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Blooming Microcystis aenuginosa sering membawa dampak merugikan, baik 
bagi ekosistem perairan maupun ekosistem teres trial yang memanfaatkan air tersebut. 
Racun microcystin yang dihasilkan bersifat hepatotoksin dan menyebabkan kanker hati 
bahkan kematian pada temak dan manusia yang mengkonsumsi air minum dari waduk 
yang mengalami blooming M. aenuginosa. Produksi udang menurun hingga 50% seiring 
dominansi M. aenuginosa di peraira" tambak. Off flavor atau penyimpangan rasa pada 
komoditi perikanan apabila lingkungan budidaya mengalami blooming M. aenuginosa. 
Keragaman zooplankton menjadi rendah dan nilai nutrisi zooplankton sebagai pakan 
alami ikan menjadi menurun. Nilai kualitas air bagi akuakultur menurun karena 
kandungan oksigen terlarut rendah. 

Kontrol populasi M. aenuginosa telah banyak dilakukan dengan berbagai 
metode, baik fisis, kimia maupun biologis. Pengembangan pengendali hayati dewasa ini 
semakin banyak dilakukan karena dinilai lebih alamiah dan aman. Penelitian 
penggunaan bakteri antagonis sebagai pengendali populasi M. aenuginosa telah 
dilakukan di luar negeri. Informasi pengembangan bakteri antagonis untuk 
mengendalikan M. aenuginosa di Indonesia belum banyak diketahui. 

Pada penelitian ini akan dicari bakteri sebagai kandidat pengendali Microcystis 
aenuginosa dari tambak. Pemilihan bakteri berdasar sitat pektinolitik sehingga 
diharapkan dapat mendegradasi dinding sel M. Aenugillosa yang sebagian besar terdiri 
dari pektin. 

Penelitian ini terdiri dari 2 tahap yaitu Penelitian tahap pertama : Isolasi dan 
seleksl bakteri pektinolitik, isolasi Microcystis a e.'uginosa , uj: efek algisidal bakteri 
pektinolitik terpilih terlhadap M. Aenuginosa. Penelitian tahap kedua : karakterisasi enziOll 
ektinase dari isolat terpilih serta uji efek algisidal ekstrak kasar czim pektinase dari 
bakteri pektinolitik terpilih terlhadap M. Aenuginosa. 

Hasil penelitian tahap pertama diperoleh satu solat bakteri pektinolitik potensial. 
Berdasar hasil identifikasi morfologis dan fisioiogis serta identifikasi molekuler, bakteri 
tersebut adalah BUrKholderia pseudomallei P26. Bakteri tersebut mampu hidup 
bersama M. aenuginosa, tidak bersitat patagen !erlhadap larva bandeng sampai 
kepadatan 1010 CFUlml serta mcmiliki sitat : bentu~ bata"» pendek, dinding sel gram 
negatif dan moti!. Selaln itu isolat P26 menghasiiKan enzim katalase, pektinase, omitin 
dekarboksilase, arginin dihidrolase, citrase, dapat melakukan fermentasi terlhadap gula­
gula (glukosa, xilosa, mannitol, sorbitol, ramnosa, sukrosa, arabinosa, raffinosa) serta 
dapat menggunakan malonat sebagai sumber karbon. Isolat P26 tidak menghasilkan 
H2S, indol, acetoin (reaksi Voges-Proskauer), tidak menghasilkan p-galaktosidas" yang 
mendegradasi ONPG (o-nitropenil-J3-d-galactopiranosida), tidak menghasilkan enzim 
urease, lisin dekarboksilase, triptopan deaminase serta tidak mampu melakukan 
fermentasi temadap beberapa gula (Iaktose, inositol, adonitol dan salistn). 

Hasil penelitian tahap kedua menunjukkan bahwa terdapat uga jenis enzim 
pektinase utama yang terdapat pada B, pseudomallei P26, yaitu pe!ctat liase (PEL; 



pektin liase (PL) dan poligalakturonase (PGA). Pektat liase beke~a optimum pada pH 
10, suhu 35°C dan waktu inkubasi 90 menit. Pektin liase beke~a optimum pada pH 7, 
suhu 40°C dan waktu inkubasi 60 menit. Sedangkan poligalakturonase beke~a 
optimum pad a pH 9. suhu 45°C dan waktu inkubasi 45 menit. Pengendapan pektat 
liase te~adi secara optimum pada konsentrasi kejenuhan ammonium sulfat 60%, pektin 
liase pada 65% dan polligalakturonase pad a 70%. Uji efek algisidal ekstrak kasar enzim 
pektinase dari bakteri terpilih mampu menekan pertumbuhan M. aeruginosa. 
Pengamatan menggunakan elektron mikroskop menunjukkan model penyerangan 
bakteri B. pseudomallei P26 adalah dengan menempel pad a Microcystis aeruginosa 
dan menghasilkan enzim pektinase. Jenis enzim pektinase yang dominan beke~a 

adalah pektin liase. Akibat serangan bakteri, materi dinding sel M. aeruginosa rusak, 
lisis dan akhimya mati. Hal ini menunjukkan bahwa bakteri B. pseudomallei P26 dapat 
dikembangkan sebagai agen bikontrol terhadap blooming M. aeruginosa. 

11 



SUMMARY 

As has been well-known, the blooming of Microcystis aeruginosa results in off 
flavour of fish and shrimp, haemocytic enteristis disease and intoxication in fish, cattle 
and humans; shrimp production decrease until 50%; zooplankton diversity became 
lower and the decrease of zooplankton nutrition quality as natural feed. Water 
stagnation and organic matter were the major factor that cause Microcystis aeruginosa 
blooming. Biocontrol agents have been developed today to overcome various problems 
in aquaculture, including Microcystis aeruginosa bloom. The use of biocontrol became 
more utilized because appraised more naturally and save. 

Apart from that, the use of bacteria as environmental probiotic have several 
weakness because some factors that influences their capacity. The complain of fish 
fanmer is not obtained probiotic specification that promoted. Besides of that, some 
research about probiotic development obtainead constraint about bacterial survival in 
the fish pond (personal correspondence). So, it is important to hunt the active 
compound that have specification agains Microcystis aeruginosa to limite some factors 
that influence to their capability. The compound active speCification was detenmined 
among others by the special charactheristic of target organism that different compare 
with others, that une is cell wall component. 

As defense material agains some environment factors, some plankton produce 
the structural carbohydrate as cell wall component. The pectinolytic as specific 
characteristic mechanism agains Microcystis aeruginosa was desired have a high 
specification, considering some phytoplankton have the different major cell wall 
component. Microcystis was produce extracelular carbohydrate with pectin as major 
component. 

Based on these, it is important to study the capability of pectinase enzyme that 
extracted from local bacteria to developed as controll agent that have high specification 
agains Microcystis aeruginosa. This development based on capability of pectinolytic 
bacteria to produce pectinase enzyme that desired to degrade pectin, the major 
component Microcystis aeruginosa cell wall. Enzyme that extracted from bacteria 
constitute altemative to overcome the problem that caused of Microcystis aeruginosa 
bloom. The use of enzyme to overcome the environmental problem have several special 
quality among others highly specifity and not accumulative residue bet:ause their 
characteristic as protein that can degraded. It is desired to give the new methode in 
bacterial use to aquaculture activit/. 

Pectinase enzyme that extracted from Pseudomonas pseudomallei bacteria, 
have a specific target to pectin, ti,e major componeni of Microcystis aeflJgi!losa cell wall. 
Previously, researches was used live Pseudomonas pseudomal/ei bacteria <IS probiotic, 
and obtain that at the concentration of 106 CFU/ml, the bacteria are able to reduce 
Microcystis aeruginosa density from 106 cells/ml to 104 cells/ml. Furthenmore in this 
study researches was tried out to use crude pectinase that extracted from. 
Pseudomonas pseudomallei as active compound to decrease Microcystis aeruginosa 
population. 

The result 01 the stuay ootained that pectinase extract from Pseudomonas 
pseudomallei is potential to developt as material to overcome problem of Microcystis 
aeruginosa bloom. Pectinase was extracted in hour 12 after culture, precipitated at 60% 
saturated of ammonium sulphate and diluted in pH 7 of buffer. 

Observation using electron microscope (SEM) indicated that cell wall of 
Microcystis aeruginosa was damaged, lysis and finally destroyed after attack of crude 
pectinase. This indicated that pectinase that extracted from Pseudomonas pseudomallei 
can be developed as control agent against Microcystis aeruginosa bloom. 
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BAB1 

PENDAHULUAN 

1.1 Latar Belakang 

~.lILJK 
PEF: peST,\ K,\(,N 

UN1VLRSITAS AtRLANGGA 

SURABAYA 

Microcystis aeruginosa merupakan alga berbahaya bila berada dalam keadaan 

blooming di perairan. Racun microcystin yang dihasilkan menyebabkan penyakit 

haemocytic enteristis atau penyakit kotoran putih pada ikan dan udang (Yukasano, 

2000), sehingga produksi menurun hingga 50 persen. Oi daerah Lamonqan dan Gresik 

kelimpahan Microcystis aeruginosa berhubunqan erat dengan cita rasa lumpur pada 

ikan bandeng (Trisyani, 1997 dan Masithah dkk, 2004). Cita rasa lumpur juga terjadi 

pada jenis ikan lain dan udang di berbagai daerah di Indonesia (Haryono, 2001). Selain 

itu, sebagai pakan alami, plankton ini kurang berkualitas karena sulit dicerna 

(Isnansetyo dan Kurniastuti, 1995). 

Beberapa upaya untuk mengontrol pertumbuhan Microcystis aeruginosa dapat 

dilakukan dengan manajemen kualitas air, kontol secara kimiawi maupun biologis. 

Kontrol pada tambak layah dengan pengaturan kondisi lingkungan, cukup sulit 

dilakukan karena faktor topografi yang menyebabkan sulitnya ganti air dan pembuangan 

bahan organik. Kontrol secara kimiawi beresiko akumulatif dan toksin terhadap 

oganisme yang dipelihara, sehingga kontrol secara biologis lebih ban yak dikembangkan 

untuk menciptakan sistem akuakultur organik yang ramah lingkungan. 

Ekstrak umbi tike telah diteliti sebagai bahan kontrol biologis terhadap 

Microcystis aeruginosa di Indonesia (Andriyani, 1995). Ekstrak kulit jeruk dan kulit 

pisang digunakan untuk tujuan yang sarna di China (Chen et al., 2004), sedangkan 

dekomposisi jerami dan sampah daun-daunan digunakan di beberapa negara lain 

(Welch et.a/.(1990); Barret et a/. (1996); Ridge and Pillinger (1996); Gibson et a/ .(1990); 

Ridge et a/. (1995); Oberholster, et. al., (2000); Harding and Piaxton (2001) dan Ball et 

al. (2001 )). Penggunaan ekstrak umoi tike dan dekomposisi jerami mempunyai 



keterbatasan karena jumlah ketersediaan bahan serta kemudahan penerapan dikaitkan 

dengan luasnya tambak. 

Mikroorganisme yang bersifat antagonisme dewasa ini dikembangkan untuk 

agen biokontrol dalam rekayasa budidaya ikan. Istilah probiotik dalam dalam akuakultur 

adalah mikroba hidup yang bermanfaat bagi inang dengan berbagai cara asosiasi 

dengan inang atau meningkatkan 1 memperbaiki kualitas air (Verschuere et aI., 2000). 

Penggunaan probiotik sebagai altematif pengendalian Microcystis aeruginosa., seperti 

Cytophaga (Yam::moto et al., 1993), Myxococcus fulvus (Bum ham et al., 1994) dan 

Alcaligenes denitrificans (Manage et al., 2000) telah di lakukan di luar negeri. 

Informasi pengembangan probiotik untuk mengatasi masalah Microcystis 

aeruginosa di Indonesia belum diketahui, selain produk komersial impor. Padahal bakteri 

sebagai pengendali hayati bersifat sangat spesifik (Isnansetyo, 2005). Hal ini didukung 

beberapa penelitian yang membuktikan bahwa, penggunaan bakteri isolat lokal untuk 

suatu tujuan, memberikan hasH lebih efektif dibanding produk komersial yang umumnya 

berasal dari luar negeri (Nganro, dkk., 1997; Sutanto dan Suprapto, 2004; Susanto, dkk., 

2005.). 

Berdasarkan permasalahan !~rsebut, perlu dilakukan isolasi, identifikasi dan 

karakterisasi berbagai bakteri asal tambak lokal, sebagai kandidat probiotik antagonisme 

untuk menekan pertumbuhan Microcystis aeruginosa yang mempunyai efektivitas 

tinggi. Pengembangan probiotik ini berdasarkan sifat bakteri yang memproduksi poly 

1,4-a-d galacturonidase yang mampu mendegradasi pektin, sUatu polisakarida 

komponen utama penyusun dinding sel Microcystis aeruginosa. Diharapkan Microcystis 

aeruginosa tidak dapat berkembang biak lebih lanjut dan tidak mempunyai kesempatan 

untuk membentuk spora. Dengan penggunaan probiotik yang berasal dari tambak lokal, 

diharapkan permasalahan keterbatasan jumlah bahan dan ke!tdaksesuaian lingkungan 

tidak lagi menjadi kendala dalam upaya mengatasi kelimpahan Mir.rocystis aeruginosa. 
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Penelitian ini merupakan rangkaian penelitian untuk pengembangan bakteri 

pektinolitik sebagai probiotik antagonisme untuk menekan pertumbuhan Microcystis 

aeroginosa. Tujuan utama penelitian ini adalah untuk mendapatkan isolat bakteri 

pektinolitik yang potensial sebagai bahan pengembangan probiotik antagonisme serta 

mengetahui mekanismenya dalam mendegradasi dinding sel Microcystis aeroginosa, 

sehingga dapat menekan pertumbuhan Microcystis aeroginosa. Penelitian pendahuluan 

telah dilaksanakan yaitu isolasi dan identifikasi bakteri pektinolitik asal tambak daerah 

Jawa Timur, samp?i tanap genus, yaitu Flavobacterium, Pseudomonas, Bacillus, 

Burl<holderia, Vibrio dan Micrococcus. Penelitian terdiri dari 2 tahap, tahap pertama 

telah dikerjakan pada tahun pertama (2007) meliputi : Isolasi Microcystis aeroginosa dari 

tambak sesuai daerah isolasi bakteri pektinolitik; Uji aktivitas pectinase beberapa 

bakteri pektinolitik yang diperoleh untuk mendapatkan kandidat bakteri berkemampuan 

pektinolitik tinggi (bakteri terpilih); Identifikasi bakteri pektinolitik terpilih sampai tahap 

spesies, menggunakan Microbact Package dan analisis gen 16Sr-RNA; Uji patogenitas 

bakteri pektinolitik terpilih terhadap ikan bandeng untuk mengetahui dosis aman bagi 

ikan serta Efek algisidal bakteri pektinolitik terpilih terhadap Microcystis aeroginosa. 

Hasil penelitian tahap pertama diperoleh bakteri terpilih adalah Burl<holderia 

pseudomal/ei P26; bakteri tersebut tidak bersifat patogen terhadap larva ikan bandeng 

sampai kepadatan 10'0 CFU/ml; konsentrasi bakteri optimum untuk menekan 

Microcystis aeroginosa adalah 106 CFU/ml; diberikan pada saat Microcystis aeroginosa 

berada pada fase eksponensial. Penelitian tahap kedua dikerjakan pada tahun kedua 

(2008), meliputi : Ekstraksi enzim pektinase dari bakteri terpilih melalui pengendapan 

ammonium sulfat; Karakterisasi enzim pektinase hasil ekstraksi untuk megetahui kondisi 

optimum; Mengetahui efek aigisidal enzim pektinase terhadap Microcystis aeroginosa 

serta Mengetahui pola penyerangan bakteri terhadap Microcystis aeroginosa melalui 

elektron mikroskop (SEM). 
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1.2 Rumusan Masalah 

Rumusan permasalahan yang diajukan pada penelitian ini adalah : 

1) Bagaimana karakter enzim pektinase (suhu, pH, waktu inkubasi optimum dan 

konsentrasi ammonium sulfat optimum untuk pengendapan enzim pektinase dari 

bakteri pektinolitik terpilih (Burkholderia pseudomallei P26) agar diperoleh aktivitas 

enzim maksimum ? 

2) Bagaimana efek algisidal enzim pektinase terhadap Microcystis aeruginosa ? 

3) Bagaimana pola penyerangan bakteri terpilih terhadap Microcystis aeruginosa ? 

1.3 Lokasi Penelitian 

Penelitian ini dilakukan di : 

1) Laboratorium Budidaya Perairan, FKH Unair untuk uji efek algisidal enzim 

pektinase terhadap Microcystis aeruginosa. 

2) Laboratorium Kimia Organik dan Biokimia, Jurusan Kimia, FMIPA Unair untuk 

ekstraksi enzim pektinase dan karakterisasi enzim pektinase. 

3) u;:r Elektron Mikroskop, Fakultas Kedokteran, Universitas Airlangga. 

1.4 Hasil yang Diharapkan 

Hasil yang ditargetkan dali tahap penelitian ini adalah : 

1) Mengetahui karakter enzim pektinase (suhu, pH, waktu inkubasi optimum dan 

konsentrasi ammonium sulfat optmium untuk pengendapan enzim pektinase dari 

bakteri pektinolitik terpilih (Burkholderia pseudomallei P26) agar diperoleh aktivitas 

enzim maksimum ? 

2) Mengatahui efek algisidal enzim pektinase terhadap Microcystis aeruginosa ? 

3) Mengetahui pola penyerangan bakteri terpilih terhadap Microcystis aeruginosa ? 
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Sedangkan hasil akhir yang diharapkan dari rangkaian penelitian ini adalah : 

Mendapatkan isolat bakteri pektinolitik sebagai bahan probiotik antagonisme untuk 

menekan pertumbuhan Microcystis aeruginosa pada tambak dan aman untuk ikan yang 

dipelihara. 
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BAB2 

TINJAUAN PUSTAKA 

2.1 Microcystls aeruginosa dan Dinding Selnya 

Mycrocystis aeruginosa merupakan salah satu plankton spesies alga hijau biru 

(Cyanophyta), terdiri dan agregat sel bulat, membentuk koloni kedl sampai besar. Tiap 

sel berdiameter antara 2 - 3 sampai 10 Ilm, mempunyai vakuola gas sehingga koloni 

dapat terapung (Paerl, 1998). Untuk merespon faktor lingkunge!1, r1ankton ini 

membentuk dinding sel yang tersusun atas eksopolisakanda dengan komposisi seperti 

pektin, lebih dan 83 % asam galakturonat (Hoiczyk and Hansel, 2000). 

Pektin adalah heteropolisakanda kompleks terdiri dari dua bag ian, yaitu bag ian 

halus dan bagian berbulu (de Vries et a/., 1999). Bagian halus, merupakan rantai (tulang 

punggung) terdiri dari residu a-1,4-asam galakturonat yang dapat mengalami asetilasi 

atau metilasi. Pada bag ian berbulu, residu asam galakturonat pad a rantai (tulang 

punggung), diselingi dengan residu a-1,2 rhamnosa, juga rantai panjang arabinan dan 

galaktan (dapat dipotong pada 04). Rantai arabinan terdiri dari rantai utama yaitu residu 

a-1,5-arabinofuranosidase yang dapat disubstitusi dengan a-1,3-arabinofuranosida dan 

dengan residu feruloil yang dipotong pada 02 terminal dan residu arabinosa. Rantai 

samping galaktan bensi rantai utama yaitu residu P..-1,4-galactopyranosida yang dapat 

disubstitusi dengan residu feruloil pada OS. Kurang lebih 20-30% residu feruloil pada 

pektin sugar beet dipotong menjadi rantai sisi arabinan, sedangkan residu feruloil yang 

lain dipotong menjadi rantai sisi galaktan (Guillon and Thibault, 1989). Daerah berambut 

juga bensi ikatan ester golongan asetil menjadi residu asam galakturonat dari rantai 

utama (Secls andVoragen, 1994). 
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2.2 Oampak Blooming Mlcrocystis aeruginosa 

Cita rasa lumpur pada ikan merupakan masalah serius pada beberapa negara 

yang membudidayakan ikan. Menurut Lovell and Sackey (1973) catfish di USA 

mempunyai cita rasa lumpur yang disebabkan alga hijau biru. Kamalakkannan (2004) 

menyatakan penyebab cita rasa lumpur di India adalah Actinomycetes. Cita rasa lumpur 

di Indor.esia, sering didapatkan pada budidaya ikan bandeng di lokasi tambak Gresik 

Gan Lamongan (Trisyani, 1997 dan Masithah dkk., 2004). Korelasi antara kelimpahan 

Microcystis aeruginosa dengan citarasa lumpur ikan banaeng di Gresik mengikuti 

persamaan sebagai berikut :Citarasa = 33.585 + 43.616 (1 - e -{l015 kol;mpOhOn). Dari 

persamaan tersebut diduga dengan semakin melimpahnya alga Microcystis aeruginosa, 

makin meningkat pula cita rasa lumpur daging ikan bandeng di tambak Gresik (Trisyani, 

1997). 

Avault (1996) menyatakan bahwa penyebab cita rasa lumpur pada ikan adalah 

senyawa yang dihasilkan alga hijau biru. Menurut Lelana (1993), penyebab cita rasa 

lumpur pada ikan adalah senyawa metabolit alga hijau biru yaitu geosmin. Gec~~in 

memiliki nama kimia trans-1, 10-dimetil-trans-9-dekalol (Sarawad, 2004). 8eberapa 

peneliti terdahulu seperti Lowell (1999), Tabachek and Yorkowski (1996), Person (1999) 

serta Edwards (2005) menyatakan bahwa geosmin diproduksi oleh alga hijau biru pada 

kolam budidaya ikan dan pada lingkungan payau. Famili alga hijau biru yang umum 

terdapat pada kolam tambak di daerah tropis dan subtropik adalah spesies Anabaena, 

Aphanizomenon dan Microcystis yang dicirikan dengan warna perairan hijau pekat 

(James and Ottey, 1996). 

Hasil penelitian Lovell and Sackey (1973) membuktikan bahwa geosmin 

merupakan metabolit ekstraseluler yang dihasilkan alga ke perairan, kemudian diserap 

oleh ikan. Smith (1993) menambahkan bahwa penyerapan geosmin dapat terjadi melalui 

insang, saluran pencemaan d:;m kulit. Front and Hovck (1994) mendapatkan bahwa 
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bagian tubuh yang paling cepat menyerap geosmin adalah in sang (6 menit), selanjutnya 

kulit (1,5 jam), usus keell (4 jam), dan perut (7 jam). Hal ini menunjukkan bahwa insang 

adalah bagian tubuh utama untuk menyerap senyawa geosmin. 

Selain menyebabkan cita rasa lumpur, plankton ini juga menyebabkan 

rendahnya populasi jenis plankton lain, kalaupun ada jumlahnya tidak banyak. 

Microcystis aeruginosa kurang disukai oleh ikan karena sulit dicerna (Isnansetyo dan 

Kurniastuti, 1995). Oberholster, et a/. (2004) di Afrika, Czerwiec (2005) di A",erika dan 

Jianzong (2002) di China, mendapatkan bah\A'~ Mir:rocystis aeruginosa menghasilkan 

racun yang benama microcystins. Di Indonesia, Microcystis menghasilkan racun yang 

menyebabkan penyakit haemocytic enteristis atau penyakit kotoran putih pada ikan dan 

udang (Yukasano, 2000). Racun Cyanobacteria berpengaruh terhadap pola makan, 

pertumbuhan, tingkah laku dan kelangsungan hidup mikro dan mesozooplankton. Fulton 

and Paerl's (1987) mengatakan bahwa Microcystis aeruginosa pad a konsentrasi 10' 

sel/ml menyebabkan toksik dan berpengaruh pada populasi golongan Rotiter yaitu 

Karatella mixta dan Bosmina longirostris. Beberapa studi tentang efek inhibisi 

Microcystis aeruginosa seperti Penazola et al (1990) menunjukkan bahwa metabolit 

ekstraseluler yang dihasilkan bersifat toksik terhadap beberapa Rotiter, Copepoda dan 

C/adocera. De Mott et al (1991) mendapatkan bahwa Copepoda lebih sensitif terhadap 

microcystin dibanding Cladocera. Ahlgren et al (1990) menambahkan bahwa nilai nutrisi 

beberapa zooplankton menjadi rendah bila tumbuh pada perairan dengan blooming 

Microcystis aeruginosa karena komposisi beberapa asam lemak berl<urang. 

Menurut Trisyani (1997) daerah Lamongan dan Gresik sangat cocok untuk 

pertumbuhan Mycrocystis aeruginosa. Salinitas di tambak Lamongan dan Gresik 

tergolong rendah karena lokasi tambak jauh dari laui, sehingga sumber air tambak 

menqandalkall air tawar dan hujan. Pasang laut yang mampu mengairi tambak hanya 

pasang tertinggi yang terjadi sebulan dua kali. Kondisi salinitas yang rendah akan 



mendukung perkembangan alga Cyanophyceae (Blue Gll*!n algae), sehingga 

Microcystis aeruginosa akan mendominasi. Oominansi Microcystis sp. diperairan juga 

dipacu oleh kadar Nitrogen dan Phospor yang tinggi akiba! bahan organik tidak terbuang 

dari tambak karena sulitnya pergantian air. 

2.3 Biodegradasi Pektin 

Perbedaan struktur antara rantai utama dari bag ian berbulu dan bagian halus 

pektin, mempunyai implikasi enzim yang berperan dalam degradasi bagian tersebut. 

Bagian halus dapat dihidrolisa dengan pektin liase (EC 4.2.2.10), pektat lisse (EC 

4.2.2.2) dan poligalakturonase (EC 3.2.1.15 dan EC 3.2.1.67). Pada Aspergillus, gen 

yang mengkode enzim ini telan diidentifikasi (Harmsen et a/., 1990; Bussink et a/., 

1992a; Parenicova et a/., 1998). Enzim yang termasuk dalam degradasi bagian berbulu 

adalah rhamnogalakturonan hidrolase dan rhamnogalaktuivnan liase yang sudah 

teridentifikasi pada Aspergilli dan diketahui mempunyai spesifikasi tinggi dalam hidrolisis 

bagian berambut dari pektin (Mutter et al., 1994a, 1994b dan 1996; Suykerbuyk et aI., 

1995). Semua enzim tersebut, bekerja secara sinergi dalam mendegradasi pektin (de 

Vries 1999). 

Istilah kimia enzim pektinase adalah poly (1,4-a-0 galakturonida) 

glicanohidrolase, poli (1,4-a-0-galakturonida) liase, dan pektin pektilhidrolase. 

Sedangkan beberapa nama lain enzim ini adalah fosforilase, pektat liase, pektin liase, 

pektinesterase dan poligalakturonase (www.genome.jp. 2005). 

Beberapa mikroba berupa bakteri dan jamur, mempunyai kemampuan untuk 

mengeluarkan enzim yang dapat menghancurkan pektin menjadi asam galakturonat, 

suatu senyawa karbohidat yang larut dalam air (Doran, 2002). Kemampuan untuk 

memecah pektin merupakan sifat banyak bakteri dan digolongkan sebagai bakteri 

pektinolitiK. Beberapa macam bakteri yang dikelompokkan sebagai pektinolitik yaitlJ 
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Ralstonia solanacearum (Tans - Kersten et al., 1998; Gonzales and Allen, 2003), 

Erwinia chrysanthemi (Tardy et a/., 1997), Pseudomonas cellulose, Rhizobium, 

Amico/ata sp. (Gonzales and Allen, 2003), Bacillus subtilis (Gonzales and Allen, 2003; 

www.textbookofbacteriology.net. 2005), Azospirilum irokense (Bekri et a/., 1999). 

2.4 Kontrol Populasi Microcystis sp. 

Beberapa upaya telah dicoba untuk mengatac;i blooming Microcystis aeruginosa 

antara lain memanipl'lasi Ip.vel nutrien sehingga pertumbuhan Microcystis aeruginosa 

bisa digantikan oleh alga lain (Schoeder, 1998). Boyd (1997) menyarankan mengganti 

air untuk melarutkan buangan organik. Verhoeven and Eloff (1989) memberikan 

kuprisulfat atau algacidae dalam bentuk kristall terlarut untuk mengontrol pertumbuhan 

Microcystis aeruginosa, namun senyawa ini bersifat racun terhadap ikan dan 

mengurangi kandungan karbondioksida. Penggunaan klorin juga akan berbahaya bagi 

lingkungan, karena sisa klorin akan terbuang ke perairan. Hoeger and Coworkers (2002) 

memberikan ozone untuk mengatasi toksin Microcystis aeruginosa. 

Kontrol secara biologis terhadap blooming Microcystis aeruginosa sudah banyak 

dilakukan di beberapa negara. Di China, Chen, et al. (2004) menggunakan ekstrak kulit 

jeruk dan kulit pisang yang mengandung fenol dan tannin untuk mengatasi pertumbuhan 

Microcystis aeruginosa. Di Indonesia, Andriyani (1995) menggunakan ekstrak umbi tike 

untuk menekan pertumbuhan Microcystis aeruginosa. 

Upaya lain untuk menekan pertumbuhan Microcystis aeruginosa adalah 

menggunakan mikroorganisme, seperti penggunaan bakteri Myxococcus (Burnham et 

al., 1991, 1994), Lysobacter (Daft and Stewart, 1971, Mitsutani et al., 1987), Flexibacter 

(Gromov et al., 1972), MYXClbacter (Shilo, 1970, Yamamoto and Suzuki, 1990), 

Alcaligenes spp., Flavobacterium spp., Pseudomonas spp (Yamamoto et aI, 1993), 
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Cytophaga (Stewart and Brown, 1969, Yamamoto et al., 1993), Alcaligenes denitrificans 

(Manage et al., 2000). 

2.5 Pengembangan Probiotik Antagonisme untuk Menekan Pertumbuhan 
Micocystis aeruginosa (Studi Pendahuluan) 

Pengertian probiotik yang dikemukakan oleh Irianto (2003) adalah suplementasi 

sel mikroba utuh pakan atau lingkungan hidup yang menguntungkan inang atau hewan 

yang dipelihara. Tujuan pemberian probiotik pad a lingkungan perairan adalah untuk 

memperbaiki dan· mempertahankan mutu lingkungan tambak (menguraikan bahan 

organik, ~enurunkan atau menghilangkan senyawa - senyawa beracun) secara alami 

melalui :,erja bakteri pengurai (Sutanto dan Suprapto, 2004). Pemanfaatan bakteri 

antagonis sebagai probiotik atau agen biokontrol semakin penting dari segi ekosistem 

akuakultur, mengurangi bahkan menghllangkan penggunaan antibiotik dan bah an kimia, 

sehingga tercipta sistem budidaya yang ramah lingkungan dan mempersiapkan suatu 

sistem akuakultur organik (Isnansetyo, 2005). 

Verschuere et al. (2000) mengemukakan bahwa mekanisme bakteri antagonis 

yang dapat digunakan sebagai biokontrol adalah menghasilkan senyawa penghambat 

pertumbuhan, terjadi kompetisi pemanfaatan senyawa tertentu atau pemanfaatan 

energi, kompetisi tempat menempel, memperting;;i tanggap kebal inang, menigkatkan 

kualitas air dan adanya interaksi dengan fitoplankton dan zooplankton. 

Hasil penelitian pendahuluan mendapatkan 4 genus bakteri pektinolitik asal 

tambak Lamongan dan Gresik, yang akan dikembangkan sebagai bahan probiotik 

antagonisme guna menekan pertumbuhan Microcystis aeruginosa. Bakteri tersebut 

adalah Flavobacterium, Pseudomonas, Burkholderia, Bacillus dan Micrococcus. Dasar 

pengembangan bakteri sebagai probiotik antagonisme adalah kemampuannya 

menghasilkan enzim pektinase yang mampu mendegradasi pektin sebagai komponen 
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utama penyusun dinding sel Microcystis aeruginosa. Dinding sel merupakan salah satu 

sistem pertahanan bagi plankton ini untuk menghadapi berbagai dampak faktor 

lingkungan. 
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BAB3 

---- -------, 
I\1ILJK 

PERPLJSTAKAIIN 
UNIVERSITAS AlRLANGGA 

SUR ABAYA 

TUJUAN DAN MANFAAT PENELITIAN 

3.1 Tujuan Penelitian 

3.1.1 Tujuan Jangka Pendek 

Tujuan jangka pendek yang akan dicapai adalah : 

1) Mengetahui karakter enzim pektinase (suhu, pH, waktu inkubasi optimum dan 

konsentrasi ammonium sulfat optimum untuk pengendapan enzim pektinase dari 

bakteri pektinolitik terpilih (Burkholderia pseudomallei P26) agar diperoleh aktivitas 

enzim maksimum ? 

2) Mengatahui efek algisidal enzim pektinase terhadap Microcystis aell.lginosa ? 

3) Mengetahui pol a penyerangan bakteri terpilih terhadap Microcystis aeruginosa ? 

3.1.2 Tujuan Jangka Panjang 

Tujuan jangka panjang yang akan dicapai adalah : 

1) Mendapatkan bakteri pektinolitik sebagai bahan pengembangan probiotik untuk 

menekan pertumbuhan Microcystis aeruginosa 

2) Memperoleh metode kontrol terhadap populasi Microcystis aeruginosa secara 

biologis di tambak yang berwawasan lingkungan sehingga aman bagi kegiatan 

akuakultur berkelanjutan. 

3) Mengatasi berbagai dampak blooming Microcystis aeruginosa terhadap produk dan 

lingkungan perikanan . 

3.2 Manfaat Penelitian 

Manfaat penel;tian ini adalah : 
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1) Memberikan pertimbangan untuk penggunaan probiotik asal lokal guna menekan 

pertumbuhan Microcystis aeruginosa 

2) Memberikan wawasan keilmuan terutama terhadap lingkungan budidaya perikanan 
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BAB4 

MATERI DAN METODE PENELITIAN 

Penelitian ini merupakan bagian dari penelitian yang terdiri dari 2 tahap, 

yaitu: 

Tahap I (Tahun I) 

1) Isolasi plankton Microcystis aeruginosa dari tambak bandeng di daerah 

Lamongan dan Gresik sehingga diperoleh isolat mumi. 

2) Mengamati pola pertumbuhan Microcystis ae'Uginosa. 

3) Uji aktivitas enzim pektinase semua isolat bakteri pektinolitik. Hasil uji 

aktivias ini digunakan sebagai dasar pemilihan satu isolat bakteri yang 

akan digunakan sebagai bahan probiotik. 

4) Uji efek algisidal bakteri terpilih terhadap Microcystis aeruginosa secara in 

vitro. 

5) Uji patogenitas bakteri terpilih terhadap ikan band eng untuk mengetahui 

dosis aman bagi ikan. 

6) Identifikasi bakteri terpilih sampai tahap spesies : 

o Identifikasi men(!gunakan Microbact Package (fisiologis) 

o Identifikasi secara molekuler (sekuensing gen 16S-rRNA). 

Tahap II (Tahun II) 

1) Karakterisasi enzim pektinase hasil ekstraksi 

Tahap ini terdiri dari karakterisasi terhadap masing-masing jenis enzim 

pektinase dari isolat bakteri pektinolitik terpilih yang meliputi pH, suhu, 

waktu inkubasi dan pengendapan ammonium sulfat optimum. Hasil 

penelitian tahap ini digunakan sebagai acuan produksi enzim. 
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2) Uji efek algisidal ekstrak enzim pektinase terhadap Microcystis 

aeruginosa 

3) Mengetahui pola penyerangan bakteri terhadap Microcystis aeruginosa 

melalui pengamatan mikroskop elektron (SEM). 

Selanjutnya, yang disampaikan pada laporan ini adalah materi penelitian 

tahap II 

4.1 Sampel Penelitian 

Sam pel yang digunakan pada penelititan ini adalah enzim pektinase yang 

diekstrak dari iSO!3t terpilih (hasil penelitian tahap I) yaitu Burl<holderia 

psedomallei serta isolat bakteri tersebut. 

4.2 Rancangan Penelitian 

Ekstraksi dan karakterisasi enzim pektinase serta pengamatan mode 

penyerangan bakteri terhadap Microcystis aeruginosa (pengamatan elektron 

mikroskop) dilakukan dengan metode deskriptif ~engan teknik pengumpulan data 

secara observasi langsung yaitu mengadakan pengamatan langsung terhadap 

gejala-gejala subyek yang diselidiki dalam situasi yang sebenamya (Silalahi, 

2003). Uji efek algisidal ekstrak enzim pektinase terhadap Microcystis aeruginosa 

menggunakan metode eksperimen dengan Rancangan Acak Lengkap (RAL). 

4.3 Hipotesis Penelitian 

Hipotesis yang diajukan adalah : 

1) Konsentrasi enzim berpengaruh terhadap persentase penurunan kepadatan 

Microcystis aeruginosa 
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4.4 Bahan Penelitian 

Bahan untuk ekstraksi dan karakterisasi enzim pektinase adalah buffer 

Tris/HCI (10 mM); CaCI2 (1 mM, pH 7,5); ammonium sulfat; substrat PGA 

(Polygalacturonic Acid _ SIGMA); substrat pektin (60% termetilasi - SIGMA); 

EDTA; HCI 0,2 ml; 50 mM glycine serta enzim pektinase hasH ekstraksi dari 

bakteri pektinolitik. 

Bahan untuk uji efek algisidal enzim pektinase adalah ekstrak enzim yang 

telah diendapkan dellgan ammonium sulfat, kultur Microcystis aeruginosa, 

nutrien agar serta bahan-bahan untuk uji aktivitas enzim pektinase. 

4.5 Peralatan Penelitian 

Peralatan untuk ekstraksi dan karakterisasi enzim adalah : centrifuge, ice 

bath, spektrofotometer UV-Vis, Er1enmeyer, beaker glass, water bath set, 

magnetic stirrer, tabung volumetri, refrigerator, timbagan analitik mikro inkubator, 

p"manas, refrigerator. Peralatan untuk uji efek algisidal adalah botol sampel, 

lampu neon untuk penerangan, pipet, mikroskop, counter chamber serta 

peralatan untuk uji aktivitas enzim. 

4.6 Prosedur Pengumpulan Data Penelitian 

4,6.1 pH optimum 

Penentuan pH optimum dilakukan dengan cara menguji aktivitas enzim 

PEL, PL dan PGA dengan variasi pH 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 dan 11 dan diinkubasi 

selama 60 menit pada suhu 30 DC. 
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Data yang diperoleh ditabulasi dan dibuat grafik antara variasi pH 

terhadap aktivitas masing-masing enzim. Aktivitas maksimum menunjukkan nilai 

pH optimum. 

4.6.2 Suhu optimum 

Penentuan suhu optimum dilakukan dengan eara menguji aktivitas enzim 

PEL, PL dan PGA dengan variasi suhu inkubasi 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50 dan 55 

aC. Buffer yang digunakan sesuai pH optimum masing-masing enzim dan 

diinkubasi selama 60 men it. 

Data yang diperoleh ditabulasi dan dibuat grafik antara variasi suhu 

inkubasi terhadap aktivitas masing-masing enzim. Aktivitas maksimum 

menunjukkan suhu inkubasi optimum. 

4.6.3 Waktu inkubasi optimum 

Penentuan waktu inkubasi optimum dilakukan dengan cara menguji 

aktivitas enzim PEL, PL dan PGA dengan variasi waktu inkubasi 15, 30, 45, 60, 

75, 90, 105, 120 dan 135 men it. Buffer dan suhu yang digunakan sesuai pH dan 

suhu optimum masing-masing enzim. 

Data ye~g diperoleh ditabulasi dan dibuat grafik antara variasi waktu 

inkubasi terhadap aktivitas masing-masing enzim. Aktivitas maksimum 

menunjukkan waktu inkubasi optimum. 

4.6.4 Konsentrasi ammonium sulfat optimum untuk pengendapan 

Bakteri dikultur pad a media pektin dan dipanen pada waktu produksi 

maksimum. Ekstrak kasar enzim dipanen dengan eara sentrifugasi 6000 rpm 

selama 10 menit. 

Sejumlah ammonium sulfat ditimbang untuk memperoleh variasi 

kejenuhan 15,20,25, 30,35,40,45,50,55,60,65, 70, 75 deln 80 persen. Tabel 
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kejenuhan ammonium sulfat yang digunakan berdasarkan Aulani'am (2004). 

Masing-masing dimasukan ke dalam 1 ml ekstrak kasar enzim sedikit demi 

sedikit sambil dikocok pelar.. Selanjutnya diinkubasi semalam dalam keadaan 

dingin. Setelah itu disentrifugasi pada kecepatan 12.000 rpm selama 15 men it 

dengan suhu 4°C. Fraksi endapan dan supematan yang diperoleh dipisahkan. 

Selanjutnya ditambahkan buffer sesuai pH optimum masing-masing enzim 

sampai volume semula. 

Aktivitas enzim pektinase masing-masing diukur. Data yang diperoleh 

ditabulasi dan dibuat grafik antara variasi kejenuhan ammonium sulfat temadap 

aktivitas masing-masing enzim. Aktivitas maksimum menunjukkan kejenuhan 

ammonium sulfat optimum. 

4.6.5 Efek algisidal ekstrak kasar enzim pektinase dari bakteri terpilih 
(Burkholderia pseudomal/ei P26) terhadap Microcystis aeruginosa 

Pada penelitian ini dilakukan inokulasi ekstrak enzim pektinase yang telah 

dipekatkan dengan pengendapan ammonium sulfat ke dalam kultur murni 

Microcystis aeruginosa. Waktu pemberian ditentukan berdasarkan hasil 

penelitian tahap I yang memberikan hasil paling baik (penurunan kepadatan 

Microcystis aeruginosa paling tinggi) aitu hari ke-8 dari kultur Microcystis 

aeruginosa. 

Enzim yang diberikan dilarutkan dalam buffer dengan pH sesuai pH 

optimum masing-masing enzim. Konsentrasi yang diberikan bervariasi sesuai 

hasil aktivitas enzim pad a penelitian tahap I. Kultur murni Microcystis aeruginosa 

sebanyak 50 ml disiapkan dalam botol bening volume 100 ml. Jumlah botol yang 

disiaplc.an bergantung jumlah perlakuan dengan 5 ulangan, masing-masing diisi 

kultur Microcystis aeruginosa dengan kepadatan awal sama. Kultur diinkubasi 
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dengan intensitas pencahayaan 4000 - 5000 lux dan fotoperiode gelap: terang = 

12: 12. 

Variabel yang diamati meliputi kepadatan Microcystis aeruginosa, 

aktivitas enzim PEL, aktivitas enzim PL dan aktivitas enzim PGA. Metode 

penghitungan Microcystis aeruginosa dan pengukuran aktivitas enzim sama 

seperti pad a penelitian tahap pertama. Sebelum pengamatan dengan 

spektrofotometer, dilakukan pemisahan Microcystis aeruginosa dan bakteri 

deng""l medium kultur melalui sentrifugasi. 

4.6.7 Pengamatan dengan Mikroskop Elektron 

Sam pel hasil perlakuan uji efek algisidal bakteri Burkholderia pseudomallei 

terhadap Microcystis aeruginosa dan uji efek algisidal enzim pektinase terhadap 

Microcystis aeruginosa diamati menggunakan mikroskop elektron (SEM) sesuai 

prosedur persiapan yang ditetapkan. 

4.7 Analisis Data 

Data yang diperoleh dari karakterisasi enzim dan pengamatan mikroskop 

elektron dianalisis secara deskriptif. Data hasil uji efek algisidal enzim terhadap 

Microcystis aeruginosa dianalisis dengan analisis varian (AN OVA) menggunakan 

perangkat lunak SPSS 13. Hasil pengujian hipotesis bermakna bila diperoleh 

harga p < 0.05 
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BABV 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

Karakterisasi enzim diperlukan untuk mengetahui kondisi optimum meliputi pH, 

suhu, waktu inkubasi dan konsentrasi pengendapan ammonium sulfat untuk tujuan 

produksi enzim pektinase. Produksi enzim pektinase pada penelitian ini diperlukan pada 

uji efek algisidal bakteri Burkholderia pseudomaJ/ei P26 yaitu untuk membuktikan bahwa 

degradasi dinding sel dilakukan oleh enzim yang dihasilkan bakteri setelah kontak 

dengan Microcystis aeruginosa. 

5.1 pH Optimum 

Data aktivitas tiap enzim pektinase bakteri Burkholderia pseudomaJ/ei P26 pada 

kondisi pH berbeda disajikan pada tabel 5.1. 

Tabel 5.1 Aktivitas Enzim Pektinase Bakteri Burkholderia pseudomaJ/ei P26 pada 
Berbaaai pH 

pH Aktivitas Enzim (Unit/mil I 
PEL PL PGA I 

4 13902 1,3349 1,8355 
" 1,3957 1,3594 1,8323 " 
6 1,3949 1,3636 1,8355 -
7 1,4014 1,3836 1,8396 
8 1,4260 1,3762 1,8567 
Q 1,4256 1,3751 1,9099 v 

10 1,4371 1,3699 1,8914 
11 14163 1,3643 1,8909 .. 

Keterangan : huruf tercetak tebal menunJukkan mlal aktlvitas paling tlnggl 

Grafik aktivitas tiap enzim pektinase bakteri Burkholderia pseudomaJ/ei P26 pada 

berbagai kondisi pH disajikan pada gambar 5.1. 
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Gambar 5.1 Grafik Aktivitas Enzim Pektinase Bakteri Burkholderia pseudomallei P26 
pada Berbagai Kondisi pH 

Berdasar tabel 5.1 dan gambar 5.1 diketahui bahwa pH optimum untuk PEL 

adalah 10, untuk PL adalah 7 dan untuk PGA adalah 9. 

Sebagai suatu protein, enzim tidak berbeda dengan protein lainnya, antara lain 

struktur 3 dimensi molekul enzim dipengaruhi derajad keasaman dari larutan tempat 

enzim beke~a. Pada beberapa rentang pH yang berbeda, sebanyak itu pula struktur 3 

dimensi suatu enzim mungkin berbeda. Dari sedemikian banyak struktur 3 dimensi yang 

mungkin terjadi, hanya beberapa bahkan mung kin hanya satu saja yang memberi 

peluang bagi enzim untuk beke~a sebagaimana mestinya. Pada struktur inilah enzim 

beke~a optimum (Sadikin, 2002). Enzim merupakan protein yang tersusun atas asam 

amino-asam amino. Masing - masing asam amino memiliki satu gugus -NH2 dan -

COOH. Pada pH yang lebih rendah dari pH optimum, terdapat konsentrasi H+ berlebih, 

sehingga gugus diatas menjadi -NH3+ dan -COOH, ata'.J dikatakan dalam bentuk 

terprotonasi. Pada pH yang lebih tinggi dari pH optimum, gugus tersebut menjadi -NH2 

dan COa-. Interaksi diantara muatan positif dan negatif tersebut sang at berperan dalam 

menentukan struktur enzim (http://www.enzymes.co.ukl, 2005). 
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Aktivitas enzim PEL seperti terlihat pada kurva Gambar 5.1, menunjukkan 

adanya 2 puncak walaupun tidak tampak jelas. Dari pH 7 ke pH 8 terjadi peningkatan 

aktivitas yaitu dari 1,4014 Unitlml menjadi 1,4260 Unitlml. Peningkatan pH menjadi 9 

berakibat menurunkan aktivitas menjadi 1,4256 Unitlml. Pada pH 10 aktivitas meningkat 

lagi sebesar 1,4371 Unitlml, namun selanjutnya menu run pada pH 11 yaitu sebesar 

1,4163 Unitlml. Adanya 2 puncak seperti ini dimungkinkan karena adanya molekul 

enzim dalam bentuk beberapa molekul protein yang berbeda (isozim). Tiap molekul 

isozim bekerja pada pH yang sedi~it berbeda (Sadikin, 2002). 

Nilai pH optimum ketiga enzim pektinase dari balder! Bur"holderia pseudoniallei 

P26 berbeda, untuk PEL adalah pH 10, untuk PL adalah pH 7 dan untuk PGA adalah 

pH 9. Ni!ai pH optimum enzim pektinase liap organisme berbeda. Chen et a/ (1998) 

mendapatkan pH optimum PL dari Pythium splendens adalah 8. Sementara CUNularia 

inaequalis memiliki pH optimum untuk aktivitas PL adalah 5 (Afifi et a/., 2002). Bacillus 

sp memiliki pH optimum untuk PEL adalah 11,5; untuk PL adalah 8; sedangkan untuk 

PGA adalah 10. Bacillus subtilis memiliki pH optimum untuk PGA adalah 8 (BRENDA, 

2006) 

Kisaran pH aktivititas kompleks enzim pektineee dari bakteri ini cukup luas yaitu 

antara 4 sampai 11 masih terdapat aktivitas, walaupun pH optimum tiap jenis pektinase 

(PEL, PL dan PGA) berbeda. Kisaran pH yang luas pada kompleks enzim ini sesuai 

dengan sitat bakteri perairan yang umumnya memiliki toleransi luas terhadap pH 

(Wiadnya, 1994). Perbedaan pH optimum tiap jenis pektinase penyusun suatu kompeks 

enzim memiliki keuntungan karena dengan demikian secara keseluruhan enzim dapat 

bekerja optimum pada kisaran pH lebih luas dengan syarat substrat sesuai. 
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5.2 Suhu Optimum 

Data aktivitas tiap enzim pektinase bakteri Burkholderia pseudomallei P26 

pada suhu berbeda disajikan pada tabel 5.2. 

Tabel 5.2 Aktivitas Enzim Pektinase bakteri Burkholderia pseudomallei P26 pada 
B b . S h er agal u u 

Suhu (uC) Aktivitas Enzim (Unit/ml) 
PEL PL PGA 

20 1,3951 1,3499 1,8286 
25 1,4036 1,3660 1,8480 
30 1,4198 1,3805 1,8580 
35 1,4496 1,3980 18606 
40 1,4388 1,4236 1,9086 
45 1,4354 1,4068 1,9419 
50 1,4262 1,3869 1,8957 
55 1,4171 1,3855 18914 .. 

Keterangan : huruf tercetak tebal menunJukkan mlal aktlvitas paling tlnggl 

Grafik aktivitas tiap enzim pektinase bakteri Burkholderia pseudomallei P26 pada 

berbagai suhu inkubasi disajikan pada gam bar 5.2. 
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Gambar 5.2 Grafik Aktivitas Enzim Pektinase bakteri Burkholderia pseudomallei P26 
pada Berb&gai Suhu Inkubasi 

Berdasar tabel 5.2 dan gam bar 5.2 diketahui bahwa suhu inkuoasi optimum 

untuk PEL adalah 35°C, untuk PL adalah 40°C dan untuk PGA adalah 45°C. 
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Reaksi yang dikatalisis oleh enzim juga dipengaruhi oleh suhu. Sampai batas 

tertentu, apabila suhu meningkat maka laju reaksi enzimatik juga meningkat hingga 

tercapai suhu optimum yaitu suhu dimana te~adi laju reaksi maksimum. Selanjutnya 

aktivitas akan menu run karena enzim mengalami denaturasi. Pad a suhu yang lebih 

rendah dari suhu optimum, gerak termodinamik berkurang sehingga tumbukan antara 

molekul enzim dan substrat berkurang, akibatnya laju reaksi enzimatik berkurang. Bila 

kontak antara molekul enzim dan substrat berkurang, maka pembentukan kompleks 

enzir.:-substrat juga berkurang. Padahal kompleks enzim-substrat diperlukan untuk 

pernbentukan pioduk. Peningkatan suhu di atas suhu optimum menyebabkan laju reaksi 

menurun, disebabkan walaupun gerak termodinamik meningkat namun molekul protein 

mengalami denaturas! sehingga bangun tiga dimensi berubah secara bertahap (Sadik!n, 

2002). Kerusakan struktur enzim disebabkan ikatan yang menjaga struktur enzim putus 

sehingga molekul enzim akan terbuka. Terbukanya molekul enzim akan mengakibatkan 

kerusakan sisi aktif sehigga enzim menjadi inaktif yang pada akhimya menyebabkan 

penurunan aktivitas enzim. Akibatnya pembentukan kompleks enzim substrat semakin 

berkurang dan produk juga berkurang. 

Suhu inkubasi cptimum tiap jenis enzim pektinase dari bakteri Burl<holderia 

pseudomallei P26 berbeda, yaitu 35°C untuk PEL, 40°C untuk PL dan 45°C untuk 

PGA. Berdasarkan suhu tersebut, maka Burl<holderia pseudomallei P26 tergolong dalam 

mesofilik, aitu mikroba yang tumbuh optimum pada suhu antara 20 - 45°C (Prescott et 

aI., 1987). Suhu optimum ketiga enzim terse but tergolong tinggi bila dibanding dengan 

kisaran suhu perairan umumnya, yaitu 25 - 35°C. Hal ini sangat menguntungkan untuk 

tujuan degradasi Microcystis aeruginosa karena plankton ini tergolong alga termofilik 

yang hidup optimai pada suhu perairan iinggi, yaitu 35 - 40°C (Paeri, 1998). 

Pada organisme termofilik, seperti Thermotoga sp, suhu optimum aktivitas enzim 

.... lcn,...oor'\"!:Ii 1 nc:. Or Po..lil'!loi ollhll I"\pfin"lum "!:ILr+iuit"!aC! n~lr+i"''!IoSQ n~da "Ian nr",-onismo horhoda 
II' .... "...,..,.,.. ... , .v .... ....,. , ............. , .......... ", .. 'I .... ,,"" ~ ............... '~"' ... .... 1"'''' "I"" .... ~....... ... ............... . 
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, 

Curvularia inaequalis memiliki suhu optimum untuk aktivitas PL adalah 45DC (Afm et al., 

2002), sedangkan Pseudomonas marginalis adalah 30 DC dan Aspergillus japonicus 

adalah 55 DC. Erwinia chrysanthemi memiliki suhu optimum untuk aktivitas PEL adalah 

35 DC, sedangkan Thermoanaerobacter italicus adalah 80. Aspergillus niger memiliki 

aktivitas PGA optimum pada suhu 40 dan Clostridium thermosulfurogenes 75 DC 

(BRENDA, 2006) 

5.3 Waktu Inkubasi Optimum 

Data aktivitas tiap enzim pektinase bakteri Burkholderia pseudomallei P26 pada 

waktu inkubasi berbeda disajikan pada Tabel 5.3 dan Gambar 5.3. Berdasar tabel dan 

gambar tersebut, diketahui bahwa waktu inkubasi optimum untuk PEL adalah 45 menit, 

untuk PL adalah 60 menit dan untuk PGA adalah 90 men it. 

Tabel 5.3 Aktivitas Enzim Pektinase Bakteri Burkholderia pseudomallei P26 pada 
I'l<>rban"'i \M"'ktu In~"h"'si -- .,.~, . -, "" ... _ ..... 

Waktu Inkubasi Aktivitas Enzim (Unit/mil 
(menit) PEL PL PGA 

15 1,3592 1,3794 1,8323 
30 1,3735 1,3838 1,9305 
45 1,3814 1,3913 1,9639 
60 1,4267 1,4336 1,9219 
75 1,4294 1,4208 1,9101 
90 1.4754 1,4173 1,8972 
105 1,4427 1,4176 1,8627 
120 1,4470 1,3931 1,8675 
135 14375 1,3860 1,8605 .. 

Kelerangan : huruf lercetak tebal menunJukkan mlat akttvitas paling ttnggt 

Grafik aktivilas liap enzim pekiinase bakteri Burkholderia pseudoma/lei P26 pad a 

berbagai waktu inkubasi disajikan pada gambar 5.3. 
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Gambar 5.3 Grafik Aktivitas Enzim Pektinase bakteri Burkholdaria psaudomallai P26 
pada Berbagai Waktu Inkubasi 

Waktu inkubasi diperlukan oleh enzim untuk berikatan dengan substrat. Waktu 

inkubasi yang pendek, menyebabkan kesempatan enzim untuk bereaksi dengan 

substrak berkurang, sehingga produk yang dihasilkan sedikit. Waktu inkubasi yang lebih 

panjang (hingga mencapai optimal), akan memberi kesempatan enzim untuk bereaksi 

dengan substrat sehingga produk yang dihasilkan akan meningkat. Sedangkan bila 

waktu inkubasi ditingkatkan lagi, belum tentu diikuti peningkatan produk, bahkan bisa 

jadi cenderung menurun akibat degradasi produk oleh enzim lain (jika enzim dalam 

bentuk ekstrak kasar yang masih bercampur dengan enzim lain) atau kerusakan enzim 

akibat panas berlebih. 

Seperti halnya pH dan suhu, waktu inkubasi liap jenis enzim pektinase dari 

bakteri Burkholderia pseudomallei P26 juga berbeda. Waktu inkubasi optimum untuk 

PEL adalah 45 menit, untuk PL adalah 60 menit dan untuk PGA adalah 90 menit. Afifi at 

al. (2002) memproleh waktu inkubasi optimum aktivitas pektinase pada CUNularia 

inaequalis adalah 50 menit 
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5.4 Pengendapan Ammonium Sulfat 

Data aktivitas tiap enzim pektinase bakteri Burl<holderia pseudomallei P26 pada 

konsentrasi pengendapan ammonium sulfat berbeda disajikan pada tabel 5.4. 

Tabel 5.4 Aktivitas Enzim Pektinase Bakteri Burl<holderia pseudomallei P26 pada 
Berbagai Konsentrasi Pengendapan Ammonium Sulfa! 

Konsentrasi Aktivitas Enzim (Unit/mil 
Ammonium Sulfat PEL PL PGA 

(%) 
15 1,4686 1,4326 1,9509 
20 1,4669 1,4371 1.9587 
25 1,4674 ~ ,4456 1.9642 
30 1,4675 14563 19666 
35 1,4910 1,4611 1,9682 
40 1,4926 1,4861 19712 
45 1,5139 1,5160 1,9831 
50 1,5151 1,5304 20016 
55 1,5885 1.5454 I 2,0082 
60 1,6237 1,5489 2,0621 
65 1,5261 1,5487 2,0673 
70 1,5138 1,5447 2.1208 
75 1,5133 1,5414 , 2,0389 
80 1,5035 1,5362 20037 .. 

Keterangan : huruf tercetak tebal menunJukkan mlal aktlvitas paling IInggl 

Grafik aktivitas tiap enzim pektinase bakteri Burl<holderia pseudomallei P26 pada 

berbagai konsentrasi pengendapan ammonium sulfa! disajikan pada gam bar 5.4. 

Berdasar tabel 5.4 dan gambar 5.4 diketahui bahwa konsentrasi ammonium sulfat untuk 

pengendapan PEL adalah 60 persen, untuk PL adalah 65 persen dan untuk PGA adalan 

70 persen. Untuk tujuan produksi enzim yang digunakan pada penelitian tahap III, 

digunakan pengendapan ammonium sulfat 60 persen. 
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Gambar 5.4 Grafik Aktivitas Enzim Pektinase bakteri Burkholderia pseudomallei P26 
pada Berbagai Konsentrasi Pengendapan Ammonium Sulfat 

Keterangan : * : Aktivitas optimum PEL 
• : Aktivitas optimum PL 
• : Aktivitas optimum PGA 

Pengendapan ammonium sulfat sering disebut sebagai metode "salting ouf'. 

Protein umumnya larut dalam air karena memiliki gugus hidrofilik. Kelarutan ini 

merupakan fungsi kekuatan ionik dan pH larutan. Bila kekuatan ionik dinaikkan dengan 

penambahan garam, maka protein akan mengendap. Pada konsentrasi garam yang 

tinggi, terjadi peningkatan muatan listrik di sekitar protein yang akan menarik mantel air 

dari koloid protein. Interaksi hidrofobik dimana sesama molekul protein pada suasana 

ionik tinggi akan menurunkan kelarutan protein. 

Mengetahui persentase ammonium sulfat untuk pengendapan enzim sangat 

penting terutama untuk tujuan isolasi dan produksi enzim, agar diperoleh enzim yang 

lebih pekat. Hasil pengendapan ammonium sulfat terhadap pektinase dari bakteri 

Burkholderia pseudomallei P26 diketahui bahwa tiap jenis enzim pectinase mengendap 

optimum pada konsentrasi berbeda. Enzim PEL mengendap optimum pada konsentrasi 

ammonium sulfat 60 persen, enzim PL pada 65 persen dan el'lzim PGA pad a 70 persen. 
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Setelah pengendapan dengan ammonium sulfat, aktivitas enzim mengalami 

peningkatan dibanding ekstrak kasar. PEL meningkat dari 1,3644 Unitlml menjadi 

1,6237 Unitlml setelah diendapkan dengan konsentrasi ammonium sulfat 60 persen. PL 

meningkat dari 1,3631 Unitlml menjadi 1,5487 Unitlml setelah diendapkan dengan 

ammonium sulfat 65 persen, sedangkan PGA meningkat dari 1,3903 Unitlml menjadi 

1,5705 Unitlml dengan pengendapan ammonium sulfat 70 persen. Afifi et a/. (2002) 

mendapatkan aktivitas PL CUfVularia inaequalis meningkat dari 0,84 Unitlmg menjadi 

5,39 Unitlmg setelah mengalami pengendapan dengan ammonium sulfat 70 persen. 

Pada penelitian ini, untuk tujuan produksi enzim, ekstrak kasar enzim 

diendapkan pada ammonium sulfat 60 persen. 

5.5 Efek Aigisidal Ekstrak Kasar Enzim Pektinase dari Balden Burkholderia 
pseudomallei P26 terhadap Microcystis aeruglnosa 

Perlakuan pemberian ekstrak kasar enzim pektinase bakteri Burkl'lolderia 

pseudomallei P26 terhadap Microcystis aeruginosa ditujukan untuk membuktikan bahwa 

degradasi dinding sel Microcystis aeruginosa terjadi sebagai akibat kerja enzim 

pektinase. 

Pad a tahap ini dilakukan pemberian enzim pektinase pada kultur Microcystis 

aeruginosa. Pemberian enzim dilakukan pada hari ke-8 dari oertumbuhan Microcystis 

aeruginosa (berdasar hasil tahap sebelumnya). Enzim yang diberikan berupa ekstrak 

kasar yang telah diendapkan dengan ammonium sulfat pada konsentrasi 60%. 

Selanjutnya enzim dilarutkan pada buffer pH 7 dan pH 9 (berdasar penelitian tahap 

karakterisasi enzim). Pada tiap pH enzim, ekstrak kasar enzim yang diberikan terdiri dari 

6 konsentrasi, yaitu 

0,2 ml dalam 50 ml kultur : setara dengan konsentrasi PL 0,00625 Unitlml 

0,4 ml dalam 50 ml kultur: setara dengan konsentrasi PL 0,01251 Unitlml 
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0,6 ml dalam 50 ml kultur : setara dengan konsentrasi PL 0,01877 Unitlml 

0,8 ml dalam 50 ml kultur : setara dengan konsentrasi PL 0,02502 Unitlml 

1,0 ml dalam 50 ml kultur: setara dengan konsentrasi PL 0,03128 Unitlml 

Kontrol : tanpa pemberian enzim 

Pengamatan dilakukan terhadap kepadatan plankton (sel/ml), aktivitas enzim 

PEL, PL dan PGA (Unitlml). Pengamatan dilakukan tiap 2 hari sampai hari ke-28. Hasil 

yang diperoleh disajikan pada gam bar 5.5. 
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Gambar 5.5 Grafik Kepadatan Microcystis aeruginosa (A), Aktivitas Enzim PEL (B), PL 
(e) dan PGA (D) Tiap Pengamatan Pada Perlakuan Pemberian Enzim 
terhadap Microcystis aeruginosa 

Keterangan : 
2 
4 
6 
8 
10 
K 

= Pemberian enzim dengan konsentrasi PL 0,00625 Unitlml (0.2 ml) 
= Pemberian enzim dengan konsentrasi PL 0,01251 Unitlml (0.4 ml) 
= Pemberian enzim dengan konsentrasi PL 0,01877 Unitlml (0.6 mil 
= Pemberian enzim dengan konsentrasi PL 0,02502 Unitlml (0.8 mil 
= Pemberian enzim dengan konsentrasi PL O,O~128 Unitlml (1,0 mil 
= Tanpa pemberian enzim (Kontrol) 

5.5.1 Pemberian enzim pektinase pH 7 

Kepadatan Microcystis aeruginosa (Grafik A 1 l mengalami penurunan setelah 

pemberian enzim pH 7. Konsentrasi perlakuan 0,00625 Unitlml (0,2 mil memiliki 

kemampuan menurunkan kepadatan plankton paling rendah, disusul perlakuan 0,01251 

Unitlml (0,4 mI). Perlakuan 0,01877 Unitlml (0,6 ml); 0,02502 Unitlml (0,8 mil dan 
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0,03128 Unitlml (1,0 ml) memberikan hasil penurunan kepadatan plankton relatif sama. 

Pada perlakuan enzim 0,00625 Unitlml (0,2 ml), kepadatan Microcystis aeruginosa 

menurun dan mulai meningkat kembali pada pengamatan hari ke-22. Pada perlakuan 

0,01251 Unitlml (0,4 ml), penurunan kepadatan Microcystis aeruginosa terjadi lebih 

tinggi dibanding perlakuan enzim 0,00625 Unitlml (0,2 ml) dan kepadatan Microcystis 

aeruginosa mulai meningkat kembali pada pengamatan hari ke-24. Perlakuan enzim 

0,01877 Unitlml (0,6 ml); 0,02502 Unitlml (0,8 ml) dan 0,03128 Unitlml (1,0 ml) secara 

kuantitatif menghasilkan penurunan kepadatan plankton relatif sama namun memiliki 

perbedaan pada lamanya penurunan bertahan. Pada perlakuan 0,01877 Unitlml (0,6 

ml), kepadatan Microcystis aeruginosa mulai meningkat kembali pada pengamatan hari 

ke-26, sedangkan perlakuan 0,02502 Unitlml (0,8 ml) dan 0,03128 Unitlml (1,0 ml) pada 

pengamatan hari ke-28. 

Aktivitas enzim PEL dan PL pada pemberian enzim pH 7 (Grafik 81 dan C1) tiap 

perlakuan konsentrasi enzim, mempunyai pola yang sama. Pada pengamatan hari ke-10 

sampai ke-18, aktivitas enzim cenderung meningkat dengan semakin menurunnya 

kepadatan Microcystis aeruginosa (Grafik A 1). Pada pengamatan hari selanjutnya, 

aktivitas enzim mengalami peningkatan dan penurunan "ecara bergantian. Pada akhir 

pengamatan, aktivitas enzim cenderung mengalami penurunan. Pada perlakuan Kontrol, 

aktivitas enzim memiliki nilai jauh lebih rendah dibanding semua perlakuan. 

Aktivitas enzim PGA pada pemberian enzim pH 7 (Grafik 01) secara 

keseluruhan membutuhkan waktu lebih lama untuk mencapai nilai maksimum dibanding 

pada aktivitas enzim PEL dan PL. Aktivitas enzim PEL dan PL mencapai maksimum 

pada pengamatan hari ke-14, sedangkan enzim PGA mencapai antivitas maksimum 

pada waktu yang bervariasi antara hari ke-18 sampai hari ke-24. Pada perlakuan 

0,00625 Unitiml (0,2 mil, aktivitas enzim mengalami peningkatan terus dan mencapai 

puncak pada pengamatan hari ke 24, selanjutnya mengalami penurunan. Pada 
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perlakuan 0,01251 Unitlml (0,4 ml), aktivitas mengalami peningkatan terus sampai 

pengamatan hari ke-22 , selanjutnya mengalami penurunan dan peningkatan dengan 

pola tidak teratur. Pada perlakuan 0,01877 Unitlml (0,6 ml), aktivitas enzim mengalami 

peningkatan sampai hari ke-18, selanjutnya mengalami peningkatan dan penurunan 

dengan pola yang tidak teratur. Pada perlakuan enzim 0,02502 Unitlml (0,8 ml), aktivitas 

enzim meningkat terus sampai pengamatan hari ke-24, selanjutnya mengalami 

penurunan. Pada pengamatan hari ke-16, nilai aktivitas enzim lebih tinggi dibanding 

ketiga perlakuan yang lebih rendah (0,00625 Unitlml (0,2 ml) - 0,01877 Unitlml (0,6 ml». 

Pada perlakuan 0,03128 UniVml (1,0 ml), aktivitas enzim tiap pengamatan cenderung 

lebih tinggi dibanding perlakuan yang lebih rendah (0,00625 Unitlml (0,2 ml) - 0,02502 

Unitlorll (0,8 ml)). Aktivitas enzim cenderung menigkat sampai pengamatan hari ke-20, 

selanjutnya mengalami penurunan. 

5.5.2 Pemberian enzim pektinase pH 9 

Kepadatan Microcystis aeruginosa pada pemberian enzim pH 9 (Grafik A2) 

mengalami kenaikan seperti pada Kontrol. Bahkan pada beberapa pengamatan relatif 

lebih tinggi dibanding Kontrol. Pada akhir pengamatan (hari ke-28) kepadatan 

Microcystis aeruginosa pada semua perlakuan dan Kontrol mulai menurun. 

Aktivitas enzim PEL dan PL pada pemberian enzim pH 9 (Grafik B2 dan C2) 

mengalami peningkatan sampai pengamatan hari ke-14 dan 16. Pada pengamatan 

selanjutnya aktivitas enzim mengalami peningkatan dan penurunan secara bergantian 

dan cenderung menurun pada akhir pengamatan. Aktivitas enzim PEL dan PL pada 

pemberian enzim pH 9 (Grafik B2 dan C2) memiliki nilai lebih rendah dibanding 

pemberian enzim pH 7 (Grafik 81 dan C1). Hal ini te~adi pad a tiap pengamatan. 

Aktivitas enzim PGA pada pemberian enzim pH 9 (Grafik 02) cenderung memiliki 

pola sama pada iiap perlakuan, yaitu mengalami peningkatan sampai han ke-12, 
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selanjutnya mengalami kenaikan dan penurunan secara bergantian dan mengalami 

penurunan pada akhir pengamatan. Secara keseluruhan, nilai aktivitas enzim PGA pada 

pemberian enzim pH 9 adalah lebih rendah dibanding pemberian enzim pH 7. 

Pemberian enzim pektinase pH 9 tidak menghasilkan penurunan kepadatan 

Microcystis aeruginosa, tapi pada pemberian konsentrasi tinggi justru meningkatkan 

kepadatan Microcystis aeruginosa. Aktivitas enzim PEL, PL maupun PGA masih 

terdeteksi walau dalam konsentrasi rendah, jauh dibawah aktivitas enzim pektinase pH 

7. Hal ini ciduga disebabkan enzim tidak dapat beke~a optimal pada kondisi pH 9, 

sehingga Microcystis aeruginosa tidak terdegradasi dan pertumbuhannya semakin 

meningkat. Apalagi didukung pH medium menjadi 7,5 (Iihat tabeIS.6) setelah pemberian 

enzim pH 9, dimana Microcystis aeruginosa menyukai lingkungan basa untuk 

pertumbuhannya. 

Seperti pada kultur murni Microcystis aeruginosa, nilai pH kultur Microcystis 

aeruginosa yang diberi per1akuan enzim 9 meningkat dari 7,5 menjadi 8,5 pada akhir 

pengamatan. Mekanisme meningkatnya pH pada pertumbuhan Microcystis aeruginosa 

dapat dijelaskan sebagai berikut : Nilai pH dalam kultur plankton berkaitan dengan 

konsentrasi CO2 dalam mediu:;"; yang dipengaruhi oleh proses fotosintesis dan respirasi. 

Fotosintesis memer1ukan CO2, banyaknya CO2 yang diper1ukan bergantung pada 

besarnya populasi plankton dan pencahayaan. Intensitas fotosintesis yang tinggi 

menyebabkan CO2 pada media rendah bahkan habis. Pada kondisi demikian terjadi 

konversi cadangan C02, yaitu 2 ion HC03- berdisosiasi menjadi 1 molekul CO2 dan 1 

2HC03= -- CO2 + CO; + H20 
+--

Ion HC03- merupakan komponen alkalinitas dalam p~rairan. Semakin banyak CO2 yang 

diperlukan, maka semakin tinggi pula konsentras! C03= yang dihasilkan. Hidrolisis C03= 
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hanya menggantikan 1 ion HCOi untuk setiap pasang ion HC03- yang hilang dalam 

mempertahankan keseimbangan pada saat CO2 habis : 

C03" + W - HC03-

Oleh karena itu hidrolisis C03" hanya menggantikan secara parsial dari HC03- yang 

dikeluarkan pad a saat CO2 habis dan sebagai akibatnya pH akan meningkat karena 

konsentrasi C03" meningkat (Wiadnya, 1994). 

5.5.3 Analisis statalstik data pemberian enzim pH 7 

Berdasar hasil yang tergambar pada Grafik 5.5 diketahui bahwa pemberian 

enzim pH 7 dapat menghasilkan penurunan kepadatan Microcrocystis aeruginosa, 

sedangkan pada pH 9 tidak te~adi. Dengan demikian, data pada pemberian enzim pH 7, 

selanjutnya dianalisis statistik. Untuk proses analisis statistik, kepadatan Microcrocystis 

aeruginosa dinyatakan dalam laju penurunan kepadatan (sel/hari) antara hari ke-8 

sampai hari ke-20, sedangkan untuk data aktivitas enzim adalah hari ke-20. Data laju 

penurunan kepadatan Microcrocystis aeruginosa, aktivitas enzim PEL, PL dan PGA 

setelah perlakuan pemberian enzim pH 7 yang dianalisis statistik disajikan pada 

Lampiran 1. Analisis univariat konsentrasi enzim pH 7 terhadap laju penurunan 

kepadatan Microcrocystis aeruginosa aktivitas enzim PEL, PL da PGA disajikan pada 

Lampiran 2, 3, 4 dan 5. 

Hasil uji F menunjukkan perlakuan konsentrasi enzim memberikan pengaruh 

berbeda nyata (p<O,05) terhadap laju penuruan kepadatan Microcystis aeruginosa, 

aktivitas enzim PEL, PL dan PGA. Untuk mengetahui perbedaan anlar perlakuan, 

dilakukan Uji Tukey (HSD). Berdasar Uji Tukey, diketahui bahwa perlakuan konsentrasi 

enzim 0,03128 Unitlml (1,0 ml) memberikan hasillaju penurunan kepadatan Microcystis 

aeruginosa paling tinggi, disusul 0,01877 Unitlml (0,6 ml) dan 0,02502 Unitlml (0,8 ml) 

(ketiganya tidak berbeda), kemudian 0,01251 Unitiml (0,4 ml) dan 0,00625 Unitlml (0,2 
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ml). Perlakuan Kontrol tidak te~adi penurunan kepadatan Microcystis aeruginosa. 

Terhadap aktivitas enzim PEL dan PL, perlakuan konsentrasi 0,03128 Unitlml (1,0 ml) 

memberikan aktivitas enzim paling tinggi, disusul 0,02502 Unitlml (0,8 ml); 0,01877 

Unitlml (0,6 ml) (ketiganya tidak berbeda); 0,01251 Unitlml (0,4 ml) dan 0,00625 UniUml 

(0,2 ml) (keduanya tidak berbeda) dan Kontrol. Terhadap aktivitas enzim PGA, 

perlakuan konsentrasi 0,03128 Unitlml (1,0 ml) memberikan hasil paling tinggi, disusul 

0,02502 Unitlml (0,8 ml) dan 0,01251 Unitlml (0,4 ml), (keduanya tidak berbeda), 

kemudian 0,01877 UniUml (0,6 ml) dan 0,00625 Unitlml (0,2 ml) (antara 0,4; 0,6 dan n,2 

ml tidak berbeda) dan terakhir Kontrol. 

Tabel 5.5 Hasil Analisis Uniivariat Pemberian Enzim Pektinase pH 7 dengan 
Konsentrasi Berbeda terhadap Laju Penurunan Kepadatan Plankton, 
Aktivitas Enzim PEL, PL dan PGA 

Laju Penurunan 
Konsentrasi Kepadatan Aktivitas Enzim Aktivitas Enzim Aktivitas Enzim 

Enzim M. aeruginosa PEL (UniUml) PL (Unitlml) PGA (UniUml) 
Unitiml (sellhari) :i: SD :i:SD :i:SD :i:SD 

K -4,82" :i: 0.27 1,320· :i: 0,001 1,302° :i: 0,001 1,747":i: 0,000 
0,00625 
(0,2 ml) 4,50b :i: 0,36 1 ,376b :i: 0,002 1 ,349b :i: 0,002 1,757b :i: 0,002 
0,01251 
{0,4 mil 5,61 c :i: 0,24 1,377b :i: 0,003 1,350b :i: 0,002 1,761 bc :i: 0,003 
0,01877 
(0,6 ml) 6,27d :i: 0,28 1 ,385c :i: 0,004 1,357" :i: 0,004 1,759b :i: 0,002 
0,02502 
(0,8 mil 6,?6d :i: 0,30 1,387" :i: 0,002 1,358c :i: 0,002 1 ,766c :i: 0,003 
0,03128 
(1 0 mil 6 32d :i: 0 48 1 388c :i: 0 003 1 ,360c :i: 0 003 1 773d :i: ~002 .. 

Keterangan mlal rata-rata yang dlkutl supersknp berbeda pada kolom sama 
menunjukkan adanya perbedaan yang nyata (p<0,05) 

Hasil uji korelasi Pearson menunjukkan adanya korelasi positif antara laju 

penurunan kepadatan Microcystis aeruginosa dengan aktivitas enzim PEL (r = 0,989), 

dengan aktivitas enzim PL (r = 0,989) dan dellgan aktivitas enzim PGA (r = 0,761). 
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Seperti halnya pada pertakuan pembenan bakten pada han ke-8, pembenan 

enzim pH 7 menyebabkan kekeruhan kultur Microcystis aeruginosa berkurang akibat 

plankton mati. Gambar kultur Microcystis aeruginosa dalam botol setelah mendapat 

pertakuan enzim pH 7 disajikan pada Gambar 5.6. Pada gambar tersebut tampak 

perbedaan kekeruhan kultur Microcystis aeruginosa setelah pertakuan pembenan 

enzim. Pada pembenan enzim pH 7, kultur menjadi bening dengan semakin 

meningkatnya konsentrasi enzim yang dibenkan. Pada pembenan enzim pH 9 terjadi 

sebaliknya, kultur semakin keruh dengan semakin meningkatnya konsentrasi enzim 

yang dibenkan. 

Pengukuran pH dilakukan tertladap berbagai kondisi kultur Microcystis 

aeruginosa guna mengetahui adanya kerja enzim pektinase (selain melalui pengukuran 

produk I aktivitas enzim). Hasil pengukuran pH berbagai kondisi kultur Microcystis 

aeruginosa disajikan pada tabel 5.6. 

pH7 pH9 

Gambar 5.6 Perbedaan Kekeruhan Kultur Microcystis aeruginosa Setelah Pembenan 
Enzim Pektinase. pH 7 dan kin ke kanan : K; 1,0 ml; 0,8 ml; 0,6 ml; 0,4 ml 
dan 0,2 mi. Terjadi perubahan kekeruhan setelah pertakuan, akibat 
Microcystis aeruginosa mengendap. pH 9 dan kin ke kanan : 0,2 ml; 0,4 
ml; 0,6 ml; 0,8 ml; 1,0 ml dan K. Tidak terjadi perubahan kekeruhan 
setelah pertakuan. 
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Tabel 5.6 Hasil Pengukuran pH Berbagai Kondisi Kultur Microcystis aeruginosa 

Nilai pH 
Awal Hari ke-8 Hari Akhir kultur 
kultur Sebelum Setelah ke-9 (hari ke-30) 

perlakuan Rerlakuan 
Medium Gorham 7 7 7 7 7 
Microcystis 7 7 7 7 8 
aeruginosa 
Microcystis 
aeruginosa + 7 7 7 7 6,5 
enzim pH 7 
Microcystis 
aeruginosa + 7 7 7,5 7,5 8,5 
enzim pektinase 
pH9 

Pemberian enzim pH-7 dapat menurunkan kepadatan Microcystis aeruginosa 

secara drastis. Berdasar hasil statistik (Tabel 5.5) diketahui bahwa perlakuan 0,00625 

Unitlml (0,2 ml) menghasilkan laju penurunan paling rendah. Selanjutnya sampai 

perlakuan konsentrasi 0,01877 Unitlml (0,6 ml), laju penurunan kepadatan Microcystis 

aeruginosa juga semakin meningkat dengan semakin meningkatnya konsentrasi enzim. 

Hal ini menunjukkan ketiganya masih berada pada pol a bahwa semakin tinggi 

konsentrasi substrat, maka aktivitas enzim juga semakin meningkat (Sadikin, 2003). 

Sedangkan pada perlakuan 0,01877 Unitlml (0,6 ml); 0,02502 Unitlml (0,8 ml) dan 

0,03128 Unitlml (1,0 ml), penambahan konsentrasi enzim tidak berpengaruh (p<O,05) 

terhadap laju penurunan kepadatan Microcystis aeruginosa. Hal ini berarti penambahan 

konsentrasi enzim, sudah tidak berpengaruh terhadap aktivitas enzim. Hal ini didukung 

hasil uji Tukey terhadap aktivitas enzim PEL dan PL yang mendapatkan bahwa 

perlakuan 0,01877 Unitlml (0,6 ml); 0,02502 Unitlml (0,8 ml) dan 0,03128 Unitlml (1,0 

ml) tidak berbeda, yang berarti tidak terjadi peningkatan aktivitas degradasi walaupun 

konsentrasi enzim ditingkatkan. 
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Perbedaan konsentrasi enzim menghasilkan perbedaan lamanya Microcystis 

aeruginosa meningkat lagi setelah terjadi penurunan. Pada pertakuan 0,00625 Unitlml 

(0,2 m), Microcystis aeruginosa mulai meningkat pada pengamatan han ke 22, 

selanjutnya pada pertakuan 0,01251 Unitlml (0,4 ml) dan 0,01877 Unitlml (0,6 ml) 

berturut-turut terjadi pada han ke-24 dan 26, sedangkan pada pertakuan 0,02502 Unitlml 

(0,8 ml) dan 0,03128 Unitlml (1,0 ml) pad a han ke-28. Perbedaan waktu recovery bagi 

Microcystis aeruginosa diduga berhubungan dengan tingkat kerusakan yang terjadi 

pada populasi Microcysti$ aeruginosa. Semakin tinggi konsentrasi enzim yang diberikan, 

semakin banyak sel Microcystis aeruginosa yang mengalami lisis, dan mati (terbukti dan 

perbedaan kultur Microcystis aeruginosa semakin bening (Gam bar 5.16)). Dengan kata 

lain, semakin sedikit sel plankton yang hidup dan sehat. Semakin sedikit jumlah sel yang 

hidup, maka dibutuhkan waktu lebih lama untuk berkembangbiak hingga menghasilkan 

perbedaan jumlah sel yang signifikan, yang dapat terukur dengan metode sampling 

untuk dihitung pada haemocytometer. Hal ini sesuai dengan rumus laju peningkatan 

populasi yaitu : Nt = No.ert dimana Nt adalah jumlah individu pada saat t, No adalah 

jumlah individu saat t=O, e adalah logaritma natural (2,71828), r adalah laju 

pertumbuhan populasi dan t adalah wakt~ yang dipertukan untuk menggandakan 

populasi (Soegianto, 1994). Berdasar rumus tersebut diketahui bahwa semakin rendah 

jumlah anggota populasi, maka diperlukan waktu lebih banyak untuk menggandakan 

populasi. 

Pada analisis statistik terhadap enzim PGA menunjukkan bahwa perlakuan 

0,00625 Unitlml (0,2 ml); 0,01251 Unitlml (0,4 ml) dan 0,01877 Unitlml (0,6 ml) tidak 

berbeda, sedangkan perlakuan 0,01251 Unitlml (0,4 ml) tidak berbeda dengan 

perlakuan 0,02502 Unitlml (0,8 ml). Hal ini diduga karena waktu inkubasi optimum PGA 

yang pendek, yang menunjukkan reaksi berjalan lebih cepat. Sedangkan pada media 

kultur masih dimungkinkan adanya peran enzim lain (karena enzim yang diberikan 
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masih berupa ekstrak kasar), yang merubah asam galakturonat menjadi bentuk lebih 

sederhana dan diserap Microcystis aeruginosa. Akibatnya, te~adi dinamika naik turun 

yang menyolok dan tidak berpola. Pola yang jelas terlihat adalah perlakuan 0,03128 

Unitlml (1,0 ml) berbeda dengan perlakuan yang lain (Grafik D1). Hal ini diduga, 

perlakuan 0,03128 Unitlml (1,0 ml) menghasilkan asam galakturonat lebih banyak, 

sehingga pengurangan asam galakturonat akibat digunakan oleh Microcystis aeruginosa 

tidak berpengaruh terhadap dinamika asam galakturonat yang ada pada medium kultur. 

Apalagi pada perlakuan C,0312B Unitlml (1,0 ml), penurunan Microcystis aeruginosa 

paling tinggi, yang berarti kepadatan Microcystis aeruginosa paling rendah, sehingga 

jumlah asam galakturonat yang digunakan oleh Microcystis aeruginosa lebih sedikit. Hal 

ini juga terlihat dari kekeruhan media kultur, pada perlakuan 0,03128 Unitlml (1,0 ml) 

tampak paling bening karena Microcystis aeruginosa lisis, menggumpal dan 

mengendap. 

Sel Microcystis aeruginosa yang mengalami lisis berwarna putih karena materi 

di dalamnya, termasuk pigmen keluar dan rusak. Pig men terdapat dalam tilakoid yang 

terletak sejajar dengan membran sitoplasma. Pigmen terdiri dari klorofil a, karotenoid, 

fikosianin dan fikoeritrin (Anonimus, 2005). Penelitian tentang bahan aktif yang 

menyebabkan kerusakan dinding sel juga dilakukan beberapa peneliti lain. Arzul et al. 

(1999) mendapatkan ekskresi substansi alelopati yang dihasilkan suatu plankton dapat 

menyebabkan plankton lain mengalami haemolisis. Graneli and Tumer (2006) 

menambahkan, sel yang mengalami lisis dapat diakibatkan oleh kerusakan membran 

sitoplasma. 

Perbedaan lain yang terjadi dalam kultur Microcystis aeruginosa adalah semakin 

tinggi konsentrasi enzim pektinase pH 7, semakin besar ukuran koloni Microcystis 

aeruginosa yang terbentuk. Hal ini diduga berhubungan dengan dampak pE!mutlJsan 

ikatan antar molekul penyusun dinding sel yang menimbulkan perubahan muatan ionik 
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dan menyebabkan gaya tarik menarik antar muatan, sehingga terbentuk koloni. 

Keadaan ini dapat dijelaskan berdasarkan gambar 5.7. 

Mechanism of enzymatic settling 

PartiCleS In suspenSion I loculatIOn. setthng 

.J 
, . Ii", 

-; .,'; ,i 1';"1 

Gambar 5.7. Simulasi Proses Kolonisasi dan Pengendapan Sel Microcystis aeruginosa 
Akibat Enzim Pektinase (Lourens and Pellerin, 2007) 

Seperti halnya struktur dinding sel tanaman, selain terdapat pektin, terdapat pula 

protein struktural yang menyusun dinding sel Microcystis aeruginosa. Ketika pektinase 

bekerja mendegradasi pektin sehi.,gga merusak ikatan antar molekul dan merusak 

dinding sel, protein struktural juga ikut rusak. Putusnya ikatan antar molekul asam amino 

menyebabkan adanya muatan positif dan negatif diantara sel Microcystis aeruginosa. 

Ketika te~adi ikatan elektrostatik antara ikatan positif dan negatif antar sel Microcystis 

aeruginosa, maka sel-sel Microcystis aeruginosa akan bersatu dan mengendap. 

Semakin banyak sel Microcystis aeruginosa yang terdegradasi, semaki banyak sel yang 

rnemiliki muatan positif dan negatif, semakin banyak pula sel yang menempel dalam 

satu koloni. 
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Proses pembentukan koloni juga merupakan salah satu mekanisme pertahanan 

diri ketika plankton mengalami tekanan lingkungan (Graneli and Turner, 2006). Sedikit 

kerusakan akibat pemutusan pada ikatan pektin yang menimbulkan perbedaan muatan, 

bila segera direspon dengan ikatan elektrostatik untuk menggumpal, dapat 

menghindarkan bagian yang telah terputus dari pemutusan lanjutan akibat aksi 

pektinase berikutnya. Bila daya perbaikan sel cepat, maka kerusakan dapat diperbaiki 

dan Microcystis aeruginosa da~at tetap hidup. Namun bila pektinase menyerang terus­

n'lenerus hingga daya perbaikan tidak mampu mengatasi pemutusan I kerusakan yang 

terus-menerus, maka sel akan mengalami lisis dan Microcystis aeruginosa akan mati. 

Adanya aktivitas enzim pektinase dapat dideteksi melalui produk degradasi yang 

terukur dengan Spektrofotometer' serta perubahan pH medium kultur2. Produk yang 

terukur melalui Spektrofotometer' adalah asam digalakturonat (A 550 nm) dan asam 

galakturonat (A 515 nm) sebagai hasil degradasi pektinase. Sedangkan perubahan pH 

medium kultur2 menunjukan peran produk sebagai hasil ke~a enzim yang berpengaruh 

terhadap pH medium. Produk pemutusan pektin adalah asam digalakturonat dan asam 

galakturonat yang merupakan asam lemah. Dengan adanya produk tersebut, maka pH 

berubah menjadi asam. Pada Tabel 5.6 dapat diketahui bahwa nilai pH medium Gorham 

yang digunakan pada penelitian ini adalah 7, baik pada awal (setelah medium dibuat) 

maupun setelah inkubasi 30 hari (bersamaan dengan inkubasi kultur Microcystis 

aeruginosa). Nilai pH medium dengan kultur murni Microcystis aeruginosa pada awal 

kultur adalah 7 dan meningkat menjadi 8 setelah pemeliharaan Microcystis aeruginosa 

selama 30 hari. Hal ini menunjukkan adanya kegiatan penggunaan cadangan CO2 yang 

dilakukan Microcystis aeruginosa sehingga menghasilkan C03= yang bersifat basa. 

Banyaknya ion C03= di perairan dapat mengubah pH medium menjadi basa 

(pembahasan tentang hal ini dapat dilihat pada poin 5.5.2 tentang pembenan enzm pH 

9). Kondisi ini jUg2 terjadi pada kultur Microcystis aeruginosa dengan pertakuan enzim 
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pH 9 yang menunjukkan perubahan pH dari 7,5 (pada awal kultur, setelah pemberian 

enzim) menjadi 8,5 pada akhir kultur. Hal ini menunjukkan bahwa pada pH basa enzim 

tidak bekerja optimum, sementara Microcystis aeruginosa menyukai pH tinggi. Dengan 

demikian Microcystis aeruginosa dapat tumbuh dengan baik. Sementara pada kultur 

Microcystis aeruginosa yang diberi enzim pH 7, tidak menunjukkan perubahan pH, 

namun pada pengamatan selanjutnya cenderung menjadi asam (6,5) sebagai akibat 

adanya molekul asam digalakturonat dan asam galakturonat pada medium. 

Keadaan yang terjadi pada alinea diatas sesuai dengan pembahasan tentang 

produk degradasi enzim pektinase yang menyebutkan bahwa pektin metilesterase 

bekerja dengan melepaskan gugus metanol dari rantai pektin, meninggalkan gugus 

karboksil yang asam. Selanjutnya, enzim pektat liase t,dkerja dengan memutus ikatan 

a-1,4-D-ga/acturonan menghasilkan monomer asam galakturonat (yang bersitat asam). 

Sehingga cara untuk melihat adanya kerja enzim pektinase antara lain adalah pH 

menjadi lebih asam sebagai tanda terjadinya reaksi, karena dihasilkan produk bersitat 

korelasi Pearson menunjukkan adanya korelasi positif antara laju penurunan kepadatan 

Microcystis aeruginosa dengan aktivitas enzim PEL, PL maupun PGA. Hal ini 

menunjukan bahwa dengan semakin meningkatnya laju penurunan kepadatan plankton 

sebagai akibat penambahan enzim pektinase dari bakteri Burkhoideria pseudomallei 

P26, maka semakin meningkat pula produk hasil degradasi oleh aktivitas enzim tersebut 

5.5.4 Pengamatan Microcystis aeruglnosa dengan Mikroskop Elektron (SEM) 

Pengamatan menggunakan mikroskop elektron ditujukan untuk mengetahui 

kerusakan yang terjadi pada dinding sel Microcystis aeruginosa akibat perlakuan 

pemberian bakteri Burkholderia pseudomallei P26 dan enzim pektinase. Hasil 
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pengamatan dengan mikroskop elektron terhadap Microcystis aeruginosa setelah 

perlakuan dengan bakteri maupun enzim pektinase disajikan pada Gambar 5.7. 

Pada gambar A, terlihat koloni Microcystis aeruginosa dengan bentuk sel normal 

dan kompak. Kerusakan dinding sel terjadi pada beberapa sel yang mengalami lisis 

alami. Pad a gambar 8 (Microcystis dengan perlakuan bakteri Burkholderia pseudomallei 

P26) terlihat jumlah sel Microcystis aeruginosa yang mengalami kerusakan dinding sel 

leb;h banyak dan hampir merata pada koloni. Gambar 82, tingkat kerusakan yang lebih 

berat, pengelupasan lebih banyak. Tampak pula bakteri mencmpel pada dinding sel 

Microcystis aeruginosa yang menunjukkan pola penyerangan b"lkteri. 
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Gambar 5.7 Hasil Pengamatan Microcystis aeruginosa Menggunakan Mikroskop 
Elektron (SEM). A 1 dan A2 : Tanpa per1akuan. Sel normal dan kompak. 
81 dan 82 : setelah per1akuan dengan bakteri Burkholderia 
pseudomallei P26. Te~adi pengelupasan pada dinding sel, kolonisasi 
lebih besar. Panah menujukkan bakteri Bacillus pseudoma/ei. C1 dan 
C2 : setelah per1akuan enzim pektinase pH 7. Kerusakan lebih parah, 
sel Microcystis aeruginosa terbelah, kolonisasi lebih besar dan din ding 
sel mengelupas. D1 dan D2 : setelah per1akuan enzim pektinase pH 9. 
Sel normal dan kompak. Skala bar menunjukkan 1 IJm. 

Gambar C (Microcystis dengan per1akuan enzim pH 7) kondisi sel Microcystis 

aeruginosa menyerupai gambar 8, kerusakan te~adi pada sebagian besar sel anggota 

koloni. Gambar C2, tingkat kerusakan yang lebih berat menyebabkan sel Microcystis 

aeruginosa pecah. Gambar D (Microcystis dengan per1akuan enzim pH 9) 

memper1ihatkan keadaan sel mirip dengan gambar A (tanpa per1akuan), bentuk sel lebih 

kompak, tingkat kerusakan dinding sellebih ringan. 

Selain menyebabkan kerusakan pada dinding sel, pemberian bakteri dan enzim 

pH 7 menyebabkan pembentukan koloni lebih besar. Tampak pada gam bar A1 dan D1, 
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individu Microcystis aeruginosa lebih soliter, sedangkan pada gambar B1 dan C1 lebih 

menggerombol. 

Pengamatan Microcystis aeruginosa menggunakan mikroskop elektron (Gambar 

5.7) menunjukan hasil yang positif bahwa pemberian bakteri pektinolitik maupun enzim 

pektinase dapat menyebabkan kerusakan pada dinding sel. Enzim pektinase memutus 

ikatan-ikatan pada m3teri dinding sel sehingga struktur dinding sel mengalami 

kerusakan sehingga robek dan tampak mengelupas. Selain terjadi kerusakan dinding 

sel, juga terjadi kolonisasi yang lebih besar pada Microcystis aeruginosa yang mendapat 

perlakuan bakteri serta enzim pH 7. Pembahasan tentang hal ini dapat dilihat pada poin 

5.5.3. 

Pada Gambar 5.7B terlihat bakteri men em pel pada dinding Microcystis 

aeruginosa. Hal ini menunjukkan bahwa model penyerangan bakteri adalah melalui 

penempelan pada dinding Microcystis aeruginosa, selanjutnya menghasilkan enzim 

pektinase yang bekerja pada dinding sel Microcystis aeruginosa. Berdasar 

perbandingan hasil pemberian enzim pektinase pH 7 dan pH 9, maka diduga enzim 

yang dominan bekerja adalah Pektin Liase (PL), yang memutus ikatan alfa-1,4-0-

galakturonan metil ester dari pektin sebagai komponen mayoritas dinding sel Microcystis 

aeruginosa . Hal ini terbukti dari adanya aktivitas enzim yang terukur, yang menunjukkan 

adanya molekul asam digalakturonat pada medium sebagai hasil degradasi pektin. 

Beberapa peneliti mendapatkan bahwa bakteri mampu bekerja di lingkungan perairan 

sesuai mekanisme masing-masing. Burnham, et a/. (1994) mendapatkan bahwa bakteri 

Myxococcus xanthus dClpat menekan pertumbuhan Cyanobacteria Phorrnidium luridum 

melalui kontak langsung. Manage, et a/. (2000) mendapatkan bahwa filtrat kultur bakteri 

yang diinoklasikan pada Microcystis aeruginosa tidak dapat menekan pertumbuhan 

Mfcrocystis aeruginosa. Hal ini menunjukkan bahwa kemungkinan zat penghambat 

pertumbuhan Microcystis aeruginosa paling efektif bekerja pada permukaan mdrnbran 
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Alcaligenes denitrificans, sehingga bakten dapat membunuh Microcystis aeruginosa 

melalui kontak langsung. Chen, et a/. (2004), mendapatkan bahwa metabolit 

ekstraseluler bakten dilepaskan ke perairan dan akan terkumpul pada permukaan 

dinding sel Microcystis aeruginosa hingga bila sudah mencapai konsentrasi tertentu, 

baru dapat beke~a menyerang Microcystis aeruginosa. 

5.5.5 Prospek Burlcholderia pseudomallei P26 sebagai Bahan Pengendali 
Pertumbuhan MlcfOCystls aeruglnosa 

Berdasar hasil penelitian di atas, diketahui bahwa bakten Burkholderia 

pseudomallei P26 memiliki prospek untuk dikembangkan sebagai bahan pengendali 

pertumbuhan Microcystis aeruginosa dalam kegiatan akuakultur dengan pertimbangan 

bahwa bakten terse but tidak bersifat patogen (pada penelitian ini terhadap nener 

band eng) serta memiliki spesifisitas antagonis terhadap Microcystis aeruginosa yaitu 

menghasilkan enzim pektinase yang mendegradasi pektin, komponen utama dinding sel 

Microcystis aeruginosa. Pemanfaatan bakten Burkholderia pseudomallei P26 masih 

memertukan serangkaian penelitian terutama spesifitasnya apabila diperlakukan pada 

perairan dengan berbagai jenis plankton, kemampuan beradaptasi hidup di lapang serta 

upaya untuk mempertahankan kepadatan yang cukup di lapang. 

Bakten golongan Burkholderia saat ini dipertimbangkan sebagai agen biokontrol 

yang potensial karena ketahani:lnnya terhadap antibiotik dan dapat menekan patogen 

pada manusia dan hewan temak. Selama ini, bakten yang banyak dil"1anfaatkan untuk 

probiotik di bidang perikanan antara lain adalah genus Bacillus dan Pseudomonas, 

namun lebih ditujukan untuk pros,"s denitrifikasi. Beberapa produk probiotik komersial 

yang beredar di dunia penkanan merupakan konsorsium bakten dengan salah satu 

anggota adalah genus Bacillus. 
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Selain pemanfaatan dalam keadaan hidup yaitu sebagai kandidat probiotik, 

Burkholderia pseudomallei P26 juga memiliki prospek untuk dikembangkan sebagai 

sumber enzim pektinase guna berbagai tujuan. Tentunya hal ini masih memerlukan 

berbagai penelitian, antara lain pemumian enzim. Data karakterisasi enzim pada 

penelitian tahap kedua, dapat dimanfaatkan sebagai dasar apabila akan 

mengembangkan penelitian selanjutnya tentang ekstraksi dan pemumian enzim. Enzim 

pektinase dapat dimanfaatkan dalam industri makanan yaitu proses pembuatan jus 

buah. PC:1ggunaan enzim pektinase dapat meningkatkan kecepatan fiHrasi hingga 50% 

(Wakabayashi et ai, 2003). Pada industri kopi, enzim pektinase mempermudah 

pembuangan lapisan mucilaginous dari biji kopi (Kiran, 2007). Enzim pektinase diberikan 

sebagai perlakuan awal pada pengelolaan limbah industri makanan, sebelum dilakukan 

dekomposisi dengan lumpur aktif (Serrat et ai, 2002). Pada industri tekstil bermanfaat 

pada proses bleaching menggantikan soda kaustik sehingga lebih aman untuk 

lingkungan (Fachin et ai, 2004). 
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6.1 Kesimpulan 

BABVI 

KESIMPULAN DAN SARAN 

Berdasar analisis hasil penelitian dapat ditarik kesimpulan sebagai berikut : 

1. Karakter enzim pektinase dari bakteri Burlcholderia pseudomallei P26 adalah 

sebagaiberikut: 

- pektat liase bek6~a optimum pada pH 10, suhu optimum 35°C, waktu inkubasi 90 

men it dan mengendap optimum pada konsentrasi ammonium sulfat 60 persen. 

- pektin liase bekerja optimum pada pH 7, suhu optimum 40°C, waktu inkub&si 60 

men it dan mengendap optimum pada konsentrasi ammonium sulfat 65 persen. 

- poligalakturonase beke~a optimum pada pH 9, suhu optimum 45°C, waktu 

inkubasi 45 men it dan mengendap optimum pada konsentrasi ammonium sulfat 

70 persen. 

2. Ekstrak enzim pektinase dari bakteri pektinolitik Burlcholderia pseudomallei P26 

mampu meningkatkan laju penurunan kepadatan Microcystis aeruginosa. 

Konsentrasi optimum yang dapat menghasilkan laju penurunan kepadatan 

Microcystis aeruginosa adalah 0,01877 Unitlml. 

3. Pola penyerangan bakteri pektinolitik Burlcholderia pseudomallei P26 terhadap 

Microcystis aeruginosa adalah dengan cara menempel pada dinding sel Microcystis 

aeruginosa kemudian menghasilkan enzim pektinase yang beke~a mendegradasi 

dinding sel Microcystis aeruginosa. Enzim yang berperan optimal dalam hal ini 

ad::llah pektin liase, memutus pada ikatan 1,4-alfa-D-galakturonan metil ester dari 

pektin sebagai komponen mayoritas dinding sel sehingga sel Microcystis 

aeruginosa mengalami lisis. 
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6.2 Saran 

1. Bakteri Burkholderia pseudomal/ei P26 dapat dikembangkan sebagai kandidat 

probiotik guna mengatasi blooming Microcystis aeruginosa yang memiliki spesifitas 

terhadap Microcystis aeruginosa. 

2. Sesuai kondisi terbaru di lapang bahwa blooming Microcystis aeruginosa mulai 

menyerang tambak air asin. maka perlu dilakukan penelitian kemampuan hidup 

bakteri Burkholderia pseudomal/ei P26 pada salinitas tinggi. 
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Lampiran 1. Data Laju Penurunan Kepadatan Microcystis, Aktivitas Enzim 
PEL, PL dan PGA pad a Perlakuan Enzim pH 7 

Perlakuan Ulangan Laju Aktivitas Aktivitas Aktivitas 
(Oosis penurunan enzim PEL enzim PL enzim PGA 
enzim) plankton (UniUml) (UniUml) (UniUml) 

(sellhari) 
Kontrol 1 -4,41 1.320 1,302 1,747 

2 -4,92 1.320 1.301 1,746 
3 -5,15 1.320 1,302 1,747 
4 -4,88 1.320 1.301 1,746 
5 -4,73 1.322 1,303 1,747 

0,2 ml 1 4,49 1,372 ! 1,346 1,760 
2 3,99 1,377 1,350 1,757 
3 4.33 1,377 1,350 1.758 
4 4,83 1.375 1,348 1.755 
5 4.87 1,377 I 1,350 1.753 

0.4ml 1 5,57 1,372 I 1,346 1,758 
2 5,61 1,376 I 1,349 1,767 
3 5,68 1,380 I 1,352 1,761 
4 5,26 1,378 I 1,351 1.762 
5 5,92 1,378 I 1,351 1,756 

0,6 ml 1 6,45 1,385 
, 

1,357 1,763 
2 6,63 1,389 

, 1,360 1,760 , 
3 5,98 1,387 1,359 1,755 
4 6,01 1,378 1,351 1,757 
5 6,27 1,386 1,358 1,760 

0,8 ml 1 5,97 1,386 1,357 1,769 
2 6,06 1,389 1,360 1,771 
3 6,43 1,386 1,358 1,761 
4 6,69 1,384 1,356 1,762 
5 6,16 1,389 1,361 1,765 

1,0 ml 1 6,70 1,390 1,361 1,775 
2 6,83 1,391 1,362 1,773 
3 6,40 1,390 1,361 1,769 
4 5,92 1,386 1,358 1,775 
5 5,73 1,384 1,356 1,773 
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Lampiran 2. Analisis Univariat Pengaruh Konsentrasi Enzim Pektinase pH 1 
terhadap Laju Penurunan Kepadatan MicfOCystis aeruginosa 

Univariate Analysis of Variance 

Between-Subjects Factors 

Value Label N 
Dosis 1 Kontrol 5 
Enzim 2 dosis 0,2 
(Unit/mil ml 

5 

3 dosis 0,4 
5 

ml 

4 dosis 0,6 
5 

ml 

5 dosis 0,8 
5 

ml 

6 dosis 1,0 
5 

ml 

Descriptive Ststistics 

Dependent Variable: Lau Penurunan_(sel/hari) 

Dosis Enzim (Unit/mil Mean Std. Deviation 
Kontrol -4.8180 .27326 
dosis 0,2 ml 4.5020 .36568 
dosis 0,4 ml 5.6080 .23721 
dosis 0,6 ml 6.2680 .28004 
dosis 0,8 ml 6.2620 .29491 
dosis 1,0 ml 6.3160 .47930 
Total 4.0230 4.08411 

Levene's Test of Equality of Error Variance' 

Dependent Variable: Laju Penurunan seVharil 

IF Idflldf2 Sia. I 
I 1.275 I 5 I 24 .307 I 

Te.1s the null hypothesis that the error variance of 
the dependent variable is equal across groups. 

a. Design: Intercept+Dosis 

N 

Tests of Between-Subjects Effects 

Dependent Variable: Laiu Penurunan (sel/hari) 

Type III Sum 
Source of SQuares df Mean SQuare 
Corrected Model 481.080' 5 96.216 
Intercept 485.536 1 485.536 
Dosis 481.080 5 96.216 
Error 2.639 24 .110 
Total 969.255 30 
Corrected Total 483.719 29 

a. R Sqcared = .995 (Adjusted R Squared = .993) 

5 
5 
5 
5 
5 
5 

30 

F Sig. 
874.982 .000 

4415.434 .000 
874.982 .000 
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Estimated Marginal Means 

1. Grand Mean 

Denendent Vartable: La'u Penurunan (seUhart) 

95% Confidence Inlerval 
Mean Sid. Error Lower Bound I UDoer Bound 

4.023 .061 3.898 I 4.148 

2. Dosis Enzlm (Unit/mil 

Denendent Vartable: La'u Penurunan 'seUhartl 

95% Confidence Interval 
Dosis Enzim (Unillmll Mean Std. Error Lower Bound UDoerBound 
Kontrol -4.818 .148 -5.124 -4.512 
dosis 0,2 ml 4.502 .148 4.196 4.808 
dosis 0,4 ml 5.608 .148 5.302 5.914 
dosis 0,6 ml 6.268 .148 5.962 6.574 
dosis 0,8 ml 6.262 .148 5.956 6.568 
dosis 1,0 ml 6.316 .148 6.010 6.622 

Post Hoc Tests 
Dosls Enzlm (Unit/mil 

Muttiple Comparillons 

~ndent V.riable: LeJU Ptrlurunan (sellhlln) 

Mea, 

"""..",. 
Oo$is 0,4 ml ·10.<42EKr .20973 000 ·11.07~ -9.7775 
dosisO,6 ml -11.0860· .20973 .000 -11.730&5 ·10.4375 
dosis 0,8 ml -11.0800' 20973 .000 ·1'.nes ·10.4315 

dosis " ml 
9.3200' .20973 

dosisO,"" ml -',1080- .20973 .000 
dosisO,8 ml -1.7860" .20973 .000 
dos/s 0,8 ml -1.7800* .20973 000 
dosil1,O ml 

.000 9.7775 11.07045 
dosIsO,2 ml .000 .4575 1.7545 
dosIsO,6 ml . .,.. ,'.3085 ·D115 
dosIs 0,8 ml .00<7 ·1.3025 ·.DOOO .,... 

'" 
::to.IIO,2 ml .000 1.1175 2.4145 
dosIs 0,4 mI . .,.. .0115 ,.30&5 
00sII 0,8 ml '.000 -.8425 ..... ..... , "' 
dosis02ml 1.7600" 20973 000 1.1115 2."'" 
dosi$O,4 ml .6S4O' 20973 00<7 • DOOO '.302 • 
dosisO.6ml ·.0060 . 20973 '000 ...... .6425 

·.0540 ...... - dosisO.2 mI 1.8140" 2."" 
dO'Sis 0.4 mI .7080' .20973 ,,... 
dosis 0,6 ml .04Il!l .20973 .""", .!!9tlO 
dosis ml 

means. 
", Tn. mean difference Is signifi(,~lnt Itt the .05 level. 
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Homogeneous Subsets 

LaJu Penurunan (.elthari) 

Tukev HS 

Subset 
Oosis Enzim (Unit/mil N 1 2 
Kontrol 5 -4.8180 
dosis 0,2 ml 5 4.5020 
dosis 0,4 ml 5 
dosis 0,8 ml 5 
dosis 0,6 ml 5 
dosis 1,0 ml 5 
Sig. 1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
Based on Type III Sum of Squares 
The errorterm is Mean Square(Error) = .110. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 5.000. 

b. Alpha = .05. 

3 4 

5.6080 
6.2620 
6.2680 
6.3160 

1.000 1.000 

• 
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Lampiran 3. Analisis Univariat Pengaruh Konsentrasi Enzim Pektinase pH 7 
terhadap Aktivitas Enzlm PEL 

Univariate Analysis of Variance 

I 
I 

Between..subjecta Factors 

Value Label N 
Dosis 1 Kontrol 5 
Enzim 2 dosis 0.2 
(Unit/mil ml 

5 

3 dosis 0,4 
5 

ml 
4 dosis 0,6 

5 
ml 

5 dosis 0,6 
5 

ml 

6 dosis 1,0 
5 

ml 

Descriptive Statistics 

dosis 0,2 ml 1.37560 .002191 
dosis 0,4 ml 1.37660 .003033 

dosis 0,6 ml 1.36500 .004163 

dosis 0,6 ml 1.38660 .002166 

dosis 1,0 ml 1.36620 .003033 
Total 1.37213 .024161 

Levene's Test of Equality of Error Variance' 

Dependent Variable: PEL (Unit/mil 

F dfl df2 Sig. 
1.285 5 24 .303 

Tests the null hypotheSIS that the error vananee of 
the dependent variable is equal across groups. 

a. Design: Intercept+Dosis 

Tests of Between..subjects Effects 

Dependent Variable: PEL (Unillml 

Type III Sum 
Source 0; SQuares df Mean SQuare 
Corrected Model .017" 5 .003 
Intercept 56.462 1 56.482 

Oasis .017 5 .003 
Error .000 24 7.70E-006 
Total 56.499 30 
Corrected Total .017 29 

a. R Squared = .989 (Adjusted R Sq"ared = .987) 

5 
5 

5 

5 

5 

30 

• 

F SIg. 
434.926 .000 

7335389 .000 

434.926 .000 
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Estimated Marginal Means 

1. Grand Mean 

Dependent Variable: PEL (Unit/ml) 

95% Confidence Interval 

Mean Std. Error Lower Bound Upper Bound 
1.372 .001 1.371 1.373 

2. Oosis Enzim (Unit/ml) 

Dependent Variable: PEL (Unit/ml) 
95% Confidence Interval 

Dosis Enzim (Unit/mil Mean Sid. Error Lower Bound 
Kontrol 1.320 .OCI 1.318 
dosis 0,2 ml 1.376 .001 1.373 
dosis O,~ ml 1.377 .001 1.374 
dosis 0,6 ml 1.385 .001 1.382 
dosis 0,8 ml 1.387 .001 1.384 
dosis 1,0 ml 1.388 .001 1.386 

Post Hoc Tests 
Dosls Enzim (Unit/mil 

Multip$e Comparilon. 

o.pendent Variable: PEL (Unltlml) 

means . 

• I 
cIosis 0,4 mt 

dosisQ,4 mt 
dosis 0,6 mt 
dosis 0,8 ml 
dosisl, I 

dosJs 0,2 ml 

dosis 0,2 ml 
dosisO,<4 mt 
dosIs 0,8 ml 

• I 

dosis 0.2 ml 

dosisO." ml 
cIosts 0,6 ml 

dosis 

dosis 0,2 ml 

do:.Is 0,4 ml 

dosis 0,6 ml 

• , The mean difference is significant altha .05 level 

Mea" 

.001 

.905 

.000 

0001 
.905 

.000 

.000 

.000 
,00320 .001755 470 
,00140 .001755 

Upper Bound 

-.06163 
-.07003 

-.01483 
-.01663 

-.00423 
-ofle:, 

.00457 
-.00363 

.06237 

.Oe)717 
00597 

-.00223 

1.323 
1.378 
1.379 
1.388 
1.389 
1.391 

-,05097 

-.00577 
-.00717 

.00663 
-.00277 

.01363 

.00363 

.01663 

.01543 

.00723 

.07323 

.01803 

"'683 
.00663 
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Homogeneous Subsets 

PEL (Unit/mil 

u ey 

Subset 

Dosis Enzim (Unit/mil N 1 2 
Kontroi 5 1.32040 

dosis 0,2 mi 5 1.37560 

dosis 0,4 mi 5 1.37680 

dosis 0,6 mi 5 
dosis 0,8 ml 5 
dosis 1,0 ml 5 
Sig. 1.000 .982 

Means for groups In homogeneous subsets are dIsplayed. 
Based on Type III Sum of Squares 
The error term is Mean Square(Errorl = 7.70E-006. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 5.000. 

b. Alpha = .05. 

Correlations 

Correlations 

Laju 

3 

1.38500 

1.38680 

1.38820 

.470 

Penurunan 
PEL IUn;lImll 

Laju ,09' '."! ' •• , ou ~u,' 9, •• iu" 1 .989~ 

Sig. (2-tailed) .000 
N 30 30 

PEL\. "J ' 9.'0' '9, •• i. .989~ 1 
Sig. (2-tailed) .000 
N 30 30 

•• . CorrelatIon IS sIgnificant at the 0.01 level (2-talledl. 
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Lampiran 4. Analisis Univariat Pengaruh Konsentrasi Enzim Pektinase pH 7 
terhadap Aktivitas Enzim PL 

Univariate Analysis of Variance 

Between-Subjects Factors 

Value Label 
Oasis 1 Kontrol 
Enzim 2 dosis 0,2 
(UniVml) ml 

3 dosis 0,4 
ml 

4 dosis 0,6 
ml 

5 dosis 0,8 
ml 

6 dosis 1,0 
ml 

N 
5 

5 

5 

5 

5 

5 

Descriptive Statistics 

D~.ndent Variable: PL UniVml) 

Dosis Enzim (Unit/mil Mean Std. Deviation 
Kontrol 1.30180 .000837 
dosis 0,2 ml 1.34880 .001789 
dosis 0,4 ml 1.34980 .002387 
dosis 0.6 ml 1.35700 .003536 
dosis 0,8 ml 1.35840 .002074 
dosis 1.0 ml 1.35960 .002510 
Total 1.34590 .020602 

Levene's Test of Equality of Error Varianceil 

Dependent Variable: PL Unit/ml) 

F dfl df2 I Sig. I 
1.198 5 24 I .340 I 

Tests the null hypothesIs that the error vanance of 
the dependent variable is equal across groups. 

a. Design: Intercept+Dosis 

N 

Tests (,f Between-Subjects Effects 

Dependent Variable: PL (Unit/mil 

Type III Sum 
Source of Squares df Mean Square 
Corrected Model .012' 5 .002 
Intercept 54.343 1 54.343 
Dosis .012 5 .002 
Error .000 24 5.45E-006 
Total 54.356 30 
Corrected Total .012 29 

a. R Squared = .989 (Adjusted R Squared = .987) 

5 

5 

5 

5 

5 

5 

30 

F Sig. 
446.895 .000 

9971267 .000 

446.895 .000 I 
I I 
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Estimated Marginal Means 

1, Grand Mean 

Dependent Variable: PL Unit/mil 

95% Confidence Interval 

Mean Std. Error Lower Bound Upper Bound 
1.346 ,DOD 1.345 1.347 

2, Dosls Enzlm (Unit/ml) 

Dependent Variable: PL (Unit/mil 

95% Confidence Interval 

Dosis Enzim (Unit/mil Mean Std. Error Lower Bound 
Kontrol 1.302 .001 1.300 

dosis 0,2 ml 1.349 .001 1.347 

dosis 0,4 ml 1.350 .001 1.348 

dosis 0,6 ml 1.357 .001 1.355 

dosis 0,8 ml 1.358 .001 1.356 
dosis 1,0 ml 1.360 .001 1.357 

Post Hoc Tests 
Oosls Enzim (Unitlml) 

Muftiple ComPlirtsons 

c.p.ndent Variable: pt". (UnlUmQ 

'ml 

dosis 0,. ml 
dosIsO,6ml 

dosisO,8 mI ..... 
dosIsO." ml 
dosisO,e ml 
dosisO,B ml 

I 

dosIsO.2 mI 
dosIsa,8m1 
dosIsO,aml 

dosIsO,2 ml 
dosIsO •• ml 

dosisO.8 mI 

doslsO,2 ml 
dosis 0,4 ml 
dosIl 0,6 ml 

I 

dosIs 0.2 ml 
dosIs 0,4 mI 
dosls 0,6 In1 

, I 

• The mean difk.; ance is significant at the .OS level. 

.01080· .0010476 

.00980' J)()1476 

.00260 .001476 

.00120 .001476 

.000 

.000 

.983 

.001 

.930 

.508 

.000 

.000 

.000 

.930 

.000 
000 
000 
508 
962 

Upper Bound 
1.304 

1.351 

1.352 

1.359 

1.361 

1.362 

·.04343 

·.00063 
·.05203 
·.05323 

.05157 

.00357 

-.012n ·.00363 
-.01417 ·.00503 

-.00357 

-.01177 
-.01317 

.00363 .012n 

.00263 .01177 

-.00597 .00317 

.00197 

.05203 .08117 

.00503 .01.17 

.00403 .01317 

-.00317 .00597 

.05323 .06237 

.00623 .01537 

.00523 .01437 

-.00197 .O()717 

• 
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Homogeneous Subsets 

PL (Unit/mil 

u O}'I 

Subset 

Dosis Enzim (Unit/ml) N 1 2 
Kontrol 5 1.30180 

dosis 0,2 ml 5 1.34880 

dosis 0,4 ml 5 1.34980 

dosis 0,6 ml 5 

dosis 0,8 ml 5 

dosis 1,0 ml 5 

Sig. 1.000 .983 

Means for groups in homogeneous subsets are 1lsplayed. 
Based on Type III Sum of Squares 
The error tenn is Mean Square(Error) = 5.45E-006. 

a. Uses Hannonic Mean Sample Size = 5.000. 

b. Alpha = .05. 

Correlations 

Conrelations 

Laju 
Penurunan 
(sel/hari) 

Laju Penununan (sel/han) Pearson Correlalion 1 

Sig. (2-tailed) 

N 30 
PL (Unit/ml) Pearson Correlalion .989" 

Sig. (2-tailed) .000 

N 30 

"". Correlation is Significant at the 0.01 level (2-tailed). 

3 

1.35700 

1.35840 

1.35960 

.508 

PL (Unit/mil 
.989" 

.000 

30 

1 

30 
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Lampiran 5. Analisis Unlvariat Pengaruh Konsentrasi Enzim Pektinase pH 7 
terhadap Aktlvltas Enzim PGA 

Univariate Analysis of Variance 

Between-Subjects Factors 

Value Label 
Dosis 1 Kontrol 
Enzim 2 dosis 0.2 
(UniVml) ml 

3 dosis 0.4 
ml 

4 dosisO.6 
ml 

5 dosis 0,8 
ml 

6 dosis 1,0 
ml 

N 
5 

5 

5 

5 

5 

5 

Descriptive Statistics 

Dependent Variable: PGA (UniVmll 

Dosis Enzim (UniVml) Mean Std. Deviation 
Kontrol 1.74660 .000548 
dosis 0,2 ml 1.75660 .002702 
dosis 0,4 ml 1.76080 .004207 
dosis 0,6 ml 1.75900 .003082 
dosis 0,8 ml 1.76560 .004336 
dosis 1,0 ml 1.77300 .002449 
Total 1.76027 .008714 

Levene's Test of Equality of Error Variancel 

Dependent Variable: PGA (UniVml) 

F dl1 dI2 Sig. 
2.121 5 24 .098 

Tests the null hypothesIS that the error vanance of 
the dependent variable is equal across groups. 

a. Design: Intercept+Dosis 

N 

Tests of Between-Subjects Effects 

Dependent Variable: PGA (UniVml 

Type III Sum 
Source of Squares dI Mean Square 
Corrected Model .0028 5 .000 
Intercept 92.956 1 92.956 
Oosis .002 5 .000 
Error .000 24 9.93E:-006 
Total 92.958 30 
Correcled Tolal .002 29 

a. R Squared = .892 (Adjusted R Squared = .869) 

5 
5 

5 

5 
5 
5 

30 

F Sig. 
39.533 .000 

9358003 .000 
39.533 .000 



Estimated Marginal Means 

1. Grand Mean 

Dependent Vanable: PGA (Unitlmll 

95% Confidence Interval 

Mean Std. Error Lower Bound I Upper Bound 
1.760 .001 1.759 I 1.761 

2. Dosis Enzim (Unit/mil 

Dependent Variable: PGA(Unitlmi) 

95% Confidence Interval 

Dosis Enzim (Unitlmll Mean Std. Error Lower Bound Upper Bound 
Kontrol 1.747 .001 1.744 1.750 
dosis O,~ ml 1.757 .001 1.754 1.760 
dosis 0,4 ml 1.761 .001 1.758 1.764 
dosis C,6 ml 1.759 .001 1.756 1.762 
dosis 0,8 mi 1.766 .001 1.763 1.769 
dosis 1,0 ml 1.773 .001 1.770 1.776 

Post Hoc Tests 
Dosis Enzim (Unit/mil 

Multi,*, ... ompariaons 

Dependent Vsrillble: PGA (UnlUml) 

.... , 
0".,,,,,,,,, 

dosla 0,<4 ml .000 -.02036 ·.00804 
doslI 0,6 ml .000 -.01856 -.00624 
dosIs 0,8 mI -.01284 
dosIa 1,0 ml 

dosIs 0,4 ml .00'" 
dosIs 0,6 ml .83' .00376 
dosls 0,8 ml .002 -.01516 -.00284 

m' 
.000 .00804 .02036 

dosis 0,2 ml .317 -.00196 .01036 
doaIs 0,6 ml .942 ·.00436 .00796 
dosIsO,8ml -.01096 - ml 

dosIs 0,2 ml 

dosIsO,4 ml .00436 
dosIsO,8 ml •. 0004< 
dooI, ml 

.02516 
dosis 0,2 ml .01516 
dosisO,4 ml ,., .01096 
dosIsO,6 ml 03' .01276 

dosis 0,2 ml .000 .02256 
dosis 0,4 ml .001993 .000 .01836 

dosis 0,6 ml ./Xl1993 .000 .00764 .02016 

dosis 0,8 ml .001993 .012 .00124 

BIIMd on observed m_ns. 

'. ;~ mean difference Is significant 11: tne .OS level. 
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Homogeneous Subsets 

PGA (Unit/mil 

T k HScf' b u ey 

Subset 

Oosis EnzimlUnitlmJL N 1 2 
Kontrol 5 1.74660 
dosis 0,2 ml 5 1.75660 
dosis 0,6 ml 5 1.75900 
dosis 0,4 ml 5 1.76080 
dosis 0,8 ml 5 
dosis 1,0 ml 5 
Sig. 1.000 .317 

Means for groups In homogeneous subsets are dIsplayed. 
Based on Type III Sum of Squares 
The error term is Mean Square(Error) = 9.93E-006. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 5.000. 

b. Alpha = .05. 

Correlations 

Conrelations 

Laju 
Penurunan 
(sel/han) 

Laju Penurunan (set/han) Pearson Correlation 1 
Sig. (2-tailed) 

N 30 

3 4 

1.76080 
1.76560 

1.77300 
.193 1.000 

PGA (Unitlmll 
.761~ 

.000 
30 

PGA (Unitlml) Pearson Correlation .761" 1 
Sig. (2-tailed) .000 
N 30 30 

"" . CorrelatIon IS sIgnificant at the 0.01 level (2-talled). 
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