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ABSTRAK

Martha, D. P. B. 2023. Identifikasi Genotip 16s rRNA Bakteri Pendegradasi
Plastik Dengan Perbedaan Metode Isolasi DNA. Skripsi. Program Studi
Kimia. Fakultas Sains dan Teknologi Universitas Islam Negeri Maulana Malik
Ibrahim Malang. Pembimbing 1. Dr. Anik Maunatin, S.T., M.P.
Pembimbing Il: Dr. Akyunul Jannah, S.Si., M.P

Kata Kunci: Bakteri, metode CTAB, metode kit, gen 16S rRNA, skuensing

Isolat bakteri BP merupakan bakteri yang berhasil diisolasi yang berasal
dari TPA Pisang Kipas Jatimulyo Malang. Isolat bakteri BP telah dilakukan uji
untuk mendegradasi plastik dan berhasil mendegradasinya. Hal ini membuktikan
bahwa isolat tersebut memiliki potensi untuk mendegradasi plastik. Plastik
memiliki rantai berulang dan panjang, sehingga dibutuhkan waktu yang lama
untuk memecah rantai panjang menjadi rantai pendek. Karena hal ini
menyebabkan sampah plastik menjadi susah untuk didegradasi. Dilaporkan ada
beberapa jenis bakteri yang bisa mendegradasi plastik seperti strain bakteri
seperti Pseudomonas spp., Bacillus spp. dan Streptomyces spp. Penelitian ini
bertujuan untuk mengetahui perbedaan hasil uji kuantitatif hasil isolasi DNA
dengan metode CTAB dan kit dan untuk mengetahui karakter fenotip dan genotip.

Bakteri yang telah diperoleh dari penelitian terdahulu dengan kode BP
didapatkan dari TPA Jalan Pisang Kipas, Kota Malang. Identifikasi isolat bakteri
dilakukan secara makroskopis, mikroskopis, uji biokimia dan nantinya akan
diisolasi DNA dengan variasi metode CTAB dan KIT. Kemudian DNA
diamplifikasi dengan Polymerase Chain Reaction (PCR) menggunakan pasangan
primer 27F dan 1492R. Pengurutan DNA dilakukan dengan metode Sanger dan
memanfaatkan software untuk analisa serta menentukan kekerabatan bakteri
berdasarkan kedekatan hasil analisis dengan database.

Isolat Bakteri BP dari hasil uji geneotip mendapatkan nilai kemurnian
Azsoos0 Sebesar 2,13. Dari hasil isolasi tersebut menghasilkan amplikon sebesar
~1100 bp. Dari hasil analisa diketahui bahwa isolat bakteri BP mempunyai
kemiripan 98% dengan spesies bakteri Bacillus Subtilis strain SBMP 4.
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ABSTRACT

Martha, D. P. B. 2023. ldentification of 16s rRNA Genotypes of Plastic
Degrading Bacteria with Different DNA Isolation Methods. Thesis.
Chemistry Study Program. Faculty of Science and Technology Islamic State
University Maulana Malik Ibrahim Malang. Supervisor I: Dr. Anik Maunatin,
S.T., M.P. Supervisor II: Dr. Akyunul Jannah, S.Si., M.P

Keyword: Bacteria, CTAB method, KIT method, 16s rRNA, Squencing

Bacterial isolate BP is a bacteria that was successfully isolated from the
Pisang Kipas Jatimulyo landfill in Malang. Bacterial isolate BP has been tested to
degrade plastic and successfully degrades it. This proves that the isolate has the
potential to degrade plastic. Plastics have long, repeating chains, so it takes a long
time to break down the long chains into short chains. Because this plastic waste
are difficult to degrade. It is reported that there are several types of bacteria that
can degrade plastic such as bacterial strains such as Pseudomonas spp., Bacillus
spp. and Streptomyces spp. Aims of this study is to determine differences in the
results of quantitative test results of DNA isolation using CTAB and kit methods
and to determine phenotypic and genotypic characters.

The bacteria that have been obtained from previous research with the
code name BP were obtained from landfill Jalan Pisang Kipas, Malang City.
Identification of bacterial isolates was carried out macroscopically,
microscopically, biochemically and later isolated DNA using a variety of CTAB
and KIT methods. Then the DNA was amplified by Polymerase Chain Reaction
(PCR) using primer pairs 27F and 1492R. DNA sequencing was carried out using
the Sanger method and utilizing software for analysis and determining bacterial
kinship based on the closeness of the analysis results to the database.

BP Bacterial Isolate from the results of the geneotyping test obtained an
A260/280 purity value of 2.13. The results of the isolation produced an amplicon
of ~1100 bp. From the results of the analysis it is known that the bacterial isolate
BP has 98% similarities with the bacterial species Bacillus Subtilis sstrain SBMP
4,
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BAB |

PENDAHULUAN

1.1  Latar Belakang

Plastik merupakan salah satu jenis polimer yang membutuhkan waktu
lama untuk terurai. Karena plastik memiliki rantai berulang dan panjang, sehingga
dibutuhkan waktu yang lama untuk memecah rantai panjang menjadi rantai
pendek (Bhardwaj, 2012). Banyaknya plastik yang dibuang ke lingkungan akan
menyebabkan kerusakan lingkungan serta mengganggu aktivitas makhluk hidup

yang ada. Sebagaimana Allah SWT firmankan dalam Surah Ar-Rum (30) ayat 41:

selal 1 shee (ool (amns gl LT ool & Gy jaally all s Sl el

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)

Menurut tafsir jalalain dalam ayat ini diterangkan al-fasad (pelanggaran
atas sistem atau hukum yang dibuat Allah), al-fasad bisa diartikan juga sebagai
“perusakan”. Perusakan sendiri bias berupa pencemaran alam sehingga tidak
layak lagi didiami atau ditinggali, atau bahkan penghancuran alam sehingga tidak
bisa lagi dimanfaatkan. Misalnya di daratan masalah ini umumnya disebabkan
oleh pembuangan sampah yang sembarangan salah satu sampah yang sulit
didegradasi dan sering digunakan masyarakat umum adalah sampah plastik (Al-
Mahally, Imam Jalaluddin dan Imam Jalaluddin As-suyutti, 1990).

Bakteri, jamur, dan ganggang telah dilaporkan merupakan mikroba yang
efektif dalam mendegradasi polimer (Ali dkk., 2021). Strain bakteri dapat

mendegradasi zat polimer plastik dalam air atau tanah. Beberapa penelitian telah



2
melaporkan bahwa biodegradasi plastik oleh bakteri khusus dapat menjadi strategi
bioremediasi yang menjanjikan untuk ekosistem yang terkontaminasi (Yoshida
dkk., 2016). Beberapa strain bakteri seperti Pseudomonas spp., Bacillus spp. dan
Streptomyces spp. telah menunjukkan efisiensi degradasi yang tinggi terhadap
berbagai polimer plastik (Li dkk., 2020; Matjasi¢ dkk., 2021).

Penelitian yang telah dilakukan oleh Istigomah, 2020 telah berhasil
didapatkan isolat bakteri berupa bakteri dari spesies Bacillus sporothermoduran.
Bakteri yang didapatkan akan diidentifikasi secara makroskopis dengan cara uji
morfologi dan karakterisasi biokimia. Uji morfologi dilakukan dengan pewarnaan
gram dan pewarnaan endospora serta dilakukan pengamatan bentuk terhadap
isolat bakteri yang berhasil dimurnikan. Identifikasi bakteri pendegradasi plastik
dapat dilakukan dengan dua metode di antaranya metode secara fenotip dan
genotip. lIdentifikasi fenotip bakteri dapat dilakukan dengan pewarnaan gram,
pewarnaan endospora, dan pengamatan secara morfologi baik bentuk, warna, tepi,
dan elevasi koloni (Hikmawati dkk., 2019; Zhang dkk., 2020). Berdasarkan
Penelitian yang telah dilakukan Dwi, 2020 telah berhasil didapatkan isolat bakteri
yang memiliki kemampuan untuk mendegradasi plastik dengan kemampuanya
dalam mendegradasi plastik LDPE sebesar 0,0031%.

Metode konvensional isolasi DNA memiliki keunggulan lebih murah dan
dapat digunakan dalam jangkauan yang luas, sedangkan kekurangannya adalah
membutuhkan waktu yang relatif lama waktu dan hasil yang diperoleh tergantung
pada jenis sampel. Preparasi alat dan bahan ekstraksi manual biasanya memakan
waktu lebih lama. Sedangkan untuk metode yang menggunakan dalam satu paket

kit telah tersedia seperangkat perlengkapan isolasi yang siap pakai, sehingga



3
meminimalisir waktu kerja namun memiliki kekurangan dimahalnya untuk
pembelian kit tersebut (Ali, Nasir dkk., 2017).

Identifikasi bakteri secara mikroskopis yang melibatkan identifikasi
filogenetik dan taksonomi menggunakan gen penanda 16S rRNA. Penanda 16S
rRNA digunakan karena mempunyai multi copy dengan 150-300 copy genom.
Selain itu, identifikasi bakteri pendegradasi plastik menggunakan 16S rRNA
sudah banyak diaplikasikan sehingga memudahkan membuat perbandingan dalam
identifikasi bakteri satu dengan bakteri yang lain (Nurkanto dan Agusta, 2015;
Yohandini dkk., 2015; Christy dkk, 2017). Berdasarkan Janda dan Abbott, (2007)
Analisis gen 16S rRNA dipergunakan sebab gen ini ada disemua sel bakteri yang
fungsinya tidak berubah dalam saat yang lama. Selain itu urutan basa nitrogen gen
16s rRNA memiliki keragaman intraspesifik yang lebih rendah dibandingkan gen
pengkode protein lain, dan sifat asal fragmen 16s rRNA yg lestari (Oren, 2004).

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan Abdel-Latif dan Osman, (2017)
didapatkan nilai absorbansi Azeo/A20 menggunakan metode kit sebesar 1,80-1,95,
sedangkan metode CTAB didapatkan nilai absorbansi Aozeso/Azo 1,2-2,90.
Penelitian Windusari dkk., (2018) mendapatkan hasil nilai absorbansi Azeso/A2so
menggunakan metode kit sebesar 1,853 dan untuk metode CTAB didapatkan
Aoeo/Azgo menggunakan metode kit sebesar 1,705. Sedangkan Nilai kemurnian
DNA yang tinggi jika nilai Absorbansi Azeo/A2s0 menunjukkan nilai 1,8-2,0, jika
lebih rendah dari 1,8 menunjukkan sampel DNA terkontaminasi oleh protein,
sedangkan kemurnian DNA yang nilainya lebih tinggi dari 2,0 artinya sampel
DNA terkontaminasi oleh RNA. Pada perbandingan absorbansi A 260/230 nm

DNA murni berkisar antara 2-2,2. Jika nilainya lebih rendah dari 2 maka DNA
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terkontaminasi oleh karbohidrat, bahan organik, atau kimia lain. (Arista dkk.,
2018).

Berdasarkan uraian yang telah dipaparkan, maka akan dilakukan penelitian
tentang identifikasi fenotip dan genotip 16S rRNA. Untuk bisa mengetahui
karakteristik dan jenis spesies dari bakteri, serta efektivitas metode isolasi DNA

dengan metode CTAB dan KIT.

1.2 Rumusan Masalah
1. Bagaimana hasil uji kuantitatif hasil isolasi DNA secara CTAB dan KIT?

2. Bagaimana karakteristik fenotip dan genotip dari isolat BP?

1.3  Tujuan
1. Untuk mengetahui hasil uji kuantitatif hasil isoalsi DNA secara CTAB dan KIT

2. Untuk mengetahui karakteristik fenotip dan genotip isolat bakteri BP

1.4 Batasan Masalah

1. Metode isolasi DNA yang digunakan CTAB dan Kit.

2. Pasangan primer yang digunakan dalam identifikasi genotip adalah 27 F (5’
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) serta 1492 R (5°-

GGTTACCTTGTTACGACT-3’).



15 Manfaat Penelitian

1. Memberikan informasi yang berkaitan dengan potensi serta manfaat bakteri
dalam mendegradasi plastik sehingga mengurangi penggunaan bahan kimia
dalam proses penguraian plastik

2. Memberi informasi tentang jenis bakteri yang mampu mendegradasi plastik
sehingga menambah keberagaman plasma nutfah (sumber daya genetik)

mikroorganisme yang mampu menguraikan limbah plastik di alam.



BAB Il

TINJAUAN PUSTAKA

2.1  Bakteri Pendegradasi Plastik

Bakteri merupakan golongan mikroorganisme bersel tunggal (prokariotik)
yang hidup secara berkoloni dan tidak mempunyai selubung inti namun mampu
hidup di mana saja. Bakteri memerlukan bahan organik yang didapatkan secara
alami baik berasal dari organisme mati maupun hidup. Salah satu mikroorganisme
yang diketahui dapat membantu dalam proses degradasi plastik adalah bakteri.
Terdapat beberapa bakteri yang dapat mendegradasi plastik secara in vitro dengan
memanfaatkan plasticizers dalam plastik sebagai sumber karbon seperti Bacillus
Subtilis..  Menurut Yao dkk., (2022) bakteri Bacillus Subtilis. mampu
mendegradasi plastik sebesar 1,5% dengan waktu inkubasi selama 60 hari. Untuk
dapat merombak plastik, bakteri harus dapat mengkontaminasi lapisan plastik dan
menggunakan komponen pada plastik sebagai sumber nutrien.

Oleh karena itu faktor tersebutlah bakteri dalam beberapa spesies
berpotensi memanfaatkan bahan yang berasal dari limbah seperti plastik sebagai
sumber makanan seperti yang terdapat dalam Tabel 2.1. Contoh dari tabel
tersebut merupakan jenis bakteri yang termasuk dalam golongan bakteri
indigenous. Bakteri indigenous merupakan bakteri yang hidup secara alami di
alam bebas. Bakteri indigenous memiliki berbagai macam manfaat bagi manusia
dan lingkungan. Beberapa hasil penelitian sebelumnya telah membuktikan bahwa
bakteri indigenous mampu mendegradasi limbah, sebagai pengendali hidup

tanaman, dan dapat sebagai antibiotik (Mardhiah dkk., 2015).



Tabel 2.1 Potensi aktivitas degradasi bakteri

Aktivitas Masa Inkubasi
Jenis degradasi (Hari) Referensi
(%)
Lysinibacillus sp. 7,5 28 Jeon dkk., (2021)
Bacillus 26 60 Kumar dkk.,
sporothermoduran (2019)
Bacillus Subtilis 1,50 60 Yao dkk., (2022)

Degradasi plastik merupakan proses perubahan struktur kimia senyawa
polimer akibat adanya faktor lingkungan seperti cahaya, panas, kelembaban,
kondisi kimia atau aktivitas biologis. Sedangkan biodegradasi merupakan proses
biokimia yang mengacu pada degradasi dan penggabungan polimer yang
dilakukan oleh mikroorganisme. Proses biodegradasi plastik LDPE oleh bakteri
dibagi menjadi empat tahapan yaitu biodeteriorasi, biofragmentasi,
depolimerisasi, dan asimilasi (Maity dkk., 2021).

Biodeteriorasi merupakan proses di mana bakteri akan menempel pada
permukaan plastik. Kemudian dilanjutkan dengan proses biofragmentasi,
biofragmentasi merupakan proses di mana bakteri akan mensekresikan enzim
hidrolitik polimerase untuk mengubah polimer menjadi monomer, oligomer, atau
dimer. Struktur molekul yang lebih sederhana ini akan masuk ke dalam membran
semipermeabel bakteri dan akan diserap untuk dijadikan sebagai sumber energi
dalam pertumbuhan dan reproduksi (Skariyachan  dkk., 2019). Al-qur’an
menjelaskan bahwa mikroorganisme merupakan bukti bahwasanya terdapat
materi fungsional yang sangat kecil yang disebut dengan zarrah. Sebagaimana
penggalan dari Al-Qur’an dalam surat yunus ayat 61 yang berbunyi;

igj.;_}\ﬁj?\;éi)jjh;éfgj\%éﬁéi;&gg}é&&fé}w‘%9@3&&\";&&;9&Z;;/:’);if\ﬁj
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Artinya: "Kamu tidak berada dalam suatu keadaan dan tidak membaca suatu
ayat dari Al Quran dan kamu tidak mengerjakan suatu pekerjaan, melainkan
Kami menjadi saksi atasmu di waktu kamu melakukannya. Tidak luput dari
pengetahuan Tuhanmu biarpun sebesar zarrah (atom) di bumi ataupun di langit.
Tidak ada yang lebih kecil dan tidak (pula) yang lebih besar dari itu, melainkan
(semua tercatat) dalam kitab yang nyata (Lauh mahfuzh)”.

Berdasarkan kandungan surat Yunus ayat 61, menurut Shihab, (2002)
dalam bukunya Tafsir Al-Misbah volume 6 dijelaskan bahwa kata “dzarrah” pada
ayat tersebut memiliki arti sebagai wujud substansi yang memiliki ukuran paling
kecil. Sebagian ulama mengartikannya semut yang sangat kecil, atau debu yang
berterbangan atau atom. Kata “dzarrah” juga memberikan petunjuk bagi manusia

yang beriman untuk mempelajari makhluk mikroskopik.

2.2  ldentifikasi Bakteri Menggunakan Microbact

Salah satu metode identifikasi mikroorganisme dengan cara menganalisis
kemampuan dari mikroorganisme tersebut dengan menggunakan metode uji
biokimia. Metode uji biokimia biasanya digunakan untuk menguji kemampuan
dari mikroorganisme tersebut dalam menggunakan berbagai sumber karbon dan
senyawa uji lainnya. Uji biokimia dewasa ini semakin beragam dan semakin
banyak jenis metode ujinya yang mana dari uji tersebut akan menghasilkan
pengidentifikasian yang spesifik hingga ketingkat spesies.

Kit microbact sendiri memiliki dua jenis yakni 12E dan 12B, kit 12E dan
12B adalah sistem identifikasi secara komersial untuk bakteri Gram negatif
dengan Gram positf. Microbact 12E digunakan untuk Gram negatif sedangkan
12B digunakan untuk Gram positif. pengujian ini terdiri dari 12 subtrat biokimia

yang berbeda, tes ditempatkan disumuran yang ada dalam kit microbact.
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Penguujian dengan menggunakan microbact akan mempermudah metode
pengidentifikasi suatu organisme. Microbact mempunyai sistem yang dirancang
untuk mengidentifikasi bakteri dengan komposisi subtrat dan pereaksi yang telah
distandarisasi. Pengujian dengan  microbact  memiliki beberapa ketentuan
sebelum dilakukan pengujian, yaitu sampel isolat yang digunakan merupakan
isolat yang dimurnikan dan dilarutkan ke dalam fisiologis (Oxoid, 2004).

Prinsip kerja dari microbact yaitu dengan mereaksikan suspensi isolat dan
dimasukkan ke dalam sumuran yang telah berisi sumber karbon dan senyawa-
senyawa biokimia lain yang jumlahnya 12 jenis. Suspensi bakteri yang dilarutkan
ke dalam garam fisisologis ditambahkan kemasing-masing 12 sumur uji biokimia
yang tersedia. selanjutnya dinkunbasi selama 18-24 jam pada suhu 37 °C reagen
yang sesuai ditambahkan dan perubahan warna tes pada tiap sumur yang berbeda
dicatat. Evaluasi hasil dilihat melalui sumur-sumur microbact apakah positif atau
negatif dengan cara membandingkan dengan tabel warna dan hasilnya ditulis pada
formulir patient record. Angka-angka oktal didapat dari penjumlahan reaksi
positif saja, dari tiap-tiap kelompok (3 sumur didapatkan 1 angka oktal). Nama
bakteri dilihat dengan komputer berdasarkan angka oktal yang didapat (Oxoid,

2004).

2.3 Isolasi DNA

Isolasi DNA adalah proses pengeluaran DNA dari tempatnya berada
(ekstraksi atau lisis) biasanya dilakukan dengan homogenisasi dan penambahan
buffer ekstraksi atau buffer lisis untuk mencegah DNA rusak (Yuwono, 2008).

Isolasi DNA bertujuan untuk memisahkan DNA dari partikel-partikel lainnya
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seperti lipid, protein, polisakarida, dan zat lainnya. Banyak sekali metode isolasi
DNA yang bisa digunakan, akan tetapi pada dasarnya tahapan dari isolasi DNA
pada semua bahan dan semua metode adalah sama, yakni lisis sel atau jaringan
yang efektif, denaturasi kompleks nukleoprotein, dan inaktivasi nuklease. Proses
lisis adalah proses awal yang menentukan keberhasilan suatu isolasi DNA Ada
berbagai cara yang dapat digunakan dalam tahap lisis yakni cara kimia dengan
menggunakan enzim seperti proteinase-K dan SDS dan dengan cara mekanik
seperti penggerusan dengan menggunakan nitrogen cair, dan inkubasi dengan
menggunakan perlakuan suhu (Hariyadi dkk., 2018; Gill dkk., 2016; Alvarado

dkk., 2017).

2.3.1 Isolasi DNA dengan Metode CTAB

Prinsip dari metode isolasi DNA menggunakan metode CTAB meliputi
proses lisis sel, ekstraksi, presipitasi dan purifikasi. Proses lisis merupakan proses
peluruhan dinding sel sehingga seluruh isi sel keluar. Keberhasilan proses lisis
ditentukan oleh faktor komposisi buffer lisis yang digunakan. Komposisi buffer
lisis dalam metode CTAB terdiri dari, Tris-HCI, surfaktan CTAB, EDTA, NacCl,
dan polivinilpirolidon (PVP).

Dinding sel yang telah terlisis mengakibatkan DNA beserta seluruh isi sel
keluar. DNA yang masih bercampur dengan kontaminan selanjutnya akan
dipisahkan melalui proses ekstraksi. Kontaminan yang bercampur dengan DNA
terdiri dari lemak, polisakarida, fenolik dan protein. Dalam proses ekstraksi DNA
biasanya digunakan pelarut organik seperti kloroform dan isoamil alkohol.

Kloroform berfungsi untuk mendenaturasi protein sedangkan isoamil alkohol
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digunakan untuk menghilangkan busa. Protokol dari metode CTAB ini
menggunakan proteinase-K dan lisozim yang merusak membran sel dan
melepaskan sitoplasma komponen (Mohammadi dkk., 2017).

Penambahan larutan organik nantinya terbentuk campuran dan membentuk
3 lapisan. Dalam lapisan atas mengandung DNA dan RNA karena bersifat polar
yang disebabkan oleh muatan negatif atom O pada gugus fosfat. Menurut (Switzer
dkk., 1999), muatan dipol positif air berinteraksi dengan muatan dipol negatif
pada gugus fosfodiester DNA. Interaksi ini akan meningkatkan kelarutan DNA
dalam air. Protein yang terdenaturasi akan masuk di antara lapisan organik-air
(intermediet) (Clark dan Christopher, 2000). Lemak dan protein nonpolar mudah
larut dalam kloroform sehingga akan terdistribusi pada lapisan organik. Isoamil
alkohol berfungsi untuk mengurangi busa selama proses ekstraksi berlangsung
(Sambrook dan Russel., 2001).

Proses presipitasi  DNA merupakan proses pengendapan DNA.
Pengendapan DNA dibantu oleh etanol absolut dan garam ammonium asetat.
Etanol absolut dingin berfungsi untuk memekatkan DNA serta menghilangkan
residu kloroform. DNA yang bercampur dengan etanol absolut nantinya
menggumpal dan terbentuk pelet. Pemberian etanol absolut dingin akan berguna
dalam menurunkan aktivitas molekul air (Surzycki, 2000). Etanol/isopropanol
berguna dalam menghilangkan H>O di sekitar fosfat. Oleh karena itu, molekul
DNA yang memiliki muatan netral akan mengendap menjadi pelet (Kumar dan
Anandaraj, 2006). Garam amonium asetat yang ditambahkan akan menetralkan
muatan negatif DNA. Muatan DNA yang telah netral akan menurunkan kelarutan

DNA dalam air. Lapisan air yang masih mengandung kontaminan RNA dapat
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dihilangkan oleh enzim RNAse. Enzim RNAse akan membantu mendenaturasi

RNA (Clark dan Christopher, 2000).

2.3.2 Isolasi DNA Menggunakan Kit

Isolasi DNA bakteri menggunakan reagen kit vivantis memiliki prinsip,
DNA yang berasal sampel nantinya berinteraksi dengan silika yang ada didalam
kolom. Dengan penambahan larutan garam dengan konsentrasi tinggi akan
menyebabkan DNA terikat pada silika sehingga tidak mudah terlarut pada saat
pencucian maupun sentrifugasi. Penggunaan kit dalam metode isolasi DNA tidak
membutuhkan pengendapan DNA menggunakan pelarut organik sehingga lebih
aman dan efisien. Terdapat empat tahapan yang diperlukan untuk isolasi DNA

metode kit di antaranya lisis, pengikatan, pencucian, dan elusi (Shi dkk., 2018).

Proses lisis dinding sel bakteri diawali dengan penambahan buffer R1
yang bertujuan untuk meresuspensi kembali sel bakteri. Selanjutnya, dinding sel
bakteri dipecah dengan menggunakan lisozim. Menurut (Gill dkk., 2016) lisozim
berfungsi untuk memecah dinding sel bakteri dengan memecah peptidoglikan
sehingga mampu menembus serta merusak dinding sel bakteri karena mampu
berinteraksi dengan lapisan membran luar dari dinding sel kemudian akan melekat
pada lipopolisakarida. Lisozim akan memutus ikatan § 1-4 karbon heteropolymer
N- acetylglucosamine serta ikatan karbon heteropolymer milik N-Acetylmuramic
acid yang terdapat di lapisan peptidoglikan dinding sel bakteri.

Proses pemisahan molekul DNA dari pengotor lainnya dilakukan dengan
cara menambahkan buffer R2 dan RNAse. Penambahan buffer R2 berfungsi untuk

mendenaturasi protein yang ada di dalam sel dan untuk RNA akan didegradasi
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olen enzim RNAse. Campuran kedua reagen dengan adanya temperatur yang
tinggi menghasilkan pelet yang kemudian dihomogenisasi menggunakan buffer
BG dan etanol.

Penambahan buffer BG sebagai chaotropic agent akan meningkatkan
denaturasi makromolekul karena kadar garamnya yang tinggi. Dalam artikel yang
telah dipublikasikan oleh (Lipfert dkk., 2014) lingkungan dengan konsentrasi
garam yang tinggi akan menyebabkan DNA yang memiliki muatan negatif akan
terikat di dalam silika berdasarkan prinsip anion exchange. Komponen pengotor
lainnya seperti protein, RNA, maupun komponen lainnya akan melewati membran
silika sehingga DNA dapat terpisah dari pengotornya.

Molekul DNA vyang terikat pada silika kemudian dicuci dengan
menggunakan wash buffer untuk menghilangkan sisa-sisa protein, garam, serta
kontaminan yang ada di dalam sampel. Adanya etanol yang ditambahkan
sebelumnya akan membantu pengendapan DNA pada silika. DNA yang
mengendap kemudian dielusi dengan menggunakan elution buffer yang
mempunyai kekuatan ionik rendah. Hal ini yang menyebabkan DNA mampu

terelusi dari membran silika.

2.4  Gen Penanda 16S rRNA

Gen 16s rRNA merupakan metode identifikasi molekuler yang telah
melampaui tahapan karakterisasi. Penggunaan 16S rRNA merupakan salah satu
metode yang paling banyak digunakan untuk mengidentifikasi bakteri. Selain cara
yang relatif mudah, waktu yang singkat, teknik keberhasilan atau ketepatan dari

metode ini juga menunjukkan hasil yang tinggi. Untuk sekuensing, gen yang
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digunakan dapat berupa gen penuh sepanjang 1500 bp maupun gen sebagian
(lebih kurang 500 bp) di bagian ujung sekuens merupakan daerah yang disebut
dengan hypervariable region (Noer, 2021). Daerah ini merupakan bagian yang
membedakan antar organisme. Primer yang digunakan dalam amplifikasi sekuens
akan mengenali daerah yang lestari dan mengamplifikasi hypervariable region,
dengan demikian akan diperoleh sekuens yang khas pada organisme tersebut.

Gen 16S rRNA memiliki kawasan beragam serta konservatif yang
bermacam. Urutan basa yang terletak pada daerah konservatif. Kawasan
konservatif digunakan untuk membangun konstruksi pohon filogenik sedangkan
pada daerah variatif digunakan untuk menentukan keragaman serta tipe antar
spesies yang belum dikenal. Sebagian besar prokariota memiliki 3 jenis rRNA,
yaitu 5S, 16S dan 23S. Penggunaan 5S rRNA sebenarnya juga bisa dipelajari
namun gen ini terlalu pendek rantai basa nitrogennya sehingga tidak
dimungkinkan untuk digunakan dalam penentuan filogenetik. Gen 16S dan 23S
rRNA memiliki ukuran yang cukup untuk dianalisis. Namun pada 23S rRNA
memiliki struktur molekul tersier dan sekunder yang terlalu kompleks dan

panjang, karena hal ini menjadikan analisis dengan 23S jarang digunakan.

2.5 Amplifikasi DNA dengan PCR (Polymerase Chain Reaction)
Polymerase Chain Reaction (PCR) merupakan metode yang bisa
digunakan untuk mendeteksi adanya polimorfisme pada suatu gen. PCR
merupakan metode molekuler yang digunakan untuk menggandakan potongan

DNA hingga berjuta kali lipat dalam waktu yang sangat singkat. Penggandaan
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tersebut tidak terlepas dari penggunaan enzim dan sepasang primer bersifat
spesifik terhadap DNA target yang akan dilipat gandakan (Joko dkk., 2011).

Proses PCR memerlukan templat DNA, nukleotida, DNA polymerase, dan
primer. DNA polimerase merupakan enzim yang digunakan dalam
menghubungkan satu nukleotida dengan nukleotida lain sepanjang proses PCR.
Nukleotida yang digunakan mencakup empat basa nitrogen yaitu adenin, guanin,
timin, dan sitosin (A, G, T, dan C). Keempat basa nitrogen ini nantinya digunakan
sebagai kerangka pembangun polinukleotida pada proses PCR dengan bantuan
enzim polimerase. Sedangkan primer yaitu fragmen DNA dengan ukuran pendek
yang nantinya akan melengkapi basa nitrogen yang dimiliki olehn DNA target
(Lolodatu, dkk., 2018).

Metode konvensional perbanyakan DNA dengan PCR terdiri dari tiga
langkah/step yang diulang untuk suatu siklus tertentu yaitu (1) denaturasi
cetakan/template DNA pada suhu 94-95°C, (2) annealing/penempelan primer-
primer pada segmen tertentu DNA menggunakan suhu spesifik (suhu spesifik ini
didapatkan dari nilai -Tm (melting temperature) primer dikurangi 5°C) di mana
fragmen DNA akan diperbanyak, dan (3) polimerasipada suhu 72°C yaitu suhu
optimal enzim untuk memanjangkan primer-primer yang sudah menempel tadi.
Adapun waktu yang dibutuhkan untuk berpindah dari satu langkah ke langkah
selanjutnya dalam satu kali siklus PCR adalah bergantung pada mesin PCR tetapi

secara umum durasi denaturasi biasanya paling lama 30 detik (Ratno, 2015).
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Gambar 2.1 Proses terjadinya PCR pada DNA (Passarge, 2007)

2.7  Uji Kualitatif DNA Menggunakan Elektroforesis Gel Agarosa
Elektroforesis adalah teknik pemisahan yang menggunakan medan listrik.
Diproduksi oleh elektroda untuk memisahkan senyawa bermuatan dalam bentuk
Kation atau anion. Elektroforesis membutuhkan media pemisahan fase diam
seperti sel agarosa Itu dicampur dengan buffer untuk menjaga keasaman sampel
selama proses pemisahan. Proses pemisahan menggunakan gel agarosa adalah
adanya arus listrik yang memfasilitasi pergerakan molekul DNA melalui matriks
gel, seperti halnya pergerakan DNA berdasarkan berat, ukuran, dan muatan
molekul. Molekul DNA berukuran kecil bergerak lebih cepat daripada molekul
berukuran besar, seperti yang ditunjukkan oleh pita yang terbentuk selama
pemisahan. Berdasarkan Gambar 2.2 dihasilkan hasil elektroforegram dari bakteri
Bacillus subtilis dari gambar tersebut bisa diketahui berat molekul yang dihasilkan
isolat bakteri hasil isolasi dengan marker menunjukkan kemiripan yaitu berada di

daerah 1500 bp. Sehingga dapat dipahami bahwa hasil isolat DNA Bacillus
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subtilis tergolong mempunyai kemurnian yang tinggi (Ridwan, 2018; Rozaq,

2020).
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Gambar 2.2 Hasil elektroforegram yang terbentuk setelah proses isolasi DNA
(Rozaq, 2020)

Elektroforesis  mencakup  beberapa  komponen  kunci  dalam
penggunaannya. Yang pertama merupakan larutan elektrolit yang berfungsi
sebagai komponen pembawa. Biasanya dalam bentuk larutan buffer memiliki pH
tertentu tergantung pada karakteristik senyawa yang akan dipisahkan. Kemudian
media pemisahan adalah tempat proses pemisahan berlangsung. Media pemisah
berupa kertas (selulosa asetat, selulosa nitrat), gel pati, gel poliakrilamida, busa
poliuretan atau agar. Hal terpenting berikutnya adalah elektroda berfungsi sebagai
hubungkan arus ke media pemisah dan baterai atau arus sebagai sumbernya

energi (sumber) dalam berbagai alat (Ridwan, 2018).

2.8 Uji Kuantitatif DNA
NanoDrop® ND-1000 adalah alat spektrofotometer yang digunakan untuk
alat alat yang memiliki prinsip menghitung perbedaan penyerapan cahaya berupa

sinar UV di mana pita ganda DNA nantinya akan menyerap cahaya UV pada
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panjang gelombang 260 nm sedangkan kontaminan berupa protein dan fenol akan

menyerap cahaya pada panjang gelombang 280 nm.

Kemurnian DNA dan RNA diukur pada panjang gelombang 260 dan 280
nm. Absorbansi pada panjang gelombang tersebut telah digunakan mengukur
kemurnian asam nukleat dan protein. Kemurnian ~1,8 adalah kemurnian DNA
sedangkan ~2,0 adalah kemurnian RNA. Absorbansi juga dapat dilihat pada
panjang 230 nm untuk mengetahui kontaminasi. Oleh Kkarena itu, rasio
A260/A230 juga sering dianalisis. Kontaminasi bahan kimia dari ekstraksi asam
nukleat, memungkinkan menghasilkan konsentrasi asam nukleat yang sangat
tinggi yang dapat mempengaruhi proses analisis (ThermoScientific, 2011).
Menurut (Sambrook dan Russel., 2001) hasil dari isolasi DNA dikatakan murni
jika nilai rasio Azeo/Azeo adalah antara 1,8 sampai 2,0. Jika nilai rasio A260/A280
kurang dari 1,8, maka hal ini menunjukkan bahwa isolat DNA yang dihasilkan
masih mengandung kontaminan berupa fenol dan pelarut yang digunakan terlalu
banyak. Sedangkan jika nilai rasio Azso/A2go lebih dari 2,0 maka isolat DNA yang

dihasilkan masih mengandung kontaminan berupa protein dan senyawa lainnya.
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Gambar 2.3 Spektra NanoDrop® ND-1000 (Garcia-Alegria dkk., 2020)
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Berdasarkan hasil spektra bisa diketahui sampel terkontaminasi oleh
protein atau reagen seperti fenol atau ada kesalahan saat pengukuran. Selain
didapatkan spektra nantinya juga bisa diketahui nilai absorbansi yang mana
Kemurnian DNA nantinya bisa diukur dengan rasio absorbansi terhadap panjang

gelombang 260 nm dan 280 nm.

2.9 Analisis Data

Sikuensing DNA merupakan salah satu metode yang digunakan untuk
mengidentifikasi spesies secara lebih akurat, cepat, dan lengkap, sikuensing DNA
merupakan penentuan urutan basa nukleotida pada suatu segmen molekul DNA
(Lokapirnasari dkk., 2017). Proses sikuensing ini menggunakan daerah gen yang
pendek serta terstandart yang digunakan sebagai standar internal sehingga
memudahkan dalam penentuan taksonomi spesies yang disebut dengan DNA
berkode. Prinsip DNA berkode yaitu penentuan sikuen DNA dengan memilih
sikuen yang mempunyai ukuran pendek yang berasal dari standar genom spesies
yang diteliti. Berkode spesies yang tidak diketahui nantinya akan dibandingkan
dengan berkode yang telah diketahui melalui pustaka yang telah ada (Rangkuti
dkk., 2021). Jika perbandingan sekuen spesies yang diteliti sama dengan sekuen
berkode yang ada dalam pustaka maka identifikasi specimen disesuaikan dengan
yang telah ada dalam pustaka. Sebaliknya, apabila sekuen spesies tidak tersedia

dalam pustaka maka, spesies tersebut merupakan sekuen untuk spesies yang baru

Kromatogram hasil sikuensing selanjutnya diedit menggunakan software
BioEdit serta dibandingkan dengan data yang telah dimiliki oleh GenBank. Dalam

Gen Bank akan muncut output data yang berupa panjang nukleotida, aksesi,
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susunan sekuen nukleotida, dan sekuen lengkap atau parsial. Sekuen DNA yang
telah diseleksi olen NCBI disejajarkan menggunakan Basic Local Aligment
Search Tool Nucleotide (progam BLAST-N). Pensejajaran dengan software ini
bertujuan untuk mengidentifikasi sekuen yang cocok untuk dijadikan berkode, di
mana sekuen tersebut merupakan ciri khas dari spesies tersebut sehingga dapat
diketahui homologi dan spesies bakteri. Data hasil penyejajaran kemudian
diaplikasikan dalam pembuatan pohon filogenetik. Pohon filogenetik (Gambar
2.4) adalah ilustrasi evolusi yang terjadi pada makhluk hidup yang mempunyai

nenek moyang yang sama (Mar dkk., 2020).



BAB Il

METODE PENELITIAN

3.1  Waktu dan Tempat

Penelitian ini dilaksanakan pada Agustus 2022 sampai dengan Februari
2023. Penelitian ini bertempat di Laboratorium Bioteknologi, Mikrobiologi, dan
Genetika Jurusan Kimia Fakultas Sains dan Teknologi Universitas Islam Negeri

(UIN) Maulana Malik lbrahim Malang.

3.2  Alatdan Bahan
3.2.1 Alat Penelitian
Alat yang digunakan dalam penelitian ini dibutuhkan seperangkat

peralatan gelas, oven, dan neraca analitik. jarum ose, seperangkat peralatan gelas,
neraca analitik, cawan petri, tabung mikro 1,5 mL, vortex (Maxi Mix Il), hot
plate, shaker, dan inkubator (Thermoscientific), preparat kaca objektif, mikroskop,
bunsen, dan pipet tetes. autoclave, tip mikropipet, centrifuge, collection tube,
minispin  kolom, dan mikropipet. seperangkat peralatan elektroforesis,
spektrofotometer NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific), lampu UV

Transluminator, dan seperangkat alat PCR (Polymerase Chain Reaction).

3.2.2 Bahan Penelitian

Bahan-bahan yang dibutuhkan dalam penelitian KIT isolasi DNA, buffer
CTAB 5%; Tris HCI 100 mM; NaCl 1,4 M, EDTA 20mM pH 8; kloroform, fenol,
isoamilalkohol, buffer TE 1 M, RNAse, etanol absolut dingin, etanol 70%,
agarosa, buffer TBE, akuades, Kristal violet
(Hexamethylenepararosanilinechloride), iodin, safranin, alkohol 70%, kapas, dan

21
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aluminum foil. media nutrien broth (NB), nutrient agar (NA), H.O2 3%, PCR

master mix, Forward primer, Reverse primer, ETBR.

3.3 Tahapan Penelitian

Pada penelitian ini dilakukan beberapa tahapan di antaranya;
1. Peremajaan Bakteri

2. Uji Morfologi

3. Uji biokimia Bakteri Pendegradasi Plastik

4. 1solasi DNA

5. Amplifikasi gen 16S rDNA dengan PCR

6. Uji Kualitatif DNA dengan Elektroforesis Gel Agarosa

7. Uji Kuantitatif Dengan Nanodrop

8. Analisis Data

3.4  CaraKerja
3.4.1 Peremajaan Bakteri

Isolat bakteri diperbanyak dengan cara ditumbuhkan pada media nutrient
agar (NA) miring dengan metode streak dan diinkubasi pada suhu ruang selama +
24 jam. Selanjutnya mikroba-mikroba yang tumbuh tersebut dapat digunakan
dalam penelitian atau digunakan sebagai stok bakteri uji. Stok bakteri uji disimpan

dalam lemari es dengan suhu £4°C.
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3.4.2 Pengamatan Morfologi (Firdausi dkk., 2016)
Kultur bakteri hasil peremajaan diamati morfologinya meliputi permukaan
koloni bakteri (halus atau kasar), elevasi, tepi koloni. Pengamatan morfologi
sering disebut juga sebagai pengamatan makroskopis atau pengamatan yang bisa

bisa dilakukan dengan mata telanjang.

3.4.3 Uji Biokimia Bakteri
3.4.3.1 Pewarnaan Gram (Nurhidayati, dkk., 2015)

Perlakuan dalam pewarnaan Gram bakteri yaitu ditambahkan 2 tetes
akuades steril di atas kaca preparat. Diambil satu ose koloni bakteri dan
diinokulasikan dalam kaca preparat. Dipanaskan kaca preparat di atas api bunsen
secara cepat dan hati-hati hingga tidak ada akuades yang tersisa. Selanjutnya,
sebanyak satu tetes kristal violet diteteskan pada kaca preparat dan diinkubasi
selama satu menit. Kaca preparat dicuci dengan akuades steril dan dikeringkan.
Kemudian ditambahkan dua tetes larutan iodin dan didiamkan selama dua menit.
Setelah dua menit, ditetesi dengan alkohol 95%, didiamkan selama satu menit,
dan dicuci dengan menggunakan akuades steril. Larutan safranin ditambahkan
sebanyak dua tetes, didiamkan satu menit, dicuci kembali dengan akuades, dan
dikeringkan.

Tahapan terakhir adalah diamati dengan menggunakan mikroskop.
Apabila koloni bakteri yang teramati oleh mikroskop menunjukkan warna violet
menandakan bakteri hasil isolasi merupakan bakteri gram positif, akan tetapi
apabila menunjukkan warna merah menandakan isolat bakteri termasuk dalam
kelompok gram negatif. Hasil pengamatan difoto dan dicatat bentuk koloni sel

bakteri.
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3.4.3.2 Uji Katalase (Hayati dkk., 2019)
Gelas objek yang telah dibersihkan ditetesi beberapa tetes larutan H>O>
3%. Satu ose biakan bakteri yang berumur 24 jam diletakkan di dalam tetesan

H>O> tersebut. Reaksi dinyatakan positif jika timbul gelembung-gelembung udara.

3.4.3.3 Uji Menggunakan Microbact (Oxoid, 2004)

Suspense bakteri yang dilarutkan ke dalam garam fisisologis ditambahkan
ke masing-masing 12 sumur uji biokimia yang tersedia. Setelah dinkunbasi
selama 18-24 jam pada suhu 37°C reagen yang sesuai ditambahkan dan perubahan
warna tes pada tiap sumur yang berbeda dicatat. Evaluasi hasil dilihat melalui
sumur-sumur microbact apakah positif atau negatif dengan cara membandingkan
dengan tabel warna dan hasilnya ditulis pada formulir patient record. Angka-
angka oktal didapat dari penjumlahan reaksi positif saja, dari tiap-tiap kelompok
(3 sumur didapatkan 1 angka oktal). Nama bakteri dilihat dengan kompeter

berdasarkan angka oktal yang didapat.

3.4.4 Isolasi DNA dengan Metode Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide
CTAB (Fitriya dkk., 2015)

Kultur bakteri sebanyak 3 pL disentrifugasi pada 10.000 rpm selama 2
menit pada suhu 4°C dan diambil pelet. Pelet ditambahkan 567 pL buffer TE pH
8, 30 uL SDS 10% dan 3 pL NH,COOH 5 M kemudian diinkubasi pada suhu
37°C selama 1 jam. Selanjutnya, ditambahkan dengan NaCl 5 M dan buffer

CTAB 2% kemudian diinkubasi selama 10 menit pada suhu 65°C
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Suspensi ditambahkan dengan kloroform : isoamil alkohol (24 : 1)
sebanding dengan volume sampel (1 : 1). Kemudian hasil disentrifugasi dengan
kecepatan 12.000 rpm selama 5 menit diambil supernatan. Supernatan
dipindahkan dalam tabung mikro baru dan ditambahkan phenol : kloroform :
isoamil alkohol (25 : 24 :1) dan disentrifugasi kembali. Pelet ditambahkan
isopropanol dingin sebanyak 0,6 kali volume sampel dan ditambahkan 50 pL
etanol 70% dingin. Sampel disentrifugasi dan diresuspensi dengan 100 pL buffer

TE, kemudian sampel disimpan pada suhu -20 °C.

3.4.5 Isolasi DNA dengan Metode Key Integrated Test (KIT)

Kultur bakteri yang telah berhasi diinkubasi selam 24 jam diambil 1
sampai 3 mL, kemudian dimasukkan ke dalam tabung sentrifuse. Kultur
disentrifugasi dengan kecepatan 5000 rpm selama 15 menit. Selanjutnya,
ditambahkan 100 pL buffer R1 ke dalam mikrotube dan diresuspensi dengan
diaduk menggunakan mikropipet. Ditambahkan 20 pL lisozim ke dalam suspense
dan disentrifugasi dengan kecepatan 5000 rpm selama 15 menit.

Protein dalam sampel DNA diresuspensi dengan cara ditambahkan buffer
R2 sebanyak 200 pL kemudian diinkubasi pada suhu 65 °C selama 20 menit
dalam waterbath. Selanjutnya untuk proses menghilangkan RNA, ditambahkan
RNAse sebanyak 20 uL kemudian diinkubasi pada suhu 37 °C selama 5 menit.
Ditambahkan buffer BG sebanyak 440 pL untuk proses homogenisasi lalu
diinkubasi kembali pada suhu 65 °C selama 10 menit selanjutnya ditambahkan

etanol absolut sebanyak 200 pL.
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Sampel dari tabung sentrifugasi kemudian dipindahkan ke dalam kolom
sebanyak 650 uL dan disentrifugasi selama 15 menit dengan kecepatan 5000 rpm.
Kolom selanjutnya dicuci dengan menggunakan wash buffer 650 pL Ialu
disentrifugasi selama 15 menit dengan kecepatan 5000 rpm. Elusi DNA dari
kolom dilakukan dengan menambahkan 50 pL elution buffer. Hasil DNA yang
terelusi selanjutnya dipindahkan ke dalam microtube baru untuk disimpan di suhu

4 °C.

3.4.6 Amplifikasi gen 16S rRNA dengan PCR (Ayyaz dkk., 2016)

Amplifikasi gen 16rDNA dilakukan dengan metode PCR. Pembuatan PCR
dilakukan berdasarkan penelitian yang telah dilakukan oleh Asmawati (2016)
dengan menambahkan DNA templat 2 pL, distilled water 16 pl, primer F
(forward) 1 puL (10 pmol/ pL), R (reverse) 1 pL (10 pmol/ puL), PCR reaction
mixture yang mengandung DNA polymerase, dNTPs, gel loading buffer, dan
reaction buffer. Total volume reagen yang digunakan sebesar 20 pL. Pasangan
primer yang dibutuhkan dalam proses PCR yaitu 27F (5’-AGAGTTTGACA
TGGCTCAG-3’) dan 1492R (5’-TACGGCTAC CTTGTTACGA-3").

Tahapan amplifikasi dilakukan dengan pengulangan sebanyak 35 kali
siklus. Setiap siklus terdiri dari tahap denaturasi awal pada 94°C selama 5 menit,
diikuti oleh 30 siklus pada 94°C selama 1 menit, 54°C selama 1 menit, dan 72°C
selama 2 menit, dan ekstensi akhir selama 10 menit pada 72°C. Hasil output
amplifikasi DNA kemudian disikuensing dengan menggunakan metode

deoxynucleotide chain termination Sanger.
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3.4.7 Uji Kuantitatif DNA (ThermoScientific, 2011)
Kuantifikasi DNA dilakukan menggunakan NanoDrop®
Spectrophotometer ND-1000. Templat DNA diambil 1 pL dibaca pada panjang
gelombang 260 dan 280 nm. Kemurnian DNA didapat dari perbandingan

absorbansi 260/280. Standar kemurnian DNA memasuki range 1,8-2,0.

3.4.8 Uji Kualitatif DNA dengan Elektroforesis Gel Agarosa (Annisaqois

dkk., 2018)

Prosedur pembuatan gel agarosa dilakukan dengan menimbang 0,4 ¢
agarosa kemudian ditambahkan buffer 1xTAE. Buffer ini mengandung 0,5 M
EDTA pH 8,0 dengan volume larutan akhir 40 ml (1% b/v). Larutan kemudian
dipanaskan dengan microwave sampai agarosa benar-benar larut. Larutan gel
agarosa terlarut dibentuk pada dasar gel dengan sisir untuk membentuk sumur 1
cm dan ditambahkan 0,5 pL larutan etidium bromida. Selanjutnya gel dibiarkan
memadat selama 1 jam. Setelah memadat, sisir yang ada di dalam cetakan dilepas
secara perlahan untuk kemudian dimasukkan ke dalam sel elektroforesis.

Sel elektroforesis diisi dengan buffer 1XTAE sampai gel agarosa terendam
dalam buffer. Selanjutnya, sampel 10 pL dipipet dan ditambahkan ke dalam
sumur. Prosedur elektroforesis dilakukan dengan menggunakan tegangan 60 volt
selama 1 jam. Gel hasil elektroforesis diamati di bawah sinar UV untuk

mengamati pita yang terbentuk.
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3.4.9 Analisis Data (Ihsan dkk., 2020; S. Kumar dkk., 2018; Roslim , 2021)
Hasil amplifikasi dilakukan elektroforesis dengan agarosa dan
divisualisasi dengan sinar UV. Untuk melihat spesies bakteri, maka hasil
amplifikasi dilakukan proses sikuensing. Hasil dari sikuensing DNA nantinya
disusun dengan menggunakan aplikasi Bioedit. Selanjutnya, dilakukan analisis
urutan keasaman pasangan basa nitogen sikuen dengan menggunakan progam
BLAST-N (Basic Local Alignment Search Tool) (http://www.ncbi.nih.gov/blast).
Sedangkan untuk bisa mengetahui jenis bakteri dan juga hubungan famili antar

bakteri dibuat pohon filogenetik dengan menggunakan bantuan software MEGAX.



BAB V

PENUTUP

51  Kesimpulan

1. Hasil isolasi DNA paling baik mendekati standar adalah metode KIT
dengan nilai absrobansi Azeozs0 Sebesar 1,72 dengan konsentrasi sebesar
125,06 ng/uL, sedangkan untuk metode CTAB didapatkan nilai absrobansi
Aoeorzgo Sebesar 1,56 dengan konsentrasi 53,74 ng/ulL.

2. Hasil identifikasi bakteri berdasarkan genotip menggunakan daerah gen
16S rRNA menunjukkan adanya korelasi kedekatan materi genetik serta
bentuk fisik bakteri BP dengan bakteri jenis Bacilus subtilis dengan nilai

kedekatan berdasarkan uji genotip sebesar 98%.

52  Saran
Perlu dilakukan optimasi terkait isolasi DNA menggunakan metode CTAB ada
beberapa langkah yang harus disesuaikan seperti variasi konsentrasi CTAB, SDS

ataupun perlunya penambahan proteinase-K.
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