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Farah Aisyah Nafidiastri. 2021. Deteksi Gen Biosintesis Surfaktin dan
Optimalisasi Produksi Crude Biosurfaktan oleh Bacillus sp. ES4.3 Hasil Isolasi
dari Endapan Tempat Perindukan Larva Aedes aegypti.

Tesis ini dibawah bimbingan : Dr. Salamun, M.Kes. dan Dr. Fatimah, S.Si.,
M.Kes., Departemen Biologi, Fakultas Sains dan Teknologi, Universitas
Airlangga, Surabaya.

ABSTRAK

Biosurfaktan merupakan alternatif untuk pengganti surfaktan sintetik yang
dapat diproduksi oleh mikroorganisme, salah satunya bakteri dari genus Bacillus.
Biosurfaktan memiliki kemampuan menurunkan tegangan permukaan air dan
dapat menyebabkan terjadinya emulsi. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui
nama jenis dari Bacillus sp. ES4.3 dan hubungan kekerabatannya dengan Bacillus
spesies lain. Selain itu, penelitian ini juga bertujuan untuk mengetahui
kemampuan Bacillus sp. ES4.3 dalam memproduksi biosurfaktan dengan tiga
substrat berbeda dan mengetahui gen yang menyandi protein surfaktin. Nama
jenis Bacillus sp. ES4.3 dideteksi melalui amplifikasi gen 16S rRNA, visualisasi
elektroforesis, proses sekuensing, dan analisis penjajaran sekuens dengan data di
GenBank. Sekuens nukleotida yang dihasilkan, dianalisis untuk mengetahui
hubungan kekerabatan antara Bacillus sp. ES4.3 dengan Bacillus spesies lain
menggunakan software MEGA versi 6. Uji pendahuluan aktivitas biosurfaktan
supernatan Bacillus sp. ES4.3 dilakukan melalui uji hemolitik, analisis tegangan
permukaan, dan aktivitas emulsifikasi. Produksi biosurfaktan Bacillus sp. ES4.3
dilakukan dengan penambahan substrat glukosa, gliserol, dan molase ke dalam
media AMS, dengan pengukuran parameter melalui penurunan tegangan
permukaan dan aktivitas emulsifikasi. Deteksi gen biosintesis surfaktin dilakukan
dengan metode amplifikasi PCR menggunakan primer s#fA-D. Analisis tingkat
homologi pada gen 16S rRNA melalui analisis BLASTn, Bacillus sp. ES4.3
diidentifikasi sebagai B. velezensis. Aktivitas biosurfaktan ditunjukkan dengan
terbentuknya zona bening, adanya emulsi, serta dapat menurunkan tegangan
permukaan. Produksi biosurfaktan yang dihasilkan oleh B. velezensis ES4.3 pada
ketiga jenis substrat menunjukkan hasil yang berbeda. Pada substrat glukosa,
gliserol, dan molase berturut-turut B. velezensis ES4.3 mampu menurunkan
tegangan permukaan hingga 39.64 mN/m, 42.01 mN/m, 47.47 mN/m, membentuk
emulsi terhadap kerosin sebesar 53.32%, 62.76%, 49.09%. Pada deteksi gen
surfaktin, setelah sekuens dianalisis dengan BLASTn dan BLASTp, B. velezensis
mampu menghasilkan gen biosintesis surfaktin thioesterase SrfA-D yang identik
dengan kelompok Bacillus amyloliquefaciens. Dari hasil tersebut, diharapkan
nantinya, biosurfaktan yang dihasilkan oleh isolat B. velezensis ES4.3 dapat
diaplikasikan sebagai agen biokontrol pada larva Aedes aegypti maupun sebagai
agen anti mikroba terhadap bakteri dan fungi patogen pada tanaman.

Kata kunci: Bacillus sp., surfaktin, 16S rRNA, aktivitas hemolitik, tegangan
permukaan, aktivitas emulsifikasi
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Thesis under guidance: Dr. Salamun, M.Kes. dan Dr. Fatimah, S.Si., M.Kes.,
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ABSTRACT

Biosurfactants are an alternative to synthetic surfactants that can be
produced by microorganisms, one of which is bacteria from the genus Bacillus.
Biosurfactants have the ability to lower the surface tension of water and can cause
an emulsion. This study aims to determine the species name of Bacillus sp. ES4.3
and its relationships with other Bacillus species. In addition, this study also aims
to determine the ability of Bacillus sp. ES4.3 in producing biosurfactants with
three different substrates and knowing the gene encoding surfactin protein.
Species name Bacillus sp. ES4.3 was detected through 16S rRNA gene
amplification, electrophoresis visualization, sequencing process, and sequence
alignment analysis with data in GenBank. The resulting nucleotide sequences
were analyzed to determine the relationship between Bacillus sp. ES4.3 with other
Bacillus species using MEGA software version 6. Preliminary test of the
biosurfactant activity of the supernatant Bacillus sp. ES4.3 was carried out
through hemolytic test, surface tension analysis, and emulsification activity.
Production of biosurfactant Bacillus sp. ES4.3 was carried out by adding glucose,
glycerol, and molasses as substrates into AMS media, with parameter
measurements by decreasing surface tension and emulsification activity.
Detection of surfactin biosynthetic gene was carried out by PCR amplification
method using srfA-D primer. Analysis of homology levels in the 16S rRNA gene
through BLASTn analysis, Bacillus sp. ES4.3 was identified as B. velezensis. The
biosurfactant activity was indicated by the formation of a clear zone, the presence
of an emulsion, and a decrease in surface tension. The production of biosurfactant
produced by B. velezensis ES4.3 on the three types of substrates showed different
results. B. velezensis ES4.3 was able to reduce the surface tension up to 39.64
mN/m, 42.01 mN/m, 47.47 mN/m, and form an emulsion against kerosene by
53.32%, 62.76%, 49.09% on glucose, glycerol, and molasses substrates,
respectively. In detecting the surfactin gene, after sequences were analyzed by
BLASTn and BLASTp, B. velezensis ES4.3 was able to produce a surfactin
thioesterase biosynthetic gene SrfA-D which was identical to the Bacillus
amyloliquefaciens group. From these results, it is hoped that in the future, the
biosurfactant produced by the isolate B. velezensis ES4.3 can be applied as a
biocontrol agent on Aedes aegypti larvae and as an antimicrobial agent against
pathogenic bacteria and fungi in plants.

Keywords: Bacillus sp., 16S rRNA, surfactin, hemolytic activity, surface tension,
emulsification activity
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