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ABSTRAK

Penelitian  ini  bertujuan  untuk mengidentifikasi lebih lanjut isolat selulolitik kode WPL 214  yang

telah  diisolasi  dari cairan rumen sapi peranakan ongole  dari limbah Rumah Potong Hewan Surabaya.

Koloni tunggal dari isolat selulolitik  ditumbuhkan pada 5 mL media cair  Luria Bertani (LB) dengan

komposisisi 1% NaCl, 1% tripton, 0,5% yeast ekstrak, yang mengandung 1% substrat carboxymethyl

cellulose (CMC) pada suhu 37°C, dengan pengocokan menggunakan shaker incubator selama ±16-18 jam.

Penelitian ini terdiri dari dua tahap, tahap pertama dilakukan isolasi DNA, tahap kedua dilakukan

identifikasi gen penyandi 16S DNA, amplifikasi DNA dengan polymeras chain reaction (PCR).  Amplifikasi

gen penyandi 16S DNA menggunakan  Kit  High  Fidelity  Platinum  Taq  DNA Polymerase  dengan  primer

forward PB36  5’-AGR GTT TGA TCM TGG CTC AG-3’  dan  primer  reverse PB38 5’-GMT ACC TTG TTA

CGA CTT-3’ yang  digunakan untuk PCR. Hasil sekuensing nukleotida dari 16S DNA selanjutnya

dibandingkan dengan urutan nukleotida dari GenBank database untuk dilakukan BLAST untuk

mengidentifikasi berdasarkan pohon filogeni.  Bakteri tersebut mampu menunjukkan adanya zona bening

pada media Carboxymethyl cellulose (CMC) dengan pewarnaan congo red.  Adanya zona bening tersebut

berhubungan dengan aktivitas mikrob untuk mendegradasi selulosa.  Simpulan penelitian menunjukkan

bahwa berdasarkan hasil urutan nukleotida genom 16S DNA serta pohon filogeni, maka isolat selulolitik

tersebut diidentifikasi sebagai Enterobacter cloacae WPL 214.

Kata-kata kunci:  bakteri selulolitik; PCR, sequencing; pohon filogenetik

ABSTRACT

This study aimed to identified cellulolytic  inoculant  code WPL 214  isolated from bovine  rumen  fluid
waste of  Ongole Cross Breed of Surabaya Slaughterhouse.  A single colony of isolates celulolytic  grown on
5 mL of liquid media LB ( Luria Bertani ) consist  of 1 % NaCl , 1% tripton , 0.5 % yeast extract, containing
1 % carboxymethyl cellulose (CMC)  at  temperature 37°C , using a shaker of incubator during 16-18 hours.
That isolate determined by 16S DNA gen analysis using High Fidelity Platinum Taq DNA Polymerase
with primer forward PB36  5’-AGR GTT TGA TCM TGG CTC AG-3’  and primer reverse PB38 5’-GMT ACC
TTG TTA CGA CTT-3’  for PCR.  Nucleotide sequence of 16S DNA fragment was determined through the
sequencing method. The result was then compared with GenBank database to recognize the type of the
sample bacteria. DNA isolation and 16S DNA coding genes amplification were carried out using Kit High
Fidelity Platinum Taq DNA Polymerase. Afterward, BLAST was applied to identify the phylogenetic tree.
The bacteria was  capable  of  indicating  the existence  of  clear  zone in a media CMC by  congo red staining.
The existence of the clear  zone associated with the activity of microbes to degrade cellulose.  The conclusión
of this research based  on the results was  the sequencing nucleotides genome 16S DNA showed  that
cellulolytic inoculant was identified as Enterobacter cloacae WPL 214.
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PENDAHULUAN

Rumen mengandung populasi mikrob yang

kompleks, terdiri dari bakteri, protozoa, dan

jamur.   Bakteri selulolitik merupakan bakteri

heterotrop yang termasuk golongan saprofit,

yaitu bakteri yang mampu memanfaatkan sisa-

sisa tumbuhan yang telah mati untuk

memenuhi kebutuhan hidupnya.  Bakteri

saprofit memerlukan gula (karbohidrat) sebagai

sumber energi dalam jumlah tertentu, nitrogen

organik, fosfor dan garam-garam mineral,

beberapa asam amino, vitamin, sterol untuk

memenuhi kebutuhan sel (Campbell, 1985).

Bakteri selulolitik yang terdapat di dalam

rumen ternak ruminansia mampu

menghasilkan enzim selulolitik yang berperan

untuk mendegradasi selulosa. Degradasi selulosa

oleh bakteri selulolitik tersebut merupakan hasil

kerja sekelompok enzim selulase yang bekerja

secara sinergis, yaitu endo-(1,4)-â -D-glucanase,

exo-(1,4)-â-D-glucanase,  dan  â-glucosidase

(Mathew et al., 2008).  Bakteri selulolitik

Enterobacter cloacae strain Razmin-C telah

berhasil diisolasi dan diidentifikasi dari saluran

pencernaan rayap, dengan menggunakan

Bergey’s manual, teknik polymerase chain

reaction (PCR), dan 16S rRNA sequence

homology . Rayap merupakan serangga di

daerah tropis dan berkembang pada kayu dan

bersifat selulolitik, sehingga bakteri yang

diisolasi berguna dalam degradasi bahan selulosa

untuk meningkatkan kecernaan serta untuk

produksi enzim.  Enterobacter mampu berperan

pada senyawa yang berbeda, yaitu selulosa,

hemiselulosa dan lignin.  Bakteri tersebut telah

dilaporkan berperan dalam degradasi

lignoselulosa (Ramin et al., 2008; Ramin et al.,

2009).

Berdasarkan laporan penelitian

sebelumnya, telah diketahui bahwa isolat

selulolitik E. cloacae WPL 214  memiliki

kemampuan menghasilkan tiga macam enzim

selulase yaitu, endo-â-1,4-glucanase sebesar 0,09

unit/mL (U/mL), exo-â-1,4-glucanase sebesar

0,13 U/mL, dan  â-glucosidase  sebesar 0,10 U/

mL (Lokapirnasari et al., 2015).  Namun, isolat

selulolitik tersebut belum diidentifikasi secara

molekuler, sehingga perlu dilakukan uji lebih

lanjut melalui isolasi  DNA serta amplifikasi

gen penyandi 16S DNA dengan PCR untuk

mengidentifikasi lebih lanjut isolat selulolitik

tersebut secara molekuler, sehingga dapat

ditemukan isolat selulolitik yang baru.

Pemilihan E. cloacae yang bersifat selulolitik

didasarkan pada adanya zona bening pada media

Carboxymethyl cellulose (CMC) dengan congo

red yang memiliki diameter paling besar,  hal

ini berhubungan dengan semakin besar

kemampuan mikrob untuk memanfaatkan

selulosa (Hatami, 2008).  Pemilihan  E. cloacae

WPL 214  juga berdasarkan pada aktivitas enzim

selulolitik yang dilakukan dengan cara

menentukan jumlah gula pereduksi yang

terbentuk, yaitu menggunakan metode asam

3,5-dinitrosalisilat (DNS), p-nitrophenyl

cellobioside (pNPC), dan p-nitrophenyl-â-D-

glukopiranoside (pNPG) dengan CMC sebagai

substrat spesifik.  Bakteri  E. cloacae WPL 214

memiliki aktivitas yang lebih tinggi

dibandingkan dengan spesies bakteri selulolitik

yang telah teridentifikasi tersebut.

Sekuensing DNA merupakan proses atau

teknik penentuan urutan basa nukleotida pada

suatu segmen molekul DNA. Urutan tersebut

dikenal sebagai sekuens DNA, yang merupakan

informasi paling mendasar suatu gen atau

genom karena mengandung instruksi yang

dibutuhkan untuk pembentukan tubuh mahluk

hidup.  Pengurutan (sequencing) asam nukleat

memungkinkan untuk  mengetahui kode

genetik dari molekul DNA.  Sekuensing DNA

selanjutnya dapat dimanfaatkan untuk
menentukan identitas mau pun fungsi gen atau

fragmen DNA  dengan cara membandingkan

sekuens-nya dengan sekuens DNA lain yang

sudah diketahui (Glick, 2010; Rogers, 2011).

Tujuan penelitian ini adalah untuk

mengidentifikasi lebih lanjut isolat selulolitik

kode WPL 214  yang telah  diisolasi  dari cairan

rumen sapi peranakan ongole  dari limbah RPH

Surabaya.  Identifikasi dilakukan melalui  pohon

filogeni berdasarkan susunan nukleotida pada

genom 16S DNA untuk membuktikan adanya

isolat selulolitik baru yang memiliki

kemampuan menghasilkan enzim selulase.

METODE PENELITIAN

Isolasi DNA Bakteri Selulolitik

Isolasi DNA bakteri selulolitik dilakukan

dengan menggunakan metode Ausubel et al.

(2003).   Bahan isolat yang digunakan diperoleh

dari hasil penelitian sebelumnya yaitu E. cloacae

WPL 214 (Lokapirnasari et al., 2015).  Suspensi

sel  sebesar 100 mL yang sudah ditumbuhkan,

dipanen dengan sentrifugasi 10 menit, 6000

rpm, 4°C.  Supernatan dibuang, sedangkan

pellet sel diresuspensikan dengan 5 mL buffer
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menit.  Selanjutnya hasil PCR dianalisis dengan

gel elektroforesis pada gel agarose 2% yang

mengandung ethidium bromide. 5 µL DNA

ditambahkan 2 µL loading dye dimasukan  pada

sumuran agarose, kemudian dijalankan dengan

tegangan 100 volt selama 30 menit. Selanjutnya

dideteksi dengan UV-transluminator dan difoto

dengan kamera polaroid.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Identifikasi Gen Pengkode

Hasil elektroforesis materi genetik isolat

selulolitik  pada gel agarose tampak pada 1231

bp, seperti  disajikan pada Gambar 1.

Gambar 1. Elektroforegram polymerase chain

reaction PCR    isolat  selulolitik

Kode 9: marker DNA ladder (bp)

Elektroforegram PCR isolat  selulolitik WPL

214 pada Gambar 1, menunjukkan bahwa

sampel teramplifikasi pada fragmen antara

1000–1500 bp, yaitu sebesar 1231 bp.  Senyawa

DNA yang berhasil teramplifikasi kemudian

dilakukan penentuan urutan nukleotidanya

dengan menganalisis hasil PCR produk.

Hasil identifikasi isolat selulolitik

menggunakan 16S-DNA memiliki susunan

nukleotida seperti disajikan pada Gambar 2

Susunan nukleotida isolat yang diperoleh

sesuai Gambar 2 tersebut, selanjutnya

diidentifikasi dengan program Basic Local

Alignment Search Tool (BLAST) yaitu

Tris  Ethylenediaminetetraacetic acid (TE) 50

mM (50 mM tris Cl ( pH 8.0); 50 mM EDTA).

Selanjutnya suspensi dibekukan pada suhu

minus 20°C selama 30 menit.  Larutan lisozyme

10 mg/mL sebanyak 500 µL ditambahkan pada

sel beku, kemudian dicairkan pada suhu kamar,

setelah cair segera dipindahkan ke dalam es

selama 45 menit, kemudian ditambahkan

larutan SDS 0,5%, 50 mM tris Cl (pH 8,0), 0,4

M EDTA,  Proteinase K (STEP) sebanyak 1 mL

dimasukan ke dalam suspesi sel, dicampur

dengan baik.  Pada tahap selanjutnya,

memanaskan campuran pada suhu 50°C selama

satu jam sambil sesekali digoyang perlahan,

kemudian  campuran  yang terdiri dari phenol:

kloroform: isoamil alkohol (25:24:1) dimasukan

sebesar 6 mL, dilakukan pencampuran secara

perlahan  selama  lima menit hingga terbentuk

emulsi.  Selanjutnya dilakukan sentrifugasi

campuran pada 15.000 rpm, selama lima  menit,

kemudian dilakukan pemindahan fase air (paling

atas) ke tabung  baru  yang steril, dam

ditambahkan Na-asetat  3M sebanyak satu kali

volume total serta campur perlahan, kemudian

ditambahkan dua kali volume etanol absolut

dingin, dicampur perlahan dan diinkubasi pada

suhu -20°C selama satu  jam.  Selanjutnya

dilakukan sentrifugasi campuran 15.000 rpm,
selama lima menit.  Hasil pellet yang diperoleh,

dicuci dengan 0,6 mL etanol 70%  kemudian

dilakukan sentrifugasi kembali pada 15.000

rpm, selama 10 menit.  Supernatant dibuang,

selanjutnya pellet dilarutkan dengan 50 µL air

suling.

Amplifikasi DNA dengan PCR

Kit High Fidelity Platinum Taq DNA

Polymerase (Invitrogen) dengan primer forward

(10 pmol) 1,0 ml, PB36  5’-AGR GTT TGA TCM

TGG CTC AG-3’ (Invitrogen), dan primer reverse

(10 ñmol) 1,0 mL PB38 5’-GMT ACC TTG TTA

CGA CTT-3’ (Invitrogen) yang  memproduksi ±

1400 pb digunakan untuk PCR.

Master mix reaksi amplifikasi adalah 10

kali high fidelity PCR buffer 2,5 mL, 10 mM

dNTP mix 2 mL, 50 mM MgSO
4
 1 mL,  primer

forward 1 mL (10 pmol/mL), primer reverse 1

mL (10 pmol/mL), template cDNA 2 mL,

platinum tag high fidelity 0,2 mL, air suling

sampai volume total  20 mL.  Kondisi PCR yaitu

predenaturasi pada 95°C selama lima  menit,

denaturasi pada 95°C selama  satu  menit,

annealing pada 50°C selama satu  menit,

extension pada  72°C selama satu  menit, 30

siklus dan final extension pada 72°C selama 10
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membandingkan dengan database yang ada pada

Genbank dalam www.ncbi.com.

Sekuensing gen 16S DNA dilakukan untuk

mencari hubungan filogenetik antar bakteri dan

jarak genetik suatu spesies.   Jarak genetik

merupakan ukuran perbedaaan genetik serta

untuk mengidentifikasi bakteri dari berbagai

lingkungan.  Data sekuen untuk spesies

outgroup diperoleh dari Genbank NCBI.

Identifikasi dengan cara ini juga telah dilakukan

untuk mengetahui taksonomi bakteri yang

berasosiasi dengan tanaman, misalnya bakteri

endofit  dari famili Enterobacteriaceae,

Rhizobiaceae, dan Actinobacteridae (Torres et

al., 2008).  Hasil analisis pohon filogeni  yang

diperoleh, disajikan pada Gambar 3.

Pada isolat selulolitik kode WPL 214  telah

dilakukan uji lanjut dengan 16S DNA dan

penyusunan pohon filogeni  terhadap 82 isolat

dengan tingkat  kemiripan 97-99%.  Mayoritas

bakteri yang mirip dengan isolat WPL 214

adalah dari Genus Enterobacter.  Berdasarkan

tingkat kemiripan susunan nukleotida,

kedekatan posisi dengan E. cloacae strain WPL

16S  ribosomal,  Enterobacter ludwigii strain

NS 111 16S ribosomal  serta sifat-sifat yang

dimiliki sesuai dengan sistem identifikasi

mikrob, maka isolat tersebut diidentifikasi

sebagai E. cloacae WPL 214.  Berdasarkan hasil

penelitian sebelumnya, isolat E. cloacae WPL

214 menunjukkan kemampuan untuk

menghasilkan enzim selulolitik yang

mempunyai aktivitas endo-(1,4)-â -D-glucanase

,  exo-(1,4)-â-D-glucanase,  dan   â-glucosidase

(Lokapirnasari et al ., 2015).

Bakteri   E. cloacae  merupakan bakteri

Gram negatif, bentuk batang.  Bakteri tersebut

bersifat fakultatif anaerob  (Holt et al., 1994).

Enterobacter juga telah berhasil diisolasi antara

lain dari akar tanaman jagung (Ela et al., 1982),

Gambar 2. Hasil urutan nukleotida isolat WPL 214 (Molecule type : nucleic acid, Query Length:

1234).
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dan dari bermacam-macam cereal dan rumput

(Lindberg dan Granhall, 1984).  Bakteri  E.

cloacae NCIB 11836, juga diisolasi dari jerami.

Enterobacter spp. aktif dalam fiksasi nitrogen

pada limbah kayu dan dalam rizosfer juga dapat

berkontribusi untuk fiksasi nitrogen di jerami

(Harper dan Lynch, 1986).  Selanjutnya menurut

Lynch dan Harper (1985), E. cloacae

menghasilkan polisakarida ekstraseluler.

Konsorsium mikrob  antara  E. cloacae,

Trichoderma, dan Clostridium butyricum

digunakan sebagai pupuk dan agen biokontrol.

Bakteri selulolitik yang dapat diisolasi dan

diidentifikasi dalam penelitian ini,  dapat berasal

dari  bakteri tanah yang masuk ke dalam rumen

sapi bersama dengan pakan atau minuman.

Bakteri selulolitik mampu hidup di dalam

rumen sapi karena rumen memberikan kondisi

yang sesuai untuk pertumbuhan bakteri

tersebut.  Jumlah bakteri bervariasi tergantung

jenis pakan yang diberikan, spesies yang berbeda

dan individu yang berbeda.  Bakteri selulolitik

dapat ditemukan di tanah, limbah peternakan,

dan dalam jaringan tumbuhan yang

membusuk.  Di alam, bakteri selulolitik mampu

mendegradasikan selulosa dalam keadaan aerob

maupun anaerob.  Bakteri selulolitik juga

mampu menunjukkan aktivitas selulolitik pada

kondisi pH asam maupun basa dan pada

kisaran suhu yang luas.

Berdasarkan  laporan  Sami et al. (2008),

E. cloacae  dapat menghasilkan aktivitas enzim

endo-1, 4-â-D-glucanase  yang memiliki

kemampuan untuk mendegradasi selulosa.

Hasil penelitian lain menunjukkan bahwa E.

cloacae ATCC 13047 memiliki kemampuan

untuk memanfaatkan gula yang berbeda yaitu

glukosa dan sukrosa sebaik memanfaatkan

gliserol. Selanjutnya E. cloacae dilaporkan

mampu memproduksi hidrogen dalam proses

Gambar 3. Hasil analisis pohon filogeni isolat E.cloacae  WPL 214 dengan program Basic Local

Alignment Search Tool (BLAST) (www.ncbi.com).
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fermentasi dari berbagai macam substrat

termasuk glukosa, sukrosa, dan selobiosa

(Kumar dan Das, 2000), sedangkan Komori et

al. (1989) dan Komori et al. (1990) menunjukkan

bahwa species E. cloacae tersebut dapat

mereduksi kelarutan ion chromate  menjadi

chromate-III dan selenate menjadi selenium.

Bakteri selulolitik E. cloacae strain Razmin-

C telah berhasil diisolasi dan diidentifikasi dari

saluran pencernaan rayap, dengan menggu-

nakan Bergey’s manual dengan teknik PCR dan

16S rRNA sequence homology. Rayap

merupakan serangga di daerah tropis dan

berkembang pada kayu dan bersifat selulolitik,

sehingga bakteri yang diisolasi berguna dalam

degradasi bahan selulosa untuk meningkatkan

kecernaan serta untuk produksi enzim.

Enterobacter mampu berperan pada senyawa

yang berbeda, yaitu selulosa, hemiselulosa, dan

lignin.  Bakteri tersebut telah dilaporkan

berperan dalam degradasi lignoselulosa (Ramin

et al., 2008 ; Ramin et al., 2009).

Koloni bakteri E. cloacae WPL 214 dapat

tumbuh pada media selektif CMC mencapai

diameter 1-2 mm dalam satu hari, bentuk koloni

sirkuler, bentuk sel bulat serta bersifat Gram

negatif.  Bakteri tersebut diisolasi dari cairan

rumen sapi dengan  pH 6,0–6,5 dan suhu 35–
40°C (Lokapirnasari et al ., 2015).  Sifat

selulolitik  tersebut ditunjukan dari adanya sifat

positif dalam uji kemampuan selulolitik,

sehingga diduga isolat tersebut mampu

mengekskresikan enzim selulase yang mampu

memecah ikatan 1,4 ß- glycoside dalam media

uji.

SIMPULAN

Berdasarkan hasil elektroforesis PCR

menunjukkan bahwa isolat selulolitik  WPL 214

yang telah diisolasi dari limbah cairan rumen

sapi peranakan ongole  berhasil teramplifikasi

pada 1231 bp. Hasil analisis dengan BLAST

menunjukkan  bahwa isolat teridentifikasi seba-

gai E. cloacae  dengan  tingkat homologi 97-99%.

SARAN

Dari hasil penelitian ini telah berhasil

diidentifikasi isolat selulolitik baru yang

memiliki kemampuan menghasilkan enzim

selulase, sehingga disarankan untuk dilakukan

penelitian lebih lanjut dengan memanfaatkan

isolat tersebut dalam proses fermentasi untuk

mendegradasi bahan pakan ternak yang

memiliki serat tinggi terutama yang berasal dari

hasil samping pertanian atau limbah pertanian

sehingga dapat diketahui kemampuannya untuk

meningkatkan kandungan nutrien dari bahan

pakan tersebut.
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