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Kata Kunci

ABSTRAK

Enzim katalase (CAT), Desain
Primer, In silico, Oryza Sativa,
Reactive Oxygen Species (ROS)

Enzim katalase (CAT) merupakan salah satu enzim antioksidan yang
berperan dalam menghilangkan Reactive Oxygen Species (ROS),
penyebab stres abiotik pada tanaman padi. Selain itu, enzim ini
berpotensi meningkatkan stabilitas oksidatif bahan pangan,
membantu proses fermentasi, serta mendukung pengawetan. Potensi
tersebut mendorong perlunya perancangan primer secara in silico
untuk memperoleh kandidat primer yang memenuhi kriteria ideal
pada proses amplifikasi PCR. Desain primer perlu dilakukan karena
perlu dipastikan bahwa katalase telat memenuhi kriteria agar proses
PCR dapat berjalan dengan baik. Penelitian ini bertujuan untuk
merancang dua desain primer spesifik gen katalase (CAT) pada Oryza
sativa sebagai in silico menggunakan perangkat bioinformatika
Primer-BLAST dan Primer3Plus. Metode penelitian dilakukan
dengan menganalisis sekuens gen katalase (CAT) dari Oryza sativa
dari NCBI, kemudian dilakukan perancangan primer secara in silico
menggunakan Primer-BLAST dan Primer3Plus. Hasil penelitian ini
didapatkan pasangan primer dari software Primer-BLAST yaitu
primer forward 5’-CCCCAAGCAAACATAACCGC-3’ dan primer
reverse 5’-GCATGCCCTCCTAGATTCC-3’ dengan panjang primer
masing masing 20 bp. Desain primer dengan Primer-BLAST
menghasilkan primer yang paling ideal, meskipun pengaturan
parameternya kurang fleksibel. Primer3Plus memberikan kemudahan
dalam proses desain namuan data yang dihasilkan kurang lengkap
sehingga perlu pengecekan lebih lanjut.
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Catalase enzyme, In silico, primer Catalase (CAT) is an antioxidant enzyme that plays an important role
design, Oryza sativa, Reactive in removing Reactive Oxygen Species (ROS), the main cause of abiotic

oxygen species

stress in rice plants. In addition, this enzyme has potential

applications in improving oxidative stability of food products,
supporting fermentation processes, and contributing to preservation.
These potentials highlight the need for in silico primer design to
obtain candidate primers that meet the ideal criteria for PCR
amplification. Primer design is necessary to ensure that catalase
meets the required criteria so that the PCR process can run
effectively. This study aimed to design two specific primer sets for the
catalase (CAT) gene in Oryza sativa through in silico analysis using
bioinformatics tools Primer-BLAST and Primer3Plus. The research
method involved analyzing the catalase (CAT) gene sequence of
Oryza sativa obtained from NCBI, followed by in silico primer design
using Primer-BLAST and Primer3Plus. The results produced a primer
pair from Primer-BLAST software, consisting of a forward primer (5 -
CCCCAAGCAAACATAACCGC-3’) and a reverse primer (5'-
GCATGCCCTCCTAGATTCC-3’), each 20 bp in length. Primer-
BLAST generated the most ideal primer design, although its
parameter settings were less flexible. Meanwhile, Primer3Plus
provided convenience in primer design but produced less

comprehensive data, thus requiring further verification.

1. PENDAHULUAN

Padi (oryza sativa), padi merupakan salah satu pokok sumber makanan di asia terutama
Indonesia, padi banyak dibudidayakan oleh masyarakat karena pertumbuhanya yang tergolong
mudah tumbuh (oktaviani et al., 2021). Padi memiliki sistem antioksidan enzimatik yang efisien
sebagai pertahanan pada kerusakan akibat ROS (Reactive oxygen species) (You & Chan, 2015).
Salah satu enzim antioksidan dalam menghilangkan ROS (Reactive oxygen species) adalah enzim
katalase. Enzim katalase (Catalase/CAT) merupakan salah satu enzim antioksidan yang
berperan dalam menetralisir radikal bebas, khususnya hidrogen peroksida (H20-), menjadi air
dan oksigen (Anwar dkk., 2024). Peran enzim ini penting dalam menjaga keseimbangan redoks
seluler, terutama pada organ seperti hati yang rentan terhadap stres oksidatif akibat paparan
bahan kimia, alkohol, atau radikal bebas dari proses metabolisme. Dalam bidang pangan,
aktivitas katalase tidak hanya berperan dalam sistem biologis tetapi juga memiliki potensi besar
dalam meningkatkan stabilitas oksidatif bahan pangan, membantu proses fermentasi,
mengurangi dampak negatif dari spesies oksigen reaktif (Reactive Oxygen Species/ROS), serta
pengawetan yang dapat mempengaruhi kualitas dan keamanan produk akhir (Werdhasari Asri,
2014). Dari hal ini dilakukan pengembangan dengan pendekatan molekuler. Teknik yang
umum digunakan untuk menganalisis dan mengembangkan adalah dengan polymerase chain
reaction (PCR). Kelebihan PCR adalah kemampuannya mengidentifikasi banyak sampel
berisiko tinggi dengan efisiensi yang cepat dalam meng amplifikasi fragmen DNA. Kelemahan
metode ini meliputi kebutuhan akan DNA probe (sekuen DNA atau RNA), serta kondisi kerja
yang tidak optimal dan kesalahan pengaturan PCR yang dapat menyebabkan variabilitas besar
dalam hasil (Evans, 2009).

Teknik amplifikasi materi genetik telah memungkinkan studi ekstensif terhadap
berbagai aktivitas biologis di luar lingkungan biologis sistem hidup (Widodo, 2025)Assay
amplifikasi asam nukleat merepresentasikan kategori metodologi yang penting untuk deteksi
sekuens target dalam penelitian biologi kontemporer (Davi dkk., 2021)Untuk mendapatkan
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suatu primer yang memenuhi kriteria primer yang baik untuk amplifikasi dilakukan desain
secara in silico (Saraswati dkk., 2019) Pendekatan in silico dalam biologi komputasi telah
berkembang sebagai metode yang menggabungkan ilmu komputer dan teknik informatika
untuk memahami data biologis kompleks, memungkinkan pengumpulan, koneksi, dan analisis
data biologis dalam skala besar serta membangun model prediktif (Ananya dkk., 2024)
National Center for Biotechnology Information (NCBI) merupakan pusat data
bioteknologi dan biomedis di bawah naungan National Library of Medicine (NLM), bagian dari
National Institutes of Health (NIH) Amerika Serikat. NCBI menyediakan berbagai basis data
dan perangkat analisis bioinformatika, seperti GenBank untuk sekuens DNA, PubMed untuk
literatur ilmiah, BLAST untuk analisis homologi sekuens, Primer-BLAST untuk perancangan
dan validasi primer, serta ORF Finder untuk identifikasi open reading frame. Dalam penelitian
terkait gen katalase (CAT) dari oryza sativa, NCBI berperan penting sebagai sumber data
sekuens yang akurat dan platform perancangan primer yang spesifik melalui Primer-BLAST.
Ketersediaan data yang lengkap, serta dapat diakses secara bebas menjadikan NCBI komponen
vital dalam analisis bioinformatika, selain menggunakan Primer-BLAST dalam mendesain
primer, terdapat platform lain yang juga dapat mendesain primer yaitu Primer 3 Plus. Primer 3
Plus merupakan platform yang dirancang dalam mendesain Primer PCR secara otomatis dan
sistematis yang berintegrasi. Pada primer3plus dapat mengatur sekuens dengan ketentuan
panjang basanya, mengatur target suhu dan control terhadap GC. Algoritma pada Primer 3 Plus
dibangun dengan metode nearest-neighbor thermodynamic yang sophisticated (Koressaar &
Remm, 2007). Primer yang dirancang dengan baik memastikan amplifikasi spesifik terhadap
target yang diinginkan dengan pencegahan primer menempel pada sekuens lain dalam orientasi
dan jarak tertentu yang dapat menyebabkan amplifikasi yang tidak diinginkan(Ye dkk., 2012)).
Primer menjadi dasar untuk menginisiasi sintesis DNA pada posisi yang tepat dan menentukan
batas-batas fragmen DNA yang akan diamplifikasi. Dimana aspek kritis desain primer meliputi
kandungan GC, GC clamp, Melting Temperature (TM), struktur sekunder, dan panjang primer.
Penelitian ini bertujuan untuk merancang dua desain primer spesifik gen katalase (CAT)
pada Oryza sativa secara in silico menggunakan perangkat bioinformatika Primer-BLAST dan
Primer3Plus. Desain primer ini diharapkan dapat mendukung analisis molekuler dan rekayasa
genetika gen katalase sehingga dapat mengembangkan ekspresi enzim yang berperan dalam
menetralisir hidrogen peroksida dalam meningkatkan stabilitas oksidatif produk pangan.

2. METODE

Penelitian ini dilakukan pada bulan Maret-Mei 2025 di Jurusan Teknologi Pertanian
Politeknik Negeri Jember. Bahan yang digunakan pada penelitian ini berupa gen katalase (CAT)
dari oryza sativa. Metode yang digunakan pada penelitian ini adalah penelitian kearah
bioinformatika sehingga alat yang digunakan yaitu PC atau laptop, Jaringan internet dan web
NCBI serta Primer 3 Plus untuk desain Primer.

2.1 Prosedur

Sekuen gen katalase (CAT) dari oryza sativa yang diperoleh dari situs
www.ncbi.nlm.nih.gov dan primer 3Plus digunakan sebagai template dalam mendesain
sepasang primer.

2.1.1 Proses desain Primer

a. Primer 3plus
Langkah-langkah yang digunakan untuk desain primer dengan Primer3plus. Siapkan fasta yang
akan digunakan dalam desain primer. Buka primer3plus dengan alamat web
https://www.primer3plus.com/index.html , dan klik pada “main” dan masukan pada template
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fasta. Pada opsi main centang pada pick left primer dan pick right primer. Klik general setting
dan atur parameter yang akan digunakan. Setelah semua selesai klik tombol pick primer

berwarna hijau pada kanan atas.

More...

Primer3Plus

pick primers from a DNA sequence

Lond srver setings:

Help

Select primer pairs to detect the given

| Activate Settings | template sequence. Optionaily targets and
Task: [generic_ o included/excluded regions can be specified
Main ~ General Settings = Advanced Settings ~ Internal Oligo = Penalties

F S —

Paste template sequence below or upload sequence file: | Choose File | No file chosen

Advanced Seq.

Source Code

About

| Reset Default |

Results

[ Load Example |

>NC_089040.1:31814698-31818725 Oryza sativa Japonica Group chromosome 6, ASM3414082v1
AGGGAGGCCGECAAGAAGCATACTAGCACGC TACGAAACCCCCCTTCTCTTCGTCCCCAAATTGCACTAC
AAAAAAGGCCECCCCTTTCTTCTCTCCTCGTCCTTATCACCACCAATCCGATCCTCTTCTCTTCTCTTCT
CTTCTTCCCCACATCCAGTTCGATTCTCATCTCTCCCACAACAAATCACGCCATGGATCCCTACAAGGTG
CCGCCTTTTCCTGATTTTCTTTTCTTCTAGATCGATCGTCGATTTGETTTGGTTTGGTTTCTTGATGCGC
TCATCCCAATCTGACTGACTCACTGGATTCCTCCTCCTTGCAGCATCGGCCGTCCAGCGGGAGCAATTCC
ACCTTCTGGACCACCAACTCCGGCGCCCCCATCTGGAACAACAACTCCGCCCTCACCGTCGEAGAGCGAG
GTACTGAGCTGCTCCATCCTCCATCTTCCTCATCTCTTCCTCCACGAATCTATACTTCCTATCGATCCAT
GTGCTTTATGTCTGCTTAGAGGCGTATTTGGGCTTGCTTCCATCATGATCCAATGTTAACTTTGAGCGAT
CAGATGCTTAATAATTTGTCTGTGTCTGGTAGCAACAGAAAAGGTCCCTGGATCTGTGTGAATTGGACTG
TAGCACGACGTGTGCGATCTTGCCTTACTATTGTTCCTTTAGAGCTATTCAAAGT TTGCATCTTTGGTGT

GGGGGGETTTTCAGCCTTTTGCTTTGAGTAACATGTCCTTGTCACTACCTTGTGATTCATCTGTGCTGCT 4

Mark selected region: [ <Excluded > | [ [Target] ] [ {Included} | [ Clear | [ Regions from Seq. |

| save Sequence |

Source Code

About

[ Reset Defautt |

Results

Excluded Regions < |>
Targets: [l N
Included Region: { I}
Primer overlap positions: - | |
Pair OK Region List: [ |
Pick left primer [ Pick hybridization probe Pick right primer
Primer3Pl Hore
rimer. us
pick primers from a DNA sequence Help
Load server settings: | Default hd Select primer pairs to detect the given
[ Activate Settings | template sequence. Optionally targets and
Task: |generic v included/exciuded regions can be specified.
Main  General Settings =~ Advanced Settings  Internal Oligo  Pemalties = Advanced Seq.

Product Size Ranges ‘ 501-600 601-700 401-500 701-850 851-1000 1001-1500 1501-3000 3001-5000 401-500 301-400 201‘

Primer Size Min: [18 | Opt:[20 | Max:[30 ]

Primer Tm Min:[520 | Opt:[550 | Max:[580 |  Max Tm Differenc
Primer Bound% Min:[-100 | Opt:[970 | Max:[1100 |  Anncaling Temp:|55.0
Primer GC% Min:[400 | | Maxileoo |

ANNEALING Oligo Concentration: |50.0

s ]

Concentration of monovalent cations:

Concentration of divalent cations: C of NTPs:

DMSO Concentration: Formamide Concentration:

DMSO Factor:

Mispriming/Repeat Library: [NONE v

Load and Save
To upload or save a settings file from your local computer, choose here:

Load only Settings from file: | Choose File | No file chosen

| save only Settings | | Save Everything || Save as Primer3 input | | Save Primer3Plus results

b. NCBI

Not the concentration of
oligos in the reaction mix!

Langkah-langkah yang digunakan untuk desain primer dengan NCBI adalah sebagai berikut.
Buka web NCBI https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/ . Masukan Fasta yang telah

di dapat pada GeneBank pada template. pada bagian parameter primer sesuaikan parameter
yang akan digunakan. setelah semua selesai klik get primer. Lalu pilihan pasang primer akn

muncul.
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Retrieve recent results ~ Public

PCR Template
Enter accession, gi, or FASTA sequence (& refseq record is preferred) @ Range @
CATCAT!

G -
TAATAATCTGTAACCTGAAGACACGTTTCTCCTGATACTTCATCATTATTGTAAGCCCACCTT
TTATCAA v

Forwarapimer [ ] [©—]

Reverseprimer | [ |

TC.
TAATTTATATACAGTAAATTAATTATTT

Or, upload FASTA file Choose File | No file chosen

~

Primer Parameters

Use my own forward primer 9 =)
(5->3 on plus strand) l =
Use my own reverse primer (5'- o=
>3' on minus strand) 3

PCR product size
# of primers to return

Min opt Max Max T, difference
Primer melting temp [520 | [550 | [580 | [3 | @

R (e e e Prefer primers at 3 side of the template @

Exon/intron selection A refseq mRNA sequence as PCR template input is required for options in the section @

Exon junction span [ No preference v @
Exon junction match Min 5 match  Min 3 match  Max 3’ match
[7 | [+ ] [8 ]
Minimal and maximal number of bases that must anneal to exons at the 5 or 3’ side of the junction @

Intron inclusion [] Primer pair must be separated by at least one intron on the correspanding genomic DNA @
Intron length range Max

Min
(10000 | @

Note: Parameter values that differ from the default are highlighted in yellow
Primer Pair Specificity Checking Parameters

Specificity check Enable search for primer pairs specific to the intended PCR template @

Search mode (7]

Database [ Refseq mRNA ~ |@

Exclusion [ Exclude predicted Refseq transcripts (accession with XM, XR prefix) ] Exclude uncuttured/environmental sample sequences @
Organism [[4530 | (Add organism)

Enter an organism name (or organism group name such as enterobacteriaceas, rodents), taxonomy id or select from the suggestion list as you pe. @
Entrez query (optional) [ @
Primer specificity stringency Primer must have at least| 2 v | total mismatches to unintended targets, including

atleast[ 2 ~ | mismatches within the last bps at the 3'end. @
Ignore targets that have or more mismatches to the primer. @

Max target amplicon size |dIJOIJ | @

Allow splice variants [ Allow primer to amplify mRMA splice variants (requires refseq mRNA sequence as PCR template input) @

Get Primers Show results in a new window [ Use new graphic view @

Note: Parameter values that differ from the default are highlighted in yellow

3. HASIL DAN PEMBAHASAN

Analisis primer dengan software bioinformatika bertujuan untuk mencari kandidat primer
yang memenuhi kriteria ideal untuk proses amplifikasi pada tahapan PCR secara in vitro
(Kearse dkk., 2012)Dalam pemilihan primer hal-hal yang harus diperhatikan yaitu panjang
primer, melting temperature (TM), suhu annealing (Ta), GC content, secondary structures
berupa harpin, selfdimer, cross dimer serta ukuran amplikon primer (Borah, 2011). Panjang
primer yang optimal adalah 18-22 bp. Primer yang terlalu pendek dapat mengurangi spesifisitas
primer sedangkan primer yang terlalu panjang menyebabkan reaksi PCR tidak berjalan dengan
baik (Garg, 2008)Tm adalah suhu ketika DNA beruntai ganda berubah bentuk menjadi DNA
beruntai tunggal. Tm yang baik untuk primer berada di kisaran 52-58°C. TM yang terlalu tinggi
cenderung membentuk struktur sekunder (Shaden M. H. Mubarak, 2020).

a. Primer 3 plus

Hasil desain primer yang diperoleh dengan menggunakan primer3plus mendapatkan 3
pasang kandidat primer (Tabell). Selanjutnya kandidat tersebut dipilih 1 pasang primer terbaik
berdasarkan beberapa parameter yang telah disebutkan sebelumnya. Pasangan primer yang
paling ideal dari primer 3plus adalah pasangan primer 1 (5° GAATTTCATGCACAGGGATG
3’ dan 3> AACTGTGTTACAAAG-ACGG 5’). Pasangan primer ini memiliki panjang 20 bp.
Panjang primer yang ideal umumnya berkisar antara 18-22 bp (Eling Sasmito dkk., 2014).
Ujung primer ada G diujung 3’ yang disarankan adalah G dengan tujuan menjaga kestabilan
saat proses polimerisasi. Struktur hairpin ditemukan namun relatif rendah dengan TM hairpin
43,6 C pada forward sedangkan pada primer reverse cukup stabil. Persentase yang rendah
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dipilih karena struktur hairpin harus diminimalkan dihilangkan tanpa adanya hairpin (Khaira
dkk.,2023). Nilai penalti dari pair satu paling kecil dibandingkan pasangan primer lainnya yaitu
sebesar 0.007. Panjang amplikon atau produk dari pasang primer 1 sebesar 507 bp. Panjang
amplikon PCR standar sebesar 100-500 bp dimana proses perpanjangan dalam PCR terjadi
kurang dari 1 menit karena panjang <1000 bp (Khaira dkk., 2023). Dengan demikian pasang
primer 1 dapat dikatakan sebagai pasangan primer yang paling ideal dibandingkan dengan
pasangan lainnya.
Tabel.1 Karakteristik Kandidat Primer Primer3Plus

Set Primer Sekuen Tm(°C) GC (%) Length Panjang
(bp) produk
Pair 1 Left GAATTTCATGCACAG 55.0 45.0 20 507
GGATG
Right GGCAGAAAACATTG 55.0 40.0 20
TGTCAA
Pair 2 Left CTCCTATGCTGATAC 55.0 45.0 20 593
CCAA
Right ATGCATGTGGTCATT 55.0 40.0 20
GTACT
Pair3  Left CTCATCTCTCCCACA 55.0 45.0 20 584
ACAAA
right GGTAGTGACAAGGA 55.0 45.0 20
CATGTT

b. Primer BLAST
Hasil yang didapatkan dari desain primer menggunakan Primer BLAST menghasilkan 3
pasang primer (Tabel 2) Kriteria primer yang baik merupakan kunci dari keberhasilan dalam
Teknik PCR.
Tabel 2. Karakteristik Kadidat Primer BLAST

Set Primer Sekuen Tm(°C) GC length Panjang
(Y0) produk
Pair Forward CATCGAAGAGTTTGAGCAAC 55.04 45.00 20 486
1 Reverse  CAGCAAGGCATATTTTCAGG 55.00 45.00 20
Pair Forward GAATTTCATGCACAGGGATG 55.00 45.00 20 806
2 Reverse  GCACCCACGAAGAAATTATG 55.06 45.00 20
Pair Forward CATAATTTCTTCGTGGGTGC 55.06 45.00 20 163
3 Reverse  TGTTTGGTTTCAGGTTGAG 55.01 40.00 20

Dari 3 pasang yang yang didapat terlihat bahwa pair 1 merupakan primer yang sesuai.
Pasang primer 1 menunjukkan karakteristik yang optimal untuk amplifikasi. Kedua primer
dalam pasangan ini memiliki panjang 20 nukleotida, yang berada dalam rentang ideal 18-20 bp
Panjang primer yang ideal umumnya berkisar antara 18-22 (Eling Sasmito dkk.,
2014)Parameter melting temperature (Tm) pada forward primer memiliki Tm 55.04°C dan
reverse primer 55.00°C. Nilai Tm ini berada dalam rentang optimal 52-65°C dengan selisih Tm
antara primer forward dan reverse adalah 0,04°C. Selisih Tm antara primer forward dan reverse
yang baik adalah tidak lebih dari 5° jika selisih lebih dari 5° dapat menyebabkan penurunan
efisiensi proses amplifikasi pada saat proses PCR (Eling Sasmito dkk., 2014).

Komposisi GC content pada Pasang primer] menunjukkan konsistensi yang sangat baik,
dengan kedua primer memiliki 45% GC content Self-complementarity menunjukkan nilai yang
sangat rendah yaitu 4.00 untuk kedua primer, yang jauh di bawah threshold kritis untuk
pembentukan primer dimer. Parameter self 3’ complementarity yang sangat rendah (2.00 untuk
kedua primer) indikator kuat bahwa risiko false priming pada ujung 3' primer sangat minimal
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(Batubara dkk., 2024). Ukuran produk PCR yang dihasilkan oleh primer pair 1 adalah 486 bp,
yang merupakan ukuran ideal untuk sebagian besar aplikasi PCR konvensional. Fragmen
dengan ukuran ini dapat diamplifikasi dengan efisiensi tinggi menggunakan kondisi PCR
standard, memerlukan extension time yang reasonable (sekitar 30 detik pada 72°C)
(Puspitaningrum & Chris Adhiyanto, 2018).

Tabel 3. Perbandingan Desain Primer3Plus dan BLAST

Tools Primer Sekuens ™ GC Length Panjang
Produk
Primer Forward GAATTTCATGCACAGGGATG 55.00 45.00 20 507
3Plus Reverse  GGCAGAAAACATTGTGTCAA 55.00  45.00 20
Primer Forward CATCGAAGAGTTTGAGCAAC 55.04 45.00 20 486

BLAST Reverse CAGCAAGGCATATTTTCAGG 55.00  45.00 20

Hasil analisis primer yang didesain menggunakan Primer3Plus dan Primer-BLAST
(Tabel3) menunjukkan hasilkan kandidat primer dengan karakteristik yang mendekati kriteria
ideal untuk PCR. Kandidat terbaik dari Primer3Plus adalah Pair 1, dengan panjang 20 bp, nilai
Tm sebesar 55 °C, kandungan GC 45%, serta ukuran produk PCR sebesar 507 bp. Karakteristik
ini sesuai dengan standar umum bahwa primer yang baik memiliki panjang 18-22 bp, GC
content 40-60%, serta Tm berkisar 52—58 °C (Rodriguez dkk., 2015) Namun, kelemahan
Primer3Plus Pair 1 adalah adanya struktur hairpin meskipun dengan nilai penalti rendah
(0.007), serta ukuran produk PCR (507 bp) yang sedikit lebih panjang dari rentang optimal
100-500 bp (Davidovi¢ dkk., 2014).

Sementara itu, kandidat terbaik dari Primer-BLAST dengan panjang primer 20 bp, nilai
Tm forward 55.04 °C dan reverse 55.00 °C (selisih hanya 0.04 °C), GC content 45%, serta
ukuran produk PCR 486 bp. Karakteristik tersebut lebih ideal dibanding Primer3Plus karena
produk PCR atau amplicon berada dalam rentang optimal, selisih Tm sangat kecil (di bawah
0.5 °C), dan nilai self~complementarity rendah, yang menandakan risiko pembentukan primer
dimer minimal. Perbedaan Tm yang kecil antara primer forward dan reverse (<5 °C) akan
meningkatkan efisiensi dan spesifisitas amplifikasi PCR (Eling Sasmito dkk., 2014). Selain itu,
ukuran fragmen PCR di bawah 500 bp umumnya direkomendasikan untuk memaksimalkan
efisiensi polimerase DNA (Khaira dkk., 2023).

Perbandingan tersebut dapat disimpulkan bahwa Primer-BLAST menghasilkan primer
yang terbaik karena parameter desainnya lebih mendekati kriteria ideal, terutama dari segi
kestabilan Tm, panjang produk PCR, serta rendahnya risiko struktur sekunder. Secara umum,
penggunaan Primer3Plus memiliki kelebihan dalam fleksibilitas pengaturan parameter desain
primer dan kemudahan memperoleh beberapa kandidat, tetapi kekurangannya adalah
kurangnya integrasi dengan database genom sehingga potensi amplifikasi non-spesifik lebih
tinggi. Sebaliknya, Primer-BLAST memiliki kelebihan utama dalam kemampuannya
melakukan pencarian spesifisitas langsung ke seluruh database genom NCBI, sehingga
meminimalisasi risiko amplifikasi non-target (Garafutdinov dkk., 2020).

c. Aplikasi katalase dalam pangan

Katalase berperan penting dalam mereduksi Reactive Oxygen Species (ROS), yang
dapat menyebabkan peroksidasi lipid, denaturasi protein, serta mutasi DNA. Akumulasi ROS
berdampak pada penurunan kualitas nutrisi, gizi, dan keamanan pangan. Dengan aktivitas
katalase, ROS dapat dieliminasi karena enzim ini berfungsi sebagai antioksidan alami,
melindungi biomolekul dari kerusakan oksidatif, serta membantu mempertahankan daya
simpan produk pangan (Werdhasari Asri, 2014).

Pengaplikasian enzim katalase menunjukkan bahwa peningkatan aktivitas katalase
mampu menekan efek kerusakan oksidatif. Misalnya, ekstrak tomat dapat meningkatkan
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aktivitas katalase pada hepar tikus yang terpapar minyak jelantah, sehingga berpotensi
diaplikasikan sebagai sumber antioksidan alami dalam pangan (Candra & Rahadiyanti, 2020).
Selain itu, madu kelengkeng juga dilaporkan meningkatkan aktivitas enzim katalase dan
superoksida dismutase pada model hewan, menunjukkan potensi pemanfaatannya sebagai
bahan pangan fungsional dengan sifat antioksidan (Yuniastuti & Arum Sasi, 2015)

Desain primer menjadi hal yang penting sebelum mengaplikasikan katalase pada produk
pangan. Dengan primer yang memenubhi kriteria ideal, amplifikasi PCR dapat berjalan spesifik
dan efisien, memastikan identifikasi dan ekspresi gen katalase yang benar. Hal ini akan
berpengaruh langsung pada efektivitas katalase saat digunakan dalam pangan, terutama dalam
memperlambat kerusakan oksidatif serta menjaga nutrisi dan keamanan produk.

4. KESIMPULAN

Berdasarkan analisis yang telah dilakukan Primer-BLAST menghasilkan pasangan
primer terbaik, yaitu forward (5’-CATCGAAGAGTTTGAGCAAC-3’) dan reverse (5°-
CAGCAAGGCATATTTTCAGG-3’), dengan panjang 20 bp, Tm sekitar 55°C, GC content
45%, dan ukuran produk PCR 486 bp. Primer ini unggul karena spesifisitas tinggi, risiko primer
dimer rendah, dan parameter optimal untuk amplifikasi PCR yang efisien. Sebaliknya,
Primer3Plus menghasilkan primer dengan produk PCR 507 bp, kandungan GC 45%, dan Tm
55°C, namun dengan data kurang lengkap dan potensi struktur hairpin. Primer3Plus
memberikan fleksibilitas pengaturan parameter, tetapi Primer-BLAST lebih unggul karena
integrasi dengan database NCBI, meminimalkan amplifikasi non-target. Desain primer ini
mendukung pemanfaatan katalase dalam pengawetan pangan dan fermentasi, berkontribusi
pada pengembangan produk pangan fungsional dan ketahanan tanaman terhadap stres
lingkungan. Penelitian ini memperkuat peran bioinformatika dalam bioteknologi pertanian dan
pangan.
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