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            39 BAB IV HASIL DAN PEMBAHASAN 4.1 Isolasi dan Seleksi Bakteri Agarolitik Isolasi bakteri agarolitik dilakukan untuk memisahkan bakteri tersebut dari mikroorganisme lain yang ditemui dalam sampel, kemudian dikultivasi hingga diperoleh kultur murni Adanya bakteri agarolitik ditandai dengan mencairnya agar-agar (media) atau terjadi pendangkalan agar-agar di sekitar koloni bakteri (Agbo 1979). Isolat bakteri yang diperoleh dari penelitian ini berasal dari berbagai sumber, yaitu Gracilaria sp., Sargassum sp. dan air laut. Sampling dilakukan ketika air laut sedang surut agar dapat mengambil rumput laut (sampel) yang sudah tidak segar. Rumput laut yang tidak segar banyak mengandung bakteri agarolitik karena bakteri tersebut telah mendegradasi dinding sel rumput laut tersebut yang merupakan salah satu penyebab tidak segarnya rumput laut (Wang 2006). Sampel tersebut kemudian diisolasi untuk memperoleh bakteri target dengan cara dihaluskan dan dilakukan pengenceran. Tetapi pada penelitian kali ini, bakteri tidak tumbuh setelah diinkubasi selama 7 hari. Hal ini mungkin dikarenakan terlalu banyaknya tingkat pengenceran yang dilakukan hingga 10 -7 . Oleh karena itu dilakukan isolasi ulang dengan cara merendam sampel di dalam media cair dan digoyangkan menggunakan incubator shaker. Setelah terjadi perubahan warna pada media (keruh) dan terbentuk pellicle atau cincin (Gambar 7 dan 8), berarti bakteri telah tumbuh dan dapat diisolasi ke media padat di dalam cawan petri (Widiastuti 2010). 
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 BAB IV
 HASIL DAN PEMBAHASAN
 4.1 Isolasi dan Seleksi Bakteri Agarolitik
 Isolasi bakteri agarolitik dilakukan untuk memisahkan bakteri tersebut dari
 mikroorganisme lain yang ditemui dalam sampel, kemudian dikultivasi hingga
 diperoleh kultur murni Adanya bakteri agarolitik ditandai dengan mencairnya
 agar-agar (media) atau terjadi pendangkalan agar-agar di sekitar koloni bakteri
 (Agbo 1979).
 Isolat bakteri yang diperoleh dari penelitian ini berasal dari berbagai
 sumber, yaitu Gracilaria sp., Sargassum sp. dan air laut. Sampling dilakukan
 ketika air laut sedang surut agar dapat mengambil rumput laut (sampel) yang
 sudah tidak segar. Rumput laut yang tidak segar banyak mengandung bakteri
 agarolitik karena bakteri tersebut telah mendegradasi dinding sel rumput laut
 tersebut yang merupakan salah satu penyebab tidak segarnya rumput laut (Wang
 2006).
 Sampel tersebut kemudian diisolasi untuk memperoleh bakteri target
 dengan cara dihaluskan dan dilakukan pengenceran. Tetapi pada penelitian kali ini,
 bakteri tidak tumbuh setelah diinkubasi selama 7 hari. Hal ini mungkin
 dikarenakan terlalu banyaknya tingkat pengenceran yang dilakukan hingga 10-7
 .
 Oleh karena itu dilakukan isolasi ulang dengan cara merendam sampel di dalam
 media cair dan digoyangkan menggunakan incubator shaker. Setelah terjadi
 perubahan warna pada media (keruh) dan terbentuk pellicle atau cincin (Gambar 7
 dan 8), berarti bakteri telah tumbuh dan dapat diisolasi ke media padat di dalam
 cawan petri (Widiastuti 2010).
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 Gambar 7. Sargassum sp. setelah Dimasukkan ke dalam Media Cair (A),
 Sargassum sp. setelah Diinkubasi Selama 5 Hari (B)
 Gambar 8. Gracilaria sp. setelah Dimasukkan ke dalam Media Cair (A),
 Gracilaria sp. setelah Diinkubasi Selama 5 Hari (B)
 Kultivasi ke dalam media padat dengan teknik pengenceran dilakukan
 untuk memisahkan bakteri menjadi koloni-koloni tunggalnya. Masing-masing
 isolat yang diperoleh hanya dibedakan berdasarkan penampakan bentuk fisik
 koloni yang tumbuh pada media padat sehingga belum dapat dipastikan apakah
 isolat yang diperoleh merupakan spesies yang berbeda atau sama. Isolat yang
 tampak berbeda diambil sebanyak mungkin agar dapat mewakili proses skrining
 untuk mencari bakteri yang memiliki aktivitas agarolitik.
 Setelah isolat tumbuh, sebanyak 21 isolat, isolat tersebut kemudian dipilih
 atau diseleksi secara visual berdasarkan kemampuannya dalam mencairkan media
 A B Pellicle
 A B Pellicle
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 dan membentuk zona bening. Hal ini dilakukan untuk mengerucutkan jumlah
 isolat yang berpotensi memiliki aktivitas agarolitik.
 Media yang digunakan adalah bacto agar 1,5% dengan tambahan KNO3.
 Pada dasarnya kebutuhan nutrisi mutlak bakteri adalah karbon (C) dan nitrogen
 (N). Media bacto agar tidak mengandung unsur karbon (Lampiran 20) sedangkan
 unsur nitrogen terkandung dalam KNO3. Jadi dapat dikatakan bahwa kebutuhan
 akan unsur nitrogen telah terpenuhi tetapi unsur karbon tidak terpenuhi. Karena
 bacto agar tidak mengandung karbon, maka bakteri yang memiliki enzim agarase
 akan mengeluarkan enzim tersebut untuk menghidrolisis agar-agar dan memecah
 polisakarida menjadi salah satu senyawa penyusunnya yaitu karbon demi
 kelangsungan hidupnya. Oleh karena itu, semakin dalam pendangkalan media,
 maka potensi bakteri tersebut sebagai bakteri agarolitik semakin tinggi.
 Gambar 9. Pendangkalan Agar-Agar Setelah 8-10 hari Inkubasi (Gracilaria2.1)
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 Gambar 10. Pencairan Agar-Agar Setelah 30 hari Inkubasi (Pink1)
 Gambar 9 dan 10 menunjukkan kemampuan bakteri dalam mencairkan
 media. Tingkat pendangkalan atau pencairan media bergantung pada jenis bakteri
 dan kemampuan bakteri dalam memproduksi enzim agarase. Umumnya
 pembentukan zona bening mulai terlihat setelah diinkubasi selama 3 hari dan
 pendangkalan media mulai terlihat setelah diinkubasi selama 5 hari.
 Setelah koloni dalam tiap cawan petri terlihat sama, itu berarti koloni
 bakteri tersebut sudah murni (Lampiran 21). Isolat murni yang didapat dalam
 penelitian ini sebanyak 8 isolat, dimana 2 isolat dari air laut, 3 isolat dari
 Gracilaria sp. dan 3 isolat dari Sargassum sp. (Tabel 5).
 Tabel 5. Data Lokasi, Bahan Sumber Isolat, Jumlah Isolat dan Kode Isolat Bakteri
 Agarolitik
 No. Lokasi Bahan Sumber
 Isolat
 Jumlah
 Isolat Kode Isolat
 1 Santolo, Garut
 Selatan
 Rumput laut merah
 Gracilaria sp. 3
 Gracilaria1.1,
 Gracilaria2.1,
 Gracilaria2.2
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 Air laut 2 Pink1, Pink2
 2 Sancang,
 Garut Selatan
 Rumput laut coklat
 Sargassum sp. 3
 Sargassum1.1,
 Sargassum1.3,
 Sargassum2.7
 Tabel 5 menunjukkan jumlah isolat setelah melalui proses skrining awal
 yaitu kemampuan dalam mencairkan media. Jumlah tersebut telah menurun dari
 jumlah awal sebelum skrining, 21 isolat, menjadi 8 isolat setelah proses skrining.
 Secara konvensional, identifikasi dan klasifikasi mikroorganisme
 dilakukan dengan mengamati ciri-ciri morfologi suatu koloni, seperti ukuran,
 warna, bentuk, tepian dan ketinggian. Identifiksi mikroorganime yang didasarkan
 pada morfologi tidak mampu memberikan informasi mengenai alur evolusi
 mikroorganisme. Meskipun demikian pengamatan morfologi koloni dan sel masih
 diperlukan sebagai tahap awal sebelum dilakukan identifikasi lebih lanjut.
 Morfologi koloni yang didapat didominasi oleh bulat, tepian entire dan undulate,
 serta berwarna krem dan putih susu. Hasil pengamatan morfologi koloni bakteri
 dapat dilihat pada Tabel 6.
 Tabel 6. Morfologi Koloni Bakteri
 No. Isolat Ukuran Warna Bentuk Tepian Elevasi
 1 Pink1 Kecil Krem/putih
 kekuningan Bulat Entire Cekung
 2 Pink2 Kecil Putih susu Bulat Undulate Cekung
 3 Gracilaria1.1 Kecil Putih susu Bulat Entire Cekung
 4 Gracilaria2.1 Kecil Krem/putih
 kekuningan
 Bulat Entire Cekung
 5 Gracilaria2.2 Kecil Putih susu Bulat Entire Cekung
 6 Sargassum1.1 Kecil Krem/putih
 kekuningan
 Bulat Entire Raised
 7 Sargassum1.3 Pinpoint Putih susu Bulat Undulate Flat
 8 Sargassum2.7 Kecil Krem/putih
 kekuningan
 Bulat Lobate Cekung
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 Berdasarkan Tabel 6 dapat diketahui bahwa koloni bakteri kandidat
 agarolitik berukuran kecil, berwarna krem dan putih susu, berbentuk bulat dengan
 tepian yang didominasi oleh entire (rata) dan elevasi cekung. Semua isolat rata-
 rata tumbuh setelah diinkubasi selama 3x24 jam. Hal ini mungkin disebabkan
 oleh lamanya proses adaptasi bakteri tersebut dan media yang digunakan adalah
 media sederhana yang hanya memiliki sedikit kandungan nutrien untuk
 pertumbuhan bakteri.
 Kemudian dilakukan pewarnaan Gram untuk mengetahui bahwa bakteri
 tersebut termasuk ke dalam bakteri Gram positif atau negatif. Selain itu juga
 untuk mengetahui kemurnian isolat hingga tingkat sel. Koloni bakteri yang sudah
 murni setelah dilakukan pewarnaan Gram, dapat dilanjutkan ke tahap selanjutnya
 yaitu pengujian aktivitas agarase. Kemurnian koloni sangat mempengaruhi hasil
 PCR dan elektroforesis. Oleh karena itu sebelum dilanjutkan ke tahap selanjutnya,
 bakteri harus telah murni sampai ke tingkat sel. Hasil pengamatan Gram bakteri
 dapat dilihat di Tabel 7 dan Lampiran 22.
 Tabel 7. Hasil Pewarnaan Gram
 No. Isolat Bentuk
 Sel Warna Gram
 1 Pink1 Monococcus Merah Negatif
 2 Pink2 Monococcus Merah Negatif
 3 Gracilaria1.1 Monobasil Merah Negatif
 4 Gracilaria2.1 Monobasil Merah Negatif
 5 Gracilaria2.2 Monococcus Merah Negatif
 6 Sargassum1.1 Monobasil Merah Negatif
 7 Sargassum1.3 Monococcus Merah Negatif
 8 Sargassum2.7 Monobasil Merah Negatif
 Hasil pengamatan bentuk sel dibawah mikroskop dengan perbesaran 400x
 (Tabel 7) menunjukkan bahwa sel-sel bakteri yang telah berhasil diisolasi

Page 7
                        
                        

45
 seluruhnya memberikan hasil negatif terhadap pewarnaan Gram. Hal ini sama
 dengan penelitian sebelumnya yang mengatakan bahwa bakteri agarolitik
 merupakan bakteri Gram negatif seperti Alteromonas sp. (Kirimura 1999 dan
 Wang 2006), Pseudoalteromonas sp. (Vera 1998), Vibrio (Araki 1998),
 Cytophaga (Duckworth 1969) dan Thalassomonas (Ohta 2005). Ukuran sel-
 selnya sangat kecil bahkan dengan pembesaran mikroskop hingga 400x (Gambar
 10).
 Gambar 11. Preparat Hasil Pewarnaan Gram (Gracilaria1.1)
 Gambar 12. Hasil Pengamatan Pewarnaan Gram Menggunakan Mikroskop
 (Perbesaran 400x)
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 Pewarnaan Gram merupakan pewarnaan diferensial yang paling sering
 digunakan dalam pengidentifikasian bakteri. Metode ini menggunakan beberapa
 larutan pewarna yaitu gentian violet, lugol iodin, alkohol dan air fuchsin atau
 safranin.
 Pada bakteri Gram negatif, pemberian larutan gentian violet akan
 mengubah warna dinding sel menjadi warna ungu. Penambahan lugol iodin akan
 menempelkan warna ungu hingga ke dalam sel dan membentuk kompleks ungu
 kristal yodium. Pembilasan dengan alkohol akan melunturkan warna ungu tadi
 karena bakteri Gram negatif mengandung lipid dalam persentase yang lebih tinggi
 daripada yang terkandung dalam bakteri Gram positif dan dinding sel bakteri
 Gram negatif juga lebih tipis daripada dinding sel bakteri Gram positif. Oleh
 karena itulah pembilasan dengan alkohol menyebabkan terekstraksinya lipid
 sehingga memperbesar daya rembes atau permeabilitas dinding sel. Jadi kompleks
 ungu kristal yodium yang telah memasuki dinding sel dapat diekstraksi dan
 menyebabkan kehilangan zat warna ungu. Penambahan larutan safranin adalah
 untuk memberikan warna merah pada sel bakteri. Sel bakteri Gram negatif akan
 menyerap zat pewarna ini.
 Perbedaan antara bakteri gram positif dan gram negatif disebabkan oleh
 perbedaan dinding sel. Dinding sel bakteri gram positif sebagian besar terdiri atas
 beberapa lapisan peptidoglikan yang membentuk suatu struktur yang tebal dan
 kaku. Peptidoglikan pada dinding sel bakteri ini membuat bakteri gram positif
 resisten terhadap lisis osmotik.
 Menurut Gupta (1990) bakteri gram negatif terdiri atas satu atau sangat
 sedikit lapisan peptidoglikan pada dinding selnya. Selain itu dinding sel bakteri
 gram negatif ini mengandung sejumlah polisakarida dan lebih rentan terhadap
 kerusakan mekanik dan kimia. Perbedaan warna pada koloni bakteri terjadi
 karena perbedaan pigmen intraseluler yang dihasilkan oleh bakteri.
 4.2 Pengujian Aktivitas Agarase Secara Kualitatif
 Pengujian ini dilakukan dengan cara menuangkan pereaksi Lugol Iodin ke
 permukaan media tumbuh bakteri. Hal ini dilakukan untuk melihat zona bening
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 yang dihasilkan bakteri setelah diinkubasi 3-5x24 jam. Zona bening merupakan
 zona yang terbentuk pada medium di sekeliling koloni bakteri setelah masa
 inkubasi yang terbentuk akibat sekresi enzim agarase yang menguraikan substrat
 polisakarida pada medium bacto agar, menjadi senyawa yang lebih sederhana
 seperti galaktosa. Hasil uji positif ditunjukkan apabila terdapat zona bening
 disekitar koloni yang dikelilingi oleh warna coklat dari pereaksi Lugol Iodin.
 Potensi bakteri agarolitik dalam memproduksi enzim agarase dapat dilihat
 secara kualitatif dengan menghitung indeks agarolitiknya, yaitu diameter zona
 bening : diameter koloni bakteri. Indeks agarolitik merupakan indeks kemampuan
 bakteri dalam mendegradasi media atau menghasilkan enzim agarase.
 Gambar 13-16 merupakan gambar hasil pengujian aktivitas agarase secara
 kualitatif.
 Gambar 13. Gracilaria1.1 sebelum Ditetesi Pereaksi Lugol (A), Gracilaria1.1
 setelah Ditetesi Pereaksi Lugol (B)
 Gambar 14. Pink1 sebelum Ditetesi Pereaksi Lugol (A), Pink1 setelah Ditetesi
 Pereaksi Lugol (B)
 A B
 A B
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 Gambar 15. Gracilaria2.1 sebelum Ditetesi Pereaksi Lugol (A), Gracilaria2.1
 setelah Ditetesi Pereaksi Lugol (B)
 Gambar 16. Pink2 sebelum Ditetesi Pereaksi Lugol (A), Pink2 setelah Ditetesi
 Pereaksi Lugol (B)
 Keterangan :
 Diameter zona bening
 Diameter koloni
 Kemampuan tiap isolat agarolitik dalam membentuk zona bening pada
 media padat berbeda-beda. Berikut merupakan hasil pengukuran indeks agarolitik
 terhadap isolat setelah diinkubasi selama 5 hari (Tabel 8)
 A B
 A B
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 Tabel 8. Uji Aktivitas Agarolitik pada Isolat
 No Isolat Indeks Agarolitik Ulangan ke-
 Rata-Rata 1 2 3
 1 Pink1 3,566 3,364 2,669 3,200
 2 Pink2 3,327 5,835 3,731 4,298
 3 Gracilaria1.1 2,611 3,976 3,283 3,290
 4 Gracilaria2.1 3,085 2,075 2,416 2,525
 5 Gracilaria2.2 3,076 1,920 1,846 2,281
 6 Sargassum1.1 1,900 1,909 1,924 1,911
 7 Sargassum1.3 0,000 2,525 2,330 1,618
 8 Sargassum2.7 2,474 2,339 2,061 2,291
 Dari hasil penelitian (Tabel 8 dan Lampiran 23 dan 24) menunjukkan
 bahwa semua isolat dapat menghasilkan enzim agarase dan menunjukkan
 aktivitas agarolitik yang berbeda-beda berdasarkan ukuran diameter zona bening
 dan koloni yang terbentuk. Indeks agarolitik terbesar dimiliki oleh isolat Pink2
 sebesar 4,298 dan indeks agarolitik terkecil dimiliki oleh isolat Sargassum1.3
 sebesar 1,618. Aktivitas agarase diuji dengan mengukur kadar galaktosa sebagai
 produk hidrolisis polisakarida dari agar (media) oleh enzim agarase. Agar
 mengandung polisakarida yang akan dipecah oleh mikroorganisme agarolitik
 menjadi unsur galaktosa sehingga pada koloni dikelilingi area bening yang
 menunjukkan mikroorganisme tersebut mempunyai aktivitas agarolitik.
 Perendaman dengan pereaksi Lugol Iodin akan memperjelas zona bening yang
 terbentuk karena pereaksi akan menyisip pada rantai polisakarida yang tidak
 terhidrolisis sehingga media akan menyerap warna pereaksi yang berwarna coklat.
 Sebaliknya pada rantai polisakarida yang telah terhidrolisis oleh aktivitas agarase,
 pereaksi tidak bisa menyisip sehingga media tetap berwarna bening.
 Kemampuan tiap isolat dalam menghasilkan zona bening tidak berbeda
 terlalu jauh. Diameter zona bening yang luas tidak selalu berbanding lurus dengan
 tingginya nilai indeks agarolitik. Seperti contoh pada isolat Gracilaria2.1
 (Lampiran 24) yang memiliki rata-rata zona bening seluas 38,083 mm tetapi
 memiliki indeks agarolitik yang rendah, sebesar 2,525. Hal ini dikarenakan isolat
 tersebut memiliki ukuran diameter koloni yang luas, sebesar 15,383 mm sehingga
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 setelah diameter zona bening dibagi diameter koloni bakteri akan menghasilkan
 indeks agarolitik yang rendah.
 Perbedaan ukuran diameter zona bening yang dihasilkan oleh tiap isolat
 disebabkan oleh kemampuan isolat dalam memproduksi enzim agarase dan
 kelengkapan jenis enzim agarase yang dihasilkan dan juga oleh ukuran molekul
 enzim agarase yang berbeda-beda. Vera (1998) membagi bakteri agarolitik ke
 dalam 3 kelompok berdasarkan berat molekul enzim dan hubungannya dengan
 aktivitas degradasi gel agar-agar. Kelompok I dengan berat molekul 30-35 kDa,
 terdiri dari Pseudoalteromonas atlantica ATCC 19291, P. antartica N-1,
 Streptomyces coelicolor dan Pseudomonas sp. galur PT-5, kelompok II dengan
 berat molekul 50-59 kDa, terdiri dari Alteromonas sp. galur C-1, Pseudomonas sp.
 galur W-7 dan P. atlantica dan kelompok III dengan berat molekul lebih dari 100
 kDa yang terdiri dari spesies-spesies Vibrio. Kelompok I dan II dikenal memiliki
 kemampuan yang tinggi dalam melunakkan dan mendangkalkan agar-agar karena
 memiliki berat molekul agarase rendah yang dapat berdifusi melalui pori-pori gel
 agar-agar. Kelompok III umumnya memiliki kemampuan degradasi sel gel agar-
 agar yang relatif rendah karena memiliki berat molekul yang relatif besar.
 Sebanyak 6 isolat yang memiliki indeks agarolitik tertinggi yaitu Pink1,
 Pink2, Gracilaria1.1, Gracilaria2.1, Gracilaria2.2 dan Sargassum2.7 akan
 dilanjutkan ke tahap pengujian aktivitas agarase secara kuantitatif yaitu dengan
 menggunakan pereaksi kimia untuk mengukur kadar gula hasil hidrolisis
 polisakarida yang terkandung didalam agar-agar menjadi galaktosa oleh enzim
 agarase.
 4.3 Pengujian Aktivitas Agarase Secara Kuantitatif
 Pengujian ini dilakukan dengan metode Nelson Simogyi. Metode ini
 menggunakan pereaksi kimia untuk mengukur kadar gula pereduksi hasil
 hidrolisis enzimatis yang dilakukan oleh enzim agarase.
 Gula pereduksi merupakan golongan gula (karbohidrat) yang dapat
 mereduksi senyawa-senyawa penerima elektron, contohnya adalah glukosa dan
 fruktosa. Ujung dari suatu gula pereduksi adalah ujung yang mengandung gugus
 http://id.wikipedia.org/wiki/Karbohidrat
 http://id.wikipedia.org/wiki/Glukosa
 http://id.wikipedia.org/wiki/Fruktosa
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 aldehid. Yang termasuk ke dalam gula pereduksi adalah semua monosakarida
 (glukosa, fruktosa dan galaktosa) dan disakarida (laktosa dan maltosa), kecuali
 sukrosa dan pati (polisakarida).
 Umumnya gula pereduksi yang dihasilkan
 berhubungan erat dengan aktifitas enzim, dimana semakin tinggi aktifitas enzim
 maka semakin tinggi pula gula pereduksi yang dihasilkan. Jumlah gula pereduksi
 yang dihasilkan selama reaksi diukur dengan menggunakan berbagai reagen
 dengan menggunakan metode Nelson Simogyi pada panjang gelombang 540 nm.
 Pada panjang gelombang ini molekul gula pereduksi dapat menyerap sinar secara
 optimum sehingga pembacaan absorbansi dapat berjalan dengan baik. Semakin
 tinggi nilai absorbansi yang dihasilkan, maka semakin tinggi pula gula pereduksi
 yang terkandung.
 Untuk mengetahui kandungan gula pereduksinya terlebih dahulu dibuat
 kurva standar glukosa untuk mengetahui nilai y = ax - b yang kemudian akan
 digunakan untuk menghitung nilai konsentrasi gula pereduksi yang terkandung
 didalam media yang berisi isolat setelah diinkubasi. Pembuatan kurva standar
 glukosa dapat dilihat pada Lampiran 15.
 Gambar 17. Kurva Standar Glukosa
 Kurva tersebut menunjukkan nilai regresi linear (R2) sebesar 0.987 yang
 menunjukkan bahwa kurva tersebut hampir linear atau dengan kata lain kurva
 tersebut cukup baik. Persamaan kurva yang diperoleh y = 0.082x – 0.037, yang
 y = 0.082x - 0.037
 R² = 0.987
 0
 0.2
 0.4
 0.6
 0.8
 1
 1 3 5 7 9
 Ab
 sorb
 an
 si
 Konsentrasi
 Kurva Standar Glukosa
 Nilai Absorbansi
 Glukosa (540 nm)
 Absorbansi
 Linear (Nilai
 Absorbansi Glukosa
 (540 nm) Absorbansi)
 http://id.wikipedia.org/wiki/Monosakarida
 http://id.wikipedia.org/w/index.php?title=Galaktosa&action=edit&redlink=1
 http://id.wikipedia.org/w/index.php?title=Disakarida&action=edit&redlink=1
 http://id.wikipedia.org/wiki/Laktosa
 http://id.wikipedia.org/wiki/Maltosa
 http://id.wikipedia.org/wiki/Sukrosa
 http://id.wikipedia.org/wiki/Pati
 http://id.wikipedia.org/wiki/Polisakarida
 http://id.wikipedia.org/wiki/Enzim
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 nantinya persamaan ini akan digunakan untuk menghitung kadar gula pereduksi.
 Y merupakan nilai absorbansi dan X merupakan nilai konsentrasi gula pereduksi.
 Selanjutnya adalah pengukuran sampel atau kadar gula pereduksi. Sampel
 yang ditambahkan reagen Nelson Somogyi akan berwarna biru muda yang
 fungsinya untuk mereduksi kupri oksida menjadi kupro oksida (Gambar 18A).
 Larutan campuran berwarna biru muda tersebut kemudian dipanaskan untuk
 mempercepat proses reduksi kupri oksida menjadi kupro oksida (Gambar 18B).
 Setelah dipanaskan, larutan tersebut didinginkan terlebih dahulu (sampai suhu
 ruang atau 25°C) (Gambat 18C) sebelum direaksikan dengan reagen
 arsenomolibdat agar stabil, karena apabila larutan terlalu panas dikhawatirkan ada
 komponen dari larutan yang rusak. Setelah dingin, larutan berwarna biru susu
 tersebut ditambahkan reagen arsenomolibdat dan dikocok sampai homogen.
 Ditambahkan pula akuades untuk mengencerkan larutan agar tidak terlalu pekat
 dan absorbansinya dapat terbaca pada spektrofotometer (Gambar 18D).
 B
 D
 A
 C
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 Gambar 18. Sampel setelah Dicampur Reagen Nelson Simogyi (A), Sampel
 Dipanaskan (B), Perubahan Warna dari Sampel setelah Dipanaskan
 (C), Perubahan Warna Sampel setelah Dicampur Reagen
 Arsenomolibdat (D), Pengenceran Sampel dengan Akuades (E)
 Keterangan (ki-ka): Pink1, Pink2, Gracilaria1.1, Gracilaria2.1, Gracilaria2.2,
 Sargassum2.7
 Dari Gambar 18 terlihat perubahan dari warna sampel setelah proses
 pemanasan dan pemberian reagen arsenomolibdat. Warna yang semula biru
 bening berubah menjadi biru pekat. Dari warna yang terbentuk dapat diketahui
 bahwa sampel yang mengandung konsentrasi gula pereduksi paling tinggi adalah
 Gracilaria2.1 dan Gracilaria2.2 karena memiliki warna yang paling pekat.
 Untuk mengetahui konsentrasi gula pereduksi dilakukan perhitungan
 menggunakan rumus yang telah didapat. Perhitungannya dapat dilihat pada
 Lampiran 25.
 Tabel 9. Hasil Pengukuran Nilai Absorbansi Glukosa dan Konsentrasi Gula
 Pereduksi pada OD 540 nm dan Inkubasi Selama 5 Hari
 No Sampel Absorbansi (A) Konsentrasi
 (mg/ml)
 1 Pink1 0,375 5,024
 2 Pink2 0,32 4,354
 3 Gracilaria1.1 0,117 1,878
 4 Gracilaria2.1 1,389 17,390
 5 Gracilaria2.2 1,072 13,524
 6 Sargassum2.7 0,048 1,037
 E
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 Dari Tabel 9 dapat diketahui bahwa semakin tinggi nilai absorbansi maka
 konsentrasi gula pereduksinya akan semakin tinggi pula. Konsentrasi gula
 pereduksi tertinggi dimiliki oleh Gracilaria2.1 dengan nilai 17,390 mg/ml yang
 artinya dalam 1 ml larutan sampel mengandung 17,390 mg gula pereduksi dan
 Gracilaria2.2 dengan nilai 13,524 mg/ml yang artinya dalam 1 ml larutan sampel
 mengandung 13,524 mg gula pereduksi. Konsentrasi glukosa terendah dimiliki
 oleh Sargassum2.7 dengan nilai 1,037 mg/ml.
 Pengukuran konsentrasi gula pereduksi dilakukan setelah sampel berumur
 5 hari karena selama pengamatan saat proses pemurnian bakteri, keenam isolat
 menunjukkan aktivitas pencairan agar-agar setelah diinkubasi selama 5 hari.
 Tabel 10. Hasil Pengukuran Nilai Absorbansi Glukosa dan Konsentrasi Gula
 Pereduksi pada OD 540 nm dan Inkubasi Selama 15 Hari
 No Isolat Absorbansi (A) Konsentrasi
 (mg/ml)
 1 Pink1 0,122 1,939
 2 Pink2 0,101 1,683
 3 Gracilaria1.1 -0,075 -0,463
 4 Gracilaria2.1 0,84 10,695
 5 Gracilaria2.2 0,6415 8,274
 6 Sargassum2.7 -0,0775 -0,494
 Pengukuran konsentrasi gula pereduksi juga dilakukan saat sampel
 berumur 15 hari (Tabel 10). Hal ini dilakukan untuk mengetahui apakah
 konsentrasi gula pereduksi yang dihasilkan akan semakin tinggi jika diinkubasi
 lebih lama. Konsentrasi gula pereduksi ternyata mengalami penurunan yang
 cukup signifikan dan konsentrasi gula pereduksi tertinggi dimiliki oleh
 Gracilaria2.1 dengan nilai 10,695 mg/ml dan Gracilaria2.2 dengan nilai 8,274
 mg/ml. Konsentrasi gula pereduksi terendah dimiliki oleh Sargassum2.7 dengan
 nilai -0,494 mg/ml. Isolat Sargassum2.7 memiliki konsentrasi bernilai minus yang
 berarti bahwa ketika dilakukan pengujian, sudah tidak ada lagi gula pereduksi
 yang tersisa didalam sampel karena telah habis dimanfaatkan oleh bakteri untuk
 mempertahankan hidupnya.
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 Tabel 11. Perbandingan Nilai Konsentrasi Gula Pereduksi Pada Masa Inkubasi
 5 Hari dan 15 Hari
 No Isolat Konsentrasi (mg/ml)
 (inkubasi 5 hari)
 Konsentrasi (mg/ml)
 (inkubasi 15 hari) Selisih
 1 Pink1 5,024 1,939 3,085
 2 Pink2 4,354 1,683 2,671
 3 Gracilaria1.1 1,878 -0,463 2,341
 4 Gracilaria2.1 17,390 10,695 6,695
 5 Gracilaria2.2 13,524 8,274 5,250
 6 Sargassum2.7 1,037 -0,494 1,530
 Gambar 19. Perbandingan Konsentrasi Glukosa antara Masa Inkubasi 5 Hari dan
 15 Hari
 Berdasarkan Gambar 19 dapat diketahui bahwa konsentrasi gula pereduksi
 yang dihasilkan oleh semua sampel selama masa inkubasi 5 hari lebih tinggi
 dibandingkan dengan sampel yang diinkubasi selama 15 hari. Konsentrasi gula
 pereduksi tertinggi keduanya dimiliki oleh isolat dari sampel rumput laut merah,
 yaitu Gracilaria sp. Konsentrasi gula pereduksi semakin menurun karena gula
 pereduksi yang dihasilkan akan dimanfaatkan oleh bakteri tersebut untuk
 memenuhi kebutuhan hidupnya.
 Berdasarkan Tabel 11, isolat yang mengalami penurunan kadar gula
 pereduksi paling signifikan dimiliki oleh Gracilaria2.1 dan Gracilaria2.2 yaitu
 -4
 0
 4
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 12
 16
 20
 Perbandingan Nilai Konsentrasi Gula
 Pereduksi
 Konsentrasi (5 hari)
 Konsentrasi (15 hari)
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 sebesar 6,695 mg/ml dan 5,250 mg/ml. Hal ini dikarenakan kecepatan isolat
 dalam menghidrolisis polisakarida pada media yang tinggi karena isolat memiliki
 aktivitas enzim agarase yang tinggi sehingga kecepatannya dalam menghidrolisis
 akan tinggi pula.
 Hasil yang didapatkan sesuai dengan hipotesis yang mengatakan bahwa
 bakteri yang paling berpotensi sebagai penghasil enzim agarase adalah bakteri
 yang diisolasi dari Gracilaria sp. Hal ini dikarenakan enzim agarase merupakan
 enzim yang dapat menghidrolisis agar yang banyak terkandung pada rumput laut
 merah. Sedangkan kandungan agar pada rumput laut coklat tergolong rendah
 karena rumput laut coklat merupakan penghasil alginat dan karaginan.
 Menurut (Fernandes 2011) bakteri agarolitik akan mendegradasi dinding
 sel rumput laut merah dan menyebabkan penyakit pada rumput laut tersebut.
 Sehingga dapat dikatakan bahwa bakteri agarolitik juga dapat bersifat patogen
 bagi rumput laut merah.
 Setelah dilakukan pengujian aktivitas agarase secara kualitatif dan
 kuantitatif, diketahui bahwa isolat yang paling berpotensi sebagai penghasil enzim
 agarase adalah Gracilaria2.1 dan Gracilaria2.2. Kedua isolat tersebut akan
 dilanjutkan ke tahap selanjutnya yaitu modifikasi media pertumbuhan dan
 diidentifikasi jenis bakterinya.
 4.4 Modifikasi Media Pertumbuhan
 Modifikasi media pertumbuhan dilakukan dengan menambahkan pepton dan
 NaCl ke media POR. Penambahan pepton dilakukan untuk mengetahui kebutuhan
 bakteri target (Gracilaria2.1 dan Gracilaria2.2) terhadap pepton sebagai sumber
 karbon alternatif dan penambahan NaCl untuk mengetahui kebutuhan bakteri
 target terhadap ion Na dan Cl yang menjadi ciri bakteri laut.
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 Gambar 20. Inkubasi Selama 1 Hari dengan Penambahan Pepton
 (ket: ki-ka : Gracilaria2.1 dan Gracilaria2.2)
 Dari Gambar 20 diketahui bahwa isolat Gracilaria2.1 dan Gracilaria2.2
 tumbuh dengan baik setelah diinkubasi selama 24 jam. Hal ini berbeda dengan
 pertumbuhan bakteri ketika media tidak ditambahkan pepton. Dengan media POR
 tanpa bahan tambahan pepton, yang selanjutnya akan disebut sebagai media POR
 biasa, isolat Gracilaria 2.1 dan Gracilaria2.2 baru terlihat tumbuh setelah
 diinkubasi selama 3 hari. Hal ini mungkin dikarenakan kebutuhan bakteri terhadap
 karbon sangat terpenuhi oleh penambahan pepton sebagai sumber karbon
 alternatif.
 Gambar 21. Inkubasi Selama 3 Hari dengan Penambahan Pepton
 (ket: ki-ka : Gracilaria2.1 dan Gracilaria2.2)

Page 20
                        
                        

58
 Pada Gambar 21 terlihat bahwa isolat telah menghasilkan zona bening
 yang jelas setelah diinkubasi selama 3 hari. Hal ini berbeda dengan pertumbuhan
 bakteri ketika media tidak ditambahkan pepton. Dengan media POR biasa, isolat
 Gracilaria 2.1 dan Gracilaria2.2 menghasilkan zona bening setelah diinkubasi
 selama 5 hari.
 Pada media dengan penambahan pepton, isolat tidak membentuk
 cekungan setelah diinkubasi selama 12 hari. Berbeda dengan media POR biasa
 yang isolatnya dapat membentuk cekungan setelah diinkubasi selama 8 hari. Hal
 ini dikarenakan pada media POR biasa, karbon yang dibutuhkan untuk proses
 pertumbuhan bakteri, tidak tersedia sehingga bakteri akan membentuk sistem
 pertahanan tubuh agar hidupnya terus berlangsung dengan menghasilkan
 metabolit sekunder yaitu enzim agarase yang kemudian digunakan untuk
 menghidrolisis polisakarida menjadi karbon. Pada media POR yang ditambah
 pepton, bakteri tidak membentuk cekungan setelah diinkubasi selama 12 hari
 karena pada media tersebut kebutuhan bakteri akan karbon telah terpenuhi
 sehingga bakteri tidak perlu mengeluarkan enzim agarase untuk menghidrolisis
 polisakarida menjadi karbon.
 Gambar 22. Inkubasi Selama 7 Hari tanpa Penambahan NaCl
 (ket: ki-ka : Gracilaria2.1 dan Gracilaria2.2)
 Pada Gambar 22 terlihat bahwa isolat tidak tumbuh setelah diinkubasi
 selama 7 hari. Hal ini membuktikan bahwa isolat membutuhkan NaCl sebagai
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 sumber kebutuhan hidupnya. Jadi isolat Gracilaria2.1 dan Gracilaria2.2
 merupakan bakteri laut yang pertumbuhannya mutlak memerlukan ion Na dan Cl.
 4.5 Identifikasi Bakteri Agarolitik
 4.5.1 Karakteristik Bakteri dengan Uji Biokimia
 Karakterisasi bakteri dengan biokimia dilakukan untuk mengetahui
 kemampuan bakteri tersebut dalam menghasilkan enzim, baik enzim ekstraseluler
 maupun enzim intraseluler. Berikut merupakan hasil analisis terhadap uji
 biokimia (Tabel 12).
 Tabel 12. Hasil Uji Biokimia
 Karakter
 Isolat Gracilaria2.1 Gracilaria2.2
 Mikroskopis Sel Sel berbentuk batang,
 Gram negatif, tidak
 menghasilkan endospora
 Sel berbentuk coccoid,
 Gram negatif, tidak
 menghasilkan endospora
 Motilitas nonmotil nonmotil
 Hidrolisis Pati + -
 Hidrolisis Lemak - -
 Hidrolisis Kasein - -
 Hidrolisis Gelatin - -
 Fermentasi Glukosa + -
 Fermentasi Sukrosa - -
 Fermentasi Laktosa - -
 Produksi H2S - -
 Produksi Indol - -
 Produksi Urease - -
 Uji Metil Merah + +
 Uji Voges Proskauer - -
 Uji TSI + -
 Uji Simmon’s Sitrat - -
 Reduksi Nitrat - -
 Berdasarkan Tabel 12, diketahui bahwa Gracilaria2.1 merupakan bakteri
 yang berbentuk basil, Gram negatif, tidak menghasilkan endospora, nonmotil,
 dapat menghidrolisis pati, dapat memfermentasi glukosa dan dapat menghasilkan
 asam campuran. Sedangkan Gracilaria2.2 merupakan bakteri yang berbentuk

Page 22
                        
                        

60
 kokus, Gram negatif, tidak menghasilkan endospora, nonmotil dan dapat
 menghasilkan asam campuran.
 Berikut merupakan uji-uji yang dilakukan terhadap kedua isolat tersebut :
 1. Hidrolisis Pati/ Polisakarida
 Uji hidrolisis pati/ polisakarida bertujuan untuk mengetahui apakah suatu
 bakteri mampu menghasilkan enzim amilase yang mampu menghidrolisis
 polisakarida menjadi monosakaridanya yaitu dekstrin. Uji ini menggunakan
 medium starch agar dengan menggunakan iodin sebagai indikator. Ketika medium
 ditetesi dengan iodin maka akan terbentuk kompleks biru sampai coklat, namun
 jika bakteri terrsebut memiliki enzim amilase maka akan terbentuk zona bening.
 Gambar 23. Hasil Uji Hidrolisis Pati
 (ket: atas-bawah: Gracilaria2.1 dan Gracilaria2.2)
 Gambar 23 menunjukkan bahwa Gracilaria2.1 menunjukkan hasil positif
 dan Gracilaria2.2 menunjukkan hasil negatif karena tidak terdapat zona bening
 disekitar koloni bakterinya. Hal ini berarti Gracilaria2.1 dapat menghasilkan
 enzim amylase sedangkan Gracilaria2.2 tidak dapat menghasilkan enzim amylase.
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 2. Hidrolisis Lipid
 Uji ini bertujuan untuk mengetahui kemampuan bakteri dalam
 menghasilkan enzim lipase. Lemak seperti trigliserida akan dihidrolisis oleh
 enzim lipase menjadi gliserol dan asam lemak. Hasil positif ditunjukkan dengan
 terbentuknya warna biru toska disekitar koloni bakteri.
 Gambar 24. Hasil Uji Hidrolisis Lipid
 (ket: ki-ka: Gracilaria2.2 dan Gracilaria2.1)
 Gambar 24 menunjukkan bahwa kedua isolat menunjukkan hasil negatif.
 Hal ini menandakan bahwa Gracilaria2.1 dan Gracilaria2.2 tidak dapat
 menghasilkan enzim lipase.
 3. Uji Urea
 Uji urea dilakukan untuk mengetahui apakah bakteri target dapat
 menghasilkan enzim urease atau tidak. Pengujian dilakukan menggunakan media
 urease broth untuk membedakan bakteri dari genus Proteus dari golongan bakteri
 lain. Media urease broth mengandung buffer, urea, sedikit nutrient dan indikator
 fenol red. Jika indikator fenol red berubah menjadi kuning menandakan bahwa
 lingkungan bersifat asam dan jika indikator fenol red berubah menjadi merah
 keunguan berarti lingkungan bersifat basa. Prinsip uji ini yaitu media urea
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 terdegradasi menjadi ammonia karbodioksida oleh enzim urease melalui reaksi
 hidrolisa yang menyebabkan lingkungan menjadi basa sehingga media akan
 berubah menjadi merah keunguan.
 Gambar 25. Hasil Uji Urea
 (ket:ki-ka : Gracilaria2.1, Gracilaria2.2 dan Contoh Hasil Uji Positif)
 Gambar 25 menunjukkan bahwa Gracilaria2.1 dan Gracilaria2.2
 menunjukkan hasil negatif karena tidak mengalami perubahan warna menjadi
 merah keunguan. Berarti Gracilaria2.1 dan Gracilaria2.2 tidak tergolong ke
 dalam genus Proteus karena tidak menghasilkan enzim urease.
 4. Hidrolis Gelatin
 Uji ini bertujuan untuk mengetahui apakah bakteri memiliki enzim
 gelatinase yang mampu menghidrolisis gelatin setelah disimpan didalam freezer
 selama 30 menit. Hasil positif ditandai dengan adanya pencairan gelatin atau
 media tidak membeku.

Page 25
                        
                        

63
 Gambar 26. Hasil Hidrolisis Gelatin
 Ket : ki-ka : Gracilaria2.1 dan Contoh Hasil Uji Positif
 Gambar 26 menunjukkan bahwa Gracilaria2.1 dan Gracilaria2.2
 menunjukkan hasil negatif karena media membeku setelah disimpan didalam
 freezer selama 30 menit. Hal ini menandakan bahwa bakteri tidak dapat
 menghasilkan enzim gelatinase.
 5. Hidrolisis Karbohidrat/Gula
 Uji hidrolisis karbohidrat bertujuan untuk mengetahui kemampuan suatu bakteri
 dalam menghidrolisis karbohidrat. Medium yang digunakan adalah Glukosa Agar,
 Suckrosa Agar dan Laktosa Agar. Hasil positif ditandai dengan terbentuknya
 warna kuning kecoklatan dari warna ungu (pereaksi fenol red) dan munculnya gas
 CO2 yang terakumulasi didalam tabung durham.
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 Gambar 27. Hasil Uji Glukosa (A), Sukrosa (B) dan Laktosa (C)
 (ket: ki-ka : Gracilaria2.1 dan Gracilaria2.2)
 Gambar 27A menunjukkan bahwa Gracilaria2.1 menunjukkan hasil positif
 sedangkan Gracilaria2.2 menunjukkan hasil negatif. Berarti Gracilaria2.1 dapat
 menghidrolisis glukosa. Gambar 27B menunjukkan bahwa Gracilaria2.1 dan
 Gracilaria2.2 menunjukkan hasil negatif yang berarti kedua isolat tidak dapat
 menghidrolisis sukrosa. Demikian juga dengan Gambar 27C yang menunjukkan
 bahwa Gracilaria2.1 dan Gracilaria2.2 menunjukkan hasil negatif yang berarti
 kedua isolat tidak dapat menghidrolisis laktosa.
 6. MR (Metil Red)
 Uji metil red dilakukan untuk mengetahui kemampuan bakteri dalam
 menghasilkan asam campuran (metilen glikon) dari proses fermentasi glukosa
 yang terkandung didalam medium yang digunakan (MR-VP Broth). Terbentuknya
 asam campuran pada media akan menurunkan pH sampai 5 atau kurang. Oleh
 karena itu jika indikator metil red ditambahkan pada media dengan pH serendah
 itu maka indikator tersebut akan menjadi merah.
 Uji metil red positif ditandai dengan biakan yang berwarna merah apabila
 ditambahkan 5 tetes pereaksi metil red dan dikocok. Warna merah terjadi karena
 fermentasi glukosa menghasilkan asam.
 A B C
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 Glucose + H2OLactic acidAcetic acidFormic acid
 CO2 + H2 (pH 4,4)
 Methyl red indicator red color
 Gambar 28. Reaksi Uji Metil Red
 (Sumber : Kusuma 2009)
 Gambar 29. Hasil Uji Metil Red
 (ket: ki-ka : Gracilaria2.1 dan Gracilaria2.2)
 Gambar 29 menunjukkan bahwa Gracilaria2.1 dan Gracilaria2.2
 menunjukkan hasil positif karena biakan berubah menjadi warna merah. Hal ini
 menandakan bahwa Gracilaria2.1 dan Gracilaria2.2 merupakan peragi asam
 campuran.
 7. VP (Voges Proskauer)
 Uji Voges Proskauer dilakukan untuk mengetahui bakteri yang
 menghasilkan produk netral seperti asetimetilkarbinol (asetoin) dari hasil
 fermentasi glukosa. Medium yang digunakan adalah MR-VP Broth. Hasil positif
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 ditandai dengan warna biakan menjadi merah muda sampai merah menyala
 setelah ditetesi larutan alfa naftol dan KOH 40 %.
 C O
 CH
 CH3
 CH3
 OH+
 OH
 40% KOH
 Oxidation
 C O
 C
 CH3
 CH3
 O
 Diacetyl
 +C NH
 NH2
 NH
 R
 Guanidine groupof peptone
 alpha-naphtholacetylmethyl-carbinol
 Glucose + O2 Acetic acid 2,3-butanediolacetylmethylcarbinol
 CO2 + H2
 Tahap 1
 Tahap 2
 Gambar 30. Reaksi Uji Voges Proskauer
 (Sumber : Kusuma 2009)
 Gambar 31. Hasil Uji Vogue Preskauer
 (ket: ki-ka : Gracilaria2.1 dan Gracilaria2.2)
 Gambar 31 menunjukkan bahwa Gracilaria2.1 dan Gracilaria2.2
 menunjukkan hasil negatif karena biakan tidak berubah menjadi warna merah

Page 29
                        
                        

67
 setelah diberi pereaksi KOH 40% dan alfa naptol. Hal ini berarti bakteri tidak
 dapat memfermentasi glukosa menjadi produk netral seperti asetilmetilkarbinol
 (asetoin).
 8. Nitrat
 Uji ini dilakukan untuk mengetahui kemampuan bakteri dalam mereduksi
 nitrat menjadi nitrit dengan menggunakan medium nitrat. Hasil positif
 ditunjukkan dengan terbentuknya perubahan warna dari kuning menjadi merah.
 Gambar 32. Hasil Uji Nitrat
 (ket: ki-ka : Gracilaria2.1 dan Gracilaria2.2)
 Gambar 32 menunjukkan bahwa Gracilaria2.1 dan Gracilaria2.2
 menunjukkan hasil positif. Hal ini menandakan bahwa kedua isolat memiliki
 kemampuan untuk mereduksi nitrat menjadi nitrit.
 9. Indol
 Uji Indol dilakukan untuk mengetahui apakah bakteri dapat menghasilkan
 enzim triptonase atau tidak. Uji ini menggunakan media Tryptone Broth yang
 mengandung substrat triptofan. Prinsip uji ini yaitu bakteri akan memecah asam
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 amino triptofan oleh enzim triptopanase menjadi indol dan asam piruvat yang
 menunjukkan bahwa bakteri memakai triptofan sebagai salah satu sumber
 karbonnya. Hasil positif ditandai dengan terbentuknya cincin yang berwarna
 merah di permukaan biakan apabila ditambahkan beberapa tetes pereaksi Kovac’s
 atau Erlichs yang terdiri dari p-dimetilaminobenzaldehid, butanol, dan asam.
 Cincin ini menandakan bahwa indol yang telah terbentuk bereaksi dengan
 pereaksi Kovac’s atau Erlichs.
 CH
 NH2
 COOH
 NH
 NH
 CH2
 +
 CH3
 C
 COOH
 O + NH3
 Tryptophanase
 Tryptophan Indole Pyruvicacid
 NH
 +
 Indole
 Tahap 1
 Tahap 2
 N (CH3)2
 CHO
 C N+ (CH3)2
 HN
 p-dimethyl-aminobenzaldehyde
 quinoidal red-violet compound
 HClAlcohol
 Dehydrationreduction
 Gambar 33. Reaksi Uji Indol
 Gambar 34. Hasil Uji Indol
 (ket: ki-ka : Gracilaria2.1 dan Gracilaria2.2)
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 Gambar 34 menunjukkan bahwa Gracilaria2.1 dan Gracilaria2.2
 menunjukkan hasil negatif karena tidak terbentuk cincin merah di permukaan
 medium. Ini berarti bahwa kedua isolat tidak dapat menghasilkan enzim
 triptonase.
 10. SIM (Sulfid Indol Motil)
 Uji sulfid bertujuan untuk mengetahui kemampuan bakteri dalam
 mereduksi sulfur. Prinsip reduksi sulfur yaitu bakteri dapat mereduksi sulfur
 menjadi hydrogen sulfida kemudian hydrogen sulfida akan bereaksi dengan zat
 besi (zink) menjadi ferric sulfide yang mengendap berwarna hitam. Hasil positif
 ditandai dengan terbentuknya endapan hitam didasar media.
 Uji motil bertujuan untuk mengetahui ada atau tidak pergerakan bakteri.
 Uji ini menggunakan medium SIM. Motilitas bakteri terlihat ketika adanya
 pertumbuhan pada medium yang tidak mengikuti tusukan pada saat inokulasi.
 Sedangkan pertumbuhan bakteri nonmotil terbatas pada garis tusukan saat
 inokulasi. Pergerakan bakteri terlihat dengan adanya pemisahan agar yang
 ditandai dengan adanya warna hitam. Hal ini menunjukkan bahwa bakteri
 bermigrasi dari garis inokulasi ke arah luar dari garis inokulasi. Hasil positif
 ditandai dengan pertumbuhan bakteri yang tidak mengikuti tusukan inokulasi.
 Gambar 35. Hasil Uji SIM
 (ket: ki-ka : Gracilaria2.2 dan Gracilaria2.1)
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 Gambar 35 menunjukkan bahwa Gracilaria2.1 dan Gracilaria2.2 tidak
 dapat mereduksi sulfur karena tidak terbentuknya endapan hitam setelah
 ditambahkan zat besi. Motilitas bakteri menunjukkan hasil negatif (nonmotil)
 karena bakteri tumbuh di permukaan media dan tidak tumbuh menyebar.
 11. Simon’s Sitrat
 Pengujian ini dilakukan untuk mengetahui kemampuan bakteri dalam
 menghidrolisis sitrat sebagai sumber karbon pada media Simon Sitrat oleh enzim
 sitrat permease. Media Simon Sitrat mengandung natrium sitrat sebagai sumber
 karbon, ammonium dihidrogen fosfat sebagai sumber nitrogen dan indikator
 bromtimol blue yang akan berubah menjadi biru jika kondisi lingkungan asam.
 Uji sitrat positif ditunjukkan oleh perubahan warna biakan dari hijau menjadi biru
 karena terbentuknya natrium karbonat hasil reaksi enzimatis yang mengubah
 indikator bromtimol blue pada media.
 C
 CH2
 CH2
 COOHHO
 COOH
 COOH
 CitraseC O
 COOH
 CH2
 COOH
 + CH3COOH C O
 COOH
 CH3
 + CO2
 Citric acid Oxalaceticacid
 Aceticacid
 Pyruvicacid
 Tahap 1
 CO2+ 2Na
 + H2O Na2CO3 Alkaline pHColor change from green to blue
 +
 Tahap 2
 Gambar 36. Reaksi Uji Sitrat
 (Sumber : Kusuma 2009)
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 Gambar 37. Hasil Uji Simon Sitrat
 (ket: ki-ka : Gracilaria2.1, Gracilaria2.2 dan Contoh Uji Positif)
 Gambar 37 menunjukkan bahwa Gracilaria2.1 dan Gracilaria2.2
 menunjukkan hasil negatif. Hal ini menandakan bahwa kedua isolat tidak
 memiliki kemampuan untuk menghidrolisis sitrat dan menghasilkan enzim sitrat
 permease.
 4.5.2 Analisis Molekuler 16S rRNA
 4.5.2.1 Isolasi DNA Genom Bakteri
 Isolasi DNA genom menggunakan metode Alkalin Lysis yang
 dimodifikasi (Sambrook 1989). Isolasi DNA secara umum terdiri dari empat
 tahap yaitu pemecahan sel, ekstraksi DNA, presipitasi DNA dan pencucian DNA.
 Pemecahan sel dan ekstraksi DNA menggunakan larutan buffer ekstraksi. Larutan
 buffer ekstraksi terdiri atas EDTA (ethylenediamine tetraasetat) yang dapat
 merusak sel dengan cara mengikat ion magnesium. Ion magnesium berfungsi
 untuk mempertahankan integritas sel dan mempertahankan aktivitas enzim
 nuklease yang merusak asam nukleat. EDTA juga menghambat enzim selular
 yang merusak DNA. Selain itu dalam larutan tersebut juga terdapat larutan NaCl
 yang berfungsi untuk menstabilkan larutan sehingga mempercepat reaksi-reaksi
 yang akan terjadi pada tahapan berikutnya (Febriani 2000). Adapun SDS (Sodium
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 Dodecyl Sulfate) yang merupakan sejenis deterjen dapat digunakan untuk
 merusak lipid pada membran sel sehingga dinding sel hancur (Abdillah 2011).
 Kotoran sel yang ditimbulkan akibat perusakan oleh EDTA dan SDS dibersihkan
 dengan cara sentrifugasi sehingga yang tertinggal hanya molekul nukleotida,
 dalam hal ini DNA (Khoiriyah 2011). DNA yang telah dibersihkan dari protein
 dan remukan sel masih tercampur dengan RNA sehingga perlu ditambahkan
 RNAse untuk membersihkan DNA dari RNA.
 Tahap presipitasi menggunakan etanol absolut. Pemberian etanol absolut
 bertujuan untuk membersihkan DNA dari pengotor-pengotornya. DNA dalam
 alkohol akan terpresipitasi (menggumpal) sedangkan DNA dalam air akan larut,
 tetapi protein tidak dapat larut dalam air. Tahap presipitasi bertujuan untuk
 mengendapkan protein histon, sehingga untai-untai DNA tidak lagi menggulung
 (coiling) dan berikatan dengan protein histon, yang menyebabkan DNA menjadi
 terlihat. Hal tersebut dapat terlihat dengan adanya benang- benang endapan DNA
 pada dasar tabung. Dan terakhir pencucian pellet hasil isolasi DNA genom
 menggunakan etanol 70% yang berfungsi untuk menghilangkan sisa-sisa garam
 yang masih terdapat pada pellet DNA hasil presipitasi. Selanjutnya DNA yang
 diperoleh harus disimpan di tempat yang bersuhu -20°C untuk menghindari
 aktivitas enzim nuklease (Taylor 1993).
 Elektroforesis dilakukan agar dapat melihat DNA genom yang telah
 diisolasi. Elektroforesis hasil isolasi DNA genom bertujuan untuk mengetahui
 ukuran dan jumlah pita DNA yang diinginkan. Elektroforesis dilakukan dengan
 menggunakan agarosa 1% dengan tegangan 75 volt selama 60 menit, dilanjutkan
 dengan perendaman menggunakan EtBr (etidium-bromida) dan akuades.
 Kemudian hasilnya dilihat menggunakan sinar UV dengan panjang gelombang
 312 nm (Gambar 38).
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 Gambar 38. Hasil Elektroforesis Isolasi DNA Genom Isolat Gracilaria
 Keterangan:
 G.21 = Isolat Bakteri Kode Gracilaria2.1
 G.22 = Isolat Bakteri Kode Gracilaria2.2
 M = Marker DNA Ladder 1 kb (Vivantis)
 Berdasarkan visualisasi hasil elektroforesis (Gambar 38), terdapat pita
 pada kedua sampel tetapi visualisasinya tidak begitu terang pada gel agarosa. Hal
 ini dapat disebabkan oleh beberapa kemungkinan seperti kualitas etidium-bromida,
 yang digunakan ketika perendaman gel agarosa, kurang baik atau konsentrasi
 DNA genom yang terlalu kecil. Tidak terdapat smear pada visualisasi tersebut
 yang menandakan bahwa DNA genom hasil isolasi tidak terfragmentasi dan
 memiliki kualitas yang baik. Gambar 38 menunjukkan bahwa terdapat DNA
 genom tetapi konsentrasinya kecil, pita tidak menumpuk, tidak membentuk
 double band dan tidak membentuk smear sehingga dapat dilanjutkan ke tahap
 amplifikasi DNA.
 Pita DNA genom 10.000 bp
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 4.5.2.2 Amplifikasi Gen 16S rRNA
 Amplifikasi gen 16S rRNA merupakan proses penggandaan untai pita
 DNA genom hasil isolasi DNA dengan menggunakan gen penyandi 16S rRNA.
 Pada proses ini digunakan siklus PCR (Tabel 4) dari penelitian Lewaru (2012)
 yang telah dimodifikasi. Primer yang digunakan adalah primer universal yang
 digunakan untuk amplifikasi gen 16S rRNA dengan target amplikon 1500 bp. Gen
 16S rRNA pada bakteri memiliki tingkat keragaman yang tinggi karena terdapat
 pada organisme prokariotik. Primer merupakan komponen paling penting dalam
 reaksi PCR karena dapat menentukan daerah genom yang akan diamplifikasi.
 PCR melibatkan beberapa siklus yang masing-masing terdiri dari tiga
 tahap berurutan, yaitu pemisahan (denaturasi) rantai DNA template, penempelan
 (annealing) pasangan primer pada DNA target dan pemanjangan (elongasi)
 primer atau reaksi polimerisasi yang dikatalisis oleh DNA polimerase. Proses
 pertama dalam reaksi PCR adalah denaturasi, pada penelitian ini suhu denaturasi
 yang digunakan adalah 95oC selama 2 menit.
 Tahap kedua yaitu penempelan primer (annealing), primer akan menuju
 daerah yang spesifik yang komplemen dengan urutan primer. Pada penelitian ini
 suhu annealing yang digunakan diulang pada beberapa suhu dalam rangka
 pengoptimasian karena pita DNA hasil amplifikasi tidak muncul saat divisualisasi
 menggunakan sinar UV. Suhu annealing-nya yaitu 55°C, 58°C dan 60°C selama
 30 detik. DNA polymerase akan berikatan dengan primer sehingga ikatan
 hidrogen tersebut akan menjadi sangat kuat dan tidak akan putus kembali apabila
 dilakukan reaksi polimerisasi selanjutnya. Tahap annealing ditandai dengan
 pelekatan primer ke sequence komplementer pada kedua sisi sequence target,
 pada suhu 50-65 °C. Suhu annealing optimum pada penelitian ini adalah 58°C.
 Proses PCR yang ketiga adalah elongasi. Umumnya, reaksi polimerisasi
 atau perpanjangan rantai ini, terjadi pada suhu 75 oC, Pada penelitian ini proses
 elongasi berlangsung selama 1 menit. Elongasi merupakan tahap pemanjangan
 untai DNA baru yang dimulai oleh pemanjangan primer dengan bantuan DNA
 polimerase, yaitu Taq DNA polymerase, dari arah 5‘ ke 3‘ yang terjadi pada suhu
 75°C (Klug 1994 dalam Jadris 2013). Proses PCR berlangsung 33 siklus. Hasil
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 amplifikasi dengan PCR dipisahkan dengan elektroforesis gel agarosa untuk
 melihat ukuran DNA hasil amplifikasi.
 Gambar 39. Elektroforesis Hasil Amplifikasi Gen 16S rRNA
 Keterangan:
 G.1 = Isolat Bakteri Kode Gracilaria2.1 diamplifikasi dengan primer reverse
 1541 R dan suhu annealing 60°C
 G.2 = Isolat Bakteri Kode Gracilaria2.2 diamplifikasi dengan primer reverse
 1541 R dan suhu annealing 60°C
 G.3 = Isolat Bakteri Kode Gracilaria2.1 diamplifikasi dengan primer reverse
 1492 R dan suhu annealing 55°C
 G.2 = Isolat Bakteri Kode Gracilaria2.2 diamplifikasi dengan primer reverse
 1492 R dan suhu annealing 55°C
 M = Marker DNA Ladder 1 kb (Vivantis)
 Pada Gambar 39, menunjukan bahwa tidak semua pita dari produk
 amplifikasi (hasil amplifikasi) muncul. Hal ini dapat disebabkan oleh beberapa
 hal seperti primer yang tidak tepat atau suhu annealing yang tidak tepat. Pita yang
 tidak terlihat pada gel agarosa dimiliki oleh isolat G.1 dan G.3. Sedangkan pita
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 yang terlihat dimiliki oleh isolat G.2 dan G.4. Berdasarkan hasil tersebut dapat
 disimpulkan bahwa isolat Gracilaria2.1 tidak dapat teramplifikasi dengan
 menggunakan primer reverse 1541 R dan pada suhu annealing 60°C dan 55°C.
 Gambar 40. Elektroforesis Hasil Amplifikasi Gen 16S rRNA
 Keterangan:
 G.21 = Isolat Bakteri Kode Gracilaria2.1 diamplifikasi dengan primer reverse
 1492 R dan suhu annealing 58°C
 G.22 = Isolat Bakteri Kode Gracilaria2.2 diamplifikasi dengan primer reverse
 1492 R dan suhu annealing 58°C
 M = Marker DNA Ladder 1 kb (Vivantis)
 Pada Gambar 40, semua pita terlihat baik pada isolat G.21 dan G.22. Pita
 produk amplifikasi terlihat sangat jelas dan tebal yang menandakan bahwa primer
 dan suhu annealing yang digunakan sudah tepat. Pita berada pada ukuran 1.500
 bp sesuai dengan target amplifikasi dari primer 16S rRNA yang digunakan
 sehingga sampel hasil amplifikasi tersebut dapat dilanjutkan ketahap selanjutnya
 yaitu sekuensing.
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 Gambar 41. Hasil Purifikasi Produk Amplifikasi oleh 1st BASE
 Keterangan:
 1. Kode Isolat Gracilaria2.1
 2. Kode Isolat Gracilaria2.2
 Sebelum dilakukan sekuensing, terlebih dahulu dilakukan purifikasi
 produk amplifikasi oleh 1st BASE (Gambar 41). Hasil purifikasi produk
 amplifikasi menunjukan bahwa pita produk amplifikasi yang akan disekuensing
 berada pada ukuran 1.500 bp. Semua isolat terdapat satu pita sehingga dapat
 dilanjutkan ke tahap sekuensing.
 4.5.2.3 Sekuensing Hasil Amplifikasi Gen 16S rRNA
 Gen 16s rRNA adalah gen ribosomal yang tidak menyandi ekspresi gen
 dan berfungsi sebagai alat untuk mentranslasi informasi genetika yang dibawa
 oleh DNA untuk dibuat menjadi protein. Sekuen gen 16S rRNA sering digunakan
 untuk mempelajari filogenetika dan taksonomi bakteri karena gen 16S rRNA
 ditemukan hampir di semua bakteri dan fungsinya tidak berubah sepanjang waktu
 sehingga jika terjadi perubahan sekuen maka dapat diukur waktu evolusi yang
 250
 500
 750
 1500
 1000
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 lebih akurat, serta ukurannya (1.500 bp) cukup untuk digunakan dalam analisis
 informatika (Claridge 2004).
 Hasil amplifikasi PCR gen 16S rRNA yang telah sesuai pada ukuran target
 yaitu 1.500 bp kemudian disekuensing. Proses sekuensing dilakukan dengan
 menggunakan jasa 1stBASE. Pada prosesnya, sekuensing dilakukan dengan
 menggunakan primer forward dan reverse 16S rRNA yang sama dengan saat
 amplifikasi PCR.
 Sekuensing DNA dilakukan untuk menentukan persen kemiripan
 genotipik isolat berdasarkan gen 16S rRNA. Hasil sekuensing (Lampiran 27)
 dibandingkan dengan beberapa sekuen DNA yang ada pada genbank.
 Perbandingan dilakukan menggunakan sekuen-sekuen yang paling mirip (highly
 similar sequence). Hasil sekuensing berupa urutan nukleotida adenin (A), sitosin
 (C), guanine (G) dan timin (T) pada molekul DNA.
 Metode sekuensing yang umumnya digunakan, yaitu metode Maxam-
 Gilbert dan Sanger. Metode Maxam-Gilbert merupakan metode sekuensing yang
 menggunakan bahan kimia spesifik untuk memotong untai fragmen DNA target,
 sedangkan metode Sanger menggunakan enzim DNA polimerase untuk
 membentuk salinan komplementer dari fragmen DNA target (Sambrook 1989).
 Sekuensing oleh 1st BASE menggunakan metode Sanger.
 4.6 Analisis Bioinformatik
 4.6.1 Pengolahan Data Menggunakan Bioedit dan MEGA5.2
 Hasil sekuensing yang diperoleh berupa data mentah yang harus diolah
 menggunakan program BioEdit (Lampiran 17). Data yang diperoleh dari program
 BioEdit kemudian digunakan sebagai data mentah pada program BLAST (Basic
 Local Alignment Search Tool). Data tersebut akan disejajarkan (multiple
 alignment) data yang tersimpan di genbank yang bertujuan untuk mencari
 similaritas suatu sekuen nukleotida atau protein (query sequence) dengan sekuen
 database (subject sequence) pada genbank. Similaritas tersebut dapat digunakan
 untuk mengetahui fungsi dari suatu gen, memperkirakan anggota baru dari suatu
 famili gen, dan mengetahui hubungan kekerabatan (Miftakhunnafisah 2010).
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 Program MEGA digunakan untuk membuat pohon filogenetik yang
 menunjukkan hubungan kekerabatan isolat sampel dengan sekuen-sekuen yang
 terdapat pada daftar hasil BLAST.
 4.6.2 Analisis Hasil BioEdit
 Urutan nukleotida yang didapat setelah proses sekuensing akan diolah
 menggunakan program BioEdit. Hasil data berupa kromatogram dengan peak
 yang berwarna-warni untuk membedakan jenis nukleotida yang diwakilinya.
 Nukleotida A (Adenin) berwarna hijau, nukleotida G (Guanin) berwarna hitam,
 nukleotida C (Sitosin) berwarna biru dan nukleotida T (Timin) berwarna merah.
 Berikut merupakan kromatogram dari kedua isolat.
 Gambar 42. Kromatogram isolat Gracilaria2.1 Forward (Atas) dan Reverse
 (Bawah)
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 Gambar 43. Kromatogram isolat Gracilaria2.2 Forward (Atas) dan Reverse
 (Bawah)
 Berdasarkan kromatogram diatas (Gambar 43), terlihat bahwa peak trace
 sekuen basa dari kedua isolat baik arah forward maupun reverse terlihat cukup
 jelas. Namun dibeberapa bagian jarak antara peak trace relatif tidak seragam dan
 lemah seperti pada isolat Gracilaria2.1 reverse dan Gracilaria2.2 forward. Peak
 trace yang jelas dapat dilihat pada isolat Gracilaria2.1 forward dan Gracilaria2.2
 reverse.
 Peak yang tinggi menunjukkan nilai kepercayaan yang tinggi pula. Jadi
 semakin tinggi peak trace maka makin dapat dipercaya jenis nukleotida yang
 ditunjukkannya. Peak yang lemah, rendah dan saling bertumpuk menandakan
 kurang baiknya hasil analisis sekuensing DNA. Hal yang menyebabkannya antara
 lain : masalah pada DNA template (tidak ada atau jumlahnya yang tidak
 mencukupi) dan masalah pada primer (jumlahnya tidak mencukupi dan primer
 tidak berinteraksi dengan template secara efisien)
 (www.sciencebiotech.net/tag/dna-sequencing).
 Sekuen basa isolat Gracilaria2.1 arah forward memiliki 1252 urutan dan
 arah reverse memiliki 1786 urutan. Sedangkan isolat Gracilaria2.2 arah forward
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 memiliki 1583 urutan dan arah reverse memiliki 1646 urutan. Kedua isolat
 memiliki jumlah urutan basa yang mencukupi untuk dilakukan pensejajaran
 urutan basa dengan data genbank. Data genbank tersebut dapat diakses melalui
 program BLASTn (Basic Local Alignment Search Tool nucleotide) di website
 blast.ncbi.nlm.nih.gov.
 4.6.3 Analisis Hasil BLAST
 Penggunaan pensejajaran berganda ini bertujuan untuk mensejajarkan dan
 mencocokan hasil sekuensing yang diperoleh dari sampel penelitian dengan data
 di genbank. Analisis hasil BLAST tersebut memberikan informasi mengenai
 bakteri apa yang mempunyai kesamaan dengan urutan DNA sampel sehingga
 dapat digunakan untuk identifikasi bakteri. Informasi dari hasil BLAST tersebut
 berupa Score, Query Coverage, E-value dan Maximum identity. Score adalah
 jumlah keselarasan semua segmen dari urutan database yang cocok dengan urutan
 nukleotida. Nilai skor menunjukkan keakuratan nilai penjajaran sekuens berupa
 nukleotida yang tidak diketahui dengan sekuens nukleotida yang terdapat di
 dalam genbank. Semakin tinggi nilai skor yang diperoleh maka semakin tinggi
 tingkat homologi kedua sekuens. Query coverage adalah persentasi dari panjang
 nukleotida yang selaras dengan database yang terdapat pada BLAST. Max identity
 adalah nilai tertinggi dari persentasi identitas atau kecocokan antara sekuen query
 dengan sekuen database yang tersejajarkan (Miller 1990). Nilai E-value
 merupakan nilai dugaan yang memberikan ukuran statistic yang signifikan
 terhadap kedua sekuen. Nilai E-value yang semakin tinggi menunjukkan tingkat
 homologi anta sekuens semakin rendah, sedangkan nilai E-value yang semakin
 rendah menunjukkan tingkat homologi antar sekuens semakin tinggi. Nilai E-
 value bernilai 0 (nol) menunjukkan bahwa kedua sekuens tersebut identik
 (Claverie 2003).
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 Gambar 44. Analisis BLAST Hasil Sekuensing 16S rRNA pada isolat
 Gracilaria2.1 (A) dan Gracilaria2.2 (B)
 Tingkat kedua homologi kedua sekuens dapat ditunjukkan dengan nilai
 yang tertera pada warna grafik hasil BLAST. Nilai pada grafik yang berada di
 bawah angka 50 menunjukkan tingkat homologi kedua sekuens rendah yang
 dideskripsikan dengan warna hitam dan biru. Warna hijau, merah muda dan
 merah menunjukkan tingkat homologi yang semakin tinggi. Pada Gambar 44,
 grafik hasil BLAST menunjukkan warna merah yang menandakan bahwa tingkat
 homologi sekuen yang tinggi. Homologi adalah kesimpulan bahwa dua sekuens
 tersebut sama dan memiliki hubungan evolusi (Nurlita 2012).
 Tabel 13. Hasil Pensejajaran Berganda BLAST NCBI Isolat Gracilaria2.1
 Nama Galur Score
 Max
 Identity
 (%)
 E-Value
 Query
 Coverage
 (%)
 Accession
 Microbulbifer
 elongatus strain
 DSM 6810
 2510 99 0 100 NR
 025246.1
 Microbulbifer
 salipaludis strain
 SM1
 2399 98 0 100 NR.
 025232.1
 Microbulbifer
 agarilyticus strain
 JAMB A3
 2381 98 0 100 NR
 041001.1
 Microbulbifer celer
 strain ISL-39 2265 96 0 99
 NR.
 044243.1
 A B
 http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_343200314
 http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_343200314
 http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_343200314
 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343200314?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=2VMM3AJC01R
 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343200314?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=2VMM3AJC01R
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 Microbulbifer
 donghaiensis strain
 CN85
 2161 95 0 100 NR.
 044478.1
 Gilvimarinus
 chinensis strain
 QM42
 1895 91 0 100 NR.
 043965.1
 Tabel 13 menunjukkan bahwa isolat Gracilaria2.1 memiliki kemiripan
 paling dekat dengan Microbulbifer elongatus strain DSM 6810. Nilai E-value
 yang dihasilkan pada Tabel 13 bernilai 0 yang artinya isolat identik dengan
 spesies pembandingnya. Nilai max identity sebesar 99% mengindikasikan bahwa
 isolat Gracilaria2.1 dan Microbulbifer elongates strain DSM 6810 dianggap
 sebagai spesies yang sama karena menurut (Drancourt 2000) berdasarkan data
 urutan gen 16S rRNA, homologi urutan yang ≥99% menunjukkan bahwa spesies
 yang dibandingkan merupakan spesies yang sama, sedangkan homologi ≥97%
 dapat dinyatakan bahwa isolat yang dibandingkan berada pada genus yang sama
 dan homologi antara 89-93% menunjukkan famili yang berbeda. Tetapi hal ini
 perlu ditelusuri lagi melalui analisis filogenetik dengan melihat percabangan yang
 dibentuk oleh isolat melalui pengamatan posisi yang ditempati diantara spesies-
 spesies yang lain atau spesies pembandingnya.
 Tabel 14. Hasil Pensejajaran Berganda BLAST NCBI Isolat Gracilaria2.2
 Nama Galur Score
 Max
 Identity
 (%)
 E-Value
 Query
 Coverage
 (%)
 Accession
 Microbulbifer
 elongatus strain DSM
 6810
 2521 99 0 100 NR
 025246.1
 Microbulbifer
 salipaludis strain SM1 2405 98 0 100
 NR.
 025232.1
 Microbulbifer
 agarilyticus strain
 JAMB A3
 2392 98 0 100 NR
 041001.1
 Microbulbifer celer
 strain ISL-39 2270 96 0 99
 NR.
 044243.1
 Microbulbifer
 donghaiensis strain
 CN85
 2167 95 0 100 NR.
 044478.1
 Gilvimarinus
 chinensis strain QM42 1901 91 0 100
 NR.
 043965.1
 http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_343200314
 http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_343200314
 http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_343200314
 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343200314?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=2VMM3AJC01R
 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343200314?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=2VMM3AJC01R
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 Tabel 14 menunjukkan bahwa isolat Gracilaria2.2 memiliki kemiripan
 paling dekat dengan Microbulbifer elongatus strain DSM 6810. Nilai E-value
 yang dihasilkan pada Tabel 14 bernilai 0 yang artinya isolat identik dengan
 spesies pembandingnya. Nilai max identity sebesar 99% mengindikasikan bahwa
 isolat Gracilaria2.2 dan Microbulbifer elongates strain DSM 6810 dianggap
 sebagai spesies yang sama tetapi perlu ditelusuri lagi melalui analisis filogenetik.
 Hasil RDP (Ribosomal Database Project) yang diakses melalui
 rdp.cme.msu.edu/classifier menunjukkan bahwa Gracilaria2.1 dan Gracilaria2.2
 termasuk ke dalam genus Microbulbifer.
 4.6.4 Rekonstruksi Pohon Filogenetik
 Filogenetik merupakan salah satu metode yang paling sering digunakan
 dalam sistematika untuk memahami keanekaragaman makhluk hidup melalui
 rekonstruksi hubungan kekerabatan (Phylogenetic relationship). Pohon
 filogenetik merupakan grafik yang digunakan untuk menggambarkan hubungan
 kekerabatan antartaksa yang terdiri atas sejumlah nodus dan cabang dengan hanya
 satu cabang yang menghubungkan dua nodus paling berdekatan. Setiap nodus
 mewakili unit-unit taksonomi dan setiap cabang mewakili hubungan antar unit
 yang menggambarkan hubungan keturunan dengan leluhur. Pola percabangan
 yang terbentuk dari suatu pohon filogenetik disebut topologi (Li dan Graur 1991).
 Konstruksi pohon filogenetik atau biasa disebut dendogram dilakukan
 dengan menggunakan program MEGA5.2 dengan metode Neighbor Joining (NJ).
 Pohon filogenetik yang telah direkonstruksi diuji secara statistik untuk
 meningkatkan nilai kepercayaan. Pada penelitian kali ini, pohon filogenetik diuji
 secara statistik menggunakan metode bootstrap sebanyak 1000 kali ulangan
 (Swofford 1996). Metode bootstrap yaitu metode pengacakan ulang karakter-
 karakter menjadi set data baru dengan jumlah karakter yang sama seperti set data
 awal dan selanjutnya dilakukan rekonstruksi pohon filogenetik baru.
 Angka yang terdapat di bawah setiap cabang pohon filogenetik
 memperlihatkan nilai bootstrap. Nilai tersebut merupakan nilai kepercayaan suatu
 cabang.
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 Gambar 45. Pohon Filogenetik Berdasarkan Sekuen 16S rRNA yang
 Menunjukkan Hubungan Kekerabatan antara Gracilaria2.1 dengan
 Kelompok Bakteri Pembanding
 Keterangan:
 Berdasarkan Gambar 45, diketahui bahwa isolat Gracilaria2.1 memiliki
 kekerabatan paling dekat dengan Gilvimarinus chinensis strain QM42 dengan
 nilai bootstrap sebesar 42%. Nilai tersebut memperlihatkan cukup rendahnya
 tingkat kepercayaan terhadap cabang yang terbentuk. Skala 2 menunjukkan jarak
 evolusi pada panjang cabang dan angka pada cabang menunjukkan nilai bootstrap.
 Pengelompokan tiap clade
 Spesies yang sama
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 Gambar 46. Pohon Filogenetik Berdasarkan Sekuen 16S rRNA yang
 Menunjukkan Hubungan Kekerabatan antara Gracilaria2.2 dengan
 Kelompok Bakteri Pembanding
 Keterangan:
 Berdasarkan Gambar 46, diketahui bahwa isolat Gracilaria2.2 memiliki
 kekerabatan paling dekat dengan Microbulbifer donghaiensis strain CN85. Nilai
 bootstrap sebesar 43%. Nilai tersebut tergolong rendah. Skala 5 menunjukkan
 jarak evolusi pada panjang cabang dan angka pada cabang menunjukkan nilai
 bootstrap. Jarak antar clade dilihat dengan membandingkan garis horizontal antar
 dua cabang dengan skala. Dari Gambar 46 diketahui bahwa Gracilaria2.2 dan
 Microbulbifer donghaiensis berada didalam satu kelompok dan dianggap sebagai
 spesies yang sama. Gracilaria2.2, Microbulbifer donghaiensis dan Gilvimarinus
 chinensis dianggap sebagai genus yang sama.
 Pengelompokan tiap clade
 Spesies yang sama
 Genus yang sama
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