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ABSTRACT  

  

Glucanolitic bacteria are bacteria that have the ability to break down glucan into glucose monomer units. 
The ability of the bacteria is caused by the presence of glucanase enzymes. The choice of glucanase 
derived from bacteria is based on the ability and speed of bacterial growth in terms of producing 
glucanase enzymes. The presence of bacteria and protozoa in the digestive tract symbiotic with each 
other to digest cellulose or concomitant materials . Based on the ability of the way of life to digest forage 
and leaf litter, it is suspected that snails (Achatina fulica) have the ability to produce glucanase 
biocatalysts, especially in the digestive tract. To find out the characteristics and characteristics of 
indigenous bacteria snail canals, identification of KE-B6 bacteria is carried out molecularly so that 
accurate and accurate results are obtained. The Basic Alignment Search Tools BLAST results of KE-B6 
bacterial isolates based on 16S rDNA sequence data with 27F (Forward) and 1492R (Reverse) primers 
showed that these bacterial isolates had homology of 99.64% to Serratia marcescens.    
 
Key words: bacteria, glucanolitic, A. fulica, Serratia marcescens.    
 
 

PENDAHULUAN  
 

Bekicot (Achatina fulica Ferussac) merupakan 
hewan avertebrata yang digolongkan sebagai 
hewan lunak dan berjalan dengan perutnya serta 
termasuk dalam Klas Moluska. Menurut 
Berniyanti (2007) mengatakan bahwa Glyco-
saminoglycans (GAGs) atau yang dikenal sebagai 
glikoprotein sebagai penyusun achasin yang 
terdapat dalam lendir bekicot (A. fulica). Menurut 
Ezeronye and Okerentugba (2001) bahwa usus 

pada saluran bekicot menghasilkan enzim β 
glukoronidase, endo dan β glukanase dan 
arylsulphatase. Enzim-enzim tersebut secara 
normal ada di dalam saluran pencernaan (usus) 
dan mampu   digunakan untuk isolasi protoplas 
(Wijanarka, 2013).  

Bakteri glukanolitik merupakan bakteri yang 
mampu menghasilkan enzim (biokatalis) 
glukanase, baik sebagai ekso-β-1-3-glukanase  
(EC.3.2.1.58) dan endo-β-1-3-glukanase (EC. 
3.2.1.39) (Sena et al., 2011).  Adanya enzim tersebut 
dapat dan mampu memecah atau menghilangkan 
dinding sel mikroba khususnya khamir (yeast) 
yang sebagian besar didominasi oleh glukan. 
Dengan demikian maka akan didapatkan 
protoplas sesuai yang diinginkan.  

Bakteri glukanolitik merupakan salah satu 
bakteri yang mampu menghasilkan enzim 
glukanase. Enzim ini mampu memecah dinding 
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Tabel 1. Keragaman isolat bakteri yang ditemu-
kan pada saluran pencernaan bekicot (A. 
fulica). 

No. Kode 
Isolat 

Ciri-ciri Aktivitas 
enzim 
(IU) 

1. KE-B1 Ireguler, bulat, putih, 
mengkilat, diameter 
0,1 mm 

0,17 

2. KE-B2 Reguler, bulat, putih, 
mengkilat, diameter 
0,09 mm  

0,23 

3. KE-B3 Bulat, putih, 
tranparan, mengkilat, 
diameter 0,12 mm 

0,15 

4. KE-B4 Ireguler, putih susu, 
mengkilat, diameter 
0,11 mm 

0,24 

5. KE-B5 Ireguler, putih, agak 
suram, diameter 0,12 
mm 

0,29 

6. KE-B6 Ireguler, bulat, 
merah, mengkilat, 
diameter 0,15 mm.  

0,39 

 
 

 
Gambar 1. Morfologi Achatina fulica (a) dan bagian 

saluran pencernaan (b).  
 
 

 

sel khamir, sehingga diperoleh protoplas. 
Protoplas merupakan kunci penting dalam proses 
fusi. Arom (2017) telah menemukan bakteri 
glukanolitik KE-B6 dan berpotensi menghasilkan 
enzim glukanase, oleh karena itu perlu dilakukan 
identifikasi secara molekular.  

Identifikasi khamir berdasarkan sekuen 
Internal Transcribed Spacer (ITS). Sekuen ITS 
mengacu pada spacer yang merupakan sekuen 

target untuk dilakukannya identifikasi bakteri 
secara molekular. Berdasarkan uraian tersebut, 
pada penelitian ini akan melakukan identifikasi 
bakteri dari saluran pencernaan bekicot (A. fulica) 
secara molekular.  

 
 

METODE PENELITIAN   
 

Ekstraksi DNA  
Sampel yang didapat di tambah bufer ke 

eppendorf  sebanyak 500 μl kemudian di vortex 
selama 30 detik dan dibolak balik selanjutnya 
diinkubasi selama 5 menit pada suhu ruang. 
Ditambahkan 200 μl etanol dingin (30 detik dan 
disentrifugasi 8000 rpm selama 30 menit. 
Tambahkan bufer AW 1 sebanyak 500 μl sentrifus 
selama 1 menit (8000 rpm), selanjutnya 
ditambahkan bufer AW2  sentrifus selama 3 menit. 
Selanjutnya ditambahkan bufer AE sebanyak 100 
μl dan sentrifus 1 menit.   

 
Amplifikasi   

Amplifikasi DNA dilakukan dengan metode 
PCR. Amplifikasi ini dilakukan dengan 
menggunakan DNA thermal cycler. Visualisasi 
produk PCR 16S rRNA dilakukan menggunakan 
analisis elektroforesis dengan cara memasukkan 4 
μl produk PCR pada sumuran gel agarose 1% 
yang telah direndam larutan bufer TAE 0.5x. Gel 
selanjutnya dielektroforesis dengan voltase 
sebesar 100 Volt selama 40 menit.  Sekuen yang 
didapat disejajarkan dengan gen bank (program 
MEGA 6.0) kemudian dianalisis dengan Basic Local 
Alignment Search Tool (BLAST) untuk mementukan 
kesamaan pasangan basa dengan isolat referensi 
yang terdapat di gen bank. 
 
 Elektroforesis  

Proses PCR yang telah selesai selanjutnya 
dilakukan elektroforesis untuk mengetahui 
panjang pita DNA target yang diinginkan. 
Keberhasilan PCR diuji melalui elektroforesis 
dengan gel agarose 1%. Elektroforesis dilakukan 
dengan cara gel agarosa 1% yang terdiri dari 0,3 
gram agarosa dilarutkan dalam 30 ml TBE 1X, 
kemudian didihkan pada microwave hingga larut, 
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Gambar 2. Ragam isolat bakteri dari saluran 

pencernaan bekicot (A. fulica).  
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Gambar 3. Pola pertumbuhan isolat bakteri KE-B6.  
 

Enzyme activity of Isolate KE-B6
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Gambar 4. Aktivitas enzim (IU) isolat bakteri KE-B6. 

kemudian 2 μl Good View Nucleic Acid Stain 
ditambahkan dalam agarose dan dihomogenkan 
secara merata, setelah itu di diamkan beberapa 

menit hingga suhu turun kira-kira 50 oC. Sisir 
elektroforesis (comb) dipasang pada salah satu 
ujung plate, kemudian gel agarosa dituang ke 
dalam baki cetakan secara merata. Gel agarosa 
didiamkan pada pada suhu ruang selama 
beberapa menit hingga gel agarosa mengeras. Gel 
agarosa yang telah mengeras kemudian 
dimasukkan ke dalam tangki elektroforesis, 
setelah itu dituang dengan larutan buffer TBE 1X 
hingga seluruh permukaan gel agarosa tertutup 
rata. Komponen elektroforesis yang digunakan 
meliputi 5 µL produk PCR dan 3 ladder marker 
100bp dimasukkan ke dalam sumuran gel agarose 1 
% yang telah direndam larutan buffer TBE 1x. 
Elektroforesis ditutup dan disambungkan dengan 
arus listrik. Elektroforesis kemudian dilakukan 
dengan tegangan 100 volt selama 30 menit. DNA 
akan bermigrasi dari kutub negatif ke kutub 
positif. Gel selanjutnya direndam dalam EtBr 
selama 15 menit dan dibilas dengan aquades steril 
selama 3 menit. Gel kemudian diambil dan 
dimasukkan dalam Gel doc. Hasil band-band DNA 
akan terlihat berpendar pada layar gel documenta-
tion.   

 
Analisis Sekuensing  

Produk PCR disekuensing untuk mengetahui 
jumlah dan urutan basanya melalui jasa PT. 
Genetika Science Indonesia. Sekuens yang  
diperoleh dianalisis dengan cara penyejajaran 
dengan BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) 
untuk menentukan presentase kesamaan 
pasangan basa dengan referensi yang terdapat di 
Genbank (Sandy et al., 2015).  

 
Pohon Filogenetik 

Pembuatan pohon filogenetik dilakukan 
menggunakan software MEGA 6. Sequence isolat 
dianalisis dan dibandingkan dengan isolat 
lainnya. Pohon filogenetik direkonstruksi 
menggunakan Neighbour joining dan diuji dengan 
menggunakan Bootstrap method (Sumerta et al., 
2017).  
 
Pengukuran aktivitas enzim   

Crude enzim  yang diperoleh dari fusan terpilih 
di ambil 0,1 ml dan direaksikan dengan 0,5 ml 

Waktu inkubasi (jam) 
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Gambar 5. Hasil amplifikasi bakteri isolat KE-B6 

yang diisolasi dari saluran pencernaan A. 
fulica (gel agarose 0,8 %, DNA ladder 0,2 µg, 1 

kb DNA ladder (bp), volume sampel 1 µL, 1 = 
sampel DNA). 

substrat inulin dan inkubasi pada suhu 50 oC 
selama 30 menit. Reaksi dihentikan dengan jalan 
memasukkan tabung sampel kedalam air yang 
mendidih selama 5 menit. Konsentrasi  gula 
reduksi yang terbentuk dihitung dengan cara 
memetakan nilai absorbansi yang diperoleh pada 
kurva standar fruktosa. Aktivitas inulinase 

ditentukan berdasarkan sejumlah 1 mol gula 
reduksi yang dibebaskan permenit pada kondisi 
tertentu. Gula reduksi yang dihasilkan diukur 
dengan menggunakan metode dinitrosaliocylic acid 
(DNS). Pembacaan absorbansi menggunakan 
spektrometer dengan panjang gelombang 570 nm 
(Chaplin, l994; Xiao et al., 1998; Park & Yun, 2001).    
 
 

HASIL DAN PEMBAHASAN     
 

Bakteri glukanolitik pada bekicot (A. fulica)  
Berdasarkan penelitian yang dilakukan pada 

saluran pencernaan bekicot (Gambar 1) telah 
ditemukan 6 isolat bakteri (Tabel 1). Berdasarkan 
data (Tabel 1), isolat bakteri KE-B6 mampu 
memproduksi enzim selulase. Hal ini disebabkan 
bahwa isolat tersebut mampu tumbuh pada 
medium cair CMC sebagai media selektif dan 
mampu menghasilkan enzim selulase lebih tinggi 
dibandingkan dengan isolat lainnya. Bakteri atau 
mikroba yang ditemukan pada moluska dapat 
menghasilkan selulase, glukanase (Castro et al., 
2002; Al Arif et al., 2012). Castro et al. (2002) 
mengungkapkan bahwa glandula usus tengah 
Klas Moluska (keong emas) mampu memproduksi 
enzim selulase yang di dalamnya terdapat ekso 
glukanase dan endo glukanase. Sedangkan 
mikroba yang sering ditemukan adalah Bacillus, 
Brevibacillus, Paenibacillus, Agrobacterium, Pseudo-
monas dan Zymomonas (Wenzel et al., 2002). Enam 
(6) isolat bakteri diketemukan pada saluran 
pencernaan bekicot (Gambar 2).  

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, 
isolat bakteri KE-B6 mempunyai kecenderungan 
pertumbuhan hiperbola. Isolat tersebut 
mengalami fase log pada jam ke-0 sampai jam ke-8 
dan selanjutnya akan mengalami fase stasioner 
pada jam ke-8 sampai jam ke-16 (Gambar 3).  

Pada pola  pertumbuhan fase log, isolat bakteri 
KE-B6 tidak mengalami fase lag atau adaptasi. Hal 
ini disebabkan karena pada saat perlakuan 
ditambahkan starter sebagai pemula untuk 
pertumbuhan, sehingga  isolat tersebut tanpa 
mengalami fase adaptasi tetapi langsung fase lag. 
Hal ini sesuai dengan pernyataan Alexander & 
Jeffries (1990) bahwa starter berfungsi untuk 
meniadakan fase lag dan diharapkan per-
tumbuhan mikroba (isolat) dapat langsung 
menuju fase lag. 

Berdasarkan pola pertumbuhan, isolat bakteri 
KE-B6 secara bersamaan juga menghasilkan enzim 
glukanase dan selulase (Gambar 4). Jumlah enzim 
yang dihasilkan oleh mikroba (isolat) dapat 
ditentukan dengan uji aktivitas enzim (IU).  

Berdasarkan gambar 4, enzim glukanase 
(selulase)  dibentuk dan dihasilkan pada jam ke-4, 
dimana pada jam tersebut masih digolongkan 
sebagai fase log. Dengan kata lain bahwa enzim 
tersebut dihaslkan pada fase log. Hal tersebut 
sangat cocok dengan pendapat Maria et al. (2005) 
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bahwa enzim tersebut dibentuk dan dihasilkan 
pada fase logaritma. Enzim ini digolongkan 
sebagai hasil metabolit primer (Brock & Madigan, 
1994). Bonciu et al. (2010) menyatakan bahwa 
enzim indusibel bersifat ekstraseluler. Pada 
penelitian ini aktivitas selulase sebesar  0,4539  IU. 
Menurut Madigan et al. (2009)  pengaturan sintesis 
enzim di dalam sel sangat ditentukan oleh suatu 
mekanisme induksi dan represi pada proses 
transkripsi. Induser bekerja secara langsung  
berikatan dengan protein specifik yang disebut 
repressor. Represor ini dapat menghentikan 
proses transkripsi jika menempel pada sisi 
operator gen. Adanya induser memungkinkan 
repressor tersebut dapat terikat oleh induser, 
sehingga tidak dapat menempel pada gen, 
sehingga RNA polymerase dapat berjalan dan 
proses transkripsi protein enzim dapat 
berlangsung/ terbentuk. Enzim ini (glukanase/ 
selulase) selanjutnya akan digunakan untuk 
proses pemecahan dinding sel khamir P. 
manshurica DUCC-Y15.  
 
Identifikasi Molekular Isolat Terpilih  

Pada tahap identifikasi molekular untuk 
isolate terpilih diawali diekstraksi DNA dan uji 
kemurnian DNA. Dari uji tersebut telah 
memenuhi standar dengan nilai kemurnian DNA 
sebesar 1,8. Hal ini sesuai dengan pernyataan dari 
Isci et al. (2012), bahwa nilai kemurnian DNA 
berkisar pada 1,8-2,0. Jika rasio lebih dari 2,0 
menunjukkan adanya kontaminasi RNA, namun 
bila rasio di bawah 1,8 menunjukkan adanya 
kontaminasi protein. Menurut Hikmatyar et al. 
(2015), DNA berkualitas baik berdasarkan uji 
nanodrop memiliki konsentrasi di atas 100 ng/μL.  

Primer yang digunakan adalah primers 27F 
(5’-AGAGTTTGATCATGGCTCGA-3’; posisi 8-27 
adalah gen 16S rRNA Escherichia coli) dan 1494R 
(5’-GGCTACCTTGTTACGACTT-3’; posisi 1510–
1494 adalah gen 16S rRNA Escherichia 
coli).  Amplifikasi DNA dilakukan dengan PCR 
sebanyak 30 siklus. Hasil PCR dianalisis 
menggunakan gel agarosa 1 % dan ladder marker 
(Gambar 5).  

Produk hasil PCR selanjutnya di sekuensing 
untuk mengetahui urutan nukleotida dari isolat 
KE-6. Urutan nukleotida hasil sekuensing 
selanjutnya digabungkan melalui analisis contiq 
(Gambar 6).  

 
>KE-B6-Contig 16S rDNA (1419 nt) 
GCTTACCATGCAGTCGAGCGGTAGCACAGGGGAGCTTGCTCCCTGGGTGACGAGCGGCGG 

ACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAG 

CTAATACCGCATAACGTCGCAAGACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTTGCCATCAGA 

TGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAATGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTA 

GCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGG 

AGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTG 

TGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGCGAGGAGGAAGGTGGTGAACTTAATA 

CGTTCATCAATTGACGTTACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGC 

GGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGG 

TTTGTTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTTGAAACTGGCA 

AGCTAGAGTCTCGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATC 

TGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACGAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAA 

GCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTCGATTT 

GGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAATCGACCGCCTGGGG 

AGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGC 

ATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAACTT 

TCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAG 

CTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGC 

CAGCGGTTCGGCCGGGAACTCAAAGGAGACTGCCAGTGATAAACTGGAGGAAGGTGGGGA 

TGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCATATA 

CAAAGAGAAGCGACCTCGCGAGAGCAAGCGGACCTCATAAAGTATGTCGTAGTCCGGATT 

GGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTAGATCAGAATGCTA 

CGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCA 

AAAGAAGTAGGTAGCTTAACCTTCGGGAGGGCGCTACCA 

// 

Gambar 6. Urutan nukleotida hasil contig DNA 
isolat KE-B6.  
 
 
Hasil sekuensing yang telah  diketahui urutan 

nukelotida selanjutnya dianalisis dengan meng-
gunakan BLAST. Analisis BLAST bertujuan untuk 
mendapatkan dan mengetahui tingkat hubungan 
spesies (homologi) isolat KE-B6. Menurut Haddad 
et al. (2014), bahwa penggunaan BLAST untuk 
mencari sekuens terkait yang tersedia dalam 
database Gen Bank. Semua sequence yang 
berhubungan dibandingkan, sehingga akan 
ditemukan kesamaan atau kemiripan sequence 
dengan nilai yang tinggi. Hasil BLAST isolat 
bakteri KE-B6 berdasarkan data sequence 16S 
rDNA dengan primer 27F dan primer 1492R 
menunjukkan bahwa isolat KE-B6 memiliki 
homologi 99,64% terhadap Serratia marcescens dan 
S. nematodiphila 99,37%. Selanjutnya, pohon 
filogenetik digunakan untuk mengetahui 
hubungan kekerabatan antara isolate-isolat 
pembanding dari NCBI dengan isolat KE-B6. 
Pohon filogenetik tersebut dapat dibuat melalui 
perangkat lunak Molecular Evolutionary Genetics 
Analysis (MEGA) versi 6.0. (Gambar 7). 
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Bacillus subtilis AB042061 (Outgroup)
Vibrio fluvialis NBRC103150T (NR114218)
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100
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Vibrio gallicus LMG21330 (AJ440009) 
Vibrio nereis ATCC25917 (NR118092) 

Vibrio hepatarius LMG20362 (NR025491)
Vibrio tubiashii ATCC19109 (NR118093) 

70

Vibrio orientalis ATCC33934 (NR118094)

63

Vibrio parahaemolyticus ATCC17802 (NR117893)
Vibrio ponticus CECT5869 (AJ630103) 
Vibrio alfacsensis CAIM1831 (NR118129) 94

Vibrio xiamenensis G21 (NR108603)
Vibrio nigripulchritudo ATCC27043 (NR117897)

Serratia ficaria DSM4569 (NR041979)
Serratia entomophila DSM12358 (NR025338)

Serratia odorifera PADG1073 (NR037110)
100

Serratia rubidaea DSM4480 (NR114716)
Serratia rubidaea JCM1240 (NR024644) 

Serratia marcescens NBRC102204T (NR114043) 
Isolate KE-B6

Serratia marcescens subsp. sakuensis KRED (NR036886 )
Serratia nematodiphila DZ0503SBS1 (NR044385)

79

51
Serratia ureilytica NiVa51 (AJ854062)

Raoultella planticola NBRC14939 (NR113701)
Raoultella ornithinolytica NBRC105727 (AB682291)

Enterobacter aerogenes NBRC13534 (NR113614) 
92

Enterobacter soli LF7 (NR117547)
Cedecea neteri NBRC105707 (AB682279)

Cedecea lapagei DSM4587 (NR126317)
Cedecea lapagei JCM1684 (LC036261)

84

100

88

Pantoea agglomerans JCM1236 (NR111998)
Enterobacter cloacae NBRC13535 (NR113615)

Citrobacter freundii ATCC8090 (NR028894)
79

Klebsiella variicola F2R9 (NR025635)
Klebsiella pneumoniae JCM1662 (NR112009)100

73

99

83

100

73

85

58

100

100

0.02

NJ Tree 
16S rDNA

 
Gambar 8. Pohon filogenetik isolat bakteri KE-B6 berasarkan data sekuen 16S rDNA dengan 

Neighbour joining menggunakan bootstrap method.  

KESIMPULAN 
 

Bedasarkan hasil BLAST isolat bakteri KE-B6 
berdasarkan data sequence 16S rDNA dengan 
primer 27F (Forward) dan primer 1492R (Reverse) 
menunjukkan bahwa isolat KE-B6 memiliki 
homologi 99,64% terhadap Serratia marcescens dan 
S. nematodiphila 99,37%. Hasil analisis filogenetik 
menunjukkan bahwa posisi taksonomi isolat KE-
B6 berada di dalam genus Serratia (dukungan nilai 
bootstrap 100%). Isolat tersebut berada satu grup 
dengan tipe strain S. marcescens NBRC102204T 

dengan dukungan nilai bootstrap cukup tinggi, 
79%. Aktivitas glukanase yang dihasilkan sebesar 
0,39 IU.   
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