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Kata Sambutan Ketua HKI Cabang Sumbar

Assalamu’alaikum warrahmatullahi wabarakatuh

Puji syukur kita panjatkan kehadirat Allah SWT karena atas rahmat dan karunia-NYa seminar
Nasional HKI cabang Sumatera Barat dengan tema “Penelitian Sains Terapan dan Pendidikan
dalam Mendukung Kemandirian Bangsa dan Peningkatan Mutu Pendidikan” dapat
terselenggara pada tanggal 7 Desember 2013 dan prosidingnya pun sudah dapat diterbitkan.

Sesuai dengan tema dari seminar nasional di atas, sebagai ketua HKI cabang Sumbar,
saya berharap riset-riset yang sudah dilakukan oleh peneliti-peneliti di perguruan tinggi dapat
diaplikasikan dalam kehidupan sehari-hari, pendidikan ilmu kimia semakin disukai dan hasil-
hasil penelitian dapat dipublikasikan. Melalui pendidikan ilmu kimia dan dilanjutkan dengan
riset (penelitian) serta penerapannya dalam bidang industri diharapkan nantinya dapat
mengekplorasi sumber-sumber kekayaan alam Indonesia umumnya dan Sumatera Barat
khususnya dan menghasilkan karya-karya yang berdaya jual tinggi.

Selanjutnya saya mengucapkan terima kasih dan penghargaan kepada panitia
penyelenggara serta seluruh pengurus HKI cabang Sumbar atas segala usaha dan upaya yang
telah dilakukan. Semoga seminar nasional ini dapat dilakukan setiap tahun dan meningkatkan
skalanya menjadi internasional. Diharapkan seminar kedepan tidak hanya dihadiri oleh para
akademisi tapi juga oleh para praktisi dan industri.

Pada kesempatan ini saya juga menyampaikan ucapan terima kasih kepada semua
pihak yang telah memberikan bantuan baik moril maupun materil.

Demikian sambutan saya, semoga prosiding ini dapat bermanfaat bagi kita semua.

Wassalam,

Ketua HKI cabang Sumbar

Prof.Dr.H. Novesar Jamarun
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Kata Pengantar

Segala puji dan syukur marilah kita panjatkan kepada Allah SWT atas telah terselenggaranya
Seminar Nasional Himpunan Kimia Indonesia Cabang Sumatera Barat untuk yang kedua
kalinya, bertempat di Universitas Negeri Padang, pada hari Sabtu tanggal 7 Desember 2013.

Seminar ini telah menjadi wadah yang sangat baik bagi saling tukar informasi
penelitian dan pendidikan bidang kimia sesuai dengan tema seminar yaitu Penelitian Sains
Terapan dan Pendidikan Dalam Mendukung Kemandirian Bangsa dan Peningkatan Mutu
Pendidikan. Luaran lainnya adalah diharapkan muncul kerjasama antar Perguruan Tinggi dan
Korporasi baik skala daerah, nasional dan tentu harapan selanjutnya adalah internasional.

Sebagai pendukung hasil-hasil yang telah diseminarkan maka Panitia merumuskan
Prosiding Seminar ini dalam rangka mendokumentasikan berbagai hasil Penelitian Sains dan
Pendidikan. Sebagai tambahan, Prosiding ini juga sangat bermanfaat bagi seluruh pemakalah,
peserta dan pihak-pihak manapun yang ingin mengetahui perkembangan penelitian bidang
Kimia dosen, mahasiswa dan peneliti yang bernaung dibawah HKI Cabang Sumatera Barat.

Kami berharap semoga Prosising ini dapat bermanfaat sebagai tolak ukur atau sumber
“uiukan untuk penelitian-penelitian selanjutnya baik penelitian sains maupun pendidikan.
Atas kerjasama seluruh pihak mulai Pengurus HKI, Panitia yang berasal dari beberapa
Perguruan Tinggi di Sumatera Barat dan semua pihak yang tidak bisa disebutkan satu persatu
disini, kami ucapkan terima kasih.

Padang, Desember 2013

Ketua Panitia

Dr. Syukri
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IDENTIFIKASI GEN 16S rRNA BAKTERI TERMOFILIK
YANG MEMPERLIHATKAN AKTIVITAS ENZIM
PENGHIDROLISIS INULIN TIPE EXO- DARI
SUMBER AIR PANAS RIMBO PANTI

Minda Azhar!*#,, Sumaryati Syukur?*, Dessy Natalia3",
Mardaleni Fitril*, Vovien Vionica4" Jamsari4

—

*Laboratorium Biokimia, Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam. Universitas Negeri
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2" Laboratorium Biokimia, Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam. Universitas Andalas.
Kampus Unand Limau Manis.
Kampus Unand Limau Manis, Padang.
3*Kelompok Riset Biokimia, Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, Institut Teknologi
Bandung. Jl.Ganesha 10, Bandung.
*Laboratorium Bioteknologi, Fakultas Pertanian. Universitas Andalas. Kampus Unand Limau Manis,
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# E-mail : minda@fmipa.unp.ac.id

Abstrak. Bakteri termofilik merupakan sumber potensial enzim termostabil penghidrolisis
inulin yang mengubah inulin ke fruktosa dan prebiotik fructo-oligosaccharides (FOS). Isolasi
dan identifikasi gen 16S rRNA bakteri termofilik penghidrolisis inulin yang memperlihatkan
aktivitas enzim tipe exo- dari sumber air panas Rimbo Panti di Pasaman telah dilakukan.
Skrining bakteri termofilik penghidrolisis inulin dilakukan menggunakan metoda direct dan
indirect pada medium yang mengandung inulin-RBB sebagai satu-satunya sumber karbon.
Gen 16S rRNA bakteri diisolasi dengan teknik PCR dan ditentukan urutan basa
nukleotidanya dengan metoda dideoxy-Sanger. Satu isolat bakteri termofilik penghidrolisis
inulin telah diperoleh dari 48 isolat. Isolat ini ditandai dengan UBCT-055. Menurut analisis
gen 16S rRNA, isolat ini diidentifikasi sebagai Bacillus. Aktivitas enzim penghidrolisis inulin
isolat ini menunjukkan tipe exo- berdasarkan data pada TLC.

Key words: Bacillus sp, 16S rRNA gene, inulin, inulin hydrolysis enzyme, thermophilic
bacteria

I. Pendahuluan

Pembuatan fruktosa dari inulin dapat digunakan enzim penghidrolisis inulin sebagai
katalis. Proses ini jauh lebih efektif dan efisien dibandingkan dari pati. Pembuatan fruktosa
dari pati melibatkan tiga enzim, yaitu amilolisis pati dengan katalis a-amylase dan
amyloglucosidase, diikuti dengan pengubahan glukosa ke fruktosa yang dikatalisis oleh
glukosa isomerase. Proses ini menghasilkan maksimal hanya sekitar 42% fruktosa, sisanya
50% glukosa dan 8% oligosakaridalll. Hidrolisis inulin menggunakan enzim penghidrolisis
inulin seperti inulinase menghasilkan fruktosa di atas 95% yang dikenal sebagai pure
fructose syrup atau high fructose syrup. Bahkan menurut Zittanl!l hidrolisis sempurna inulin
dengan inulinase dapat dihasilkan lebih dari 98% fruktosa pada suhu 60-65°C.

Enzim penghidrolisis inulin merupakan enzim yang mengkatalisis reaksi hidrolisis
ikatan glikosida pada inulin seperti inulinase, levanase dan invertase. Inulinase atau
levanase dapat mengkatalisis pemutusan ikatan B(2—1)-fructofuranosidic dari ujung
terminal fruktosa pada inulin dikenal dengan tipe exo-, sedangkan yang mengkatalisis
pemutusan ikatan B(2—1)-fructofuranosidic pada bagian dalam untai inulin dikenal sebagai
tipe endo-. Kelompok enzim ini dapat dihasilkan oleh bakteri termofilik.
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Bakteri termofilik penghasil enzim penghidrolisis inulin merupakan pilihan yang
paling tepat untuk membuat fruktosa dan prebiotik fructo-oligosaccharides (FOS) dari inulin.
Penggunaan bakteri ini menguntungkan karena enzim yang diekspresikan lebih mudah
dimurnikan akibat perlakuan panas dan bersifat termostabil. Selain itu, reaksi enzimatik
pada suhu tinggi memungkinkan kelarutan substrat lebih tinggi, memperendah viskositas,
memperkecil resiko kontaminan dan kecepatan reaksi makin tinggil?l. Kelarutan inulin
dalam air makin besar jika suhu dinaikkanl3l.

Strain bakteri termofilik yang mempunyai aktivitas inulinase ternyata dimiliki oleh
genus Bacillusl¥l. Kebanyakan bakteri termofilik termasuk genus BacilluslSl. Gao telah
menentukan urutan basa nukleotida sebagian gen 16S rRNA bakteri termofilik yang
mengekspresikan endoinulinase termostabil yang ternyata diidentifikasi sebagai spesies
Bacillus smithii T7161.

Sumatera Barat mempunyai potensi untuk memproduksi fruktosa dan prebiotik FOS
dari inulin menggunakan enzim termostabil penghidrolisis inulin dari bakteri sumber air
panas. Tanaman dahlia sebagai sumber inulin tumbuh subur di dataran tinggi Sumatera
Barat. Rimbo Panti terletak di Kabupaten Pasaman Sumatera Barat merupakan lokasi mata
air panas, dan kolam pemandian air panas. Tempat ini terletak di jalan lintas Bukittinggi-
Medan dengan jarak sekitar 200 km dari kota Padang. Informasi bakteri termofilik penghasil
enzim penghidrolisis inulin yang berasal dari bakteri sumber air panas Rimbo Panti di
Pasaman belum pernah dilaporkan sebelum ini.

Identifikasi bakteri dilakukan berdasarkan analisis gen 16S rRNA. Analisis kesamaan
urutan basa gen 16S rRNA praktis untuk definisi spesies. Derajat kesamaan urutan basa
nukleotida gen 16S rRNA > 97% sering dipertimbangkan sebagai kelompok spesies yang
samal’l. Penggunaan analisis gen 16S rRNA sebagai pendekatan definisi spesies secara
molekuler pada bakteri dapat menunjukkan hubungan kekerabatan. Tujuan penelitian
adalah mengisolasi bakteri yang memperlihatkan aktivitas enzim penghidrolisis inulin dari
isolat yang berasal dari Rimbo Panti di Pasaman. Bakteri penghidrolisis inulin yang
ditemukan, diidentifikasi berdasarkan morfologi, mikroskopik dan analisis gen 16S rRNA.
Tipe aktivitas enzim penghidrolisis inulin ditentukan menggunakan Thin Layer
Chromatography (TLC).

2. Metode Penelitian

Bahan

Bahan yang digunakan meliputi bakteri, reagen kimia, DNA, inulin, dan inulin-RBB.
Zat untuk ekstraksi inulin adalah etanol, aguades dan karbon aktif. Reagen gram staning
adalah kristal violet, etil-alkohol, ammonium oksalat, iodine, kalium iodida dan safranin.

Bahan untuk ekstraksi dan analisis DNA antara lain SDS, EDTA, kloroform,
isoamilalkohol, etanol, tris-base, gliserol, asam asetat glasial, isopropanol, ethidium
bromide, bromophenol blue, agarose, buffer PCR 10x dan dNTPs. Enzim yang digunakan
pada penelitian ini meliputi Taq Polymerase. Zat untuk menentukan tipe aktivitas enzim
penghidrolisis inulin adalah fruktosa, glukosa, sukrosa, reagen Nelson-Somogyi, silika gel 60
Fas4, asam asetat, kloroform, air, anilin, diphenylamine, aseton, asam phosphorat.

DNA yang digunakan pada penelitian ini adalah DNA kromosom yang diisolasi dari
bakteri penghidrolisis inulin, primer BactF1 dan UniBl, dan marker DNA 1kb. Inulin
diekstraksi dari umbi tanaman dahlia. Sebagai pembanding digunakan inulin chicory (Sigma
Aldrich).

Prosedur Penelitian

Ekstraksi inulin dari umbi dahlia dan pembuatan inulin-RBB

Ekstraksi inulin dari umbi tanaman dahlia dilakukan sesuai prosedur Andyanil8l.
Inulin-RBB dibuat sesuai prosedur yang dimuat pada Castrol®. Inulin-RBB dibuat pada
kondisi optimum yang diperkirakan kadar RBB paling banyak terikat pada inulinl10l.

Isolasi bakteri penghidrolisis inulin

Bakteri penghidrolisis inulin diisolasi dari 48 isolat bakteri yang berasal dari sumber
air panas Rimbo Panti di Pasaman. Bakteri ini diisolasi pada media seleksi yang
mengandung (g/L); 2g (NH4)2SO4, 14g KH2oPO4, 6g KoHPO4.3H20, MgS04.7H20, trisodium
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citrate, inulin atau inulin-RBB, dan agarl9. Bakteri penghidrolisis inulin diisolasi menggu-
nakan metoda direct dan undirect isolation.

Morfologi, dan mikroskopik sel

Morfologi koloni dilakukan dengan pengamatan bentuk koloni. Mikroskopik bakteri
dilakukan dengan gram staining sesuai prosedur dari Merck KGaA, 64271 Darmstadt
(Germany, 2007).

Menentukan ratio aktivitas enzim penghidrolisis inulin dan aktivitas invertase

Satu koloni bakteri dikulturkan pada 5 mL media seleksi. Kultur diinkubasi selama
20-24 jam pada shaker suhu 50°C, 150 rpm. Kultur didinginkan pada suhu 4°C,
selanjutnya disentrifugasi pada 5000xg, 4°C selama 10 menit. Supernatan disimpan pada
suhu -20°C sebagai crude enzim.

Aktivitas enzim penghidrolisis inulin pada substrat inulin ditentukan dengan
mengukur gula pereduksi yang terbentuk dengan metoda Somogyi-Nelsonl!ll. Sebagai
larutan standar adalah larutan fruktosa 10, 30, 50, 70 dan 60 mg/mL. Aktivitas invertase
(substrat sukrosa) ditentukan dengan mengukur gula pereduksi (glukosa dan fruktosa).
Sebagai larutan standar adalah equimolar larutan fruktosa dan glukosa (10, 30, 50, 70 dan
60 mg/mlL). Absorbansi diukur pada A 510 nm menggunakan spektrofotometer.

Campuran reaksi terdiri dari 75 pL 2% (w/v) inulin atau sukrosa dilarutkan dalam
buffer asetat (pH 5) dan 75 pL krude enzim diinkubasi pada suhu 55°C selama 1 dan 24
jam. Satu unit aktivitas enzim penghidrolisis inulin didefenisikan sebagai umol fruktosa
yang dihasilkan permenit oleh ekstrak enzim bebas sel. Satu unit invertase didefinisikan
sebagai umol gula pereduksi yang dihasilkan permenit oleh 1 mL ekstrak enzim bebas sel.

Pengujian krude enzim penghidrolisis inulin

Penentuan tipe aktivitas enzim dilakukan pada produk hidrolisis inulin akibat
aktivitas enzim penghidrolisis inulin dengan TLC sesuai prosedur yang disadur dari Ertan
dan Ekincill2l. Produk hidrolisis inulin sebanyak 3uL ditotolkan pada plate TLC (silika gel 60
Fos4). Fasa gerak adalah campuran asam asetat, kloroform dan air (35:30:5,v/v/v).
Karbohidrat pada plate TLC dideteksi dengan reagen aniline-diphenylamine (1 mL aniline
dan 1 g diphenylamine dalam 100 mL aseton dengan 10 mL asam phosphorik 85%).

Isolasi DNA kromosom bakteri dan amplifikasi gen 16S rRNA

Isolasi DNA kromosom bakteri dilakukan sesuai prosedur Wizard Genomic DNA
Purificarion Kit (Promega). Amplifikasi gen 16S rRNA dilakukan dengan teknik PCR
menggunakan alat C1000 Thermal Cycler, BioRad. Komposisi master mix sebagai berikut:
2,5 uL Dream Tag buffer10x, 2,5 yL dNTP mix 2mM, 1 pyL MgCl> 2,5mM, 0,5 pL primer
BactF1 (5’AGAGTTT-GATC(A/C)TGGCTCAG3’) 20 uM, 0,5 pL primer UniBl (5’GGTTAC
(G/C)TTGTTACGACTT3’) 20 uM, 0,4 uL sample 150ng/uL. 0,125 pyL Dream Tag. ddH20
ditambahkan sampai volume 25 uL. Proses PCR dilakukan dengan denaturasi awal 94°C
selama 2 menit, denaturasi 94°C selama 0,3 menit, annealing 48°C selama 30 detik,
elongasi 72°C selama 1,5 menit, elongasi akhir 72°C selama 5 menit. Siklus PCR dilakukan
29 kali.

Pemurnian amplikon PCR dan sekuensing gen 16S rRNA

Amplikon dimurnikan sesuai prosedur pada Gel/PCR DNA Fragments Extraction Kit
(Geneaid). Amplikon gen 16S rRNA murni 800 ng dan primer BactF1 dan UniB1 masing-
masing 10 pm dikirim ke Macrogen di Korea. Metoda sekuensing menggunakan dideoxy-
Sanger pada DNA sequencer automatik.

Analisis gen 16S rRNA

Data urutan basa nukleotida gen 16S rRNA dalam format file abl dianalisis in silico
menggunakan program Segmen dari DNASTAR. Urutan basa nukleotida gen 16S rRNA isolat
UBCT-055 ditentukan homologinya dengan urutan basa nukleotida gen 16S rRNA lainnya
pada GenBank menggunakan program BLASTn pada http://www.ncbi.nlm.nih.gov. Data
gen 16S rRNA dibuat pohon filogenetik menggunakan program MEGASI[3l. Penjajaran
sekuens basa nukleotida digunakan program ClustalW2 pada http://www.ebi.ac.uk/Tools
/msa/clustalw?2.
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3. Hasil Dan Pembahasan

Ekstraksi inulin dan pembuatan inulin-RBB

Prinsip ekstraksi inulin berdasarkan kelarutan inulin dalam pelarut air dan etanol.
Kelarutan inulin dalam air lebih besar dibandingkan dalam etanol. Kelarutan inulin dalam
kedua pelarut ini makin tinggi jika suhu dinaikkan. Pada metoda ini umbi dahlia yang telah
dipotong ditambah aguades, diblender membentuk jus umbi dahlia. Jus umbi dahlia
dipanaskan pada suhu 70-80°C selama 30 menit untuk mempertinggi kelarutan inulin
dalam air. Jus umbi dahlia disaring. Filtrat didinginkan sampai suhu ruang, kemudian
ditambahkan etanol untuk mengendapkan inulin yang terlarut dalam air. Agar inulin lebih
banyak mengendap, campuran tersebut didiamkan pada freezer semalam. Endapan inulin
dipisahkan dari supernatan dengan sentrifugasi. Inulin diperoleh sekitar 50 g dari 1000 g
umbi dahlia yang telah dikupas. Inulin berbentuk serbuk berwarna putih (Gambar 1a).
Inulin direaksikan dengan RBB membentuk inulin-RBB berwarna biru (Gambar 1b).

Gambar 1. Inulin dari umbi dahlia (a) Inulin-RBB (b)

Isolasi bakteri penghidrolisis inulin, morfologi koloni dan mikroskopik sel

Isolasi bakteri penghidrolisis inulin dilakukan pada 48 isolat bakteri yang berasal dari
sumber air panas Rimbo Panti di Pasaman. Setiap isolat bakteri diremajakan pada media
NB cair (g/L: 3g Beef extract, 5g pepton) pada 150 rpm, suhu 50°C selama 18-20 jam.
Bakteri penghidrolisis inulin diisolasi menggunakan media yang mengandung inulin atau
inulin-RBB sebagai satu-satunya sumber karbonl9l.

Bakteri penghidrolisis inulin diisolasi menggunakan metoda direct dan undirect
isolation. Pada metoda direct isolation, kultur bakteri setiap isolat yang telah ditumbuhkan
pada media NB langsung ditumbuhkan pada media padat dan diinkubasi pada suhu 50°C
selama 18-48 jam. Bakteri penghidrolisis inulin tidak berhasil ditemukan menggunakan
metoda ini. Pada metoda undirect isolation, kultur bakteri ditumbuhkan pada media cair
yang mengandung inulin selama 1 minggu pada suhu 50°C, kemudian kultur ditumbuhkan
pada media padat suhu 50°C selama 18-48 jam. Satu bakteri penghidrolisis inulin dengan
kode laboratorium UBCT-055 berhasil ditemukan menggunakan metoda undirect isolation
(Gambar 1la). Isolat bakteri UBCT-055, selanjutnya dibuat koloni tunggal (Gambar 2b).
Bentuk koloni bakteri UBCT-055 adalah sirkuler, margin sedikit undulate dengan elevasi
low convex, ukuran koloni moderat, dengan tekstur smooth, appreance dull, tidak ada
pigmentasi dan sifat optik opaque. Pengujian gram saining menunjukkan bakteri gram
positif (Gambar 2c).

Metoda undirect isolation juga telah berhasil digunakan untuk mengisolasi bakteri
penghidrolisis inulin (inulinase) dari bakteri tanahl4, mengisolasi bakteri pendegradasi
inulin dari sumber air panas Bukik Kili dan Padang Balimbiang di Solok(1415] dan
mengisolasi bakteri selulase dari sumber air panas Egyptian(i6l. Keberhasilan metoda
undirect isolation untuk mengisolasi bakteri penghidrolisis inulin dapat menandakan bahwa
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gen pengkode enzim penghidrolisis inulin akan diekspresikan jika ada inulin. Gen ini diduga
termasuk kelompok gen fakultatif. Dengan demikian, gen ini ditranskripsi jika diperlukan.

2b

Gambar 2. Bakteri penghidrolisis inulin UBCT-055 (a) Seleksi bakteri penghidrolisis
inulin (b) Koloni bakteri UBCT-055, (c) Uji gram staning

Media seleksi yang mengandung inulin dahlia, inulin chicory dan inulin-RBB sebagai
satu-satunya sumber karbon dapat menumbuhkan isolat UBCT-055. Tetapi isolat ini tidak
tumbuh, jika pada media tersebut tidak ditambahkan inulin (data tidak diperlihatkan). Hal
ini dapat terjadi karena enzim penghidrolisis inulin adalah enzim extracellular atau
exoenzyme. Enzim extrasellular terutama merupakan enzim yang mengkatalisis reaksi
hidrolisis molekul-molekul besar seperti inulin, selulosa, pati, lipid, kasein dan gelatin.
Enzim penghidrolisis inulin yang diekspresikan bakteri akan mengkatalisis reaksi hidrolisis
inulin-RBB yang menyebabkan warna biru inulin-RBB menjadi berkurang. Oleh sebab itu,
pada media seleksi padat yang mengandung inulin-RBB terlihat zona bening di sekitar
bakteri penghidrolisis inulin tersebut (Gambar 3).

Gambar 3. Bakteri UBCT-055 pada media seleksi
mengandung inulin-RBB

Pengujian krude penghidrolisis inulin bakteri

Pengujian krude inulinase yang dilakukan adalah membandingkan aktivitas inulinase
dan invertase (I/S) serta pengujian produk hidrolisis inulin akibat aktivitas inulinase
menggunakan TLC. Absorbansi gula pereduksi (fruktosa, glukosa) akibat aktivitas inulinase
pada inulin dan sukrosa dimuat pada Tabel 1.

Perbedaan antara aktivitas katalitik inulinase dan invertase digunakan ratio a (a=I/S,
I adalah aktivitas inulinase, S adalah aktivitas invertase). Jika a>10-2, maka aktivitas
katalitiknya adalah inulinase, sedangkan jika a<10-4 maka enzim dinamakan invertasell7l.
Pada umumnya inulinase dari semua mikroorganisme memperlihatkan aktivitas inulinase
dan invertase dengan harga a yang bervariasi. Aktivitas invertase pada inulinase diperlukan
untuk mengkatalisis hidrolisis ujung akhir antara fruktosa dan glukosa yang tersisa setelah
aksi inulinase sempurna pada molekul inulin. Sampai saat ini dipostulatkan bahwa
inulinase memiliki katalitik umum baik untuk sisi pengikatan inulin dan juga untuk
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sukrosall8l. Aktivitas inulinase UBCT-055 pada waktu inkubasi 1 jam adalah 1,39139
unit/L, sedangkan aktivitas invertase adalah 1,54920 unit/L. Pada waktu inkubasi 24 jam
terjadi penurunan aktivitas enzim yaitu aktivitas inulinase 1,1517.10-! unit/L, aktivitas
invertase 1,4762.10-1 unit/L. Rasio aktivitas inulinase dan invertase (I/S) pada waktu
inkubasi 1 jam adalah 0,898, 24 jam adalah 0,7780. Dengan demikian aktivitas crude enzim
ekstraseluler isolat UBCT-055 menunjukkan aktivitas katalitik inulinase. Aktivitas inulinase
termasuk aktivitas enzim penghidrolisis inulin

Tabel 1. Absorbansi gula pereduksi akibat aktivitas inulinase dan invertase UBCT-055

No Aktivitas Kete- Al A2 A3 Arerata Asx Gula pereduksi
rangan (vg/mlL)
1 Inulinase Kontrol 0,266 | 0,260 | 0,264 | 0,263
Inkubasi 1 jam Sampel | 0,342 | 0,353 | 0,381 | 0,359 0.096 15,0270005
Inulinase Kontrol | 0,266 | 0,260 | 0,264 | 0,263
Inkubasi 24 jam Sampel | 0,505 | 0,510 | 0,515 | 0,510 0,247 29,8527246
2 Invertase Kontrol 0,256 | 0,262 | 0,266 | 0,261
Inkubasi 1 jam Sampel | 0,389 | 0,384 | 0,374 | 0,382 0,121 16,7313288
Invertase Kontrol | 0,256 | 0,262 | 0,266 | 0,261
Inkubasi 24 jam Sampel | 0,602 | 0,619 | 0,591 | 0,604 0,343 38,2638215
Keterangan

Persamaan linear larutan standar fruktosa adalah y= -0,05705 + 0,010185x
Persamaan linear larutan standar equimolar fruktosa dan glukosa adalah y= -0,0515 + 0,01031x

Produk hidrolisis inulin akibat aktivitas enzim penghidrolisis inulin diuji
menggunakan TLC. Sebagai standar digunakan larutan fruktosa 1%. Sebagai kontrol
digunakan larutan inulin 1% dan larutan inulin 1% yang telah ditambah inulinase nonaktif.
Noda fruktosa setelah direaksikan dengan reagen aniline-diphenilamine terlihat berwarna
coklat kemerahan. Produk hasil hidrolisis inulin dengan katalis inulinase (noda posisi
totolan ke-3 dan ke-4 memiliki Rr yang sama dengan fruktosa (noda pada posisi totolan ke-5)
(Gambar 4). Hal ini menunjukkan bahwa produk hidrolisis inulin akibat aktivitas enzim
penghidrolisi inulin adalah fruktosa. Dengan demikian enzim penghidrolisis inulin pada
isolat bakteri UBCT-055 menunjukkan tipe aksi exo-.

3 4
1 2 3

Gambar 4. Produk hidrolisis inulin akibat aktivitas inulinase pada TLC.
1.Inulin (kontrol) 2. Hidrolisis O menit (kontrol); 3 Hidrolisis 1 jam;
4.Hidrolisis 24 jam dan 5. Fruktosa (standar).

Identifikasi bakteri secara molekuler

Identifikasi isolat bakteri UBCT-055 penghasil enzim penghidrolisis inulin dilakukan
secara molekuler dengan mengidentifikasi gen 16S rRNA. Identifikasi molekuler gen 16S
rRNA diawali dengan mengisolasi DNA kromosom bakteri. Kromosom itu dijadikan templat
untuk amplifikasi gen 16S rRNA secara PCR menggunakan primer BactFl1 dan UniBl1.
Primer ini menghasilkan fragmen gen 16S rRNA pada proses PCR karena kedua primer ini
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annealing pada daerah konserf bagian dalam dari gen 16S rRNA. Posisi primer BactF1
(posisi pada gen 16S rRNA E.colij adalah nukleotida ke 8 sampai 27, sedangkan posisi
UniB1 adalah pada nukleotida ke 1510 sampai 1492191

Produk PCR dielektroforesis pada gel agarose 0,8%. Produk tersebut sejajar dengan
ukuran marker 1500 bp (Gambar 5). Konsentrasi produk PCR (amplikon) yang diperoleh
pada penelitian ini diperkirakan 150ng/uL. Besarnya konsentrasi amplikon dapat
menandakan bahwa gen 16S rDNA hadir dalam multi kopi dalam kromosom bakteri ini. Gen
16S rRNA bakteri dapat hadir 1 sampai 15 kopi, 62% bakteri mempunyai lebih dari 1 kopi
gen 16S rRNAI20].

Amplikon murni gen 16S rRNA digunakan sebagai templat sekuensing. Pembacaan
sekuens pasangan primer ini adalah 1422 pb Gambar 6. Dengan demikian ukuran fragmen
gen 16S rDNA isolat UBCT-055 diperkirakan 1461 yaitu sekitar 1500 bp. Ukuran fragmen
DNA ini pada gel agarosa 0,8% sejajar dengan pita 1500 pb marker DNA 1kb (Gambar 5).
Fragmen gen 16S rRNA isolat UBCT-055 mempunyai homologi yang tinggi dengan 100 buah
gen 16S rRNA bakteri pada GenBank. Sekuens gen 16S rRNA pada GenBank yang paling
dekat homologinya dengan sekuens gen 16S rRNA isolat UBCT-055 kebanyakan adalah
Bacillus.

Gambar 5. Fragmen gen 16S rRNA hasil PCR menggunakan primer BactF1 dan
UniB1. Lajur 1 menunjukkan 1 kb DNA ladder. Lajur 2 fragmen gen
16S rRNA isolat UBCT-055 yang sejajar dengan marker ukuran 1500
pb (tanda panah )

Analisis pembandingan urutan basa nukleotida gen-gen 16S rRNA dapat digunakan
untuk mengkontruksi pohon filogenetik dan dapat menunjukkan hubungan kekerabatan.
Pada pohon filogenetik urutan basa nukleotida gen 16S rRNA menunjukkan bahwa isolat
UBCT-055 merupakan Bacillus (Gambar 7). Hubungan kekerabatan terjauh dengan
Paenibacillus macerans dengan derajat kemiripan 88%. Isolat UBCT-055 mempunyai
hubungan kekerabatan terdekat dengan Bacillus subtilis, Geobacillus stearothermophilus,
Bacillus tequilensis dengan derajat kemiripan 99%.

Homologi ini merupakan partial sequence yaitu sekitar 95% dari gen utuh 16S rDNA
Bacillus subtilis atau 94% dari gen utuh 16S rRNA B.licheniformis. Ukuran gen 16S rDNA
Bacillus subtilis adalah 1535 bp dan B.licheniformis adalah 1549 (www.ncbi.nlm.nih.gov.).
Derajat kesamaan urutan basa nukleotida gen 16S rRNA > 97% sering dipertimbangkan
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sebagai kelompok spesies yang samal’l. Dengan demikian isolat UBCT-055 yang ditemukan

termasuk genus Bacillus.

TECAGTCOGRE CEGRCRGATE GEAGCTTGCT CCCTGRTGTT AGOGGECGEGERC GEETERGTRRE CROGTEEETR 70
LOCTECCTGET RRLGRCTEEEL TRRLCTCOGES RRROCGGEEEC TRATRCOGGR TEETIGTTTIC CCECATEE 140
TTCRRRCRETRE RRBEETEECT TOGECTRCCR CTTRCAGRETG GROCOGCOGEC GCATTRECTR GITEGETGRGE 210
TLLOGECTCR CCRRGECALC GLRTECOGTRGEC COGROCTGREL GEETGRTCGE CCLCRCTGEE RCOTGRGRCRC 2820
GEOCCRGACT CCTRCGEGERE GCRAGCRGTRS GGERATCTTCC GCRRTEGACE RRLLCTCTGRC GERECRRCGC 350
CEOGTIGRETE RTGRRGETIT TOGGEATCGEIR RARGCICIGIT GTTRGGEGAAG RRCRRGTRCC GITOGRATRG 420
GEOGETRCCT TGROGGETADC TRRLCOCRGRRR GCCARCOGECTR RCTROGTECC RECLECCOGCE GTRARTAOGTR 450
GEIGECRRGEE GITGEICCEER ATIRTTGEEEC GIARAGEECT CGCRGECEET TICTIRRGTC TGATGTGRAR  Se0
SOCCCCEECT CRROCGEEER GREETCATIGEE RRACTGEGEEER ACTTGRGTEC RELLCRGGRL RETEELRATTC &30
CROGTIGTRGEC GETGRAATGEC GTRAGRGARTET GGAGGARCRC CRETGECGERAR GEOGACTICTC TGGICTGEIRAR 700
CTGRCOGCTGER GERECGRARE CGTGEEGGREC GRRCLGGEATT AGATALCCCTG GTRGTOCRCG CCOGTRLRLOE 770
IGAGTGCTRE GIGITREEEE GTITCCEOCC CTITAGTGCTE CTGCTRRCOGC ATTRRGCRCT COGOCTGEEEE 840
LETRCGETOE CRRGRCTGEAR ACTCRARGER RTTGROGEEE GCOCCGECRC GOGGETEEAEC RTGETEETTTR 510
ATTCGRRECR ROGOGRAGRR CCTTROCRGE TCTTGARCRTC CTCTGRCRAT CCTRGRGRTR GEROGTCOCCC 320
TTOGEEEECE GRGTGACARE TGEETECATES TTIGTCOGTCRE CTOGTETCET GRGLATETTEE GITRRGTCCC 1050

GCRRCGRECE CRRBOCCTTGR TOTTRGTIGS CRAGCATICRS II""""'"'P.A.,"'I-\_. TRRGETERCT GOOGGTGRCR 1120
LACCGEREGER LOGCTGEEEAT GRCGETCARAT CATCRATGCCC CTTRTGROCT GEECTRCRCE OGTGECTRCRL 1150
TGERACRGRRC RRBGEECREC G DCOGCGR GETTRRGCCR RTCCCRACARR TCTGSTTCICR GTITOGGRTCGE 12e0
CLETCTECRR CTOGRCTEOE TGERRGCTGER ATOGCTRGTR RTOGCGGATC RECLTECOCEC GETGRATRACE 1330
TTOCCEEECC IT’TAL.RCP.E CGECCCETCRD ROCROGRGRS TTTGTARCRC CCOGREGTCGS TGRGGTRRCC 1400
TTTTREERGEC GOCECOGEL LG 1422

Gambar 6. Urutan basa nukleotida gen 16S rRNA isolat UBCT-055

191 UBCT-055

11| Bacillus subtilis(JN366769.1)

99 | Geobacillus stearothermophilus(JN641292.1)
Bacillus tequilensis(JF411297.1)

Bacillus halodurans(NR 025446.1)
Bacillus amyloliquefaciens(NR 041455.1)
v Bacillus luciferensis(NR 025511.1)
57 || Bacillus mojavensis(HM753629.1)
29! Bacillus licheniformis{(JN983128.1)

85|

Paenibacillus macerans(NR 040886.1)
Bacillus aerius(NR 042338.1)
| Bacillus aquimaris(NR 025241.1)
sl Bacillus megaterium(NR 043401.1)

96

0.5

Gambar 7. Pohon filogenetik urutan basa nukleotida gen 16S rRNA
Angka pada titik cabang menyatakan nilai konfiden bootstrap
berdasarkan pada 1000 replikasi. Skala garis 0,5 menunjukkan
substitusi basa nukleotida persite. Nomor assesi GenBank
dalam tanda kurung

4. Kesimpulan dan Saran

Isolasi bakteri penghidrolisis inulin dari 48 isolat yang berasal dari Rimbo Panti di
Pasaman berhasil ditemukan satu isolat yang diberi tanda isolat UBCT-055. Isolat bakteri
ini termasuk gram positip dan berbentuk basil. Isolat bakteri UBCT-055 merupakan Bacillus
berdasarkan analisis gen 16S rRNA. Crude enzim bakteri penghidrolisis inulin UBCT-055
menunjukkan aktivitas katalitik inulinase tipe exo- dengan harga I/S 0,898 pada waktu
inkubasi 1 jam dan 0,780 pada waktu inkubasi 24 jam.
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