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ABSTRAK 

 

Ahadul Putra (2018) : Isolasi dan Sekuensing Gen 16S rRNA dari Genom 

Bakteri Pendegradasi Inulin pada Rizosfer Umbi 

Dahlia sp. 

 

Identifikasi bakteri dapat dilakukan secara genotip menggunakan gen 16S 

rRNA. Langkah awal identifikasi bakteri dengan cara mengisolasi DNA 

kromosom bakteri pendegradasi inulin dari rizosfer umbi Dahlia sp. DNA 

kromosom bakteri digunakan sebagai template untuk amplifikasi gen 16S rRNA 

menggunakan metode PCR. Amplikon yang dihasilkan dielektroforesis 

menggunakan gel agarosa. Pita gen 16S rRNA  hasil elektroforesis dimurnikan 

menggunakan metode Gel/PCR fragment DNA extraction kit. Gen 16S rRNA 

dikloning menggunakan vektor pGEM-T Easy menghasilkan DNA rekombinan. 

DNA Rekombinan ditransformasikan ke dalam sel kompeten. Keberhasilan 

kloning dibuktikan dengan skrining koloni berwarna biru dan koloni berwarna 

putih. DNA rekombinan yang mengandung gen 16S rRNA diisolasi dan 

dimurnikan untuk disekuensing. Sekuensing gen 16S rRNA dilakukan 

menggunakan metode Dideoxy-Sanger. Hasil sekuensing dianalisa urutan basa 

nukleotida menggunakan software DNAStar. Urutan basa nukleotida gen 16S 

rRNA yang telah dianalisa terdiri dari 1501 bp (base pair). Urutan basa 

nukleotida gen 16S rRNA dapat digunakan untuk identifikasi bakteri 

menggunakan progran BLASTn dan MEGA. Berdasarkan identifikasi, bakteri 

pendegradasi inulin dari rizosfer umbi Dahlia sp. termasuk kelompok genus 

Klebsiella dan spesies Klebsiella pneumoniae. 

Kata kunci : Inulin, Gen 16S rRNA, dan bakteri pendegradasi inulin.
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BAB I 

PENDAHULUAN 

 

A. Latar Belakang 

Kebutuhan pangan merupakan suatu hal yang perlu disediakan oleh 

industri. Salah satu industri yang berkembang pesat adalah industri makanan 

dan minuman. Hampir semua industri makanan, khususnya minuman selalu 

berhubungan dengan gula atau pemanis. Tingkat kemanisan fruktosa lebih 

tinggi dari pada sukrosa sehingga sangat baik bagi penderita diabetes, oleh 

karena itu industri lebih memilih fruktosa sebagai pemanis dalam 

memproduksi makanan dan minuman. Hal ini mengakibatkan banyak peneliti 

melakukan penelitian untuk memproduksi fruktosa dalam jumlah besar 

(Martina, 2012). 

Fruktosa dapat dihasilkan dari reaksi hidrolisis pati dan inulin. 

Fruktosa dapat dihidrolisis dari pati melalui beberapa proses yaitu mengubah 

pati menjadi glukosa, kemudian mengkonversi glukosa menjadi fruktosa. 

Penggunaan metode ini telah ditinggalkan karena tidak efektif dan efisien. 

Kekurangan hidrolisis pati karena randemen fruktosa yang dihasilkan lebih 

sedikit yaitu 45 %, waktu biokonversi lama (3-3,5 hari), dan memerlukan tiga 

enzim yaitu α-amilase, glucoamilase, dan glukoisomerase. Sebaliknya 

fruktosa yang dihasilkan dari hidrolisis inulin lebih menguntungkan yaitu 

randemen fruktosa yang dihasilkan 92-98%, biokonversi lebih singkat (10-12 

jam), dan hanya menggunakan satu enzim. Berdasarkan hal ini, produksi 

fruktosa dari hidrolisis inulin lebih menjanjikan dan mendapat perhatian yang 

luar biasa beberapa tahun terakhir (Sirisansaneeyakul, 2007 dan Sari,
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 2005). Inulin, selain sebagai raw material untuk produksi fruktosa, juga 

mempunyai fungsi penting untuk memelihara kesehatan usus besar karena 

inulin adalah prebiotik yaitu menjaga kestabilan flora normal usus besar 

(Huang, 2016).  

Inulin dapat dihidrolisis menjadi fruktosa dan fruktooligosakarida 

(FOS) menggunakan enzim inulinase. Enzim inulinase dapat diisolasi dari 

tumbuhan dan mikroorganisme (Saryono, 2008), namun kebanyakan peneliti 

lebih memilih mengisolasi enzim dari mikroorganisme. Bakteri merupakan 

salah satu sumber mikroorganisme yang berpotensial penghasil inulinase 

(Singh, 2017). Bakteri yang memiliki enzim inulinase akan menghidrolisis 

inulin menjadi fruktosa dan FOS. Hidrolisis inulin menggunakan 

exoinulinase akan dihasilkan fruktosa dan sedikit glukosa, sedangkan 

hidrolisis inulin dengan enzim endoinulinase dihasilkan FOS. Campuran 

enzim exoinulinase dengan endoinulinase akan lebih menguntungkan untuk 

produksi sirup fruktosa. Salah satu sumber bakteri pendegradasi inulin adalah 

bakteri dari rizosfer umbi Dahlia sp. (Yuliana, 2014). 

Bakteri pendegradasi inulin pada rizosfer umbi Dahlia sp. perlu 

diidentifikasi spesiesnya, karna identifikasi spesies bakteri merupakan 

langkah awal untuk mengisolasi gen pengkode inulinase pada bakteri. 

Identifikasi bakteri dapat dilakukan secara fenotip dan genotip. Secara 

fenotip, bakteri diidentifikasi melalui morfologi seperti bentuk, warna koloni 

dan uji biokimia dari bakteri. Identifikasi ini membutuhkan waktu yang lama 
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dibandingkan identifikasi secara genotip. Identifikasi bakteri secara genotip 

ditujukan pada urutan basa nukleotida gen 16S rRNA (Azhar, 2016). 

Identifikasi secara genotip dapat dilakukan dengan cara mengisolasi 

DNA kromosom bakteri, kemudian diidentifikasi molekuler gen pengkode 

rRNA, yaitu gen 16S rRNA. Gen 16S rRNA sering digunakan sebagai 

penanda molekuler penentuan spesies bakteri pada saat ini. Hal ini 

disebabkan ukuran gen 16S rRNA cukup memadai yaitu sekitar 1500 pasang 

basa (pb) dan memudahkan dalam proses amplifikasi gen tersebut secara 

PCR. (Ranjard et al., 2001 dan Nuroniyah, 2012). Identifikasi sekuen gen 16S 

rRNA diawali dengan mengisolasi gen 16S rRNA menggunakan metode 

PCR. Produk PCR (Amplikon) dikloning ke sel bakteri Ecoli TOP10 dan 

disekuensing menggunakan metode Dideoxy-Sanger, selanjutnya 

diidentifikasi menggunakan program komputer. 

Skrining bakteri pendegradasi inulin dari rizosfer umbi Dahlia sp. 

telah dilakukan dan bakteri tersebut telah dikoleksi di laboratorium biokimia 

FMIPA UNP (Azhar dkk, 2017). Beberapa isolat tersebut belum 

diidentifikasi secara molekuler. Pada penelitian ini telah ditentukan sekuen 

gen 16S rRNA bakteri pendegradasi inulin dari rizosfer umbi Dahlia sp. 

untuk menentukan genus dan spesies bakteri tersebut sebagai langkah awal 

untuk isolasi gen pengkode inulinase. 

B. Identifikasi Masalah 

Pada penelitian yang telah dilakukan, dapat diidentifikasi beberapa 

masalah sebagai berikut. 
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1. Identifikasi jenis bakteri dapat dilakukan secara fenotip dan genotipe, 

namun identifikasi secara fenotip membutuhkan waktu yang lama 

2. Sekuensing  gen 16S rRNA  bakteri dapat  dilakukan dengan dua metode 

yaitu metode Maxam-Gilbert dan metode Dideoxy-Sanger, tetapi metode 

Maxam-Gilbert Jarang digunakan karena tidak sederhana dan waktu yang 

lama.  

3. Isolat bakteri pendegradasi inulin dari rizosfer umbi Dahlia sp. tersedia 

di Laboratorium Biokimia FMIPA UNP, namun beberapa isolat belum 

diidentifikasi secara molekuler. 

C. Batasan Masalah 

Agar penelitian yang dilakukan lebih terfokus, maka peneliti 

membatasi masalah sebagai berikut. 

1. Identifikasi bakteri hanya dilakukan secara genotip. 

2. Proses sekuensing DNA  hanya dilakukan dengan metoda Dideoxy-Sanger. 

D. Rumusan Masalah 

Berdasarkan latar belakang masalah, dapat dirumuskan masalah 

penelitian yang dilakukan yaitu Apakah genus dan spesies dari isolat bakteri 

pendegradasi inulin pada rizosfer umbi Dahlia sp. berdasarkan sekuen gen 

16S rRNA?  

E. Tujuan Penelitian 

Tujuan penelitian yang dilakukan adalah menentukan kelompok genus 

dan spesies dari isolat bakteri pendegradasi inulin pada rizosfer umbi Dahlia 

sp. berdasarkan sekuen gen 16S rRNA. 
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F. Manfaat Penelitian 

Hasil penelitian yang dilakukan diharapkan dapat memberikan 

manfaat sebagai berikut. 

1. Memberikan kontribusi dalam pengembangan ilmu dan teknologi 

tentang gen 16S rRNA sebagai penentu spesies dan genus bakteri. 

2. Dapat dijadikan sebagai sumber ide dan referensi untuk penelitian 

selanjutnya.
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BAB II 

TINJAUAN PUSTAKA 

 

A. Inulin 

Inulin merupakan polimer alami dari kelompok karbohidrat. Inulin 

tersusun dari 2- 60 molekul fruktosa yang dihubungkan oleh ikatan ß-(2-

1)glikosida dan umumnuya memiliki sebuah molekul terminal yaitu glukosa 

yang terhubung dengan fruktosa melalui ikatan α-(1-2)glikosida. Struktur 

inulin dimuat pada Gambar 1. Inulin ditemukan dalam jumlah banyak pada 

tanaman chicory, Dahlia sp., dan Jerusalem artichoke. Inulin juga dapat 

dihasilkan oleh mikroorganisme seperti spesies Streptococcus dan Aspergillus 

(Krivorotova, 2014). 

 

Gambar 1. Struktur Inulin (Ozturk dan Serdaroglu, 2017) 

 

Inulin dalam struktur polimernya mengandung ujung terminal glukosa 

ditulis dengan GFn, sedangkan tanpa mengandung ujung terminal glukosa
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 ditulis dengan Fn. Simbol n pada rumus tersebut adalah derajat polimerisasi 

(DP). Jumlah monomer yang dikenal dengan DP bergantung sumber inulin. 

Inulin yang memiliki 2 < DP ≤ 10 dikenal dengan oligofruktosa (FOS). Inulin 

yang berasal dari tumbuh-tumbuhan memiliki DP yang bervariasi, umumnya 

memiliki DP 70 unit. Inulin yang berasal dari bakteri memiliki DP yang 

tinggi yaitu 10.000 sampai 100.000 (Kulminskaya, 2003). 

Inulin merupakan serbuk bewarna putih. Inulin tidak dapat dicerna 

oleh enzim dalam sistem pencernaan manusia (Wijanarka dkk, 2011). Pada 

lingkungan yang netral inulin stabil secara kimia. Stabilitas kimia dari inulin 

berkurang pada lingkungan asam (pH≤4) dan kenaikan suhu. Kelarutan inulin 

sangat mudah larut dalam air panas. Pada suhu 25 °C inulin dapat larut 

sebanyak 120 gram per liter (Ozturk dan Serdaroglu, 2017). Kelarutan inulin 

dalam air disebabkan interaksi gugus hidroksi dari molekul inulin dengan air. 

Kelarutan inulin juga dipengaruhi oleh DP inulin. Semakin besar DP inulin 

maka inulin semakin sulit larut (Azhar, 2009). 

Kelarutan inulin yang besar dalam air merupakan sifat yang sangat 

menguntungkan, karena sifat ini dibutuhkan dalam reaksi hidrolisis inulin 

secara enzimatis. Satu molekul inulin (GFn) jika dihidrolisis sempurna akan 

menghasilkan molekul fruktosa dalam jumlah besar dan sebuah molekul 

glukosa. Hidrolisis inulin dipengaruhi oleh suhu dan derajat keasaman (pH). 

Pada suhu kamar dan pH netral inulin dapat dihidrolisis pada sistem berair 

(Barclay et al., 2012). 
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Inulin banyak diaplikasikan dalam skala industri seperti industri 

makanan, farmasi, kimia dan industri lainnya. Hal ini menyebabkan banyak 

peneliti untuk mempelajari inulin (Chi et al., 2011). Inulin dan 

fruktooligosakarida (FOS) dikelompokkan sebagai food ingredient yang 

dikelompokkan sebagai prebiotik. Inulin merupakan prebiotik yang paling 

baik diantara prebiotik lainya. Prebiotik merupakan substrat yang tidak dapat 

dicerna oleh enzim dalam sistem pencernaan manusia, sehingga sampai 

diusus besar tidak mengalami perubahan struktur. Hal ini akan dimanfaatkan 

oleh mikro flora dalam usus besar. Hal demikian akan memberikan dampak 

positif bagi inang baik hewan maupun manusia yaitu dapat mencegah 

patogen, absorbsi, menurunkan resiko kanker usus besar, mengurangi glukosa 

darah dan kolesterol (Li et al., 2014). 

Hasil hidrolisis dari inulin banyak dimanfaatkan di industri. Salah satu 

hasil hidrolisis yang digunakan adalah sebagai sirup fruktosa. Fruktosa 

merupakan salah satu jenis gula yang tingkat kemanisan  1,7 kali lebih manis 

dibanding sukrosa. Hal ini menyebabkan fruktosa banyak dimanfaatkan di 

industri minuman, makanan, dan obat-obatan (Susilowati, 2015). Jika dilihat 

dari struktur, inulin dapat diaplikasikan untuk produksi bioetanol dan fuel sel 

(Apolinario, 2014). Bahkan baru baru ini inulin dapat dijadikan sebagai raw 

material pada produksi hidrogen untuk bahan bakar yang ramah lingkungan 

(Jiang, 2017). 
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B. Bakteri Pendegradasi Inulin dari Rizosfer Umbi Dahlia sp. 

Bakteri merupakan organisme uniseluler yang memiliki ukuran yaitu 

0,5-2 μm (Dagdag, 2015). Bakteri termasuk dalam kelompok sel prokariot, 

yaitu inti sel tidak dibungkus membran. Sel bakteri mengandung satu untai 

molekul DNA sirkuler yang dinamakan DNA genomik dan satu atau lebih 

molekul DNA sirkuler kecil yang dinamakan DNA plasmid. Di alam, 

beberapa plasmid resisten dengan racun dan antibiotik yang terdapat pada 

lingkungan bakteri tersebut. Bakteri sering ditemukan di tanah, permukaan 

air, dan jaringan organisme hidup atau organisme pembusuk. Bakteri juga 

ditemukan di lingkungan ekstrim seperti pada temperatur tinggi, kadar garam 

tinggi, dan kadar asam yang tinggi (Khiyami,2012) 

Berdasarkan suhu optimum pertumbuhan, bakteri dapat 

dikelompokkan menjadi empat kelompok yaitu psikrofil, mesofil, termofil, 

dan hipertermofil. Bakteri psikrofil adalah bakteri yang tumbuh optimal pada 

suhu rendah yaitu optimum pada 4 
o
C. Bakteri mesofil adalah bakteri yang 

tumbuh optimal pada suhu 37
o
C. Bakteri termofil tumbuh optimal pada suhu 

60 
o
C. Bakteri hipertermofil tumbuh pada suhu optimal yang sangat panas 

yaitu suhu 88 
o
C dan 106 

o
C (Azhar, 2016). 

Beberapa spesies bakteri dapat menghasilkan inulinase. Inulinase 

memiliki peranan yang penting dalam bioteknologi untuk diaplikasikan di 

industri. Peneliti terdahulu telah melaporkan bahwa inulinase dapat 

memproduksi berbagai macam metabolit sekunder seperti asam sitrat, asam 

laktat, etanol, biofuel, dan butendiol (Singh, 2016). Inulinase memiliki 
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peranan penting dalam industri makanan yaitu suatu enzim yang 

mengkatalisis hidrolisis inulin menjadi fruktosa dan fruktooligosakarida 

(FOS). Fruktosa dan FOS digunakan di industri makanan dan minuman 

(Laowklom, 2012). 

Berdasarkan proses hidrolisis, inulinase memiliki dua tipe aksi 

terhadap substrat inulin yaitu endoinulinase (EC 3.2.2.7) dan exoinulinase 

(EC 3.2.1.80). Aksi exoinulinase pada inulin menghasilkan fruktosa 

sedangkan endoinulinase menghasilkan fruktooligosakarida (FOS). Tipe aksi 

exoinulinase dan endoinulinase dapat dilihat pada Gambar 2 (Nagem, 2004 

dan Singh, 2017). 

 

Gambar 2. Tipe aksi exoinulinase dan endoinulinase (Singh,2017). 
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Inulinase dari bakteri lebih menguntungkan karena dihasilkan jumlah 

yang lebih banyak dan budidaya lebih mudah. Beberapa bakteri pendegradasi 

inulin adalah Flavobacterium multivorum, Bacillus subtilis, Geobacillus 

(Bacillus) stearothermophilus, Xanthomonas campestris, Streptomyces spp. 

dan Bacillus cereus (Gavrailov & Ivanova, 2014). Salah satu sumber bakteri 

pendegradasi inulin adalah rizosfer umbi Dahlia sp. Rizosfer adalah tanah 

yang melekat pada permukaan akar umbi Dahlia sp. Tanah ini berfungsi 

sebagai perantara mikroorganisme ke pusat nutrisi dari tumbuhan. Rizosfer 

umbi Dahlia sp. dapat digunakan sebagai sumber bakteri pendegradasi inulin. 

Wijanarti telah mengisolasi bakteri pendegradasi inulin dari rizosfer umbi 

Dahlia sp. Hasil diperoleh 2 buah isolat bakteri yaitu bakteri yang bersifat 

termostabil (Wijanarka, 2002). 

C. Gen 16S rRNA 

Identifikasi spesies bakteri dapat digunakan metode secara fenotip dan 

genotip. Secara fenotip, bakteri diidentifikasi melalui morfologinya seperti 

bentuk, warna koloni dan uji biokimia dari bakteri. Metode ini membutuhkan 

waktu yang lama dalam proses identifikasinya. Dengan berkembangnya 

metode penelitian, bakteri dapat diidentifikasi secara genotip. Identifikasi 

bakteri secara genotip dapat ditujukan pada DNA total atau urutan basa 

nukleotida suatu gen (Azhar, 2016). 

Gen adalah segmen pada DNA yang mengkode RNA yaitu tRNA, 

rRNA , mRNA dan molekul kecil RNA. Gen merupakan unit pewarisan sifat 

bagi setiap mahluk hidup (Nelson, et al., 2013). Gen pengkode rRNA 
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merupakan gen yang menarik untuk diidentifikasi dalam menentukan spesies 

dari suatu bakteri. Gen pengkode rRNA dapat digunakan untuk menentukan 

taksonomi, filogeni (hubungan evolusi) serta memperkirakan jarak 

keragaman antar spesies (rates of species divergence) bakteri. Perbandingan 

sekuens rRNA dapat menunjukkan hubungan evolusi antar organisme 

(Rinanda, 2011). 

Pada sel prokatiotik terdapat gen pengkode rRNA yang terdiri dari 

tiga komponen yaitu 5S rRNA, 16S rRNA, dan 23S rRNA. Molekul 5S 

rRNA memiliki urutan basa terlalu pendek yaitu 120 pb (pasang basa), 

sehingga tidak ideal dari segi analisis statistika, sementara molekul 23S 

rRNA memiliki struktur sekunder dan tersier yang cukup panjang yaitu 

sekitar 2900 bp. Molekul 16S rRNA memiliki ukuran sekitar 1500 bp 

(Pangastuti, 2006). Di antara ketiganya, gen 16S rRNA yang paling sering 

digunakan sebagai penanda molekuler penentuan spesies bakteri pada saat ini. 

Hal ini disebabkan ukuran gen 16S rRNA cukup memadai dan memudahkan 

dalam proses amplifikasi gen tersebut secara PCR (Nuroniyah, 2012). 

Analisis gen 16S rRNA telah menjadi prosedur baku untuk menentukan 

hubungan filogenetik dan menganalisis suatu ekosistem (Clarridge, 2004). 

Gen 16S rRNA memiliki daerah-daerah bersifat lestari. Daerah lestari 

adalah daerah urutan basa yang dimiliki oleh semua mahkluk hidup 

(Mignard, 2006) . Pada beberapa bagian lain terdapat daerah yang bersifat 

semi-lestari dan variabel. Pada gen 16S rRNA terdapat 9 daerah variabel yang 

ditandai dengan V1 sampai V9. Daerah-daerah variabel tersebut 



13 
 

 
 

memungkinkan untuk membedakan organisme dalam genus, bahkan spesies 

tetapi tidak antar strain dalam spesies yang sama. Pada daerah yang sangat 

lestari (absolutely conserved) dapat dijadikan primer universal untuk 

amplifikasi gen 16S rRNA menggunakan metoda PCR. Daerah tersebut dapat 

dilihat pada urutan basa nukleotida 16S rRNA E. Coli pada Gambar 3 (Azhar, 

2016). 

 

Gambar 3. Urutan Basa Nukleotida Gen 16S rRNA E.coli (Smith, 2003) 
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D. Polymerase Chain  Reaction (PCR) 

PCR merupakan metode perbanyakan (amplifikasi) suatu daerah 

spesifik DNA yang terletak antara dua daerah secara in vitro. Metode PCR 

ditemukan pada tahun 1985 oleh Kary Mullis dan pada tahun 1993 ia 

memperoleh hadiah nobel atas penemuanya. PCR merupakan metode yang 

sangat sensitif karena jumlah DNA yang diperlukan sangat sedikit. Metode 

PCR digunakan secara intensif untuk analisa dalam bidang molekuler genetik 

(Azhar, 2013). 

Proses PCR pada prinsipnya melibatkan tiga proses yaitu: 

1. Denaturasi DNA templat 

Denaturasi DNA templat merupakan tahap awal dalam proses 

amplifikasi secara PCR. Templat adalah DNA yang akan diperbanyak. 

Denaturasi DNA merupakan proses pemutusan ikatan hidrogen antar basa 

nukleotida DNA dobble helix, sehingga untai ganda menjadi DNA untai 

tunggal. Proses ini berlangsung sekitar 1,5 menit. Suhu yang digunakan 

untuk denaturasi adalah 94 
o
C. Denaturasi yang tidak lengkap 

mengakibatkan DNA mengalami renaturasi (membentuk DNA untai ganda 

kembali) secara cepat, dan ini mengakibatkan gagalnya proses PCR. 

Adapun waktu denaturasi yang terlalu lama dapat mengurangi aktifitas 

enzim polimerase (Rahayu, 2015) 

2. AnnealingPrimer 

Annealing Primer adalah proses penempelan primer pada DNA 

templat yang telah terdenaturasi. Proses ini terjadi karena penurunan suhu 
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denaturasi. Suhu penempelan yang digunakan adalah antara 36
o
C-72

o
C, 

namun suhu yang biasa dilakukan itu adalah antara 50–60
o
C. Semakin 

panjang ukuran primer, semakin tinggi temperaturnya. Pada fase ini, 

primer dan DNA templat akan membentuk ikatan hidrogen secara terus-

menerus yang menyebabkan terjadi penempelan primer ke templet DNA. 

Kriteria yang umum digunakan untuk merancang primer yang baik adalah 

primer sebaiknya berukuran 18 – 25 basa. Waktu annealing yang biasa 

digunakan dalam PCR adalah 30 – 45 detik (Yusuf, 2010). 

3. Perpanjangan (extension) primer 

Perpanjangan primer adalah proses polimerisasi. Pada tahap ini 

primer berikatan dengan deoksi nukleotida tripospat (dNTP) yang 

urutannya merupakan komplemen dengan nukteotida templat dan 

prosesnya dikatalisis oleh enzim polimerisasi. Perpanjangan primer pada 

masing-masing templat dimulai dari arah 5‟ ke 3‟ dari untai DNA. 

Temperatur yang digunakan pada tahap ini biasanya 72
o
C. Untuk  

mengurangi kemungkinan proses baliknya template maka pada  proses 

perpanjangan suhunya ditingkatkan dari suhu  saat anneling. Hal ini 

bertujuan agar primer yang tidak persis sama akan  lepas kembali oleh 

suhu yang  tinggi sehingga tidak terjadi perpanjangan fragmen. Waktu 

yang digunakan pada tahap ini adalah 5 menit (Ajdukovic, 2017). 

Ketiga proses PCR dilakukan secara berulang, sehingga prosesnya 

disebut juga siklus PCR. Proses siklus ini biasanya diulang sebanyak 25-35 

kali. Jumlah siklus PCR tergantung produk yang diinginkan hingga diperoleh 
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DNA target dan dapat diamati pada elektroforesis gel agarosa. Siklus 

amplifikasi DNA metode PCR dimuat pada gambar 4. (Handoyo, 2001). 

 

Gambar 4. Siklus amplifikasi DNA ( www. Advotek. Com, diakses tanggal 

25 November 2017) 

 

  

Reagen yang digunakan pada PCR adalah DNA target (DNA 

template), dua primer, taq polimerase, buffer dan Deoxy nucleotide 

triphosphates (dNTP). DNA templat merupakan urutan basa nukleotida DNA 

yang akan diamplifikasi (DNA target) yang berupa untai tunggal atau ganda. 

DNA templat yang digunakan sebaiknya berkisar antara 10
5
-10

6
 molekul. 
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Dua hal penting tentang template adalah kemurnian dan kuantitas 

(Rajalakshmi, 2017). Primer adalah oligonukleotida yang terdiri dari 18 – 28 

basa nukleotida digunakan untuk mengawali sintesis rantai DNA. Primer 

berfungsi sebagai pembatas fragmen DNA target yang akan diamplifikasi dan 

sekaligus menyediakan gugus hidroksi pada ujung 3‟. Deoksi ribonukelotida 

trifosfat (dNTP), terdiri dari dATP, dCTP, dGTP, dTTP. dNTP mengikat ion 

Mg
2+

 sehingga dapat mengubah konsentrasi efektif ion (Yusuf, 2010). Taq 

polimerase, yaitu enzim yang mengkatalisis reaksi sintesis rantai DNA 

(Handoyo,2001). 

Keberhasilan amplifikasi dapat dilakukan dengan cara pengecekan 

dengan mengelektroforesis produk PCR pada gel agarosa, selanjutnya 

dilakukan visualisasi. Gel agarosa merupakan polisakarida yang berbentuk 

matriks dengan ukuran pori yang besar, sehingga gel agarosa cocok untuk 

memisahkan potongan DNA ukuran besar yaitu amplifikasi metode PCR. 

Metode dilakukan dengan cara menginjeksi DNA ke dalam gel agarosa pada 

alat elektroforesis dan menghubungkan alat tersebut dengan listrik. Hasilnya 

untai DNA kecil akan pindah dengan cepat dibanding untai DNA panjang 

(Fatimawali, 2013). 

E. Sekuensing DNA dengan Metode Dideoxy-sanger 

Proses penentuan urutan basa nukleotida pada DNA disebut dengan 

sekuensing. Ada dua metode untuk menentukan urutan basa nukleotida pada 

DNA yaitu metode Maxam-Gilbert dan Dideoxy-Sanger. Metode yang lebih 

sering digunakan adalah metode Dideoxy-Sanger. Pilihan penggunaan metode 
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ini karena kesederhanaan dan kecepatannya. Prinsip Sekuensing dengan 

metode Dideoxy-Sanger adalah perpanjangan primer yang menempel pada 

templet yang akan disekuen sampai sebuah nukleotida pengakhir rantai 

berikatan. 

Reagen yang digunakan dalam metode Dideoxy-Sanger adalah 

templat atau DNA yang akan disekuensing, primer, DNA polimerase, dNTP 

dan ddNTP. Primer merupakan oligopeptida yang komplemen dengan urutan 

nukleotida spesifik pada templat, biasanya primer yang digunakan memiliki 

30 nukleotida. Templat merupakan untaian tunggal DNA yang akan 

ditentukan urutan nukleotida yang akan berikatan dengan primer. dNTP yang 

digunakan dalam reaksi adalah dATP, dCTP, dGTP, dTTP, sedangkan 

ddNTP adalah ddATP, ddGTP, ddCTP, ddGTP. dNTP berlabel digunakan 

untuk melihat fragmen DNA dengan mata (Obenrader, 2003 dan Walker, 

2013). 

Berdasarkan proses sekuensing, metode Dideoxy-Sanger terdiri dari 4 

langkah yaitu : 

1.  Persiapan template 

Template DNA yang akan ditentukan urutan basa nukleotidanya 

harus tunggal, untuk DNA ganda maka harus didenaturasi terlebih dahulu 

agar diperoleh rantai tunggal 

2. Reaksi sekuensing 

Reaksi sekuensing diawali dengan penempelan primer pada templat 

dan terjadinya perpanjangan primer pada templat yang terjadi selama 30 
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menit. Setelah terbentuk oligonukleotida, maka terjadi reaksi labelling, 

yaitu penambahan satu dNTP takberlabel dan yang sudah dilabel dengan 

isotop P atau S yang terjadi selama 5 menit. Tahap akhir dari reaksi 

sekuensing ini terjadi selama 30 menit, yaitu penambahan masing masing 

ddNTP pada dNTP. Pada reaksi labelling yang dilakukan dalam 4 tabung 

terpisah.Pada ddNTP tidak terdapat gugus hidroksil pada posisi 2‟ dan 

3‟,sehingga tidak terbentuk ikatan fosfodiester dengan nukleotida sehingga 

reaksi pemanjangan primer terhenti (Walker, 2013). 

3. Elektroforesis gel 

Pemisahan DNA berlabel dapat dilakukan dengan elektroforesis gel 

poliakrilamid. Gel poliakrilamid digunakan karena mempunyai ukuran 

pori yang lebih kecil, sehingga cocok digunakan untuk memisahkan 

ukuran molekul DNA yang lebih kecil (Franca et al., 2002). 

4. Autoradiografi 

Autoradiografi merupakan teknik yang digunakan untuk 

menampakkan pemisahan fragmen fragmen oligonukleotida hasil reaksi 

sekuensing pada gel poliakrilamid dengan menggunakan film yang peka 

terhadap sinar ß. 

F. Bioinformatika 

Bioinformatika adalah ilmu yang mempelajari penerapan teknik 

komputasi untuk mengelola dan menganalisis informasi hayati. Bidang ini 

mencakup penerapan metode matematika, statistika dan informasi untuk 

memecahkan masalah biologi, terutama terkait dengan penggunaan sekuen 



20 
 

 
 

DNA dan protein. Istilah bioinformatika mulai dikemukakan pada 

pertengahan era 1980-an, namun penerapan bidang dalam bioinformatika 

sudah sejak 1960-an. Peranan yang paling penting dari bioinformatika adalah 

untuk mempercepat penelitian bioteknologi modern dan mengelola informasi 

biologis (Kumar, 2017). 

1. Program Seqmen DNAStar 

Program Seqman DNAStar adalah sebuah software komputer yang 

digunakan untuk menganalisis atau mendeteksi data sekuen dari hasil 

sequencing DNA. Data yang diolah adalah data hasil sequencing DNA 

berupa electropherogram. Tampilan electropherogram sekuen DNA 

dimuat pada Gambar 5. Prinsip kerja program ini adalah hasil dari data 

sequencing yang berupa seperti grafik atau kromatogram diterjemahkan 

menjadi urutan-urutan basa nukleotida. Hasil data dari Seqman DNAStar 

ini adalah urutan dari basa nukleotida DNA sampel yang dianalisa. 

 

Gambar 5. Tampilan Electropherogram Sekuen DNA (Gumilar dkk., 2013) 

 

2. Basic Local Aligment Search Tool (BLAST) 

Sekuen DNA/Protein yang diperoleh dari hasil penelitian di 

laboratorium dapat dibandingkan dengan data pada GenBank. Salah satu 



21 
 

 
 

bentuk analisis yang dapat dilakukan adalah analisis penjajaran sekuen 

DNA. Analisis penjajaran dapat digunakan untuk membandingkan dua 

sekuen atau lebih. Program yang digunakan untuk analisis penyejajaran 

yaitu program BLAST (Basic Local Allignment Search Tools). Program 

ini dapat diakses melalui website National Center for Biotechnology 

Information (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). Program 

BLASTmerupakan salah satu program yang paling banyak digunakan 

sebagai alat bioinformatika, karena program ini sangat penting dalam 

praktik bioinformatika (Vouzis, 2010). 

BLAST adalah sebuah program untuk menemukan daerah dengan 

kesamaan lokal antara urutan nukleotida atau protein pada suatu database 

sasaran. Program ini membandingkan urutan  basa nukleotida DNA/ asam 

amino pada protein ke database sekuens dan menghitung kecocokan secara 

statistik. Berdasarkan fungsinya, BLAST ada empat macam, namun pada 

penelitian ini digunakan nukleotida BLAST, yaitu penjajaran nukleotida 

hasil penelitian dengan nukleotida yang ada di database (Benson, 2016 dan 

Dharmayanti, 2011). 

3. Molecular Evolution Genetic Analysis  (MEGA) 

Software MEGA dikembangkan sejak 1994 untuk analisa sekuen 

dari DNA dan protein yang bertujuan untuk menentukan hubungan 

keakrabatan dari gen, genom, dan spesies dari waktu ke waktu (Tamura et 

al., 2013). MEGA merupakan sofware yang digunakan untuk menganalisis 

perbedaan atau kesamaan sekuen gen dari banyak families atau perbedaan 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST
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spesies. Hasil yang diperoleh dapat diketahui hubungan evolusi dari 

beberapa spesies. Hubungan tersebut dapat dilihat pada pohon 

filogenetika. Contoh pohon filogenetika dapat dilihat pada Gambar 6 

(Kumar,2008) 

 

Gambar 6. Contoh pohon filogenetika 

 KJ001157.1 Paenibacillus polymyxa strain ZJ-9 exo-inulinase (inu) gene complete cds

 AF129819.1 Pseudomonas mucidolens exo-inulinase (inu2) gene complete cds

 JQ863108.1 Sphingobacterium sp. GN25 glycosyl hydrolase family 32 exo-inulinase precursor (inuA) gene complete cds

 JQ863111.1 Arthrobacter sp. MN8 glycosyl hydrolase family 32 exo-inulinase (inuA) gene complete cds

 JF745874.1 Sphingomonas sp. JB13 inulinase precursor (inuA) gene complete cds

 KC776283.1 Bacillus licheniformis strain XJ-2 exo-inulinase (inuB) gene complete cds
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BAB V 

SIMPULAN DAN SARAN 

 

A. Simpulan 

Berdasarkan hasil penelitian bahwa gen 16S rRNA dari Bakteri 

pendegradasi inulin pada rizosfer umbi Dahlia sp. memiliki kesamaan sekuen 

99% dengan spesies Klebsiella pneumoniae. Berdasarkan hal ini, disimpulkan 

bahwa Bakteri pendegradasi inulin pada rizosfer umbi Dahlia sp. termasuk ke 

dalam kelompok genus Klebsiella dan spesies Klebsiella pneumoniae. 

B. Saran 

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, penulis menyarankan agar 

peneliti berikutnya memperhatikan hal-hal berikut. 

1. Alat,  bahan dan lingkungan bekerja harus dalam kondisi steril untuk 

menghindari kontaminasi 

2. Peneliti selanjutnya mengisolasi gen pengkode inulinase dari Bakteri 

pendegradasi inulin pada rizosfer umbi Dahlia sp. dan 

mengaplikasikan di Industri yang membutuhkan. 
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