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OPTIMASI PRODUKSI ALGINAT LIASE OLEH Actinomycetes BLH 5-36
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SERTA UJI AKTIVITAS DEGRADASI TERHADAP BIOFILM
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Fadila Sirwati

ABSTRAK

Polisakarida alginat merupakan komponen utama penyusun struktur biofilm
oleh bakteri patogen, salah satunya Pseudomonas. Keberadaan alginat sebagai
biofilm merupakan mekanisme perlindungan bagi bakteri, yang dapat
memperparah infeksi. Enzim alginat liase merupakan salah satu pendekatan yang
dilakukan untuk penanganan biofilm, melalui reaksi P-eliminasi. Enzim ini
mampu mengkatalisis depolimerisasi alginat pada biofilm. Salah satu sumber
enzim alginat liase yaitu Actinomycetes BLH 5-36. Tujuan penelitian ini adalah
mengoptimasi produksi alginat liase dan menguji kemampuannya dalam
mendegradasi biofilm Pseudomonas sp. CMDT-1.

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimen. Optimasi produksi alginat
liase menggunakan Response Surface Methodology (RSM). Kondisi fermentasi
yang di optimasi adalah konsentrasi Sargassum sebagai sumber karbon,
konsentrasi KNOj; sebagai sumber nitrogen dan lama waktu fermentasi. Aktivitas
enzim alginat liase diuji dengan menggunakan metode dinitrosalisylic acid (DNS).
Enzim yang dihasilkan digunakan untuk menguji kemampuannya dalam
mendegradasi biofilm Pseudomonas sp. CMDT-1.

Hasil penelitian menunjukkan formulasi fermentasi untuk produksi alginat
liase diperoleh dengan konsentrasi Sargassum 0,5% (b/v), KNOs 0,5 % (b/v), dan
waktu inkubasi selama empat hari. Aktivitas enzim terbaik adalah 5,556 U/mL.
Enzim alginat liase yang dihasilkan mampu mendegradasi biofilm Pseudomonas
sp. CMDT-1 >50 % pada konsentrasi 40%.

Kata Kunci: Alginat Liase, Actinomycetes, Respon Surface Methodology,
Biofilm, Pseudomonas



OPTIMIZATION OF ALGINATE LYASE PRODUCTION BY
Actinomycetes BLH 5-36 USING RESPONSE SURFACE METHODOLOGY
(RSM) AND DEGRADATION ACTIVITY AGAINST BIOFILM OF
Pseudomonas sp. CMDT-1

FADILA SIRWATI

ABSTRACT

Alginate polysaccharides is the main component of biofilm structure by
pathogenic bacteria, including Pseudomonas. The presence of alginate as a biofilm
is a protective mechanism for bacteria, which can aggravate the infection. Alginate
lyase is one of the approaches taken for biofilm treatment, through B-elimination
reaction. This enzyme is able to catalyze the depolymerization of alginate in
biofilms. One source of alginate lyase enzyme is Actinomycetes BLH 5-36. The aim
of this study was to optimized the production of alginate lyase and to analyzed its
ability to degrade Pseudomonas sp. CMDT-1 biofilm.

This research is an experimental research. Optimization of alginate lyase
production using Response Surface Methodology (RSM). The optimized
fermentation conditions were Sargassum concentration as carbon source, KNO3
concentration as nitrogen source and fermentation time. Alginate liase activity was
tested using dinitrosalisylic acid (DNS) method. The enzyme produced was used to
test its ability to degrade Pseudomonas sp. CMDT-1 biofilm.

The results showed that the optimized fermentation formulation for alginate
lyase production was obtained with 0.5% (b/v) Sargassum concentration, 0.5%
(b/v) KNO3, and four days incubation time with enzyme activity was 5.556 U/mL.
The alginate lyase produced was able to degrade Pseudomonas sp. CMDT-1
biofilm >50% at 40% concentration.

Keywords: Alginate Lyase, Actinomycetes, Response Surface Methodology,
Biofilm, Pseudomonas
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BAB1
PENDAHULUAN

A. Latar Belakang

Alginat merupakan polimer linear yang terdiri dari unit monomer B-D-
mannuronat (M) dan a-L-guluronat (G) yang dihubungkan oleh 1-4 ikatan
glikosidik (Abasalizadeh et al., 2020). Alginat memiliki kemampuan membentuk
struktur semi padat dan padat yang menimbulkan efek negatif yaitu, membentuk
struktur biofilm pada bakteri patogen (Afriansyah et al., 2021). Biofilm adalah
komunitas mikroorganisme yang mampu hidup dan berkembang biak sebagai
suatu kesatuan kolektif. Mikroorganisme pembentuk biofilm biasanya menempel
pada permukaan yang dikelilingi oleh matriks polimer ekstraseluler (Gutiérrez,
2018).

Biofilm merupakan salah satu faktor virulensi bakteri patogen dan
memperburuk infeksi. Pseudomonas sp. merupakan salah satu bakteri pembentuk
biofilm yang diketahui menyebabkan infeksi kronis pada penderita cystic fibrosis
(CF) (Purbowati, 2018). Angka kematian akibat infeksi Pseudomonas sp. di dunia
diperkirakan sebesar 20-50%, angka ini diperkirakan akan terus mengalami
peningkatan (Noviyanto et al., 2020). Secara khusus, angka infeksi yang
disebabkan oleh bakteri Gram negatif ini di Indonesia sekitar 25% dari kasus
infeksi yang ada (Zuhria et al., 2021).

Komponen utama penyusun biofilm adalah polisakarida, berupa senyawa
alginat (Sharma et al., 2023). Produksi alginat sebagai biofilm merupakan
mekanisme perlindungan bagi bakteri. Keberadaan alginat pada pembentukan
biofilm dapat meningkatkan resistensi bakteri terhadap agen antimikroba, dengan

cara mengikat atau menonaktitkan senyawa antimikroba. Selain itu,



eksopolisakarida  dalam  alginat dapat melindungi  bakteri  dari
opsonophagocytosis, yaitu radikal bebas yang dilepaskan oleh sel imun inang
(Moradali & Rehm, 2019).

Pengobatan infeksi Pseudomonas sp. yang membentuk biofilm tidak mudah.
Tingkat kesembuhan infeksi hanya sekitar 40—62% (Kurniawati et al., 2015).
Salah satu strategi dalam penanganan infeksi oleh bakteri pembentuk biofilm
adalah pengobatan yang dapat mendegradasi biofilm yang terbentuk (Purbowati,
2018). Enzim alginat liase merupakan salah satu pendekatan yang bisa dilakukan
untuk penanganan biofilm.

Aplikasi alginat liase memiliki potensi sebagai agen pendegradasi biofilm
Pseudomonas sp. pada penderita infeksi penyakit (Tavafi et al., 2018). Alginat
liase melalui mekanisme B-eliminasi dapat menghilangkan ikatan glikosidik dari
alginat penyusun biofilm, menghasilkan oligosakarida tak jenuh (3-7 monomer
hingga 20-25 monomer) dengan ikatan rangkap pada ujung yang tidak mereduksi.
Depolimerisasi alginat menyebabkan struktur biofilm terganggu dan mengurangi
kemampuan biofilm untuk melindungi Pseudomonas sp. dari gangguan. (Wang et
al., 2006; Wong et al., 2000).

Alginat liase diproduksi oleh berbagai macam bakteri, salah satunya oleh
Actinomycetes (Kumar et al., 2020). Actinomycetes merupakan kelompok bakteri
utama, penghasil enzim penting seperti amilase, selulase, gelatinase, kasein
hidrolase, kitinase, lipase dan alginat liase (Kumar et a/., 2012). Mohapatra
(2021), telah mengisolasi Actinomycetes penghasil alginat liase dari Sargassum di
Pantai Oistins, Barbados. Studi lain yang dilakukan Nguyen et al., (2021),

melakukan pemurnian dan karakterisasi alginat liase dengan mengisolasi strain



Streptomyces DS44 dari pembusukan rumput laut.

Kelompok Penelitian Enzim terkait Karbohidrat BRIN juga berhasil
mengisolasi beberapa Actinomycetes dari sedimen laut di Sarena Kecil, Sulawesi
Utara. Berdasarkan hasil skrining, isolat Actinomycetes BLH 5-36 diketahui
mempunyai kemampuan menghasilkan alginat liase. Namun untuk produksi
dalam jumlah besar, diperlukan proses optimasi produksi.

Produksi alginat liase dalam jumlah besar melalui proses fermentasi
membutuhkan optimasi untuk beberapa komponen penting, diantaranya adalah
sumber karbon. Sumber karbon digunakan bakteri untuk sumber energi.
Penggunaan sumber karbon yang optimal dapat memastikan asupan energi yang
efisien, sehingga menghasilkan produksi enzim menjadi lebih tinggi (Ginésy et
al., 2017). Sumber karbon yang digunakan untuk produksi alginat liase saat ini
umumnya adalah substrat komersial (natrium alginat 9005-38-3, Merck), yang
tersedia dengan harga mahal (Cheng et al., 2020). Substrat biomassa yang murah
diperlukan untuk produksi enzim alginat liase (Yanagisawa et al., 2013). Salah
satu substrat biomassa murah yang dapat digunakan adalah Sargassum. Mohapatra
(2022) mengoptimalkan produksi alginat liase dari genus Streptomyces Alg-S23
menggunakan 0,5% Sargassum sebagai media kultur. Cao et al., (2007), dalam
penelitiannya menggunakan 1% biomassa rumput laut coklat untuk produksi
alginat liase oleh strain Actinomycetes. Nguyen et al., (2021) dalam produksi
alginat liase dari Streptomyces luridiscabiei menggunakan biomassa 2% rumput
laut coklat. Li et al., (2019) menggunakan 2,5% biomassa dalam penelitiannya
mengenai sifat fisik substrat berbasis alginat.

Nutrisi penting lainnya dalam proses optimasi produksi enzim adalah sumber



nitrogen. Sumber nitrogen digunakan bakteri sebagai asupan protein. Penggunaan
nitrogen yang optimal dapat meningkatkan produksi enzim yang tinggi oleh
bakteri (Ginésy et al., 2017). Senyawa anorganik dapat dimanfaatkan sebagai
sumber nitrogen, seperti senyawa KNOs. Younis (2020) menggunakan 0,5%
KNOj; sebagai salah satu sumber nitrogen untuk menentukan kondisi optimum
alginat liase oleh isolat Pseudomonas aeruginosa NAll. Zrig et al., (2022)
menggunakan 2% KNO3; mampu meningkatkan kapasitas sintesis asam amino,
sintesis protein, yang meningkatkan aktivitas beberapa enzim.

Perbedaan media kultur akan mempengaruhi waktu fermentasi
Actinomycetes. Retnowati et al., (2018), melakukan kultur isolat Actinomycetes
pada media Muller Hinton selama 4 hari. Mohapatra (2021), memproduksi alginat
liase dari biomassa sargassum dan kotoran sapi dengan waktu fermentasi selama
5 hari. Cao et al., (2007), melakukan pemurnian alginat liase dikultur secara
aerobik selama 7 hari dalam media alginat cair. Mangamuri et al., (2012),
melakukan produksi antibiotik oleh Actinomycetes dalam kultur media ISP2
dengan waktu fermentasi selama 10 hari.

Waktu fermentasi Actinomycetes BLH 5-36 yang optimal untuk produksi
alginat liase masih belum diketahui, sehingga faktor ini perlu dipertimbangkan
dalam desain percobaan. Optimasi beberapa variabel memerlukan desain
penelitian yang kompleks. Salah satu metode desain yang dapat diterapkan adalah
Response Surface Methodology (RSM).

Response Surface Methodology (RSM) adalah metode dengan seperangkat
teknik statistik dimana interaksi antara beberapa variabel dapat diidentifikasi

dalam beberapa percobaan (Bibi et al., 2016). Tujuan penggunaan RSM dalam



proses optimasi adalah untuk mencapai hasil terbaik dalam waktu yang sesingkat
mungkin, dan juga untuk mempelajari interaksi dari variabel yang berbeda
(Mahdinia et al., 2019). Response Surface Methodology ini digunakan untuk
mengoptimalkan media dan kondisi kultur pada proses kultivasi dalam
menghasilkan enzim (Handa et al., 2016). Optimasi dengan metode RSM telah
dilakukan oleh Mohapatra, (2021) dalam memproduksi enzim alginat liase dan
mannanase dengan memanfaatkan Sargassum dan kotoran sapi sebagai media
produksi. Kusumaningrum et al., (2019) menggunakan RSM dalam mengoptimasi
suhu dan pH terhadap aktivitas enzim endoglukanase.

Perbedaan isolat bakteri akan mempengaruhi optimasi produksi enzim.
Oleh karena itu, dilakukan penelitian dengan judul Optimasi Produksi Alginat
Liase oleh Actinomycetes BLH 5-36 Menggunakan Response Surface
Methodology (RSM) serta Uji Aktivitas Degradasi terhadap Biofilm
Pseudomonas sp. CMDT-1.

B. Rumusan Masalah

1. Bagaimana formulasi fermentasi optimum untuk produksi enzim alginat
liase oleh Actinomycetes BLH 5-36?.

2. Bagaimana aktivitas enzim alginat liase yang dihasilkan oleh
Actinomycetes BLH 5-36 sebagai agen pendegradasi biofilm Pseudomonas
sp. CMDT-1?.

C. Tujuan Penelitian

Berdasarkan rumusan masalah, maka tujuan penelitian ini adalah

1. Mendapatkan formulasi fermentasi optimum untuk produksi enzim alginat

liase oleh Actinomycetes BLH 5-36.



2. Mengetahui aktivitas enzim alginat liase yang dihasilkan oleh Actinomycetes

BLH 5-36 sebagai agen pendegradasi biofilm Pseudomonas sp. CMDT-1.

D. Manfaat Penelitian

Adapun manfaat dari penelitian ini adalah:

1.

Memberikan informasi tentang formulasi fermentasi optimum untuk
produksi enzim alginat liase oleh Actinomycetes BLH 5-36

Memberikan informasi tentang aktivitas enzim alginat liase yang
dihasilkan oleh Actinomycetes BLH 5-36 sebagai agen pendegradasi

biofilm Pseudomonas sp. CMDT-1.



