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ABSTRAK 

 

 

 

Nama  : Neti Triwinanti 
Program Studi  : Farmasi 
Judul  : Rekayasa Gen Fruktansukrase Versi Terpenggal dari Plasmid 

Rekombinan Pembawa Gen ftf Lengkap dengan Menggunakan 
Teknik Polymerase Chain Reaction 

 

Sebagian besar bakteri asam laktat (BAL) menghasilkan eksopolisakarida 
(biopolimer fruktan)  yang mempunyai banyak manfaat dalam industri makanan, 
kosmetik,  kesehatan dan farmasi. Sintesis biopolimer ini melibatkan peran enzim 
fruktansukrase atau fruktosiltransferase (ftf). Rekayasa genetika dapat dilakukan 
untuk mendapatkan biopolimer yang berkriteria unggul, yaitu biopolimer inulin 
yang mempunyai derajat polimerisasi tinggi. Weissella confusa galur MBFCNC-
2(1) telah menjadi sumber gen fruktansukrase yang dikloning lengkap di inang E. 
coli BL21 StarTM. Tujuan penelitian ini adalah untuk mendapatkan klon versi 
terpenggal dari gen fruktansukrase karena klon gen lengkap dilaporkan 
mempunyai masalah dalam ekspresinya. Sebagai template untuk kloning 
digunakan plasmid dari E. coli BL21 StarTM rekombinan, plasmid rekombinan 
pO_ftfNS pembawa gen lengkap, dan DNA genomik. PCR dilakukan 
menggunakan primer FTFdel_Fw dan FTFdel_Rv. Hasil PCR disekuensing dan 
dianalisis menggunakan BLAST. Sebagai hasil, gen fruktansukrase versi 
terpenggal didapatkan dari plasmid rekombinan pO_ftfNS pembawa gen ftf 
lengkap. 

Kata kunci: gen fruktansukrase, biopolimer inulin, PCR, plasmid rekombinan, 
sekuensing, BLAST. 

xiv+88 halaman; 10 gambar; 15 lampiran 
Daftar Pustaka : 43 (1983-2012)  
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ABSTRACT 

 

 

 

Name  : Neti Triwinanti 
Study Program  : Pharmacy 
Title : Engineering of Truncated Fructansucrase Gene from 

Recombinant Plasmid carrying full-length ftf Gene by using 
Polymerase Chain Reaction Technique 

 

Most of Lactic Acid Bacteria (LAB) produce exopolysaccharide (fructan 
biopolymer) that has many advantages in food, cosmetic, health, and pharmacy 
industries. Synthesis of this biopolymer involves the role of fructansucrase 
enzyme of fructosyltransferase (ftf). Genetic engineering could be done to obtain 
biopolymer with excellence characteristcs, that is inulin with high degree of 
polymerization. Weisella confusa strain MBFCNC-2(1) has been used as a source 
of fructansucrase gene which is full-length clonned at E. coli BL21 StarTM. The 
aim of this study was to obtain truncated gene of fructansucrase because full-
length clone has problem on its expression. The PCR template used in this study 
were plasmid of Recombinant E coli BL21 StarTM, recombinant plasmid pO_ftfNS 
carrying full-length gene, and genomic DNA. PCR was carried out by FTFdel_Fw 
and FTFdel_Rv primer. The PCR product was sequenced and analyzed by using 
BLAST. Result revealed that truncated fructansucrase gene was obtained from 
plasmid recombinant pO_ftfNS carrying full-length gene. 

Keywords: fructansucrase gene, inulin biopolymer, PCR, recombinan plasmid, 
sequencing, BLAST. 

xiv+88 pages ; 10 pictures; 15 appendixes 
Bibliography : 43 (1983-2012)  
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BAB 1 

PENDAHULUAN 

 

1.1. Latar Belakang 

Sebagian besar bakteri asam laktat (BAL) dapat menghasilkan 

eksopolisakarida (EPS). Pada umumnya, eksopolisakarida ini dimanfaatkan 

sebagai agen pengental, emulgator, pemanis, pembentuk gel atau agen pengikat 

air baik dalam industri makanan maupun dalam bidang kesehatan, kosmetik, dan 

farmasi. Beberapa oligosakarida tertentu seperti fruktooligosakarida dimanfaatkan 

sebagai prebiotik (van Hijum, Kralj, Ozimek, Dijkhuizen, van Geel-Schutten, 

2006). 

Eksopolisakarida atau biopolimer fruktan yang mempunyai banyak 

manfaat adalah levan dan inulin. Sintesis kedua jenis biopolimer fruktan ini 

merupakan peran dari enzim levansukrase dan inulosukrase yang secara kolektif 

disebut fruktansukrase (FS) atau fruktosiltransferase (FTFase). Pada industri 

makanan, inulin digunakan sebagai pengganti lemak dan agen penstabil dalam 

berbagai produk seperti susu fermentasi, makanan panggang, dan formula bayi. 

Polimer inulin juga mempunyai potensi sebagai surfaktan (Anwar, Kralj, van der 

Maarel, Dijkhuizen, 2008). 

Potensi lain dari fruktan tipe inulin adalah sebagai penurun kolesterol. 

Serangkaian studi menunjukkan bahwa inulin mempengaruhi metabolisme lemak 

terutama melalui mekanisme penurunan kadar trigliserida baik dalam keadaan 

puasa maupun postprandial, serta penurunan kadar triasil gliserol dan kolesterol. 

Penggunaan inulin sebagai bahan tambahan pada makanan memungkinkan 

terjadinya penurunan tingkat lipogenesis hati karena adanya penurunan ekspresi 

gen pengkode enzim lipogenik (Roberfroid, 2005). 

Fruktan tipe inulin atau inulin dengan derajat polimerisasi tinggi banyak 

mendapat perhatian karena efek prebiotik in vitro-nya. Selain itu, inulin dengan 

derajat polimerisasi tinggi ini juga mempunyai sifat fisikokimia yang bisa 

dijadikan sebagai protektan protein rekombinan. Sifat fisiko kimia ini antara lain: 

temperatur glass transition yang tinggi, tidak higroskopik, mempunyai laju 
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kristalisasi yang rendah, dan tidak mengandung gugus pereduksi (Hinrich, 

Prinsen, Frijlink, 2000).  

Dari penelitian sebelumnya telah berhasil diklon gen ftf tipe inulosukrase 

berukuran lengkap ke dalam inang E. coli yang diisolasi dari bakteri asam laktat 

lokal Weissella confusa MBFCNC-2(1). Namun setelah dipelajari ekspresi dan 

karakterisasinya, protein rekombinan fruktansukrase ini bersifat tidak stabil dan 

hanya mempunyai aktivitas yang rendah terhadap substrat rafinosa tetapi tidak 

mempunyai aktifitas terhadap substrat sukrosa (Malik, 2012). Pada penelitian lain 

juga dilaporkan bahwa kloning gen ftf versi lengkap dari Lactobacillus reuteri 121 

pada inang E. coli mengalami masalah pada ekspresi (Anwar, Kralj, van der 

Maarel, Dijkhuizen, 2008). 

Berdasarkan informasi tersebut maka dalam penelitian ini akan dilakukan 

kloning gen ftf versi terpenggal. Pada penelitian sebelumnya, kloning gen versi 

terpenggal dari Lactobacillus reuteri galur 121 berhasil diekspresikan pada E. coli 

(van Hijum, van Geel-Schutten, Rahaoui, van der Maarel, Dijkhuizen, 2002). 

Kloning gen versi terpenggal dari inuJ (gen ftf dari Lactobacillus johnsonii) juga 

mempunyai level ekspresi yang tinggi pada E. coli (Anwar, Kralj, van der Maarel, 

Dijkhuizen, 2008). 

Pada penelitian ini, sumber gen yang digunakan adalah plasmid 

pAM_ftfCNC-2(1) dari E. coli BL21 StarTM rekombinan yang disimpan sebagai 

stok beku, DNA genomik Weissella confusa MBFCNC-2(1), serta plasmid 

pO_ftfNS yang diretransformasikan ke inang E. coli TOP10. Metode kloning 

dilakukan dengan menggunakan teknik Polymerase Chain Reaction (PCR) 

dengan primer yang dirancang sedemikian rupa sehingga hanya mengkode asam 

amino awal sampai dengan bagian tanpa sekuens LPXTG-motif cell wall anchor 

domain. Sehingga secara keseluruhan asam amino yang dikode meliputi daerah 

signal sequence, variabel ujung-N, seluruh ranah katalitik lengkap, dan sepenggal 

ranah ujung-C. Gen ftf yang digunakan berasal dari hasil penelitian sebelumnya 

dengan panjang total 3.534 bp (Malik, komunikasi pribadi, 2012). 

E. coli rekombinan pembawa gen ftf versi terpenggal ini kemudian dapat 

dipelajari ekspresinya, dikarakterisasi, serta dianalisis terhadap protein 
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rekombinannya. Klon gen ftf terpenggal diharapkan dapat diperoleh dan kemudian 

dapat diekspresikan sebagai protein aktif pada penelitian selanjutnya. 

 

1.2. Tujuan Penelitian 

Tujuan penelitian ini adalah untuk mendapatkan gen fruktansukrase versi 

terpenggal dari plasmid rekombinan pembawa gen ftf lengkap dengan 

menggunakan teknik PCR. 
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BAB 2 

TINJAUAN PUSTAKA 

 

2.1. Bakteri Asam Laktat 

Bakteri asam laktat (BAL) termasuk dalam kelompok bakteri gram positif. 

Karakteristiknya antara lain: tidak membentuk spora, nonaerobik tetapi 

aerotoleran, katalase negatif, toleran terhadap asam, berbentuk kokus atau batang, 

serta memproduksi asam laktat sebagai produk akhir utama selama fermentasi 

karbohidrat (Salminen Ed, 1998). 

Produksi eksopolisakarida oleh bakteri asam laktat telah dipelajari secara 

ekstensif pada beberapa dekade terakhir. Berdasarkan sifat bakteri asam laktat 

yang non patogen dan mempunyai status GRAS (Generally Recognized as Safe) 

maka mungkin dilakukan produksi eksopolisakarida secara in situ pada berbagai 

produk makanan (misal keju dan yoghurt). Meningkatnya perhatian industri 

makanan pada hal tersebut menyebabkan peningkatan permintaan 

eksopolisakarida yang tailor made (Meulen et al., 2007). 

Spesies bakteri asam laktat antara lain Lactobacillus, Lactococcus, 

Streptococcus, Pediococcus, Oenococcus, Enterococcus, dan Leuconostoc. 

Berdasarkan perspektif biokimia, bakteri asam laktat tergolong baik dalam 

homofermenter maupun heterofermenter. Homofermenter karena bakteri ini 

terutama menghasilkan asam laktat, dan heterofermenter karena juga 

menghasilkan berbagai produk fermentasi seperti asam asetat, etanol, karbon 

dioksida, dan asam formiat (Mozzi, Raya, Vignolo Ed, 2010). 

Bakteri asam laktat ditemukan dalam berbagai lingkungan kaya makanan 

seperti susu dan produk ternak, sayur-sayuran, tanaman, sereal, dan daging serta 

produknya. Banyak spesies bakteri ini digunakan untuk manufaktur dan pengawet 

pada makanan fermentasi dan makanan yang berasal dari bahan mentah, dimana 

bakteri ini muncul sebagai kontaminan atau secara sengaja ditambahkan sebagai 

starter untuk mengontrol fermentasi. Aktivitas enzimatik dari bakteri asam laktat 

berkontribusi dalam sifat akhir produk fermentasi, baik secara organoleptis, 

reologis, dan nutrisional. Spesies bakteri asam laktat biasanya ditemukan sebagai 

mikrobiota tetap pada saluran gastrointestinal manusia dan hewan. Pada 
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lingkungan ini, bakteri asam laktat mempunyai peran yang esensial, diantaranya 

adalah sebagai imunomodulator, penguat intestin, dan daya tahan terhadap 

patogen. Karena hal inilah beberapa galur bakteri asam laktat secara tradisional 

digunakan sebagai prebiotik dan ditambahkan sebagai bakteri fungsional pada 

komoditi makanan (Mozzi, Raya, Vignolo Ed, 2010). 

Gula merupakan karbon primer dan sumber energi bagi bakteri asam laktat 

yang ditumbuhkan pada substrat untuk makanan fermentasi seperti halnya pada 

media di laboratorium. Berbagai sistem transpor yang berbeda terlibat dalam 

pengambilan karbohidrat, termasuk sistem PTS (Phospo Transferase), ABC 

(ATP-Binding Cassette), dan transporter Glikosida-Pentosida. Sebelum 

pengambilan, polisakarida harus dihidrolisis dahulu. Misalnya, tepung dihidrolisis 

oleh amilase menjadi dekstrin, yang kemudian dihidrolisis lagi oleh aktivitas 

ekstraseluler menjadi maltosa. Monosakarida yang memasuki sel atau yang 

dibebaskan di sitoplasma oleh hidrolisis disakarida memasuki proses glikolisis 

pada level glukosa-6P (G6P) atau diproses oleh jalur Leloir. Pada banyak galur 

Streptococcus thermophilus, hanya separuh laktosa yang difermentasi, sedangkan 

separuh galaktosa diekskresikan ke media sebagai hasil transkripsi yang lemah 

dari promoter gal atau mutasi pada gen Leloir. Pada Lactobacillus lactis, laktosa 

yang ditransportasikan oleh sistem PTS dihidrolisis dan separuh galaktosa -6P 

ditransformasikan oleh jalur tagatosa, memasuki glikolisis pada level triosa fosfat 

(Mozzi, Raya, Vignolo Ed, 2010). 

Bakteri asam laktat homofermentatif (Lactococcus, Pediococcus, 

Enterococcus, dan beberapa spesies Lactobacillus) memfermentasi gula melalui 

jalur EMP (Embden-Meyerhoff-Pamas) menjadi piruvat, yang dikonversi menjadi 

asam laktat oleh laktat dehidrogenase.  Di bawah kondisi tertentu misalnya 

keterbatasan karbon, metabolisme homolaktat dapat berubah menjadi 

metabolisme campuran-asam. Tipe heterofermentasi ini ditandai oleh produksi 

asam formiat, asetat, etanol, dan atau karbon dioksida disamping asam laktat 

(Mozzi, Raya, Vignolo Ed, 2010). 
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2.2. Enzim Fruktansukrase 

Enzim levansukrase dan inulosukrase secara kolektif disebut enzim 

fruktansukrase (FS) atau fruktosiltransferase (FTFase). Enzim ini 

mempolimerisasi separuh fruktosa dari substrat sukrosa menjadi fruktan yang 

mempunyai struktur levan atau inulin dengan ikatan β(2-6) dan β(2-1) secara 

berturut-turut (Anwar, Kralj, Pique, Leemhuis, van der Maarel, Dijkhuizen, 2010). 

Enzim inulosukrase dihasilkan secara ekslusif oleh bakteri asam laktat 

(BAL), sedangkan levansukrase  tersebar luas pada bakteri gram positif dan gram 

negatif. Contoh bakteri penghasil levan adalah streptococci, Leuconostoc 

mesenteroides, Lactobacillus reuteri 121, Lactobacillus sanfranciscensis, 

Lactobacillus frumenti, Lactobacillus pontis, Lactobacillus panis, dan Weissella 

confusa. Sedangkan bakteri penghasil inulin antara lain Streptococcus mutans, 

Streptococcus salivarius, dan Lactobacillus reuteri (van Hijum, Kralj, Ozimek, 

Dijkhuizen, van Geel-Schutten, 2006; Monsan, Bozonnet, Albenne, Joucle, 

Willemot, Remaud-Simeon, 2001). 

Enzim fruktansukrase mempunyai dua aktivitas yaitu hidrolase dan 

transferase. Aktivitas hidrolase menghidrolisis sukrosa menjadi glukosa dan 

fruktosa, sedangkan aktivitas transferase mengkatalisis transfer sebagian fruktosa 

dari sukrosa ke akseptor fruktosil untuk menghasilkan FOS atau fruktan dengan 

berat molekul tinggi (Tieking et al., 2005). Enzim fruktansukrase memotong 

ikatan glikosidik dari substrat sukrosa (dan beberapa dari raffinosa) dan 

menggunakan energi yang dilepaskan untuk menggabungkan satu unit fruktosa ke 

rantai fruktan yang berkembang (transfruktosilasi), ke sukrosa, ke air (hidrolisis), 

atau ke akseptor lain seperti raffinosa (van Hijum, Kralj, Ozimek, Dijkhuizen, van 

Geel-Schutten, 2006). 

Masa molekul dari fruktan yang diproduksi menunjukkan variasi yang 

cukup besar, dari 2 x 104 hingga 50 x 106 Da. Ada beberapa laporan bahwa masa 

molekul fruktan bergantung pada kondisi pertumbuhan dan inkubasi seperti 

temperatur, salinitas, dan konsentrasi sukrosa yang digunakan (van Hijum, Kralj, 

Ozimek, Dijkhuizen, van Geel-Schutten, 2006). 

Berdasarkan sekuen rantai asam amino, keseluruhan struktur dari 

fruktansukrase dibagi menjadi empat bagian, yaitu: (i) signal peptide atau signal 
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Bagian (i) merupakan signal sequence yang digunakan untuk ekskresi 

enzim karena fruktansukrase merupakan enzim ekstraseluler. Bagian (ii) 

merupakan terminal-N yang kaya akan asam amino Serin dan Threonin (berturut-

turut 26 dan 18%). Bagian ini berfungsi sebagai tempat ikatan enzim dengan  

substrat. Bagian (iii) merupakan ranah katalitik (domain aktif), dan bagian (iv) 

merupakan terminal-C yang berikatan dengan domain cell wall anchor. 

 

2.3. Isolasi Plasmid Metode Alkalin Lisis 

Ekstraksi plasmid DNA dengan menggunakan metode alkalin lisis relatif 

sederhana dan mampu menghasilkan plasmid yang cukup murni untuk didigesti 

menggunakan enzim restriksi. Prinsip metode ini adalah alkalin selektif dari 

denaturasi DNA kromosomal berbobot molekul tinggi, sedangkan covalently 

closed circular DNA tetap berbentuk untai ganda (tidak terdenaturasi) (Doly, 

Bimboim, 1979). Secara umum, metode ini terdiri atas 5 langkah, yaitu kultur sel 

dan pemanenan; resuspensi; lisis; netralisasi; serta pembersihan. 

Pengkulturan sel merupakan langkah pertama dalam isolasi plasmid. 

Ketika pertumbuhan bakteri yang cukup sudah tercapai, pellet sel diambil dengan 

cara sentrifugasi sehingga terpisah dari mediumnya (Nick, 2007). 

Resuspensi pellet sel dilakukan dengan larutan (biasanya disebut larutan 1, 

atau sejenisnya dalam kit) yang mengandung Tris, EDTA, glukosa, dan RNase A. 

kation divalen seperti Mg2+ dan Ca2+ sangat penting untuk aktivitas DNase dan 

integritas dinding sel bakteri. EDTA mengkelat ion divalen dalam larutan 

sehingga mencegah DNase dari perusakan plasmid dan juga membantu 

mendestabilisasi dinding sel. Glukosa menjaga tekanan osmosis sehingga sel tidak 

pecah, sedangkan RNase A berfungsi untuk mendegradasi RNA seluler ketika 

lisis (Nick, 2007). 

Buffer lisis sering disebut dengan larutan 2 mengandung NaOH dan 

detergen SDS (Sodium Dodesil Sulfat). SDS berfungsi untuk melarutkan 

membran sel. NaOH membantu memecah dinding sel. Namun yang lebih penting, 

NaOH ini mengganggu ikatan hidrogen antara basa-basa DNA, mengubah untai 

ganda DNA (dsDNA); baik DNA genomik (DNA kromosomal) maupun plasmid, 

menjadi untai tunggal DNA (ssDNA) dalam sel. Proses ini disebut dengan 
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denaturasi dan merupakan bagian sentral dari prosedur secara keseluruhan , 

sehingga metode ini disebut alkalin lisis.  SDS juga mendenaturasi sebagian besar 

protein sel, yang membantu proses pemisahan protein dari plasmid pada langkah 

selanjutnya (Nick, 2007). 

Netralisasi dilakukan dengan penambahan Kalium Asetat (larutan 3). 

Penambahan larutan ini akan menurunkan tingkat kebasaan campuran. Dibawah 

kondisi tersebut, ikatan hidrogen antara basa-basa pada untai tunggal DNA dapat 

kembali terbentuk, sehingga ssDNA dapat berenaturasi menjadi dsDNA. Tahap 

ini adalah bagian yang selektif. Renaturasi mudah terjadi pada plasmid DNA yang 

kecil dan sirkular, sedangkan DNA genomik berukuran sangat besar sehingga 

tidak mungkin melekat kembali secara tepat. Oleh karena itu, pencampuran secara 

hati-hati sangatlah penting. Pengocokan dengan vortex akan menyebabkan DNA 

genomik patah dan menghasilkan patahan-patahan yang lebih pendek yang dapat 

terenaturasi sehingga mengkontaminasi plasmid (Nick, 2007). 

Plasmid untai ganda mudah terlarut dalam larutan, sedangkan untai 

tunggal DNA genomik, SDS, dan protein sel yang terdenaturasu melekat bersama 

melalui interaksi hidrofobik untuk membentuk flokulat putih. Flokulat ini dapat 

dengan mudah dipisahkan dari larutan plasmid DNA dengan sentrifugasi (Nick, 

2007). 

Plasmid telah dipisahkan dari sebagian besar debris sel tetapi terdapat pada 

larutan yang mengandung banyak garam, EDTA, RNase, dan residu protein sel 

sehingga tidak dapat langsung digunakan. Langkah selanjutnya adalah 

membersihkan larutan dan mengkonsentrasikan plasmid DNA. 

Pada kit isolasi plasmid, cara umum yang digunakan adalah dengan 

menggunakan kolom silika. Metode ini menawarkan proses yang mudah untuk 

membersihkan DNA plasmid. Prinsipnya adalah penambahan garam chaotropic 

ke dalam sampel untuk mendenaturasi untai ganda DNA dengan cara 

mengganggu ikatan hidrogen antar basa. Dibawah kondisi ini, DNA akan secara 

selektif terikat pada resin silika pada kolom, yang memungkinkan DNA tersebut 

terpisah dari sisa sampel. Setelah pencucian, DNA dielusikan dari kolom dengan 

larutan rendah garam yang memungkinkan terjadinya renaturasi DNA, 

menyebabkan DNA tersebut kehilangan afinitas terhadap silika (Nick, 2007). 
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Keuntungan metode ini terdapat pada segi kenyamanan, relatif cepat, dan 

pengguna dapat memprosessampel dalam jumlah besar. Sedangkan kekurangnnya 

adalah cukup mahal dan terkadang garam chaotropic masih terbawa pada plasmid 

(Nick, 2007). 

 

2.4. Polymerase Chain Reaction 

Polymerase chain reaction (PCR) merupakan suatu metode in vitro untuk 

mengamplifikasi DNA yang diperkenalkan sejak tahun 1985. PCR dapat dianggap 

sebagai versi sederhana dari proses replikasi DNA yang terjadi pada saat 

pembelahan sel. Teknik PCR dasar terdiri dari tiga tahapan, yaitu: denaturasi, 

annealing, dan perpanjangan (extension). Siklus tiga tahap ini dapat diulang 

hingga berkali-kali (Lo Ed, 1998). 

Proses denaturasi  akan memisahkan DNA cetakan yang berutas ganda 

menjadi utas tunggal. Semakin panjang molekul DNA, waktu denaturasi yang 

diperlukan semakin lama. Proses denaturasi dilakukan degnan cara pemanasan 

DNA pada temperatur 900-950 C selama sekitar 1 menit (Sambrook et al., 1998). 

Temperatur pada tahap annealing sangatlah kritis. Jika temperatur terlalu 

tinggi, pelekatan primer oligonukleotida akan buruk. Sedangkan jika temperatur 

terlalu rendah, pelekatan primer yang tidak spesifik mungkin terjadi, sehingga 

muncul amplifikasi sekuens yang tidak diinginkan (Sambrook et al., 1989). 

Temperatur dan jangka waktu yang dibutuhkan untuk annealing bergantung pada 

komposisi basa, serta panjang dan konsentrasi primer. Untuk primer dengan 18-30 

basa yang sekitar 50%nya mengandung GC, annealing baik dilakukan pada 

temperatur 550C selama 1-2 menit (Lo Ed, 1998). 

Tahap perpanjangan primer biasanya dilakukan pada suhu 720C. Suhu ini 

mendekati temperatur optimum dari enzim Taq Polymerase. Jangka waktu 1 

menit pada umumnya cukup untuk produk dengan panjang mencapai 2 kb (Lo Ed, 

1998). 

Komponen dasar yang penting dalam proses PCR antara lain (Sambrook et 

al., 1989) : 

a. Enzim DNA polimerase yang termostabil, yang berfungsi untuk 

mengkatalisis sintesis DNA yang bergantung pada template. Pada saat ini 
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terdapat banyak pilihan enzim yang tersedia dalam berbagai variasi fidelity, 

efisiensi, dan kemampuan untuk menghasilkan produk DNA ukuran besar. 

Hingga saat ini enzim Taq Polymerase masih menjadi pilihan untuk PCR 

pada umumnya. 

b. Sepasang Primer oligonukleotida, yaitu segmen DNA utas tunggal yang 

menentukan bagian awal dan akhir daerah yang diamplifikasi. Desain primer 

ini merupakan faktor yang sangat menentukan efisiensi dan spesifitas reaksi 

amplifikasi. Desain yang tepat diperlukan untuk mendapatkan produk yang 

dinginkan, menekan amplifikasi sekuens yang tidak diinginkan, dan 

memfasilitasi manipulasi subsekuens dari produk amplifikasi. 

c. Deoksinukleosida trifosfat (dNTP) yang terdiri dari dATP, dGTP, dCTP, dan 

dTTP. dNTP ini digunakan untuk membentuk DNA baru. 

d. Larutan buffer untuk menjaga pH. 

e. DNA cetakan (template DNA), yaitu fragmen DNA yang mengandung 

sekuens target yang akan diamplifikasi. 

PCR sangat sensitif dan tidak diragukan lagi bahwa tidak ada satu protokol 

pun yang sesuai untuk semua kondisi. Oleh karena itu, setiap aplikasi PCR 

membutuhkan optimasi. Beberapa masalah yang mungkin dijumpai dalam PCR 

antara lain: produk tidak terdeteksi atau hasil yang rendah; munculnya pita yang 

tidak spesifik karena mispriming atau misextension dari primer; pembentukan 

dimer primer sehingga terjadi kompetisi untuk amplifikasi dengan produk yang 

diinginkan; dan mutasi karena misincorporation (Innis, Michael A., Gelfand, 

David H., 1990). 

Beberapa parameter yang dapat dioptimasi adalah sebagai berikut (Innis, 

Michael A., Gelfand, David H., 1990): 

2.4.1. Konsentrasi Enzim 

Konsentrasi enzim Taq Polimerase yang disarankan berkisar antara 1 

hingga 2,5 unit per 100 μL reaksi ketika parameter lain sudah optimum. Akan 

tetapi kebutuhan enzim mungkin bervariasi sehubungan dengan cetakan target dan 

primer. Jika konsentrasi enzim terlalu tinggi, mungkin terbentuk background non 

spesifik, sedangkan jika terlalu rendah produk yang dihasilkan akan sangat 

sedikit. 
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2.4.2. Deoksinukleotida Trifosfat 

Larutan deoksinukleotida trifosfat (dNTP) harus dinetralkan hingga pH 7,0 

dan konsentrasinya harus ditentukan secara spekrtofoteometri. Stok primer 

dilarutkan hingga 10 mM dan disimpan dalam suhu -200C. Stok kerja yang 

mengandung 1 mM dari tiap dNTP cukup direkomendasikan. 

Empat jenis dNTP harus digunakan dalam konsentrasi yang seimbang 

untuk meminimalkan eror (misincorporation). Spesifitas dan ketepatan PCR 

ditingkatkan dengan menggunakan konsentrasi dNTP yang lebih rendah. 

Konsentrasi dNTP yang rendah meminimalisasi mispriming pada situs non target. 

Seseorang harus menentukan batas terendah konsentrasi dNTP yang sesuai untuk 

panjang dan komposisi sekuens target, misalnya 20 μM tiap dNTP pada 100 μL 

reaksi secara teoritis cukup untuk mensintesis 2,6 μg DNA atau 10 pmol sekuens 

berukuran 400 bp. Belakangan ini penggunaan dNTP konsentrasi rendah dan 

seragam (masing-masing 2 μM) memungkinkan amplifikasi yang sangat sensitif 

dan spesifik. 

 

2.4.3. Konsentrasi Magnesium 

Konsentrasi ion magnesium sangat penting untuk dioptimasi. Konsentrasi 

magnesium dapat berpengaruh pada: pelekatan primer, spesifitas produk, dan 

aktivitas enzim serta ketelitiannya. Perlu diingat bahwa keberadaan EDTA atau 

agen pengkelat lainnya pada stok primer atau cetakan DNA dapat mengganggu 

keberadaan magnesium optimal. 

 

2.4.4. Komponen Reaksi Lain 

Buffer PCR yang direkomendasikan adalah Tris HCl 10-50 mM pH 

berkisar antara 8,3 dan 8,8 ketika diukur pada suhu 200C; tetapi survey terhadap 

buffer secara ekstensif belum pernah dilaporkan. 

KCl hingga konsentrasi 50 mM dapat dimasukkan ke dalam reaksi untuk 

memfasilitasi pelekatan primer. NaCl 50 mM atau KCl diatas 50 mM akan 

menghambat aktivitas Taq DNA Polimerase. 
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2.4.5. Pelekatan Primer 

Suhu dan jangka waktu yang dibutuhkan untuk pelekatan primer 

bergantung pada komposisi dasar, panjang, dan konsentrasi primer. Suhu 

pelekatan pada kisaran 55-720C biasanya menunjukkan hasil yang terbaik. 

Kenaikan suhu pelekatan akan mempertinggi spesifitas tempat penempelan primer 

sehingga mengurangi kesalahan perpanjangan. Untuk spesifitas maksimum pada 

siklus awal, taq DNA polimerase dapat ditambahkan setelah tahap denaturasi 

pertama selama tahap pelekatan. 

 

2.4.6. Perpanjangan primer 

Waktu perpanjangan bergantung pada panjang dan konsentrasi sekuens 

target dan temperatur. Perpanjangan primer pada umumnya dilakukan pada suhu 

720C. Perkiraan laju penggabungan nukleotida bervariasi dari 35-100 nukleotida 

per detik bergantung pada buffer, pH, konsentrasi garam, dan sifat cetakan DNA. 

waktu perpanjangan selama 1 menit pada suhu 720C dianggap cukup untuk 

menghasilkan produk dengan panjang hingga 2 kbp. Tetapi, waktu perpanjangan 

yang lebih lama mungkin akan membantu pada siklus awal  jika konsentrasi 

substrat sangat rendah, dan pada siklus akhir jika  konsentrasi produk kelebihan 

konsentrasi enzim. 

 

2.4.7. Suhu dan Waktu Denaturasi 

Penyebab paling umum kegagalan PCR adalah denaturasi yang tidak 

lengkap dari cetakan target dan/ atau produk PCR. Kondisi denaturasi yang khas 

adalah 950C selama 30 detik atau 970C selama 15 detik; tetapi, suhu yang lebih 

tinggi bisa sesuai, khususnya untuk target yang kaya GC. Proses denaturasi yang 

tidak lengkap atau tidak sempurna akan menyebabkan untai DNA kembalimelekat 

sehingga mengurangi produk. Sebaliknya, tahap denaturasi yang terlalu panjang 

akan menyebabkan penghilangan aktivitas enzim. Waktu paruh aktivitas enzim 

taq polimerase  secara berturut-turut pada suhu 92,5; 95; dan 97,50C adalah >2 

jam; 40 menit; dan 5 menit. 
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2.4.8. Jumlah Siklus 

Jumlah siklus optimum bergantung terutama pada konsentrasi awal target 

DNA ketika parameter-parameter lain sudah dioptimasi. Kesalahan umum yang 

sering dilakukan adalah terlalu banyak jumlah siklus. Jumlah siklus berlebih dapat 

meningkatkan jumlah dan kompleksitas dari produk background nonspesifik. 

Sedangkan jumlah siklus yang terlalu sedikit memberikan produk yang sedikit 

juga.  

 

2.4.9. Primer 

Konsentrasi optimal primer biasanya berkisar antara 0,1 hingga 0,5 μL. 

Konsentrasi primer yang lebih tinggi mungkin menyebabkan mispriming dan 

akumulasi produk yang tidak spesifik serta meningkatkan kemungkinan 

terbentuknya dimer. Produk nonspesifik dan dimer primer itu sendiri merupakan 

substrat untuk PCR dan berkompetisi dengan produk yang diinginkan untuk 

mendapatkan enzim, dNTP, dan primer, sehingga produk PCR yang diinginkan 

lebih sedikit. 

 

2.5. Elektroforesis Gel Agarosa 

Elektroforesis merupakan metode standar untuk menganalisis, 

mengidentifikasi, dan memurnikan fragmen DNA atau RNA yang berbeda 

ukuran, muatan, atau konformasi. Ketika ditempatkan pada daerah bermuatan 

listrik, molekul yang bermuatan akan bermigrasi menuju kutub positif atau negatif 

bergantung pada muatannya. Berbeda dengan protein yang bisa memiliki baik 

muatan positif maupun negatif, asam nukleat mempunyai muatan negatif yang 

konstan sehubungan dengan rantai fosfat yang dimiliki pada backbone. Asam 

nukleat ini akan bermigrasi menuju anoda (Allison, 2007). 

Agarosa adalah polisakarida yang diekstraksi dari rumput laut (Allison, 

2007). Agarosa mempunyai kemurnian tinggi dan tersedia dalam berbagai grade 

dengan variasi level elektroendosmosis, temperatur leleh, kekuatan gel, dan 

kejernihan (Amersham Biosciences, 1998). Agarosa membentuk gel karena 

adanya ikatan hidrogen ketika berada dalam larutan dingin. Ukuran pori gel ini 

bergantung pada konsentrasi agarosa. 
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Elektroforesis gel agarosa mampu memisahkan molekul DNA berdasarkan 

ukuran dan menjadikan molekul DNA ini tampak dengan menggunakan pewarna 

fluoresensi yaitu etidium bromida. Metode ini cepat dan sederhana, mempuyai 

resolusi tinggi, dan sensitif sehingga sampel yang diperlukan hanya sedikit 

(Walker Ed, 1984). 

Ketika molekul DNA digerakkan melalui gel dengan adanya gaya elektrik 

yang stabil, kecepatan pergerakan molekul ini hampir sepenuhnya bergantung 

pada ukuran molekul. Ukuran molekul terkecil akan mempunyai mobilitas paling 

tinggi, dan molekul besar secara virtual immobile pada konsentrasi gel yang 

tinggi. Oleh karena itu konsentrasi gel harus disesuaikan dengan range ukuran 

molekul yang akan dipisahkan. Gel yang mengandung 0.3% agarosa akan 

memisahkan DNA untai ganda linear yang berukuran antara 5 hingga 60 kb 

(Walker Ed, 1984). 

Laju migrasi molekul DNA pada gel agarosa dipengaruhi oleh faktor-

faktor berikut (Sambrook et al., 1989): 

a. Ukuran molekul DNA, dimana molekul DNA yang lebih besar akan bergerak 

lebih lambat dibanding molekul DNA yang lebih kecil. Hal ini disebabkan 

karena gaya friksi yang lebih tinggi pada molekul DNA yang besar. 

b. Konsentrasi agarosa, dimana terdapat hubungan linear antara log dari 

mobilitas elektroforesis DNA dengan konsentrasi gel. 

c. Konformasi DNA, dimana terdapat perbedaan kecepatan migrasi antara 

bentuk DNA sirkular superhelik, sirkular nick, dan linear. Pada beberapa 

kondisi, bentuk DNA sirkular superhelik bermigrasi lebih cepat dibandingkan 

bentuk linear, tetapi pada kondisi lain, keadaan ini bisa berbalik. 

d. Adanya Etidium Bromida, dimana peningkatan etidium bromida akan 

menyebabkan penurunan muatan negatif dari DNA untai ganda dan 

meningkatkan kekakuan serta panjang DNA tersebut. 

e. Tegangan yang digunakan, dimana pada tegangan rendah migrasi fragmen 

DNA yang linear proporsional terhadap tegangan yang digunakan. Namun 

ketika kekuatan medan elektrik dinaikkan, mobilitas fragmen yang 

mempunyai bobot molekul tinggi akan meningkat. Oleh karena itu, efektivitas 

pemisahan gel agarosa menurun ketika tegangan dinaikkan. 
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f. Tipe agarosa, dimana terdapat dua kelas utama agarosa, yaitu agarosa standar 

dan agarosa bertitik leleh rendah. 

g. Buffer elektroforesis, dimana mobilitas DNA dipengaruhi oleh komposisi dan 

kekuatan ion pada buffer elektroforesis. 

 

2.6. Kloning Gen 

Kloning gen pada dasarnya merupakan penyisipan potongan DNA asing 

yang spesifik ke dalam sel sehingga DNA yang disisipkan direplikasi dan 

diturunkan kepada sel anak selama pembelahan sel. Langkah utama dari kloning 

gen ini adalah sebagai berikut (Trevan, 1987): 

a. Isolasi gen (atau bagian DNA lain) yang akan dikloning. 

b. Penyisipan gen ke dalam bagian DNA lain yang disebut dengan vektor. 

Vektor yang digunakan dapat berupa plasmid, DNA viral, atau cosmid. 

c. Transfer vektor rekombinan ke dalam sel bakteri, baik melalui transformasi 

atau infeksi menggunakan virus. 

d. Seleksi sel yang mengandung vektor rekombinan. 

e. Penumbuhan bakteri sebanyak yang dibutuhkan. 

Isolat DNA/ fragmen DNA yang akan dikloning ini tidak cukup jika hanya 

ditransfer langsung pada sel bakteri dengan harapan DNA ini akan bereplikasi 

sejalan dengan DNA asli sel. Oleh karena itu, DNA perlu dilekatkan pada 

fragmen DNA lain yang mengandung origin of replication, contohnya adalah 

plasmid. Plasmid merupakan molekul sirkular kecil yang terpisah dari DNA 

kromosomal utama (Trevan, 1987). 

Sebelum diperbanyak menggunakan kloning, DNA rekombinan harus 

dibawa oleh sel bakteri inang yang sesuai. Proses ini disebut dengan transformasi, 

yaitu proses dimana DNA asing diambil oleh sel inang dan gen yang dikode 

didalamnya diekspresikan (Li, Anderson, Yang, Lin, Yang, 2007). Pada proses 

transformasi, biasanya digunakan galur E. coli yang kehilangan sistem restriksi. 

Sel ini harus dibuat kompeten terlebih dahulu. Metode yang sering dilakukan 

adalah inkubasi dengan CaCl2 pada temperatur rendah  setelah penambahan DNA. 

Heat shock ringan akan menyebabkan pengambilan DNA (Trevan, 1987). 
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e. TOPO® cloning site yang memungkinkan terjadinya kloning dari produk PCR 

untuk kemudian diekspresikan pada E. coli. 

f. Terminal-N atau terminal-C untuk deteksi dan purifikasi protein rekombinan. 

g. Terminal-N His-Patch thioredoxin untuk meningkatkan efisiensi translasi dan 

kelarutan protein heterolog (hanya terdapat pada pET 102/ D-TOPO®)  

Sistem ekspresi pET ChampionTM dikontrol oleh promoter bakteriofag T7 

yang telah dimodifikasi sehingga mengandung sekuens lac operator (Invitrogen, 

2005). RNA polimerase T7 secara spesifik mengenali daerah promoter T7 

sehingga level transkripsinya tinggi (Blaber, 1998). 

RNA Polimerase T7 berasal dari inang E. coli BL 21 StarTM. Ketika 

produksinya mencukupi, RNA polimerase T7 akan berikatan dengan promoter T7 

dan mentranskripsi gen yang diinginkan (gene of interest). E. coli BL 21 StarTM 

membawa DE3 bacteriophage lambda lysogen (λDE3) yang mengandung 

komponen lac yang terdiri dari elemen sebagai berikut: (i) gen lacI; (ii) gen RNA 

polimerase T7; (iii)gen lacZ (Invitrogen, 2006). 

Sistem kloning mengggunakan vektor pET ChampionTM menawarkan 

banyak kelebihan seperti kemudahan, kecepatan, dan efisiensi kloning. E. coli 

BL21 StarTM secara genetik dibuat sedemikian rupa sehingga bisa mengurangi 

permasalahan pada saat transkripsi serta meningkatkan produksi protein yang 

dihasilkan (Invitrogen, 2005). Plasmid pET ChampionTM mengandung gen 

pembawa antibodi untuk Ampisilin sehingga bakteri rekombinan dengan vektor 

ini memiliki kemampuan untuk bisa hidup di medium yang mengandung 

ampisilin, dimana bakteri lain akan mati. Hal ini bisa dijadikan sebagai metode 

seleksi keberhasilan proses ligase dan transformasi plasmid ini. 

 

2.8. Teknik Sekuensing DNA 

Kandungan informasi pada DNA dikode dalam urutan basa (A, C, G, dan 

T). Sekuensing DNA bertujuan untuk menentukan urutan (sekuens) basa pada 

molekul DNA ini. Alasan mendasar mengapa perlu diketahui sekuens DNA 

adalah untuk memprediksi fungsi sekuens DNA dan memfasilitasi manipulasi 

molekul (Alphey, 1997). DNA sekuensing dapat dilakukan langsung pada produk 

PCR atau pada fragmen yang diklon pada vektor plasmid (Kopp, Jameson., 1998). 
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Pada saat ini, terdapat dua teknik sekuensing yaitu terminasi rantai (chain 

termination) dan degradasi kimia (chemical degradation). Dua metode ini secara 

berturut-turut disebut juga dengan metode Sanger dan Maxam-Gilbert. Metode 

terminasi rantai bergantung pada sintesis enzimatik dari DNA yang dilabel. 

Metode ini menggunakan nukleotida khusus yang dimodifikasi yang disebut 

dideoksinukleotida untuk mengakhiri perpanjangan untai (strand). Sedangkan 

metode degradasi kimia didasarkan pada degradasi kimia spesifik pada basa 

molekul DNA yang dilabel pada satu ujung. Walaupun ada aplikasi khusus yang 

menggunakan metode degradasi kimia, sekuen DNA pada saat ini umumnya 

ditentukan menggunakan terminasi rantai dideoksi (Alphey, 1997). 

Pada metode terminasi rantai, DNA polimerase digunakan untuk 

memperpanjang untai DNA. Semua reagen yang dibutuhkan untuk sintesis DNA 

in vitro dikombinasikan pada reaksi, termasuk DNA polimerase dan 2’,3’-

dideoksinukleotida (ddNTP). ddNTP, seperti dNTP, dapat digabungkan oleh 

DNA polimerase menjadi rantai DNA yang berkembang melalui gugus 5’ fosfat. 

Namun ddNTP tidak mempunyai gugus 3-OH’ yang penting untuk pembentukan 

ikatan fosfodiester dan perpanjangan rantai sehingga rantai berakhir tepat pada 

titik dimana ddNTP digabungkan. Perbandingan dNTP: ddNTP harus dipilih 

secara hati-hati agar menghasilkan strand berlabel yang membentuk sekumpulan 

molekul hingga ribuan panjang basa,dimana tiap molekul terhenti pada basa yang 

spesifik. Molekul-molekul ini dipisahkan berdasarkan ukurannya dengan 

menggunakan denaturing gel elektroforesis resolusi tinggi (Alphey, 1997). 

Langkah krusial pada metode degradasi kimia atau Maxam-Gilbert adalah 

pemecahan kimia basa spesifik pada molekul DNA yang ujungnya diberi label 

(Alphey,1997; Hindley, 1983). Hal ini bertujuan untuk menghasilkan sekumpulan 

molekul berlabel, dimana setiap molekulnya berakhir pada basa spesifik. Pada 

metode ini juga digunakan denaturing elektroforesis gel resolusi tinggi dan 

deteksi fragmen yang dilabel dengan autoradiografi. Sekuens DNA dapat dibaca 

dari hasil ‘ladder’ sekuensing seperti pada metode terminasi rantai. Pemecahan 

basa spesifik dilakukan dengan menggunakan reagen yang memodifikasi basa 

tertentu sehingga perlakuan selanjutnya menggunakan piperidin panas akan 

memecah rantai gula-fosfat pada site modifikasi (Alphey, 1997). 
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Reaksi basa spesifik didesain secara hati-hati agar hanya memodifikasi 

sebagian kecil basa. Pemecahan pada site modifikasi akan menghasilkan molekul 

yang ujungnya berlabel yan gberkisar dari satu hingga ratusan nukleotida. Jika 

dibandingkan dengan metode terminasi rantai, metode degradasi kimia 

mempunyai beberapa keuntungan dan kekurangan (Alphey, 1997). Keuntungan 

tersebut antara lain: 

a. Sekuens dapat ditentukan dari DNA yang tidak diketahui sekuensnya, 

berdasarkan peta restriksi. 

b. Sekuens dapat diperoleh dari molekul DNA asli 

Sedangkan kekurangannya antara lain: 

a. Sekuens yang didapat lebih sedikit 

b. Reaksi biasanya lebih lambat dan kurang dapat dipercaya 

c. Reaksi memerlukan banyak bahan kimia yang berbahaya. 

 

2.9. Program BLAST 

BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) adalah program komputer 

atau algoritma yang paling sering digunakan untuk membandingkan informasi 

sekuens biologi dengan sekuens yang terdapat pada data basis. Algoritma BLAST 

adalah program heuristik, yang berarti bahwa program ini bergantung pada 

beberapa jalan pintas cerdas untuk melakukan pencarian yang lebih cepat. BLAST 

menerapkan prinsip local alignment. Kebanyakan protein di alam berbentuk 

modular, dengan domain fungsional yang sering diulang dalam protein yang sama 

seperti halnya pada protein yang berbeda dari spesies yang berbeda. Algoritma 

BLAST diset untuk menemukan domain ini. Local alignment juga berarti bahwa 

mRNA dapat diselaraskan dengan sepotong DNA genomik, seperti yang sering 

dibutuhkan dalam perakitan genom dan analisis. 

BLAST dapat diakses secara langsung melalui website 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi. Ada berbagai macam variasi program 

BLAST untuk perbandingan sekuens yang berbeda. Misalnya query DNA ke 

database DNA, query protein ke database protein, dan query DNA ke database 
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sekuens protein. Adaptasi lain dari BLAST antara lain PSI-BLAST (Position-

Specific Iterative BLAST) dan RPS-BLAST (Madden, 2003). 
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BAB 3 

METODE PENELITIAN 

 

3.1. Lokasi dan Waktu Penelitian 

Lokasi penelitian adalah di Laboratorium Mikrobiologi dan Bioteknologi, 

Departemen Farmasi Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam, 

Universitas Indonesia, Depok. Penelitian dilaksanakan dari bulan Februari hingga 

Mei 2012. 

 

3.2. Bahan 

3.2.1. Sampel 

Sampel yang digunakan adalah E. coli BL21 StarTM rekombinan yang 

mengandung plasmid pembawa gen ftfCNC-2(1) versi lengkap (Malik, 2012); 

koleksi plasmid ftf versi lengkap pO_ftfNS 1-4; serta DNA genomik Weissella 

confusa strain MBFCNC-2(1). Ketiganya berasal dari koleksi Laboratorium 

Mikrobiologi dan Bioteknologi Departemen Farmasi FMIPA UI yang didapatkan 

dari penelitian sebelumnya. Sebagai inang transformasi digunakan One Shot® 

TOP10 Chemically Competent E. coli. 

 

3.2.2. Medium dan Pembuatan Medium 

3.2.2.1. Medium 

Medium yang digunakan dalam penelitian adalah: LB (Luria Bertani) 

[usb] yang terdiri atas: yeast extract, bakto pepton, dan Natrium Klorida; serta de 

Mann Rogosa Sharpe (MRS) [Oxoid] yang terdiri atas: pepton, ‘Lab-Lemco’ 

Powder, yeast extract, dikalium hidrogen fosfat, natrium asetat, ammonium sitrat, 

agar bakto, sukrosa, dan dekstrosa. 

 

3.2.2.2. Pembuatan Medium 

a. Medium Agar Luria Bertani (LB) 

Sebanyak 2 gram Luria Bertani ultrapure dan 1,5 gram agar bakto  

ditimbang, kemudian dilarutkan dalam akuabides secukupnya. Larutan dipanaskan 

di atas hot plate sambil diaduk menggunakan magnetic stirrer. Volume medium 
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dicukupkan hingga 100 mL dan selanjutnya disterilisasi dengan autoklaf pada 

suhu 1210C, tekanan 2 atm, selama 15 menit. 

 

b. Medium Cair Luria Bertani (LB) 

Sebanyak 20 gram LB ditimbang dan dilarutkan dalam akuabides 

secukupnya. Larutan dipanaskan di atas hot plate sambil diaduk menggunakan 

magnetic stirrer hingga mendidih. Volume medium dicukupkan hingga 1000 mL. 

Medium tersebut kemudian dimasukkan ke dalam tabung reaksi masing-masing 

sebanyak 5 mL. Medium dalam tabung reaksi ini kemudian disterilisasi dengan 

autoklaf pada suhu 1210C, tekanan 2 atm, selama 15 menit. 

 

c. Medium Agar MRS 

MRS broth dan agar bakto ditimbang masing-masing sebanyak 52 gram 

dan 15 gram, kemudian dimasukkan ke dalam labu bulat. Medium dilarutkan 

dengan menggunakan akuades dan dipanaskan di atas hot plate sambil diaduk 

menggunakan magnetic stirrer. Setelah mendidih, volume dicukupkan hingga 

1000 mL dengan akuades. Medium disterilisasi dengan autoklaf pada suhu 1210C, 

tekanan 2 atm, selama 15 menit. 

 

d. Medium Cair MRS 

Sebanyak 52 gram MRS broth ditimbang dan dilarutkan dalam akuabides 

secukupnya. Larutan dipanaskan di atas hot plate sambil diaduk menggunakan 

magnetic stirrer hingga mendidih. Volume dicukupkan hingga 1000 mL. Medium 

tersebut dimasukkan ke dalam tabung reaksi masing-masing sebanyak 5 mL. 

medium dalam tabung reaksi kemudian disterilisasi dengan autoklaf pada suhu 

1210C, tekanan 2 atm, selama 15 menit. 

 

3.2.3. Pembuatan Dapar dan Larutan Pereaksi 

3.2.3.1. Na2EDTA 0,5 M 

Sebanyak 18,6 g Na2EDTA dilarutkan dalam sedikit akuabides. Larutan 

ditambahkan NaOH hingga larut lalu ditambahkan akuabides hingga tepat 100 
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mL. Larutan disterilisasi dalam autoklaf pada suhu 1210C, tekanan 2 atm, selama 

15 menit. 

 

3.2.3.2. Asam Asetat 1 N 

Sebanyak 10 mL larutan asam asetat glasial 12 N ditambahkan dengan 

akuabides hingga tepat 120 mL. 

 

3.2.3.3. Dapar TAE (Tris Asetat EDTA) 50X 

Sebanyak 24,2 g Tris Base; 5,71 mL asam asetat glasial; dan 10 mL 

Na2EDTA 0,5 M dilarutkan dalam akuabides secukupnya. pH larutan disesuaikan 

hingga 8,0 dengan asam asetat 1 N. Setelah nilai pH 8,0 volume dicukupkan 

dengan akuabides hingga 100 mL. Larutan disterilisasi dalam autoklaf pada suhu 

1210C, tekanan 2 atm, selama 15 menit. 

 

3.2.3.4. Dapar TAE (Tris Asetat EDTA) 1X 

Sebanyak 10 mL dapar TAE 50X dilarutkan dalam akuabides hingga tepat 

500 mL. 

 

3.2.3.5. Natrium Hidroksida 5 N 

Sebanyak 20 gram Natrium Hidroksida dilarutkan dalam akuabides hingga 

tepat 100 mL. 

 

3.2.3.6. Asam Klorida 1 N 

Sebanyak 10 mL larutan asam klorida 12 N dilarutkan dalam akuades 

hingga total volume tepat 120 mL. 

 

3.2.3.7. Dapar STET 

Sebanyak 32 gram sukrosa; 2,42 gram Tris base; dan 7,445 gram EDTA 

dilarutkan dalam sejumlah akuabides. Kemudian sebanyak 0,4 mL triton X-100 

ditambahkan ke dalam larutan tersebut. Larutan dikocok hingga homogen, 

kemudian pH disesuaikan hingga 8,0. Volume larutan dicukupkan hingga tepat 
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400 mL. Dapar disterilisasi dalam autoklaf pada suhu 1210C, tekanan 2 atm, 

selama 15 menit. 

 

3.2.3.8. Lisozim 10 mg/mL 

Lisozim sebanyak 10 mg dilarutkan dalam 1 mL Tris-HCl 10 mM pH 8,0. 

Larutan disimpan pada freezer.  

 

3.2.3.9. Proteinase K 25 mg/mL 

Proteinase K sebanyak 25 mg dilarutkan dalam 1 mL akuabides steril, 

kemudian divortex. Larutan disimpan dalam freezer. 

 

3.2.3.10. Sodium Dodesil Sulfat (SDS) 10% 

Sebanyak 10 gram Sodium Dodesil Sulfat dilarutkan dalam akuabides 

hingga tepat 100 mL. 

 

3.2.3.11. Natrium Klorida 4 M 

Sebanyak 93,6 gram Natrium Klorida dilarutkan dalam akuabides hingga 

tepat 400 mL. Larutan kemudian disterilisasi dalam autoklaf pada suhu 1210C, 

tekanan 2 atm, selama 15 menit. 

 

3.2.3.12. Cetyltrimethyl ammonium bromide (CTAB) 

Sebanyak 2,925 gram Natrium Klorida dilarutkan dalam akuabides 

secukupnya. Sebanyak 5 gram CTAB dilarutkan dalam akuabides dengan cara 

memasukkan sedikit demi sedikit CTAB sambil diaduk dengan magnetic stirrer 

dan dipanaskan di atas hot plate. Larutan Natrium Klorida yang telah dibuat 

kemudian dimasukkan ke dalam larutan CTAB. Volume dicukupkan hingga 100 

mL, kemudian larutan disterilisasi dalam autoklaf pada suhu 1210C, tekanan 2 

atm, selama 15 menit. 

 

3.2.3.13. Dinatrium Edetat 0,5 M 

Sebanyak 18,6 gram Dinatrium Edetat dilarutkn dalam sedikit akuabides. 

Larutan ditambahkan Natrium Hidroksida 5 N hingga larut dan mencapai pH 8,0. 
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Akuabides kemudian ditambahkan hingga volume larutan 100 mL. larutan 

disterilisasi dalam autoklaf pada suhu 1210C, tekanan 2 atm, selama 15 menit. 

 

3.2.3.14. Asam Asetat 1 N 

Sebanyak 10 mL asam asetat glasial 12 N dilarutkan dalam akuabides 

hingga volume total 120 mL. 

 

3.2.3.15. Tris Base 1 M 

Sebanyak 22,228 gram Tris Base dilarutkan dalam akuabides hingga tepat 

200 mL. Larutan kemudian disterilisasi dalam autoklaf pada suhu 1210C, tekanan 

2 atm, selama 15 menit. 

 

3.2.3.16. Tris-HCl 10 mM pH 8,0 

Sebanyak 0,4 mL Tris Base 1 M dilarutkan dalam sedikit akuabides. pH 

larutan disesuaikan hingga 8,0 dengan penambahan HCl 1 N. Volume kemudian 

dicukupkan hingga tepat 40 mL. larutan disterilisasi dalam autoklaf pada suhu 

1210C, tekanan 2 atm, selama 15 menit. 

 

3.2.4. Bahan Kimia 

EDTA (Etilen Diamin Tetra Asetat) [Merck]; Tris Base [Merck]; Asam 

Asetat Glasial [Merck]; Agarose ultrapure [Invitrogen]; Etanol 70% [Merck]; 

Dapar STET (Sukrosa [Merck], Tris Base [Merck], EDTA [Merck], dan Triton X-

100 [Merck]); Lysozyme [Sigma]; SDS (Sodium Dodesil Sulfat) [Sigma]; 

proteinase-K [usb]; Kloroform [Mallinckrodt]; Isoamil Alkohol [Merck]; Natrium 

Klorida [Oxoid]; Asam Klorida [Mallinckrodt]; CTAB (Cethyl Trimethyl 

Ammonium Bromide) [Sigma]; Isopropanol [Sigma]; dapar TE (Tris Base 

[Merck], EDTA [Merck]); Ready-To-Go (RTG) PCR Beads [Amersham]; Loading 

buffer [Sentra BD]; Etidium Bromida 100 μg/ mL [Sentra BD]; Wako Gene 

Ladder [Wako]; High Fidelity enzyme [Kapa Biosystems]; primer universal T7 

[Cybergene]; akuades; akuabides; Tetrasiklin [Sigma, USA]; Kappa 2GTM Robust 

HotStart[Kapa Biosystems], dNTP [Kapa Biosystems]; MgCl2 [Kapa 

Biosystems]; Buffer GC HiFi [Kapa Biosystems]; PrepEase MiniSpin Plasmid Kit 
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[Affymetrix]; PrepEase Gel Extraction Kit [Affymetryx]; primer FTFdel_Fw 

(ATG TTA AGG AAT TAT TTT GGA GAG ACT AAA ACG) dan FTFdel_Rv 

(CTG TGG ATC CAC AAA ATT AGT AAC CGC TGC)  [Cybergene]; Primer 

universal T7_Fw (TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG) dan Primer universal 

T7_Rv (GCT AGT TAT TGC TCA GCG GTG G) [Cybergene]. 

 

3.3. Alat 

Peralatan yang digunakan adalah: mikrosentrifus [Minispin Eppendorf dan 

Sorvall]; inkubator [orbital]; pemanas dengan magnetic stirrer [Torrey Pines 

Scientific]; autoklaf [Hirayama, Japan]; pH-meter [Eutech]; kamera digital 

[Canon Shot 3.2 megapixel]; timbangan analitik [Scout dan Acculab]; lemari 

pendingin [Sansio dan Toshiba]; freezer [Gea]; Oven [Memmert dan WTB 

Binder]; vortex mixer [Health; Digisystem]; Inkubator (Orbital Shaker Incubator); 

penangas air [Lab-line]; alat elektroforesis gel mini [Mupid Ex]; UV 

Transluminator [BDA Biometra TI 1]; PCR thermal cycler [MJ Mini BioRad]; 

Laminar Air Flow Cabinet [Esco];  dan alat-alat lain yang biasa digunakan dalam 

laboratorium mikrobiologi dan bioteknologi. 
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3.4. Cara Kerja 
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3.4.1. Peremajaan E. coli BL 21 StarTM Rekombinan Pembawa Gen Ukuran 

Lengkap ftfCNC-2(1) 

3.4.1.1. Pembuatan Larutan Antibiotik Tetrasiklin 5 mg/ mL 

Sejumlah 25 mg Tetrasiklin ditimbang dan dilarutkan dalam etanol 75% 

sebanyak 5 mL. Campuran divortex untuk membantu pelarutan. Larutan 

tetrasiklin dimasukkan ke dalam microtube 1,5 mL yang dilindungi dari cahaya 

dengan alumunium foil dan disimpan pada freezer -200C. 

 

3.4.1.2. Penyiapan Mediun Agar Luria Bertani (LB) 

Larutan antibiotik Tetrasiklin 5 mg/ mL ditambahkan sebanyak 100 μL ke 

dalam 100 mL medium. Medium dituangkan ke cawan petri dan dibiarkan 

membeku. Setelah medium membeku, cawan petri dibalik dan disimpan pada 

tempat gelap untuk menghindari terurainya antibiotik Tetrasiklin. 

 

3.4.1.3. Penggoresan E. coli BL21 StarTM Rekombinan 

Isolat E. coli BL 21 StarTM rekombinan digoreskan pada medium agar LB 

pada cawan petri menggunakan ose secara aseptis. Kultur kemudian diinkubasi 

selama semalam (18-20 jam) pada suhu 370C. 

 

3.4.1.4. Kultur E. coli BL 21 StarTM Rekombinan ke Medium Cair Luria Bertani 

Satu sengkelit isolat E. coli BL 21 StarTM Rekombinan ditambahkan 

secara aseptis pada 5 mL medium cair Luria Bertani yang telah berisi 5 μL 

antibiotik Tetrasiklin 5 mg/mL. Kultur diinkubasi semalam pada suhu 370C 

dengan pengocokan 100 rpm pada shaking incubator. 

 

3.4.2. Isolasi DNA Plasmid pAM_ftfCNC-2(1) dari E. coli BL 21 StarTM 

Rekombinan dengan menggunakan Plasmid Isolation Kit PrepEase® 

MiniSpin 

3.4.2.1. Persiapan Reagen Kit 

a. Larutan RNase A 

RNase yang terliofilisasi dilarutkan dengan 1 mL buffer A1 secara 

langsung dalam botol RNase. Larutan dihomogenkan dengan pemipetan. 
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Kemudian larutan RNase dimasukkan ke dalam botol buffer dan dicampur hingga 

homogen. Tanggal pelaksanaan prosedur dituliskan pada botol buffer A1. Buffer 

disimpan pada suhu 40C. 

 

b. Buffer A2 

Buffer A2 disimpan dalam suhu ruang (20-250C) karena mengandung 

SDS. 

 

c. Buffer A4 

Buffer A4 dibuat dengan cara menambahkan etanol 96% ke dalam buffer 

A4 sebanyak 28 mL dan kemudian dihomogenkan. 

 

3.4.2.2. Isolasi Plasmid  

Langkah pertama yang dilakukan adalah pemanenan sel. Kultur yang telah 

diinkubasi semalaman dipersiapkan. Sebanyak 1,5 mL kultur sel diambil dan 

dimasukkan ke dalam tube sentrifugasi. Kultur sel ini disentrifugasi selama 30 

detik dengan kecepatan 11.000xg. Supernatan hasil sentrifugasi kemudian 

dibuang. Proses ini dilakukan berulang kali hingga didapatkan pellet. 

Selanjutnya dilakukan pelisisan sel. Pellet sel bakteri diresuspensi pada 

RNase A-buffer A1 sebanyak 250μL. Setelah itu, sebanyak 250μL buffer A2 

ditambahkan ke dalam campuran, campuran dihomogenkan dengan cara 

membolak-balik tabung. Lisat (hasil sentrifugasi) diinkubasi pada temperatur 

ruang selama 5 menit kemudian dinetralkan dengan buffer A3 sebanyak 300 μL. 

Tube dibolak-balik sampai larutan homogen. 

Lisat yang diperoleh dijernihkan dengan sentrifugasi selama 10 menit 

dengan kecepatan 11.000xg pada suhu 40C. Pengikatan plasmid ke kolom 

dilakukan dengan cara menempatkan kolom PrepEase® MiniSpin pada microtube 

2 mL. Lisat yang sudah jernih dimasukkan ke dalam kolom. kolom disentrifugasi 

selama 1 menit dengan kecepatan 11.000xg. 

Kolom ditempatkan kembali pada microtube kemudian ditambahkan 

buffer AW sebanyak 500 μL. Campuran dipanaskan hingga mencapai suhu 500C. 
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Setelah itu larutan disentrifus selama 1 menit dengan kecepatan 11.000xg. Air sisa 

yang tertampung pada tabung dibuang. 

Kolom ditempatkan kembali pada microtube, kemudian ditambahkan 

buffer A4 sebanyak 600 μL. Larutan disentrifus selama satu menit dengan 

kecepatan 11.000xg. Selanjutnya, kolom dikeringkan. Kolom ditempatkan 

kembali pada microtube, kemudian disentrifus selama 2 menit dengan kecepatan 

11.000xg. Residu wash buffer etanol akan hilang pada langkah ini. 

Langkah terakhir adalah elusi. Kolom ditempatkan kembali pada 

microtube yang baru dan steril. Sebanyak 50 μL buffer AE ditambahkan ke dalam 

kolom, larutan kemudian diinkubasi selama 1 menit. Larutan disentrifus selama 1 

menit dengan kecepatan 11.000xg. Plasmid yang diinginkan terdapat pada cairan 

hasil elusi pada microtube. 

 

3.4.3. Peremajaan Weissella confusa MBFCNC-2(1) dari Stok Beku 

Isolat Weissella confusa MBFCNC-2(1) dari stok beku digoreskan pada 

cawan yang berisi MRS secara aseptis. Kultur kemudian diinkubasi pada suhu 

300C selama semalam. 

Koloni tunggal yang tumbuh kemudian dikultur ulang pada medium cair 

MRS untuk keperluan isolasi DNA. kultur diinkubasi kembali pada suhu 300C 

selama semalam. 

 

3.4.4. Isolasi DNA Genomik dari Weissella confusa MBFCNC-2(1) 

Isolasi DNA genomik Weissella confusa MBFCNC-2(1) dilakukan  

menggunakan metode modifikasi Murray dan Thompson dengan Cethyl Trimethyl 

Ammonium Bromide (CTAB) (Malik, Ariestanti, Nurfachtiyani, Yanuar, 2008). 

Bakteri asam laktat Weissella confusa MBFCNC-2(1) yang telah dikultur 

pada medium cair MRS dan diinkubasi pada suhu 300C selama semalam 

dimasukkan ke dalam microtube 1,5 mL steril dan disentrifus dengan kecepatan 

10.000xg selama 3 menit pada suhu 200C. Supernatan dibuang, pellet sel 

kemudian diresuspensikan dengan 557 μL dapar STET (Sukrosa, Tris, EDTA, 

Triton) (Malik, Ariestanti, Nurfachtiyani, Yanuar, 2008). 
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Sebanyak 10 μL larutan lisozim 10 mg/mL, 30 μL SDS 10 %, dan 4 μL 

proteinase-K dimasukkan ke dalam suspensi. Suspensi kemudian dihomogenkan 

dengan cara mebolak-balikkan microtube beberapa kali. Langkah selanjutnya 

adalah inkubasi pada suhu 370C selama 60 menit. NaCl 4 M sebanyak 65 μL dan 

CTAB sebanyak 80 μL ditambahkan ke dalam suspensi yang telah diinkubasi, 

kemudian suspensi divortex.  Inkubasi dilakukan kembali pada suhu 650C selama 

60 menit (Malik, Ariestanti, Nurfachtiyani, Yanuar, 2008). 

Isolasi DNA dilakukan menggunakan kloroform dan isoamil alkohol (24:1 

v/v) dengan volume 650 mL (624 μL kloroform dan 26 μL isoamil alkohol). 

Kloroform dan isoamil alkohol dimasukkan ke dalam microtube kemudian 

divortex dan disentrifus pada suhu 200C selama 20 menit dengan kecepatan 

10.000xg. supernatannya diambil dan dimasukkan ke dalam microtube  yang baru 

dan steril. Isolasi dengan kloroform dan isoamil alkohol dilakukan sebanyak dua 

kali untuk menghindari penggunaan fenol yang bersifat toksik (Malik, Ariestanti, 

Nurfachtiyani, Yanuar, 2008). 

Supernatan kemudian ditambah dengan isopropanol dingin sebanyak 400 

μL. Larutan dibolak-balik beberapa kali secara perlahan hingga terlihat benang 

putih halus yang merupakan benang DNA. Larutan tersebut kemudian disentrifus 

selama 3 menit pada suhu 200C dengan kecepatan 10.000xg. Pellet DNA yang 

diperoleh ditambah dengan etanol 70% dingin sebanyak 1 mL dan dibolak-balik 

beberapa kali secara perlahan (Malik, Ariestanti, Nurfachtiyani, Yanuar, 2008). 

Larutan kemudian disentrifus selama 2 menit pada suhu 200C dengan 

kecepatan 10.000xg. Supernatan dibuang dan pellet DNA pada dasar microtube  

dikeringudarakan selama beberapa jam. Setelah kering, pelet DNA direhidrasi 

pada 40 μL akuabides dan diinkubasi pada suhu 370C selama 15 menit agar DNA 

melarut sempurna. Larutan DNA disimpan pada suhu 40C (Malik, Ariestanti, 

Nurfachtiyani, Yanuar, 2008). 

 

3.4.5. Retransformasi Plasmid pO_ftfNS 1-4 

Sebanyak 3 μL plasmid pO_ftfNS-1, pO_ftfNS-2, pO_ftfNS-3, dan 

pO_ftfNS-4 masing-masing dimasukkan ke dalam vial berisi sel One ShotTM 
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TOP10 chemically competent E. coli menggunakan mikropipet. Larutan dicampur, 

kemudian diinkubasi dalam es selama 30 menit. 

Vial dipindahkan ke dalam penangas air yang telah diatur suhunya sebesar 

420C selama 30 detik. Vial tidak boleh dikocok. Kemudian secara cepat, vial 

dipindahkan ke dalam penangas es. Sel dibiarkan dingin selama 1-2 menit. 

Kemudian, sebanyak 250 μL medium Luria Bertani ditambahkan. Transforman 

diinkubasi selama 60 menit pada inkubator dengan suhu 370C dengan pengocokan 

200 rpm. 

Bakteri transforman kemudian disebar pada medium Luria Bertani yang 

telah mengandung antibiotik Tetrasiklin 5 μg/mL dengan menggunakan beads 

steril. Kultur diinkubasi pada suhu 370C selama semalam. Koloni yang tumbuh 

(koloni positif) segera digores kembali pada medium Luria bertani dan tetrasiklin 

yang baru. 

 

3.4.6. Analisis DNA dan Plasmid Hasil Isolasi dengan Elektroforesis Gel 

Agarosa 

Agarosa dibuat dengan konsentrasi 1,5% yaitu sebanyak 0,45 g bubuk 

agarosa ultrapure dilarutkan dalam 30 mL dapar TAE (Tris Asetat EDTA) 1X, 

kemudian dididihkan. Setelah agak dingin, larutan agarose dituang ke dalam 

cetakan gel, ditambahkan 2 μL etidium bromida 100 μL/mL kemudian 

dihomogenkan. Sisir dipasang dan larutan didiamkan hingga membeku. Setelah 

beku, sisir diangkat dan nampan dipindahkan ke dalam wadah elektroforesis. 

Wadah diberi dapar TAE 1X secukupnya hingga terendam. 

Loading buffer dipipet sebanyak 5 μL dan ditambahkan dalam 2 μL 

ekstrak DNA dalam microtube, kemudian diresuspensikan dengan pemipetan. 

Campuran tersebut kemudian dipipet menggunakan mikropipet dan dimasukkan 

ke dalam sumur gel dengan hati-hati. Wadah ditutup dengan pelindung wadah dan 

elektroforesis dinyalakan. Tegangan diatur sebesar 100 volt. Elektroforesis 

dijalankan sekitar 45 menit. 

Setelah selesai, gel agarosa diambil dan pita DNA plasmid diamati melalui 

UV transluminator pada panjang gelombang 590 λm. Hasil pengamatan difoto 

dengan kamera digital yang dihubungkan dengan komputer. 
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3.4.7. Polymerase Chain Reaction (PCR) 

Sebanyak 10 μL Buffer GC HiFi dimasukkan ke dalam microtube 0,5 mL. 

dNTP, Primer FTFdel_Fw dan primer FTFdel_Rv masing-masing sebanyak 2 μL 

ditambahkan ke dalam microtube. MgCl2 25 mM  sebanyak 3 μL ditambahkan, 

kemudian dihomogenkan. Enzim HiFi sebanyak 1 μL dimasukkan ke dalam 

microtube. Campuran dihomogenkan dengan menggunakan vortex singkat. 

Seluruh campuran kemudian dibagi ke dalam 2 microtube sehingga masing-

masing berisi 24 μL. Cetakan plasmid ditambahkan sebanyak 1 μL ke masing-

masing microtube. Seluruh preparasi PCR dilakukan dalam ruang LAF (Laminar 

Air Flow). 

Kondisi PCR yang digunakan adalah sebagai berikut: pra siklus dilakukan 

pada suhu 950C selama 5 menit; siklus dilakukan sebanyak 3 kali, terdiri dari 

proses denaturasi pada suhu 950C selama 30 detik, pelekatan pada suhu 580C 

selama 45 detik, dan perpanjangn pada suhu 720C selama 1 menit. Pasca siklus 

dilakukan pada suhu 720C selama 2 menit. PCR dapat dioptimasi hingga didapat 

pita yang diharapkan sesuai ukuran dan konsentrasinya. 

 

3.4.8. Analisis Amplikon Hasil PCR dengan Elektroforesis Gel Agarosa 

Agarosa dibuat dengan konsentrasi 2% yaitu sebanyak 0,4 g bubuk 

agarosa ultrapure dilarutkan dalam 20 mL dapar TAE (Tris Asetat EDTA) 1X, 

kemudian dididihkan. Setelah agak dingin, larutan agarose dituang ke dalam 

cetakan gel, ditambahkan 2 μL etidium bromida 100 μL/mL kemudian 

dihomogenkan. Sisir dipasang dan larutan didiamkan hingga membeku. Setelah 

beku, sisir diangkat dan nampan dipindahkan ke dalam wadah elektroforesis. 

Wadah diberi dapar TAE 1X secukupnya hingga gel terendam. 

Loading buffer dipipet sebanyak 3 μL dan ditambahkan pada 2 μL 

amplikon hasil PCR dalam microtube, kemudian diresuspensikan dengan 

pemipetan. Campuran tersebut kemudian dipipet menggunakan mikropipet dan 

dimasukkan ke dalam sumur gel dengan hati-hati. Wadah ditutup dengan 

pelindung wadah dan elektroforesis dinyalakan. Tegangan diatur sebesar 100 volt. 

Elektroforesis dijalankan sekitar 45 menit. 
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Setelah selesai, gel agarose diambil dan pita diamati melalui UV 

transluminator pada panjang gelombang 590 λm. Hasil pengamatan difoto dengan 

kamera digital yang dihubungkan dengan komputer. 

 

3.4.9. Kloning Produk PCR pada Vektor pET Champion® 100 

Sebanyak 4 μL produk PCR dimasukkan ke dalam microtube yang berisi 

larutan garam (1:4) 1 μL sehingga volume total adalah 5 μL. Vektor pET 

Champion® 100 sebanyak 1 μL dimasukkan ke dalam microtube. Larutan 

dicampur dan diinkubasi selama 5 menit pada temperatur ruangan. Larutan 

kemudian disimpan dalam es sebelum ditransformasikan ke E. coli BL 21 StarTM. 

 

3.4.10. Transformasi ke E. coli TOP10 

Untuk proses transformasi, 3 μL DNA plasmid dimasukkan ke dalam vial 

berisi sel One ShotTM TOP10 chemically competent E. coli menggunakan 

mikropipet yang telah didinginkan sebelumnya. Larutan dicampur, kemudian 

diinkubasi dalam es selama 30 menit. 

Vial dipindahkan ke dalam penangas air yang telah diatur suhunya sebesar 

420C selama 30 detik. Vial jangan dikocok. Kemudian secara cepat, vial 

dipindahkan ke dalam penangas es. Sel dibiarkan dingin selama 1-2 menit. 

Sebanyak 250 μL medium Luria Bertani ditambahkan. Transforman diinkubasi 

selama 60 menit pada inkubator dengan suhu 370C dengan pengocokan 200 rpm.  

 

3.4.11. Seleksi Koloni 

Seleksi koloni yang positif dilakukan dengan menggunakan antibiotik 

Ampisilin. Cawan Luria Bertani agar yang telah mengandung ampisilin 5 μg/mL 

disiapkan. Bakteri transforman diinokulasikan dengan beads steril, kemudian 

cawan diinkubasi pada suhu 370C selama semalam (12-19 jam). Koloni yang 

tumbuh (koloni positif) dipilih dan segera digores kembali ke medium agar Luria 

Bertani dan Ampisilin yang baru, serta diinkubasi pada suhu 370C selama 

semalam. Koleksi klon yang diperoleh ini digunakan pada pemeriksaan PCR 

koloni maupun untuk diisolasi plasmid rekombinannya. 
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3.4.12. PCR Koloni 

Sebanyak 30 μL akuades steril dimasukkan ke microtube, kemudian 

koloni kultur dimasukkan ke dalam microtube menggunakan ujung tip dan 

dididihkan pada suhu 900C selama 5 menit. Setelah itu microtube disentrifus, 

bagian supernatan dijadikan sebagai cetakan untuk PCR. 

Sebanyak 10 μL buffer B dimasukkan ke dalam tube PCR. Kemudian 

dNTP sebanyak 1 μL dimasukkan kedalam buffer tersebut. Primer universal T7 

Forward dan Primer Universal T7 Reverse masing-masing sebanyak 2 μL 

ditambahkan ke dalam campuran. Setelah itu, enzim Kapa Robust HotStart 

sebanyak 0,4 μL dimasukkan dan campuran kemudian dihomogenkan. Air milliQ 

ditambahkan hingga volume mencapai 48 μL. Campuran dihomogenkan dan 

dibagi ke dalam 2 tube sama banyak, yaitu masing-masing 24 μL. Cetakan koloni 

dimasukkan ke dalam masing-masing tube sebanyak 1 μL. Proses pencampuran 

larutan ini dilakukan pada suhu dingin dan di dalam hood khusus pekerjaan PCR 

untuk menghindari kontaminasi. 

Kondisi PCR yang digunakan adalah sebagai berikut: Pra siklus dilakukan 

pada suhu 950C selama 1 menit.  Siklus diulang sebanyak 30 kali yang terdiri dari: 

denaturasi selama 30 detik pada suhu 950C; pelekatan selama 30 detik pada suhu 

580C; dan perpanjangan selama 2 menit pada suhu 720C. Pasca siklus dilakukan 

pada suhu 720C selama 2 menit. 

 

3.4.13. Isolasi Plasmid Rekombinan 

Langkah pertama yang dilakukan adalah pemanenan sel. Kultur yang telah 

diinkubasi semalaman dipersiapkan. Sebanyak 1,5 mL kultur sel diambil dan 

dimasukkan ke dalam tube sentrifugasi. Kultur sel ini disentrifugasi selama 30 

detik dengan kecepatan 11.000xg. Supernatan hasil sentrifugasi kemudian 

dibuang. Proses ini dilakukan berulang kali hingga didapatkan pellet. 

Selanjutnya dilakukan pelisisan sel. Pellet sel bakteri diresuspensi pada 

RNase A-buffer A1 sebanyak 250μL. Setelah itu, sebanyak 250μL buffer A2 

ditambahkan ke dalam campuran, campuran dihomogenkan dengan cara 

membolak-balik tabung. Lisat (hasil sentrifugasi) diinkubasi pada temperatur 
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ruang selama 5 menit kemudian dinetralkan dengan buffer A3 sebanyak 300 μL. 

Tube dibolak-balik sampai larutan homogen. 

Lisat yang diperoleh dijernihkan dengan sentrifugasi selama 10 menit 

dengan kecepatan 11.000xg pada suhu 40C. Pengikatan plasmid ke kolom 

dilakukan dengan cara menempatkan kolom PrepEase® MiniSpin pada microtube 

2 mL. Lisat yang sudah jernih dimasukkan ke dalam kolom. kolom disentrifugasi 

selama 1 menit dengan kecepatan 11.000xg. 

Kolom ditempatkan kembali pada microtube kemudian ditambahkan 

buffer AW sebanyak 500 μL. Campuran dipanaskan hingga mencapai suhu 500C. 

Setelah itu larutan disentrifus selama 1 menit dengan kecepatan 11.000xg. Air sisa 

yang tertampung pada tabung dibuang. 

Kolom ditempatkan kembali pada microtube, kemudian ditambahkan 

buffer A4 sebanyak 600 μL. Larutan disentrifus selama satu menit dengan 

kecepatan 11.000xg. selanjutnya, kolom dikeringkan. Kolom ditempatkan 

kembali pada microtube, kemudian disentrifus selama 2 menit dengan kecepatan 

11.000xg. Residu wash buffer etanol akan hilang pada langkah ini. 

Langkah terakhir adalah elusi. Kolom ditempatkan kembali pada 

microtube yang baru dan steril. Sebanyak 50 μL buffer AE ditambahkan ke dalam 

kolom, larutan kemudian diinkubasi selama 1 menit. Larutan disentrifus selama 1 

menit dengan kecepatan 11.000xg. Plasmid yang diinginkan terdapat pada cairan 

hasil elusi pada microtube. 

 

3.4.14. Analisis Hasil Kloning dengan Sekuensing 

Plasmid di PCR lagi dengan primer vektor T7 dan hasilnya diamati dengan 

elektroforesis gel agarosa. Sekuensing dilakukan dengan menggunakan primer 

universal T7 yang dilakukan oleh Lembaga Biologi Molekuler Eijkman di Jakarta. 

Sekuensing DNA ini dilakukan untuk memeriksa apakah gen sudah terklon dalam 

suatu kerangka baca yang benar, sehingga diharapkan protein ftf terpenggal yang 

benar dapat diekspresikan. 

 

 

 

Rekayasa gen..., Neti Triwinanti, FMIPA UI, 2012



38 
 

                                       Universitas Indonesia 
 

3.4.15. Analisis sekuensing DNA dengan BLAST 

Hasil sekuensing dari Lembaga Biologi Molekuler Eijkman Jakarta 

dianalisa dengan membandingkan terhadap sekuens nukleotida yang terdapat pada 

GenBank dengan program BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) 

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). 
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BAB IV 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

 

4.1. Peremajaan E. coli BL21 StarTM Rekombinan Pembawa gen ftfCNC-2(1) 

Langkah pertama yang dilakukan pada penelitian ini adalah peremajaan E. 

coli BL21 StarTM Rekombinan yang mengandung plasmid pembawa gen ftfCNC-

2(1) versi lengkap. Cawan Luria Bertani yang telah ditambahkan dengan larutan 

antibiotik Tetrasiklin 5 μg/mL disiapkan. Penyiapan medium harus terlindung dari 

cahaya untuk menghindari terurainya antibiotik Tetrasiklin. Antibiotik ini perlu 

ditambahkan ke dalam medium karena plasmid pembawa gen lengkap pada E. 

coli rekombinan membawa marker tetrasiklin. 

Isolat E. coli rekombinan yang berasal dari stok beku digoreskan pada 

cawan. Penggoresan dilakukan pada empat cawan agar Luria Bertani. Proses 

penyiapan medium dan penggoresan isolat dilakukan secara aseptis. 

Cawan Luria Bertani yang telah digores kemudian diinkubasi pada suhu 

370C selama semalam. Hasil peremajaan E. coli rekombinan ini tumbuh dengan 

baik pada medium agar Luria Bertani, ditandai adanya koloni-koloni pada cawan 

agar Luria Bertani yang sudah diinkubasi tersebut. 

 

4.2. Hasil Isolasi DNA Plasmid pAM_ftfCNC-2(1) dari E. coli Rekombinan 

Koloni tunggal E. coli rekombinan yang tumbuh pada medium agar 

kemudian ditumbuhkan pada medium cair Luria Bertani untuk keperluan isolasi 

plasmid. Medium cair Luria Bertani ini juga ditambah dengan antibiotik 

Tetrasiklin 5 μg/mL. Kultur bakteri diinkubasi pada suhu 370C dengan 

pengocokan 100 rpm selama semalam. Setelah inkubasi, plasmid dari kultur 

bakteri siap untuk diisolasi. 

Plasmid pAM_ftfCNC-2(1) diisolasi dengan menggunakan plasmid 

isolation kit, yaitu PrepEase® MiniSpin Plasmid Kit. Prinsip isolasi plasmid 

dengan kit ini adalah prinsip alkalin lisis. Volume kultur yang akan diisolasi 

adalah 5 mL. Kultur bakteri dimasukkan ke dalam microtube dan disentrifus 

selama 30 detik dengan kecepatan 11.000xg. Proses ini bertujuan untuk 

mendapatkan pellet sel sehingga supernatan hasil sentrifus harus dibuang. 
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Pellet sel kemudian diresuspensi dengan RNase A-buffer sebanyak 250 μL 

dan dihomogenkan dengan vortex kuat. Buffer ini mengandung EDTA, glukosa, 

RNase A dan Tris. EDTA berfungsi untuk mengkelat ion divalen seperti Mg2+ dan 

Ca2+ sehingga akan mendestabilisasi dinding sel dan menghambat aktivitas 

DNase. Sedangkan glukosa berfungsi untuk menjaga tekanan osmosis sehingga 

sel tidak pecah. RNase A berfungsi untuk mendegradasi RNA sel selama proses 

lisis (Nick, 2007). 

Proses lisis dilakukan dengan penambahan 250 μL buffer A2  ke dalam 

campuran. Buffer A2 mengandung NaOH dan detergen SDS (Sodium Dodesil 

Sulfat). SDS berfungsi untuk melarutkan membran sel serta mendenaturasi 

sebagian besar protein sel. NaOH membantu memecah dinding sel, tetapi fungsi 

paling penting adalah untuk mengganggu ikatan hidrogen antara basa-basa DNA 

sehingga mengubah untai ganda DNA (dsDNA) menjadi untai tunggal (ssDNA). 

Proses ini dinamakan proses denaturasi dan terjadi baik pada DNA plasmid 

maupun DNA kromosomal (Nick, 2007). 

Tahap selanjutnya adalah netralisasi, yaitu dengan menambahkan 300 μL 

buffer A3 ke dalam lisat. Microtube kembali dibolak-balik kembali selama 6-8 

kali hingga terbentuk suspensi homogen dengan flokulat berwarna putih. Buffer 

A3 akan mengurangi tingkat kebasaan larutan. Dibawah kondisi tersebut, ikatan 

hidrogen antara basa-basa dari untai tunggal DNA dapat kembali terbentuk 

sehingga ssDNA akan kembali menjadi dsDNA. Tahap ini selektif karena plasmid 

DNA yang kecil dan sirkular mudah membentuk kembali dsDNA, sedangkan 

DNA kromosomal (DNA genomik) yang sangat besar tidak mungkin kembali 

melekat.  Pada tahap ini tidak boleh dilakukan vortex karena hal tersebut akan 

mengakibatkan DNA kromosomal patah dan pelekatan kembali mungkin terjadi 

sehingga akan terjadi kontaminasi DNA plasmid oleh DNA kromosomal dan 

debris sel lain (Nick, 2007). Larutan kemudian disentrifus selama 10 menit 

dengan kecepatan 11.000xg pada suhu 40C untuk memaksimalkan pengendapan 

debris sel. 

Lisat yang sudah jernih dimasukkan ke dalam kolom PrepEase. 

Selanjutnya kolom disentrifus selama 1 menit dengan kecepatan 11.000xg. Proses 

sentrifugasi ini memungkinkan terjadinya pengikatan plasmid secara reversibel 
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pada membran filter anion-exchange yang disebabkan adanya garam chaotropic 

pada buffer A3. 

Kolom PrepEase mengandung membran filter silika yang diaktifkan secara 

khusus. Membran ini didesain untuk mengikat plasmid DNA yang bermuatan 

negatif secara spesifik serta memisahkannya dari kontaminan berupa protein atau 

komponen seluler lain. 

Langkah selanjutnya adalah pencucian kolom dengan buffer AW sebanyak 

500 μL. Sebelum digunakan, buffer AW dipanaskan terlebih dahulu hingga 500C. 

Setelah itu larutan disentrifus selama 1 menit dengan kecepatan 11.000xg. Cairan 

sisa yang tertampung pada tabung dibuang. Pencucian dengan buffer AW 

bertujuan untuk menghilangkan seluruh nuklease dari plasmid hingga bersih. 

Pencucian kolom selanjutnya dilakukan dengan buffer A4 yang telah 

dicukupkan dengan etanol sebanyak 600 μL. Larutan disentrifus selama satu 

menit dengan kecepatan 11.000xg. Proses pencucian kolom ini bertujuan untuk 

menghilangkan kontaminan non-DNA. 

Pada tahap selanjutnya, kolom dikeringkan. Kolom ditempatkan kembali 

pada microtube, kemudian disentrifus selama 2 menit dengan kecepatan 11.000xg. 

Residu wash buffer etanol akan hilang pada langkah ini. 

Elusi dilakukan menggunakan buffer AE sebanyak 30 μL. Setelah 

diinkubasi selama 1 menit, larutan disentrifus selama 1 menit dengan kecepatan 

11.000xg. Plasmid yang diinginkan terdapat pada cairan hasil elusi pada 

microtube. Elusi kedua dilakukan dengan 20 μL buffer AE dan perlakuan yang 

sama dengan elusi pertama. 

Dari isolasi ini dihasilkan 2 microtube berisi plasmid ftfCNC-2(1) masing-

masing 30 μL dan 20 μL. 

 

4.3. Hasil Isolasi DNA Genomik Weissella confusa MBFCNC-2(1) 

DNA genomik Weissella confusa MBFCNC-2(1) diekstraksi dari bakteri 

asam laktat Weissella confusa MBFCNC-2(1) dengan metode CTAB 

(Cetyltrimethylammonium bromide). Metode ini dipilih karena cukup mudah 

dilakukan serta DNA yang diperoleh relatif banyak (Malik, Ariestanti, 

Nurfachtiyani, Yanuar, 2008). 
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Isolat bakteri yang telah dikultur dalam 10 mL medium cair MRS serta 

diinkubasi selama semalam pada suhu 300C dimasukkan ke dalam microtube 

bekas dan steril kemudian disentrifus dengan mikrosentrifus pada suhu 200C 

selama 3 menit. Supernatan dibuang untuk mendapatkan pellet sel. Pellet sel ini 

kemudian diresuspensikan dengan dapar STET untuk membersihkan pellet sel 

dari sisa medium MRS yang  tertingal. Dapar STET mengandung sukrosa, basa 

Tris, EDTA, dan triton X-100. Komposisi ini mampu menghambat aktivitas 

DNase dan mengganggu kestabilan dinding sel. 

Langkah selanjutnya setelah panen sel adalah pelisisan. Tahap ini 

dilakukan dengan cara menambahkan lisozim, SDS, dan proteinase-K. Lisozim 

adalah enzim yang mampu mendegradasi peptidoglikan yang merupakan 

komponen utama dinding sel bakteri. Peptidoglikan berbentuk polimer besar dan 

molekul-molekulnya dihubungkan oleh ikatan kovalen. Molekul-molekul ini 

adalah N-asetilglukosamin dan asam N-asetilmuramat. Bakteri asam laktat yang 

termasuk pada golongan gram positif mempunyai lapisan peptidoglikan hingga 40 

lapis (Black, 2008). Lisozim, atau dikenal juga dengan muramidase (1,4-N-

asetilmuramidase) bekerja dengan cara menghidrolisis ikatan β(14) antara asam 

N-asetilmuramat dan N-asetilglukosamin pada peptidoglikan. 

Sodium Dodesil Sulfat (SDS) berfungsi untuk melarutkan membran sel 

dan mendenaturasi protein dalam sel sehingga DNA dapat terpisah dari protein. 

Proteinase K digunakan untuk membantu membersihkan protein dengan cara 

mendegradasinya. 

Langkah selanjutnya adalah penghilangan debris sel dengan penambahan 

Cetyltrimethyl ammonium bromide (CTAB) 5%. CTAB merupakan surfaktan 

kationik yang mampu membentuk kompleks tak larut dengan asam nukleat pada 

konsentrasi NaCl di bawah 0,5 M. 

Ekstraksi DNA dilakukan dengan kloroform dan isoamil alkohol (24:1 

v/v) sebanyak 650 μL; terdiri dari 624 μL kloroform dan 26 μL isoamil alkohol. 

Sebenarnya ekstraksi dapat lebih efektif jika dilakukan dengan fenol: kloroform: 

isoamil alkohol (25:24:1, v/v/v), tetapi limbah fenol memerlukan penanganan 

khusus yang belum mungkin dilakukan. Ekstraksi dilakukan sebanyak dua kali 

untuk mengoptimalkan hasil ekstraksi. 
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Selanjutnya, supernatan diambil dan dimasukkan ke microtube  yang baru 

dan steril sebelum ditambahkan dengan isopropanol dingin sebanyak 400 μL. 

Larutan dibolak-balik perlahan hingga tampak benang-benang putih halus yang 

merupakan benang DNA. Larutan yang mengandung DNA ini disentrifus pada 

suhu 200C selama 3 menit dengan kecepatan 10.000xg. Isopropanol berfungsi 

untuk mengendapkan DNA. 

Pellet DNA ditambah dengan etanol 70% dingin sebanyak 1 mL dan 

microtube dibolak-balik perlahan beberapa kali. Larutan ini kemudian disentrifus 

lagi pada suhu 200C selama 2 menit dengan kecepatan 10.000xg. Supernatan 

dibuang dan pellet DNA dikeringkan di udara selama 1-2 jam. Setelah kering, 

DNA disimpan pada freezer -200C. Ketika akan digunakan, pellet DNA dilarutkan 

dalam 15 μL akuabides steril dan diinkubasi pada suhu 370C selama 15 menit. 

 

4.4. Hasil Retransformasi Plasmid Rekombinan Pembawa Gen ftf Lengkap 

Peneliti melakukan retransformasi plasmid rekombinan pembawa gen ftf 

lengkap yaitu pO_ftfNS 1-4 pada E. coli TOP10 yang sudah kompeten secara 

kimia. 

Metode transformasi yang digunakan yaitu metode heat shock pada suhu 

420C. Sebanyak 3 μL plasmid pO_ftfNS 1, pO_ftfNS 2, pO_ftfNS 3, dan pO_ftfNS 

4 dimasukkan masing-masing ke dalam vial berisi E. coli TOP10 yang telah di-

thaw pada es. Campuran kemudian diinkubasi selama 30 menit sebelum di-heat 

shock selama 30 detik pada suhu 420C tanpa pengocokan. Durasi 30 detik dipilih 

karena jangka waktu yang lebih lama dapat mengurangi efisiensi transformasi. 

Viabilitas sel akan menurun pada pemaparan lebih lama di suhu tinggi. Hal inilah 

yang mungkin menyebabkan penurunan efisiensi transformasi (Singh, Yadav, Ma, 

Amoah, 2010). 

Pada proses transformasi, ion bivalen seperti Mg2+ dan Ca2+ dari bakteri 

yang sudah kompeten memegang peranan penting pada interaksi DNA dengan 

membran fosfolipid. Kation tersebut terikat pada fosfolipid dan memberikan 

muatan positif pada membran. DNA yang bermuatan negatif akan cenderung 

terikat pada molekul lipid dengan adanya mediasi dari kation bivalen (Sato, 
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Kumazawa, Yoshikawa, Kurusu, 2005). Pemanasan yang tiba-tiba akan 

mengubah membran dan memungkinkan pemasukan DNA secara cepat. 

Pada tahap selanjutnya, vial dimasukkan ke dalam es dan kedalamnya 

ditambahkan 250 μL medium Luria Bertani cair. Campuran kemudian diinkubasi 

pada suhu 370C dengan pengocokan 200 rpm selama 1 jam. Sel bakteri 

transforman kemudian disebar pada medium agar Luria Bertani yang mengandung 

antibiotik Tetrasiklim dengan menggunakan beads steril. Plasmid pO_ftfNS 1-4 

membawa marker tetrasiklin sehingga dapat digunakan dalam seleksi koloni. 

Kultur bakteri transforman tersebut kemudian diinkubasi selama semalam pada 

suhu 370C. 

Setelah diperiksa pada keesokan harinya, pada semua cawan agar Luria 

Bertani tumbuh koloni-koloni bakteri. Dari hasil transformasi, peneliti mengambil 

dua koloni tunggal dan menggoreskannya kembali pada medium agar Luria 

Bertani dan ampisilin yang baru. Kultur ini kemudian diinkubasi selama semalam 

pada suhu 370C. hasil retransformasi plasmid pO_ftfNS dapat dilihat pada gambar 

4.1. 

 

 

Keterangan 

Gambar 4.1.  

 

 

 

 

 

 

Keterangan: 1. Koloni tunggal transforman yang digores ulang pada medium LB+Tetrasiklin; 2. 
Hasil transformasi pO_ftfNS-4; 

 
Gambar 4.1. E. coli TOP10 Rekombinan hasil retransformasi 

 

Kultur yang telah tumbuh pada medium agar Luria Bertani kemudian 

dibiakkan pada medium cair Luria Bertani yang telah ditambah dengan tetrasiklin 

untuk diisolasi plasmidnya. Proses isolasi dilakukan dengan menggunakan 

1  2 
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plasmid isolation kit yaitu PrepEase MiniSpin seperti isolasi-isolasi sebelumnya. 

Dari proses isolasi ini didapatkan 30 μL plasmid  pO_ftf-4. 

Langkah selanjutnya yang dilakukan peneliti adalah PCR plasmid ftf-4 

dengan menggunakan primer FTFdel_Fw dan FTFdel_Rv. Hasil dari PCR ini 

dijelaskan pada pembahasan poin 4.6. (Hasil PCR dan Analisis Amplikon hasil 

PCR). 

Amplikon hasil PCR plasmid pO_ftf-4 yang telah dipurifikasi kemudian 

dikirim ke Lembaga Biologi Molekuler Eijkman di Jakarta untuk disekuensing. 

Sekuensing ini dilakukan dengan menggunakan primer FTFdel_Fw dan 

FTFdel_Rv. 

 

4.5. Hasil Pengamatan Plasmid dan DNA pada Elektroforesis Gel Agarosa 

Pengamatan plasmid dan DNA hasil isolasi dilakukan dengan 

menggunakan elektroforesis gel agarosa. Konsentrasi gel agarosa yang digunakan 

adalah 1,5 %, yaitu 0,3 gram agarosa yang dilarutkan dalam 20 mL dapar TAE 

1X.  

Plasmid dan DNA yang akan dielektroforesis disuspensikan terlebih 

dahulu dengan loading buffer. Loading buffer terdiri atas pewarna dan pemberat. 

Pewarna yang digunakan adalah campuran xylene cyanol dan blue bromophenol. 

Sedangkan pemberatnya adalah gliserol, ficoll, dan sukrosa. Pemberat berfungsi 

untuk meningkatkan densitas DNA sehingga DNA tidak mengapung tetapi dapat 

tenggelam pada dasar sumur elektroforesis. 

Elektroforesis dijalankan selama 30 menit dan setelah selesai, gel diambil 

dari wadah elektroforesis. Pita DNA kemudian diamati melalui UV 

Transluminator pada panjang gelombang 590 nm. Dari hasil elektroforesis, 

terlihat pita pada kedua hasil elusi plasmid dan DNA yang diisolasi. Hasil 

elektroforesis dari plasmid dan DNA genomik Weissella confusa MBFCNC-2(1) 

dapat dilihat pada gambar 4.2. 
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Keterangan: 1. plasmid pAM_ftfCNC-2(1); 2. DNA genomik Weisella confusa 
MBFCNC-2(1); 3. Plasmid pO_ftfNS-4 

 
Gambar 4.2. Hasil Identifikasi plasmid dan DNA genomik 

 

Pita DNA pada hasil elektroforesis dapat terlihat karena adanya pewarna, 

yaitu Etidium Bromida (3,8-diamino-6-ethyl-5-phenylphenatridium bromide). 

Penggunaan Etidium Bromida sebagai pewarna pada proses elektroforesis 

disebabkan oleh kemampuannya berfluoresensi dibawah sinar UV serta 

berinterkalasi diantara pasang basa DNA (Sambrook et al., 1989). 

 

4.6. Hasil PCR dan Analisis Amplikon Hasil PCR 

Sebelum melakukan PCR, primer terlebih dulu dilarutkan menggunakan 

buffer TE sehingga konsentrasinya menjadi 100 pmol/ μL. Untuk primer 

FTFdel_Fw, sebanyak 162 μL buffer TE ditambahkan ke dalam primer dan 

kemudian dihomogenkan. Untuk primer FTFdel_Rv, sebanyak 209 μL buffer TE 

ditambahkan ke dalam primer, kemudian dihomogenkan. Untuk PCR, primer 

yang digunakan mempunyai konsentrasi 20 pmol/ μL sehingga larutan primer 

harus diencerkan. 

Proses pengenceran primer dilakukan dengan penambahan akuabides 

steril. Masing-masing primer sebanyak 10 μL diambil dan dimasukkan ke dalam 

microtube yang baru dan steril. Akuabides kemudian ditambahkan hingga volume 

total 50 μL. Tahap pelarutan dan pengenceran primer dilakukan secara aseptis 

biokimia dalam ruang Laminar Air Flow dan pelaksanaan kerja dilakukan dengan 

menggunakan sarung tangan non powder. 
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Pada uji pendahuluan dilakukan PCR DNA genomik dan plasmid 

rekombinan (hasil isolasi terhadap E. coli dari stok beku) dengan menggunakan 

PCR beads. PCR beads berisi komponen-komponen yang dibutuhkan pada proses 

PCR seperti dNTP, MgCl2, KCl, Tris-HCl, dan enzim Pure Taq polymerase 

dalam bentuk padat sehingga lebih stabil pada suhu ruang. PCR beads  ini 

dilarutkan terlebih dahulu dengan 41 μL akuabides steril hingga terbentuk larutan 

jernih. Primer FTFdel_Fw dan FTFdel_Rv masing-masing sebanyak 2 μL 

ditambahkan dan dihomogenkan. Kemudian sebanyak 3 μL MgCl2 ditambahkan 

ke dalam larutan sebelum larutan dibagi menjadi dua tube PCR. Masing-masing 

tube PCR ditambah dengan cetakan DNA dengan volume 1 μL. MgCl2 berperan 

sebagai kofaktor enzim taq polymerase yang dapat meningkatkan ketelitian eznim 

tersebut dalam mempolimerisasi (Malik, Hermawati, Hestiningtyas, Soemiati, 

Radji, 2010). 

Hasil pengamatan amplikon PCR yang berasal dari DNA genomik tidak 

menunjukkan adanya pita, sedangkan amplikon PCR yang berasal dari plasmid 

rekombinan menunjukkan adanya pita tetapi tidak terlalu jelas. Hal ini 

dimungkinkan karena enzim taq polimerase bersifat kurang spesifik dan sering 

mengintroduksi error pada proses PCR. 

Selanjutnya, PCR dilakukan dengan menggunakan enzim KAPA HiFi 

(High fidelity). Cetakan DNA yang digunakan adalah plasmid rekombinan yang 

diisolasi dari E. coli BL21 StarTM dari stok beku karena proses PCR pada DNA 

genomik tidak menghasilkan pita sama sekali. Enzim High Fidelity mempunyai 

spesifitas yang tinggi dengan ketelitian mencapai 100 kali lipat enzim taq 

polimerase sehingga kemungkinan error sangat kecil.  

Disamping PCR terhadap plasmid rekombinan yang diisolasi dari stok 

beku E. coli rekombinan, peneliti juga melakukan PCR terhadap plasmid 

pO_ftfNS-4 yang ditransformasi ke dalam One Shot TOP10 Chemically competent 

E. coli. Hasil identifikasi gen ftf versi terpenggal dengan teknik PCR dapat dilihat 

pada gambar 4.3. 
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kemudian diinkubasi pada penangas air bersuhu 500C selama 10 menit atau 

hingga gel larut sempurna. Larutan kemudian dituangkan ke dalam kolom 

PrepEase dan disentrifus selama 1 menit dengan kecepatan 11.000xg. Air yang 

tertampung dibuang. 

Kolom PrepEase terdiri atas membran silika yang bisa berikatan dengan 

DNA dengan adanya garam chaotropic pada NT buffer. Jenis garam chaotropic 

yang terkandung pada NT buffer adalah Guanidin Tiosianat. Guanidin Tiosianat 

mampu mempresipitasi DNA dan materi genetik berberat molekul tinggi dalam 

lingkungan tinggi garam chaotropic. Sementara itu, lemak dan kontaminan  lain 

hanya mempunyai afinitas moderat terhadap silika sehingga dapat dicuci bersih 

dari campuran. 

 Selanjutnya, kolom dicuci dengan 600  μL NT3 buffer yang telah 

dicukupkan dengan etanol. Kolom disentrifus kembali selama 1 menit. Air yang 

tertampung dibuang kembali. Kolom disentrifus ulang selama 2 menit dengan 

kecepatan sama agar sisa etanol dari NT3 buffer hilang. Etanol harus dihilangkan 

karena dapat mengganggu reaksi selanjutnya. 

Kolom kemudian ditempatkan pada microtube yang baru dan steril. 

Sebanyak 20 μL NE buffer ditambahkan secara langsung pada tengah kolom. 

Kolom kemudian diinkubasi selama 1 menit untuk memperoleh hasil yang 

maksimal. Langkah terakhir adalah sentrifugasi selama 1 menit dengan kecepatan 

11.000xg. Oleh karena itu pada tahap ini dihasilkan 20 μL amplikon hasil PCR 

yang telah dipurifikasi dari masing-masing plasmid. 

Hasil purifikasi amplikon PCR dielektroforesis kembali pada gel agarosa 

dengan konsentrasi 1,5% untuk pengecekan.  Elektroforesis dilakukan selama 30 

menit pada tegangan 100 volt. Hasil elektroforesis kemudian diamati pada UV 

transluminator dan didokumentasikan. Dari hasil pengamatan, tampak pita tunggal 

hasil purifikasi yang berukuran 2 kbp. Hasil purifikasi amplikon PCR pada gel 

elektroforesis dapat dilihat pada gambar 4.4. 
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selama 30 menit pada suhu ruang. Inkubasi lebih lama tidak mempunyai efek 

yang signifikan pada efisiensi transformasi. 

Langkah selanjutnya dari tahap transformasi ini sama dengan transformasi 

sebelumnya yaitu heat shock selama 30 detik pada suhu 420C tanpa pengocokan.  

Sel bakteri transforman disebar pada medium agar Luria Bertani yang 

mengandung antibiotik Ampisilin dengan menggunakan beads steril. Vektor pET 

ChampionTM 100 membawa marker resisten antibiotik Ampisilin sehingga dapat 

digunakan untuk seleksi transforman. 

Setelah diinkubasi selama semalam pada suhu 370C, pada semua cawan 

agar Luria Bertani tumbuh koloni-koloni bakteri yang jumlah totalnya mencapai 

ratusan. Koloni tunggal kemudian digores kembali pada medium yang baru. Satu 

plate agar Luria Bertani berisi 24 goresan koloni tunggal.  Dari proses 

pemindahan koloni tunggal ini, didapatkan plate agar Luria Bertani sejumlah 5 

buah yang masing-masing berisi 24 koloni bakteri transforman. 

 

4.9. PCR Koloni 

PCR koloni dilakukan untuk memverifikasi bahwa koloni bakteri yang 

dipilih merupakan bakteri rekombinan yang membawa gen ftf versi terpenggal. 

Pada uji pendahuluan, digunakan dNTP, Buffer B, Primer T7 Forward dan T7 

Reverse,  enzim KAPA2G Robust HotStart, serta air milliQ dan cetakan DNA. 

Enzim DNA Polimerase KAPA2G Robust merupakan enzim yang 

memiliki performa lebih baik dibandingkan taq polymerase karena memiliki 

range cetakan DNA, tipe amplikon, dan ukuran fragmen yang cukup luas. Enzim 

ini juga lebih toleran terhadap inhibitor PCR yang umum muncul serta memiliki 

sensitivitas tinggi. Pada formulasi HotStart, enzim dikombinasikan dengan 

antibodi yang sesuai untuk menginaktivasi enzim hingga langkah denaturasi 

pertama. Hal ini akan mengeliminasi kemungkinan produk amplifikasi palsu yang 

dihasilkan selama penyiapan reaksi dan inisiasi, yang secara garis besar dapat 

dikaitkan dengan peningkatan efisiensi reaksi. 

Cetakan DNA yang digunakan pada PCR koloni berasal dari koloni 

bakteri yang dilarutkan dalam 30 μL akuabides dan kemudian dididihkan selama 5 

menit. Larutan yang telah mendidih ini kemudian disentrifus. Supernatannya 
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diambil dan digunakan sebagai cetakan pada komponen PCR koloni. Pada 

pengujian pertama, diambil koloni nomor 1 sampai 21 dari cawan A. Setelah di 

cek menggunakan elektroforesis gel agarosa, tidak terlihat adanya pita pada 

ukuran 2 kbp. Ada pita yang terlihat tetapi ukurannya sangat kecil yaitu jauh 

dibawah 1 kbp. Pita ini kemungkinan besar merupakan primer yang tidak bereaksi 

pada saat PCR. 

Pada pelaksanaan PCR selanjutnya, digunakan kombinasi primer T7 

Forward dan primer FTFdel_Rv. Koloni yang diuji adalah koloni 1 dan 2 dari 

plate B. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Keterangan: 1. Hasil PCR koloni 1; 2. Hasil PCR Koloni 3, 4, dan 6 

Gambar 4.5. Hasil identifikasi gen ftfCNC-2(1) versi terpenggal pada 
PCR koloni 1, 3, 4, dan 6 dari cawan B. 

 

Pada hasil elektroforesis terlihat ada pita tunggal pada koloni 1. Pita ini 

berukuran 2 kbp sehingga kemungkinan besar koloni tersebut positif membawa 

gen ftf versi terpenggal. Koloni yang positif kemudian dikultur ulang pada 

medium agar Luria Bertani dan Ampisilin yang baru dan diinkubasi pada suhu 

370C selama semalam. 

Kultur koloni 1 pada medium agar ini kemudian ditumbuhkan pada 20 mL 

medium cair Luria Bertani yang sudah ditambah dengan antibiotik Ampisilin 

untuk kemudian diisolasi plasmid rekombinannya. Isolasi plasmid rekombinan 

dilakukan sebanyak dua kali menggunakan Isolation plasmid Kit PrepEase 

MiniSpin. Dari isolasi pertama didapatkan 50 μL plasmid hasil elusi pertama dan 
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20 μL plasmid hasil elusi kedua. Sementara itu dari isolasi kedua didapatkan 30 

μL plasmid elusi pertama dan 20 μL plasmid elusi ke dua. 

Koloni selanjutnya yang di PCR adalah koloni nomor 3, 4, dan 6 dari 

cawan B, dengan komposisi sama dengan komposisi PCR koloni sebelumnya. 

Setiap koloni hanya di PCR dalam satu tube sehingga masing-masing dari koloni 

tersebut menghasilkan 25 μL amplikon hasil PCR. Pada hasil elektroforesis 

terlihat beberapa pita pada semua koloni. Salah satu dari pita-pita ini berukuran 2 

kbp sehingga kemungkinan besar koloni tersebut juga positif membawa gen ftf 

versi terpenggal. Pita pada koloni 3 sedikit lebih tipis dibandingkan pita pada 

koloni 4 dan 6. Peneliti kemudian memilih koloni nomor 4 untuk diteliti lebih 

lanjut. 

PCR untuk koloni nomor 4 kemudian diulang sekali lagi untuk mendapat 

amplikon PCR yang lebih banyak. Kali ini PCR dibuat untuk empat tube sehingga 

pada akhirnya menghasilkan 100 μL amplikon hasil PCR koloni 4. Seluruh 

amplikon hasil PCR koloni 4 kemudian dipurifikasi untuk dicoba disekuensing 

langsung di Lembaga Biologi Molekular Eijkman Jakarta. Sekuensing ini 

menggunakan kombinasi primer T7 Forward dan FTFdel_Rv. 

 

4.10.  Sekuensing dan Analisis Hasil Sekuensing dengan BLAST 

Sebelum disekuensing, plasmid yang dihasilkan dari isolasi koloni nomor 

1 pada cawan B di PCR terlebih dahulu. Pada proses ini digunakan komposisi 

yang sama dengan amplifikasi gen terpenggal dari gen lengkap di awal kerja. 

Primer yang digunakan yaitu FTFdel_Fw dan FTFdel_Rv. Namun, hasil 

elektroforesis pada amplikon PCR tidak menunjukkan adanya pita. Peneliti juga 

telah menggunakan berbagai kombinasi primer antara FTFdel_Fw, FTFdel_Rv, 

T7 Forward, dan T7 Reverse, serta PCR beads untuk mengamplifikasi gen fif 

terpenggal yang dimungkinkan terdapat dalam plasmid. Namun semua percobaan 

kombinasi tersebut tidak ada yang menghasilkan pita pada elektroforesis gel 

agarosa. 

Plasmid kemudian dicoba untuk disekuensing di Lembaga Biologi 

Molekuler Eijkman di Jakarta. Sekuensing ini dilakukan dengan primer T7 

Forward dan T7 Reverse. Proses sekuensing di lembaga tersebut memakan waktu 
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Dari elektroferogram diatas terlihat ada empat warna garis, yaitu merah, 

hijau, biru, dan hitam. Masing-masing warna mewakili satu basa nitrogen; merah 

mewakili T (Timin), hijau mewakili A (Adenin), biru mewakili C (Cytosin), dan 

hitam mewakili G (Guanin). Pada elektroferogram tersebut masih ada basa-basa 

yang belum terbaca karena peak elektroferogramnya bertumpuk dan ditulis 

sebagai N. Sebelum dianalisis menggunakan program BLAST, basa nitrogen yang 

belum terbaca ini harus diganti secara manual dengan cara menentukan puncak 

(peak) yang tertinggi pada basa nitrogen yang masih bertanda N tersebut. Peak  

yang paling tinggi pada elektroferogram dibaca sesuai warnanya. Jika peak 

tertingginya berwarna merah maka huruf N diganti dengan huruf T, jika berwarna 

hijau maka diganti A, jika berwarna biru maka diganti C, dan jika berwarna hitam 

maka diganti dengan huruf G. Oleh karena itu setelah melengkapi data 

elektroferogram tersebut secara manual diperoleh urutan basa sebagai berikut: 

ATCATCATCATGGTATGGCTAGCATGACTGGTGGAAGCAAATG

GGTCGGGATCTGTACGACGATGACGATAAGGATCATCCCTTCACCAAG

GGCGAGCTCAACGATCCGGCTGCTAACAAAGCCCGAAAGGAAGCTGA

GTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGGGC

CTCTAAACGGGTCTTGAGGAGTTTTTTGCTGAAAGGAGGAACTATATC

CGGATATCCCGCAAGAGGCCCGGCAGTACCGGCATAACCAAGCCTAT

GCCTACAGCATCCAGGGTGACGGTGCCGAGGATGACGATGAGCGCAT

TGTTCATACACGGTGCCTGACTGCGTTAGCAATTTAACTGTGATAAACT

ACCGCATTAAAGCTTATCGATGATAAGCTGTCAAACATGAGAATTAAT

TCTTGAAGACGAAAGGGCCTCGTGATACGCCTATTTTTATAGGTTAAT

GTCATGATAATAATGGTTTCTTAGACGTCAGGTGGCACTTTTCGGGGA

AATGTGCGCGGAACCCCTA. 

Sedangkan elektroferogram yang dihasilkan dari primer T7 Reverse 

dapat dilihat pada lampiran 11. Setelah dibaca secara manual dan basa yang masih 

ditandai dengan huruf N diganti, sekuens yang terbentuk dari primer T7 Reverse 

adalah sebagai berikut: 

TTTGTTAGCAGCCGGATCGTTGAGCTCGCCCTTGGTGAAGGGAG

ATCCTTATCCATCGTCGTACAGATCCCGACCCATTTGCTGTCCACCATC

ATGCTAGCCATACCATGATGATGATGATGATGAGAACCCCGCATATGT
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Setelah data dilengkapi dengan pembacaan secara manual, sekuens yang 

dihasilkan dari primer T7 Forward adalah sebagai berikut: 

AACTTAAGAAGGAGAATACATATGCGGGGTTCTCATTACCCTC

AGATCATGGTATGGCTAGCATGACTGGTGGACACTAAATAAATCGGGA

TCTGTACGACGATGACGATAAGGATCATCCCTTCACCAACGATCCGGC

TGCTAACAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACGCTGA

GCATAACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAACGGGTCTTGAGGAGTT

TTTTGCTGA. 

Sedangkan sekuens yang terbentuk dari primer FTFdel_Rv adalah 

sebagai berikut: 

CTTGAGTCCACCCGGGAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGC

AGCCACTGGTCACAGGATTAAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCT

ACAGACTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGGACA

GTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGTT

GGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTT

TTTGTTTGCA.  

Sekuens tersebut dianalisis dengan menggunakan program BLAST, 

hasilnya juga bukan merupakan gen ftf. Hasil analisis sekuens ini sama dengan 

sebelumnya, yaitu vektor kloning dengan homologi 99%. 

Sampel ketiga yang disekuensing merupakan amplikon hasil PCR dari 

plasmid rekombinan pO_ftfNS-4 yang diretransformasi pada E. coli TOP10. 

Produk PCR dari plasmid ini disekuensing secara langsung tanpa terlebih dahulu 

dikloning ke dalam vektor. Sekuensing langsung (direct DNA sequencing) 

terhadap produk PCR memfasilitasi dan mempercepat perolehan informasi 

sekuens. Selama reaksi PCR hanya menghasilkan produk tunggal atau ganda 

tetapi dapat dipisahkan, direct DNA sequencing dapat dilakukan (Dorit, Ohara, 

Hwang, Kim, Blackshaw, 2001). 

Beberapa hal penting yang harus diperhatikan jika akan melakukan 

sekuensing langsung terhadap produk PCR antara lain: produk PCR mengandung 

amplikon tunggal, berukuran minimal 200-300 bp, dan reaksi PCR menghasilkan 

banyak produk (DNA Sequencing & Services, 2012). Produk PCR dari plasmid 
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pO_ftfNS-4 memenuhi ketiga hal tersebut sehingga mungkin untuk disekuensing 

langsung tanpa di klon ke dalam vektor. 

Sebelum disekuensing, produk PCR harus dimurnikan terlebih dahulu dari 

amplikon yang tidak diinginkan, kelebihan primer, serta sisa dNTP dari reaksi. 

Produk yang tidak murni akan menghasilkan messy sekuens (DNA Sequencing & 

Services, 2012). Proses pemurnian dilakukan dengan menggunakan PrepEase Gel 

Extraction Kit dengan langkah kerja yang sama seperti sebelumnya. Hasil 

pemurnian produk PCR ini kemudian dikirim ke Lembaga Biologi Molekular 

Eijkman di Jakarta. 

Hasil sekuensing langsung terhadap amplikon PCR plasmid pO_ftfNS-4 

kemudian dibandingkan dengan sekuens yang terdapat pada Gen Bank 

menggunakan metode BLAST. Sekuens yang dihasilkan oleh primer FTFdel_Fw 

tidak dapat terbaca karena terlalu banyak noise. Seperti yang telah dibahas 

sebelumnya, hal ini sangat mungkin terjadi pada sekuensing langsung, yaitu jika 

produk PCR belum murni. Pada umumnya, purifikasi dengan elektroforesis gel 

agarosa cukup untuk memurnikan produk PCR. Namun pada beberapa kasus, 

dalam satu pita tunggal mungkin terdapat lebih dari satu produk amplikon PCR 

sehingga dibutuhkan metode yang lebih canggih untuk memurnikan amplikon 

tersebut. Proses sekuensing dilakukan dengan menggunakan satu primer, 

sedangkan PCR menggunakan dua jenis primer. Jika produk PCR belum murni 

dari sisa primer, hasil sekuensing tidak terbaca karena sekuensnya saling 

bertumpuk (Dorit, Ohara, Hwang, Kim, Blackshaw, 2001). 

Sekuens yang dihasilkan FTFdel_Rv dapat terbaca walaupun tidak secara 

keseluruhan, yaitu sebagai berikut: 

CCATTGTCGAATGGAACTCCCTTCTCCCATGGCAGGTAGGCTTC

ATCCCCCTTGACAGTAAAAATATTGGTATAAAGCTTACTACCATTATTG

AATTCCCACACACCTTGTTTACTTACTTAAAGCAATACCCTAGTTGTAC

TATCTGGATTAACCCTTAATAATGATGGA. 

Elektroferogram hasil sekuensing dengan menggunakan primer 

FTFdel_Rv dapat dilihat pada gambar 4.9. 
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BAB V 

KESIMPULAN DAN SARAN 

 

5.1. Kesimpulan 

Klon gen ftf versi terpenggal berhasil didapatkan dari PCR terhadap 

plasmid pO_ftfNS yang diretransformasi ke One Shot® TOP10 Chemically 

Competent E. coli. 

 

5.2. Saran 

1. Perlu dilanjutkan tahapan berikutnya berupa kloning ke vektor ekspresi. 

2. Perlu dilanjutkan tahapan penelitian ekspresi gen ftf versi terpenggal. 
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Lampiran 1: Gambar 

 

 

   

 

Gambar 1. Alat Elektroforesis gel mini 

[Mupid-Ex] 

 

 

 

 

 

Gambar 2. UV Transluminator 

[BDA Biometra TI 1] 
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(lanjutan) 

 

 

 

 

Gambar 3. Berbagai penanda ukuran molekul DNA dengan berbagai range 

ukuran: 1 kbp dan 100 kbp 

 

 

 

 

Gambar 4. Thermal Cycler 

[MJ Mini BioRad] 
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(lanjutan) 

 

 

 

Gambar 5. MiniSpin Eppendorf 

[Sorvall] 

 

 

 

Gambar 6. Laminar Air Flow 
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(lanjutan) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 7. Mikrosentrifus berpendingin 
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Lampiran 2: Technical Data Sheet KAPA 2GTM Robust HotStart 
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Lampiran 3: OneStep DNA Ladder 
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(lanjutan) 
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Lampiran 4: Pembuatan Reagen 
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Lampiran 5: Certificate of Analysis One Shot® Chemically Competent E. coli 
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Lampiran 6: Product Specification FTFdel_Fw 
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Lampiran 7: Product Specification FTFdel_Rv 
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Lampiran 8: Product Specification T7 Forward 
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Lampiran 9: Product Specification T7 Universal Reverse 
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Lampiran 14. Sekuens Gen ftf Lengkap dan Terpenggal 

atgttaagga ataattattt tggagagact aaaacgcatt ataaattata taaatgcggt 
aagaactggg ctgtcatggg gatttcatta ttttcgctgg gattagggat gctagttacc 
agccagccag tgtcagctga tgtgacagcc accagcacct caagcagtgc agtgaggact 
gatgcgatca gtgaaagtag tagcagtgca gcaaaggccg aaacgactag tgcaagtagt 
agcagtgcag tgaaggccga aacgactagt gcaagtagta gcagtgcagt gaaggccgaa 
acgactagtg caagtagtag cagtgcagtg gaggccgaaa cggctgcgat cactactgca 
ggtgttgcaa ataatgattc acaaacatca gcagaagtaa ccgctgactc tacttctacc 
agccaagtgg taactaataa ttccaataat caaaataata cagcacagcc agccggtaac 
tctacaagta cgacgcaatc aaccaaccag gctaattccc aaatatctaa tcaaggacaa 
ctcaaccaat ttgccacagg ctttgtaaac cgtgctattt ctgaaggtgc taacgtcgac 
ccgaataact tcacccaggc acagatcgac gcactgaaca agttggaaaa gtattctata 
actaagaaga atactgatac aactcagttc acttactatc agttccaaca gacagctgac 
aagttggctg aggttgatcc tcaatatgct attccttact tcaaggctga ccaaattcaa 
aacctaccgg cagcaaccgc taaagatggt caaatcggca aagttgctaa catggatatt 
tgggattcat ggccggtcca agacccaact acaggtgaaa tttctaactg gaatggtaag 
caattggtta ttgcgatgat gggaacacca aatgccaaca gtaaccacct ttacttactt 
tacaatgact atggtggtga caattttgca ggatggaaga atgctggcga tatttttgcc 
ggttatcatg gtgacaagaa aactggtctg gaaatttttg atgatcaaga atggtcaggt 
tcagcttacc cgcttaacga tggttcaatc caactgttct acacacacag taactacgag 
actaagacaa ttaaccatca aaaccaccag cgtattgcta ccgctaactt gaagatgaag 
ttaaatactg atggaaccat ttcgattgct agtgttgaca atgatcacac cctctttgag 
gggaaggata atgcttcagc caatggaact cattatcaaa catttgacca atgggctcac 
aatgtgacta tgtttgacgg ccaccaagaa gactttggtg gcgctgataa ctttgctatg 
cgtgaccctc acattgttaa agatagtcaa ggtaaccgtt atctggtatt tgaagctagt 
accggtgatg acgattacca aagtgaagat caaatttatg atctgcgtaa ctatggtggc 
aatgctaagt tccaactgga aagtctattt aacctcatca acaacgacta cagcgtcatg 
gataaggtaa ctggaaaaat gattaaaatt ggccgtgaca tgcgtgttcg tgcatcgcag 
gccaatgccg caattggtat tattaaacta ggtggcactg agaataaccc aaccgttgcc 
gaagtttatg acccaattat ttcagccgtg atggtaagtg acgaaattga acgtcctgac 
atcgtaaaaa ttggcgacac ctactatctg tttgctgctt cacgccttaa tcgtggtacc 
aatgatgctg cttggcggaa agccaacgac aaagtcggcg acaacgtagt tacgcttggc 
tggtactcca aggacttaac aaaaggcttt aagccactta atggcaatgg tgttgtcctt 
acttctacag ttcctgccaa ctggcggact gccacgtatt catattatgc agtaccaacg 
cgcagcactg atccacggtt taagaacact gtattgatca cagcttacat gactaaccgt 
aatcgtgttg ctgattaccg taacaaagat ggtaaagctg ttctggatcc tgattttatt 
caagagaata acggtgaaca caactctact tgggctccat cattcttatt acgggttaat 
ccagatggta caactagggt attgccttat gtaactaacc aaggtgtttg ggacttcaat 
aatgctacta agcttaatac caatattatg actgccaagg cggatgaagc ctacctgcca 
tgggagaagg gcgttccatt cgacaatgga tctatcctag gcagtggcca gtattgggta 
gatagcatgc caagtgaccc atacattcca actgcgccta ctgctggtac tccaggtacc 
acgggcactg ccggtactcc aggtaccacg ggcactgccg gtactccagg taccgcgggc 
actgccggta ctccaggtac cgcgggcact gccgaaaccg ccccaactga accaagcaag 
ccaactactc caacaaatcc ggttcaggct gttcaagcag cggttactaa ttttgtggat 
ccacagttgc ctcaaactgg tgcaactgat caacaacaca taacgctgag tggcttatta 
ctattagcca tgagtagttt gttaggactc ttcagaatga ctaagcggca gcgcaaagaa 
taggatgata ttatcatgct aaatcatcgg caaactaaga accagtttga gagcttaaca 
accctgcaag ctattcagaa tcaggcatac cagatgttgg tgtaaggact ggccaaaact 
gacttttcaa tgcgtgagtg gggaatatta gtctatcttg aacaatatgg gcaagctact 
gctagtgaat tatctgatgc attcacggtc acgcgcacac taatttccag gaatacttgg 
cgattgattc aagataattt aattcaatca caagtgaatc caaatgatcg acgagttgtt 
tggctatctt tgactgttaa tggccaagaa agggtccagg aaggtgttcg gcaagtgcaa 
gaaaatttaa aaactttcaa ccaaagtcac gatttggaga agttgactaa acaagtggaa 
actttgtcac aacaactggc taagataaat taaaagtttt tcaaagtaag taaagatgcc 
ttaatgtaaa tagagatcgg tccgttaaaa cccttgggtt tgagtaggcc ggtcttttat 
tgaagtgaag caaatttaaa cattaagatt aatttttgcc tgtgacaata atcattttgt 
ataaccaagt aatcaatcag gcactacaag tggctaagcg ttcccctgtt aaaaggggtt 
agataaaaat gtttcttgac gttttttata tataatgagt aaagtgttta gatagcgtga 
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(lanjutan) 
 
aatcaggcca taacttaaca attgtgtcgc tttttttgtg ccttataatt aaaggtgtta 
aaatacgtca taacttacct ccataaagca gtccaattaa tttattgact tcta 
 
 
 
Keterangan: 
Sekuens kuning   : Primer forward (FTFdel_Fw) 
Sekuens biru (turqoise)  : Primer reverse (FTFdel_Rv) 
Sekuens abu-abu+kuning+biru : ranah gen ftf terpenggal 
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Lampiran 15. Perbandingan sekuens amplikon PCR pO_ftfNS-4 dengan 

sekuens pada Gen Bank 
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