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Riwayat artikel ABSTRACT
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Disetujui - 28 Agu 2024 Ulva lactuca of sea lettuce is a green seaweed thar is formed like a thin and smooth leaf sheet, has benefits

Diterbitkan : 29 Agu 2024 in various fields, one of which is the potential presence of endophytic bacteria that live in the tissue and
symbiotically produce various specific campounds. Endophytic bacteria that grow in tissue, participate
in metabolic pathways to obatain genetic information, which allows them to produce specific bioactive
compounds identical to their host plants, for various utilization purpose including for bioprospection of
biological control agents. The purpose of this study was the biochemical characterization of endophytic
bacterial candidates from green algae (Ulva lactuca) for bioprospection of biological control agents.
Biochemical tests performed include citrate test, indole test, catalase test, and urease test. Based on this
study, varied results were obtained including positive citrate (UL 01), positive indole (UL 01 and UL 02),
positive urease for all isolates, positive catalase for all isolates. Therefore, according to our finding in this
experiment, it can be concluded that the two isolates UL 01 and UL 02 have the most potential to be
further developed as biological control agents.
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ABSTRAK

Ulva lactuca atau selada laut merupakan rumput laut berwarna hijau yang terbentuk seperti lembaran
daun yang tipis dan halus mempunyai manfaat sangat yang besar dalam berbagai bidang salah satunya
adalah potensi keberadaan bakteri endofit yang hidup di dalam jaringan dan bersimbiosis menghasilkan
berbagai senyawa spesifik. Bakteri endofit yang tumbuh di dalam jaringan dan berpatisipasi dalam jalur
metabolisme untuk mendapatkan informasi genetik, yang memungkinkan untuk memproduksi senyawa
bioaktif senyawa bioaktif spesifik yang identik dengan tanaman inangnya, untuk berbagai tujuan
pemanfaatan termasuk sebagai bioprospeksi agen pengendalian hayati. Tujuan penelitian ini adalah
karaterisasi biokimia kandidat bakteri endofit dari alga hijau (Ulva lactuca) untuk bioprospeksi agen
pengendalian hayati. Uji biokimia yang dilakukan meliputi uji sitrat, uji indol, uji katalase, dan uji urease.
Berdasarkan penelitian ini diperoleh hasil yang bervariasi meliputi positif sitrat (UL 01), positifindol (UL
01 dan UL 02), positif urease semua isolat, sedangkan positif katalase juga semua isolat. Sehingga dapat
disimpulkan dua isolat UL 01 dan UL 02 paling berpotensi untuk dikembangkan lebih lanjut sebagai agen
pengendalian hayati.

Kata kunci: Alga Hijau (Ulva lactuca), Agen Pengendali Hayati, Bakteri Endofit, Karakterisasi Biokimia

Sitasi :
Kantari, W. W,, Ariyanti, D. (2024). Karaterisasi Biokimia Kandidat Bakteri Endofit Dari Alga Hijau (Ulva lactuca) Sebagai Bioprospeksi
Agen Pengendalian Hayati. Journal of Life Science and Technology. 2(2). 63-73

63



Kantari & Ariyanti / Journal of Life Science and Technology. Vol 2 (2): 63-73 64

PENDAHULUAN

Indonesia adalah negara kepulauan terluas di dunia dengan luas wilayah laut mencapai 3.257.357
Km2. Menurut data Kementerian Kelautan dan Perikanan (KKP) 2021, Indonesia adalah penghasil
rumput laut yang terbanyak di dunia dengan jumlah produksinya mencapai 9,12 juta ton per tahun.
Menurut Kementerian Kelautan dan Perikanan, Provinsi Nusa Tenggara Barat adalah Provinsi sentra
rumput laut terbesar ketiga di Indonesia, dengan produksi mencapai 702.844,30 ton di tahun 2021,
termasuk di dalamnya di Sumbawa. Kawasan pengembangan sentra produsen rumput laut di Pulau
Sumbawa tersebar di beberapa Kabupaten yaitu Kabupaten Sumbawa Barat, meliputi Kertasari, Poto
Tano, dan Giantar. Sedangkan di Kabupaten Sumbawa tersebar di Teluk Saleh meliputi Tanjung Bele,
Moyo Hilir. Kabupaten Dompu terpusat di sejumlah wilayah Teluk Saleh, seperti Manggelewa, Nanga
Tumpu, dan Kempo (Haryandi, 2021). Berbagai jenis rumput laut hijau seperti Sargassum polycistum
banyak ditemukan di daerah Labuan Ijuk, Moyo Hilir Sumbawa, sedangkan jenis Ulva lactuca
ditemukan di kawasan perairan Sumbawa bagian Luk.

Rumput laut jenis alga hijau (Ulva lactuca) yang dikenal juga sebagai selada laut merupakan
rumput laut yang tersebar luas diperairan laut dangkal dan mempunyai potensi yang besar dalam
berbagai manfaat (Maceiras et al,, 2016). Alga hijau (Ulva lactuca) memiliki manfaat sebagai sumber
pangan dan bahan baku industri. Ulva lactuca sangat menarik untuk diteliti karena mempunyai
kemampuan bertahan dalam lingkungan yang ekstrem dan tahan terhadap lingkungan berbagai
pathogen (Mahmoud et al., 2021). Alga hijau (Ulva lactuca) merupakan organisme laut yang dikenal
mempunyai potensi besar sebagai mikroorganisme endofit, termasuk bakteri. Bakteri endofit dari
Ulva lactuca dapat memiliki beragam aktivitas biokimia yang berpotensi sebagai agen pengendalian
hayati terhadap pathogen tanaman. Studi karakterisasi biokimia dari bakteri endofit ini menjadi
sangat penting untuk memahami mekanisme interaksi mereka dengan inangnya serta potensi aplikasi
dalam pengendalian hayati. Selain itu pemahaman yang lebih baik mengenai interaksi antara bakteri
endofit ini dengan tanaman inangnya juga akan membuka potensi baru dalam pengembangan produk-
produk bioteknologi yang inovatif.

Keberagaman bakteri endofit bisa diteliti melalui berbagai metode diantaranya adalah
karakterisasi morfologi, fisiologi, biokimia dan identifikasi secara molekuler (Setiawan, 2018). Uji
biokimia adalah suatu pengujian yang dilakukan untuk melihat karakter suatu bakteri dengan
pendekatan biokimia (Rahmah et al., 2023). Bakteri endofit diketahui menghasilkan senyawa biokimia
yang juga bertanggung jawab atas hubungannya dengan tanaman inangnya. Sehingga jenis senyawa
biokimia yang dihasilkan juga memiliki dengan tanaman inangnya.

Pengendalian hayati (biological control) adalah metode pengendalian hama, penyakit tanaman,
atau gulma dengan menggunakan agen pengendalian hayati, yaitu organisme hidup atau senyawa yang
berasal dari organisme hidup. Tujuan utama dari pengendalian hayati adalah untuk mengurangi
populasi organisme pengganggu yang merugikan tanaman dengan cara yang alami dan berkelanjutan,
tanpa mengandalkan pestisida kimia sintetis yang berpotensi merusak lingkungan dan kesehatan
manusia. Penggunaan agen pengendalian hayati berbasis mikroorganisme menjadi salah satu cara
yang menjanjikan untuk mengurai ketergantungan pada penggunaan bahan pestisida dalam
pengendalian penyakit yang mengganggu tanaman.

Dengan demikian, hal ini membuka peluang potensi bakteri endofit dari berbagai sumber untuk
dikembangkan sebagai penghasil senyawa bioaktif dengan berbagai fungsi termasuk proteksi
patogenisitas atau pengendalian hayati. Di Indonesia kajian bioprospeksi bakteri endofit dari rumput
laut untuk pengendalian hayati bakteri pathogen saat ini masih belum banyak dikembangkan. Di sisi
lain, selain potensi eksplorasi dan biodiversitas yang melimpah, kebutuhan inovasi pengendali hayati
yang ramah lingkungan menunjukkan tren peningkatan. Kemampuan bakteri endofit sebagai agen
pengendalian hayati dengan ekplorasi senyawa bioaktif yang fokus pada peningkatan pertumbuhan
tanaman dan induksi ketahanan tanaman terhadap berbagai pathogen tanaman menjadi hal yang
menarik dilakukan. Sehingga melalui penelitian ini langkah awal bioprospeksi bakteri endofit dari
isolat alga hijau Ulva lactuca untuk pengembangan kandidat agen pengendali hayati dilakukan dengan
fokus pada tahapan karakterisasi dan pengujian biokimia yang meliputi uji sitrat, uji indol, uji katalase,
dan uji urease
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METODE
Waktu dan Tempat

Penelitian dilaksanakan dari bulan Mei sampai Juli 2024 di Laboratorium Laboratorium
Sumbawa Techno park (STP), Universitas Teknologi Sumbawa.

Alat Dan Bahan

Alat yang digunakan pada penelitian ini adalah timbangan analitik, inkubator, laminar air flow,
cawan petri, tip, seal, gunting, mikro-pipet, autoklaf, jarum ose, bunsen, pinset, pipet tetes, tusuk gigi,
erlenmeyer, gelas ukur, kaca preparat, mikroskop, kaca penutup, alumunium foil, spidol, tisu,
microwave, dan beaker glass.

Bahan yang digunakan adalah isolat bakteri endofit alga hijau (Ulva lactuca) sejumlah 3 isolat dengan
kode isolat (UL 01, UL 02, dan UL 06) yang diperoleh dari koleksi penelitian sebelumnya (Ariyanti &
Arsita 2023), media Nutrient Agar (NA), akuades, Hidrogen Peroksida (H202), alkohol 95%, safranin,
iodin, Kristal violet, media Sulfie Motility (SIM), media Christensen Urea Agar, reagen kovacs, malavhite
green.

Prosedur Kerja

Penelitian ini dilakukan melalui beberapa tahapan, yaitu peremajaan isolat, karaterisasi
morfologi makroskopis dan mikroskopis, pewarnaan gram, pewarnaan endospora, dan uji motilitas.
Pengujian secara biokimia meliputi uji sitrat, uji indol, uji katalase dan uji urease.

Peremajaan Kandidat Bakteri Endofit

Peremajaan isolat kandidat bakteri endofit dilakukan menurut (Hamtini et al. 2021), dengan
mengambil satu biakan murni dari kultur koleksi menggunakan jarum ose, kemudian digoreskan
dalam biakan media NA. Selanjutnya diinkubasi pada suhu 30° C selama 24 jam untuk mendapatkan
koloni tunggal.

Karakterisasi Bakteri endofit
Karakterisasi Morfologi

Isolat dalam bentuk koloni tunggal yang diperoleh dari tahap peremajaan kemudian dilakukan
pengamatan morfologi untuk mengkonfirmasi kesesuaian dengan hasil karakterisasi sebelumnya.
Karakterisasi morfologi meliputi warna koloni, bentuk koloni dilihat dari bagian atas, dan tepi koloni,
dilakukan dengan mengacu pada metode (Afriani et al. 2018).

Karakterisasi Pewarnaan Gram

Selanjutnya dilakukan karakterisasi dengan pewarnaan gram untuk melihat sifat gram
pada bakteri endofit tersebut. Sejumlah satu koloni tunggal dari isolat hasil peremajaan diambil
dengan menggunakan jarum ose steril, digoreskan diatas kaca preparat, selanjutnya ditetesi dengan
larutan Kkristal violet dan didiamkan selama 1 menit, kemudian dibilas dengan akuades, dan
dikeringkan selama beberapa menit. Selanjutnya kaca preparat ditetesi larutan iodin dan biarkan
selama 1 menit kemudian dibilas dengan akuades. Tahapan selanjutnya kaca preparat ditetesi larutan
alkohol 96% selama 1 menit kemudian dicuci dengan akuades dan tahap terakhir dilanjutkan dengan
pemberian larutan safranin selama 1 menit lalu dibilas dengan akuades dan dikeringkan selama
beberapa menit. Selanjutnya kaca preparat diamati dibawah mikroskop dengan pembesaran lensa
objektif 100x memakai minyak emersi. Hasil pengamatan kemudian dibandingkan dengan acuan
referensi pewarnaan gram pada bakteri menurut metode (Hayati, 2019).

Pewarnaan Endospora

Pewarnaan endospora dilakukan menurut Farikhah (2021) dengan cara meneteskan larutan
malachite green pada koloni bakteri yang digoreskan pada kaca preparat dengan pengulangan
sebanyak 2 kali, kemudian ditunggu beberapa menit sampai kering. Selanjutnya dipanaskan di atas
bunsen selama selama beberapa detik, kemudian diberi tetesan safranin dan diamkan selama 1 menit,
dan dicuci dengan akuades. Setelah 30 detik atau mengering selanjutnya diamati menggunakan
mikroskop.

Uji Motilitas

Uji motilitas dilakukan menurut Sijabat (2018) dengan menyiapkan media Sulfie Motility (SIM) di
dalam tabung reaksi, selanjutnya isolat bakteri endofit diinokulasikan dengan cara menusuk-nusuk ke
tengah media secara lurus mengunakan jarum ose. Isolat kemudian diinkubasi selama 24 jam pada
suhu 37° C. Pengamatan dilakukan dengan mengobservasi tipe pergerakan bakteri di sekitar garis
tusukan.
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Uji Biokimia
Uji Sitrat

Uji sitrat dilakukan dengan menggores isolat bakteri endofit pada media Simmons Citrate Agar
menggunakan jarum ose, kemudian diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37° C. Selanjutnya dilakukan
pengamatan terhadap perubahan warna pada media. Jika terjadi perubahan warna hijau menjadi biru
dikatakan uji sitratnya positif (Sijabat, 2018).

Uji Katalase

Uji katalase dilakukan menurut Ayunindya et al. (2018), dengan menggunakan larutan Hidrogen
Peroksida (H202). Pertama kaca preparat disiapkan, kemudian ditetesi 1-2 tetes Hidrogen Peroksida
(H202). Selanjutnya isolat bakteri diambil mengunakan tusuk gigi steril dan diletakkan di atas kaca
preparat yang sudah ditetesi dengan larutan (H202) sebelumnya. Hasil uji katalase menunjukkan
positif apabila terbentuk gelembung gas.
Uji Indol

Uji Indol dilakukan menurut (Kursia et al. (2020) isolat bakteri diinokulasikan ke dalam media
Sulfie Motility (SIM). Selanjutnya diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37° C. Pengamatan dilakukan
dengan menambahkan 10 tetes reagen Kovacs. Hasil uji indol positif jika terbentuk lapisan berwarna
merah di bagian atas biakan.

Uji Urease

Uji Urease dilakukan menurut (Abdullah et al. 2020). Isolat bakteri endofit diambil menggunakan
jarum ose kemudian digoreskan pada media Christensen Urea Agar. Selanjutnya diinkubasi pada suhu
37° C selama 24 jam. Hasilnya positif uji urease ditandai dengan adanya perubahan warna merah
jambu pada media.

Analisis Data

Data yang diperoleh dalam penelitian ini dianalisis secara deskriptif dengan menyajikan data
berupa bentuk tabel dan gambar. Data didapatkan dengan melakukan pengamatan dari hasil
peremajaan bakteri, karakterisasi morfologi, pewarnaan gram, pewarnaan endospora, uji motilitas,
dan serangkaian uji biokimia.

HASIL DAN PEMBAHASAN
Peremajaan Kandidat Bakteri Endofit

Peremajaan terhadap 3 kandidat isolat bakteri endofit alga hijau (Ulva lactuca) dilakukan pada
media NA dengan menggunakan metode streak plate. Hasil peremajan diperoleh seluruh isolat (UL 01,
UL 02, dan UL 06) mampu memanfaatkan medium NA dan tumbuh dengan karakter koloni yang
beragam. Peremajaan bakteri bertujuan untuk membuat isolat tetap hidup atau tumbuh, dengan cara
bakteri dipindahkan ke media lain atau media baru (Murtiyaningsih, 2017). Selain itu tujuan
peremajaan bakteri adalah untuk memindahkan atau memperbarui sel bakteri, menjaga ketersediaan
nutrisi dan mencegah perubahan karakteristik kultur murni yang ditanam atau untuk mengaktifkan
isolat bakteri untuk memaksimalkan pertumbuhan bakteri..

a)WLD1 b)WLD2 <)WLD6

Gambar 1. Hasil peremajaan kandidat bakteri endofit dari alga hijau Ulva lactuca
pada medium Nutrient Agar (NA). a) Isolat UL 01, b) Isolat UL 02, dan

c) Isolat UL 06.
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Karakteri Bakteri Endofit
Karakterisasi Morfologi

Isolat hasil peremajaan pada tahap sebelumnya, selanjutnya dilakukan pengamatan berdasarkan
karakteristik morfologi. Pada penelitian ini diperoleh hasil karakter makroskopis yang bervariasi
antar 3 isolat). Isolat bakteri endofit UL 01, UL 01, dan UL 06 secara berurutan memiliki bentuk yang
spindel, circular, dan punctifrom, memiliki tepian yang undulate dan Entire, memiliki elevasi umbonate,
pulvinate, plat dan convex, memiliki warna putih, dan putih kekuningan. Hasil ini menunjukkan
bervariasinya karakter isolat dan jenis kandidat bakteri endofit yang hidup di jaringan sel alga hijau
Ulva lactuca.

Menurut Radityo, (2019) jaringan tanaman dan kondisi lingkungan dapat memengaruhi
keragaman morfologi bakteri endofit. Selain itu, keanekaragaman morfologi bakteri endofit dalam
suatu tanaman dapat dipengaruhi oleh kondisi pertumbuhan tanaman, khususnya kondisi tanah
(Ginting et al., 2020). Berbagai karakter termasuk bentuk permukaan, halus/ kasar permukaan koloni
bakteri yang tumbuh di permukaan media, warna, dan elevasi dapat digunakan sebagai acuan
karakterisasi secara morfologi (Lestari dan Hartati, 2017).

Tabel 1 Hasil karakterisasi morfologi kandidat bakteri endofit dari alga hijau Ulva lactuca.

Karakterisasi secara makroskopis

Kode dan hasil
peremajaan
isolat
UL 01 UL 02 UL 06
Bentuk Spindel Circular Circular
Warna Putih Putih Kekuningan Putih
Tepian Undulate Entire Entire
Elevasi Umbonate Pulvinate Convex

Karakterisasi dengan Pengecatan Gram

Setelah pengamatan morfologi, selanjutnya dilakukan pengamatan dengan pewarnaan gram,
untuk mengidentifikasi jenis gram dari masing-masing isolat (bakteri gram positif atau bakteri gram
negatif). Adapun hasil pewarnaan gram dari 3 kandidat isolat bakteri endofit alga hijau (Ulva lactuca)
UL 01, UL 02, dan UL 06 menunjukkan gram negative. Isolat bakteri gram negatif negatif berwarna
merah karena dinding selnya yang mampu menyerap safranin selama pewarnaan, sedangkan bakteri
gram positif berwarna ungu karena dinding selnya mampu menyerap kristal violet selama pewarnaan
(Pratita 2012). Dinding sel bakteri gram positif mempunyai struktur dinding sel peptodoglikan yang
tebal yang dapat mempertahan zat warna ungu (Jannah et al, 2017). Isolat bakteri endofit yang
diwarnai dengan pewarnaan gram dapat dibagi menjadi kelompok bakteri gram positif dan bakteri
gram negatif (Sya'baniar et al, 2017).

Tabel 2. Hasil karakterisasi kandidat bakteri endofit dari
alga hijau Ulva lactuca dengan pewarnaan gram.

Kode Isolat Hasil
UL 01 Negatif
UL 02 Negatif
UL 06 Negatif

Teknik pewarnaan gram melibatkan serangkaian langkah yang cukup sensitif terhadap waktu
dan prosedur. Perbedaan dalam waktu pewarnaan, konsentrasi larutan, atau metode pengeringan
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dapat mempengaruhi hasil akhir. Kesalahan dalam teknik ini dapat menghasilkan interpretasi yang
berbeda terhadap status gram suatu bakteri. Beberapa jenis bakteri memiliki sifat biokimia yang dapat
mempengaruhi pewarnaan gram. Misalnya, bakteri dengan dinding sel yang tipis atau komposisi kimia
yang berbeda dapat menghasilkan hasil yang ambigu dalam pewarnaan gram. Variabilitas ini dapat
mempengaruhi klasifikasi gram positif atau gram negatif dari bakteri tersebut.

Pewarnaan Endospora

Pewarnaan endospora dilakukan untuk untuk mengetahui karakterisasi dan mengidentifikasi
keberadaan dan lokasi endospora di dalam bakteri endofit (Sijabat 2018). Pada penelitian ini,
berdasarkan hasil pewarnaan endospora didapatkan spora pada isolat bakteri endofit UL 01, UL 02,
dan UL. Menurut Saputri et al, (2020) hasil uji pewarnaan endospora menunjukkan bahwa setiap
isolat bakteri yang berbentuk batang akan terlihat memiliki spora (endospora). Hasil ini sesuai dengan
Wulandari (2019) yang mendapatkan hasil pewarnaan endospora dari tujuh isolat bakteri, dengan
hasil sejumlah 6 isolat positif memiliki endospora.

Tabel 3. Hasil karakterisasi kandidat bakteri endofit dari alga hijau Ulva
lactuca dengan pewarnaan endospora.

Kode Isolat Hasil
UL 01 Positif
UL 02 Positif
UL 06 Positif

Endospora yang diwarnai akan mengikat warna dengan kuat sehingga ketika endospora ditutup
kembali dengan warna lain seperti safranin, endospora akan mempertahankan warna awalnya.
Perubahan warna hijau pada bagian tengah sel bakteri menunjukkan adanya endospore. Endospora
bakteri biasanya ditemukan pada bakteri seperti Bacillus, Clostridium, dan Sporosarcina. Endospora
bakteri hanya dimiliki oleh beberapa jenis bakteri tertentu saja, dan dindingnya sangat refraktif, tebal,
dan resisten. Menurut Sepriana et al, (2020) bakteri endofit termasuk dalam yang ditandai dengan
bentuk sel basil dan dapat membentuk endospore. Hal ini didukung oleh penelitian Amaliah (2018)
bahwa uji endospora bakteri endofit yang mampu menyerap zat warna sehingga terjadi perubahan
warna hijau dikatakan sebagai bakteri pembentuk endospora. Sedangkan bakteri nonspora, sel
vegetatifnya akan kelihatan berwarna merah. Penggunaan Malachite green dan safranin sebagai
pewarnaan khusus untuk pewarnaan endospora, yang dapat diserap oleh bakteri endospora yang
tidak mudah menyerap warna. Hal ini digunakan sebagai pembanding dengan bakteri yang tidak
memiliki endospora. Bakteri yang memiliki endospora akan mengalami perubahan warna menjadi
hijau karena bisa mempertahankan pewarna malachite green, sedangkan bakteri yang tidak memiliki
endospora akan berubah warna menjadi merah (Pratita 2012).

Uji Motilitas

Motilitas bakteri merupakan suatu gerakan dari bakteri yang terjadi karena adanya gerakan aktif
atau pasif dari suatu bakteri. Uji motilitas bakteri bertujuan untuk mengetahui bagaimana bakteri yang
diuji bergerak pada media yang ditusuk di dalam tabung reaksi. Pada penelitian ini, seluruh isolat
bakteri endofit dari alga hijau (Ulva lactuca), (UL 01, UL 02, dan UL 06) isolat menunjukkan hasil yang
negatif uji motilitas. Berdasar pengamatan hasil sebaran koloni pertumbuhan isolat, semua isolat
menunjukkan pertumbuhan di sepanjang garis tusukan pada medium Sulfie Motility (SIM).

a. UL 01 b. UL 02 ¢. UL 06

e

L

Gambar 2. Hasil Uji Motilitas Kandidat Bakteri Endofit A)
Isolat UL 01, B) Isolat UL 02, C) Isolat UL 06.
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Motilitas bakteri merupakan karakteristik yang sangat luas dapat memberikan keuntungan bagi sel,
dan memungkinkan proses bergerak menuju kondisi yang lebih menguntungkan, sehingga dapat diketahui
ada atau tidaknya pergerakan sel (Panjaitan et al., 2020). Motilitas bakteri merupakan suatu gerakan dari
bakteri yang terjadi karena adanya gerakan aktif atau pasif, bertujuan untuk mengetahui bagaimana bakteri
yang diuji bergerak pada media yang ditusuk di dalam tabung reaksi. Pada penelitian ini 3 isolat kandidat
bakteri endofit daria alga hijau (Ulva lactuca), menunjukkan hasil yang negatif (tidak ada pertumbuhan
bakteri teridentifikasi menyebar). Meskipun demikian, keseluruhan 3 isolat pada penelitian ini
menunjukkan pertumbuhan disepanjang area/ garis tusukan yang mengindikasikan potensi sebagai
kandidat bakteri endofit dengan tipe motilitas pasif (motilitas terpusat pada area tertentu).

Menurut penelitian yang dilakukan oleh Sarah et al., (2014) hasilnya negatif yaitu ketika pertumbuhan
bakteri tidak menyebar dan hanya tumbuh atau berkembang secara lurus di daerah tusukan. Sebaliknya
hasil yang positif menunjukkan bahwa pertumbuhan bakteri menyebar hingga permukaan media disekitar
tusukan. Pentingnya untuk mengetahui uji motiltas dalam suatu bakteri, terutama pada bakteri endofit
Kemampuan motilitas dapat menjadi faktor penting dalam kemampuan bakteri endofit untuk berkolonisasi
tanaman inang.

Uji Biokimia
Uji Sitrat

Hasil uji pada 3 kandidat bakteri endofit menunjukkan hasil yang positif pada isolat bakteri endofit
UL 01 (ditandai dengan adanya perubahan warna medium dari hijau menjadi biru), dan hasil negatif pada
isolat UL 02 dan UL 06, (tidak terjadi perubahan warna medium). Menurut Husna et al., (2018) isolat yang
memiliki kemampuan untuk menggunakan sitrat sebagai sumber karbon dan energy, sehingga lebih
menguntungkan. Uji sitrat dilakukan untuk mengetahui kemampuan bakteri dalam menggunakan sitrat
sebagai sumber karbon dan energy (Lisa, 2019). Dalam siklus krebs, sitrat dihasilkan dari reaksi antara asetil
koenzim A (CoA) dengan asam oksaloasetat (4C). Enzim sitrat menghasilkan sitrat , yang kemudian diubah
oleh enzim lain menjadi asam piruvat dan kemudian menjadi karbon dioksida. Selama terjadi reaksi tersebut
didalam media terjadi perubahan sifat alkali (basa) dikarena karbondioksida saling berikatan dengan
sodium (Na) dan air (H20) dapat membentuk sodium carbonat (Na2CO3). Adanya sodium karbonat ini yang
akan mengubah terjadinya perubahan warna bromthymol blue pada media, terjadi perubahan warna
media berubah warna dari warna hijau menjadi warna biru tua (Cappuccino & Sherman, 2005). Hasil negatif
uji sitrat, tidak menguntungkan karena isolat bakteri tidak menggunakan sitrat sebagai sumber karbon
(Isnayanti, 2020). Akibatnya tidak ada enzim permiase sitrat yang dapat memasukkan sitrat ke dalam sel,
serta tidak ada nya kemampuan bakteri dalam mengakses atau menggunakan sitrat didalam tanaman
inang, yang dapat mendukung peran mereka dalam meningkatkan kesehatan tanaman atau mengurangi
pathogen. Seperti contoh pada table dibawah;

Tabel 4. Hasil Uji Sitrat

Hasil
Uji
Sitrat

Kode
Isolat

dan

Gambar

uLo1 uL 02 UL 06
Hasil Positif Negatif Negatif
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Ketiga isolat menunjukkan hasil uji sitrat dengan media Simmons Citrate Agar yang merupakan
salah satu media yang umum digunakan untuk menguji kemampuan bakteri untuk meggunakan sitrat
sebagai satu-satunya karbon yang digunakan. Menurut Sudarsono, (2008) perubahan warna pada
media dari warna hijau berubah menjadi warna biru menunjukkan hasil tersebut positif. Perubahan
warna yang terjadi pada uji sitrat biasanya terjadi karena adanya perubahan PH larutan. Peningkatan
PH yang disebabkan oleh produksi amino dari sitrat menyebabkan perubahan warna dari hijau
menjadi biru.

Uji Katalase
Pada penelitian ini dilakukan uji katalase untuk mengidentifikasi atau menentukan keberadaan ada
atau tidaknya enzim katalase pada bakteri yang diuji (Nurhakiki dan Pratiwi, 2018).

a. UL 01 b. UL 02

c. UL 06

Gambar 3. Hasil Uji Katalase Kandidat Bakteri Endofit A) Isolat UL 01, B) Isolat UL
02, C) Isolat UL 06. Gelembung putih yang Nampak pada kaca preparat
menunjukkan produksi gas dari reaksi katalase.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa keempat isolat bakteri endofit dari alga hijau (Ulva lactuca)
menunjukkan reaksi katalase positif. Dengan menambahkan substrat H202 pada koloni bakteri diatas kaca
preparat, uji katalase dapat dibuktikan dengan timbulnya gelembung gas dari oksigen bebas. Berdasarkan
aktivitas katalase yang dimilikinya, bakteri endofit menunjukkan bahwa mereka termasuk dalam kelompok
bakteri aerob. Terutama ini sejalan dengan penelitian Dewi (2014), yang menyatakan bahwa hydrogen
peroksida dihasilkan selama proses metabolisme aerob. Dalam keadaan tertentu, bakteri dapat
menghasilkan hydrogen periksida, yang merupakan zat beracun yang dapat mengganggu sistem
metabolisme mereka sendiri. Untuk menghindari kematian, bakteri perlu mampu mengubah hydrogen
peroksida menjadi senyawa lain yang tidak berbahaya. Proses ini terjadi melalui tindakan enzim katalase.
Isolat bakteri yang tidak mengasilkan gelembung dapat dinyatakan sebagai katalase negatif H,0, yang
diberikan tidak dipecah oleh bakteri endofit tersebut sehingga tidak menghasilkan oksigen. Bakteri katalase
negatif tidak memiliki enzim katalase yang menguraikan H20..

Uji Indol

Hasil uji pada ketiga isolat bakteri endofit alga hijau (Ulva lactuca) menunjukkan hasil positif pada
isolat bakteri endofit UL 01 dan UL 02 dan hasil negatif pada isolat bakteri endofit UL 06, yang artinya isolat
yang diperoleh tidak memiliki kemampuan menghidrolisis triptopan. Uji biokimia indol dilakukan untuk
mengetahui kemampuan adanya enzim triptopan, yang memungkinkan bakteri untuk mengoksidasi asam
amino triptopan (Sari et al., 2018). Adanya enzim triptopan pada bakteri yang dapat menghidrolisis asam
amino triptopan menjadiindol dan asam piruvat ditunjukkan dengan uji indol. Asam amino triptopan adalah
asam amino yang yang sering terdapat pada protein, sehingga mikroorganisme dengan mudah dapat
menggunakan asam amino ini sebagai sumber energy. Sehingga bakteri endofit mampu menghasilkan

indol dapat memiliki peran dalam meningkatkan kesehatan tanaman inang. Indol sebagai senyawa
kimia, dapat mempengaruhi pertumbuhan dan perkembangan tanaman, termasuk mempromosikan
pembentukan akar dan mengatur respons tanaman terhadap stress lingkungan. Purwaningsih (2021)
menyatakan bahwa uji indol menunjukkan hasil negatif atau tidak terbentuk cincin merah di atas media
tersebut. Ini disebabkan oleh fakta bahwa bakteri tidak dapat menghasilkan karbon dari indol dan
triptopan. Menurut Fallo dan Sine (2016), hasil negatif menunjukkan bahwa bakteri tidak memiliki
kemampuan untuk menghidrolisis triptopan.
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a. UL 01 b. UL 02 c. UL 06

Gambar 4. Hasil Uji Indol Kandidat Bakteri Endofit A) Isolat
UL 01, B) Isolat UL 02, C) Isolat UL 06

Terbentuknya cincin merah pada permukaan media menunjukkan reaksi positif, dan cincin kuning
menujukkan reaksi negatif. Jika reagen Kovac-s diteteskan pada media, lapisan atau cincin berwarna merah
akan terbentuk di atas media. Hal ini terjadi karena indol dalam media diekstrak dari lapisan reagen oleh
asam butanol dan membentuk kompleks dengan pdimethylaminobenzaldehyde (Cappuccino & Sherman,
2005). Perubahan warna saat uji indol dengan menambahkan reagen kovac-s terjadi karena reaksi anatara
indol (yang dihasilkan dari metabolisme tritopan oleh bakteri) dengan dimetilaminobenzelhida yang
terdapat dalam reagen kovac-s. Indol dihasilkan kemudian direaksikan dengan reagen kovac-s yang
mengandung dimetilaminobenzelhida dalam kondisi asam untuk membentuk perubahan warna pada uji
indol. Media tempat bakteri endofit didalam tabung reaksi ketika tumbuh itu terjadi karena keadaan
basa/asam jadi bakteri hanya melakukan fermetasi dekstrosa. Apabila bakteri endofit tumbuh pada
medium yang asam maka dasar media akan menguning ini menunjukkan bahwa bakteri endofit ini
melakukan fermentasi dekstrosa, laktosa, dan sukrosa (Mamarasulov et al., 2022).

Uji Urease

Hasil uji urease dari 3 kandidat isolat bakteri endofit alga hijau (Ulva lactuca) didapatkan hasil yang
positif dari semua isolat UL 01, UL 02, dan UL 06 yang ditandai dengan perubahan warna media menjadi
merah muda (sangat merah muda)

Uji urease dapat membantu dalam seleksi bakteri endofit yang dapat meningkatkan ketersediaan
nitrogen bagi tanaman inang. Ini penting dalam pengembangan pupuk mikroba atau formulasi lainnya
yang bertujuan untuk meningkatkan produktivitas tanaman secara berkelanjutan. Tujuan
dilakukannya uji urase untuk mengetahui kemampuan bakteri dalam mengubah urea menjadi
amoniak (Prihanto et al, 2018). Hasil uji biokimia pada uji urease menunjukkan bahwa keempat isolat
menunjukkan hasil yang positif, karena setelah diinkubasi selama 24 jam, warna merah muda muncul
pada ketiga media. Ini adalah hasil pemutusan ikatan karbon dan nitrogen oleh enzim urease untuk
membentuk amoniak.

Adanya amoniak dapat menyebabkan kondisi media menjadi alkali atau basa, sehingga indikator
phenol merah dapat mengubah warna media menjadi merah muda. Ini menunjukkan reaksi positif
atau hasil urease (Cappuccino & Sherman, 2005). Kemampuan bakteri endofit untuk menghasilkan
urease dapat menjadi indikator adaptasi terhadap lingkungan internal tanaman. Ammonia yang
dihasilkan dari hidrolisis urea dapat digunakan oleh bakteri atau tanaman inang sebagai sumber
nitrogen, yang penting untuk pertumbuhan dan perkembangan tanaman. Isnayanti (2020)
menyatakan bahwa bakteri dapat menguraikan urea ((NH2)2CO) menjadi ammonia (NH3) dan
karbonat.
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Gambar 5. Hasil uji biokimia urease kandidat bakteri endofit a) isolat UL 01, b) isolat UL 02, c) isolat UL 06

Hasil uji urease dapat memberikan wawasan tentang bagaimana bakteri endofit berinteraksi
dengan tanaman inang. Produksi ammonia oleh bakteri endofit dapat mempengaruhi ketersediaan
nitrogen di dalam tanaman, yang dapat memperbaiki nutrisi dan kesehatan tanaman. Dengan
demikian, enzim urease akan membantu mikroorganisme menggunakan urea sebagai sumber
nitrogen dan energi

KESIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian ini dapat disimpulkan bahwa kandidat bakteri endofit alga hijau
(Ulva lactuca) didapatkan hasil morfologi yang berbeda-beda diantara ketiga UL 01, UL 01, dan UL 06,
hasil karaterisasi pewarnaan gram negative untuk semua hasilnya, pewarnaan endospora positif
memiliki spora, dan uji motilitas mendapatkan negatif.

Hasil uji biokimia didapatkan hasil uji sitrat isolat UL 01 positif sedangkan UL 02 dan UL 06
negatif. Berdasarkan uji katalase semua kandidat isolat menunjukkan hasil positif katalase. Uji indol
hasil UL 01 dan UL 02 positif dan untuk UL 06 negatif, serta hasil uji urease semua kandidat bakteri
endofit hasilnya positif. Sehingga dari keseluruhan pengujian karakter biokimia isolat kandidat bakteri
endofit UL 01 dan UL 02 memiliki potensi untuk dikembangkan lebih lanjut sebagai agen pengendali
hayati.
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