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ABSTRACT

Saccharomycopsis fibuligera is yeast with high amylolitic activity. The local strain,
S. fibuligera R64 has been reported to produce starch hydrolyzing enzymes, a-amylase
dan glucoamylase. Glucoamylase is one of the extracellular enzymes that enable to
breakdown starch in starch processing, thus has potential to be developed and applied in
starch processing industry, such as glucose syrup production. Wild type microorganism-
producing glucoamylase normaly express low level of enzyme, while high level production
and low cost enzymes are needed in many industries. To obtain strains with superior
properties, a recombinant DNA is used and Pichia pastoris is a suitable expression host for
producing glucoamylase at high level. Gene encoding glucoamylase S. fibuligera R64
(GLL) has been amplified and cloned into pGEM-T vector. A set of primers (Glu-F and Glu-
R) was designed based on the published nucleotide sequence (Acc. No M17355).
Restriction analysis of pPGEM-GLL by using EcoRI and Xhol showed a ~4.500 kb DNA
fragment which confirmed the size of pGEM-T vector containing GLL. This research aimed
to analyze pGEM-GLL S. fibuligera R64 in silico. Gene alignment of GLL S. fibuligera R64
with GLU1 S. fibuligera showed 99 % homology. Based on in silico translation analysis,
there were several nucleotide difference compared to the published sequence which result
in amino acid differences, namely E27D, N46D, dan A376V. Hence it is possible that S.
fibuligera R64 has different properties from other known S. fibuligera.
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PENDAHULUAN Indonesia adalah negara yang

memiliki sumber pati terbesar di dunia

Pati adalah polimer yang sangat setelah Brazil. Namun, sampai saat ini
melimpah di alam. Pati terdapat pada Indonesia ~ masih ~ mengimpor  pati
daun, batang, biji, akar, dan umbi termodifikasi.  Selain itu, enzim-enzim
tanaman tingkat tinggi. Pati berfungsi pengubah pati juga masih diimpor oleh
Sebagai Cadangan energi pada tanaman. Indonesia. Hal ini disebabkan oleh belum
Pati juga digunakan dalam berbagai adanya industri dalam negeri yang
industri, seperti produksi sirup glukosa, memproduksi  enzim-enzim  tersebut.
sirup jagung, dan bioetanol. Padahal Indonesia memiliki biodiversitas

mikroba yang tinggi dan potensial untuk
menghasilkan enzim pengubah pati, salah
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satunya adalah  Saccharomycopsis
fibuligera.

Glukoamilase S. fibuligera
merupakan salah satu enzim

ekstraseluler yang mampu memecah pati
dalam  pemrosesan pati, dengan
demikian memiliki potensi untuk dapat
dikembangkan dan diaplikasikan dalam
industri pengolahan pati, seperti produksi
sirup glukosa.

Glukoamilase adalah enzim exo-
acting yang menghidrolisis ikatan o-1,4
glikosidik pada ujung non pereduksi dari
amilosa, amilopektin dan glikogen yang
menghasilkan D-glukosa sebagai produk
tunggal. Glukoamilase juga meng-
hidrolisis ikatan o-1,6 dan «,1-3 pada
kecepatan yang lebih lambat (Fogarty,
1983).

Glukoamilase dapat diperoleh dari
berbagai organisme. Beberapa
organisme yang diketahui menghasilkan
enzim glukoamilase adalah Aspergillus
awamori (Aleshin et al.,, 1994), ragi
Saccharomycopsis fibuligera (Sevcik et
al., 1998), dan bakteri
Thermoanaerobacterium
thermosaccharolyticum (Aleshin et al.,
2003).
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glukoamilase. Dua di antaranya adalah Glu
dari Saccharomycopsis fibuligera HUT7212
dan GIm dari Saccharomycopsis fibuligera
IFO 0111. Glu HUT7212 mengandung 492
residu asam amino dan GIim IFO 0111
mengandung 489 residu asam amino.
Kedua enzim glukoamilase tersebut
memiliki karakter biokimia yang berbeda
terutama dalam mendegradasi pati mentah.
Glu dapat mengikat pati tetapi tidak dapat
mendegradasi pati mentah, sedang GIm
dapat mengikat pati mentah dengan baik
dan juga mendegradasinya. Domain katalitik
glukoamilase Saccharomycopsis fibuligera
membentuk 14 lipatan o heliks di mana 12
diantaranya membentuk konformasi (o/a)s
barrel. Asam amino Glu210 dan Glu456
merupakan residu sisi katalitik glukoamilase
Saccharomycopsis  fibuligera HUT7212,
sedang Glu21ll dan Glu453 merupakan
residu aktif pada glukoamilase
Saccharomycopsis fibuligera IFO 0111.
Analisis hasil penentuan komplek struktur
antara glukoamilase = Saccharomycopsis
fibuligera HUT 7212 dengan akarbosa pada
resolusi 1.6°A menunjukkan bahwa dua
akarbosa terikat pada enzim (Gambar 1).
Pengikatan akarbosa pertama terjadi pada
sisi aktif , sedang yang kedua terjadi pada

Saccharomycopsis fibuligera daerah sekitar Tyr464 (Sevcik et al., 2006).
mempu memproduksi enzim
Gambar 1. Glukoamilase Saccharomycopsis fibuligera HUT 7212 dengan dua molekul
akarbosa. Akarbosa pertama (konformasi bola) terikat pada pusat barel,
sedang yang kedua terikat jauh dari pusat barel. Sisi pengikatan akarbosa
kedua ekuivalen dengan sisi pengikatan pati pada enzim Glu.
30
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Kemiripan urutan Glu
Saccharomycopsis fibuligera HUT7212
dengan GIm Saccharomycopsis
fibuligera IFO 0111 menunjukkan
bahwa posisi sisi pengikatan pati pada
kedua enzim tersebut adalah ekuivalen.
Sisi pengikatan pati mentah pada Glm
tersusun atas residu Argl5, His444,
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Asp447, Thr459, dan Phe46l, dan pada
enzim Glu, residu asam amino Yyang
ekuivalen untuk sisi pengikatan pati mentah
adalah Argl5, His447, Asp450, Thr462,
Tyr464. Interaksi kedua akarbosa pada sisi
katalitik dan sisi pengikat pati pada enzim
Glu S. fibuligera HUT7212 dapat dilihat
pada Gambar 2 (Sevcik et al., 2006).

njs.u?! Argls

Aspis0

Thrd62 146

Gambar 2. Interaksi akarbosa pada enzim Glu. Akarbosa berikatan hidrogen dengan
residu sisi aktif Glu210 dan Glu456 (A), akarbosa terikat disekitar Tyr464 (B)

(Sevcik et al., 2006).

Salah satu kendala produksi
enzim glukoamilase wild type adalah
produktivitasnya rendah, sedangkan
dalam industri diperlukan mikroba
dengan produktivitas yang tinggi dan
ekonomis. Untuk menghasilkan galur
mikroba dengan sifat-sifat yang unggul
ini, dapat dimanfaatkan teknologi DNA
rekombinan.  Enzim-enzim  tersebut
dapat dihasilkan dalam sistem ekspresi
protein heterolog, seperti E. coli, S.
cerevisiae dan P. pastoris. Pichia
pastoris merupakan sistem ekspresi
yang sesuai untuk produksi enzim skala
besar. Amplifikasi dan insersi gen
pengkode glukoamilase S. fibuligera
R64 galur lokal pada vektor pGEM-T
sebagai langkah awal untuk produksi
glukoamilase S. fibuligera rekombinan
telah dilakukan sebelumnya (Pasjan,
2010). Oleh karena itu perlu dilakukan
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penentuan urutan nukleotida pGEM-GLL,
dan analisis in silico GLL rekombinan.

METODE PENELITIAN
A. Galur

Escherichia coli TOP 10F dengan
fenotip {proAB, Lacl9, lacZAM15,
Tnl10(TetR)} mcrA, A(mrr-hsdRMS-mcrBC),
@80lacZAM15, AlacX74, deoRrecAl, -
araD139, galu, galK, A(ara-leu)7697,
rpsL(StrR), endAl, nupG (Invitrogen).

Saccharomycopsis fibuligera R64
yang diperoleh dari Laboratorium
Mikrobiologi, Program Studi Teknik Kimia,
Fakultas Teknik Industri, Institut Teknologi
Bandung.
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B. Plasmid

Plasmid yang digunakan adalah
pGEM-T® (Promega) dengan marker
ampisilin. Plasmid ini digunakan untuk
perbanyakan gen GLL hasil PCR.
Plasmid rekombinan pGEM-GLL yang
telah diklon sebelumnya (Pasjan, 2010).

1. Isolasi plasmid pGEM-GLL skala
kecil

Isolasi DNA plasmid skala kecil
dilakukan dengan menggunakan
metode Holmes dan Quigley yang telah
dimodifikasi (Sambrook et al., 1989).
Koloni tunggal E. coli transforman yang
mengandung plasmid pGEM-GLL
ditumbuhkan pada 5 mL media cair LB
yang mengandung ampisilin 100 pg.ml.
Inokulum diinkubasi pada suhu 37 °C
dengan laju pengocokan 150 rpm
(Shaking inkubator Labline) selama 16-
18 jam. Sel biakan disentrifugasi pada
kecepatan 6000 rpm selama 5 menit.
Supernatan dibuang dan pelet dire-
suspensi dalam 350 uL buffer STET (8
% b/v sukrosa, 5 % b/v triton X-100, 50
mM EDTA, dan 50 mM Tris-Cl pH 8,0).
Suspensi sel ditambahkan 25 pL lisozim
10 mg/ml, kemudian diinversi 4-5 kali
secara perlahan dan didiamkan pada
suhu kamar selama 2 menit.
Selanjutnya suspensi sel dimasukkan
dalam air mendidih selama 40 detik.
Setelah itu, tabung disentrifugasi pada
13.000 rpm (Biofuge heraus) selama 10
menit. Supernatan dipindahkan ke
tabung mikrosentrifuga baru dan
ditambahkan 200 puL isopropanol.
Campuran diinversi sebanyak 4 — 5 kali
dan diinkubasi pada suhu kamar
selama 10 menit. Selanjutnya tabung
disentrifugasi dengan kecepatan 13.000
rpm untuk memperoleh pelet DNA dan
selanjutnya dikeringkan pada suhu
37 °C selama 30 — 60 menit hingga
isopropanol menguap dan habis.
Terakhir, pelet DNA yang diperoleh
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dilarutkan dalam ddH20 dan disimpan pada
suhu -20 °C.

2. Pemotongan DNA plasmid dengan
enzim EcoRI dan Xhol

DNA plasmid yang mengandung
fragmen GLL dipotong dengan 10 unit
enzim restriksi EcoRlI (Bohringer
Manneheim) dengan menggunakan buffer
H (10 mM tris-HCI pH 7,4; 400 mM NacCl;
0,1 M EDTA, 1 mM DTT; 0,15% Triton X-
100; 0,5 mg/ml BSA; dan 50 % gliserol)
dan 10 unit enzim restriksi Xhol dengan
buffer H yang sama. Pemotongan tersebut
dilakukan pada suhu 37 °C selama
semalam.

3. Penentuan urutan nukleotida pGEM-
GLL

Sekuensing gen GLL dilakukan
dengan metode dideoksi Sanger
menggunakan alat sekuensing otomatis
dari ABI PRISM di Macrogen, Seoul-Korea.
Primer yang digunakan untuk sekuensing
gen GLL ini adalah primer universal T7
promoter dan SP6.

4. Analisis In silico

Analisis in silico menggunakan
program komputer SegMan dan Clone
Manager. Untuk menganalisis urutan asam
amino, digunakan program ProtParam Tool
pada situs Expasy (http://expacy.org,
tanggal akses : 1 April 2010).

HASIL DAN PEMBAHASAN

A. Hasil Isolasi dan
plasmid pGEM-GLL

Isolasi plasmid dilakukan untuk
menganalisis E. coli TOP10F’ transforman
yang membawa plasmid pGEM-GLL.
Isolasi plasmid dilakukan dengan metode
QIAPrep yang menggunakan prinsip
kromatografi afinitas. Plasmid DNA hasil
isolasi dielektroforesis pada gel agarosa
dan divisulalisasi di bawah sinar UV. Hasil

karakterisasi
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analisis isolasi plasmid pGEM-GLL
dikonfirmasi dengan analisis restriksi
menggunakan enzim restriksi EcoRI
dan Xhol untuk menentukan adanya
sisipan gen GLL.

10000 bp

¢80 bR

4000 bp
3500 bp

3000 bp
2500 bp

2000 bp
1500 bp

1000 bp
750 bp

500 bp

250 bp
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Adanya sisipan gen GLL dapat diketahui
dengan  melihat  profii pita  DNA
menggunakan elektroforesis gel agarosa
seperti yang terlihat pada gambar 3 dan 4.

2 3

Gambar 3. Hasil restriksi pGEM-GLL rekombinan. Lajurl. DNA ladder; lajur 2. pGEM-
GLL (EcoRl); lajur 3. pGEM-GLL (Xhol).

Insersi GLL (x 1.500 pb) ke
pGEM-T (£ 3.000 pb) menghasilkan
plasmid rekombinan yang masing-
masing berukuran £ 4.500 pb (lajur 1

10000 bp

G =

2000 bp
3500 bp

3000 bp
2500 bp

2000 bp
1500 bp
1000 bp
750 bp

500 bp

HIRENN

250 bp —

dan 2 pada gambar 1 dan lajur 3 pada
gambar 2). Kedua plasmid rekombinan
tersebut masing-masing dipotong dengan
enzim restriksi EcoRI dan Xhol.

Gambar 4. Hasil isolasi dan karakterisasi pPGEM-GLL rekombinan. Lajur 1. DNA ladder;
lajur 2. GLL (1500 bp); lajur 3. pPGEM/GLL cut (4500 bp); lajur 4. pGEM-GLL

uncut.
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Pada gambar 4 terlihat perbedaan
profil pita DNA antara gen GLL hasil
amplifikasi, pGEM-GLL linear hasil
pemotongan dengan enzim restriksi
EcoRlI, dan pGEM-GLL sirkuler.

B. Analisis in silico GLL S. fibuligera
R64

Untuk mengkonfirmasi lebih lanjut
bahwa DNA sisipan yang masuk ke dalam
vektor pGEM-T memang benar gen GLL,

Biocelebes, Vol. 4 No. 1

maka dilakukan sekuensing urutan nukleotida

gen tersebut.

Penentuan urutan nukleotida dari
pGEM-GLL dengan metode Sanger
(Macrogen Inc., Korea) menggunakan
primer universal pGEM-T, vyaitu primer
forward T7 (5-AATACGATCACTATAG-3')
dan primer reverse SP6 (5-
ATTTAGGTGACACTATAG-3'). Hasil
penentuan urutan nukleotida dengan
primer universal T7 dan SP6 dapat dilihat
pada gambar 5 dan gambar 6.

1
61
121
181
241
301
361
421
431
541
601
661
721
781
841
901

nnnnnnannc
tgattgagga
agcaccacty
ttgttcatte
accgaatgty
gacactatca
aaaaaaatcy
aacaagttty
agatgaacca
ataagcacty
caaaacatac
caaaagtyyy
atctgggttt
caaataactt
aaaactttty
aagctytcty

acygcygttyyy
actcgagcca

agctctccca
aagccttgac

tatggtcgac
cttatttcta

ctccatgtea
aaggagccat
accaaattat
gaagactggt
tagttaatct
tatggaactt
tcaccattgt
ttaacagagt
tcattgtcaa
ccaatataag
tcaacaatgt
tegagggtay
gcatatccac
ccattggttt

aagagtagyc
catcattaat
cagcaaccyt
aagcagaatt
tgttaatggt
gggcagcata
aaacatcttc
atctgtcLtt
catcaaatyy
tggctgaatc
ggttaacatc
aagcagtcya
agcataagca
tccccccaaa

accggtggaa
atgatccaaa
gttaaattca
gatggtagat
aatgtcattt
ggcagtaget
tgggtatcry
attatcctce
agtagagcty
taggccttyt
agtattaaca
agaaagtgty
aggtctttct
gatcacactc

actgcaggcy
agtctaatag
taaccggtat
atgacttgca
tcagagccac
aaatcaacaa
gaggcagact
aagaaccatg
ccaatagcty
aataacaagt
ctttcaccaa
ctagagtttt
aatccaccat
tttgcaaagt
gttgaacaaq
agtagatcc

gccgcactag
cttcaagaaq
atctgttaag
aaaaggaatc
ttttaatggt
tatacttgtt
ttgcatcata
gattgccttc
caccagcaga
aatatgatty
tatcatgagt
gttggagcaa
cactgccact
cgccatcgte
ctttgtacaa

Gambar 5. Hasil penentuan urutan nukleotida gen GLL pada DNA rekombinan pGEM-
GLL dengan primer universal SP6 promoter. Nukleotida yang digaris bawahi
merupakan urutan nukleotida primer Glu-R yang digunakan pada tahap PCR.

1 nnnannnnnn necatgotcc ngccgecaty gocgcgggat tgaggaagaa ttcgoctate
61 cttcttttga agcttattca aactataaay ttgacagaac tgacttggaa accttcttyy
121 acaaacaaaa agatgtatct ttatactatc ttttacaaaa cattgcttat cctgaaggcc
181 aatttaatga tggtgttcct ggtactgtta ttgcttctcc atcaacctct aatccggact
24l actattacca atggaccaga gattccgcaa ttacattttt gacagttctt tctgaactag
301 aagataataa cttcaatacc actttggcta aggcagttga gtactacatt aataccagtt
361 acaaccttca aagaaccagt aacccaagty gcagctttga tgatgaaaat cataaaggct
421 tgggagaacc aaaatttaac acagatgygtt ctgcatacac tggagcttygyg gggagaccyc
481 aaaatgatgg tCCctygcttty agagcttaty ctatcagtag atatttgaat gatgtcaatt
541 ctttaaatga aggtaaatta gtattgacty attcaggtga tatcaacttt tcttcaacty
601 aagatattta caaaaatatc atcaaaccay acttggaata tgttataggyg tactgggatt
661 ctactggygtt tgatctttygy gaggaaaacc aaggcagaca cttttttaca agocttggtte
721 acacacagcc cttgcttaty ctgtggattt tgctctaagt tctgaccatyg gttacttoge
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Gambar 6. Hasil penentuan urutan nukleotida gen GLL pada DNA rekombinan pGEM-
GLL dengan primer universal T7 promoter. Nukleotida yang digaris bawabhi
merupakan urutan nukleotida primer Glu-F yang digunakan pada tahap PCR.

Dari hasil penentuan urutan
nukleotida gen GLL, dapat dilihat
adanya primer Glu-F dan Glu-R pada
gen GLL S. fibuligera R64 tersebut. Hal
ini menunjukkan bahwa proses kloning
GLL ke pGEM-T berhasil dilakukan.

Elektroforegram urutan nukleotida
gen GLL dengan menggunakan primer

nukleotida dengan puncak elektroforegram
yang sangat rendah.

Urutan nukleotida GLL S. fibuligera
R64 hasil sekuensing kemudian
disejajarkan dengan urutan nukleotida
GLUL1 S. fibuligera yang telah dipublikasi.

Hasil analisis in silico menggunakan
program komputer SeqMan dan Clone

T7 dan SP6. Terbentuknya struktur Manager menunjukkan bahwa urutan
sekunder pada urutan nukleotida gen nukleotida tersebut merupakan urutan
GLL ini menyebabkan proses peng- nukleotida bagi gen GLL

urutan  nukleotida tidak  berjalan
sempurna sehingga terdapat urutan

Saccharomycopsis fibuligera R64 tanpa
signal sequence.

BLL 1 GOCTATCCTTCTTTTCARGC TTATTCAAACTATARAGTTCACAGARC TRACTT GCARACCTTC TTOGAC AL AMARAGATGTATC TTTATACTATC TTTTACAARACATT GCTTATC CTCARGGL CARTTTARTCATER
5L0L 1 GOCTATCCTTCTTTTCARGC TTATTCAAACTATARAGTTCACAGALC TRACTT GCARACCTTC TTOGACALAC ALRAGAAGTATC TTTATACTATC TTTTACAARACATT GCTTATC CTCARGGLCARTTTARTAATER
GLL 141 TETTCCTRETACTRTTATTECTTCTC AT ARG CTCTART COGRAC TACTATTAC CART GRACCAGAGATTCC G ARTTAC ATTTTTGACAGTTCTITC TRAAC TAGRAGATARTARC TTCARTAC CACTTTOGCTRARG
5L0L 141 TETTCCTRETACTRTTATTECTTCTCCATC A CTCTARTCOGRAC TACTATTAC CART GRACCAGAGATTCC G ARTTAC ATTTTTGACAGTTCTITC TRAAC TAGAAGATARTARC TTCARTACCACTTTOGLC ARG
BLL 261 CAGTTGAGTACTACATTAATACCAGTTACAACCTTCAAAGRACCAGTAACCC AAGTGRCAGCTTTCATGAT CARRATCATARAGEC TTGG0AGAAC CARAATTTAACACAGATOBTTC TECATACACTOGAGC TTRGREG
5L01 261 CAGTTGAGTACTACATTAACACCAGTTACAACCTTCAAAGRACCAGTAACCC AAGTGRCAGCTTTCATGAT CARRATCATAAAGEC TTOG0AGAACCARAATTTAACACAGAT BT TECATACAC CORAGC TTRRREG
BLL 421 KGR T A TAT T e Ge T TGAGAGTTAT GC AT AR T AT AT T TG AT CATGT AT TCTT T AART CAR GG T AAATTAGTATTGACTEATT CAGGTCATATC ARCTTTTCTTC AACTGAAGATATTTACAR
5L 421 AT AT AT e Re T TRARA G TTAT GCTA T e AR T A AT A TT AT AT GT LA TTC T TAAAT CAR GG T AAATTAGTATTGACTEATT CAGRTGATATC ARCTTTTCTTC AACTGAAGATATTTACAA
BLL 561 ARATATCATCARACCAGACTTCGARTATTTATAGGOTACTGRRATTC TACT GGG TTTGATC TTTGRGARGALACCARGEC AGAC ACTTTTTTACARGL TTGRTTCAACAGRRARCCCTTGC TTATGCTRICGATATT,
5L0L 561 ARATATCATCARACCAGACTTOGARTATTTATAGGOTACTGRRATTC TACT GGG TTT GATC TTTGAGARGALACCARGEC AGACACTTTTTTACARGL TTGRTTCAACAPRRARCC TG TTATGCTRICGATATT,
BLL 701 CCRMARGTTTTGACGACGRCGACTTTRCGAACACACTTTCTTCGACTOCTTCTACC CTC GARARTTATTT GAGTGGCARTGATGRTGGATTTGTTATAC TRATGTTAACCACATTETTEALRACC CAGATTTGLTT AR
5101 701 CCRARRGTTTTGACGACGRCGACTTTGCGAACACACTTTCTTCGACTRCTTCTACC CTC GARARTTATTTGAGTGGCAGTGATGETGGATTTGTTATAL TRATGTTARCCACATTETTEALLACC CAGATTTGCTICAA
GLL B4l DA T TAGAC ARG CTA AT T A A ATATAT OG0 AL TTTTCACT AT CATAT T o eT CAAR GCARC O TAC T CATTTGAT G TT CAC AR T ARTATCTTTT L ARTCATATTAC TTGTTATT GRARGATAA
5L B4l LA TCTAGA ARG CTA AT A A ATATAT OG0 AL TTTTGACT AT CATAT TR eT CAAR GCARC TCAAC T CATTTGATCTT CAC AR T ARTATCTTTTGC ARTCATATTAC TTGTTATTGRARGATAA
BLL 951 TARAGACARATACTCTRTTAACART A TTATTC TG0 TGRT GL AR, TATT oA, ARATAL LA G ATRTTT AL AT SeT S AT ACTT AT T CAL GG AT CATRETTCTTAGCTAC TR CTATRC TRCCCAAFTTCCAT
BLUL 981 CARAGACARATACTCTRTTAACART A TTATTC TG0 TGRT GL AR, TATT oA, ARATAL L AG AT TTT AL AT SeT AT G TT AT T CALGEC AL T CATRETTCTTAGCTAC TR CTATRC TRCCCAAFTTCCAT
BLL 1121 ACARACTTGTTTATGATGCAAAGTCTRCCTCARRTGACATTACCATTAACAAGATTAACTACGATTTTTTTAACARGTATATTGTTGATTTATCTACCATC AATTCTGCTTACCAGTC TTCTRATAGTGTCACCATT AR
5L0L 1121 ACARACTTGCTTATGATGCAAART FRC CTC AT GAC AT AL CATTARC AAGATTAACTAC CATTTTTTTAAC ARG TATAT T TTGATTTATCTACCAT AATTCTGCTTACCAGTCTTCTRATAGTGTCACCATT AL
BLL 126 AT T AT G T T A A BT T TG T A T T GG A AT T T AT T T T A F T T T T e T AT AT T AR T oA T AT G TCC T TRAA L AL CTTRAC AGATATACCGRTTATICCAC G
BLUL 126 AT T AT G T T A A BT T TG T A T T GG A AT T T AT T T T A F T T T T e T AT AT T AR T oA T AT G TCC T TRAA L AL CTTRAC AGATATACCGRTTATICCAC G
BLL 1400 TRCCTACTCTTTCAC AT RRARC AR TR TR TCTTCTTRAA S TATTAGAC TTAGARATAARGTCAARGLTTTRRCT

BLOL 1401 TRCCTACTCTTTRAC AT B4 ARTRRTR TETTCTTRhA S TATTAGAC TTAGRATAARGTC LA RGLTTTRGCT

Gambar 7. Penjajaran urutan nukleotida gen GLL S. fibuligera R64 dengan gen GLU1 S.
fibuligera yang telah dipublikasi (Acc. No. M17355).
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Dari hasil penjajaran antara gen
GLL S. fibuligera R64 dengan gen
GLU1 S. fibuligera yang telah
dipublikasi (Acc. No. M17355)
menunjukkan homologi sebesar 99%.
Terdapat beberapa perubahan urutan
nukleotida pada GLL hasil sekuensing
terhadap GLUL S. fibuligera. Perubahan

Biocelebes, Vol. 4 No. 1

beberapa asam amino tapi tidak kestabilan
protein maupun mengubah sisi katalitiknya.

Urutan nukleotida gen GLL
S.fibuligera R64 dideduksi secara in silico.
Urutan asam amino hasil deduksi gen GLL
tersebut kemudian disejajarkan dengan gen
GLUL1 S. fibuligera (Acc No. M17355) dan
GLA1 S. fibuligera KZ.

urutan nukleotida ini hanya mengubah

* 20 * 40 * &0 * B0 * 100 *
GLUL @ AYPSFEAYSNYKVDRTDLETFLDKQRMYSLYTLLONIAY PEGQFNYGY PGTVIASPETSNEDY VY QWTRDSALTF LTVLAELEDNNENTTLAKAVEYVINTSYNLQRT SNESGS @ 114
GLL & AYPSPEAYSNYRVDRTDLETFLDKQEWVSLYYLLONIAY PEGQENEGYEGTYIASPSTSNEDYYYQUTRDSATTFLTVLSELEDNNENTTLAKAVEYYINT SYNLQRT SNESGS + 114
GLA : AYPBFEAYSNYRVORTDLETELDKOKWYVSLYYLLONIAY PEGORNGYPGTYIAS PET SNEDYYYQUTRDSATTFLTVLSELEDNNENT TLAKAVEYYINT SYNLQRT SNESGS + 114

120 * 140 * 160 * 180 * 200 * 220
GLUT : FDDENHRGLGEPEENTDGRAYTGANGRPONDGRALRAYAT SRYLNDVN S LNMCKLYLTDSGDINE S8 TEDIYKNI TKPDLEYVIGYWDATGE DLUEENQGRHEFTSLVQQRALA + 228
GLL : FDDENHRGLGEPKFNTDGEAYTGAWGRPONDGEALRAYAISRYLNDVNSLNMCKLYLIDSGDINE S8 TEDIYKNIIKEDLEY VICYWDSTGE DLUEENQGRAEFTSLVQQRALA 228
GLA : FDDENHEGLGEREENTDGSAYTGAWGRPONDGEALRAYAT SRYLNDVNS LNYCKLYLIDSGDINE S8 TEDIYKNI IR PDLEY VIGYWDSTGE DLNEENQGRHFFTSLVQQKALA « 228

# 240 # 2o # 280 # 300 # 320 # 340
GLUL @ YAVDIARSFDDGDEANTLSSTASTLESYLSGSDEGEYNT DVNHIVENPDLLQQN SRQGLDSATYIGPLLTHDIGE S8 5T PEDVDNEYVLQSYYLLLEDNKDRY SVNSAY SAGRA : 342
GLL @ YAVDIARSFDDGDEANTLSSTASTLESYLSGSDGGEYNTDVNHIVENPDLLQQN SRQGLDSATYIGPLLTHDIGES B 5T PEDVDNEYVLQSYYLLLEDNEDRY SVNSAY SAGRA @ 342
GLA & YAVDIAESFDDGDFANTLSSTASTLESYLSGSDGGEVNTDVNHIVENPDLLQONSRQGLDSATYIGPLLTDIGES 35T PFDVDNEYVLSYYLLLEDNRDRY SYNSAY SAGRA + 342

* 360 * 380 * 400 * 420 * 440 *
GLUL : IGRYPEDVYNGDGESEGHPWELATAYARQVEYRLEY DAKSASNDT TINKINY DEFNRYIVDLETIN AR 054 DSVT IKSGEDEENTVADNLYTF GDSF LOVILDHINDDGSINE ¢ 456
GLL : IGRYPEDVYNGDGEREGHEWELATAYARQVEYRLY DAKSASN DT T INKINY DR FNRYIVDLETIN AR 08 DAV IKEGEDEENTVADNLYIF GDEFLOVILDHINDDGSLNE : 450
GLA : IGRYPEDVYNGDGHSEGHPWELATAYARQVEYKLYY DAKSASNDL T INKINY DEENRY VLS TIN SEY 08 8 D8V IKSGEDEENTVADNLYTE GDSFLOVILDHINDDGSLNE : 450

480 * 480 *
GLUL & QLNRMTGYSTEAYSLINSSGALLEAIRLRNEVEALA © 492
GLL @ QLNRWTGYSTEAYALTWSSGALLEAIRLRNEVEALA : 492
GLA @ N7 GYSTRAY SLTWSBGALLEATRLRNRVEALA @ 492

Gambar 8. Penjajaran urutan asam amino GLL S. fibuligera R64 dengan gen GLU1 S.
fibuligera yang telah dipublikasi (Acc. No. M17355) dan GLAl S. fibuligera
KZ. (asam amino yang disorot warna hitam adalah asam amino yang
berbeda).

Dengan menggunakan program
pada situs Sanger Institute
(http://pfam.sanger.ac.uk, tanggal
akses: 1 Januari 2010) diperoleh

informasi sisi katalitik dari GLL S. fibuligera
R64, S. fibuligera yang telah dipublikasi,
dan Glukoamilase GLA1 S. fibuligera KZ
yaitu residu E 210 dan E456. Adapun
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perubahan-perubahan residu asam
amino terjadi pada posisi E27D, N46D,
dan A376V untuk GLU1 terhadap GLL
dan posisi K66E, G410A, N461Y, dan
S467G untuk GLAl terhadap GLL.
Berdasarkan analisis translasi in silico,
terdapat beberapa perubahan urutan
nukleotida pada GLL hasil sekuensing
terhadap GLUL1 S. fibuligera dan GLAl
S. fibuligera KZ yang menyebabkan
perubahan  urutan asam  amino
sehingga ada kemungkinan perbedaan
sifat dengan glukoamilase S. fibuligera
lainnya. Dengan menggunakan aplikasi
ProtParam Tool pada situs Expasy
(http://expacy.org, tanggal akses: 1
Januari 2010), diperoleh informasi
bahwa perubahan-perubahan residu
asam-amino tersebut tidak
mengganggu stabilitas proteinnya.

Residu pengikat pati antara GLL
S.fibuligera R64 hasil sekuensing,
GLU1 S. fibuligera vyang telah
dipublikasi, dan GLA1 S. fibuligera KZ
adalah ekivalen, yaitu Argl5, His447,
Asp450, Thr462, dan Tyr464.

GLL S. fibuligera R64 dan GLU1
S. fibuligera (Acc. No. M17355) yang
tersusun dari sebanyak 492 asam
amino memiliki homologi 99% dengan
Glukoamilase S. fibuligera HUT7212
yang juga tersusun atas 492 asam
amino.

Perbedaan residu pengikat pati
antara GLL S.fibuligera R64 hasil
sekuensing, GLU1 S. fibuligera yang
telah dipublikasi, GLA1 S. fibuligera KZ
dan GIm S. fibuligera IFO 0111 terletak
pada satu residu asam amino Tyr464.
Pada GIm, Tyr464 digantikan oleh
Phe461.

Sevchik  (1998) melaporkan
bahwa Glu S. fibuligera HUT7212 dan
Glm S. fibuligera IFO 0111 memiliki
homologi 77 %. Kedua enzim tersebut
memiliki perbedaan sifat biokimia,
khususnya dalam mendegradasi pati
mentah. Glu HUT72112 mampu

Biocelebes, Vol. 4 No. 1

mengikat pati, akan tetapi tidak mampu
mendegradasi pati mentah, sedangkan IFO
0111 mampu mengikat dan mendegradasi
pati mentah. Oleh karena itu, GLL S.
fibuligera R64 dan GLUL1 S. fibuligera (Acc.
No. M17355) dapat diduga mampu
mengikat pati, akan tetapi tidak mampu
mendegradasi pati mentah, sedangkan
Glm IFO 0111 mampu mengikat dan
mendegradasi pati mentah.

SIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian dapat
ditarik beberapa kesimpulan sebagai
berikut:

1. Kloning gen GLL (x 1.476 pb) pada
vektor pGEM-T (x 3.000 pb) telah
menghasilkan  plasmid  rekombinan
PGEM-GLL berukuran * 4.476 pb.

2. Hasil analisis in silico menunjukkan
bahwa urutan nukleotida tersebut
merupakan urutan nukleotida bagi gen
GLL Saccharomycopsis fibuligera R64
tanpa signal sequence.

3. Hasil penjajaran urutan asam amino
GLL S. fibuligera R64 dengan gen
GLU1 S. fibuligera yang telah
dipublikasi, dan GLA1 S. fibuligera KZ
menunjukkan perubahan-perubahan
residu asam amino terjadi pada posisi
E27D, N46D, dan A376V untuk GLU1
terhadap GLL dan posisi K66E, G410A,
N461Y, dan S467G untuk GLAl
terhadap GLL.

Saran:

Dilakukan penelitian lebih lanjut
dengan mengekpresikan gen GLL ke vektor
ekspresi pPICZa-A dan diekpresikan pada
Pichia pastoris.
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