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ABSTRAK

Agarase adalah enzim yang mampu menghidrolisis agar menjadi oligoagar yang sudah
banyak diaplikasikan dalam industri kesehatan dan kosmetika. Bakteri laut merupakan mikroba
yang paling banyak dilaporkan sebagai sumber untuk isolasi bakteri penghasil agarase. Penelitian
ini bertujuan untuk melakukan penapisan, isolasi, dan identifikasi bakteri penghasil agarase dari
sedimen laut. Sampel sedimen diambil dari pantai Pulau Bara Caddi, Sulawesi Selatan.
Penapisan dilakukan menggunakan media air laut yang ditambahkan tripton 0,5%, ekstrak ragi
0,1%, dan agar 2%. Identifikasi dilakukan dengan amplifikasi gen 16S rRNA. Sebanyak 45 isolat
berhasil dimurnikan, 16 diantaranya merupakan bakteri penghasil agarase. Pola zona bening
yang terbentuk terlihat berbeda-beda, hal ini diduga disebabkan oleh perbedaan jenis agarase
yang dihasilkan oleh masing-masing isolat. Hasil penelitian menunjukkan bahwa terdapat 4
genera bakteri yang memiliki kemiripan yang tinggi dengan 16 isolat bakteri penghasil agarase
yang terdapat pada sampel sedimen, yaitu Vibrio, Alteromonas, Salinivibrio, dan Marinobacter.
Vibrio merupakan genus yang paling dominan diikuti oleh Alteromonas dan hanya satu isolat
yang menunjukkan kesamaan dengan Salinivibrio dan Marinobacter.

KATA KUNCI : agarase, bakteri, Alteromonas, Vibrio, Marineobacter, Salinivibrio

ABSTRACT

Agarase is an enzyme that hydrolyze agar into agaro oligosaccharide which have been applied
in health and cosmetic industries. Marine bacteria are the most widely reported microbes as a
source for isolation of agarase-producing bacteria. This work was aimed to screen, isolate, and
identify the agarase-producing bacteria from marine sediment. The sediment samples were
collected from the sea around Bara Caddi Island, South Sulawesi. The screening of agarase-
producing bacteria was carried out using seawater media containing 0.5% tryptone, 0.1 % yeast
extract, and 2 % agar. The identification of the bacteria obtained was carried out by amplification
of the 16S rRNA gene. A total of 45 isolates were successfully purified, 16 of which were agarase-
producing bacteria. The clear zone formed on solid medium by some isolates showed different
pattern which may be caused by the type of agarase produced by each isolate. The results
showed that there were 4 genera of bacteria which similar to the 16 isolates agarase-producing
bacteria found in sediment samples i.e. Vibrio, Alteromonas, Salinivibrio, and Marinobacter.
Vibrio is the most dominant genus followed by Alteromonas and only one isolate showed similarity
to Salinivibrio and Marinobacter.
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PENDAHULUAN

Agar merupakan polisakarida dari dinding sel
rumput laut yang paling banyak terdapat pada rumput
laut merah. Agar terdiri atas agaropektin dan agarosa
yang memiliki struktur serupa (Jensen, 1993). Agarosa

tersusun dari p- (1-4) -D-galaktosa dan o- (1-3) -3,6-
anhidro-L-galaktosa (L-AHG) membentuk polimer
rantai linier sedangkan agaropektin mengandung a-
1, 3 - atau B-1-4- D-galaktosa dan 3,6-anhidro-L-
galaktosa (L-AHG) yang difungsikan dengan gugus
sulfat, piruvat, atau metil (Tanna & Mishra, 2019).
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Secara luas, agar sudah digunakan dalam industri
makanan sebagai bahan untuk memodifikasi tekstur
dan bahan pengeras. Selain itu, di bidang mikrobiologi
agar digunakan sebagai media tumbuh untuk isolasi
dan pemurnian mikroorganisme.

Agar dapat didegradasi secara enzimatis dengan
agarase, enzim hidrolitik yang diklasifikasikan
berdasarkan sisi pemotongannya pada rantai agarosa.
Agarase yang memecah ikatan a-1,3 dalam agarosa
disebut a-agarase dan agarase yang memecah ikatan
B-1,4 dikenal sebagai B-agarase. Berdasarkan
database (http://www.cazy.org), a-agarase secara
fungsional diklasifikasikan ke dalam famili GH 96 dan
B-agarase termasuk dalam empat famili, yaitu GH 16,
GH50, GH 86, dan GH118. o dan B agarase
menghasilkan agarooligosaccharides dan
neoagarooligosaccharides (NAOS), masing-masing
sebagai nonreducing sugars yang memiliki aplikasi
di beberapa industri seperti obat-obatan, kosmetik,
dan makanan. NAOS dilaporkan memiliki aktivitas
biologis yang berperan sebagai antioksidan (Farahat,
2019) atau antimikroba (Kang et al., 2017). Campuran
NAOS yang dihasilkan dari pemecahan agarase oleh
agarase menunjukkan aktivitas penghambatan
melanin dan a-glukosidase yang dapat dikembangkan
untuk bahan pemutih kulit (Kim, Yun, Yu, Kim, &
Kang, 2017), antidiabetes, dan antiobesitas (Hong et
al., 2017). Agarase juga digunakan untuk pemurnian
DNA dari gel agarosa (Zhang & Sun, 2007) dan
ekstraksi protoplas dari rumput laut merah (Dipakkore,
Reddy, & Jha, 2005).

Laporan tentang bakteri penghasil enzim o-agarase
masih sangat terbatas dan sampai saat paper ini
ditulis baru dua bakteri yang dilaporkan menghasilkan
o-agarase, yaitu Alteromonas agalyticus GJ1B
(Hassairi, Ben Amar, Nonus, & Gupta, 2001; Potin,
Richard, Rochas, & Kloareg, 1993) dan
Thalassomonas sp. JAMB-A33 (Ohta et al., 2005).
Beberapa bakteri yang dilaporkan memproduksi
agarase adalah Aquimarina agarylitica ZC1 (Lin, Liu,
Lu, Zhao, & Hu, 2017), Gayadomonas joobiniege G7
(Jung, Lee, Chi, Bae, & Hong, 2017), Pseudoalteromonas
sp. H9 (Chi et al., 2015), Stenotrophomonas (Zhu etal.,
2016), Flammeovirga pasifica WPAGAL (Hou, Chen,
Chan, & Zeng, 2015), Cellulophga omnivescoria W5C
(Ramos, Valdehuesa, Nisola, Lee, & Chung, 2018),
Microbulbifer sp. AG1 (Zhu et al., 2019), dan
Agarivorans gilvus WHO0801(Liang et al., 2017).

Lingkungan laut merupakan ekosistem dengan
keanekaragaman hayati dan kimia yang tinggi,
sehingga menjadi sumber yang menjanjikan untuk
penemuan enzim baru. Banyak upaya yang dilakukan
dalam menggali potensi lingkungan laut sebagai
sumber enzim untuk industri. Meskipun beberapa
enzim yang diisolasi dari organisme laut seperti ikan
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(Haghparast, Moghanlou, Mohseni, & Imani, 2019),
udang (Javahery, Noori, & Hoseinifar, 2019; Su et al.,
2014), kepiting (She et al., 2019), dan alga (Mukai et
al., 2019) telah dipelajari, tetapi enzim yang diproduksi
oleh bakteri lebih diminati untuk dieksplorasi
(Raveendran et al., 2018). Hal ini disebabkan produksi
enzim dari bakteri lebih mudah untuk diekstraksi,
dikultivasi, dan diaplikasikan di industri karena proses
produksi yang efektif dan efisien (Cheng, Ismail,
Kamaruding, Saidin, & Danish-Daniel, 2020). Enzim
yang dihasilkan oleh bakteri laut mungkin memiliki
molekul protein unik dengan sifat baru seperti toleransi
garam yang tinggi, hipertermostabilitas, barofilisitas,
dan mampu beradaptasi pada lingkungan dingin
(Giddings & Newman, 2015; Rao, Imchen, &
Kumavath, 2017), sehingga menarik minat para
ilmuwan untuk mempelajari. Mikroorganisme laut
biasanya berasosiasi dengan organisme laut seperti
spons laut, karang, dan spesies lainnya (Asagabaldan,
Bedoux, & Bourgougnon, 2019; Ayuningrum et al.,
2017; Ayuningrum, Kristiana, Nisa, & Radjasa, 2019;
Kristiana et al., 2019a; Kristiana et al., 2019b).

Sedimen di perairan sekitar pantai maupun dari
laut dalam serta air laut yang dapat dijangkau dan
mudah dikumpulkan dapat menjadi sumber isolasi
bakteri yang potensial. Sebagian besar bakteri laut
penghasil agarase yang pernah dilaporkan diisolasi
dari air laut atau merupakan simbion rumput laut. Tujuan
penelitian ini adalah untuk menapis bakteri penghasil
agarase dari sampel sedimen laut dan melakukan
identifikasi terhadap bakteri yang sudah dimurnikan.

BAHAN DAN METODE

Bahan

Sedimen diambil dari laut di sekitar Pulau Bara
Caddi, Sulawesi Selatan (5°04'50.9"S 119°19'09.6"E)
(Gambar 1). Pengambilan sampel dilakukan dengan
penyelaman pada kedalaman 8-10 meter. Sampel
sedimen sebanyak + 20 g dimasukkan ke botol konikal
steril dan ditutup sebelum dibawa ke permukaan. Hal
ini dilakukan untuk menghindari kontaminasi sampel
oleh bakteri di kapal dan peralatan lain. Sampel
kemudian disimpan dalam cool box yang telah diisi
es untuk mempertahankan suhu dingin (z4°C). Setelah
sampai di laboratorium, sampel disimpan dalam
refrigerator (+4°C) sebelum digunakan untuk penelitian
selanjutnya.

Metode

Penapisan bakteri penghasil agarase

Penapisan bakteri penghasil agarase dilakukan
menurut Hu, Lin, Xu, Zhong, dan Liu (2009) dengan
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Gambar 1. Lokasi pengambilan sampel sedimen di perairan Pulau Bara Caddi yang merupakan bagian dari
Kepulauan Spermoonde , Sulawesi Selatan, Indonesia.

Figure 1.

The site of sediment samples collection, in the water of Bara Caddi Island which is part of

Spermoonde Islands, South Sulawesi, Indonesia

modifikasi. Media air laut (MAL) untuk penapisan
bakteri penghasil agarase dibuat dengan komposisi
tripton 0,5%, ekstrak yeast 0,1%, dan agar 2% yang
dilarutkan dengan air laut (30 ppt). Sebanyak 5 gr
sampel sedimen dimasukkan ke dalam botol yang
telah berisi air laut steril dan divortex selama kurang
lebih 10 menit untuk melepaskan bakteri yang
menempel pada sedimen. Sampel air dari campuran
sedimen diinokulasi ke media padat dengan
serangkaian pengenceran (10°-10%) kemudian
diinkubasi selama 3-7 hari pada suhu 30°C. Setiap
koloni yang tumbuh pada media padat kemudian
diisolasi dan dimurnikan.

Kemampuan bakteri dalam mendegradasi agarase
dinilai dengan menginokulasi masing-masing isolat
murni ke dalam MAL padat dan diinkubasi selama
24-48 jam. Larutan lugol (10%) dituangkan pada plate
agar dan diinkubasi selama 24 jam. Diameter koloni
bakteri dan zona bening yang terbentuk diukur dan
ditentukan nilai aktivitas kualitatifnya, yaitu indeks
karbolotik (IK). Nilai IK diperoleh dari perbandingan
antara diameter zona bening dan koloni bakteri.
Transparansi zona bening dibagi dalam skala 1-5

dengan skala tertinggi untuk zona bening yang
menunjukkan transparansi tertinggi. Penilaian
dilakukan dengan meletakkan plate agar di bawah
cahaya lampu dan didokumentasikan. Semua plate
kemudian dikelompokkan berdasarkan tingkat
transparansi zona bening yang terbentuk.

Ekstraksi DNA

Bakteri murni yang telah disegarkan pada MAL
padat kemudian diinokulasikan ke dalam 50 mL MAL
cair dan diinkubasi pada suhu 30°C di inkubator
goyang pada 150 rpm selama 24 jam. Kultur bakteri
kemudian disentrifugasi pada 10.000 g selama 10
menit. Sel pelet kemudian digunakan untuk ekstraksi
DNA menggunakan Genomic DNA Purification Kit
(Fermentas, Lithuania) berdasarkan protokol yang
terdapat pada kit.

Amplifikasi dan analisa gen 16S rRNA

Reaksi PCR terdiri atas 1 pL primer Forward (27F-
5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3"), primer Reverse
1 pL (1492R-5-CGGTTACCTTGTTACGACTT-3 )
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(Aravena et al., 2020), 25 uL PCRmix (TIANGEN),
21 pL air ultrapure dan 2 uL. DNA. Ampilifikasi dilakukan
menggunakan GeneAmp® PCR System 2700 kit
(Applied Biosystems, Carla, CA, USA) dengan kondisi
pra denaturasi pada suhu 94°C selama 5 menit yang
dilanjutkan dengan 35 siklus denaturasi pada suhu
94°C selama 30 detik, anealing pada suhu 54°C selama
30 detik, dan ekstensi 72°C selama 90 detik. Reaksi
diakhiri dengan post extension pada 72°C selama 10
menit. Produk PCR dipisahkan dengan elektroforesis
DNA (Mupid-EXu) menggunakan gel agarosa 1%
bersama dengan marker DNA 2000 bp (TaKaRa),
diwarnai dengan etidium bromida (SigmaAldrich, USA),
dan divisualisasikan dengan Geldoc UV transilluminator
(Biometra-Herolab UVT-20M). Sekuensing 16S rRNA
dilakukan di 1t Base, Singapura. Hasil sekuen
kemudian dicari kemiripannya dengan gen 16S yang
ada di situs NCBI menggunakan BLAST N/Alat
Pencarian Alignment Dasar Lokal (Altschul, Gish, Miller,
Myers, & Lipman, 1990), kemudian disusun
menggunakan program Clustal W (Higgins, Thompson,
& Gibson, 1996). Analisa neighbor-joining mid-point
(Kim, 1993) dilakukan dengan perangkat lunak
MEGAY (Kumar, Stecher, & Tamura, 2016).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Bakteri Penghasil Agarase

Terdapat 16 strain dari 45 isolat yang mempunyai
aktivitas agarase yang ditunjukkan dengan
terbentuknya zona bening di sekitar koloni pada media
padat air laut setelah inkubasi 24 jam (Gambar 2).
Dari hasil pengamatan, terdapat 3 jenis zona bening
yang terbentuk pada media padat (Tabel 1). Pada skala
1-5, tipe 1 menunjukkan zona bening bergradasi
dimana zona bening di sekitar koloni dengan tingkat
transparansi 5 sedangkan di bagian luar 3. Tipe kedua
adalah zona bening dengan tingkat transparansi skala
3, sedangkan yang terakhir adalah dengan tingkat
transparansi level 1. Perbedaan tersebut kemungkinan
disebabkan oleh keragaman jenis agarase yang
dihasilkan oleh masing-masing isolat.

Skrining bakteri laut untuk strain penghasil agarase
dilakukan dengan media selektif air laut. Media ini
digunakan untuk menyeleksi bakteri yang tumbuh
pada media. Dengan terbatasnya nutrisi yang tersedia
sebagai komponen media, sebagian besar bakteri
yang tumbuh diharapkan bakteri penghasil agarase.

Gambar 2. Zona bening yang dibentuk oleh 16 bakteri penghasil agarase (angka merupakan kode isolat)
pada MAL padat setelah inkubasi 24 jam. Pewarnaan dilakukan dengan larutan lugol 10%.

Figure 2.

The clear zone formed by 16 agarase-producing bacteria (the numbers are the isolate codes) on

solid marine medium after 24-hours incubation. The staining was carried out with a 10 % lugol

solution.

Tabel 1. Tipe zona bening yang dibentuk oleh bakteri penghasil agarase pada media padat air laut
Table 1. Type of clear zone formed by agarase-producing bacteria on sea water solid medium

Tipe zona bening/ Transparansi (skala 1-5)/
Type of clear zone Transparancy (scale 1-5)

Isolat/Isolate

I 5

I 3

1] 1

BC-3.1;, BC-3.4;, BC-4.2; BC-7.1;, BC 7.2
BC-7.5; BC-7.6;, BC-3.6; BC-3.7, BC-7.4, BC-7.3

BC-4.1, BC-4.3;, BC-4.4; BC-3.5; BC-3.2
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Ketersediaan agar sebagai substrat diharapkan dapat
menginduksi gen agarase dari bakteri yang kemudian
akan mengekspresikan enzim untuk mendegradasi
agar (Kluge, Terfehr, & Kuick, 2018; Smith & Grula,
1983). Dengan kata lain, bakteri yang mempunyai gen
agarase berpeluang yang lebih besar untuk tumbuh
dengan baik pada media selektif ini. Ada tiga jenis
zona bening yang ditunjukkan oleh isolat pada medium
padat, seperti disajikan pada Gambar 2. Jenis zona
bening yang sama ditunjukkan oleh isolat BC-3.1, BC-
4.2, BC-3.4, BC-7.1, dan BC-7.2 yang berada pada
kelompok yang sama seperti yang ditunjukkan pada
pohon filogenetik (Gambar 4). Hal ini dapat
menjelaskan mengapa mereka diduga menghasilkan
jenis agarase yang sama.

Amplifikasi Gene 16S rRNA dan Analisa
Kemiripan

Gen 16S rRNA dari semua isolat penghasil agarase
berhasil diamplifikasi dan menunjukkan pita DNA
berukuran £1.500 bp pada gel agarosa 1% (Gambar
3). Tiga referensi strain teratas berdasarkan hasil
BLAST N yang menunjukkan persentase kemiripan
dengan isolat penghasil agarase disajikan pada Tabel
2. Beberapaisolat memiliki kemiripan referensi yang
sama pada data base, seperti BC-3.5 dan BC-3.6 serta
BC-4.1, BC-4.3, dan BC-7.5. Hal ini kemungkinan
disebabkan isolat-isolat tersebut merupakan jenis yang
sama dan akan dikonfirmasi pada analisis pohon
filogenetik. Pohon filogenetik dibuat berdasarkan
urutan gen 16S rRNA dari 16 bakteri penghasil agarase

yang dibandingkan dengan sekuens bakteri referensi
pada bank data NCBI (Gambar 4). Dari neighbor-
joining tree bisa diketahui bahwa 16 bakteri penghasil
agarase yang diisolasi dari sedimen laut Pulau Bara
Caddi termasuk dalam empat genera dan memiliki
kesamaan dengan enam spesies yaitu Alteromonas
macleodii, Vibrio neocaledonicus, Vibrio
parahaemolyticus, Vibrio alginolyticus, Marinobacter
hydrocarbonoclasticus, dan Salinivibrio budaii. Vibrio
merupakan genus dominan yang diwakili oleh 10
isolat, diikuti oleh Alteromonas dengan 4 isolat,
sedangkan Salinivibrio dan Marinobacterium masing-
masing 1 isolat.

Vibrio adalah bakteri yang umum ditemukan di
sedimen laut dan muara. Terdapat tiga spesies Vibrio
sp. yang menunjukkan kemiripan tertinggi dengan isolat
Bara Caddi, yaitu V. neocaledonicus (BC-3.2, BC-4.1,
BC 4.3 dan BC-7.5), V. parahaemolyticus (BC-3.5 dan
BC-3.6), dan V. alginolyticus (BC-4.4). V.
parahaemolyticus dan V. alginolyticus telah
dilaporkan sebagai bakteri patogen (Lee, 1995;
Schmidt, Chmel, & Cobbs, 1979), sehingga Vibrio
neocaledonicus merupakan kandidat isolat yang
berpontensi untuk diteliti lebih lanjut. Selain bukan
bakteri patogen, bakteri ini sudah dilaporkan memiliki
potensi sebagai penghambat proses korosi (Moradi,
Song, & Tao, 2015; Moradi, Song, & Xiao, 2018;
Moradi, Xiao, & Song, 2015), penghasil
exopolysaccharide (Chalkiadakis et al., 2013), dan
menunjukan beberapa aktivitas biologis (Gomez-
Betancur et al., 2019).

100bp Ladder

1kb DNA 31 32 M1061/M1062
Ladder (bp . 2 34 35 36 37 41 42 43 44 71 72 73 74 75 76 31 32 (bp)
10000
2500
2000
1500 1500
1000 1000
750
500 500
250
100

Gambar 3.Hasil PCR 16S rRNA dari 16 bakteri penghasil agarase yang diisolasi dari sediment laut (M=Marker

2,000 bp)

Figure 3. PCR amplified 16S rRNA of 16 agarase-producing bacteria isolated from marine sediment (M=Marker

2,000 bp)
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Tabel 2. Kode dan accession number NCBI bakteri penghasil agarase yang diisolasi dari Pulau Bara Caddi
dan hasil dari BLAST N (strain referensi, accession number, dan persen kemiripan isolat Bara

Caddi)
Table 2. Code and NCBI accession number of agarase-producing bacteria isolated from Bara Caddi Island
and the result of BLAST N (reference strain, accession number, and percent of similarity with the
Bara Caddi isolates)
Aktivitas
Kode z—xgz—xrt—xstf,x .(Indek Nomor Ak.sesi.dari o
Isolat/ agarolitik,1A)/ Aksesi/ Strain Rujukan/ strain Ru.jukan/ I.<er.n|r|.p/
Isolate Agarase Accession Reference strain (NCBI) Accesion Similarity
Code Activity number number of _ (%)
(Carbolitic reference strain
Index, Al)
BC-3.1 10 MT325874  Alteromonas macleodii ATCC 27126, CP003841.1 99.72%
Uncultured Alteromonas sp. clone K4S167 JN177693.1 99.72%
Bacterium 3D801 JF411517.1 99.72%
BC-3.2 55 MT325875 Vibrio neocaledonicus strain CGJ02-2 CP032213.1 99.72%
Vibrio sp. strain S5-4-14 MK720198.1 99.72%
Vibrio sp. strain 201709CJKY OP-47 MH093804.1 99.72%
BC-3.4 8 MT325876 Uncultured bacterium clone N8_12_C 6D 31 KF271113.1 99.93%
Alteromonas macleodii ATCC 27126 CP003841.1 99.93%
Uncultured Alteromonas sp. clone K4S167 JN177693.1 99.93%
BC-3.5 13.5 MT325877 Vibrio parahaemolyticus strain FORC_072 CP023473.1 100.00%
Vibrio parahaemolyticus O1:K33 str. CDC_K4557 CP006008.1 100.00%
Vibrio parahaemolyticus strain FORC_071 CP023485.1 99.93%
BC-3.6 12.5 MT325878 Vibrio parahaemolyticus strain FORC_072 CP023473.1 100.00%
Vibrio parahaemolyticus O1:K33 str. CDC_K4557 CP006008.1 100.00%
Vibrio parahaemolyticus strain FORC_071 CP023485.1 99.93%
BC-3.7 10.75 MT325879 Vibrio sp. strain S5-4-14 MK720198.1 99.86%
Vibrio sp. strain 201709CJKY OP-47 MH093804.1 99.86%
Vibrio alginolyticus strain SC9 MK308586.1 99.86%
BC-4.1 12.5 MT325880 Vibrio neocaledonicus strain CGJ02-2 CP032213.1 100.00%
Vibrio alginolyticus strain FDAARGOS_114 CP014045.1 100.00%
Bacterium JSB522 KJ457311.1 100.00%
BC-4.2 6 MT325881 Alteromonas sp. E407-6 FJ169967.1 100.00%
Alteromonas macleodii strain HOT1A3 CP012202.1 99.93%
Alteromonas sp. E407-4 FJ169965.1 99.93%
BC-4.3 11.5 MT325882 Vibrio neocaledonicus strain CGJ02-2 CP032213.1 99.93%
Vibrio alginolyticus strain FDAARGOS CP014045.1 99.93%
Vibrio parahaemolyticus strain CHN-4 KR347178.1 99.93%
BC-4.4 11.5 MT325883 Vibrio alginolyticus strain 2013V-1302 CP035700.1 99.86%
Vibrio neocaledonicus strain CGJ02-2 CP032213.1 99.86%
Vibrio alginolyticus strain FDAARGOS_108 CP014053.1 99.86%
BC-7.1 6.2 MT325884 Alteromonas macleodii strain Tel101 CP018321.1 100.00%
Alteromonas sp. strain JLT1510 KX989248.1 100.00%
Alteromonas sp. strain InS-267 MF359500.1 100.00%
BC-7.2 5.8 MT325885 Alteromonas macleodii strain Tel101 CP018321.1 100.00%
Alteromonas macleodii strain KS62 KY608081.1 100.00%
Uncultured Proteobacterium KM018571.1 100.00%
BC-7.3 6.8 MT325886 Salinivibrio sp. YCSC6 CP039516.1 99.93%
Salinivibrio budaii AB617564.1 99.93%
Salinivibrio sp. strain M318 MN262232.1 99.86%
BC-7.4 6.8 MT325887 Marinobacter hydrocarbonoclasticus strain ss12 JN160753.1 99.93%
Marinobacter hydrocarbonoclasticus strain ss11 JN160752.1 99.93%
Marinobacter hydrocarbonoclasticus strain ss10 JN160751.1 99.93%
BC-7.5 12.8 MT325888 Vibrio neocaledonicus strain CGJ02-2 CP032213.1 99.93%
Vibrio alginolyticus strain FDAARGOS_114 CP014045.1 99.93%
Vibrio parahaemolyticus strain CHN-4 KR347178.1 99.93%
BC-7.6 12.6 MT325889 Vibrio sp. strain S5-4-14 MK720198.1 99.93%
Vibrio sp. strain 201709CJKY OP-47 MH093804.1 99.93%
Vibrio parahaemolyticus strain FORC_072 CP023473.1 99.93%
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Gambar 4. Neighbor-joining phylogenetic tree (bootstrap = 1000) dibuat dengan MEGA7 yang menunjukkan
hubungan bakteri penghasil agarase yang diisolasi dari sedimen laut dan strain yang ada di NCBI
GenBank berdasarkan analisis urutan gen 16S rRNA

Figure 4. Neighbor-joining phylogenetic tree (bootstrap = 1000) constructed by MEGA7 showing the
relationship of agarase-producing bacteria isolated from marine sediment and the strains presented

in GenBank based on 16S rRNA gene analysis

Isolat potensial lain yang ditemukan adalah A. lipid yang diproduksi oleh bakteri dengan fungsi

macleodii dengan kemiripan 99-100%. Isolat ini adalah
satu-satunya spesies diantara isolat hasil skrining
yang pernah dilaporkan menghasilkan agarase
(Chiura, & Kita-Tsukamoto, 2000). A. macleodii adalah
bakteri laut aerobik yang pertama kali dideskripsikan
dan dipelajari pada tahun 1972. Penelitian yang
menggunakan beberapa sampel DNA dari seluruh
dunia menunjukkan bahwa fraksi DNA A. macleodii
mirip dengan fraksi DNA populasi bakteri yang
berasosiasi dengan partikel atau agregat (0,2 mm
filter). Populasi bakteri ini hidup di perairan tropis
dengan suhu rata-rata di atas 10°C (L6pez-Pérez et
al., 2012). A. macleodii dilaporkan memiliki cluster
gen PKS-NRPS untuk antitumor dan antibiotik (Mizuno
etal., 2013). Baru-baru ini spesies tersebut dilaporkan
menghasilkan Vesicles membrane (Naval & Chandra,
2019), yaitu nanopartikel yang terdiri atas membran

biologis yang beragam dan menunjukkan potensi besar
untuk aplikasi di berbagai bidang (Nagakubo, Nomura,
& Toyofuku, 2020). Analisa proteomik terhadap
Vesicles membrane yang dihasilkan oleh A. macleodii
menunjukan bahwa membran ini terdiri atas berbagai
enzim pengurai karbohidrat, protease, sulfatase, dan
hidrolase lainnya (Naval & Chandra, 2019).

Hasil analisis urutan gen 16S menunjukkan bahwa
BC-7.3 mempunyai kemiripan dengan Salinivibrio sp.
YCSC6 dan S. budaii dengan tingkat kemiripan yang
sama, yaitu 99,93%. Genus Salinivibrio
dikelompokkan ke dalam kelas Gammaproteobacteria,
famili Vibrionaceae dan termasuk dalam kelompok
halofilk moderat yaitu bakteri yang dapat tumbuh pada
kadar NaCl 0-25% dengan optimum kadar NaCl untuk
pertumbuhan adalah 7,5%. Kelompok bakteri ini dapat
tumbuh pada kisaran suhu dan pH yang luas yaitu
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suhu 17-55°C dan pH 5-11 (Gorriti et al., 2014; Huang
et al., 2000). Genus ini ditemukan bersama bakteri
halofilik lain dari sampel tanah hypersaline di
Colombian Caribbean dengan aktifitas bioremediasi
terhadap kontaminasi perklorat (Acevedo-Barrios,
Bertel-Sevilla, Alonso-Molina, & Olivero-Verbel, 2019).
S. budaii dilaporkan pertama kali tahun 2007 ke NCBI
sebagai spesies baru yang diisolasi dari kolam garam
di pantai barat Taiwan (NCBI, https://
www.nchi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/
wwwiax.cgi?id=444168). Sampai saat ini, belum ada
informasi mengenai potensi S. budaii sehingga
menjadikannya sangat menarik untuk dieksplorasi
lebih lanjut, terutama karena pada penelitian ini
menunjukkan kemampuan untuk menghasilkan
agarase.

M. hydrocarbonoclasticus yang menunjukkan
tingkat kemiripan 99,93% dengan BC-7.4 dilaporkan
sebagai bakteri pendegradasi hidrokarbon (Mounier
et al., 2014, Striebich et al., 2014). Spesies ini
mempunyai kemampuan mereduksi senyawa nitrat
(NO,) menjadi senyawa nitrogen bebas (N,) dan
mendegradasi senyawa antibiotik (Ruan et al., 2020).
Penghasil nitric oxide reductase (Carreira, dos Santos,
Pauleta, & Moura, 2020; Gomes et al., 2019), M.
hydrocarbonoclasticus adalah bakteri laut gram negatif
yang tidak membentuk spora dan tumbuh optimum
pada kadar garam 0,6 M suhu 32°C (Gauthier et al.,
1992). Tidak ada laporan yang menyebutkan bahwa
bakteri ini menghasilkan agarase.

Penelitian lebih lanjut diperlukan untuk mengetahui
karakteristik agarase yang dihasilkan oleh semua
isolat, terutama yang belum pernah dilaporkan
sebagai penghasil agarase dan bakteri non-patogen.
Ada kemungkinan bahwa agarase yang dihasilkan oleh
isolat tersebut merupakan jenis agarase baru dengan
sifat yang unik.

KESIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian diperoleh 16 isolat
yang positif menghasilkan agarase berdasarkan zona
bening. Zona bening yang terbentuk tidak hanya bisa
dibedakan dari indeks karbolitik, tetapi juga dari tingkat
transparansi yang kemungkinan disebabkan oleh
perbedaan jenis agarase yang dihasilkan oleh masing-
masing isolat. Hal ini juga didukung oleh hasil
identifikasi dimana isolat yang berada di grup yang
sama, membentuk zona bening dengan karakter yang
sama, baik berdasarkan indeks karbolitik maupun
tingkat transparansinya. Hasil identifikasi secara
molekuler memperlihatkan bahwa isolat-isolat yang
diperoleh terdiri atas 4 genus, yaitu Vibrio,
Alteromonas, Marinobacter, dan Salinivibrio. Dari 16
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isolat yang diidentifikasi, A. macleodii merupakan
satu-satunya spesies yang pernah dilaporkan
menghasilkan agarase. Ditemukannya bakteri-bakteri
penghasil agarase yang belum pernah dilaporkan
sebelumnya membuka peluang untuk menemukan
agarase baru sehingga penilitian lebih lanjut
diperlukan untuk mengetahui karakteristik agarase
yang dihasilkan oleh isolat-isolat ini, khususnya isolat
non-patogen.
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