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ABSTRAK

KARAKTERISASI GEN AKTINOBAKTERI LAUT SEBAGAI
PENGHASIL ENZIM KITINASE SECARA SOLID STATE
FERMENTATION DARI SUBSTRAT KULIT UDANG

Oleh

WAWAN ABDULLAH SETIAWAN

Penelitian ini bertujuan untuk mengisolasi dan mengidentifikasi spesies
aktinobakteri laut penghasil enzim kitinase melalui analisis filogenetik.serta
mengkarakterisasi gen aktinobakteri laut sebagai penghasil enzim kitinase melalui
fermentasi padat (Solid State Fermentation/SSF) dari substrat kulit udang. Isolat
aktinobakteri sebanyak 6 isolat dari laut Bali dan Gorontalo diisolasi menggunakan
media selektif International Streptomyces Project 2 (ISP 2) dan koloid kitin.
Identifikasi spesies dilakukan melalui pengamatan morfologi menggunakan
mikroskop cahaya dan Scanning Electron Microscope (SEM) serta analisis
filogenetik berbasis sekuen gen 16S rRNA, menghasilkan spesies Pseudonocardia
carboxydivorans  18A1301,  Pseudonocardia  antitumoralis  18D36-Al,
Micrococcus unila 18D36-A2, Brevibacterium linens 19A07-Al, Streptomyces
tritolerans 19B19A1, dan Kocuria palustris 19C38Al. Pengujian aktivitas
kitinolitik menunjukkan Streptomyces tritolerans 19B19A1 memiliki aktivitas
tertinggi dengan indeks kitinase 0, 324. Karakterisasi gen kitinase pada isolat ini
meliputi ekstraksi RNA, sintesis cDNA, amplifikasi PCR dengan primer ChiA,
sekuensing, dan analisis in silico melalui ORF finder, BLAST, pemodelan struktur
protein, serta molecular docking dengan kitin kulit udang. Hasil menunjukkan gen
kitinase S. tritolerans 19B19A1 berukuran 882 nukleotida yang mengkodekan 293
asam amino. Gen yang didapat menunjukkan homologi 96,61 % dengan enzim
kitinase Streptomyces di GenBank dengan kode akses WP_011029996.1. Analisis
docking molekuler menggunakan AutoDock mengonfirmasi interaksi kuat antara
enzim kitinase dan substrat kitin. Nilai free energy binding (FEB) sebesar -3,93 dan
konstanta inhibisi (KI) sebesar 1320. Nilai FEB dan KI tersebut lebih rendah dari
pembandingnya 3EBV yang sudah terdeposit di Protein Data Bank (PDB) yaitu -
3,83 dan 1380. Penelitian ini memberikan kontribusi pada pengembangan rekayasa



genetik untuk produksi enzim kitinase dan pemanfaatan limbah kulit udang secara
berkelanjutan.

Kata Kunci : aktinobakteri laut, enzim kitinase, fermentasi padat, kulit udang,
karakterisasi gen



ABSTRACT

CHARACTERIZATION OF MARINE ACTINOBACTERIAL GENE AS
CHITINASE ENZYME PRODUCER THROUGH SOLID STATE
FERMENTATION FROM SHRIMP SHELL SUBSTRATE

By

WAWAN ABDULLAH SETIAWAN

This study aims to isolate and identify marine actinobacterial species producing
chitinase enzymes through phylogenetic analysis and to characterize the chitinase-
producing genes of marine actinobacteria through solid-state fermentation (SSF)
using shrimp shell substrate. Six actinobacterial isolates from the seas of Bali and
Gorontalo were isolated using selective International Streptomyces Project 2 (ISP
2) medium and colloidal chitin. Species identification was conducted through
morphological observation using light microscopy and Scanning Electron
Microscopy (SEM), as well as phylogenetic analysis based on 16S rRNA gene
sequences, resulting in the identification of Pseudonocardia carboxydivorans
18A1301, Pseudonocardia antitumoralis 18D36-A1, Micrococcus unila 18D36-
A2, Brevibacterium linens 19A07-A1, Streptomyces tritolerans 19B19A1, and
Kocuria palustris 19C38A1. Chitinolytic activity testing revealed that
Streptomyces tritolerans 19B19A1 exhibited the highest activity with a chitinase
index of 0.324. Characterization of the chitinase gene in this isolate involved RNA
extraction, cDNA synthesis, PCR amplification using ChiA primers, sequencing,
and in silico analysis using ORF Finder, BLAST, protein structure modeling, and
molecular docking with shrimp shell chitin. The results showed that the chitinase
gene of S. tritolerans 19B19A1 consists of 882 nucleotides encoding 293 amino
acids. The obtained gene exhibited 96.61% homology with the chitinase enzyme of
Streptomyces in GenBank under accession code WP _011029996.1. Molecular
docking analysis using AutoDock confirmed a strong interaction between the
chitinase enzyme and the chitin substrate, with a free energy binding (FEB) value
of -3.93 and an inhibition constant (KI) of 1320. These FEB and KI values were
lower than those of the reference 3EBV deposited in the Protein Data Bank (PDB),
which were -3.83 and 1380, respectively. This study contributes to the development
of genetic engineering for chitinase enzyme production and the sustainable
utilization of shrimp shell waste.



Keywords: marine actinobacteria, chitinase enzyme, solid-state fermentation,
shrimp shell, gene characterization
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I. PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Indonesia merupakan salah satu negara dengan megabiodiversitas tertinggi di dunia
(Jadid ef al., 2020: Huffard et al., 2012). Biodiversitas ini terus dieksplorasi untuk
mengoptimalkan potensi nilai ekonomi dengan tetap bertujuan menjaga kelestarian
(von Rintelen ef al, 2017). Biodiversitas Indonesia meliputi yang ada di laut
maupun darat dimanfaatkan dalam bidang bioteknologi. Tapilatu (2016)
memaparkan potensi isolat bakteri yang diisolasi dari air laut Arafura memiliki
potensi antimikroba. Berbagai mikroorganisme laut termasuk aktinobakteri mampu
menghasilkan metabolit baru dengan potensi bioteknologi yang tidak sering
terdapat pada mikroba yang berasal dari darat. Aktinobakteri termasuk dalam filum
tersendiri dalam kingdom bakteri dengan karakteristik sebagai bakteri Gram positif,
berfilamen, dan membentuk miselia (Barka, ef al., 2021). Aktinobakteri berperan
penting dalam siklus karbon yakni mendegradasi senyawa karbon dari dinding sel
tanaman, fungi, kutikula serangga, maupun cangkang krustasea (Chater, 2016).
Aktinobakteri laut diketahui memiliki potensi memproduksi metabolit antara lain
enzim, senyawa antibiotik, antitumor, dan agen imunosupresif. Aktinobakteri laut
berpotensi memiliki karakteristik yang berbeda dari aktinobakteri terestrial yang
sehingga berpotensi pula untuk menghasilkan metabolit baru karena lingkungan

laut sangat berbeda dengan kondisi terestrial (Alharbi et al., 2016).

Aktinobakteri merupakan sumber potensial penghasil senyawa metabolit sekunder
(Selim et al., 2021) dan enzim (Elieh and Hamblin., 2016). Aktinobakteri diketahui
dapat memanfaatkan kitin atau kitosan sebagai sumber karbon dan nitrogen
menggunakan enzim kitinase (Beier dan Bertilsson, 2013). Enzim kitinase adalah
enzim glikosil hidrolase (GH) yang mengkatalisis hidrolisis kitin, polimer linier

dari N-asetilglukosamin (GIcNAc) melalui pembelahan ikatan B-(1,4) glikosidik
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(Churklam dan Aunpad, 2020). Berdasarkan titik katalisasi pada kitin, kitinase

dibagi ke dalam 2 kategori utama yaitu endokitinase, dan eksokitinase. Keduanya
merupakan enzim ekstraseluler. Endokitinase mendegradasi kitin secara acak dari
dalam, menghasilkan oligomer N-asetil-D—glukosamin (GIcNAc) (Kidibule et al.,

2020). Eksokitinase memotong kitin hanya dari ujung non reduksi.

Kitin merupakan polisakarida dengan kelimpahan kedua tertinggi di alam. Sumber
kitin utama di alam berasal dari cangkang krustasea. Salah satunya adalah cangkang
udang (Yadav, 2019). Produksi udang global menunjukkan peningkatan dari 3,72
juta ton pada tahun 2017 (FAO, 2018) menjadi 9,4 juta ton pada tahun 2022 (FAO,
2023). Di Bandar Lampung sendiri, produksi udang dikelola oleh beberapa
perusahaan budidaya udang seperti PT. Indokom Samudera Persada, PT. Central
Proteina Prima, dan PT.Wahyuni Mandira. Aktivitas pengolahannya menghasilkan
limbah kulit udang sampai 24% massa udang (Rahman et al., 2023). Limbah ini
seharusnya bisa dimanfaatkan untuk meningkatkan nilai tambah ekonomi. Santos
et al., (2020) menegaskan bahwa saat ini peningkatan nilai tambah limbah kulit

udang adalah pemanfaatan kitin dan kitosan.

Kedua material tersebut banyak digunakan di berbagai bidang industri antara lain
industri obat-obatan, farmasi, kosmetik, makanan, remediasi lingkungan, pertanian
(Thambiliyagodage et al., 2023), dan kertas (Song ef al., 2018). Pembuatan kitin
dan kitosan bisa dilakukan melalui metode kimia dan enzimatis. Kekurangan dari
metode kimia adalah menghasilkan limbah bahan-bahan kimia dari proses tersebut

sedangkan metode enzimatis lebih ramah lingkungan (Mohan et al., 2022).

Metode enzimatis biasanya dilakukan melalui proses fermentasi. Proses fermentasi
dapat dilakukan melalui teknik submerged dan solid state. Keuntungan solid state
yaitu lebih praktis dan ekonomis sehingga lebih mudah diaplikasikan di industri.
Berdasarkan Setiawan, et a/ (2021), telah berhasil dilakukan kajian terkait
fermentasi secara SSF menghasilkan oligomer/COS dan senyawa metabolit
sekunder sebagai antibakteri maupun antifungi. Pada penelitian tersebut hanya

sebatas pada pengisolasian aktinobakteri secara konvensional dan produk
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fermentasi (COS), namun belum menjelaskan tentang karakteristik gen kitinase

pengurai kitin kulit udang secara molekuler.

Maka, pada penelitian ini dilakukan karakterisasi gen aktinobakteri laut penghasil
enzim kitinase secara SSF dari substrat kulit udang. Proses karakterisasi ini
dilakukan melalui tahapan isolasi aktinobakteri yang berasal dari laut Bali dan
Gorontalo. Isolasi dilakukan menggunakan medium selektif koloid kitin untuk
mendapatkan isolat aktinobakteri yang mempunyai aktivitas kitinolitik. Masing-
masing isolat tersebut dianalisis spesies spesifiknya melalui analisis
filogenetik/ribotyping. Telah dilakukan konfirmasi kemampuan kitinolitik dari
masing-masing isolat melalui modifikasi metode dari Agrawal ef al. (2012). Dari
konfirmasi tersebut, didapat isolat unggul. Untuk mengkonfirmasi gen kitinase,
dilakukan isolasi gen kitinase spesifik terhadap isolat aktinobakteri yang memiliki
kemampuan kitinolitik terbaik hasil seleksi sebelumnya. Terkarakterisasinya gen
kitinase tersebut diharapkan dapat memberikan informasi untuk pengembangan

genetic engineering terkait aktivitas kitinolitik dari substrat kulit udang.

1.2. Perumusan Masalah

Berdasarkan latar belakang dinatas, dapat dirumuskan masalah dalam penelitian
ini adalah sebagai berikut :

1. Bagaimana mengisolasi dan mengidentifikasi spesies aktinobakteri laut
penghasil enzim kitinase yang mendegradasi kulit udang?

2. Bagaimana karakteristik molekuler gen penghasil enzim kitinase yang

mendegradasi kulit udang terbaik secara SSF?

1.3. Tujuan Penelitian

Tujuan dari penelitian ini adalah :
1. Mengisolasi dan mengidentifikasi spesies aktinobakteri laut penghasil enzim

kitinase melalui analisis filogenetik.



2. Mengkarakterisasi gen kitinase dari aktinobakteri pengurai kitin kulit udang

terseleksi secara in siliko melalui molecular docking.

1.4. Kerangka Teoritis

Kerangka teoritis dari penelitian ini adalah telah diketahuinya kemampuan
kitinolitik dari aktinobakteri laut. Enzim kitinase aktinobakteri laut (Streptomyces
sp. DA11) sudah berhasil dikarakterisasi. Pemodelan molekuler enzim kitinase dari
aktinobakteri laut Streptomyces olivaceus yang mendegradasi limbah cangkang
kepiting sudah berhasil dilakukan. Di sisi lain, limbah kulit udang masih bisa diolah
untuk meningkatkan nilai ekonomisnya. Pemanfaatan limbah kulit udang sampai

saat ini adalah pemanfaatan kitin dan kitosan.

Produksi kitin dan kitosan bisa dilakukan secara kimia maupun enzimatik
menggunakan enzim kitinase oleh aktinobakteri. Produksi enzim oleh aktinobakteri
dengan menggunakan metode SSF menunjukan aktivitas enzim sebanyak 2 hingga

20 kali lebih tinggi dibandingkan metode Submerged Fermentation.

Identifikasi spesies aktinobakteri bisa dikonfirmasi melalui sekuensing gen 16S
rRNA dan dibandingkan dengan database genbank di website NCBI. Kekerabatan
aktinobakteri disusun menggunakan pohon filogenetik. Gen Chid menjadi salah
satu target untuk mengetahui aktivitas kitinase untuk menghidrolisis kitin oleh
mikroorganisme terutama aktinobakteri. Struktur protein enzim kitinase dianalisis
menggunakan pendekatan molecular docking secara in siliko. Spesifitas kitinase
dapat dianalisis dengan membandingkan sequence group kitinase dalam database
Protein Data Bank (PDB). Stuktur tersier dan 2D ligand bisa digunakan untuk
mendeteksi daerah sisi aktif enzim kitinase dalam menghidrolisis kitin. Jika gen
kitinase dari isolat terbaik aktinobakteri laut pengurai kitin kulit udang telah
terkarakterisasi, selanjutnya akan memudahkan pengembangan genetik engineering
terkait produksi enzim kitinase maupun produk hasil penguraian kitin kulit udang.
Big Picture penelitian ini disajikan oleh Gambar 1, dimana penelitian disertasi ini

meliputi tahap I, II, dan III.
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Gambar 1. Diagram alir Big Picture Penelitian secara Utuh. Penelitian disertasi ini ada di tahap I, 11, dan III.




1.5. Keaslian dan Kebaruan Penelitian

Berdasarkan kerangka teoritis, maka penelitian ini memiliki 3 kebaruan. Pertama,
ditemukannya metode identifikasi spesies spesifik aktinobakteri asal laut secara
filogenetik. Kedua, ditemukannya metode yang lebih mudah dan cepat untuk
menganalisis spesies aktinobakteri laut. Ketiga, ditemukannya metode untuk
mengkarakterisasi gen kitinase dari aktinobakteri laut yang selama ini belum pernah
dilaporkan melalui informasi sekuen gen utuhnya secara in siliko dengan

pendekatan molecular docking.

1.6. Kontribusi Penelitian

Kontribusi Penelitian ini adalah:

1. Diketahui spesies spesifik secara filogenetik isolat aktinobakteri yang
menghasilkan enzim kitinase tertinggi pada kultur kulit udang secara SSF.

2. Diketahui gen yang menghasilkan enzim kitinase spesifik yang mengurai kulit
udang secara SSF dari isolat teridentifikasi.

3. Dengan mengetahui gen spesifik kitinase tersebut, dihasilkan prosedur standar

dalam hal analisis kinerja enzim kitinase.



II. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Aktinobakteri

Aktinobakteri merupakan bakteri gram positif yang mampu membentuk struktur
filamen seperti hifa pada jamur (Berdy, 2005). Aktinobakteri menampilkan
diferensiasi morfologis terbesar di antara bakteri gram positif; namun, struktur sel
aktinobakteri adalah prokariota yang khas dan sangat berbeda dengan fungi.
Seluruh struktur sel hifa sesuai dengan organisasi bakteri: sitoplasma mengandung
daerah DNA genom, ribosom, dan berbagai inklusi, cadangan senyawa organik

seperti polifosfat, lipid, atau polisakarida.

Berdasarkan perbedaan morfologi dan fungsinya, miselia dapat dibedakan menjadi
miselium substrat dan miselium udara. Beberapa aktinobakteri dapat membentuk
struktur yang rumit seperti spora, rantai spora, sporangia, dan sporangiospora.
Karakteristik morfologi penting dari pengklasifikasian aktinobakteri meliputi mode
pertumbuhan dan pola sebaran miselium pada substrat, posisi spora, jumlah spora,
struktur permukaan spora, bentuk sporangia, serta ada — tidaknya flagela pada

sporangiospora (Li et al., 2016).

Aktinobakteri adalah salah satu unit taksonomi terbesar dengan 18 garis keturunan
utama yang saat ini dikenali di dalam bakteri domain, dengan 5 subclass, 6 order,
dan 14 suborder (Ludwig et al., 2012). Anggota actinobacteria terdiri lebih dari 200
genera dengan menunjukkan tampilan yang luar biasa variasi dalam hal morfologi
sel mulai dari cocci (bulat) pada Micrococcus, rod (batang) pada Mycobacterium,
hifa bercabang dengan bantalan spora seperti Mikromonospora, miselia yang

terfragmentasi dalam bentuk sel cocci dan sel batang seperti Nocardia, hingga
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actinobacteria yang memiliki hifa aerial yang bercabang dengan diameter 0.5-2pm

seperti Streptomyces (Li ef al., 2016). Actinobacteria laut juga bisa dicirikan
berdasarkan morfologi seperti struktur filamen, warna massa udara, warna
miselium udara dan substrat, pigmen melanin, pigmen difusi serta berdasarkan

morfologi spora (Chauhan and Gohel, 2020).

Aktinobakteri termasuk pengurai kitin terbaik. Mereka dapat memanfaatkan kitin
sebagai sumber karbon dan nitrogen (Beier & Bertilsson, 2013) dan memiliki

rangkaian enzim yang mengesankan untuk degradasi kitin.

2.2. Solid State Fermentation

Solid state fermentation (SSF) merupakan proses fermentasi yang melibatkan
matriks padat dengan jumlah yang sangat rendah atau tanpa air bebas, untuk
mendukung metabolisme dan pertumbuhan mikroorganisme, serta jumlah
kelembapan dalam substrat harus tercukupi (Singhania et al., 2009; Soccol et al.,
2017). Sumber nutrisi atau karbon yang berasal dari matriks padat tersebut
dimanfaatkan oleh mikroorganisme untuk mendukung perkembangan,
pertumbuhan, dan aktivitas metabolismenya. Mikroorganisme mengeluarkan
enzim untuk mendegradasi molekul substrat yang dibutuhkan selama fermentasi.
Junis substrat padat dan sifat mikroorganisme merupakan parameter penting yang
memengaruhi hasil produksi dan proses SSF (Suresh et al., 2011). Metode solid
SSF memiliki beberapa keunggulan dibandingkan dengan submerged fermentation
(SmF), diantaranya yaitu lebih sederhana, biaya yang relatif rendah, potensi sumber
daya substrat yang melimpah, produktivitas fermentasi dan stabilitas yang lebih
tinggi, permintaan sterilitas yang lebih rendah, dan rendahnya kemungkinan untuk
kontaminasi (Singhania et al., 2009). Beberapa contoh limbah padat yang dapat
digunakan, yakni limbah agroindustri (kulit nanas, ampas tebu, dedak gandum, dan
sebagainya), dan limbah makanan laut (kulit udang, cangkang kepiting, dan

sebagainya) (Ooi et al., 2021; Sadh et al., 2018).
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Bahan baku untuk teknologi fermentasi padat dapat menggunakan limbah kulit

udang yang relatif murah dan ketersediaannya yang cukup melimpah karena masih
minimnya pengolahan limbah kulit udang. Limbah udang mengandung nutrisi yang
bermanfaat, seperti kitin, protein, dan kalsium karbonat (Hamed et al., 2016).
Penerapan limbah kulit udang sebagai bahan baku teknologi fermentasi padat dapat

mencegah pencemaran lingkungan yang berkelanjutan.

Teknologi SSF digunakan untuk memberikan nilai tambah produk yang dihasilkan
melalui mikroorganisme seperti aktinobakteri yang mampu menguraikan kulit

udang untuk memproduksi metabolit sekunder (Yazid et al., 2017).

2.3. Kitin Kulit Udang

Industri pengolahan udang menghasilkan produk sampingan dalam jumlah besar,
seperti kulit udang. Produk sampingan udang ini biasanya digunakan untuk pakan
ternak dan pupuk hayati yang bernilai rendah (Nguyen et al., 2016). Oleh karena
itu, sangat penting untuk mengubah produk sampingan menjadi produk bernilai

tinggi. Kulit udang terdiri dari kitin, protein ,dan mineral (Setoguchi et al., 2012).

Kitin merupakan polisakarida alami terbesar kedua setelah selulosa yang dapat
ditemukan pada eksoskleton arthropoda, jamur dan mukosa usus serangga. Kitin
adalah polisakarida linier yang terdiri dari terdiri dari B (1-4) yang terkait dengan
N-asetil-D-glukosamin. Kitin tidak larut dalam air dan memiliki 2 bentuk
polimorfik kristal, yaitu bentuk a dan . Bentuk a-kitin terdiri dari lembaran-
lembaran rantai pararel dan antipararel bolak-balik yang tersususun rapat (Minke
and Blackwell, 1978), sering ditemukan dalam rangka luar artropoda, serangga,
serta pada dinding sel jamur dan ragi. Bentuk B-kitin merupakan rantai yang
tersusun paralel (Gardner & Blackwell, 1975). B-kitin jarang ditemukan di alam

namun dapat diekstraksi dari tinta cumi.
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Kitin adalah biopolimer, polimer alami yang diproduksi oleh organisme hidup.

Kitin merupakan biopolimer dengan kemelimpahan terbanyak kedua di alam
setelah selulosa. Perbedaan utama antara kitin dan selulosa adalah adanya gugus
amino yang dapat memberikan fungsi biologis antara lain biokompatibilitas dan

aktivitas antibakteri (Duan ef al., 2018).

Karakteristik dari kitin antara lain bewarna putih, tidak larut dalam pelarut encer
polar dan nonpolar, memiliki sifat biokompatibilitas, biodegradabilitas, antibakteri,
nontoksik, dan mempunyai bioaktivasi serta daya absorbsi yantg ditentukan oleh
sifat fisika dan kimianya (Zvezdova et al., 2011). Sifat-sifat tersebut membuat kitin
dapat digunakan dalam berbagai aplikasi, antara lain di bidang pertanian, biomedis,

untuk pengolahan air, serta industri makanan (Ahlafi ef al., 2013).

Kitin umumnya ditemukan dalam bentuk kristal mikrofibril pada komponen
struktural krustasea, serangga, sel-sel jamur dan mikroorganisme lainnya (Ray,
2013). Gambar 2 menunjukkan bahwa struktur cangkang krustasea terdiri dari 3
lapis yaitu epikutikula, eksokutikula, dan endokutikula. Kitin terutama ditemukan
pada lapisan dalam (endokutikula) dan dikelilingi oleh lapisan protein. Lapisan
tengah (eksokutikula) mengandung kitin dan mineral, sedangkan lapisan atas

(epikutikula) mengandung protein dan mineral.
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Gambar 2. Struktur dan Tata Ruang dalam Cangkang Krustasea (Chen et al.,
2016).

Kitin terutama terdiri dari residu N-asetil-D-glukosamin, yang dilekatkan oleh
ikatan  — (1,4) — glikosidik (Gambar 2). Proses dekomposisi kitin pada air dengan
temperatur tinggi tidak menyebabkan terputusnya ikatan glikosidik secara drastis
seperti selulosa. Hal ini dipengaruhi adanya gugus asetil amida yang meningkatkan
reaktivitas pada struktur (Osada et al., 2014). Struktur kitin yang sangat teratur dan
kaku dengan adanya ikatan hidrogen intra dan intermolekuler memiliki peran
penting dalam kelarutan kitin (Sharma et al.,, 2013). Meskipun demikian, proses
transformasi kitin menjadi monomer yang lebih sederhana tetap dapat dilakukan
dengan beberapa metode umum. Ada dua metode, yaitu dengan hidrolisis enzimatik
seperti selulase, kitinase, atau kitosanase, dan dengan hidrolisis secara kimia
dengan pelarut seperti HCI, H2SO4, H3PO4 pada pemanasan. Monomer gula
amino yang terbentuk seperti GIcNAc dan GlcNH atau kitooligomer memiliki
aplikasi yang luas dalam biomedis, farmasi, dan industri makanan (Xia et al., 2008).

Struktur kitin dapat dilihat pada Gambar 3 berikut ini :
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Gambar 3. Struktur Kitin (Das et al., 2016).

Hidrolisis kitin menjadi glukosamin dengan bantuan katalis asam (asam sulfat)
telah dilaporkan oleh Zhang and Yan (2017) yang menghasilkan produk akhir
hingga 80% pada suhu 175°C, dan Benavente et al. (2015) menggunakan katalis
HCl menghasilkan produk akhir glukosamin sebanyak 58% pada suhu tinggi.
Hidrolisis kitin dengan bantuan endokitinase dan NAGase dari C. Tainanensis

berhasil menghasilkan N-asetilglukosamin pada pH 7 (Chen et al., 2011).

2.4.Enzim Kitinase

Kitinase adalah sekelompok enzim hidrolitik yang memutus ikatan B-1,4-glikosidik
antara dua N-asetil-D-glukosamin (GIcNAc) berturut-turut dari rantai kitin (Xia et
al.,2001). Enzim kitinase dapat dihasilkan oleh bakteri, fungi, tanaman, dan hewan.
Kitinase memiliki afinitas khusus dalam mendegradasi kitin menjadi molekul
berbobot rendah seperti COS (chitooligosaccharides) dan GIcNAc (N-

acetylglucosamine).

Menurut database Carbohydrate-Active enZYmes (CAZy) (Lombard ef al., 2014),
kitinase dikelompokkan menjadi tiga keluarga hidrolase glycosyl (GH) yaitu
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sebagian besar pada keluarga (family) 18, 19 (Henrisat & Bairoch, 1993) dan 20.

Sebagian besar kitinase termasuk dalam family 18, meliputi kitinase dari bakteri,
jamur, arkea, nematoda, insekta, virus, dan beberapa kitinase dari tanaman dan
hewan (kelas III dan V) yang diilustrasikan di Gambar 4 (Chen ef al., 2020). Family
19 meliputi keseluruhan kitinase tanaman (kelas I, II, dan IV). Family 20 meliputi
B-N-acetylhexosaminidases dari bakteri streptomycetes (Qu et al., 2021) dan
manusia (Rathore and Gupta, 2015).
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Gambar 4. Keragaman distribusi, domain arsitektur dan fungsi kitinase dalam
masing-masing organisme (Chen et al., 2020).

Klasifikasi dan nomenklatur enzim kitinolitik masih belum terdefinisi dengan baik
hingga saat ini. Penelitian kontemporer, Graham and Sticklen (1994) telah
mengusulkan dua kategori utama dari kitinase, yaitu endokitinase dan eksokitinase.
Sekelompok kitinase yang membelah secara acak di situs internal rantai kitin dan
menghasilkan oligomer GIcNAc (N-asetilglukosamin) dengan berat molekul
rendah seperti kitotetraosa, kitotriosa, dan lain-lain., dikenal sebagai endokitinase

(EC3.2.1.14). Sedangkan, kitinase yang memutus rantai kitin dari ujung non-
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pereduksi dikategorikan ke dalam kelompok eksokitinase. Berdasarkan pelepasan

produk, eksokitinase dikategorikan menjadi dua subkategori, yaitu kitobiosidase
(EC 3.2.1.29) dan B-(1,4)-N-asetil- glukosaminidase (EC 3.2.1.30) (Cohen-Kupiec
& Chet, 1998). Kitobiosidase berperan hanya melepaskan diasetilkitobiosa dari
ujung kitin yang tidak pereduksi. Sebaliknya, B-(1,4)-N-asetil-glukosaminidase
hanya melepaskan GIcNAc sebagai satu-satunya produk dari ujung non-pereduksi

polisakarida kitin (Gambar 5).
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Gambar 5. Tipe Enzim Kitinase (Das et al., 2016).
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Kitosan adalah turunan kitin yang sebagian atau seluruhnya terdeasetilasi yang

terdiri dari D-glukosamin (GIcN) yang dihubungkan dengan ikatan 1,4-glikosidik
dan mengandung sejumlah kecil GIcNAC (Zheng et al., 2021). Kitosan merupakan
produk kitin yang terdeasetilasi sebagian, yang telah dipelajari secara luas dan
digunakan dalam aplikasi biomedis (Fu et al., 2005). Kitosan memiliki pKa 6,5,
dan hanya larut dalam kondisi asam melalui protonasi gugus amino (Liaqat and

Eltem, 2018).

Beberapa penelitian telah melaporkan berbagai jenis mikroba penghasil kitinase
antara lain bakteri seperti Aeromonas hydrophila dan Aeromonas punctata (Saima
and Roohi, 2013), Bacillus pumilus (Rishad et al., 2016), Bacillus thuringiensis dan
Bacillus licheniformis (Gomaa, 2012), jamur seperti Humicola grisea (Kumar et
al.,2017), Rhizomucor miehei (Yang et al., 2016), dan Aspergillus flavus (Rawway
et al., 2018), serta Actinomycetes seperti Thermobifida fusca (Gaber et al., 2016),
Streptomyces pratensis (Shivalee et al., 2018), dan Saccharothrix yanglingensis
(Lu et al., 2018).

2.5. Klasifikasi Kitinase Berdasarkan Urutan Sekuens Genom

Kitinase diklasifikasikan menjadi enam kelas yang berbeda, berdasarkan urutan gen
penghasil kitinase (Gambar 6). Kelas kitinase ditentukan oleh berbagai
karakteristik, seperti pH isoelektriknya, sinyal, urutan pada N-terminal, inducer,
dan lokalisasi enzim (Patil ef al., 2000). Berikut kelas kitinase berdasarkan urutan

gen pada genom Arabidopsis.

Kitinase di kelas I memiliki terminal-N yang kaya sistein. Hal ini berhubungan
dengan lokalisasi vakuolar, dan memiliki valin atau peptida sinyal kaya leusin.
Kitin kelas I dibagi lagi menjadi dua sub-kelas yang berbeda, berdasarkan sifat
asam atau basa. Tamanan sebagian besar merupakan endo-kitinase, disajikan di
kelas I. Kitinase kelas II memiliki urutan yang mirip dengan kitin kelas 1, tetapi

pada kelas II tidak kaya akan sistein N-terminal. Kelas ini hanya terdiri dari exo-
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chitinases, dan mengandung kitinase dari tanaman, jamur, dan bakteri (Passarinho

& de Vries, 2002).
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Gambar 6. Klasifikasi kitinase (A) Enzim Pendegradasi Kitin (Poria et al., 2021)
dan (B) Klasifikasi dan truktur protein kitinase yang ditemukan dalam
genom Arabidopsis (Passarinho & de Vries, 2002).
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Urutan sekuense kitinase kelas III berbeda dengan kitin kelas I atau kelas II.

Kitinase kelas III memiliki domain katalitik GH18 dengan lipatan (B/a)s-barrel.
Proses ini memiliki tiga ikatan disulfida yang lestari, dan pelipatannya agak mirip
dengan bakteri dankitin jamur, meskipun kesamaan urutan rendah. Dibandingkan
dengan kitinase kelas I, ukuran kitin kelas IV secara signifikan lebih kecil, tetapi
mereka memiliki karakteristik yang mirip, termasuk sifat imunologi. Kitinase di
kelas V dan kelas VI tidak dikarakterisasi dengan cukup baik. Berdasarkan urutan
gen, dilaporkan bahwa N-terminal kaya sistein tampaknya hilang selama evolusi,
seperti yang diamati dalam salah satu contoh kitinase kelas V, karena tekanan
seleksi yang lebih sedikit. Ada dua domain pengikat kitin secara bersamaan di kitin

kelas V (Passarinho & de Vries, 2002).

2.6. Pengujian Aktifitas Enzim Kitinase

Enzim kitinase dapat diproduksi oleh beragam mikroorganisme, termasuk
aktinobakteri (Wahyudi et al., 2021). Beragam aktinobakteri dapat menjadi
kandidat penghasil enzim kitinase (Laila et al., 2021; Wahyudi ef al., 2021), yang
kemudian dapat dimanfaatkan sesuai dengan kebutuhan masing-masing. Kandidat
penghasil enzim kitinase terbaik dapat diuji berdasarkan aktitias enzim kitinase
tertinggi. Aktifitas enzim kitinase dapat diuji dengan beberapa metode seperti
pengujian menggunakan pengukuran terhadap kemampuan mereduksi glukosa
(N-acetyl-D-Glucosamine) (Wahyudi et al., 2021). Pengujian dengan metode ini
membutuhkan penambahan reagen 3,5-dinitrosalicilic acid (DNS) (Laila et al.,
2021; Wahyudi et al., 2021). Reagen 3,5-dinitrosalicilic acid ini mengoksidasi
grup aldehid di glukosa yang berkaitan dengan asamk karboksilat (Saqib &
Whitney., 2011). Larutan standar glukosamin dan blanko dengan variasi
konsentrasi digunakan sebagai standar. Nilai absorbansi diukur menggunakan
spektrofotometer UV-vis dengan panjang gelombang 540 nm. Satu unit (1 U) dari
aktivitas kitinase menunjukkan jumlah enzim yang diperlukan untuk memproduksi

1 pmol glukosamin selama 1 menit (Laila et al., 2021).
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Pengukuran berbasis glukosamin ini dapat diawali dengan pengujian aktifitas

kitinolitik dari isolate kandidat. Aktifitas kitinolitik merupakan aktifitas dimana
terjadi hidrolisis atau degradasi kitin untuk menghasilkan monomer N-
acetylglucosamine (Setia & Suharjono, 2015). Pengujian aktifitas kitinolitik
dilakukan dengan menginokulasikan isolate yang sudah dikultur ke media koloidal
kitin dan diinkubasi selama 4-14 hari. Aktifitas kitinolitik ditandai dengan
terbentuknya zona bening yang terbentuk setelah masa inkubasi, dimana semakin
luas zon bening yang terbentuk maka menandakan aktifitas kitinolitik yang terjadi
semakin besar (Laila et al., 2021; Wahyudi et al., 2021). Berdasarkan hal tersebut,
aktifitas kitinolitik ini dapat merepresentasikan aktifitas enzim kitinase, dimana
semakin tinggi aktifitas kitinolitik, maka semakin tinggi pula aktifitas enzim

kitinase dari isolat tersebut (Gonfa et al., 2023)
2.7. Eksplorasi Gen Penghasil Enzim Kitinase dari Mikroorganisme

Strategi peningkatan produksi enzim dari aktinobakteri laut menggunakan metode
klasik maupun eksplorasi dari genom sudah banyak dilakukan. Metode eksplorasi
pada genom, gen penyandi enzim diidentifikasi melalui analisis bioinformatik dari
urutan genom, sedangkan metode klasik mengoptimalkan produsen enzim berbasis
bioassay, diikuti dengan pemilihan enzim hyperproducer dan optimalisasi media
produksi dan kondisi atau lingkungan kultur mikroorganisme (Zhao et al., 2016)

yang ditunjukkan oleh Gambar 7.
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etal., 2016).
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Metode eksplorasi gen penghasil enzim memanfaatkan analisis bioinformatik dari

urutan genom, urutan genomik DNA didapat diperoleh dengan sekuensing dalam
sampel DNA target atau dapat dengan mudah diambil dari database, seperti yang
dicontohkan oleh penemuan biosintesis fluoroasetat di S. xinghaiensis (Huang et
al., 2014). Setelah identifikasi gen tertarik coding untuk berbagai enzim, produksi
enzim dapat dicapai dengan ekspresi heterolog di berbagai strain inang, termasuk

Escherichia coli dan strain ragi Saccharomyces cerevisiae dan Pichia pastoris.

Penelitian yang dilakukan oleh Tsujibo ef al. (2003) mengenai karakterisasi gen
penkode kitinase dari aktinomicetes laut Nocardiopsis prasina OPC-131 yang
mensekresikan enzim kitinase ChiA, ChiB, and ChiBA. Open reading frame (ORF)
chiA mengkodekan protein dari 336 asam amino dengan massa molekul terhitung
35.257 Da. ChiA hanya terdiri dari domain katalitik dan menunjukkan homologi
yang signifikan dengan family 18 kitin. ORF chiB mengkodekan protein dari 296
asam amino dengan massa molekul terhitung 31.500 Da. ChiB adalah modul enzim
yang terdiri dari domain pengikat kitin tipe 3 (ChtBD tipe 3) dan domain katalitik.
Katalitik domain ChiB menunjukkan kemiripan yang signifikan dengan keluarga
Streptomyces 19 kitin. ChiB menunjukkan hidrolisis kitin danaktivitas antijamur
yang lebih kuat daripada ChiBA, menunjukkan bahwa ChtBD tipe 3 dari ChiB
memainkan peran penting dalam hidrolisis kitin yang efisien dan aktivitas

antijamur.

Gen ChiA digunakan untuk mengeksplorasi sepuluh habitat mikroba (6 habitat
terestrial, 4 habitat akuatik) untuk melihat potensi mikroba kitinolitik dalam
struktur komunitas mikroba dengan pendekatan metode metagenomik (Cretoiu et
al. 2012). Selain itu Gen ChiA digunakan untuk analisis bakteri produksi kitinase
di teluk Chesapeake Amerika Serikat. Primer PCR khusus untuk gen chid
dirancang dengan aligmnet (pensejajaran) dan pemilihan daerah yang sangat
terkonservasi dari sekuens chiA Serratia marcescens, Alteromonas sp., Bacillus
circulans dan Aeromonas caviae. Primer dan probe chiA PCR digunakan untuk
mendeteksi keberadaan chid gen dalam kumpulan 53 strain referensi dan

memberikan hasil yang konsisten (Ramaiah ez al., 2000).
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Gen pengkode enzim kitinase pada setiap organisme memiliki nama yang berbeda-

beda, namun sebagian besar dinamakan dengan gen Chi. Tabel 1 berikut ini

menunjukkan informasi gen pengkode kitinase pada masing-masing organisme.

Tabel 1. Gen Pengkode Kitinase pada Organisme

No Nama Gen Organisme Referensi
1 FvChi-14 Fragaria vesca He et al., 2023
2 HtCHTI, HtCHT3  Helice tientsinensis Chen et al., 2023
dan HtCHT4
3 ChiC Streptomyces griseus Kawase et al., 2004
HUT6037
4 Chi6769 Saccharothrix yanglingensis Luet al., 2018
Hhs.015
5 Chitbac Bacillus sp. Rh 3.8 Muzuni et al., 2018
6 ChiH Streptomyces coelicolor Nazari et al., 2011
7 Chid, ChiB, ChiC, Alteromonas sp. Strain O-7  Orikoshi et al., 2005
dan ChiD

Proses ekstraksi kitosan dari fungi dapat dilakukan melalui empat tahapan, yaitu
pemanenan biomassa fungi, deproteinasi dan deasetilasi, ekstraksi, serta
sentrifugasi dan pencucian. Pada tahap pertama, biomassa fungi yang berbentuk
miselium dipanen setelah difermentasi selama kurang lebih empat belas hari.
Biomassa ini banyak mengandung kitin yang merupakan prekursor kitosan.
Selanjutnya, biomassa fungi di deproteinasi menggunakan asam dan di deasetilasi
menggunakan basa untuk menghilangkan protein dan gugus asetil yang terdapat
pada kitin. Kitosan kemudian diekstraksi menggunakan pelarut asam seperti asam
asetat, asam klorida, atau asam sulfat. Tahap terakhir, ekstrak kitosan disentrifugasi

untuk menghilangkan pengotor dan dicuci untuk menetralkan kitosan (Kasongo et
al., 2020).
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2.8. Perkembangan Analisis DNA

Perkembangan teori pewarisan DNA  mencapai puncaknya dengan
dipublikasikannya struktur molekul DNA pada tahun 1954. Selanjutnya ditemukan
oleh Oswald Avery pada tahun 1944 bahwa DNA adalah materi genetik, dan
kemudian Erwin Chargaff menunjukkan bahwa proporsi basa yang termasuk dalam
struktur DNA mengikuti hukum tertentu. Penemuan ini, yang dikaitkan dengan
studi biofisik Maurice Wilkins dan Rosalind Franklin dengan Raymond Gosling,
membawa James Watson dan Francis Crick pada penemuan struktur heliks ganda

DNA pada tahun 1953 (Portin, 2014).

Penemuan struktur heliks ganda DNA pada tahun 1953 tetap menjadi titik penting
dalam kemajuan bidang biologi dan ilmu biomedis masa kini. Struktur ini menjadi
langkah awal untuk mengetahui sekitar dua ribu struktur kristal DNA dalam enam
puluh delapan tahun berikutnya. Variasi struktur DNA telah berkembang untuk
menunjukkan struktur lokal yang tergantung pada urutan dalam DNA ganda, serta
pembengkokan DNA dalam urutan pendek dan panjang serta dalam DNA yang
melilit di sekitar nukleosom, dan juga mencakup DNA ganda dengan orientasi
kidal. Selain heliks ganda itu sendiri, dalam kondisi di mana urutan DNA bisa
terpisah atau dipaksa keluar dari dupleks, berbagai topologi dan bentuk dapat
muncul. Struktur kuadrupleks, yang didasarkan pada inti empat untai dari tumpukan
kuartet G, cukup umum meskipun tidak tersebar secara acak dalam genom manusia
dan genom lainnya, dan bisa berkontribusi dalam proses transkripsi, translasi, dan
replikasi. Namun, lipatan yang lebih kompleks dapat menghasilkan DNA dengan
struktur tersier yang lebih luas dan kemampuan enzimatik/katalitik (Neidle, 2021).

2.9. Polymerase Chain Reaction (PCR)

PCR adalah salah satu teknik dalam biologi molekuler untuk mengamplifikasi atau
menggandakan sejumlah kecil DNA secara in vitro menggunakan sistem enzimatik

dan suhu (Mullis, 1990). Komponen yang dibutuhkan dalam reaksi PCR adalah
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DNA target (template) yaitu fragmen DNA yang akan dilipatgandakan,

oligonukleotida primer yaitu suatu sekuen oligonukleotida pendek (15-25 basa
nukleotida) yang digunakan untuk mengawali sintesis rantai DNA,
deoksiribonukleotida trifosfat (ANTP), bufer, dan yang terakhir enzim DNA
polimerase sebagai katalis reaksi sintesis rantai DNA (Karunanathie et al, 2022).

Tahapan utama PCR menurut Singh ef al., 2014 ditunjukkan olebh Gambar 8.
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Gambar 8. Tahapan Utama PCR (Singh ef al., 2014).

Reaksi PCR terdiri atas beberapa siklus, biasanya 20 sampai 40 siklus. Setiap siklus
PCR, DNA polimerase akan menggandakan DNA sebanyak dua kali. Reaksi PCR
terdiri atas 3 tahapan utama yang berulang. Tahapan tersebut yaitu denaturasi
(denaturation), penempelan (annealing), dan pemanjangan (extension) (Gambar 7)

(Singh et al., 2014).

Pemisahan untai DNA (denaturasi) dilakukan pada suhu 94-96°C terjadi pemisahan
utas ganda DNA menjadi dua utas tunggal DNA yang menjadi cetakan (template)
tempat penempelan primer dan tempat kerja DNA polimerase (Deekshit et al.,
2013). Selanjutnya proses penempelan yang dilakukan pada suhu penempelan
primer pada cetakan DNA untai tunggal dari proses sebelumnya untuk memulai

pembentukan pasangan basa nitrogen. Tahapan yang terakhir yaitu pemanjangan.
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Suhu pada tahap ini dinaikkan 72°C yang merupakan suhu optimum Taq DNA

polimerase untuk polimerisasi selama 30 detik (Putra et al., 2020). Polimerisasi
DNA akan mensintesis pita-pita DNA baru dengan cara memanjangkan rantai
primer. Waktu pemanjangan bergantung pada panjang daerah yang akan

diamplifikasi (You et al., 2011).

Perjalanan metode PCR itu sendiri hingga saat ini sudah mengalami perkembangan
yang sangat maju, dimulai dari PCR konvensional, quantitative PCR (qPCR)
sampai pada digital PCR. Metode PCR konvensional bersifat kualitatif dimana
hanya dapat melihat ada atau tidaknya amplifikasi DNA yang ditunjukkan dari hasil
elektrogram. qPCR merupakan generasi ke-2 dari metode PCR yang dikembangkan
dengan tujuan untuk melakukan kuantifikasi DNA (copy number) dengan
membandingkan data real-time dari proses penggandaan DNA target dengan
standar DNA yang telah diketahui jumlahnya. Pengujian kuantitatif pada metode
qPCR memerlukan standar DNA sebagai pembanding. Generasi ke-3 dari PCR
(digital PCR) dikembangkan dengan kemampuan kuantifikasi DNA secara absolut
tanpa memerlukan standar DNA atau kurva standar.Sistem ini mempunyai tingkat
sensitivitas yang paling tinggi dibanding dua generasi PCR sebelumnya (Zhu et al.,

2020). Perbandingan metode generasi PCR terdapat pada Gambar 9.
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Gambar 9. Perbedaan PCR, qPCR dan dPCR (Zhu et al., 2020).
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Penelitian dilakukan oleh Williamson & Wellington (2000) menggunakan PCR

untuk mendeteksi bakteri dan streptomycetes yang menghasilkan enzim kitinase.
Primer di disain mengunakan database family 18 group A kitinase. Setelah
dilakukan amplifikasi dengan PCR pada masing-masing sample, hasil amplifikasi
disekuensing untuk menentukan asam amino yang terbentuk. Tabel 2 berikut
menunjukkan primer yang digunakan untuk amplifikasi PCR dilanjutkan

sekuensing.

Tabel 2. Primer untuk Amplifikasi PCR Gen Kitinase (Williamson & Wellington,
2000)

Primer” Target gene (positions)"’ Sequence (5" —3')
GAIF Group A bacterial chitinases cgtegacatcgactgggartdbee
GAIR Group A bacterial chitinases acgecggtecageenckneerta
GASQF Group A forward sequencing primer *cglcgacatcgactggga
GASQR Group A reverse sequencing primer acgecggtecagee

SCIF Group A streptomycete specific chitinases (1778-1765) cclacgecgastacgacaaggc
SC2R Group A streptomycete specific chitinases (2029-2011) ccgktcgygetetegecgetgaa
C3IF Group B streptomycete specific chitinases (629-648) tacacscacggctggtacgg
C41R Group B streptomycete specific chitinases eotckycytggsaggeagt
SCBF Streptomycete chitin-binding gene (605-624) gattggtatggacatgttca
SCBR Streptomycete chitin-binding gene (1286-1311) gectpetecgacgteacctictgate
FI9F2 Streptomycete family 19 chitinase gecttectcgocaacgic

FI9R Streptomycete family 19 chitinase ccgaggatctgpgtett

Hingga saat ini, PCR generasi pertama masih terus digunkan untuk amplifikasi gen
target kitinase, selanjutnya hasil amplifikasi ini digunakan sebagai template sanger
sekuensing untuk menkonstruksi gen pengkode enzim (Muzuni et al, 2018),
filogenetik gen kitinase (Lu et al., 2018; Barboza-corona ef al., 2003) dan struktur
enzim (L1 et al., 2010).

2.10. Reverse Transcriptase-quantitative PCR (RT-qPCR)

RT-gPCR merupakan metode amplifikasi cDNA secara real-time sehingga proses

perbanyakan cDNA dapat dilihat secara langsung (Singh et al., 2018). PCR real-

time telah menjadi salah satu metode kuantisasi gen yang paling banyak digunakan
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karena memiliki rentang dinamis yang besar, memiliki sensitivitas yang tinggi,

tidak ada pemrosesan pasca-amplifikasi (elektroforesis) (Wong & Medrano, 2005).
RT-gPCR adalah metode yang paling sensitif untuk deteksi mRNA spesifik,
khususnya untuk target dengan konsentrasi yang rendah (Liu & Saint, 2002).

Proses analisis ekspresi gen memiliki tahapan yang dijelaskan pada Gambar 10;.
RNA diisolasi dari sampel, kemudian kuantitas RNA diukur menggunakan
spektrofotometer. mRNA sering digunakan sebagai template untuk reaksi qPCR.
Selama qPCR, template mRNA dikonversi menjadi complementary DNA (cDNA)

disebut dengan reverse transcriptase (Singh et al., 2018).
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Gambar 10. Tahapan Ekspresi gen (Wong & Medrano, 2005).

Reaksi berlangsung secara eksponensial saat DNA beruntai ganda bereplikasi.

jumlah DNA diukur setelah setiap putaran amplifikasi. Label fluoresen
ditambahkan ke dalam reagent PCR sehingga, ketika molekul DNA yang
diamplifikasi menumpuk, nilai fluoresen dicatat pada setiap akhir siklus

(VanGuilder et al., 2008). Penelitian ekspresi gen penghasil kitinase atau kitinolitik
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dilakukan oleh Cretoiu et al. (2012) dengan menggunakan target gen Chid yang

dibandingkan dengan 16S rRNA. Pada Gambar 11 menunjukkan bahwa dalam
sampel gen ChiA ada di setiap sampel dan kelimpahan bakteri total dihitung melalui
gen 16S rRNA.
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Gambar 11. Hasil Ekspresi gen ChiA dan 16S rRNA (Cretoiu et al.,2012).

Ekspresi gen kitinase dengan menggunakan RT-qPCR juga dilakukan oleh Nazari
et al. (2011) menunjukkan bahwa tedapat perbedaan level ekspresi pada setiap
sampel. Penelitian yang dilakukan oleh Orikoshi ef al. (2005) dengan
membandingkan ekspresi Chid, ChiB, ChiC, dan ChiD menunjukkan bahwa
ekspresi gen kitinase terjadi pada waktu yang hampir sama saat menghidrolisis
kitin, hal ini menunjukkan bahwa empat kitinase gen diatur oleh mekanisme induksi
umum adanya kitin. A/ignment urutan nukleotida dari Chid, ChiB, ChiC, dan ChiD
di dekat daerah promotor. Drewnowska et al. (2020) melakukan penelitian aktivitas

kitinolitik dan ekspresi gen Chi4 dan ChiB pada bakteri Bacillus cereus sensu lato,
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terjadi perbedaan ekspresi gen antara Chi4 dan ChiB, namun tidak ada hubungan

antara tingkat ekspresi gen dan aktivitas kitinolitik.

2.11. Sekuensing dan Analisis Filogenetik

Struktur heliks ganda DNA pertama kali dijelaskan oleh Watson dan Crick. Urutan
DNA polinukleotida alami pertama diumumkan pada tahun 1953. Karena
pengembangan banyak teknik pengurutan, seluruh genom manusia diurutkan pada
tahun 2003 sebagai hasil dari Human Genome Project (Behjati dan Tarpey., 2013.
Tujuan dari Genome Project ini yang merupakan sebuah inisiatif ilmiah berskala
besar, adalah untuk menyelidiki dan mengevaluasi urutan kimia dari 50.000-
100.000 gen yang membentuk genom manusia atau seluruh kumpulan semua materi
genetik. Pemisahan dan pemeriksaan kode genetik yang termasuk dalam DNA
merupakan dasar untuk proyek besar ini. Ukuran genom manusia sebagai
pertimbangan, para ilmuwan pasti telah mengembangkan teknik baru untuk analisis
DNA yang dapat menganalisis sejumlah besar data dengan cepat, murah, dan andal.
Metode pengurutan DNA yang memerlukan aplikasi berskala besar telah
mendorong teknologi untuk meningkatkan kapasitas dan mengurangi ukuran
instrumen. Permintaan ini telah mendorong terciptanya peralatan otomatis yang
mempercepat dan menurunkan biaya proses biokimia yang terkait dengan
pengurutan, meningkatkan analisis reaksi ini, dan membuatnya lebih mudah untuk

memasukkan data yang dihasilkan ke dalam database (Collin et al., 1998).

Perkembangan teknologi sekuensing DNA menjadi lebih cepat, murah, dan akurat
pada tahun 2000-an. Metode sekuensing seperti sekuensing generasi berikutnya
(Next-Generation Sequencing, NGS) telah memungkinkan peneliti untuk
menganalisis sekuens DNA dengan cepat dan dalam jumlah besar. Hal ini
memfasilitasi penelitian genetika, genomik, dan analisis DNA di berbagai bidang,
termasuk kedokteran, biologi evolusioner, dan ilmu forensik. Sanger Sekuensing
paling banyak digunakan karena lebih mudah, praktis dan efisien. Metode sanger
banyak digunkan untuk analisis spesies dan karakteriasi gen kitinase (Bartholomew

et al., 2019). Metode sanger dikenal dengan metode terminasi rantai, dan metode
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Maxam-Gilbert dikenal dengan metode degradasi kimia (Eren et al., 2022). Metode

sanger memanfaatkan dua sifat enzim DNA polymerase yaitu kemampuan untuk
menyintesis DNA dengan adanya dNTP dan ketidakmampuan membedakan antara
dNTP dan ddANTP (Sanger et al., 1977). Tahapan sanger sekuensing dilustrasikan
pada Gambar 12, dimulai dari genomik DNA, kemudian ditentukan target sehingga
ukuran fragment lebih pendek. Sekuensing dilakukan dengan adanya pendaran

fluorsecence yang berbeda setiap basa nuklotidanya (Shendure et al., 2017).

First generation sequencing (Sanger)
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Gambar 12. Proses Sanger Sekuensing (Shendure et al., 2017).

Analisis filogenetik dari keluarga sekuen nukleotida berfungsi untuk menentukan
bagaimana keluarga tersebut diturunkan selama proses evolusi. Analisis spesies dan
keluarga gen pengkode kitinase dilakukan dari proses sanger sequencing, kemudian
Hubungan cabang pada bagian dalam pohon merefleksikan tingkat dimana sekuen
yang berbeda saling berhubungan. Dua sekuen yang sangat mirip akan terletak

sebagai neighboring outside (Barboza-corona et al., 2003; Muzuni et al., 2018).

Teknologi Next-Generation Sequencing mampu mendeteksi banyak gen dalam
sekali pengurutan basa sehingga bisa disebut multiplexing (Shendure et al., 2017).
Teknik NGS memiliki kelebihan yaitu hasil sekuensing cepat serta identifikasi

diversitas mikroba dan diversitas gen, mutasi genom secara akurat. Keuntungan lain
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dari metode ini adalah memiliki kapasitas yang tinggi dalam sekuensing,

mengurangi kesalahan pada deteksi basa, serta dapat meminimalisir ketidaktepatan
sekuensing pada daerah yang repetitif atau homopolimer (Illumina, 2013). Prinsip
[llumina MiSeq sequencing adalah mendeteksi cahaya/flouresens yang dihasilkan
dari putusnya ikatan antara nukleotida berlabel adaptor saat berikatan dengan
sekuens template DNA (Caporaso et al., 2010). Gambar 13 menunjukan proses
NGS.

Second generation sequencing (massively parallel)
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Gambar 13. Proses NGS (Shendure et al., 2017).

2.12. Analisis Enzim Secara In-Silico

Analisis enzim baru dapat dilakukan dengan menggunakan metode konvensional

dan kontemporer seperti yang disebutkan dalam Gambar 14. Pendekatan in-silico
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digunakan untuk mengidentifikasi kandidat enzim baru dengan sifat enzimatik yang

lebih baik. Secara umum analisis enzim secara in-silico dibagi menjadi dua
langkah: (i) Mencari database (i1) Menggunakan Bioinformatika sebagai alat untuk
menyaring, menganalisis dan memilih kandidat enzim yang prosektif (Kamble et

al., 2018).

Analisis in-silico enzim alpha-amylase family GHS57 yang dilakukan oleh
Martinovi¢ova & Janecek (2018) menunjukkan perbandingan urutan secara rinci
dari urutan 1602 family GH57 dengan tujuan untuk mengutamakan keunikan
masing-masing spesifisitas enzim dan semua kelompok protein. Tahapan yang
dilakukan membuat pohon evolusi yang berfokus pada spesifisitas enzim dan asal

taksonomi.
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Gambar 14. Pendekatan metode analisis enzim (Kamble et al., 2018).

Pendekatan in-silico dapat menganalisis parameter fisikokimia (isoelektrik poin,
pH, berat molekul dan lain sebagainya), struktur primer (komposisi asam amino),
struktur sekunder (konfigurasi yang menjelaskan sifat protein), prediskis struktur
tertiariprotein (mengetahui bentuk protein), fungsi dan kekerabatan dengan
menggunakan pohon filogenetik (Duta et al., 2021). Penelitian yang dilakukan oleh

Li et al., (2018) menggambarkan prediksi struktur tertiari enzim kitinase yang
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diekspresikan oleh gen ChiKJ406136 dari Streptomyces sampsonii menunjukkan

alfa-helix dan random coil dominan pada protein (Gambar 15).
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Gambar 15. Prediksi struktur enzim kitinase (Li et al., 2018).

Molekuler docking digunakan untuk memprediksi dan memodelkan interaksi antara
enzim dengan subsrat, mengilustrasikan interaksi antara /igand dan receptor dalam
bentuk diagram dua dimensi, serta dapat menentukan daerah yang berpontesi
sebagai binding-site (Muhammad et al., 2015). Penelitian Sreelatha et al., (2023)
tentang pendekatan molekuler docking gen Kkitinase-19 dari Streptomyces
californicus TBG-201 dengan pendekatan modeling homologi menggunakan
SWISS-MODEL, domain yang lestari diambil dari NCBI sehingga dapat dikenali
bagian ikatannya. Selain itu Autodck Vina digunakan pada dua kitinase. Secara in-
silico, dari genom S. californicus TBG-201 menunjukkan memiliki stabilitas tinggi
untuk memproduksi ekstraselular enzim kitinase-19. Model kitinase dari S.

californicus TBG-201 diprediksi memiliki bentuk pada Gambar 16.
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Gambar 16. Pemodelan Kitinase dan Substrat (a) model kitinase yang berikatan
dengan substrat (b) diagram 2D interaksi reseptor dan ligand

(Sreelatha et al., 2023).

Asam amino yang yang memiliki tugas sebagai pengikat dan berbagai interaksi

pengikatan ditunjukkan pada Gambar. 16. Berbagai ikatan yang terlibat adalah van

der waals, ikatan hidrogen konvensional, dan ikatan karbon-ikatan hidrogen. Hasil

menggambarkan adanya alfa helix pada daerah aktif model kitinase (Sreelatha et

al., 2023).



III. METODOLOGI PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian telah dilakukan pad bulan Agustus 2021 sampai dengan Desember 2023
di UPT Laboratorium Terpadu dan Sentra Inovasi Teknologi Universitas Lampung.
Karakterisasi dan analisis dilakukan di beberapa instansi, antara lain Ekstraksi DNA
dan RNA, analisis Nanophotometer DNA dan RNA, PCR, serta elektroforesis
dilakukan UPT Laboratorium Terpadu dan Sentra Inovasi Teknologi Universitas
Lampung; sekuensing dengan metode Sanger dilakukan di /st BASE DNA

Sequencing Division, Apical Scientific, Malaysia.

3.2 Alat dan Bahan

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini disajikan di Tabel 3.

Tabel 3. Alat yang digunakan dalam penelitian

No Nama Alat Merek/Model Negara
1 Nanofotometer Implen Jerman
2 PCR Labcycler 48 Sensoquest Jerman
3 Real Time PCR Rotor-Gene Q Qiagen Jerman
4 Elektroforesis Digital QiaxCel Advanced Qiagen Jerman
5  Sentrifugasi Suhu Rendah CAX-370 Tomy Jepang
6  Cooling-Heating Thermostat CH-100 Biosan Latvia
7  Alat Vakum Micro VacTM Tomy Jepang
8  TissueLyser LT Qiagen Jerman

Peluru Bulat Stainless Steel Diameter 0,5
9 Qiagen Jerman
cm
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10 Refrigerator SJ-235ND-FW Sharp Jepang
11  Freezer FI-M19SN-SS Sharp Jepang
12 Freezer SC-C100 (W) Sanyo Jepang
13 UV Sterilization Cabinet UV 4 PCR Scie-Plas UK

14 Mikropipet 1000 puL Eppendorf Jerman
15 Mikropipet 200 uL Eppendorf Jerman
16 Mikropipet 10 pL Eppendorf Jerman
17 Mikropipet 2,5 uL Eppendorf Jerman
18 Sanger Sequencer Applied US

Biosystem

19 Perangkat Lunak BIOEDIT - -

20 Perangkat Lunak MEGA XI - -

21 Perangkat Lunak AutoDock - -

Sedangkan bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini disajikan di Tabel 4

berikut ini :

Tabel 4. Bahan yang digunakan dalam penelitian :

No Bahan

Keterangan

1

Isolat aktinobakteri dari laut

Oklis S.W. (18A1301), Fendi S. (19C38A1),
Saras K.R. (19B19A1), Nafila K.S. (18D36-

Gorontalo & Bali A2), 19A07A1, 18D36A1
2 Medium ISP2 Malt extract, glukosa, yeast extract
3 Media koloidal kitin agar 1%
4 Air laut buatan Air tawar + NaCl 30 ppt
5  Polyvinylpyrrolidone PA Merck, Jerman
6  Kloroform PA Merck, Jerman
DNEasy Plant Mini KIT Qiagen, Jerman — bpffer AP1, P1, P3, AWI,
7 . AE; DNeasy protein/DNA tube; collection
(DNA ekstraksi) tube
Ribospin™ Plant Kit (RNA Gene All, Korea — buffer RP'L,' RNW, RBW;
8 . E2 Pure™ filter kuning; mini spin column
ekstraksi) biru
9 iScript™ cDNA Synthesis Biorad, USA — iScript Reaction Mix,

Kit

Reverse Transcriptase, RNase-Free water
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Mastermix PCR KAPA2G
10 Fast ReadyMix Merck, Jerman

1 Mastermix Real Time PCR Qiagen, Jerman
Rotorgene Syber Green get,
DNA High Resolution Kit

cartridge

12 Qiagen, Jerman

o F27(5-AGA GTT TGA TCM TGG
CTC AG-3’), R1492 (5'-TAC GGY
TAC CTT GTT ACG ACT T-3")
(Heuer, et. al., 1997)

e Fbas (5'-AGA GTT TGA TCC TGG
CTC AG-3), dan Rbas (5’-CCG
TAC TCC CCA GGC GGG G-3°)
(Baskaran, et.al., 2016)

e ChiA1F (5- ATC AGG GCA GGT
TGA GCA T-3”) dan ChiA 1 R (5°-
GCC GAG TCG AGG TTG AAG G

14  Primer spesifik gen kitinase -3%)

e ChiA2F (5- AGA ACT TCA ACA
ACG GGG C-3’)dan ChiA 2 R (5°-
TGG GTT ACG GCA GGG C-3?)

13 Primer 16s rRNA

15 Mikrotube 2 mL Eppendorf, Jerman
16 Mikrotube 1,5 mL Eppendorf, Jerman
17 Mikrotip 1000 pLL Eppendorf, Jerman
18 Mikrotip 200 uLL Eppendorf, Jerman
19 Mikrotip 10 pL Eppendorf, Jerman
20  Nuclease-free water -
21 ddH20 -
3.3 Metode

Penelitian dilakukan dalam tiga tahapan utama melalui SSF. Pertama, dilakukan
analisis ribotyping menggunakan metode PCR. Kedua, analisis aktivitas kitinase
masing-masing isolat aktinobakteri laut potensial, dan yang ketiga yaitu dilakukan

isolasi gen kitinase dari isolat unggul untuk dikarakterisasi secara in siliko.
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3.3.1 Tahap Pertama adalah Identifikasi Spesies Spesifik Aktinobakteri
Berbasis Ribotyping

Penelitian tahap pertama ini dilakukan identifikasi spesies spesifik aktinobakteri
berbasis ribotyping dari kultur isolat aktinobakteri terpilih. Mula-mula dilakukan
ekstraksi DNA. Hasil ekstraksi DNA dianalisis konsentrasi dan kemurniannya

menggunakan alat Nanofotometer sebagai bagian verifikasi kualitas dan kuantitas

DNA.

Hasil ekstraksi DNA yang terverifikasi, dilakukan analisis dengan alat PCR
sehingga didapat amplikon primer 16s rRNA sebagai indikator spesies bakteri
spesifik. Hasil PCR tersebut dielektroforesis sebagai indikator keberhasilan PCR
untuk mengetahui ada-tidaknya pita amplikon 16s rRNA.

Hasil PCR terbaik, dilakukan sekuensing dengan metode Sanger Sequencing dan
dianalisis filogenetik menggunakan perangkat lunak MEGA XI. Apabila hasil
analisis sekuensing berdasarkan urutan basa nukleotida yang telah terkonfirmasi
dan dinyatakan baik, maka didaftarkan ke database Genbank. Sebagai luaran utama
pada tahap pertama ini adalah isolat aktinobakteri terpilih diketahui spesies
spesifiknya.

Prosedur ribotyping ini adalah meliputi: kultur dan peremajaan isolat aktinobakteri,
identifikasi morfologi aktinobakteri, ekstraksi DNA, analisis konsentrasi dan
kemurnian DNA hasil ekstraksi, amplifikasi DNA dengan metode PCR
menggunakan primer 16s rRNA, analisis hasil PCR melalui elektroforesis,
sekuensing menggunakan metode Sanger Sequencing, dan analisis filogenetik hasil
sekuensing, dan pendaftaran urutan basa DNA ke Genbank. Diagram alir tahap 1

ini disajikan pada Gambar 17.



Tahap 1 :
Identifikasi Spesies Spesifik
Aktinobakteri Berbasis
Ribotyping
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Isolat Aktinobakteri Dikultur
dan Diremajakan dengan
Media ISP 2 selama 2 hari

Peremajaan Isolat
Aktinobakteri dengan
Media Koloid Kitin Agar
1%

—>

Gambar 17. Diagram alir tahap 1

'

Identifikasi Morfologi
Aktinobakteri dengan Mikroskop
Apotom dan Elektron

!

Ekstraksi DNA

!

Analisis Konsentrasi dan
Kemurnian DNA Hasil Ekstraksi
Berdasarkan Prinsip
Spektrofotometri

v

Amplifikasi DNA dengan metode
PCR menggunakan Primer 16s
rRNA (F27 & 1492 R; Fbas & Rbas)

'

Elektroforesis Digital dengan Prinsip
Capillary Electrophoresis

l

Sekuensing menggunakan Metode
Sanger Sequencing

'

Analisis Filogenetik Hasil
Sekuensing

!

Pendaftaran Urutan Basa DNA Ke
Genbank

3.3.1.1 Prosedur Kultur dan Peremajaan Isolat Aktinobakteri

Isolat aktinobakteri yang sudah dikultur di media kulit udang dengan metode SSF

selanjutnya diremajakan selama 2 hari pada media standar Infernational

Streptomyces Project 2 (ISP 2) dengan komposisi (1% malt, 0,4% glukosa, 0,4%

veast extract) (Nord et al., 2019) dengan pelarut air laut buatan (Setiawan et al.,

2021). Isolat yang sudah dikultur kemudian diremajakan dengan menginokulasikan

masing-masing isolat ke media 1% koloidal kitin agar (Setiawan et al., 2021).
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3.3.1.2 Prosedur Identifikasi Morfologi Aktinobakteri

Cover slip ukuran 20 x 20 mm ditancapkan pada sudut 45° ke dalam media, lalu
strain digoreskan di atas media agar. Secara mikroskopi morfologi diamati
menggunakan mikroskop cahaya dan mikroskrop electron dari Apotome
Microscopy Zeiss Axio Imager Z2 dan SEM EVO MA 10 (Carl Zeiss,
Oberkochen, Jerman) berdasarkan struktur spora yang terbentuk. Pengamatan pada
mikroskop cahaya dilakukan dengan perbesaran 400x, sedangkan pada mikroskrop
electron dilakukan dengan perbesaran 10000x Persiapan sampel Actinomycetes
dilakukan dengan menggunakan coating Gold.ob88. Untuk pengamatan
menggunakan mikroskop elektron, sebelum pengamatan, cover slip diletakkan
pada stub yang telah direkatkan dengan karbon tip, lalu dilakukan coating dengan
gold. Pengamatan morfologi Actinomycetes dilakukan pada energi 20 kV.

3.3.1.3 Prosedur Ekstraksi DNA

DNA diekstraksi menggunakan DNEasy Plant Mini KIT (cat. No. 69104, Qiagen,
Hilden, Jerman) dengan modifikasi. Inokulum yang telah ditumbuhkan pada media
ISP 2 dihomogenkan dengan vorteks selama 1 menit. Cairan sampel dipindahkan
sebanyak 1 mL ke mikrotube volume 2 mL. Dilakukan sentrifugasi kecepatan
10.000 rpm 10 menit 4°C. Ditambahkan +400 uL. AP 1 dan dimasukkan 2 butir
peluru. Ditambahkan 50 pL kloroform. Sampel diosilasi di tissue lyser selama 2
menit. Diinkubasi 65°C 10 menit, tiap 5 menit dibolak-balik. Ditambah 150 pl
Buffer P3, diinversi, lalu inkubasi 5 menit dalam wadah berisi es batu. Sampel
dipindahkan ke tube Dneasy warna ungu + 500 pl, disentrifius 13.500 rpm 2 menit
4°C. Dipindahkan supernatannya ke mikrotube 1,5 mL. Ditambahkan buffer AW1
sebanyak 1,5 volume dari volume supernatan yang digunakan lalu diinversi.
Sebanyak 500 pL larutan tersebut dan dimasukkan ke dalam tube DNeasy column
putih, disentrifugasikan 8000 rpm 2 menit. Supernatan kemudian dibuang.
Ditambahkan buffer AW2 500 pL, disentrifugasikan 13.500 rpm 2 menit,

supernatan dibuang. DNeasy column dipindahkan ke dalam collection tube yang
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baru dan tidak ditambah apapun, disentrifugasikan 13.500 rpm 2 menit untuk
meyakinkan tidak ada lagi pelarut. DNeasy column putih dipindahkan ke tube 1,5
mL yang baru, lalu ditambah buffer AE 25 pL. Diinkubasi di suhu ruang 10 menit,
lalu disentrifugasikan  8.000 rpm 3 menit 4°C. Supernatan yang dihasilkan

mengandung DNA hasil ekstraksi yang siap dianalisis selanjutnya.

3.3.1.4 Prosedur Analisis Konsentrasi dan Kemurnian DNA Hasil Ekstraksi

Konsentrasi dan kemurnian DNA hasil ekstraksi dianalisis menggunakan
Nanophotometer (IMPLEN, Jerman). Nanophotometer menunjukkan konsentrasi
DNA dalam satuan ng/uL, Absorbansi A260/A280 merupakan rasio absorbansi
asam nukleat dengan protein. Sampel diteteskan pada cell sebanyak 1,5 pL
kemudian diletakkan pada cell holder. Sebelum dilakukan analisis sampel,
dilakukan pemeriksaan blanko sebagai referensi pengukuran menggunakan pelarut
DNA(buffer AE) yang diteteskan pada cell sebanyak 1 pL. Setiap pergantian
sampel, cell Nanophotometer dibersihkan dengan tissue tanpa serat bersih. DNA
dengan kemurnian 1,8 -2,0 dan konsentrasi > 50 ng/uL dapat dilanjutkan ke proses

amplifikasi dengan Polymerase Chain Reaction (PCR).

3.3.1.5 Prosedur Amplifikasi DNA dengan metode PCR menggunakan
Primer 16s rRNA

DNA hasil ekstraksi diamplifikasi dengan metode Polymerase Chain Reaction
(PCR) menggunakan alat thermocycle Sensoquest Sensodirect (Jerman). Primer
yang digunakan meliputi primer 16S rRNA yaitu F27 (5’-AGA GTT TGA TCM
TGG CTC AG-3°),R1492 (5'-TAC GGY TAC CTT GTT ACG ACT T-3'") (Heuer,
et. al., 1997), Fbas (5'-AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG-3'), dan Rbas (5’-CCG
TAC TCC CCA GGC GGG G-3’) (Baskaran, et.al., 2016). Setiap pereaksi PCR
terdiri atas 10,5 pL mastermix 2G Fast ReadyMix Kit (cat. No. KK5102, Merck,
Taufkirchen, Jerman), 0,25 pL primer forward, 0,25 pL primer reverse, 8 pL
ddH>O, dan 2 pL sampel DNA yang dimasukkan pada mikrotube berukuran 0,2
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mL. Program thermocycling yang digunakan memiliki 6 tahapan, yaitu tahap
denaturasi awal (94°C selama 5 menit), tahap denaturasi (94°C selama 1 menit),
tahap penempelan primer (54°C selama 1 menit), pemanjangan (72°C selama 1
menit), pemanjangan akhir (72°C selama 5 menit), dan pendinginan (20°C selama
10 menit). Tahap denaturasi, penempelan primer, dan pemanjangan diulang
sebanyak 35 siklus. Setelah selesai, mikrotube berisi sampel hasil PCR disimpan di

lemari pendingin suhu 0°C.

3.3.1.6 Prosedur Analisis Hasil PCR melalui Elektroforesis

Visualisasi dilakukan dengan metode capillary electrophoresis menggunakan alat
elektroforesis digital QiaxCel Advanced (Qiagen, Jerman) menggunakan DNA
HIGH RESOLUTION KIT cartridge. Prosedur yang digunakan mengikuti panduan
manual QiaxCel Advanced dari Qiagen, Jerman. Sebelum dioperasikan cartridge
diletakkan di suhu ruang terlebih dahulu selama + 20 menit. Kemudian, separation
buffer dan wash buffer dituang ke dalam buffer tray , ditempatkan pada buffer tray
holder. Alignment marker 15 — 3.000 pasang basa (pb) untuk menyerupakan waktu
migrasi DNA dihomogenkan dan diletakkan pada well di buffer tray dalam posisi
tube terbuka. Size marker (100 pb — 2.500 pb) sebagai pembanding ukuran fragmen
DNA dan sampel DNA dari proses PCR dihomogenkan dan diletakkan pada well
di sample row dalam posisi tube terbuka. Cartridge dan smart key dimasukkan ke
dalam QIAxcel Advanced instruments, kemudian nitrogen diaktifkan. Proses

migrasi DNA tervisualisasi pada software QlAxcel ScreenGel.

3.3.1.7 Prosedur Sekuensing Menggunakan Metode Sanger Sequencing

Sekuensing urutan basa DNA 16s rRNA dari isolat aktinobakteri dilakukan dengan
metode Sanger Sequencing di menggunakan jasa Ist BASE DNA Sequencing
Division, Apical Scientific, Malaysia melalui jasa dari PT. Genetika Science. Hasil

analisis berupa urutan basa DNA bisa dilanjutkan ke tahapan selanjutnya.
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3.3.1.8 Prosedur Analisis Filogenetik Hasil Sekuensing

Hasil sekuen yang berupa elektroferogram divalidasi dengan menggabungkan
sekuen forward dan reverse menggunakan perangkat lunak BIOEDIT. Setelah
divalidasi, urutan basa dianalisis BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) di
Genbank melalui website NCBI (National Center for Biology Information). Hasil
BLAST diunduh untuk selanjutnya dilakukan analisis filogenetik menggunakan
perangkat lunak MEGA 11. Spesies yang didapat melalui analisis filogenetik
tersebut dijadikan dasar spesies dimana sekuennya kemudian diregistrasikan ke

Genbank melalui website.

3.3.1.9 Prosedur Pendaftaran Urutan Basa DNA Ke Genbank

Urutan basa yang didapat didaftarkan ke Genbank melalui website DDBJ (DNA
Data Base of Japan). Pada website tersebut, diisikan data personil pendaftar dan
alamat email untuk memperoleh konfirmasi melalui email. Setelah dikonfirmasi,
dimasukkan data yang terkait dengan sekuen tersebut meliputi nama-nama personil
yang berkontribusi beserta emailnya, urutan basa, titik GPS pengambilan sampel,
primer PCR, serta metode sekuensing. Selanjutnya menunggu konfirmasi melalui
email. Setelah terkonfirmasi, sekuen tersebut mendapatkan ID (Accesion Number)

dan otomatis telah dapat diakses di seluruh dunia.

3.3.2 Tahap Kedua adalah Pengujian Aktivitas Kitinolitik

Pada tahap kedua ini, dilakukan pengujian aktivitas kitinolitik untuk mengetahui
isolat dengan aktivitas kitinase tertinggi setelah spesies dari masing-masing isolat
diketahui (Laila et al., 2021; Wahyudi et al., 2021). Penentuan aktivitas kitinolitik
dilakukan dengan metode dari Agrawal et al. (2012) yang dimodifikasi. Isolat
aktinobakteri mula-mula diinkubasi pada media 1% koloid kitin agar selama 14
hari. Hasil aktivitas kitinolitik adalah berbentuk zona bening di sekitar isolat

sebagai indikatornya. Isolat dengan aktivitas kitinase tertinggi ini dilanjutkan
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dengan mengkarakterisasi gen kitinase. Diagram alir tahap 2 ini disajikan pada

Gambar 18.

A Tahap 2 : Isolat aktinobakteri
Pengujian Aktivitas |------- diinkubasi pada media
Kitinase 1% koloid kitin agar

(selama 14 hari)

'

Zona bening terbentuk di
sekitar isolat sebagai
indikasi adanya aktifitas
kitinase

!

Aktivitas kitinase 7
tertinggi ditunjukkan oleh |~ Indeks itnase = #4127 T et
indeks kitinase tertinggi

Gambar 18. Diagram alir tahap 2

3.3.3 Tahap Ketiga adalah Karakterisasi Gen Kitinase

Pada tahap ketiga ini adalah mengkarakterisasi gen kitinase dari proses tahap kedua
untuk mengkonfirmasi dan mendapatkan gen kitinase dengan prosedur antara lain
kultur isolat, ekstraksi RNA, analisis konsentrasi dan kemurnian RNA hasil
ekstraksi, pembuatan Pustaka cDNA, PCR gen kitinase, elektroforesis hasil PCR,
sekuensing, dan analisis hasil sekuensing. Sebagai luaran utama dari tahap ini
adalah terkarakterisasinya urutan basa DNA gen kitinase utuh dari isolat

aktinobakteri terpilih yang menghasilkan enzim kitinase tertinggi.

Prosedur penelitian dari karakterisasi gen Kkitinase ini meliputi kultur dan
peremajaan isolat aktinobakteri dengan aktivitas kitinase tertinggi, ekstraksi RNA,

analisis konsentrasi dan kemurnian RNA hasil ekstraksi, pembuatan Pustaka
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cDNA, PCR gen kitinase, elektroforesis hasil PCR, sekuensing, dan analisis hasil

sekuensing. Diagram alir tahap 3 disajikan oleh Gambar 19.

Tahap 3 :
Karakterisasi Gen Kitinase dari
Isolat Terbaik

Kultur dan Peremajaan Isolat
Aktinobakteri dengan media ISP 2

Sekuensing menggunakan Metode
Sanger Sequencing

'

'

Identifikasi Morfologi dengan
Mikroskop Apotom dan Elektron

Analisis Hasil Sekuensing dengan
Aplikasi BIOEDIT

'

!

Ekstraksi RNA, Analisis
Konsentrasi dan Kemurnian
RNA Hasil Ekstraksi

Memperkirakan Open Reading
Frame (ORF) di website NCBI

'

{

Pembuatan pustaka cDNA

Analisis similaritasnya terhadap
gen kitinase di database UNIPROT

.

'

Amplifikasi DNA dengan PCR
menggunakan Primer Gen
Kitinase

Pemodelan polipeptida melalui
website SWISSMODEL

'

'

Elektroforesis

Analisis in siliko dengan metode
docking molekuler

Gambar 19. Diagram alir tahap 3

'

Didapatkan hasil (FEB/free energy
binding) dan nilai konstanta
inhibisi (KI)

'

Dibandingkan dengan gen kitinase
yang telah terdeposit di Protein
Data Bank
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3.3.3.1 Prosedur Kultur dan Peremajaan Isolat Aktinobakteri dengan
Aktivitas Kitinase Tertinggi

Kultur dan peremajaan isolat aktinobakteri dengan aktivitas kitinase tertinggi
dilakukan dengan metode yang sama dengan Tahap I sebelumnya. Isolat
aktinobakteri yang sudah dikultur di media kulit udang dengan metode SSF
selanjutnya diremajakan selama 2 hari pada media standar International
Streptomyces Project 2 (ISP 2) dengan komposisi (1% malt, 0,4% glukosa, 0,4%
veast extract) (Nord et al., 2019) dengan pelarut air laut buatan (Setiawan et al.,
2021). Isolat yang sudah dikultur kemudian diremajakan dengan menginokulasikan

masing-masing isolat ke media 1% koloidal kitin agar (Setiawan et al., 2021).

3.3.3.2 Prosedur Ekstraksi RNA

Kultur masing-masing isolat aktinobakteri diambil secara aseptis sebanyak 1 mL
untuk dilakukan ekstraksi RNA menggunakan kit Ribospin™ Plant (Gene All,
Seoul, Korea). Cairan kultur mula-mula dipindahkan sebanyak 1 mL ke mikrotube
volume 2 mL. Dilakukan sentrifugasi kecepatan 10.000 rpm 10 menit 4°C.
Ditambahkan buffer RPL 350 pL. Sampel di vortex 30 detik hingga tercampur,
kemudian diinkubasi pada suhu ruang selama 30 menit. Lisat dipindahkan ke E2
Pure™filter coloumn kuning dan disentrifugasikan pada 10.000 xg selama 30 detik
pada suhu ruang. Supernatan dipindahkan ke dalam mikrotube 1,5 mL baru.
Ditambahkan 1 kali volume etanol 70% pada supernatan dan diinversi. Supernatan
dipindahkan ke dalam mini spin column biru dan disentrifugasikan pada 10.000 xg
selama 30 detik pada suhu ruang. Supernatan dibuang dan ditambahkan 500 pL
buffer RBW ke mini spin coloumn dilanjutkan dengan sentrifugasi pada 10.000 xg
selama 30 detik di suhu ruang. Supernatan dibuang, ditambahkan 70 uL. DNASE 1

ke dalam mini spin coloumn lalu di inkubasi suhu ruang 10 menit.

Ditambahkan 500 pL buffer RBW ke mini spin coloumn dan di inkubasi 2 menit di
suhu ruang. Disentrifugasikan 10.000 xg selama 30 detik di suhu ruang. Cairan

yang terlewat di mini spin coloumn dibuang. Ditambahkan 500 pL buffer RNW ke
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mini spin coloumn dan disentrifugasikan 10.000 xg selama 30 detik. Cairan dibuang
dan diulang kembali menambahkan 500 uL buffer RNW ke mini spin coloumn dan
disentrifugasikan 10.000 xg selama 30 detik. Setelah cairan yang terlewat mini spin
coloumn dibuang, disentrifugasikan 10.000 xg selama 1 menit pada suhu ruang
untuk membuang sisa buffer RNW. Mini spin coloumn dipindahkan pada mikrotube
1,5 mL baru. Ditambahkan 30 pL nuclease free water pada bagian tengah membran
dalam mini spin coloumn dan diinkubasi 5 menit. Disentrifugasikan 10.000 xg
selama 1 menit pada suhu ruang dan sentrifuse kembali 10.000 xg selama 2 menit
untuk memastikan tidak ada RNA yang tertinggal pada membran mini spin
coloumn. RNA hasil ekstraksi disimpan pada suhu -20°C dan siap dilanjutkan ke

prosedur berikutnya.

3.3.3.3 Prosedur Analisis Konsentrasi dan Kemurnian RNA Hasil Ekstraksi

Konsentrasi dan kemurnian RNA hasil ekstraksi dianalisis menggunakan
Nanophotometer (IMPLEN, Jerman). Nanophotometer menunjukkan konsentrasi
RNA dalam satuan ng/pL, Absorbansi A260/A280 merupakan rasio absorbansi
asam nukleat dengan protein. Sampel diteteskan pada cell sebanyak 1,5 pL
kemudian diletakkan pada cell holder. Sebelum dilakukan analisis sampel,
dilakukan pemeriksaan blanko sebagai referensi pengukuran menggunakan pelarut
RNA yang diteteskan pada cell sebanyak 1 pL. Setiap pergantian sampel, cell
Nanophotometer dibersihkan dengan tissue tanpa serat bersih. RNA dengan
kemurnian 1,8 -2,0 dan konsentrasi > 50 ng/puL dapat dilanjutkan ke proses

amplifikasi dengan quantitative Polymerase Chain Reaction (QPCR).

3.3.3.4 Prosedur Pembuatan Pustaka cDNA

Pembuatan pustaka ¢cDNA dilakukan dengan menggunakan iScriptTM cDNA

Synthesis Kit. Dibuat pereaksi sesuai Tabel 5. Pengaturan alat PCR untuk cDNA

dari isolat dengan kemampuan kitinase terbaik dijelaskan dalam Tabel 6.
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Tabel 5. Pereaksi dalam pembuatan pustaka cDNA dari isolat dengan kemampuan
kitinase terbaik

Komposisi Jumlah
iScript Reaction Mix 4 uL
iScript reverse transkriptase 1 uL

Disesuaikan dengan hasil
RNA template (250 ng) )

ekstraksi RNA total.
RNAse-Free water Disesuaikan
Total 20 uL

Tabel 6. Pengaturan alat PCR untuk cDNA dari isolat dengan kemampuan kitinase

terbaik
Tahapan Suhu Waktu
Aktivasi enzim 25°C 5 menit
Elongasi 42°C 60 menit
In aktivasi enzim 85°C 5 menit
Pendinginan 20°C 10 enit

3.3.3.5 Prosedur Polymerase Chain Reaction (PCR) dengan Primer gen
Kitinase

DNA hasil ekstraksi diamplifikasi dengan metode Polymerase Chain Reaction
(PCR) menggunakan alat thermocycle Sensoquest Sensodirect (Jerman). Primer
gen Kitinase aktinobakteri didesain menggunakan website NCBI Primer BLAST
yang selanjutnya divalidasi dengan software MEGA 11 dan website Primer 3.
Didesain 2 pasang primer untuk mengamplifikasi gen kitinase mulai dari start
kodon sampai stop kodon. Kedua pasang primer ini dipilih berdasarkan kesesuian
dengan sekuen gen kitinase yang telah terdeposit. Pasangan primer yang digunakan

disajikan dalam Tabel 7. berikut:
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Tabel 7. Desain pasangan primer qPCR untuk analisis transkripsi gen kitinase

Pasangan Primer Nama Primer Urutan Oligonukleotida (5°-3”)
1. ChiA 1 F ATCAGGGCAGGTTGAGCAT
ChiA 1R GCCGAGTCGAGGTTGAAGG
2. ChiA2F AGAACTTCAACAACGGGGC
ChiA2 R TGGGTTACGGCAGGGC

Selanjutnya setiap pereaksi PCR terdiri atas 10,5 uL mastermix 2G Fast ReadyMix
Kit (cat. No. KK5102, Merck, Taufkirchen, Jerman), 0,25 pL primer forward, 0,25
uL primer reverse, 8 uL ddH>O, dan 2 uLL sampel DNA yang dimasukkan pada
mikrotube berukuran 0,2 mL. Program thermocycling yang digunakan memiliki 6
tahapan, yaitu tahap denaturasi awal (94°C selama 5 menit), tahap denaturasi (94°C
selama 1 menit), tahap penempelan primer (50-57°C selama 1 menit), pemanjangan
(72°C selama 1 menit), pemanjangan akhir (72°C selama 5 menit), dan pendinginan
(20°C selama 10 menit). Tahap denaturasi, penempelan primer, dan pemanjangan
diulang sebanyak 35 siklus. Setelah selesai, mikrotube berisi sampel hasil PCR

disimpan di lemari pendingin suhu 0°C.

3.3.3.6 Prosedur Elektroforesis Hasil PCR

Visualisasi dilakukan dengan metode capillary electrophoresis menggunakan alat
elektroforesis digital QiaxCel Advanced (Qiagen, Jerman) menggunakan DNA
HIGH RESOLUTION KIT. Prosedur yang digunakan mengikuti panduan manual
QiaxCel Advanced dari Qiagen, Jerman. Sebelum dioperasikan cartridge
diletakkan di suhu ruang terlebih dahulu selama + 20 menit. Kemudian, separation
buffer dan wash buffer dituang ke dalam buffer tray , ditempatkan pada buffer tray
holder. Alignment marker (15 pb-3.000 pb) untuk menyerupakan waktu migrasi
DNA dihomogenkan dan diletakkan pada well di buffer tray dalam posisi tube
terbuka. Size marker (100 pb — 2.500 pb) sebagai pembanding ukuran fragmen
DNA dan sampel DNA dari proses PCR dihomogenkan dan diletakkan pada well
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di sample row dalam posisi tube terbuka. Cartridge dan smart key dimasukkan ke
dalam QIAxcel Advanced instruments, kemudian nitrogen diaktifkan. Proses

migrasi DNA tervisualisasi pada software QlAxcel ScreenGel.

3.3.3.7 Prosedur Sekuensing

Sekuensing urutan basa DNA 16s rRNA dari isolat aktinobakteri dilakukan dengan
metode Sanger Sequencing di menggunakan jasa Ist BASE DNA Sequencing
Division, Apical Scientific, Malaysia melalui jasa dari PT. Genetika Science. Hasil

analisis berupa urutan basa DNA bisa dilanjutkan ke tahapan selanjutnya.

3.3.3.8 Prosedur Analisis Hasil Sekuensing Gen Kitinase

Hasil sekuen yang berupa elektroferogram divalidasi dengan menggabungkan
sekuen forward dan reverse menggunakan perangkat lunak BIOEDIT. Setelah
divalidasi, kedua hasil sekuensing (sekuen dengan primer ChiA 1 dan ChiA 2)
diurutkan dan dilakukan penjajaran untuk selanjutnya diperkirakan open reading

frame (orf) di website NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/). Masing-

masing orf yang didapat dianalisis similaritasnya untuk mencari kesesuaian dengan
gen kitinase yang sudah terdeposit di database UNIPROT. Diperkirakan urutan
asam-asam amino penyusunnya dari start kodon sampai stop kodon melalui
database GenBank di NCBI. Selanjutnya, asam-asam amino tersebut diperkirakan
pemodelan polipeptidanya melalui website SWISSMODEL

(https://swissmodel.expasy.org/interactive). Setelah didapatkan modelnya, secara

in siliko diperkirakan bagian /igan binding domain dengan konformasi monomer
kitin udang yang telah terdeposit di database PUBCHEM menggunakan pemodelan
dari Autodock (Forli ef al., 2016). Hal yang sama dilakukan pada gen kitinase yang
paling mirip dengan model yang didapatkan untuk membandingkan estimasi AG
antara keduanya. Jika terdapat kemiripan, maka orf yang telah didapat tersebut bisa
diasumsikan sebagai penyandi gen kitinase dari isolat aktinobakteri yang

dikerjakan.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/
https://swissmodel.expasy.org/interactive

3.4 Diagram Alir

Sebagai diagram alir penelitian ini, disajikan pada Gambar 20:

Tahap 1:
Identifikasi Spesies Spesifik
Aktinobakteri Berbasis
Ribotyping

Tahap 2 :
Pengujian Aktivitas
Kitinolitik

—

Tahap 3 :
Karakterisasi Gen Kitinase dari
Isolat Terbaik

'

!

!

Kultur dan Peremajaan Isolat
Aktinobakteri dengan media ISP 2

)

Isolat aktinobakteri
diinkubasi pada media
1% koloid kitin agar
(selama 14 hari)

Kultur dan Peremajaan Isolat
Aktinobakteri dengan media ISP 2

Identifikasi Morfologi
Aktinobakteri dengan Mikroskop
Apotom dan Elektron

'

'

Hasil aktivitas kitinolitik
diindikasikan oleh zona
bening di sekitar isolat

!

Identifikasi Morfologi dengan
Mikroskop Apotom dan Elektron

!

Ekstraksi DNA

'

Analisis Konsentrasi dan
Kemurnian DNA Hasil Ekstraksi

!

Amplifikasi DNA dengan metode
PCR menggunakan Primer 16s
rRNA

'

Elektroforesis

{

Sekuensing menggunakan Metode
Sanger Sequencing

'

Analisis Filogenetik Hasil
Sekuensing

'

Pendaftaran Urutan Basa DNA Ke
Genbank

Gambar 20. Diagram alir penelitian.

Ekstraksi RNA, Analisis
Konsentrasi dan Kemurnian
RNA Hasil Fkstraksi
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‘{

Sekuensing menggunakan Metode
Sanger Sequencing

'

Analisis Hasil Sekuensing dengan
Aplikasi BIOEDIT

!

Memperkirakan Open Reading
Frame (ORF) di website NCBI

!

Pembuatan pustaka cDNA ‘

1

Amplifikasi DNA dengan PCR
menggunakan Primer Gen
Kitinase

Analisis similaritasnya terhadap
gen kitinase di database UNIPROT

!

Pemodelan polipeptida melalui
website SWISSMODEL

!

'

Elektroforesis

Analisis in siliko dengan metode
docking molekuler

!

Didapatkan hasil (FEB/free energy
binding) dan nilai konstanta
inhibisi (KI)

!

Dibandingkan dengan gen kitinase
yang telah terdeposit di Protein
Data Bank




V. KESIMPULAN

5.1 Simpulan

Berdasarkan hasil penelitian dan pembahasan, dapat disimpulkan sebagai berikut:

1. Diperoleh metode analisis filogenetik aktinobakteri laut menggunakan
modifikasi primer F27 (5’-AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG-3’) dan Rbas
(5’-CCG TAC TCC CCA GGC GGG G-3’), dimana diketahui bahwa spesies
spesifik aktinobakteri laut isolate 18A1301 adalah Pseudonacardia
carboxydivorans; 18D36A1 adalah Pseudonacardia antitumoralis; 18D36A2
adalah Micrococcus unila; 19A07A1 adalah Brevibacterium linens; 19B19A1
adalah Streptomyces tritolerans; dan 19C38A1 adalah Kocuria palustris, dengan
Streptomyces tritolerans 19B19A1 memiliki aktivitas kitinase tertinggi.

2. Gen kitinase Streptomyces tritolerans 19B19A1 memiliki kemiripan 99,66%
dengan kitinase glycoside hydrolase family 18 dari Streptomyces tendae dengan
kode ID akses GenBank adalah WP 356817706.1, dengan aktivitas kitinase
pada substrat kulit udang secara in siliko melalui molekular docking
menunjukkan bahwa kitinase Streptomyces tritolerans 19B19A1 memiliki
interaksi yang lebih kuat dengan substrat kitin kulit udang dibandingkan dengan
kitinase kulit udang yang telah terdeposit di Protein Data Bank (PDB) yaitu
kitinase dengan kode 3EBV.

5.2 Saran

Berdasarkan hasil penelitian dan kesimpulan di atas, telah berhasil dikarakterisasi
gen penghasil kitinase dari aktinobakteri Streptomyces tritolerans 19B19A1 yang
menunjukkan aktivitas kitinase terbaik dibandingkan dengan yang telah terdeposit

di Protein Data Bank (PDB). Gen tersebut sangat potensial untuk
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dioverekspresikan. Oleh karena itu, langkah selanjutnya yang perlu dilakukan yaitu

menginsersi gen tersebut ke vektor kloning (DH5-a dari bakteri E. coli) dan vektor
ekspresi sebagai langkah awal dari rekayasa genetika mikroorganisme penghasil

aktivitas kitinase tertinggi saat ini.
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