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RINGKASAN 

 
Enzim α-amilase bekerja menghidrolisis ikatan α-1,4-glikosidik dalam pati 

untuk menghasilkan maltosa dan oligosakarida berbagai ukuran. Enzim α-amilase 

banyak digunakan dalam berbagai industri, dengan demikian pengembangan 

produksi α-amilase perlu dilakukan. Salah satu teknologi produksi enzim adalah 

dengan memproduksinya dalam sistem ekspresi protein heterolog. Sistem ekspresi 

Pichia pastoris banyak digunakan untuk memproduksi protein heterolog karena 

tingkat ekspresinya yang tinggi, mudah dilakukan untuk peningkatan skala produksi, 

adanya modifikasi pasca translasi, serta mampu mensekresikan protein heterolog 

dengan ukuran lebih besar dari 50 kDa. Namun level sekresi pada beberapa protein 

rekombinan tertentu masih rendah.  

Penelitian ini dilakukan dengan hipotesis bahwa peningkatan efisiensi 

translokasi dan peningkatan efisiensi pelipatan protein dalam retikulum endoplasma 

akan meningkatkan jumlah sekresi α-amilase S. fibuligera pada sistem ekspresi P. 

pastoris. Peningkatan efisiensi translokasi dilakukan melalui penggantian peptida 

sinyal α-amilase dengan peptida sinyal α-mating factor (AMF) S. cerevisiae 

ditambah 15 residu asam amino yang serupa dengan peptida sinyal α-amilase saliva 

mencit. Peningkatan efisiensi pelipatan protein dilakukan dengan penambahan 
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ekspresi gen pengkode faktor pelipatan protein, yaitu protein disulfida isomerase 

(PDI1).  

Penelitian ini akan dilaksanakan selama tiga tahun. Pada tahun pertama ini 

telah dilakukan penggantian peptida sinyal α-amilase S. fibuligera melalui metoda 

PCR; konstruksi vektor ekspresi untuk Pichia pastoris yang mengandung gen α-

amilase S. Fibuligera yang peptida sinyalnya sudah diganti; dan sekuensing gen α-

amilase yang peptida sinyalnya sudah diganti.  

Pada tahun kedua akan dilakukan transformasi P. pastoris dengan vektor 

ekspresi rekombinan; seleksi transforman yang menghasilkan α-amilase paling 

tinggi; serta analisis aktifitas α-amilase intraselular dan ekstraselular. Pada tahun 

ketiga akan dilakukan konstruksi vektor ekspresi untuk P. pastoris yang mengandung 

gen PDI1; transformasi P. pastoris rekombinan yang dihasilkan pada tahun kedua 

dengan vektor ekspresi-PDI1; analisis aktifitas α-amilase intraselular dan 

ekstraselular; pemurnian dan karakterisasi α-amilase. Kombinasi rekayasa peptida 

sinyal α-amilase dengan ko-ekspresi gen PDI1 ini, diharapkan dapat meningkatkan 

jumlah sekresi α-amilase secara signifikan. 

 Pada penelitian tahun pertama telah berhasil dirancang primer 5’MSPαF dan 

3’ALPIApa untuk memodifikasi peptida sinyal dan mengamplifikasi gen ALP1 S. 

fibuligera yang akan disisipkan ke dalam plasmid ekspresi pPICZA. Amplifikasi 

peptida sinyal termodifikasi-gen ALP1 S. fibuligera (MSALPI) dengan teknik PCR 

menggunakan pasangan primer 5’MSPαF dan 3’ALPIApa telah menghasilkan 

fragmen berukuran 1,7 kb. Selanjutnya gen MSALPI telah berhasil disubklon dalam 

vektor pGemT menghasilkan plasmid rekombinan pGemT-MSALPI, dan ditentukan 

urutan nukleotidanya. Hasil penentuan urutan nukleotida terhadap plasmid 

rekombinan pGemT-MSALPI menunjukkan bahwa peptida sinyal gen ALPI telah 

berhasil dimodifikasi. Selain itu, pada hasil penentuan urutan nukleotida juga 

ditemukan tiga mutasi pada gen ALPI hasil kloning, namun berdasarkan hasil analisis 

translasi DNA ternyata mutasi ini merupakan silent mutation, sehingga tidak 

merubah urutan asam amino α-amilase. Selanjutnya gen MSALPI telah berhasil 

diklon dalam vektor ekspresi pPICZA untuk P. pastoris dan menghasilkan plasmid 

rekombinan pPICZA-MSALPI. Hasil karakterisasi terhadap plasmid rekombinan, 

menunjukkan bahwa pPICZA-MSALPI telah berhasil dikonstruksi.  
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 α-Amylase hydrolyzes the α-1,4-glycosidic bond in starch results in maltose 

and oligosaccharides. The enzyme has been widely used in industrial processes thus 

improvement in the enzyme production is a necessary. One approach in the 

improvement of the enzyme production is by the make use of heterologous protein 

expression system. The Pichia pastoris expression system is the favorable system in 

this approach because of its high expression rate, easy to scale up, its capability for 

post-translational modification, and its ability to secrete heterologous protein that is 

larger than 50 kDa. However, the secretion level of certain recombinant proteins is 

rather low thus optimization of the protein secretion should be done. 

 This research is based on a hypothesis that the secretion level of α-amylase in 

P. pastoris expression system could be improved by increasing the efficiency of 

translocation as well as the protein folding in the reticulum endoplasm. Increasing 

the efficiency of the translocation could be achieved through the α-amylase signal 

peptide exchange with an α-mating factor (AMF) signal peptide of the 

Sacccharomyces cerevisiae, with an additional 15 amino acid residues that resemble 

the α-amylase signal peptide from mice saliva. Increasing the efficiency of the 

protein folding, on the other hands, could be achieved by introducing the gene 

encoding the folding factor, protein disulphide isomerase 1 (PDI1). 

 The research will be conducted for three years. The first year will be 

dedicated to exchange the Saccharomycopsis fibuligera α-amylase signal peptide by 
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means of polymerase chain reaction (PCR) method, construct the expression vector 

for P. pastoris harboring the S. fibuligera α-amylase gene with the exchanged signal 

peptide, and the sequence of the gene obtained. 

 On the second year, we will perform the transformation of the P. pastoris 

with the expression vector of the recombinant, select the transformed P. pastoris that 

secreting the highest α-amylase yield, and analyze the intra- and extra-cellular 

amylolytic activity. Finally on the third year, we will construct the expression vector 

for P. pastoris which also harboring the PDI1 gene, transform the P. pastoris mutant 

resulted in the second year with an expression vector that harbor PDI1 gene, again 

analyze the intra- and extra-cellular amylolytic activity, and further the purification 

and characterization of the secreted α-amylase. Combination of the α-amylase signal 

peptide modification and PDI1 gene co-expression will hopefully significantly 

increase the α-amylase secretion.  

 During the first year, we have successfully constructed the 5’MSPαF and 

3’ALP1Apa primers for the signal peptide modification and S. fibuligera ALP1 gene 

amplification, which will be inserted to the pPICZA expression plasmid. The 

amplification of the ALP1 gene with a modified signal peptide (MSALP1) by means 

of PCR techniques, employing the 5’MSPαF and 3’ALP1Apa primer pair, has 

resulted in a 1.7 kb size fragment. The MSALP1 gene was successfully subcloned in 

the pGemT vector yielded the pGemT-MSALP1 recombinant plasmid, which its 

nucleotide sequence has also been successfully determined. The sequencing has 

indicated that the ALP1 gene signal peptide was successfully modified.  On the other 

hand, sequencing result also found three mutation on clonned ALPI gene, otherwise 

based on DNA translation analysis, this mutation is silent mutation, therefore it will 

not exchange the amino acid sequence in α-amylase. We have then successfully 

cloned the MSALP1 gene to the pPICZA expression vector whereas this vector 

yielded the pPICZA-MSALP1 recombinant plasmid. Characterization of recombinant 

plasmid shown that, pPICZA-MSALPI has been successfully constructed. 
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BAB I 

PENDAHULUAN 

 

Indonesia merupakan salah satu negara yang memiliki sumber karbohidrat 

yang melimpah, salah satunya adalah pati. Pati diperoleh dari berbagai macam 

sumber antara lain: singkong, jagung, kentang, dan sagu. Pati dan hasil hidrolisis pati 

banyak dimanfaatkan untuk industri makanan, farmasi, dan sebagai sumber energi 

alternatif yang terbarukan. Pati juga bisa diolah menjadi bentuk pati termodifikasi 

yang memiliki nilai ekonomi lebih tinggi, dimana sampai saat ini Indonesia masih 

mengimpor pati jenis ini (Heweler & Hershey, 2002). α-Amilase telah dipakai pada 

bidang industri seperti makanan, alkohol, gula, dan tekstil. Sampai saat ini, Indonesia 

masih mengimpor enzim ini dari beberapa negara, karena belum adanya industri 

yang memproduksi enzim ini. Padahal Indonesia memiliki biodiversitas mikroba 

yang tinggi, yang potensial untuk menghasilkan α-amilase. Salah satu mikroba 

penghasil α-amilase yang telah dipelajari adalah Saccharomycopsis fibuligera 

(Soemitro et al, 1996) 

α-Amilase S. fibuligera merupakan salah suatu enzim ekstraseluler yang 

mampu memecah pati mentah sehingga dapat menghemat energi dalam pemrosesan 

pati, dengan demikian memiliki potensi untuk dapat dikembangkan dan diaplikasikan 

dalam industri (Hostinova, 2002; Hasan et al., 2006). Optimasi produksi α-amilase S. 

fibuligera perlu dilakukan untuk mempermudah pengembangan produksi α-amilase 

dalam skala komersial, dengan harga yang bersaing dengan enzim impor.  

Salah satu kendala produksi enzim α-amilase 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. Jumlah enzim yang disekresi dari mikroba asalnya 

biasanya lebih rendah dibandingkan dengan hasil rekombinan. 

Penelitian α-amilase S. fibuligera telah dilakukan oleh kelompok kami sejak 

tahun 1993. Pada penelitian RUT I (Soemitro et al., 1996) telah dilakukan optimasi 

proses hulu produksi α-amilase oleh galur Saccharomycopsis fibuligera R64. 

Kemudian pada penelitian Hibah Bersaing IX (Ismaya et al., 2001) telah berhasil 

 12



diisolasi gen pengode α-amilase S. fibuligera R64 dan produksi di S. cerevisiae. 

Selanjutnya α-amilase S. fibuligera di produksi dalam P. pastoris pada penelitian 

RUT XII (Puspasari et al, 2007). Hasil yang diperoleh dari penelitian-penelitian ini 

masih jauh lebih rendah dibandingkan yang dipublikasikan oleh Paifer et al. (1994) 

yang melaporkan ekspresi α-amilase suatu bakteri dalam P. pastoris. 

Terdapat banyak faktor yang mempengaruhi level sekresi protein oleh 

mikroba, beberapa diantaranya adalah: jenis penggunaan kodon dari gen yang 

diekspresikan; jumlah gen yang digunakan; efisiensi dan kekuatan promoter; 

efisiensi sinyal translasi; jenis peptida sinyal; proses dan pelipatan di dalam 

retikulum endoplasma dan badan Golgi;  faktor lingkungan dalam sekresi 

ekstraseluler; dan hidrolisis protein oleh protease (Shi-Hwei et al. 2005).  

Berdasarkan pertimbangan di atas, pada penelitian ini peptida sinyal dan 

proses pelipatan protein menjadi perhatian utama dalam peningkatan sekresi protein. 

Konformasi peptida sinyal merupakan faktor penting untuk fungsinya. Peptida sinyal 

biasanya memiliki daerah hidrofobik yang membentuk konformasi α−heliks. Daerah 

ini penting untuk translokasi protein ke retikulum endoplasma, sehingga penambahan 

hidrofobisitas akan meningkatkan efisiensi translokasi (Shi-Hwei et al. 2005). 

Disamping itu, jika suatu protein asing diekspresi pada suatu sel inang, sering kali 

terjadi masalah kesalahan pelipatan protein karena terbatasnya komponen pelipatan 

protein yang bertanggung jawab untuk menjamin ketepatan pelipatan tersebut (Tuite 

dan Freedman, 1994). Jika komponen pelipatan protein tersebut dinaikkan 

jumlahnya, maka akan diperoleh kenaikan jumlah protein asing yang dihasilkan pada 

suatu sel inang tertentu. Sampai saat ini sistem ekspresi P. pastoris yang 

mengandung baik peptida sinyal yang sudah direkayasa maupun gen PDI belum 

pernah dilaporkan. 

Tujuan dari penelitian ini secara umum dalam jangka waktu tiga tahun 

adalah: peningkatan produksi α-amilase melalui manipulasi peptida sinyal α-amilase 

S. fibuligera dan peningkatan efisiensi pelipatan protein. Melalui rekayasa ini, 

diharapkan jumlah α-amilase yang disekresikan ke luar sel oleh P. pastoris akan 

meningkat secara signifikan. Pada tahun pertama ditargetkan diperoleh vektor P. 

pastoris rekombinan yang membawa gen pengkode α-amilase dengan peptida sinyal 

yang sudah dimodifikasi. Pada tahun kedua ditargetkan diperoleh transforman P. 

pastoris yang mensekresikan α-amilase dengan tingkat sekresi yang tinggi. Pada 
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tahun ketiga ditargetkan akan diperoleh P. pastoris rekombinan yang membawa gen 

pengkode α-amilase dan gen pengode PDI1, dengan tingkat sekresi α-amilase yang 

lebih tinggi lagi. Disamping itu, dari hasil penelitian ini diharapkan dapat dihasilkan 

publikasi nasional (Microbiology Indonesia) dan internasional (Protein Expression 

and Purification). 
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BAB II 

TINJAUAN PUSTAKA 
 

Cowan (1996) dalam pembahasannya mengenai teknologi enzim dalam 

industri melaporkan bahwa sebagian besar enzim yang telah digunakan di industri 

ternyata merupakan hasil rekayasa, baik rekayasa pada tingkat genetik maupun 

protein. Salah satu pendekatan untuk memproduksi enzim rekombinan pada skala 

komersial adalah dengan cara kloning, yaitu dengan memindahkan gen pengkode 

enzim tertentu ke inang (host), dengan harapan tingkat sekresi yang tinggi dari inang 

terhadap enzim tertentu, karena tingkat jumlah enzim yang disekresi dari mikroba 

asalnya  (tanpa kloning) biasanya lebih rendah dibandingkan dengan hasil 

rekombinan. 

Escherichia coli telah lama menjadi pilihan sebagai ‘pabrik’ berbagai protein 

rekombinan. Penggunaan E. coli sebagai sistem ekspresi dipilih karena sistem ini 

mempunyai tingkat ekspresi yang tinggi, media pertumbuhannya murah, serta mudah 

dilakukan peningkatan skala produksi untuk industri. Masalah timbul bila protein 

yang akan diekspresikan dalam E. coli berasal dari organisme eukariot. Seperti 

semua prokariot lainnya, E. coli tidak dapat melakukan modifikasi pasca-translasi 

yang sangat diperlukan oleh protein-protein eukariot. Selain itu protein yang 

diekspresikan di E. coli merupakan protein intraseluler yang sering menghasilkan 

badan inklusi yang tidak larut (dalam kasus ekspresi tinggi). Untuk memperoleh 

protein dalam bentuk aktif, badan inklusi harus dilarutkan dan dilakukan pelipatan 

ulang. Selanjutnya bila protein diekspresikan di E. coli, residu metionin kadang-

kadang tetap tertinggal pada sisi N-terminal dari protein yang diekspresikan. Ekstra 

metionin ini dilaporkan mempengaruhi kestabilan konformasi protein (Chaudlhuri et 

al., 1999; Takano et al., 1999). 

Untuk mengatasi kendala dalam sistem ekspresi E. coli, protein rekombinan 

yang berasal dari eukariot banyak diekspresi dalam sistem Saccharomyces 

cerevisiae. Beberapa hasil penelitian dari beberapa kelompok telah berhasil 

meningkatkan produksi enzim-enzim tertentu di S. cerevisiae. Namun ternyata sistem 

ekspresi S. cerevisiae memiliki keterbatasan. Produksinya rendah dan kebanyakan 

protein yang disekresikan S. cerevisiae tidak ditemukan bebas dalam medium, akan 

tetapi berada pada rongga periplasma, hal ini menimbulkan masalah pada saat 

pemurnian protein sehingga menurunkan hasil yang diperoleh. Disisi lain, protein 
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heterolog mengalami hiperglikosilasi dengan lebih dari 100 residu manosa dalam 

bentuk rantai samping N-oligosakarida. Kelebihan manosa sering mengubah fungsi 

protein sehingga protein heterolog menjadi bersifat antigenik. Selain itu bila densitas 

sel tinggi, S. cerevisiae akan memproduksi etanol yang bersifat racun, sehingga 

menurunkan jumlah protein yang disekresikan (Glick dan Pasternak, 2003; Dosanjh, 

2005). 

Pichia pastoris merupakan spesies alternatif untuk ekspresi protein 

rekombinan. Penggunaan sistem ekspresi P. pastoris memberikan keuntungan 

dibandingkan dengan sistem ekspresi lain. Sistem ini merupakan satu-satunya sistem 

yang menggabungkan keuntungan penggunaan E. coli (tingkat ekspresi tinggi, 

mudah dilakukan peningkatan skala produksi, dan murah) dan sistem ekspresi 

eukariot (adanya komponen pelipatan protein dan modifikasi pasca translasi). 

Fleksibilitas sistem ekspresi P. pastoris menjadikannya alat yang ideal untuk riset 

laboratorium yang ditujukan untuk aplikasi industri. Berbagai jenis protein telah 

berhasil diproduksi dengan sistem ekspresi P. pastoris dengan tingkat ekspresi 

hingga 12 g/L (Invitrogen, 2004). Tingkat ekspresi α-amilase suatu bakteri dalam P. 

pastoris yang cukup tinggi telah diperlihatkan oleh Paifer et al. (1994), yaitu 

sebanyak 2,5 g/L. P. pastoris telah digunakan juga untuk ekspresi mutan α-amilase 

pankreas manusia yang berbobot molekul 56 kDa (Rydberg et al., 1999). Hasil yang 

ditunjukkan di atas dapat menjadi pertimbangan kuat dalam penggunaan P. pastoris 

sebagai vektor dalam produksi α-amilase untuk aplikasi industri.  

P. pastoris memiliki beberapa keunggulan dibandingkan dengan S. 

cerevisiae, yaitu: (1) P. pastoris memiliki promoter yang diregulasi dengan ketat, 

yaitu gen AOX1 yang mengkode alkohol oksidase yang dapat diinduksi oleh metanol. 

Apabila ada metanol, 30% dari protein selular adalah alkohol oksidase. Sedangkan 

bila tidak ada metanol, gen AOX1 tidak bekerja. Selanjutnya promoter gen AOX1 

dengan cepat merespons penambahan metanol ke medium. Dengan kata lain, 

promoter AOX1 merupakan kandidat yang baik untuk menjalankan transkripsi gen 

yang diklon dan memproduksi protein rekombinan dalam jumlah besar; (2) Tingkat 

sekresi protein rekombinan pada P. pastoris tinggi, hal ini disebabkan oleh 

konsentrasi sel yang tinggi dan tidak dihasilkannya etanol yang merupakan racun 

bagi sel; dan (3) P. pastoris biasanya mensekresikan sangat sedikit proteinnya 

 16



sendiri, sehingga memudahkan pemurnian protein rekombinan yang disekresikan 

(Glick dan Pasternak, 2003). 

Protein dapat disekresikan ke medium ekstraselular dengan cara memilih 

peptida sinyal tertentu dari sel eukariot seperti ragi. Banyak jenis sinyal sinyal yang 

telah digunakan dalam sistem ekspresi ragi, seperti peptida sinyal yang berasal dari 

gen PHO1, yeast invertase, sinyal sekresi α-mating factor, dan lain-lain. Masing 

masing sinyal memiliki keunggulan tersendiri dan tidak ada aturan khusus untuk 

menentukan urutan sinyal yang efektif. Diantara peptida sinyal yang paling umum 

digunakan adalah peptida sinyal protein α-mating factor dari S. cerevisiae 

(Cereghino dan Cregg, 2000).  

Vektor P. pastoris pada umumnya dirancang sebagai plasmid integrasi untuk 

mencegah masalah ketidakstabilan plasmid selama pertumbuhan jangka panjang. 

Gen asing dan marker seleksi ragi diinsersikan ke kromosom spesifik melalui proses 

rekombinasi homolog antara DNA pada vektor dengan daerah yang homolog pada 

genom P. pastoris. Peta vektor ekspresi P. pastoris diperlihatikan pada Gambar 2.1. 

(Invitrogen, 2004).  

  

 

 

 

 

 

 

 

                 

Gambar 2.1. Peta vektor ekspresi pPICZA, B, C dari P. pastoris (Invitrogen,  2004). 
 
Pada P. pastoris terdapat dua gen yang mengkode alkohol oksidase, yaitu: 

AOX1 dan AOX2. AOX1 bertanggung jawab terhadap aktivitas alkohol oksidase di 

sel. Ekspresi gen AOX1 sangat tergantung kepada regulasi dan induksi dari metanol 

dan biasanya jumlah AOX1 mencapai 30% dari total protein P. pastoris ketika 

metanol dijadikan sebagai sumber karbon. Gen AOX2 memiliki kemiripan dengan 

AOX1 sampai 97%. Gen ini terekspresi lebih lambat di metanol dibandingkan AOX1.  

Tingkat ekspresi dari AOX1 diatur pada tingkat transkripsi. Pada medium sel yang 
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mengandung metanol, sekitar 5% dari polyA-RNA di dalam sel berasal dari gen 

AOX1. Terdapat dua mekanisme regulasi AOX1, yaitu: mekanisme represi/ depresi 

dan mekanisme induksi (Glick dan Pasternak., 2003). 

Kemampuan P. pastoris mensekresikan protein tertentu dengan tingkat 

sekresi tinggi tidak terlepas dari kemampuan ragi tersebut melakukan metabolisme 

terhadap alkohol. Metabolisme yang dimaksud adalah oksidasi metanol menjadi 

formaldehid dengan menggunakan molekul oksigen oleh alkohol oksidase. Salah 

satu produk samping dari oksidasi metanol adalah hidrogen peroksida (H2O2). Untuk 

mencegah sifat racun dari H2O2, maka metabolisme metanol ini dilakukan disebuah 

organel sel khusus yang disebut dengan peroksisom. Karena alkohol oksidase 

memiliki afinitas yang sangat rendah terhadap oksigen, maka kompensasi P. pastoris 

adalah dengan cara mensekresi protein dengan jumlah sangat banyak (Invitrogen, 

2004). 

Sistem ekpresi P. pastoris telah digunakan untuk memproduksi lebih dari 100 

protein aktif dari bakteri, jamur, invertebrata, tumbuh-tumbuhan, dan mamalia, 

termasuk manusia. Protein-protein rekombinan ini, seperti antigen permukaan 

hepatitis B, serum albumin manusia, dan bovine lysozyme, memiliki sifat identik 

dengan protein natifnya (Cereghino dan Cregg, 2000) 

Menurut Shi-Hwei et al. (2005), beberapa masalah yang sangat potensial 

dalam sekresi protein, termasuk dalam P. pastoris adalah: (1) jenis penggunaan 

kodon dari gen yang diekspresikan, (2) jumlah gen yang digunakan, (3) efisiensi dan 

kekuatan promoter, (4) efisiensi sinyal translasi, (5) jenis peptida sinyal, (6) proses 

dan pelipatan di dalam retikulum endoplasma dan badan Golgi, (7) faktor lingkungan 

dalam sekresi ekstraseluler, dan (8) hidrolisis protein oleh protease. Berdasarkan 

pertimbangan di atas, peptida sinyal dan proses pelipatan protein menjadi perhatian 

utama dalam peningkatan sekresi protein. Untuk menyelesaikan permasalahan di 

atas, beberapa penelitian dengan menggunakan teknik manipulasi genetik telah 

berhasil meningkatkan tingkat sekresi dari protein dalam P. pastoris. Salah satunya 

dengan cara menggabungkan gen yang akan diekspresikan ke dalam sekuen sinyal α-

mating factor (AMF) dari S. cerevisiae yang mengkode 89 asam amino pertama dari 

protein AMF (Gambar 2). Selama proses sekresi AMF dari S. cerevisiae, peptida 

sinyal dihilangkan melalui dua proses pemotongan enzim. Enzim Kex2 memotong 

secara spesifik setelah residu lisin-arginin, kemudian Ste13 memotong pengulangan 
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asam glutamat-alanin (EAEA) untuk menghasilkan protein AMF. Enzim-enzim 

protease yang sama juga terdapat di P. pastoris. 

Shi-Hwei et al. (2005) berhasil meningkatkan produksi sekresi glukoamilase 

dari Rhizopus oryzae dalam P. pastoris melalui manipulasi genetik peptida sinyal. 

Peptida sinyal dari gen pengkode glukoamilase wild type diganti dengan peptida 

sinyal hasil modifikasi yang mengandung 15 asam amino peptida sinyal α-amilase 

saliva mencit dan mutasi pada residu asam amino ke delapan (S8L) dan digabung 

dengan AMF S. cerevisiae (gambar 2.2). Gen glukoamilase dengan peptida sinyal 

yang sudah dimodifikasi ini kemudian diekspresikan dalam P. pastoris. P. pastoris 

rekombinan yang diperoleh mengandung 1-7 kopi gen glukoamilase yang sudah 

dimodifikasi peptida sinyalnya, dan mensekresikan glukoamilase 50 kali lebih 

banyak dibandingkan glukoamilase dengan peptida sinyal natif.  

 

 

 
 
 
 
 
Gambar 2.2. Urutan 15 asam amino signal peptida α-amilase saliva mencit yang 
digabung dengan α-factor pro-region (peptida sinyal AMF) dan gen pengkode 
mature glukoamilase (Shi-Hwei et al., 2004). 
 

Telah diketahui bahwa konformasi peptida sinyal merupakan faktor yang 

penting supaya protein yang diekspresikan berfungsi dengan baik. Salah satu hal 

yang spesifik dari peptida sinyal adalah daerah hidrofobik yang biasanya membentuk 

konformasi  heliks-α. Untuk meningkatkan hidrofobisitas dari peptida sinyal α-

amilase saliva mencit, Shi-Hwei et al. (2005), mengganti residu serin yang bersifat 

polar menjadi residu leusin yang bersifat lebih hidrofobik pada posisi ke delapan. 

Penelitian lain menunjukkan bahwa pro-region (peptida sinyal) AMF S. cerevisiae 

meningkatkan sekresi lisozim manusia dalam P. pastoris dan posisi rantai N-

oligosakarida pada pro-peptida AMF diketahui penting untuk menfasilitasi sekresi 

protein asing (Kjeldsen et al., 1998). 

Sisi pemotongan untuk membuang leader sequence α-faktor yang terdapat 

pada vektor P. pastoris adalah sisi pengenal protein Kex2 (lisin-arginin: KR) yang 

diikuti oleh urutan berulang asam glutamat-alanin (EAEA). Sampai saat ini belum 
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diketahui bahwa urutan berulang EAEA penting untuk pemotongan protein AMF 

dalam P. pastoris. Dalam S. cerevisiae sudah diketahui bahwa urutan berulang 

EAEA tidak untuk pemotongan oleh Kex2, kecuali bila asam amino pertama sesudah 

KR merupakan asam amino yang mempunyai rantai samping cincin aromatik, asam 

amino yang berukuran kecil atau asam amino histidin (Eurwilaichitr et al., 2002). 

Pelipatan suatu polipeptida menjadi suatu protein fungsional melibatkan 

beberapa protein (selanjutnya disebut sebagai komponen pelipatan protein) di dalam 

sel yang membantu pelipatan protein. Protein tersebut adalah chaperone (misalnya, 

BiP/Kar70), protein disulfida isomerase (PDI) dan prolyl-peptidyl isomerase (PPI). 

Jika suatu protein asing diekspresi pada suatu sel inang, sering kali terjadi masalah 

kesalahan pelipatan protein karena terbatasnya komponen pelipatan protein yang 

bertanggung jawab untuk menjamin ketepatan pelipatan tersebut (Tuite dan 

Freedman, 1994). Jika komponen pelipatan protein tersebut dinaikkan jumlahnya, 

maka akan diperoleh kenaikan jumlah protein asing yang dihasilkan pada suatu sel 

inang tertentu. 

Protein disulfida isomerase (PDI) ragi dikode oleh gen PDI1 yang merupakan 

gen yang esensial. PDI merupakan glikoprotein dengan berat molekul 2 x 70 kDa 

yang mempunyai dua sisi aktif dengan urutan CGHC dan terdapat dalam retikulum 

endoplasma. PDI dapat mengkatalisis oksidasi, reduksi ikatan disulfida dan 

isomerisasi ikatan disulfida. Oleh karena itu peningkatan level PDI di dalam sel akan 

memfasilitasi pelipatan polipeptida asing sehingga dapat meningkatkan tingkat 

ekspresi protein asing.  

Beberapa penelitian menunjukkan peningkatan konsentrasi PDI dapat 

meningkatkan ekspresi protein yang mempunyai ikatan disulfida di ragi. 

Overekspresi PDI1 pada S. cerevisiae meningkatkan sekresi human platelet derived 

growth factor B (protein dengan delapan ikatan disulfida) sebanyak sepuluh kali dan 

meningkatkan sekresi fosfatase asam dari Schizosaccharomyces pombe (Robinson et 

al., 1994). Selain itu, peningkatan ekspresi zat antikoagulasi antistasin (protein lintah 

yang mempunyai sepuluh ikatan disulfida) sampai dua puluh lima kali lebih tinggi 

jika PDI ragi dioverekspresi (Schultz et al., 1994). Selanjutnya dilaporkan bahwa 

fragmen antibodi untai tunggal (scFv) dapat ditingkatkan dengan kombinasi 

overekspresi PDI di S. cerevisiae (Shusta et al., 1998). Baru-baru ini Vad et al. 

(2004) melaporkan bahwa ekspresi hormon paratyphoid manusia dalam P. pastoris 

meningkat sangat signifikan melalui ko-ekspresi dengan gen PDI1. 
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Enzim α-amilase (1,4-α-D-glukan glukanohidrolase [EC 3.2.1.1]) adalah 

enzim yang mengkatalisis hidrolisis pati atau poli- dan oligosakarida lain yang 

memiliki ikatan 1,4-α-glikosida secara acak dan cepat dengan produk berupa gula 

yang lebih sederhana dengan konfigurasi-α. Sejak α-amilase termostabil yang 

dihasilkan oleh Bacillus licheniformis digunakan dalam industri produksi gula cair, 

maka pengembangan aplikasi α-amilase bidang industri lainnya semakin luas, seperti 

alkohol, pengolahan buah-buahan, dan tekstil. Kebutuhan yang besar akan α-amilase 

yang besar dengan sifat-sifat yang optimal, menyebabkan beberapa kelompok 

peneliti berusaha meningkatkan kapasitas produksi dan sifat α-amilase agar dapat 

menyesuaikan dengan kebutuhan industri, salah satunya dengan rekayasa pada 

tingkat protein atau gen. (Hashida dan Bisgaard-Frantzen, 2000). 

Enzim α-amilase Saccharomycopsis fibuligera merupakan salah suatu enzim 

ekstraseluler yang memiliki potensi untuk dapat dikembangkan sehingga dapat 

diaplikasikan dalam industri. Walaupun α-amilase yang dihasilkan oleh ragi belum 

diaplikasikan secara luas dibandingkan dengan yang diproduksi oleh bakteri dan 

jamur, enzim α-amilase dari S. fibuligera telah lama dimanfaatkan untuk proses 

sakarifikasi pada fermentasi makanan. Kemampuan amilase (α-amilase dan 

glukoamilase) yang dihasilkan oleh Saccharomycopsis fibuligera dalam memecah 

pati mentah merupakan sifat yang menarik, enzim semacam ini dapat digunakan 

dalam pemrosesan pati yang hemat energi (Hostinova, 2002). 

 

2.1. Studi Pendahuluan dan Hasil yang Telah Dicapai 

 Penelitian tentang α-amilase Saccharomycopsis fibuligera R64 telah dimulai 

sejak tahun 1993. Galur Saccharomycopsis fibuligera R64 telah digunakan sebagai 

sumber α-amilase karena telah diketahui mempunyai aktivitas amilolitik yang tinggi. 

Galur ini dipilih dari 136 isolat yang dikumpulkan dari berbagai tempat di Indonesia 

oleh Ibrahim et al., di Laboratorium Mikrobiologi Pusat Antar Universitas 

Bioteknologi ITB. Selanjutnya mikroba ini digunakan untuk penelitian RUT I 

(Soemitro et al., 1993-1996) dengan topik “Produksi Enzim Pemecah Pati”. α-

Amilase S. fibuligera R64 yang dihasilkan mempunyai bobot molekul 54 kDa dan 

menunjukkan aktivitas pada kisaran pH 4,5-7,0 dan kisaran suhu 40 oC hingga 55 oC. 

Suhu optimum enzim adalah 50 oC dan pH optimum adalah 5. Produksi α-amilase 

menggunakan sistem batch, dihasilkan aktivitas 250 U/mL. Dalam penelitian ini 
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walaupun telah dilakukan optimasi proses hulu maupun proses hilir untuk produksi 

α-amilase, namun secara teknoekonomi biaya produksinya tidak dapat bersaing 

dengan enzim komersial.   

Sebagai upaya untuk meningkatkan produksi α-amilase pada penelitian 

Hibah Bersaing IX (Ismaya et al., 2001) telah dilakukan kloning gen pengode α-

amilase S. fibuligera R64 ke dalam E. coli dan S. cerevisiae. Overproduksi α-amilase 

yang berbobot molekul 54 kDa di S. cerevisiae telah dilakukan tetapi menunjukkan 

hasil ekspresi yang tidak tinggi dengan aktivitas sebesar 800 U/mL. Walaupun sudah 

mengalami peningkatan dibandingkan terhadap galur wild type (S. fibuligera R64), 

hasil ini masih relatif rendah.  

Kajian hubungan struktur dan fungsi juga telah dilakukan pada penelitian 

kerjasama dengan  Universitas Groningen Belanda melalui program KNAW 

(Soemitro et al., 2004-2005). Model struktur α-amilase S. fibuligera R64 telah dibuat 

berdasarkan homologi urutan asam aminonya dengan α-amilase Aspergillus oryzae 

dengan bantuan Swiss-PROT. Semua informasi yang diperoleh, menjadi dasar kuat 

dalam produksi α-amilase dari S. fibuligera. 

Selanjutnya hasil penelitian RUT XII (Puspasari et al., 2005-2006) dengan 

topik “ Produksi α-amilase dengan kestabilan tinggi dalam P. pastoris” diperoleh 

aktivitas α-amilase tertinggi dengan skala batch sebesar 5000 U/mL. Dibandingkan 

hasil penelitian RUT1 dan Hibah Bersaing IX, tingkat sekresi dari α-amilase sudah 

cukup tinggi, namun belum mencapai produktivitas yang sesuai dengan kebutuhan 

industri.  Sementara itu, pada penelitian RUT VIII (Natalia et al., 2001-2003) 

sebelumnya dengan topik: “Produksi vaksin hama ternak lalat screwworm fly: 

overekspresi protein membran peritrofik PM48 dan PM95, serta overekspresi protein 

disulfida isomerase (PDI) pada S. cerevisiae” telah berhasil meningkatkan level 

ekspresi dari protein membran peritrofik PM48 dan PM95 dalam S. cerevisiae.  

Berdasarkan hasil-hasil penelitian di atas dan hasil yang dilaporkan oleh Shi-

wei et al. (2005) mengenai peningkatan sekresi enzim dalam P. pastoris melalui 

rekayasa peptida sinyal, pada penelitian ini akan dilakukan peningkatan produksi α-

amilase melalui rekayasa peptida sinyal α-amilase dan ko-ekspresi gen pengkode 

faktor pelipatan protein PDI. 
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BAB III 

TUJUAN DAN MANFAAT PENELITIAN 

 

3.1. Tujuan Penelitian. 

Tujuan penelitian ini secara umum dalam jangka waktu tiga tahun adalah  

meningkatkan produksi α-amilase S. fibuligera dalam sistem ekspresi P. pastoris, 

melalui modifikasi peptida sinyal yang berguna untuk meningkatkan efisiensi 

translokasi α-amilase ke retikulum endoplasma dan ko-ekspresi gen pengkode 

protein disulfida isomerase (PDI1), yang berfungsi untuk meningkatkan efisiensi 

pelipatan protein. Sistem ekspresi yang dihasilkan diharapkan mampu memproduksi 

α-amilase yang secara ekonomi dapat bersaing dengan enzim komersial.  

Sedangkan tujuan penelitian di tahun pertama adalah modifikasi urutan 

nukleotida pengode peptida sinyal gen ALPI dan konstruksi vektor ekspresi untuk P. 

pastoris yang membawa α-amilase dengan peptida sinyal yang sudah dimodifikasi. 

Sistem ekspresi ini diharapkan akan mensekresikan α-amilase ke luar sel dalam 

jumlah yang banyak. 

Tujuan khusus yang akan dicapai dalam penelitian ini selama tiga tahun adalah: 

1. Mendapatkan produk Polymerase Chain Reaction (PCR) yang mengandung 

oligonukleotida pengkode 15 asam amino peptida sinyal α-amilase saliva 

mencit, peptida sinyal α-factor, dan gen pengkode α-amilase dari vektor 

pPICZαA untuk P. pastoris. 

2. Mendapatkan vektor ekspresi untuk P. pastoris yang disisipi gen α-amilase S. 

fibuligera dengan peptida sinyal yang sudah dimodifikasi. 

3. Mendapatkan P. pastoris yang mampu mensekresikan α-amilase dalam 

jumlah besar. 

4. Mendapatkan vektor ekspresi untuk P.  pastoris yang disisipi gen PDI1. 

5. Mendapatkan P. pastoris yang mengandung gen α-amilase dengan peptida 

sinyal termodifikasi dan gen PDI1, dan memproduksi α-amilase dalam 

jumlah besar. 

6. Mengetahui aktivitas α-amilase ekstraselular dan intraselular.  

7. Mengetahui kondisi optimum untuk produksi α-amilase dalam sistem 

ekspresi P. pastoris. 
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3.2. Manfaat Penelitian 

α-Amilase banyak digunakan antara lain pada industri makanan, minuman, 

farmasi, tekstil dan deterjen. Indonesia masih mengimpor enzim ini karena 

kurangnya penguasaan teknologi produksi enzim skala industri, mulai dari proses 

hulu hingga proses hilir. Salah satu kunci dalam produksi enzim ini adalah 

manipulasi mikroba penghasil α-amilase. Hampir semua enzim komersial 

merupakan enzim rekombinan yang berasal dari mikroba yang telah direkayasa 

(Cowan, 1996). Penggunaan devisa negara untuk mengimpor enzim ini sepatutnya 

dapat ditekan apabila Indonesia dapat memproduksinya untuk keperluan industri 

dalam negeri.  

Salah satu kendala produksi enzim α-amilase 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. Jumlah enzim yang disekresi dari mikroba asalnya 

biasanya lebih rendah dibandingkan dengan hasil rekombinan. 

Pada penelitian ini digunakan sistem ekspresi karena penggunaan sistem 

ekspresi P. pastoris lebih menguntungkan dibandingkan dengan sistem ekspresi lain. 

Sistem ini merupakan satu-satunya sistem yang menggabungkan keuntungan 

penggunaan E. coli (yaitu: tingkat ekspresi tinggi, mudah dilakukan peningkatan 

skala produksi, dan murah) dan sistem ekspresi eukariot (yaitu: adanya komponen 

pelipatan protein dan modifikasi pasca translasi). Fleksibilitas sistem ekspresi P. 

pastoris menjadikannya sistem yang ideal untuk riset laboratorium yang ditujukan 

untuk aplikasi industri.  

Dari hasil penelitian RUT XII (Puspasari et al. 2006) dengan topik ”Produksi 

α-amilase dengan kestabilan tinggi dalam P. pastoris”, diperoleh aktivitas α-amilase 

S. fibuligera R64 tertinggi dengan sistem batch sebesar 5000 U/mL. Sementara itu 

Paifer et al. (1994) melaporkan bahwa tingkat ekspresi α-amilase bakteri dalam P. 

pastoris mencapai 22.000 U/mL. Berdasarkan hal tersebut di atas, disimpulkan 

bahwa ternyata tingkat ekspresi α-amilase S. fibuligera R64 dalam P. pastoris masih 

relatif rendah. Hal ini kemungkinan disebabkan karena jumlah α-amilase yang 

disekresikan ke luar sel masih rendah. 
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 Penelitian ini merupakan lanjutan dari kerjasama yang telah lama 

dikembangkan antara peneliti-peneliti dari Jurusan Kimia Unpad, FMIPA ITB, SITH 

ITB dan Universitas Groningen Belanda, sejak awal tahun 1990-an sampai sekarang. 

Selain itu penelitian ini merupakan bagian dari topik penelitian S-3 dari peneliti 

utama. Bagi pengembangan institusi, adanya penelitian ini selain akan meningkatkan 

kualitas sumber daya tenaga akademik institusi yang terlibat, juga akan memperkuat 

jaringan kerjasama yang telah ada. Selain itu juga dapat dihasilkan publikasi, baik 

nasional maupun internasional, serta diharapkan dapat memperoleh hak paten. Bagi 

pembangunan, hasil penelitian ini akan sangat bermanfaat bagi pengembangan 

industri enzim di Indonesia.  
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BAB IV 

METODE PENELITIAN 

 

Penelitian ini direncanakan akan dilaksanakan selama tiga tahun di 

Laboratorium Biokimia Jurusan Kimia FMIPA Unpad dan Laboratorium Biokimia 

ITB. Peta penelitian α-amilase S. fibuligera R64 yang akan dilakukan digambarkan 

sebagai berikut: (Gambar 4.1). 

 

 

Gambar 4.1: Peta penelitian α-amilase S fibuligera R64. 

 

4.1. Metode Penelitian Tahun Pertama 

Tahap awal penelitian ini adalah penggantian peptida sinyal α-amilase S. 

Fibuligera melalui proses Polymerase Chain Reaction (PCR). Proses PCR dilakukan 

untuk mengganti peptida sinyal α-amilase S. Fibuligera dengan peptida sinyal α-

mating factor S. cerevisieae yang terdapat pada vektor pPICZαA untuk Pichia 

pastoris dengan penambahan oligonukleotida pengkode 15 asam amino peptida 

sinyal α-amilase saliva mencit. Templat untuk keperluan PCR ini adalah plasmid 

rekombinan pPICZαA-ALP1. Plasmid ini merupakan pPICZαA (vektor ekspresi 

untuk P. pastoris) yang telah disisipi dengan gen ALP1 S. Fibuligera (Puspasari, F., 

dkk, RUT XII). Hasil PCR dianalisis dengan elektroforesis gel agaros 1%.  

 Produk PCR kemudian disisipkan ke vektor pGEM-T, dan ditransformasi ke 

E. coli TOP10F’. Hasil penggantian peptida sinyal dikonfirmasi kebenarannya 

dengan sekuensing nukleotida. Selanjutnya gen ALPI yang peptida sinyalnya sudah 

termodifikasi diinsersikan ke vektor pPICZA untuk P. pastoris dan ditransformasi ke 
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E. coli TOP10 F’. Untuk mengkonfirmasikan kebenaran urutan nukleotida, maka 

dilakukan sekuensing nukleotida. Skema metoda penelitian tahun pertama, sesuai 

dengan proposal dapat dilihat pada gambar 4.2. 

 

 

 

Gambar 4.2. Bagan alir metoda penelitian tahun pertama. 

 

4.1.1. Perancangan dan sintesis primer oligonukleotida. 

 Primer forward dirancang berdasarkan urutan α-faktor pada vektor pPICZαA 

untuk Pichia pastoris dengan penambahan oligonukleotida pengkode 15 asam amino 

peptida sinyal α-amilase saliva mencit, dan penambahan sisi restriksi enzim KpnI 

pada ujung 5’-nya. Sedangkan primer reverse dirancang berdasarkan urutan ujung 3’ 

dari ALPI dengan penambahan sisi restriksi ApaI. Sintesis primer PCR dilakukan 

oleh Research Biolabs, Sigapura. 

 

4.1.2. Amplifikasi gen ALP1 S. Fibuligera dan penggantian peptida sinyal. 

Gen ALP1 S. fibuligera diamplifikasi dengan teknik PCR. Campuran reaksi 

PCR terdiri atas 1 μL templat DNA (pPICZαA-ALP1); bufer PCR 1X; primer 

5’MSPαF 0,4 μM; primer 3’ALPIApa 0,4 μM; dNTP (MDBio) 0,2 mM; MgCl2  2,5 
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mM; enzim Taq DNA polymerase (MDBio) 1,25 U; dalam volume total 50 μL. 

Proses PCR dilakukan dalam tabung 0,2 mL (Eppendorf). 

Reaksi PCR diawali dengan denaturasi pada 95 oC selama 5 menit. 

Amplifikasi dilakukan sebanyak 30 siklus dengan denaturasi pada  95 oC selama 1 

menit, annealing (penempelan primer) pada  50 oC selama 1 menit, dan elongasi 

pada 72 oC selama 2 menit. Reaksi PCR diakhiri dengan post-elongasi pada 72 oC 

selama 10 menit. 

 

4.1.3. Analisis hasil PCR. 

Hasil PCR dianalisis dengan elektroforesis gel agaros 1% (b/v) yang 

mengandung 0,25 μL/mL etidium bromida. Untuk elektroforesis, hasil PCR 

dicampur terlebih dahulu dengan loading buffer (Bromofenol biru 0,15% (b/v), sukrosa 

40% (b/v), dan 5 mM EDTA). Elektroforesis dilakukan selama 40 menit pada tegangan 

85 Volt dengan TAE (0,04 M tris-asetat dan 0,001 M EDTA) sebagai running buffer. 

Untuk analisis ukuran DNA digunakan penanda DNA pUC19/Hinf I. Hasil 

elektroforesis dilihat dengan alat sinar UV pada panjang gelombang 312 nm dan 

difoto dengan menggunakan kamera digital. 

 

4.1.4. Pemurnian produk PCR. 

 Produk PCR, yaitu fragmen DNA yang terdiri dari urutan nukleotida peptida 

sinyal hasil modifikasi + ALPI S. fibuligera (MSALPI) yang berukuran sekitar 1,7 

kb, dimurnikan menggunakan kit pemurnian GFX purification kit (Amersham). 

Kedalam 100 μL larutan produk PCR ditambahkan 100 μL ”capture buffer” dengan 

perbandingan 1:1 (v/v) dan divorteks untuk mencampur. Kemudian diinkubasi pada 

suhu 60 oC selama 5-15 menit. Campuran kemudian disentrifugasi secara singkat lalu 

dipindahkan ke dalam kolom GFX yang sebelumnya telah ditempatkan pada tabung 

koleksi, dan di inkubasi pada suhu ruang selama 1-5 menit. Kemudian disentrifugasi 

pada kecepatan penuh (10.000-16.000 rpm) selama 0,5 menit sehingga cairan yang 

ada pada kolom akan pindah ke tabung koleksi. Cairan pada tabung koleksi ini 

dibuang dan kolom GFX ditempatkan kembali ke dalam tabung koleksi. Kemudian 

ke dalam kolom GFX ditambahkan 500 μL buffer pencuci (”wash buffer”) lalu 

disentrifugasi kembali secara singkat (1 menit) sampai semua buffer pencuci 

berpindah dari kolom ke tabung koleksi. Selanjutnya, kolom GFX dipindahkan ke 

dalam tabung 1,5 mL steril. DNA pada kolom di resuspensi dengan 50 μL ddH2O, 
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diinkubasi pada suhu ruang selama 1 menit, kemudian disentrifugasi dengan 

kecepatan maksimum selama 1 menit sehingga diperoleh DNA murni. Fragmen 

DNA hasil pemurnian, di analisis dengan elektroforesis agaros 1 %.  

 

4.1.5. Insersi produk PCR ke vektor pGemT. 

 Setelah dimurnikan, hasil PCR (MSALPI) diligasi ke vektor pGemT 

(Promega). Campuran ligasi terdiri dari 50 ng vektor pGemT, buffer ligasi 1X, 150 

ng produk PCR, dan 2,5 Unit enzim T4 DNA ligase, dalam volume total 10 μL. 

Proses ligasi dilakukan selama semalam pada suhu 4 oC. Vektor pGemT yang telah 

membawa gen α-amilase S. fibuligera R64 (MSALPI-pGemT) kemudian digunakan 

untuk mentransformasi E. Coli TOP10F’. 

 

4.1.6. Transformasi Escherichia coli TOP10 F’ 

Satu koloni tunggal dari E. coli TOP10F’ (Invitrogen) ditumbuhkan dalam 

media LB (Luria Bertani: 1% Bacto tripton, 0,5% ekstrak ragi, dan 1% NaCl, untuk 

media padat, ditambahkan 1,5% bacto agar) pada suhu 37oC selama 16-18 jam 

dengan pengocokan 150 rpm. Sejumlah sel kemudian diinokulasikan ke dalam 20 

mL media LB, yang kemudian diinkubasi pada suhu 37oC dengan kecepatan 150 rpm 

hingga OD600 mencapai 0,2-0,4. Sel kemudian dipindahkan ke dalam 6 tabung 1,5 

mL, kemudian disentrifugasi dengan kecepatan 5000 rpm, 4 oC selama 5 menit. Pelet 

sel yang didapatkan kemudian diresuspensi dengan 1 mL larutan CaCl2 0,1 M dingin. 

Setelah diinkubasi di dalam es selama 10 menit, campuran ini disentrifugasi selama 

10 menit dengan kecepatan 4000 rpm pada suhu 4 oC. Pelet sel yang diperoleh 

diresuspensi kembali dalam 300 μL CaCl2 dingin, kemudian disimpan pada suhu 4oC 

selama 2-24 jam.  

Sejumlah 0,1-1,0 μg DNA campuran ligasi (MSALPI-pGemT) kemudian 

ditambahkan ke dalam tabung 1,5 mL yang berisi 50 μL sel kompeten, kemudian 

diinkubasi selama 30 menit pada suhu 4 oC, kemudian dilakukan heat shock pada 

suhu 42 oC selama 90 detik, kemudian segera didinginkan di dalam es selama 2 

menit. Campuran ini kemudian ditambahkan dengan media LB cair hingga 

volumenya 1000 μL dan diinkubasi pada suhu 37 oC selama 2 jam dengan laju 

pengocokan 150 rpm. Kemudian di sentrifugasi pada 12.000 rpm selama 30 detik. 

Sebanyak 800 μL supernatan dibuang, sisanya sebanyak 200 μL dari campuran ini 
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ditumbuhkan pada media LB padat yang telah mengandung ampicilin 50 μg/mL, 

tetrasiklin 5 μg/mL, 50 μL X gal 20 mg/mL dan 100 μL IPTG 100 mM, kemudian 

diinkubasi pada suhu 37oC selama 16-18 jam.  

 

4.1.7. Karakterisasi plasmid rekombinan 

 Koloni transforman E. coli yang tumbuh berwarna putih, merupakan koloni 

transforman yang membawa plasmid rekombinan. Karakterisasi plasmid rekombinan 

dilakukan dengan metoda Rapid disruption. Sedikit koloni yang akan dianalisis 

dipindahkan ke dalam tabung 1,5 mL yang telah berisi 35 μL EDTA 10 mM (pH 

8,0). Kedalam campuran ini ditambahkan larutan yang mengandung 0,2 N NaOH; 

0,5% SDS; 20% sukrosa. Kemudian di vorteks selama 30 detik, dan di inkubasi pada 

70 oC selama 10 menit. Setelah mencapai suhu kamar, ke dalam campuran 

ditambahkan 1,5 μL KCl 4M dan 0,25 μL Bromfenol Blue 2%. Lalu di vorteks 

selama 30 detik dan dilanjutkan dengan inkubasi di es selama 10 menit. Debris 

dipisahkan dengan cara sentrifugasi pada 12.000 rpm selama 5 menit. Sebanyak 30 

μL hasil rapid disruption di elektroforesis dengan gel agaros 1%. 

 

4.1.8. Isolasi plasmid rekombinan  

Untuk keperluan sekuensing DNA plasmid rekombinan dan pemotongan 

fragmen DNA sisipan, maka disiapkan dengan QIAgen Spin Plasmid Miniprep Test 

Kit (Qiagen). Sebanyak 1,5 mL kultur E. coli transforman fasa stasioner diendapkan 

dengan rotasi 5000 rpm selama 5 menit. Pelet sel kemudian diresuspensi dengan 250 

μL bufer P1 yang mengandung RNase, lalu dihomogenkan. Kemudian sebanyak 250 

μL bufer P2 ditambahkan ke dalam suspensi. Tabung dibolak-balik beberapa kali 

kemudian didiamkan pada suhu kamar tidak lebih dari 5 menit. Sebanyak 350 μL 

bufer N3 dicampurkan ke dalam suspensi, sehingga terbentuk koagulan protein yang 

berwarna putih. Debris sel dan protein dipisahkan dengan menggunakan sentrifuga 

12.000 rpm selama 10 menit. Supernatan yang mengandung DNA plasmid 

dimasukkan ke dalam kolom Qiaprep, kemudian disentrifugasi pada 12.000 rpm 

selama 30-60 detik. Sebanyak 500 μL bufer PB dimasukkan ke dalam kolom, 

kemudian disentrifugasi pada kondisi yang sama. Sebanyak 750 μL bufer PE 

dimasukkan ke dalam kolom, dan kembali dilakukan sentrifugasi dengan kondisi 

yang sama. Sentrifugasi diulang sekali lagi untuk membuang sisa bufer PE. 
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Sentrifugasi terakhir dilakukan untuk mengelusi DNA plasmid dari kolom dengan 50 

μL ddH2O dan sampel DNA ditampung dengan menggunakan tabung mikro yang 

baru. 

 

4.1.9. Sekuensing nukleotida 

Sekuensing gen ALP1 yang telah dimodifikasi peptida sinyalnya dilakukan 

dengan metode dideoksi Sanger menggunakan alat sekuensing otomatis dari ABI 

PRISM. Primer yang digunakan untuk sekuensing adalah primer T7 dan SP6 (primer 

universal untuk vektor pGemT) dan primer internal untuk gen ALPI (primer F1 dan 

R2). Hasil sekuensing di jajarkan menggunakan program Seqman pada program 

DNAStar. 

 

4.1.10. Pemotongan DNA plasmid pGEM-T rekombinan  

 Sebanyak 2 μg DNA plasmid pGemT rekombinan yang telah dimurnikan 

dipotong menggunakan enzim restriksi Kpn I dan Apa I. Campuran reaksi 

mengandung 10 Unit masing-masing enzim Kpn I dan Apa I (Fermentas) dan buffer 

Tango 1X. Restriksi dilakukan dalam volume 20 μL, dan diinkubasi pada suhu 37 oC 

selama 16 jam. Hasil restriksi kemudian di elektroforesis menggunakan gel agaros 

1%, dan pita DNA sisipan (MSALPI) yang berukuran sekitar 1700 pasang basa di 

potong dari gel dan dimurnikan menggunakan kit pemurnian GFX purification kit 

(Amersham). 

 

4.1.11. Perbanyakan DNA plasmid pPICZA 

 Sebanyak 1 ng plasmid pPICZA digunakan untuk mentransformasi E. coli 

TOP10F’. Persiapan sel kompeten dan proses transformasi dilakukan seperti pada 

prosedur sebelumnya. E. coli transforman kemudian ditumbuhkan pada media padat 

Low Salt LB ( 1% (Luria Bertani: 1% Bacto tripton, 0,5% ekstrak ragi, 0,5% NaCl, 

dan 1,5% bacto agar) dengan penambahan antibiotik tetrasiklin 5 μg/mL dan 

ZeocinTM (Invitrogen) 2,5 μg/mL. Plasmid rekombinan yang mengandung plasmid 

pPICZA di isolasi menggunakan QIAgen Spin Plasmid Miniprep Test Kit (Qiagen). 

 

4.1.12. Pemotongan DNA plasmid pPICZA  
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 Sebanyak 2 μg DNA plasmid pPICZA yang telah dimurnikan dipotong 

menggunakan enzim restriksi Kpn I dan Apa I. Campuran reaksi mengandung 10 

Unit masing-masing enzim Kpn I dan Apa I (Fermentas) dan buffer Tango 1X. 

Restriksi dilakukan dalam volume 20 μL, dan diinkubasi pada suhu 37 oC selama 16 

jam. Hasil restriksi kemudian di elektroforesis menggunakan gel agaros 1%, dan pita 

DNA plasmid pPICZA yang berukuran sekitar 3300 pasang basa di potong dari gel 

dan dimurnikan menggunakan kit pemurnian GFX purification kit (Amersham). 

 

4.1.13. Ligasi MSALPI  dengan vektor pPICZA 

 Gen ALPI dengan peptida sinyal sudah dimodifikasi (MSALPI) dan 

mengandung sisi restriksi Kpn I dan Apa I, diligasi dengan vektor pPICZA yang 

mengandung sisi restriksi enzim yang sama. Campuran reaksi terdiri dari 60 ng DNA 

vektor pPICZA, 154 ng DNA fragmen MSALPI, buffer ligasi 1X dan 2,5 Unit enzim 

T4 DNA ligase dalam volume total 10 μL. Proses ligasi dilakukan selama semalam 

pada suhu 4 oC. 

 

4.1.14. Transformasi Escherichia coli TOP10 F’ 

Campuran ligasi (pPICZA-MSALPI) kemudian digunakan untuk 

mentransformasi E. coli TOP10F’. Prosedur persiapan sel kompeten E. coli TOP10F’ 

(Invitrogen) dilakukan seperti prosedur sebelumnya. Sejumlah 0,1-1,0 μg DNA 

campuran ligasi (pPICZA-MSALPI) kemudian ditambahkan ke dalam tabung 1,5 mL 

yang berisi 50 μL sel kompeten, kemudian diinkubasi selama 30 menit pada suhu 4 
oC, kemudian dilakukan heat shock pada suhu 42 oC selama 90 detik, kemudian 

segera didinginkan di dalam es selama 2 menit. Campuran ini kemudian 

ditambahkan dengan media LB cair hingga volumenya 1000 μL dan diinkubasi pada 

suhu 37 oC selama 2 jam dengan laju pengocokan 150 rpm. Kemudian di sentrifugasi 

pada 12.000 rpm selama 30 detik. Sebanyak 800 μL supernatan dibuang, sisanya 

sebanyak 200 μL dari campuran ini ditumbuhkan pada media LB padat yang telah 

mengandung tetrasiklin 5 μg/mL dan Zeocin 2,5 μg/mL, kemudian diinkubasi pada 

suhu 37oC selama 16-18 jam.  
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V. HASIL DAN PEMBAHASAN 

 

5.1. Perancangan primer PCR 

Primer PCR dirancang untuk mengamplifikasi gen ALP1 S. fibuligera dengan 

tambahan oligonukleotida yang mengkode peptida sinyal α faktor dari vektor 

pPICZαA dan oligonukleotida pengkode 15 asam amino peptida sinyal α-amilase 

saliva mencit, serta penambahan urutan pengenal enzim restriksi pada ujung-

ujungnya. Tabel 5.1 memperlihatkan hasil perancangan primer PCR. 

 

Tabel 5.1. Hasil perancangan primer PCR. Perancangan primer dilakukan dengan 
bantuan program komputer DNAStar. 
 
Nama Primer Urutan 5’→ 3’ Ukuran Arah Tm Urutan pengenal 

enzim restriksi 

5’MSPαF GAGGAGGTACC 

ATGAAATTCTTC 

CTGCTGCTTCTC 

CTCATTGGATTC 

TGCTGGGCCGCT 

CCAGTCAACACT 

AC 

73 nukleotida maju 52 oC GGTAC↓C (Kpn I) 

3’ALPIApa  GAGGAGGGCCC 

TGAACAAATGTC 

AGAAGC 

26 nukleotida balik 54 oC GGGCC↓C (Apa I) 

 

PCR dengan menggunakan pasangan primer 5’MSPαF dan 3’ALPIApa akan 

menghasilkan amplikon berukuran 1,7 kb berupa gen ALP1 S. fibuligera dengan 

tambahan kurang lebih 300 nukleotida pengkode peptida sinyal dan penambahan 

urutan pengenal enzim restriksi Kpn I pada ujung 5’ gen dan Apa I pada ujung 3’ 

gen. Gambar 5.1 memperlihatkan skema penempelan primer PCR pada templat 

berupa pPICZαA-ALPI. Nilai Tm (melting temperatur) primer dihitung berdasarkan 

rumus di bawah: 
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Tm = 4(G + C) + 2(A + T) 

Tm dihitung berdasarkan urutan nukleotida yang akan menempel pada templat 

pPICZαA-ALPI. Perhitungan Tm penting untuk menentukan suhu penempelan 

primer (annealing) pada reaksi PCR. 

Primer PCR dirancang berdasarkan urutan nukleotida gen ALP1 S. fibuligera 

tanpa signal sequence yang diperoleh dari GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov) dengan 

nomor akses X05791, dan urutan nukleotida pengkode peptida sinyal α faktor yang 

terdapat pada vektor pPICZαA ditambah oligonukleotida pengkode 15 asam amino 

peptida sinyal α-amilase saliva mencit (Shi-Hwei et al., 2005), serta penambahan 

urutan pengenal enzim restriksi pada ujung-ujungnya. Primer PCR dalam penelitian 

ini dirancang dengan menambahkan urutan pengenal Kpn I pada ujung 5’ primer 

5’MSPαF dan urutan pengenal Apa I pada ujung 5’ primer 3’ALPIApa. Urutan 

pengenal Kpn I dan Apa I ditambahkan pada ujung-ujung primer karena hasil PCR 

pada penelitian ini akan disisipkan pada plasmid pPICZA yang memiliki sisi multiple 

cloning site (MCS) Kpn I dan Apa I . Plasmid pPICZA merupakan salah satu vektor 

ekspresi untuk P. Pastoris yang tidak memiliki urutan nukleotida pengkode peptida 

sinyal. Hasil analisis dengan menggunakan program MapDraw dari DNAStar 

menunjukkan bahwa enzim restriksi Kpn I dan Apa I tidak memotong gen ALP1. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gambar 5.1. Skema penempelan primer PCR. Pasangan primer 5’MSPαF dan 
3’ALPIApa akan menempel pada pPICZαA dan gen ALP1 S. Fibuligera, sehingga 
menghasilkan amplikon berukuran 1,7 kb. 
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Primer PCR dirancang untuk mendapatkan protein fusi yang terdiri atas 

peptida sinyal α-factor termodifikasi, gen ALP1, dan polyhistidine tag. Selain gen 

ALP1 dan peptida sinyal, bagian-bagian lain protein fusi telah tersedia dalam plasmid 

pPICZA. Modifikasi peptida sinyal dilakukan dengan mengganti 19 asam amino 

pada N terminal peptida sinyal a factor dengan 15 asam amino pengkode peptida 

sinyal α amilase saliva mencit. Sedangkan 70 asam amino sisanya sama dengan a-

factor. Urutan asam amino yang diganti dapat dilihat pada tabel 5.2. 

Tabel 5.2. Urutan asam amino peptida sinyal α− factor yang diganti. 
 
Urutan nukleotida  
α-factor 

5’-ATG AGA TTT CCT TCA ATT TTT ACT GCT GTT TTA 
TTC GCA GCA TCC TCC GCA TTA GCT...3’ 
 

Urutan asam amino 
α-factor 

Met  Arg  Phe  Pro  Ser  Ile  Phe  Thr  Ala  Val  Leu  Phe  Ala 
Ala  Ser  Ser  Ala  Leu  Ala... 
 

Urutan nukleotida 
modifikasi 

5’-ATG AAA TTC  TTC CTG  CTG CTT   CTC CTC ATT 
GGA TTC TGC  TGG GCC...3’ 
 

Urutan asam amino 
modifikasi 

Met Lys  Phe Phe Leu  Leu  Leu  Leu  Leu  Ile  Gly  Phe  
Cys  Trp  Ala... 

 

Konformasi peptida sinyal sangat mempengaruhi fungsinya, dan salah satu 

bagian yang penting dari peptida sinyal adalah daerah hidrofobik yang biasanya 

membentuk konformasi α-heliks. Untuk meningkatkan hidrofobisitas dari peptida 

sinyal modifikasi, maka residu asam amino polar pada peptida sinyal α amilase 

saliva mencit diganti dengan residu non polar, dan kemudian digabung dengan pro-

region dari signal peptida α-mating factor S. cerevisieae yang telah terbukti dapat 

meningkatkan sekresi lisozim manusia dalam P. pastoris (Shi-Hwei et al. 2005). 

Dengan adanya modifikasi peptida sinyal α-factor, maka protein fusi yang 

diproduksi akan disekresikan ke luar P. pastoris sebagai sel inang. Protein 

ekstraselular dari sel inangnya akan lebih mudah dipisahkan dari sel inangnya karena 

tidak memerlukan pemecahan sel. Pemisahan cukup dilakukan dengan sentrifugasi. 

P. pastoris akan terdapat sebagai endapan, sedangkan protein fusi akan terlarut 

dalam medianya. Adanya polyhistidine tag juga akan mempermudah proses 

pemurnian protein fusi. Pemurnian dapat dilakukan dengan melewatkan ekstrak 

kasar ke dalam suatu kolom kromatografi afinitas, IMAC (Immobilized Metal Affinity 

Chromatography), dengan logam nikel sebagai pengkhelat polihistidin. 
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5.2. Amplifikasi MS-ALP1 S. fibuligera dan analisisnya. 

Hasil PCR yang ditunjukkan pada gambar 5.2 menandakan bahwa seluruh 

tahap dalam proses PCR berlangsung dengan baik karena memperlihatkan adanya 

pita yang berada sedikit di atas pita pertama penanda DNA pUC19/Hinf I pada gel 

agaros. Penanda DNA pUC19/Hinf I merupakan fragmen-fragmen berukuran 1419 

pb, 517 pb, 396 pb, 214 pb, 75 pb, dan 65 pb. Dengan demikian diperkirakan produk 

PCR yang diperoleh adalah fragmen DNA berukuran sekitar 1,7 kb.  

 

  

 

                                                  

 

 
 
 
 
 
Gambar 5.2. Analisis hasil PCR. (1) Penanda pUC19/Hinf I, (2 dan 3) 10 μL 
produk PCR dengan menggunakan pasangan primer 5’MSPαF dan 3’ALPIApa, 
ukuran diperkirakan sekitar 1,7 kb. 
 
 
5.3. Konstruksi plasmid pGemT- MSALPI. 

 Produk PCR MSALP1 yang berukuran 1,7 kb dimurnikan dan di 

disubkloning ke dalam vektor pGemT (Promega, USA) dengan E. coli TOP10F’ 

sebagai sel inang. Koloni yang berwarna putih dikarakterisasi menggunakan metoda 

Rapid Disruption (Sambrook, et al, 1989). Metoda ini merupakan metoda untuk 

isolasi DNA secara cepat. Metoda ini memerlukan DNA plasmid tanpa sisipan 

sebagai pembanding. Plasmid yang mengandung sisipan akan memiliki bobot 

molekul yang lebih besar daripada plasmid tanpa sisipan, sehingga pada analisis 

elektroforesis gel agaros posisi pita plasmid yang mengandung sisipan berada di atas 

plasmid tanpa sisipan. Gambar 5.3 menunjukkan pita DNA yang mengandung 

plasmid rekombinan bermigrasi lebih lambat (posisi lebih atas) daripada koloni yang 

mengandung plasmid pGemT tanpa sisipan. Hal ini membuktikan bahwa proses 

ligasi dan transformasi berhasil dilakukan. Pada penelitian ini telah diperoleh 

beberapa E. coli rekombinan yang membawa fragmen DNA sisipan MSALPI. 
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Gambar 5.3. Elektroforesis agaros hasil Rapid disruption. (1) plasmid pGemT 
yang tidak membawa DNA sisispan. (2, 3, 4 dan 5) plasmid pGemT-MSALPI. 
 

5.4. Sekuensing nukleotida dan analisisnya 

 Plasmid rekombinan pGemT-MSALP1 diisolasi dengan QIAgen Spin Plasmid 

Miniprep Test Kit (Qiagen) dan urutan nukleotida MSALPI disekuensing dengan 

metoda dideoksi Sanger menggunakan alat sekuensing otomatis dari ABI PRISM. 

Primer yang digunakan untuk sekuensing adalah primer T7 dan SP6 (primer 

universal untuk vektor pGemT) dan primer internal untuk gen ALPI (primer F1 dan 

R2). Elektroforegram hasil sekuensing dapat dilihat pada Lampiran. Selanjutnya 

urutan nukleotida hasil sekuensing di jajarkan menggunakan Seqman pada program 

Lasergene (DNASTAR, Madison, WI), dan diperoleh hasil seperti pada gambar 5.4. 

Berdasarkan hasil penjajaran dengan urutan peptida sinyal yang dimodifikasi dan 

urutan gen ALPI, disimpulkan bahwa proses PCR untuk memodifikasi peptida sinyal 

dan proses kloning telah berhasil dilakukan dimana urutan nukleotida peptida sinyal 

gen ALPI telah berhasil dimodifikasi dan sesuai dengan hasil rancangan. Gen 

MSALPI hasil modifikasi ini berukuran berukuran 1697 pasang basa, dengan 1442 

pb adalah open reading frame gen ALPI sedang 275 pasang basa merupakan peptida 

sinyal. Selain itu juga ditemukan tiga mutasi substitusi pada gen ALPI rekombinan 

yaitu A339G, T612C dan T666C, namun ternyata mutasi-mutasi tersebut merupakan 

silent mutation,  sehingga tidak merubah urutan asam amino pada α-amilase. Dimana 

terjadi perubahan kodon GAA menjadi GAG yang mengkode asam glutamat, kodon 

AAT menjadi AAC yang mengkode asparagin dan TTT menjadi TTC yang 

mengkode fenilalanin. Gambar 5.4 merupakan hasil penjajaran urutan nukleotida 

hasil sekuensing penggunakan primer T7, SP6, F1 dan R2 dengan gen ALPI 

(X05791), dan peptida sinyal hasil modifikasi. Sedangkan gambar 5.5 merupakan 

hasil penjajaran urutan asam amino antara ALPI dan MSALPI 
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Gambar 5.4. Penjajaran urutan nukleotida hasil sekuensing. Ditemukan tiga 
silent mutation pada gen MSALPI (nukleotida yang dilingkari). 
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Gambar 5.5. Hasil penjajaran urutan asam amino α-amilase antara ALPI dan 
MSALPI. Tidak terjadi perubahan asam amino hasil translasi DNA (asam amino 
yang dilingkari) 
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5.5. Konstruksi plasmid pPICZA- MSALPI. 

Plasmid rekombinan pGemT-MSALP1 dipotong dengan enzim restriksi KpnI 

dan ApaI. Fragmen yang merupakan MSALP1 selanjutnya dimurnikan dan 

diligasikan ke vektor ekspresi pPICZA yang telah  dipotong dengan enzim restriksi 

KpnI dan ApaI. Gambar 5.5 menunjukkan hasil restriksi plasmid rekombinan 

pGemT-MSALPI (lajur 3) dan vektor ekspresi pPICZA (lajur 4). Pemotongan 

pGemT-MSALPI menghasilkan fragmen DNA yang berukuran 1,7 kb (MSALPI) dan 

3,0 pb (pGemT). Sedangkan pemotongan plasmid pPICZA menghasilkan plasmid 

linear dengan ukuran sekitar 3,3 kb. 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 5.5. Analisis restriksi. (1) penanda pUC19/Hinf I, (2) produk PCR 
MSALP1, (3) pGEMT-MSALP1/Kpn I/Apa I, (4) pPICZA/Kpn I/Apa I.  

 

 Reaksi ligasi antar gen MSALP1 dengan vektor pPICZA dilakukan dengan 

memperhatikan perbandingan mol antara vektor dengan DNA sisipan berupa 

fragmen DNA 1,7 kb hasil PCR. Pada penelitian ini digunakan perbandingan 5:1. 

Vektor ekspresi rekombinan, pPICZA-MSALP1, dimasukkan ke dalam E. coli 

TOP10F’. Seleksi dilakukan dengan menambahkan 25 µg/mL ZeocinTM (Invitrogen) 

ke dalam media pertumbuhan, dimana hanya transforman yang membawa plasmid 

ekspresi yang dapat tumbuh pada media yang mengandung zeosin. Dari hasil 

karakterisasi koloni transforman menunjukkan bahwa telah diperoleh koloni 

transforman yang membawa plasmid rekombinan pPICZA-MSALP1. 

 Gen MSALP1 yang disubklon pada vektor pGemT telah berhasil diklon 

dalam vektor ekspresi pPICZA dan menghasilkan plasmid rekombinan pPICZA-

MSALP1. Peta plasmid rekombinan pPICZA-MSALP1 adalah sebagai berikut: 
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Gambar 5.6. Peta plasmid pPICZA-MSALPI hasil konstruksi. Plasmid 
rekombinan pPICZA-MSALPI membawa gen ALPI yang sudah dimodifikasi signal 
peptidanya. 
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VI. KESIMPULAN DAN SARAN 
 

6.1. Kesimpulan 

1. Primer 5’MSPαF dan 3’ALPIApa telah dirancang untuk memodifikasi peptida 

sinyal dan mengamplifikasi gen ALP1 S. fibuligera yang akan disisipkan ke 

dalam plasmid ekspresi pPICZA. 

2. Amplifikasi peptida sinyal termodifikasi-gen ALP1 S. fibuligera (MSALPI) 

dengan teknik PCR menggunakan pasangan primer 5’MSPαF dan 3’ALPIApa 

telah menghasilkan fragmen berukuran 1,7 kb. 

3. Gen MSALPI telah berhasil disubklon dalam vektor pGemT menghasilkan 

plasmid rekombinan pGemT-MSALPI, dan ditentukan urutan nukleotidanya  

4. Hasil penentuan urutan nukleotida menunjukkan bahwa peptida sinyal gen ALPI 

telah berhasil dimodifikasi. 

5. Hasil penentuan urutan nukleotida juga menemukan tiga mutasi substitusi pada 

gen ALPI hasil kloning, akan tetapi mutasi tersebut merupakan silent mutation 

sehingga tidak merubah asam amino pada α-amilase. 

6. Gen MSALPI telah berhasil diklon dalam vektor ekspresi pPICZA dan 

menghasilkan plasmid rekombinan pPICZA-MSALPI. 

 

6.2. Saran 

1. Untuk mengetahui pengaruh penggantian signal peptida terhadap tingkat ekspresi 

dan sekresi α-amilase dalam P. pastoris, maka sebaiknya penelitian ini 

dilanjutkan dengan ekspresi dalam sel inang P. pastoris. 
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LAMPIRAN 

 

1. Instrumen Penelitian 

 

No. Nama Alat Kegunaan 
1. Thermocycler  Polymerase Chain Reaction 
2. Automatic DNA sequencer Sekuensing DNA 
3. Sentrifugasi Pemisahan 
4. Spektrofotometer Pengukuran konsentrasi DNA 
5. Elektroforesis DNA Karakterisasi DNA 
6. SDS-PAGE Karakterisasi protein 
7. Autoklaf Sterilisasi 
8. shaker inkubator  Pertumbuhan kultur 
9. Vacuum concentrator Pemekatan DNA 
10. Water Bath Inkubasi 
11. Oven inkubator Pertumbuhan kultur 
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1 
51 
101 
151 
201 
251 
301 
351 
401 
451 
501 
551 
601 
651 
701 
751 
801 
851 
901 
951 
1001 
1051 
1101 
1151 
1201 
1251 
1301 
1351 
1401 
1451 
1501 
1551 
1601 
1651 

GAGGAGGTAC CATGAAATTC TTCCTGCTGC TTCTCCTCAT TGGATTCTGC 
TGGGCCGCTC CAGTCAACAC TACAACAGAA GATGAAACGG CACAAATTCC 
GGCTGAAGCT GTCATCGGTT ACTCAGATTT AGAAGGGGAT TTCGATGTTG 
CTGTTTTGCC ATTTTCCAAC AGCACAAATA ACGGGTTATT GTTTATAAAT 
ACTACTATTG CCAGCATTGC TGCTAAAGAA GAAGGGGTAT CTCTCGAGAA 
AAGAGAGGCT GAAGCTGAAT TCGTGACTCT ATTCAAAAGA GAAACTAATG 
CTGATAAATG GAGACCACAG TCTATTTATC AAATTGTCAC TGACAGATTT 
GCTAGAACCG ATGGTGATAC AAGTGCTTCC TGTAACACAG AAGATAGACT 
TTACTGTGGT GGTTCTTTCC AAGGCATCAT AAAGAAGTTG GATTACATCA 
AAGATATGGG CTTTACTGCT ATTTGGATTT CTCCAGTTGT TGAAAACATT 
CCCGATAACA CAGCATATGG TTATGCTTAT CATGGTTACT GGATGAAGAA 
CATATACAAA ATTAATGAAA aCTTTgGTAC TGCTGATGAT TTGAAGTCTT  
TGGCACAAGA ATTGCACGAT CGTGATATGT TGTTAATGGT CGATATCGTT 
ACCAACCATT ACGGCAGTAA TGGCAGTGGA GATAGTGTCG ATTACTCAGA 
GTACACCCCG TTCAACGACC AAAAGTACTT CCATAACTAC TGTCTTATTT 
CAAACTATGA TGACCAAGCT CAGGTTCAAA ATTGCTGGGA AGGTGACTCT 
TCAGTTGCAT TACCAGATTT GAGAACGGAA GATAGCGACG TGGCCTCAGT 
TTTCAATTCT TGGGTTAAAG ATTTTGTTGG CAATTACTCA ATTGATGGTT 
TAAGAATTGA TAGTGCTAAA CATGTGAACc AAGGCTTTTT CCCGGATTTT 
GTTAGTGCAT CTGGAGTTTA CTCAGTAGGC GAAGTTTTCC AAGGAGACCC 
AGCTTATACA TGCCCATACC AAAATTACAT TCCAGGGGTT AGTAATTATC 
CATTGTACTA CCCAACCACG AGATTTTTTA AAACTACTGA TTCAACTTCC 
AGTGAGTTGA CTCAAATGAT TTCAAGCGTT GCTTCCAGTT GTTCGGATCC 
AACTTTGTTG ACAAACTTTG TAGAAAATCA CGATAATGAA AGGTTCGCTT  
CAATGACCAG CGACCAAAGT TTGATTTCTA ATGCTATTGC ATTTGTCCTT 
TTGGGTGATG GTAtTCCTGT CATTTACTAT GGACAAGAAC AAGGCTTGAG 
CGGAAAAAGT GACCcAAACA ACAGAGAGGC CTTGTGGTTA TCCGGCTACA 
AcAAAGAGAG TGACTATTAC AAGCTCATTG CCAAAGCTAA TGCTGCCAGA 
AACGCCGCCG TTTATCAAGA CTCAAGCTAT GCCACCTCGC AGCTTTCTGT 
GATCTTTTCA AATGACCATG TTATTGCAAC AAAAAGAGGC AGCGTTGTTT 
CTGTCTTCAA CAACCTTGGT TCCAGCGGTT CTTCTGATGT GACTATTTCC 
AACACAGGTT ACAGTTCCGG TGAGGATTTG GTAGAAGTTT TGACATGCAG 
TACTGTTAGC GGCAGCTCTG ACTTACAAGT TTCTATCCAA GGTGGTCAAC 
CACAAATCTT TGTTCCTGCT AAATATGCTT CTGACATTTG TTCAGGG     

50
100
150
200
250
300
350
400
450
500
550
600
650
700
750
800
850
900
950
1000
1050
1100
1150
1200
1250
1300
1350
1400
1450
1500
1550
1600
1650
1697
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