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ABSTRAK

EKSPLORASI PROTEIN TOKSIN ISOLAT B. thuringiensis ASAL KEBUN
RAYA LIWA, KABUPATEN LAMPUNG BARAT

Oleh

MUHAMMAD RIAN HIDAYAT

Bacillus thuringiensis diketahui memiliki kemampuan memproduksi toksin bagi
hama serangga. Toksin yang dihasilkan telah banyak digunakan sebagai agensia
bahan baku pestisida yang baik dalam pertanian dan aman terhadap kesehatan
serta ramah lingkungan. Toksin tersebut diproduksi pada saat B. thuringiensis
bersporulasi. B. thuringiensis merupakan mikroba yang tergolong kosmopolitan
yang tersebar luas di alam. Habitat umum B. thuringiensis adalah tanah.
Ekosistem tanah di Kebun Raya Liwa sebagai salah satu kawasan konservasi di
Provinsi Lampung memiliki banyak potensi kehidupan bagi B. thuringiensis yang
sangat strategis untuk dieksplorasi lebih lanjut. Oleh karena itu, penelitian ini
memiliki tujuan mengeksplorasi protein toksin yang berasal dari isolat B.
thuringiensis asal Kebun Raya Liwa berdasarkan bobot molekulnya. Protein
dikuantifikasi menggunakan metode lowry dan profiling protein menggunakan
bantuan elektroforesis SDS PAGE . Hasil dari penelitian menunjukkan bahwa dari
kelima isolat B. thuringiensis Bt 7 merupakan isolat dengan konsentrasi protein
tertinggi yakni 1.325 mg/ml dan terendah yakni Bt 2 yaitu 0.730 mg/ml. Lima
isolat B. thuringiensis memiliki bobot molekul yang relatif identik. Isolat B.
thuringiensis Bt 2, Bt 3, Bt 6 dan Bt 7 memiliki bobot molekul 110.59 kDa,
sedangkan Bt 5 bobot molekulnya yakni 76.97 kDa.

Kata kunci: Protein toksin, Bacillus thuringiensis, Kebun Raya Liwa, SDS PAGE



ABSTRACT

EXPLORATION OF TOXIN PROTEINS OF Bacillus thuringiensis
ISOLATES FROM LIWA BOTANICAL GARDEN,
WEST LAMPUNG DISTRICT

By

MUHAMMAD RIAN HIDAYAT

Bacillus thuringiensis is known to have the ability to produce toxin for insect
pests. The toxin produced has been widely used as a good pesticide raw material
agent in agriculture and is safe for health and environmentally friendly. The toxin
Is produced when B. thuringiensis speculates. B. thuringiensis is a cosmopolitan
microbe that is widely distributed in nature. The general habitat of B.
thuringiensis is soil. The soil ecosystem in Liwa Botanical Garden as one of the
conservation areas in Lampung Province has a lot of potential life for B.
thuringiensis which is very strategic to be explored further. Therefore, this study
aims to explore toxin proteins derived from B. thuringiensis isolates from Liwa
Botanical Garden based on their molecular weights. Proteins were quantified
using the Lowry method and protein profiling using SDS PAGE electrophoresis.
The results showed that of the five B. thuringiensis isolates, Bt 7 was the isolate
with the highest protein concentration of 1.325 mg/ml and the lowest was Bt 2,
which was 0.730 mg/ml. Five isolates of B. thuringiensis have relatively identical
molecular weights. B. thuringiensis isolates Bt 2, Bt 3, Bt 6 and Bt 7 have a
molecular weight of 110.59 kDa, while Bt 5 molecular weight is 76.97 kDa.

Keywords: Toxin protein, Bacillus thuringiensis, Liwa Botanical Garden, SDS
PAGE.
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l. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang dan Masalah

Bacillus thuringiensis merupakan jenis bakteri gram positif yang telah banyak
digunakan dalam bidang bioteknologi pertanian karena bersifat toksin bagi
beberapa hama serangga tanaman seperti pada ordo Diptera dan Lepidoptera
(I-Thani et al., 2022). B. thuringiensis telah diidentifikasi sebanyak 70
subspesies dan menghasilkan lebih dari 300 toksin Cry dari 1000 galur dan
hanya beberapa galur yang telah dimanfaatkan (Melo et al., 2016).
Kemampuan B. thuringiensis menghasilkan toksin cry menjadikan bakteri ini
dikenal sebagai bagian dari bakteri entomopatogen. Toksisitas bakteri ini
didukung oleh kristal protein yang dibentuk saat sel bersporulasi (Ohba et al.,
2009).

Selama sporulasi, B. thuringiensis membentuk kristal parasporal yang terdiri
atas protein kristal insektisida (ICPs) yang biasanya mewakili hingga 25%
massa kering sel dari sel yang bersporulasi. ICP telah digunakan sebagai
pestisida hayati (bioinsektisida) untuk menanggulangi serangga yang menjadi
hama tanaman pertanian. Disamping itu, B. thuringiensis memiliki bentuk
yang beranekaragam dan bentuk tersebut berkorelasi dengan kemampuan
toksisitasnya. Jenis bentuk dari kristal protein ini dipengaruhi oleh bobot

molekul protoksin yang dihasilkan oleh B. thuringiensis (Jusuf, 2009).

Selain kristal proteinnya yang memiliki ciri khas, habitat B. thuringiensis juga
menjadi faktor pembeda protein toksin dengan B. thuringiensis lainnya. B.
thuringiensis berasal dari banyak lingkungan termasuk tanah, bangkai
serangga, kontaminan di permukaan produk kemasan, daun tanaman dan
lingkungan perairan. Kondisi tanah dengan kelembaban yang tinggi akan

menjadi habitat yang baik bagi B. thuringiensis (Maeda et al., 2000). Keadaan



ekosistem tanah Kebun Raya Liwa dengan curah hujan rata-rata tahunan
2500-3000 mm dengan kelembaban relatif 50-80% (Wilyasari et al., 2020)
sangat strategis, untuk dieksplorasi mengenai keberagaman yang belum
teridentifikasi, salah satunya ialah protein toksin yang dihasilkan oleh B.

thuringiensis.

Berdasarkan permasalahan yang telah disajikan, penelitian ini difokuskan
untuk mengeksplorasi sumber daya hayati Indonesia, khususnya bakteri dari
galur Bacillus yang telah diisolasi dari Kebun Raya Liwa oleh Janah et al.,
2022. Isolat B. thuringiensis tersebut belum dieksplorasi lebih jauh mengenai
protein toksinnya sehingga perlu dilakukan analisis dengan SDS PAGE
(Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamid Gel Electrophoresis).

1.2 Tujuan

Tujuan dari penelitian adalah untuk mengkarakterisasi protein toksin isolat B.
thuringiensis isolat Bt 2, Bt 3, Bt 5, Bt 6 dan Bt 7 asal Kebun Raya Liwa
yang didapat berdasarkan karakteristik protein dan bobot molekulnya melalui
analisis SDS PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamid Gel

Electrophoresis).

1.3 Kerangka Pemikiran

B. thuringiensis adalah bakteri entomopatogen yang telag menghasilkan lebih
dari 300 protein Cry sebagai protein toksin dari 1000 galur. Protein Cry yang
membentuk kristal dan toksik terhadap serangga merupakan bagian dari
kelompok d8-endotoksin. Proses pembentukan kristal protein adalah saat fase
sporulasi. Beberapa bentuk kristal protein yang dihasilkan dapat berbentuk
bulat, oval, elips atau silinder. Perbedaan bentuk kristal bergantung pada

komposisi dan oleh bobot molekul protoksin yang dihasilkan B. thuringiensis.



Keanekaragaman protein toksin B. thuringiensis dapat dieksplorasi dari
berbagai ekosistem tanah. Kebun Raya Liwa memiliki kondisi tanah dengan
kelembaban yang tinggi dan merupakan habitat yang baik bagi B.
thuringiensis. Selain itu, Kebun Raya Liwa pula memiliki keanekaragaman
jenis tanah seperti tanah serasah, tanah biopori, tanah Araceae dan lainnya.
Keadaan tersebut menjadikan protein toksin yang dihasilkan oleh B.
thuringiensis akan beragam pula dan sangat strategis untuk dieksplorasi kebih

lanjut.

Pembentukan protein toksin ini dipengaruhi oleh beberapa faktor diantaranya
pH, oksigen dan suhu lingkungan. Pada pH lingkungan yang cenderung
konstan, sporulasi tidak akan terpengaruh secara signifikan, namun jika
terjadi penurunan atau kenaikan pH secara signifikan maka hal tersebut akan
mempengaruhi efisiensi sporulasi. Hal inilah juga mempengaruhi keragaman

dari protein toksin yang dihasilkan.

Eksplorasi suatu protein dapat dilakukan dengan metode SDS PAGE
(Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamid Gel Electrophoresis). SDS PAGE
adalah teknik untuk memisahkan polipeptida berdasarkan kemampuannya
untuk bergerak dalam arus listrik, yang merupakan fungsi dari panjang
polipeptida atau bobot molekulnya. Aplikasi metode ini telah banyak
digunakan untuk mengestimasi bobot molekul senyawa dari beragam sumber
seperti pangan atau mikroba. Metode ini umumnya digunakan untuk

kepentingan biokimia, forensik, dan molekuler.

Penelitian sebelumnya telah diisolasi B. thuringiensis yaitu isolat Bt 2, Bt 3,
Bt 5, Bt 6, dan Bt 7 dari Kebun Raya Liwa. Namun, isolat tersebut belum
diketahui karakteristik protein toksinnya. Dengan demikian, penelitian ini
mengkaji karakteristik toksin dari kelima isolat B. thuringiensis menggunakan
SDS PAGE.



1. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Bacillus thuringiensis

2.1.1 Morfologi dan Fisiologi

B. thuringiensis merupakan bakteri gram positif, berbentuk batang, panjang
3-5 pum dan lebar 1-1,2 um, memiliki flagela, bersifat aerob, ciri khas yang
membedakan dengan spesies Bacillus lainnya adalah kemampuannya
membentuk kristal paraspora yang berdekatan dengan endospora selama
fase sporulasi ke 111 dan 1V. Bakteri ini termasuk patogen fakultatif dan

memiliki habitat alami yang beragam (Patel et al., 2012).

B. thuringiensis termasuk bakteri mesofil dengan kisaran suhu pertumbuhan
15-45 °C suhu optimumnya antara 26-37 °C, dan kisaran pH pertumbuhan
antara 5,5 sampai 8,5 dengan pH optimum antara 6,5 sampai 7,5. Spora
berbentuk oval berwarna hijau kebiruan, berukuran 1,0-1,3 um dengan
posisi terminal, sedangkan protein kristal berukuran 0,6 sampai 2,0 um
seperti dapat dilihat pada Gambar 1 bergantung dari tipenya (Sauka et al.,
2010).

Gambar 1. Mikrograf elektron B. thuringiensis INTATA24-6 (A). Mikrograf
elektron transmisi dari sel sporulasi menunjukkan spora; (B).
Hasil mikrograf elektron spora (S); dan (C). Kristal Protein Toksin.



B. thuringiensis memiliki kristal toksin yang spesifik terhadap invertebrata
khususnya dari nematoda dan insekta pada fase larva. Beberapa insekta
yang rentan terhadap toksin B. thuringiensis yaitu lepidoptera, diptera dan
coleoptera. Toksin B. thuringiensis efektif membunuh insekta pada saat fase
larva. Larva insekta umunya memiliki perbedaan morfologi, fisiologi dan
perilaku dengan insekta fase dewasa. Fase larva memiliki fisiologi dan
morfologi yang lebih sederhana sehingga sangat sensitif terhadap dampak
toksin B. thuringiensis (Sansinenea, 2016).

Secara alami B. thuringiensis adalah bakteri entomopatogen dan sampai saat
ini telah teridentifikasi sebanyak 70 subspesies atau varietas. Selain itu,
variasi terdapat pula pada protein cry (Mafazah & Zulaika, 2017).
Perbedaan antar varietas ditentukan oleh serologi dari antigen flagella.
Diketahui terdapat lebih dari 300 protein Cry dari 1000 bakteri dan hanya
beberapa galur yang telah dimanfaatkan. Protein Cry merupakan bentuk
protoksin yang disintesis oleh B. thuringiensis pada saat pembentukan spora
yang berada di dalam sel sampai sel mengalami lisis sesudah sporulasi
sempurna. Spora bagi bakteri merupakan suatu sistem perlindungan diri dari
lingkungan luar yang buruk, karena dinding spora terususn atas protein
keratin yang bersifat impermeable (Melo et al., 2016).

2.1.2 Klasifikasi

Kingdom : Bacteria
Phylum : Firmicutes
Class : Bacilli
Order : Bacillales
Family : Bacillaceae
Genus : Bacillus

Species : Bacillu thuringiensis (Norris, 1964).



2.1.3 Ekologi

B. thuringiensis secara alami dapat ditemui di ekosistem yang luas. Habitat
alami B. thuringiensis umumnya ekosistem tanah seperti pada tanah serasah,
tanah biopori, tanah Araceae dan lainnya. Selain itu, B. thuringiensis berasal
dari banyak lingkungan lain termasuk serangga yang sudah mati, kontaminan
di permukaan produk kemasan, daun tanaman dan lingkungan perairan
(Ichimatsu et al., 2000). B. thuringiensis diketahui berhasil juga diisolasi dari
sedimen laut (Maeda et al., 2000) dan juga dari tanah di Antartika (Forsty dan
Logan, 2000). Dengan demikian, jelas bahwa B. thuringiensis tersebar luas di
alam. Namun, habitat normal organisme tersebut adalah tanah. B.
thuringiensis tumbuh secara alami sebagai saprofit, memakan bahan organik
mati, oleh karena itu spora B. thuringiensis bertahan di dalam tanah dan
pertumbuhan vegetatif terjadi ketika nutrisi tersedia. Oleh karena itu, B.

thuringiensis juga dapat ditemukan pada serangga mati (Maeda et al., 2000).

Meskipun penyebarann kristal parasporal yang bersifat toksin bagi banyak
ordo serangga, namun terdapat strain B. thuringiensis yang diperoleh dari
berbagai lingkungan tidak menunjukkan aktivitas insektisida. Maeda et al.
(2000) menemukan bahwa ada jenis B. thuringiensis yang diperoleh dari
lingkungan laut Jepang tidak menunjukkan aktivitas yang membahayakan

bagi hama serangga tanaman.

2.2 Protein

Protein merupakan makromolekul polimer asam amino yang tersusun dari
atom nitrogen, karbon, dan oksigen satu sama lain terikat melalui ikatan
peptida. Beberapa jenis asam amino yang mengandung sulfur. Protein
berperan sebagai pembentuk struktur sel dan beberapa jenis protein memiliki
peran fisiologis (Abdulgani, 2013).



Protein berasal dari kata proteos (kepala atau pertama), suatu senyawa
makromolekul yang memegang peranan penting dalam setiap makhluk hidup.
Protein adalah polipeptida yang berat molekulnya sangat bervariasi, dari
5x10% hingga 1x10° Dalton. Selain berat molekul yang berbeda, protein juga
memiliki sifat yang berbeda yang fungsi spesifiknya ditentukan oleh urutan

gen yang mengkodenya (Syahputra et al., 2014).

2.2.1 Struktur Protein

a. Struktur primer

Struktur ini terdiri atas satu rantai protein yang asam amino penyusunnya
tidak membentuk ikatan selain ikatan peptida. Struktur primer
menunjukkan jumlah, jenis, dan urutan asam amino dalam molekul protein.
Struktur primer protein juga menunjukkan ikatan peptida yang urutannya
diketahui (Syahputra et al., 2014).

b. Struktur sekunder

Struktur sekunder dibentuk karena adanya ikatan hidrogen antara hidrogen
amida dan oksigen karbonil dari rangka peptida. Struktur sekunder utama
meliputi a-heliks dan /3-sheets. Bentuk paralel terjadi apabila rantai
polipeptida yang berikatan melalui ikatan hidrogen itu sejajar dan searah,
sedangkan bentuk anti paralel terjadi apabila rantai polipeptida berikatan

dalam posisi sejajar tapi berlawanan arah (Petrey dan Honig, 2009)
c. Struktur tersier
Struktur tersier menggambarkan rantai polipeptida yang mengalami

pelipatan sempurna yang kompak. Beberapa polipeptida yang terdiri atas

beberapa protein globular yang berbeda dihubungkan oleh residu asam



amino. Struktur tersier menunjukkan kecenderungan polipeptida
membentuk lipatan atau gulungan, sehingga membentuk struktur yang lebih
kompleks. Struktur ini dimantapkan oleh adanya beberapa ikatan antara
gugus alkil pada molekul asam amino yang membentuk protein. Beberapa
jenis ikatan alkil misalnya (a) ikatan elektrostatik, (b) ikatan hidrogen, (c)
interaksi hidrofob antara rantai samping non polar, (d) interaksi dipol-dipol,
dan (e) ikatan disulfida (Cheng et al., 2005).

d. Struktur kuartener

Struktur ini melibatkan asosiasi dua atau lebih rantai polipeptida yang
membentuk multi sub unit atau protein oligomerik. Rantai polipeptida yang
membentuk multi sub unit atau protein oligomerik. Rantai polipeptida
penyusun protein oligomerik dapat sama atau berbeda. Struktur kuartener
menunjukkan adanya interaksi intermolekul antar unit-unit protein.
Sebagian besar protein globular terdiri atas beberapa rantai polipeptida yang
terpisah. Rantai polipeptida ini saling berinteraksi membentuk persekutuan
(Syahputra et al., 2014).

Sesuai pernyataan (Syahputra et al., 2014), protein dapat dikelompokkan
menjadi empat tingkat struktur yang ditunjukan oleh Gambar 2 di bawah

ini.

» Intermolecular

flexible

- .I - Tertlary ) :
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~
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Gambar 2. Skematis adaptasi nomenklatur protein dari
struktur primer, sekunder, tersier dan kuartener
(Diener et al., 2019).



2.2.2 Analisis Kadar Protein

Identifikasi protein dapat dilakukan secara kualitatif maupun kuantitatif.
Analisa kualitatif dapat dilakukan untuk mengetahui keberadaan atau jenis
protein dalam suatu bahan. Sedangkan uji kuantitatif dapat dilakukan untuk
mengetahui jumlah kandungan protein dalam suatu bahan. Identifikasi
secara kualitatif, yaitu melalui reaksi xantoprotein, Hopkins-Cole, reaksi
Millon, reaksi natrium nitroprusida dan reaksi Sakaguchi. Sedangkan secara
kuantitatif, yaitu metode Kjeldahl, metode titrasi formol, metode Lowry,
metode biuret, dan metode spektrofotometer UV. Pada penelitian ini metode
yang digunakan dalam mengidentifikasi protein adalah metode Lowry. Hal
ini dilakukan karena protein toksin sebagai jenis Cry memiliki perbedaaan
kadar protein jenisnya disebabkan oleh perbedaan biomassa isolatnya.
Biomassa isolat dipengaruhi oleh proses sporulasinya (Shiddiqi et al.,
2013).

Metode Lowry merupakan kombinasi antara pereaksi biuret dengan pereaksi
Folin-Ciocalteauphenol yang bereaksi dengan residu tirosin dan triptofan
dalam protein. Reaksi yang terjadi menghasilkan warna kebiruan yang bisa
dibaca melalui spektrofotometri pada panjang gelombang antara 500 - 750
nm, tergantung sensitivitas yang dibutuhkan. Hasil yang muncul berupa
puncak kecil di sekitar 500 nm yang dapat digunakan untuk menentukan
protein dengan konsentrasi tinggi dan sebuah puncak besar di sekitar 750
nm yang dapat digunakan untuk menentukan kadar protein dengan
konsentrasi rendah. Metode ini lebih sensitif untuk menganalisis protein

konsentrasi rendah dibanding metode biuret (Abdulgani, 2013).

2.2.3 Protein Toksin B. thuringiensis

Protein toksin B. thuringiensis telah dikelompokkan menjadi tujuh kelas

utama. Informasi tentang mekanisme cara kerja endotoksin ini penting
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untuk menentukan proses kunci yang sangat dipengaruhi oleh kespesifikan
dari struktur Kkristal protein. Parasporal kristal Bt akan memasuki tubuh
serangga uji melalui saluran pencernaan. Kristal protein dapat diaktifkan
menjadi 6-endotoksin atau protoksin dalam lingkungan basa saluran
pencernaan. Protoksin dapat menjadi toksik jika teraktivasi oleh enzim
protease serangga dan terikat pada reseptor tertentu di saluran pencernaan.
Toksin Cry yang menempel pada peritropik membran memiliki kemampuan
untuk melukai dan menyebabkan kebocoran sitoplasma, yang pada
gilirannya menyebabkan kematian. Variasi dalam spektrum aktivitas strain
ditunjukkan oleh perbedaan komponen Cry kristal (Schinemann et al.,
2014).

Kristal paraspora yang disintesis B. thuringiensis terdiri dari protein kristal
insektisida (ICPs) yang biasanya mencapai hingga 25% massa kering sel-sel
bakteri yang bersporulasi. Sporulasi pada B. thuringiensis berlangsung
melalui tujuh tahap yang ditunjukan pada Gambar 3. Tahap tahap 0 sampai
| pembentukan filamen aksial ; tahap Il pembentukan septum forespora dan
pembelahan sel asimetris; tahap 111 engulfment, pembentukan forespora, dan
kemunculan pertama kristal paraspora; tahap IV sampai VI pembentukan
korteks, mantel, dan eksosporium serta perkembangan Kkristal paraspora; dan
tahap VII pematangan spora dan lisis sel induk serta pelepasan kristal spora
dan paraspora. Spektrum aktivitas insektisida ICP mencakup 12 ordo
serangga (termasuk Lepidoptera, Diptera, dan Coleoptera), nematoda, dan

bahkan sel kanker manusia (Wang et al., 2013)
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Gambar 3. Sporulasi pada B. thuringiensis sesuai tahapan standar sporulasi
pada spesies Bacillus dan menunjukkan waktu relatif
kemunculan badan parasporal (Federici et al., 2006).

2.2.4 Biosintesis Protein Toksin B. thuringiensis

B. thuringiensis mampu mensintesis protein kristal yang kompleks selama
proses sporulasi. Sebagian besar protein Cry penentu genetik terpenting
yang bertanggung jawab atas sintesis tingkat tinggi ini adalah biomassa
promotor yang dipengaruhi oleh sporulasi yang mengontrol transkripsi.
Namun, ada beberapa faktor lain yang berperan penting dalam menentukan
ukuran protein toksin antara lain, yakni protein aksesori atau helper spesifik
yang biasanya menyertai gen Cry tertentu sebagai bagian dari operon
dengan berat masa 65-80 kDa serta faktor kestabilan protein selama
sintesis. Dalam kasus sederhana, seperti sintesis CrylAc pada isolat HD73
B. thuringiensis subsp. Kurstaki. terdapat dua promotor yang mengontrol

sintesis protein yang sangat stabil (Federici et al., 2006).

Proses pembentukan protein toksin, parasporal mengandung empat protein
utama yang sintesisnya dan ukuran masing-masing inklusi ditentukan oleh
satu atau lebih promotor, stabilitas transkrip, stabilitas setiap protein, dan
protein aksesori pasca-translasi. Selama sporulasi, sel berkembang menjadi
dua kompartemen utama, forespore dan sel induk. Promotor yang
mengarahkan sintesis endotoksin beroperasi di sel induk, tempat protein Cry
dan Cyt disintesis dan dirakit membentuk kristal parasporal. Daerah non

coding pada sebagian gen Cry dan Cyt, terdapat urutan DNA yang ketika



12

ditranskripsi dapat meningkatkan stabilitas transkrip yang mengarah ke
sintesis protein endotoksin tingkat tinggi. Hal ini dapat mengakibatkan
kristal yang terbentuk menjadi lebih besar. Hal yang paling umum
berlangsung dari proses ini adalah adanya pengulangan terbalik yang
akhirnya akan membentuk struktur loop-steam stabil yang menghambat aksi

3-5 exoribonucleases (Federici et al., 2006).

2.3 Karakterisasi Bobot Molekul Protein Melalui Sodium Dodecyl Sulphate

Polyacrylamide Gel Elektroforesis (SDS PAGE )

Elektroforesis adalah suatu cara untuk memisahkan fraksi-fraksi dari suatu
campuran berdasarkan kecepatan pergerakan partikel koloid yang bermuatan
di bawah pengaruh medan listrik. Elektroforesis banyak digunakan untuk
analisa virus, asam nukleat, enzim, dan protein, serta molekul-molekul
organik dengan bobot molekul rendah seperti asam amino. Sodium Dodecyl
Sulphate Polyacrylamide Gel Elektroforesis (SDS PAGE) adalah teknik
elektroforesis untuk memisahkan rantai polipeptida berdasarkan
kemampuannya untuk bergerak dalam arus listrik. Kecepatan pergerakannya
diengaruhi oleh panjang polipeptida atau bobot molekulnya. Rantai
polipeptida yang panjang memiliki bobot molekul yang lebih besar akan
bergerak lebih lambat dan sebaliknya rantai polipeptida pendek akan bergerak
lebih cepat karena bobot molekulnya yang kecil (1zzah, 2014).

Keunggulan dari SDS PAGE adalah pita protein yang terbentuk menjadi
lebih stabil karena adanya medium penyangga yaitu gel poliakrilamida yang
bersifat transparan sehingga dapat diamati dengan mudah, menghasilkan
resolusi yang lebih baik dan ukuran pori dapat diatur sehingga pemisahan
protein dapat lebih optimal. Meskipun SDS PAGE paling sering digunakan
dalam elektroforesis gel untuk analisis protein, tapi tidak dapat digunakan
untuk menganalisa sejumlah protein kompleks, hal ini disebabkan karena

protein yang telah di elektroforesis telah mengalami denaturasi (Izzah, 2014).
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2.4 Kebun Raya Liwa

Kebun Raya Liwa (KRL) adalah kawasan konservasi tumbuhan ex-situ yang
bertujuan untuk kegiatan konservasi, penelitian, pendidikan, wisata, dan jasa
lingkungan. Saat ini KRL menjalankan fungsinya sebagai kebun raya daerah
dengan tema tanaman hias Indonesia. Pengelolaan KRL diserahkan kepada
Dinas Kehutanan sejak tahun 2007 sampai dengan tahun 2016 dan per 3
Januari 2017 pengelolaan KRL diserahkan kepada Badan Penelitian dan
Pengembangan Kabupaten Lampung Barat. KRL terletak di Desa Pekon
Kubu Perahu, Kecamatan Balik Bukit, Liwa, Kabupaten Lampung Barat,
Provinsi Lampung, dengan luas lahan 86,68 ha. Di sisi barat, KRL berpadu
dengan ekowisata Kubu Perahu Resort Balik Bukit, Taman Nasional Bukit
Barisan Selatan (TNBBS). KRL terletak pada ketinggian 800-900 mdpl
dengan kondisi tanah bergelombang dan lereng terjal. Kondisi iklim KRL
meliputi curah hujan rata-rata tahunan 2500-3000 mm, bulan berlangsung
basah 7 hingga 9 bulan, kelembaban relatif 50-80%, dan intensitas cahaya
matahari sebesar 37,9%. Terdapat pembagian wilayah taman pada KRL
meliputi beberapa taman dan taman tematik yaitu taman tematik buah, taman
tematik hias, taman tematik wangi, taman tematik aren, taman pelangi, taman
sakura, taman cinta, taman plaza penerima, taman tematik Arecaceae, taman
tematik Portulacaceae, taman tematik kopi, dan taman tematik bambu
(Wilyasari et al., 2020).

Kebun Raya Liwa adalah sebagai tempat pengolahan tanaman hias di Liwa
Kabupaten Lampung Barat memiliki kondisi topografi yang beragam
yakni berupa punggung bukit (ridge), lembah (valley), tanah cekung (convex),
tanah cembung (concave), dan sedikit tanah datar (flat) dan menjadi lokasi
strategis sebagai salah satu objek wisata utama di Kabupaten Lampung Barat
(Munawaroh, 2018). Kebun Raya Liwa sebagai kawasan perbukitan dengan
kondisi tanah yang berbeda-beda yang mengakibatkan adanya
pertumbuhan berbagai jenis mikroorganisme yang dapat digunakan pula

untuk konservasi, penelitian, pendidikan, dan wisata (Royanti et al., 2023).



1.  METODE

3.1 Tempat dan Waktu

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Mikrobiologi, Laboratorium
Biomolekuler Jurusan Biologi, Fakultas Matematika dan llmu Pengetahuan
Alam Universitas Lampung serta di Fakultas Matematika dan IImu
Pengetahuan Alam Institut Pertanian Bogor. Penelitian ini dilakukan selama 5

bulan yang dimulai pada bulan November 2022 hingga Maret 2023.

3.2 Alat dan Bahan

Alat yang digunakan terdiri atas spatula, beaker glass, neraca analitik, gelas
ukur, erlenmeyer, hotplate magnetic stirrer, pipet volumetri, bulb, rak tabung
reaksi, tabung reaksi, penjepit tabung, jarum ose bulat, autoclave, penangas
air, kulkas, bunsen, biological safety cabinet, micro sentrifuge,vortex mixer,

mikropipet, autoklaf, shaker incubator, Seperangkat SDS PAGE.

Bahan yang digunakan dalam penelitian yaitu 5 isolat Bacillus thuringiensis
dengan kode Bt 2, Bt 3, Bt 5, Bt 6 dan Bt 7 koleksi laboratorium mikrobiologi
Universitas Lampung, media Luria Bertani, media T3,, NaCL 1%, SDS 1%,
B-merkaptoetanol, triptosa, Reagen A dan B Lowry, BSA (bovine serum
albumin), folin ciocalteu, spirtus, tisu, kapas, persulfat (sigma), Folin
Ciocalteu, coomassie brilliant blue, glisin, dithiothreitol, Akril/bis akrilamida

(sigma), ammonium persulfat (sigma), coomassie brilliant blue, glisin,
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resolving buffer (1,5M Tris-HCI pH 8,8), stacking buffer (0,5 M Tris-HCI pH
6,8), metanol, H,SO4, NH40OH, Na,CO3, CuSQO,4.5H,0, Natrium kalium
tartrat, tetramethylethylenediamine (TEMED), standar protein katalog #161-
0318 (Bio-Rad).

3.3 Metode

Penelitian ini dilakukan menggunakan metode deskripsi kualitatif untuk
memperoleh gambaran tentang karakter protein toksin (endotoksin) yang
disintesis oleh B. thuringiensis.Kajian literatur dilakukan dalam penelitian ini
untuk membandingkan bobot molekul protein. Protein endotoksin yang dikaji
dalam penelitian ini adalah edotoksin 5 isolat B. thuringiensis hasil penelitian
Janah et al., (2022). Setiap isolat diremajakan menggunakan media Luria
Bertani lalu ditumbuhkan pada media spesifik T3. Crude extract isolate
diperoleh dengan cara disentrifugasi berulang kali dan kemudian
disuspensikan dalam SDS 1%, -merkaptoetanol. Crude extract yang telah
diperoleh kemudian dikuantifikasi kadar proteinnya menggunakan “metode
Lowry dan ditentukan profiling protein toksin menggunakan elektroforesis
SDS PAGE.

3.3.1 Preparasi Isolat

Isolat Bacillus sp yang digunakan adalah isolat koleksi Laboratorium
Mikrobiologi Jurusan Biologi Fakultas Matematika dan llmu Pengetahuan
Alam, Universitas Lampung yang diisolasi dari tanah Kebun Raya Liwa,
Kabupaten Lampung Barat, Lampung, terdiri dari isolat Bt2, Bt3, Bt5, Bt6
dan Bt7. Media Luria Bertani (Park et al., 2017) digunakan sebagai media
tumbuh untuk meremajakan isolat. Dalam 1 liter media Luria Bertani
mengandung 10 gram tripton, 5 gram yeast extract, 10 gram NaCl dalam 15
gram agar (Shiddiqi et al., 2013).
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Peremajaan isolat dilakukan dengan menginokulasikan 1 ose isolate secara
aseptis ke dalam media Luria Bertani agar miring dengan metode streak dan
diinkubasi pada suhu ruang selama + 24 jam. Koloni yang tumbuh diamati
sampai diperoleh koloni yang seragam. Isolat hasil peremajaan selanjutnya
diinokulasikan dalam media T3 agar (setiap liter pelarut mengandung 16
gram nutrient broth, 2 gram KCI, 0,5 gram MgSQO,.7H,0, 2 mL glukosa 50
%, 1 mL Ca(NOs3), 1 M, 1 mL MnCl, 0,1 M, 1 mL FeSO4 1 mM dalam 17
gram agar), kemudian diinkubasi hingga terjadi sporulasi selama 48 - 72 jam.

3.3.2 Isolasi Protein Toksin

Spora B. thuringiensis dalam media T3 dipindahkan menggunakan ose ke
dalam microtube 1,5 mL yang diisi 1 mL NaCl 0,5 M dingin, kemudia isolat
direndam dalam es lalu dikocok hingga menjadi suspensi homogen.
Suspensi disentrifugasi pada 130009 selama 10 menit. Supernatan dibuang
dan hanya disisakan pelet pada microtube. Pelet dicuci dengan 1 mL NaCl
1% dan diresuspensi dengan 140 pl campuran 1% SDS 0,01 % B-
merkaptoetanol kemudian dipanaskan pada suhu 100° C selama 10 menit.
Suspensi kemudian disentrifugasi kembali pada 10000 x g selama 10 menit

untuk mendapatkan supernatan yang merupakan crude extracts protein.

3.3.3 Kuantifikasi Kadar Protein

Sebanyak 400 ul crude extract atau pelet isolat ditambahkan ke dalam 400
ul Lowry Concentrate 2x yang berisi Reagan A (20 gram Na,CO3 dalam
260 mL dH,0, 0,4 CuS0,4.5H,0 dalam 20 mL H,0 dan Reagan B (0,2 gram
Na.K. tartrate dalam 20 mL H,O, 4 gram NaOH dalam 100 mL H,0).
Kemudian diinkubasi pada suhu ruang, £ 10 menit. Selanjutnya, ke dalam
suspense ditambahkan 200 ul 0,2 N Folin Ciocalteu, lalu dihomogenkan
dengan vortex mixer. Campuran diinkubasi 30 menit pada suhu ruang .

Kandungan protein diukur dengan spektrofotometer pada panjang
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gelombang 595 nm. Sebagai pembanding digunakan larutan BSA (bovine

serum albumin).

3.3.4 Pembuatan Kurva Standar Bovine Serum Albumin

Bovine Serum Albumin (BSA) sebanyak 100 mg dilarutkan ke dalam 100 ml
ddH,0 sehingga diperoleh larutan stok BSA 1 mg/ml. Selanjutnya dibuat
seri pengenceran larutan standar dengan konsentrasi 0 mg/ml; 0,02 mg/ml;
0,04 mg/ml; 0,06 mg/ml; 0,08 mg/ml; dan 0,1 mg/ml. Dari masing-masing
konsentrasi diambil 0,1 ml larutan standar dan selanjutnya ditambahkan 5
ml larutan Bradford, didiamkan selama 30 menit dan diukur absorbansinya
pada A 595 nm. Data yang diperoleh dianalisis dengan menggunakan
Microsoft excel untuk mendapatkan kurva standar dengan persamaan
regresi linier y= mx + ¢ (keterangan : y: absorbansi; m: slope; x: konsentrasi

protein, dan c: intercept).

3.3.5 Analisis Bobot Molekul Protein dengan SDS-PAGE

Elektroforesis SDS PAGE dilakukan menggunakan metode standar dengan
alat Mini-Protean Il Slab Cell Electrophoresis (Bio Rad). Sampel protein
(crude extract) didenaturasi dengan buffer (Tris-Cl 150 mM pH 6.8, SDS
6.25%, merkaptoetanol, gliserol 25%, bromophenol blue 2,5 mM) dengan
perbandingan protein dan buffer 2:1. Sampel kemudian dididihkan selama
10 menit serta disentrifugasi pada kecepatan 10000 x g selama 5 menit.
Elektroforesis poliakrilamid disiapkan. Gel poliakrilamid dibuat dari larutan
stok akrilamid dan bisakrilamida (30%T, 2,67C), stacking buffer (Tris-HCI
0,5M pH 6.8), resolving buffer (Tris-HCI 1,5M pH 8.8), 10%SDS, APS dan
TEMED sebagai katalis. Setelah gel bagian bawah (resolving gel) terbentuk,
stacking gel dimasukkan di bagian atasnya dan dibuat cetakan untuk
menempatkan protein sampel. Formulasi gel untuk resolving gel adalah
12% sedangkan untuk stacking gel adalah 4%. Elektroforesis sampel

dilakukan pada tegangan 150 volt selama 60 menit berikut protein marker
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sebagai pembanding. Untuk staining protein digunakan Coomassie briliant

blue 0.1% (w/v). Hasil staining dicuci dalam larutan metanol : asam asetat

(40%:7.5%). Protein yang telah diproses melalui destaining difoto dengan

kamera digital untuk analisa lebih lanjut.

3.4 Diagram Alir Penelitian

Tahap Persiapan

Isolat bakteri diremajakan di media
LB dan diinkubasi 24 Jam

Isolat Hasil Peremajaan pada Medium LB

Inokulasi Media 2XSG
Inkubasi 48 -72 Jam 28 derajat

Isolat Hasil Inkubasi pada Medium 2xSG

Inokulasi Media 2XSG
Inkubasi 48 -72 Jam 28 derajat

v

Supernatan

v

Pellet

Ditambahkan dalam
NaCl 0,5 M.

v

Pellet

Ditambahkan 140 mikroliter
SDS-0,01 - mercaptoetanol
Dipanaskan

!

Pellet

v

Supernatan

v

v

Supernatan

Profiling Protein SDS Page




V. SIMPULAN DAN SARAN

5.1 Simpulan

Berdasarkan hasil penelitian dapat diperoleh kesimpulan bahwa protein toksin
yang dihasilkan oleh isolat Bt2, Bt3, Bt6 dan Bt7 memiliki bobot molekul
yang cenderung sama yakni berkisar 110.59 kDa dan diduga sebagai protein
berjenis CrylA , sedangkan sampel Bt5 menghasilkan asumsi bobot molekul
yang berbeda yakni sebesar 76.97 dengan dugaan menunjukkan protein yang

berjenis Cry 22.

5.2 Saran

Berdasarkan penelitian ini perlu dilakukannya penelitian lebih lanjut untuk
mengetahui kemampuan aktivitas dari protein toksin isolat B. thuringiensis

asal Kebun Raya Liwa terhadap beberapa ordo serangga.
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