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INTI SARI
PANGESTU, G. B., 2020, ISOLASI DAN IDENTIFIKASI BAKTERI
PENGHASIL DNA POLIMERASE TAHAN PANAS DARI AIR KAWAH
DENGAN METODE PCR 16S rDNA, SKRIPSI, FAKULTAS FARMASI,
UNIVERSITAS SETIA BUDI, SURAKARTA.

Bakteri termofilik merupakan bakteri yang mampu hidup di suhu yang
tinggi yaitu sekisar 50-80°C. Bakteri termofilik dapat menghasilkan enzim yang
sangat penting salah satunya DNA polimerase termostabil. Enzim ini sangat
penting dalam biologi molekuler mempunyai kegunaan yaitu sebagai analisis
diversitas mikroba, diagnosis penyakit analisis kontaminan patogen, rekayasa
genetik dan forensik. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui karakterisktik
isolat bakteri termofilik yang berasal dari air kawah dan mengetahui aktivitas
DNA polimerase dengan metode 16S rDNA.

Sampel berupa lumpur yang berasal dari kawah Dieng diambil dengan
diambil pada kedalaman 20-30 cm pada 3 titik. Sampel diisolasi untuk
memperoleh bakteri termofilik sehingga diperoleh koloni.Koloni diidentifikasi
secara makroskopik, mikroskopis berupa pewarnaan Gram, uji biokimia yang
berdasarkan literatur review dan metode 16S rDNA untuk memperoleh DNA
polimerase termostabil yang berdasarkan literatur review. Literatur review
berdasarkan nama jurnal, nomor ISSN jurnal, dan tahun terbit jurnal yang berasal
dari Scholar dan NCBI sehingga diperoleh 9 jurnal.

Identifikasi secara makroskopik didapatkan hasil isolat dengan
karakteristik bentuk bundar, elevasi (datar dan cembung), tepi (rata dan tak
beraturan), dan berwarna putih. Pewarnaan Gram didapatkan hasil isolat dengan
bentuk sel Bacillus dan bersifat Gram positif. Uji biokimia yang berdasarkan
literatur review didapatkan hasil positif mengandung katalase dan terdapat isolat
lainnya yang positif mengandung H,S dan motilitas. Identifikasi dengan metode
16S rDNA yang berdasarkan literarur review yang memiliki aktivitas DNA
polimerase terdapat pada bakteri yang berupa Brevibacillus sp yang memiliki
ukuran £2700 bp.

Kata kunci: DNA polimerase termostabil, 16s rDNA, Termofilik
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ABSTRACT

PANGESTU, G. B., 2020, ISOLATION AND IDENTIFICATION OF
BACTERIA PRODUCING DNA POLYMERASE FROM LOW WATER
WITH 16S rDNA PCR METHOD, SKRIPSI, FACULTY OF PHARMACY,
UNIVERSITY OF SETIA BUDI, SURAKARTA.

Thermophilic bacteria is a bacteria that can live in a high temperature
around 50-80°C. Bacterial thermophilic can produce an enzyme crucial one
thermostable DNA polymerase. This enzyme is very important in molecular
biology have utility named as the analysis of the diversity of microbes, diagnosis
disease analisis contaminant pathogens, engineering genetics and forensics. This
study aims to determine the characteristics of thermophilic bacterial isolates from
crater water and to determine the activity of DNA polymerase using the 16S
rDNA method .

Samples of mud from the crater Dieng taken in the download at a depth of
20-30 cm at 3 points. Samples were isolated to obtain a thermophilic bacterium
thus obtained colony.Colony identification macroscopic, microscopic form of
Gram staining , biochemical tests based on the literature review and 16S rDNA
method for obtaining DNA polymerase thermostable based on literature review .
Review literature based on journal names, journal ISSN numbers, and journal
publication years originating from Scholar and NCBI in order to obtain 9 journals.

Identification macroscopic showed isolates with characteristic rounded
shape, elevation ( flat and convex) , edges ( flat and irregular) , and the color
white . Gram staining was obtained from the isolate with the form of Bacillus
cells and Gram positive. Biochemical test that is based on literature review
showed positive for catalase and there are more positive isolates containing H,S
and motility. Identification with the 16S rDNA method based on literarur reviews
that have DNA polymerase activity found in bacteria in the form of Brevibacillus
sp which has a size of £ 2700 bp .

Keywords: Thermostable DNA polymerase, 16s rDNA, Thermophilic

Xiv
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BAB I
PENDAHULUAN
A. Latar Belakang

Indonesia mempunyai keanekaragaman ekosistem yang luas sehingga
potensial sebagai sumber eksplorasi berbagai jenis mikroba. Keragaman hayati
mikroba ini perlu digali secara sistematis dan mendalam melalui eksplorasi
sebanyak mungkin mikroba dari lingkungan yang sangat ekstrim. Salah satu
lingkungan ekstrim yang berada di Indonesia adalah daerah vulkanik yang
memiliki aneka ragam mikroba yang memiliki pertumbuhan yang berbeda dengan
mikroba pada umumnya. Mikroba yang tumbuh di daerah vulkanik cenderung
memiliki kondisi yang ekstrim seperti suhu, pH, dan konsentrasi garam yang
tinggi (Suryani et al 2009).

Daerah vulkanik terdapat berbagai macam bakteri salah satunya bakteri
yang tumbuh dalam kondisi ekstrim yaitu bakteri termofilik yang berpotensi
menghasilkan berbagai macam enzim termostabil. Bakteri termofilik memiliki
kemampuan untuk bertahan hidup dan berkembang biak pada suhu tinggi. Hal ini
disebabkan karena kandungan enzim, ribosom, protein dan konstituen-konstituen
lainnya lebih stabil dari pada bakteri mesofil. Selain kandungan yang terdapat
pada bakteri termofilik yaitu adanya membran lipid pada bakteri termofilik yang
kaya akan asam lemak jenuh sehingga membentuk ikatan hidrofobik yang jauh
lebih kuat (Suryani et al 2009).

Bakteri termofilik merupakan bakteri yang dapat menghasilkan suatu
enzim termostabil yang dapat diisolasi dari lingkungan geothermal seperti sumber
air panas dan bakteri termofilik mampu hidup di suhu yang tinggi yaitu sekisar
50-80°C (Brown 2005). Bakteri termofilik yang telah diidentifikasi dapat
menghasilkan enzim yang potensial seperti amilase, DNA polimerase, xilanase,
Kitinase, lipase dan protease (Dominguez et al 2005).

Bakteri termofilik memiliki potensi yang sangat penting dalam proses
industri dan bioteknologi karena dapat menghasilkan suatu enzim termostabil
yang mana enzim ini dapat perhatian yang sangat besar. Enzim ini sangat penting

dalam proses industri karena stabil pada suhu tinggi (Rakshit 2003), Fungsi
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enzim ini salah satunya untuk teknik biologi molekuler penelitian dan diagnostik
(enzim yang memproses DNA dan RNA). Enzim ini mempunyai kemampuan
dalam mengubah makanan, tepung, sintesis organik, pengelolaan sampah,
pembuatan kertas dan industri kulit. Hingga saat ini terdapat lebih dari 70 genus
dan 140 spesies bakteri termofil yang telah berhasil diisolasi dari berbagai
lingkungan termis (George 2001). Enzim termostabil juga berperan penting dalam
penggunaannya yang efektif dan menguntungkan serta mampu meningkatkan
kecepatan reaksi, kelarutan reaktan, dan produk yang bersifat nonvolatil serta
mampu memiliki kemampuan mengurangi kontaminan dari mikroba mesofilik
(Martin et al 2007).

Enzim termostabil yaitu Taq DNA polimerase adalah suatu enzim yang
dihasilkan oleh bakteri Thermus aquaticus yang tahan terhadap panas. Enzim
tersebut akan membentuk reaksi amplifikasi pada suhu tinggi sehingga reaksi
PCR dapat dilakukan secara otomatis hal ini disebabkan penambahan enzim.
Untuk memperoleh suatu enzim maka perlu tahapan isolasi (Yuwono 2005).
Isolasi DNA adalah suatu teknik dasar yang berada pada biologi molekuler
sehingga dapat dikembangkan menjadi penelitian yang kompleks mengenai
informasi genetik dari suatu organisme (Lister 2013). Teknik tersebut mempunyai
berbagai macam metode salah satunya dengan Polymerase Chain Reaction
(Wilson et al 2010).

PCR (Polymerase Chain Reaction) adalah suatu teknik amplifikasi
potongan DNA secara in vitro pada daerah spesifik yang dibatasi oleh dua primer
oligonukleotida (Giri 2004). PCR menggunakan sebuah alat yang disebut Thermal
Cycler PCR yang mampu mengamplifikasi fragmen DNA secara in vitro. Hasil
dari proses amplifikasi DNA dari pengamatan keberadaan DNA, PCR
konvensional yang dilakukan pada akhir reaksi menggunakan gel agarosa yang
berfungsi untuk membaca hasil PCR dengan elektroforesis (Rina 2012).
Penelitian ini akan dilakukan tahapan isolasi dan identifikasi bakteri penghasil
DNA polimerase tahan panas yang berasal dari air kawah dengan metode PCR
16S rDNA. Faktor penentuan menggunakan metode ini karena lebih spesifik,

selain itu gen 16S rDNA memiliki daerah yang bersifat lestari (conserved) dan
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daerah yang bersifat tidak tetap (variable), sehingga dapat digunakan untuk

mengidentifikasi kelompok organisme yang berbeda pada suatu habitat yang

spesifik berdasarkan daerah yang mengalami perubahan urutan basa (Madigan et

al 2012).

B. Rumusan Masalah

1. Bagaimana aktivitas DNA Polimerase yang dihasilkan oleh bakteri yang
diisolasi dari sumber air kawah?

2. Bagaimana karakteristik isolat bakteri penghasil DNA Polimerase tahan panas
yang diidentifikasi secara molekuler dengan metode PCR 16S rDNA?

C. Tujuan Penelitian

1. Untuk mengetahui aktivitas DNA polimerase yang dihasilkan oleh bakteri yang
telah diisolasi dari sumber air kawah.

2. Untuk mengetahui karakteristik isolat bakteri yang menghasilkan DNA
Polimerase tahan panas yang diidentifikasi secara molekuker dengan
menggunakan metode PCR 16S rDNA.

D. Kegunaan Penelitian
Penelitian ini diharapkan untuk menjadi dasar ilmiah tentang adanya DNA
polimerase dengan metode PCR 16S rDNA dibidang farmasi dan memberikan
informasi tentang eksplorasi DNA polimerase dari mikroorganisme termofilik

yang berada di daerah sumber air kawah.





