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RINGKASAN

Penelitian ini dilakukan untuk nmempelajari kemung-
kinan keberhasilan transformasi DNA antara spesies bak-
teri vang berbeda dengan menggunakan metoda pembentukan
spheroplas oleh CaCl,, yaitu dengan menggunakan Bacillus
licheniformis sebagal donor DNA dan Escherichia coli
sebagai sel inang. Selain itu Jjuga bertujuan untuk
memperoleh sel hasil transformasi DNA yang menpunyail
aktivitas proteolitik yang tinggi.

Penelitian pendahuluan yang dilakukan meliputi
isdlasi DNA dari Bacillus licheniformis dan karakterisasi
DNA vyang diperoleh. DNA dari Bacillus licheniformis
diperoleh denéén terlebih dahulu memecah ﬁindinq sel
bakterl dengan menggunakan SDS 25% dan sonikasi. DN2
vang tercampur dengan komponen-komponen lainnva diekstrak
dengan menggunakan pelarut-pelarut organik yaitu kloro-
form:iscamilalkohol (24:1). Karakterisasi DNA yang di-
percleh dilakukan dengan metoda karakterisasi secara
spektrofotometri dimana DNA dilarutkan dalam buffer
poﬁasium fosfat dan diukur absorbansinya pada panjang

gelombang 200 - 300 nm juga karakterisasi dengan




nakan Etidium Bromida, yaitu DNA dilarutkan dalam larutan
Etidium Bromida kemudian dibandingkan fluoresensinya di
hawah sinar ultra violet.

Pembentukan spheroplas dari sel inang dilakukan
untuk memperoleh sel yang kompeten untuk transformasi DNA
vaitu dengan memperlakukan sel 1nang tersebut dengan
larutan hipotonik CaCl, pada suhu rendah. Penyerapan DNA
oleh sel inang yang kompeten diinduksi dengan menggunakan
kejutan panas.

Dari penelitian ini didapatkan dua jenis sel hasil
transformasi, TMJ 1 dan TMJ 2. TMJ 1 mempunyai sifat-
sifat menghidrolisa kasein, gelatin dan pati, menghasil-
kan asetilmetil karbinol dan menunjukkan hasil uji metil
merah negatif. Hasil pengujian tersebut menunjukkan
sifat-sifat vyang sama dengan Bacillus Iicheniformis.
TMJ 2 mempunyal sifat-sifat menghidrolisa kasein, gelatin
dan pati tetapl tidak menghasilkan aéetilmetil karbinol
serta menunjukkan hasil uji metil merah positif. Sedang-
kan sel Escherichia coli menunjukkan sifat-sifat tidak
menghidrolisa kasein, gelatin dan pati, tidak menghasil-
kar asetilmetil karbinol serta menuniukkan hasil uji
metil merah positif. Dengan demikian TMJ 2 ini menunjuk-

kan sifat-sifat diantara kedua induknya. BSel-sel hasil

ii



transformasi juga memperlihatkan morfologi dan ukuran sel

yang berbeda dengan Bacillus licheniformis dan

Escherichia coli
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I. PENDAHULUAN

Salah satu bidang ilmu yang berkembang pesat pada
beberapa dekade terakhir ini adalah bidang ilmu rekayasa
genetika. Hal ini disebabkan karena dirasakan adanva
sumbangan vang besar dari bidang ilmu ini terhadap kese-
jahteraan kehidupan umat manusia misalnya dalam bidang
kedokteran, pertanian, industri, pengolahan limbah dan
lain-lain.

Ilmu rekayasa genetika itu sendiri merupakan bidang
ilmu interdisiplin yang melibatkan pemanfaatan ilmu mikro-
biclogi, biokimia, kimia, teknologi kimia dan lain-lain.
Salah satu penerapan ilmu rekayasa genetika vyang banyak
digunakan dalam kehidupan sehari-hari ialah penggunaan
mikroorganisme untuk menghasilkan produk-produk fertentu
atau membangu suatu proses produksi tertentu misalnya
untuk menghasilkan antibilotika, enzim-enzinm, asam-asam
amino, dalam proses fermentasi, pendaur ulangan limbah dan
lain~-1lain.

Akan tetapi dalam penggunaan mikroorganisme untuk
suatu tujuan tertentu masih ditemukan banyak masalah
terutama yang berhubungan dengan sifat mikroorganisme itu
.seﬁdiri. Masalah-masalah yang ditemukan antara lain:

i. Produksi suatu produk tertentu yang belum cukup efisi-

en untuk dilakukan dalam skala industri.



2. Keterbatasan suatu mikroorganisme untuk menghasilkan
suatu produk dari substrat tertentu.

3. Keterbatasan Kkemampuan suatu wikroorganisme untuk
bertahan dalam kondisi tertentu yang diperlukan selama
pengolahan.

4. Kesulitan tehnis dalam pemeliharaan suatu wmikroorga-
nisme.

5. Dan lain-lain.

Untuk mengatasi masalah-masalah tersebut di atas maka
telah dicoba berbagali metode manipulasi genetika vang
bertujuan untuk mendapatkan suatu mikroorganisme vyang
sesual dengan yang diharapkan. Metode-metode tersebut
antara lain adaiah:

1.. Teknik transformasi vyaitu teknik untuk memasukkan
suatu DNA asing ke dalam suatu sel inang.

2. Teknik fusi protoplas yaitu teknik untuk menggabungkan
sifat-sifat genetik dari suatu mikroorganisme melalui
penggabungan protoplas.

3. Teknik mutasi yaitu teknik untuk merubah sifat genetik
dari suatu mikroorganisme dengan menggunakan mutagen.

Selain itu masih banyak terdapat teknik-teknik lain dan

masih terus bertambah seiring dengan perkembangan ilmu

rekayasa genetika misalnya teknik rekombinasi gen, teknik
konjugasi, transduksi dan lain-lain. Semua teknik ini

telah lama dan sangat banyak dipelajari terutama di

negara-negara maju karena potensi yang besar dari ilmu



rekayasa genetika ini untuk lebih dikembangkan lagi di
kemudian hari menjadi sesuatu vang berharga. Di Indonesia
sendiri bidang 1ilmu ini belum begitu banyak dipelajari
karena hambatan tehnologi maupun ekonomis. Untuk mengejar
kefinggaian kita dalam bidang ilmu inilah suatu alasan
vang kuat maka dilakukan penelitian mengenai teknik trans-
formasi ini mengingat kemungkinan akan perkembangannya d&i
masa depan yang sangat besar.

Adapun tujuan dari percobaan ini adalah untuk mempela-
jari aplikasi dari teknik transformasi gen Bacillus
licheniformis ke dalam sel Eschericia coli, mengamati
ekspressi dari sel yang berhasil ditransformasi khususnya
aktivitas protease ekstraselularnya, dan Jjuga faktor-
faktor vyang berperan dalam teknik ftransformasi ini.
Dengan demikian dihagapkan dalam penelitian-penelitian
selanjutnya dapat dilakukan manipulasi genetik dari suatu
mikroorganisme sehingga akhirnya dapat diperoleh suatu
mikroorganisme dengan sifat-sifat tertentu yang diingin-

kan.



II. TINJAUAN PUSTAKA
Bacillus licheniformis
1. Tinjauan umumn

Bacillus licheniformis termasuk ke dalam divisi
Protophyta, Kelas Schizomycetes, ordo Eubacteriales,
famili Bacillaceae serta genus Bacillus
(Clifton, 1959).

Menurut Brock {1974), mikroba dari genus Bacillus
dapat denganhmudah diisolasi dari tanah atau udara.
Bacillus umumnya dapat tumbuh dengan baik pada media

sintetik yang mengandung gula, asam organik, alkohol

- dan lain-lain sebagal sumber karbon utama dan amonium

sebagai sumber nitrogen dan beberapa diantaranya
memerlukan vitamin. Banyak dlantara genus Bacillus
vang memproduksi enzim hidrolitik ekstraselular vyang
dapat memecah polisakarida, asam nukleat dan lemak
yang menyebabkan organisme ini dapat menggunakan
produk-produk tersebut sebagal sumber karbon dan
energi. Spesies B. licheniformis mempunyai tiga
mekanisme yang berbeda dalam metabolisme energinya
yaltu respirasi aerobik, denitrifikasi dan fermentasi

(Stanier et al., 1963).



Bacillus licheniformis dikenal sebagal spesies
dari spektrum Bacillus subtilis. Yang termasuk ke
dalam spektrum ini adalah B. pumilus, B. liqheniformis
dan B. subtilis. Pengelompokah ini dikarenakan ketiga
spesies ini mempunyal bentuk morfologis yang mirip dan
beberapa sifat fisiclogi yang juga mirip
(Gordon, 1972).

Bakteri dari genus Bacillus adalah bakteri vyang
bersifat aerobik atau anaerobik fakultatif, berbentuk
batang dan mempunyai endospora refraktil. Dibanding-
kan dengan sel vegetatifnya, endospora lebih tahan
terhadap panas, keadaan KkKering, disinfektan dan bahan
destruktif lainnya dan mungkin dapat tetap bertahan
hidup dalam kondisi yang ekstrim selama beberapa abad.
Bacillus licheniformis merupakan bakteri gram posi-
tif, berbentuk batang dengan panjang antara i.S u
sampai 3.0 u dan lebar antara 0.6 - 0.8 u. Spora dari
Bacillus licbeniformis berbentuk silindris atau elips
dan terdapat pada sentral atau para-sentral dari sel
penghasil spora. B. licheniformis juga bersifat motil
dan memberl hasil positif pada uji katalase. Bakteri
. ini masih dapat tumbuh pada suhu 509C serta dalam
larutan NacCl 7%. Sifat-sifat lainnya adalah

memberikan hasil positif pada ujl Voges-Proskauer,



dapat menyebabkan dekomposisil kasein, dapat mengguna-
kan asam sitrat dan propicnat, dapat mereduksi NO,
menjadi NO, dan dapat menghidrolisa pati. Bacillus
ljcheniformis dapat tumbuh pada suhu maksimum 50 -
55°c dan pada suhu minimum 15°c  (Gordon, 1972).
Sedangkan suhu pertumbuhan yang biasanya digunakan
untuk menghasilkan enzim protease adalah suhu 37°C

(Hanlon et al., 1982).
2. Enzim dari Bacillus licheniformis

' Dubnau (1985) menyatakan bakteri Bacillus banyak
digunakan secara kKomersial untuk menghasilkan enzim
hidrolitik vyang relatif stabil seperti amilase, pro-
tease, glucanase dan lipase. Dahulu, galur vyang
banyak digunakan untuk menghasilkan enzim-enzim ini
adalah Bacillus subtilis akan tetapi dalam beberapa
dekade terakhir ini telah banyak digantikan oleh
Bacillus 1licheniformis, Bacillus stearothermophillus
dan Bacillﬁs amyloliquefaciens Xkarena KkKemampuannya
vang tinggi dan biasanya menghasilkan enzim-enzim yang
stabil pada suhu tinggi, terutama dengan penambahan
ion ca®*.

Salah satu enzim yang dihasilkan dalam Jjumlah
tinggi dan mempunyal peranan yang sangat penting dari

bakteri Bacillus licheniformis adalah enzim protease.



Jenis enzim protease yang dihasilkan oleh Bacillus
licheniformis adalah enzim ekstraseluler yang tergo-

long proteinase serin alkali (Young dan Mandelstam,

1980), vyang mana enzim ini merupakan protease Yyang
sangat besar penggunaannya dalam industri secara
komersial. Enzim protease yang dihasilkan oleh Baci-

llus licheniformis dikenal dengan nama Subtilisin
Carlsberg. Enzim ini pertama sekali diisolasi oleh
Guntelberg dan Ottensen pada tahun 1952 (Ward, 1983).
Fogarty dan Kelly (1979) menyatakan bahwa bakteri
Bacillus licheniformis menghasilikan dua jenis
protease, yang satu aktif pada pH netral sedang yang
lainnya pada pH alkali. |

Untuk mengidentifikasi bahwa suatu mikroba meng-
hasilkan enzim proteolitik ekstraseluler terdapat
berbagai cara. Salah satu pendekatan yang biasa
digunakan adalah dengan melihat luas daerah difusi
hasil-hasil ekstraseluler mikroba pada media agar,
yvang kadang berupa daerah bening di sekeliling koloni
(Ward, 1983). Akan tetapi tidak selamanya terdapat
hubungan vyang langsung antara diameter dari daerah
yang bening di sekeliling koloni mikroba penghasil
protease pada media agar denngan Kemampuannya
dalammenghasilkan protease dengan menggunakan Xultur

terendam (Aunstrup, 1979).



Ward (1983) mengutip Smith dan kawan-kKawan menya-
takan bahwa meskipun Bacillus licheniformis mempunyali
kemampuan yang sangat baik dalam menghasilkan protease
dengan menggunakan kultur terendam, hanya memperlihat-

kan daerah hidrolisis kasein yang sangat kecil.
Escherichia coli

Menurut Bisset (1963), Escherichia c¢oli adalah
salah satu jenis bakteri yang paling banyak dipelajari
baik secara umum maupun genetis. Escherichia coli

termasuk ke dalam

Divisio : Protophvta
Kelas : Schizomycetes
| Ordo : Bubacteriales
Sub-ordo : Bacteriineae
Famil i : Bacteriaceae
Genus : Escherichia

Genus Escherichia bersama-sama dengan beberapa
bakteri lainnya dalam famili Bacteriaceae sering
disebut sebagal bakteri koliform. Jenis Escherichia
hanya mempunyal satu species yaitu Escherichia coli
dan disebut koliform fekal karena ditemukan di dalam
saluran usus hewan dan manusia (Fardiaz, 1988).
Secara garis besarnya bakteri dalam famili ini dapat
dibagi atas dua golongan yaitu : yang dapat menfermen-

tasi campuran asam, contohnya E. coll dan yang dapat



menfermentasi butylene glycol contchnya Enterobacter
aerogenes {Stanier, 1963).

Buchanan dan Gibbons {1974) menyatakan bahwa
Escherichia coli bersifat gram negatif, wotil ataupun
non motil dan berbentuk ellips memanjang dalam keadaan
berpasangan ataupun berantai pendek. Tidak berspora
dan biasanya tidak Dberkapsul. Bakteri ini dapat
menfermentasi glukosa dan laktosa dan menghasilkan
asam dan gas serta CO, dan H, dalam rasio yang seim-
bang. Escherichia coll mempunyai ukuran yang
bervariasi tergantung dari strain dengan ukuran
rata-rata 0.5 x 2.0 um {(Brock, 1974).

Escherichia coli mempunyai beberapa sifat lain
yaitu menghasilkan indele, tidak menghasilkan asétil
metil karbinol serta dapat menggunakan sitrat sebagai
satu-satunya  sumber karbon untuk pertumbuhannya.
Dalam fermentasi, Escherichia coli dapat menurunkan pH
medium yang me- ngandung 0.5% glukosa hingga mencapali
pH 5.0 atau kurang (Jenie dan Fardiaz, 1988).

Singleton (1980}, menyatakan bahwa sel
Escherichia coll biasanya satu-satu ataupun
berpasangan dan dapat tumbuhdengan baik pada basal
media, misalnya "Nutrient Agar®". Pada NA (inkubasi

24 Jan, 37°C) Escherichia coli secara spesi%ik
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berbentuk koloni 1licin, tidak berwarna, bulat dan
agak cembung dengan diameter 1-3 mn.

Menurut Stanier (1%63), total kisaran suhu bagi
pertumbuhan mikrcorganisme adalah dari -5 - 80°c.
Walaupun demikian kisaran suhu untuk pertumbuhan bagi
suatu mikroorganisme spesifik lehih kecil.
Escherichia c¢olli vyang termasuk bakteri mescofilik
mempunyai temperatur minimum untuk pertumbuhan 10 -

129, maksimum 50°C dan optimum pada 37 - 45°C.

Tabel 1. Kisaran suhu pertumbuhan bakteri 1

suhu{°C)
Tipe organisme min optinum maks
Psikrofilik ~5 - 0 6.5 — 7.8 8 — 10
Mesofilik 10 - 20 206 - 40 40 - 45
Termofilik 25 -~ 45 45 - 60 60 - 80

1 Stanier (1963)



Asam Deoksiribonukleat (DNA)
1. PFungsi dan Struktur DNA

DNA adalah salah satu senyawa asam nukleat yang
berfungsi untuk menyimpan, mereplikasi dan mentrans-
kripsi sifat-sifat informasi genetika vyang terdapat
dalam sel (Gardner, 15984).

Menurut Volk (1988), DNA terdiri daril satuan-
satuan basa-basa purin_(adenin dan guanin) dan basa-
basa pirimidin (timin dan sitosin), deoksiribosa dan
fosfat. Komponen-komponen ini secara bersama-sama
berikatan membentuk satuan nukleotida. Satuan—satuan
nukleotida dihubungkan oleh ikatan fosfodiester mem-
bentuk rantai polinukleotida. Basa-basa dari tilap-
tiap nukleotida dalam satu untal berpasangan dengan
basa-basa dari untai lainnya oleh isuatu ikatan hidro-
gen yang lemah membentuk untai ganda. Ikatan hidrogen
ini sangat lemah dibandingkan dengan ikatan fosfodi-
ester sehingga ikatan hidrogen mudah rusak dan terjadi
DNA terdenaturasi. Pasangan basa pada DNA ini sedemi-
kian rupa sehingga basa adenin selalu berpasangan
dengan timin dan guanin dengan sitosin.

Wirahadikusumah (1983) menyatakan bahwa DNA suatu
spesies atau organisme tertentu mempunyal perbandingan

dan urutan yang Khas untuk keempat unit mononukleo-
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tidanya. Juga berat molekulnya berbeda wuntuk tiap
macam organisme. Sel prokariotik vyang mengandung
nanya satu Xkromosom mempunyal BDNA  yang merupakan
makromolekul tunggal dJengan berat molekul sekitar
2 % 10°.

DNA disimpan dalam suatu organ nukleus (inti sel)
vang disebut dengan kromeosom. Pada sel eukariot inti
sel dikelilingi oleh suatu membran inti sedéngkan pada
sel prokariot tidak dikelilingi oleh membran sehingga
kromosom pada sel prokariot letaknya bebas di dalam
sitoplasma dan berbentuk seperti benang. DNA ini
berukuran sangat panjang dibandingkan dengan ukuran
selnya séndiri, oleh karena itu setiap;kroﬁosom ter-
diri dari satu molekul DNA yang dilipat-liipat dengan
sangat padat sehingga kira-kira menjadi 10% dari 1isi
selnya. Pada beberapa bakteri juga ditemukan adanva
DNA yang terdapat di luar Kromosom yang disebut dengan
pilasmid (Fardiaz, 1988).

Darnel (1986) mengatakan DNA merupakan pembawa
informasi genetika, artinya instruksi tentang fungsi-
fungsi biologis yang dimiliki oleh suatu mikroorga-
nisme vyang dapat diwariskan darli satu generasi Ke
- generasi berikutnya. Informasi genetika itu meliputi

semua informasi yang digunakan untuk mengarahkan
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sal.

Proses sintesa protein dan asam-asam nukleat berlang-

sung melaluil tahap-tahap sebagal berikut (Fardiaz,

1988)

replikasi

trans- trans- perpan-

DNA RNA polipeptida protein

Kripsi lasi jangan

a. Replikasi DNA

DNA merupakan untai ganda vang terjadi

karena adanya perpasangan basa-basa yang sesual

dari tiap-tiap satuan nukleotida pada setiap

untail. Sewaktu proses replikasi, dua untai

ini akan berpisah pada tempat dimana untai

DNA

yang

baru akan terbentuk. Pada akhir proses replikasi

akan diperoleh dua untai ganda yang baru, dimana

masing-masing mempunyai susunan basa-basa

yang

xomplementer terdapat wuntal yang asli. Karena

pada replikasi 1ini untai ganda yang terbentuk

terdiri dari satu untai yang baru dan satu
vang lama maka proses replikasi ini disebut
plikasi semikonservatif (Sudding, 19%0 dan

diaz, 1988).

untai

re—

Far—
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b. Transkripsi

Transkripsi adalah proses ekspresi gen dari
DN2 membentuk RNA yang kemudian akan membentuk
protein. Dalam hal struktur RNA adalah sana
dengan DNA, namum satuan gulanya adalah ribosa dan
pasa timin pada DNA diganti dengan urasil pada
RNA. Tahap dimana protein disintesa déri RNA
adalah tahap yang sangat kompleks dan memerlukan
tiga Jenis RNA yaitu mRNA, tRNA dan rRNA. Tahap
awal dari proses ini adalah terbentuknya mRNA yang
bersifat komplementer dari salah satu untail DNA.
Kemudian tRNA akan mengikat asam amino yang spesi-
fikx terhadapnya, proses inl memerlukan energi dan
enzim aktifasi. Tahap kedua adalah rRNA akan
berqfrak sepanjang untal mRNA sebanyak 1 Kkodon
setiap kali dan setiap 3 kodon tRNA akan membawa
asam aminc yang sesuai yang ditentukan oleh anti-
xodon pada sisi lain dari tRNA. Dengan demikian
akan terbentuk suatu protein yang spesifik vyang
terbentuk dari mulai dari asam aminoc terminal N

sampai terminal C (Fardiaz, 1988).
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Struktur DNA dapat dilihat pada gambar 1 di bawah

ini (Lehninger, 1982 dan Wirahadikusumah, 1983)

elc
3 End

Gambar 1. Struktur DNA
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2. 1Isolasi DNA pada Bakteri

Salah satu tahap utama dalam manipulasi DNA
melibatkan isolasi DNA bailk DNA donor maupun DNA yang
akan dimanipulasi. DNA tidak terdapat dalam bentuk
molekul bebas di dalam sel akan tetapi dalam bentuk
campuran yang kompleks antara DNA, RNA dan protein.
Secara umum, tahap-tahap dasar untuk mendapaﬁkan DNA
yvang murni adalah sebagail berikut : (1) penglepasan
DNA yang larut dan berberat molekui tinggi dari

dinding-dinding dan membran sel yang telah dihancur-

kan; (2) disosiasi kompleks DNA-protein dengan cara
denaturasi atau proteolisis; (3) pemisahan DNA dari
makromolekul-makromolekul lainnya (Redriguez dan

Tait, 1988) dan (4) pengrusakan enzim-enzim degradatif
vang banyak terbentuk sela%a terjadinya penghancuran
sel bakteri (Clark dan Switéer, 1977) .

Dalam memilih metoda isolasi DNA dari golongan
mikroba periu mempertimbangkan keragaman mahluk dalam
hal kerentanan dinding selnya terhadap metode peme-
cahan, kandungan polisakarida mikroba dan ikatan DNA
dengan protein di dalam sel (Suhartono, 1990).

Untuk mendapatkan DNA, pertama-tama dinding sel
harus dipecah“ baik dengan perlakuan fisis maupun
kimia. Perlakuan kimia meliputi penambahan senyawa

perusak dinding sel seperti enzim lisozim, selulase
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2+au hemiselulase dan sodium lauril sulfat. Sedangkan
perlakuan fisis meliputi homogenisasi, sonikasi dan
pemanasan—thawing_(Sghartono, 1990). Proses pemecahan
dinding sel bakteri gram negatif vang mempunyal din-
ding sel yang lebih tipis dibéhdinqkan dengan bakteri
gram positif dapat dilakukan hanya dengan menggunakan
sodium lauril sulfat. Sedangkan bakteri gram positif
memerlukan 1lisozim untuk lisis dinding selnya karena
lisozim dapat menguraikan ikatan pada beptidoglikan
yang banyak terdapat pada dinding sel bakteri gram
positif. Pemecahan dinding sel ini kemudian disempur-
nakan dengan penambahan deterjen sodium lauril sul-
fat, penambahan SDS ini juga mempunyail fungsi merusak
aktivitas enzimatik yang ada pada sel Kkarena Kemam-
puannya untuk mendenaturasi protein (Clark dan
Switzer, 1977)4

Tahap selanjutnya setelah dilakukan pemecahan
dinding sel ialah pemurnian DNA dari campuran senyawa-
senyawa lainnya. Tahap ini merupakan tahap yang
sangat penting di dalam penggunaan DNA selanjutnya
{Suhartono, 1990;. |

Rodriguez (1988) dan Clark (1977) menyatakan
. setelah lisis dinding sel, larutan diberi perlakuan
dengan senyawa pengkelat seperti EDTA vyang berfungsi
menghambat kerja enzim-enzim nuklease dengan cara

mengkelat ion-ion bivalen yang diperlukan untuk akti-
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vitas enzim-enzim ini. Larutan dapat juga ditambahkan
ribonuklease pankreatik untuk menghidrolisa RNA dan
protease untuk meﬁecah protein. Selanjutnya larutan
ditambahkan ion perklorat untuk memisahkan protein
dari DNA. Sisa-sisa protein dan oligopeptida diek-
strak dengan menggunakan larutan organik, misalnya
fenol atau campuran fenol dan kloroform. Kemﬁdian DNA
yvang ada pada dalam larutan dapat dililit setelah

diendapkan dengan etanol.
Transformasi DNA
1. Pengertian transformsi dan kompetensi

Singleton dan Stanbury (1978) menyatakan bahwa
transformasi adalah sejenis trénsfer genetis dimana
pecahan/fragmen DNA dari suatu sel (sel donor) diambil
oleh sel vyang lain (sel resipien) dan selanjutnya
mengalami proses rekombinasi dengan Kromosom dari sel
penerima.

Transformasi diperkirakan merupakan suatu gejala
alami dan banyak terjadi di alam selain yang sengaja
dilakukan di laboratorium. Di alam, setelah suatu
mikroorganisme mengalami lisis dan melepaskan DNA-nya
ke lingkungan; DNA tersebut dapat menginfeksi sel
sekitarnya' dan mengakibatkan sel tersebut mengalami

perubahan genetika (Volk, 1988).
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DeBusk (1980), mengatakan walaupun transformasi
terjadi secara alami tidaklah mudah dialami karena
fenomena terjadinya transformasi hanya dapat diamati
apakila fragmen DNA tertentu dari sel donor cukup
berbeda nyata dari fragmen yang digantikan pada sel
penerima dan terjadi perbedaan karakteristik dari sel
yang berhasil ditransforrasi.

Menurut DeRobertis (1975),pada peristiwa trans-
formasi, fragmen DNA suatu sel dimasukkan ke dalam sel
lainnya. Syarat DNA yang ditransfer adalah fragmennya
harus besar dan untai ganda. Tetapl karena DNA itu
panjang dan strukturnya tipis, sangat sulit mengisola-
=i molekul DNA yang lengkap dan tidak patah-patah
(Stanier et.al, 1963). Prosedur—prosedur yang bilasa

digunakan untuk mengekstraksi DNA dari sel donor

|
menyebabkan putusnya rantai DNA yang diigeclasi.

Pengukuran vyang dilakukan menunjukkan rata-rata DNA
yang ditransformasi terdiri dari fragmen-fragmen yang
ekivalen dengan sekitar 0.5% dari gen sel donor atau
denqan kata lain gen-gen sel donor terpecah menjadi
sekitar 200 potong gen-gen kecil (Levy et al., 1973).
:Adapun syarat sel penerima adalah sel itu harus kompe-
ten artinya dalam keadaan ﬁampu menerima DNA vyang
ditransfer ke dalamnya. Sifat dasar kompetensi suatu

sel belum dipahami sepenuhnya, tetapi hal ini diperki-
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rakan karena terjadinya sintesa proteinuproteiﬁ ek~
straseluler yvang disebut faktor kompetensi yang dapat
menyebabkan terbentuknya sisi penerimaan untuk lpengi—
kxatan DNA yang akan ditransfer.

Sifat kompetensi suatu sel dapat bervariasi
secara radikal diantara berbagaili macam mikroba bahkan
diantara satu spesies tertentu. Berbagai penelitian
telah menunjukkan bahwa sifat kompeteﬁsi ini terdadi
selama periode tertentu dalam siklus hidupnya.
Sebagai contoh, sifat kompetensi dari D. pneumoniae
terjadi segera setelah fase pertumbuhannya sedangkan
pada genus Bacillus terjadi setelah akhir dari fase
~pertumbuhannya. sifat kompetensi ini juga dipengaruhi
oleh berbagai Xkondisi lingkungan, tipe media dan
adanya senyawa kimia tertentu (Levy et al., 1973).

Berbagai bahan kimia dapat menginduksi sifat
kompetensi suatu sel misalnya : CaCl, dan RbC1,.
Sifat kompetensi suatu sel tidak bersifat laten.
Biasanya keadaan ini hanya dapat dipertahankan 1 - 2
hari setelah suatu sel dibuat kompeten dengan prosedur
yang sesual. Untuk bakteri yang diberi penambahan
cacCl,, kompetensi bakteri hanya dapat dipertahankan
celama 1 - 2 hari pada suhu 4°C  (Suhartono, 1990).
Hasil penelitian yang dilakukan oleh Kaplan dan For-

nari (1982) juga menunjukkan bahwa konsentrasi buffer
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Tris dan PEG-6000 juga dapat mempengaruhi konpetensi
suatu sel dan efisiensi transformasi.

Penyerapan DNA ke dalam suatu sel yang Kompeten
dilakukan dengan pemberian pemanasan secara tiba-tiba
("heat shock"). Beberapa penelitian menunjukkan bahwa
penyerapan DNA dengan cara demikian memberikan hasil

transformasi yvang lebih tinggi (Suhartono, 1890}.
2. Efisiensi Transformasi

Efisiensi transformasi dinyatakan sebagai Jjumlah
transforman per jumlah sel yang tetap hidup (Kaplan,
1982). Banyak faktor vyang mempengaruhl efisiensi
suatu transformasi misalnya : suhu, perlakuan dengan
bahan kimia tertentu, lamanya perlakuan dan jumiah DNA
yvang ditambahkan (Malik, 1981).

Frekuensi terjadinya transformasi sangat kecil
yaitu biasanfa kurang dari 1 persen (DeBusk, 1980).
Menurut Suharﬁono (1990), hanya sedikit sel yang dapat
menyerap DNA dan hanya sedikit pula DNA yang nyata
dapat ditransformasi. Xemungkinan terjadinya adalah 1
per 10.000 DNA.

Karena frekuensi terjadinya transformasi ini
sangat kecil, maka dicoba perlakuan dengan bahan-bahan
kimia tertentu dengan harapan dapat meningkatkan

frekuensi terjadinya transformasi Khususnya dalam
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percobaan di laboratorium. Malik (1981), menyatakan
bahwa ion Ca’™ dapat meningkatkan efisiensi transfor-

2% Qapat melipat-

masi pada E. coli dan adanya ion Mg
gandakan transforman yang diinduksi dengan ca?™,
sedangkan 7ns”* dapat menghambat secara total terjadi-
nya transformasi. Ion ca?® ini diperkirakan menyebab-
7kan pembengkakan sel inang atau pembentukan sphero-
plast pada sel yang akan ditransformasi Yyang dapat
meningkatkan efisiensi transformasi (Rodriguez, 1988).
Suhu  juga berperan dalam efisiensi transformasi.
Dalam percobaan yang dilakukan Malik (1981) diperoleh
bahwa efisiensi transformasi menurun bila dilakukan
pada suhu di bawah 32°C sedangkan pada suhu di atas
37°c transformasi tidak terjadi sama sekali. Sehingga
ia menyimpulkan bahwa suhu 329C diperlukan untuk
membantu pengikatan DNA pada permukaan sel yang diberi
perlakuan dengan ca®®. bBkan tetapi sampal saat ini
tidak terdapat suatu kesepakatan pada suhu berapa
transformasi harus dilakukan demikian juga faktor-
faktor lain yang berhubungan dengan efisiensi trans-
formasi. Sebagai contoh, Rodriguez dan Tait (1888)
dan Bergmans et al. (1981) melakukan proses transfor-

masi pada suhu 42°c sedangkan percobaan yang dilakukan

Sudding (1990) pada suhu 37%C.
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Menurut Stent (1978}, transformasi akan bertambah
jika DNA yang ditambahkan ke dalam sel yang Xompeten
bertambah sampal ke suatu titik KeJenuhan dimana
jumlah DNA yang ditambahkan justru menurunkan efisien-
si transformasi. Sel resipien akan menjadi Jjenuh
apabila setiap sel telah mengikat sekitar 10 potong
DNA yang ditambahkan (Levy et al., 1973). Hal di atas
terjadi karena: (1) adanya peristiwa "auto-inhibisi"
DNA oleh DNA itu sendiri (2) hanya sebagian kecil dari
sel penerima yang menjadi kompeten dan siap untuk
ditransformasi. Faktor .1ainnya yang nempengaruhi
efisiensi transformasi adalahf
(1) Adanya enzim DNAase dimana enzim ini dapat mengu-
raikan DNA sehingga menurunkan efisiensi transfor-
masi {(Tancoka, 1973).

(2) Lama dan cara pemberian "heat shock" (Bergmans,
1981) .

(3) Viabilitias sel setelah perlakuan dengan bahan
kimia dan penyimpanan (Rodriguez dan Tait, 1988).

(4) Efisiensi pembentukan spheroplast pada sel inang
(Rodriguez dan Tait, 1988).

(5) Konformasi dan kemurnian DNA yang ditambahkan

(Rodriguez dan Tait, 1988).
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o1 Proses Transformasi

Secara umum, untuk melakukan proses transformasi
di laboratorium harus melalui beberapa tahap. Tahap-
tahap tersebut meliputi isolasi DNA dari "sel donor,
pembentukan sel penerima yang kompeten dan diikuti
dengan pemasukan DNA asing ke dalam sel yang kompeten
tersebut (Sudding, 199%0).

DNA asing yang masuk ke dalam sel penerima akan
mengalami pemecahan oleh enzim restriksi menghasilkan
fragmen—-fragmen. Sebagian dari fragmen tersebut akan
berintegrasi dengan pasangan basa darl DNA inang yang
homolog (Sudding, 1990). Mekanisme masuknya DNA asing
ke dalam suatu sel tidaklah diketahui dengan Jjelas,
juga tidak diketahui apakah DNA yang masuk ke dalam
sel berupa untal ganda ataupun untai tunggal (Dubnau,
1985). DNA asing vang masuk ke dalam sel akan berekom-
binasi dengan DNA sel inang dan secara bersama-sama
akan mengalami replikasi. Rekombinasi dapat terjadi
dengan DNA kromosom atau hanya berintegrasi dengan DNA
plasmid. | Rekombinasi ini dapat berbentuk '"additive
recombination" artinya terjadi penambahan pada total
- DNA yang ada sebelumnya pada sel inang ataupun berben-
tuk "substitutive recombination® yaitu terjadi pergan-
tian sebagian dari DNAR sel inang oleh DNA asing.

Kemungkinan lain yang terjadi adalah DNA asing tidak
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berekombinasi dengan DNA dari sel penerima. Dalam hal
ini fragmen-fragmen DNA tersebut membentuk DNA lingkar
yvang disebut plaswmid. Plasmid yang terpentuk ini akan
memperbanyak diri apablla terdapat titik replikasinya
(Sudding, 1990}.

Dalam preses transformasi ini terdapat beberapa
masalah yaitu: sulit menentukan apa yang akan terjadi
dalam sel setelah DNA asing masuk ke dalam sel terse-
but. Hal ini disebabkan semua proses yang terjadil
dalam sel berjalan secara alamiah sehingga peneliti
tidak dapat berbuat banyak dalam menentukan sifat-
=ifat sel hasil transformasi. Masalah lainnya adalah
adanya dinding atau membran sel yang menjadli pengha-
lang masuknya DNA asing. Selain itu DNA asing yang
masuk ke dalam sel masih menghadapi serangan enzim-
enzim restriksi di dalam sel penerima itu sendiri yang
akan menghancurkan DNA asing tersebut. Hanya fragmen-
fragmen DNA yang homoclog dengan DNA sel penerima yang
+idak dihancurkan coleh enzim restriksi. Itulah sebab-
nya sebaiknya transformasi dilakukan antar spesies
karena kemungkinan mempunyal gen-gen yang homolog akan
lebih besar. Walaupun demikian kemungkinan adanya
gen-gen yang homolog pada spesies yang berbeda tetap

ada {(Sudding, 19920).
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Sebaliknya enzlm restriksi juga sangat diperlukan
dalam transformasi sebab rekombinasi DNA asing dengan
DNA dari sel penerima tidak akan terjadi tanpa adanya
enzim restriksi untuk membuka untal DNA baik DNA asing
maupur DNA sel penerima. Sehingga enzim restriksi
juga tidak dapat dihilangkan sama sekali tetapi dima-
nipulasi sedemikian rupa agar tidak sampal menghambat
proses transformasi (Sudding, 19%0).

Salah satu mekanisme yang diusulkan mengenal cara
masuknya suatu DNA asing ke dalam suatu sel yang
remudian berekombinasi dengan DNA sel 1inang adalah

sebagal berikut (Redriguez dan Tait, 199%0):

Peaasukan DHA eelalui écosial DM Donor dengan Integrasi B Sulur Tunggal
Resbran Sel Frososos Sel Reslpien dan Penggantian dari ¥4 Sel
fesiplen
Gambar 2. Skema masuknya DNA asing ke dalam suatu sel

dan berekombinasli dengan DNA sel 1nang.



BAHAN DAN METODA

BAHAN DAN ALAT

Bahan yang digﬁnakan dalam percobaan ini adalah
kultur murni Bacillus licheniformis yang didapatkan
dari Balai Penelitian Veteriner, Bogor dan Kkultur
murni Eschericia coli yang didapat dari Street Food
Project - IPB, Bogor. Bahan-bahan lainnya yang digu-
nakan adalah media-media dan bahan kimia lainnya yang
akan dirinci pada metoda penelitian.

Alat vyang digunakan adalah inkubator bergoyang
merek GFL, "sterilizer", sentrifusa untuk pemisahan
«e] dan DNA merek Jouan CR-412, spektrofotometer Shi-
madzu uv-160 dan Spectronic 21, sonikator merk Cole
Palmer 8852, "ultraviolet cabinet" merek Camag, lemari
es & "freezer", inkubator, mikroskop Olympus BRH-2,
camera merek Pentax LX, penangas air, timbangan anali-
+is Libror AEL-200 dan Metler PJ300, "freeze-dryer"

dan alat-alat gelas.

‘METODA PENELITIAN

Penelitian ini terbagi atas tiga tahap, yaitu
penelitian pendahuluan yang meliputi produksi sel
donor dan isolasi DNA serta karakterisasi DNA, dan

penelitian utama yang meliputi tahap transformasi DNA
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ke dalam sel inang dan tahap analisis sel hasil trans-

formasi.

i.

Penelitian Pendahuluan

= 3N

Persiapan Sel Donor

Tahap penyiapan mikroba secara skematis

dapat dilihat pada Gambar 3.

mutirrent stok

agar Kultur

inkubast wnkubasy
Z haru Z hary

Gambar 3. Tahapan penyiapan mikroba

Ampul kultur dikerat melingkar pada bagian
tengah kapas penyekat kemudian dioles dengan
alkohol pada dinding ampu% dan dibungkus
dengan Kertas tissue lélu dipatahkan. Pipet
sebanyak 0.5 ml air steril dengan pipet pas-

teur ke dalam ampul dan dikocok hingga homo-
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gen. Larutan ini sebagian dipindahkan ke
dalam erlenmeyer berisi 50 ml Nutrient Broth
dan diinkubasikan selama 24 Jjam sedangkan
sebagian lagi dibiakkan ke cawan petri yang
berisi Nutrient Agar &an diinkubasi 48 jam.

Setelah 24 jam, dengan menggunakan ose
mikroba yang tumbuh pada Nutrient Broth di-
goreskan pada agar miring yang telah disiapkan
sebelumnya. Agar miring ini kemudian diinku-
basikan pada suhu 37°C selama 24 jam.  Kultur
bakteri vyang tumbuh ini kemudian dijadikan
kultur stok.

Kultur stok ini kemudian digunakan dalam
percobaan selanjutnya sedangkan yang belum
digunakan disimpan dalam lemari es. Semua
pengerjaan di atas harus dila¥ukan secara

aseptis.

Isclasi DNA Sel Donor

Kultur mikroba vyang telah tumbuh pada
agar miring ditambahkan air steril sebanyak 10
ml setiap tabung kemudian dikocok hingga
homogen. Larutan ini kemudian dipiﬁdahkan ke
dalam 100 ml media steril Nutrient Broth dan
diinkubasikan pada suhu 37°C hingga sel vyang

ada cukup banyak. Sel yang ada ini kemudian
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dipanen dengan menggunakan sentrifusa pada
kecepatan 5000 rpm (3150 g) selama 20 menit.
Suspensi sel yang diperoleh dari hasil
sentrifuse dicuci dengan buffer SET dua kali
kemudian endapannya ditambah dengan buffer SET
dan dikocock hingga terbentuk suspensi. Sus-
pensi ini diendapkan kembali dengan sentrifuse
lalu diperlakukan kembali dengaﬁ prosedur yang
sama. Suspensi vyang terbentuk dari hasil
sentrifuse kedua kali ini ditambahkan dengan
sekitar 15 ml Larutan Sodium Dodecyl Sulfat
25% dan disonikasi dengan frekuensi sebesar
100 KkHz selama 5 menit lalu diinkubasi pada
suhu 60°C selama 20-30 menit. Larutan kemu-
dian ditambahkan NaClO, 5M sebanyak 10 ml dan
kloroform: iscamil alkchol (24:1) 15 ml.
Larutan dikocok hingga homogen dan diinkubasi-
kan semalam pada suhu 37°C. Setelah itu
ditambahkan air steril 6 ml dan
kloroform:iscamil alkohol hingga volumenya
menjadi dua kall dan dikocok hingga merata.
Sentrifuse semua larutan pada 3500 rpm (1542
g) 30 menit. Larutan akan terpisah menjadi
tiga fase, fase atas yang bening kekuningan

diambil dengan pipet bermulut besar lalu
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ditambahkan kloroform:iscamil alkohol secukup-
nya dan dikocok pelan-pelan hingga sempurna
dan dilakukan sentrifuse lagl pada kecepatan
dan waktu yang sama {lakukan hal inl sebanyak
tiga kali). Sekali lagi fase atas yang ber-
warna bening kekuningan diambil dengan pipet
permulut besar dan diteteskan melalui dinding
tabung reaksi yang berisi etanol dingin: NaCl
SM (10:1). Benang DHA yang terbentuk kemudian
dililit Qan dilarutkan kemball dalam buffer
TEN lalu disentrifuse pada 8000 rpm (80537 g)
10 menit. Teteskan Kembali dalam campuran
etanol dingin: NaCl 5M (10:1j. Serabut DNA
remudian dililit dan direndam dalam etanol
70%, simpan pada suhu 4°C hingga saat diguna-

ran.
Karakterisasi DNA

Untuk percobaan karakterisasi DNA dilaku-
kan dengan dua metode yaltu dengan karakteris-
asi spektral dan pengukuran melalui fluoresen-
si Etidium Bromida. Pengukﬁran hanya dillaku-
an secara kuaiitatif untuk membuktikan bahwa
yang berhasil diisolasli adalah DNA. Prosedur

untuk kedua metode tersebut adalah:
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¥arakterisasi dengan spektrofotometer

DHA yang telah dimurnikan dilarutkan
dalam bulfer Potasium fosfat kKemudian
diambil sebagian untuk diukur absorban-
sinya pada panjang gelombang 200 hingga

300 nm.

Dengan fluoresensi Etidium Bromida

Etidium bromida dilarutkan Ke dalam
puffer TC dengan konsentrasi 2 ugr/ml.
DNA juga dilarutkan dalam larutan sa-
line-~sitrat. Disiapkan dua buah prepa-
rat, satu hanya dengan larutan Etidium
Bromida di dalam buffer TE sedangkan
yang lain merupakan campuran larutan
Etdium Bromida dan larutan DNA dalam
volume vyang sana lalu diamati dan  di-
bandingkan kedua preparat ini di bawah

lampu ultraviclet dalam "uv-cablinet".

Penelitian Utama

a. Persiapan Sel Inang
Kultur wmiring vyang mengandung biakan
murni Escherichia colli ditambah 1 ml air

steril

kemudian dikocok hingga homogen.
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Cairan vyang telah homogen ini dituangkan ke
dalam ILuria Broth 100 ml dan diinkubasikan
pada suhu 37°C dengan pengocokan selama
semalam. Kultur miring yang belum digunakan

disimpan di dalam lemari es.
Transformasi DNA ke dalam Sel Inang

Luria Broth yang telah berisi Escherichia

.coli dituangkan ke dalam tabung sentrifusa

kemudian didinginkan pada suhu es selama 10
menit. Sel yang ada dikumpulkan dengan mela-
kukan sentrifuse pada kecepatan 8000 rpm (8057
g) 4°c. Sel yang terkumpul diresuspensi dalam
2.5 ml caCl, 0,1 M dan dibiarkan padé suhu
dingin selama 20 menit. Kemudian diulangi
sentrifuse dan resuspensi sel dengan 1 mnml
cacl, 0,1 M. Suspensi sel dipindahkan ke
dalam tabung gelas steril kemudian ditambahkan
DNA ke dalam suspensi tersebut setelah terle-
bik dahulu dilarutkan dalam buffer TE dan
campuran dibiarkan pada suhu es selama 30
menit. Campuran xemudian dipindahkan ke
penangas air untuk "heat shock" pada suhu 40°
selama 2 menit dan dipindahkan kemball ke suhu

es. Tahap selanjutnya adalah dipindahkan Kke
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dalam media Luria Broth untuk *“reviving" dan
diinkubasikan pada inkubator bergoyang suhu
37°C seiama 60 - 90 menit. Sel yang telah
ditrevive'" ini kemudian dilakukan plating pada
media selektif berupa Nutrient Agar + kasein
1% untuk menyveleksi mikroba yang berhasil
ditransformasikan dengan pengenceran 1072

a)
g

hingga 10
Analisa Sifat-sifat Mikroba
¢.1. Uji proteolitik (metode Bergmeyer)

Setiap sampel yang dilanalisa disertal
dengan Dblanko dan standar. Prosedur
analisa disa=-jikan pada Tabel 2. Cara
menghitung unit aktivitas enzim adalah
sebagal berikut. Setiap sampel vyang
akan dihitung unit aktivitasnya mempu-
nyai: nilaili absorbansi untuk sampel,
blanko dan standar sendiri-sendiri.
Dengan menggunakan rﬁmus di bawah ini
dapat dihitung unit aktivitas dari
enzim. Waktu inkubasi vyang dilgunakan

pada metoda inl adalah 10 menilt.



Dimana,

U

35

unit aktivitas protease per menit
{unit/ ml).

nilai absorbansil sampel

nilai absorbansi standar
nilai absorbansi blanko

faktor pengenceran

waktu inkubasi (menit)



Tabel 2. Pengukuran aktivitas protease

Blanko std Sampel
(ml) {ml) {ml)

Buffer borat

(0.01¥, pH 8) 1.0 1.0 1.0
Substrat kaseiln
{20 ng/ml, pH 8) 1.0 1.0 1.0
HCL (0.05 M) 0.2 0.2 0.2
Enzim dalam CalCl,
(2 mm@l/L)“ - - 0.2

Tirosin standar
{% mmol/L) -

[ue}
R
I

Akuades 0.2 - -

Inkubasi pada 37°C tepat 10 menit

TCA (0.1 M) 2.0 2.0 2.0
Call (7 mmol/L) - - 0.2

nzim dalam CaCl.
(2 mmol/Ly

e

<2

o]

[\
{

Diamkan pada suhu 379C selama 10 menit
sentrifuse pada 4000 rpm selama 10 menit

riltrat 1.5 i.5 1.5

MNa,COo, {4 i) 5.0 SR 5.0
& -

Fenol reagen {1 + 2) 1.4 1.0 1.C

Diamkan 20 menit pada suhu 379C dan baca

abs 5

sorbkansi pada panjang gelonbang 578 nm
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Uji Proteolitik

Mikroba dapat diinokulasikan ke dalam
cawan petri yang berisi Nutrient Agar +
kasein 1% dengan metode gores ataupun
tuang. Cawan diinkubasikan pada suhu
37°c selama 2 hari. Mikroba yang bersi-
fat'pxoteolitik akan menghasilkan areal

bening.
Uji Hidrolisa Pati

Setiap mikroba yang akan diuji diambil
dengan ose kemudian digoreskah secara
langsunyg pada setengah baglan cawan yang
berisi Starch Agar. Cawan kemudian
diinkubasikan pada suhu 30-32°C selanma
tiga hari. Setelah tiga hidri cawan
ditetesi dengan larutan gran Yodium
hingga menutupi seluruh permukaannya.
Hidrolisa pati ditandai dengan adanya

areal bening yang berwarna kuning.
Uji Voges - Proskauer

Satu ose kultur diinckulasikan ke dalan
MR-VP Broth kemudian diinkubasi dua hari

pada suhu 35°C. Satu ml kultur dari
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medium ini ditambah 0.6 ml larutan 0.5%
alfa-naftol dalam alkohcol absoclut dan
0.2 ml larutan KOH 40%, setelah dikocok
amati terbentuknya warna merah muda
hingga merah yang menunjukkan uji posi-

tif.
Uji Hidrolisa Gelatin

Kultur yang akan diuji diinockulasikan 1
ose ke dalam medium Nutrient Gelatin
kemudian diinkubasi pada suhu  30°C
selama 5-8 hari. Uji positif ditunjuk-
xan dengan tetap mencairnya media Jjika
ditempatkan dalam es selama setengah

Jjam.

i

Uji Metil Merah

Satu ose kultur diinokulasikan ke dalam
medium MR-VP lalu diinkubasikan pada
suhu ruang antara 5-7 hari. UJji positif
ditandai dengan terbentuknya warna merah
setelah gitetesi larutan metil merah (pH

kurang atau sama dengan 6.0) sedangkan

lebih dari 6.0).




A,

IV. HASIL DAN PEMBAHASAN

PENELITIAN PENDAHULUAN

Produksi Sel Donor

Bacillus licheniformis yang diperoleh dari
Balitvet Culture Collection dan Escherichia coli
yang diperoleh dari “Street Food Project" - IPB
sama-sama ditumbuhkan pada agar miring Nutrient
Agar. Diinkubasikan pada suhu 37°C selama sehari.
Setelah sehari koloni sudah mulai tampak dengan

jelas. Koloni Escherichia coli blasanya mempunyai

penampakan dan warna yang lebih keruh dibandingkan
dengan Bacillus licheniformis. Bacillus ;icheni-
formis juga membentuk koloni vyang agak kasar
dengan pinggiran koloni vyang agak mengkerut
(Buchanan dan Gibkons, 1974).

Kedua <jenis mikroba ini dapat tumbuh dengan
baik pada media padat yang sama karena memang
kedua jenis mikroba ini masih termasuk dalam
kelompok vyang sama yaitu bakteri. Media padat
Nutrient Agar biasa digunakan untuk pertumbuhan
bakteri {(Fardiaz, 1987).

Untuk panen sel baik sel donor ~maupun sel
inang digunakan media cair. Media cair yang

digunakan untuk sel donor adalah Nutrient Broth

ki
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dan limbah cair tahu. Hasil percobaan menunjukkan
penggunaan medium cair Nutrient Broth lebih baik
dibandingkan limbah cair tahu karena medium menja-
di lebih keruh setelah diinkubasi pada suhu 35°C
selama dua hari juga sel yang terbentuk setelah
disentrifuse Jjauh lebih banyak. Keuntungan lain
dari penggunaan Nutrient Broth adalah tidak adanya
ampas +tahu vang ikut mengendap sewaktu dilakukan
pengendapan sel dengan sentrifuse. Ampas tahu ini
perlu dihindari karena merupakan protein yang

dapat mengkontaminasi DNA dan menyebabkan penurni-

~an DNA lebih sulit serta mempengaruhi karakterisa-

sl DNA dengan pendggunaan spektral.

Panen sel donor yang digunakan untuk diisola-
si DNA-nya dilakukan setelah diinokulasi selama
dua hari dimana sel vang terbentuk telah gukup
banvyak. Setelah dua hari dapat dikatakan tidak
terjadi lagi pertumbuhan sel baru Karena Kkekeruh-

an medium tidak bertambah lagi.

Isolasi DNA

Isclasi dilakukan dengan menggunakan Kombina-
=i metoda Sudding (1990), Clark (1©77), Rodriguez
dan Tailt (1988) serta Suhartonc (1990) yang Kese-
muanya telah dimodifikasi sebagaimana yang terda-

pat dalam Bab III. Sel yang akan diisolasi DNA-
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nya dipanen setelah dua hari karena dianggap per-
tumbuhan sel telah cukup banyak. Pada umur sel
yang telah cukup tua ini terdapat kemungkinan
dinding sel vyang ada sudah agak tebal sehingga
sulit dihancurkan. Keadaan ini diatasi dengan
memberi perlakuan untuk lisis sel yang lebih keras
berupa penggunaan sonikator dan suhu tinggi (s&0%C)
setelah penambahan SDS. Dengan perlakuan ini
ternyata dinding sel dapat dipecah, hal ini ditan-
dai dengan terbentuknya suspensi yang Xental dan
lebih bening akibat keluarnya cairan pada sito-
plasma {Suhartonc, 1990). Setelah pemecahan
dinding sel, DNA yang bercampur dengan protein
dipisahkan dengan menggunakan pelarut organik.
Ion perklorat yang ditambahkan berfungsi membantu
melingsungkan disosiasi protein dari DNA. Protein
Kenmudian digumpalikan dengan penambahan
kioroform:isoamil alkohol (24:1). DNA yang masih
larut dalam pélarut organik ini digumpalkan dengan
menggunakan campuran etanol dingin:NaCl 5M (10:1}.
Selanjutnya benang-benang DNA vyang diperoleh
dililit dengan kawat steril dan disimpan dalan
etanol 96% pada suhu 2°C seperti vyang terlihat

pada gambar 4.
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Selama proses ekstraksi DNA dari campuran
protein ini juga sekaligus diinaktifkan enzim-
enzim yang dapat mengganggu  proses transformasi
misalnya DNAase. Pencuclan yang dilakukan berka-
li-kali dengan buffer SET dan pemakaian deterjen
Sodium Lauril Sulfat bertujuan menginaktifkan
enzim ini dengan cara mengkelat ion-ion bivalen
yang diperilukan untuk aktivitasnya oleh senyawa
pengkelat EDTA yang terdapat dalam buffer SET dan

oleh SDS.

Gambar 4. DN& Bacillus licheniformis
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Karakterisasi DNA

a.

Karakterisasi DNA dengan spektrofotometer

Preparat DNA yang telah bebas dari makro-
molekul-makromolekul kontaminan dapat ditentu-
kan konsentrasinya. Metoda yang paling umum
digunakan untuk wmenentukan konsentrasl DNA
adalah dengan menggunakan spektroskopl pada
panjang gelombang ultraviolet. Basa-basa
nitrogen pada untal ganda DNA, seperti halnya
senyawa organik lainnya mempunyai absorbansi
spektral yang tertentu. Basa-basa nitrogen
ini nmemberikan absorbansi maksimum pada pan-
jang gelombang 260 nm. Pada panjang gelombang
ini DNA memiliki koefisien ekstinksi E,.,=20,
artinya DNA pada konsentrasi 1 mg/ml akan
mempunygi absorbans i (Bogpl™2- BerdasarKan
nal ini maka konsentrasi DNA dapat ditentukan.
Adanya RNA, protein, deterjen, larutan-larutan
organik dalam suatu larutan DNA akan mempenga-
ruhi absorbansi pada panjang gelombang 1ini.
Karena absorbansi waksimum untuk DNA dan
protein adalah 26C nm dan 280 nm, maka per-
kiraan dari kemurnian suatu DN2 yang diisolasi
dapat diperoleh dengan cara menentukan rasio

AseniPago- Ra=zic 1ini tergantung pada kompo-
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sisi basa-basa penyusun DNA Jjuga bervariasi
tergantung dari organisme (Rodriguez dan Tait,

1988). DNA murni memiliki rasio Ajcq/Bsag

sekitar 1.8. Apabila nilai vyang diperoleh

lebih kecil dapat dikatakan bahwa preparat DNA

terkontaminasi oleh protein atau fenol. Dalam

keadaan ini kuantifikasi DNA secara tepat

tidak dapat dilakukan berdasarkan cara di atas

{Suharteono, 1990;.

Hasil pengujian dengan menggunakan spek-
trofotometer pada panjang gelombang 200 nn
hingga 300 nm dari preparat DNA yang berhasil
diisolasi dari percobaan ini menunjukkan
absorbansi maksimum pada panjang delombang
270.9 nm. Rasio dari A, q5/A5gp Yang diperoleh
adalah 0.1292. Absorbansi pada panjang gelom-
bang 260 nm adalah 0.007. Dengan demikian
dapat dikatakan bahwa preparat DNA vyang di-
peroleh masih belum mqrni dan wmasih banyak
terkontaminasi oleh protein, yang dibuktikan
dari nisbah A,cn/Rygq Kurang dari 1.8. Peng-
ujian dengan spektrofotometer ini membuktikan
bahwa preparat yang diisolasi memang merupakan
DNA walaupun belum murni, hal ini terbukti

dari adanya nilai absorbansi pada panjang
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gelombang 260 nm dan nilal absorbansi maksimum
pada panjang gelombang 270.9 nm yang mendekatil

nilai absorbansi maksimum untuk DNA murni

yaitu 260 nm. Grafik hubungan antara panjang

gelombang dengan absorbansi dari preparat DNA

yang berhasil diisolasi dapat dilihat dari

grafik 1, sedangkan nilai absorbansi pada

panjang gelombang 260 dan 280 nm serta nisbah

Aseag/Pogo terdapat pada tabel 3.

Tabel 3. Absorbansi pada panjang gelombang
260 dan 280 nm serta rasic Asea/Bogo

260 nm 280 nm
a1 a2 L1/A2
0.007 . 0.051 G.1292
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Karakterisasi DNA dengan Etidium Bromida

Karakterisasi DNA dengan Etidium Bromida
merupakan metoda lain untuk kuantifikasi DNA,
khususnya DNA yang mengandung berbagail Konta-
minan. Dengan metoda ini, jumlah asam nukleat
dapat diduga berdasarkan fluoresensi vang
dipancarkan oleh DNA vang tercampur dengan
Etidium Bromida pada daerah sinar ultraviolet.
Intensitas fluoresensi adalah sebanding dengan
jumlah asam nukleat. Konsent?asi preparat DNA
ditentuka dengan membandingkan fluoresensinya
dengan fluoresensi darl satu seri larutan
baku DNA yang telah diketahui konsentrasinya
di bawah sinar ultraviolet (Suhartono, 1990).

Preparat DNA yang ada tidak ditentukan
konsentrasinya pada percokaan ini karena tidak
adanya larutan baku DNA. Pengujian ini dila-
kukan hanya untuk membuktikan bahwa preparat
yvang ada memang merupakan DNA walaupun tidak
murni. Percobaan dilakukan dengan cara Remn-
bandingkan fluoresensi campuran DNA dengan
Etidium Bromida dan larutan Etidium Bromida.
Hasilnya menunjukkan bahwa pada campuran DNA
dengan Etidium Bromida terjadi fluoresensi

sedangkan larutan Etidium Bromida tidak



47

berfluoresensi. Perbedaan dari campuran DNA

dengan Ftidium Bromida dengan larutan Etidium

dapat dilihat pada gambar 5 dan 6.

Bromida

Larutan Campuran DNA dengan
gtidium Bromida
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B. PENELITIAN UTAMA
i. Transformasi DNA

Proses transformasi DNA Bacillus lichenifor-
mis ke dalam sel Escherichia coli dilakKukan dengan
menggunakan metoda Gingold dan Kushner yang telah
dimodifikasi. Prosedur transformasil adalah sesuail
dengan yang dijelaskan dalam bab ITI.

Rodriguez dan Tait (1988}, menjatakan trans-
formasi adalah suatu fenomena yang tidak terbatas
hanya terjadi di laboratorium, akan tetapi Jjuga
terjadi secara alamiah.. Dalam sistim transformasi
yang terjadi secara alamiah ini, bakteri umumnya
memasuki suatu tahap pertumbuhan yang disebut
kompeten dimana dalam keadaan ini mereka sanggup
menyerap DNA asing. éel—sel yang kompeten dapat
mengikat asam=-asam nukleat dalam bentuk yang
resisten terhadap serangan enzim-enzim nuklease.
Setelah diserap, DNA mengalami suatu periode yang
disebut fase ‘"eclipse" dimana i1a tetap tahan
terhadap serangan enzlim-enzim nuklease tetapi
tidak mengekspresikan informasi-informasi genetik-
nya. Tahap ini adalah tahap dimana DNA asing
diperkirakan mengalami rekombinasl dengan deret-
deret homolog dari kromosom bakteri. Akan tetapi

menurut Sudding (1990), serangan dari enzim-enzim
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nuklease dalam batas-batas tertentu diperlukan
untuk membuka untai DNA asing maupun sel 1inang
vang kemudian akan berekombinasi

Usaha-usaha terdahulu untuk melakukan trans-
formasi pada Eschericia coll tidak berhasil dila-
kukan. Berdasarkan pada Kegagalan inilah maka
dilakukan berbagai cara untuk mencoba menginduksi
terjadinya transformasi khususnya pada Eschericia
coli. Percobaan-percobaan yvang kemudian dilakukan
oleh Mandel dan Higa di dalam Primrose dan . 01d
{1985), menunjukkan bahwa perlakuan dengan CaCl,
sebelum penambahan DNA dapat menginduksi kompeten-
sl sel Eschericia coli dan dengan demikian Jjuga
memungkinkan terjadinya transformasi. Percobaan
ini melibatkan penggunaan larutan hipotonik CacCl,
pada suhu 0°C yang menyebabkan pembengkakan sel
atau terjadinya spheroplast. Sel Eschericia colli
yang telah mengalami pembentukan spheroplast ini
terbukti dapat menyerap DNA yang bherasal dari
bakteriofag. Pada keadaan setelah penggunaan
larutan CaCl, menyebabkan DNA yang ditambahkan
membentuk kompleks Calsium fosfat hidroksii dengan
permukaan sel yang kompeten, yang tahan terhadap
aktivitas DNA-ase. Kompleks vyang terjadi ini

kemudian dapat masuk ke dalam sel dengan adanya
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kejutah panas atau "heat shock" pada suhu 42°C.
Cohen et al. (1972) di dalam Primrose dan 0l1d
{1985) juga menunjukkan bahwa sel Eschericia coli
yang diberi perlakuan dengan CaCl, juga efektif
sebagal resipien untuk DNA plasmid. Banyak perco-
baan telah membuktikan bahwa hampir semua strain
Eschericia coli dapat ditransformasi dengan plas-
mid DNA. Bukti bahwa DNA linear dapat ditransfor-
masikan ke dalam sel Eschericia coli Dbaru
ditemukan kemudian melalul percobaan Hoekstra et
al. (1280), akan tetapi dengan efisiensi yang
sangat rendah (Primrose dan ©ld, 1985).

Hasil penelitian inli membuktikan Kkebenaran
bahwa sel Eschericia coli yang telah diberi perla-
kuan dengan CaCl, dapat ditransformasi dengan DNA
asing walaupun dengan efisiensi yang rend%h. Sel
Eschericia coli yang telah dipanen dalam percobaan
ini diberi larutan cCacl, 0.1 M pada suhu 0°C
selama 20 menit, berfungsi untuk membentuk sphero-
plast dari sel Eschericia coli yang siap untuk
menerima DNA asing vang telah dilarutkan dahulu
dalam buffer TE (Tris-~EDTA). Buffer TE ini ber-
fungsi mempertinggi efisiensi transformasi karena
adanya Tris juga dapat menekan aktivitas DNAase,
vang Kemungkinan terdapat dalam larutan, karena

adanya senyawa EDTA yang dapat mengkelat ion-ion
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bivalen vyang diperlukan untuk aktivitas DNAase.
Campuran sel FEschericia coli yang akan ditransfor-
masi dengan DNA kemudian diberi kejutan panas pada
suhu 40°C 2 menit. Dengan adanya kejutan panas
ini diharapkan kompleks Calsium fosfat hidroksil-
DNA dapat diserap ke dalam sel inang dan mengada-
kan rekombinasi dengan gen-gen sel inang ataupun
membentuk DNA lingkar di dalam sel inang. Inkuba-
i yang dilakukan setelah tahap di atas pada
medium Luria Broth dimaksudkan agar sel-sel vyang
tertransformasi melewati fase "eclipse™ dan Jjuga
memberi kesempatan bagi sel untuk "revive'" sehing-
ga gen-gen vang berhasil masuk ke dalam sel yang
tertransformasi dapat terekspresi sewaktu
di#*plating".

Berdasarkan hasil-hasil yang diperoleh dari
penelitian ini dapat disimpulkan DNA dari Bacillus
licheniformis dapat ditransformasikan Xe dalam sel
Eschericia colli dan terekspresi di dalam sel
Eschericia coli. Pengujian-pengujian yang dilaku-
kan memperkuat kesimpulan di atas karena sel-sel
yang berhasil ditransformasi mempunyail sifat

campuran dari kKedua induknya.
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Seleksi Sel Eschericia coli Hasil Transformasi

Untuk menyeleksi sél yang berhasil ditrans-
formasi, sel-sel yang telah mengalami proses
transformasi dilakukan pengenceran kemudian ditum-
buhkan dalam cawan petri yang berisi media Nu=-
trient Agar + 1% kasein sebagal medium selektif.
Pengenceran ini dilakukan supaya terbentuk koloni-
koloni yang terpisah sehingga koloni yang mengha-

silkan protease ekstraselular dan membentuk areal

bening pada medla dapat diisolasi. Inkubasi
selama 3 - 4 hari dari media NA + 1% kasein ini

didapatkan lima koloni yang membentuk areal be-
ning. Koloni=koloni ini diisolasi dan diuji
sekali lagi terhadap aktivitas protease
ekstraselularnya dalam medla yang sama untuk
memastikan bahwa memang koloni tersebut yang
menghasilkan protease ekstraselular. Dari kelima
koloni vyang diuji aktivitas proteolitik untuk
kedua kalinya ternyata hanya didapatkan dua koloni
yang menunjukkan hasil positif. Kedua koloni ini

selanjutnya masing-masing diberi nama Transforman

J1 (TMJ 1)} dan TMJ 2 serta dilakukan pengujian-—
penguiian lainnya. Pengujian-pengujian yang
dilakukan meliputi pengamatan morfologi sel, uji

kemampuan hidrolisa pati, uji proteolitik, ujil
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kemarmpuan hidrolisa gelatin, uji Voges Proskauer,
ujl metil merah dan ujl aktivitas protease secara
kuantitatif dengan metode Bergmeyer. Semua hasil-
hasil penguijian ini dibandingkan dengan kedua sel
induknya yvaitu  Bacillus licheniformis dan

Eschericia coli.
Pengamatan Morfologi Sel

Melalui pengamatan di bawah mikroskop, terli-
hat bahwa Transforman J1 {(TMJ 1) dan TMJ 2z mempu-
nyai morfologi sel yang agak berbeda. Morfologi
sel TMJ 1 mempunyai bentuk vyang memanjang dan

beberapa membentuk rantal vang terdiri dari be-

berapa sel. Sel TMJ 2 terdiri dari campuramr sel

vang mempunyail bentuk elips agak panjang dan sel
yang bentuknya memanjang akan tetapi tid%k bersam-
bung membentuk rantal seperti sel TMJ 1. Ditinjau
dari bentuk sel baik T™MJ 1 maupun TMJ 2 mempunyai
bentuk yang lebih menyerupai Bacillus lichenifor-
mis daripada FEschericia cecli. Bentuk dari sel
Bacillus licheniformis, Eschericia coli, ™J 1
dan TMJ 2 dapat terlihat pada gambar 7, 8, 9 dan

10.
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GCambar 9. Sel hasil transformasi (TMJ 1) dengan
penbesaran 1000 kali

cambar 10. Sel TMJ 2 dengan pembesaran 1000 kali
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Dari segi ukuran atau besarnya sel, baik sel
TMJ 1 maupun TMJ 2 mempunyai ukuran yang lebih
besar dibandingkan sel Bacillus licheniformis
maupun Eschericia coli. Sel TMJ 1 berukuran iebib
besar daripada TMJ 2. Jika dilihat secara seksama
maka dapat dikatakan sel TMJ 1 mempunyai bentuk
morfologi yang lebih menyerupai Bacillus licheni-
formis sedangkan sel TMJ 2 lebih menyerupatl
Eschericia coli bahkan beberapa sel daripada TMJ 2
mem@unyai bentuk yang sama dengan Eschericia coli.
Hal ini diduga pada kultur TMJ 2 sebagian masih
merupakan sel Eschericia colli ataupun sebagian
daripada sel hasil transformasi (TMJ 2) ini telah
kembali ke sifat asal induknya.  Akan tetapi
secara Keseluruhan kultur TMJ 2 ini didominasi

ocleh sel yvang berbentuk batang.
Uji Proteolitik

Dalam uji proteolitik dengan menggunakan
cawan ini tidak digunakan media Nutrient Agar + 2%
ski% milk seperti biasa yang dilakukan untuk uji
pfdéeolitik akan tetapi sebagal pengganti skim
milk digunakan 1% kasein. Hal ini adalah berda-
sarkan penelitian yang dilakukan oleh Uehara et
al. (1974) dimana uji proteolitik dengan mengguna-

kan media ini menghasilkan aresal bening yang lebih
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jelas dibandingkan dengan media NA + 2% skim milk.
Walaupun dalam seleksi sel Eshcericia coli yang
telah berhasil tertransformasi telah dilakukan uji
proteclitik dengan menggunakan medla Nutrient Agar
+ 1% kasein sebanyak dua kall. UJji proteolitik
dengan menggunakan metoda yang sama tetap dilaku-
kan dengan maksud agar didapatkan hasil vyang
benar-benar dapat dipercaya dengan melakukan cara
";heck and recheck", juga agar transforman yang
ada .dapat dibandingkan dengan kedua induknya.
Dari hasil uji ini dibuktikan bahwa memang TMI 1
dan TMJ 2 mempunyal sifat proteolitik. Sifat
proteolitik ini hanya dimiliki oleh salah satu
1nduknya yaltu Bacillus llchenlformls Berdasar-
Kan luas areal bening yang terbentuk dapat dlllhat
bahwa areal bening yang dihasilkan oleh -TMJ :¥
lebih luas dibandingkan dengan TMJ 2 maupun induk-
nya yaitu Bacillus licheniformis. Luas areal
;benlnq yang terbentuk biasanya mempunyai korelasi
p051t1f dengan akt1v1tas protease yvang dlha51lkan
olghzsaatu mikroba, akan tetapi menurut Aunstrup
(ié%S), hal ini tidak selalu benar sehingga dalam
percobaan inli dilakukan uji aktivitas protease

‘secara kuantitatif. Hasil uji proteolitik dengan



5%

menggunakan metode cawan dapat terlihat dari

gambar 11, 12 dan 13 di bawah ini.

Gambar 11. Uji proteolitik Bacillus licheniformis
' dan Eschericia coli dibandingkan
dengan kontrol.

ITIan

Gambar 12. Uji proteolitik TMJ 1 vyang positif
dibandingkan kontrol.
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Gambar 13. Uji proteolitik TMJ 2 yang positif
dibandingkan kontrol.

Uji Hidrolisa pati

Uji hidrolisa pati ini dilakukan dengan
menggunakan media agar pati ("starch agar"). Uji
ini menunjukkan bahwa sel hasil transformasi baik
TMJ 1 maupun TMJ.Z mampu menghidrolisa pati pada
suhu 35°C. Hal ini diketahui dari adanya daerah
bening di sekitar koloni yang tumbuh pada media
agar pati setelah digenangi dengan larutan gramn

Iodine.
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Kemampuan sel hasil transformasi menghasilkan
enzim amilase (enzim yang menghidrolisa pati),
sekali lagi menunjukkan bahwa gen-gen yvang terkan-
dung dalam DNA Bacillus licheniformis terekspresi
dalam sel inang yaitu Eschericia coll. Sebab
sebelum transformasi, dari uji yang dilakukan
terhadap kedua_indﬁknya didapatkan hanya Bacillus
licheniformis yang wmanmpu menghidrolisa pati se-
dangkan FEschericia coli sebagai sel inang tidak
mampu menghidrolisa pati. Berdasarkan uji proteo-
1litik dan uji hidrolisa pati ini diduga bahwa gen-
gen yang menghasilkan enzim protease dan amilase
dari DNA sel donor ini berdekatan atau secara
kebetulan fragmen-fragmen DNA yang masuk merupakan
fragmen DNA yang dapat mengekspresikan pembentukan
enzim protease dan amilase. Hasil uji hidrolisa
pati yang dilakukan terhadap Bacillus lichenifor-
mis, Eschericia coli, TMJ 1 dan TMJ 2 dapat terli-

hat dari gambar 14, 15, 16 dan 17.
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Uji Hidrolisa Gelatin

Hidrolisa gelatin juga merupakan salah satu
cara yang banyak digunakan untuk menguiji adanya
enéim proteolitik selain daripada hidrolisa kasein
seperti yang diterangkan sebelumnya. Akan tetapi
enzim proteolitik yang dihasilkan oleh  suatu
mikroorganisme adalah spesifik dan mempunyai tipe
degradasi protein yang berbeda-beda. Dengan
demikian pola degradasi asam amino yang spesifik
ini dapat Jjuga digunakan untuk kérakterisasi
mikroorganisme (XKiss, 1984).

Uji hidrolisa gelatin yang dilakukan menun-
jukkan bahwa sel hasil transformasi yaitu TMJ 1
dan TMJ 2 dapat menghidrolisa gelatin, sedangkan
dari kedua inéiknya hanya Bacillus 1licheniformis
yvang dapat menghidrolisa gelatin. Hal ini ditan-
dai dengan tetap mencairnya media gelatin yang
telah diinokﬁlasikan dengan Bacillus licheniformis
dan sel hasil transformasi, walaupun ditempatkan
dalam es selama beberapa Jjam. Pengujian ini
memperkuat hasil uji proteolitik bahwa sel hasil
tgansformasi menghasilkan enzim proteolitik.

bari pengujian ini juga dapat disimpulkan
bahwa enzim proteolitik yang dihasilkan oleh

Bacillus licheniformis dapat menghidrolisa kasein
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Karena gen yang nenghasilkan

inang berasal dari

maka enzim proteolitik

juga

sama dengan

karakteristik yang

jika memang

hasil

gen Bacillus licheniformis vyang

Dan hasil hidreolisa

uji
Hasil uji

vang dilakukan dapat dilihat

dari gambar berikut ini

Gambar 18.
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Gambar 19. Sel TMJ 1 yang menghidrolisa gelatin
dibandingkan dengan kontrol
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Gambar 20. Sel TMJ 2 yang menghidrolisa gelatin
dibandingkan dengan kontrol



67
Uji Voges Proskauer

Uji ini didasarkan atas pembentukan asetilme-
tilkarbinol (asetoin), suatu hasil samping dari
metabolisme karbohidrat. Pembentukan asetoin ini
adalah spesifik dihasilkan oleh metabolisme Bacil-
lus 1licheniformis tetapi tidak dihasilkan oleh
Eschericia coli. Asetilmetilkarbinol dengan
adanya KOH dan udara akan teroksidasi menjadi
diasetil. Diasetil ini kemudian akan membentuk
warna merah dengan adanya alfa naftol dan
asam amino di dalam medium MR-VP (Jenie dan
Fardiaz, 1989).

Hasil pengujian ini menunjukkan dari kedua
sel hasil transformasi vyang didapat TMJ 1 dan
T™™JI 2, sel TMJ 1 menunjukkan hasil uji yang posi-
tif. | Hal ini ditandai dengan terbentuknya warna
merah pada medium yang telah diinkubasi setelah
penambahan alfa naftol dan KOH .dan didiamkan
selama 30 menit. Sel TMJ 2 sebaliknya memberikan
hasil pengujian negatif. Warna merah yang terben—
tuk pada medium yang diinokulasi dengan sel TMJ 1
kurang begitu merah jika dibandingkan dengan
medium yang diinokulasi dengan Bacillus licheni-
formis. Hal ini kemuhgkiaan disebabkan oleh

produksi asetilmetilkarbinol vyang lebih rendah
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pada TMJ 1 dibandingkan dengan Bacillus lichenifor-
mis. Hasil uji Voges Proskauer yang dilakukan
terhadap sel hasil transformasi, Eschericia coli
dan Bacillus licheniformis dapat terlihat pada
gambar 21, 22 dan 23. Uji Voges Proskauer ini
Juga menunjukkan bahwa dalam sel hasil transfor-
masi, khususnya TMJ 2 masih terekspressi gen-gen
yang terkandung dalam DNA sel inang walaupun dalam
banyak hal telah terjadi perubahan sifat dari sel
ini dibandingkan sel inangnya seperti yang ditun-
Jukkan dalam uji-uji sebelumnya. Asumsi ini

memperkuat asunmsi yang sama yvang didapatkan oleh

Sudding (1990) dalam penelitiannya.
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Gambar 21. Perbandingan hasil uji VP yang positif
pada B. licheniformis dengan uji
negatif pada Eschericia coli
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Uji Metil Merah

Eschericia coli dalam media MR-VP akan meng-
hasilkan asam yang cukup banyak sehingga dapat
menurunkan pH medium yang mengandung 0.5% glukosa
sehingga mencapai pH 5.0 atau kurang (Fenie dan
Fardiaz, 1990). Sedangkan Bacillus licheniformis
hanya dapat menurunkan pH medium antara 5.0 = 6.5
(Buchanan dan Gibbons, 1974). Karena pH medium
vang cukup rendah yaitu 5.0 atau kurang dapat
menyebabkan indikator metil merah yang diteteskan
ke dalam medium menjadi berwarna mefah dan uji
dinyatakan positif, sedangkan jika pH medium 6.0
atau lebih maka indikator yang ditambahkan akan
berubah menjadi berwarna kuning dan uji dinyatakan
negatif. Dalam percobaan ini sebagai pengganti
indikator metil merah digunakan kertas pH untuk
mengukur pH medium. Jika pH yang terukur lebih
kecil atau sama dengan 5.0, dianggap uji positif
demikian pula sebaliknya. Hasil pengujian metil
merah yang dilakukan terhadap sel hasil transfor-
masi dan Bacillus licheniformis serta Eschericia

coll adalah sebagai berikut:
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Tapbel 4. Uji metil merah terhadap sel hasil
transformasi, Bacillus licheniformis dan
Eschericia coll

Mikroba pH medium Hasil uiji
Bacillus licheniformis 6.2 -
Eschericia coll <4.6 +
™I 1 6.0 -
™J 2 <4.,06 +

Dari uji metil merah ini terlihat bahwa sel
hasil transformasi, menunjukkan hasil ujl yang
sama dengan hasil uji Voges Proskaeur, yaitu
T™J 1 menghasilkan ujl negatif sedangkan TMJ 2
positif. Pengujian ini juga memperkuat perkiraan
yang dinyatakan sebelumnya bahwa sebagian gen-gen
vang berasal dari DNA sel inang masih terekspressi

pada sel hasil transformasi.
Uji Aktivitas Protease dengan Metoda Bergmeyer

Pengujian ini dilakukan untuk membandingkan
bagaimana aktivitas protease ekstraselular yang
dihasilkan oleh sel hasil transformasi dibanding-
kan dengan kedua induknya. Penentuan aktivitas
protease 1inil dilakukan dengan menggunakan wmedia

Nutrient Broth. Inkubasi dilakukan pada suhu 37°C
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selama 20 jam. Hasil pengujian yang didapatkan
adalah sebagal berikut:
Tabel 5. Pengujian aktivitas protease pada media

Nutrien Broth. Inkubasi selama 20 jam
pada suhu 37°C

Mikroba No Sampel Blanko std
(A) (A) (A}
B. licheniformis I 0.130 0.110 0.476
iz 0.120
E. coll I 0.093 0.134 0.748
il 0.122
™J 1 I 0.272 0.102 0.675
1I 0.12G
™I 2 T 0.150 0.111 0.772
11 0.117

Berdasarkan hasil di atas, didapatkan aktivitas
protease rata-rata untuk setiap wikroba adalah

sebagal berikut

Bacillus licheniformis : 0.025 unit/ml
Eschericia coli : negatif
T™MI 1 :  0.098 unit/ml
TMJ 2 : 0.020 unit/ml
Pengujian aktivitas protease menunijukkan

aktivitas protease yang tertinggi dihasilkan oleh
sel hasil transformasi, TMJ 1 disusul oleh Baci-
llus licheniformis dan TMJ 2. Aktivitas protease

T™J 1 jauh melebini induknya vyaitu Bacillus
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licheniformis, sedangkan aktivitas protease Yyang

‘dihasilkan sel TMJ 2 relatif tidak Jjauh berbeda

dengan protease yang dihasilkan Bacillus licheni-
formis. Hal ini mungkin disebabkan karena media
yang dipakai untuk menghasilkan enzim protease
yaitu Nutrient Broth dan faktor-faktor lain vyang
mempengaruhi fermentasi seperti lama fermentasi,
suhu dan lain-lain lebih cocok untuk TMJ 1 di-

pandingkan dengan Bacillus licheniformis.
Integrasi DNA Donor Dengan DNA Sel Inang

Watson di dalam Sudding (1990) menjelaskan
pahwa DNA donor yang masuk ke dalam suatu sel,
akan berintegrasi dengan DNA sel 1nang Yyang
bersangkutan. Integrasi ini menyebabkan peru-
pahan genetika dari sel inang. Umumnya integrasi
DNA donor dengan DNA kromosom sel ipang terjadi
secara pindah silang antara pasangan-pasangan
basa yang homolog dari DNA donor dengan DNA sel
inang.

Mekanisme integrasi antara DNA sel donor
dengan DNA& sel inang belum sepenuhnya diketahui.
Menurut Brock (1974), DNA yang masuk ke dalam sel
akan terurai menjadi untai tunggal. Untal tung-
gal yang terbentuk ini akan berintegrasi dengan

DNA sel inang pada pasangan-pasangan basa yang
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homolog sambil menyisipkan untal bebas lainnya,
dengan demikian akan terbentuk suatu hibrida DNA.
Pada saat replikasi, akan terbentuk dua tipe
untai DNA dari hibrida DNA. Satu untal berasal
dari induknya sedangkan untai yang laln merupakan
hasil rekombinasi. Dari untai DNA hasil rekom-
binasi inilah kemudian akan terbentuk sel hasil
transformasi.

Karena umumnya Eschericia c¢oli mempunyail
plasmid (Fardiaz, 1988 ), maka nasib DNA yang
masuk ke dalam sel Eschericia c¢oli mempunyail
beberapa Kemungkinan antara lain (Sudding, 1990):
1. Jika DNA donor tidak berhasil masuk ke dalam

inti sel, kemungkinan DNA donor tersebut
berintegrasi dengan DNA plasmid dari sel
inang yang mempunyal rangkalian basa-basa yang
homolog.

2. DNA donor vang masuk tidak berintegrasi
dengan BNA inang. Dalam hal ini fragmen-
fragmen DNA ini akan membentuk DNA sel ling-
kar di dalam sel inang dan bereplikasi sen-
diri.

3. Kemungkinan ketiga adalah DNA donor berhasil

masuk ke dalam inti sel dan Dberintegrasi
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dengan DNA kromosom sel inang yvang mempunyal

rangkailan-rangkailan basa yang homoleg.
Ekspresi Genetika Bacillus Iicheniformis dalam
sel Eschericia coli

Ekspressi gen-gen sel donor ke dalam sel
inang yang ditransformasi, dapat dipelajari dari
sifat-sifat sel hasil transformasi {Sudding,
1990)

Hasil-hasil pengujian vang dilakukan terha-
dap sel hasil transformasi, Bacillus lichenifor-
mis dan Fschericia c¢olli dapat terlihat pada
tabel 6 di bawah: |

Tabel 6. Perbandingan sel hasil transformasi
dengan kedua induknya

Mikroorganisme
No. Aspek pengujian
BI Fc T™™J 1 ™J 2
1. Hidrolisa pati + - + +
2. Hidrolisa gelatin + - + +
3. Hidrolisa kasein + - + +
4. Voges Proskauer + - + -
5. Metil merah - + - +
Keterangan: Bl = B. licheniformis
Ec = Eschericia coli
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Hasil-hasil vyang diperocleh seperti yang
ditunjukkan tabel 6 di atas merupakan bukti-bukti
pahwa gen-gen yang terdapat dalam DNA sel donor
yaitu Bacillus licheniformis terekspresi dalam
sel inang yang telah mengalami transformasi.
Selain DNA sel dgnor, juga dibuktikan bahwa DNA
sel inang sendiri wasih terekspresi dalam sel
hasil transformasi seperti yang ditunjukkan oleh
sel TMJ 2.

Hasil penelitian ini menunjukkan persémaan
dengan beberapa penelitian yang telah dilakukan
sebelumnya antara lain oleh Salim (1988) dari ITB
yvang melakukan transfer DNA Streptomyces sp ke
dalam protoplas E. coll. Hasil penelitiannya
menuﬁjukkan sel hasil transformasl wmenunjukkan
adanya persamaan sifat dengan kedua induknva.
Penelitian oleh sSudding (1990) Jjuga dari ITB
vaitu Transfer DNA B. subtilis.ke Dalam Sel S.
cerevisiae. Hasil penelitiannya dapat diringkas

sebagal berikut



77

Tabel 7. Perbandingan sel hasil transformasi
dengan KkKedua induknya (Sudding, 1990)

No. Aspek yang diujil Sc Bs Tr ™
1. Kemampuan tumbuh da-

lam media NBA - + +
2. Hidrolisa pati - + +
3. Hidrolisa gelatin - + +

4. Fermentasi glukosa
jadi alkohol + - +

5. Fermentasi pati
jadi alkchol - - +

6. Menghasilkan anti-~
biotik - + +

7. Morfologi sel bulat batang batang

i

* 8¢ Saccharomyces cerevisiae
Bs Bacillus subtillis
Tr = Transforman

Menurut Lewin d4i dalam Sudding {(1990),
syarat d&isintesanya suatu enzim adalah gen-gen
strukturalnya harus utuh. Dengan poesitifnya
pengujian-pengujian di atas menunjukkan bahwa
gen-gen struktural yang bertanggung jawabk untuk
mensintesa enzim-enzim yang bersangkutan, ter-
transfer secara utuh dalam sel hasil transforma-

s,
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V. KESIMPULAN

Berdasarkan hasil percobaan yang telah dilakukan maka

dapat diambil beberapa kesimpulan sebagal berikut:

P

Tehnik transformasi DNA dengan metoda pembentukan
speroplas oleh CaCl, dapat diterapkan terhadap bakteri
dari spesies vang berbeda dimana Bacillus
licheniformis digunakan sebagal donor DNA dan .
Escherichia coll sebkagail sel inang.

Dinding sel bakteri gram positif, khususnya B. liche-
niformis yang lebih tebal dibandingkan dengan bakteri
gram negatif karena mengandung lapisan peptidoglikan
vang tebal vyang terdiri dari N-Asetil Muramat dan
N-Asetil Glukosamin dapat dilisis dengan menggunakan
Sodium Dodecyl Sulfat 25% dan sonikator frekuensi 100
kHz tanpa pemakaian lisozym.

Karakterisasl DNA vang terekstrak dari Bacillus
licheniformis dalam percobaan 1ni menghasilkan absor-
bansi maksimum pada panjang gelombang 270.9 nm dan
menunjukkan bahwa DNA yang berhasil diisolasi masih
belum murni berdasarkan nilal perbandingan Agc5/Asaq
0.1292, jauh di bawah nilai perbandingan A,.,/A5q4 DNA
murni yaitu 1.8

Dengan tehnik transformasi ini dapat dihasilkan sel
hasil transformasi yang mampu mengekspresikan sifat-

sifat genetika dari kedua induknya.
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Sel hasil transformasi selain mengekspresikan sifat
gari kedua induknya Juga menunjukkan perbedaan dalam
morfologi dan ukuran sel dibandingkan dengan kedua
induknya

GCen-gen struktural dari sel donor yang menghasilkan
enzim-enzim proteolitik, amilase tertransfer secara
utuh ke dalam sel inang.

Gen-gen dari sel donor yang menunjukkan sifat dapat
menghasilkan asetil metil Kkarbinol tertransfer Ke
dalam TMJ 1 akan tetapi tidak pada TMJ 2. Demikian
“uga dengan sifat sel inang yang dapat menurunkan pH
medium vang mengandung glukosa 0.5% juga hanya terda-
pat pada salah satu sel hasil transformasi, TMJ 2.
Hal ini menunjukkan bahwa sel hasil transformasi

mengandung gen-gen dari sel inang maupun sel donor.
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VI. SARAN

Penelitian ini merupakan penelitian pendahuluan untuk
menjajaki kemungkinan keberhasilan transformasi DNA dari
Bacillus licheniformis yang dapat memproduksi enzim prote-
olitik ke dalam sel lainnya sehingga sel tersebut juga
dapat memproduksi enzim proteolitik. Dalam penelitian ini
masih terdapat banyak hal yang belum sempat dilakukan
Larena Kketerbatasan waktu. Untuk itu perlu penelitian
lanjutan mengenai:

4. Penyempurnaan cara ekstraksi dan pemurnian DNA untuk
mendapatkan DNA yang lebih murni.

. Kondisi-kondisl yang terbaik dalam melakukan transfor-
masi dan faktor-faktor yang berpengaruh terhadap
efisiensi transformasi.

Hal lain yang memerlukan penelitian lanjutan adalah
sifat-sifat sel hasil transformasi sehingga dapat dipero-
leh data vyang lengkap dari sel hasil transformasi ini.
Dengan mengetahui sifat-sifat sel hasil transformasi ini
secara lengkap diharapkan dapat terungkap lebih banyak
rahasia mengenal transformasi DNA juga kemungkinan peman-
faatannya secara ekonomls mengingat aktivitas protease
vang dihasilkan oleh sel hasil <transformasi ini cukup

tinggi.
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Lampiran 1. Metcocda analisis enzim protease (Bergmeyer

AL

dan Grassl, 1983)

PRINSIP

protease
Kasein > Peptida + asam amino
HzO

Laju pembentukan peptida dan asam amino dari
reaksi di atas dapat dijadikan tolok ukur aktivitas
katalitis darl enzim protease. Asam-asam amino vyang
sudah terbentuk harus dipisahkan dari substrat vyang
tersisa. Cara vyvanhg paling umum digunakan adalah
nenggunakan trikloroasetat (TCA) atau asam perklorat.
Asam-asam amino yang telah terisocolasi dapat diukur
absorbansinya pada 280 nm atau diwarnal dahulu dengan
pereaksi Folin Cilocalteau's agar dapat dilakukan
pembacaan pada daerah sinar tampak "

Prinsip ini dapat diaplikasikan pada hanpir
semua Jjenis protease. Kondisi optimal untuk pro-
tease-protease tertentu dapat dilakukan dengan meng-
atur kondisi fisik dan Kimla selama analisis. Metode
Vang telah diuraikan seperti pada babk III terutama
ditujukan untuk protease yang banyak dihasilkan

Baciilus sp



PEREAKSI

bebas

Bahan-bahan yang digunakan untuk pereaksi harus

dari enzim protease dan inhibitornya. Bahan-

bahan yang digunakan ialah

(1}

(3)

(4)

{6)

Asam kleorida ( 1 M)

Encerkan 9.8 ml HCl pekat {(minimal 32%) wmenjadi
72 ml.

Buffer borat pH 8.0

Larutan A: 12.4 ¢ asam borat dalam 1 liter H50
Larutan B: 19.05 g boraks dalam 1 liter H,0
Campurkan 50 ml larutan A dengan 4.% ml larutén
B dan encerkan sampal 200 ml.

NaOH (1 M )

Larutkan 4 g NaOH dalam 100 wml H,0

Larutan buffer-kKasein 2% {(w/V)

Suspensikan 1 g kasein dengan kira-kira 3 ml H,0
dalam gelas piala 100 ml. Tambahkan NaOH 1M dan
30 ml H,0 serta aduk hingga semnua kasein larut.
Tambahkan 5 ml buffer borat dan tepatkan pH-nya
menjadi 8.0 dengan HCL. Tepatkan volumenya
menjadi 50 ml.

Larutan Tirosin standar { 5 mmol/L )

Larutkan 45.3 mg Tirosin dalam 50 mi H;O

HC1 ( 0.05 ¥ )

Larutkan 1 ml HCI (1) dengan 19 ml H,O



{(7)

{8)

(2)

{10}

{11)

(12)
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Asam trikleroasetat { 0.1 M )

Larutkan 16.23 g TCA dalam 1 liter H,0

CaCl, ( 12 mmol/L )

Laarutkan 66.5964 mg CaCl, dalam 50 ml H,0

CaCl, ( 2 mmol/L )

Tambahkan 30 ml H,0 ke dalam 6 ml larutan CaCl,
(8)

Na,CO, ( 0.4 M)

Larutkan 42.397 g Na,CO, dalam 1 liter H,0

Folin Ciocalteau's

Larutkan 40 ml larutan Folin dengan 80 ml H,0
Larutan enzim

Tambahkan 0.2 ml larutan (8) terhadap 1 wml enzim

yang akan dianalisa

STABILISASI PEREAKSI

(a)
{(b)

()

Larutan buffer-kasein harus disiapkan tiap hari
Buffer dan tirosin standar harus disimpan pada

suhu roldan stabil selama 2 minggu

Pereaksi lainnya dapat disimpan pada suhu kamar
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Lampiran 2. Media-media dan bahan-bahan kinmia yang

(1)

(2)

(3)

(5)

(&)

digunakan untuk isclasi DHNA.

Nutrient Agar

Digunakan Nutrient Adgar dalam bentuk yang telah Jadi
dengan merek DIFCO.

Nutrient Broth

Digunakan dalam bentuk media yang telah jadi dengan
merek DIFCO.

Buffer SET

Terdiri dari 20% sukrosa, 50 ni Tris-HC1 pH 7.6
dan 50 mM EDTA.

Larutkan 3.025 g Tris(hidreksi nmetil) amino metan
dalam 375 ml akuades, titrasi dengan HCl 4 N hingga
pH 7.6. Masukkan 100 g sukrosa dan 0.1935 g EDTA.
Setelah bahan-bahan larut senpurna, tambahkan
akuades hingga volumenva 500 ml.

Sodium Dodecyl Sulfat 25 %

Larutkan 25 g 8DS dalam akuades hingga velumenya 100
ml.

Kioroform : iscamil alkoheol { 24:1 )

Kloroform pekat 480 ml dimasukkan ke dalam labu
takar 500 ml dan ditepatkan volumenya dengan isoamil
azlkohol pekat.

HaClo, (5 M )

Larutkan 0.6125 g NaCZLO4 ke dalam 30 ml akuades,

kemudian tepatkan velumenya menjadi 100 ml.



{8)

(10}
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NaCl (5 M )

Larutkan 292.5 g HaCl ke dalam 1 liter H,0

o

Etancl 70 %

Etanol 96% sebanyak 729%.17 ml ditepatkan volumenya
menjadi 1 liter dengan H,O.

Btanol dingin : Nacl 5 ¥ ( 10 : 1 )

Etancl 70% (8) sebanyak 100 nl ditambahkan dengan 10
ml HNaCl 5 M (7) dan diaduk hingga merata.

Buffer TEN

Terdiri dari 10 mdM Tris-HCl pH 7.4, 1 mMd EDTA dan 10
mM NaCl.

Larutkan 0.607 g Tris dalam 450 ml akuades, titrasi
dengan HC1 4 N hingga pH 7.6. Masukkan 0.1861 g
EDTA dan 0.2925 g NaCl. Setelah bahan-pahan larut

sempurna tambahkan akuades hingga 500 ml.
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Lamplran 3. Media-media dan bahan-bahan Kkimla untuk

(1)

(3)

Transformasi DNA

CaCl, ( 0.1 M )

Larutkan 1.47 g CaCl,.2H,0 ke dalam 100 ml H,O

2
Buffer TE

Terdiri dari 10 =M Tris-HC1 pH 3.0 dan 1 mM EDTA
Larutkan 0.607 g Tris dalam 450 ml akuades, titrasi
dengan HCl1 4 N hingga pH 8.0 kemudian larutkan

0.1861 g EDTA dan tepatkan volumenya hingga 500 ml.

Luria Broth

3]
o0

Terdiri dari : Exstrak kKhamir O.

oA

NacCl 1

o

Tripton 1
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Lampiran 4. Media-media dan bahan-bahan kimia yang

(1)

(33

(4)

(5]

(7}

digunakan untuk uji sifat sel hasil trans-
formasi dan kedua induknya

Nutrient Agar + 1 % kaseiln
Larutkan 1 % Casein nach Hammerstein ke dalam la-
rutan Nutrient Agar

Starch Agar

Terdiri dari : Triptone 10 g
Ekstrak khamir 10 g
K, HPO 5 g
Scluble starch 3 g
Agar 15 g
Akuades 1 liter

Larutan Gram's Icdine
Tarutkan 1 g Iodium dan 2 g KI ke dalam akuades 300

ml.

Al

KOH 40 % (w/Vv)

Larutkan 40 g KOH Ke dalam 100 ml H,0

Larutan 0.5% (w/v) alfa-naftel dalam alkoheol absolut
Larutkan 0.5 g alfa naftol dalam alkohol 95%

MR -~ VP medium

Terdiri dari : Polipepton 7.0 g
Glukosa 5.0 g
K HPO, 5.0 g
Akuades 1.0 liter
pH 6.9

Nutrient Gelatin

Terdiri dari : Ekstrak daging 0.3 g
Pepten 0.5 g
Gelatin 12.0 g
Agar 1.0 g
Akuades 100.0 mwl
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