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ABSTRAK

Pentana, dekana, pentadekana, dan parafin merupakan jenis kelompok senyawa alkana
yang tidak dapat larut dalam air dan sulit terdegradasi. Sifat ini yang menjadikan senyawa alkana
dapat mencemari lingkungan. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui konsentrasi optimum
senyawa alkana bagi pertumbuhan isolat LBF-1-0025 dan mengidentifikasinya secara molekuler
berdasarkan gen 16S rDNA. Dari skrining awal diketahui bahwa isolat LBF-1-0025 memiliki
potensi tinggi dalam mendegradasi senyawa pentana, dekana, pentadekana, dan parafin.
Optimasi pertumbuhan isolat LBF-1-0025 pada beberapa senyawa alkana dilakukan dengan
menumbuhkannya dalam medium Artificial Sea Water (ASW) yang mengandung beberapa
konsentrasi senyawa pentana, dekana, pentadekana, dan paraffin. Isolat LBF-1-0025 mampu
tumbuh secara optimal pada pentana 150 ppm, dekana 200 ppm, pentadekana 150 ppm, dan
parafin 200 ppm setelah 3 hari inkubasi. Hasil analisis sekuen gen 16S rDNA, bakteri LBF-1-
0025 memiliki kemiripan sebesar 97% dengan Salinicola peritrichatus DY22.

KATAKUNCI: alkana, bakteri laut, 16S rDNA

ABSTRACT

Pentane, decane, pentadecane, and paraffin are kind of groups of alkane compounds that are
insoluble in water and difficult to degrade. This characteristic cause alkane compounds to pollute
the environment. The aims of this research were to determine the optimum concentration of
alkane compounds for the growth of isolate LBF-1-0025 and molecular identification based on
16S rDNA gene. From initial screening test, it was known thatisolate LBF-1-0025 had high potential
in degrading pentane, decane, pentadecane and paraffin compounds. Growth optimization of
isolate LBF-1-0025 on several alkane compounds were carried out by culturing it in ASW medium
containing various concentration of alkane (pentane, decane, pentadecane, and paraffin). Isolate
LBF-1-0025 had optimum growth in pentane 150 ppm, decane 200 ppm, pentadecane 150 ppm
and paraffin 200 ppm after 3 days incubation. Result analysis of 16S rDNA gene showed that
isolate LBF-1-0025 had a similarity of 97% with Salinicola peritrichatus DY22.
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PENDAHULUAN

Pemanfaatan sumber daya alam sebagai sumber
energi sudah lama dilakukan. Ekplorasi dilakukan
dengan proses pengeboran (drilling). Selama proses
pengeboran tidak jarang terjadi kebocoran yang
mengakibatkan minyak bumi yang sedang melewati
tahapan pengeboran keluar dari pipa pengeboran atau
bahkan dapat terjadi ledakan (blow out). Ledakan ini
mengakibatkan semburan minyak bumi ke lokasi

sekitar laut, sehingga menimbulkan pencemaran
(Rosidah, 2013).

Pencemaran akibat tumpahan minyak bumi di
perairan laut dapat menimbulkan masalah yang serius,
karena mengganggu ekosistem di laut baik dalam
jangka waktu pendek dan jangka panjang. Akibat
jangka pendek pencemaran minyak di laut ialah biota
laut mengalami kekurangan oksigen dan keracunan
langsung. Dampak jangka panjang dari tumpahan
minyak ialah akumulasi bahan berbahaya di biota laut
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yang secara tidak langsung akan dikonsumsi
manusia. Selain itu dampak jangka panjang dari
pencemaran di laut adalah kerusakan ekosistem laut
(Kuncowati, 2010).

Pencemaran ekosistem laut oleh tumpahan
minyak dapat diatasi dengan berbagai metode baik
secara fisik, kimia, maupun biologis. Metode biologis
dilakukan dengan memanfaatkan bakteri
pendegradasi minyak pada daerah pencemaran
minyak bumi. Pemanfaatan bakteri yang berpotensi
tinggi mendegradasi hidrokarbon dilakukan dengan
penambahan mikroba indigenous (biodegradation)
atau dengan penambahan nutrien untuk meningkatkan
kemampuan mikroba indigenous (biostimulation)
(Retno & Mulyana, 2013). Minyak mentah terdiri dari
ribuan senyawa hidrokarbon yang dapat
dikelompokkan ke dalam hidrokarbon alifatik (rantai
jenuh), alisiklik, dan aromatik. Hidrokarbon terlarut
79,2 %, hidrokarbon aromatik 15,8 %, serta resin dan
aspaltan 5% (Queiroga, Nascimento, & Serra, 2003).
n-Alkana, merupakan kelompok yang terbesar pada
minyak mentah. Walaupun sifat toksisitasnya lebih
rendah dibanding senyawa hidrokarbon aromatik,
namun dengan jumlah yang relatif besar perlu upaya
penanganannya.

Proses degradasi alkana terjadi secara aerobik
dengan melibatkan oksigen sebagai akseptor elektron
eksternal (Abbasian, Lockington, Mallavarapu, &
Naidu, 2015; Zampolli, Collina, Lasagni, & Gennaro,
2014). Salah satu proses degradasi senyawa
hidrokarbon adalah biodegradasi dengan melibatkan
mikrorganisme. Bakteri pendegradasi n-alkana di
antaranya adalah Cryptococcus neuformans dan
Pseudomonas aeruginosa dari tanah sekitar kilang
minyak (Chan, Kuo, Lin, & Mou, 1990), Pseudomonas
aeruginosa WatG dan Serratia marcescens HokM
yang terdapat pada mata air panas yang terkontaminasi
minyak bumi (Wongsa et al. 2004), Mycobacterium
sp. CH1 yang diisolasi dari sedimen air tawar
(Churchill, Harper, & Churchil, 1999), Rhodococcus
serytropolis PR4 dari aspal di dekat Tanjung gutes
Gorevol (Likhoshvay, Lomakina, & Grachev, 2014),
Marinobacter sp. CAB dari stasiun pengeboran minyak
di Vietham Selatan (Huu, Denner, Ha, Wanner, &
Lotter, 1999), dan Alcanivorax dieselolei B-5 dari air
laut pesisir dan sedimen laut dalam (Liu et al. 2011).
Akan tetapi, mikroba tersebut diisolasi dari daerah
subtropis, dengan keadaan geografis dan suhu yang
berbeda, sedangkan informasi mengenai mikroba
pendegradasi minyak dari perairan daerah tropis masih
terbatas.

Thontowi dan Yopi (2013) telah mengisolasi,
menganalisis, dan menguji kemampuan isolat
pendegradasi alkana dari Pulau Pari, Kepulauan
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Seribu Jakarta. Dari laporan tersebut diperoleh
informasi bahwa salah satu isolat potensial
pendegradasi alkana ialah LBF-1-0025. Isolat ini
mampu mendegradasi beberapa senyawa alkana
rantai lurus dan rantai bercabang. Akan tetapi,
informasi pertumbuhan optimal isolat ini pada
beberapa senyawa tersebut belum diperoleh. Informasi
pertumbuhan optimal pada senyawa alkana tersebut
penting bagi upaya strategi pengembangan
bioremediasi senyawa hidrokarbon sebagai polutan.

Berdasarkan jumlah atom C, maka senyawa alkana
dapat dibagi menjadi tiga golongan, yaitu alkana rantai
pendek (C5<), alkana rantai medium (C5-C17), dan
alkana rantai panjang (C18>). Biodegradasi jenis
alkana bergantung pada jenis enzim yang terdapat
dalam sel. Beberapa enzim yang terlibat dalam
biodegradasi senyawa alkana ialah metana
monooksigenase, P450 sitokrom, dan
monooksigenase rantai panjang (Cerniglia, 1992; Rojo,
2004; Throne-Holst et al. 2006; van Beilen & Funhoff,
2005). Pada penelitian ini digunakan beberapa
senyawa alkana rantai medium dan rantai panjang.
Informasi pertumbuhan dalam senyawa-senyawa
tersebut merupakan informasi awal yang penting bagi
aplikasi beberapa enzim yang terlibat dalam
biodegradasi senyawa alkana, khususnya rantai
medium dan panjang.

Tujuan Penelitian ini adalah untuk mengetahui
konsentrasi optimal pertumbuhan isolat LBF-1-0025
dalam beberapa senyawa alkana dan
mengidentifikasinya secara molekuler berdasarkan
gen 16S rDNA. Kondisi optimal yang diperoleh
diharapkan dapat meningkatkan efektivitas
biodegadasi senyawa alkana sebagai salah satu agen
bioremediasi untuk penyelamatan biota laut.

BAHAN DAN METODE

Isolat Bakteri Laut dan Produksi Sel

Bakteri laut yang digunakan dalam penelitian ini
adalah isolat bakteri LBF-1-0025. Isolat ini merupakan
koleksi Laboratorium Biokatalis dan Fermentasi,
Pusat Penelitian Bioteknologi LIPI Cibinong, Bogor.
Isolat LBF-1-0025 diremajakan dalam media Marine
Agar (MA) dan diinkubasi selama 24 jam pada suhu
30 °C. Produksi sel dilakukan dengan sentrifugasi
kultur bakteri pada kecepatan 6000 rpm selama 10
menit pada suhu 4 °C. Hasil dari sentrifugasi berupa
pellet kemudian dilarutkan dengan larutan penyangga
fosfat 0,2 M pH 7,0. Kepadatan sel isolat diukur
dengan spektrofotometer pada panjang gelombang 600
nm. Sel tersebut akan digunakan untuk optimasi
pertumbuhan bakteri dalam beberapa konsentrasi
senyawa alkana.
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Optimasi Pertumbuhan Bakteri terhadap
Konsentrasi Senyawa Alkana

Pertumbuhan optimum isolat LBF-1-0025 diketahui
dengan uji pertumbuhannya dalam media Artificial Sea
Water (ASW) yang mengandung beberapa senyawa
alkana dengan konsentrasi berbeda. Senyawa alkana
yang digunakan ialah pentana, dekana, pentadekana,
dan parafin dengan variasi konsentrasi (0, 50, 100,
150, 200, dan 250 ppm). Sejumlah sel isolat LBF-1-
0025 setara OD,, =1 ditumbuhkan ke dalam 3 ml
media ASW yang mengandung beberapa konsentrasi
senyawa alkana dalam tabung reaksi. Kontrol uji
pertumbuhan dilakukan dengan dua cara yaitu kontrol
isolat dengan campuran isolat bakteri dan media ASW
cair tanpa penambahan alkana. Adapun kontrol alkana
dengan campuran media ASW cair dan alkana tanpa
isolat. Tabung reaksi diinkubasi dalam inkubator
berpenggojok pada suhu 30 °C dengan kecepatan 150
rom selama 3 hari masa inkubasi. Pengambilan
sampel kultur dilakukan pada hari inkubasi ke-3
setelah inkubasi. Sampel diukur kepadatan selnya
dengan spektrofotometer pada panjang gelombang
600nm (Yetti, Thontowi, & Yopi, 2016).

Identifikasi secara Molekuler Gen 16S rDNA
Isolat LBF-1-0025

DNA isolat bakteri laut LBF-1-0025 diisolasi dengan
PROMEGA Wizard® Genomic DNA Purification Kit
sehingga diperoleh DNA genom. Visualisasi isolasi
DNA genom dilakukan menggunakan elektroforesis
gel agarosa 0,8% dengan kondisi 35 Volt selama 110
menit. Marker yang digunakan adalah marker 1 kb
Thermo Scientific.

Isolat bakteri laut LBF-1-0025 diamplifikasi
berdasarkan sekuen gen penyandi 16S rRNA
menggunakan primer universal berupa primer 9F (5’
AAGAGTTTGATCATGGCTCAG-3') dan primer 1541R
(5'-AGGAGGTGATCCAACCGCA-3’) (Dastgheib,
Amoozegar, Khajeh, & Ventosa, 2011). Kondisi
Polymerase Chain Reaction (PCR) dilakukan pada 10
siklus pertama yaitu pradenaturasi 1 siklus (95 °C
selama 2 menit), denaturasi (95 °C selama 30 detik),
penempelan primer (65 °C selama 1 menit), dan
elongasi (72 °C selama 2 menit). Amplifikasi dilakukan
kembali sebanyak 30 siklus, yaitu denaturasi (95 °C
selama 30 detik), penempelan (55 °C selama 1 menit),
dan elongasi (72 °C selama 2 menit). Selanjutnya,
dilakukan penyesuaian atas dan bawah (extension)
pada suhu 72 °C selama 2 menit (Thontowi & Yopi,
2011).

Analisis Keragaman dan Pohon Kekerabatan

Sekuen gen 16S rDNA dilakukan dengan DNA
sekuen Pharmasia tipe ABI 310. Analisis penjajaran
urutan nukleotida parsial gen pengkode 16S rDNA

menggunakan program BLAST (Altschul et al. 1997).
Proses penyejajaran sekuen dengan menggunakan
program ClustalX (Higgins & Sharp, 1988), sedangkan
analisis filogenetik menggunakan program NJ Plot
serta Mega 5.2 ABI sequencer software (Tamura et
al. 2011).

HASIL DAN BAHASAN

Optimasi Konsentrasi Pentana Bagi
Pertumbuhan Bakteri

Optimasi konsentrasi pentana bertujuan
mendapatkan kondisi pertumbuhan optimum pada
beberapa variasi konsentrasi pentana. Gambar 1A
menunjukkan bahwa isolat LBF-1-0025 memiliki
kemampuan optimal mendegradasi senyawa pentana
pada konsentrasi 150 ppm dengan nilai OD_,
sebesar 1,99. Konsentrasi optimal dalam pertumbuhan
bakteri menunjukkan batas kemampuan bakteri yang
dapat menggunakan senyawa pentana sebagai
sumber karbon dan energi untuk kegiatan
metabolisme (degradasi substrat) (lonata, Blasio, &
Cara, 2005). Nilai OD,, —sel isolat LBF-1-0025
meningkat dari 1,77 pada konsentrasi pentana 100
ppm menjadi 1,99 pada konsentrasi pentana 150 ppm.
Menurut Astiranditha (2016) peningkatan jumlah sel
berkaitan erat dengan pertumbuhan bakteri dan
kemampuan dalam mendegradasi senyawa
hidrokarbon. Nilai OD_  sel isolat LBF-1-0025
menurun pada konsentrasi 200 ppm dan bahkan tidak
dapat mendegradasi pentana pada konsentrasi 250
ppm. Konsentrasi hidrokarbon yang tinggi memiliki
sifat toksik yang tinggi pula, sehingga dapat
menurunkan laju biodegradasi (Leahy & Colwell, 1990).
Penelitian Cameorta dan Singh (1990) melaporkan
bahwa konsentrasi pentana lebih dari 1,98 g/l (0,3%)
pada Pseudomonas PG-1 dapat menghambat
pertumbuhan dan yang ditandai dengan menurunnya
biomasa sel. Menurut Pandey, Mailray, dan
Chakrabart (2002) sifat senyawa pentana mudah
menguap, kelarutan dalam air rendah dan
menghambat pembentukan biofilm, sehingga senyawa
sulit didegradasi.

Optimasi Konsentrasi Dekana Bagi
Pertumbuhan Bakteri

Optimasi konsentrasi dekana bertujuan
mendapatkan kondisi pertumbuhan optimum pada
beberapa variasi konsentrasi dekana. Isolat LBF-1-
0025 memiliki kemampuan optimal dalam
mendegradasi senyawa dekana pada konsentrasi 200
ppm dengan nilai OD,, sel sebesar 5,19 (Gambar
1B). Nilai OD,,,, sel isolat LBF-1-0025 meningkat
dari 3,53 pada konsentrasi dekana 50 ppm menjadi
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Gambar 1. Optimasi konsentrasi (A) pentana, (B) dekana, (C) pentadekana, dan (D) parafin bagi pertumbuhan

bakteri laut LBF-1-0025
Figure 1.
growth of LBF-1-0025 marine bacteria

5,19 pada konsentrasi dekana 200 ppm. Hasil
optimasi konsentrasi dekana juga menunjukkan
bahwa OD,, sel menurun dari 5,19 pada konsentrasi
dekana 200 ppm menjadi 3,54 pada konsentrasi 250
ppm. Hal tersebut menunjukkan bahwa kemampuan
degradasi dekana oleh isolat bakteri semakin menurun
apabila telah melebihi konsentrasi optimum. Penelitian
yang dilakukan Hassanuzzaman et al. (2007) dan Liu
et al. (2014) menunjukkan bahwa konsentrasi dekana
yang melebihi batas konsentrasi dapat merusak
struktur lipid pada membran sel bakteri,
terakumulasinya dekana, dan menurunkan viabilitas
sel.

Optimasi Konsentrasi Pentadekana Bagi
Pertumbuhan Bakteri

Optimasi konsentrasi pentadekana bertujuan
mendapatkan kondisi pertumbuhan optimum pada
beberapa variasi konsentrasi pentadekana.
Berdasarkan Gambar 1C dapat diketahui bahwa isolat
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LBF-1-0025 memiliki kemampuan mendegradasi
senyawa pentadekana yang optimal pada konsentrasi
150 ppm dengan nilai OD —sel 2,73. OD, sel
isolat LBF-1-0025 meningkat dari 1,24 pada
konsentrasi pentadekana 50 ppm menjadi 2,73 pada
konsentrasi pentadekana 150 ppm. Hal ini
menunjukkan bahwa kemampuan degradasi
pentadekana oleh isolat LBF-1-0025 meningkat seiring
peningkatan konsentrasi pentadekana. Peningkatan
laju biodegradasi alkana rantai panjang (pentadekana)
sampai batas maksimum menunjukkan bakteri masih
dapat memanfaatkan pentadekana sebagai sumber
karbon karena bakteri masih mampu melakukan
katabolisme dan transformasi senyawa tersebut (Acer,
Guven, Bekler & Gilven, 2016; Hassanshaian,
Ahmadinejad, Tebyanian, & Kariminik, 2013).

Hasil optimasi konsentrasi pentadekana juga
menunjukkan bahwa OD,, —sel menurun pada
konsentrasi 200 dan 250 ppm. Hal ini menunjukkan
bahwa kemampuan degradasi pentadekana oleh isolat
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LBF-1-0025 menurun apabila melebihi konsentrasi
pentadekana optimum. Konsentrasi senyawa
pentadekana yang semakin tinggi atau melebihi batas
toleransi dapat mengganggu aktivitas sel dalam
mengemulsi, mentransfor, dan mendegradasi
pentadekana (Kato, Haruki, Imanaka, Morikawa, &
Kanaya, 2001; Zam, 2010).

Optimasi Konsentrasi Parafin Bagi
Pertumbuhan Bakteri

Optimasi konsentrasi parafin bertujuan
mendapatkan kondisi pertumbuhan optimum pada
beberapa variasi konsentrasi parafin. Isolat LBF-1-0025
memiliki kemampuan optimal dalam mendegradasi
senyawa parafin pada konsentrasi 200 ppm dengan
nilai OD,, sel 3,11 (Gambar 1D). Nilai OD, sel
isolat LBF-1-0025 meningkat dari 0,66 pada
konsentrasi parafin 50 ppm menjadi 3,11 pada
konsentrasi parafin 200 ppm. Konsentrasi parafin yang
tinggi menyediakan sumber karbon dan energi untuk
pertumbuhan bakteri, sehingga laju pertumbuhan
bakteri semakin cepat (Liu, Jia, & Xu, 2013; Wentzel,
Ellingsen, Kotlar, Zotchev, & Holst, 2007).

Hasil optimasi konsentrasi parafin juga
menunjukkan bahwa isolat LBF-1-0025 memiliki
kemampuan degradasi parafin yang optimal pada
konsentrasi 200 ppm. Isolat ini selanjutnya
menunjukkan penurunan OD, - sel pada konsentrasi
250 ppm sebesar 1,16. Hal tersebut menunjukkan
bahwa kemampuan degradasi menurun seiiring
dengan meningkatnya konsentrasi parafin.
Hassanshaian et al. (2013) menyatakan bahwa laju
degradasi dipengaruhi oleh konsentrasi. Konsentrasi
senyawa yang melebihi batas optimum atau batas
maksimal toleransi sel menyebabkan keseimbangan
metabolisme sel terganggu, dan bahkan menghambat
bioaviabilitas sel (Leahy & Colwell, 1990; Queiroga et
al., 2003; Susanthi, Sudiana, & Sembiring, 2009 ).

Berdasarkan hasil uji optimasi konsentrasi pada
4 senyawa alkana, isolat LBF-1-0025 mempunyai
kondisi optimum pertumbuhan saat ditumbuhkan
dalam senyawa dekana dan parafin 200 ppm. Adapun
konsentrasi optimum bagi pertumbuhan isolat LBF-
1-0025 dalam senyawa pentadekana dan pentana
ialah 150 ppm. Jika dibandingkan pertumbuhan selnya
dalam keempat senyawa alkana yang diuiji, isolat ini
menunjukkan kecenderungan lebih mampu
memanfaatkan senyawa alkana rantai lurus (pentana,
dekana, pentadekana dan parafin). Adapun
pertumbuhannya dalam media yang mengandung
senyawa alkana rantai bercabang lebih rendah
dibanding dalam rantai lurus. Hal ini menunjukkan
bahwa isolat bakteri LBF-1-0025 lebih mudah
memanfaatkan alkana rantai lurus, baik dengan jumlah

atom C-medium hingga rantai panjang dibanding
alkana rantai bercabang. Alkana rantai lurus dengan
jumlah C-medium merupakan senyawa yang mudah
didegradasi (Sun, Ning, Yang, & Li, 2015). Alkana
rantai pendek (<C5) pada konsentrasi yang tinggi lebih
sulit didegradasi karena dapat merusak membran sel,
menurunkan viabilitas sel, dan toksisitas sel
(Acer et al., 2016; Kloss, Munch, & Schloter, 2006).
Hal yang menarik adalah kemampuan isolat ini tumbuh
dalam senyawa alkana rantai panjang dan alkana
bercabang. Dari hasil ini diduga bahwa isolat LBF-1-
0025 memiliki kemampuan untuk mendegradasi
alkana rantai medium (dekana dan pentadekana),
alkana rantai lurus (parafin), dan alkana rantai panjang
(pentadekana). Kemampuan ini mengindikasikan
isolat ini memiliki beberapa enzim pendegradasi
alkana yaitu metana monoksigenase, enzim P450
sitokrom, dan long chain alkane monooksigenase.
Beberapa laporan menyebutkan bahwa enzim metana-
propana monoksigenease merupakan enzim yang
mendegradasi alkana rantai pendek (C1-C4), enzim
P450 sitokrom merupakan enzim yang mendegradasi
alkana rantai medium (C6-C11), dan long chain alkane
monooksigenase (LadA) merupakan enzim yang
mendegradasi alkana rantai panjang (C15-C36) (Ji,
Mao, Wang, & Bartlam, 2013, Liu & Shao, 2005; van
Beilen, Li, Duetz, Smits, & Witholt, 2003). Namun
dugaan ini haruslah diuji secara mendetail dalam tahap
berikutnya dengan fokus identifikasi dan uji aktivitas
enzim-enzim tersebut dalam senyawa alkana.

Identifikasi isolat bakteri laut LBF-1-0025

Untuk menganalisa gen 16S rRNA, maka telah
dilakukan isolasi dan deteksi DNA genom dari isolat
LBF-1-0025. DNA genom isolat LBF-1-0025 berukuran
sekitar 21 kb (Gambar 2). Langkah selanjutnya adalah
mengidentifikasi isolat LBF-1-0025 dengan melakukan
analisa terhadap gen 16S rRNA. Salah satu metode
identifikasi mikroba ialah secara molekuler dengan
menganalisis sebagian gen 16S rDNA bakteri.
Identifikasi isolat bakteri laut potensial LBF-1-0025
pendegradasi senyawa parafin, pentadekana,
pentana, dan dekana dilakukan dengan analisis
sebagian gen 16S rRNA. Menurut Patel (2001) gen
16S rRNA dimiliki hampir semua bakteri dan digunakan
untuk mengetahui filogeni dan taksonomi karena
sifatnya yang stabil, konservatif, dan tidak berubah
selama evolusi. Amplifikasi gen 16S rRNA dapat
dilakukan dengan menggunakan koloni bakteri sebagai
DNA cetakan untuk reaksi PCR (Pace, 1997). Primer
yang digunakan untuk memperoleh wilayah 16S rRNA
adalah primer universal 9F dan 1541R. Amplifikasi
dilakukan sebanyak 40 siklus, dengan perkiraan hasil
yang diperoleh sebanyak ~2 triliun salinan fragmen
target (Clarridge, 2004).
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M LBF-1-0025

20000 bp

5000 bp
4000 bp

3000 bpg———

1500 bp
1000 bp
1000 bp

+ 21 kb

Gambar 2. Visualisasi elektroforesis hasil isolasi DNA genom bakteri laut LBF-1-0025 dalam agarosa 0,8%

dengan kode; M = marker 1 kb
Figure 2.

Visualisasi produk amplifikasi gen 16S rDNA isolat
LBF-1-0025 dilakukan dengan elektroforesis gel
agarosa. Hasil visualisasi menunjukkan adanya pita
DNA dengan kisaran panjang 1.500 bp (Gambar 3).
Menurut Clarridge (2004) panjang 16S rRNA sekitar
1.550 dengan daerah lestari berada sekitar 540
sampai 1.550 bp. Hasil urutan basa nukleotida isolat
LBF-1-0025 dibandingkan dengan database di
genebank melalui program BLSTn
(www.ncbi.nlm.nih.gov) pada 17 Juli 2016 untuk
mendapatkan kekerabatan terdekat dengan organisme

Electrophoresis visualization of the isolation of LBF-1-0025 marine bacterial DNA genomes in
0.8% agarose with code; M = 1 kb marker

lainnya. Berdasarkan genebank, isolat LBF-1-0025
memiliki kekerabatan terdekat dengan Salinicola
peritrichatus strain DY22 (NR_109731.1) dengan
tingkat kemiripan 97% (Tabel 1 dan Gambar 4).

Berdasarkan data dari genebank, isolat LBF-1-
0025 memiliki kemiripan 97% dengan Salinicola
petrichatus DY 22 dengan max score 1295 dan nilai
boostrap 100 yang menunjukkan bahwa data relatif
stabil. Hal ini sesuai dengan Lemey, Marco, dan Anne-
Mieke, (2009) yang menyatakan bahwa nilai boostrap

M LBF-1-0025

2000 bp

1500 bp

1000 bp
800 bp
600 bp

400 bp

+ 1500 bp

Gambar 3. Visualisasi elektroforesis produk hasil PCR dalam agarosa 1% dengan kode; M = marker 100 bp

Figure 3.
marker
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Tabel 1. Hasil analisis BLAST gen 16S rRNA isolat LBF-1-0025
Table 1. BLAST analysis result of 16S rRNA gene of isolate LBF-1-0025

Analisis BLAST/ Skor. maksimal/ Skor total/  Query Cover E-value Kefm.irip.an/

BLAST Analysis Maximal Score  Total Score (%) Similarity
(Sﬁgiilcgga?gi_”lt;i‘:hatus by22 1295 1295 100 0.0 97%
(Sﬁgiilcglz""?i?slh)“”” N4 1279 1279 100 0.0 97%
e L A A
R segod) et e o ” ~
R a0 1248 o o v ~
R oenizay 1249 1249 10 > o
102270 (R, T140473) 1240 1240 100 ° o
R vsazeagy 1240 = o v ~
e = o ” 7
Chromohalobacter israelensis 1229 1229 100 0.0 96%

Bal (NR_025431.1)

yang lebih besar dari 70 menunjukkan bahwa data
relatif stabil.

Dalam penelitian ini identifikasi bakteri hanya
dilakukan secara molekuler melalui analisa sebagian
gen 16S rRNA. Berdasarkan laporan Huo, Meng, Xu,
Wang, dan Xu (2013) Salinicola petrichatus DY 22
termasuk bakteri Gram negatif, sel berbentuk batang,

memiliki flagel, dan berukuran 0,6-1,5 um. Koloni
berdiameter 2 mm, sirkular, berwarna creamy-yellow
dengan tepi yang teratur setelah inkubasi 3 hari pada
suhu 35 °C. Pertumbuhan optimal Salinicola
petrichatus DY 22 terjadi pada pH 5,0-7,0 dan suhu
35-37 °C. Hasil uji negatif terjadi pada oksidase dan
reduksi nitrat. Bakteri ini tidak mampu menghidrolisis

Salinicola zeshunii N4 (NR 132717)
Salinicola arcroporae S4-41 (NR 136861)

Salinicola salarius M27 (NR042490)
Salinicola socius SMB35 (NR 044024)

Chromohalobacter israelensis Bal (Nr 025431)

@ LBF-1-0025
Salinicola peritrichatus DY22 (NR 109731)
Halomonas kenyensis AIR-2 (NR 043299)

—

L]

Halomonas pacifica NBRC 102220 (NR 114047)

—
L Halomonas salifodinae BC7 (NR 044263)

Pseudomonas aeruginosa PKB111 (JN561163)

0.06 0.05 0.04 0.03 0.02

0.01 0.00

Gambar 4. Pohon filogenetik isolat LBF-1-0025 berdasarkan perbandingan gen 16S rRNA
Figure 4 . Phylogenetic tree of LBF-1-0025 isolate based on the comparison of 16S rRNA gene
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nitrat, asetat, sitrat, glukonat, dan kasein. Penelitian
tentang kemampuan Salinicola petrichatus dalam
mendegradasi senyawa alkana belum dilaporkan.
Hasil ini menunjukkan beragamnya bakteri
pendegradasi minyak, khususnya alkana di daerah
perairan Indonesia, sehingga menarik untuk dilakukan
eksplorasi lebih jauh (Harwati, Kasai, Kodama,
Susilaningsih, & Watanabe, 2007; Thontowi & Yopi,
2013). Penelitian lanjutan dari hasil ini juga menarik,
terutama terkait dengan karakteristik isolat LBF-1-
0025 dalam mendegradasi senyawa alkana, enzim-
enzim yang terlibat dalam biodegradasi alkana, serta
aplikasi dalam bioremediasi.

KESIMPULAN

Isolat bakteri laut LBF-1-0025 merupakan bakteri
yang dapat tumbuh dalam senyawa alkana.
Konsentrasi optimum senyawa alkana bagi
pertumbuhan isolat LBF-1-0025 ialah pentana 150
ppm, dekana 200 ppm, pentadekana 150 ppm, dan
parafin 200 ppm. Berdasarkan analisis sekuen gen
16S rRNA, bakteri LBF-1-0025 memiliki kemiripan
sebesar 97% dengan Salinicola peritrichatus DY22.
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