


	
		×
		

	






    
        
            
                
                    
                
            

            
                
                    
                    
                        
                    
                

            

            
                                    Log masuk
                    Ayo Mulai
                            

        

        

        
            	Travel
	Technology
	Sports
	Marketing
	Education
	Career
	Social Media


            + Jelajahi semua kategori
        


            






    

        
                

                
        
            BAB IV HASIL DAN PEMBAHASAN 4.1 Isolasi dan...

        


        




    
        
            
                

                
                
            

            
                
                1

35
                
            

            
                
                100%
Actual Size
Fit Width
Fit Height
Fit Page
Automatic


                
            

			
        

        
            
                
                
                
            

            
                

                

                
                    
                     Match case
                     Limit results 1 per page
                    

                    
                    

                

            

        
        
            
                                    
    
        
        

        

        

        
        
            BAB IV HASIL DAN PEMBAHASAN 4.1 Isolasi dan Pemurnian Bakteri Kitinolitik Bakteri kitinolitik asal limbah udang dan kepiting telah berhasil diisolasi. Proses isolasi dilakukan dengan terlebih dahulu mengambil sampel limbah yang berasal dari sekitar PPN Kejawanan Cirebon. Sampel kemudian disimpan dalam botol film yang sudah disiapkan sebelumnya. Proses isolasi bakteri kitinolitik dilakukan dengan teknik pengenceran menggunakan NaCl fisiologis 0,9 %. Proses isolasi mikroba dilakukan untuk memindahkan mikroba tertentu dari lingkungannya sehingga diperoleh kultur murni. Hasil isolasi bakteri kitinolitik asal limbah udang dan kepiting disajikan pada Gambar 4. (a) (b) Keterangan : (a) Hasil isolasi bakteri kitinolitik asal limbah udang (b)Hasil isolasi bakteri kitinolitik asal limbah kepiting Gambar 4 (a-b). Perbandingan Hasil Isolasi Bakteri Kitinolitik Asal Limbah Udang dan Kepiting Pada Gambar 4 menunjukkan hasil isolasi bakteri kitinolitik asal limbah udang dan kepiting dengan metode pengenceran 10 -1 . Apabila dilihat lebih jelas terdapat beberapa warna koloni bakteri yang berbeda yaitu koloni bakteri berwarna putih, krem, putih susu, kuning terdapat dalam satu cawan petri hasil isolasi bakteri kitinolitik asal limbah udang maupun kepiting. Proses selanjutnya Koloni bakteri 
        

        
    






                            

        

    









        
            	
					Upload

					lykhanh
				
	
                    Category

                        Documents

                
	
                    view

                    263
                
	
                    download

                    4
                


        

        


        
                

                

        
        
            
                SHARE

                
                    
                    
                        
                                
                            

                        

                    

                    
                    
                        
                                
                            

                        

                    

                    
                    
                        
                                
                            

                        

                    

                    
                    
                        
                                
                            

                        

                    

                    
                    
                        
                                
                            

                        

                    
                

            

            
                                    Download
                                Report this document
            

            

        


        
            Embed Size (px):

            344 x 292
429 x 357
514 x 422
599 x 487


        

        

        

        
                
            Transcript of BAB IV HASIL DAN PEMBAHASAN 4.1 Isolasi dan...

            Page 1
                        

BAB IV
 HASIL DAN PEMBAHASAN
 4.1 Isolasi dan Pemurnian Bakteri Kitinolitik
 Bakteri kitinolitik asal limbah udang dan kepiting telah berhasil diisolasi.
 Proses isolasi dilakukan dengan terlebih dahulu mengambil sampel limbah yang
 berasal dari sekitar PPN Kejawanan Cirebon. Sampel kemudian disimpan dalam
 botol film yang sudah disiapkan sebelumnya. Proses isolasi bakteri kitinolitik
 dilakukan dengan teknik pengenceran menggunakan NaCl fisiologis 0,9 %. Proses
 isolasi mikroba dilakukan untuk memindahkan mikroba tertentu dari
 lingkungannya sehingga diperoleh kultur murni. Hasil isolasi bakteri kitinolitik
 asal limbah udang dan kepiting disajikan pada Gambar 4.
 (a) (b)
 Keterangan : (a) Hasil isolasi bakteri kitinolitik asal limbah udang
 (b)Hasil isolasi bakteri kitinolitik asal limbah kepiting
 Gambar 4 (a-b). Perbandingan Hasil Isolasi Bakteri Kitinolitik Asal Limbah
 Udang dan Kepiting
 Pada Gambar 4 menunjukkan hasil isolasi bakteri kitinolitik asal limbah
 udang dan kepiting dengan metode pengenceran 10-1
 . Apabila dilihat lebih jelas
 terdapat beberapa warna koloni bakteri yang berbeda yaitu koloni bakteri
 berwarna putih, krem, putih susu, kuning terdapat dalam satu cawan petri hasil
 isolasi bakteri kitinolitik asal limbah udang maupun kepiting. Proses selanjutnya
 Koloni
 bakteri
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yaitu pemurnian menggunakan metode gores dilakukan dengan cara mengambil
 satu koloni bakteri yang memiliki warna koloni bakteri berbeda untuk digoreskan
 pada cawan petri lain yang berisi medium agar kitin. Berdasarkan proses isolasi
 dan pemurnian bakteri didapatkan delapan isolat bakteri kitinolitik, empat isolat
 bakteri kitinolitik asal limbah udang dan empat isolat bakteri kitinolitik asal
 limbah kepiting. Agar lebih mudah membedakan koloni bakteri satu dengan
 lainnya, maka bakteri kitinolitik asal limbah udang diberi kode isolat A1, A2, B1,
 B2. Sedangkan untuk bakteri kitinolitik asal limbah kepiting diberi kode C1, C2,
 D1, D2.
 Teknik pemurnian bakteri dilakukan berdasarkan metode gores atau streak
 plate menggunakan jarum ose (loop ose) dan menggoreskannya ke permukaan
 medium agar dengan pola tertentu dengan harapan pada ujung goresan hanya sel-
 sel bakteri tunggal yang terlepas dari ose dan menempel ke medium. Sel-sel
 bakteri tunggal ini akan membentuk koloni tunggal yang kemudian dapat
 dipindahkan ke medium selanjutnya agar didapatkan biakan murni. Proses
 pemurnian bakteri kitinolitik dilakukan dengan cara memindahkan satu ose bakteri
 pada medium selektif secara aseptik. Bakteri kemudian diinkubasi dengan posisi
 terbalik dalam inkubator pada suhu 37 0C selama 24 jam. Proses pemurnian ini
 dilakukan sekitar tujuh sampai delapan kali untuk mendapatkan isolat bakteri
 murni yang diamati berdasarkan warna koloni bakteri. Apabila dalam satu cawan
 petri masih terdapat beberapa koloni bakteri dengan warna yang berbeda-beda,
 bisa dikatakan bakteri tersebut masih belum murni.
 Teknik pemurnian bakteri yang biasa digunakan yaitu dengan metode
 goresan T, kuadran, radian, dan sinambung. Metode goresan T banyak digunakan
 karena tidak memakan waktu. Caranya yaitu dengan membagi cawan petri
 menjadi tiga bagian pada bagian luar dasar cawan petri. Bakteri diinokulasikan
 secara zig-zag dengan gerakan sinambung pada daerah I. Ose kemudian dipijarkan
 kembali untuk mencegah kontaminasi lalu didinginkan. Ose digoreskan lagi pada
 daerah I sebanyak 3-4 kali kemudian diteruskan pada daerah II. Ose dipijarkan lagi
 kemudian didinginkan, ose digoreskan pada daerah II sebanyak 3-4 kali kemudian
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digoreskan pada daerah III (Pelczar dalam Hadioetomo 1993). Hasil pemurnian
 bakteri dengan metode gores T disajikan pada Tabel 7.
 Tabel 7. Hasil Pemurnian Bakteri Kitinolitik
 No Kode Isolat Gambar Warna Koloni
 1 A1
 Putih bening
 2 A2
 Putih tulang
 3 B1
 Putih
 4 B2
 Putih bening
 5 C1
 Putih gading/krem
 6 C2
 Kuning
 7 D1
 Putih susu
 8 D2
 Putih
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Hasil pemurnian bakteri kitinolitik asal limbah udang dan kepiting yang
 disajikan pada Tabel 7 menunjukkan warna isolat bakteri yang berbeda-beda. Pada
 bakteri yang diisolasi dari limbah udang terdapat kesamaan warna koloni kode
 isolat A1 dengan kode B2 yaitu berwarna putih bening. Apabila dilihat lebih jelas,
 terdapat perbedaan warna bening pada kode A1 dan B2. Pada kode A1 warna
 putih bening bakteri masih terlihat mengikuti goresan ketika bakteri digoreskan,
 namun pada kode B2 warna putih bening bakteri tidak terlihat mengikuti goresan
 ketika digoreskan. Pada bakteri yang diisolasi dari limbah kepiting terdapat
 persamaan warna dengan bakteri yang diisolasi dari limbah udang yaitu kode B1
 dan D2 berwarna putih. Apabila diamati lebih jelas, bakteri yang berwarna putih
 kode B1 terlihat lebih tebal dibandingkan dengan bakteri yang berwarna putih
 kode D2. Bakteri kode D2 berwarna putih namun terlihat lebih tipis.
 Menurut Cappuccino dan Sherman (2005), perbedaan warna koloni pada
 bakteri terjadi karena pigmen intraseluler yang dihasilkan oleh bakteri.
 Keberadaan isolat bakteri yang memiliki keragaman koloni seperti yang sudah
 dijelaskan sebelumnya sesuai dengan yang dikemukakan oleh Suryanto dan Munir
 (2006), bahwa bakteri kitinolitik memiliki warna putih bening, kuning, dan krem.
 Hal ini sesuai dengan hasil pemurnian bakteri yang berasal dari limbah udang dan
 limbah kepiting. Untuk menentukan status isolat bakteri kitinolitik tersebut
 dilakukan pewarnaan gram.
 4.2 Pewarnaan Gram Bakteri Kitinolitik
 Sebanyak delapan isolat bakteri kitinolitik yang sudah dikultur murni dan
 diberi kode A1, A2, B1, B2, C1, C2, D1, D2 selanjutnya dilakukan pewarnaan
 gram. Pewarnaan gram adalah prosedur mikrobiologi dasar untuk mendeteksi dan
 mengidentifikasi bakteri. Bakteri yang terwarnai dengan metode ini dibagi
 menjadi dua kelompok, yaitu bakteri gram positif dan bakteri gram negatif.
 Bakteri gram positif akan mempertahankan zat pewarna gentian violet dan
 karenanya akan tampak berwarna ungu tua ketika diamati di bawah mikroskop.
 Bakteri gram negatif akan kehilangan zat pewarna gentian violet setelah dicuci
 dengan alkohol dan sewaktu diberi zat tandingannya yaitu air fuchsin akan tampak
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berwarna merah jika diamati dibawah mikroskop (Cappucinno dalam Suryanto
 dan Munir 2006).
 Hasil pengamatan bentuk koloni serta pewarnaan gram bakteri disajikan
 pada Tabel 8.
 Tabel 8. Hasil Pewarnaan Gram Bakteri Kitinolitik Asal Limbah Udang dan
 Kepiting
 No Kode
 Isolat
 Gambar Hasil Pengamatan
 Bentuk koloni Pewarnaan gram
 1 A1
 Coccus
 Negatif
 2 A2
 Coccus
 Positif
 3 B1
 Batang
 Positif
 4 B2
 Coccus
 Negatif
 5 C1
 Batang
 Positif
 6 C2
 Batang
 Positif
 7 D1
 Batang
 Positif
 8 D2
 Batang
 Positif
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Menurut Cappucino dalam Suryanto dan Munir (2006), bakteri gram
 positif berwarna ungu ketika diamati dibawah mikroskop dikarenakan dapat
 menahan kompleks pewarna gentian violet dan lugol sampai akhir pewarnaan.
 Bakteri gram positif memiliki dinding sel tebal mengandung peptidoglikan yang
 akan menyusut pada saat pembilasan alkohol, sehingga pori-porinya menutup dan
 mencegah keluarnya kompleks warna primer pada saat pemucatan. Bakteri gram
 negatif berwarna merah dikarenakan kehilangan kompleks warna gentian violet
 dan lugol dengan pembilasan menggunakan alkohol kemudian terwarnai oleh
 pewarna tandingan yaitu air fuchsin. Dinding sel bakteri gram negatif mengandung
 peptidoglikan tipis serta banyak mengandung lipid yang larut dalam alkohol pada
 saat pembilasan. Larutnya lipid dapat memperbesar pori-pori dinding sel dan
 menyebabkan proses pemucatan berlangsung cepat. Potensi bakteri kitinolitik akan
 terdeterminasi setelah uji aktivitas kitinolitik.
 4.3 Uji Aktivitas Kitinolitik
 Pengujian aktivitas kitinolitik dilakukan untuk mengetahui bakteri yang
 dapat menghasilkan enzim kitinase menggunakan media yang mengandung
 koloidal kitin. Hal ini bertujuan untuk melihat zona bening yang dihasilkan
 bakteri. Hasil pengukuran uji aktivitas kitinolitik disajikan pada Tabel 9.
 Tabel 9. Uji Aktivitas Kitinolitik Isolat Bakteri Asal Limbah Udang dan Kepiting
 No Kode
 Isolat
 Diameter Zona Bening (mm) Diameter koloni bakteri (mm) Indeks
 Kitinolitik (mm) I II Rata-rata I II Rata-rata
 1 A1 - - - - - - -
 2 A2 - - - - - - -
 3 B1 12,05 13,01 12,53 6,05 5,94 5,9 2,12
 4 B2 - - - - - - -
 5 C1 7,33 7,93 7,63 5,03 5,39 5,21 1,46
 6 C2 - - - - - - -
 7 D1 11,39 10,45 10,92 5,25 5,71 5,48 1,99
 8 D2 - - - - - - -
 Keterangan : Indeks kitinolitik = rata-rata diameter zona bening : diameter koloni
 bakteri
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Pada Tabel 9 dapat dilihat bahwa dari delapan isolat bakteri kitinolitik
 yang didapatkan, terdapat tiga isolat bakteri yang memiliki aktivitas kitinolitik.
 Indeks kitinolitik tertinggi yaitu 2,12 mm pada isolat B1 dan 1,99 mm pada isolat
 D1 yang ditandai dengan adanya zona bening di sekitar koloni (Gambar 5).
 Menurut Fauziah dan Herdyastuti (2013), zona bening yang terdapat di sekitar
 koloni bakteri terbentuk akibat enzim kitinase yang dibebaskan keluar sel bakteri
 untuk memecah makromolekul kitin menjadi molekul kitin yang lebih kecil,
 sehingga bakteri dapat mengambil nutrisi dalam bentuk molekul-molekul kecil.
 Enzim kitinase yang disekresikan bakteri pada media agar kitin kemudian diikat
 oleh partikel kitin sehingga kitin menjadi terdegradasi. Adanya perbedaan indeks
 kitinolitik disebabkan perbedaan aktivitas enzim kitinase dari masing-masing
 isolat tersebut.
 Menurut Wang dan Chang (1997), bakteri menghasilkan kitinase untuk
 menghidrolisis kitin yang akan dimanfaatkan sebagai sumber karbon. Penggunaan
 koloidal kitin dalam uji aktivitas kitinolitik dikarenakan koloidal kitin merupakan
 penginduksi yang efektif. Koloidal kitin adalah modifikasi kitin yang bersifat
 amorf dengan kerapatan polimer yang rendah sehingga lebih mudah dihidrolisis
 oleh enzim (Tsujibo et al 1999). Selanjutnya dilakukan uji aktivitas anti jamur
 Saprolegnia sp.
 Zona bening
 Koloni bakteri
 Gambar 5. Hasil Pengujian Aktivitas Kitinolitik
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4.4 Uji Aktivitas Anti Jamur Saprolegnia sp.
 Saprolegnia sp. dikultur terlebih dahulu dalam medium PDA sehingga
 didapat kultur tunggal. Uji aktivitas anti jamur Saprolegnia sp. dilakukan dengan
 teknik biakan ganda (dual culture) menurut Elkahoui et al (2012). Biakan
 Saprolegnia sp ditempatkan di tengah-tengah medium PDA, inokulum bakteri
 kitinolitik digoreskan di sekitarnya dengan jarak 2 cm membentuk persegi. Biakan
 diinkubasi pada suhu 37 0C selama empat hari kemudian diamati aktivitas bakteri
 kitinolitik dalam menghambat pertumbuhan jamur Saprolegnia sp. dengan
 mengukur zona hambat di sekitar koloni. Isolat-isolat yang dapat menghambat
 jamur kemudian diidentifikasi untuk mengetahui jenis-jenis bakteri tersebut. Hasil
 pengukuran zona hambat bakteri terhadap pertumbuhan jamur Saprolegnia sp.
 disajikan pada Tabel 10.
 Tabel 10. Hasil Pengukuran Zona Hambat Bakteri
 No Kode Isolat Zona Hambat (mm)
 1 A1 -
 2 A2 -
 3 B1 6,005
 4 B2 -
 5 C1 -
 6 C2 -
 7 D1 11, 59
 8 D2 -
 Hasil pengujian aktivitas bakteri kitinolitik terhadap jamur Saprolegnia sp.
 pada Tabel 10 dapat dilihat dari delapan isolat hanya dua isolat bakteri yang
 menunjukkan adanya aktivitas anti jamur yaitu kode isolat B1 dengan zona hambat
 6,005 mm dan D1 dengan zona hambat 11,59 mm. Kemampuan bakteri kitinolitik
 dalam menghambat aktivitas anti jamur Saprolegnia sp. ditandai dengan
 terhambatnya pertumbuhan jamur di sekitar koloni bakteri. Isolat bakteri dengan
 kode A1, A2, B2, C1,C2, D2 tidak dapat menghambat pertumbuhan jamur
 Saprolegnia sp. dikarenakan perbedaan kitinase yang dihasilkan oleh masing-
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masing isolat tersebut. Menurut Toharisman (2007), organisme dapat
 menghasilkan berbagai jenis kitinase dengan spesifik terhadap substrat yang
 bervariasi juga karakteristik yang berlainan. Hasil pengujian aktivitas anti jamur
 disajikan pada Gambar 6.
 (a)
 Zona hambat Koloni jamur Saprolegnia sp.
 (b)
 Keterangan: (a) Pengujian Bakteri Kitinolitik Limbah Udang dalam Menghambat
 Pertumbuhan Saprolegnia
 (b) Pengujian Bakteri Kitinolitik Limbah Kepiting dalam
 Menghambat Pertumbuhan Saprolegnia
 Gambar 6 a-b. Perbandingan Hasil Pengujian Aktivitas Bakteri Kitinolitik Limbah
 Udang dan Kepiting dalam Menghambat Pertumbuhan Jamur
 Saprolegnia sp
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Pada Gambar 6 terlihat perbedaan aktivitas penghambatan jamur
 Saprolegnia sp. oleh bakteri kitinolitik. Bakteri kitinolitik dengan kode B1 dan D1
 memiliki aktivitas anti jamur yang cukup baik. Bakteri kitinolitik dengan kode A1,
 A2, B2, C1, C2, dan D2 tidak memiliki aktivitas anti jamur yang ditandai dengan
 hifa jamur Saprolegnia sp. dapat menembus batas bakteri kitinolitik. Kemampuan
 bakteri kitinolitik dalam menghambat pertumbuhan jamur Saprolegnia sp.
 dikarenakan jamur ini memiliki kitin pada dinding selnya. Menurut Gooday
 (2006), aktivitas kitinase dapat digunakan sebagai agen biokontrol jamur patogen
 karena dapat mendegradasi dinding sel hifa jamur yang terdiri dari kitin. Bakteri
 kitinolitik tersebut dapat menghambat pertumbuhan jamur dikarenakan
 menghasilkan enzim kitinase dan glukanase. Kitinase dan glukanase hasil uji
 aktivitas anti jamur berperan dalam menghambat pertumbuhan Saprolegnia sp.
 4.5 Isolasi DNA Genom Bakteri Kitinolitik
 Isolasi DNA genom bakteri dilakukan menggunakan kit Promega dengan
 metode Quick Protocol Wizard Genomic DNA Purification. Proses isolasi DNA
 genom bakteri meliputi beberapa tahapan yaitu lisis membran sel bakteri, ekstraksi
 DNA, pengendapan DNA, dan pencucian DNA. Proses lisis membran sel bakteri
 diawali dengan pemberian EDTA dan lysozyme. Fungsi EDTA adalah perusak sel
 dengan cara mengikat ion magnesium sebagai prekursor enzim sehingga enzim
 tidak aktif. Proses ekstraksi DNA dilakukan dengan menambahkan nuclei lysis
 solution.
 Proses pengendapan DNA dilakukan dengan menambahkan isopropanol.
 Menurut Sambrook (1989), isopropanol dapat mengendapkan DNA sedangkan
 kontaminan yang lain tetap larut. Proses pencucian DNA dilakukan dengan
 menambahkan etanol 70 % yang bertujuan untuk memisahkan senyawa-senyawa
 yang masih menempel pada DNA. Pemberian RNase solution bertujuan untuk
 menghilangkan sisa-sisa fragmen RNA sehingga dihasilkan DNA murni yang
 terbebas dari RNA.
 Proses elektroforesis dilakukan dengan memasukan 2 µl DNA template
 yang ditambah 2 µl loading dye kemudian dimasukan ke dalam sumur gel agarose
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1 % yang direndam larutan TBE kemudian dialiri dengan tegangan 75 volt selama
 70 menit. Penambahan loading dye bertujuan untuk memudahkan pengamatan,
 sehingga terlihat sampai dimana DNA tersebut berjalan melintasi agarose.
 Molekul DNA yang bermuatan negatif akan bermigrasi menuju kutub positif.
 Panjang fragmen DNA sampel dapat ditentukan dengan acuan ukuran fragmen
 DNA marker (dalam base pair, bp). Fragmen DNA yang berupa pita pada gel
 agarose dapat dilihat dengan merendamnya pada larutan ethidium bromide (EtBr).
 EtBr merupakan pewarna yang mengandung fluorescen dengan konsentrasi
 rendah, kemudian direndam dalam akuades selama 10 menit. Visualisasi DNA
 dilakukan dengan cara meletakkan gel agarose pada UV-transiluminator. Hasil
 elektroforesis isolasi DNA genom bakteri asal limbah udang dan kepiting
 disajikan pada Gambar 7.
 bp
 Gambar 7. Elektroforegram Isolasi DNA Genom
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Keterangan Gambar :
 Sumur 1 : M = Marker 1 kb
 Sumur 2 : A1 = Isolat bakteri asal limbah udang
 Sumur 3 : A2 = Isolat bakteri asal limbah udang
 Sumur 4 : B1 = Isolat bakteri asal limbah udang Sumur 5 : B2 = Isolat bakteri asal limbah udang
 Sumur 6 : C1 = Isolat bakteri asal limbah kepiting
 Sumur 7 : C2 = Isolat bakteri asal limbah kepiting
 Sumur 8 : D1 = Isolat bakteri asal limbah kepiting
 Sumur 9 : D2 = Isolat bakteri asal limbah kepiting
 Pada hasil elektroforesis DNA genom bakteri kitinolitik asal limbah udang
 dan kepiting (Gambar 7), terdapat pita DNA berwarna jingga pada sumur ke
 3,4,6,7,8,9 dengan kode sampel A2, B1, C1, C2, D1, D2 dimana ukuran fragmen
 relatif panjang (diatas 10.000 bp dari marker 1 kb) yang mengandung ekson dan
 intron. Ekson merupakan daerah yang ditranskripsikan (coding sequence)
 sedangkan intron merupakan daerah penjeda (non coding sequence). Kandungan
 intron pada prokaryota lebih sedikit dibandingkan dengan kandungan intron pada
 eukaryota (Dale dan Schonts 2003). Pada sumur 2 dan 5 yaitu sampel kode A1 dan
 B2 tidak terlihat adanya pita DNA. Pita DNA yang tidak terlihat ini menunjukkan
 bahwa isolasi DNA genom bakteri tidak berhasil. Faktor lain yang menyebabkan
 tidak munculnya pita DNA yaitu konsentrasi atau jumlah DNA tidak memadai
 untuk dimuat dalam gel. Pada sumur 3 dan 6 kode sampel A2 dan C1 terdapat
 smear tipis. Smear disebabkan adanya kontaminasi sisa residu protein yang kurang
 terekstraksi secara sempurna sehingga sisa residu tersebut terbawa, namun smear
 ini tidak terlalu mengganggu DNA sampel. Hasil isolasi DNA genom bakteri asal
 limbah udang dan kepiting tersebut dapat digunakan untuk tahap selanjutnya yaitu
 amplifikasi gen 16S rRNA.
 4.6 Amplifikasi Gen 16S rRNA dan Sekuensing
 4.6.1 Amplifikasi Gen 16S rRNA
 Proses amplifikasi DNA menggunakan gen 16S rRNA dilakukan secara in
 vitro dengan teknik PCR. Proses amplifikasi PCR gen 16S rRNA menggunakan
 primer yang sudah ditentukan (Tabel 1). Primer gen 16S rRNA merupakan primer
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universal dengan target amplikon 1500 bp. Campuran reaksi PCR dibuat dengan
 komposisi untuk satu reaksi (Tabel 2). Reaksi PCR dilakukan sebanyak 32 siklus
 (Tabel 3). PCR melibatkan tiga langkah yaitu denaturasi, annealing, dan ekstensi.
 Keberhasilan suatu proses PCR sangat tergantung dari primer yang digunakan.
 Primer pada proses PCR berfungsi sebagai pembatas fragmen DNA target yang
 akan diamplifikasi.
 Proses pertama reaksi PCR adalah denaturasi yang dilakukan pada suhu
 tinggi yaitu 95 0C selama 2 menit. Suhu tinggi menyebabkan DNA utas ganda
 terdenaturasi atau terpisah menjadi dua utas tunggal. Proses kedua yaitu annealing
 yang dilakukan pada suhu 55 0C selama 1 menit. Proses annealing merupakan
 proses penempelan primer pada DNA utas tunggal. Suhu annealing yang terlalu
 tinggi akan menyulitkan ikatan primer dengan DNA template sehingga akan
 menghasilkan produk PCR yang kurang efisien. Suhu annealing yang terlalu
 rendah menyebabkan terjadinya penempelan primer pada DNA template yang
 kurang spesifik. Proses ketiga yaitu ekstensi yang dilakukan pada suhu 72 0C.
 Proses ekstensi selalu dilakukan pada suhu 72 0C karena suhu tersebut merupakan
 suhu optimum polimerase DNA yang biasa digunakan untuk proses PCR. Produk
 akhir PCR divisualisasikan dengan elektroforegram. Elektroforegram PCR gen
 16S rRNA disajikan pada Gambar 8.
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bp
 Gambar 8. Elektroforegram PCR Gen 16S rRNA
 Keterangan gambar :
 Sumur 1: M = Marker
 Sumur 2 : A2 = Isolat bakteri asal limbah udang
 Sumur 3 : B1 = Isolat bakteri asal limbah udang
 Sumur 4 : C1 = Isolat bakteri asal limbah kepiting
 Sumur 5 : C2 = Isolat bakteri asal limbah kepiting
 Sumur 6 : D1 = Isolat bakteri asal limbah kepiting
 Sumur 7 : D2 = Isolat bakteri asal limbah kepiting
 Elektroforegram PCR gen 16S rRNA pada Gambar 8 menunjukkan bahwa
 seluruh pita DNA isolat bakteri kitinolitik asal limbah udang dan kepiting dapat
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teramplifikasi dengan baik pada ukuran fragmen 1500 bp. Ukuran 1500 bp ini
 sesuai dengan target amplifikasi dari primer 16S rRNA yang digunakan
 (Pangastuti 2006). Menurut Claridge (2004), gen 16S rRNA adalah gen ribosomal
 yang tidak menyandi ekspresi gen dan berfungsi sebagai alat untuk mentranslasi
 informasi genetika yang dibawa oleh DNA untuk dibuat menjadi protein. Sekuen
 gen 16S rRNA sering digunakan untuk mempelajari filogenetika dan taksonomi
 bakteri karena gen 16S rRNA ditemukan hampir di semua bakteri, fungsinya tidak
 berubah sepanjang waktu sehingga tidak terjadi perubahan sekuen (sequen
 conserved) dan ukurannya 1500 bp. ini dapat dilanjutkan ke tahap selanjutnya
 yaitu sekuensing.
 4.6.2 Sekuensing Hasil Ampifikasi Gen 16S rRNA
 Tahap selanjutnya yaitu sekuensing DNA yang merupakan tahap akhir
 penentuan nukleotida hasil amplifikasi. Sekuensing merupakan salah satu cara
 untuk mengidentifikasi suatu gen. Sekuensing DNA dilakukan untuk menentukan
 persen kemiripan isolat bakteri kitinolitik berdasarkan gen 16S rRNA. Identitas
 suatu gen yang telah diketahui sekuennya dapat ditentukan dengan
 membandingkan data sekuen yang terdapat pada bank gen. Bakteri yang
 disekuensing yaitu kode D1 asal limbah kepiting. Pemilihan isolat bakteri kode D1
 yang disekuensing ini dikarenakan isolat D1 merupakan isolat bakteri kitinolitik
 yang memiliki aktivitas anti Saprolegnia sp. yang cukup tinggi dan memiiliki
 indeks kitinolitik tinggi. Produk PCR gen 16S rRNA dari isolat bakteri asal
 limbah kepiting kode D1 berkisar 1500 bp.
 Proses sekuensing dilakukan oleh 1st BASE Singapura. Sebelum proses
 sekuensing dilaksanakan, terlebih dahulu dilakukan purifikasi oleh 1st BASE.
 Purifikasi ini bertujuan untuk memurnikan produk PCR yang diperoleh dari
 pengotor yang mungkin terdapat pada produk PCR. Hasil purifikasi kemudian
 diuji dengan elektroforesis gel agarose. Proses purifikasi (pemurnian) juga dapat
 menghilangkan smear serta mengurangi garam-garam yang menempal pada
 produk PCR.
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Fragmen yang berhasil dimurnikan selanjutnya dijadikan sampel bahan
 untuk keperluan sekuensing. Hasil purifikasi yang dilakukan 1st BASE disajikan
 pada Gambar 9.
 Gambar 9. Hasil Purifikasi Produk PCR oleh 1st
 BASE
 Keterangan gambar
 1 kb = Marker
 1 = Isolat bakteri kode D1
 Pada Gambar 9 hasil purifikasi produk PCR oleh 1st
 BASE menunjukkan
 bahwa pita produk PCR yang akan disekuensing berada pada ukuran 1500 bp,
 sesuai dengan ukuran target amplifikasi primer gen 16S rRNA yang telah
 dilakukan sebelumnya (Gambar 8). Sampel hasil purifikasi tersebut selanjutnya
 bisa digunakan untuk proses sekuensing. Hasil sekuen 1500 bp sudah dipetakan
 urutan nukleotidanya dan terdaftar pada bank gen.
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4.6.3 Analisis Bioinformatik Gen 16S rRNA
 Data hasil sekuensing yang diperoleh dari sampel D1 asal limbah kepiting
 kemudian diolah menggunakan software bioedit. Hasil sekuensing berupa grafik
 dengan peak (puncak) yang berwarna-warni untuk membedakan jenis basa
 nitrogen yang dicirikannya. Nukleotida A (Adenin) berwarna hijau, nuleotida G
 (Guanin) berwarna hitam, nukleotida C (Citosin) berwarna biru, dan nukleotida T
 (Timin) berwarna merah. Hasil sekuensing yang sudah diolah menggunakan
 software bioedit, kemudian dibaca dengan sequence scanner software versi 1.0
 (Applied Biosystem, USA). Grafik hasil sekuensing isolat bakteri asal limbah
 kepiting kode D1 disajikan pada Gambar 10.
 ©
 Gambar 10. Grafik Hasil Sekuensing Gen 16S rRNA Kode isolat D1
 Menggunakan Program Sequence scanner ®
 Keterangan gambar :
 A : Adenin
 C : Citosin
 T : Timin
 G : Guanin
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Urutan nukleotida yang diperoleh dari hasil sekuensing fragmen DNA
 yang sudah dikonsensus dengan program bioedit pada isolat bakteri kitinolitik
 kode asal limbah kepiting menggunakan primer gen 16S rRNA disajikan pada
 Gambar 11.
 Gambar 11. Urutan Nukleotida Fragmen DNA Bakteri Kitinolitik Asal Limbah
 Kepiting
 Pada Gambar 11 dapat dilihat urutan nukleotida hasil sekuensing
 menunjukkan data yang cukup baik, sehingga huruf N yang merupakan lambang
 untuk simbol A, T, G, C yang muncul tidak banyak. Pada Gambar 11 terlihat
 dengan jelas hanya terdapat satu huruf N. Huruf N menunjukkan mesin sequencer
 tidak bisa membaca nukleotida secara tepat. Banyak sedikitnya huruf N sangat
 berpengaruh terhadap hasil interpretasi sekuen yang dapat dibaca mesin
 sequencer. Apabila huruf N banyak menunjukkan rendahnya kemurnian produk
 NGGGAAAGGGGGGGGGCTATAATGCAAGTCGAGCGAATGGATTAAGA
 GCTTGCTCTTATGAAGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTA
 ACCTGCCCATAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCG
 GATAACATTTTGAACCGCATGGTTCGAAATTGAAAGGCGGCTTCGGCT
 GTCACTTATGGATGGACCCGCGTCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAC
 GGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCC
 ACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTA
 GGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGA
 GTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAA
 GTGCTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCC
 ACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCG
 TTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTC
 TGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGG
 AGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGA
 AATGCGTAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGG
 TCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATT
 AGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGA
 GGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGAAGTTAACGCATTAAGCACTCCGCCTG
 GGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCC
 GCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACC
 TTACCAGGTCTTGACATCCTCTGAAAACCCTAAAGATAGGGCTTCTCCC
 TTCGGGAGCAGAATGACAAGGGGGTGCATGGTTTGTCCTCCACCTCTTT
 GCCGTGGAAAGGTTGGGGTTAAGTCCCCGAAACGAGCCGCACCCCTTG
 AATCTAA
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PCR sebagai template, juga terdapat sisa hasil purifikasi yang masih menempel.
 Kualitas hasil sekuensing sangat ditentukan oleh kemurniannya.
 4.6.4 Analisis Hasil BLASTN
 Analisis BLASTN dilakukan dengan tujuan untuk membandingkan data
 sekuen hasil penelitian (data query) dengan sekuen-sekuen DNA yang terdapat di
 bank gen NCBI (data subject). Analisis BLASTN dilakukan secara online pada
 website http//www.ncbi.nlm.nih.gov. Langkah-langkah analisis hasil BLASTN
 disajikan pada Lampiran 8, sedangkan hasil analisis BLASTN disajikan pada
 Gambar 12.
 Description Max
 score
 Total
 score
 Query
 cover
 E
 Value
 Max
 Ident
 Accesion
 Bacillus cereus ATCC 14579 1882 1882 98 % 0.0 98 % NR 074540.1
 Bacillus antrachis 1877 1877 98 % 0/0 98 % NR 074453.1
 Bacillus thuringiensis 1860 1860 98 % 0.0 98 % NR 043403.1
 Bacillus thuringiensis 1855 1855 98 % 0.0 98 % NR 102506.1
 Bacillus weihenstephanensis 1844 1844 98 % 0.0 98 % NR 024697.1
 Gambar 12. Analisis Hasil BLASTN Gen 16S rRNA Isolat Bakteri Limbah
 Kepiting
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Parameter yang diamati pada hasil BLASTN yaitu Query Coverage dan
 Max Ident. Melalui parameter query coverage dapat diketahui berapa persen dari
 total panjang urutan nukleotida sampel yang cukup baik untuk disejajarkan dengan
 urutan nukleotida yang dimiliki oleh bank gen NCBI, sedangkan parameter
 maximum identity dapat diketahui persen kesamaan antara urutan nukleotida
 sampel yang disejajarkan dengan urutan nukleotida bank data. Hasil BLASTN
 pada Gambar 12 menunjukkan bakteri limbah kepiting yang disekuensing
 memiliki kesamaan dengan Bacillus cereus tingkat homologi 98 % no accesion
 NR 074540.1. Menurut Hargstorm et al (2000), isolat yang memiliki persamaan
 sekuen 16S rRNA lebih dari 97 % dapat mewakili spesies yang sama, sedangkan
 persamaan sekuen antara 93 % sampai 97 % dapat mewakili identitas pada tingkat
 genus tetapi berbeda pada tingkat spesies.
 Pada Gambar 12 hasil analisis BLASTN terlihat lebih dari satu sekuen
 yang bersesuaian, namun hasil analisis menunjukkan fragmen DNA memiliki
 tingkat homologi yang tinggi ditunjukkan dengan garis-garis yang berwarna
 merah. Di atas garis-garis yang berwarna merah terdapat Color key for alignments
 scores yang menunjukkan warna hitam, biru, hijau, merah muda, dan merah. Garis
 berwarna merah menunjukkan tingkat homologi yang sangat tinggi (> 200
 nukleotida). Garis merah muda menunjukkan tingkat homologi yang tinggi (80-
 200 nukleotida). Garis hijau menunjukkan tingkat homologi sedang (50-80
 nukleotida). Garis biru menunjukkan tingkat homologi yang rendah (40-50
 nukleotida). Garis hitam menunjukkan tingkat homologi yang sangat rendah (<40
 nukleotida).
 Kelemahan marka molekuler gen 16S rRNA yaitu hanya dapat dipakai
 untuk meyakinkan pengidentifikasian sampai tingkat genus, oleh karena itu
 dilakukan amplifikasi fragmen penyandi kitinase menggunakan primer spesifik
 untuk bakteri kitinolitik yang menyandi enzim kitinase.
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4.7 Amplifikasi dan Sekuensing Fragmen Penyandi Kitinase
 4.7.1 Amplifikasi Fragmen Penyandi Kitinase
 Proses amplifikasi fragmen kitinase tidak jauh berbeda dengan proses
 amplifikasi gen 16S rRNA, yang berbeda hanya program pengaturan siklus PCR
 (Tabel 6). Primer yang digunakan pada proses amplifikasi fragmen penyandi
 kitinase ini yaitu primer khusus untuk bakteri yang menyandi enzim kitinase
 (Tabel 4). Campuran reaksi PCR dibuat dengan komposisi untuk satu reaksi
 (Tabel 5). Proses amplifikasi fragmen penyandi kitinase dilakukan sebanyak 35
 siklus. Amplifikasi fragmen penyandi kitinase prosesnya sama dengan amplifikasi
 gen 16S rRNA yang melibatkan tiga langkah yaitu denaturasi, annealing, dan
 ekstensi.
 Proses pertama reaksi PCR fragmen penyandi kitinase yaitu denaturasi
 yang dilakukan pada suhu tinggi 94 0C selama 3 menit. Proses denaturasi
 bertujuan agar DNA utas ganda terpisah menjadi dua utas tunggal. Proses kedua
 yaitu annealing yang dilakukan pada suhu 56 0C selama 40 detik. Suhu anneling
 56 0C merupakan suhu optimum untuk penempelan primer kitinase. Proses ketiga
 yaitu ekstensi yang dilakukan pada suhu 72 0C selama 1 menit. Produk akhir PCR
 fragmen penyandi kitinase divisualisasikan dengan elektroforegram.
 Elektroforegram hasil PCR fragmen penyandi kitinase disajikan pada Gambar 13.
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Gambar 13. Elektroforegram Produk PCR Fragmen Penyandi Kitinase
 Keterangan Gambar 13 :
 M = Marker
 B1 = Bakteri kitinolitik asal limbah udang
 C1 = Bakteri kitinolitik asal limbah kepiting
 D1 = Bakteri kitinolitik asal limbah kepiting
 Pada Gambar 13 dapat dilihat elektroforegram PCR fragmen penyandi
 kitinase pada bakteri kitinolitik menunjukkan bahwa bakteri kitinolitik yang
 menyandi enzim kitinase yaitu kode isolat B1, C1, dan D1 dimana bakteri
 kitinolitik dengan kode B1 merupakan bakteri kitinolitik asal limbah udang dan
 bakteri kitinolitik kode C1 dan D1 merupakan bakteri kitinolitik asal limbah
 kepiting. Bakteri kitinolitik kode B1, C1, dan D1 dapat teramplifikasi dengan tepat
 pada ukuran fragmen 1153 bp. Ukuran fragmen gen penyandi kitinase ini sesuai
 dengan hasil penelitian yang dilakukan oleh Usharani (2010) untuk gen penyandi
 kitinase tersebut sebesar 1153 bp. Dengan demikian gen yang terisolasi dari
 bakteri asal limbah udang dan kepiting tersebut merupakan gen penyandi kitinase.
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4.7.2 Sekuensing Fragmen Penyandi Kitinase
 Sekuensing fragmen penyandi kitinase dilakukan untuk menentukan urutan
 nukleotida pembentuk enzim kitinase dan memverifikasi sekuen sampel uji dengan
 sekuen gen penyandi kitinase pada bank gen untuk menentukan persen kemiripan
 isolat bakteri kitinolitik berdasarkan primer spesifik penyandi enzim kitinase.
 Sekuensing fragmen penyandi kitinase bertujuan untuk mengidentifikasi bakteri
 hingga ke tingkat spesies. Sebelum melakukan sekuensing, fragmen DNA tersebut
 diisolasi dan dimurnikan dari gel kemudian disekuen menggunakan primer yang
 sama. Hasil pemurnian yang telah dilakukan 1st
 BASE disajikan pada Gambar 14,
 dimana ukuran fragmen penyandi kitinase ini sama hasilnya dengan pengerjaan
 amplifikasi sebelumnya (Gambar 13).
 Gambar 14. Hasil Purifikasi Fragmen Penyandi Kitinase
 Keterangan Gambar 14:
 1 kb = Marker
 2 = Isolat B1 asal limbah udang
 3 = Isolat D1 asal limbah kepiting
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Gambar 14 merupakan hasil pemurnian fragmen penyandi kitinase isolat
 bakteri limbah udang (B1) dan isolat bakteri limbah kepiting (D1) dengan ukuran
 target sekitar 1153 bp. Amplifikasi fragmen kitinase menggunakan primer ChiE-F
 dan ChiE-R dengan suhu annealing 56 0C bersifat spesifik, hal ini dapat dilihat
 pada Gambar 14 yang hanya menghasilkan satu pita DNA pada sumur kedua dan
 ketiga. Hasil sekuensing kemudian dianalisis homologinya menggunakan program
 BLASTX secara online dengan memasukkan (mengupload) sekuen produk PCR
 sampel uji sehingga diperoleh peta nukleotida yang identik dengan nukleotida gen
 kitinase pada bank gen.
 4.7.3 Analisis Hasil BLASTX Fragmen Penyandi Kitinase
 Sebelum melakukan analisis BLASTX fragmen penyandi kitinase, terlebih
 dahulu dilakukan pembacaan hasil sekuensing fragmen penyandi kitinase bakteri
 limbah udang menggunakan program sequence scanner versi 1.0 (Applied
 Biosystem, USA) yang disajikan pada Gambar 15.
 Gambar 15. Grafik Hasil Sekuensing Fragmen Penyandi Kitinase Isolat Bakteri
 Limbah Udang Menggunakan Program Sequence scanner ®
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Analisis BLASTX dilakukan dengan tujuan untuk membandingkan asam
 amino yang terkandung dalam sampel uji setelah proses sekuensing dengan
 sekuen-sekuen asam amino yang sama pada bank gen. Hasil analisis BLASTX
 untuk isolat bakteri limbah udang disajikan pada Gambar 16.
 Gambar 16. Hasil Analisis BLASTX Isolat Bakteri Limbah Udang
 Domain fungsional gen penyandi kitinase pada bakteri kitinolitik asal
 limbah udang berada pada posisi 90-1050 bp (Gambar 16), dimana domain ini
 terletak dalam sekuen hasil amplifikasi menggunakan primer ChiE-F dan ChiE-R.
 Hasil pensejajaran dengan program BLASTX untuk memverifikasi keidentikan
 dengan gen kitinase dari berbagai bakteri yang sudah terdaftar pada bank gen
 diperoleh homologi sebesar 96 % dengan Bacillus thuringiensis 960 bp. Hasil
 pensejajaran dengan program BLASTX isolat bakteri kitinolitik asal limbah udang
 disajikan pada Gambar 17. Berdasarkan homologi sekuen asam aminonya, kitinase
 dibedakan atas famili 18 dan 19. Famili 18 meliputi kitinase dari virus, bakteri,
 jamur, dan hewan. Serta kelas III dan V kitinase dari tumbuhan. Famili 19
 mencakup kelas I, II, IV telah diidentifikasi dari tumbuhan. (Gijzen et al 2001).
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Hasil pensejajaran dengan program BLASTX isolat bakteri kitinolitik asal
 limbah udang disajikan pada Gambar 17.
 Description Max
 score
 Total
 score
 Query
 cover
 E
 Value
 Max
 Ident
 Accession
 exochitinase Bacillus thuringiensis 700 700 96 % 0.0 99 % YP_ 003565928.1
 Chitinase Bacillus cereus 699 699 96 % 0.0 99 % WP_000932435.1
 Chitinase Bacillus cereus 699 699 96 % 0.0 99 % WP_000932552.1
 Exochitinase Bacillus cereus 699 699 96 % 0.0 99 % EOP_93007.1
 Chitinase A Bacillus cereus 699 699 96 % 0.0 99 % ACY_39278.1
 Chitinase Bacillus cereus 699 699 96 % 0.0 99 % WP_000932434.1
 Gambar 17. Hasil Pensejajaran dengan Program BLASTX Isolat Bakteri
 Kitinolitik Asal Limbah Udang
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Urutan asam amino yang diperoleh dari hasil sekuensing fragmen penyandi
 kitinase bakteri kitinolitik asal limbah udang menggunakan primer spesifik ChiE-F
 dan ChiE-R setelah disejajarkan dengan sekuen asam amino gen kitinase pada
 bank gen hasilnya disajikan pada Gambar 18.
 Gambar 18. Urutan Asam Amino Hasil Sekuensing Fragmen Penyandi Kitinase
 Isolat Bakteri Bacillus thuringiensis Asal Limbah Udang
 (query = sekuen kitinase sampel ; subject = sekuen kitinase bank gen)
 Keterangan gambar :
 K : Lysine N : Asparagine
 V : Valine G : Glycine
 Q : Glutamine T : Threonine
 F : Phenylalanine R : Arginine
 C : Cysteine D : Aspartic acid
 L : Leucine W : Tryptophan
 M : Methionine A : Alanine
 P : Proline H : Histidine
 S : Serine E : Glutamic acid
 Y : Tyrosine I : Isoleucine
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Bakteri Bacillus thuringiensis menghasilkan enzim kitinase dengan asam
 amino yang terdiri lysine jumlahnya 20, valine jumlahnya 19, glutamine
 jumlahnya 19, phenylalanine jumlahnya 19, cysteine jumlahnya 2, leucin
 jumlahnya 30, methionine jumlahnya 7, proline jumlahnya 13, serine jumlahnya
 22, tyrosine jumlahnya 18, asparagine jumlahnya 26, glycine jumlahnya 33,
 threonine jumlahnya 10, arginine jumlahnya 5, aspartic acid jumlahnya 21,
 tryptophan jumlahnya 4, alanine jumlahnya 25, histidine jumlahnya 5, glutamic
 acid jumlahnya 5, isoleucine jumlahnya 27.
 Hasil sekuensing fragmen penyandi kitinase isolat bakteri limbah kepiting
 yang dibaca menggunakan program sequence scanner disajikan pada Gambar 19.
 Gambar 19. Hasil Sekuensing Fragmen Penyandi Kitinase Isolat Bakteri Asal
 Limbah Kepiting Menggunakan Program Sequence scanner ®
 Hasil analisis BLASTX untuk isolat bakteri limbah kepiting disajikan pada
 Gambar 20.
 Gambar 20. Hasil Analisis BLASTX Isolat Bakteri Limbah Kepiting
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Domain fungsional gen penyandi kitinase pada bakteri kitinolitik asal
 limbah kepiting berada pada posisi 40-960 bp (Gambar 20), dimana domain ini
 terletak dalam sekuen terletak dalam sekuen hasil amplifikasi menggunakan
 primer ChiE-F dan ChiE-R. Hasil pensejajaran dengan program BLASTX untuk
 memverifikasi keidentikan dengan gen kitinase dari berbagai bakteri yang sudah
 terdaftar pada bank gen diperoleh homologi sebesar 99 % dengan Bacillus cereus.
 Hasil pensejajaran dengan program BLASTX isolat bakteri kitinolitik asal limbah
 kepiting disajikan pada Gambar 21.
 Gambar 21. Hasil Pensejajaran dengan Program BLASTX Isolat Bakteri
 Kitinolitik Asal Limbah Kepiting
 Description Max
 score
 Total
 score
 Query
 cover
 E
 Value
 Max
 Ident
 Accession
 exochitinase Bacillus thuringiensis 701 701 96 % 0.0 99 % YP_003565928.1
 Chitinase Bacillus cereus 700 700 96 % 0.0 99 % WP_000932552.1
 Chitinase Bacillus cereus 700 700 96 % 0.0 99 % EOP93007.1
 Exochitinase Bacillus cereus 700 700 96 % 0.0 99 % WP_000932435.1
 Chitinase A Bacillus cereus 699 699 96 % 0.0 99 % WP_006922246.1
 Chitinase Bacillus cereus 699 699 96 % 0.0 99 % WP_000932434.1
 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/446855296?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=TV4AWF3A01R
 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/500527809?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=TV4AWF3A01R
 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/446855179?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=4&RID=TV4AWF3A01R
 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/493979289?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=5&RID=TV4AWF3A01R
 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/446855178?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=6&RID=TV4AWF3A01R
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Urutan asam amino yang diperoleh dari hasil sekuensing fragmen penyandi
 kitinase bakteri kitinolitik asal limbah kepiting menggunakan primer spesifik
 ChiE-F dan ChiE-R setelah disejajarkan dengan sekuen asam amino gen kitinase
 pada bank gen hasilnya disajikan pada Gambar 22.
 Gambar 22. Urutan Asam Amino Hasil Sekuensing Fragmen Penyandi Kitinase
 Bakteri Bacillus cereus Asal Limbah Kepiting
 (query = sekuen kitinase sampel ; subject = sekuen kitinase bank gen)
 Keterangan gambar :
 K : Lysine N : Asparagine
 V : Valine G : Glycine
 Q : Glutamine T : Threonine
 F : Phenylalanine R : Arginine
 C : Cysteine D : Aspartic acid
 L : Leucine W : Tryptophan
 M : Methionine A : Alanine
 P : Proline H : Histidine
 S : Serine E : Glutamic acid
 Y : Tyrosine I : Isoleucine
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Bakteri Bacillus cereus menghasilkan enzim kitinase dengan asam amino
 yang terdiri dari lysine jumlahnya 19, valine jumlahnya 17, glutamine jumlahnya
 10, phenylalanine jumlahnya 19, cysteine jumlahnya 2, leucine jumlahnya 28,
 methionine jumlahnya 5, proline jumlahnya 17, serine jumlahnya 24, tyrosine
 jumlahnya 17, asparagine jumlahnya 25, glycine jumlahnya 35, threonine
 jumlahnya 10, arginine jumlahnya 3, aspartic acid jumlahnya 20, tryptophan
 jumlahnya 4, alanine jumlahnya 23, histidine jumlahnya 5, glutamic acid
 jumlahnya 7, isoleucine jumlahnya 27. Bakteri Bacillus thuringiensis asal limbah
 udang dan Bacillus cereus asal limbah kepiting merupakan bakteri yang
 menghasilkan enzim kitinase namun terdapat perbedaan komposisi asam amino
 yang menyusunnya.
 Khusus untuk analisis prediksi gambar tiga dimensi dari struktur protein
 penyandi enzim kitinase dapat diakses melalui situs swissmodel.espasy.org
 menggunakan software SWISS MODEL secara online. Struktur tiga dimensi dari
 enzim kitinase yang dihasilkan bakteri asal limbah udang yaitu Bacillus
 thuringiensis disajikan pada Gambar 23. Langkah-langkah membuat struktur tiga
 dimensi disajikan pada Lampiran 9.
 (a) (b)
 Keterangan : (a) Struktur Tiga Dimensi Enzim Kitinase Bacillus thuringiensis arah
 Forward
 (b) Struktur Tiga Dimensi Enzim Kitinase Bacillus thuringiensis
 arah Reverse
 Tanda panah menunjukkan perbedaan gambar
 Gambar 23(a-b). Perbandingan Struktur Enzim Kitinase Bacillus thuringiensis
 Arah Forward dan Reverse
 A B
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Struktur tiga dimensi dari enzim kitinase yang dihasilkan bakteri asal
 limbah kepiting yaitu Bacillus cereus disajikan pada Gambar 24.
 (a) (b)
 Keterangan : (a) Struktur Tiga Dimensi Enzim Kitinase Bacillus cereus arah
 Forward
 (b) Struktur Tiga Dimensi Enzim Kitinase Bacillus cereus arah
 Reverse
 Tanda panah menunjukkan perbedaan gambar
 Gambar 24 (a-b). Perbandingan Struktur Tiga Dimensi Enzim Kitinase Bacillus
 Cereus Arah Forward dan Reverse
 Pada Gambar 23 dan 24 terdapat perbedaan struktur molekul enzim
 kitinase dari arah forward dan reverse. Struktur molekul enzim kitinase ini
 tergantung dari banyak sedikitnya asam amino yang menyusunnya. Gambar 23
 dan 24 akan muncul jika hasil BLASTX memiliki nilai identity yang tinggi.
 Secara prinsip Gambar 23 dan 24 tersebut merupakan interpretasi hasil
 pensejajaran asam amino dengan program BLASTX, sehingga sekuen asam amino
 dapat membentuk struktur tiga dimensi seperti Gambar 23 dan 24. Berdasarkan
 asam amino penyusun enzim kitinase dari bakteri asal limbah udang Bacillus
 thuringiensis dan bakteri asal limbah kepiting Bacillus cereus terdapat perbedaan
 asam amino penyusunnya yang secara ringkas disajikan pada Tabel 11.
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Tabel 11. Jenis Asam Amino Penyusun Kitinase dari Bacillus thuringiensis Asal
 Limbah Udang dan Bacillus cereus Asal Limbah Kepiting Arah Forward
 Jenis Asam Amino Jumlah Asam Amino
 Bacillus thuringiensis
 (Limbah Udang)
 Bacillus cereus
 (Limbah Kepiting)
 Lysine 20 19
 Valine 19 17
 Glutamine 19 10
 Phenylalanine 19 19
 Cysteine 2 2
 Leucine 30 28
 Methionine 7 5
 Proline 13 17
 Serine 22 24
 Tyrosine 18 17
 Asparagine 26 25
 Glycine 33 35
 Threonine 10 10
 Arginine 5 3
 Aspartic acid 21 20
 Tryptophan 4 4
 Alanine 25 23
 Histidine 5 5
 Glutamic acid 5 7
 Isoleucine 27 27
 Tabel 11 menunjukkan bahwa terdapat perbedaan jumlah asam amino pada
 bakteri Bacillus thuringiensis asal limbah udang dengan Bacillus cereus asal
 limbah kepiting. Perbedaan jumlah asam amino ini berpengaruh pada analisis
 prediksi struktur tiga dimensi. Apabila terdapat asam amino dengan jumlah yang
 sama pada Bacillus thuringiensis dan Bacillus cereus maka analisis prediksi
 struktur tiga dimensi enzim kitinase akan menunjukkan gambar yang hampir mirip
 (Gambar 24), sedangkan apabila terdapat asam amino dengan jumlah yang
 berbeda maka analisis prediksi struktur tiga dimensi akan menunjukkan gambar
 yang berbeda (Gambar 23).
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4.8 Potensi Kitinolitik Bakteri Bacillus thuringiensis dan Bacillus cereus
 Genus Bacillus merupakan salah satu bakteri yang mempunyai berbagai
 macam kemampuan yang dapat dikembangkan dalam skala industri. Menurut
 Atlas dan Bartha dalam Hatmanti (2000), Bacillus sangat potensial untuk
 dikembangkan dalam industri bioteknologi karena mempunyai sifat-sifat seperti
 memiliki kisaran suhu pertumbuhan yang luas, pembentuk spora, kosmopolit,
 tahan terhadap senyawa-senyawa antiseptik, bersifat aerob atau fakultatif anaerob,
 memiliki kemampuan enzimatik yang beragam, dan beberapa diantaranya mampu
 melakukan biodegradasi terhadap banyak senyawa rekalsitran dan xenobiotik.
 Selain itu yang utama adalah genus Bacillus tidak membutuhkan faktor tumbuh
 yang relatif mahal.
 Menurut Feliatra dalam Hatmanti (2000), enzim yang dihasilkan oleh
 Bacillus telah diproduksi dalam skala industri diantaranya enzim alanin dan
 formiat, α-amilase, isoamilase, β-amilase, glukoamilase, chitinase, dan cholesterol
 oxydase. Jenis-jenis Bacillus yang mampu memproduksi enzim kitinase adalah
 Bacillus cereus, Bacillus thuringiensis, Bacillus licheniformis, Bacillus subtilis
 (Chernin et al. 1995). Bacillus digolongkan kedalam kelas bakteri heterotrofik,
 yaitu protista bersifat uniseluler, termasuk dalam golongan mikroorganisme
 redusen atau yang lazim disebut sebagai dekomposer (Rheinheimer dalam
 Hatmanti 2000).
 Bacillus thuringiensis adalah bakteri bersel vegetatif berbentuk batang
 gram positif, bersifat aerob namun umumnya anaerob fakultatif, mempunyai
 flagela dan membentuk spora (Gill et al. 1992). Menurut Reyes (2004), produksi
 kitinase Bacillus thuringiensis asal limbah udang merupakan salah satu sumber
 karbon. Enzim kitinolitik yang dihasilkan Bacillus thuringiensis juga dapat
 menghambat jamur Sclerotium rolfsii. Enzim kitinase menjadi bagian yang
 penting dalam pengendalian hayati jamur karena kemampuan bakteri kitinolitik
 dapat mendegradasi dinding sel jamur yang memiliki komponen utama berupa
 kitin (Ulhoa dan Peberdy 1991).
 Bacillus cereus merupakan bakteri gram positif yang berbentuk batang
 besar dengan ukuran panjang sel 3-5 mikron dan lebarnya 1 mikron. Bakteri ini
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menghasilkan spora yang berbentuk elips dan terletak di tengah-tengah sel. Spora
 hanya terbentuk bila terdapat oksigen di lingkungan sekitar (aerob fakultatif).
 Bacillus cereus termasuk salah satu organisme mesofilik yaitu dapat tumbuh pada
 suhu optimal 30-35 0C. Bacillus cereus mempunyai alat gerak berupa flagella yang
 jumlahnya lebih dari dua dan mengelilingi seluruh permukaan sel bakteri
 (Blackburn 2002). Potensi kitinolitik Bacillus cereus telah banyak dilaporkan,
 diantaranya dapat menghambat pertumbuhan jamur Rhizoctonia solani pada
 tanaman (Elkahoui et al 2012). Saprolegnia sp. merupakan jamur dengan hifa
 terbuat dari kitin. Enzim kitinolitik pada fungi berperan dalam pengaturan fiiologis
 pada saat pembelahan sel, diferensiasi, dan aktifitas mikroparasit.
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