.
4. |Isolat dikatakan menghasilkan enzim protease bila terbentuk zona bening di sekitar
koloni.

Teknik Analisis Data

Analisis data dilakukan secara deskriptif kualitatif dengan melakukan karakterisasi
morfologi isolat Actinomycetes Endofitik penghasil enzim hidrolitik pada media ISP2 dan termasuk
juga dilakukan pewarnaan Gram (Tankeshwar, 2021; Tripathi & Sapra, 2021).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Isolasi Actinomycetes Endofitik pada Akar Mangrove

Di antara semua mikroorganisme yang tumbuh, 3 isolat berhasil dideteksi sebagai
Actinomycetes Endofitik yang terdapat dalam akar Mangrove: isolat A11, A12 dan A2. Koloni isolat
ditandai dengan struktur yang kasar mirip tepung, pertumbuhan filamentous, dan memiliki aroma
yang khas mirip tanah (Joseph et al., 2021; Ortenberg & Telsch, 2003). Proses isolasi dapat dilihat
pada Gambar 1. di bawah.
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Gambar 1. Sampel akar mangrove yang diinokulasi pada
media agar ISP2.

Proses purifikasi dilakukan pada media yang sama (ISP2 agar) sebanyak 2 kali hingga

mendapatkan isolat yang benar-benar murni. Metode inokulasi menggunakan teknik streak plate pada
permukaan media agar dengan mempertimbangkan sifat fisiologis Actinomycetes yang merupakan
mikroorganisme aerobik (Mochon et al., 2016).

Skrining Enzim Hidrolitik.

83

Skrining terhadap enzim Selulase mendapatkan 1 isolat yaitu A2 yang mampu menghasilkan
enzim yang dimaksud. Kemampuan Kkatalitik ini ditunjukkan oleh adanya zona bening di sekitar
koloni isolat yang ditumbuhkan. Ketika dituangkan dengan larutan Congo-red (CR) 1% pada media
agar selama 15 menit, akan terbentuk ikatan hidrogen antara gugus fungsi amino molekul CR dan
gugus hidroksil (-OH) dari polisakarida selulosa (Carboxymethyl Cellulose). Ikatan ini kemudian
akan memberikan warna merah gelap pada media (Yakupova et al., 2019). Akan tetapi, apabila
substrat selulosa terdegradasi (oleh enzim Selulase) maka ikatan ini tidak akan terbentuk,
sehingga bila dibilas menggunakan larutan NaCl 1 M, pewarna CR akan larut sehingga terbentuk
zona selulolitik yang tampak bening di sekitaran koloni isolat (Gambar 2.).

Koloni Isolat

\

Zona

" Selulolitik

Gambar 2. Hasil Positif Uji Selulase Terhadap Isolat A2.

Afzal et al. (2019) menyebutkan bahwa bakteri endofitik dalam suatu tumbuhan inang
awalnya bersemayam di daerah sekitaran akar (rizosfer) yang kemudian mengkolonisasi bagian
dalam perakaran secara pasif maupun aktif. Secara aktif akan dilakukan melalui sekresi enzim
selulase dan pektinase yang akan menguraikan komposisi dinding sel tumbuhan. Beberapa strain
Actinomycetes yang memiliki kemampuan Kkatalitik ini di antaranya berasal dari genus
Streptomyces dan Nocardiopsis (Putri & Setiawan, 2019; Song et al., 2020).

Skrining terhadap enzim Amilase memperoleh hasil yang positif untuk ketiga isolat: A11, A12
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dan A2 dengan kedua isolat A11 dan A12 menunjukkan aktivitas yang cukup tinggi, terlihat dari
terbentuknya zona bening yang lebih besar. Ketika diberikan larutan iodine, media akan berwarna
biru dalam keberadaan amilum. Hal ini disebabkan oleh amilum yang terdapat pada media
bertindak sebagai donor muatan ion poliiodida sedangkan larutan iodin sebagai penerima muatan
(Madhu et al., 2016). Reaksi ini kemudian membentuk Kompleks Charge-Transfer (CT) yang
ketika menyerap panjang gelombang cahaya tertentu akan mengubah warnanya menjadi biru tua
yang khas (Saenger, 1984). Namun, jika isolat Actinomycetes memiliki enzim amilase, maka
substrat amilum akan didekomposisi menjadi monomer-monomernya berupa glukosa. Glukosa
dan poliiodida tidak akan menghasilkan kompleks CT yang mengakibatkan tidak adanya warna
(zona bening) di sekitar koloni (Goedecke, 2016). Zona amilolitik berupa zona bening tersebut

dapat dilihat pada Gambar 3. berikut.

Gambar 3. Hasil Positif Uji Amilase Terhadap Isolat A11 (kiri), A12 (tengah) dan A2 (kiri). Keterangan: A:
zona amilolitik, B: koloni isolat.

Seperti yang telah disebutkan di atas, bakteri endofit dapat pula memasuki tumbuhan inang
secara pasif yang dilakukan melalui celah atau retakan pada permukaan bulu akar maupun pada
bagian lainnya yang telah dilukai atau dicederai oleh organisme-organisme lainnya (Afzal et al.,
2019). Alasan inilah yang mungkin dapat mengkompensasi ketidaan kedua isolat ini akan enzim
Selulase sehingga tidak diperlukan untuk mendegradasi selulosa untuk penetrasi secara aktif.
Terkait keberadaan enzim Amilase-nya, substrat amilum dapat diperoleh dari produk fotosintetik
tumbuhan inang yang akan didistribusikan ke seluruh bagian termasuk akar (Hastuti et al., 2015).
Actinomycetes Endofitik yang mengandung enzim Amilase kebanyakan berasal dari genus
Streptomyces (Ayuningrum et al., 2021).

Ketiga isolat juga menunjukkan kemampuan menghasilkan enzim Lipase yang ditandai
dengan perubahan warna pada koloni menjadi warna karena menyerap pewarna Rhodamine-B.
Di bawah aktivitas katalitik lipase, asam lemak yang dilepaskan dari hidrolisis lipid akan mengikat
Rhodamin-B (Jette & Ziomek, 1994). Hal ini kemudian akan membuat media menjadi lebih tidak
berwarna dan koloni menjadi lebih berwarna kemerahan karena adanya Rhodamin-B yang diserap
tersebut (Pramiadi & Yulianti, 2014). Kebanyakan genus Streptomyces diketahui mampu
menghasilkan enzim Lipase (Kishore, 2011). Contoh salah satu isolat yang menunjukkan hasil
yang positif ditampilkan pada Gambar 4. berikut.



Indigenous Biologi
Jurnal pendidikan dan Sains Biologi
4(2) 2021

Koloni Isolat

Media Agar

Gambar 4. Hasil Positif Uji Lipase Terhadap Isolat A11.

Substrat lipid yang terkandung dalam akar Mangrove terutama berupa senyawa triterpenoid
dan fitosterol, di antaranya: lupeol, f-amyrin dan taraxerol untuk triterpenoid, dan 3-sitosterol dan
stigmasterol untuk fitosterol (Basyuni et al., 2007). Distribusi senyawa lipid ini berbeda secara
anatomis pada bagian epidermis, korteks dan stele di mana semakin ke arah luar, konsentrasi
senyawa triterpenoid akan terdapat semakin banyak (S P et al., 2016).

Terhadap enzim Protease, hanya isolat A12 dan A2 yang terlihat menunjukkan aktivitas
Protease. Aktivitas protease dianalisis dengan melihat adanya zona bening yang terbentuk dari
reaksi katalitik enzim protease yang menguraikan protein yang terkandung dalam media yang
mengandung sumber susu skim (Perwendha et al., 2020). Substrat yang mengandung protein
yang terdapat pada Mangrove dapat berasal dari senyawa eksudat yang disekresikan oleh
akarnya (Zhuang et al., 2020). Kelompok Actinomycetes yang diketahui dapat mendegradasi
substrat berprotein terutama berasal dari Genus Streptomyces (Swarna & Gnanadoss, 2020).
Contoh salah satu isolat yang menunjukkan hasil yang positif ditampilkan pada Gambar 5 berikut.

Gambar 5. Hsil Poitif Uji Lipase Terhadap Isolat A2.

Distribusi produksi enzim hidrolitik pada ketiga isolat dapat dilihat pada tabel 1. di bawah. Dari
tabel ini juga terlihat jelas bahwa isolat A2 memiliki keempat enzim hidrolitik yang diujikan. Isolat A11
hanya mampu menunjukkan aktivitas Amilase dan Lipase. Untuk isolat A12, aktivitas katalik hanya
ditunjukkan terhadap enzim Amilase, Lipase dan Protease. Meskipun demikian, khusus untuk Amilase,
aktivitas tertinggi tampak ditunjukkan oleh isolat A11 dan A12 berupa terbentuknya zona amilolitik (zona
bening) yang lebih besar bila dibandingkan dengan isolat A2.
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Tabel 1 Produksi Enzim Hidrolitik Isolat Actinomycetes Endofitik Akar Mangrove
Enzim Hidrolitik Isolat

All Al12 A2
Selulase - - +
Amilase ++ ++ +
Lipase + + +
Protease - + +

Bila dihubungkan dengan aspek pengolahan pakan ternak, analisis lanjutan terhadap
efektivitas tiap enzim ini dapat dilakukan dengan menambahkan ekstrak enzim kasar pada pakan
ternak (mungkin dengan kisaran konsentrasi) dan memberikannya langsung ke hewan ternak
untuk mengamati parameter pertumbuhan dan perkembangannya (in vivo), atau dengan
menganalisis aktivitas katalitik masing-masing eksoenzim ekstrak (in vitro) dengan mengukur
jumlah atau konsentrasi monomer yang dihasilkan selama degradasi bahan baku pakan sebagai

substratnya.

Tabel 2 Karakterisasi Morfologis dan Pewarnaan Gram Isolat Actinomycetes Endofitik

Karakteristik Morfologis
Bentuk

Elevasi

Margin

Tekstur

Transparansi

Warna dalam Media ISP2
Tampilan Koloni

Pewarnaan Gram

A11
Irregular
Crateriform
Undulate
Kasar
Tidak tembus cahaya
(Opaque)
Cokelat muda

A12 A2
Irregular Irregular
Crateriform Crateriform
Undulate Undulate
Kasar Kasar
Tidak tembus cahaya Tidak tembus cahaya
(Opaque) (Opaque)

Cokelat muda

Cokelat muda

Prosedur pewarnaan gram juga dilakukan pada koloni isolat. Karena Actinomycetes adalah
Gram-positif, pewarnaan akan memberikan warna sel-sel menjadi ungu di bawah pengamatan
mikroskopis. Berdasarkan prosedur, semua isolat menunjukkan warna ungu. Kelompok bakteri ini akan
memiliki lapisan peptidoglikan yang lebih tebal. Bila diwarnai dengan Kristal violet, pewarna primer ini
akan berikatan dengan dinding sel baik Gram-negatif maupun -positif. Penambahan dengan larutan
lodine pada langkah kedua akan bertindak sebagai fiksatif untuk lebih memperkuat ikatan kompleks
iodium-peptidoglikan. Larutan Etanol 95% pada tahap ketiga akan berfungsi sebagai penghilang warna
(decolorizing agent) yang melarutkan lipid. Namun, karena Gram-positif memiliki kandungan lipid yang
rendah, tahap ini tidak akan memberikan dampak yang signifikan sehingga ketika ditambahkan dengan
pewarna tandingan (counter-stain) pada tahap terakhir, yaitu Safranin. Pewarna ini kurang reaktif
dengan peptidoglikan, sehingga akan memberikan tapilan dinding sel berwarna ungu dari kristal violet
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yang diberikan pada tahap pertama (Bruckner, 2017). Tampilan pewarnaan gram beserta karakterisasi
morfologis tiap isolat Actinomycetes Endofitik ditampilkan pada Tabel 2. di atas. Akan tetapi, untuk
mendapatkan informasi akurat terkait identifikasi spesies Actinomycetes Endofitik yang didapatkan,
ekstraksi materi genetik sangat penting untuk dilakukan yang kemudian dapat dilanjutkan dengan
sekuensing genom.

KESIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian dan pembahasan di atas, dapat disimpulkan beberapa hal berikut:

1.

Actinomycetes Endofitik pada akar Mangrove yang mampu menghasilkan enzim hidrolitik
telah berhasil diisolasi yang membuktikan bahwa habitat lokal ekosistem Nusa Tenggara
Timur dapat menjadi sumber alternatif penghasil metabolit primer Actinomycetes, terutama
enzim hidrolitik.

Enzim hidrolitik yang dihasilkan oleh isolat Actinomycetes Endofitik pada akar Mangrove
memiliki prospek untuk diaplikasikan sebagai enzim aditif pakan ternak, khususnya terkait
enzim Selulase, Amilase, Lipase dan Protease.

. Ketiga isolat berpotensi dikembangkan sebagai imbuhan pakan ternak karena

mengandung minimal salah 1 enzim hidrolitik yang diujikan dengan Isolat A2 memiliki
keempat enzim hidrolitik yang diujikan tersebut.

SARAN

Berdasarkan hasil penelitian dan pembahasan di atas, juga dapat disarankan beberapa hal

berikut :

1.

2.

Analisis lebih lanjut harus dilakukan pada aktivitas katalitik dari setiap eksoenzim hidrolitik
yang dihasilkan oleh masing-masing isolat untuk membandingkan efektivitasnya.
Eksplorasi lebih lanjut terkait Actinomycetes Endofitik ini dapat dilakukan pula terhadap
enzim-enzim hidrolitik lainnya yang juga sering dimanfaatkan sebagai imbuhan pakan
ternak seperti enzim Xylanase, Pektinase, Lignase dan Fitase.

Eksplorasi yang sama terhadap Actinomycetes Endofitik penghasil enzim hidrolitik dapat
pula dilakukan pada daerah Mangrove pada lokasi habitat yang berbeda di Nusa Tenggara
Timur.

Identifikasi secara molekuler terhadap isolat-isolat Actinomycetes Endofitik yang telah
didapatkan dapat dilakukan untuk memperoleh informasi spesies yang akurat yang dapat
dijadikan sebagai referensi bagi penelitian-penelitian lanjutnya.
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