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Abstract — Bacterial identification can be done by phenotypically and genotypes use the 16S
rRNA gene. This study aims to determine the species of lactic acid bacteria isolates in Dadih. The first
step of identification of bacteria by screening and isolating lactic acid bacteria found in Dadih, then
isolate the bacterial isolate chromosome DNA from screening (UBC-DA-08). Bacterial chromosome
DNA was used as a template for amplification of the 16S rRNA gene using the PCR method.
Amplikon was electrophoresed using agarose gel and purified for sequencing.Sequencing of the 16S
rRNA gene was carried out using the Dideoxy-Sanger method. Sequencing bases of nucleotide
sequences were analyzed using the DNAStar program. The 16S rRNA gene size of the UBC-DA-08
bacterial isolate consisted of 896 bp (base pair). The nucleotide sequence of the 16S rRNA gene can
be read using the BLASTn and MEGA programs. The results of identification of UBC-DA-08
bacterial isolates were lactic acid bacteria including the Lactococcus lactis group.
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I.Pendahuluan

Dadih merupakan produk tradisional alami
susu kerbau yang diolah melalui proses fermentasi
pada tabung bambu yang ditutup daun pisang
dengan kondisi fakultatif anaerob pada suhu ruang
hingga terbentuk gumpalan menyerupai pasta atau
semi padat.[” Susu mengandung laktosa yang
kemudian melalui proses fermentasi akan
dihidrolisis oleh enzim laktase.”) Aktifitas
enzim laktase ini menyebabkan terjadinya
perubahan laktosa menjadi glukosa dan
galaktosa yang kemudian akan menghasilkan
asam laktat.™

Bakteri asam laktat merupakan bakteri yang
sering digunakan sebagai pangan fungsional karena
manfaatnya yang baik untuk kesehatan dan sering
digunakan sebagai pengawet alami makanan.!*!
Bakteri asam laktat adalah bakteri gram positif
bentuk batang atau coccus, tidak membentuk spora,
bersifat fakultatif anaerob dan memproduksi asam
laktat sebagai hasil utamanya selama fermentasi
laktosa.!

Bakteri asam laktat pada dadih dapat
diidentifikasi kelompok genus atau spesiesnya
secara fenotip dan genotip. Identifikasi secara
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fenotif dilakukan secara makroskopis (bentuk,
warna, dan ukuran koloni bakteri), mikoskopis
(bentuk dan warna sel bakteri), motilitas dan uji
biokimia dari bakteri. ldentifikasi ini membutuhkan
waktu yang lama dibandingkan identifikasi bakteri
secara genotip. Identifikasi secara genotip
menggunakan gen 16S rRNA  mempunyai
kelebihan yaitu pengerjaannya cepat dan akurat. ol
Gen 16S rRNA dimanfaatkan sebagai
parameter  sistematik  molekular  yang
universal, karena gen 16S rRNA ini tidak
tergantung pada pertumbuhan dan media yang
digunakan'”. Sebagai penanda molekuler yang
paling banyak digunakan adalah RNA
ribosomal (rRNA). Ada tiga jenis gen pengkode
rRNA pada prokaryot diantaranya 5S rRNA, 16S
rRNA, dan 23S rRNA. Dari ketiga jenis gen
tersebut, gen 16S rRNA adalah gen yang paling
umum digunakan karena ukuran gen 16S rRNA
cukup memadai dan memudahkan dalam proses
amplifikasi gen tersebut secara PCR dan dalam
proses sekuensing™. Penelitian ini bertujuan untuk
menentukan kelompok spesies bakteri asam laktat
isolat UBC-DA-08 menggunakan gen 16S rRNA.

Il. Metodologi
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A. Alatdan bahan

Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini
adalah alat gelas, mikropipet, mikrotube, inkubator,
alat elektroforesis, UV-Transamilator, sentrifus,
alat Polymerase Chain Reaction (PCR).

Bahan-bahan yang digunakan pada

penelitian ini adalah Isolat bakteri, EDTA 50mM,
Lysozym 10mg/ml, Genomic DNA Purification Kit
(Promega), Es Batu, etanol dingin 70%,
isopropanol, Agarosa 1%, Buffer TAE 1x Etidium
Bromida, Loading dye, DNA Ladder 1 kb,
KAPPA Tag Extra HotStart ReadyMix PCR Kit

B. Isolasi DNA Kromosom Isolat Bakteri UBC-DA-
08
Isolasi DNA kromosom bakteri dilakukan

menggunakan prosedur pada Wizard Genomic DNA
Purification Kit (Promega). Kultur Isolat bakteri
UBC-DA-08 dimasukkan ke dalam mikrotube,
kemudian disentrifugasi dengan kecepatan 12.000
rom pada suhu 4°C selama 2 menit. Supernatan
yang telah terpisah dari endapan dibuang. Endapan
ditambahkan 480 uL EDTA 50 mM sehingga
tersuspensi dan ditambahkan 120 pL Lysozyme 10
mg/mL, kemudian diinkubasi pada suhu 37°C
selama 45 menit. Campuran disentrifugasi dengan
kecepatan 12.000 rpm pada suhu 4°C selama 5
menit. Endapan dan supernatan dipisah. Endapan
ditambahkan 600 pL Nucleic Lysis Solution hingga
tersuspensi dan diinkubasi pada suhu 80°C selama
5 menit, kemudian dibiarkan dingin pada suhu
kamar dan ditambahkan 3 pL RNAse. Campuran
dihomogenkan selama 2-5 menit dan diinkubasi
pada suhu 37°C selama 45 menit kemudian
dibiarkan dingin pada suhu kamar. Campuran
ditambahkan 200 pL Protein Precipitation Solution
kemudian divortex pada kecepatan tinggi selama 20
detik dan direndam di dalam es selama 5 menit.
Campuran disentrifugasi dengan kecepatan 12.000
rpm pada suhu 4°C selama 5 menit. Supernatan
diambil dan dipindahkan ke dalam mikrotube yang
sudah berisi 600 pL isopropanol. Campuran
disentrifugasi dengan kecepatan 12.000 rpm pada
suhu 4°C selama 5 menit. Endapan ditambahkan
600 pL ethanol 70% dingin dan disentrifugasi
dengan kecepatan 12.000 rpm pada suhu 4°C
selama 5 menit. Supernatan dibuang dan endapan
dibiarkan kering pada inkubator. Setelah kering
ditambahkan DNA Rehydration Solution sebanyak
100 yL, dan didiamkan semalam pada suhu 4°C.
DNA hasil isolasi disimpan pada suhu -20°C!.
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C. Elektroforesis DNA Kromosom lsolat Bakteri

UBC-DA-08

Tahap awal elektroforesis DNA kromosom
adalah menyiapkan gel agarosa 1% dengan cara 0.5
gram agarosa bubuk, dilarutkan dengan 50 mL
TAE 1x, kemudian dipanaskan hingga mendidih
menggunakan mikrowave. Campuran didinginkan
hingga suhu 45-50°C dan ditambahkan 1 pL
etidium bromida dan diaduk hingga homogen.
Larutan agarosa dituangkan kecetakan yang telah
dipasang sisir pembuatan sumur sampel, agarosa
dibiarkan mengeras. Setelah mengeras dicabut sisir
dari cetakan. Pindahkan gel agarosa ke dalam alat
elektroforesis dan dituang buffer TAE 1x hingga
gel agarosa terendam. Buat campuran DNA
kromosom 1 pL dan loading dye 1 pL diaduk
hingga homogen dan dimasukkan ke dalam lubang
sumur. Sumur lainnya sebagai marker yang berisi
campuran DNA ladder 1 kb 1 pL dan loading dyel
pL. Hubungkan elektroda pada power supply dan
dinyalakan selama 45 menit dengan tegangan 80
volt. Setelah selesai gel agarosa dipindahkan ke
UV-transamilator dan diamati hasil
elektroforesis.™”]

D. Amplifikasi gen 16S rRNA Isolat Bakteri UBC-
DA-08
Amplifikasi gen 16S rRNA isolat bakteri UBC-
DA-08 menggunakan metoda Polymerase Chain
Reaction (PCR). Total volume campuran reaksi
adalah 50 pL yang terdiri dari 3.5 pL MgCl, 25
mM; 1.5 pL dNTPs; 2.5 pL primer BactF1 10 pM;
2.5 pL primer UniBl 10 pM; 27.5 pL ddH,0O steril;
2 yL DNA kromosom isolat bakteri; 10 pL KAPA
Taq Ekstra Buffer (tanpa Mg®*); 0.5 pL KAPA Taq
Ekstra Buffer Hotstart DNA Polymerase dan
homogenkan. Campuran yang telah homogen
dimasukkan kedalam alat PCR. Proses PCR
dilakukan pada denaturasi awal 94°C selama 3
menit, denaturasi akhir 94°C selama 30 detik,
annealing 48°C selama 30 detik, elongasi 72°C
selama 1 menit 30 detik, post elongasi 72°C selama
5 menit. Siklus PCR dilakukan sebanyak 29 Kali.
Amplikon dielektroforesis pada gel agarosa 1%.2%

E Sekuensing Gen 16S rRNA Isolat Bakteri UBC-
DA-08 dengan Metode Dideoxy-Sanger
Gen 16S rRNA disekuensing dari isolat bakteri
UBC-DA-08 dan dikirim ke 1stBASE

F. Analisa Urutan Basa Nukleotida Gen 16S rRNA
Bakteri Hasil Sekuensing.
Data hasil sekuensing dikirim dalam bentuk
electropherogram.  Hasil sekuensing dibaca
menggunakan program DNAStar, kemudian disalin
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ke notepad dan data dipindahkan pada website
Genbank menggunakan BLASTN
(http://www.ncbi.nlmnih.gov/BLAST). Hubungan
kekerabatannya dilihat menggunakan program
MEGA 5.0

I1l. Hasil dan pembahasan

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium
Penelitian Kimia Fakultas Matematika dan Ilmu
Pengetahuan Alam Universitas Negeri Padang,
mulai Bulan November 2018 sampai Maret 2019
dan menggunakan alat Polymerase Chain Reaction
(PCR) di Laboratorium Penelitian Kimia Fakultas
Matematika dan llmu Pengetahuan Alam.

A. Isolasi Fragmen Gen 16S rRNA menggunakan

Polymerase Chain Reaction (PCR)

Isolasi DNA kromosom bakteri asam laktat
dilakukan dengan menggunakan kit Wizard
Genomic DNA Purificatin (Promega). Isolasi DNA
kromosom merupakan teknik pemisahan DNA
kromosom bakteri dari komponen-komponen sel
lain yang bertujuan untuk memperoleh DNA
kromosom murni.

bp_ng/0.549 % _

10000 30 6
/ 8000 30 6
/, 6000 14
/ 5000 30 6
4000 30 6
73500 30 6 10000 bp
Z 3000 70 14
—2%00 25 5
—2000 25 5
o150 25 5 il
—1000 60 12 p
—750 25 5
—50 25 5
—250 25 5 250 bp

Gambar 1. Hasil Elektroforesis DNA kromosom
Isolat Bakteri UBC-DA-08
(1)DNA kromosom isolat bakteri
(2)DNA Ladder 1 kb

Elektroforesis gel agarosa merupakan teknik
pemisahan molekul DNA pada gel agarosa
berdasarkan berat molekul dan medan listrik!*%!,
Elektroforesis DNA  kromosom  digunakan
Sebagai marker DNA digunakan GeneRuler 1 kb
DNA Ladder. Marker DNA memiliki 14 pita
DNA vyang digunakan sebagai pembanding
terhadap sampel hasil elektroforesis. Hasil
elektroforesis DNA kromosom pada Gambar 1,
terdapat satu pita murni jauh di atas pita marker
10.000 bp. Konsentrasi DNA kromosom bakteri
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hasil isolasi diperkirakan memiliki konsentrasi 70

ng/pL.

Amplifikasi  Sekuen gen 16S rRNA
disekuensing menggunakan dua buah primer
yaitu primer forward BacF1
(S’AGAGTTTGATC(A/C) TGGCTCAG3’) dan
primer reverse UniB1

(5°GGTTA C(G/C)TTGTTA CGA CTT3’)

10000 bp

1500 bp

250 bp

1 2

Gambar 2. Amplikon Fragmen Gen 16S rRNA
metode Polymerase Chain Reaction
(1) Amplikon PCR UBC-DA-08

(2) DNA Ladder1kb

Hasil elektroforesis pada Gambar 2
menunjukkan bahwa terdapat pita fragmen DNA
berukuran 1500 bp yang merupakan ukuran gen
165 rRNAI. Konsentrasi gen 16S rRNA hasil
elektroforesis pada Gambar 2 diperkirakan adalah
100 ng/pL.

B. Analisa Sekuensing Gen 16S rRNA Isolat
Bakteri UBC-DA-08

Hasil sekuensing berupa grafik
elektropherogram yang dibaca dengan program
DNAStar. Potongan elektropherogramdapat dilihat
pada Gambar 3. Urutan basa nukleotida hasil
pembacaan di program DNAStar menggunakan
primer BactF1(forward) terbaca sebanyak 896 bp
(Gambar 4).
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Gambar

AGGTTGGTAC
TGGGRAATCT
ACCGCATAMA
ATCACTCAAA
CTCACCAAGG
TGGGACTGAG
TTCGGRCAATG
GTTTTCGEAT
GAAAGCTCAT
TGCCAGCAGC
GGECGTAMAG
GGCTCAACCA
GAGAGTGGAA
CACCGGTGEC
AAGCGTGGGEE
CRATGAGTEC
GCAATAAGCA

GAATTGACGG

Gambar
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3. Potongan Elektropherogram yang

dibaca
DNAStar

menggunakan

(-) Basa Nukleotida Guanin
(-) Basa NukleotidaTimin

(-) Basa Nukleotida Adenin
(-) Basa Nukleotida Sitosin

TTGTACCGAC TGGATGAGCA GCGAACGGGT GAGTAACGLG

GLCTTTGAGD GGGGGACAAC
AACTTTAAAC ACAAGTTTTA
GATGATCCCG CGTTGTATTA
CGATGATACA TAGCCGACCT
ACACGGLCCA AACTCCTACG
GACGAAAGTC TGACCGAGCA
COTAAMACTC TGTTGGTAGA
CAAGTGACGL TAACTACCCA
CGCGGTAATA CGQTAGGTCCC
CGAGCGCAGL TGGTTTATTA
TTGTATGCAT TGGAAACTGG
TTCCATGTGT AGCGGTGAAA
GAAMGCGECT CTCTGRCCTGR
AGCAAACAGL ATTAGATACC
TAGATGTAGL GAGCTATAAG
CTCCGOCTGL GRAGTACGAC

GLGCCCGEAT AAGCGGTGRA

4, Urutan

Basa
Pembacaan di

ATTTGGAAAC

AGTTTGAAAG

GCTAGTTGGT

GAGAGGGTGA

GGAGGCAGCA

ACGCCGLRTG

GAAGAACGTT

GAAAGGGACG

GAGCGTTGTC

AGTCTGGTGT

TAGACTTGAG

TGCGTAGATA

TAACTGACAC

CTGGTAGTCC

TTCTCTGTAT

CGCAAGGTTG

GCATGTGGTT

Nukleotida

GAATGCTAAT

ATGCAATTGC

GAGGTAAAGG

TCGGCCACAT

GTAGGGAATC

AGTGAAGAAG

GGTGAGAGTG

GLTAACTACG

CGRATTTATT

AMAAGGCAGT

TGCAGGAGAG

TATGGAGGAA

TGAGGCTCGA

ACGCCGTAMA

CGCAGLCTAAC

AMACTCAAAG

TAATTC

program

50

100

150

200

250

300

350

400

450

500

550

600

850

700

750

300

850

896

Hasil

Program DNAStar
Menggunakan Primer BactF1

Identifikasi genus dan spesies isolat bakteri
asam laktat dilakukan secara online di website

Genbank

menggunakan

program
(http://www.ncbi.nlm.nin.gov/BLAST).

BLASTn
Hubungan

kekerabatan dilihat menggunakan program MEGA

5.0.
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Gambar 5. Hasil Sekuen Isolat Bakteri UBC-Da-08
pada program BLASTn

Berdasarkan  hasil identifikasi pada
Gambar 5 dilihat bahwa gen 16S rRNA isolat
bakteri UBC-DA-08 memiliki kesamaan lebih dari
97% dengan data yang ada di GenBank.

Lactococcuslacts strain 4Gt
Lactococcuslacis strain Sourdough A0

Lactococcuslacis strain Sourdough ACE
Bacterium strain IMAU11977

:Lactococcuslacﬁs strain k&
Bacterium strain IMAU11981
Lactococcuslacs strain KF5
{ Uncultured Staphylococcus sp. clone HEM319
Lactococcuslacts subsp. lactis strain MS61
Emctococcusmﬁs strain DA4
Lactococcuslacis subsp. lactis strain IMAU1182C
Bacterium strain IMAU11951
{Lactococcusla:n’s subsp. lactis strain LcE

Lactococcuslacis strain Sourdough AGE
—E Bacterium strain IMAU11980
Bacterium strain IMAU11966

— IsolatBakteri UBC-DA-08

L (actococcuslacts strain DA14

I—Lactococcuslacis subsp. lactis strain AcCh3t
|_|: Lactococcuslacis strain IL140¢
Lactococcuslacts strain IL628¢
Gambar 6. Pohon Filogenetika Isolat Bakteri UBC-
DA-08

Hasil BLASTn diambil secara acak
sebanyak 20 spesies, kemudian dibuat pohon
filogenetiknya dengan gen 16S rRNA isolat bakteri
UBC-DA-08 menggunakan program MEGA 5.0.
Pohon filogenetik yang digunakan untuk melihat
kekerabatan spesies isolat bakteri UBC-DA-08
dengan 20 spesies lain yang ada di GenBank.
Berdasarkan pohon filogenetika bakteri asam laktat
pada Gambar 6, isolat bakteri UBC-DA-08
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memiliki hubungan kekerabatan yang dekat dengan
kelompok spesies Lactococcus lactis yang
merupakan jenis bakteri asam laktat.

V. Kesimpulan

Berdasarkan identifikasi genotif gen 16S
rRNA isolat bakteri asam laktat UBC-DA-08 dapat
disimpulkan bahwa isolat bakteri tersebut termasuk
kelompok spesies Lactococcus lactis.
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