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ABSTRAK

Novilia, Intan. 2021. ldentifikasi Molekular Bakteri Kitinoitik Isolat Lumpur
Mangrove Menggunakan Gen 16s rRNA. Pembimbing I: Dr.
Akyunul Jannah, S.Si, M. P; Pembimbing Il: M. Ghanaim Fasya, M.
Si; Konsultan: Dewi Yuliani, M.Si.

Kata Kunci : Kitinase, Bakteri Kitinolitik, metode direct boiling, Micrococus Luteus

Udang merupakan komoditas ekspor Indonesia dengan jumlah permintaan
tertinggi di pasar dunia. Hal tersebut menyebabkan penimbunan limbah udang yang
mengalami peningkatan setiap tahunnya (Sudaryati dan Evi, 2016). Limbah udang
mengandung polimer Kkitin yang yang dapat diolah oleh enzim kitinase dari bakteri
kitinolitik. Bakteri kitinolitik diisolasi dari lumpur Mangrove Bejay Bakau Resort
Probolinggo dan uji fenotip menunjukkan jenis Bacillus sp. Tujuan penelitian ini untuk
mengetahui kekerabatan bakteri kitinolitik secara genotip menggunakan gen 16s rRNA.

Penelitian ini diawali dengan regenerasi isolat bakteri kemudian ditumbuhkan
pada media cair dan dilanjutkan dengan ekstraksi DNA. Metode ekstraksi DNA yang
digunakan yaitu direct boilling (ddH.0). Hasil ekstraksi DNA diuji secara kuantitatif
menggunakan  Spektrofotometer NanoDrop dan divisualisasikan menggunakan
elektroforesis. DNA dengan kemurnian tinggi diamplifikasi menggunakan PCR dan
diakhiri dengan proses sikuensing DNA. Hasil sikuensing diolah menggunakan softwere
untuk memperoleh pohon filogenetik bakteri kitinolitik.

Ekstraksi DNA bakteri menggunakan metode direct boiling berhasil dilakukan
dengan tingkat kemurnian (rasio 1,8-2,0) DNA sebesar 1,93. DNA hasil ekstraksi
diamplifikasi menggunakan primer 16S yang divisualisasikan menggunakan
elektroforesis menunjukkan DNA berukuran 1300 bp. Hasil sikuen DNA diolah secara
komputasi dan dicocokkan dengan data di GenBank menunjukkan kekerabatan dengan
Micrococus Luteus (MT214287.1) berdasarkan pohon filogenetik.
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ABSTRACT

Novilia, Intan. 2021. Molecular Identification Of Chitinolytic Bacteria From
Mangrove Mud Isolates Using 16S rRNA Gene. Supervisor I: Dr.
Akyunul Jannah, S.Si, M. P; Supervisor 1I: M. Ghanaim Fasya, M. Si;
Consultant : Dewi Yuliani, M.Si.

Key Words : Chitinase, Chitinolytic Bacteria, Direct Boiling, Micrococus Luteus

Shrimp is an Indonesian export commodity with the highest demand on the world
market. This causes the accumulation of shrimps waste which has increased every years.
Shrimp Waste contains chitin polymer which can be processed by the chitinase enzyme
from chitinolytic bacteria. Chitinolytic bacteria were isolated from mangrove mud Bejay
Bakau Resort Probolinggo and phenotype test showed the type of Bacillus sp. The
purpose of this research is to find out genotypically which related to chitinolytic bacteria
are using 16s rRNA gene.

This research began with the regeneration of bacterial isolates, than grown in
liquid media and continued with DNA extraction. The DNA extraction method used is
direct boilling (ddH20). The results of DNA extraction were tested quantitatively using
NanoDrop spectrophotometer and visualized using electrophoresis. DNA with high purity
is amplified using PCR and ends with DNA sequencing process. The results of the
sequencing were processed using softwere to obtain the phylogenetic tree of chitinolytic
bacteria.

The extraction of bacterial DNA using the direct boiling method was successfully
carried out within a purity level (ratio of 1,8-2,0) DNA of 1,93. The extracted DNA was
amplified using 16S primers visualized using electrophoresis showing 1300 bp sized
DNA. Then the DNA was sequenced to obtain the base sequence of its genome. The
DNA sequences were computationally processed and matched with data in GenBank
showing a relationship with Micrococus Luteus (MT214287.1) based on a phylogenetic
tree.
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BAB |

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Udang merupakan komoditas ekspor Indonesia dengan jumlah permintaan
tertinggi di pasar dunia. Berdasarkan Direktorat Jenderal Pengawasan Sumber
Daya Kelauatan dan Perikanan (2017), ekspor udang mencapai 124 ribu ton pada
tahun 2015, 131 ribu ton pada tahun 2016, dan 138 ribu ton pada tahun 2017.
Banyaknya permintaan ekspor udang beku menyebabkan penimbunan limbah
udang yang mengalami peningkatan setiap tahunnya (Sudaryati dan Evi, 2016).
Limbah tersebut hanya dimanfaatkan 30% sebagai bahan baku kerupuk, petis,
terasi, pupuk, dan pakan (Kementrian Kelautan dan Perikanan, 2016). Senyawa
Kitin merupakan komponen utama pada limbah yang berasal dari hewan laut
terutama udang beku berupa kulit, kepala dan ekor (Edward, dkk., 2016). Oleh
sebab itu, dibutuhkan pengolahan lebih lanjut untuk mengurangi limbah Kitin dan
pemanfaataan yang lebih efisien.

Peningkatan jumlah limbah udang setiap tahunnya dapat menyebabkan
pencemaran lingkungan. Pencemaran lingkungan yang disebabkan dapat berupa
pencemaran udara, air dan tanah (Nurhayati, A., Zulfa dan Sunarno, 2018). Hal
tersebut dapat mengganggu kehidupan manusia, hewan dan tumbuhan. Dalam Al-
Qur’an surat ar-Rum ayat 41 telah dijelaskan bahwa kerusakan alam disebabkan
karena perbuatan tangan manusia.

kepada seluruh makhluknya. Sebagaimana firman Allah SWT dalam Q.S

Al-Syu’ara (26) ayat 7.



e coal (amnd 248 LW oadl & Wy adlly ol b il ek
Artinya: “Telah nampak kerusakan di darat dan di laut disebabkan Karena
perbuatan tangan manusia, supaya Allah merasakan kepada mereka sebagian

dari (akibat) perbuatan mereka, agar mereka kembali (ke jalan yang benar).”
(QS. ar-Rum:41).

Kerusakan yang terjadi dapat menyebabkan bencana. Menurut Ibnu Katsir,
berkurangnya tanaman-tanaman dan buah-buahan karena perbuatan maksiat yang
dikerjakan penghuninya (Shihab, 2000). Telah tampak kerusakan di darat seperti
kekeringan, paceklik, hilangnya rasa aman, dan di laut seperti ketenggelaman,
berkurangnya hasil laut dan sungai, disebabkan karena perbuatan manusia yang
durhaka, sehingga akibatnya Allah mencicipkan yakni merasakan sedikit kepada
mereka sebagian akibat dari perbuatan dosa dan pelanggaran mereka, agar
mereka kembali ke jalan yang benar (DEPAG, 2014). Terjadinya kerusakan di
darat dan di laut menurut pendapat beberapa ulama yaitu terjadinya banjir besar,
musim paceklik, kekurangan air, kematian sia-sia, gagal panen dan krisis ekonomi
(Giyanto, dkk., 2017). Oleh sebab itu, pentingnya pengolahan limbah untuk
menjaga lingkungan.

Pengolahan limbah kitin dapat dilakukan dengan dua cara yaitu Kimiawi
(Younes, dkk., 2014) dan enzimatis (Yesi, dkk., 2016). Pengolahan Kitin secara
enzimatis memanfaatkan enzim Kitinase dari mikroorganisme (Oktavia,
Mangunwidjaja dan Wibowo, 2012). Kitinase banyak dimanfaatkan pada bidang
pertanian sebagai agen biokontrol fungi pathogen pada tanaman cabai dan tomat

(Buwono, Wahyuni dan Grandiosa, 2013). Selain itu, produk enzim ini pada



bidang biomedis digunakan sebagai antitumor, obat luka dan membran dialisis
darah (Suryanto dan Yurnaliza, 2005; Toharisman, 2007). Turunan Kitin yaitu
Kitin-oligosakarida berperan sebagai agen anti kanker, jantung, penyakit darah,
dan obat-obatan (Shahidi, dkk., 1999).

Kitinase merupakan enzim yang aktif mengkatalisis polimer kitin menjadi
monomer N-asetilglukosamin (Patil, dkk., 2000). Berdasarkan penelitian
sebelumya, diperoleh 2 isolat terbaik dari lumpur mangrove dengan aktivitas
kitinase sebesar 0,0934 dan 0,1705 U/mL (Muthmainnah, M., 2018). Aktivitas
Kitinase pada penelitian lainnya yaitu isolat dari sumber air panas sebesar 3,35 dan
1,55 U/mL (Oktavius dan Maria, 2017), isolat dari Teluk Persia sebesar 8,7 U/mL
(Younes, dkk., 2014) dan isolat dari limbah seafood sebesar 0,4 U/mL (Atalla,
dkk., 2017). Berdasarkan kemampuan dalam mendegradasi Kitin, sehingga bakteri
Kitinolitik tersebut cukup berpotensi untuk dipelajari hingga tingkat molekular.

Studi bakteri kitinolitik ditinjau berdasarkan pendekatan molekular melalui
tahapan isolasi DNA. Isolasi DNA bakteri akan dilakukan menggunakan metode
konvensional yaitu Direct boilling (ddH20). Prinsip metode ini berdasarkan
pelisisan sel bakteri secara termal (Omar dan Anas, 2017). Keuntungan
menggunakan metode ini yaitu kemurnian dan konsentrasi DNA yang diperoleh
tinggi, mudah, murah, waktu singkat dan ramah lingkungan. (Sunarno, dkk.,
2014). Berdasarkan penelitian sebelumnya, tingkat kemurnian DNA hasil isolasi
menggunakan metode ini sesuai dengan rasio 1,8-2,0 (A260/280) (Ayomi, dkk.,
2017). Ragad dan Ahmed (2016) berhasil mengisolasi DNA bakteri G. indicus
menggunakan metode yang sama dengan kemurnian sebesar 1,9ug/mL. Pada

penelitian lainnya, bakteri Listeria Monocytogenes dan Escherichia coli berhasil



diisolasi dengan kemurnian sebesar 2,09 pg/mL dan 1,929ug/mL (Sirirat, dkk.,
2016; Shehata dan Hershan, 2016).

Identifikasi secara genotip menggunakan Gen penyandi 16S rRNA.
Penggunaan gen tesebut untuk menunjukkan hubungan kekerabatan secara evolusi
antar mikroorganisme (Julian, R. M.,dkk., 1998). Selain itu, 16S rRNA lebih
stabil dan tepat digunakan sebagai penanda molekular spesifik untuk identifikasi
bakteri (Singh, dkk., 2001; Tran, dkk, 2017). Isolat bakteri kitinolitik dari lumpur
mangrove Beelay Bakau Resort Kota Probolinggo telah diidentifikasi secara
fenotip menunjukkan bakteri tersebut adalah Bacillus sp (Muthmainnah, M.,
2018). Identififkasi tersebut akan dilanjutkan dengan tahap genotip untuk
menentukan spesies bakteri berdasarkan urutan basa nitrogennya. Identifikasi
secara genotip diperlukan karena sifat morfologi bakteri dapat berubah sesuai
keadaan lingkungan (Ochman, 2005). Selain itu karakter fenotip memiliki
reprodusibilitas rendah karena tergantung pada kondisi kultur laboratorium
(Thoyibatun & Surya, 2012).

Penentuan spesies bakteri kitinolitik secara genotip dilakukan menggunakan
beberapa program komputer diantaranya DNA Baser dan Bioedit. Sekuen yang
diperoleh akan disejajarkan (aligment) dengan DNA dari GenBank.
Pengkonstruksian pohon filogenetik untuk menunjukkan hubungan kekerabatan
pada sampel bakteri dengan spesies bakteri lainnya menggunakan program
mega6. Penelitian ini dilakukan untuk mengetahui kekerabatan spesies bakteri

Kitinolitik isolat lumpur mangrove Beejay Bakau Resort.



1.2

1.3

1.4

1.5

Rumusan Masalah

Bagaimana kemurnian hasil isolasi DNA bakteri kitinolitik menggunakan
metode ddH20 ?

Bagaimanakah hasil identifikasi bakteri kitinolitik isolat lumpur mangrove

secara genotip ?

Tujuan Penelitian

Mengetahui kemurnian hasil isolasi DNA bakteri kitinolitik menggunakan
metode ddH20.

Mengetahui hasil identifikasi bakteri kitinolitik hasil isolasi dari lumpur

mangrove secara secara genotip.

Batasan Masalah
Isolat bakteri Kitinolitik yang digunakan yaitu hasil isolasi dari lumpur

mangrove BeeJay Bakau Resort Kota Probolinggo Jawa Timur.

Isolasi DNA bakteri kitinolitik menggunakan metode ddH.0.

Manfaat Penelitian

Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan upaya dalam

mengurangi jumlah limbah organik di lingkungan dan menambah wawasan daftar

keragaman mikroorganisme dan karakteristik enzim Kkitinase yang dapat

digunakan dalam proses degradasi Kitin. Selain itu, penelitian ini diharapkan dapat

digunakan sebagai literatur penunjang untuk penelitian selanjutnya.
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TINJAUAN PUSTAKA

2.1  Devinisi Kitin

Kitin merupakan suatu polisakarida struktural yang mengandung nitrogen
dan bergabung dengan protein sebagai bahan dasar pembentuk kerangka luar
(eksoskeleton) Invertebrata (Rahayu, S., 2000). Polisakarida ini melekat pada
suatu matriks dari CaCOs dan fosfat yang menyebabkan kerasnya kulit crustaceae
(udang) dan molusca (kerang). Kitin memiliki kandungan nitrogen sebesar 6,98%
sehingga dapat digunakan sebagai agen pengkelat. Kitin pada rantai polimer N-
asetil-glukosamin memiliki ikatan hidrogen antara gugus NH dari satu rantai dan
gugus C=0O dari rantai yang berdekatan sehingga membentuk mikrofibril,
memiliki struktur yang rigid dan tidak dapat larut dalam air (Haliza dan
Suhartono, 2012).

Struktur kitin sama dengan selulosa dimana ikatan yang terjadi antara
monomernya terangkai dengan ikatan glikosida pada posisi p-(1-4). Perbedaan
antara Kitin dengan selulosa adalah gugus hidroksil yang terikat pada atom karbon
nomor dua digantikan oleh gugus asetamida (NHCOCH?), sehingga kitin menjadi
sebuah polimer berunit N-asetilglukosamin (Fernandez, dan Gustot 2012) seperti
pada gambar 2.1. Kitin dapat didegradasi dalam dua jalur, yaitu (1) degradasi oleh
mekanisme Kitinolitik yang menghidrolisis ikatan p-1,4-glikosida dan (2) polimer
kitin mengalami deasetilasi pertama yang selanjutnya dihidrolisis oleh kitosanase

(Gooday, 1990). Struktur kitin sama dengan Kitosan, perbedaannya terletak pada



setiap cincin molekul Kitin terdapat gugus atom asetil (-CH3-CO) ) sedangkan

pada kitosan terdapat gugus amina (-NH) (Rianta, 2014).

Gambar 2.1 Struktur dan interaksi ikatan hidrogen pada kitin (Champagne, 2002).

Allah SWT menciptakan segala sesuatu dengan manfaat masing-masing.
Udang biasanya hanya dikonsumsi dagingnya saja, namun dalam kulit udang
terdapat senyawa yang memiliki banyak manfaat. Manfaat tersebut dapat dilihat
dari senyawa Kitin yang terkandung dalam kulit udang yaitu sebagai floakulan
dalam pengolahan limbah, antitumor, obat luka dan membrane dialisa darah
(Suryanto, dkk., 2005; Toharisman, 2007). Allah SWT telah menjelaskan dalam
al-Qur’an surat Ali Imran ayat 191 bahwa Allah SWT menciptakan segala sesuatu

tidak ada yang sia-sia.
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Artinya: “(yaitu) orang-orang yang mengingat Allah sambil berdiri atau duduk
atau dalam keadan berbaring dan mereka memikirkan tentang penciptaan langit
dan bumi (seraya berkata): "Ya Tuhan kami, tiadalah Engkau menciptakan Ini
dengan sia-sia, Maha Suci Engkau, Maka peliharalah kami dari siksa neraka.”
(Q.S. Al-Imran; 191).

Dalam surat ali Imran ayat 191 dijelaskan bahwa dalam tatanan langit dan
bumi serta keindahan perkiraan dan silih bergantinya siang dan malam itu
merupakan bukti yang menunjukkan keesaan Allah SWT, kesempurnaan
kekuasaan-Nya, dengan tidak melalaikan untuk terus-menerus mengingat Allah
SWT dalam sebagian besar waktunya (Al-Maraghi, 1993: 290). Mengingat Allah
sambil berdiri atau duduk atau dalam keadan berbaring dan mereka memikirkan
tentang penciptaan langit dan bumi yaitu mengingat Allah SWT dengan ucapan
dan atau hati dalam situasi dan kondisi bekerja atau istirahat, sambil berdiri atau
duduk atau dalam keadaan berbaring dan tafakkur memikirkan ciptaan Allah SWT

yakni kejadian di alam semesta (Shihab, 2009: 308-309).

2.2 Bakteri Kitinolitik

Allah SWT menciptakan berbagai jenis makhluk hidup dengan berbagai macam
ukuran. Bakteri adalah organisme uniselluler dan prokariot serta umumnya tidak
memiliki klorofil dan berukuran renik atau makroskopis (Warsito, 1995). Dalam
surat Al-Bagarah ayat 26 dijelaskan bahwa Allah SWT tidak segan memberi
perumpamaan berupa nyamuk atau sesuatu yang lebih rendah dari itu. Sesuatu
yang lebih rendah dari itu merupakan ciptaan Allah SWT yang lebih kecil dari
nyamuk seperti bakteri. Allah SWT menciptakan berbagai jenis makhluk hidup
dari tingkat tertinggi hingga terendah sebagai petunjuk bagi manusia untuk

berfikir dan merenungi kuasa-Nya.
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Artinya: “Sesungguhnya Allah tiada segan membuat perumpamaan berupa
nyamuk atau yang lebih rendah dari itu[33]. adapun orang-orang yang beriman,
Maka mereka yakin bahwa perumpamaan itu benar dari Tuhan mereka, tetapi
mereka yang kafir mengatakan: "Apakah maksud Allah menjadikan Ini untuk
perumpamaan?.” dengan perumpamaan itu banyak orang yang disesatkan
Allah[34], dan dengan perumpamaan itu (pula) banyak orang yang diberi-Nya
petunjuk. dan tidak ada yang disesatkan Allah kecuali orang-orang yang
fasik”(Al-Bagarah ayat 26).

Menurut Al-Maraghi dan sebagian mufassir menjelaskan bahwa (2! &)
atau (== ;) diartikan sebagai “lebih kecil dari nyamuk”, yaitu sesuatu yang
tampak lebih kecil dari nyamuk. Sesuatu yang tampak lebih kecil tersebut seperti
virus, bakteri, dan jamur hanya dapat dilihat menggunakan mikroskop. Diatas
tubuh nyamuk yang kecil pun terdapat bakteri. Adanya mikroorganisme yang
sangat kecil yang terdapat dalam tubuh nyamuk merupakan suatu perumpamaan
untuk menggambarkan kekuasaan Allah SWT dalam menciptakan sesuatu
(Yahya, H., 2014).

Mikroorganisme kitinolitik adalah mikroorganisme yang memiliki
aktivitas Kkitinolitik, yaitu dapat mendegradasi kitin menggunakan enzim Kkitinase
yang dihasilkan (Purkan, dkk., 2014). Mikroba tersebut dapat diperoleh dari
berbagai sumber lingkungan tanah, laut, danau, kolam, dan tempat pembuangan

limbah udang. Bakteri Kitinolitik sangat menarik diisolasi karena kemampuannya

dalam mendegradasi kitin menjadi derivat Kitin (Suryanto, dkk., 2005; Zarei, dkk.,
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2012). Bakteri ini dapat mendegradasi Kitin menghasilkan N-asetilglukosamin
sebagai sumber karbon dan nitrogen (Jholapara, dkk., 2013).

Genus bakteri yang sudah banyak dilaporkan memiliki kitinase antara lain
Aeromonas, Alteromonas, Chromobacterium, Enterobacter, Ewingella,
Pseudoalteromonas, Pseudomonas, Seratia, Vibrio, Bacillus sp., dan Pyrococcus
(Harman, dkk.,1993; Vadya, 2004). Bakteri kitinolitik dari perairan yang berhasil
diisolasi yaitu Alteromonas sp., Vibrio sp., Vibrio alginolyticus TK-22, Vibrio
harveyi dan Aeromonas (Halimahtussadiyah, dkk., 2017; Oktavius, Y.T. dan
Esteban, A., dkk., 2017). lIsolat yang berhasil diisolasi dari tanah yaitu
Streptomyces sp. J-13-3, Arthrobacter sp. NHB-10, Streptomyces thermoviolaceus
OPC, Enterobacter agglomerans, Bacillus sp., dan P. Pseudomallei (Haliza dan

Maggy, 2012; Purkan, B., Afaf, B. dan Sri, S., 2014; Risky, H., dkk., 2017).

2.3 Enzim Kitinase

Kitinase (EC 3.2.1.14) adalah enzim yang menghidrolisis senyawa Kitin
pada B-1,4-N-asetil-glukosamin menjadi monomer N-asetil-D-glukosamin yang
terdistribusi di alam (Pratiwi, dkk., 2015). Bakteri kitinolitik memanfaatkan enzim
ini untuk asimilasi kitin sebagai sumber karbon dan nitrogen (Tsujibo dkk., 1999).
Semua jenis kitinase termasuk keluarga Glikosil Hidrolase (GH) yaitu GH-18, 19
dan 20. GH-18 meliputi kitinase dari bakteri, jamur, virus, dan beberapa Kitinase
dari tanaman dan hewan (Haliza & Maggy, 2012).

Berdasarkan cara kerjanya, enzim kitinase dalam mendegradasi substrat
yang dikelompokan dalam dua tipe yaitu (Rostinawati, 2008) endokitinase dan
eksokitinase. Endokitinase yaitu Kitinase yang memotong secara acak ikatan [3-

1,4 bagian internal mikrofibril kitin. Produk akhir yang terbentuk bersifat mudah
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larut berupa oligomer pendek N-asetilglukosamin (GIcNAc) yang memiliki berat
molekul rendah seperti Kitotetraose. Eksokitinase yaitu enzim yang memotong
mikrofibril Kkitin pada ujung non reduksi tanpa terbentuknya unit-unit

monosakarida atau oligosakarida (Susi, 2002).

2.4 Isolasi DNA Menggunakan Metode ddH>O

Isolasi DNA adalah suatu metode pemisahan DNA dari komponen sel lain
atau kontaminan yang tidak diinginkan (Rahmat, 2012). Dalam isolasi DNA
terdapat beberapa tahapan yaitu (Fatih, 2009) isolasi sel, lisis dinding sel,
ekstraksi, presipitasi dan purifikasi. Isolasi DNA metode direct boiling (ddH.O)
menggunakan proses thermal untuk pelisisan sel (Omar dan Anas, 2017).
Pemanasan tinggi selama beberapa menit akan menyebabkan peningkatan
permeabilitas dinding sel yang berkibat pada masuknya cairan dan materi lain di
sekitar sel dan keluarnya materi-materi dalam sel. Suhu tinggi juga berfungsi
untuk inaktivasi enzim, terutama DNAse yang dapat merusak DNA (Sunarno,
dkk., 2014).

Metode ddH.O banyak digunakan pada penelitian sebelumnya karena
mudah dan memenuhi angka kemurnian DNA dan pita tidak smear seperti
ditunjukkan Gambar 2.6. Shehata dan Hershan, (2016) berhasil mengisolasi DNA
bakteri Escherichia coli menggunakan metode ddH.O dengan kemurnian 1,89 dan
konsentrasi 38,3 ng/uL. Pada penelitian lain berhasil mengisolasi DNA bakteri
Staphylococcus aureus menggunakan metode yang sama dengan kemurnian 1,8

dan konsentrasi 71,5 pg/mL (Ahmed, Atif dan Mogahid, 2014).
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25 Analisis Kualitatif Dan Kuantitatif DNA

Elektroforesis memiliki prinsip kerja memanfaatkan muatan listrik pada
DNA yang bermuatan negatif. DNA bermuatan negatif disebabkan karena adanya
gugus fosfat pada molekul DNA. Ketika molekul DNA dialiri arus listrik dari satu
kutub ke kutub yang berlawanan muatannya, maka molekul tersebut akan
bergerak dari kutub negatif ke kutub positif (Yuwono 2005). Elektroforesis gel
agarosa digunakan dalam analisis DNA karena dapat memisahkan DNA dengan
ukuran lebih dari 100 bp (Westermeier, 2005 dan Karp, 2008). Hasil
elektroforesis divisualisasikan menggunakan pewarna flourosens EtBr (ethidium
bromide). Pewarna ini akan berinterkalasi diantara pasangan basa nukleotida pada
struktur heliks ganda sehingga akan tampak fragmen-fragmen DNA yang terpisah
ketika gel disinari lampu UV (Campbell dan Shawn, 2009). Hasil uji DNA yang
baik ditunjukkan dengan pita DNA yang tebal dan tampak sedikit atau tidak

smear ketika divisualisasikan dengan sinar UV (Sauer, dkk., 1998).

10.000 bp

1600 bp

Gambar 2.2 Amplikon gen kitinase Serratia marecescens B4A terbaca pada 1600
bp (Zarei, dkk., 2012).
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Uji keberhasilan DNA yang kedua ialah uji kuantitatif menggunakan
spektrofotometri NanoDrop. Prinsip kerja spektrofotometri NanoDrop ialah basa
purin dan pirimidin pada DNA murni mampu menyerap cahaya ultraviolet pada
panjang gelombang 260 nm, sedangkan kontaminan berupa protein atau senyawa
fenol akan menyerap cahaya pada panjang gelombang 280 nm (Fatchiyah, dkk.,
2011; Muladno, 2010). Rasio absorbansi 260/280nm menentukan kemurnian
DNA dengan rentang 1,8-2,0. Jika nilai <1,8-2,0 menunjukkan terdapat
kontaminan berupa protein, sedangkan jika nilai >1,8-2,0 menunjukkan

kontaminan berupa RNA (Ayomi, dkk., 2017).

2.6 Metode Polymerase Chain Reaction (PCR)

PCR adalah suatu teknik yang melibatkan beberapa tahap yang berulang
(siklus) dan pada setiap siklus terjadi duplikasi jumlah target DNA untai ganda.
Untai ganda DNA template (unamplified DNA) dipisahkan dengan denaturasi
termal kemudian didinginkan hingga mencapai suatu suhu tertentu untuk memberi
waktu pada primer menempel (anneal primers) pada daerah tertentu dari target
DNA. Polimerase DNA digunakan untuk memperpanjang primer (extend primers)
dengan adanya dNTPs (dATP, dCTP, dGTP dan dTTP) dan buffer yang sesuai.
Umumnya keadaan ini dilakukan antara 20-40 siklus. Target DNA yang
diinginkan (short “target” product) akan meningkat secara eksponensial setelah
siklus keempat. DNA non-target (long product) akan meningkat secara linier
(Newton and Graham, 1994).

Komponen-komponen yang diperlukan pada proses PCR adalah (1)

template DNA, (2) sepasang primer, (3) dNTPs (Deoxynucleotidetriphosphates),
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(4) bufer PCR, (5) Magnesium klorida (MgCl»), dan (6) enzim polimerase DNA.

Template DNA sebagai cetakan untuk pembentukan molekul DNA baru yang
sama. Deoxynucleotidetriphosphates (dNTPs) sebagai building block DNA yang
diperlukan dalam proses ekstensi DNA, terdiri atas dATP (deoksiadenosin
trifosfat), dTTP (deoksitimidin trifosfat), dCTP (deoksisitidin trifosfat) dan dGTP
(deoksiguanosin trifosfat). Buffer PCR untuk menjamin pH medium. Magnesium

klorida (MgCl») sebagai kofaktor yang berfungsi menstimulasi aktivitas DNA

polimerase. Enzim polimerase DNA sebagai katalisis untuk reaksi polimerisasi
DNA (Butler, 2012).

Primer yang digunakan dalam PCR adalah primer gen 16S rRNA.
Sepasang primer sebagai pembatas fragmen DNA target yang akan diamplifikasi
dan sekaligus menyediakan gugus hidroksi (-OH) pada ujung 3’ yang diperlukan
untuk proses eksistensi DNA (Butler, 2012). DNA target akan diperbanyak sesuai
dengan daerah 16S rRNA sehingga diperoleh daerah konservatif. Pada struktur
conserved ini terdapat sejumlah basa yaitu daerah variabel yang khas sehingga
dapat membedakan setiap organisme (Rinanda, T., 2011). Hasil dari proses
PCR divisualisasikan menggunakan elektroforesis yang ditunjukkan pada

Gambar 2.3.
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Gambar 2.3 Proses PCR meliputi (1) denaturasi, (2) penempelan primer, (3)
elongasi (Yuwono dan Tribowo, 2006).

2.7 Analisis Bioinformatika

Analisis data menggunakan bioinformatika menggunakan beberapa
program yaitu DNA Baser untuk mengambil daerah basa murni dengan intensitas
tinggi dari hasil sikuensing. Bioedit digunakan dalam penjajaran urutan DNA
hasil sikuensing dengan DNA dari GenBank. BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool) merupakan alat cepat pembanding sekuen dengan mengkonstruksi
alignment untuk mengoptimasi kemiripan antara sekuen nukleotida dan protein
dengan database sekuen di GeneBank. Program ini digunakan untuk mendeteksi
hubungan antar sekuen yang hanya mempunyai kesamaan pada region tertentu.

(Altschul, dkk., 1990).
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Filogenetik adalah ilmu yang mempelajari hubungan evolusi antar
organisme, gen, atau protein dengan menggunakan kombinasi biologi molekuler
atau perhitungan statistik. Hubungan filogenetik umumnya digambarkan pada
suatu bentuk pohon binary. Struktur pohon filogenetik menggambarkan hubungan
antara nenek moyang dan keturunannya (Polanski dan Kimmel, 2007). Simpul
pohon filogenetik melambangkan suatu unit taksonomi atau takson yang dapat
berupa spesies, populasi, individu, gen, atau sekuen (asam nukleat atau protein)

(Sentausa, 2003).
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METODE PENELITIAN

3.1 Pelaksanaan Penelitian
Penelitian ini akan dilaksanakan pada 1 Februari-1 April 2019, bertempat

di Laboratorium Bioteknologi Jurusan Kimia dan Laboratorium Genetika Jurusan
Biologi Universitas Islam Negeri (UIN) Maulana Malik Ibrahim Malang.
3.2  Alat dan Bahan
3.21 Alat

Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini antara lain seperangkat alat gelas,
cawan petri, jarum ose, neraca analitikuntuk pebuatan media.Proses isolasi DNA
bakteri menggunakan tabung mikro, mikropipet (Bio-Rad), mikro pipet tip,
bunsen, autoclave, shaker, hot plate, centrifuge (Thermo cientific), vortex (Maxi
Mix 1), incubator (mammert), mikroskop. Seperangkat alat elektroforesis (Bio-
Rad), lampu UV transluminator (Bio-Rad), spektrofotometer NanoDrop ND-1000
(Thermo Scientific), alat PCR (Bio-Rad), dan alat sikuensing (1-AB370301521-

035) untuk analisa kulitatif dan kuantitatif DNA.

3.2.2 Bahan

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini antara lain isolat bakteri dari
lumpur mangrove, media agar kitin, Media Nutrient Broth (NB), akuades, ddH20.
Elektroforesis DNA hasil solasi menggunakan bahan agarosa (Science Prencur),
Loading Buffer (Vivantis), bufer TBE IX, EtBr. Proses amplifikasi DNA

menggunakan Maxime PCR Premix Kit-i-Taq (dNTPs 2,5 mM, DNA Taq

16
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polimerase 2,5 p, Gelloading buffer, dan reaction buffer), Nuclease-free water

(Applied BioSystem), primer forward dan primer reserve (IDT).

3.3

Tahap Penelitian

Tahapan penelitian yang akan dilakukan yaitu:

1.

2.

3.

3.4

34.1

Peremajaan Bakteri

Kultur bakteri

Isolasi DNA bakteri

Uji kualitatif dan kuantitatif DNA
Amplifikasi DNA dengan PCR
Penentuan urutan nukleotida

Analisis bioinformatika.

Cara Kerja

Peremajaan dan Pengulturan Bakteri (Haedar, dkk, 2017
Woulansari, 2016)

Peremajaan dilakukan dengan mengambil satu ose isolat secara aseptis,

kemudan digoreskan pada media miring dan diingkubasi pada suhu ruang selama

24 jam. Pembuatan kultur bakteri menggunakan media Nutrient Broth (NB) yaitu

dengan melarutkan 0,8 gram NB ke dalam 100 mL aquades dan dipanaskan.

Media dituang ke dalam erlenmeyer dan disterilkan dalam autoclave. Kultur

bakteri dilakukan dengan mengambil 1 ose bakteri Kitinolitik dari media agar kitin

secara aseptik dan dimasukan ke dalam media NB. Kemudian, dishaker selama 18

jam pada suhu ruang.
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3.4.2 Isolasi DNA Bakteri Metode ddH20O (Silva, dkk., 2012)

Diambil 30 pL produk isolasi diresuspensi dengan ddH20 200uL dan
disentrifuge 12.000 rpm selama 2 menit. Supernatan dibuang. Kemudian
dipanaskan dalam waterbath pada suhu 100 °C selama 10 menit. Kemudian di
vortex dan disentrifuge 13.000 rpm selama 10 menit. Selanjutnya, supernatan
dipindahkan ke dalam tabung steril. DNA yang diperoleh disimpan pada suhu -
20°C. Hasil diuji secara kualitatif dengan elektroforesis gel agarosa dan uji
kuantitatif menggunakan spektrofotometer NanoDrop pada panjang gelombang

260 nm dan 280 nm.

3.4.3 Uji Kualitatif DNA Menggunakan Gel Agarosa

Pembuatan gel agarosa 1% dengan melarutkan 0,3 gram bubuk agarosa ke
dalam 30 mL bufer TBE IX dan dipanaskan hingga larut sempurna. Setelah larut,
kemudian dituang ke dalam cetakan. Agarosa ditunggu hingga hangat dan
ditambahkan dengan 1 mL EtBr. Selanjutnya sumuran pada gel dibentuk dengan
memasang sisir pada gel dan didinginkan hingga mengeras (Fathiyah, 2011).

Setelah membeku, gel dimasukkan ke dalam tank elektroforesis. Bufer
TAE IX dimasukkan ke dalam tank hingga gel terendam sempurna. Sampel hasil
isolasi dimasukkan ke dalam sumuran sebanyak 10pL dan loading dye 1pL.
Mesin elektroforesis dinyalakan dan atur waktu running selama 60 menit dengan
voltase 65 volt. Selanjutnya hasil elektroforesis diamati menggunakan UV-
transluminator. Munculnya pita tebal pada gel menunjukkan keberhasilan isolasi

DNA (Sinta, dkk., 2010).

3.4.4 Penentuan Konsentrasi DNA
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Uji kuantitatif DNA dilakukan dengan mengukur kemurnian DNA
menggunakan spektrofotometer NanoDrop. Sampel DNA 1pL diteteskan pada
alat deteksi, kemudian diatur panjang gelombang pada 260 dan 280 nm. Rasio
absorbansi 260/280 nm menentukan kemurnian DNA dengan rasio 1,8-2,0. Jika
nilai <1,8-2,0 menunjukkan terdapat kontaminan berupa protein, sedangkan jika

nilai >1,8-2,0 menunjukkan kontaminan berupa RNA (Ayomi, dkk., 2017).

3.4.5 Amplifikasi DNA Menggunakan PCR (Zhong, dkk., 2015)

Volume total yang digunakan dalam reaksi PCR yaitu 25 pL dengan
komposisi 0,5 pL DNA template, dan 0,5 pL primer P1 dan P2 dan 23,5uL master
mix. DNA amplification KIT terdiri atas 2pL dNTPs 2 mM, 5pL 10x Vi bufer A,
1,5uL MgCl; 50 mM dan 0,4 pL Tag DNA polymerase. Siklus amplifikasi
sebanyak 30 siklus. Kondisi reaksi PCR dengan pre denaturasi pada suhu 95 °C
selama 5 menit, denaturasi: 95 °C selama 1 menit; annealing: 55°C selama 1
menit; elongasi: 72 °C selama 1 menit dan post elongasi 72 °C selama 10 menit.
Primer yang digunakan yaitu 1492F 5’ -AGAGTTTGATCATGGCTCAG-3’dan
27R 5’ -TACGGCTACCTTGTTACGA-3’ . Hasil amplifikasi selanjutnya diuji
dengan elektroforesis gel agarose dengan munculnya pita tunggal berdasarkan

ukuran pita gen kitinase.

3.4.6 Penentuan Urutan Nukleotida

Proses sikuensing dilakukan dengan metode dye terminator dideoxy
Sanger di First Base laboratories; The Gemini Singapore Science Park. Analisa
terdiri dari beberapa tahapan yaitu penyiapan template, reaksi sikuensing,

pemurnian produk PCR, dan elektroforesis dengan scanning fluorosence untuk



20

menentukan urutan DNA berdasarkan berat molekulnya. Hasil sikuensing akan

dianalisis lebih lanjut menggunakan bioinformatika.

3.4.7 Analisis Bioinformatika

Hasil urutan basa DNA dianalisis menggunakan beberapa program
komputer antara lain DNA Baser, BLAST-N, MEGAG6, Bioedit. DNA Baser
untuk mengambil daerah basa murni dengan intensitas tinggi dari hasil
sikuensing. Bioedit digunakan dalam penjajaran urutan DNA hasil sikuensing.
BLAST-n untuk mengkonfirmasi kemiripian bakteri dengan sekuen lain dari Gen
Bank. Mega7 digunakan dalam pengkonstruksian pohon filogenetik untuk

menunjukkan hubungan kekerabatan pada sampel bakteri (Ismaun, dkk., 2017).



BAB IV

HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1  Peremajaan Bakteri

Peremajaan bakteri menggunakan media agar yang mengandung koloidal
kitin sebagai substrat yang akan didegradasi oleh enzim Kkitinase. Kandungan
karbon dan nitrogen dalam media merupakan sumber makanan bagi bakteri.
Kondisi optimum pertumbuhan bakteri kitinolitik pada pH netral dengan masa
inkubasi selama 48 jam pada suhu 37°C.

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan sebelumnya (Muthmainnah,
M., 2018), diperoleh dua isolat terbaik yang memiliki aktivitas Kitinase yaitu
isolat Al dan A2. Hasil pengamatan morfologi menunjukkan bahwa bakteri
tersebut adalah Bacillus sp. Karakter isolat bakteri tersebut termasuk ke dalam

bakteri gram positif karena sel berwarna ungu, dan berbentuk batang.
4.2  lsolasi DNA Bakteri Menggunakan Metode ddH2O

Prinsip isolasi DNA vyaitu (Fatih, 2009) lisis dinding sel, ekstraksi,
presipitasi dan purifikasi. Isolasi DNA menggunakan metode direct boilling
merupakan suatu metode pemisahan DNA dengan proses pemanasan untuk
pelisisan sel dan ekstraksi DNA. Lisis sel yaitu proses pemecahan membran sel
untuk mengeluarkan DNA dari dalam sel bakteri. Menurut Sunarno, dkk., (2014),
Pemanasan tinggi selama beberapa menit akan menyebabkan peningkatan
permeabilitas dinding sel yang menyebabkan masuknya cairan dan materi lain di
sekitar sel dan keluarnya materi-materi dalam sel. Suhu tinggi juga berfungsi

untuk inaktivasi enzim, terutama DNAse yang dapat merusak DNA.

21
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Penggunaan ddH.O steril untuk suspensi sampel bakteri dan sebagai
pengelusi DNA ketika disentrifuge. Menurut Farmawati, dkk., (2015) ddH.O
steril untuk melarutkan DNA kembali dan berfungsi sebagai pengelusi agar DNA
terpisah dari komponen lain dan berada pada supernatan yag mengandung DNA.
Komponen lain seperti protein yang terkandung pada DNA didenaturasi dengan
proses pemanasan. Proses pemanasan dapat memutus ikatan hidrogen dan
interaksi hidrofobik sehingga kelarutan protein pada air menurun. Menurunnya
kelarutan protein pada air menyebabkan protein terpisah dari DNA ketika proses
sentrifugasi. Menurut Zaldy, R., dan Lusy, (2020) menjelaskan bahwa protein
pada DNA dapat terdenaturasi pada suhu 45°C-80°C, dan laju denaturasi
meningkat setiap 10°C. Keberhasilan isolasi DNA ditunjukkan dengan uji
kuantitatif dan kualitatif.

Analisis  hasil isolasi DNA secara kuantitatif menggunakan
Spektrofotometer NanoDrop. DNA hasil ekstraksi akan diuji tingkat kemurnian
dan konsentrasinya berdasarkan panjang gelombang A260/280 dengan rasio 1,8-
2,0 (Novel, S., dkk., 2010). Pita ganda DNA murni menyerap cahaya UV pada
panjang gelombang 260 nm, sedangkan kontaminan berupa protein dan fenol
menyerap cahaya pada panjang gelombang 280 nm (Nugroho dan Rahayu, 2016).

Hasil analisis tercantum dalam Tabel 1.

Tabel 4.1. Hasil Uji Kualitatif DNA Menggunakan Spektrofotometer
NanoDrop

No  Isolat A260 A280 A260/280 Konsentrasi DNA (ng/ul)

Al 12,71 6,58 1,93 635.75
2 A2 5,12 2,20 2,33 255,92
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Berdasarkan tabel 4.1, data hasil analisa menunjukkan kemurnian DNA
yang tinggi ditunjukkan oleh isolat Al. Angka 1,93 memenuhi syarat rasio
kemurnian yaitu diantara 1,8-2,0. Jika rasio tersebut <1,8 maka dikatakan bahwa
DNA tersebut mengandung protein. Sedangkan jika rasio >2,0 maka DNA masih
mengandung RNA (Sambrook, dkk., 1989). Kemurnian isolat A2 melebihi rasio.
Hal ini menunjukkan bahwa DNA yang diperoleh terdapat kontaminan berupa
RNA. Menurut Fatchiyah, dkk., (2011) nilai kemurnian DNA diatas 2,0
menunjukkan bahwa terdapat kontaminan berupa RNA yang dapat diatasi dengan
penambahan ribonuklease (Kartini, 2012).

Analisis hasil isolasi DNA secara kualitatif menggunakan elektroforesis
gel agarosa. Elektroforesis digunakan untuk uji kualitatif DNA berdasarkan

kemunculan pita ketika divisualisasikan menggunakan Spektrofotometer-UV.

Gambar 4.1 Elektroferogram genom DNA. Lajur 1 dan 3 Lajur (isolate A2), lajur 2 dan 4
(isolat Al)

Berdasarkan gambar 4.1, pita DNA terlihat jelas pada sumur ke-2 dan ke-4

yaitu isolat Al. Kemunculan pita DNA menunjukkan adanya molekul DNA yang
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telah terisolasi. Pita DNA pada isolat tersebut terlihat tebal, utuh dan jelas seperti
yang terlihat pada gambar 4.1. Menurut Annisaqois (2018) dan Ningsih, dkk.,
(2017), pita DNA hasil isolasi yang berkualitas baik ditunjukkan dengan pita tebal
seperti kumis pada posisi dekat sumur. Semakin tinggi konsentrasi DNA, pita
yang terbentuk semakin tebal dan terang (Sambrook dan Russel, 2011). Pada
sumur ke-1 menunjukkan munculnya smear, mendakan molekul DNA yang
terdegradasi. Sedangkan, sumur ke-3 muncul pita DNA yang tipis, menandakan
bahwa konsentrasi DNA sedikit. Menurut Mulyani, dkk., (2011), smear tersebut
merupakan sisa dari larutan yang masih terbawa selama proses isolasi atau juga
dapat berupa DNA yang terdegradasi pada proses isolasi. DNA isolat Al

kemudian diamplifikasi menggunakan PCR.

4.3  Amplifikasi gen 16S rRNA Menggunakan PCR

Amplifikasi merupakan tahap perbanyakan daerah gen 16S rRNA
menggunakan metode PCR (Polimerase Chain Reaction). DNA target akan
diperbanyak sesuai dengan daerah gen 16S rRNA yang diapit oleh sepasang
primer. Pembatasan daerah gen 16S rRNA untuk memperoleh daerah konservatif
sehingga dapat membedakan setiap organisme. Primer universal yang digunakan
yaitu 27F 5’ -AGAGTTTGATCATGGCTCAG-3’ dan 1492R 5'-
TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3’ . Isolat Al digunakan sebagai cetakan
DNA karena kemurnian dan konsentrasi yang tinggi berdasarkan uji kualitatif dan
kuantitatif. Cetakan DNA ini digunakan untuk pembentukan molekul DNA baru.

Satu siklus pada PCR terdapat tiga tahapan yaitu denaturasi, annealing dan
elongasi. Pada penelitian ini menggunakan 30 siklus. Penelitian yang dilakukan

Fitri dan Fitriani (2020) menggunakan 30 siklus pengulangan pada PCR. Menurut
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Handoyo dan Ari (2001), penggunaan jumlah siklus lebih dari 30 siklus tidak
akan meningkatkan jumlah amplikon secara bermakna. Selain itu, dapat
memungkinkan peningkatan jumlah produk non target. Suhu yang digunakan pada
penelitian ini yaitu 95°C untuk denaturasi, 55°C untuk annealing dan 72°C untuk
elongasi. Hasil PCR divisualisasikan menggunakan elektroforesis gel agarosa

sesuai dengan gambar 4.2.

40 — 3,000
70 — 1,500
§§ — 1,000
— 800
30 — 700
30 — 600
90 — 500
40 — 400
30 — 300
40 — 200
40 — 100

Gambar 4.2 elektroferogram pita DNA. lajur 1 (M) marker dan lajur 2 isolat Al.

Berdasarkan hasil elektroforesis, pita yang diperoleh memiliki ukuran
1300 bp (base pair) setelah dicocokkan dengan marker DNA. Marker PCR
merupakan penanda berat molekul DNA (Igbal, Ibnu dan Nia, 2016). Panjang
daerah gen bakteri Kitinolitik sebesar 1300 bp dan 1200 bp (Risky, dkk., 2017 dan
Buwono, dkk., 2013). Menurut Clarridge, (2004) panjang daerah gen 16S rRNA
1500 bp. DNA genom yang telah diamplifikasi ditunjukkan dengan munculnya
pita DNA yang jelas dan tebal. Hasil uji DNA yang baik ditunjukkan dengan pita
DNA vyang tebal dan tampak sedikit atau tidak smear ketika divisualisasikan

dengan sinar UV (Sauer et al. 1998).
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4.4 Data Hasil Analisis Bioinformatika

DNA hasil sikuensing diolah menggunakan software Bioedit untuk
mengcountig urutan DNA yang diinginkan. Countig urutan DNA berfungsi untuk
mengambil urutan DNA dengan intensitas puncak yang konstan. Kemudian urutan
DNA yang telah dicountig diolah secara online menggunakan Blastn pada situs
NCBI untuk mencocokkan urutan DNA sampel dengan urutan DNA pada

GenBank.

AGCTCCCCCCACAAGGGTTAGGCCACCGGCTTCGGGTGTTACCAACTTTCGTGACTTGAC
GGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCAGCGTTGCTGATCTGCGATTACT
AGCGACTCCGACTTCATGGGGTCGAGTTGCAGACCCCAATCCGAACTGAGACCGGCTTTT
TGGGATTAGCTCCACCTCACAGTATCGCAACCCATTGTACCGGCCATTGTAGCATGCGTG
AAGCCCAAGACATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCGTCCTCACCTTCCTCCGAGTTGAC
CCCGGCAGTCTCCCATGAGTCCCCACCACGACGTGCTGGCAACATGGAACGAGGGTTGCG
CTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACC
TGTGAACCCACCCCAAAGGGGAAACCGTATCTCTACGGCGATCGAGAACATGTCAAGCCT
TGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAATCCGCATGCTCCGCCGCTTGTGCGGGCCC
CCGTCAATTCCTTTGAGTTTTAGCCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGGGCACTTAATGC
GTTAGCTGCGGCGCGGAAACCGTGGAATGGTCCCCACACCTAGTGCCCAACGTTTACGGC
ATGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTCCCCATGCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGT
TACAGCCCAGAGACCTGCCTTCGCCATCGGTGTTCCTCCTGATATCTGCGCATTCCACCG
CTACACCAGGAATTCCAGTCTCCCCTACTGCACTCTAGTCTGCCCGTACCCACCGCAGAT
CCGGGGTTAAGCCCCGGACTTTCACGACAGACGCGACAAACCGCCTACGAGCTCTTTACG
CCCAATAATTCCGGATAACGCTCGCACCCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTT
AGCCGGTGCTTCTTCTGCAGGTACCGTCACTTTCGCTTCTTCCCTACTGAAAGAGGTTTA
CAACCCGAAGGCCGTCATCCCTCACGCGGCGTCGCTGCATCAGGCTTTCGCCCATTGGGC
AATATTCCCCACTGCTGCCTCCGGTAGGAATCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCC
GGTCACCCTTCAGGCCGGCTACCCGTCGTCCCCTGTGCATTACCTCACCAACAAGCTGAA
AGGCCCAGTCCATCCAAACCGAATCTTTCCAACCCCCCCGCGGGGACCCCCCATCCGGTT
TAAACCCGTTTCCAAGGTTATCCCAAATTAAGGCAGGTTTTCCTTCTCCCCGTT

Gambar 4. 3 Urutan Genom Bakteri Kitinolitik Isolat Lumpur Mangrove

Isolat A1 memiliki urutan basa 1346 pasangan basa. dengan homologi
terdekat sebesar 99,85% dengan bakteri Micrococcus Luteus (SMN826463.1).

penelitian yang dilakukan oleh Nailil, dkk., (2014), berhasil mengisolasi bakteri
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Micrococcus Luteus dari cangkang kepiting bakau. Berdasarkan penelitian lain,
bakteri Micrococus sp. (AG84) telah diisolasi dari endapan air laut menghasilkan

enzim kitinase (Annamalai, dkk., 2010).

Micrococcus luteus strain KUK 2

"

Micrococcus sp. N36

Micrococcus luteus strain NPFL2

64

29 Micrococcus luteus strain MF54

Micrococcus luteus

64 64 Micrococcus sp. strain MGB

23 Micrococcus luteus strain H15S

Micrococcus yunnanensis strain Pg2

66 Micrococcus luteus strain KH1

Micrococcus sp. strain CRE10

Micrococcus sp. BAB-4450

Micrococcus luteus strain 3F

22

Micrococcus yunnanensis strain KA-20

Micrococcus sp. strain SKRMO1

Micrococcus luteus strain B8

Bacillus thuringiensis Bt407

Gambar 4.4 Pohon filogenetik isolat A1 (LM)

Urutan DNA isolat Al (isolat lumpur mangrove) disejajarkan dengan
urutan DNA pada GenBank untuk mengkonstruksi pohon filogenetik
menggunakan software mega6. Berdasarkan gambar 4.4, kekerabatan isolat Al
berada pada cabang yang sama dengan bakteri Micrococcus Luteus strain MF54
(MT214287.1) pada pohon filogenetik. Berdasarkan homologi BLAST pada situs
NCBI, isolat A1 memiliki kemiripan urutan basa homologi 99,7% dengan bakteri

Micrococcus Luteus strain MF54. Sedangkan, Bakteri Bacillus Thuringiensis
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tidak berada dalam cabang yang sama dengan bakteri micrococcus (out of group).
Hal tersebut menunjukkan bahwa isolat A1 memiliki kemiripan spesies dengan
bakteri Micrococcus Luteus berdasarkan identifikasi secara genotip.

Allah SWT menciptakan setiap makhluk hidup dengan perbedaan masing-
masing. Perbedaan ini terlihat secara fisik seperti bentuk morfologi dan karakter
makhluk hidup. Tujuan dari perbedaan ini untuk mengetahui klasifikasi makhluk
hidup berdasarkan jenisnya, sehingga memudahkan manusia untuk mengenali
jenis yang satu dengan lainnya. Faktor yang berperan penting dalam perbedaan
jenis makhluk ciptaan Allah SWT adalah DNA. DNA merupakan senyawa yang

berperan sebagai penyimpan informasi genetik dan pewarisan sifat.

3 o 5

RS we % Lozo L L L 41, PRI TR RPN - o A

A g O e i B Taalhe aasn Gl Glal) Gl
Artimya: “Apakah manusia mengira, bahwa kami tidak akan mengumpulkan (kembali) tulang
belulangnya? Bukan demikian, Sebenarnya kami Kuasa menyusun (kembali) jari jemarinya
dengan sempurna.”

Berdasarkan surat al Qiyamaah ayat 3-4 diatas disebutkan ‘tulang-
belulang dan jari-jemari’ dimana terdapat DNA didalamnya sebagai identitas
setiap individu. Menurut al Biga’i, kata banan merupakan tulang-tulang kecil
yang terdapat pada ujung-ujung jari kaki dan tangan. Jika ujung-ujung jari
terhimpun, terdapat gambar dan ciri penyusunan yang menghasikan manfaat dan
rahasia yang terdapat padanya (Shihab, 2000). Garis-garis halus pada ujung jari
yang membentuk pola unik dan khusus yang mencerminkan identitas individu
(Thayyarah, N., 2013). Jumah garis-garis sidik jari tidak akan berubah karena pola

sidik jari dipengaruhi oeh DNA. DNA sidik jari memiliki pola yang bersifat khas
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pada setiap individu sehingga dapat digunakan untuk tujuan identifikasi dalam

ilmu forensik dan kerancuan induk (Elizabeth, A., 2012).



BAB V

KESIMPULAN DAN SARAN

51  Kesimpulan

1. Isolasi DNA bakteri kitinolitik menggunakan metode ddH>O
diperoleh kemurnian DNA isolat Al sebesar 1,93 dengan konsentrasi
635.75 ng/ul, dan isolat A2 sebesar 2,33 dengan konsentrasi 255,92

ng/pl.
2. Berdasarkan hasil identifikasi secara genotip, isolat Al memiliki

tingkat homologi sebesar 99,7% dengan Micrococcus Luteus strain

MF54 (MT214287.1).

5.2 Saran
Saran yang dapat dilakukan untuk penelitian selanjutnya yaitu diharapkan
penelitian ini dapat dilanjutkan dengan identifikasi enzim Kkitinase secara

molekular.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Diagram Alir

1. Peremajaan dan Pengulturan Bakteri

Isolat Bakteri Kitinolitik

| Diambil satu ose isolat secara aseptis
dan digoreskan pada media miring

— Diinkubasi 24 jam pada suhu ruang

Hasil

Nutrient Broth

— Ditimbang 0,8 gram NB

— Dilarutkan dalam 100 mL aquades dan dipanaskan

— Disterilkan dalam autoclave

|1 ose bakteri kitinolitik dimasukkan secara aseptik ke
dalam media NB

— Dishaker selama 18 jam pada suhu ruang

Hasil
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2. lsolasi DNA Bakteri Metode ddH.O

Isolat Bakteri

Disuspensi dalam 100pl aquades steril

Sampel dipanaskan dalam waterbath
100 °C selama 10 menit

Disentrifuge 13.000 rpm selama 10

[ menit

Supernatan

| Dipindahkan ke dalam tube

__ Disimpan pada suhu -20 °C

Hasil

Endapan

steril
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3. Uji Kualitatif DNA Menggunakan Gel Agarosa

Gel agarosa 1%

— Ditimbang 0,3 gram bubuk
— Dilarutkan dalam 30 mL bufer TBE IX

— Dipanaskan hingga larut sempurna

— Dituang ke dalam cetakan

Ditunggu  hingga  hangat  dan
[ ditambahkan dengan 1 mL EtBr

__ Dipasang sisir pada gel

— Didinginkan hingga mengeras

Gel agarose

— Gel dimasukkan ke dalam tank elektroforesis

| Dimasukkan Bufer TAE IX ke dalam tank
hingga gel terendam sempurna

Dimasukkan 10uL hasil isolasi ke
dalam sumuran

— Dimasukkan 1uL loading dye
— Dinyalakan mesin elektroforesis

Diatur waktu running selama 60 menit
dan voltase 65 volt

Hasil elektroforesis diamati menggunakan
UV-transluminator

Hasil
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4.

Penentuan Konsentrasi DNA

1puL Sampel DNA

— Diteteskan pada alat deteksi

Diatur panjang gelombang
pada 260 dan 280 nm

Hasil
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Lampiran 2. Dokumentasi Kegiatan Penelitian

41

dipanaskan dalam waterbath 95°C divortex
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