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ABSTRAK

Pemanfaatan daun singkong sebagai bahan baku pakan ikan belum dilaksanakan secara
optimal karena mengandung selulosa yang cukup tinggi. Tujuan penelitian ini adalah
mendapatkan bakteri yang dapat mendegradasi serat daun singkong dan melakukan identifikasi
jenis bakteri selulolitik tersebut. Seleksi bakteri selulolitik dilakukan pada 4 jenis isolat bakteri
asal saluran pencernaan ikan gurame yaitu UG3, UG6, UG7, dan UG8 dengan mengukur aktivitas
enzim selulase secara kuantitatif pada substrat Carboxy Methyl Cellulose (CMC) dan daun
singkong menggunakan metode 3,5-dinitrosalicylic acid (DNS). Identifikasi bakteri dilakukan
pada 3 isolat yang memiliki aktivitas enzim selulase tertinggi pada substrat daun singkong
berdasarkan morfologi (perwarnaan Gram, motilitas dan bentuk bakteri), uji biokimia (oksidase
dan katalase) dan analisis gen (16S-rRNA). Hasil penelitian menunjukkan bahwa dari 4 isolat
yang diuji cobakan, isolat UG7 memiliki aktivitas enzim selulase (CMCase) tertinggi (0,0043 U/
ml) sedangkan yang terendah adalah UG3 (0,0018 U/ml). Pada uji coba di substrat daun singkong,
aktivitas enzim tertinggi terlihat pada isolat UG3 (0,107 U/ml) dan terendah adalah UG6 (0,077 U/
ml). Hasil identifikasi dari 3 jenis isolat bakteri uji yang memiliki kemampuan mendegradasi
daun singkong tertinggi (UG3, UG7, dan UG8) menunjukkan bahwa ketiga jenis isolat tersebut
merupakan bakteri jenis Gram positif berbentuk batang (basil). Berdasarkan data base dari
GenBank, isolat UG3 memiliki kemiripan sebesar 93% dengan Bacillus clausii, UG7 memiliki
kemiripan sebesar 96% dengan Bacillus amyloliquefaciens dan UG8 memiliki kemiripan sebesar
88% dengan Bacillus subtilis.
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ABSTRACT

The utilization of cassava leaves as one of fish feed ingredient cannot be carried out optimally
because of its high cellulose content. The aims of these research were to find isolates that can
degrade cassava leaves and identify those bacteria. Four isolates were selected (UG3, UG6, UG7
and UG8) and measured its celullase activiy on Carboxy Methyl Celullose (CMC) and cassava
leaf substrate by using 3.5-dinitrosalicylic acid (DNS) method. Three bacteria which have higher
activity of celullase enzyme were identified based on morphology test (Gram staining, motility and
bacteria shape), biochemical test (oxidase and catalase test) and analysis of 16S-rRNA. The
result showed that isolate UG7 has the highest celullase activity on CMC substrate (0.0043 U/mi)
while UG3 was the lowest one (0.0018 U/ml). On the contrary, the highest activity was seen on UG3
(0.107 U/ml) and the lowest was on UG6 (0.077 U/ml) when the isolates were applied on cassava
leaf substrate. The identification result of three isolates that have the highest cellulase activity on
cassava leaf substrate (UG3, UG7 and UG8), showed that all isolates were rod shapes, and Gram
positive bacteria. Based on data base of GenBank, UG3 93% was similar to Bacillus clausii, UG7
96% was similar to B. amyloliquefaciens and UG8 88% was similar to B. Subtilis.

KEYWORDS: cellulolytic bacteria, cassava leaf, cellulase enzyme, gouramy
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PENDAHULUAN

Bakteri selulolitik adalah jenis bakteri yang
memiliki kemampuan untuk mendegradasi substrat
yang mengandung selulosa. Bakteri selulolitik mampu
mengubah selulosa menjadi gula yang lebih sederhana
untuk digunakan sebagai sumber karbon dan energi
bagi metabolisme dan pertumbuhannya. Kemampuan
ini disebabkan bakteri dapat memproduksi enzim
selulase. Enzim selulase adalah biokatalisator yang
berperan mengkatalisis proses hidrolisis selulosa
menjadi rantai selulosa yang lebih pendek atau
oligosakarida yang selanjutnya akan diubah lagi
menjadi glukosa. Selulase merupakan nama
kelompok enzim yang memutuskan ikatan glikosidik
beta-1,4 di dalam selulosa, selodekstrin, selobiosa,
dan turunan selulosa lainnya. Selulase terdiri dari
enzim - enzim yang bekerja bersama-sama secara
sinergis untuk menghidrolisis selulosa (Zhang &
Zhang, 2013).

Bakteri selulolitik dan enzim selulasenya banyak
dimanfaatkan untuk berbagai macam keperluan
industri karena biaya produksinya murah, waktu
produksi singkat, menghasilkan kompleks multienzim
dan cenderung stabil pada kondisi ekstrem (Ladeira,
et al., 2015). Selulase banyak digunakan dalam
industri pulp dan kertas untuk modifikasi serat,
penghilangan warna dan peningkatan drainase
(Ladeira, et al., 2015), industri tekstil sebagai bio-
polishing kain dan deterjen yang digunakan untuk
meningkatkan kelembutan dan kecerahan kain
(Shadu & Maiti, 2013) serta produksi biofuel (Bogati,
2011). Aplikasi selulase di bidang peternakan telah
dilakukan untuk peningkatan kualitas bahan pakan
ternak. Selulase digunakan untuk meningkatkan
kecernaan rumput raja (Prabowo et al., 2007), jerami
padi (Nur et al., 2008), bagas tebu (Rayhan et al.,
2013), eceng gondok (Riswandi, 2014) dan bahan
baku lainnya.

Dalam bidang perikanan penggunaan enzim
selulase juga sudah mulai dijajaki untuk peningkatan
kualitas pakan ikan. Saat ini mulai dilakukan
eksplorasi penggunaan bahan baku lokal untuk pakan
ikan karena harga pakan komersial yang semakinlama
semakin mahal. Namun banyak bahan baku lokal
khususnya nabati yang masih memiliki kualitas
rendah karena kandungan serat kasarnya tinggi yang
menyebabkan bahan tersebut tidak dapat
dimanfaatkan secara optimal. Daun singkong (Manihot
esculenta) meskipun mengandung serat yang tinggi,
berpotensi digunakan sebagai bahan pakan ikan
karena merupakan hasil samping pertanian yang
mudah di peroleh, melimpah, kontinyuitasnya terjamin
dan harganya murah. Menurut Badan Pusat Statistik
(BPS) 2014 produksi singkong tahun 2013 di Indonesia
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mencapai 25 juta ton dengan luas panen sebesar 1,1
juta Ha di mana proporsi daun singkong adalah sekitar
2,30 ton. Jumlah ini cukup besar dan menjamin
ketersediaan bahan baku untuk pembuatan pakan
ikan. Selain ketersediaannya yang melimpah,
kandungan protein daun singkong cukup tinggi (17-
34 %) (Sirait & Simanihuruk, 2010; Mokemiabeka,
2011) serta kaya akan mineral dan vitamin (Kobawila,
2005). Kandungan serat kasar yang tinggi yaitu
sebesar 16—26% (Mokemiabeka, 2001) menyebabkan
pemanfaatan daun singkong dalam pakan menjadi
terbatas. Penggunaan mikroba selulolitik atau enzim
selulase untuk mendegradasi serat kasar tinggi dalam
daun singkong merupakan salah satu alternatif solusi
dalam mengatasi masalah tersebut.

Bakteri pendegradasi selulosa banyak diisolasi
dan dikarakterisasi dari berbagai sumber seperti tanah,
tanaman busuk, air panas, bahan organik, feses
ruminansia, dan kompos (Irfan et al., 2012). Selain
itu bakteri selulolitik juga banyak terdapat dalam
saluran pencernaan hewan termasuk ikan. De Castro
et al. (2011) menemukan strain bakteri selulolitik baru
yaitu Paenibacillus sp yang diisolasi dari usus ikan
perisai (armored catfish) Parotocinclus maculicaud.
Sedangkan Ganguly dan Prasad (2012) menyatakan
bahwa ikan karper India (Indian major carp) yang
merupakan hewan poikilotermik memproduksi
selulase secara endogen dan dalam saluran
pencernaannya terdapat mikroflora selulolitik yang
menetap di sana. lkan gurame Osphronemus gouramy
merupakan ikan yang memiliki kebiasaan memakan
tumbuh-tumbuhan (Cholik et al., 2005). Hal ini yang
menjadi indikasi bahwa ikan gurame memiliki bakteri
selulolitik dalam saluran pencernaannya. Menurut
Ganguly dan Prasad (2012), saluran pencernaan ikan
menyimpan populasi mikroba (mikroflora) khususnya
bakteri dari lingkungan perairan baik melalui air
maupun makanannya. Mikroflora ini ikut berperan
dalam menyumbangkan enzim pencernaan eksogen
untuk mendegradasi nutrien pakan yang dikonsumsi
oleh ikan (Aslamyah et al., 2009). Berdasarkan hal
ini, maka peluang untuk mendapatkan bakteri
selulolitik dari saluran pencernaan ikan gurame cukup
besar. Hal ini didukung oleh beberapa penelitian yang
menunjukkan bahwa bakteri selulolitik banyak
terdapat dalam saluran pencernaan ikan, seperti ikan
gurame (Murwantoko et al., 2009; Kurniasih et al.,
2012), ikan perisai (De Castro et al., 2011) dan ikan
mas, mola, nila (Ganguly & Prasad, 2012).

Penelitian ini bertujuan mendapatkan bakteri dari
saluran pencernaan ikan gurame O. gouramy yang
dapat mendegradasi serat daun singkong, sehingga
penggunaan daun singkong dalam pakan ikan dapat
ditingkatkan. Selain itu, dilakukan pula identifikasi
terhadap bakteri selulolitik yang memiliki aktivitas
mendegradasi daun singkong paling tinggi.
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BAHAN DAN METODE

Isolat Bakteri Selulolitik

Bakteri selulolitik yang digunakan dalam penelitian
ini adalah empat isolat bakteri hasil isolasi dari saluran
pencernaan ikan gurami yang memiliki indeks
selulolitik tinggi yaitu UG3, UG6, UG7, dan UG8
(Kurniasih et al., 2012).

Seleksi Isolat Bakteri Selulolitik

Seleksi isolat bakteri penghasil selulase dilakukan
berdasarkan aktivitas enzim selulase pada substrat
CMC dan daun singkong.

Uji aktivitas enzim selulase pada substrat
CcMC

Uji ini dimaksudkan untuk mengkonfirmasi hasil
penapisan berdasarkan uji kualitatif (indeks selulolitik),
sekaligus untuk mengetahui waktu produksi yang
menghasilkan aktivitas enzim selulase yang tinggi.

Masing-masing sebanyak dua lup isolat berumur
24 jam diinokulasikan ke dalam 100 ml media CMC
1% cair yang mengandung 1 g CMC; 0,02 g
MgSO,.7H,0; 0,075 g KNO,; 0,05g K. HPO,; 0,002 g
FeCl,.7H,0; 0,004g CaCl,.2H,0; 0,2 g ekstrak khamir,
dan 0,1 g glukosa diinkubasi dalam inkubator statis
pada suhu 37 °C selama 24 jam. Ekstrak kasar enzim
diperoleh dengan melakukan sentrifugasi hasil kultur
pada kecepatan 2500 rpm (menggunakan sentrifuge
merek Hanil No 7 dengan kode rotor A 50 S-8) selama
10 menit pada suhu 4 °C, kemudian diukur aktivitasnya
menggunakan metode 3,5-dinitrosalicylic acid (DNS)
(Miller, 1959) di mana glukosa digunakan sebagai
standar pada konsentrasi 0,01-0,1 mg/ml. Aktivitas
enzim selulase diuji terhadap substrat CMC Sigma
1% (b/v) yang dilakukan dalam buffer sitrat fosfat pH
5 pada suhu 37 °C selama 60 menit dan diinaktivasi
menggunakan cara pemanasan pada suhu 100 °C
selama 15 menit. Aktivitas enzim selulase dinyatakan
dalam satuan internasional yaitu U/ml. Satu unit
aktivitas selulase merupakan jumlah enzim yang
dibutuhkan untuk memecah 1 ymol selulosa menjadi
gula pereduksi (glukosa) per menit pada kondisi
pengujian. Kadar glukosa yang dihasilkan dari
hidrolisis selulosa dengan enzim selulase diperoleh
dari kurva standar glukosa berdasarkan nilai
absorbansi pada A 550 nm.

Absorbansi = ((As - Ab) - (Ak - Ab))

Keterangan:

As = Absorbansi sampel
Ab = Absorbansi blanko
Ak = Absorbansi kontrol

Nilai absorbansi yang diperoleh kemudian
dimasukkan ke dalam persamaan yang diperoleh dari
kurva standar glukosa sehingga didapatkan nilai
konsentrasi (kadar glukosa). Aktivitas selulase dihitung
berdasarkan rumus sebagai berikut:

Aktivitas selulase (U/ml) =
Kadar glukosa (mg/l) x 1000

V x t x BM

Keterangan:

V  =Volume enzim (0,2 ml)

t = Waktu inkubasi (60 menit)

BM = Berat molekul glukosa (180 Dalton)

Produksi enzim dengan waktu inkubasi yang
berbeda dilakukan untuk mengetahui waktu produksi
yang menghasilkan aktivitas enzim selulase yang
paling tinggi. Selama produksi enzim dilakukan
pengambilan sampel setiap 24 jam sekali selama 72
jam. Penentuan aktivitas enzim dilakukan
menggunakan metode DNS seperti disebutkan di atas
dengan substrat CMC 1% tetapi suhu inkubasi yang
digunakan adalah 50 °C. Suhu aktivitas sebesar
50 °C ditentukan berdasarkan hasil penelitian
pendahuluan yang menunjukkan aktivitas enzim
selulase bakteri saluran pencernaan gurame tersebut
tertinggi pada suhu 50 °C.

Uji aktivitas enzim selulase pada substrat
daun singkong

Uji ini dilakukan untuk menseleksi isolat bakteri
yang dapat menghidrolisis daun singkong. Daun
singkong yang digunakan dalam uji ini adalah dari
jenis Manihot esculenta berupa campuran daun muda
dan tua. Daun dikeringkan di bawah sinar matahari
sampai kering (ka + 12%), kemudian digiling menjadi
tepung dengan ukuran 65 mesh dan digunakan
sebagai substrat untuk uji aktivitas selulase.

Sebanyak 0,05 g substrat daun singkong
dicampurkan dengan 5 ml bufer dan 5 ml enzim ekstrak
kasar. Reaksi antara substrat dan enzim ekstrak kasar
dilakukan selama 60 menit pada suhu 50 °C.
Kemudian diinaktivasi dengan cara pemanasan pada
suhu 100 °C selama 15 menit. Suspensi tersebut
kemudian disentrifugasi pada kecepatan 2500 rpm
selama 25 menit. Sebanyak 2 ml supernatan diambil
dan ditambahkan 2 ml DNS lalu diinkubasi pada suhu
100 °C selama 15 menit. Setelah dingin larutan diukur
absorbansinya pada panjang gelombang 550 nm.
Konsentrasi substrat adalah 1% (b/v) (Meryandini et
al., 2009).

Identifikasi isolat bakteri terpilih

Isolat bakteri yang terpilih diidentifikasi baik secara
biokimia (uji katalase dan oksidase), morfologi (bentuk
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bakteri, uji motilitas dan pewarnaan Gram) maupun
sekuensing yang diawali dengan PCR menggunakan
primer 16 S-rRNA. Identifikasi isolat bakteri secara
molekuler dilakukan berdasarkan sekuen gen
penyandi 16S-rRNA (Suwanto et al., 2000). Primer
yang digunakan adalah primer universal spesifik untuk
bakteri yaitu 63f (5-CAGGCCTAACACAGGCAAGTC)
dan 1387r (5’ GGGCGGWGTGTACAAGGC) (Marchesi
et al., 1998). Tahap-tahap identifikasi isolat bakteri
meliputi a) isolasi DNA total, b) amplifikasi gen
penyandi 16S-rRNA dengan PCR, c) verifikasi dengan
elektroforesis gel agarosa, d) ekstraksi DNA dari
agarosa, e) cycle sequencing, f) purifikasi hasil PCR,
dan g) sequencing hasil PCR.

HASIL DAN BAHASAN

Aktivitas Enzim Selulase pada Substrat CMC

Berdasarkan hasil uji aktivitas selulase
menggunakan media CMC cair 1% terlihat bahwa
keempat isolat bakteri selulolitik yang diuji memiliki
kemampuan untuk menghidrolisis CMC. Aktivitas
enzim selulolitik (CMCase) tertinggi dihasilkan oleh
isolate UG7 yaitu sebesar 0,0043 U/ml (Gambar 1).
Hal ini menunjukkan bahwa aktivitas enzim endo-1,4-
B-glukanase yang dihasilkan oleh isolat UG7 paling
tinggi dibandingkan tiga isolat lainnya. CMC adalah
jenis selulosa murni yang berbentuk amorphous dan
hanya dapat dihidrolisis menggunakan enzim selulase
jenis endo-1,4-B-glukanase. Enzim endo-1,4-f3-
glukanase bekerja pada rantai dalam CMC
menghasilkan rantai oligosakarida atau rantai selulosa
yang lebih pendek (Meryandini et al., 2009).

0.0050 -

0.0040 -

0.0030

0.0020 +

Aktivitas enzim selulase/
Cellulotytic activity (L/mi)

0.0010 4

0.0000

Aktivitas enzim selulase pada substrat CMC 1%
dengan lama waktu inkubasi tertentu disajikan pada
Gambar 2. Hasil penelitian menunjukkan bahwa
aktivitas enzim selulase yang dihasilkan oleh setiap
isolat, kecuali isolat UG6, cenderung meningkat
dengan bertambahnya waktu inkubasi. Aktivitas enzim
tertinggi terdapat pada isolat UG7 yang diinkubasi
selama 72 jam, yaitu dengan nilai 0,0116 U/ml.

Menurut Meryandini et al. (2009), aktivitas enzim
selulase meningkat seiring dengan pertumbuhan sel
bakteri, tetapi ketika sel memasuki fase stasioner
aktivitas enzim mulai menurun. Pada fase stasioner
saat substrat yang dibutuhkan bakteri untuk tumbuh
telah menipis, bakteri berkompetisi untuk dapat
bertahan hidup. Bakteri mengeluarkan enzim-enzim
seperti protease yang dapat mendegradasi protein
termasuk enzim selulase itu sendiri, sehingga dapat
menurunkan aktivitas enzim selulase tersebut. Data
tersebut mengindikasikan bahwa waktu inkubasi 72
jam belum merupakan fase stasioner karena
aktivitasnya belum mengalami penurunan.

Pada awal pengujian aktivitas enzim selulase,
enzim tersebut diinkubasi pada suhu 37 °C sedangkan
pada saat produksi enzim suhu inkubasi yang
digunakan adalah 50 °C. Penggunaan suhu inkubasi
50 °C pada produksi enzim ini dipilih karena dari hasil
aktivitas enzim selulase, bakteri saluran pencernaan
gurame ini sebagian besar memiliki aktivitas lebih
tinggi pada suhu seperti terlihat pada Tabel 1.

Menurut Prasad et al. (2013), faktor lingkungan
seperti pH, suhu dan salinitas merupakan parameter
penting yang berpengaruh pada aktivitas enzim
selulase. Saat suhu bertambah mencapai suhu

UG3 UG6 uG7

UG8

Isolat bakteri/Bacteria isolates

Gambar 1. Aktivitas enzim selulase dari 4 isolat bakteri selulolitik
Figure 1. Cellulase activity of 4 cellulolytic bacteria
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Tabel 1.
suhu 37 °C dan 50 °C
Table 1.
of 37°C and 50°C

Aktivitas enzim selulase dari 4 jenis isolat bakteri selulolitik asal saluran pencernaan ikan gurame

Cellulase activity of 4 cellulolytic bacteria isolated from gouramy fish digesting tract during 72

Aktivitas enzim selulase dari 4 jenis bakteri selulolitik asal saluran pencernaan ikan gurame pada

Cellulase activity of 4 cellulolytic bacteria isolated from gouramy fish digesting tract at temperature

Isolat Bakteri/Bacteria Isolates

Aktivitas Enzim/Enzyme Activity (U/ml)

Suhu/Temperature 37 °C

Suhu/Temperature 50 °C

UG3
UG6
uG7
UG8

0.0018 + 0.0002
0.0027 + 0.0005
0.0043 + 0.0002
0.0032 + 0.0007

0.0026 + 0.0004
0.0026 + 0.0004
0.0074 + 0.0005
0.0050 + 0.0015

optimum, kecepatan reaksi enzim meningkat karena
energi kinetik bertambah. Bertambahnya energi kinetik
akan mempercepat gerak vibrasi, translasi, dan rotasi
baik enzim maupun substrat. Hal ini akan
memperbesar peluang enzim dan substrat untuk
bereaksi. Namun enzim dapat berubah konformasinya
pada suhu yang tidak sesuai, sehingga substrat tidak
dapat masuk ke dalam sisi aktif enzim (Meryandini
etal., 2009).

Kemampuan Isolat Bakteri Selulolitik dalam
Mendegradasi Substrat Daun Singkong

Secara umum enzim selulase dari bakteri UG3,
UG6, UG7, dan UG8 mampu mendegradasi substrat
daun singkong. Aktivitas selulase dari isolat UG3,
UG7 dan UG8 relatif hampir sama, yaitu berturut-turut
sebesar 0,107; 0,105; dan 0,104 U/ml. Sedangkan
aktivitas enzim selulase UG6 paling rendah dalam

mendegradasi daun singkong yaitu sebesar 0,077 U/
ml (Gambar 3).

Isolat UG3, meskipun memiliki kemampuan
yang rendah dalam mendegradasi CMC namun
kemampuannya dalam mendegradasi daun singkong
lebih tinggi dibandingkan dengan isolat lainnya. Hal
ini diduga karena daun singkong merupakan substrat
selulosa yang tidak murni dan memiliki struktur
selulosa yang berbeda dari CMC serta memiliki
kesesuaian yang tinggi dengan enzim selulase yang
dihasilkan oleh bakteri UG3.

Identifikasi Isolat Bakteri Terpilih

Identifikasi dilakukan pada tiga jenis isolat yang
memiliki kemampuan tertinggi untuk mendegradasi
daun singkong yaitu UG3, UG7, dan UG8. Hasil
identifikasi secara morfologi menunjukkan bahwa
isolat UG3, UG7, dan UG8 memiliki bentuk seperti
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Gambar 3. Aktivitas enzim selulase dari isolat UG3, UG6, UG7, dan UG8 dalam substrat daun singkong.
Figure 3. Cellulase activity of isolates UG3, UG6, UG7 and UG8 on cassava leaf substrate.

Tabel 2.

Identifikasi isolat bakteri UG3, UG7, dan UG8 secara biokimia dan morfologi

Table 2. Identification of isolates UG3, UG7 and UG8 biochemically and morphologically

Jenis uji/Kind of test

Isolat Bakteri/

Bacteria Isolates Gram Bentuk/ Oksidase/ Katalase/ Motilitas/
Shape Oxidase Catalase Motility
UG3 batang/rod +
uG7 + batang/rod - + +
uGs + batang/rod - + -

batang dan merupakan bakteri Gram positif. UG3
positif terhadap uji katalase, oksidase, dan bersifat
motil atau dapat bergerak. Sedangkan isolat UG7 dan
UGS positif terhadap uji katalase tetapi negatif pada
uji oksidase, UGY bersifat motil sedangkan UG8 tidak
motil (Tabel 2). Hasil pengamatan morfologi dari isolat
UG3, UG7, dan UG8 disajikan pada Gambar 4.

Katalase positif menunjukkan bahwa bakteri UG3,
UG7, dan UG8 dapat hidup dalam kondisi aerobik.
Bakteri arobik menggunakan enzim katalase ini untuk
mendetoksifikasi hidrogen peroksida dan superoksida
radikal yang merupakan toksin hasil samping dari
metabolisme aerobik (Martins et al., 2011). Bakteri
UG3 bersifat oksidase positif yang menunjukkan
bahwa bakteri tersebut memiliki sitokrom oksidase
sebagai ciri dari bakteri organisme aerob atau anaerob
fakultatif (Trevaldi et al., 2010).

Identifikasi bakteri secara molekuler, diawali
dengan amplifikasi gen 16S-rRNA menggunakan
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Polymerase Chain Reaction (PCR). Hasil amplifikasi
dari isolat UG3, UG7 dan UG8 menunjukkan bahwa
gen 16S-rRNA berada pada ukuran 1500 bp (Gambar
5). Menurut Madigan et al. (2000), bakteri atau
prokariot memiliki tiga jenis ribosomal ribonucleic acid
(rRNA) yaitu 23S-rRNA yang memiliki 2900 nukleotida,
16S-rRNA yang memiliki 1500 nukleotida dan 5S-rRNA
yang memiliki nukleotida sebanyak kurang lebih 120
nukleotida.

Gen penyandi 16S-rRNA mempunyai sekuen
konservatif yang dapat digunakan untuk menduga
hubungan kekerabatan secara alami antara spesies
yang memiliki kedekatan, sehingga dapat digunakan
untuk menganalisis filogenetik bakteri tingkat famili,
genus, spesies bahkan sampai subspesies
(Rahmadini, 2012). Hasil PCR yang diperoleh
kemudian disekuen di mana hasilnya dibaca
menggunakan program FASTA dari koleksi genetik
National Center Biotechnology Information (NCBI).
Berdasarkan data yang ada di GenBank, isolat UG3,
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Gambar 4. Morfologi isolat bakteri UG3 (kiri), UG7 (kanan), dan UG8 (bawah) (perbesaran 1000x).
Figure 4. The morphology of UG3 (left), UG7 (right) and UG8 (under) (magnificient of 1000x).

1500 bp —
1000 bp —
750 bp —
500 bp —

250 bp —

Gambar 5. Hasil amplifikasi gen 16S-rRNA UG3, UG7 dan UG8.
Figure 5. Ampilification result of 16S-rRNA gene of UG3, UG7 and UGS.

UG7 dan UG8 memiliki kemiripan dengan beberapa
bakteri dari jenis Bacillus sp (Tabel 3).

Data base GenBank menunjukkan bahwa isolat
UG3 memiliki kemiripan dengan Bacillus clausii KSM-
K16 DNA dan B. selenitireducens MLS10 sebesar
93%, UG3 juga memiliki kemiripan dengan B.
halodurans C125 DNA namun tingkat kemiripannya
hanya sebesar 90%. Selain itu, isolat UG3 memiliki
kemiripan dengan bakteri Halobacillus halophilus DSM
2266 sebesar 89% serta dengan beberapa jenis
Bacillus sp lainnya dengan tingkat kemiripan dibawah
86% (Gambar 6).

Berdasarkan data base dari GenBank, isolat UG7
memiliki kemiripan dengan bakteri jenis Bacillus

amyloliquefaciens subspesies plantarum strain
FZB42, B. subtilis strain 168 dan B. atrophaeus 1942
sebesar 96% (Tabel 3) serta relatif mirip dengan
Bacillus sp lainnya dengan tingkat kemiripan di bawah
96% (Gambar 7). Demikian pula dengan isolat UG8
yang juga memiliki kemiripan dengan jenis Bacillus
subtilis strain 168, Bacillus amyloliquefaciens
subspesies plantarum strain FZB42, dan B.
atrophaeus 1942 sebesar 88%, sedangkan dengan
B. licheniformis DSM 13 adalah sebesar 87%, dan
kemiripannya dengan Bacillus sp. lainnya berada di
bawah 87% (Gambar 8). Tingkat kesamaan nukleotida
sekitar 80% termasuk ke dalam tingkat kesamaan
yang tinggi (Melati, 2014). Namun, tingkat kesamaan
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Tabel 3. Hasil BLAST isolat UG3, UG7, dan UG8

Table 3. BLAST result of UG3, UG7 and UG8 isolates

Isolat Bakteri/ Kemiripan/ Deskribsi/ Description
Bacteria Isolates Similarity P P
UG3 93% Bacillus clausii KSM4-K16 DNA, B. selenitireducens MLS10
UG7 96% Bacillus amyloliquefaciens subsp plantarum, B. subtilis strain
° 168, B. atrophaeus 1942, dan B. pumilus
UGS 88% Bacillus subtilis strain 168, B. amyloliquefaciens subspesies

plantarum FZB42, B. atrophaeus 1942

—+ Clostridiales genomosp. BVAB3 str. UP119-5, complete genome
[. SR Clostridium stercorarium subsp. stercorarium DSM 8532, complete genome

| Sulfobacillus acidophilus TPY, complete genome

L

I_—o Isolat UG3

L

Rhodopirellula baltica SH 1 chromosome, complete genome

Planctomyces limnophilus DSM 3776, complete genome

L _ ' Bacillus selenitireducens MLS10, complete genome
|_‘— Bacillus halodurans C-125 DNA, complete genome
Bacillus pseudofirmus OF4, complete genome

— Bacillus clausii KSM-K16 DNA, complete genome

L Halobacillus halophilus DSM 2266, complete genome

Gambar 6. Hubungan filogenetik isolat UG3 berdasarkan pembacaan NCBI BLAST.
Figure 6. Phylogenetic relationship of isolate UG3 based on NCBI BLAST description.

Bacillus licheniformis DSM 13 = ATCC 14580, complete genome

|
1

Bacillus pumilus SAFR-032, complete genome
Bacillus atrophacus 1942, complete genome

‘r Bacillus subtilis subsp. subtilis str. 168 chromosome, complete genome

’l‘r-l‘ Isolat UG7

© Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum str. FZB42, complete genome

Gambar 7. Hubungan filogenetik isolat UG7 berdasarkan pembacaan program NCBI BLAST.
Figure 7. Phylogenetic relationship of UG7 based on NCBI BLAST description.

yang hanya mencapai 80% mengindikasikan adanya
kemungkinan bakteri tersebut merupakan strain baru
dari bakteri yang ada di GenBank tersebut.

Menurut Rahayu et al. (2014) beberapa jenis
bakteri yang memiliki aktivitas selulase berasal dari
genus Bacillus sp. Chang et al. (2009) menemukan
bahwa Bacillus sp yang diisolasi dari kompos limbah
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Brassica memiliki aktivitas selulase berkisar antara
1,9-2,33 U/ml. Demikian pula Pandey et al. (2014)
dan Ladeira et al. (2015) melaporkan strain Bacillus
sp. yang dapat memproduksi enzim selulase yang
berguna untuk industri dan penanganan limbah
domestik. Beberapa dari jenis tersebut di antaranya
adalah Bacillus clausii, B. amyloliquefaciens dan B.
subtilis.
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[ Geobacillus thermoglucosidasius C56-YS93, complete genome

o
r'— Geobacillus sp. Y4.1MC1, complete genome

2 Isolat UG8

H
|

| |

|— Geobacillus sp. WCH70, complete genome
{ Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum str. FZB42, complete genome
r|— Bacillus pseudofirmus OF4, complete genome
Il Bacillus atrophaeus 1942, complete genome
| Bacillus subtilis subsp. subtilis str. 168 chromosome, complete genome

L Bacillus licheniformis DSM 13 = ATCC 14580, complete genome

Listeria ivanovii subsp. ivanovii PAM 55, complete genome
n Listeria welshimeri srovar 6b str. SLCC5334 complete genome
5

[HListeria monocytogenes EGD-e chromosome, complete genome

|
' Listeria innocua Clip11262 complete genome

Listeria seeligeri serovar 1/2b str. SLCC3954 complete genome

Gambar 8. Hubungan filogenetik isolat UG8 berdasarkan pembacaan NCBI BLAST.
Figure 8. Phylogenetic relationship of UG8 based on NCBI BLAST identification.

Bacillus clausii adalah bakteri berbentuk batang,
merupakan bakteri Gram positif, motil dan
membentuk endospora (Hema & Shiny, 2012). Bakteri
ini dikenal memiliki potensi sebagai bakteri probiotik
(Sun et al., 2010) karena memiliki aktivitas antibakteri
(Bouhss et al., 2009) serta dapat memproduksi enzim
penting seperti alkalin serin protease (Dilek et al.,
2009), xilanase dan selulase (Ochieng, 2014). Sama
halnya dengan B. clausii, B. amyloliquefaciens
merupakan jenis bakteri Gram positif berbentuk
batang, seringkali membentuk rantai panjang, bersifat
motil dan dapat membentuk spora (Singh et al., 2013).
B. amylolyquefaciens juga dikenal sebagai salah satu
jenis bakteri probiotik yang mampu memproduksi
beberapa jenis enzim ekstra seluler seperti amilase
(Gangadharan et al., 2006; Basma et al., 2015), fitase
(Cao et al., 2007) dan selulase (Wizna et al., 2009).
B. amylolyquefaciens memiliki aktivitas enzim selulase
seperti eksoglukanase sebesar 1,200 U/ml dan
endoglukanase sebesar 0,488 U/ml (Wizna et al.,
2009) dan antimikroba (Nastro et al., 2013).

Bacillus subtilis merupakan bakteri Gram positif
dengan katalase positif (Madigan & Martinko, 2005),
berbentuk batang dan mampu membentuk endospora
(Pant et al., 2015). B. subtilis dilaporkan memiliki
kemampuan memproduksi selulase, yaitu CMCase
dan avicelase saat ditumbuhkan pada media yang
mengandung karbohidrat (Chan & Au, 1987), fitase
(Cao et al., 2007), hemiselulase (pullulanase, endo-
B-1,4-mannase dan endo-B-1,4-xilanase) (Govender et
al., 2009), a-amylase (Oyeleke et al., 2011), kitinase

(Narasimhan et al., 2013), serta pectat lyase (Al Balaa
etal., 2014) .

KESIMPULAN

Isolat bakteri UG3, UG6, UG7, dan UG8 dapat
mendegradasi substrat daun singkong dengan
aktivitas tertinggi dihasilkan oleh isolat UG3 (0,107
U/ml) dan terrendah dihasilkan dari UG6 (0,077 U/
ml). Isolat UG3, UG7, dan UG8 merupakan bakteri
Gram positif berbentuk batang (rod). Berdasarkan
analisis sekuen gen 16 S-rRNA, bakteri UG3 memiliki
kemiripan sebesar 93% dengan Bacillus clausii KSM-
K16 DNA dan B. selenitireducens MLS10. Isolat UG7
memiliki kemiripan sebesar 96% dengan Bacillus
amyloliquefaciens subspesies plantarum strain
FZB42, B. subtilis strain 168 dan B. atrophaeus 1942.
Isolat UG8 memiliki kemiripan sebesar 88% dengan
Bacillus subtilis strain 168, Bacillus amyloliquefaciens
subspesies plantarum strain FZB42, dan B.
atrophaeus 1942.
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