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ABSTRAK

Atherothrombosis adalah penyakit yang terjadi akibat tersumbatnya bekuan darah (trombus) pada
pembuluh darah (arteri). Salah satu pengobatan untuk aterotrombosis dapat berupa fibrinolitik. Agen
fibrinolitik dapat berasal dari hewan, tumbuhan atau mikroba. Tujuannya untuk mengetahui ekstrak
metabolit sekunder bakteri limbah cair RPA yang mempunyai aktivitas fibrinolitik. Tiga isolat bakteri
berhasil diisolasi dari limbah cair RPA. Hasil identifikasi bakteri menunjukkan bahwa bakteri limbah
cair RPA merupakan bakteri gram positif pada koloni A dan B, bakteri gram negatif pada koloni C.
Hasil uji SIM, sitrat, katalase, dan koagulase menunjukkan 2 dari 3 koloni menunjukkan hasil positif. .
Ekstrak tersebut disaring fitokimianya dan hasilnya menunjukkan 3 koloni positif mengandung
flavonoid. Konsentrasi yang paling efektif dalam melisiskan bekuan darah adalah konsentrasi 80%
dengan persentase 55,04% pada koloni A.

Kata kunci : clot lysis, fibrinolitik limbah cair RPA

ABSTRACT

Atherothrombosis is a disease that occurs due to blockage of a blood clot (thrombus) in a blood vessel
(artery). One of the treatments for atherothrombosis can be fibrinolytics. Fibrinolytic agents can come
from animals, plants or microbes. The aims to determine the secondary metabolite extracts of RPA
liquid waste bacteria which have fibrinolytic activity. Three bacterial isolates were successfully isolated
from RPA liquid waste. The results of bacterial identification showed that the RPA liquid waste bacteria
were gram positive bacteria in colonies A and B, gram negative bacteria in colony C. The SIM, citrate,
catalase, and coagulase test results showed that 2 of the 3 colonies showed positive results. The extract
was screened for phytochemicals and the results showed that 3 colonies were positive for flavonoids.
The most effective concentration in lysing blood clots was a concentration of 80% with a percentage of
55.04% in colony A.

Keywords : clot lysis, fibrinolytic RPA liquid waste
PENDAHULUAN

Penyakit jantung koroner adalah salah satu penyakit yang disebabkan oleh aterotrombosis
ini. Berdasarkan World Health Organization (WHO), menyebutkan bahwa lebih dari 17 juta
orang di dunia meninggal akibat penyakit jantung dan pembuluh darah. Berdasarkan data Riset
Kesehatan Dasar (Riskesdas) tahun 2018, angka kejadian penyakit jantung dan pembuluh darah
di Indonesia meningkat dari tahun ke tahun dengan prevalensi penyakit jantung di Indonesia
sebesar 1,5% yang dapat diartikan 15 dari 1.000 orang Indonesia menderita penyakit jantung.
Tubuh manusia mempunyai beberapa agen dan dua jalur mekanisme yang berperan melisiskan
bekuan darah yang terdapat dalam pembuluh darah. Jalur mekanisme trombolisis bekerja
dengan melisiskan bekuan pembuluh darah yang terbentuk karena aktivasi plasminogen
sehingga agregat fibrin yang terbentuk dapat membentuk sumbatan pembuluh darah dan
selanjutnya akan terdestruksi oleh plasmin, lalu dihasilkan produk degradasi yaitu fragmen-
fragmen protein yang larut dalam air. Berdasarkan penelitian, agen fibrinolitik bisa melisiskan
bekuan fibrin darah, menghambat aktivasi trombosit, dan mencegah trombosit untuk
menggumpal (Ji et al., 2008).
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Agen trombolitik mempunyai 3 generasi. Pada generasi pertama yaitu streptokinase dan
urokinase. Streptokinase adalah protein yang diperoleh dari kultur streptokokus p-hemolitik
kelompok C yang mampu mampu mengikat plasminogen, membentuk kompleks dengannya
dan mengubahnya menjadi plasmin. Urokinase adalah protein yang mampu menurunkan fibrin
dan fibrinogen, sehingga menghasilkan aksi fibrinolitik langsung. Pada generasi kedua terdapat
alteplase sebagai aktivator plasminogen jaringan manusia (t-PA), yang diperoleh dengan teknik
DNA rekombinan. Pada generasi ketiga, terdapat reteplase dan tenecteplase. Reteplase adalah
t-PA yang bisa diubah dengan penghilangan struktur asam amino (Katzung dan Holford, 2002).

Terapi yang bisa diberikan kepada penderita PJK yaitu agen trombolitik dan agen
fibrinolitik secara intravena. Biaya produksi yang efektif dan efek samping yang rendah
dimiliki oleh agen fibrinolitik dibandingkan agen trombolitik yang memiliki biaya relatif
mahal, waktu paruh yang pendek, reaksi di dalam tubuh relatif lama, dan hanya bisa diberikan
dalam bentuk injeksi karena jika diberikan secara per oral akan terjadi perdarahan usus (Peng
et al., 2005). Agen fibrinolitik dapat berasal dari tanaman, hewan, atau mikroba. Agen
fibrinolitik yang berasal dari mikroba lebih menarik digunakan pada bidang kesehatan (Peng
et al., 2005). Penggunaan mikroba sebagai bahan penghasil agen fibrinolitik mempunyai
kelebihan yaitu bakteri mudah dan cepat ditumbuhkan, produksi mudah ditingkatkan, dan dapat
dilakukan terus menerus tanpa bergantung dengan musim (Meyrath dan Volavseck, 1975).

Penelitian ekstrak metabolit sekunder bakteri yaitu berjudul “Uji Daya Hambat Ekstrak
Metabolit Sekunder Bakteri Yang Berasal Dari Usus lkan Sapu- Sapu (Hypostomus
plecostomus) terhadap Bakteri Patogen”. Pada penelitian tersebut didapatkan hasil bahwa
bakteri juga tersusun atas metabolit sekunder seperti saponin dan terpenoid. Ekstrak kasar
enzim bakteri Bacillus cereus dengan variasi konsentrasi 20; 40; dan 80% memberikan efek
fibrinolitik yang mampu mendegradasi fibrin dan fibrinogen dengan metode plat fibrin (HA et
al., 2022).

Berdasarkan latar belakang tersebut, belum ada informasi lengkap mengenai penggunaan
metabolit sekunder limbah cair RPA sebagai agen fibrinolitik sehingga membuka peluang
untuk dilakukan penelitian terhadap sampel ekstrak bakteri limbah cair RPA untuk mengetahui
potensi ekstrak sebagai agen fibrinolitik alami yang diawali dengan isolasi dan identifikasi.
Kemudian dilanjutkan dengan pengujian fibrinolitik terhadap sampel ekstrak bakteri limbah
cair RPA dengan variasi 20, 40, dan 80%. Penentuan potensi fibrinolitik sampel ekstrak bakteri
limbah cair RPA dengan menggunakan metode clot lysis. Metode tersebut dipilih karena waktu
saat pengujian yang singkat, mudah, tidak memerlukan biaya yang banyak dan aktivitasnya
bisa diketahui dengan kemampuan sampel dalam melisiskan bekuan darah. Penelitian ini
bertujuan untuk mengetahui ekstrak metabolit sekunder bakteri isolat limbah cair RPA yang
mampu menghasilkan aktivitas fibrinolitik.

METODE

Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah timbangan digital, penggaris, pipet
volume, gelas ukur, inkubator, autoklaf, corong kaca, beaker glass, cawan petri, tabung reaksi,
pipet tetes, erlenmeyer, gelas kimia, thermometer, magnetic stirrer, batang pengaduk, jarum
ose, spatula, lampu bunsen, kertas saring, laminar air flow (LAF), freezer, hotplate stirrer, oven,
petri disk, cool box, centrifuge, botol kaca, gelas objek, mikroskop binokuler, dan tabung
eppendorf.

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah limbah cair Rumah Potong Ayam
(RPA) di Karanganyar, akuades, media Nutrient Agar,kristal violet, lugol iodine, alkohol,
minyak emersi, hidrogen peroksida, plasma darah kelinci, bekuan darah kelinci, etanol 96%,
nattokinase, kloroform, Liebermann-Bouchard, pereaksi Dragendorff, pereaksi Mayer,
pereaksi Wagner, besi (111) klorida, NaCl 9%, dan Skim Milk Agar. Sampel diambil sebanyak
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250 mL menggunakan botol sampel yang terbuat dari kaca dan sudah disterilkan terlebih
dahulu. Botol sampel dimasukkan di cool box yang berisi es batu supaya suhu mendekati 4-C
untuk mengawetkan sebelum dilakukan pengujian lanjutan (Sinaga, K., 2021).

HASIL

Pengambilan Sampel

Penelitian diawali dengan pengambilan sampel limbah cair Rumah Potong Ayam
diperoleh dari Rumah Potong Ayam di UD Syafina, Desa Bendungan, Klodran, Colomadu,
Karanganyar. Pengambilan dilakukan tanggal 02 Oktober 2023. Pengambilan sampel
menggunakan botol kaca steril sebanyak 250 mL. Sampel dimasukkan ke dalam cool box untuk
menghindari suhu meningkat saat perjalanan menuju Laboratorium Universitas Setia Budi
Surakarta.

Pengenceran Sampel

Pengenceran sampel dilakukan dengan tujuan memperoleh isolat murni dari bakteri
(Wondal et al., 2019). Sampel limbah cair RPA dilakukan pengenceran dengan konsentrasi 10°
1,102,103, 10, 107, dan 10°. Sampel ditambahkan dengan NaCl steril dengan perbandingan
1:10 dengan sampel dan dilanjutkan dengan isolasi bakteri.

Isolasi Bakteri

Isolasi bakteri dilakukan untuk memisahkan satu jenis bakteri dari campuran bakteri atau
mikroorganisme lain. Hasil dari inkubasi terbentuk koloni bakteri yang menyebar. Koloni
tunggal pada tiap sampel diambil untuk dilakukan pemurnian bakteri. Bakteri yang diisolasi
adalah bakteri yang memiliki bentuk, warna, dan tepian yang berbeda. Isolasi bakteri diambil
dari pengenceran 10 sebagai koloni A, 10 sebagai koloni B, dan 10 sebagai koloni C.

Pemurnian Bakteri

Isolat bakteri dari 3 pengenceran dipilih 3 bakteri yang memiliki warna, bentuk, tepian
yang berbeda untuk dilanjutkan ke tahap pemurnian bakteri dengan menggunakan media
nutrient agar. Pemurnian dilakukan menggunakan metode streak plate untuk memisahkan
sekumpulan bakteri menjadi koloni koloni tunggal dengan metode kuadran 4. Hasil dari
inkubasi terbentuk koloni tunggal pada tiap sampel.

Kultur Bakteri pada Media Nutrient Agar (NA)

Salah satu tujuan dilakukan kultur bakteri adalah memperbanyak stok jumlah bakteri.
Isolat bakteri yang tumbuh pada pemurnian di media NA kemudian ditumbuhkan di media
nutrient agar miring dengan cara penggoresan menggunakan ose steril pada media miring NA.
Pemilihan media NA sebagai kultur bakteri karena termasuk media umum yang bisa
menumbuhkan dan mengisolasi berbagai jenis mikroorganisme. Hasil didapatkan, tiap media
NA menumbuhkan bakteri.

Identifikasi Pewarnaan Gram

Pewarnaan gram dilakukan untuk melihat jenis morfologi bakteri yang sudah di kultur
sebelumnya. Pewarnaan gram digunakan untuk melihat isolat bakteri gram negatif atau gram
positif. Hasil yang didapatkan pada perbesaran 100x adalah bakteri koloni A memiliki bentuk
batang dan berwarna ungu. Koloni B memiliki bentuk bulat dan berwarna ungu. Koloni C
memiliki bentuk bulat dan berwarna merah. Hal ini menunjukkan pada koloni A dan B adalah
bakteri Gram Positif. Sedangkan, koloni C adalah Gram Negatif.
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Tabel 1. Hasil Pewarnaan Gram
Koloni Bentuk Warna Susunan

A Basil Ungu Diplobasil

B Coccus Ungu Streptococcus
C Coccus Merah Diplococcus

Identifikasi Biokimia

Tabel 2. Hasil Identifikasi Biokimia

Koloni SIM  KIA LIA Sitrat Katalase KoagulaseGenus Pustaka

A +-- K/IAS-G+ K/KS+G+ + + + Aeromonas Bergey’s Manual of
Determinative
Bacterilogy

B ++- K/AS+G- KI/IKS+G- + - - Streptococc Bergey’s Manual of

us sp. Determinative

Bacterilogy

C --+ KIAS-G- KI/IKS-G- + + + Serratia  Bergey’s Manual of
Determinative
Bacterilogy

Uji SIM

Hasil penelitian menunjukkan bakteri A memberikan hasil Sulfide (+), Indol (-), Motility
(+) yang artinya bakteri A motil karena ada penyebaran bakteri di bekas tusukan dan ada
kekeruhan pada media. Bakteri B memberikan hasil Sulfide (+), Indol (+), Motility (-) yang
artinya bakteri B tidak motil ditunjukkan dengan hasil reaksi positif terbentuk warna hitam dan
cincin merah di bagian atas setelah penambahan reagen ehrlich. Bakteri C memberikan hasil
Sulfide (-), Indol (-), Motility (+) yang artinya bakteri C motil karena menunjukkan reaksi
positif muncul penyebaran bakteri di bekas tusukan saat pengujian.

Uji KIA

Uji KIA dilakukan untuk melihat fermentasi karbohidrat dengan ada tidaknya gas sulfida.
Hasil pengujian menunjukkan bakteri A terbentuk K/A dengan adanya gas dibawah media.
Bakteri B terbentuk K/A dengan adanya sulfida atau kehitaman. Bakteri C terbentuk K/A
dengan tidak adanya sulfida maupun gas. Hal ini menunjukkan bahwa bakteri A, B, dan C
adalah fermentor glukosa.

Uji LIA

Uji LIA dilakukan untuk membedakan basil gram negatif berdasarkan dekarboksilasi atau
deaminasi lisis dan produksi hidrogen sulfida (H2S). . Bakteri A, B, dan C menunjukkan hasil
yang positif, terjadi perubahan warna dari ungu menjadi kuning dan kembali ungu. Hal ini
menunjukkan bahwa ketiga bakteri mempunyai kemampuan memecah lisin yang ada pada
media.

Uji Sitrat

Uji sitrat dilakukan untuk mengetahui sumber karbon bakteri menggunakan atau tidak
menggunakan sitrat. Hasil menunjukkan bahwa bakteri A sampai C positif dengan perubahan
dari hijau ke biru yang berarti bakteri A, B, dan C menggunakan sitrat sebagai sumber karbon.

Uji Katalase

Uji katalase dilakukan untuk melihat pengubahan H202 yang toksin menjadi air dan
oksigen yang tidak toksin. . Pada bakteri A dan C muncul buih yang tidak hilang selang
beberapa saat yang artinya bakteri memiliki enzim katalase yang bisa memecah H202 menjadi
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H20 dan O2. Pada bakteri B tidak muncul buih. Menurut penelitian Bergey’s 1984, genus
bacillus didapatkan hasil positif pada uji katalase. Hasil pengujian pada bakteri A dan C positif
katalase dan bakteri B negatif katalase.

Uji Koagulase

Uji koagulase dilakukan untuk melihat bakteri bisa memproduksi enzim yang bisa
menggumpalkan fibrin. Pada bakteri A dan C didapatkan reaksi positif terbentuk gumpalan dan
saat dimiringkan gumpalan tetap berada di dasar tabung. Pada bakteri B saat dimiringkan
gumpalan bergerak. Hal ini menunjukkan bahwa bakteri A dan C bisa memproduksi enzim
yang bisa menggumpalkan fibrin.

Pemanenan Bakteri

Tujuan dilakukan pemanenan bakteri adalah memperoleh produk dalam keadaan relatif
stabil. Pemanenan dilakukan dengan mengambil 1 ose biakan murni dari media NA miring dan
ditambahkan kedalam erlenmeyer yang berisi media BHI 2% dilakukan shaker inkubator
selama 24 jam. Sampel 2% ditambahkan ke dalam media BHI 250 mL dilakukan shaker
inkubator selama 2 hari 120 rpm. Ketiga sampel dilakukan sentrifugasi selama 15 menit.
Endapan yang diperoleh dipisahkan dari supernatan, diperoleh data sebagai berikut:

Tabel 3. Hasil Pemanenan Bakteri Isolat Limbah Cair RPA

Koloni Pelet (gram) Supernatan (gram)
A 11 178

B 11 192

C 7 182

Ekstraksi Metabolit Sekunder Isolat Bakteri Limbah Cair Rumah Potong Ayam
Ekstraksi dilakukan dengan pelarut etil asetat 1:1. Berat sampel 100 gram dengan pelarut

100mL di ekstraksi cair cair dengan bantuan corong pisah. Hasil ekstraksi terbagi menjadi 2

fase. Fase etil asetat diambil dan dipanaskan di atas water bath sampai terbentuk ekstrak kental.

Tabel 4. Hasil Ekstrak Etil Asetat Limbah Cair RPA

Koloni Sebelum di pekatkan (gram) Setelah di pekatkan (gram)
A 227 155
B 224 155
C 218 155

Identifikasi Fitokimia

Pengujian fitokimia dilakukan untuk mengetahui secara kualitatif kandungan senyawa
metabolit sekunder yang terdapat di dalam sampel bakteri. Hasil didapatkan bahwa ketiga
sampel bakteri positif mengandung flavonoid. Senyawa flavonoid bisa mencegah
penggumpalan darah. Salah satu senyawa turunan flavonoid yaitu rutin bisa menghambat
akumulasi trombosit dan pembentukan fibrin selama pembentukan trombus (The Harvard
Gazette, 2012).

Uji Potensi Fibrinolitik

Uji potensi aktivitas fibrinolitik dilakukan untuk menentukan kemampuan ekstrak etil
asetat bakteri limbah cair RPA dalam melisiskan bekuan darah kelinci. Penelitian ini
menggunakan darah kelinci karena mudah didapatkan. Metode clot lysis adalah parameter
identifikasi kemampuan fibrinolitik berdasar pada banyak atau sedikitnya lisis bekuan darah
setelah diberi perlakuan.
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Pengukuran aktivitas potensi fibrinolitik ekstrak etil asetat limbah cair RPA dibuat dalam
beberapa variasi konsentrasi, yaitu 20 ; 40 ; dan 80%. Kontrol negatif yang digunakan adalah
DMSO. Kontrol positif yang digunakan adalah nattokinase. Pemilihan nattokinase sebagai
kontrol positif karena sudah terbukti sebagai agen fibrinolitik dan diduga memiliki kesamaan
mekanisme kerja dengan ekstrak etil asetat limbah cair RPA.

Berdasarkan hasil penelitian, sampel ekstrak etil asetat limbah cair RPA dengan
konsentrasi 80% memiliki persentase lisis bekuan darah tertinggi yaitu rata- rata persentase
lisis sebesar 55,04% dibandingkan konsentrasi lainnya. Konsentrasi 80% menghasilkan
persentase lisis bekuan darah kelinci tertinggi karena merupakan konsentrasi tertinggi sehingga
menghasilkan hasil optimal dalam melisiskan bekuan darah. Semakin tinggi konsentrasi
sampel yang diujikan, semakin besar persentase lisis yang diperoleh.

Tabel 5. Hasil Persentase Lisis Ekstrak Etil Asetat Limbah Cair RPA Koloni A

Konsentrasi Persentase Lisis Bekuan Darah (%) Rata rata % = SD
Replikasi 1 Replikasi 2 Replikasi 3

20% 16,67 26,53 12,64 1861+7,1

40% 22,80 36,15 21,21 26,72+8,2

80% 55,75 46,95 62,42 55,04+ 77

Nattokinase 60,45 58,87 65,45 61,59 +34

DMSO 1,29 1,36 0,79 1,14+ 0,31

Tabel 6. Hasil Persentase Lisis Ekstrak Etil Asetat Limbah Cair RPA Koloni B

Konsentrasi Persentase Lisis Bekuan Darah (%) Rata rata % = SD
Replikasi 1 Replikasi 2 Replikasi 3

20% 23,52 15,59 10,97 16,69+ 6,3

40% 45,58 33,01 33,63 37,40+ 7,0

80% 67,36 36,17 59,44 54,32 £ 16,2

Kontrol + 67,56 45,45 70,12 61,04 + 13,5

Kontrol - 1,78 1,14 1,25 1,39+0,3

Tabel 7. Hasil Persentase Lisis Ekstrak Etil Asetat Limbah Cair RPA Koloni C

Konsentrasi Persentase Lisis Bekuan Darah (%) Rata rata % = SD
Replikasi 1 Replikasi 2 Replikasi 3

20% 16,12 16 7,2 13,10+5,1

40% 37,03 32,40 36,36 35,2625

80% 55,33 46,77 40 47,36 +7,6

Kontrol + 57,37 47,05 56,25 53,55+ 5,6

Kontrol - 0,97 0,64 1,86 1,15+ 0,6

Gambar 1. Gumpalan Darah Koloni A yang Telah Lisis dengan Metode Clot Lysis
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Gambar 3. Gumpalan Darah Koloni C yang Telah Lisis dengan Metode Clot Lysis

Analisis data

Data yang diperoleh dari pengujian aktivitas fibrinolitik dilakukan analisis data dengan
software SPSS dengan metode Shapiro-wilk untuk mengetahui apakah data terdistribusi
normal. Hasil didapatkan nilai signifikansi > 0,05 yang artinya data sudah terdistribusi normal.
Lalu dilanjutkan dengan analisis homogenitas dan didapatkan nilai signifikansi > 0,05 yang
artinya data terdistribusi normal dan homogen. Maka dilanjutkan dengan analisis One Way
ANOVA untuk melihat perbedaan yang bermakna ada kelompok sampel variasi konsentrasi
ekstrak etil asetat bakteri dan hasil didapatkan nilai signifikansi < 0,00 karena nilai sig < 0,05
maka terdapat perbedaan bermakna satu sama lain antar variasi konsentrasi ekstrak etil asetat
bakteri terdapat hasil persentase lisis. Uji lanjutan dengan post hoc test didapatkan hasil pada
nattokinase dengan sampel konsentrasi 80% tidak memiliki perbedaan yang bermakna dan
berada di subset yang sama sehingga bisa diartikan bahwa sampel memiliki aktivitas
fibrinolitik yang sama.

Identifikasi Molekuler

Tahapan proses PCR meliputi denaturasi DNA template, penempelan primer, dan
polimerisasi rantai DNA. Pengukuran konsentrasi DNA dengan nanodrop dihasilkan nilai
konsentrasi 79.8 ng/uL dengan kemurnian DNA pada nilai absorbansi rasio A260/280
adalah 1.95. Standar kemurnian DNA rasio A260/280 yang baik antara 1,8-2,0 (Widayat et
al.,2019).

Amplifikasi fragmen gen 16s rRNA metode PCR didapatkan hasil 1 untai ganda DNA
yang sejajar dengan DNA Ladder + 1500 bp sejajar dengan produk amplifikasi gen 16s rRNA
isolat koloni A sehingga bakteri dapat diamplifikasi.

Hasil amplifikasi dikirim ke 15t BASE sequencing INT di Malaysia untuk pemetaan
pasang basa. Analisis lanjutan secara online dengan BLAST. Hasil BLAST menunjukkan
tingkat persamaan urutan nukleotida gen 16S rRNA bakteri yang terdaftar di GenBank. Urutan
basa nitrogen yang diperoleh mempunyai kemiripan 100% dengan fragmen gen 16s ribosomal
RNA isolat bakteri Aeromonas veronii LCR7 (Genbank code access : MT226399. 1).
Berdasarkan penelitian, genus Aeromonas termasuk bakteri gram negatif, motil, warna koloni
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putih, bentuk bulat, margin lobate dan elevasi convex. Hasil sekuensing produk amplifikasi
pada daerah 16S rRNA dihasilkan ukuran 1403 bp yang ditunjukkan pada gambar 5.

— 10,000
— 8,000
1 pL produk amplifikasi di - E%
visualisasi pada gel agarose — A000
0.8% dalam buffer TBE — 3,000
— 2500
—
M, 1 kb DNA ladder (dalam 2,5 00
uL): — 1,500
) . — 1,000
NTC : Kontrol Negatif Amplifikasi — 88
Kode sampel sesuai dengan — 800
nomor urut pada tabel Hasil
Kuantifikasi DNA, — 250

Gambar 4. Elektroforesis Produk Amplifikasi

Sequence Assembly 1403bp

TGCAGTCGAG CGGCAGCGGG ARAGTAGCTT GCTACTTTTG CCGGCGAGCG GCGGACGGG

61 GAGTAATGCC TGGGGATCTG CCCAGTCGAG GGGGATAACT ACTGG CG GTAGCTRATA
121 CCGCATACGC CCTACGGGGG ARAGCAGGGG ACCTTCGGGC CTTGCGCGAT TGGATGAACC
181 CAGGTGGGAT TAGCTAGTTG GTGAGGTAAT GGCTCACCAA GGCGACGATC CCTAGCTGG
241 CTGAGAGGAT GATCAGCCAC ACTGGAACTG AGACACGGTC CAGACTCCTA CGGGAGGCAG
301 CAGTGGGGAA TATTGCACAAR TGGGGGAAAC CCTGATGCAG CCATGCCGCG TGTGTGAAGA
36l AGGCCTTCGG GTTGTAAAGC ACTTTCAGCG AGGAGG G GTTGGTAG RATRACTGCC
421 AGCTGTGACG TTACTCGCAG AARGARAGCACC GGCTAACTCC GTGCCAGC G CCGCGGTAAT
481 ACGGAGGGTG CRAGCGTTAA TCGGARATTAC TGGGCGTAAR GCGCACGCAG GCGGTTGGAT
541 AAGTTAGATG TGARAGCCCC GGGCTCAACC TGGGAATTGC ATTTAAARCT GTCCAGCTAG
601 AGTCTTGTAG AGGGGGGTAG AATTCCAGGT GTAGCGGTG AATGCGTAQA GATCTGGAGG
6ol AATACCGGTG GCGAAGGCGG CCCCCTGGAC ARAGACTGAC CAGGTGC GRARAGCGTGG
721 GGAGCAARCA GGATTAGATA CCCTGGTAGT CCACGCCGTA AA GATGTCG ATTTGGAGGC
781 TGTGTCCTTG AGACGTGGCT TCCGGAGCTA ACGCGTTAAR TCGACCGCC GGGGAGTACG
B41 GCCGCRAGGT TAARACTCAA ATGAATTGAC GGGGGCCCGC ACARGCGGTG GAGCATGTGG
901 TTTAATTCGA TGCARACGCGA AGAACCTTAC CTGGCCTTGA CATGTCTGG ATCCT CAGA
LS GATGCGGGAG TGCCTTCGGG AATCAGAACA CAGGTGCTGC ATGGCTGTCG TCAGCTCGTG
1021 TCGTGAGATG TTGGGTTAAG TCCCGCAACG AGCGCRACCC CTGTCCTTTG TTGCCA”“ C
1081 GTAATGGTGG GRACTCARAGG GAGACTGCCG GTGATRAACC GGAGGAAGGT GGGGATGACG
1141 TCAAGTCATC ATGGCCCTTA CGGCCAGGGC TACACACGTG CTACAATGGC GCGTACAGARAG
1201 GGCTGCAAGC TAGCGATAGT GAGCGAATCC CARAARAGCGC GTCGTAGTCC GGATCGGAGT
1261 CTGCAACTCG ACTCCGTGAA GTCGGAATCG CTAGTAATCG CAAATCAGARA TGTTGCGGTG
1321 AATACGTTCC CGGGCCTTGT ACACACCGCC CGTCACACCA TGGGAGTGGG TTGCACCAGA
1381 AGTAGATAGC TTRAACCTTCG GGA

Gambar 5. Hasil Sekuensing Produk Amplifikasi

Hasil sekuensing produk amplifikasi dicocokkan dengan bakteri pada database NCBI
GenBank dengan menggunakan algoritma BLAST. Identifikasi dengan marka 16S rRNA
sehingga didapatkan hasil identikal (similar) pada level spesies apabila nilai percentage identity
di atas 97,5% dan pada level genus apabila nilai percentage identity di atas 95% (Stackebrandt
dan Goebel, 1994).

Hasil pada BLAST dan Phylogenetic Tree dibawah menunjukkan bahwa urutan nukleotida
16S rRNA dari isolat koloni A yang berasal dari limbah cair RPA memiliki tingkat similiraty
yang tinggi yaitu 100% dengan Aeromonas veronii strain.
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Aeromonas veronii strain LCR7 168S ribosomal RNA gene, partial sequence 2591 2591 100% 0.0 100.00% MT226399.1

Aeromo nii strain NBH 168 ribosomal RNA gene. partial sequence 2591 2591 100% 0.0 100.00%

Aeromonas sp. strain Z12 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 2591 2591 100% 0.0 100.00%

Aeromonas veronii strain PCG1 168 ribosomal RNA gene, partial sequence 2591 2591 100% 0.0 100.00%

Aeromonas veronii strain 0J-3 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 2591 2591 100% 0.0 100.00%

Aeromonas sobria strain CJ-2 16S ribosomal RNA gene partial sequence 2591 2591 100% 0.0 100.00%

Aeromonas veronii bv. veronii strain NJ1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 2591 2591 100% 0.0 100.00%

Aeromonas veronii strain FZ2N 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 2591 2591 100% 0.0 100.00%

Aeromonas veronii strain FZ3SY 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 2591 2591 100% 0.0 100.00%

Aeromonas veronii strain XG2S-1 168 ribosomal RNA gene. partial sequence 2591 2591 100% 0.0 100.00%  MF716693.1

Gambar 6. Hasil Top 10 Hit BLAST terhadap NCBI, Excluding Uncultured Sample Sequences
Aeromonas veronii strain NBH 165 ribosomal RNA gene, partial sequence
Aeromonas sp. strain Z12 1685 ribosomal RNA gene, partial sequence
Aeromonas veronii strain PCG1 165 ribosomal RNA gene, partial sequence
Aeromonas veronii strain OJ-3 168 ribosomal RNA gene, partial sequence
Aeromonas sobria strain CJ-2 168 ribosomal RNA gene, partial sequence
Q@ Aeromonas veronii bv. veronii strain NJ1 168 ribosomal RNA gene, partial sequence
Aeromonas veronii strain FZ2N 168 ribosomal RNA gene, partial sequence
)s Aeromonas veronii strain FZ35Y 1685 ribosomal RNA gene, partial sequence
Aeromonas veronii strain XG25-1 165 ribosomal RNA gene, partial sequence
@Sampel limbah cair rumah potong
Aeromonas veronii strain LCR7 165 ribosomal RNA gene, partial sequence
Gambar 7. Phylogenetic Tree by NCBI
KESIMPULAN

Pertama, bakteri limbah cair RPA memiliki kandungan metabolit sekunder yaitu flavonoid
yang ditunjukan dengan adanya pemisahan pada lapisan amil alkohol dan terbentuknya warna
kuning hingga jingga. Kedua, ekstrak dari bakteri limbah cair RPA di Karanganyar memiliki
aktivitas fibrinolitik ditunjukan dengan adanya gumpalan darah kelinci yang lisis dengan
penambahan sampel 3 bakteri. Ketiga, konsentrasi efektif ekstrak metabolit sekunder limbah
cair RPA sebagai agen fibrinolitik secara in vitro adalah konsentrasi 80% dengan persentase
lisis sebesar 55,04 % pada koloni A.
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