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ABSTRAK

Penelitian ini dilakukan dengan tujuan untuk melakukan kloning gen pengkode endo-l,4-beta-glucanase
{(ysdC) dan endo-beta-1,3-1,4 glucanase {BSUW23 10175) dari Bacillus subtilissubsp. spizizenii str. pada plasmid
PMMBG6TEH ke dalam sel inang Escherichia coli Origami. Amplifikasi gen target dilakukan melalui PCR
(Polymerase Chain Reaction) dengan pasangan primer spesifik forward-reverse untuk masing-masing gen target.
Transformasi sel Escherichia coli Origami dengan plasmid rekombinan target dilakukan dengan metode heat-shock
sel E. coli yang dibuat kompeten dengan CaCl,. Adanya aktivitas degradasi selulosa dalam Escherichia coli Origami
dideteksi secara kualitatif melalui produksi kadar total gula reduksi pada substrat carboxymethyl-cellulose
{CMC).Dari hasil penelitian dapat disimputkan bahwa kloning gen ysdC pengkode enzim endo-1,4-B-glucanase dan
gen BSUW23 10175 (pengkode enzim endo- B -1,3-1,4 glucanase) dari B. subtilis spizizemii W23 ke dalam plasmid
pMMBG67EH dan transformasi sel £. coli Origami dengan plasmid rekombinan telah berhasil dilakukan. Sel E. coli
transforman yang membawa plasmid rekombinan (pMMB-ysdC atau pMMB-/0/75) mempunyai kemampuan
memecah CMC pada kondisi ekperimental. Sel E. coli transforman yang membawa plasmid rekombinan mempunyai
akiivitas memecah selulase lebih tinggi dibandingkan dengan sel £ eoli yang membawa empty plasmid
(PMMB67EH), sedangkan sel B. subtilis subsp. spizizenii str. W23 tipe asli menunjukkan aktivitas ekstraseluler lebih
besar dibandingkan transforman.
Kata kunci: kloning, Bacillus subtilissubsp. spizizenii str. W23, ysdC, BSUW23 10175

Pendahuluan

Pemanfaatan limbah lignoselulosa sebagai substrat untuk fermentasi menghasilkan berbagai
bioproduk, misalnya bioplastik, bioethanol, biohidrogen dan sebagainya telah banyak diteliti. Tidak semua
mikroorganisma mempunyai gen-gen pengkode enzim selulase, sehingga pemanfaatan limbah selulosa
untuk fermentasi secara langsung belum optimal. Pada umumnya pemanfaatan limbah pertanian untuk
fermentasi menghasilkan bioproduk oleh mikroorganisme melewati beberapa tahap pre-freatment.
Seringkali, kondisi campuran hasil pre-treatment tidak menunjang pertumbuhan optimum mikroorganisme
tersebut sehingga diperfukan tahap-tahap pre-treatment tambahan seperti penetralan dan penyesuaian pH
akhir™ . Transformasi mikroorganisme dengan gen-gen pengurai selulosa akan memberikan keuntungan
iebih pada fermentasi bioproduk, yaitu lebih efisien wakiu dan biaya fermentasi serta produksi yang
berkesinambungan!®,

B. subtilis merupakan salah satu spesies bakteri yang banyak dipakai sebagai penghasil enzim-
enzim lignoselulase. Walaupun demikian, tidak semua gen-gen lignoselulase pada B. subtilis telah diteliti
dan dimanfaatkan. Pada penelitian ini akan digunakan bakteri B. subfilissubsp. spizizenii str. W23, vang
dipilih berdasarkan keberadaan urutan lengkap DNA genom dan ketersediaan strain ini di laboratorium.,
Berdasarkan urutan DNA genomnya, strain W23 ini didugs memiliki beberapa gen pengkode enzim
lignoselulosa. Sebagai tambahan, berdasarkan homologi urutan DNA atau sequence asam amino
prediksinya terhadap berbagai enzim lignoselulase, diduga terdapat sedikitnya lima gen-gen pengkode
endoglucanase, seperti yh/E (putative endogiucanase; BSUW23_05160), eg/S (endo-1,4-beta-glucanase;
BSUW23 09325}, exiX (extracellular endoglucanase precursor, BSUW23 09945); BSUW23 10175
(endo-beta-1,3-1,4 glucanase), ysdC (putative endo-1,3-beta-glucanase; BSUW23 14005). Sebagai
tambahan terdapat setidaknya satu gen pengkode xylanase, vaitu BSUW23 09035 (endo-1,4-beta-
xylanase} dan 5 gen pectinases, yaitu yesQ (BSUW23 03555; pectin degradation byproducts-binding
lipoprotein), pel (BSUW23 03840, pectate lyase), pelB (pectin lyase; BSUW23 09955), pelC (secreted
pectate lyase; BSUW23 17130), dan ywoF (putative pectate lyase; BSUW23_17955)!),

Berbeda dari Bacillus, Escherichia coli tidak memiliki gen-gen lignoselulase, padahal bakteri ini
banyak digunakan sebagai organisme model untuk penelitian laboratoris. Banyak bakteri-bakteri lain
mempunyai kemampuan menghasilkan berbagai bioproduk tetapi tak mampu menguraikan selulosa. Untuk
keperluan penerapan pemanfaatan limbah pertanian, baik untuk mendaur ulang limbah pertanian maupun
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