
IV. HASIL DAN PEMBAHASAN 

4.1. Hasil 

4.1.1. Isolasi Bakteri 

Sampel udang windu (Penaeus monodon) diperoleh dari tambak udang 

BBPBAP (Balai Besar Pengembangan Budidaya Air Payau) Jepara. Isolasi 

bakteri probiotik dari udang menggunakan medium agar NA (Nutrient Agar) 

dengan pH 2 yang merupakan indikator utama bakteri probiotik . Dari hasil isolasi 

terdapat empat isolat mumi yang berbeda yang dilihat dari morfologi dari isolat 

tersebut dengan kode SP ,̂ SU, SWU dan TU. Berikut hasil pengamatan 

morfologi dan pewamaan gram dari ke empat isolat dapat dilihat pada table 1. 

Tabel 1. Hasil Pengamatan Morfologi dan Pewamaan Gram 

No Isolasi Bentuk Sel Wama Koloni Tipe 
Koloni 

Gram 

1 SP^ Batang Panjang Krem Sirkular + 
2 SU Batang Panjang Krem Trans Sirkular + 
3 SWU Batang Pendek Putih Trans Rizoid 
4 TU Batang Pendek Putih Susu Swaming 

Sumber: Data Primer 

Dari hasil pengamatan morfologi dan pewamaan gram dapat dilihat 

perbedaan pada masing - masing isolat. Namun untuk memastikan dari ke empat 

isolat tidak ada bakteri Vibrio Sp yang tumbuh, masing - masing isolat 

diinokulasikan ke medium TCBS agar. Setelah diinkubasi selama 24 jam, isolat 

TU tumbuh secara maksimal, sehingga untuk uji lebih lanjut hanya 3 isolat yang 

dilakukan. 

4.1.2. Uji Biokimia 

Hasil uji biokimia identifikasi bakteri yang dilakukan berdasarkan acuan 

buku Cowan and Steel's (1992). Dengan berpedoman pada serangkaian uji 

morfologi dan biokimia yaitu uji pewamaan Gram, pengamatan bentuk sel, uji 

motilitas, sifat aerobik dan anaerobik, uji katalase, uji oksidase, glukosa acid, 

karbohidrat, kemampuan tumbuh pada kosentrasi NaCl yang berbeda (10% dan 

6%), mereduksi nitrat, indol, ONPG, VP (voges - Prokauer), hidrolisis (starch, 
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urea, casein), Uji gula - gula ( glxikose, celibiose, galaktose, rafinose, salicin, 

xylose, kemampuan tumbuh pada suhu 37^C dan SO^C, uji citrat, gas dari glukosa 

dan resistensi (0/29). Hal ini untuk menentukan spesies bakteri yang didapat dari 

usus udang windu (Penaeus monodon). Untuk lebih jelasnya hasil dari masing -

masing uji dapat dilihat pada tabel 2. 

Tabel 2. Hasil Uji Biokimia Masing - Masing Isolat 

Uji Biokimia Kode Isolat bakteri 
SU SWU 

Gram + + — 

Bentuk Batang Batang Batang 
Acid fast — — V 

Spora + + V 

/ Posisi dan bentuk spora j VX j VTX 1 V 1 
Panjang cell >3 \im + — V 

Motility + + + 
Aerobik + + + 
An aerobik 
Katalase + + 
Oksidase + _ + 
Glukose acid + — + 
Carbohidrat (OF) NC NC + 
Growth with 10% NaCl: + + V 

Growth with 6 % NaCl V V — 
Nitrate reduced + — + 
Indol — — + 
ONTO — — V 

VP — - -
Hydrolysis of: 

starch — — V 
urea — V 
xasein + + V 

Acid fhjm ASS medium 
Glucose + — V 
Celibiose — V 
Galactose v 
Rafinose V 

Salicin V 

Xylose - - V 
V 

Growth on 50° C — + V 

Growth on 37° C V V + 
Utilization of Citrat - + V 

Gas from glucose V V — 
Resistence 

0/129 10 ng V V -
0/129 150 ng V V -

Sumber: Data Primer 
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Keterangan 
- VX 
- VTX 
- +P 

- F 
- NC 

V 

: Central - Oval (ellipoidal) 
: Central/Termonal -Oval 

Fakultatif anaerobic 
: Fermentatif 
: No Change (tidak ada perubahan) 
: Tidak dilakukan analisa 

• '!!> 

Hasil identifikasi : • , 
- Kode SP̂  : Bacillus thuringiensis , 
- Kode SU : Bacillus badius 
- Kode SWU : Chromobacterium violaceum 

4.1.3. Konsentrasi DNA 

Menggunakan alat UV - Visiable Spectrophotometer 1700 konsentrasi 

genom DNA dari masing-masing isolat yang sudah diekstraksi dapat diketahui. 

Konsentrasi ini membandingkan ekstrak DNA dalam satuan nano gram per 1 

mikro liter air. 

Tabel 3. Konsentrasi Genom Ekstrak DNA ' - ' 

Isolat Konsentrasi DNA (ng/|il) 
27,950 

SU 28.250 
SWU 30,250 

Sumber: Data Primer 

4.1.4. Amplifikasi DNA 

Sampel DNA yang sudah diamplifikasi, dielektroforesis untuk 

menunjukkan fragmen DNA dengan menggunakan gel agarose. 

M SP̂  SU SWU 

2000 bo 
1500 bp 

500 bp 

Gambar 4. Hasil Amplikasi DNA-PCR Universal pada Gel Agarose 
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Keterangan: 
M = Fragmen Marker DNA 1 kb Ladder 
Sp2 ^FragrnQn DNA Bacillus thuringiensis 
SU = Fragmen DNA Bacillus badius 

SWU = Fragmen DNA Chromobacterium violaceum 

Gambar 4 menunjukan bahwa semua isolat menghasilkan pita tunggal 

dengan ukuran sekitar 1500 bp (base pair) sesuai dengan perbandingan 

menggunakan marker DNA. Besamya ukuran ini sesuai dengan ukuran yang 

diharapkan dari gen - gen 16S rDNA bakteri yaitu 1500 - 1600 bp. (Andrito, 
2007) 

4.1.5. Sekuensing 16S rDNA 

Sekuensing adalah suatu proses pengurutan basa nitrogen dengan 

menggunakan mesin AB 3130 Genetic Analyzer. Sekuensing ketiga isolat ini 

menggunakan primer 24F dan 1540R, dilakukan satu arah sebanyak satu kali pada 

setiap primer yang digxmakan dengan siklus bolak balik. Panjang basa yang 

diperoleh pada DNA SP^ 840 pb, SU 1080 pb dan SWU 790 pb. Hasil sekuensing 

16S rDNA dari masing - masing isolate dapat dilihat pada Tabel 4. 

Tabel 4. Hasil sekuensing gen 16S rDNA dari masing - masing isolat 

Isolat SekuenGen I6SrDNA 

SP^ 5' 
i TTGAAGGCGT GCTCCCAAAG ATTCCCGCGG AGGGAAGTAA CACGTGGTTT 

CCCTGCCTGT AAGACTGGGA TAACTCCGGG AAACCGGGGC TAATACCGGA 

TAATACTCTT T A T A C A T A T A ATTAGATTGA AAGATGGTTC TGCTATCACT 

TACAGATGGG CCCGCGGCGC ATTAGCTAGT TGGTGAGGTA ACGGCTCACC 

AAGGCGACGA TGCGTAGTGA CCTGAGGGGT GATCGGCCAC ACTGGGACTG 

AGCACGGCCC AGACTCCTAC GGGAGGCAGC AGAGGGAATC TTCCGCAATG 

GACGAAAGTC TGAGCAACTC GCGTGAGTGA TGAAGGTTTT CGGATCGTAA 

AACTCTGTTG TTAGGGAAGA ACAGTATCGG AGTAACTGCC GGTACCTTGA 

CGGTACCTAA CCAGAAAGCC ACGGCTAACT ACGTGCCAGC AGCCGCGGTA 

ATACGAGGTG GCAAGCGTTG TCCGGAATTA TTGGCGTAAG CGCGGCAGGC 

GGTTCCTTAA ACTGATGTGA AAGCCCACGG CTCAACCGTG GAGGTCATTG 

GAAACTGGGG GAACTTGAGC ATAAGATAAA GGGAATCCAA GGTAAGGAAA 

AGGCGGGAAG ATTTGGAGAA ACCAGGTGGC CAAGCGAACT TTTCGTTCGA 



A A T G A C C C T G AGCCCCGAAA ACGTGGGAAC AAAAAGGATT AAATACCTGT 

T A T C C G C C G T T A C G A T G A T G T A C T G T T A A A A G G T T T C C G C C C C T T T A T T G 

3' 
CTGCGCAAGT C T C A T T A A C A 7VACTCCCCC 

SU 5' G G G G T T T C C G C G G C A T G C T G A T C C G C G A T T A C T A G C G A T T C C G G C T T C A T 

GTAGGCGAGT T G C A G C C T A C A A T C C G A A C T GAGAATGGTT TTATGGGATT 

GGCTAAACCT C G C G G T C T T G C A G C C C T T T G T A C C A T C C A T TGTAGCACGT 

G T G T A G C C C A GGTCATAAGG GGCATGATGA T T T G A C G T C A T C C C C A C C T T 

C C T C C G G T T T G T C A C C G G C A G T C A C C T T A G A G T G C C C A A C TAAATGCTGG 

CAACTAAGAT CAAGGGTTGC G C T C G T T G C G G G A C T T A A C C C A A C A T C T C A 

CGACACGAGC TGACGACAAC C A T G C A C C A C C T G T C A C T C T G T C C C C C G A A 

GGGGAAAGTC C T A T C T C T A G GATTGTCAGA GGATGTCAAG ACCTGGTAAG 

G T T C T T C G C G T T G C T T C G A A T T A A A C C A C A T G C T C C A C C G CTTGTGCGGG 

C C C C C G T C A A T T C C T T T G A G T T T C A A C C T T G C G G T C G T A C T C C C C A G G C G 

GAGTGCTTAA T G C G T T T G C T GCAGCACTAA AGGGCGGAAA C C C T C T A A C A 

C T T A G C A C T C A T C G T T T A C G GCGTGGACTA CCAGGGTATC T A A T C C T G T T 

T G C T C C C C A C G C T T T C G C G C C T C A G C G T C A G T T A C A G A C C AGAAAGTCGC 

C T T C 6 C C C A C T G G T G T T C C T C C A A A T C T C T A C G C A T T T C A C C G C T A C A C T 

T G G A A T T C C A C T T T C C T C T T C T G C A C T C A A G T T C C C A G T T T C C A T G A C C C 

T C C A C G G T T G AGCGGGGGCT TNCNATCAAA CTTAGGAACG C C T G C C C G C G 

C T T A C C C C A A T A T T C C G G A A A C C C T T G C C C C T A C G T A T A C C C G C T G C T G G 

C C G T A A T T A C C C G G G T T T C G G T T A G T A C G C CAGGTACGGC A T T C C C C G A A 

C T G T T T C C C C AAAAAAATTT AAACCAAACT T T T C C C C C G G G G T T C C C C C A 

3' ' 
A T T T T C C T T G GAAATCCAAG GGCCCCGAAA A T T G G C G G T C CCCCCGGGGA 

SWU 5' G G A A G T T T C C CGAGGCATGC A T G A A T C C G C GAATTACTAG CGATTCCAAC 

T T C A T G C T C T C G A G T T G C A G AGAACAATCC GAACTGAGAC G A C T T T T A A G 

A G A T T G G C T C C C C C T C G C G G C A T T G C A T C C C T C T G T A A C C G C C A T T G T A G 

CACGTGTGAA G C C C A C C T T G TAAGGGCCAT GAGGACTTGA C G T C A T C C C C 

G C C T T C C T C C G G A T T A A C T C CGGCAGTACG ATTAAAGTGG CCAGCCTAAC 

CTGATGGCAA C T A A T C G C G A GGGTTGCGCT CGTTGGGGGA GTTAACCCAA 

C A T C T C A C A A CACGAGCTGA CAACAGCCAT GCAGCACCTG T G T C C C A G T C 

CCCGAAAGGA A A A C C A C A T C T C T G T G G C G G TCCAGGCATG TCAAAAGGTG 

G T A A G G T T C T G C G C G T T G C T T C C A A T T A A A C C A C A T G C T C CACCGCTTGT 
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GGGGGCCCCC G T C A A T T C C T T T G A G T T T T A A T C T T G G G A C C G T A C T C C C C 

, . , AGGCGGAATG C T T A A T G C G T T A G C T G C G T C A C C G A C A T G C A T G C A T G C C G 

ACAACTAGCA C T C A T C G T T T ACGGCGTGGA CTACCAGGGT A T C T A A T C C T 

G T T T G C T C C C C A C G C T T T C G A G C C T C A G C G TCAGTAACGG A C C A A T A T G T 

C G C C T T C C C C A C T G G T G T T C T T C C G A A T A T C T A C G A A T T T C A C C T C T A C A 

C T C G G A G T T C C A C A T A C C T C T T C C G T A C T C AAGAATGCCA GTATGAAAGG 

C A T T T C C A G G T T G A A C C C T G G G G T T T C A C C C C T A A A T T 

3' 
Sumber: Data Primer 

4.1.6. Analisis BLAST dan Submit Gen Bank 

4.1.7. Pohon Filogenetik 

4.2. Pembahasan 

Gen 168 rDNA merupakan komponen penting sel dan sangat 

menguntimgkan dalam analisis filogenetik, karena terdiri dari daerah yang 

dikonversi sehingga mutasi akan terbatas, dan studi sistematika bakteri pada 

tingkat famili, genus, spesies, ataupun subspesies (Chen et al, 2003). 

Analisis filogenetik dapat digunakan untuk menganalisa secara tepat 

keragamem genetik mikroba. Metode ini didasarkan proses urutan nukleotida gen 

168 rDNA. Sekuen 168 rDNA pada banyak jasad mempunyai sekuen yang lestari 

sehingga dapat digunakan sebagai dasar untuk menganalisis kekerabatan antar 

jasad. Sekuen 168 rDNA dapat digunakan sebagai penanda filogenetik antara lain 

karena sekuen tersebut terdistribusi secara universal pada semua organisme, tidak 

mudah mengalami mutasi karena 168 rDNA merupakan salah satu komponen 

penting dalam ekspresi genetik, mempunyai sekuen lestari yang panjang dan 

mempunyai daerah yang bervariasi yang cukup untuk menentukan kekerabatan 

antar jasad (Yuwono, 2006). 

Probiotik mungkin meningkatkan aktifitas pencemaan oleh sintesa 

vitamin, kofaktor atau meningkatkan aktifitas enzym (Fuller, 1989). Kondisi ini 

akan meningkatkan berat badan, proses digesti atau penyerapan nutrien. Dalam 

penelitiannya ini tidak memperhatikan mekanisme kerja probiotik dan nutrien atau 

enzim apa yang meningkatkan proses digesti. 

Telah banyak penemuan antibiotik yang diisolasi dari jamur atau bakteri 
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terrestrial dan hanya sedikit laporan mengenai organisme laut sebagai penghasil 

antibiotik, yang diantaranya adalah Alteromonas. Jadi penggunaan bakteri 

probiotik laut kurang diperdebatkan. Bacillus dihubungkan dengan penghasil 

antibiotik polymyxin, bacitracin dan gramicidin (Rhodehamel dan Harmon, 1998; 

Chitta et al., 2002). Akan tetapi Bacillus bakteri antagonis juga dapat ditimbulkan 

oleh persaingan untuk mendapatkan nutrient dengan kecepatan pertumbuhan 

bakteri lainnya (Moriarty, 1998). 

Dari hasil uji biokimia ketiga isolat bakteri yang diisolasi dari usus udang 

windu ( Paneus monodon) berdasarkan acuan buku Cow£in and Steel's (1992) 

masing - masing adalah isolat SP^ adalah Bacillus thuringiensis, SU adalah 

Bacillus badius dan SWU adalah Chromobacterium violaceum. 

Isolat SP̂  {Bacillus thuringiensis) bakteri ini mempunyai ciri - ciri 

morfologi sebagai berikut: bentuk koloni bulat ( sirkular), wama koloni krem, sel 

berbentuk batang panjang dan besar (basil), mempunyai dinding yang tebal ( 

gram positif), posisi spora pada sentral tubuh, panjang sel besar dari 3 |im, bersifat 

motil, bersifat aerob dan anaerob fakultatif, mampu menghasilkan enzim katalase 

dan oksidase, glukosa acid positif, mampu tumbuh pada kosentrasi NaCl 10%, 

dapat mereduksi nitrat, tidak mampu membentuk indol dari molekul tryptopan, 

ONPG negatif, netral dari asam organik yang dihasilkan dari metabolisme 

glukosa, tidak mampu menghidrolisa urea menjadi amoniak, mampu 

menghancurkan chasein, fermentasi gula - gula hanya glukosa yang dapat 

difermentasi, tidak mampu tumbuh pada suhu 50 **C dan tidak mampu 

memanfaatkan citrat untuk proses metabolisme. 

Isolat SU {Bacillus badius) bakteri ini mempunyai ciri - ciri morfologi 

sebagai berikut: bentuk koloni bulat ( sirkular), wama koloni krem transparan, sel 

berbentuk batang panjang dan kecil (basil), mempunyai dinding yang tebal (gram 

positif), posisi spora pada sentral tubuh, panjang sel kecil dari 3 \xm, bersifat 

motil, bersifat aerob dan anaerob fakultatif, mampu menghasilkan enzim katalase, 

tidak menghasilkan enzim oksidase, glukosa acid negatif, mampu tumbuh pada 

kosentrasi NaCl 10%, tidak dapat mereduksi nitrat, tidak mampu membentuk 

indol dari molekul tryptopan, ONPG negatif, netral dari asam organik yang 

dihasilkan dari metabolisme glukosa, tidak mampu menghidrolisa urea menjadi 
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amoniak, mampu menghancurkan chasein, tidak dapat fermentasi gula - gula, 

mampu tumbuh pada suhu 50 °C dan mampu memanfaatkan citrat untuk proses 

metabolisme. 

Isolat SWU {Chromobacterium violaceum) bakteri ini mempunyai ciri -

ciri morfologi sebagai berikut : bentuk koloni tepiannya berakar ( rizoid), wama 

koloni putih transparan, sel berbentuk batang pendek (basil), mempunyai dinding 

yang tipis( gram negatif), tidak berspora, bersifat motil, bersifat aerob dan anaerob 

fakultatif, mampu menghasilkan enzim katalase dan oksidase, glukosa acid 

positif, tidak mampu tumbuh pada kosentrasi NaCI 6%, dapat mereduksi nitrat, 

tidak mampu membentuk indol dari molekul tryptopan, netral dari asam organik 

yang dihasilkan dari metabolisme glukosa, mampu tvmibuh pada suhu 37 "C, 

menghasilkan gas, dan bersifat sensitif terhadap antibiotik. 

Bakteri dari genus bacillus mempakan bakteri probiotk yang sudah banyak 

dikomersilkan. Bacillus sp mempakan bakteri probiotik komersil yang dapat 

ditebar pada kolam atau tambak. Bakteri ini dapat menghambat pertumbuhan 

bakteri pathogen seperti bakteri vibrio harveyi yang berada di perairan. 

Bakteri bacillus sp yang ditemukan dalam usus ikan kerapu mendekati 

genus ini mempunyai ciri-ciri morfologi sebagai berikut: wama koloni putih susu 

atau krem, bentuk koloni bulat dengan tepian keriput, bentuk batang dan lurus, 

bemkuran 0,5-2,5 x 1,2-10 ym, dan sering tersusun dalam bentuk sepasang atau 

rantai, dengan ujung bundar atau empat persegi. Pewamaan sel Gram +, motil, 

katalase dan oksidase positif, metil red negatif, optimum pada suhu 30-3 70C dan 

tumbuh baik pada NaCl l-''3%. Andrito (2007) menambahkan bakteri Bacillus 

yang diisolat dari usus ikan kerapu bebek {Chromileptes altivelis) diantaranya 

Bacillus valesensis, Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Bacillus flexus dan satu 

spesies Vibrio alginolyticus dengan kondisi pH 2. 

Beragam probiotik seperti Bacillus gram positif menawarkan sebuah 

altematif untuk terapi antibiotik terhadap budidaya yang berkelanjutan. Spesies-

spesies Bacillus sp biaseinya ditemukan dalam endapan perairan, dan secara alami 

dicema oleh berbagai binatang seperti udang yang makan didalam atau diatas 

endapan. Keuntungan dari penggunaan spesies-spesies Bacillus sp adalah bahwa 

mereka tidak mungkin menggunakan gen-gen untuk ketahanan antibiotik atau 
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yang mematikan dari vibrio atau yang terkait dengan bakteri gram negatif. Ada 

berbagai hambatan pada level trascriptional dan translational untuk pengungkatan 

gen-gen dari plasmid, phage dan Chromosomal DNA E. coli dalam B. subtilis. 

Bacillus thuringiensis adalah jenis bakteri yang mengintruksi sel tanaman 

imtuk memproduksi protein yang bersifat racun terhadap ulat bulu, tapi aman bagi 

makhluk hidup lain. Bakteri ini dapat dimanfaatkan sebagai pengendalian hama 

serangga pada tanaman. Menurut Wilson dan hufFaker (1989 dalam Putrina dan 

Fardedi,2007) bakteri ini tidak menyebabkan hama menjadi resisten dan tidak 

berbahaya bagi lingkimgan dan lebih seletif dibandingkan dengan insetisida 

kimia. Bakteri ini dapat diisolasi dari berbagai sumber, salah satunya dari tanah. 

Dari hasil penelitian Amar et all (2001) bakteri Chromobacterium 

violaceum yang diisolasi dari kulit buah mengkudu mempunyai ciri - ciri 

morfologi wama koloni putih bundar dengan tepian bercabang elevasi cembung, 

bentuk sel batang pendek, gram negatif, tidak memiliki endospora, menghasilkan 

enzim katalase, mampu hidup pada suhu 30 " C, netral dari asam organik yang 

dihasilkan dari metabolisme glukosa, dapat mereduksi nitrat dan memiliki enzim 

gelatinase sehingga mampu memecah gelatin. Bakteri ini juga lebih banyak 

dijumpai pada tanah daerah tropis. Organisme ini dapat menimbulkan penyakit 

piogemik atau infeksi septisemik. " " 


