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ABSTRAK 

SELEKSI TRANSFORMAN BAKTERI Streptomyces thermoviolaceus 

HASIL REKAYASA GENETIKA PENGHASIL ENZIM LIPASE 

Enzim merupakan protein kompleks yang diproduksi oleh organisme. Enzim 

lipase berperan sebagai penghidrolisis trigliserida menjadi digliserida, 

monogliserida, asam lemak, dan gliserol. Salah satu mikroorganisme penghasil 

enzim lipase yaitu Streptomyces thermoviolaceus. Teknik rekayasa genetika yang 

dapat dilakukan adalah modifikasi genetik untuk mengoptimalkan jalur produksi 

protein dan menambahkan gen heterologous ke bakteri untuk produksi enzim yang 

efektif. Streptomyces termasuk sebagai bakteri termofilik sehingga enzim yang 

dihasilkan juga berfungsi dengan baik walaupun berada dalam kondisi suhu 

ekstrem. Tahap transformasi genetik meliputi seleksi terhadap sel-sel transforman 

yang memiliki tujuan untuk pemisahan sel transforman dari sel yang non 

transforman sehingga produksi enzim akan lebih efektif. Penelitian ini bertujuan 

untuk mengetahui keberhasilan seleksi transforman Streptomyces 

thermoviolaceus dan aktivitas enzim lipase yang diproduksi. Metode penelitian 

yang digunakan yaitu eksperimental laboratorium. Metode seleksi transforman 

menggunakan antibiotik Apramisin, Kanamisin, dan Asam Nalidiksat sebagai 

agen penyeleksi. Sedangkan, uji aktivitas enzim menggunakan p-nitrophenyl 

butyrate sebagai substrat. Hasil seleksi transforman pada 4 sampel yaitu sampel 6, 

8, 14, dan 15 berhasil dilakukan, sehingga dapat dikonfirmasi bahwa tahap 

transformasi sukses. Aktivitas enzim lipase tertinggi Bakteri rekombinan 

Streptomyces thermoviolaceus diperoleh sampel 15 pada masa inkubasi 24 jam 

sebesar 8,29 U/ml. Sedangkan, aktivitas enzim terendah diperoleh sampel 8 pada 

masa inkubasi 16 jam sebesar 1,14 U/ml. 

 

Kata kunci: seleksi transforman, Streptomyces thermoviolaceus, rekayasa 

genetika enzim lipase, aktivitas enzim,  
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 ABSTRACT 

TRANSFORMANT SELECTION OF GENETICALLY ENGINEERED 

BACTERIA Streptomyces thermoviolaceus TO PRODUCE LIPASE 

ENZYME 

Enzymes are complex proteins produced by organisms. The lipase enzyme acts as 

a hydrolyzer of triglycerides into diglycerides, monoglycerides, fatty acids, and 

glycerol. Streptomyces thermoviolaceus is one of the microorganisms that produce 

lipase enzyme. Genetic engineering techniques that can be carried out are genetic 

modifications to optimize protein production pathways and add heterologous genes 

to bacteria for effective enzyme production. Streptomyces is classified as a 

thermophilic bacteria therefore, the enzymes it produces also function properly 

even under extreme temperature conditions. The genetic transformation stage 

includes the selection of transformant cells with the aim of separating transformed 

cells from non-transformed cells to make enzyme production more effective. This 

study aims to undergo selection of Streptomyces thermoviolaceus transformants and 

the activity of the lipase enzymes produced. The research method used was 

laboratory experimental. The transformant selection used the antibiotics Apramycin, 

Kanamycin, and Nalidixic Acid as selection agents. Meanwhile, the enzyme 

activity test used p-nitrophenyl butyrate as a substrate. The results of the selection 

of transformants on 4 samples, namely samples 6, 8, 14, and 15 were successfully 

carried out, therefore it can be confirmed that the transformation stage was 

successful. The highest lipase activity of recombinant bacteria Streptomyces 

thermoviolaceus was obtained by sample 15 during the 24 hour incubation period 

resulting 8.29 U/ml enzyme activity Meanwhile, the lowest enzyme activity was 

obtained in sample 8 at 16 hours of incubation period resulting 1.14 U/ml of enzyme 

activity. 

 

Key words: transformant selection, Streptomyces thermoviolaceus, genetic 

engineering, lipase, enzyme activity.  
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BAB I 

PENDAHULUAN 

1.1 Latar Belakang 

Enzim didefinisikan sebagai biokatalis dalam reaksi biokimia. Enzim 

merupakan protein kompleks yang diproduksi oleh organisme. Peran enzim 

sebagai katalisator telah dimanfaatkan dalam berbagai bidang industri, farmasi, 

dan bioteknologi. Berbagai kelebihan enzim dibandingkan katalisator lainnya 

yaitu menghasilkan produk yang spesifik sesuai target sehingga mencegah reaksi 

yang tidak diinginkan (Borrelli & Trono, 2015). Salah satu enzim yang efektif 

digunakan sebagai biokatalis adalah enzim lipase (Zahan & Kano, 2018).  

Enzim lipase merupakan salah satu enzim yang sering diaplikasikan 

dalam bidang industri. Enzim lipase dinobatkan sebagai enzim komersil tertinggi 

di dunia mengikuti protease. Hal ini karena cabang industri pengguna enzim 

lipase yang bervariasi seperti makanan, biodiesel, detergent hingga pemanfaatan 

bioremediasi (Borrelli & Trono, 2015). Enzim lipase atau triacylglycerol acyl 

hydrolase yang bekerja pada ikatan ester karboksilat adalah bagian dari hidrolase. 

Enzim lipase berperan sebagai penghidrolisis. Trigliserida menjadi digliserida, 

monogliserida, asam lemak, dan gliserol (Chandra et al., 2020). Aktivitas yang 

dimiliki oleh enzim lipase yaitu mampu menghidrolisis lemak dan minyak. Hal 

ini dibuktikan dengan proses hidrolisis 1 µmol asam lemak bebas per menit oleh 

setiap satu unit per mL (U/mL) enzim lipase. Kondisi optimum enzim lipase 

dapat diperoleh dengan pengukuran aktivitas enzim pada suhu dan pH yang 

dimodifikasi. Berbagai metode digunakan untuk menguji aktivitas enzim lipase, 

seperti metode tensiometri, interfacial, kromatografi, titrimetric, konduktometri, 

dan spektrofotometri (Fatimah, 2021).  
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Enzim lipase banyak ditemukan di organisme seperti hewan (pankreas 

dan hati), mikroorganisme (bakteri, jamur, dan ragi), serta dapat berasal juga 

dari tanaman. Enzim lipase yang digunakan dalam industri, hampir 50% 

diproduksi dari jamur dan ragi. Contohnya yaitu genus Aspergillus, Candida, 

Penicillium, dan Pseudomonas. Hal ini karena mikroorganisme memiliki 

banyak kelebihan seperti waktu produksi yang singkat, mudah adaptasi 

terhadap berbagai kondisi lingkungan, dan mudah untuk dilakukan modifikasi 

genetik (Cavalcante et al., 2021). Salah satu mikroorganisme yang dapat 

menghasilkan enzim lipase adalah bakteri. Keuntungan bakteri yaitu memiliki 

kadar aktivitas yang lebih tinggi serta pH yang optimal seperti netral atau 

alkalin, serta termostabilitas yang baik. Strain bakteri seperti Pseudomonas 

alcaligenes dan Bacillus subtilis dapat menghasilkan lipase dengan kuantitas 

yang tinggi (Chandra et al., 2020). 

Enzim yang diproduksi oleh organisme merupakan karunia Allah SWT. 

Hal ini karena Allah SWT menciptakan segala sesuatu dengan manfaat dan 

fungsinya masing-masing. Segala sesuatu yang ada di bumi diciptakan oleh 

Allah SWT dengan hikmah yang besar. Firman Allah SWT dalam Al-Qur’an 

surat Shaad ayat 27 yang berbunyi: 

نَ هُمَا وَمَا وَٱلَْْرْضَ  ٱلسَّمَاءَٓ  خَلَقْنَا وَمَا  لِكَ   ۚبََٰطِلً  بَ ي ْ مِنَ  وا  كَفَرُ  ل لَِّذِينَ  فَ وَيْل    ۚ كَفَرُوا   ٱلَّذِينَ  ظَن   ذََٰ  

 ٱلنَّارِ 

Artinya:  

Dan Kami tidak menciptakan langit dan bumi dan apa yang ada antara 

keduanya secara bathil (tanpa hikmah). Yang demikian itu adalah anggapan 

orang-orang kafir, maka celakalah orang-orang kafir itu karena mereka akan 

masuk neraka. 
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Menurut Asy-Syuyuti dan Jalaludin dalam Tafsir Jalalain, “tanpa bathil” 

atau tanpa hikmah dalam ayat tersebut memiliki arti bahwa semua ciptaan Allah 

SWT seperti Bumi dan seisinya termasuk enzim mempunyai hikmah atau 

manfaat yang luar biasa bagi makhluk hidup (E. A. Saputra et al., 2022). Hikmah 

dari ciptaan Allah SWT harus selalu disyukuri karena bersyukur adalah bentuk 

tanda terima kasih atas segala nikmat yang diberikan Allah SWT kepada hamba-

Nya. Namun, sering sekali manusia kurang bersyukur atas nikmat yang 

diberikan Allah SWT (Madany, 2019). Allah berfirman dalam Al-Quran surat 

Saba’ ayat 13 sebagai berikut: 

ٱلشَّكُورُ  عِبَادِىَ  مِ نْ  وَقلَِيل    

Artinya: 

Dan sedikit sekali dari hamba-hamba-Ku yang berterima kasih 

Berdasarkan ayat tersebut, diketahui bahwa bersyukur merupakan 

sesuatu yang sulit dilakukan oleh manusia. Padahal, bersyukur dapat dilakukan 

dengan mudah seperti merasa cukup dan mengucap pujian kepada Allah SWT. 

Salah satu bentuk bersyukur yaitu mengembangkan pengetahuan dan ilmu yang 

kita miliki terhadapa sesuatu yang kita syukuri (E. A. Saputra et al., 2022).  

Actinomycetes adalah salah satu filum bakteri yang paling dominan. 

Actinomycetes dapat berupa bakteri aerobik maunpun anaerobik, motil atau non-

motil, berspora atau non spora, dan mengandung kadar GC yang tinggi. 

Actinomycetes memegang peran yang penting dalam berbagai proses biologis 

seperti siklus biogeokimia dan bioremediasi. Actinomycetes berpotensi untuk 

menghasilkan senyawa bioaktif yang digunakan dalam bidang farmasi seperti 

antibiotik, antitumor, dan anti-inflamasi). Selain itu, actinomycetes juga dapat 

menghasilkan bermacam enzim penting dalam bidang industri maupun klinis 
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(Shivlata & Satyanarayana, 2015). Streptomyces adalah salah satu genus bakteri 

di bawah actinomycetes yang memiliki peran penting dalam industri 

bioteknologi dan medis. Streptomyces merupakan bakteri aeorobik sekaligus 

bakteri gram positif berfilamen yang mampu menghasilkan enzim ekstraseluler 

(Sevillano et al., 2016). Bakteri ini merupakan bakteri saprofit tanah non-

patogen. Berdasarkan data genomik, bakteri Streptomyces mengkode sekitar 50-

80 gen yang diduga sebagai enzim lipolitik (Boran et al., 2019).  

Strain bakteri Streptomyces dikenal memiliki aktivitas lipolitik yang 

tinggi, namun genus ini kurang diteliti secara intensif dibandingkan genus 

bakteri lainnya. Lipase yang telah dikarakterisasi berasal dari Streptomyces 

exfoliatus dan Streptomyces albus (Magda et al., 2012). Streptomyces termasuk 

sebagai bakteri termofilik sehingga enzim yang dihasilkan juga berfungsi 

dengan baik walaupun berada dalam kondisi suhu ekstrem. Bakteri termofilik 

seperti Streptomyces dapat bekerja pada suhu yang relatif tinggi sekitar 40 

hingga 80°C (Shivlata & Satyanarayana, 2015). Kemampuan termofilik ini 

menjadi kelebihan yang dimiliki Streptomyces karena dapat mempercepat kadar 

pertumbuhan sehingga terjadi penghematan biaya dalam proses Industri (James 

& Edwards, 1988). Salah satu strain bakteri Streptomyces yaitu Streptomyces 

thermoviolaceus yang merupakan Streptomycetes yang tahan temperature tinggi 

(thermotolerant). S. thermoviolaceus biasanya tumbuh pada suhu sekitar 25-

57°C. Bakteri S. thermoviolaceus dikenal sebagai penghasil enzim ekstraseluler 

dan antibiotic. Produksi enzim ekstraseluler dipengaruhi oleh faktor seperti suhu, 

kadar pertumbuhan (growth rate), dan substrat yang digunakan (Brabban & 

Edwards, 1997). 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
digilib.uinsa.ac.id digilib.uinsa.ac.id digilib.uinsa.ac.id digilib.uinsa.ac.id digilib.uinsa.ac.id digilib.uinsa.ac.id digilib.uinsa.ac.id 

5 
 

 
 

Walaupun bakteri mampu menghasilkan berbagai protein termasuk 

enzim secara alami. Namun, produksi protein heterologous dalam bakteri sering 

terhambat oleh berbagai faktor seperti rendahnya produksi, kerusakan protein, 

serta aktivitas enzim yang rendah. Rekayasa genetika menjadi solusi untuk 

mengatasi hambatan-hambatan tersebut dengan meningkatkan produksi protein 

heterologous. Teknik rekayasa genetika yang dapat dilakukan adalah modifikasi 

genetik untuk mengoptimalkan jalur produksi protein dan menambahkan gen 

heterologous ke bakteri. Semakin meningkat produksi protein heterologous, 

maka produksi enzim industri dapat dihasilkan dengan lebih cepat dan efisien. 

Contoh pengaplikasian teknik ini yaitu pada bakteri Escherichia coli dan 

Bacillus subtilis (Lee, et al, 2018). Rekayasa genetika pada bakteri dapat 

menjadi alternatif yang efektif untuk menghasilkan enzim dengan aktivitas yang 

lebih tinggi. Salah satu metode yang digunakan yaitu PCR berbasis kesalahan 

untuk membuat variasi acak pada gen enzim dan menghasilkan mutan-mutan 

yang mempunyai aktivitas lebih tinggi dari enzim asli (Kang, et al, 2018).  

Produksi enzim dari baktri rekombinan merupakan salah satu contoh 

proses rekayasa genetika yang melibatkan berbagai tahap. Beberapa tahapan 

dalam produksi enzim lipase rekombinan yaitu kloning DNA gen, tahap ekspresi 

protein, fermentasi atau produksi enzim, dan purifikasi protein (Contesini et al., 

2020). Menurut (Contesini et al., 2020), produksi enzim yang tinggi dari bakteri 

seperti Streptomyces dapat dihasilkan dengan mengaplikasikan teknologi 

rekombinan. Hal ini dapat dilakukan dengan cara menyisipkan copy gen pada 

inang melalui plasmid yang mengandung gen lipase. Proses ini juga biasa 

disebut dengan Genetic Modification yang meliputi beberapa tahapan seperti 
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kloning gen dalam vektor yang mempunyai penanda spesifik (plasmid 

construction), tahapan transformasi plasmid ke strain inang, dan tahapan 

ekspresi gen dengan kehadiran inducer ataupun promotor. Teknologi 

rekombinan DNA ini telah terbukti meningkatkan kualitas produk enzim yang 

ingin dihasilkan, baik digunakan dalam bidang akademik maupun industri. 

Seleksi transforman merupakan tahapan penting dalam rekayasa genetika 

produksi enzim lipase, Tahap transformasi genetik meliputi seleksi terhadap sel-

sel transforman. Tahap seleksi transforman memiliki tujuan untuk pemisahan sel 

transforman dari sel yang non transforman sehingga produksi enzim akan lebih 

efektif (Aisyah & Anggraito, 2015).  

Seleksi transforman secara in vitro biasa dilakukan menggunakan agen 

seleksi berupa antibiotik. Beberapa jenis antibiotik yang sering digunakan 

sebagai agen seleksi yaitu ampisilin, apramisin, dan kanamisin. Mekanisme 

seleksi transforman terjadi dengan menyisipkan gen resistensi antibiotik marker 

ke dalam vektro ekspresi. Gen penanda seleksi yang juga mengkode enzim 

mampu mendetoksifikasi antibiotik dengan cara fosforilasi gugus hidroksil dari 

antibiotik. Dalam penelitian produksi enzim, antibiotik yang sering digunakan 

yaitu apramisin dan kanamisin. Beberapa contoh vektor yang memiliki gen 

resistensi kanamisin yaitu pG10-90 dan p35SGUSintnptII untuk tranformasi 

Agrobacterium (Aisyah & Anggraito, 2015). Setelah proses seleksi transforman, 

gen penyandi enzim harus diekspresikan pada sel inang seperti Escherichia coli 

sebelum akhirnya diproduksi pada strain bakteri target. Escherichia coli 

merupakan bakteri yang sering digunakan untuk ekspresi protein rekombinan. 

Seleksi transforman juga bertujuan untuk memastika gen target penyandi enzim 
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yang diinginkan telah berhasil ditransformasikan ke bakteri (Masfuroh et al., 

2017).  

Penelitian terdahulu yang meneliti terkait aktivitas optimum enzim 

rekombinan yang berasal dari mikroorganisme masih terbilang sedikit dan 

jarang dilakukan terutama di Indonesia. Namun, terdapat beberapa penelitian 

international yang berhasil menjalankan penelitian ini. Menurut penelitian oleh 

Ragel (2018), yang menggunakan mikroba Rhyzopus oryzae rekombinan, 

mendapatkan hasil aktivitas enzim yang optimal pada suhu 30-40°C 

dibandingkan dengan suhu 50°C pada masa inkubasi 10 jam masing-masing. 

Sementara, penelitian lainnya yang menggunakan mikroorganisme 

Pseudomonas fluorescens mendapat hasil optimal pada suhu 70°C, 80°C, dan 

90°C (W. Liu et al., 2017). Selain suhu, faktor masa inkubasi juga dapat 

mempengaruhi aktivitas enzim. Penelitian oleh Murtius, Hari and Putri (2022), 

menunjukkan bahwa masa inkubasi enzim optimal adalah pada 30 jam, jika 

dibandingkan dengan 15, 20, 25, dan 35 jam.  

1.2 Rumusan Masalah 

Berdasarkan latar belakang di atas, maka rumusan masalah pada 

penelitian ini adalah; 

a. Bagaimana hasil seleksi transforman bakteri Streptomyces thermoviolaceus 

hasil rekayasa genetika penghasil enzim lipase? 

b. Bagaimana perbandingan nilai aktivitas enzim Lipase pada variasi masa 

inkubasi dari rekombinan Streptomyces thermoviolaceus? 
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1.3 Tujuan Penelitian 

Berdasarkan rumusan masalah, maka tujuan pada penelitian ini adalah; 

a. Untuk mengetahui hasil seleksi transforman bakteri Streptomyces 

thermoviolaceus hasil rekayasa genetika penghasil enzim lipase. 

b. Untuk mengetahui perbandingan nilai aktivitas enzim Lipase pada variasi 

masa inkubasi dari rekombinan Streptomyces thermoviolaceus. 

1.4 Manfaat Penelitian 

Apabila penelitian ini menunjukkan bahwa seleksi transforman berhasil 

dan enzim lipase hasil rekayasa genetika dapat diproduksi, maka:  

a. Berpotensi untuk menjadi rujukan teoritis penelitian transformasi enzim 

rekombinan. 

b. Teknologi yang digunakan dapat diterapkan dalam bidang industri dan 

aplikatif. 

c. Berpotensi untuk dihasilkan paten. 

1.5 Batasan Masalah 

a. Strain Streptomyces yang digunakan pada penelitian ini dipilih dari NITE 

Biological Resource Center (NBRC) di National Institute of Technology and 

Evaluation, Jepang yaitu Streptomyces thermoviolaceus NBRC 13905. 

b. Penelitian ini merupakan tahapan lanjut berupa konfirmasi transforman dari 

penelitian sebelumnya (konstruksi gen dan desain primer), sehingga pada 

penelitian ini tidak dilakukan desain primer maupun konstruksi gen. 

c. Sampel tahap konfirmasi plasmid meliputi 3 sampel yaitu sampel 6, 14, dan 

15. Sementara, sampel tahap transformasi terdiri atas 4 sampel, dengan 

tambahan sampel 8 dari peneliti sebelumnya. 
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1.6 Hipotesis Penelitian 

a. Seleksi transforman yang tumbuh koloni menandakan keberhasilan proses 

transformasi Streptomyces thermoviolaceus rekombinan. 

b. Semakin lama masa inkubasi enzim Lipase maka semakin banyak produk 

yang dihasilkan, sehingga nilai aktivitas enzim semakin meningkat. 
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BAB II 

TINJAUAN PUSTAKA 

2.1 Lipase 

2.1.1 Pengertian Enzim Lipase 

Lipase atau triacylglycerol acylhydrolase termasuk dalam kelompok 

esterase. Lipase mampu menghidrolisis triasilgliserol menjadi digliserol, 

monogliserol, asam lemak, dan gliserol secara alami. Sintesis esterifikasi, 

transesterifikasi, interesterifikasi, alkoholisis, dan aminolisis juga dikatalisis 

oleh Lipase (Chandra et al., 2020). Lipase adalah salah satu enzim yang 

memiliki selektivitas substrat yang unik. Enzim lipase telah ditemukan di 

berbagai organisme, contohnya prokariot dan eukariot (Park & Park, 2022). 

Lipase bekerjan pada interfase diantara lipid dan air. Salah satu fitur penting 

pada struktur lipase yaitu penutup pada sisi aktif lipase. Apabila penutup 

tersebut tertutup, maka sisi aktif tidak dapat mencapai substrat sehingga, lipase 

menjadi tidak aktif. Namun, pada kondisi terbuka akan memudahkan substrat 

untuk masuk ke sisi aktif lipase untuk dikonversi (Khan et al., 2017). 

 

 

 

 

Gambar 2.1 Proses Hidrolisis Trigliseril Menjadi Asam Lemak dan Gliserol  

(Chandra et al., 2020) 

Asal usul lipase dimulai dari penemuan enzim lipase di pankreas oleh 

Claude Bernard pada tahun 1856. Enzim tersebut mampu menghidrolisis 

minyak yang tidak larut menjadi produk larut. Seiring berkembangnya ilmu 

pengetahuan, produksi lipase ditemukan pada berbagai spesies bakteri seperti 

Gliserol Asam lemak 
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Bacillus pyocyaneus, B. prodigiosus, Pseudomonas aeruginosa, dan 

Pseudomonas fluorescens. Lipase dihasilkan secara tradisional melalui 

pancreas hewan. Namun, pada saat ini dapat dihasilkan oleh mikroorganisme 

dalam bentuk crude atau bahkan murni. Oleh karena itu, enzim lipase banyak 

digunakan sebagai biokatalisator dalam proses sintesis senyawa kimia 

(Chandra et al., 2020).  

2.1.2 Klasifikasi Lipase 

Enzim dapat diklasifikasi berdasarkan karakteristik tertentu yang 

dimiliki. Menurut López-Fernández, Benaiges and Valero, (2020), pada 

dasarnya enzim lipase dapat diklasifikasi berdasarkan dua hal yaitu spesifisitas 

dan sumbernya. Klasifikasi enzim berdasarkan spesifisitas dapat dibagi 

menjadi tiga jenis. Pertama, lipase spesifik substrat yang mampu bereaksi pada 

substrat spesifik apabila dicampurkan dengan bahan mentah. Kedua, lipase 

enansioselektif yang mampu menghidrolisis secara cepat salah satu isomer 

dibanding isomer lainnya. Ketiga, lipase regioselektif yang memiliki aktivitas 

berdasarkan posisi khusus dan dapat dibagi menjadi tiga subkelas yaitu lipase 

non-spesifik, lipase spesifik asam lemak, dan lipase spesifik 1,3. Lipase 

spesifik asam lemak berfungsi dalam menghidrolisis ikatan ester yang 

mengandung asam lemak berantai panjang. 

Sementara, klasifikasi enzim lipase berdasarkan sumbernya dibagi 

menjadi empat kelompok yaitu lipase bersumber dari hewan, tumbuhan, 

serangga, dan mikroorganisme. Lipase bersumber dari mikroba dapat 

ditemukan pada khamir, bakteri, dan fungi. Enzim lipase yang berasal dari 

mikroba juga terbukti memiliki karakteristik yang unggul dibandingkan dari 
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sumber lainnya. Antaranya yaitu, stabilitas tinggi, tidak memiliki syarat 

kofaktor, selektivitas kimia, dan selektivitas enansio (López-Fernández et al., 

2020). 

2.1.3 Sumber Enzim Lipase 

Enzim lipase dapat ditemukan di berbagai sumber seperti hewan, 

tumbuhan, dan mikroorganisme.  Lipase dari tumbuhan terdapat pada berbagai 

jenis tanaman seperti biji, gandum, buah, dan daun. Namun, lipase bersumber 

dari biji diketahui memiliki kemampuan hidrolisis lebih baik dibandingkan 

pada bagian tumbuhan yang lain. Lipase berasal dari tumbuhan memiliki 

keuntungan seperti lebih stabil pada proses interesterifikasi dan biaya produksi 

yang rendah. Sedangkan, lipase bersumber dari hewan umumnya berasal dari 

pankreas babi, domba, sapi, dan manusia. Kekurangan lipase bersumber dari  

hewan yaitu enzim yang tidak murni sehingga proses ekstraksi dan purifikasi 

yang sulit untuk mendapatkan produk hasil (Santos et al., 2022). 

Sumber produksi lipase terbanyak didapatkan dari mikroorganisme, 

contohnya bakteri, fungi, archea, dan eukariot. Lipase bersumber dari fungi 

sering digunakan dalam bidang industri karena berbagai keuntungan 

dibandingkan lipase dari sumber lainnya (Patel et al., 2018). Lipase berasal dari 

mikroba juga dimanfaatkan secara luas di bidang bioteknologi karena 

modifikasi genetik mikroba yang cenderung mudah serta menghasilkan produk 

enzim dengan jumlah maksimal, lipase yang berstabilitas tinggi, memiliki 

kemampuan untuk mentolerir pelarut organik   (Santos et al., 2022). Salah satu 

lipase mikroba yang sering digunakan yaitu lipase dari bakteri. Lipase 

bersumber dari bakteri pertama kali ditemukan pada tahun 1901 pada Bacillus 
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prodigiosus dan B. fluorescens. Kebanyakan lipase dari bakteri bersifat 

thermostable atau tahan panas dan sebagian lipase bakteri diketahui bersifat 

tidak spesifik pada spesifisitas substrat. Beberapa spesies lipase bakteri yang 

sering digunakan adalah Pseudomonas sp., Staphylococcus sp., dan 

Arthrobacter sp. (Chandra et al., 2020). 

2.1.4 Fungsi dan Aplikasi Enzim Lipase 

Permintaan akan enzim lipase diprediksikan meningkat dalam 5 tahun 

ini. Berbagai reaksi yang dikatalisis oleh enzim lipase mampu diterapkan 

sebagai biokatalisis baik dalam aplikasi bioteknologi maupun industri seperti 

industri makanan melalui degradasi triasilgliserol yang dapat menghasilkan 

produk makanan ramah pencernaan. Selain itu, penggunaan enzim lipase dalam 

produksi detergen dapat membantu menghilangkan noda lemak pada kain 

fabrik. Enzim lipase juga semakin marak dimanfaatkan melalui reaksi sintetik 

untuk produksi biodiesel. Hal ini karena enzim lipase memiliki kemampuan 

mengkatalisis proses transesterifikasi minyak sayur dan alkohol (Contesini et 

al., 2020).  

Pemanfaatan enzim lipase dalam industri makanan sudah lama 

digunakan. Enzim lipase dimanfaatkan dalam proses penyaringan minyak dan 

menghilangkan asam lemak bebas (FFAs) sehingga kualitas minyak dapat 

ditingkatkan dengan modifikasi. Enzim lipase juga digunakan untuk 

meningkatkan rasa dalam makanan. Contohnya, penggunaan lipase dalam 

industri susu yang mampu menghidrolisis lemak susu sehingga meningkatkan 

kualitas rasa dan nutrisi produk susu. Selain industri makanan, lipase juga 

digunakan secara luas dalam industri medis. Lipase yang merupakan enzim 
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dasar memiliki peran besar dalam proses metabolisme lemak. Enzim lipase 

juga dianggap sebagai target obat dan biomarker yang efektif. Hal ini 

dibuktikan dengan kemampuan enzim lipase dalam memproduksi asam lemak 

tidak jenuh (Yao et al., 2021).  

Salah satu industri yang memanfaatkan enzim lipase secara maksimal 

yaitu industri biofuel. Biofuel merupakan energi terbarukan sebagai alternatif 

bahan bakar. Selama ini, produksi biodiesel hanya bergantung pada lemak 

hewan dan mintak sayuran seperti biomassa. Biodiesel diproduksi dari asam 

lemak monoester yang dihasilkan oleh proses transesterifikasi dari 

triasilgliserol. Menurut penelitian oleh Karmee, Patria and Lin, (2015), enzim 

lipase yang berasal dari mikroorganisme mampu mengkonversi methanol dan 

limbah mintak menjadi biodiesel dan gliserol (Yao et al., 2021). 

2.2 Bakteri Termofilik 

2.2.1 Pengertian Bakteri Termofilik 

Biokatalis atau biasa dikenal dengan enzim semakin diperlukan saat ini , 

terutama enzim yang bersifat stabil pada kondisi lingkungan ekstrem dan 

enzim yang berpotensi untuk mempercepat reaksi kimia konvensional. Solusi 

untuk mengatasi kebutuhan tinggi akan enzim ini dapat diatas dengan 

memanfaatkan enzim dihasilkan oleh mikroorganisme ekstremofilik yang 

memiliki sifat resisten terhadap kondisi ekstrem, mampu melakukan reaksi 

pada kondisi pH asam maupun basa, serta pada suhu tinggi mencapai 140°C. 

Mikroorganisme termofilik merupakan salah satu sumber enzim yang tahan 

terhadap habitat ekstrem dengan kadar pH yang sangat asam maupun basa, 

suhu yang tinggi, kelembapan rendah, dan tekanan yang tinggi. Bakteri 
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termofilik dapat  menghasilkan berbagai jenis enzim, antaranya yaitu selulase, 

xilanase, pektinase, kitinase, amilase, protease, esterase, dan lipase.   (Ovando-

Chacon et al., 2020). 

Pada umumnya, bakteri termofilik dapat ditemukan di sumber mata air 

panas yang dekat dengan gunung berapi. Selain itu, habitat bakteri termofilik 

juga berada di lapisan atas tanah dan lingkungan bersuhu panas seperti area 

composting (Ovando-Chacon et al., 2020). Struktur genomik bakteri termofilik, 

salah satunya kandungan GC merupakan hal penting dalam penentuan 

stabilitas genom. Kandungan GC yang tinggi menghasilkan termostabilitas 

genom yang tinggi dan berpengaruh pada Optimal Growth Rate (OGT). 

Contohnya, kandungan GC pada Thermus thermophilus ATTC yaitu 69,41%, 

Geobacillus kaustophilus sebanyak 52,1%, dan Thermus sp. sebanyak 68,8% 

(Wang et al., 2015). 

2.2.2 Klasifikasi Bakteri Termofilik 

Pada umumnya, bakteri termofilik dapat dikategorikan menjadi 2 

kelompok yaitu bakteri termofilik obligatif dan fakultatif. Bakteri termofilik 

obligatif memiliki suhu optimal untuk hidup pada suhu >50°C dan bahkan 

mencapai 70°C.  Sedangkan, Bakteri fakultatif mampu berkembang dengan 

optimal pada suhu sekitar 50-66°C dan beberapa pada suhu <38°C.  Oleh 

karena itu, bakteri termofilik sering dijumpai pada lingkungan yang terpapar 

sinar matahari seperti sumber mata air panas dan tanah compost (Agustina et 

al., 2019). Menurut Mohammad et al., (2017), bakteri termofilik dapat 

dikategorikan berdasarkan Optical Growth Temperature (OGT) yaitu 
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moderate thermophilic (50-60°C), extreme thermophilic (60-80°C), dan 

hyperthermophilic (80-110°C). 

2.2.3 Bakteri Menurut Al-Qur’an 

Al-Qur’an merupakan kitab suci umat Islam yang berperan sebagai 

pedoman dan rujukan utama ilmu pengetahuan, baik itu ilmu agama, kehidupan, 

maupun Sains, dan makhluk hidup. Kandungan Al-Qur’an menjelaskan terkait 

kekuasaan Allah SWT yang menciptakan seluruh makhluk hidup yang ada di 

langit dan bumi baik itu besar maupun kecil serta kasat mata dan tak kasat mata. 

Salah satu jenis makhluk yang Allah ciptakan berukuran sangat kecil yaitu 

mikroorganisme. Mikroorganisme biasanya berukuran kurang dari 0,1 mm dan 

hanya dapat dilihat dengan mikroskop. Mikroorganisme dikelompokkan 

menjadi beberapa, antaranya termasuk virus, protozoa, alga, jamur, dan bakteri 

(N. Saputra, 2021) 

Allah berfirman dalam Q.S Al-Baqarah yang berbunyi: 

فَ وْقَ هَا  فَمَا  بَ عُوضَةً  مَّا  مَثَلً  يَضْرِبَ  أَن يَسْتَحْىِۦٓ  لَ  ٱللََّّ  إِنَّ  ۚ   

Artinya:  

Sesungguhnya Allah tidak segan membuat perumpamaan seekor nyamuk atau 

yang lebih kecil dari itu… (Q.S Al-Baqarah: 26) 

 

Bakteri sebegai salah satu mikroorganisme yang memiliki banyak 

manfaat yaitu digunakan dalam pengembangan bioteknologi terutama produksi 

obat-obatan dan teknologi modern melalui rekayasa genetika. Hal ini 

membuktikan bahwa segala sesuatu yang diciptakan Allah memiliki manfaat 

dan hikmah yang dapat diambil manusia (N. Saputra, 2021). Pada ayat tersebut, 

lafadz famaa fauqoha dapat diartikan sesuatu yang lebih rendah dari nyamuk 

baik dari segi makan maupun fisik. Contoh makhluk hidup yang memiliki 
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ukuran lebih kecil dibandingkan nyamuk yaitu bakteri (Romadan, 2020). 

Menurut ahli tafsir, Ahmad Mustafa al-Maraghi, makna tersebut membuktikan 

keberadaan mikroorganisme termasuk bakteri sebagai makhluk ciptaan Allah 

yang sangat kecil (N. Saputra, 2021).  

2.3 Bakteri Streptomyces thermoviolaceus 

2.3.1 Karakteristik Bakteri Streptomyces thermoviolaceus 

Streptomyces merupakan bakteri gram positif yang memiliki 

kandungan GC yang tinggi dan mampu berkembang pada berbagai kondisi 

lingkungan. Streptomyces memiliki kemampuan untuk menghasilkan senyawa 

antibakteri, antifungi, dan mendegradasi polisakarida seperti kitin dan xilan 

melalui sekresi enzim ekstraseluler (ITIS, 1957). Pada umumnya, 

Streptomyces dapat diketahui dari karakteristik fisiologi maupun morfologi, 

serta komposisi kimia dinding sel, jenis peptidoglikan, fosfolipid, asam lemak, 

persentase GC, 16 SrRNA, dan analisis DNA. Streptomyces adalah genus 

terbesar Actinobakteri. Jumlah spesies bakteri Streptomyces yang telah 

ditemukan oleh ilmuwan sampai saat ini diperkirakan mencapai 500 spesies 

(Hasani et al., 2014). 

Streptomyces memiliki karakteristik chemoorganotrophic yang berarti 

memerlukan sumber karbon. Streptomyces juga merupakan bakteri gram 

positif berfilamen yang berukuran kecil yaitu berdiameter kurang dari 1µm. 

Fragmentasi filamen membentuk spora yang lurus, berlekuk, dan spiral. 

Sedangkan, koloni bakteri Streptomyces cenderung tumbuh lambat dan 

bertekstur seperti miselium. Miselium akan mulai berdiferensiasi membentuk 

sel tipe baru, yaitu hifa. Kemudian, hifa tersebut akan mengalami pembelahan 
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sel yang berkembang menjadi spora resisten (Hasani et al., 2014). 

Streptomyces thermoviolaceus adalah streptomycetes termofilik yang mampu 

menghasilkan antibiotic granticin pada suhu 45°C melalui jalur polyketide. S. 

thermoviolaceus dapat berkembang pada suhu optimal 37-55°C (Brabban & 

Edwards, 1997). 

 

Gambar 2.2 Pengamatan Morfologi Streptomyces sp. Menggunakan SEM  

 (Nguyen et al., 2020) 

2.3.2 Klasifikasi Streptomyces thermoviolaceus 

Streptomyces termasuk dalam famili  Streptomycetaceae, yang 

tergolong dalam filum Actinobacteria dan ordo Actinomycetales (Hasani et 

al., 2014). Berikut adalah klasifikasi lengkap: 

Kingdom : Bacteria 

Filum  : Actinobacteria 

Kelas  : Actinobacteridae 

Ordo  : Actinomycetales 

Famili  : Streptomycetaceae 

Genus  : Streptomyces sp. 

Spesies  : Streptomyces thermoviolaceus Henssen, 1957  

(ITIS, 2019) 
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Gambar 2.2 Pengamatan SEM Streptomyces thermoviolaceus yang Ditumbuhkan pada Media 

Oatmeal Agar (Chua et al., 2013). 

2.3.3 Manfaat Bakteri Rekombinan dalam Produksi Enzim Lipase 

Perkembangan teknologi rekayasa genetika yang semakin pesat 

berdampak positif pada peningkatan jumlah riset dan penelitian mengenai 

penerapan rekayasa genetika pada produksi enzim lipase.  Kebanyakan riset 

mendalami ekspresi lipase yang yang terjadi di mikroba seperti Escherichia 

colii, Bacillus subtilis, Pichia pastoris, dan Saccharomyces cerevisae (Yao et 

al., 2021).  Produksi enzim lipase dari bakteri rekombinan dipercayai 

menghasilkan produksi lipase yang lebih tinggi dengan menggunakan 

promotor untuk memodifikasi gen lipase. Teknik rekombinan lain yaitu dengan 

menyisipkan plasmid yang mengandung gen lipase ke dalam genom sel inang. 

Studi mengenai produksi lipase rekombinan melalui ekspresi homolog dalam 

bakteri biasa dilakukan pada bakteri Serratia marcescens, Burkholderia 

cepacian, dan Aspergillus niger (Contesini et al., 2020).  

Enzim industri yang banyak digunakan pada saat ini yaitu versi 

rekombinan yang dihasilkan dari berbagai mikroorganisme. Bakteri dari genus 

Streptomyces merupakan mikroorganisme potensial dalam produksi protein-

enzim rekombinan. Peran Streptomyces dalam mensekresi enzim hidrolitik 
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mampu mendegradasi substrat organik kompleks. Proses sekresi ini mampu 

mencegah ekspresi protein rekombinan yang berlebihan dan mengurangi kadar 

toksisitas sel inang, Selain itu, Streptomyces tumbuh relatif cepat, pada media 

yang harganya terjangkau, tidak menghasilkan endotoksin dan pylogenic 

lipopolysaccharide, bersifat non-patogenik, dan mampu mengekspresi gen 

Guanin dan Sitosin tanpa optimasi codon. Oleh karena itu, Streptomyces 

dianggap sebagai strain yang kokoh dalam bidang industri, sehingga berbagai 

metode modifikasi genetik Streptomyces mulai tersedia untuk menghasilkan 

Streptomyces rekombinan yang berkualitas (Berini et al., 2020b). 

Berbagai penelitian mengenai produksi enzim lipase rekombinan telah 

dilakukan oleh para peneliti. Penelitian oleh Khurana et al., (2015), 

menemukan bahwa gen lipase rekombinan yang berasal dari Bacillus sp. 

menghasilkan  aktivitas optimal pada suhu 35°C dan pH 8.0.  Penelitian oleh 

Kaur (2017), menyiasati beberapa faktor yang dapat  berpengaruh pada 

produksi lipase rekombinan seperti variasi sel inang, vektor, dan  nutrisi media. 

Hasil penelitian tersebut menunjukkan bahwa peningkatan produksi enzim 

lipase didapatkan dengan adanya pemilihan sel inang, vektor ekspresi, dan 

media yang tepat pada masa inkubasi atau fermentasi enzim. 

2.4 Rekayasa Genetika Bakteri 

Berbagai metode telah dikembangkan untuk meningkatkan 

produktivitas mikroorganisme dalam bidang industri. Genetic atau Metabolic 

Engineering merupakan salah satu teknik yang bertujuan untuk 

memaksimalkan produk hasil dari mikroorganisme industri. Modifikasi 

genetik dilakukan melalui teknologi DNA rekombinan untuk mendapatkan 
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produk hasil yang maksimal. Rekayasa Genetik terdiri dari berbagai tahap 

menggunakan alat yang dapat dimodifikasi sesuai keperluan peneliti sehingga 

mampu menargetkan perubahan genetik. Pada umumnya, rekayasa genetika 

meliputi tahapan; 1) pemilihan metode transfer gen, sel inang untuk ekspresi, 

dan metode untuk ekpresi gen biosintetik; 2) cloning dan sekuensing gen 

biosintetik; 3) penentuan teknik rekayasa yang tepat untuk menghasilkan 

bioproduk yang diharapkan (Bekker et al., 2014). 

Menurut Berini, Marinelli and Binda, (2020), metode biologi molecular 

seperti sintesis gen, sekuens DNA/RNA, teknik kloning DNA fragment 

berkontribusi dalam menghasilkan berbagai bakteri rekombinan yang dapat 

memproduksi protein dan senyawa molecular yang bersumber dari 

mikroorganisme seperti bakteri, jamur, archaea, eukariot, dan lainnya. 

Rekayasa genetika pada mikroorganisme menggunakan alat genetika untuk 

memutuskan, memotong, dan menyambungkan gen target kepada sel baru. Gen 

rekombinan tersebut ditransfer ke sel inang untuk proses ekspresi sehingga 

dapat menghasilkan produk yang diinginkan. Genetically Modified Bacteria 

dapat dikonstruksi dengan 2 tahapan utama yaitu tahap akuisisi gen target dan 

tahap ekspresi heterogen. Proses modifikasi gen berfragmen kecil (<10kb) 

dapat dilakukan dengan beberapa cara yaitu PCR konvensional, DNA sintesis, 

dan penggunaan enzim restriksi. Hal ini berbeda untuk gen berfragmen besar 

(>50kb) yang menggunakan metode rekombinan seperti CRISPR-Cas9 atau 

Red/ET. Secara umum, rekayasa genetika bakteri seperti konstruksi plasmid 

meliputi tahapan kloning gen, purifikasi gen, ligase, sekuensing, dan 

transformasi.  
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2.5 Seleksi Transforman Bakteri dalam Transformasi Genetik 

2.5.1 Syarat Seleksi Transforman 

Seleksi transforman yang efisien merupakan tahap penting yang 

menentukan keberhasilan transformasi genetik. Oleh karena itu, perlu adanya 

seleksi pra transformasi sehingga proses transformasi dan proses seleksi pasca 

transformasi bisa dilakukan dengan mudah dan efisien. Syarat utama seleksi 

transforman yaitu konsentrasi antibiotik yang optimal. Konsentrasi antibiotik 

memiliki pengaruh yang besar terhadap proses seleksi transforman. Hal ini 

karena konsentrasi antibiotik yang terlalu rendah menyebabkan sel non 

transforman tumbuh dalam medium seleksi. Sementara, konsentrasi antibiotik 

yang terlampau tinggi dapat mengakibatkan kematian pada sel transforman. 

Antibiotik menjadi faktor utama yang paling penting karena merupakan agen 

seleksi (Aisyah & Anggraito, 2015).  

Mekanisme antibiotik sebagai agen seleksi transforman yaitu dengan 

membunuh atau menghentikan pertumbuhan sel non transforman (non-target) 

pada medium seleksi. Sementara, sel transforman (target) akan tetap dibiarkan 

tumbuh. Sel transforman merupakan sel yang mengandung gen resisten 

terhadap antibiotik agen seleksi. Sehingga, sel transforman bersifat resisten dan 

tidak mengalami hambatan dalam pertumbuhan (Fakruddin et al., 2013). 

2.5.2 Faktor yang Mempengaruhi Transformasi 

Transformasi menjadi tahap penting dalam rekayasa genetika dan 

produksi enzim lipase rekombinan. Proses transformasi berhasil apabila DNA 

penyandi berhasil disisipkan dan diekspresikan ke dalam genom sel inang. 

Berbagai faktor mempengaruhi keberhasilan tahap transformasi, antaranya 
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yaitu konsentrasi DNA, konsentrasi antibiotik, dan kadar kompetensi sel inang. 

Konsentrasi DNA menjadi faktor penting karena konsentrasi DNA yang terlalu 

rendah akan menyebabkan koloni tidak tumbuh. Konsentrasi DNA yang 

optimal untuk transformasi yaitu sekitar 1-10 µg. Sedangkan, konsentrasi 

antibiotik yang digunakan harus sesuai dengan jenis vektor yang dipilih 

sehingga koloni dapat tumbuh dengan efektif paa media. Sel kompeten 

merupakan sel inang yang digunakan untuk ekspresi gen. Sel inang yang 

kompeten dihasilkan dengan penambahan larutan Kalsium Klorida (CaCl2) 

yang bertujuan agar kalsium dalam membran sel terganggu sehingga 

membrane terbuka dan DNA insert mampu masuk ke dalam sel inang 

(Masfuroh et al., 2017). 

2.6 Aktivitas Enzim Lipase 

2.6.1 Faktor-faktor yang Mempengaruhi Produksi dan Aktivitas Enzim 

Sintesis enzim dari mikroorganisme dapat dipengaruhi oleh berbagai 

faktor, antaranya yaitu temperatur (suhu), pH, sumber karbon, sumber nitrogen, 

jenis fermentasi, dan masa inkubasi.  Faktor sumber karbon (C) dan sumber 

nitrogen (N) menjadi ketertarikan di bidang industri karena menggunakan 

media dengan harga yang terjangkau. Optimasi kondisi biproduksi enzim 

menjadi satu hal yang paling penting dalam menghasilkan enzim yang sesuai 

dengan kebutuhan industri (Al-Dhabi et al., 2020).  

Temperatur atau suhu pada saat sintesis terjadi merupakan faktor yang 

paling berpengaruh dan penting. Apabila suhu meningkat, maka reaksi kimia 

yang terjadi juga akan meningkat. Namun, terdapat batas maksimal 

peningkatan yang dialami reaksi kimia. Oleh karena itu, suhu yang optimal 
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menjadi faktor yang krusial dalam produksi enzim. Suhu optimal terjadi 

apabila sintesis enzim berada pada titik puncak atau tertinggi reaksi. Setiap 

jenis enzim memiliki suhu optimal tertentu. Pada umumnya, suhu optimal 

enzim bervariasi diantara 37-40°C. Jika enzim telah  mencapai suhu optimal, 

aktivitas enzim akan menurun karena denaturasi protein  (Whitaker, 2004). 

Selain suhu, pH juga memiliki pengaruh besar dalam aktivitas enzim. 

Setiap enzim memiliki nilai pH yang optimal yang menghasilkan efisiensi lebih 

maksimal. pH terbukti sebagai faktor yang krusial dalam suatu reaksi enzim 

karena pH yang terlalu rendah atau terlalu tinggi dibandingkan optimal pH 

akan mengurangi aktivitas enzim. pH diyakini mempengaruhi ikatan ion dan 

hidrogen yang merupakan faktor penting dalam produksi enzim (Whitaker, 

2004). Pertumbuhan mikroba yang menghasilkan enzim juga memerlukan pH 

yang optimal, sehingga pH harus disesuaikan dengan strain mikroba yang 

digunakan. 

Seterusnya, waktu fermentasi atau masa inkubasi enzim juga 

merupakan salah satu faktor yang mempengaruhi aktivitas dan produksi enzim 

(Al-Dhabi et al., 2020). Masa inkubasi merupakan faktor penting dalam 

produksi enzim bersumber dari mikroorganisme. Hal ini karena proses 

inkubasi dalam jangka waktu tertentu diperlukan untuk pertumbuhan bakteri. 

Masa inkubasi dapat mempengaruhi aktivitas enzim lipase yang diproduksi 

oleh mikroba penghasil enzim lipolitik. Semakin lama masa inkubasi, maka 

semakin lama waktu bagi mikroorganisme menjalani pembelahan sel sehingga 

enzim yang diproduksi semakin meningkat. Namun, sama halnya dengan 

faktor suhu dan pH, masa inkubasi mikroorganisme akan mencapai titik 
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maskimum tertentu atau pada fase stasioner, dan akan menurun pada fase 

kematian (death phase) (Murtius et al., 2022).  

2.6.2 Penentuan Aktivitas Enzim Lipase 

Pada umumnya, penentuan aktivitas enzim dilakukan secara in vitro. 

Pengukuran aktivitas enzim memiliki tujuan untuk menentukan jumlah enzim 

yang terdapat pada kondisi tertentu dan sebagai perbandingan dari beberapa 

sampel yang bervariasi. Aktivitas enzim dievaluasi pada tingkat awal 

pemanfaatan substrat tanpa adanya produk (Scopes, 2002). Peningkatan minat 

dan kebutuhan industri akan enzim lipase dengan kadar aktivitas tinggi dan 

spesifisitas substrat yang baik, membuat berbagai metode analisis untuk 

evaluasi aktivitas enzim yang cepat, akurat, spesifik, dan selektif bermunculan. 

Beberapa contoh teknik analisis aktivitas enzim yaitu volumetri, spektormetri, 

uji radioaktif, kromatografi, dan biosensor (Stoytcheva et al., 2012). Penjelasan 

teknik evaluasi aktivitas enzim lipase sebagai berikut: 

a. Metode volumetri 

Metode volumetri merupakan teknik evaluasi aktivitas enzim yang 

sering digunakan, metode ini berbasis uji titrimetri asam lemak bebas yang 

berasal dari triasilgliserol enzim lipase. Metode ini melalui tahap inkubasi 

sampel dan titrasi alkali. Substrat yang biasa digunakan dalam metode ini yaitu 

triolein dan minyak zaitun yang merupakan triasilgliserol berantai panjang.  

Namun, kekurangan metode ini yaitu waktu analisis yang lama, sensitivitas 

rendah, dan kegagalan yang disebabkan oleh titrasi (Stoytcheva et al., 2012). 

b. Metode Kolorimetri 
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Uji kolorimetri merupakan uji kuantifikasi produk lipolysis. 

Mekanisme uji ini melibatkan asam lemak bebas yang diubah menjadi senyawa 

berwarna (produk), kemudian diekstraksi menggunakan pelarut organik dan 

dievaluasi secara spektrofotometri. Metode ini digunakan secara spesifik untuk 

asam lemak. Kekurangan dari  metode ini yaitu penggunaan pelarut organik 

yang bersifat toksik (Stoytcheva et al., 2012). 

c. Metode Kromatografi 

Teknik kromatografi merupakan metode yang bagus untuk menguji 

matriks kompleks. Metode ini biasa diterapkan untuk mengukur lipid dan 

lipolysis atau asam lemak bebas. Berbagai jenis kromatografi dapat digunakan 

seperti kromatografi lapis tipis, kromatografi gas, dan High Performance 

Liquid Chromatography (HPLC). Namun, kromatografi memiliki kekurangan 

dari segi harga yang terlalu tinggi dan memakan waktu yang lama serta sumber 

daya manusia operator yang berpengalaman (Stoytcheva et al., 2012). 

d. Metode Visible Spektrofotometri 

Metode spektrofotometri dalam pengujian aktivitas lipase 

memanfaatkan substrat lipase sintetik yang ditransformasikan melalui 

hidrolisis enzim. Pada umumnya, substrat yang digunakan yaitu p-nitrophenyl 

dan ester naphthyl dari rantai asam lemak (Stoytcheva et al., 2012). Salah satu 

substrat artifisial yang banyak digunakan yaitu p-nitrophenyl-butyrate (pNPB) 

(Iglesias et al., 2016). Mekanisme pada metode ini yaitu proses lipolysis p-

nitrophenyl akan menghasilkan warna kuning yang dapat terdeteksi dan diukur 

pada 405-410 nm. Walaupun metode ini  sering digunakan, namun spesifisitas 
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substrat yang rendah dari enzim terhadap substrat sintetis menjadi salah satu 

kekurangan metode ini (Stoytcheva et al., 2012).  
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BAB III 

METODE PENELITIAN 

 

3.1 Rancangan Penelitian 

Penelitian ini termasuk sebagai penelitian eksperimental laboratorium. 

Rancangan penelitian yang digunakan yaitu deskriptif kualitatif dan kuantitatif. 

Jumlah sampel pada penelitian ini untuk tahap seleksi transforma plasmid yaitu 

sebanyak 3 sampel (6, 14, dan 15). Sedangkan, untuk tahap transformasi hingga 

produksi enzim terdapat 4 sampel (6, 8, 14, dan 15).  

3.2 Tempat dan Waktu Penelitian 

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Januari sampai bulan Maret 

2023 di Applied Chemistry Bioproduction Laboratory, Faculty of Engineering 

Kobe University, Kobe, Jepang. Waktu penelitian disajikan dalam tabel 

sebagai berikut: 

Tabel 3.1. Waktu Penelitian 

No Kegiatan Bulan 

1 2 3 4 

1 Persiapan     

2 Seleksi transforman gen 

plasmid 

    

3 Transformasi      

4 Kultur dan Produksi Enzim     

5 Pengujian SDS-PAGE dan 

aktivitas enzim 

    

6 Analisis Data     

7 Sidang skripsi     

 

3.3 Alat dan Bahan Penelitian 

3.3.1 Alat 

Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini yaitu mikropipet, PCR 

konvensional (Takara, Japan), Elektroforesis (Mupid ExU, Japan), FAS V Gel 

Imaging System, sentrifus, timbangan digital, gelas ukur, gelas beaker, 
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Erlenmeyer, magnetic stirrer, spatula, autoklaf, Laminar Air Flow (LAF), 

Bunsen, heat incubator, tabung uji, incubator shaker, Bioshaker, cawan petri, 

spreader, tabung reaksi, rak tabung reaksi, jarum ose, pH meter, 

spektrofotometer UV-Vis, oven, kulkas, spons steril, vortex mixer, jarum 

suntik, lemari incubator, NanoDrop Microvolume Spectrophotometre 

(ThermoFisher Scientific, USA), Genetic Analyzer (Applied Biosystems, 

USA), Protein Electrophoresis (Bio-Rad, USA), ImageQuant™ LAS 4000, dan 

Envision Multilaber Reader (Perkin Elmer, USA).  

3.3.2 Bahan 

Bahan-bahan yang digunakan pada penelitian ini yaitu bakteri 

Streptomyces thermoviolaceus 13905 yang berasal dari NITE Biological 

Resource Center (NBRC). Kemudian yaitu PCR tube, 1,5 ml Eppentube, 2 ml 

Eppentube, mikrotip, KOD One™ PCR master mix (Toyobo, Japan), 

MilliporeSigma Miili-Q™ Ultrapure water, Primer, Gel Red® Nucleic Acid 

Stain 10000x, DNA loading dye, buffer TAE, FastGene Gel/PCR Extraction 

Kit, NheI, XbaI, Cut Smart Buffer (New England Biolabs), Tryptone, Ekstrak 

Yeast, NaCl, serbuk agar, Apramycin, NovaBlue Singles™ Competent Cells – 

Novagen, media SOC, LaboPass™ Plasmid DNA Purification Kit Mini, 

HSTO4,  Beberapa bahan media seperti Bacto™ Tryptone (GIBCO, USA), 

Difco ISP Medium4, dan Tryptic Soy Broth (TSB). Selanjutnya, BigDye™ 

Terminator Ready Reaction Mix, BigDye™ 5X sequencing buffer, Dimetil 

sulfoksida (DMSO), primer sekuensing, X Terminator™ Solution Buffer 

(Applied Biosystems, USA), SAM™ Solution (Applied Biosystems, USA). 

Selain itu, juga diperlukan Kanamycin, SDS-PAGE gel (ATTO, Japan), 
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Precision Plus Protein Unstained Standard, 6X SDS Sample buffer, SDS 

running buffer, larutan p-nitrophenyl butyrate (Necalai Tasque, Japan), larutan 

asam trikloroasetat (TCA), plastic wrap, tabung cryovial, aluminium foil, 

plastik tahan panas, kapas, gliseril, parafilm, lakban warna, spidol, dan alkohol 

70%.  

Tabel 3.2 Sekuen primer untuk konstruksi plasmid rekombinan pada bakteri S. 

thermoviolaceus. 

No. 

Sampel 

Jenis 

primer 

Sekuen primer GC 

(%) 

Tm 

(°C) 

6 Forward GCCCACGCCGCTAGCATGC

AGACGCTCCCCGAACC 

71 77 

Reverse AGTCGTCTCATCTAGATCAT

GCCGGGCCGGTTCCGGCCGT

G 

63 76 

8 Forward GCCCACGCCGCTAGCGTGG

CAGACGATTCGAAGAATGA

C 

62 74 

Reverse AGTCGTCTCATCTAGATCAG

GCCACCGAGGCGATCCGGC

TC 

61 74 

14 Forward GCCCACGCCGCTAGCCTGCC

CGCCCACCATCGCACCGGGT

C 

78 82 

Reverse AGTCGTCTCATCTAGATCAC

TCCACGGCGATGGCCGGAT

C 

57 72 

15 Forward GCCCACGCCGCTAGCCTGCC

CGCCCACCATCGCACCGGGT

C 

78 82 

Reverse AGTCGTCTCATCTAGATCAC

TCCACGGCGATGGCCGGAT

CG 

59 73 

        

3.4 Variabel Penelitian  

Variabel penelitian adalah: 

a. Variabel kontrol yaitu jenis antibiotik, suhu (Celsius) dan kecepatan putaran 

(rpm) selama inkubasi kultur bakteri.  

b. Variabel bebas meliputi plasmid dan masa inkubasi kultur bakteri. 
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c. Variabel terikat meliputi transforman yang tumbuh, kemampuan produksi 

enzim lipase yang dievaluasi berdasarkan berat molekular dan uji aktivitas 

enzim (u/ml).  

3.5 Kerangka Operasional Penelitian 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 3.1 Kerangka operasional penelitian 

(Dokumen pribadi, 2023)
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3.6 Prosedur Penelitian 

3.6.1 Pembuatan Media 

a. Media LB Agar 

Trytone  ditimbang sebanyak 10 g, ekstrak yeast ditimbang sebanyak 5 

g, NaCl 10 g dicampur dan dilarutkan dalam 1 L akuades sambil diaduk 

menggunakan magnetic stirrer. Setelah larut, diukur pH dan diatur hingga pH 

7.0 (apabila pH kurang dari 7.0, ditambahkan NaOH). Kemudian, ditambahkan 

bubuk agar ke dalam media dan disterilkan dalam autoklaf dengan tekanan 1 

atm pada suhu 121°C. Selanjutnya, media ditambahkan antibiotik (Apr/KM) 

sambil diaduk dengan magnetic stirrer. Seterusnya, media dituangkan ke 

cawan petri steril dan ditunggu hingga padat.  

b. Media LB cair 

Media LB cair dibuat dengan menimbang Tryptone sebanyak 10 g, 

ekstrak yeast 5 g, dan NaCl 10 g. Kemudian, pH diukur dan diatur sehingga pH 

7.0. Setelah itu, media disterilkan menggunakan autoklaf dengan tekanan 1 atm 

pada suhu 121°C.  

c. Media ISP4 

Media ISP4 dibuat dengan menimbang Difco™ ISP Medium4 

(Beckton Dickinson, USA) sebanyak 37 g dan dilarutkan dalam 1 L akuades. 

Kemudian, disterilkan dalam autoklaf dengan tekanan 1 atm pada suhu 121°C. 

Lalu, media dituangkan ke cawan petri steril dan ditunggu hingga padat.  
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d. Media 2x YT 

Media 2x YT dibuat dengan mencampurkan Bacto Tryptone 16 g, 

ekstrak yeast 10 g, dan NaCl 5 g, lalu dilarutkan dalam 1 L akuades. Setelah 

itu, disterilkan dalam autoklaf dengan tekanan 1 atm pada suhu 121°C. 

e. Media TSB agar 

Media TSB agar dibuat dengan mencampurkan Tryptic Soy Broth 

(Merck, Jerman) 30 g dan bubuk agar sebanyak 15 g, lalu dilarutkan dalam 1 

L akuades sambil diaduk menggunakan magnetic stirrer. Kemudian, 

disterilkan dalam autoklaf dengan tekanan 1 atm pada suhu 121°C. Selanjutnya, 

media ditambahkan antibiotik (Apr/Na) sambil diaduk dengan magnetic stirrer. 

Seterusnya, media dituangkan ke cawan petri steril dan ditunggu hingga padat.  

f. Media TSB cair 

Media TSB cair dibuat dengan melarutkan Tryptic Soy Broth (Merck, 

Jerman) sebanyak 30 g ke dalam akuades 1 L. Kemudian, media disterilkan 

menggunakan autoklaf dengan tekanan 1 atm pada suhu 121°C. 

3.6.2 Konfirmasi Plasmid  

a. Konfirmasi Plasmid melalui PCR Konvensional 

Tabel 3.3 PCR Mix Konstruksi Plasmid  

No. PCR Mix Volum (µl) 

1. KOD One 25 

2. Primer Forward 1,5 

3. Primer Reverse 1,5 

4. Milli Q (dH2O) 21 

5. Template (S.thermoviolaceus NBRC 

13905) 

1 

Total 50 

 

Konstruksi plasmid sebagai vektor DNA rekombinan bakteri 

dilakukan dengan PCR menggunakan polymerase KOD One™ PCR master 
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mix (Toyobo, Japan), primer forward dan reverse, dH2O menggunakan 

MilliporeSigma Miili-Q™ Ultrapure water, dan template berasal dari Strain 

S. thermoviolaceus 13905 (NBRC, Japan). Kondisi PCR dilakukan pada 

denaturasi awal 98°C selama 1 menit, denaturasi kedua 98°C selama 10 

detik, suhu annealing dilakukan berbeda-beda berdasarkan Tm (melting 

point) primer setiap sampel dengan waktu selama 5 detik (rata-rata suhu 

annealing 70-77°C). Kemudian, elongasi (pemanjangan) pada suhu 68°C 

selama 5 detik dan penyimpanana pada suhu 4°C. Produk PCR dianalisis 

dengan elektroforesis gel agarose dengan 100 volt selama 20 menit, lalu 

divisualisasikan menggunak FAS V Gel Imaging system.  

b. Purifikasi Gen PCR menggunakan FASTGENE™ Gel/PCR Extraction 

Kit 

Sampel PCR dicampur dengan GP1 (buffer) dengan rasio volume 

1:5. Lalu, disentrifugasi 13,000 rpm selama 30 detik, supernant dibuang. 

Kemudian, larutan GP2 ditambahkan dan disentrifugasi, supernatant 

dibuang lagi. Selanjutnya, sentrifugasi 13,000 rpm selama 2 menit, 

supernatant dibuang. Seterusnya, larutan elusi (GP3) ditambahkan dan 

disentrifugasi. Konsentrasi dan Kemurnian DNA diuji dengan 

menggunakan NanoDrop Microvolume Spectrophotometres dengan larutan 

GP3 sebagai larutan blanko.  

c. Pembuatan kasOP Template Cut sebagai Pemotong Gen dan Tahap 

Penyisipan Gen dengan DNA ligase 

Campuran kasOP template cut mengandung enzim restriksi yaitu 

NheI dan XbaI, serta CutSmart® Buffer, template, dan dH2O. Kemudian, 
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campuran ini diamplifikasi dengan PCR selama 3 siklus dengan suhu 37°C. 

Kemudian, proses penyisipan gen dilakukan dengan mencampurkan kasOp 

template cut yang sudah diamplifikasi dengan Produk PCR yang telah 

dipurifikasi, dH2O,  dan 5X In-Fusion HD Enzyme Premix (Takara, Japan). 

Lalu, campuran tersebut diamplifikasi dengan PCR selama 3 siklus pada 

suhu 50°C selama 10 detik, 50°C selama 15 menit, dan 4°C penyimpanan.  

d. Transmisi Gen ke E.Coli dan Kultur pada Media LB 

Jenis E.Coli yang digunakan pada tahap ini yaitu Sigma-Aldrich 

NovaBlue Singles™ Competent Cells-Novagen. Setiap sampel dicampur 

dengan 1 tube E.Coli, lalu diinkubasi pada 42°C selama 1 menit. Media 

SOC (Takara, Japan) ditambahkan ke dalam setiap sampel, lalu diinkubasi 

pada incubator shaker 37°C selama 1 jam. Selanjutnya, sampel dikultur 

secara sebar pada media LB yang mengandung Apramycin. Media yang 

terdapat sampel diinkubasi selama 24 jam pada 37°C.  

e. Tahap Koloni PCR Hasil Kultur E.Coli 

 

Tabel 3.4 PCR Mix Tahap Koloni PCR Hasil Kultur E. Coli 

No. PCR Mix Volum (µl) 

1. KOD One 12,5 

2. Primer Forward 0,75 

3. Primer Reverse 0,75 

4. Milli Q (dH2O) 11 

Total 25 

 

Campuran PCR yang digunakan pada tahap ini sama seperti tahap 

PCR pertama, namun dengan volume lebih sedikit. Koloni yang berhasil 

tumbuh dari kultur di tahap sebelumnya dipilih sebanyak 8 koloni, lalu 

diinokulasi pada media LB dan Apramycin yang baru dan diinkubasi selama 

1 hari. Kemudian, tip yang digunakan untuk menginokulasi tersebut 
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dicelupkan ke dalam tube yang mengandung PCR mix. Ketentuan PCR 

dilakukan dengan suhu dan waktu yang sama seperti PCR pertama. 

Selanjutnya, gen dikonfirmasi dengan memvisualisasikan pada FAS V Gel 

Imaging System.  

f. Tahap Peremajaan Kultur  

Koloni yang tumbuh dipilih sebanyak 3 koloni dari setiap sampel, 

lalu dikultur ke dalam media LB cair yang mengandung antibiotik 

Apramycin di dalam tabung reaksi. Tabung reaksi diinkubasi pada 

incubator shaker 37°C selama 24 jam.  

g. Purifikasi DNA Plasmid  

Tahap purifikasi DNA plasmid menggunakan LaboPass™ Plasmid 

DNA Purification Kit Mini. Sampel hasil kultur pada tahap sebelumnya 

diambil sebanyak 1 ml, lalu disentrifugasi 13,000 rpm selama 7 menit. 

Kemudian, ditambahkan larutan Cell Resuspension, larutan Cell Lysis, dan 

larutan Alkaline protease dengan menginversi tube setelah penambahan 

larutan. Setelah itu, diinkubasi pada suhu ruang selama 5 menit, dan 

ditambahkan larutan Neutralization, diinversi, dan disentrifugasi 13,000 

rpm. Supernatan diambil dan disentrifugasi 13,000 rpm selama 1 menit, 

buang supernatan. Wash solution ditambahkan, lalu disentrifugasi 1 menit, 

supernatan dibuang. Proses sentrifugasi pada kecepatam tertinggi diulang 

selama 2 menit sampai tidak tersisa supernatan. Seterusnya, tambahkan 

Nuclease-free water dan disentrifugasi selama 1 menit. Konsentrasi dan 

Kemurnian DNA diukur menggunakan NanoDrop Microvolume 

Spectrophotometres dengan Nuclease-free water sebagai larutan blanko. 
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DNA plasmid yang berhasil dikonstruksi kemudian disimpan pada freezer -

20°C.  

h. Konfirmasi Plasmid DNA melalui Analisis Sekuensing 

Plasmid DNA yang sudah dipurifikasi selanjutnya dilakukan 

preparasi sampel untuk tahap sekuensing yang diawali dengan PCR 

sekuensing. Tahap PCR sekuensing menggunakan Big Dye™ Terminator 

Ready Reaction Mix (Applied Biosystems, USA), Big Dye 5X sequencing 

Buffer (Applied Biosystems, USA), Sequencing Primer (Thermo Scientific, 

Japan), DNA Plasmid yang telah dipurifikasi, dH2O., dan Dimethil 

Sulfoksida (DMSO) (Necalai Tasque, Japan). Kemudian, dilakukan PCR 

dengan pengaturan denaturasi awal 98°C selama 5 menit, denaturasi kedua 

98°C selama 10 detik, annealing 50°C selama 5 detik, dan elongasi 60°C 

selama 4 menit, lalu suhu penyimpanan 4°C. Setelah itu, ditambahkan 

BigDye XTerminator™ purification kit yang mengandung SAM™ Solution 

dan XTerminator™ Solution. Kemudian, diinkubasi pada Bioshaker 180 

rpm selama 15 menit dan disentrifugasi 1000xg selama 1 menit. Setelah itu, 

proses sekuensing dilakukan dengan mesin BDX3500-SEQ Genetic 

Analyzer (Applied Biosystems, USA) menggunakan menu Rapid Seq 

Assay 3.1. Hasil sekuensing selanjutnya dianalisis dengan cara alignment 

pada aplikasi SnapGene. 
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3.6.3 Transformasi Plasmid ke Bakteri Streptomyces thermoviolaceus 

a. Tahap transfer konjugatif secara heat shock dan transformasi ke 

HST04 

Sel kompeten HSTO4 yang telah cair ditambahkan 1 µl plasmid 

DNA dan diinkubasi pada 42°C selama 1 menit. Kemudian, diletakkan pada 

es kembali sambal ditambahkan 100 µl SOC medium (Takara, Japan). Lalu, 

diinkubasi pada 37°C selama 1 jam. Seterusnya, dikultur secara spread 

method pada media agar LB yang mengandung antibiotik Apramycin dan 

diinkubasi pada 37°C selama 24 jam. JM109 dalam bentuk stok gliserol 

dikultur pada media agar LB yang mengandung Kanamycin. Kemudian, 

diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam. 

b. Peremajaan Kultur HSTO4 dan JM109 

Koloni yang dihasilkan dari tahap sebelumnya dikultur ke dalam 

tabung uji berisi media LB dan antibiotic Kanamycin serta Apramycin. 

Setelah itu, tabung uji diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam. 

c. Tahap Konjugasi dengan E.Coli (HSTO4) dan Kultur 

Kultur dari tahap sebelumnya diambil sebanyak 1 ml, lalu 

disentrifugasi pada 5500 rpm selama 5 menit untuk menghilangkan 

supernatan. Kemudian, dibilas dua kali dengan media LB dan disentrifugasi 

pada 5500 rpm selama 5 menit setelah setiap bilasan. Selanjutnya, 

ditambahkan media LB baru dan dilakukan 200x pengenceran. Seterusnya, 

sampel HSTO4 dan JM109 yang telah diencerkan dicampur masing-masing 

sebanyak 200µl dan diinkubasi pada 37°C selama 30 menit pada bioshaker 

incubator. Kemudian, 50µl dari total 400µl campuran dikultur pada media 
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LB yang mengandung antibiotik Kanamycin dan Apramycin menggunakan 

metode sebar. Lalu, diinkubasi pada 37°C selama 24 jam. 

d. Tahap Konfirmasi Koloni melalui PCR 

Tabel 3.5 PCR Mix Tahap Konfirmasi Koloni melalui PCR  

No. PCR Mix Volum (µl) 

1. KOD One 12,5 

2. Primer Forward 0,75 

3. Primer Reverse 0,75 

4. Milli Q (dH2O) 11 

Total 25 

 

Campuran PCR yang digunakan pada tahap ini sama seperti tahap 

PCR pertama, namun dengan volume lebih sedikit. Koloni yang berhasil 

tumbuh dari kultur di tahap sebelumnya dipilih sebanyak 8 koloni, lalu 

diinokulasi pada media LB yang mengandung Kanamycin dan Apramycin. 

Selanjutnya, diinkubasi selama 1 hari. Kemudian, tip yang digunakan untuk 

menginokulasi tersebut dicelupkan ke dalam tube yang mengandung PCR 

mix. Ketentuan PCR dilakukan dengan suhu dan waktu yang sama seperti 

PCR pertama. Selanjutnya, gen dikonfirmasi dengan memvisualisasikan 

pada FAS V Gel Imaging System.  

e. Kultur Koloni pada Media LB cair 

Koloni yang tumbuh dipilih sebanyak 2 koloni dari setiap sampel, 

lalu dikultur ke dalam media LB cair yang mengandung antibiotik 

Kanamycin Apramycin di dalam tabung reaksi. Kemudian, tabung reaksi 

diinkubasi pada incubator shaker 37°C selama 24 jam.  

f. Tahap Konjugasi dengan Spora Streptomyces thermoviolaceus 

Sampel dari tahap sebelumnya diambil 1 ml dan disentrifugasi pada 

5500 rpm selama 5 menit. Kemudian, dibilas dua kali dengan media LB dan 

disentrifugasi pada 5500 rpm selama 5 menit setelah setiap bilasan. 
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Selanjutnya, ditambahkan media LB baru. Gliserol stok S. thermoviolaceus  

Wild type disentrifugasi pada 8000 rpm selama 5 menit, supernatant 

dibuang. Media 2xYT ditambahkan ke dalam tabung yang berisi S. 

thermoviolaceus Wild type, lalu diinkubasi pada 50°C selama 10 menit. 

Dicampurkan Spora S. thermoviolaceus dan sampel kultur masing-masing 

sebanyak 100 µl. Selanjutnya, dikultur dengan metode sebar pada media 

ISP4, lalu diinkubasi pada 37°C selama 24 jam.  

3.6.4 Tahap Produksi Enzim 

a. Tahapan Overlay dengan Milli Q dan antibiotik 

Campuran Milli Q dengan antibiotik Apramycin (Apr) dan asam 

Nalidiksat (Na) dilapisi diatas kultur pada media ISP4 dengan cara dituang 

perlahan. Kemudian, dilanjutkan inkubasi selama 24 jam pada 45°C. 

b. Konfirmasi koloni pada Media TSB 

Koloni yang terbentuk di tahap sebelumnya diambil sebanyak 4 

koloni lalu dipindahkan ke media Tryptic Soy Broth (TSB) dengan 

kandungan antibiotik Apramycin (Apr) dan asam nalidiksat (Na). Kemudian, 

media TSB diinkubasi kembali pada suhu 45°C selama 24 jam. 

c. Tahap Pre-Kultur 

Koloni yang terbentuk di tahap sebelumnya dipilih sebanyak 3 

koloni, lalu dilanjutkan tahap pre-kultur dengan menggunakan media TSB 

cair dengan tambahan Apr dan Na. Kemudian diinkubasi pada shaker 

incubator 45°C dengan kecepatan shaker 160 rpm.  
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d. Pengukuran OD dan Kultur Produksi Enzim 

Pengukuran OD berdasarkan nilai absorbansi (ABS) hasil pre-kultur 

dilakukan dengan 10x pengenceran untuk setiap sampel, dengan media TSB 

murni sebagai larutan blanko dan diukur menggunakan spektrofotometri 

UV-Vis (Shimadzu, Japan). Setelah itu, hasil pengukuran disesuaikan 

dengan OD 0.6 sebelum dilanjutkan ke tahap kultur.  

Selanjutnya, tahap kultur menggunakan media Tryptic Soy Broth 

(TSB) yang mengandung antibiotik Apramycin dan Kanamycin. Kultur 

dilakukan pada suhu 45°C dengan kecepatan 160 rpm. Kemudian, sampling 

dilakukan dengan variasi masa yaitu 16 jam, 24 jam, 48 jam, dan 72 jam. 

3.6.5 Uji SDS-PAGE 

 a. Preparasi Sampel Protein 

Hasil kultur setiap masa inkubasi disentrifugasi 5500 rpm selama 5 menit. 

Supernatan dan pellet dipisah lalu dimasukkan ke dalam microtube masing-

masing. Kemudian, supernatan digunakan dalam uji SDS-page dan uji 

aktivitas lipase. Lalu, 20 µl supernatan dicampur dengan 4 µl buffer sampel 

SDS (Necalai Tasque, Japan). Campuran tersebut dihomogenkan 

menggunakan vortex dan disentrifugasi pada 5000 rpm selama 1 menit. Lalu, 

dipanaskan pada suhu 95°C selama 5 menit. 

b. Elektroforesis SDS-PAGE 

Berat molekular protein dilakukan dengan metode Sodium Dodecyl 

Sulphate-Polyacrilamide Gel Electrophoresis (SDS-PAGE) dengan 

beberapa tahapan yaitu preparasi sampel protein, perakitan chamber dan 

glass plate, injeksi sampel protein bakteri, tahap running SDS-PAGE, 
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proses gel staining dengan LUMITEIN (Inggris), dan proses pencucian gel 

poliakrilamid. Standar marker SDS-PAGE menggunakan Precision Plus 

Protein™ Standars (Bio-Rad, USA), gel poliakrilamid menggunakan ePagel 

5-20% 18 well gels (ATTO, Japan). Running elektroforesis dilakukan pada 

arus 20 mA selama 80 menit.  

3.6.6 Uji Lipase 

 a. Kurva p-nitrophenol  

Kurva p-nitrophenol dibuat dengan cara melarutkan larutan p-

nitrophenyl butyrate (Necalai tasque, Japan) dan 100 ml akuades Milli-Q® 

(Merck, German). Larutan ini merupakan larutan stok untuk pembuatan 

untuk mmbuat larutan dengan konsentrasi lebih kecil. Selang konsentrasi 

yang digunakan yaitu 0.1, 0.2, 0.3, 0.35, 0.4, dan 0.8 mM. 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 3.2 Kurva Kalibrasi PNP Uji Aktivitas Enzim Lipase 

(Dokumen Pribadi, 2023) 

b. Uji Aktivitas Lipase 

Aktivitas lipase pada kultur diuji dengan p-nitrophenyl butyrate (p-

NPB) sebagai substrat. Larutan substrat p-NPB dibuat dengan cara 

melarutkan 10 µl larutan p-nitrophenyl butyrate (Necalai tasque, Japan), 
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500 µl ethanol 96% dalam 100 ml akuades Milli-Q® (Merck, German). 

Larutan 1M buffer Fosfat (pH 7.0) dibuat dengan mencampurkan Na2HPO4 

dan NaH2PO4. Sementaran, larutan 200mM buffer fosfat dibuat dengan 

mengencerkan larutan 1M buffer fosfat menggunakan akuades Milli-Q® 

(Merck, German).  

Aktivitas lipase diukur dengan mencampur 0,75 ml larutan substrat 

dengan 0,1 ml 200mM larutan buffer fosfat dan diinkubasi pada suhu 45°C 

selama 10 menit. Kemudian, ditambahkan 0,15 ml supernatan sampel 

(enzim) dan diinkubasi lagi pada suhu 45°C selama 10 menit. Setelah itu, 

ditambahkan larutan asam trikloroasetat sebanyak 0,05 ml untuk 

menghentikan reaksi. Larutan 1M buffer fosfat sebanyak 0,1 ml 

ditambahkan di akhir. Standar blanko sampel dibuat dengan mencampur 

0,75 ml larutan substrat dengan 0,1 ml 200mM larutan buffer fosfat, lalu 

ditambahkan larutan asam trikloroasetat sebanyak 0,05 ml. Lalu, 0,15 ml 

supernatan sampel (enzim) ditambahkan dan 1 M buffer fosfat juga 

ditambahkan di akhir. Masing-masing reaksi aktivitas enzim dan standar 

blanko dimasukkan ke dalam 96-well plates untuk diuji. Absorbansi sampel 

dan standar blanko diukur menggunakan spektrofotometri Envision 

Multilabel Reader (Perkin Elmer, USA) pada λ 400 nm. 

 3.7 Analisis Data 

Data yang diperoleh dianalisis secara deskriptif kualitatif dan kuantitatif. 

Analisis deskriptif kualitatif dilakukan berdasarkan pengamatan hasil seleksi 

transforman, hasil PCR, hasil sekuensing, dan hasil SDS-PAGE. Sementara, 

analisis kuantitatif dilakukan berdasarkan uji aktivitas lipase berupa hasil 
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spektrofotometri yang diuji dengan uji two way ANOVA menggunakan IBM 

Statistics SPSS. Faktor yang digunakan dalam penelitian ini yaitu variasi masa 

inkubasi kultur (16 jam, 24 jam, 48 jam, 72 jam). 
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BAB IV 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

4.1 Konfirmasi Gen Plasmid 

Konfirmasi gen plasmid pTYM18 diawali dengan tahap PCR yang 

bertujuan untuk mengamplifikasi gen target yang akan disisipkan. Hasil dari 

amplifikasi fragmen gen S.thermoviolaceus-esterase dengan metode PCR 

dapat dilihat pada Gambar 4.1 dan 4.2. Visualisasi tersebut menunjukkan 

adanya pita DNA yang tebal dan jelas pada jalur 1 (sampel 14) dan 6 (sampel 

6) (Gambar 4.1), serta jalur 3 untuk sampel 15 (Gambar 4.2). Marker yang 

digunakan berukuran 1 kilo pasang basa (kbp). Berdasarkan Gambar 4.1, 

sampel 14 menunjukkan pita berukuran ±1996 pasang basa (bp) dan sampel 6 

menunjukkan pita berukuran ±868 bp. Sementara, Gambar 4.2 menunjukkan 

sampel 15 yang memiliki pita jelas berukuran ±1996 bp. Hal ini menandakan 

bahwa konfirmasi plasmid melalui tahap PCR berhasil dan ukuran DNA yang 

ditunjukkan sesuai dengan ukuran DNA template gen pada aplikasi SnapGene. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 4.1 Hasil Elektroforesis PCR Sampel 6 & 14 

(Dokumen Pribadi, 2023) 

±1996 bp 

±868 bp 
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Gambar 4.2 Hasil Elektroforesis PCR Sampel 15 

(Dokumen Pribadi, 2023) 

Berbagai faktor dapat menentukan keberhasilan PCR, antaranya yaitu 1) 

kualitas DNA, 2) temperatur annealing PCR berdasarkan primer Forward dan 

Reverse, 3) enzim Polimerase, 4) konsentrasi MgCl2, 5) kualitas primer, 6) 

deoksinukleotida trifosfat (dNTP), dan 7) siklus PCR (Setyawati & Zubaidah, 

2021). Pada penelitian ini, optimasi PCR yang dilakukan yaitu pada temperature 

annealing yang ditentukan berdasarkan melting temperature (Tm.) primer forward  

dan reverse setiap sampel.  

Berdasarkan Tabel 3.1, temperatur annealing yang digunakan untuk sampel 

ditentukan dengan melihat Tm primer dan dikurangi -5°C. Sampel 6 memiliki 

temperatur annealing pada 72°C karena Tm primer yang tertinggi bernilai 77°C. 

Sementara, sampel 14 dan 15 memiliki temperatur annealing pada 77°C karena 

memiliki Tm primer sebesar 82°C. Menurut Pertiwi, et al, (2010), keberhasilan 

amplifikasi dapat diperoleh dengan memodifikasi temperatur annealing. Hal ini 

karena temperatur annealing mempengaruhi penempelan primer pada template 

±1996 bp 
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DNA. Temperatur annealing harus berada pada titik optimal sehingga tidak terlalu 

tinggi maupun rendah. Temperatur annealing yang terlalu tinggi akan 

menyebabkan primer tidak menempel pada template dengan sempurna. Sementara, 

temperatur yang terlalu rendah menyebabkan penempelan primer secara tidak 

spesifik sehingga gen target tidak dapat diamplifikasi.  

Setelah tahap amplifikasi gen insert, template cut dibuat dengan 

menggunakan enzim restriksi XbaI dan NheI serta Buffer Cut Smart untuk 

memotong gen pada sisi spesifik (Gambar 4.3 dan 4.4). Tahap ini menyebabkan 

ujung template cut (vektor) menjadi sticky end. Kemudian, gen insert disisipkan ke 

template cut (vektor) dengan menggunakan DNA polymerase atau In-Fusion mix. 

Tahap ini disebut dengan proses ligasi. 

  

 

 

 

 

Gambar 4.3 Gen Insert (PCR) dan Template Cut 

(Taqiuddin, 2023) 

 

 

 

Gambar 4.4 Proses Ligasi Antara Gen Insert dengan Template Cut (Vektor) 

(Taqiuddin, 2023) 
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XbaI dan NheI adalah contoh dari enzim restriksi atau enzim endonuclease. 

Enzim restriksi merupakan enzim yang berfungsi untuk memotong DNA pada 

sekuens nukleotida spesifik (Buckhout-White et al., 2018). Enzim restriksi XbaI 

dapat memotong DNA pada sekuens TCTAGA (S. L. Liu et al., 1993). Sementara, 

enzim NheI memiliki situs pemotongan pada sekuens (5’-GCTAGC-3’) (Bautsch, 

1993). Pemanfaatan enzim restriksi sudah digunakan secara pesat dalam bidang 

bioteknologi atau kloning DNA. Enzim ini mampu mengenali sekuens DNA 

berjumlah antara 4-8 pasang basa. Enzim restriksi dapat memotong DNA beruntai 

ganda dan menghasilkan DNA untai tunggal yang memiliki ujung yang panjang 

sebelah atau biasa disebut dengan sticky ends. Selain itu, enzim ini juga mampu 

memotong DNA pada situs yang sama sehingga menghasilkan ujung dengan 

panjang yang sama atau blunt ends (Buckhout-White et al., 2018).  

Sticky ends memiliki sekuens “bergantung” yang tidak memiliki pasangan 

nukleotida, sementara blunt ends merupakan sekuens yang memiliki pasangan 

nukleotida. Kondisi ujung DNA ini berpengaruh pada tahap ligasi atau penempelan 

gen insert pada vektor. Enzim T4 DNA ligase yang berperan dalam proses ligase 

lebih efektif dalam mengkatalisis DNA dengan ujung sticky ends dibandingkan 

blunt ends. Sehingga, jenis enzim restriksi yang menghasilkan bentuk ujung DNA 

dapat mempengaruhi efisiensi ligasi (Gao et al., 2015). Teknik DNA ligasi 

berfungsi untuk menyatukan molekul DNA rekombinan. Proses ini melibatkan 

katalisis ikatan fosfodiester antara 3’-hidroxil dan 5’-fosfat, lalu menyambungkan 

dan menempelkan fragmen DNA dengan ikatan kovalen. Ujung DNA yang sticky 

ends mampu menempel dan terikat dengan lebih efektif karena kloning yang searah 

(Ng & Sarkar, 2014). 
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Setelah tahap ligasi, plasmid ditransformasikan dengan sel kompeten 

Escherichia.Coli (HST04) dan dikultur pada media LB padat yang mengandung 

antibiotik apramycin (Apr) di suhu 37°C selama 24 jam (Gambar 4.5). Berdasarkan 

tabel 4.1, seleksi transforman ke-1 menunjukkan hasil yang baik berupa 

pertumbuhan koloni tunggal, lalu dipilih 8 koloni tunggal terbaik dan dipindahkan 

pada cawan medium LB baru. Kemudian, dilakukan skrining pada koloni yang 

tumbuh dengan konfirmasi PCR (Gambar 4.6, 4.7, dan 4.8). Hasil pita DNA yang 

muncul pada elektroforesis PCR dianalisis dan dibandingkan ukurannya dengan 

hasil elektroforesis yang pertama.   

 

 

 

 

 

 

Gambar 4.5 Tahap Kultur E.Coli Mengandung Plasmid pada Media LB 

(Dokumen Pribadi, 2023) 

 

Tabel 4.1 Hasil Seleksi Transforman Konfirmasi Plasmid 

(Dokumen Pribadi, 2023) 

Sampel Seleksi Transforman ke-1 Kolonisasi 

6  
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Tabel 4.1 Hasil Seleksi Transforman Konfirmasi Plasmid 

(Dokumen Pribadi, 2023) 

Sampel Seleksi Transforman ke-1 Kolonisasi 
 

14  

 

 

 

15   

 

Penggunaan Eschericia coli sebagai sel inang transformasi plasmid karena 

kemampuan replikasi E.coli yang cepat dan mampu berkembang pada berbagai 

media (Tanio et al., 2017). Selain itu, efisiensi transformasi E. coli HST04 yang 

digunakan juga terbukti sangat baik dengan nilai 3 x 106 CFU/µg DNA plasmid. 

Penggunaan E.coli sebagai sel inang transformasi plasmid juga terbukti efektif pada 

jenis plasmid lainnya seperti pNW33N plasmid (Ganguly et al., 2022). Proses 

memasukkan plasmid ke dalam E. coli memerlukan teknik khusus yang dapat 

dilakukan secara fisik maupun kimiawi. Contoh teknik secara fisik yaitu metode 

heat shock atau kejut panas dan elektroporasi yang memanfaatkan perbedaan suhu 

(panas dan dingin) sehingga plasmid mampu masuk ke nukleus sel inang 

(Vandermeulen et al., 2011). 
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Seleksi transforman pada tabel 4.1 dianggap berhasil karena koloni tunggal 

yang resisten terhadap Apramycin dapat tumbuh. Tahap kolonisasi atau isolasi 

koloni ke media baru bertujuan agar seleksi lebih akurat dan koloni yang diperoleh 

benar-benar mampu bertahan pada lingkungan apramycin (Masfuroh et al., 2017). 

Media Luria Broth (LB) mengandung Apramycin yang merupakan antibiotik 

sebagai marker dalam seleksi plasmid. Hal ini karena Escherichia coli (E. coli) 

mengandung plasmid yang bersifat resisten terhadap apramycin (Apr). Sehingga, 

antibiotik ini akan membantu dalam proses menyeleksi koloni E. coli yang 

mengandung plasmid target dan akan membunuh atau menghambat pertumbuhan 

bakteri lain yang bukan target (Vandermeulen et al., 2011). Apramycin merupakan 

antibiotik berasal dari kelompok aminosilitol yang diproduksi oleh bakteri strain 

Streptomyces tenebrarius (Walton, 1978). Apramycin dikenal sebagai antibiotik 

yang memiliki aktivitas terhadap berbagai patogen klinis (Hao et al., 2020). 

Pada tahapan konfirmasi plasmid dengan PCR koloni dan elektroforesis, 

didapat hasil sebagai berikut, pita DNA plasmid sampel 6 mengindikasikan ukuran 

DNA sebesar ±868 bp (Gambar 4.6). Sementara, sampel 14 dan 15 masing-masing 

menunjukkan ukuran DNA ±1996 bp (Gambar 4.7 dan 4.8). Hal ini menjelaskan 

bahwa plasmid berhasil dikonfirmasi dan berukuran sesuai target. Namun, terdapat 

beberapa koloni yang tidak menghasilkan pita DNA yang sesuai dengan ukurannya. 

Ini terlihat pada sampel 14 jalur ke-3 (Gambar 4.7) serta sampel 15 jalur ke-4 dan 

5 (Gambar 4.8). Hal ini mengindikasikan kemungkinan adanya kontaminasi pada 

sampel DNA plasmid sehingga DNA kurang murni dan pita tidak muncul. 
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Gambar 4.6 Hasil Elektroforesis PCR Koloni Sampel 6 

(Dokumen Pribadi, 2023) 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 4.7 Hasil Elektroforesis PCR Koloni Sampel 14 

(Dokumen Pribadi, 2023) 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 4.8 Hasil Elektroforesis PCR Koloni Sampel 15 

(Dokumen Pribadi, 2023) 
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Teknik PCR koloni menjadi salah satu metode konfirmasi yang digunakan 

untuk menganalisis ukuran plasmid rekombinan serta untuk menyeleksi koloni-

koloni yang telah ditransformasikan. Teknik PCR koloni sering digunakan untuk 

menyeleksi transforman yang berasal dari bakteri karena efektivitasnya yang tinggi 

dan akurat (Hou et al., 2016). Hal ini memudahkan peneliti dalam memastikan 

koloni bakteri yang tumbuh mengandung DNA target (plasmid) yang diinginkan 

(Nouemssi et al., 2020).  

Adapun kegagalan munculnya beberapa pita DNA koloni seperti yang 

ditunjukkan pada Gambar 4.7 dan 4.8 dapat terjadi karena berbagai faktor yaitu 

konsentrasi dan kemurnian genom DNA, panjang fragmen DNA, panjang primer, 

konsentrasi buffer PCR mix, kandungan GC primer, dan suhu annealing primer 

(Andreson et al., 2008). Pada Gambar 4.7, pita DNA tidak muncul hanya pada jalur 

ke-3, sedangkan pada Gambar 4.8, pita DNA tidak muncul pada jalur ke-4 dan 5. 

Hal ini disebabkan oleh faktor volum DNA hasil amplifikasi yang kurang sehingga 

pita DNA tidak muncul pada visualisasi elektroforesis. Oleh karena itu, volum 

DNA hasil PCR harus ditambahkan agar memudahkan penentuan ukuran DNA 

(Tilawah et al., 2017). 

4.2 Purifikasi DNA Plasmid 

Setelah tahap konfirmasi koloni melalui PCR, koloni yang berhasil tumbuh 

kemudian dikultur pada media LB cair dengan Apr selama 24 jam pada suhu 37°C. 

Hasil dari kultur tersebut akan disentrifugasi dan dipurifikasi menggunakan 

LaboPass™ Plasmid DNA Purification Kit Mini. Kit tersebut memiliki larutan 

Alkaline protease. Hasil purifikasi DNA menggunakan NanoDrop Microvolume 

Spectrophotometres sebagai berikut: 
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Tabel 4.2 Hasil Purifikasi DNA plasmid 

No. Sampel Konsentrasi  

(ng/ µl) 

Kemurnian 

A260/A280 

1. 6 74,7 1,89 

2. 14 25,3 1,74 

3. 15 33,2 1,82 

Berdasarkan Tabel 4.1, sampel 6 memiliki nilai konsentrasi dan kemurnian 

tertinggi dibandingkan sampel lainnya yaitu konsentrasi 74,7 ng/µl dan kemurnian 

1,89. Sementara, sampel 14 dan 15 memiliki konsentrasi 25,3 ng/µl dan 33,2 ng/µl. 

Kemurnian sampel 14 dan 15 yaitu 1,47 dan 1,82. Hasil ini membuktikan bahwa 

DNA plasmid dapat dilanjutkan ke tahap sekuensing karena nilai kemurnian yang 

optimal untuk tahap sekuensing yaitu 1,8-2,0 dan konsentrasi >20 ng/µl (Jiang et 

al., 2015). Tujuan dari purifikasi DNA plasmid yaitu untuk menghilangkan molekul 

kontaminan seperti protein, dan DNA kromosom. Pada umumnya, teknik 

denaturasi alkali digunakan untuk menghilangkan kontaminan tersebut. Teknik lisis 

alkali ini terbilang mudah karena hanya menambahkan larutan alkali (200mM 

NaOH, 1% SDS) pada tahap ketiga berdasarkan kit yang digunakan. Penambahan 

larutan tersebut menyebabkan protein dan DNA untai ganda terdenaturasi menjadi 

untai tunggal. Prinsip dari teknik ini yaitu mengubah pH dan konsentrasi garam. 

Kandungan Potassium Dodecyl Sulfate (PDS) dalam larutan ke-3 yang 

ditambahkan juga berperan dalam memastikan presipitasi protein dan DNA 

kromosomal sehingga produk DNA yang dihasilkan murni (Sasagawa, 2018). 

Kemurnian DNA dapat dilihat dari nilai absorbansi pada 260 nm dan 280 

nm. Absorbansi 260 nm/280 nm merupakan rasio yang menunjukkan kontaminasi 

oleh protein dan RNA. Nilai optimal absorbansi 260 nm/280 nm yaitu 1.8. Nilai 

A260/A280 yang ditunjukkan sampel 6 (1.89) dan 15 (1.82) mengindikasikan tidak 

ada kontaminasi pada plasmid DNA yang dihasilkan kedua sampel ini. Sementara, 
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nilai A260/A280 yang ditunjukkan oleh sampel 14 (1.74) kurang dari 1.8, 

mengindikasikan adanya kemungkinan kontaminasi protein, fenol, dan senyawa 

lainnya namun tidak banyak (Doğan, 2021).  

Pengukuran kualitas dan kuantitas plasmid DNA setelah purifikasi 

merupakan tahapan penting dalam menentukan kelayakan plasmid DNA untuk 

dilanjutkan ke tahap berikutnya yaitu sekuensing. Konsentrasi DNA yang baik 

untuk tahap sekuensing yaitu diantara 0.1 sampai 1.0. Sedangkan Kemurnian DNA 

yang baik untuk dilanjutkan tahap sekuensing yaitu sekitar 1.6 hingga 2.0 (Lucena-

Aguilar et al., 2016). Menurut Brajkovic et al., (2018), konsentrasi DNA yang 

optimal untuk tahap sekuensing bernilai lebih dari 20 ng/µl. Berdasarkan Tabel 4.1, 

ketiga sampel DNA plasmid sudah memenuhi kriteria konsentrasi dan kemurnian 

optimal untuk dilanjutkan ke tahap konfirmasi melalui sekuensing.  

4.3 Konfirmasi Plasmid Melalui Sekuensing 

Konfirmasi plasmid pTYM18-esterase melalui sekuensing dilakukan 

dengan metode Sanger. Hasil yang didapat berupa elektroferogram dan sekuens 

FASTA. Berdasarkan gambar elektroferogram, hasil menunjukkan puncak-

puncak sinyal yang jelas dan tidak bertumpuk. Oleh karena itu, hasil sekuensing 

dilakukan dengan baik. Konfirmasi identitas sekuens DNA plasmid dilakukan 

melalui sekuensing gen pTYM18-esterase dan dianalisis hasilnya melalui tahap 

alignment dengan menggunakan perangkat lunak SnapGene.  
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Gambar 4.9 Hasil Alignment Sekuensing Sampel 6 

(Dokumen Pribadi, 2023) 

Hasil alignment menunjukkan terdapat 663 pasang basa sejajar dan 

terdapat 3 perbedaan dengan gen pTYM18-esterase untuk sampel 6 (Gambar 

4.9). Sedangkan, hasil penjajaran sampel 14 (Gambar 4.10) menunjukkan 

terdapat 633 pasang basa yang sejajar dan terdapat hanya 1 (satu) perbedaan 

dengan gen pTYM18-esterase. Sementara, hasil alignment sampel 15 (Gambar 

4.11) menunjukkan terdapat 668 pasang basa yang sejajar dan terdapat hanya 1 

(satu) perbedaan dengan gen pTYM18-esterase. Hasil ini menjelaskan bahwa 

DNA plasmid sesuai dengan gen target karena tidak terjadi mutasi pada sekuens 

nukleotida yang terindikasi apabila sekuens nukleotida yang muncul berbeda 

dengan template (Hert et al., 2008). 

 

Gambar 4.10 Hasil Alignment Sekuensing Sampel 14 

(Dokumen Pribadi, 2023) 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
digilib.uinsa.ac.id digilib.uinsa.ac.id digilib.uinsa.ac.id digilib.uinsa.ac.id digilib.uinsa.ac.id digilib.uinsa.ac.id digilib.uinsa.ac.id 

57 

 
 

 

Gambar 4.11 Hasil Alignment Sekuensing Sampel 15 

(Dokumen Pribadi, 2023) 

Metode sekuensing Sanger atau Dideoxynucleotide sequencing 

merupakan teknik sekuensing yang sering digunakan saat ini. Prinsip sekuensing 

metode Sanger yaitu berdasarkan elektroforesis kapiler otomatis yang mampu 

menganalisis gen dan fitur genomik pada level nukleotida (Logsdon et al., 2012). 

Berdasarkan penjajaran hasil sekuensing yang didapatkan untuk ketiga sampel, 

tidak ada mutasi gen yang terjadi pada sekuens tersebut. Hal ini karena sekuens 

memiliki kemiripan dan tidak menunjukkan adanya muncul nukleotida baru 

yang dapat mengindikasikan mutasi (Ruparel et al., 2004). Adapun beberapa 

perbedaan yang terjadi pada sekuens tersebut terjadi karena variasi sekuens yang 

mempengaruhi tinggi puncak-puncak pada tahap analisis alignment (Carr et al., 

2009). Oleh karena itu, dapat diketahui bahwa kemiripan sekuens dengan gen 

pTYM18-esterase adalah sama sehingga plasmid dapat dilanjutkan ke tahap 

berikutnya yaitu transformasi.  

4.4 Transformasi 

Setelah plasmid pTYM18-esterase berhasil dikonstruksi, proses 

transformasi dilakukan dengan memasukkan plasmid ke bakteri inang yaitu 

Escherichia coli HST04 menggunakan metode heat shock yang memiliki prinsip 

sama seperti pada tahap konstruksi plasmid. Hal ini dilakukan untuk semua 
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sampel plasmid yang telah dikonstruksi. Terdapat tambahan plasmid (sampel 8) 

yang merupakan hasil konstruksi peneliti sebelumnya. Pada saat yang sama, 

glycerol stock dari Escherichia coli JM109 dikultur pada media LB yang 

mengandung Kanamycin (KM) sebagai antibiotik selama 24 jam pada 37°C. 
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(e) 
Gambar 4.12 Hasil Transformasi Plasmid pTYM18-esterase ke E. coli HST04. (a) Sampel 6, (b) 

sampel 8, (c) sampel 14, (d) sampel 15, (e) kultur JM109 dari stok gliserol. 

(Dokumen Pribadi, 2023) 

JM109 
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Setelah 24 jam, koloni (mengandung plasmid) yang tumbuh dari sampel 

E.Coli HST04 dan koloni pada sampel E.Coli JM109 diremajakan pada media 

LB cair yang mengandung Apr dan Kanamisin (KM) selama 24 jam. Selanjutnya, 

dari hasil kultur peremajaan dilakukan konjugasi antara sel donor yaitu E. Coli 

HST04 kepada recipient E. Coli JM109. Hasil konjugasi ini dikultur pada media 

LB mengandung Apr dan KM (Gambar 4.13). Lalu, hasil koloni yang tumbuh 

dikonfirmasi melalui PCR koloni dan visualisasi elektroforesis  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(a) Sampel 6 

 

 

 

 

 

(b) Samepl 8 

 

 

 

 

 

(c) Sampel 14 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 (d) Sampel 15 
Gambar 4.13 Seleksi transforman HST04 + JM109. (a) Sampel 6, (b) sampel 8, (c) sampel 14,  

(d) sampel 15. 

(Dokumen Pribadi, 2023) 

Seleksi transforman diatas menunjukkan bahwa tahap konjugasi ke 

JM109 berhasil dilakukan. Hal ini dibuktikan dengan terbentuknya koloni 

tunggal (Masfuroh et al., 2017). Walaupun pada sampel 6 dan 15, koloni yang 

muncul tidak sebagus sampel 8 dan 14 karena pengenceran yang kurang 

JM109 JM109 

JM109 
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menyebabkan koloni tunggal tidak terbentuk dengan baik (Dutoit et al., 2010). 

Hasil konfirmasi tahap konjugasi ini menunjukkan pita DNA yang sesuai dengan 

plasmid pTYM 18-esterase. Berdasarkan Gambar 4.12, semua koloni pada 

sampel 8 menunjukkan pita DNA berukuran ±850 bp dan sampel 14 hanya 

menunjukkan pita DNA berukuran ±1996 bp pada jalur ke-2. Namun, pada 

sampel 14 muncul pita DNA dengan ukuran yang berbeda (jalur 4) dan pita DNA 

di jalur lain tidak muncul. Berdasarkan Gambar 4.13, semua koloni pada sampel 

6 menunjukkan pita DNA berukuran ±868 bp dan sampel 15 menunjukkan pita 

DNA berukuran ±1996 bp kecuali pada jalur pertama, pita DNA tidak muncul 

sesuai dengan ukurannya. Berdasarkan hasil konfirmasi PCR, membuktikan 

bahwa tahap konjugasi plasmid dari E. coli HSTO4 kepada JM109 berhasil.  

 

 

  

 

 

 

 

 

Gambar 4.14 Hasil Elektroforesis PCR Koloni Sampel 8 & 14 

(Dokumen Pribadi, 2023) 
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Gambar 4.15 Hasil Elektroforesis PCR Koloni Sampel 6 & 15 

(Dokumen Pribadi, 2023) 

Escherichia coli JM109 merupakan salah satu strain bakteri recipient 

yang sering digunakan pada penelitian rekayasa genetika dan kloning. Marker 

antibiotik dari strain ini yaitu Kanamycin karena strain ini resisten terhadap 

antibiotik tersebut (Phornphisutthimas et al., 2007). Oleh karena itu, Kanamycin 

digunakan dalam proses kultur strain ini (Mignon et al., 2015). Penggunaan 

JM109 sebagai recipient dalam berbagai penelitian telah terbukti seperti 

penelitian oleh Cairns, (2018) dengan donor dari HMS174. Penelitian oleh Botts 

et al., (2017) juga menggunakan JM109 dalam proses konjugasi atau mating 

dengan E. coli HY842.  

Tahap konjugasi antara donor dan recipient menjadi tahap krusial dalam 

teknik rekombinan DNA. Proses ini terjadi apabila sel donor seperti E. coli 

HST04 menyalurkan DNA kepada sel recipient yaitu E. coli JM109 melalui agen 

berbentuk seperti benang, contohnya yaitu kontraksi pilus dan kontak fisik 

antara sel donor dan recipient (Phornphisutthimas et al., 2007). Tahap 

konfirmasi DNA plasmid melalui PCR bertujuan untuk memastikan pita DNA 

yang muncul berukuran sama dengan DNA plasmid target (X. Liu et al., 2007). 

Pada umumnya, visualisasi konfirmasi PCR menggunakan elektroforesis untuk 

±1996 

bp ±868 

bp 
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mengetahui pita DNA konjugant (Phornphisutthimas et al., 2007). Namun, 

terdapat penelitian yang menggunakan teknologi lebih canggih seperti qPCR 

untuk mengkonfirmasi konjugant (Botts et al., 2017). Selain itu, alasan pita 

DNA tidak muncul seperti pada sampel 14 (Gambar 4.12) yaitu karena ukuran 

plasmid yang cukup besar sehingga hasil elektroforesis menjadi smear (X. Liu 

et al., 2007). 

Setelah itu, sampel dikonjugasikan kepada strain bakteri recipient target 

yaitu Streptomyces thermoviolaceus. Untuk mengkonfirmasi keberhasilan tahap 

konjugasi ini, seleksi transforman menggunakan medium seleksi ISP4 dilakukan. 

Berdasarkan Gambar 4.16, koloni yang tumbuh pada ISP4 menunjukkan 

keberhasilan tahap konjugasi dengan bakteri target. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(a) Sampel 6 
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(c) Sampel 14 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(d) Sampel 15 
Gambar 4.16 Seleksi transforman tahap konjugasi ke bakteri Streptomyces thermoviolaceus pada 

media ISP4. (a) Sampel 6, (b) sampel 8, (c) sampel 14, (d) sampel 15. 

(Dokumen Pribadi, 2023) 
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Tahap konjugasi terhadap bakteri Streptomyces thermoviolaceus terjadi 

dengan adanya perpindahan plasmid DNA melalui agen berbentuk seperti benang, 

contohnya yaitu kontraksi pilus dan kontak fisik antara sel donor dan recipient 

(Phornphisutthimas et al., 2007). Tahap konjugasi yang berhasil akan 

menumbuhkan koloni aktinobakteri yaitu Streptomyces dengan ciri-ciri koloni yang 

kusam, kasar, dan permukaan koloni kering yang dilapisi miselium dan spora 

(Nofiani et al., 2021). Sementara, biasanya pada medium ISP4, Streptomyces 

menunjukkan koloni berwarna putih, kuning, atau coklat dengan warna yang pucat 

(Kawuri, 2016). Oleh karena itu, koloni yang ditunjukkan oleh Gambar 4.16 dapat 

dikonfirmasikan sebagai koloni Streptomyces thermoviolaceus karena memiliki 

karakteristik yang sama.  

Media ISP4 memiliki kepanjangan International Streptomyces Project 4 

(Kim et al., 2003). ISP4 merupakan media khusus berstandar internasional yang 

digunakan untuk mengkultur bakteri Streptomyces (Nofiani et al., 2021). 

Penggunaan media ISP4 dalam seleksi transforman bakteri Streptomyces 

thermoviolaceus tidak memerlukan penambahan antibiotik karena bersifat khusus 

hanya untuk menumbuhkan koloni bakteri yang termasuk sebagai Streptomyces 

(Kawuri, 2016). Media ISP4 dikenal sebagai media yang minim nutrisi, namun 

mengandung banyak mineral dan pati sebagai sumber karbon (Wulandari & 

Sulistyani, 2016).  
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(a) Sampel 6 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(b) Sampel 8 

 

 

 

 

 

(c) Sampel 14 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(d) Sampel 15 
Gambar 4.17 Kolonisasi Bakteri Streptomyces thermoviolaceus (a) Sampel 6, (b) sampel 8, (c) 

sampel 14, (d) sampel 15. 

(Dokumen Pribadi, 2023) 

Berdasarkan Gambar 4.17, semua koloni tumbuh kecuali pada kotak 8-2 (b). 

Ini menunjukkan konjugasi dengan Streptomyces thermoviolaceus terbukti berhasil 

dan memproduksi koloni yang benar-benar akurat. Adapun koloni pada (b) yang 

tidak muncul dapat diakibatkan oleh proses konjugasi yang gagal disebabkan oleh 

ketidaksesuaian temperatur atau waktu, serta hubungan taksonomi donor dan 

recipient yang kurang dekat. Selain itu, jenis medium juga berpengaruh pada 

keberhasilan konjugasi. Hal ini karena bakteri seperti Streptomyces sp dan 

Salmonella sp. lebih efisien berkonjugasi pada jenis medium padat seperti agar 

plate dibandingkan pada medium cair (Alderliesten et al., 2020).  
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Media TSB (Tryptic Soy Broth) merupakan media yang sering digunakan 

sebagai agen seleksi pertumbuhan bakteri strain Streptomyces sp. Media ini 

mengandung nutrisi seperti glukosa, tripton, kedelai (soy), NaCl, dan K2HPO4 

(Nonthakaew et al., 2022). Sedangkan, penggunaan asam nalidiksat (Na) dalam 

media seleksi yaitu sebagai antibiotik bagi strain bakteri yang resisten. 

Streptomyces memiliki resistensi terhadap Na. Mekanisme kerja Na yaitu untuk 

menghentikan sintesis DNA pada sisa-sisa sel Escherichia coli yang merupakan sel 

donor tahap konjugasi. Namun, Na tidak menghentikan sintesis DNA pada strain 

recipient yaitu Streptomyces (Bouck & Adelberg, 1970). Oleh karena itu, setelah 

tahap kolonisasi ini, dapat dipastikan koloni yang tumbuh (Gambar 4.17) benar-

benar koloni Streptomyces thermoviolaceus sehinga dapat dilanjutkan ke tahap pra-

kultur.  

Setelah tahap transformasi, sampel dibawa ke tahap pra-kultur sebelum 

akhirnya dikultur pada suhu 45°C dan 160 rpm. Pengambilan sampel (sampling) 

dilakukan pada variasi masa inkubasi yaitu 16, 24, 48, dan 72 jam. Variasi masa 

inkubasi tersebut dipilih untuk melihat aktivitas enzim menjadi optimal pada masa 

keberapa. Sementara, pemilihan suhu inkubasi pada 45°C karena temperature 

tersebut merupakan kondisi optimal untuk kultur Streptomyces sp. sehingga dapat 

menghasilkan enzim maupun metabolit target. Hal ini dibuktikan dalam penelitian 

oleh James, Edwards and Dawson, (1991), Akshatha and Kalyani, (2022), dan 

Rakesh et al., (2014) yang mengkultur Streptomyces sp. pada 45°C. Selain itu, tahap 

goyangan atau shaking pada saat inkubasi terbukti mampu meningkatkan kadar 

pertumbuhan bakteri dan hasil kultur. Sintesis DNA juga meningkat pada proses 

shaking dalam kultur bakteri (Juergensmeyer et al., 2007). 
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4.5 Penentuan Berat Molekul Protein Menggunakan SDS-PAGE 

Uji kualitatif dari sampel hasil kultur dilakukan menggunakan metode SDS-

PAGE. Berdasarkan Gambar 4.14, sampel 8 menunjukkan adanya band berukuran 

63 kDa pada keempat masa inkubasi (dari kiri: 16, 24, 48, 72 jam). Sementara, 

sampel 14 juga menunjukkan band berukuran 65 kDa. Di sisi lain, sampel kontrol 

yaitu wild type (WT) tidak menunjukkan band, hal ini karena jumlah protein yang 

dihasilkan oleh sampel kontrol negatif sangat sedikit.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 4.18 Hasil SDS-PAGE Sampel 8 & 14 

(Dokumen Pribadi, 2023) 
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Berdasarkan Gambar 4.15, sampel 6 menunjukkan ukuran band 64 kDa 

untuk keempat masa inkubasi. Namun, terdapat perbedaan ketebalan band pada jam 

ke-48 dan 72 yang terlihat lebih samar dibandingkan jam ke-16 dan 24. Sedangkan, 

sampel 15, menunjukkan band berukuran 65 kDa, dengan jam ke-24 yang paling 

tebal dan ketebalan berkurang pada jam ke-72.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 4.19 Hasil SDS-PAGE Sampel 6 & 15 

(Dokumen Pribadi, 2023) 

Hasil SDS-PAGE membuktikan bahwa tahap transformasi gen esterase 

(lipase) berhasil karena pita muncul dengan baik. Pita yang menunjukkan berat 

molekul protein pada kisaran 60 kDa juga sesuai dengan ukuran kebanyakan 

esterase yaitu sekitar 22-60 kDa (Pirmanesh et al., 2022). Penelitian oleh 

Samsumaharto, (2010), menunjukkan bahwa ukuran molekul protein enzim lipase 

yaitu  sekitar 45-66 kDa. Studi yang dilakukan oleh Latip et al., (2016) menemukan 

ukuran molekular lipase pada  60 kDa menggunakan analisis SDS-PAGE. Pada 

umumnya, enzim lipase memiliki berat molekular sekitar 16-69 kDa (Latip et al., 
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2016). Oleh karena itu, hasil yang diperoleh (Gambar 4.14 dan 4.15) menunjukkan 

hasil yang bagus dan sesuai dengan berat molekular enzim lipase. 

4.6 Uji Aktivitas Enzim   

Uji aktivitas enzim dilakukan dengan metode PNPB yaitu berdasarkan p-

nitrophenyl butyrate sebagai substrat. Setiap sampel harus dipreparasi dengan 2 

jenis assay mix yaitu reaksi enzim dan standar blanko. Tahap preparasi sampel 

reaksi enzim dimulai dengan penambahan p-NPB dan 200 mM larutan buffer fosfat 

lalu dipanaskan pada 45°C selama 10 menit. Kemudian, ditambahkan enzim yang 

diproduksi sampel dan dipanaskan lagi pada suhu yang sama selama 10 menit. 

Selanjutnya, ditambahkan larutan TCA dan 1 M larutan buffer fosfat ke dalam 

reaksi. Sedangkan, preparasi blanko dilakukan tanpa tahap pemanasan dengan 

urutan p-NPB dan 200 mM larutan buffer fosfat, lalu ditambahkan TCA, kemudian 

ditambahkan enzim, dan akhir sekali 1 M larutan buffer fosfat. Aktivitas enzim 

ditentukan dengan rumus: 

 

𝑈

𝑚𝐿
= 𝐴𝐵𝑆 𝑥

𝛿

𝑡
/𝛽 

ABS: Nilai Absorbansi pada 400nm 

δ: Nilai gradien 

t: Waktu reaksi (menit) 

β: Volume sampel reaksi (mL) 

Terdapat berbagai jenis substrat yang biasa digunakan dalam uji aktivitas 

enzim lipase. Antaranya yaitu p-nitrophenyl acetate, p-nitrophenyl butyrate, p-

nitrophenyl valerate, p-nitrophenyl caproate, p-nitrophenyl decanoate, p-

nitrophenyl dodecanoate, p-nitrophenyl myristate, dan p-nitrophenyl palmitate 

(Pohanka, 2019). Penggunaan p-nitrophenyl butyrate (PNPB) sebagai substrat 
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karena kualitasnya yang unggul dalam menentukan aktivitas lipase atau esterase. 

Substrat PNPB memiliki keunggulan seperti pengenceran sampel hingga 1000 kali, 

jumlah reaksi kinetik 5 menit, dan standar deviasi 8.75% serta hasil dalam 

memonitor aktivitas lipase secara real time (Pliego et al., 2015). Aktivitas enzim 

lipase diukur berdasarkan kemampuannya menghidrolisis p-nitrophenyl butyrate 

yang menghasilkan kromofor atau p-nitrophenolate yang akan terdeteksi oleh 

spektrofotometer pada 415 nm. Senyawa 4-nitrophenolate yang diha silkan bersifat 

anion dan bewarna kuning karena memiliki pH 7.0 (Pliego et al., 2015).  

Penelitian oleh Gasparin, de Barros and Macedo (2020), menggunakan p-

nitrophenyl butyrate (pNPB) sebagai substrat untuk menguji aktivitas esterase 

secara spektrofotometri pada 405 nm. Seterusnya, Pliego et al., (2015) berhasil 

melakukan pengujian aktivitas lipase dari Candida antartica dan Yarrowia 

lipolytica menggunakan p-NPB yang menghasilkan nilai aktivitas kisaran 0.005-

1.6 U/mL. Selain p-NPB, larutan TCA dan buffer fosfat juga berperan penting 

dalam uji aktivitas enzim lipase.  

Asam trikloroasetat atau TCA merupakan sejenis asetat yang menyebabkan 

ukuran sel membesar, peroksidasi lipid, dan kerusakan DNA sehingga 

menyebabkan perubahan aktivitas enzim antioksidan dan kerusakan sel oksidatif 

(Hassoun & Cearfoss, 2011). TCA juga mampu untuk mengendapkan protein 

dengan cara memisahkan air yang terikat dengan protein. Sifat TCA yang asam juga 

menjadi pemicu utama dalam pengendapan protein. Hal ini karena TCA merupakan 

jenis asam kloroasetat yang paling asam dibandingkan yang lainnya seperti asam 

monokloroasetat. Kemampuan senyawa asam dalam mengendapkan protein 

bergantung pada stabilitas anion protein. Kemampuan TCA dalam presipitasi 
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protein dihubungkan dengan peran TCA dalam menghentikan reaksi enzim. Protein 

berupa enzim tersebut mengalami pengendapan dan kerusakan DNA serta sel 

sehingga aktivitasnya berhenti (Rajalingam et al., 2009). Penelitian oleh 

Sudarshana, Noor and Punekar, (2001), menggunakan 5% TCA sebanyak 1 ml 

untuk menghentikan reaksi enzim arginase yang diuji pada substrat L-arginine.  

Larutan buffer fosfat yang biasa digunakan dalam uji aktivitas enzim terdiri 

atas 2 jenis konsentrasi yang berbeda yaitu konsentrasi tinggi dan rendah. Larutan 

buffer berkonsentrasi rendah dapat meningkatkan kepadatan struktur protein serta 

mampu menstabilkan enzim lebih baik dibanding larutan buffer yang tidak 

diencerkan. Oleh karena itu, konsentrasi larutan buffer fosfat berpengaruh pada 

stabilitas enzim. Larutan buffer berkonsentrasi tinggi mengurangi aktivitas 

hidrolitik dan termodinamik serta kepadatan struktur enzim (Asad et al., 2011). 

Namun, larutan buffer dengan molaritas tinggi mampu menstabilkan pH ketika 

reaksi enzim (Barth et al., 2016). Dapat disimpulkan bahwa larutan buffer fosfat 

bukan faktor utama yang menentukan stabilitas enzim, melainkan hanya sebagai 

faktor eksternal (Asad et al., 2011). 

Gambar 4.20 Hasil Uji Aktivitas Enzim (U/ml)  

(Dokumen Pribadi, 2023) 
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Berdasarkan Gambar 4.16, hasil uji aktivitas enzim tertinggi senilai 8,29 

U/ml ditunjukkan oleh sampel 15 pada waktu inkubasi 24 jam. Lalu, diikuti oleh 

sampel 6 pada waktu inkubasi yang sama sebesar 5,46 U/ml. Kemudian, sampel 6 

pada waktu inkubasi 48 jam menunjukkan aktivitas enzim sebesar 4,74 U/ml, 

diikuti dengan sampel 15 dengan waktu yang sama sebesar 4, 38 U/ml. Seterusnya, 

pada waktu inkubasi 16 jam, sampel 15 menunjukkan aktivitas enzim 4,36 U/ml 

dibandingkan sampel 6 yang hanya 3,73 U/ml. Hal ini berbanding terbalik karena 

terjadi penurunan aktivitas pada waktu inkubasi 72 jam, dimana sampel 6 

menghasilkan aktivitas enzim lipase sebesar 3,95 U/ml dan sampel 15 hanya 3,13 

U/ml.   

Kedua sampel tersebut menunjukkan hasil aktivitas paling unggul 

dibandingkan dengan sampel 8 dan 14 serta kontrol negatif (wild type) yang hanya 

menghasilkan aktivitas enzim sebagai berikut, 0,02 U/ml (16 jam), 1,88 U/ml (24 

jam), 3,06 U/ml (48 jam), dan 2,23 U/ml (72 jam). Sementara, sampel 8 tidak 

menunjukkan perbedaan aktivitas enzim yang signifikan karena aktivitas enzim 

tertingginya hanya sebesar 2,25 U/ml pada waktu inkubasi 48 jam. Sedangkan, 

sampel 14 memiliki aktivitas tertinggi pada waktu inkubasi 72 jam hanya sebesar 

2,21 U/ml.   

Aktivitas enzim pada sampel 6 dan 15 mengalami peningkatan yang pesat 

pada inkubasi 16 jam hingga 24 jam. Namun, menurun ketika masa inkubasi 48 jam 

dan 72 jam. Hal ini karena aktivitas enzim yang dipengaruhi oleh pertumbuhan 

bakteri. Semakin meningkat waktu inkubasi, maka biomassa sel bakteri akan 

bertambah sehingga meningkatkan produksi enzim hingga titik optimal 

(Kurniawati et al., 2019). Pada inkubasi 16 jam hingga 24 jam, bakteri S. 
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thermoviolaceus mengalami fase log yaitu fase perkembangan dan pertumbuhan sel 

bakteri secara pesat, sehingga mencapai kondisi optimal. Sementara, pada inkubasi 

48 jam, bakteri mengalami fase stasioner yaitu fase penurunan jumlah sel bakteri 

dan pertumbuhan bakteri terus menurun hingga mendekati fase kematian yaitu pada 

inkubasi 72 jam. Pada fase kematian, jumlah sel bakteri berkurang drastis karena 

sumber nutrisi telah habis (Kurniawati et al., 2019). 

Aktivitas enzim sampel 8 dan 14 mengalami peningkatan yang kurang 

signifikan dan lambat pada masa inkubasi 16 jam hingga 24 jam karena 

membutuhkan waktu adaptasi terhadap lingkungan yang lebih lama seperti pH, 

suhu, nutrisi, dan lain-lain. Lalu, pada masa inkubasi 48 jam aktivitas enzim mulai 

meningkat karena berada di fase log atau eksponensial dari pertumbuhan sel bakteri. 

Hal ini membuktikan bahwa semakin lama masa inkubasi, maka semakin banyak 

enzim yang diproduksi. Pada saat ini juga terjadi peningkatan jumlah enzim lipase 

yang menghidrolisis triasilgliserol menjadi asam lemak. Apabila sudah mencapai 

diatas 72 jam, aktivtas enzim yang menurun disebabkan oleh konsentrasi substrat 

dalam media yang berkurang (Murtius et al., 2022). 

Berdasarkan analisis ANOVA dua arah (lampiran I) menunjukkan bahwa 

nilai signifikansi (Sign.) adalah sebesar 0,329 > 0,05, sehingga dapat disimpulkan 

bahwa masa inkubasi berpengaruh terhadap aktivitas enzim. Hal ini seperti yang 

telah dijelaskan oleh (Murtius et al., 2022) bahwa semakin lama masa inkubasi 

maka semakin meningkat aktivitas enzim hingga puncak aktivitas maksimal 

sebelum akhirnya menurun dikarenakan kurangnya kandungan nutrisi pada media 

pertumbuhan bakteri. 
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Penelitian oleh Al-Dhabi et al., (2020), menemukan aktivitas enzim lipase 

optimal bakteri Streptomyces sp Al-Dhabi-49 pada hari ke-5 inkubasi sebesar 

253±4.4 U/ml. Aktivitas ini menurun menjadi 172±2.1 U/ml pada hari ke-6 karena 

kurangnya nutrisi menyebabkan fase kematian pada bakteri. Sedangkan, penelitian 

oleh Murtius, Hari and Putri, (2022), mendapatkan aktivitas lipase maksimal pada 

masa inkubasi 25 jam sebesar 2,66 U/ml, lalu mengalami penurunan setelah masa 

inkubasi 30 jam. Penelitian yang dilakukan Vishnupriya et al., (2010), uji aktivitas 

lipase pada Streptomyces griseus dengan substrat minyak zaitun mendapat aktivitas 

optimal sebesar 117,88 U/ml pada inkubasi 72 jam. Sedangkan, aktivitas yang diuji 

pada substrat minyak matahari mendapat 51,9 U/ml (24 jam) dan substrat minyak 

sawit sebesar 51.9 U/ml selama inkubasi 48 jam.  

Variasi gen plasmid yang dikonstruksi juga berpengaruh pada hasil produksi 

protein termasuk aktivitas enzim. Ekspresi pada Streptomycetes menyebabkan 

kadar pertumbuhan berkurang sehingga produksi protein terhambat yang sekaligus 

mempengaruhi aktivitas enzim. Oleh karena itu, banyak penelitian mengatasi 

masalah ini dengan menggunakan inducer untuk meningkatkan sistem ekspresi 

pada Streptomycetes. Namun, masih minim penelitian yang membandingkan 

pengaruh inducer terhadap produksi protein dan enzim.(Berini et al., 2020a).  

Berdasarkan hasil aktivitas enzim yang didapat, enzim lipase yang berasal 

dari Streptomyces thermoviolaceus memiliki potensi dalam bidang indsutri seperti 

produksi biodiesel karena nilai aktivitas enzim yang cukup tinggi ditunjukkan oleh 

sampel 15 (8, 29 U/ml) pada inkubasi 24 jam. Menurut studi secara global, aktivitas 

enzim lipase pada Streptomyces sp. telah terbukti sukses dalam konversi biodiesel 

(Zulaikha et al., 2021).  
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Penelitian oleh Cho et al., (2012), mengenai enzim lipase yang berasal dari 

Streptomyces sp strain CS326 berhasil dalam produksi biodiesel dari enzim sejenis 

lipase. Studi oleh El-sheekh et al., (2017) membuktikan bahwa asam lemak 

Streptomyces sebanyak 93% dapat dikonversi menjadi biodiesel melalui kultur 

mikroalga dan actinomycetes. Enzim lipase bersumber dari 300 Streptomyces sp. 

terbukti mampu menghasilkan aktivitas tinggi pada suhu reaksi yang tinggi. Namun, 

penelitian di Indonesia mengenai pemanfaatan enzim lipase dari Streptomyces sp. 

sebagai biodiesel belum maju dibandingkan negara lainnya (Zulaikha et al., 2021). 

Indonesia memiliki potensi sebagai negara produsen biodiesel dari enzim lipase 

karena didukung oleh faktor suplai minyak kelapa sawit yang melimpah sehingga 

limbahnya yaitu POME dapat dikonversi menjadi biodiesel melalui pemanfaatan 

bakteri rekombinan Streptomyces thermoviolaceus maupun strain lainnya.  

Sumber daya alam berupa kelapa sawit di Indonesia merupakan anugerah 

dari Allah SWT, sesuai dengan firman-Nya dalam Q.S Al Hijr ayat 20 yang 

berbunyi: 

يِشَ  فِيهَا  لَكُمْ  وَجَعَلْنَا  زقِِيَ  لَهۥُ لَّسْتُمْ  وَمَن مَعََٰ برََِٰ  

Artinya:  

Dan Kami telah menjadikan untukmu di bumi keperluan-keperluan hidup, dan 

(Kami menciptakan pula) makhluk-makhluk yang kamu sekali-kali bukan pemberi 

rezeki kepadanya. 

Ayat tersebut menjelaskan tentang segala sesuatu yang dijadikan dan 

diciptakan oleh Allah SWT di bumi ini merupakan rezeki dan anugrah bagi hamba-

Nya serta bukan hanya kebetulan semata. Enzim lipase berasal dari bakteri yang 

merupakan ciptaan Allah SWT dengan segala kesempurnaan karakteristik dan 

manfaatnya. Rezeki merupakan sesuatu yang telah Allah SWT jamin dan tetapkan. 
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Rezeki yang dikaruniai oleh Allah SWT dapat berupa berbagai hal mulai dari 

kesehatan, ilmu, dan lingkungan sekitar yang cukup. Kita sebagai manusia harus 

mengetahui cara untuk memanfaatkan rezeki dan anugrah yang Allah SWT berikan 

sebaik-baiknya (Khairil & Batusangkar, 2020). Oleh karena itu, kita hendaklah 

menuntut ilmu dan memanfaatkan anugrah Allah SWT berupa enzim dengan terus 

mengembangkan penelitian yang dapat bermanfaat bagi sesama.
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BAB V 

PENUTUP 

5.1 Simpulan 

Berdasarkan hasil penelitian ini dapat disimpulkan bahwa: 

1. Seleksi transforman bakteri Streptomyces thermoviolaceus sampel 6, 8, 14, 

dan 15 berhasil dilakukan, sehingga dapat dikonfirmasi bahwa tahap 

transformasi sukses.  

2. Aktivitas enzim lipase tertinggi dari rekombinan Streptomyces 

thermoviolaceus diperoleh sampel 15 pada masa inkubasi 24 jam sebesar 

8,29 U/ml. Sedangkan, aktivitas enzim terendah diperoleh sampel 8 pada 

masa inkubasi 16 jam sebesar 1,14 U/ml. 

5.2 Saran 

Saran dari penelitian ini yaitu: 

1. Perlu dilakukan penelitian sejenis dengan promoter seperti media yang 

dimodifikasi dan inducer. 

2. Perlu dilakukan pengujian dengan faktor lain seperti variasi temperatur, 

konsentrasi substrat, konsentrasi enzim, dan variasi pH. 

3. Perlu dilakukan penelitian sejenis menggunakan strain bakteri yang lain.
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