
LPPM UNIVERSITAS ESA UNGGUL 
(Profil Ringkasan Laporan Penelitian LITABMAS) 

1 

Deteksi dan Kloning Gen Penyandi Fitase Dari Yeast Rhodotorula mucilaginosa Galur 

PK-S20 Dalam Efesiensi Perbaikan Kualitas Pakan  

 

  
 
Ketua : Seprianto, S.Pi, M.Si  
  (0309098702) 
Anggota  
Febriana Dwi Wahyuni, S.Pd, M.Si  
(0323029101) 
Dr.Titta Novianti S.Si, M.Biomed    
(0318116801) 
Mahasiswa  
Regi Melati Fauziah  
 (20190308004) 
Windy Wulansari   
 (20190308005) 
Dimas Ridho Irvansyah   
 (20190308010) 
Feren Stevany Wiranata  
 (20200308001) 
Anwar Shafrial Irsyad  
 (20200308008) 

Fitase adalah enzim yang mampu menghidrolisa asam 

fitat menjadi inositol dan asam fosfat. Fitase dapat 

dijumpai pada mikroorganisme seperti kapang, yeast 

dan bakteri. Rhodotorula mucilaginosa salah satu 

yeast yang dilaporkan potensial menghasilkan enzim 

fitase. Penelitian bertujuan untuk mengetahui  

kemampuan Rhodotorula mucilaginosa PK-S20 

dalam menghasilkan enzim fitase dengan mendeteksi 

gen penyandi fitase dan mengkloning gen tersebut 

kedalan sel Escherichia coli. Penelitian ini diawali 

dengan mendesain primer spesifik gen fitase, optimasi 

suhu annealing primer, deteksi gen fitase dan ligasi 

dan transformasi gen kedalam sel Escherichia coli.  

Hasil amplifikasi dari desain primer FitAF/FitAR dan 

FitaseF/FitaseR pada DNA genom Rhodotorula 

mucilaginosa PK-S20 terbentuknya pita DNA ukuran 

± 500 bp. Deteksi menggunakan primer PhyR/F yang 

sudah tervalidasi menghasilkan pita DNA ± 1171 bp.  

Fragmen parsial gen fitase (± 500 bp) telah berhasil 

diligasikan kedalam vektor pGEM-T Easy dengan 

prinsip TA-Cloning dan telah berhasil di 

transformasikan ke dalam sel E coli DH5λ yang 

ditandai dengan koloni putih (±12 klon) dan biru 

(±150 klon). Hasil validasi PCR koloni dari klon 

rekombinan menggunakan primer FitAF/R 

menghasilkan pita DNA sesuai dengan ukuran gen 

target (± 500 bp), akan tetapi verifikasi dengan 

menggunakan enzim restriksi tidak menghasilkan 

potongan fragmen DNA 

Kata Kunci : asam fitat, Rhodotorula mucilaginosa, 

gen fitase, kloning 
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Probiotik merupakan mikroba baik yang 

dapat menstimulasi pertumbuhan microbiota 

dalam sistem gastrointestinal yang dapat 

menghasilkan enzim tertentu yang 

membantu dalam mencerna makanan. 

Berbagai macam penelitian telah 

membuktikan luasnya potensi probiotik 

dalam bidang farmakologi, pangan dan 

pakan. Pakan buatan merupakan salah satu 

faktor produksi yang penting untuk 

menunjang keberhasilan budidaya dalam 

usaha pertenakan. Biaya yang harus 

dikeluarkan untuk pengadaan pakan buatan 

sangat besar bila dibandingkan dengan biaya 

produksi lainnya yaitu mencapai 60 – 70% 

dari total biaya produksi (Putri et al, 2018). 

Permasalahan yang dihadapi yaitu bahan 

nabati yang terkandung dalam pakan buatan 

mengandung zat antinutrisi yaitu asam fitat 

yang akan menurunkan kecernaan, 

penyerapan nutrisi serta efisiensi 

pemanfaatan pakan pada hewan ternak 

(Purnamasari and Miswar, 2018) 

Adanya asam fitat yang terkandung pada 

bahan baku makanan terutamana pada biji – 

bijian dapat menjadi faktor antinutrisi yaitu 

nilai gizi menjadi rendah karena tidak 

terserap sempurna oleh usus. Kondisi ini 

dikerenakan rendahnya aktivitas enzim yang 

mampu mendegradasi fitat di saluran 

pencernaan. Beberapa penelitian sebelumnya 

menunjukan enzim fitase mampu 

mendegradasi asam fitat dengan baik. Pada 

beberapa tahun terakhir, enzim fitase sangat 

intensif diteliti dan menjadi enzim yang 

mempunyai nilai komersial tinggi. Hal ini 

disebabkan oleh kemampuan mereduksi 

senyawa fitat dalam rangsum makanan 

ternak. Fitase dapat dijumpai pada 

mikroorganisme seperti kapang, yeast dan 

Hasil  

Desain primer diawali dengan 

pengunduhan sekuens gen fitase (no. accession 

XP_016274299.1) yang dihasilkan oleh 

Rhodotorula toruloides NP11 dari GenBank 

melalui flatform NCBI (National Center for 

Biotechnology Information) 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov. Penelusuran 

sekuens gen fitase diperoleh dari kerabat 

terdekat Rhodoturula Mucilaginosa. Sekuens 

genom DNA Rhodotorula mucilaginosa 

diunduh menggunakan situs European 

Nucleotide Archive 

(https://www.ebi.ac.uk/ena/browser/home ) 

dengan kode nomor akses RZHN01000000. 

Sekuens gen fitase (no. accession 

TNY23137.1) dari putative phytase dan 

sekuens genom Rhodotorula mucilaginosa 

dilakukan analisis komparatif antara kedua 

sekuens dengan menggunakan website dari 

platform Galaxy (https://usegalaxy.org/ ). 

Hasil putative gene antara gen fitase dengan 

genomic DNA Rhodotorula mucilaginosa 

digunakan sebagai kandidat model desain 

primer yang akan dibuat Hasil analisis 

komparatif menggunakan platform Galaxy 

yang telah dilakukan antara sekuens gen fitase 

dan sekuens Rhodotorula mucilaginosa 

menunjukkan hasil dengan parameter yang 

baik. Desain primer dilakukan dengan 

menggunakan website PrimerBLAST 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-

blast/index.cgi) dengan memasukkan putative 

gene fitase yang telah dipilih dan dengan 

mengatur parameter yang diinginkan (Tabel 3).  

Hasil analisis PrimerBLAST didapatkan 5 

pasang kandidat primer yang baik, akan tetapi 

dari 5 kandidat primer tersebut didapatkan dua 

kandidat utama yang sesuai dengan parameter 

LatarBelakang Hasil dan Manfaat 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.ebi.ac.uk/ena/browser/home
https://usegalaxy.org/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/index.cgi
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/index.cgi
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bakteri, baik fitase ekstraseluler maupun 

intraseluler (Sajidan, 2017)  

Salah satu jenis mikroorganisme dari 

kelompok yeast yang telah dilaporkan 

potensial menghasilkan enzim fitase adalah 

Rhodotorula mucilaginosa (Rattada et al, 

2021). Rattada dkk melaporkan Rhodotorula 

mucilaginosa optimum menghasil enzim 

fitase pada kondisi pH 4 dengan suhu 

inkubasi 40 °C. Bahkan (Yu et al, 2015) 

melaporkan Rhodotorula mucilaginosa strain 

JMUY14 berhasil diisolasi dari sedimen laut 

dalam antartica menghasilkan enzim fitase 

yang mampu beradaptasi pada suhu dingin 

(cold-adapted phytase).  

Produksi enzim fitase dari strain liar 

mempunyai beberapa kelemahan yaitu selain 

produk yang dihasilkan sedikit, protein yang 

dihasilkan juga bercampur dengan protein 

non-target. Pendekatan rekayasa genetika 

memberikan kelebihan pada produksi skala 

industri yaitu diantaranya dapat dilakukan 

overekspresi dengan menginduksi dengan 

induser, menambahkan fusi protein untuk 

proses pemurnian dan dapat menghindari 

bakteri pathogen sebagai sumber enzim 

dengan mengkloning gen penyandi protein 

target ke sel inang. Untuk itu, peneliti tertarik 

melakukan penelitian tentang deteksi dan 

pengklonan gen penyandi fitase dari 

Rhodotorula mucilaginosa Galur PK-S20 

sehingga menghasilkan fitase rekombinan 

yang dapat diproduksi dalam skala pabrik 

percontohan (pilot plant). 

yang diinginkan dalam desain primer yaitu 

terdapat pada pair 1 dan pair 5. 

Pasangan primer 1 dan primer 5 dipilih 

sebagai primer yang akan digunakan untuk 

deteksi gen fitase pada yeast Rhodotorula 

mucilaginosa Galur PK-S20 dengan masing – 

masing primer 1 (kode primer FitAF sekuens 

5’-TTTCCCCTGACCGAATGAAC-3’ dan 

FitAR sekuens 5’-

CCATACTTTGCCCTGAACGA-3’) dengan 

ukuran 502 bp dan primer 5 (kode primer 

FitaseF sekuens 5’- 

CCCTGACCGAATGAACCTCT – 3’ dan 

FitaseR sekuens 5’-

GGTCGTTGCCCTTCTTTCA-3’) dengan 

ukuran 525 bp dengan rata – rata pajang 

sekuens 20 bp (Gambar 3). Dalam mendesain 

primer yang baik suhu Tm yang baik berkisar 

antara 40 – 60 °C. 

Validasi dan optimasi difokuskan pada 

primer primer 1 dan primer 5 dengan hasil 

validasi primer 1 menunjukkan sekuens 

forward terdapat potensi self dimer dengan ∆G 

sebesar -4,52 namun tidak terbentuk hairpin. 

Sedangkan sekuens revese tidak ada potensi 

terbentuknya self dimer dan hairpin, namun 

primer ini berpotensi terjadi cross dimer 

dengan ∆G sebesar -4,52.  Hasil analisis 

didapatkan primer 1 layak digunakan dalam 

deteksi gen fitase. Sedangan primer 5 

berdasarkan analisis parameter menunjukkan 

sekuens forward dan reverse tidak terdapat self 

dimer dan hairpin, akan tetapi berpotensi 

terjadi cross dimer dengan ∆G sebesar -6,47. 

Hasil isolasi DNA selanjutnya 

dilakukan pengukuran kemurnian dan  
 

Metode 
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Prekultur dan Isolasi DNA Rhodotorula 

mucilaginosa Galur PK-S20 

 Isolat aktif Rhodotorula 

mucilaginosa Galur PK-S20 dibuat prekultur 

dalam erlenmeyer 300 mL yang mengandung 

100 mL medium cair PDY (Potato Dextrose 

Yeast) dan diinkubasi pada suhu 25 °C 

selama 3 hari dalam shaking waterbath 

dengan kecepatan 120 rpm. Pelet yeast 

diambil untuk diisolasi DNAnya. Isolasi 

DNA selanjutnya mengikuti prosedur standar 

Presto mini gDNA Bacteria Kit (Geneaid). 

Desain Primer Spesifik Gen Fitase 

 Selain menggunakan primer yang 

sudah dipublikasikan (Tabel 2), primer 

spesifik gen fitase didesain berdasarkan dari 

hasil penelusuran sekuens gen fitase yang ada 

di GenBank melalui situs online 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov. analisis 

sekuens komperatif menggunakan 

(https://usegalaxy.org/ ). Desain primer 

menggunakan PrimerBLAST, pengecekan 

parameter primer mengunakan Netprimer, 

dilakukan PCR in silico menggunakan 

SnapGene 6.1.1 untuk memastikan hasil 

produk PCR yang diharapkan melalui situs 

(https://www.snapgene.com) 

Optimasi Primer untuk Deteksi Gen 

Fitase dengan Metode PCR 

 Deteksi gen fitase dari DNA genom 

yeast Rhodotorula mucilaginosa Galur PK-

S20 diamplifikasi menggunakan primer 

spesifik gen (Tabel 2) dengan 25 µL total 

reaksi PCR yang mengandung 1 µL DNA 

genom 30 µg/mL, 12.5 µL PCR Master Mix 

2x (Thermo Scientific), 1 µL masing–masing 

primer 10 µM, 9.5 µL ddH2O. Amplifikasi 

PCR dilakukan sebanyak 32 siklus 

menggunakan Gene Amp® PCR System 

9700 (Applied Biosystem). Kondisi PCR 

kosentrasi masing – masing DNA 

menggunakan Nanoquant (TECAN Multimode 

Reader). Tujuan pengukuran ini untuk 

membandingkan ekstrak DNA dalam satuan 

nano gram per satu mikroliter pada panjang 

gelombang A260/280 (ng/µL) berdasarkan 

nilai absorbansi. Nilai absorbansi berguna 

untuk mendeteksi kontaminan seperti protein, 

garam dan polisakarida yang dapat 

menghambat amplifikasi DNA (Kurniawati 

dan Hartati, 2018). Rasio pada pembacaan 

panjang gelombang 260/280 nm sebesar 1,8 

menunjukkan bahwa DNA yang diekstraksi 

memiliki kemurnian tinggi dengan tidak 

adanya protein dan fenol (Latif dan Osman, 

2017). Hasil pengukuran kemurnian DNA 

genom Rhodotorula mucilaginosa Galur PK-

S20 menunjukkan kemurnian yang baik 

dengan rasio A260/280 dengan 3 kali ulangan 

sampel sebesar (1,82), (1,84) dan (2,04) 

dengan kosentrasi berturut (3,1 ng/ µl), (8,1 ng/ 

µl) dan (5,5 ng/ µl) (Tabel 4). Rasio λ260/λ280 

dengan rentang mulai dari 1,8 hingga 2,0 tidak 

menunjukkan adanya kontaminasi yang 

signifikan. Jika nilainya kecil dari 1,8 

kemungkinan adanya kontaminasi protein. 

Kemungkinan kontaminasi protein disebabkan 

RNA kecil, karena sampel umumnya telah 

diperlakukan dengan RNAase yang akan 

menghancurkan RNAnya (Pervaiz et al., 

2015). 

Optimasi primer Spesifik Gen Fitase 

dengan PCR Gradien 

 Optimasi primer spesifik gen fitase 

dengan perlakukan suhu annealing (Ta) yang 

berbeda -beda agar primer dapat menempel 

dengan baik pada template DNA (gen fitase) 

pada genom Rhodotorula mucilaginosa PK-

S20. Suhu annealing (Ta) yang digunakan 

dalam optimasi ini dengan range 52, 54, 56, 58 

dan 60 (°C). Amplifikasi gen menggunakan 2 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://usegalaxy.org/
http://www.snapgene.com/
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adalah pra-denaturasi dilakukan selama 5 

menit pada suhu 95°C sebanyak satu kali, 

denaturasi 95°C selama 60 detik, penempelan 

primer pada suhu 61°C selama 60 detik, dan 

pemanjangan pada 72°C selama 60 detik 

sebanyak 30 siklus. Pada siklus pasca-PCR 

dilakukan pada suhu 72°C selama 5 menit 

Kloning Gen Fitase dalam Plasmid 

pGEM-T Easy 

 Produk PCR gen fitase dalam gel 

agarose yang mengandung fragmen DNA 

dipotong dari gel dan dipindahkan ke tabung 

mikro, DNA dipurifikasi dari gel dengan 

Quick Gel Purification Kit (Geneaid). 

Fragmen DNA diligasikan ke dalam vektor 

pGEM-T Easy (Promega) dengan total 

volume reaksi 10 µL dengan mencampurkan 

5 µL 10x Fast-Link Ligation Buffer, 1 µL 

pGEM-T Easy 0.5 µg/µL, 3 µL PCR produk 

gen fitase dan 1 µL Fast-Link DNA Ligase 2 

U/µL, pada suhu ruang selama 1 jam. Untuk 

hasil yang lebih baik, tambah inkubasi 

selama 1 malam pada suhu 4 oC (suhu 

kulkas). Hasil ligasi dimasukan ke dalam sel 

kompeten E. coli DH5α dengan metode Heat 

Shock 

 

Plasmid pGEM-T Easy rekombinan 

(pGEM-TFitA) dijadikan sebagai template 

DNA untuk deteksi gen fitase menggunakan 

primer FitAF/FitAR. Hasil PCR 

menunjukkan pita DNA dengan ukuran ± 500 

bp berhasil teramplifikasi (Gambar 11). 

Ukuran ini sesuai dengan gen fitase pada 

genom Rhodotorula mucilaginosa PK-S20 

dengan primer FitAF/FitAR. Namun tidak 

semua plasmid rekombinan koloni yang 

membawa gen sisipan, dari 10 koloni 

transforman yang diujikan (K1- K8: Koloni 

putih, K9-K10: Koloni biru) dimana 8 koloni 

putih dan 2 koloni biru. Akan tetapi hanya 4 

pasang primer spesifik FitAF/FitAR dan 

FitaseF/FitaseR yang telah di desain dengan 

nilai Tm (temperature malting) antara 58 – 59 

°C. Kedua pasang primer yang digunakan 

mampu mendeteksi gen fitase dengan 

terbentuknya pita DNA yang berhasil 

teramplifikasi dengan jelas dan tebal pada 

ukuran ± 500 bp pada semua suhu annealing 

yang gunakan. Namun primer FitaseF/R pada 

suhu annealing (Ta 58 °C) menghasilkan pita 

DNA yang tipis, sedangkan pada suhu 

annealing (Ta 60 °C) tidak ada pita yang 

dihasilkan. Optimasi juga dilakukan pada 2 

pasang primer PhyF/PhyR dan FiF/FiR yang 

sudah dipublikasikan sebelumnya (Tabel 2) 

untuk melihat kemampuan optimum dari suhu 

annealing (Ta). menggunakan desain primer 

dengan ketentuan suhu annealing yang 

disesuaikan dengan kebutuhan masing-masing 

penelitian dapat mengurangi bias pada hasil 

penelitian. Suhu annealing (Ta) dan jumlah 

siklus PCR yang digunakan sama dengan 

reaksi sebelumnya (Primer FitA/Fitase) yaitu 

52, 54, 56, 58 dan 60 (°C) dengan 35 siklus 

PCR. Hasil amplifikasi menunjukkan 

pasangan primer FiF/FiR tidak spesifik pada 

gen target, dengan terbentuknya banyak pita 

DNA dengan berbagai ukuran dan tidak 

spesifik pada ukuran gen target yaitu ± 500 bp 

pada semua kondisi suhu annealing kecuali 

pada Ta 52 °C tidak ada pita DNA yang 

dihasilkan. 

Kloning Gen Fitase 

Pita DNA tunggal dengan ukuran ± 500 

bp.  Fragmen DNA gen fitase tersebut di 

ligasikan ke dalam vektor pGEM-T Easy 

dengan pendekatan TA-Cloning. Ada tiga 

metode yang bergantung pada ligase yang 

digunakan untuk ligasi kovalen sisipan DNA 

ke vektor plasmid yaitu ligasi ujung tumpul, 

ligasi ujung kohesif, dan TA-cloning. TA-
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koloni yang membawa gen fitase yaitu K1, 

K2, K4 dan K5, namun pada K4 dan K5 pita 

DNA tidak spesifik karena muncul pada 

ukuran selain target.  

Cloning berbasis vektor-Toverhang telah 

banyak digunakan untuk kloning gen tunggal 

dan konstruksi perpustakaan DNA 

Hasil ligasi ditransformasikan kedalam 

sel Escherichia coli DH5λ yang sebelumnya 

sudah dibuat kompeten selnya. Pembuatan sel 

E. coli DH5λ menggunakan gliserol 10% 

dengan kondisi OD (optical density) mencapai 

0,8 dengan tujuan sel lebih permeable dan 

mampu menerima DNA asing. Transformasi 

dilakukan secara metode heat shock 

berdasarkan Sambrook et al, (2001). Hasil 

transformasi disebar pada media LB+ 

Xgal+IPTG +Amp (100μg/mL), kemudian 

diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37 oC. 

Hasil transformasi menunjukkan koloni dapat 

tumbuh baik pada media LB +Xgal+IPTG 

ampicillin (100μg/mL), yang di tandai dengan 

koloni biru dan putih namun efisiensinya 

masih rendah karena hanya beberapa klon 

rekombinan yang muncul.  Hal ini dapat dilihat 

pada klon rekombinan hasil tranformasi gen 

fitase ± 150 koloni yang didominasi koloni 

berwarna biru dan hanya ± 12 koloni bewarna 

putih. 

 
Deteksi gen fitase pada yeast 

Rhodotorula mucilaginosa Galur PK-S20 

secara molekuler telah berhasil dilakukan 

dengan mendesain 2 pasang primer spesifik 

yaitu FitAF/R dan FitaseF/R yang mampu 

mengampifikasi gen parsial fitase dengan 

ukuran ± 500 bp. Fragmen ini telah 

diligasikan kedalam pGEM-T Easy dan telah 

berhasil di transformasikan ke dalam sel E 

coli DH5λ yang ditandai dengan koloni putih 

dan biru. Hasil validasi PCR koloni dari klon 

rekombinan menggunakan primer FitAF/R 

menghasilkan pita DNA sesuai dengan 

ukuran gen target, akan tetapi verifikasi 
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dengan menggunakan enzim restriksi tidak 

menghasilkan potongan fragmen DNA 
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