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RINGKASAN 

Enzim_2lukoamilase . (a.~l.4; 1.6 - _.'llukan_ .'llucopydrolas~) me!}.2kata1isis 

pernutusan eksoamilolitik substrat amilum menjadi glukosa Enzim a,-amilase 

mengkatalisis pemutusan endoan1ilolitik substrat amilum met~adi oligosakarida. 

Kedua enzim ini b~keria secara sLner~is t]en2ubah amilum ~peni~i 2lukos~ Yoava 

meningkatkan kualitas enzim perlu dilakukan antara lain dengan studi mutasi gen dan 

kloniQ.~ )~en. peQ.~kode a,-amilase ma\Ipun ,_.~lukoamilase ke dalam Saccharof!1yces 

cerevrS!ae_ v~2 Ciinru:8PI<an tn3{11ou meriLn~l<a.hcan 'lu_ngst ·l<~ha "&zccnaro.mvces 

cerevisiae dalam mencerna substrat amilum menjadi etanol dalam satu tahap reaksi. 

Oleh karena itu dibutuh1snn ~en a,-amilase 9an ~lukoamilase dajam lufi!}altv van~ 

cuk~p untuk menc~ai t~·1uan a·t aras. Pene\Wtan ini bert!J.JUan me\akukan 

penggandaan gen glukoamilase melalui PCR dan melakukan karakterisasi hasilnya 

melljjlmiakan eriztm resfrtKst:- .Pe~andaan a,~aiiitlase rriefaiui' PCR fefah .. dtfakukan 

oleh Puspaningsih dkk (1998). 

Proses pengga.ndaan target DNA lokus gen glukoamilase melalui PCR diawali 

defL'lan _oeqvi~an DNA tenJolate .(cetakan DNA) den_Fan cara men_Fisolasi DNA 

kromosom Endomycopsis fibuligera ITB R.cc.64. Kemudian menentukan urutan 

nukleotida ~eoas~~ l.lemicy rvrimJ?r) berdasarkan uruta.n nukleotic@ ~en ~lukoamilase 

GLUJ dari Saccharomycopsisfibuligera HUT7212 dengan bantuan program Gerzmon 

4.1 dan Pimer Detective 1.0. Sepasang pemicu yang dirancang terdiri dari P1 (20 pb) 

dan P2 . (22 _ pb) deJlgan w·utan . (Pl):5 ' GCGAGGITCTC1TGGmGG3'. 

(P2)5'TGCATGTTCTCCACAAAGG3' Target DNA lokus GLUJ berukuran 1784 pb 

(uruta.n nukleotida nomor 144 sampai dengan 1927). 

Pengga.ndaa.n dilakukan denga.n kondisi denaturasi pada temperatur 95°C 

selama 1 menit , annealing pa.da temperatur 55vC sela.ma 1 menit dan extension pa.da 

temperatur 72 °C selama 2 menit. Jumlah siklus a.dalah 35 dengan 1 kali pemantapan 

extension pada temperatur . 72 uc selama 5 menit. Sebagai cetakan DNA (DNA 

ten]otat~l a(Hihih-D.l'i.JA · kromosom ?!.'n(to11Jvcqosis. 1llnitL~eraTfl:S'){.cc.o~f lla8it "tsola.St. 

Sebagai kontrol positif digunakan DNA plasmid rekombinan pSf GLUJ. Karakteri sasi 

basil PCR dilakukan ,gen~an 1!),~11.'\,'\Unakan enzim restriksi Stul, Ecq RV. Eco Rl. Bam 

HI dan Sau 3A. 

Vll 
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Ha.sil isolasi DNA kromosom Endomycopsis fibuligera ITB. R.. cc. 64. 

mempunyai kadar 6615 ng.IJ.11 dan kemw·nian 1,8. Hasil penggandaan target DNA 

lokus GLUJ meuuniukkan bahwajfa~men DNA 17~4 ob lokus GLUJ Endp mycovsis 

jHruBgera ITB.R.cc.6s.\ \e\m1 l"'.)peru\t:\1 thm mewun)ukk~11 ukunm yang ~"UlTfc\ lknsm1 

kontrol positif pSf GL Ul . Karakterisasi fragmen DNA 1784 dengan enzim restriksi 

Stul, Eco Rv: Eco Rl. Bam HI dan Sau 3A memberikan basil pemotongan yang sama 

j\\~a dP..,n~w. fr~me\\ opSf GLU 1 ~'M\~ d\~\\\\M,'M\ ~h~'il.i ?emh'imd\\\~. K'il.r'a!r.t.er\£.?.£.\ 

basil PCR mettuniukkan bahwa :§·a~men DNA 1784 tidal< Jemot.9n2 dsn~an enzim 

restriksi Stu) dan Eco R1 , pemotongan dengan enzim Eco RV mengbasilkan 2 

fra._qmen DNA yal\_q mempunyai ukuran ± 997 pb dan ±787 pb. pemoton,gan dengan 

eni1m /Jam tJ.j II!.en~na.Sill<an '"L Jra-'Zmen 1J~A yan-'Z m.em~unvru til<uran ±'i'U!JU pt> oan 

±780 pb, dan pemotongan dengan enzim Sau 3A menghasilkan 2 fi·agmen DNA yang 

mempunyai ukuran ±850 pb dan ±760 pb. Untuk penelitian berikutnya disarankan 

untuk melakukap penentuan urutan nukleotida. .fr~men DNA 178_tt pb basil 

pengganda.an m'elafuT"PCR terseb'uf dan m'elakUkan ·uji 'ekspresi gen 'g.l'ukoairlilase. 

VUt 
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ABSTRACT 

A resear ch has been done on Endomycopsis fi buligera ITB . R. cc. 64 of 

glucoamylase gene GLUJ , which can be amplified by PCR. The pwvose at this 

research is to know the primer which was designed from nucleotide sequence of 

glucoamylase gene (GLUj) Saccharomycopsis jibuligera HUf 7212 by Genmon 4.0 

and Primer Detective 1.0 computer program can amplify glucoamylase gen (GL UJ) 

Endomyrop sis ji buligera n·n . R. cc . 64 and to know recognition s it e ofPCR product 

with restriction enzymes. The amplification are couducted under the denatw·ation 

95°C for 1 minute, annealing at 55°C for 1 minute and extension at 72°C for 2 

minutes.Number of cycles of 35 with addition of 1 cycle at 72°C for 5 minute. 

Char:.1cterization of PCR product \-Vas done by using restriction enzyme Stu], Eco Rv, 

Eco Rl, Bam HI and ,)au 3A . The result of amplification glucoamylase gene (GLUJ) 

indicated that 1784 bp DNA fi·agmen on GLUJ locus has succesfully isolated and 

gave the same size with the positive control pSf GLUI . Analysis of those DNA 

:fragmen by Stu!. Eco RV, Eco Rl, Bam HI and Sau 3A indicated that 1784 bp of DNA 

fr3gmen from E. fibuligera ITB.R.cc.64. has the same result with 1784 bp of DNA 

fragmen fi·om pSf GLUJ. The result of the fi·agments after incubated by restriction 

enzymes are as follows : ± 997 bp and ± 787 bp (Eco Rl), ± 1000 bp and ± 1780 bp 

(Bam HI) and ± 850 bp and 760 bp (Sau 3A ). Digestion using Stu I and Eco RI was 

failed. To t>nsm·e that the DNA fi·agmen 1784 bp has clwracterisli c as glucoam ylase 

gene, it should bt> cxpresst> cl into Saccharomyces cerevisiae and/or should be 

determined the nucleotide sequence by DNA sequencing. 

Key Words : glucoamylase gene, Endomycopsisjibuligera, ampliticruion, PCR 
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DAB 1 

PENDAHULUAN 

1.1. Latar Belakang 

Produksi etanol dari bahan baku amilum memerlukan dua tahap reaksi. Pertama, 

perubahan amilum menjadi glukosa terutama dilakukan oleh enzim a-amilase dan 

glukoamilase yang bekerja secara sinergis.). Kedua, fermentasi glukosa menjadi 

etanol yang dilakukan oleh Saccharomyces cerevisiae Kedua tahap reaksi tersebut 

diperlukan karena mikroba utama untuk produksi etanol , yaitu Saccharomyces 

cerevisiae tidak mampu mengubah secara langsung amilum menjadi etanol. Hal ini 

disebabkan Saccharomyces cerevisiae tidak menghasilkan enzim a-amilase dan 

glukoamilase (Godfrey,1985). Saccharomyces cerevisiae galur YIYD tidak mampu 

melakukan termentasi dan tidak menunjukkan aktivitas glukoamilase pada medium 

amilum. Sa.ccharomycopsis fibuligera galur HUT7212 tidak mampu melakukan 

termentasi tetapi menunjukkan aktivitas glukoamilase 4.4 unit per ml pada medium 

amilum. Plasmid pembawa gen glukoarnilase yang ditnmsformasikan ke s: cerevisiae 

mampu melakukan fermentasi dan menunjukkan aktivitas glukoamilase sebesar 5.2 

unit per mi. (Yamashita, et al. 1985) Endomycopsis jibuligera ITB Rcc.64 

mempunyai aktivitas ami lase sebesar 15,24 unit/mi. (Ba11ir, 1991) 

Endomycopsis jibuligera atau Saccharomycopsis jibuligera adalah salah-saiu 

jenis ragi yang menghasilkan enzim amilase yang terdiri dari ; a-arnilase, 

glukoamilase, dan maltase. Endomycopsis jibuligera mempunyai kemampuan yang 

baik dalarn menghasilkan enzim a-amilase maupun glukoamilase.(Futatsugi, M., et 

al, 1993). Baktir, A. (1991) melakukan biokonversi pati sago menjadi sirup glukosa 

menggunakan amilase dari Endomycopsis fibu.ligera ITB R.cc.64 yang diamobilisasi 

dalam matrik gel poliakrilamid. Pemisahan dan karakterisasi amilase d~i 
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Endomycopsis fibuligera mt'nghasilkan empat komponen amilase, tiga komponen 

memberikan nktivitas sakariiikasi dan satu komponen diduga memberikan aktivitas 

likuifaksi (Baktir, A et al., 1997) 

Enzi m gl ukoamilase ( a.-1,4; 1 ,6-glucan glucohydrolase) mengkatalisis 

pemutusan eksorunilolitik dari substrat amilum menghasilkan glukosa Enzirn a.­

arnilase ( a.-1 ,4-glucan-4-glucanohydrola.se) mengkatalisis pemutusan endoamilolitik 

ikatan a.-1,4-glikosidik dari substrat amilum, menghasilkan oligosakarida pendek dan 

dekstrin (Shibuya, et a1., 1992). Peran glukorunilase lebih menentukan da1am 

rnengubah runilum met~adi glukosa dibanding peran a.-amilase karena glukoamilase 

langsung menghasilkan glukosa Karena bekerja secara sinergis kedua enzim tersebut 

sangat bermanfaat dalam aplikasi industri roti dan etanol yang menggunakan bahan 

baku amilum. Fujii dan Kawamw-a (1985) melaporkan efek sinergis antara a.-arnilase 

(liquefying amylase) dan glukoamilase (saccharifying amylase), sehingga kekuatan 

menghidrolisis amilum met~jadi glukosa menjadi berlipat ganda. 

Studi mutasi gen a.-amilase dan glukoamilase perlu dilakukan dalam upaya 

meningkatkru1 kuaJitas protein enzim yru1g dihasilkan dengru1 sasaran meningkatkan 

kemampuan sisi aktif enzim tersebut. Upaya penyisipan gen pengkode a.- ami lase dan 

glukoamilase ke dalarn S. cerevisiae akan dapat meningkatkan fungsi kerja ragi itu 

da1am mencerna substrat runilum menjadi etanol dalam satu tal1ap reaksi. Oleh karena 

itu dibutuhkan sejumlah gen a,- amilase glukoamilase yang cukup untuk melakukan 

studi di atas. Puspru1ingsih dkk. (1999) telah dapat melakukru1 penggru1daan gen a,­

amilase E. jJbuligera ITB R.cc.64 melalui PCR yang kemudiru1 di sis ipk}m pada vektor 

pMOSBlue-T untuk digunakan sebagai pelacak (probe) gen a-an1ilase. 

Penelitia.r1 ini bertujuru1 untuk menggandakan gen glukorunilase CLUJ 

Endomycopsisjlbuligera melaJui PCR menggunakru1 sepasangprimer yang bertungsi 
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s~bagai p~nucu reaksi. yang dirancang berdasarkan tmltan nukleotida dari gen 

glukoamilase GLUJ Endamycopsis jibuligera galur HUT7212 yang sudah 

diketahui.urutannya. {Tetsuya Itoh 1987). Diharapkan primer yang dirancang ini 

mampu memicu proses penggandaan gen melatui PCR karena pemilihan umtan 

pemicu sangat menentukan keberhasilan PCR. Pemotongan fragmen DNA hasil PCR 

dilakukan menggunakan enzim restriksi dengan tujuan mengetahui karakteristiknya 

PCR adalah teknik penggandaan DNA secara in-vitro yang berkembang pesat 

sejak talmo 1985. Penggandaan gen GLUJ melalui PCR ini lebih cepat dibandingkan 

dengan penggandaan gen CLUJ secara konvensional yaitu melalui plasmid yang 

berlangsung secara in-vivo, ditmma memerlukan lebih banyak talmpru1 dan waktunya 

lebih lama karena mengikuti waktu pertumbuhan sel induknya. Sedangkan PCR 

pelaksanaannyajauh lebih mudah karena menggunakan mesin. PCR juga mempunyai 

kemampuru1 melipatgandakan walaupun sejumlal1 kecil fragmen DNA 

Gen glukoamilase hasil penggandaan melalui PCR dapat dimanfaatkan untuk 

penelitian lebih lanjut yaitu ditentukru1 w11tru1 nukleotidanya dengan sekuensing, 

dilak'l.lkan uji ekspresi gen glukorunilasenya atau difusikan dengan gen a.-amilase 

Apabila gen hasil fusi ini dapat di klonkan dan diekspresikan ke daJam 

Saccha.ramyces cerevisiae maka. a.kan dihasilkan enzim bifungsional yang diharapka.n 

akan mempercepat proses produksi eta11ol .dari balum baku amilum. 

Manfaat yang lain dari pengga11daru1 gen glukoamilase ini adalall studi 

peningkatan kualitas enzim dengan cara melakukan mutasi pada urutan nukleotida 

gen glukoamilase, sehingga dari mutasi gen yang dilakukan diharapka11 dapat 

menghasilka11 enzim glukoamilase dengan sisi aktif yang lebih meningkat kualitas 

kerjanya. 
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1.2. Rumusan Masalah 

Berdasarkan latar belakang penelitian, maka dapat dirumuskan permasalahan 

sebagai berikut . 

1. Apakah gen glukoamilase GLUJ E. jibuLigera galur ITB R.cc.64 dapat 

digandakan melalui PCR menggunakan pemicu DNA yang dirancang berdasarkan 

w-utan nukleotida gen glukoamilase GLUJ S. }1buligera galur HUT7212? 

2. Bagaimanakah pola potong (karateristik) amplikon oleh enzim restriksi ? 

1.3. Tujuan Penelitian 

1. Menggandakan gen glukoamilase GLUJ E. fibuligera galw- fiB R.cc.64 melalui 

PCR menggunakan pemicu DNA yang dirancang berdasarkan w-utan nukleotida 

gen glukoamilase GLUJ Saccha romycopsis. fibu.ligera galur HUT7212. 

2. Menentukan pola potong (karakterisasi) amplikon dengan enzim restriksi. 

1.4. Manfaat Penelitian 

Gen glukoamilase GLUJ basil penelitian ini diharapkan dapat dimanfaatkan 

untuk studi lebih Ianjut tentang mutasi gen sampai diperoleh suatu gen yang mampu 

menekspresikan proteinlenzim yang lebih unggul dari semula Selain itu gen ini dapat 

diklonkan keragi lain sehingga diperoleh galur barn yang lebih menguntungkan. 

IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

THESIS PENGGANDAAN GEN GLUKOAMILASE ... SOFIJAN HADI



BAD2 

TIN.JAU AN PUST AKA 

2.1. Tinjauan Umum Endomycopsis jibuligera 

EJUion~~ '-'opsis jZbuligera merupakwt saJah satu Jems khrunir yang 

menghasilkan enzim amilase, yaitu et.-amilase,glukoamilase dan maJtase (Kol'stosa 

and Sadova, 1970). Enzim amilase ini dapat menghidrolisis pati menjadi glukosa 

sehingga dapat dimanfaatkan untuk pembuatan simp glukosa. 

Bentuk sel E. fi buligera adalah oval atau ellips dengan ukuran sel (4.2-6,6) x 

(6-15) J..111l. Set berbentuk w1iseluler atau dapat pula membentuk pseudomiselium dari 

pertunasan sel ( Gan1bar 2.1 ). Struktur sel E. fi buligera sama dengwt struktur sel 

khamir lainnya dan dapat dilihat pada Gambar 2.2. 

Gambar 2.1. Morfologi Endon~vcopsisfibuligera (Krueger van Rij~1989) 

5 

IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

THESIS PENGGANDAAN GEN GLUKOAMILASE ... SOFIJAN HADI



6 

Gambar 2.2. Struk..tur sel Khamir (Prescott,S.C. dan Dunn,C.G., 1959) 

Reproduksi vegetatif E. jlbuligera adalah dengan pembelahan binair dan 

multilateral budding. Pembelahan binair sama dengan cara pembelahan bakteri yaitu 

set memanjang, intinya membelah dan terbentuklah dua sel barn. Reproduksi dengan 

pertunasan (budding) merupakan metode yang biasa terjadi. Pada proses ini suatu 

tabung diarahkan ke luar dari vakuola inti sel induk menuju dinding sel terdekat 

vakuola. Di sana akan tetjadi pertunasan kecil di bagian luar dinding yang diikuti 

dengan perlunakan dinding sel. Tabung akan mendorong pertunasan tersebut dan 

bersamaan dengan itu tabung akan terisi oleh bahan-bahan inti maupun sitoplasma 

dari sel inauk. Dinding pertunasan terdiri dari bahan-bahan yang baru disintesis. Bila 

pertunasan telah hantpir sama dengan sel induk. terjadi pula pemisahan bagian inti sel 

induk dan sel anak, kemudian dinding pemisah akan terbentuk dan terpisah antara sel 
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anak dan sel induk walaupun senng kali tetap melekat dan segera membentuk 

pet1unasan baru. Suatu sel dewasa dapat berreproduksi melalui beberapa kali 

pertunasan pada tempat yang berlainan di permukaan sel. Multilateral budding 

terbentuk melalui proses ini. (Judoamidjojo et al., 1989). 

Reproduksi seksual dengan cara sporulasi, membentuk ascus empat, bentuk 

ascus adalah bola atau oval dan spora berbentuk topi (hat shaped) dengan permukaan 

halus (Prescott, S.C. dan Dunn, C. G., 1959) 

E. fibuligera bersifat fermentatif dan oksidatif: Menurut Sukhumavasi dan 

Harada (1975) sifat amilase yang dihasilkan E. fibuligera mempunyai aktivi tas 

maksimum pada pH .5,.5 dan stubil pada pH 4-9 dalam inkubasi 30°C - 40"C selama 

30 menit. Enzim stabil pada temperatur 50"C yang diukur dalam buffer O,lM (pH 

5,5), pada inkubasi 80°C aktivitas berkurang. 

Menurut Sukhumavasi dan Harada (1975) glukoamilase yang dihasilkan E. 

fibuligera telah luas digunakan dengan bahan baku pati. 

Kedudukan Endomycopsis. fibuligera dalam taksonomi adalah sebagai berikut 

(Frazier,W.C., Westhoff:D.C., 1978): · 

Divisi : Titallophyta 

Subdivisi : Ascomycotina 

Class is : Hemiascomycetes 

Or do : Endomycetales 

Family : Saccharomycetaceae 

Subfamily : Saccharomycoidaeae 

Genus : Endomycopsis 

Species : Endomycopsisjibuligera 
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2.1.1. Amilas~ 

Amilase adalah enzim pemecah molekul pati, glikogen dan polisakru-ida lain 

dengan cara menghidrolisis ikatan glikosidik a.-1,4 dan atau ikatan a.-1,6. Dari sudut 

pandang bioteknologi, arnilase dibagi menjadi empat golongan, yaitu a.-arnilase, P­

amilase, glukoamilase dan enzim pemutus cabang (Crueger,W. dan Crueger, A., 

1991) 

Cara kerja a.-amilase adalah menghidrolisis ikatan glikosidik a.-1,4 secara 

acak, dengan menyerang substrat pada bagian dalam molekulnya (endoenzym). Tidak 

dapat memutus ikatan glikosidik a.-1,6 tetapi ikatan ini tidak menghalangi kerjanya 

Karena bekerja secara acak pada banyak tempat di bagian dalam molekul substrat, 

maka a.-amilase dapat menurunkan kekentalan larutan substrat secara cepat, sedang 

produksi gula pereduksi lantbat (Wiseman, A.,1979; Crueger,W. dan Crueger, 

A.,l991) 

Cara ke1ja (3-amilase adalah menghidrolisis ikatan glikosidik a.-1,4 dari ujung­

UJUng non pereduksi (exoenzyme) secara berseling, sehingga dihasilkan unit-unit 

maltosa Tidak dapat menghidrolisis dan melewati ikatan glikosidik a.-1,6. Bekerja 

hanya dari ujung non pereduksi, malm penurunan kekentalan substrat lambat, tetapi 

produksi gula pereduksi berlangsung agak cepat (Wiseman, A, 1979; Crueger,W. dan 

Crueger, A.,1991). 

Glukoarnilase juga disebut arniloglukosidase, termasuk jenis amila')e yang 

menghidrolisis ikatan glikosidik a.-1,4 dari ujung-ujung non pereduksi (exoenzyme) 

secara berurutan, sehingga dibebaskan unit-unit glukosa Glukoamilase dapai 

menghidrolisis dan melewati ikatan glikosidik a.-1,6 sehingga dapat diperoleh produk 

akhir glukosa secara lnmntitatif Karena bekerja hanya pada ujung molekul , maka 

penurunan kekentalan larutan substrat terjadi secara lambat, sedang produksi gula 
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peoreduksi bl;)rlangsung agak cepat (Wi seman, A., 1979; Cmeger,W. dan Crueger, A., 

1991) 

---o 

pereduksi 

c--amilase 
n-amilase 

glukoamilase 

enzim pemutus cabang 

Gambar 2.3. Skema mekanisme hidrolisa pati oleh amilase 
(Crueger,W dan Crue~:er,A,1991) 

Enzim pemutus cabang (debranching enzyme) hanya menghidrolisis ikatan 

glikosidik a.-1 ,6 pada amilopektin dan glikogen. Contoh enzim pemutus cabang 

adalah pullunase dan isoamilase (Wiseman, A, 1979; Crueger,W dan Cmeger,A,1991) 

Berdasarkm1 produk akhir hidrolisis enzim amilase digolongkan menjadi 

saccharifying amylase dan liquefying amylase. Golongan pertama memberikan 

produk hidrolisis akhir gula bebas, sedangkan golongan kedua memecah molekul pati 

tetapi tidak menghasilkan gula bebas. Kedua golongan ini dapat dibedakan secara 

eksperimen (Godfrey,T. dan Reichett, J., 1986) 

Saccharz/j•ing amylase clapat meughasilkan gula bebas, karena memutus ikat:lll 

glikosidik dari ujung-ujung non pereduksi, dan dibebaskan molekul-molekul 

monomer atau dimer (exoenzyme). Contoh golongan ini adalah glukoamilase dan P-

amilase (Godfrey,T. dan Reichett, J. , 1986) 
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Liqu(6!iflg a!llyla:se menyer<~ng r; ubstrat pada bagian dalam rnolekuluya, 

terbentnk oligosak::lrida dan tidak dihasilkan gula bebas (endoenzyme). Enzim-enzim 

pemutus cabang dan a.-amilase tennasuk golongan ini (Godfrey,T dan Reichert, J , 

1986). 

E!!due!r~yme d~m eXOt:?nzym beh~1ja srnna secara simultan dalam degradas i 

molekul polisakarida. Efek sinergis ini telah dipelajari menggunakan model 

pt>rsmwuut kint>tik lt-rhadap a.-amilase dan glukoamilase. Disimpulkru1 bahwa cJ..-

amilase mt:-ningkatkan kecl"palmt pc;>mbenlukan glukosa clengan cara mensuplai ujung-

ujung non-pert-duksi bam yrutg mempakan subst:ral bagi glukoamilase (Fujii, M. d(!Jt 

Kawamura,Y , 1985). 

Tahe l 2.1.. Karak.teristik Amilase (Crueger, W. <.hm Crueger, A , l991) 

Karakteri stik I a-Ami lase P-Amilase Glukoru11i lase Pemutus cabang 

Hidrolisis a.-1,4 + + + -
Hidrolisis a.-1,6 - - + + 

Kemampuru1 me- + - pcmutusun pcmutusun 

lewati cabang ikatan ikatan 

Konfigw·asi C1 a p p -
Pada produk 

Mekanisme pe- t'lldO ek::-o ekso -
nyenutgaJt subs-

Pennrunan ke- cepat lamb at cepat -
Kt>BiaJrut subs-
Trat 

Produksi gula lmnbat cepal cepat -
Pt•reduksi 

------
lntensitas warna ..l.cepai t tambat -1-tambal i 
Produk dengan l1 
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2.1.2. Glukoamilase 

Glukmunilase jarang sekali ditemukan dalam bakteri, tetapi dihasilkan oleh 

beberapa genera fungi. Secara komersial diperoleh dari Aspergillus niger, A Oryzae, 

A.al'Va.mori, Rhizopus niveus, R delemar R. jormasaensis, R. javanicus serta genera 

Endomyces Glukoamilase adalah glikoprotein, dengan berat molekul berkisar 60.000 

- 10.000 (Crueger, W dan Crueger,A.,l991). Glukoamilase yang berasal dari A niger 

dan R. delemar mengandung 13% karbohidrat (Pazur dan Okada, 1967). 

Glukoa.milase dari Rhizopus dan Aspergillus mengandung manosa, glukosa., galaktosa 

druJ asam uronat (Wiseman,A., 1985). 

Kadang-kadang satu strain menghasilkruJ beberapa tsomer enznn 

glukoamilase. Isomer enzim dapat terbentuk akibat modifikasi enzim selama proses 

fermentasi. Sebagai contoh, A awamori var. kawachii menghasilkan tiga jenis 

glukoamilase, akibat kerja protease dan glikosidase yang terdapat pada kondisi 

eksperimen. Satu dari ketiga glukoarnilase tersebut dapat menghidrolisis pati jagung 

yang masih mentah. sedang dua yang lain beketja pada molekul pati yang telah 

digembungkan dengan pemanasan (Crueger,W dan Crueger,A, 1991). Hal yang 

menarik pada kebanyakan glukoamilase adalah kemampuannya menghidrolisiR granul 

pati mentah. Sehingga memungkinkan hidrolisis pati tanpa gelatinasi yang 

memerlukan temperatur tinggi. Dalam industri, hal demikian akan mengurangi 

ongkos tinggi akibat penggunaan energi yang berlebihan (Priest, F. G., 1984). 

2.2. Polymerase Chain Reaction (PCR) 

Sejak ditemukannya teknik amplifikasi DNA secru·a invitro yang disebut PCR 

pada tatum 1985 oleh Carry Mullis, maka perkembangan biologi molekular sangat 

pesat. Kemampuan PCR dalam melipatgandakruJ sejumlah kecil fragmen DNA 
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I~It~ntu dapal m~ny~derhanakan pro:)edur dalam melakukan kloning fragmen DNA 

tunggal dari DNA genom (Schar( 1990). Kemampuan tersebut telah cligunakan clalam 

mengklasifikasi gen an1ilase berbagai tanaman (Huang, N. et al., 1992). Pada 

dasamya, PCR adalah proses replikasi DNA Oleh karena it.u proses dan kondisinya 

adalah sama Sebagaimana pnda replikasi DNA diperlukan urutan nukleotida tertentu, 

maka pada PCR urutan nukleotida tersebut juga ada yang disebut dengan pemicu 

(primer). Selain itu diperlukan pula komponen-komponen lain, seperti dNTP 

(deoxynucleotide triphosphate) dan enzim DNA polimerase (Innis dan Gelfand. 

1990). 

Metoda dasar PCR ada tiga talmp, yaitu denahu·asi DNA cetakan (template) 

biasanya pada suhu 92,5°C - 97,5\)C, primer annealing pada suhu 55°C - 7ZOC 

tergantung dari Tm (tnelting temperatur) oligonukleotida pemicu dan pemanjangan 

rantai (extension) pada suhu 72"C oleh enzim DNA polymerase. Proses tersebut 

diulang beberapa kali sampai dapat diamati secara jelas berupa pita DNA pada 

elektroforesis gel agarosa. Bagan proses tiap siklus dalan1 PCR dapat dilihat pacta 

Gambar 2.4. 

Jika siklus diulang beberapa kali, maka daeral1 DNA yang dibatasi oleh dua 

pemicu akan diampliilkasi secru·a eksponensial yang basil akhirnya (disebut amplicon, 

berupa DNA untai ganda) dapat dirumuskan sebagai (2n - 2n)x, dengan n adalal1 

jumlal1 siklus, 2n adalah hasil pertama yang diperoleh setelah siklus pe11an1a dan hasil 

kedua yang diperoleh set.elah siklus kedua dengan panj<mg tidak tertentu, dan x adalah 

jumlah salinan (atau molckul) DNA cetakan (Nev.rton dan Graham, 1994 ). Denga.n 

demikian satu molekul DNA yang diamplifikasi sebanyak 20 siklus aka11 

menghasilkan sekitar (2020
- 40) amplikon yang dapat diamati secarajelas berupa pita 

DNA pada elektroforesis gel agarosa Banyaknya siklus yang disarankan untuk -----·=--- '(! 
- \\ 1 1 ~'II. 

:~\.'"",.'""{'f .... ;. . · • ~· 
. \ 

.. ~ . 'Y-- l~ --

i.t~ ~~·~ ----
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masing-masing j ullllah sal in an (kopi) atau molekul cetakan dapat dilihat pacla Tabel 

2.2. (Innis dan Gelfand, 1990) 

Tahe12.2. lluhungan jumlah molckul cetafwn dan jumlah siklus PCR 

Jumlah molekul cerakan Jumlah siklus 

3,0 X 105 25-30 

L5 X 104 30-35 

1.0 X 103 35-40 

50 40-45 

2.2.1. Konsentrasi enzim DNA Taq Polymerase 

Konsentrasi enzim DNA Taq polymerase yang digunakan adalah antara 1 -

2,5 unit per 100 J.t1 reaksi hila parameter lain telah optimum. Konsentrasi enzim 

yang tidak optimal akan menyebabkan munculnya produk yang tidak diharapkan, 

yailu mmu;ulnya pita yang non sp~sifik (bila konsenlrasi terlalu banyak) atau produk 

yang dihasilkan lidak mencukupi (bila konsentrasi enzim lerlalu sedikit). Perlu pula 

diperhatikan bahwa DNA polimerase dari pab1ik yang berbeda kemungkinru1 

memiliki formula yang berbeda pula, sehingga hal itu tidak dapat digeneraJisasi. 

(Innis dan Gelfand, 1990). 

2.2.2. DcoxymJcleo!ide triphosp hate (dNTP) 

Selain 0n t:im. maka dNTP yang digunakan juga harus diperhatikan. Keempat 

jenis dNTP tersebut hmlls mempunyai jumlah yang sama dengan konsentrasi yang 

tidak t.erlalu rendah. Konsentrasi umum yang digunakan a.dalah antara 2,5 mM untuk 
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Gambar 2.4. Bagan proses tiap siklus dalam PCR. 
Daerah target yang berupa DNA untai ganda dipisahkan secara 
denaturasi termal menjadi DNA untai tunggal. TemperatW" kemudian 
dittu"unkan agar pemicu menempel (annealing) pada daernh spesifik 
DNA target untai tunggal. DNA polimerase kemudian digunakan 
untuk pemanjangan pemicu (extension) dengan adanya em pat dNTP 
dan bufer yang cocok. Dengan cara demikian akan dihasilkan duplikat 
daerah target DNA untai ganda. Proses siklus ini berulang diulang 
sebanyak 20- 40 kali sampai diperoleh DNA target untai ganda yang 
dapat diamati secara jelas pada elektroforesis gel agarosa ( Sumber : 
Newton dan Graham, 1994) 
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masing-masing jenis dNTI). Konsentrasi yang terlalu besru· akru1 menyebabkan 

besamya kesa.lahan pada mutan yang akan digandakan (Innis dan Gelfand, 1990). 

2.2.3. Konsentrasi MgCb 

Optimalisasi konsentrasi MgC12 da.lam proses PCR penting dilakukan. 

Konsentrasi MgCh dapat mempengaruhi penempelan pemicu, suhu disosiasi rantai 

baik pada DNA cetakan maupun ptoduk PCR, spesifisitas produk dan ketepatan 

aktivitas enzim polimerase. Konsentrasi MgClz yang baik adalah berkisar antara 1,5 

- 2,5 mM. Adanya EDT A pada stok pemicu maupun DNA cetakan akan 

mengganggu ketja optimal duri MgC1 2 (Innis dan Gelfand, 1990). 

2.2.4. Suhu dan waktu denaturasi 

Hal lain yang perlu diperhatikan adalah denaturasi . Bila denatw·asi tidak 

sempw·na dapat menyebabkw1 tidak terjadinya produk Ulllplifikasi yang diharapkan. 

Hal ini disebabkan karena DNA akan cepat berpasangan kembali atau pemicu tidak 

menempel. Sedangkan hila denaturasi terlalu lama dapa.t menyebabkan hilangnya 

aktivitas enzim. Menurut Gelfand dan White (1990), Taq DNA polimerase 

mempunyai waktu paruh 40 menit pada suhu 95 °C dan 5 - 6 menit pada suhu 

97,5°C. Aktivitas enzim ini juga akan menunm dengan bertambahnya jumlah s iklus 

PCR. 

2.3. Endonuklease Res triksi 

Endonuklease restriksi tipe IT (disebut enzim restriksi) sering digunakan dalam 

proses kloning gen. Hal ini disebabkan enzim restriksi ini mempunyai ciri utama 

bahwa tiap enzim mengenal urutan spesifik pada molekul DNA yang akan dipotong. 
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Enzim tertentu akan memotong DNA pada mutan pengenal dan tidak pada tempat 

lain. Enzim ini stabil dan hanya memerlukan Mg<:+ sebagai kofhlctor (Winnacker, 

L.E., 1987). 

Enzim rest:riksi telah diisolasi dari lebih 200 bakteri, oleh karena itu penamaan 

enzim tersebut diwakili oleh 3 kata kode yang diturunkan dari nama genus balded 

tempat enzim diisolasi, misalnya Hae, enzim yang diisolasi dari Haemophillus 

a.2gypticus dan Sma yaitu enzim yang diisolasi dari Serratia marcescens. Perbedaan 

serotipe dari organisme yang sama diidentifikasi dengan penamballan hWllfkeempat. 

Hinf, merupakan serotipe f dari Haemophillus influenza. Oleh karena 

memungkinkan untuk mengisolasi dua atau lebih enzim dari bakteri yang sama, 

maka perbedaan satu dengan yang lain dilakukan dengan cara memberi nomor 

romawi, misalnya HaelL Haelll dan laiP_-lain (Brown, T.A.,l991) 

Kebanyakan endonuklease restriksi tipe IT mengenal urutan tetra, penta dan 

heksanukleotida dari DNA Urutan pengenal tersebut biasanya ditulis dari kiri ke 

kanan dengan awalan 5' ke 3' . Contoh GAAITC mewakili wutan 5'-GAATIC-3' . 

Sisi pengenalan tersebut secara mayoritas mengenali urutru:~ yang palindrom, yaitu 

hila mengenali kedua untai maka pada tiap untai akan terbaca dalan1 arab yang sama 

contoh 

EcoRI 5'-GAATTC-3' 

3'-CTfAAG-5' 

Pemutusan hidrolitik dua rantai DNA oleh enzim restriksi terjadi di dalam 

pengenalannya, sehingga dapat menghasilkan ttiung tumpul atau ujung lengket 

dimana ujung 3' akan membawa gugus -OH, sedangkan ujung 5' membawa gugus 

fosfat (Winnacker, L.E., 1987). 
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a Pemotongan dengan hasilltiung tumpul 

-N-N-A-G~C-T-N-N- Alull 

-N-N-T-C-0-A-N-N-
t 

N : A, T,O atau C 

b .. Pemotongan dengan basil ujung lengket 

-N-N-G+A-A-T-T-C-N-N- EcoRI 

-N-N-C-T-T-A-A-G-N-N-

____ __;> 

t 
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-N-N-A-G C-T-N-N­

·N·N·T-~~G·A·N·N· 

ujung tumpul 

-N-N-G A-A-T-T-C-N-N-

0-N-N-

ttiung lengket 

c. Ujung lengket yang sarna dihasilkan oleh enzim restriksi berbeda 

BamHI N-N-G G-A-T-C-C-N-N-

-N-N-C-C-T-A-0 0-N-N-

Bgm -N-N-A G-A-T-C-T-N-N-

-N-N-T-C-T-A-G A-N-N-

8au3A -N-N-N G-A-T-C-N-N-N-

-N-N-N-C-T-A-G N-N-N-
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Tabel2.3. Urutan pen~enal (recognition sequences) beberapa enzim re~triksi 
(Shahib, N., 1990) 

Enzim Organisme urutan JtlOIB UJUng 
Pen genal 

Eco Rl E. Coli G..!.-AATCC lengket 

EcoRV E. Coli GAT..!.-ATC lengket 

Bam HI Bacillus amyloli quefaci ens G-.1-GATCC lengket 

Sau 3A Staphylococcus aurens GA..!.-TC lengket 

Hind Ill Haemophilus influenzae Rd I A..!.-AGCIT lengket 
i 

Pvuii Proteus vulgaris CAG-.1-CTG tumpul 

Bgl Bacillus globigii A..!.-GATCT 1 lengket 

Alul Arthrobacter luteus AG-i.CT tumpul 

Haelll Haemphilus aegyptius aa..!.-cc tumpul 

2.4. Urutan Nukleotida een GLUt SaccharomycopsisjibuligeraHUT7212 

18 

Urutan nukleotida gen glukoamilase GLUJ dari Saccharomycopsis fibuligera 

HUT7212 telah ditentukan oleh Tetsuyab Itoh et al, (1987) menggunakan subklon 

Ml3 dengan metode dideoxy-Sanger. Gen GLUJ ini terdiri dari fragmen DNA 2538 

pb yang diekspresikan dalam S. cerevisiae untuk menghasilkan glukoamilase yang 

disekresi. Kerangka baca terbuka (open reading fi·ame) yaug unik diidentifikas i dari 

nukleotida - 57 sampai 1557. Urutan peptida yang mengandung 519 asam amino juga 

diperlihat.kan pad a Gam bar 2. 5 
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Potl Hl nell •)00 ·280 •260 •240 
C 'I'GCJoG'I'CAAC "'I'GCQCATTC GAAGCATMA "C"TGTrCCG t.=TTMA CTGATUT<a CT~TCG TA~'I'CioCAA C\TU'l'GCC.\ T~CTTTT 

-no -100 -1ao . -ao -Ho -uo 
noc.v.CTCT TC.V.U.A.lT" TUOCO'I'C"''C TTC\AT"T"C CCGCCliCGTT C'1'C"M'COTTT CGTMAT"~ U~~ ~'I'CACC'l'C "TTTTCT~ 

-100 -•o ~-•o 1'1 ·40 -20 , 
CT'ITf"CAC\ "TUU'I'CTT T"T"T"'I'C:AA MAT"TTC\A "CMAATC:AA T""-""'~ ~trl\011 II TTCAAATTTT TTTOc:TioCCT 'I'ClC'I'QA.UI: TCT"TTTOC:T 

~MATTC~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~MA~~~~ 
Met Lye Phe Gly Val Lou Phe Ia~ Val P~l "Ia Ala 11o Val 11~ Ala Lou r~o Lou Oln Glu Gly P~o Leu Aan~l! Tyr Pro 

~ N ~ 
Nind1U Minen 

~~~~~~~~MA~~~~~~~~TTC~~MA~~~~TCT~~~~ 
lor PM Gill "11 Tx! lar Aan Ty~ Lxo Val bp ll.rq ~r "IP Lou Glu ~r Phe Leu Alp Lye Gln Ly1 Gill Val Ia~ Lou Ty~ Tyr Leu 

~ ~ ~ 

~~~~~~~~~~~~~CGT~~CGT~~~~TCT~~~TCT~~~~ 

Loa aln Aon 1lo "Ia 1)'! Pro Gla Gly Gin Phe "1n "In Gly Val Pro Gly ~r Val 11• "Ia a.r Pro a.r ~ a.r Aon Pro ""P Tyr 
~ ~ ~ 

~~~~~~~~~~~~~~~~TCT~~~~~~TTC~~~~=~ 

Ty~ T)'~ Gln 'l'rp ~ .ll.rt Aop Ia~ Ua 11• ~r ~~ Lou ~r Val Lou lar Glu Lou Clu A1p Aon Aan rt.e£3n.r ~r !.ell Ala Lyo 
100 110 uo 

OCA ~ CAQ ~ T~ AT'T ~ "CC ACT T~ AAC ~ ~ A~ ~ ACT AAC ~ ACT ~ AGC ~ ~T ~T ~ AAT C\T MA CCC ~ 
.Ua Val Gla Tyr Ty~ 11o~tbr lar Tyr "In Lou Cln ll.rCJ ~r ler[,.anlPro lar Gly lac Pbe Aop Aap Glu Aon Ilia Lp GIJ Lou 

1~ ~~ ~~ 

~ ~ ~ MA ~ ~ ~ ~T ~ TCT OCA T~ ~ ~ ~ ~ CGO ~ CCC ~ AAT ~T ~ CXT ~ ~ ~ ~ TAT ~ 
Oly Glo PI'O LJI .... Aoa tbr Aop Oly lar Ala Tyr tbr Gly Ala Trp Gly .ll.r9 Pro Gin Aan Aap Oly Pro Ala !.ell .11.rCJ Ala Tyr Ala 

1~ no 1~ 
looiiV 

Al\0 ACT ~ T~ ~ AAT ~T ~ AAT TCT T'TA AAT ~ ~ MA T'TA CTA ~ ACT ~T ~ CGT OAT A'I'C ,t:!:£.. "rTT TCT ~ ~ ~ 
11o lar .ll.rt Tyr Le.a ,.... Aop Val Alii lar Lou A111 Glu Glr Lye Lou Val Lou Tl\r Alp lar Glr Aop 111 ~- .. r lac Tl\r Olu 

190 200 llO 

~T AT'T T~ ~ AAT A'I'C A'I'C MA CCA ~ ~ CAA T"T ~ ATA CGO T~ TCO ~T TCT ACT' GOG ~ ~T ~ 1'00 CAQ ~ ~ ~ 

""' 11• Tyr Lr• Aaa 11• 11• Lp Pro Aop Lou 0111 Tyr Val Uo Glr Tyr Trp Aop a.r ~ ely rt.e Aop Le11 'l'rp Olu Clu Aan ala 
~0 2~ 2~ 

MindiU 
~ ~ C\C ~ ~ ~ AGC ~ ~ ~ CAll MA = ~ ~ TAT ~ ~ ~T AT'T OC:C MA ACT ~ ~ OAC ~ ~ ~ GCil 
Glr .ll.rt 1111 Pbe Pbe tbr lar !.ell Val Cia Gift Lye Ala Lou Ala Tyr Ala Val Aap 11o Ua Lr• .. , ..,_ Aap Aap Glr Aap Pbe Uo 

2~ 260 210 
llpal 

~~~TCT'I'OCI~~TCT~CTC~ 

A111 ~ te.. .. r .. , n.r Ala .. , ftv Lou Gl11 
2~ 

ACT TAT ~ ACT ~ ACT ~T CGT ~ ~ ~ AAT ~ ~T ~ ~ C\C AT'T CTT 
.. , Tyr Leo .. r Gly lar Aap Gly Gly Pbe Val A., tbr Aap Val Aan 1111 Uo Val 

390 )00 
llwl 1 • 

~ ~ CCA OAT ~ ~ ~ ~ ~ TCT ~ ~ ~ CTA ~T ~ OC:C ~ TAT AT'T ODC CCA ~ ~ ~ C\T OAT AT'T ~ ~ 
Glu Al1l Pro Aop Leu Leu Ola ala Ala .. , .ll.rCJ Ola air Lou Aap lor Ala Tl\r Tyr 11o Olr Pro te.. Leu ftv lie Aap 1lo Gly olo 

)10 llO )~ 

llpal 
AOC: AOC: ~ ~ CCA ~ OAT ~ OAC AAT GAO TA'I' 0'1"1' ~ ~ 'I'CA TA'I' T~ '1"1'0 'I'TA ~ CAQ ~T ~ MA OAC ~ T~ TCT CTT 
ler lar .. r Tl\r Pro ..,. Aop Val Aop A111 Olu Tyr Val Lou Oln .. r 'l'yr Tyr Lou !.ell Lou Olu Aop Aon Lye Aap Ar9 Tyr ••• Val 

l~ ~~ lW 

I I 
~ ACT ~ TU TCT ~ 0GY ~ ~ AT'T ~ ~ TAC CCA ~ ~T ~ T~ AAT CGT ~T ~ 'I'CA TCT ~ ~ AAT ~ 'I'GC TTC 
Aaa ler Ala Tyr .. r Ala Olr Ala Ala 11o Gly Ar9 Tyr Pro 0111 Alp Vol Tyr Aon Oly Alp Glr lar lar Glo Glr Ala Pro Trp PM 

llO liO )')O 

T'TA ~ ~ OC:C TAT OCT ~ ~ 0'1"1' CC" Tr.c MA ~ OCT T"T G.\T OC" ~ TCG ~ 'I'CA AAT OAC ATT ~ ATT ~ ~ "TT ~ 
Lou Ala ~r Ala Tyr "'" Alo Gin Val Pro Tyr Lye Loll Ala Tyr ""P Ala Lr• lar "1• lar """ Aop llo Thr llo Aln Lye 1la "an 

400 410 430 

T~ ~T ~ ~ ~ ~ TAT "TT CTT G.\T 'I'T" TCT ~ A'I'C AA'I' TCT CCT Tr.c CAll TCT TCT OAT ~T ~ ~ ATT MA ACT ' ~ TCT ' . 
Tyr Alp PM Pbe Aln Lye Tyr Uo Val Aap Loll lar Tl\r Uo Aon lor Ala Tyr Gln .. r lar Aop lar Val Tl\r Ua Lye lar Gly a.r 

4~ «o 4~ 

OAT ~ TTT ~ ACG G'TT OCT GAT AA'I' ~ ~ ~ TTC COT G.\T ~ TTT '1"1'0 CAA ~ "TT ~ G.\'1' C\T "T'I' AAT G.\T OAT OCC ~ 
""P GIY .... Aan ~r Val "'"·"•P Aon Lou Vol Thr PM Oly ""P a.r PM Lou Gin Vol llo Loy Aop Mia llo Ala Aap Alp Gly aer 

4~ no ·~ 

~~~CAA~~~~~~~~~CGT=~TCT~~TCOAGCAC'I'CGT~~~CAA~~~ 

Lou Aon Glu Gin Leu Aon .ll.r9 Tyr Tl\r Gly Tyr lor ~r Gly Ala Tyr lor Leu Tl\r Trp lor lar ely Ala Lou Lou a111 Ala llo .t.r9 
490 ~ uo 

~~,....T~~~~~~""" 
Leu ll.rt Aan Lyl Val Lye Ala Loy Ala ltp. 

r. 5lt 
+20 ~ +40 +60 +80 +100 

CTOC:T1T ~~ NiiliiCCT T'N1'QG.\CAA C\TGCAACCA TAA~A CCT'ITCTUT G.\T~~ Tl"n'G.\TATT t'I'OC\XTTC'T T!'CACCAGCC 
+120 . . +140 1~1 +1~ +180 +200 &~V+320 

T.\TCTAATTA TCXiC'1"CTATT TrC"l'TTCTN; 'IT1'TrOOCTC CNX."TT'C'TGA AACATATACG 'I'C\GCGAGTA ~ TITA~ ACJ I I I Itt i AGcATiTCTr 
+240 +l~ +280 +)00 - +320 

T~AA CT'I"r'NGAGA T'TATC:AATAG AOT'TAATACT AT'CCTOCCGC C'!'GC"TATU AG'TTAATCCT AT'TATTTCGA A~r.cACTG 'I'CAGC.\CCTT 'I'CC~ 
+J4o +l~ +380 +400 +420 +440 

CT~~ AT~"T GAAATAAC\Il MAGCCCA'I'C CCTG.\CCATT 'T"~'I'C:AA" ATT,.'TATC:AA ~T'TCGT CC'I'(".GT'I'CCT ~TAT'I'G CAAAMATAT 
+460 +480 . +500 +520 +540 

'i'C'T'C'i'CACAT CTA~ ~~ CGlltcii:'TT ATACTAT'I'CC TG.\ATCT"CC TAACACTACT ACT~ N'TCTCTA'l\0 TATCGTTTAA AT<aC,.CTAA 
+5~ +580 +~ +620 +640 Potl 

GA'I'GC"""-'0 ATT1"T'GTrGC MAGAAACAA TTTTTTTC:AA T"TTCT~ T<aAAAC\T'T CAAT"CTTTT ~TTTAATT ~TA CMAATCGCT CTTGC'TGCAG 

Gambar 2.5. Urutan nuk.leotida gen GLUJ dari S. fibuligera HUT7212 
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BAB 3 

KERANGKA KONSEPTUAL 

Penggandaan Gen Glukoamilase Melalui Teknik PCR 

En.domycopsisjibuligera ITB R.cc.64 

isolasi 

Tahap-tahap PCR 

DNA kromosom ~--------- 1. Penyiapan ce takan DNA 

(mt-ngandung gt>n glukoami lase) -tui elektroforesis gel 

ditentukan kadarnya 2. Perancangan primer ( Genman & P. D) 

clitentukan kemurniannya 3. Sintesisprimer (Pl dan P2) 

Penggandaru1 t-------- 4. rv1enentukan kondisi optimum PCR 

Gen glukoamilase k . . M .,+ - onsentrast ton g· 

melalui PCR -kosentrasi cetakan DNA 

-Kosentrasi enzim Taq 

-suhu denaturasi 

-sulm annealing 

-suhu extension 

Fragmen DNA gen glukoamil ase has il PCR 

-uji elek1r o1ores is ge l dibundingkan dengan kontrol positifpSjGLUJ 

-km·akteri sas i fi·agmen DNA gt~n glukoamil aSl' ltas il PCR d t' llg<lll l~ II Z IIII 

restriksi 
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Uraian: 

Endomycopsi s ji buligera ITB R.cc.64 adalah organisme hid up dari jenis ragi yang 

menghasilkan enzim glukoamilase dan a.-amilase . 

DNA ia'omosom adalah DNA yang berhubungan dengan sifat-sifat hereditas, 

diisolasi dari Endomycopsis jibuligera ITB R.cc.64 dan dipeduka.n sebagai 

cetakan penggandaan gen glukoamilase pada teknik PCR. 

Teknik PCR adalal1 teknik pengga.ndaa.n fi·agmen DNA dari gen tertentu secara in 

vitro, dapat digunakan untuk identifikasi suatu gen dan menyederhanakan proses 

kloning gen. 

Perancangan primer adalah penentuan uruta.n sepasang oligonukleotida yang 

dalam penelitian ini akan digunakan sebagai pemicu dalam perpa.njangan rantai 

DNA gen glukoamilase melalui PCR. 

Program Genmon dan Primer Detective adalah program yang sudah digunakan 

secara luas dalam perancangan pemicu dibidang biologi molekuler. 

Sintesis primer adalah sintesis rantai oligonukleotida dengan DNA synthesizer. 

Kondisi optimum PCR adalah kondisi konsentrasi DNA cetakan , konsentrasi 

MgCl2, suhu annealing dan suhu ekstensi yang harus ditentukan besamya agar 

produk PCR optimal. 

Elektroforesis gel adalah metode untuk mendeteksi adanya.Jl-agmen DNA 

Enzim restriksi digunakan untuk memotong DNA pada sisi w11tan pengenalnya 

(sisi potongnya) 
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BAB 4 

METODE PENELITIAN 

4.1. Rancangan Penelitian 

Penelitian eksperimentallaboratoris 

4.2. Sampel Penelitian 

Endornycopsis flbuligera IT"B. R.cc.64, biakan E. jlbuligera diperoleh dari 

laboratoriwn Mikrobiologi Teknik Kimia ITB, Bandung. PlasmidpSjGLUJ diperoleh 

dari Dr. Ichiro Yamashita, Departemant of Fermentation Technology, Faculty of 

Engine ring, Hiroshima University. 

4.3. Bahan-Bahan 

Bahan-bahan kimia yang digunakan mempunyru kemurnian untuk standar 

biologi molekuler. Diantaranya adalah : yeast extract, sula-osa, agarosa, etanol, 

kloroform, isoamil alkohol, proteinase K, RNke, dN1P, enzim Taq polymerase, 

MgCh. enzim restriksi dan lain-lain. 

4.4. Instrumen Penelitian 

Alat-alat yang digunakan berupa alat-alat gelas dan non gelas yang biasa 

dipakai di laboratorium Jurusan Kimia, Biologi F.MJP A Unair dan laboratorium TDC-

FK Unair. Alat-alat tersebut antara lain : shak·er incubator freezer Pel ) .,1 ' c::> 

electrophoresis Bio-rad, fotometri u.v Shimadzu-, micro centrifuge, autoclave,neraca 

anaJitik, , cawan petri , homogenizer, laminar air jlow cabinet , PCR Thermal cycler 

Bio-rad, voJtex, komputer dan lain-lain. 
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4.5. Metode Kerja 

4.5.1. Uji pendahuluan aktivitas amilase dari Endomycopsisfibuligera ITB.R.cc.64 

Masing-masing koloni tunggal Endomycopsis flbuligera ITB.R.cc.64 dan 

Saccharomyces cerevisiae W303a diturnbuhkan dalam media YPS padat (yeast 

extract 1% , bactopeptone 2%, pati terlarut 3% dan bacto agar 2% ). Biakan diinkubasi 

pada suhu 30° C selama 2 hari. Diamati terbentuknya daerah bening di sekitar 
- .. ~"\\': 

_,....,..~:.,.'- ~,\"t·.. . // 

/" .. '('-. ,·._;, '. :')1,/ / 

tersebut setelah pewarnaan dengan uap iodium. 

\ ._:"-~ 
' ~/ 

4.5 .2. Penanaman biakan Endomycopsisfibuligera ITB.R.cc.64 \ / 

v 
Peremajaan biakan Endomycopsis fibuligera galur ITB.Rcc.64 dilakukan 

dengan rnernindahkan stok biakan lama ke dalam medium padat sukrosa tauge 

(sukrosa 6%, ekstrak tauge 10%, agar 2%) dalam tabung miring secara aseptis. 

Biakan diinkubasi pada suhu 30° C selama dua hari. 

Biakan Endomycopsis jlbuligera dalam media padat dinokulasikan dengan 

ose ke dalam 20 ml medium cari ( sukrosa 6%, ekstrak tauge 10% ), kemudian 

dikocok selama 16 jam pada suhu 30° C, pada kecepatan 200 rpm. 5% inokulum 

selanjutnya dipindallkan ke dalam medium crur satu liter, dikocok selama 16 jam pada 

suhu dan kecepatan yang sama untuk digunakan dalam isolasi DNA kromosom. 

4.5.3. Isolasi DNA kromosom dari Endomycopsisjibuligera ITB.Rcc.64 

Sel dipanen dengan sentrifugasi pada suhu 20°C, kecepatan 10.000 rpm. Pelet 

set dicuci dua kali dengan larutan SSC (NaCI 0,15 M dan Na3 - sitrat, 0,015M), 

kemudian satu kali dengru1 larutan saline-EDTA-SDS (NaCl 0,15M, EDTA 0,1M, 

SDS 2%, pH 8,0) dan dibekukan pada suhu -20° C. Setelah mencair pada suhu kamar, 

sejumlah volume sel disuspensi dengan sejumlah volume yang sama dengan larutan 
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saline-EDTA-SDS dan dihomog~uisasi sdama 2 meuit. Homogenat diinkubasi pada 

sulm 37° C selama 4 jam dan ditambah larutan NaCI04 sampai konsentrasi akhir 1 M, 

diinkubasi kembali pada suhu 60° C selama 10 menit. DNA diekstraksi dari 

homogenat dengan sejumlah volume yang sarna, kloroform: isoarnil alkohol (24 : 1). 

Campuran dikocok selama 30 menit, disentrifugasi 4000 rpm 10 menit dan supematan 

diperlakukan lagi dengan campuran kloroform : isoarnil alkohol. DNA diendapkan 

dengan menambah dua kali volume etanol dingin. Pelet DNA yang diperoleh 

disuspensikan dalam larutan SSC dan ke dalam larutan tersebut ditambah NaCI 

sampai konsentrasi akhir 1M. Selartiutnya ke dalam suspensi tersebut ditambahkan 

proteinase K 1 mg/ml dan diinkubasi pada suhu 60° C 4 jam. Kemudian ditambah 

RNAse 100 J...Lg/ml d~u1 diinkubasi pada suhu 37° C 30 menit. Perlakuan proteinase K 

diulang kembali. Kontan1inan protein dihilangkan dengan ekstraksi kloroforrn : 

isoarnil alkohol 3 sampai 4 kali dan DNA diendapkan dengan menambah 2 kali 

volume etanol dingin, disentifugasi dan supematannya dibuang. Endapan dilamtkan 

dengan sodium asetat 3M pH 5,2 diendapkan kembali dengan 2 kali volume etanol 

dingin, disentrifugasi dan endapannya dibuang. Pelet DNA dilamtkan dalam bufer TE. 

4.5.4. Perancangan Pemicu (Primer) DNA 

Pemicu dinmcang atns dasar urutan nukleotida gen glukoamilase GLUJ 

Endomycopsisfibuligera (Yamashita, I. et al. , 1987). Perancangan pemicu dilakukan 

dengan bantuan program komputer Genmon versi 4. l. dan Primer Detective versi 1.0 

(Lab. Rekayasa Genetika PAU-Bioteknologi .ITB Bandung). Daerah yang dipilih 

adalah daerah coding sequence dan akan ditentukan sepasang pemicu. Mula-mula 

memasukkan urutru1 nukleotida lengkap fragmen DNA 2538 pb Saccharomycopsis 

jibuligera HUT7212 yang mengekspresikan gen glukoamilase ke program Primer 
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Detecti'r--e 1. 0. Kemudian memasukkan parameter-parameter untuk penentuan urutan 

pemicu sepetii pada tampilan Lrunpiran 2. Dengan pengisian parameter di atas kita 

akan memperoleh beberapa pasang w·utan nukleotida pemicu (sense dan antisense 

primer ). Dari beberapa pasang dipilih sepasang yang homologinya paling rendah 

(<60%). Uji homologi dilakukan menggunakau progran1 Genmon 4.1(data pada 

Larnpiran 2). Sepasang pemicu P1 dan P2 sela.njutnya disintesis oleh GENSET 

Singapore Biotech. Pte. Ltd. dengan data pada Lampiran 3. Selanjutnya pemicu ini 

akan digunakru1 dalan1 perpanjangan DNA target pada proses PCR. 

4.5.5 . Penggandaan Gen Glukorunilase 

Penggandaan DNA target pada lokus gen glukoamilase dilakukan terhadap 

cetak:an DNA Endomycopsis fibuligera ITB R.cc.64 dan dilakukan uji kontrol positif 

menggunakru1 gen glukoamilase yang disisipkan dalam plasmid (pSJGLUJ ). 

Ditentukan terlebih dahulu kondisi optimum reaksi PCR yang meliputi : konsentrasi 

cetakan DNA, konsentrasi MgCh, su.hu annealing dan suhu ekstensi. Selanjutnya 

digandakan dal;un 35 siklus deng<m alai PCR Thermal Cycler Bio-rad, USA 

Sebagai pedoman, kondisi umum reaksi PCR dapat digambarkan sebagai 

berikut. Untuk 50~ reaksi diperlukru1 : 

Cetakan DNA 

Buffer PCR 1 Ox (MgCbfree) 

DNTP 2,5 ml\1 (each ) 

Primer rnasing-masi ng 

Taq DNA polimerase 

MgCh 

Aqua bidestilata sampai 

0,25 - 0,5 J.l8 

5 ~ (0,1- 1,5 mM) 

4 J1.1 (10 ml\1) 

2,5 ~ (25pmol) 

2,5 U I~ 

3 J1.1 (1,5 - 3 mM) 

so J.Ll 
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Dari kondisi umum ini akan ditentukan kondisi optimal reaksi PCR untuk 

penggandaan gen glukoamilase dari DNA kromosom Endomycopsis flbuligera ITB 

R.cc.64. 

4.5.6.Karakterisasi Fragmen 1784 pb DNA lokus GLUJ E. flbuligera ITB R.cc.64 

Analisis fragmen 1784 pb DNA lokus GLUJ E. flbuligera lTB R.cc.64 

dilal-..'Ukan dengan pemotongan sempW11a fragmen DNA tersebut dengan kelima 

enzim restriksi Stu I. Eco RV, Eco RI. Stu I dan Sau 3A. Ke dalam masing masing 

tabung 1,5 ml di tambahkan 20 J.L1 campuran reaksi yang mengandung sekitar 500 ng 

DNA basil PCR, 2-3 unit enzim restriksi (Amersham), 2 ,.U butTer enzim lOx sesuai 

dengan enzim yang digunakan, dan akuabides steril. Campuran reaksi diinkubasi pada 

suhu 3T>C selama 1 jam. Selanjutnya enzim diinaktivasi dengan pemanasan pada suhu 

70°C selama 15 menit. Anal isis yang sama juga dilakukan terhadap fragmen DNA 

lokus GLUJ dari pSf GLUJ sebagai pembanding 

Sebanyak 10 ,.U hasil pemotongan fragmen-:fi·agmen DNA tersebut di aias, 

masing-masing dicampur 4 ~u loading buffer kemudian dimasukkan dalam sumur­

sumur gel agarosa 2 % untuk dilakukan proses elektroforesis gel. 

4.6. Analisis Data Dan Penafsiran Hasil Penelitian 

Analisis dun penafsiran has il penelitirm didasarkan pada basil PCR chm hasil 

pemotongru1 dengan enzim relriksi y1.mg telah diaplikasikan pada elektroforesis gel, 

divisuaJi sasi dong;m UVA.32o - etidiurn bromide, didokumenlru;i dengru1 toto polaroid 

dan diperkirakru1 ukuran amplikonnya dengan pita DNA standar khusus untuk PCR. 
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HAS U. DAN PE MB AHASAN 

5.1. Uji l1 endahuluan Aktivitas Amilasei Erulomycopsisjibuligera ITB.R.cc.64 

Secrn·a teori , E fibuligera dapat menghasilkan enzim amilase, sehingga 

organ1sme 1m mampu mencema substrat pati (Godfrey, 1985). Kemarnpuan E. 

flbuligera dalrun m<.> ncerna amilum dupat diamali dengan cara menumbuhkan koloni 

E. flbuligera ITB.R.cc.64 ke dalrun media ·yps padat. Sebagai pembanding 

digunakan koloni S.cerevisiae W303a yang tidak menghas ilkan amilase. Setelah 

pewamaan dengan uap iodium, hasil menunjukkrn1 bal1wa E. fibuligera ITB.R.cc.64 

terbukti dapat mencema substrat pati. Hal ini ditunjukkan dengan adanya daerah 

bening di se kilar koloni , sedangkful S.cerevisiae W303a tidak mampu mencerua pati 

dengan tidak terbentuknya daerah bening di sekitar koloninya Hasil uji aktivitas 

amilase tersebut dapa.t dilihaJ pada Gambar 5.1. 

Gambar 5.1. Penampakan aktivitas enzim amilase E. j ibuligera (bawah) dan S. 
cerevisiae (atas) padamediapadatYPS dengan pewarn~'Ul uap 1i 

27 
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5.2. lsolasi DNA Kromosom dui Endom._-ycopsi.sflbuligera ITB.R.cc.64 

E1ulomy copsis jlbuligera rrn.R.cc.64 mempakan suatu mikroorganisme 

penghasil enzim an1ilase yang mempunyai aktivitas saccharifying dan liquefying 

yang cukup tinggi (Baktir, 1995). Aktivitas saccharifying dapat menghasilkan gula 

bebas, karena memutus ikatan glikosidik dari ujung-ujung non pereduksi dan 

dihasilkan molekul-molekul monomer atau dimer glukosa Contoh enzim ini adalah 

glukoamilase dan p-amilase. Apabila gen pengkode glukoamilase ini dapat 

diinsersikan dan diekspresikan di Saccharomyces cerevisiae atau dimutasi sehingga 

menghasilkan enzim yang mampu mencerna pati menta, maka manfaatnya sangat 

besar sekali. Oleh karena itu perlu dilakukan penggandaan gen glukoan1ilase 

En.domy copsis flbuligera 1TB.R.cc.64 melalui PCR. Untuk menggandakan gen 

glukoamilase tersebut langkah yang harus dilakukan adalah mengisolasi DNA 

kromosom Endomy copsis .jibuligera galur ITB.R.cc.64 yang akan digunakan sebagai 

cetakan dalam PCR. 

Hasil inkubasi biakan En.domycopsis flbuligera ITB.R.cc.64 pada 

medium sukrosa tauge selama 2 hari pada suhu 37°C berupa suspensi sel berwarna 

putih dengan koloni bulat-bulat dan bermiselium. Karena bermiselium, maka isolasi 

DNAnya lebih sulit dibanding sel pada umumnya, maka harus digunakan metode 

isolasi DNA yang tepat. Pada.penelitia.n ini menggunakan metode isola.si DNA 

kromosom dari Smith & Halvorson yang telah disempumakan. 

Langkah awal yang dilakukan dalam metode ini yaitu mencuci pelet sel 

dengan larutan SSC dengan tujuru1 melunakkan dinding sel. Penambahan senyawa 

kelating EDT A yang terkandung dalarn lamtan sal in-EDT A-SDS dengan tuj uan untuk 

mengikat ion Mg2+ yru1g sangat penting dalrun mempertalmnkru1 integritllil selubung 

sel. Disampiug itu EDTA juga beke1ja meughambat enzim yang akan merusak DNA 
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s_,dang SDS adalah senyawa yang t_,rgolong detergen yang dimaksudkan untuk 

mel isis sel denganjalan mengikat molekullipid sehingga membran sel pecah. 

Proses )isis dinding sel selain dilakukan dengan cara kimia seperti di atas 

maka perlu juga disempumakan dengan cara mekanis yaitu menggunakan aJat 

homogenizer agar isi sel dapat keluar. Hal ini perlu dilakukan mengingat 

En.domy copsis jibuligera ITB.R.cc.64 mempunyai dinding sel yang bermiselium. 

Na.Cl04 diperlukan dengan tujuan melepaskan protein dan asam nukleat. Untuk 

menghilangkan debris sel yang tidak lamt, yang terdiri dari komponen-komponen 

seperti dinding sel dapat dilakukan dengan cara sentrifugasi, sehingga ekstrak 

kromosom terdapat dalam supematan yangjemih. 

Pada tahap pemurnian ekstrak DNA kromosom perlu ditambahkan kloroform : 

isoamil aJkohol (24: 1) untuk menghilangkan protein. Dengan pengocokan yang kuat 

selama 30 menit diharapkan protein akan terikut pada fasa organik sedang DNA 

kromosom dalam fasa cair. 

Proteinase K ditambal1kan untuk memecah polipeptida menjadi unit yang 

lebih kecil sehingga memudahkan pemisahannya dari DNA kromosom dengan 

sentrifugasi. Untuk menghilangkan RNA ditambahkan RNA.se yang sudah diaktifkan 

dengan pema.nasan selama 15 menit pa.da suhu 75 ° C. RNA.se aktif ini akan memecal1 

molekul RNA menjadi sub unit ribonukleotida Dua ratus mikro liter RNAse yang 

ditambahkan kaJi ini tidak cukup untuk menghilangkan semua RNA yang terikut saat 

isolasi. Hal ini tampak jelas pada visualisasi hasil elektroforesis DNA dengan sinar 

UV pada Gambar 5.2. Walaupun demikian keberadaan RNA ini tidak terlalu 

mengganggu proses penggandaan DNA melalui PCR, karena hanya DNA target yang 

akan digandakan. 
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DNA kromosom diendapkan dengan menambahkan etanol absolut dingin. 

Karena adunya garrun Na pada temperah.u· -20° C etanol absolut akan mengendupkan 

DNA kromosom dengan baik,. Presipitasi dengan etanol ini mempunyai keuntungan 

tambahan yaitu tertinggalnya komponen asam nukleat monomer dan rantai pendek 

dalwn larutan. Ribonukleotida yang dihasilkan dengan ribonuklease akan hi lang pada 

tahap ini. 

Hasil yang didapat pada proses isolasi DNA kromosom Endomycopsis 

.fibuligera ITB. R. cc. 64 divisualisasi dengan elektroforesis gel. Pada pengarnbilan 

foto akan diperoleh satu pita dengan ukuran fragmen di atas 10 Kb (Gambar 5.2). 

Sedangkan kadar DNA yang diukur dengan fotometrik UV sebesar 6615 ng/JJJ dan 

kemurnian 1,8. 

e 

0000 pb 
8000 pb 
6000 pb 

000 pb 
3000 pb 
2000 pb 
1550 pb 
1400 pb 
1000 pb 
750 pb 
500 pb 
400 pb 
300 pb 

=------200 pb 
-------- 00 pb 

50 pb 

Gambar 5.2. Hasil elektroioresis gel agarosa 2% 
a DNA kromosom Endomycopsis fibuligera ITB R cc.64 hasil isolasi 
b. DNA plasmid psfGLUJ (kontrol positif) 
c. Fragmen DNA basil PCR E. fibuligera ITB.R.cc.64 
d. FragmenDNA basil PCR pSfGLUJ 
e. Direct Load Wide Range DNA Marker (Katalog. 7058, Sigma) 
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5.3. Penncanr,an Pemic:u (Primer) 

Sepasang pemicu (PI dan P2) dirru1cang atas dasar urutan nukleotida gen 

glukoamilase GLUJ Saccharomycopsis fibuligera galur HUT7212 (Itoh, T., 1987) 

yang diharapkan mempunyai derajad homologi yru1g tinggi terhadap DNA 

Endomycopsis fibuligera galur ITB, R. cc.64. Dari penelusuran pustaka gen 

glukoamilase dari Endomycopsis jibuligera galur HliT' 7212 mempunyai homologi 

yang tinggi terhadap gen glukoamilase dari Endomycopsis fibuligera galur "KZ'' 

(data pada Lampinm 1) 

Program komputer Genmon 4,1 dan Primer Detective 1,0 digunakan sebagai 

alat bantu perancangan sepasang pemicu PI dan P2. Sepasang pemicu yang berhasil 

dirancang terdiri dari pemicu 1 (P1) dengan ukuran 20 pasang basa (ph), mempunyai 

homologi 100% pada cetakan yang terletak pada w11tan nukleotida 144- 163. Pemicu 

2 (P2) dengan ukuran 22 ph, mempunyai homologi 100% pada cetakan yang terletak 

pada W1Jtan basa 1906- 1927. P1 mempunyai kandungan GC sebanyak 55% sedang 

P2 mempunyai kandungan GC sebanyak 50%. Daerah target amplifikasi yang 

diharapkan mempunyai ukuran 1784 pb dari urutan basa ke 144- 1927, sedangkan 

temperatur meftingnya adalah 77J°C (datapadaLampiran 2). 

Dari data di atas dapat ditentukan temperatur annealing dari masing-masing 

pemicu dengan menggunakan rumus sebagai berikut : 

Ta FP = 62,3 + 0,41 (%6C)- (500 I pru1jang pemicu)- 5°C 

Dari rumus di atas diperoleh Ta P1 (20) adalah 52,8°C dan Ta P2 (22) adalah 55,1°C. 

Adapun urutan Pemicu 1 dan Pemicu 2 adalah sebagai berikut 

Pemicu 1 (P1) : 5'GCGAGGTTCTCTTGGTITGG3' 

Pemicu 2 (P2) : 5'GGITGCATGTTCTCCACAAAGG3' 
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5.4. Penggandun Gen Glukoamilase Endomy copsi.sflbuligera ITD.R.ct:.64 

Tttiuan penggunaan PCR adaJah untuk amplifikasi segmen DNA tet1entu 

dalam hal ini adalah segmen dari gen glukoamilase. Oleh karena itu hal pertama yang 

harus diperhatikan adaJah keluamya produk amplifikasi tersebut. Kemudian dilakukan 

optimasi kondisi amplifikasi. Optimasi ini ber1ujuan untuk menghasilkan produk 

amplifikasi dalam jumlah maksimal dan meminimalkan produk yang tidak 

· dikehendaki dan smear yw1g akan muncul pada waktu elektroforesis (Innis dan 

Gelfand, 1990) 

Amplifikasi DNA target telah dilakukan terhadap larutan DNA cetakan 

Ena'omycopsis j lbuligera ITB. R. cc. 64 dan DNA plasmid rekombinw1 pSf GL[JJ. 

Dari ttii pendahuluan yang telah dilakukan maka kondisi optimum reaksi arnplifikas i 

sebagai berikut . Volume total campuran reaksi yang digunakan untuk proses 

runplit1kasi DNA target dalam masing-masing tabung adalah 50 J-L} yang mengandung 

30 pmol masing-masing Pl dan P2, 2J-L} larutan cetakan DNA (500 ng/J-L}), 2,5 unit 

enzim DNA Taq polymerase (Biopharma technology), 5J.tl buffer lOx., 1,5 mM 

MgCl2 , ~ mM dNTP (dATP, dGTP, dCTP dan dTrP). Proses runplifikasi untuk 

masing-masing tabung dilakukan sebanyak 35 siklus dan pemantapan satu siklus 

polimerisasi (extension) selama 5 menit dengan alat DNA Thermal Analyzer Bio-rad, 

USA Setiap siklus terdiri dari tiga tahap yaitu denaturasi pada suhu 95 °C selama 1 

menit , annealing pada suhu 55°C selama 1 menit dan polimerisasi (extension) pada 

suhu 72 °C selama 2 menit. Sebelum runplifikasi dilakukan pemanasan awal (preheat) 

pada 95 °C selama 5 menit. 

Pada penentuan kondisi optimum yang paling menentukan adalah konsentrasi 

.MgCh Apab ila konsenlras inya kurang dari 1,5 mM maka proses runplifikasi PCR 

sulit berhasil. Walaupun suhu annealingnya sudah direndahkan, tidak akan ada 
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produk PCR yang teramplifikasi. Hal ini disebabkan karena. penman MgCb dalam 

PCR sangat penting yaitu: ion Magnesium membentuk komplek yang lanlt denga.n 

dNTP yang berpenm dalam proses inkoq:>Orasi. Ion Magnesium juga menstimulasi 

al..1ivitas Taq polymerase, meningkatka.n Tm DNA untai ganda dan berinteraksi 

dengan cetakan DNA Konsentrasi ion Magnesium yang terlalu rendah menurunkan 

perolehan PCR dan kelebihan ion Magnesium menyebabkan akumulasi produk non 

spesifik. 

Amplifikasi DNA target melalui PCR yang dilakuka.n memberikan basil 

bahwa DNA target yang berukura.n 1784 pb (berdasarkan perancangan pemicu) dapat 

dihasilkan dengan cetaka.n DNA la-omosom Endomycopsis fibuligera ITB. R. cc. 64. 

Fragmen DNA 1784 pb juga dapat dihasilk~m dengan cetakan DNA plasmid 

rekombinan pSf GLUl sebagai pembanding (konb·ol positit). Hasil runplifikasi 

dengan PCR ini dapat dilihat pada Gambar 5.2. Dari analisis elektroforesis gelnya 

terlihat bahwa letak pita hm;il penggandaan DNA la-omosom Endomycopsis fibuligera 

ITB. R. cc. 64 (Gambar S.lc) dan letak hasil penggandaan DNA plasmid rekombinan 

pSf GLUJ (Gambar 5.1d) sebagai kontrol positif menurtiukkan posisi yang sama 

Hasil penggandaan tersebut menunjukka.n bahwa :fi·agmen DNA 1784 pb merupaka.n 

fragmen DNA lokus GLUJ Endomycopsis fibuligera ITB. R. cc. 64 yang diduga 

mempunyai derajad homologi yang tinggi terhadap gen glukoamilase GLUJ pada 

plasmid pSfGLUJ. Hal ini juga membuktikan bal1wa pemicu yang dirancang benar­

benar dapat menernpel pada DNA target pada posisi yang dihru·apkan. yajtu pada 

urutan nukleotida ke 144 - 163 Dan proses polimerisasi nukleotida berhenti pada 

urutan nukleotida ke 1906 - 1927 Sehingga menghasilkan fi·agmen DNA produk 

amplifikasi PCR berukuran 1784 pb. 
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~.~. Karakterisasi Fragmen 1784 pb DNA lokm GLUJ E. flbullgera ITB.R.cc.64 

Untuk meyakinkan bahwa :fi·agmen DNA 1784 pb yang diperoleh dari proses 

PCR adalah fragmen DNA pada lokus GLUJ, maka dilakukan karaktersasi fragmen 

DNA 1784 pb E. flbuligera ITB.R.cc.64 dHnpSfGLUJ dengan enzim Stu I, Eco R~~ 

Eco Rl, Bam HI dan Sau 3A. Hasil pemotongan fragmen J?NA 1784 pb dengan kelima 

enzim restriksi tersebut dapat dilihat pada Gambar 5.3. Sedangkan ukuran fragmen 

DNA hasil pemotongannya dapat dilihat pada Tabel 5.1. Ukw·an fragmen DNAnya 

dihitung berdasarkan urutan nukleotida pada Gambar 2.5. 

Hasil pemotongw1 fi·agmen DNA 1784 pb hasil PCR baik yw1g berasal dari E. 

flbuligera ITB.R.cc.64 maupun pSfGLUl sebagai kontrol positif oleh kelima macam 

enzim restriksi di atas terlihat adanya pola fragmen-fragmen hasil pemotongan yang 

sama Hal ini menunjukkan kedua fragmen DNA 1784 pb tersebut mempunyai 

kesamaan pol a potong oleh kelima enzim restriksi tersebut. 

Fragmen DNA 1784 tidak dapat terpotong oleh enzim restriksi Stu I maupun 

Eco R1 (Gambar 5.3. a,b,e,f). Hal ini dibuk1ikan oleh letak fragmen DNA tersebut 

yang santa dengan letak fragmen DNA 1784 pb yang tidak dipotong oleh enzim 

(Gan1bar 5.3.1), berarti pada kedua fragmen DNA 1784 tersebut tidak terdapat urutan 

nukleotida AGG-.1-CCT maupun G..!-AA TCC yang dikenal sebagai sisi potong enzim 

restriksi Stu I dan Eco Rl. Pemotongan dengan enzim Eco RV menghasilkan 2 

fragmen DNA dengan ukuran ±997 pb dan± 787 pb. Ukuran fragmen DNA ini sesuai 

dengan yang ada pada peta restriksi Wlltan nukleotida gen glukoamilase CLUJ E. 

jibu.ligera ga.lur f-IUT7212 (Gambar 2.5), berarti pada umtan nukleotida fh.tgmen 

DNA E. fibulig era ITB.R.cc.64 terdapat urutan GAT-.!-ATC yang dikenal sebagai sisi 

potong enzim Eco RV. Pada Gambar 2.5 urutan GAT..!.-ATC terletak pada posisi (607-
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612) yang berada di antaraP1 (144 -163) atau ( -178 s/d -158) dan P2 (1906- 1927) 

atau (+28 s/d +49). Jadi fi·agmen DNA 1784 dapat dipotong antara posisi 607 -612 

oleh enzim Eco R V 

.g 

1353 pb 

1078 pb 

2 pb 

Garnbar 5.3. Elektroforesis gel agarosa 2% hasil karakterisasi fragmen DNA 1784 pb 
hasil PCR oleh enzim restriksi 
a Fragmen DNA 1784 pb E. fibuligera riB.R.cc.64 yang dipotong Stu 

1 
b. Fragmen DNA 1784 pb pSfGLUJ yang dipotong Stu I 
c. Fragmen DNA 1784 pb E. fibuligera ITB.R.cc.64 yang dipotong 

EcoRV 
d. Frogmen DNA 1784 pb pSfGLUJ yang dipotong Eco RV 
e. Fragmen DNA 1784 pb E. fibuligera ITB.R.cc.64 yang dipotong 

EcoRI 
f Fragmen DNA 1784 pb pSfGLUJ yang dipotong Eco RJ. 
g. DNA standar ( $ x174 RF DNA/Hae III) 1353 pb- 72 pb 
h. Fragmen DNA 1784 pb E. fibuligera ITB.R.cc.64 yang dipotong 

Bam HI 
i. Fragmen DNA 1784 pb {>SfGLUJ yang dipotong Bam HI 
j. Fragmen DNA 1784 pb E. jibuligera 11B.R.cc.64 yang dipotong 

Sau 3A 
k. Fragmen DNA 1784 pb pSfGLUJ yang dipotong Sau 3A 
I. Fragmt>n DNA 1784 pb E. fibuligera lTB.R.cc.64 uncut 
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P~motongan dengan enzim Bam HI menghasilkan 2 fragmen dengan ukuran 

±1000 pb dan± 780 pb dengan sisi potong G~GATCC. Pada Garnbar 2.5 sisi potong 

ini tidak ditemukan, seharusnya fragmen 1784 ini tidak terpotong. oleh enzim Bam 

HI. Hal ini diduga karena ada perbedaan urutan nukleotida GLUJ S. jibuligera 

HUT7212 dengan GLUJ E. jlbuligera danpSfGLU 

Pemotongan dengan menggunakan enzim Sau 3A juga menghasilkan 2 

fragmen DNA dengan ukuran ± 870 dan ± 750. Bila kedua fragmen tersebut 

dijumlahkan menjadi berukunm 1670 pb padahaJ fragmen yang dipotong berukunm 

1784 kernungkinan yang dapat dikemukakan adaJah fragmen yang berukuran kecil 

±160 pb tidak nan1pak karena sudah keluar gel. Pada Gambar 2.5 sisi potong enzim 

Sau 3A GA-!.. TC terletak pada posisi (700 - 704 ), dan, ( 1317 - 13 21) di antara P 1-P2. 

Adanya pola fragmen-yang sarna basil pemotongan dengan enzim Eco RV, , 

Bam HI dan Sau 3A antara E. jibuligera ITB.R.cc.64 dengan pSfGLUJ menunjukkan 

bahwa minimal ada 20 urutan nukleotida kedua amplikon E. jibuligera fTB.R.cc.64 

dan pSf GL UJ yang sam a. 

IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

THESIS PENGGANDAAN GEN GLUKOAMILASE ... SOFIJAN HADI



37 

Tl&bel5.1. Hllsil pemotongan (ragmen DNA 1784 pb dengan emim restriksi 
' 

Enzim restriksi Substrat fi·agmen Posisi pemotongan Ukuran fragmen 

DNA 1784 pb 
(pb) 

Stu I E. ji bulige ra AGGJ-ccr ±1784 
ITB.R.cc.64 

PsfGLUl ±1784 

Eco RV E. jibuligera GAT-l-ATC ± 997 
ITB.R.cc.64 ± 787 

pSfGLUJ ± 997, ±787 

Eco Rl E. fibuligera G-l-AATCC ±1784 
ITB.R.cc.64 

pSfGLUJ ±1784 

Bam HI E. jlbuligera G-l-GATCC ± 1000 
ITB.R.cc.64 ± 780 

pSfGLUJ ± 1000, ±780 

Sau 3A E. fibuligera GA..l-TC I ±870 
I 

ITB.R.cc.64 I ± 750, ±160 
I 
I 

pSfGLUI ± 870, ±780±160 
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6.1. Ke~imlllllan 

BAD6 

KF.SIMPTJT.AN llA N SARAN 

Berdasarb n bas il pcnelitiru1 yang telru1 dilakukan, dapat di simpulkan bnhwa: 

l. tragmen DNA 17R4 pb lokus GL UJ E. _tibuligera fffi. R. cc. 64 dapat digandakan 

melalui PCR dcngan menggunalm.n sepasang pemicu Pl (20 pb) dan P2. (22 pb) 

yang dirancang berdasarkan urutm1 nuklco1ida ge n glukoamilase GLUI S. 

j !buligera galur HUT7212 dengan program Genmon versi 4.' 1. dan Primer 

Detective versi 1. 0 

2. hasil pt>motongan fragmen DNA 1784 pb hasil penggandaan melalui PCR adalah 

sebagai berikut; fi·agm en DNA 1784 pb tidak dapat dipotong oleh enzirn St/J. I dru1 

Eco RJ. Pcmotongan dengan enzim Eco RV menghasilkan 2 fragmen DNA yang 

mempunyai ukuran ±997 pb clan ±787 pb, pemotongan dengan enzim Bam IJJ 

mengbasilkan 2 fi·agmen DNA ya11g mempunyai ukuran ±1 000 pb dan ±780 pb, 

dan pemotongan dengan enzim ~:au 3A menghasilkan 2 fragmen yang mempllnyai 

ukw·an ±850 pb dan ±760 pb. 

6.2. SARAN 

Perlu dilakuka.n penelitian pcnent·uan urutan nukleotida fi·agrnen DNA J 784 

pb E. fibuligera has il penggandaan mela.Jui PCR dan/atau uji ekspresi dari gen 

glukoamilase. 
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P>Niod 

Search !Nudootid1+ I for L----- -------===---------------'1 Go II Clear I 
0-frnits PrevievWlndex History Cffpbo<Ord 

Hi~tory has ror.pired due t.o UlSL'tJVtty 

[)1 : Ml73~5 . Y&sst (S . fibulig~ . . [gJI716 10] 

LOCUS 
DEFJNITICN 
ACCESSICN 
VERSICN 
KEYWORDS 

SOURCE 
ORGANISM 

I REFERENCE 
AUTHORS 
TI1'LE 

JOUR!U..L 
.I!EDLINE 

REfERENCE 
).UTHORS 
TITLE 

JOURNAL 
COJIJIEN'l' 

fE).TURES 
!'\(1 \II CO: 

YSCGLUI 2538 bp 
Yea~t {S.fibuligerai 

!.'!173 55 
X1 7355.1 GI:171610 
glucoamyla~e. 

DNA PLN 27-APR- 1993 
glucoamyl a::::e {GLUI) gene, comp .l ete c ds. 

Yeast {S.fibuUge l: ll, Btl: lli n HUT72 12 ) DNA . 
Saccharomyco ps is fibuligeL· a 
Eukaryo t a; Fungi; J\s comycota; Saccharomyceta l es ; 

Saccharomycopsidaceae ; Saccha r omycopsis. 
1 (bas es 1 to 25381 
Itoh,T. , Ohtsuki,I., Yamashit a ,I. and fukui,s. 
Nucl eot i d e sf:' quence <•f t he glucoMrylase gene GLUl in the ·yeast 
Saccharomycopsis fibuligera 
J. Bacter i o l. 169, 4171 - 4176 (19811 
81301999 
2 (sit es) 

It.oh,T., Sak:a t a ,Y., ,,k:ada,R., Hini, O. and YMoas hit.a,I. 
Const.r·uc t:i(ln and '~ hBr-a,~t.er· izat.i <•n <•f rnut.Bnt. gluc.<•&CfJ'lBses frorn the 
yeast ::'!acchar·omycopsis fibuligera 
Agric. Bio i. Chern. 53, 3159- 3167 (1991) 
Draft e.ntt'Y and pr inted copy to r [1) kindly ~~rovided by 
I. Y&nashi t.B, 19- J}.N-1988. 
A p<•ly- B<h.•nylf<t it•ll ~ .it~-> i ~ l <•n H e cl f<t. ~·<•Sit · i N•f' ~()61 ·· 2~166 W 1<l f t 

Hogness box At l~B - 1 85. 

Locati on/Qua lifiers 
1 .. 2538 
I <>r ga ni srcF "Sacchar omyc<• ps is f ibul :i gera " 
/ db xref="T:.ax on:4944" 

sig_peptide 322 .. 402 

!Tidt_pe pti.de 

./ fl (l t e .- " g 1 \IC ( • filll~' .l £l ~<e S i ~Jnfd pe~•t idE>." 
322 . . 1881 
/note= " glucoa.mylase pr ecurso r " 
/codon start=1 
/pr otein id="AAA34649. 1 " 
/db xref;" GI: 171611" 
/ translati on = " MKFGVLF3VF AAIV3ALPL QEGPLNKRAYPSFEAYSNYI\VDRTD 

LETfLDKQKEVSL YYLLo;lNIAYPEGQF!~NGVPG'lVIAS PSTSNPDYYYQI!fTP.DSHTF 
L'IVLSELEDNNFNT'l'LAKAVEYYD I'l'SYNLQP.TSNPSGSFDDENHKGI.GEPKFNTDGS 

AY1'j A.IiGRPQNDGPALP.AY.USRYLNDVNSLNEGKLVLTD3GDINF3STEDIYKNII K 

PDLEl~IGYWDSTGFDL!EENQGRHfF1~LVQQKALAYAVDIAKSf DOGDFAN'l'LS3T 

ASTLESYLSGSOGGFVNTDVNHIVENPDLLQQNSP.~LDSATYIGPLLTHDIGESSST 

PF DVDNEYVLQS YYLLLEDNKDP.YSVNSAYSAGP.AIGP.YPEDVYNGOGSSEGNP IJFLA 

1'.\ 'L AAQVP YKI. AYDAKS A3NDI1.'INKI NYDFFNKY1VDLSTJ:NS A Y'J.3SD3V'ITK3G3 

CE: rtJ-JVADNLV'n'G03 f LQVJLD!UNDDGHLNEQLNRY1'GYS'I'GAWL1'11fSSG ALLEA 
Illl. RN KVKAL A" 

4(JJ . . 1878 

/no te= " glucoarnyla3e " 
BASE COUNT 766 a 46 2 c 450 g 860 t 

OP.IGIN 5 bp upstt: e run of Ps t.I s i te. 
1 ctgcagtcaa cat.gcgcatt cgaaggataa aagatgttcc gaggggttaa actgatt.atg 

61 actacac a t c g t aCJatca ca /Kat tat gee atagcactt t. tt tggaagtg t.U::aaaa:'IM 
l Zl ataagc gtgt ctt.cdatata gcggcqdggt tctc ttggt t tqgttldtltaq d tltlttggtc1t 
101 a.aatact tac tacatcaccr. cat tttctac agtt r:. tacac aa tat a,ltc t tl. l:lt a t at <:a 
241 aaaatattca aacaaaatca a tal:laaacag aact ttcttt ttt caaattt ttt r:.gctacc 
301 ttcctgaaac ttctatttgc t!tgaaatt c ggtgttt t at tttccgtctt t gctgctatt 
3 61 gt tagtgct t tacct t tgca agaaggtcc t t tgaac<ulaa gagcctutcc t t.ct t t tgaa 
421 gcttattcaa actataaagt tgacagaact gacttggaaa cc ttcttgga caaacaaaaa 
481 gaagtatctt tatactat c t tt:.taca>lf.ll-lC <lttgct t a t c ctgaaggcca atttaataat 
5~1 nat att~cta otactattat tocttctcca tcaacctcta atccaaacta ctattaccaa 
601 t ggaccagag at.tccgct~at tacatttttg acagttctt t ctgaac t aga ·"igataataac 
661 tt caatacca ctttggccaa ggcagttgag tactacatta acaccagtta caaccttcaa 

l'q&t 

1\JbMcd. Protein , ~~tilled Scquen 
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"'" 
721 agaaccagta acccaagt.gg cagctttgat gatgaaaatc ataaaggctt gggagaacca 
781 aaattt.aaca cagatggtt.c t.gcat.acacc ggagct.tggg ggagaccgca aaatgat.ggt. 
841 c~ctgc~ t.t.t.ga gagct.t.at.gc t.at.cagt.aga t.act.t.gaatg at.gt.caat.t.e t.t.taaatgaa 
901 ggtaaattag tattgactya t.tcaggtgat atcaactttt c ttcaactga agatatttac 
961 aaaaat.atca tcaaacca\JB ct.t.ggaatc•t. gt.t.atagggt act.gggattc tactgggttt 

lOZl gatct.t.tggg aggaaaacca aggcagacac t.t.ttttacaa gcttggttca acagaaagcc 
1081 ct.t.gct. t.at.g ct.gt.cgat.at. t.gcTaaaagt. t.t.t.gacgacg gcgact.t.t.gc gaaeacact.t. 
1141 tcttcga c tg cttctaccct cgaaagttat ttgagtggca gtgatggtgg atttgttaat 
1201 actgatg t ta accacattgt tgaaaaccca gatttgcttc aacaaaactc t a gacaaggt 
1261 ctagattcag ccacatatat tggcccactt ttgactcatg atattggtga aagcagctca 
1321 actccat ttg atgttgacaa tgagtatgtt ttgcaatcat attacttgtt attggaggat 
1381 aacaaagaca gatactctgt. taacagtgc t tattctgctg gtgcagctat tggca gatac 
1441 ccagaaga lg tttacaatgg tgatggtt ca tctgaaggca atccatggtt cttagc tac t 
1501 gcctatgc tg cccaagttcc atacaaactt gcttatgatg caaagtcggc ctcaaatgac 
1561 attaccatta acaagattaa ctacgatttt tttaacaagt atattgttga tttatctacc 
1621 atcaat.tc tg cttaccagtc t.t.ctgatagt gtcaccatt.a aaagtggctc tgatgaattt 
1681 aacacgg t tg ctgataattl ggtc.acattc ggtgattcct ttttgcaagt. cattttggat 
1741 catattaa tg atgatggctc cttgaatgaa caacttaaca gatataccgg ttattccacc 
1801 ggtgcctac.t. c tt.tgacatg gagcagtggt gctcttcttg aagctattag actt.agaaat 
1861 ,_aggtcaagg ctttggct!-a agtgctttga aaagtaagtg t.ttttccttt gtggagaaca 
1921 tgcaaccata atccgacagc tttgttatga tactactt.tt ttgatatttt ccccttcttt 
1981 gaccaggc ts t.ctaattat.g gct.ctatt.tt ctttctactt tt.tggctcga gcttctgaaa 
2041 catatacgtc agcgagtatc aataaacttt tatttgttac ttttttttag gatatcttta 
:!101 actggtaact tttggagatt at.caatagag ttaatagtat cgtggcgcct gcatatatag 
Z161 ttaatgctat tatttggaat ttacactgtc agcacgtttc cagtcttggt agtcaggaat 
2221 agacttatga aataacagaa agggcatccg tgaccllttta tcatcaaaat tatatcaaaa 
2281 caattggtcg tggttcctac aaatattgga aaaaatattc tctgagatgt attttcctcc 
ZJo\1 gattgggt cg tttctct.tat actattcctg aatctaccta acactactag tagactgatg 
2401 tgtctatcta tcgtttaaat gagactaaga tggaaaagat tttgttgcaa agaaacaatt 
2461 tttttcaata ttgtaaagtg aaaacattca atacttttga atttaatttc caagaataca 
2521 a.aat cggtgt tgctgcag 

// 

I Di sp laylloenBsnk I+ I Save I [ie >:t I 1cld t o Cl ipboc.r jl 
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I Ilisplayj ~LO_Ill_lB_il_lk ____ -'-1+--l.l_s_a_\T;)_.Je [Te )(t- j ~ c 1 ipboar~ 

[Jt · X58 11 7 . s . fibnlig«a BM"•e . [gi· t~n-; n:q 

LOCUS 
DEFlNI'I'IC~ 

ACCESS I~ 
VERSICN 

Xl:YWORDS 
SOURCE 

ORGAN IS II 

· REFERENCE 
AUTHORS 
TITLE 

JOURNAL 

RE.I!ARK 

REFERENCE 

AUTHORS 
TITLE 
JOURNJJ, 

REFERENCE 
AUTHORS 
TITLE 

J OURNAL 
MEDLINE 

SFGLUCAM 1881 bp DNA 

S.fibuligera gene for glucoamylase . 
X58117 
X58117.1 GI:1835225 

PLN 

extracellular protein; glucoarnylase ; glycopro tein . 
Saccharowjcopsis f ibul igera . 
Saccharomycops is fibu l igcra 

12 - FEB-1997 

Euk.dryota ; Fungi; Ascomycota; Hemias c orrrycete s ; Sacc lwro!TI'JCetales; 
SaccharowJcopsidaceae; sacc harowJcopsis. 
1 (bases 1 to 1881) 
Host i nc•Vd , E . 

flirec:t Submissi o n 
Submit.t.ecl (04-MAR- 1991) E. Hostinova , Institute o! Mo l ecular 
Biol ogy, 84251 Br· <~t.i s lava, Dubravska Ce!:<ta 21, Czect.osl<>Vf<kia 
revised by [4) 
2 (bases 1 t o 188 1) 
Hostin0va,E. 
Direct Subnoiggi(ln 
Subrcdt.t ed (05 - FEB-1997) E. Host inova, I nstitute of Mo lecu l ar· 
Bi o l ogy, 84251 Brati s lav a , Dubr avska Cesta 21 , Czec hos l ovakia 
J (bases 1 t o 1881) 
H<•e<t iYJ<•V<~,E. , Ba l.:.n<•Vft,J. 8TJ<l Gagperik,,J. 
The nucl eo tide sequence of t he glucoarrfY ! age gene GL.>.l from 
::>accharorrryco ps is fib u lige r a KZ 
FEMS Hi c:robiol . Le t t.. ti7 (]), 103 - 108 (1991) 
92137640 

COIOIENT On Feb 8, 1997 this sequence versio n r·ep laced gi: 4849. 
lNerlaps vit.h M17J SS . 

FEATURES Locat.i on/Qu.:. l ifiers 
source 1 . . 1881 

TAT >._ signal 

CDS 

:3 i g peptide 

mat=peptide 

I <• r g.:misrrF " :::<acctr<~r<•Irt;"Copsis f ibul iger·C~" 
h:s tr a in=" KZ" 
/db xref="La xo n:4944" 
ns-:- .185 
n:~ .. lBf.J l 
/~;c nwrl;,e t> "':l .:! .J . :! " 
/codon start =1 
/ pt:oduct= " g lucoruuylase" 
/p t: o t e in_ i d="CAA41120 . 1" 
/db xref="GI: 1835226" 
/db xr e f = " SlliiSS-P P.OT: P26989" 
/ t. r a ns lat i o n= "HRFGVLISVFVAIVS.ALPU),EGPI.NKP.A YPSFEAYSNYKVDP.TD 

LETfLD KQKDVSL YYLL~IA YPEGQFNDGVPGTVIJ\3PST3 NP D YYYQIITP.DS AITF 

LTVLSELEO:mFNTTLAKAVEYYINTSYNLQRTSNPSGS FDDENHKGLGEPKFNTDGS 

AYTGAIIIGRP•~DGPALRAYAISRYLNDVNSLNKGKLVLTDSGD1J~t'SS1'EDIYFJHIK 

PDL E YVIGYIIDSTGFDL IUEENQ:>RHFFTSL Vr.JQK.ALAYAVD IAKS FDDGDF ANTI.. SST 

ASTLE3YLSGSDGGFVNTDVNHIVENPDLLQ•~3RQGLD3ATYIGPI.LTHDIGESS3T 

PFOVONEYVLQS YYLLL EDNKDR YSVNSAYSAGAAIGRYPEDVYNGDGSS EGNPIIfFLA 

TAYAAQVPYKLVYDAKSASNDITINKINYDFFNKYIVDLSTINSG Y•~SDSVTIKSGS 

DEFNTVADNLVTFGDSFI.QVILDHINDDGSI.NEQI.NPNTGYSTS~.YSI.TiiiSSGALLE A 

I PLP.NKVKAI..\ " 
n z . . 402 
403 .. 1878 
/EC I)I.U~)~r~ "3 . 2 .1 . 3" 

I evTd~nc~=~xper i1oontal 
/ pr •>duct= "g 1 ucoamyla3e" 

DA!3E COUNT 
ORIGm 

5?1 a 351 c 342 g 617 t 

1 

5"! 
121 

ctocaotcaa 
e(:t~ce.c: ~t.c 

g t ~dgcgtgt 

catacocatt caaaaaataa 
N t" a.N .:~o r;wo r.:to ~.-~ t t a.t-Nf"'r" 
~ .. ...... y ... .... - ..... ......... .._.._ ....... ... .... ..... .... ~ ........... 

cttca"ltata 9cggcg"!.gg t 

aaa&tattcc aaaaaatta& actaattata - -
etagc~cttt tttgga.egtg ttcaaae~at. 
tctct tggtt tggtaaatag aaat tgg •~at 

' C1£•i 
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iJR......, ... , 
181 aaatact tac t acat.t,acct catttt.ct.ac ag t.t tt.acac ac.t.atac.t.ct. t tatatatca 
241 aaaatatt ca aac.aaaatca ataa aaacag aact.t.tc t.tt tt.t caoat t t ttt.t.gctacc 
301 t.t.cct.gB<c«c t.t.ct.«tt.tgc t.<ctgagat.t.c ggtgt.t ttflft t.t.t.ccgtct.t. t.gt t .gctatt 
361 gt.t.agtgc t.t t acctt.t.gt'a agaaggtcct. t.t.gciBCf.l.€<1:18 gagcc t.att-c ttct.tttgaa 
421 gcttat tcaa ac t ataaagt t.gacagaact. gac t tggaa<• cct tc:tt.gga caaacaaaaa 
481 gat.gt.at.ct.t. t.ar.nct.at.c t. t.tt.ac.aaaac. <:~t.t.gct.t.at.c t~agaaggcc. a at.t.t aat.gac 
541 ggt.gt.t.cc.cg g t.E<t'. t. g t. t.c1 t t.gctt.ct.cca t.c,aacc.t.ct.a at.<T\Igact.a ctat.t.acc<•a 
601 tggaccagag attccgcaat tacatttttg acagttctt.t ct.gaactaga agataataac 
661 ttcaatacca ctttggctaa ggcagttgag tactacatta ataccagtta caacct.t.caa 
721 agaaccagta acccaagt.gg cagct.tt.gat gatgaaaatc at.aaaggct.t. gggagaacca 
781 aaatttaaca cagatggttc tgcatacacc ggagcttggg ggagaccgca aaatgatggt 
841 cctgctttga gagcttatgc tatcagtaga tacttgaatg at.gtcaattc tttaaataaa 
901 ggtaaattag tattgactga ttcaggtgat atcaactttt cttcaactga agatatttac 
961 aaaaatatca tcaaacca9a cttggaat.at gt.tatagggt. actgggattc tactgggttt 

1021 gatctttggg aggaaaacca aggcagacac tttt.ttacaa gct.t.ggt.t.ca acagaaagcc 
1081 cttgc ttatg ct.gt.cgata t tgccaaaagt. t.t.tgacgat.g gcgactttgc gaacac ,~c t.t. 

1141 tcttcgactg cttctaccct cgaaagttat ttgagtggca gtgatggtgg atttgttaat 
1201 actgatgtta accacattgt tgaaaaccca gatttgctcc aacaaaat.:tc tagacaaggt 
1261 ct.agatt.cag ccacttatat tggcccactt ttgactcatg atat.tggcga aagcagctca 
1321 actccat.ttg atgttgac~a tgagtat.gtt tt.gcaatcat attacttgt.t .~ttggaggat 
1JB1 aataaagaca gatactctgt taacagtgct tattctgctg gt.gcagctat tggcagatac 
1441 ccagaagatg tttacaatgg tgatggttc a tctgaaggca atccatggt.t tttagctact 
1501 gcctatgctg cccaagttcc atacaaact.t gtttatgatg caaagtctgc ctcaaat.gac 
1561 at.taccat.ta acaagat.taa ct.acgatttt tttaacaagt at.attgttga tttatctacc 
1621 atcaattct.g gttaccagt.c ttctgatagt gtcaccatta aaagtggctc tgatgaattt 
1681 aacacggt.tg ct.gat.aattt. ggtcacat.t.c ggtgatt.cct ttt.tgcaagt cat.t.t.t.ggat 
1741 catattaatg atgat.ggctc cttgaatgaa caacttaaca gaaat.accgg ttattccacc 
1801 agtgcc tact ctttgacatg gagcagtggt gctcttcttg adgctdttag acttagaaat 
1861 aaggt caagg ctttg<;Jcttd a 

// 
-- ------- ·------------1 

jnispla)·l joenBank l+ ~j jTextj ~dd t <• c 1 i pb<•ar.}l 

Rt<.-Rd: March l4, 2\."l)} 

Diocl&in<>f I Vlkil" to the Hodp 0""" 
1\CBII NLM t NH 
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. LAMPIRAN2 

Paramete1· Current l:J ew 

Minimum length ofprim~ ........ .. .................. 21 bp 
Maximum length of prin~er....... .. .. ... 24 bp 

MinirnWTJ length of target region 
Ma:r.imum length of tnrget region .......... 

.... .. .. 15 00 bp 
.1 soo bp 

Lowest perct:nt G/Cs allowable in primcn ........... 50.0% 
Highest percent G/Cs allowable in primers ....... .. . 55.0% 

Lowest melt temp allowable for target r'tgion ........ 70.0 C 
Highest nr:lttemp alh')wable fortargetregion ....... 90.0 C 

Start. sea-ch at. base munber ............... ... ....... 125 
End search at base nw11ber.. ...... .. ..... ... ......... 2000 

Filte- out 3' end homologit'8? (Y/N) .. .. .. Yes 

Sense primer ..Anti-sense primer 
AAT ATAGCGGCGAGGTTCTCTTGG CCTTfGTGGAGAACATGCAACC 
from base# 135 to 158 
length= 24 bp 

from base # 1906 to 1927 
length= 22 bp 

GC content= 50.0 % GC content= 50.0 ~·o 

base #1 

Total marked: 0 

ITOH-T Gene Map 

+ #1269 

Target region# 1 of 1 

from base# 135 to 1927 
length= 1793 bp 
melt temp -77.1 cc 
marked: no 

#2538 

(_ _ 36 bnliles) 

- . . 
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3ense prima- Anti-sense primer 
AATATAGCGGCGAGGTTCTCTTGG CCTTTGTGGAGAACATGCAACC 
from base# 135 to 158 
length- 24 bp 

from base # 1906 to 1 927 
length= 22 bp 

GC content = 50.0 ?co 
Lc, ::: · $'C., qy 

GC content= 50.0 ~.'\J 

'S> .I "e..-, 

base #1 

Total marked: 0 

ITOH-T Gene Map 

+ #1269 

Tnrget. region # 1 of 2 

from ba.~e # 135 to 1927 
lt-rJgl}-J = 1793 bp 
melt temp =77 . 1 oc 
maJ·ked: no ' 

#2538 

(_ _ 36 bases) 

Sense primer Anti-sense primer 
GCGAGGITCTCITGGITTGG <;' CCTITGTGGAGAACATGCAACC 1, 

from base# 144 to 163 from base# 1906 ~'1927 
length= 20 bp length= 22 bp ,.,./ 
GC content =.55 .0% GC content= 50.0% 

'52 .. ~ . 

ITOH-T Gene Map 

base #I + #1269 

Target region# 2 of2 

Total marked: 0 

from base # 144 t.o 1927 
length= 1784 bp 
melt temp =77 .1 °C 
marked: no 

\--\) I _It., 

#2538 

(_ _ 36 bases) 

\ ' 

b't-1;) ' + o.Lil ( ~0€-j - ~00/~~~) 

G,·;'t, t u.s c.~;?.A{ j'"; 
v,2~ -f 
(_~ ~) 

<-/.?c. 
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~ ~****~*t****~*****~************************* **** ******* ****** ******** * ** W 
~ GE NM ON version 4.1 - Module: com p a r e - Date~ Thu 20-Apr-100 22:56 

~* ***t~********************************** ***********~*********** ********* * 

L.. i. ~·i f2 c:, j• · DNP, ~'::.,:::q u t:·!r ·, c:: ro• I ·r Ul .. l .. ·· ·r ( :.1. 44 ~ :1. b:::~; ) 

Homology 20/20 = 1 00% 
~ i ne~r · DNA sequence FP .. 2(1:20) 

GCGAGGT TCTCTTGGTTfGG 

* ***~****~********** 
GCGAGGTTC TCTTGGTTTGG 

l.i nE"Ell,.. Di'JI'~ ~::.equ F·r·1ce I TUI· I ..... ·r ( 100:2: .t o:;:~ :.I.) 

Homology 12/20 = 60% 
Linear DNA sequence FP-2(:1.:20) 

:: -r c;c:.:c:t, fTC r; ·,CTi3UC:<TTTr; 

* * **~* *** ** * GCGAGCTTCTC TTGGTTTGG 

Homology 12/20 = 60% 
Linear DNA sequence FP-2( 1:20) 

ACCAGGCTATCTAATTATGG 

~ *** * *** * *** 
GCG AGGT TCTCTTGGTTTGG 
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i~t **~*~****~*~*** ****~f ***** *~** ***~**** ********************* ****f* * ****~~~ ~ 
~3E ~·!t'' !Ul\1 \/ £'~ !'" s:. :.\. C•n .<j. • .1. ..... I·'Jo d u :t e : c: C)jfl p o':"l !'" E• ·-·· D i::i t e ~ T j···,u ::~·: 0 -··· ;:; p !'" . .... l 00 :;? :,::: ~ :::.:, "/ 

t *** * ************************************* ********************* ********* ~~~~~ 

i cann~ng entire sequence fo r 55% homology 

~CTTTGAACAAAAGAGCCTATC 

:***** * ** * * * * 
~CTTTGTGGAGAACATGCAACC 

1 ~ ~-~ ~ r- Ill''l~ ~=t~L\ ~l-ll-~ l "J"(l i-J- -I-i·J0 0 L ·1o?7 ' .. • \. I ~ t.~ \f ''I -· ~ .. ; t.. - \..- . ... \ .. . ) ··· \..) 11 •• • ,I ..... ·' } 

.- ·) ( ) ff! {J 1 Cc \.] Y :·~ ~2 / ::·~ ~~~ :::: .1. ( ) (l :>~. 

~ 
' 1··, ~· -... ; -· r·) '·' A <-'· , .. , ,., 1 1 ...... , ·-· c·· ,., 1:·· 1:::· - i ( 1 • ··::- ·-:o ' .1. ~. C.\ • .\.. I ~ -· r; .. •1 ., \... J ~ - r-. ' ·-· . .. . • ..,., .. ..:... , 

~CTTTGTGGAGAACATGCAACC 
l ~~~~ ~ ~ · ·*· *~~~~**~-~~~~~ .. .,.. 'I"·., . ·1' , . ;r.. , . ·l'- •) · If'. If· rf· 1\'- ~- ;r. If• tf· "· ,y, 

I :~ C TT"f"GTGGP,c;1:1{1C(1 TGCPIPJCC 
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GENSET Singapore Biotech. Pte Ltd 
Info-fax: +65 873 1077 GENSET SA [Paris, France) 
Tech-mail: techmail @genset.com.sg 
Info-phone: +65 873 2271 
e-mai l order: oligos@genset.com.sg 

. GENSET CORP [La Jolla (CA), USA] 
GENSET KK [Kyoto; Japan) '· 

GENSET Singapore Biotech. Pte Ltd [Singapore) 
GENSET PACIFIC PTY. Ltd [Lismore, Australia] 

Dest : DR. INDRA Y ANA NOTO SOEHARDJO 
Purchase order: CMDE 04112/00 
Ordered: 2000112/4 (YIMID) 

Shipped by : FE 

Cat Oligo Nr Type DP Purification 

Desai 

GUAR5 97709 D:--IA X X 

GUAR5 977 10 DNA X X 

Oligos deli vered: 2 (Total order : 2) 

Total bases: 42 

!") 

z 
< 
~ 
~ 
;g 
< 

I ~ 

-

-

Name 

SOFIJANI 

SOFIJAN2 

OLIGO TECHl\TJCAL DATA SHEET 

GENSET ref: 001 2056 
Shipped: 2000/1 2/4 (YIMID) 

Sequence : (5" - 3'l 

5"-GCGAGGTICTCTTGGTTTGG-3" 

5' -GGTIGCA TGTICTCCACAAAGG-3' 

www .gensetoligos.com 

** Final Shipment ** 

( DP : Deprotected I Desalt : Desalted) 

Size Epsilon MW Qty/tu be Concentration Tm 

1/(mMcm) glmole OD nmoles 11 ~1 11g/111 oc 
20 190.4 6183 6.0 31.7 Dry Dry 62 

22 213.8 6747 6.0 28.2 Dry Dry 56 
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