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ABSTRAK

Penelitian ini bertujuan untuk mempelajari aktivitas protein
hasil translasi gen o.-galaktosidase dari Bacillus halodurans famili 27
glikosida hidrolase dengan cara mengamati pengaruh penambahan
protein terhadap kekentalan larutan guar gum.

Penelitian ini dilakukan dengan menggunakan metode
eksperimen. o.-Galaktosidase adalah enzim yang mengkatalisasi
hidrolisis ikatan o.-1,6-galaktosida dari terminal non-reducing pada
oligosakarida, liposakarida dan/atau polisakarida yang mengandung
galaktosa. Protein rekombinan yang diekspresikan oleh gen
o—galaktosidase ~ BH1870  Bacillus  halodurans  dipurifikasi
menggunakan His-binding metal affinity chromatography. Uji aktivitas
dilakukan dengan menggunakan substrat guar gum pada beberapa
interval suhu, yaitu 37, 45, 55 dan 65° C.

Enzim ini mampu menghidrolisa guar gum pada suhu 37 °C,
yang ditunjukkan dengan penurunan kekentalan larutan guar gum.
Namun, enzim ini tidak stabil pada suhu yang lebih besar dari 37 °C.
Beberapa residu asam amino yang dianggap penting bagi aktivitas
hidrolisis enzim famili 27 ternyata tidak terdapat pada B. halodurans
o-galaktosidase. Ketiadaan residu ini mungkin dapat mempengaruhi
kestabilan enzim pada suhu tinggi. Untuk membuktikan asumsi ini,
diperlukan studi lanjut tentang site-directed mutagenesis pada
residu-resiau ini.

Kata kunci: o.-galaktosidase; Bacillus halodurans; famili 27; glikosida
hidrolase; guar gum
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PENDAHULUAN

o-Galaktosidase (o-D-galactoside galactohydrolase;
melibiase; EC 3.2.1.22) adalah enzim yang mengkatalisasi hidrolisis
ikatan a-1,6-galaktosida dari terminal non-reducing pada
oligosakarida, liposakarida dan/atau polisakarida yang mengandung
galaktosa. o-Galaktosidase terdapat pada bakteri (Fridjonsson, O.,
1999, Jindou, S., 2001, King, M.R., 1998, Liebl, W., 1998, Post, D.A.,
2005), fung/ (Baik, S.H., 2000), peast (Turakainen, H., 1991),
tumbuhan (Kim, W.D., 2003), hewan (Ohshima, T., 1995) dan
manusia (Bishop, D.F, 1986). Beberapa enzim ini telah dipurifikasi
dan dikarakterisasi.

Berdasar pada homologi sekuen asam amino, o-
galaktosidase dikelompokkan dalam famili 4, 27, 36 dan 57 glikosida
hidrolase (Henrissat, B, 1996). Sebagian besar «-galaktosidase
eukariot menunjukkan homologi sekuen asam amino yang cukup
signifikan dan dikelompokkan dalam famili 27. Sampai saat ini,
beberapa «-galaktosidase yang berasal dari bakteri telah
dikarakterisasi dan dikelompokkan dalam famili 4, 36 dan 57, kecuali
Clostridium josui Aga27A (Jindou, S., 2001) dan Saccharopolyspora
erythraea MelA (Post, D.A., 2005).

o-Galaktosidase memiliki aktivitas pada beberapa jenis
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substrat, meliputi substrat alami seperti melibiosa, raffinosa,
stakhiosa, dan verbakosa; substrat sintetik seperti p-nitrophenyl-a-
D-galactopyranoside dan methyl-a-D-galacto pyranoside; dan juga
polimer seperti galaktomannan (Dey, P.M., 1984). Berdasarkan
substratnya, «-galaktosidase diklasifikasi menjadi 2 kelompok.
Kelompok pertama adalah o-galaktosidase yang mempunyai aktivitas
pada substrat dengan berat molekul rendah, seperti p-nitrophenyl-a-
D-galactopyranoside, melibiosa, raffinosa dan stakhiosa. Kelompok
kedua adalah o-galaktosidase yang mempunyai aktivitas
pada subtrat dengan berat molekul rendah maupun pada polisakarida
seperti guar gum (Kim, W.D., 2003).
Guar gum adalah polisakarida yang secara natural terdapat
di alam. Guar gum tesusun dari rantai utama yang terdiri dari B-1,4-
mannosa dan rantai cabang yang berupa a-1,6-galaktosa. Rasio
antara mannosa dan galaktosa adalah sekitar 2. Guar gum digunakan
untuk berbagai macam produk karena guar gum dapat membentuk
larutan yang kental. Guar gum dapat dimodifikasi dengan proses
kimia, termal maupun mekanis. Meskipun demikian, proses degradasi
secara biologis menggunakan enzim adalah alternatif utama karena
enzim mempunyai spesifitas yang tinggi. Modifikasi guar gum akan
menghasilkan senyawa turunan yang memiliki tingkat kekentalan
yang berbeda-beda. Guar gum dan senyawa turunannya banyak
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digunakan dalam produk pangan, tekstil, oi/ recovery, detergen, obat-
obatan, kosmetik dan poduk perawatan tubuh. Guar gum, yang aman
untuk digunakan dalam bahan makanan, biasanya dicampur dengan
biopolimer lainnya untuk memperkental bahan pangan (Goldstein,
A.M., 1973).

Penggunaan guar gum untuk berbagai macam produk
memerlukan pengontrolan sifat-sifat senyawa turunan guar gum,
yang meliputi berat molekul, reologi dan struktur mikro. Guar gum
yang terhidrolisis sebagian dapat digunakan sebagai substitusi untuk
dietary fiber karena sangat larut dalam air dan encer. Guar gum
banyak digunakan dalam industri pangan. Interaksi molekular antara
guar gum dengan bahan pangan lainnya dapat dikontrol dengan
depolimerisasi guar gum dan mengubah rasio mannosa/galaktosa
untuk mengoptimalkan komposisi bahan pangan tanpa mengubah
fungsinya. Degradasi guar gum juga dapat digunakan untuk
mempoduksi berbagai macam oligomer galaktosa atau mannosa
(Goldstein, A.M., 1973).

Guar gum dapat didegradasi oleh tiga jenis enzim; B-
mannanase yang menghidrolisis ikatan B-1,4 pada rantai utama yang
terdiri dari mannosa, B-mannosidase yang memotong ikatan (-1,4
yang terletak pada ujung rantai utama, dan a-galaktosidase yang
memotong ikatan a-1,6 antara mannosa dan galaktosa.
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Fokus utama modifikasi enzimatis guar gum adalah hidrolisis
rantai mannosa untuk mengurangi kekentalan dan modifikasi struktur
dengan cara memotong rantai galaktosa. Penambahan B-mannanase
atau o-galaktosidase ke dalam larutan guar gum akan mengurangi
kekentalan larutan. Namun, penambahan kombinasi B-mannanase
dan a-galaktosidase akan semakin memperbesar pengurangan
kekentalan larutan.

Dalam industri makanan, o-galaktosidase digunakan pada
industri gula. Raffinosa banyak terdapat pada tebu. o-
Galaktosidase digunakan untuk meningkatkan produksi sukrosa
dengan cara mengurangi raffinosa, yang akan mencegah kristalisasi
normal pada gula (Yamane, T., 1971).

Melibiosa, raffinosa, stakhiosa dan verbascosa juga terdapat
pada jamur, kacang-kacangan dan sayuran. Sistem pencernaan
manusia dan hewan memamah-biak kekurangan  a-galaktosidase.
Oleh karena itu, senyawa yang mengandung o-1,6-galaktosida tidak
dapat dicerna di dalam usus. Senyawa ini kemudian terdekomposisi
oleh bakteri di dalam usus sehingga terbentuk gas CH4, CO; dan H;
yang mengakibatkan perut menjadi kembung. Untuk menghindari hal
ini, sebelum makan disarankan untuk menggunakan suplemen yang
mengandung o-galaktosidase yang berasal dari mikroba (Calloway, D.,

1971).
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Kedelai banyak dikonsumsi di seluruh dunia. Kandungan
oligosakarida utama dalam kedelai adalah sukrosa, raffinosa dan
stakhiosa. Penggunaan kedelai dibatasi oleh adanya bau yang khas
serta kandungan raffinosa dan stakhiosa. Karena sistem pencernaan
manusia tidak dapat mencerna raffinosa dan stakhiosa, komponen ini
akan terdekomposisi oleh bakteri usus sehingga menghasilkan gas
yang menyebabkan perut menjadi kembung. Proses pemasakan tidak
akan menghilangkan kandungan raffinosa dan stakhiosa. Usaha
untuk mengurangi kandungan raffinosa dan stakhiosa telah dilakukan
dengan metoda bleaching, ultrafiltrasi dan hidrolisis enzim, tetapi
metode ini mahal dan menyebabkan kandungan protein dalam
kedelai menjadi rusak. Salah satu alternatif untuk mengurangi
raffinosa dan stakhiosa dalam proses pembuatan susu kedelai dan
yogurt dari susu kedelai adalah dengan menggunakan o-
galaktosidase yang berasal dari mikroba (Cruz, R., 1981).

Penggunaan o-galaktosidase dibatasi oleh buruknya
stabilitas o-galaktosidase yang berasal dari bakteri mesofilik dan
fungi. Sampai saat ini, a-galaktosidase yang termostabil dari Bacillus
stearothermophilus (Fridjonsson, 0., 1999), Thermus brockianus
ITI360 (Fridjonsson, O., 1999), Thermotoga neapolitana (King, M.R.,
1998) dan Thermotoga maritima (Liebl, W., 1998) telah diklon dan
diekspresikan.
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Bacillus sp. umumnya tidak dapat tumbuh pada kondisi pH
netral, tetapi dapat tumbuh dengan baik pada pH lebih besar dari 9,5.
Bacillus sp. menghasilkan banyak enzim alkalofilik, seperti protease,
amilase, cellulase dan pullulanase. Enzim alkali ini banyak digunakan
sebagai produk komersial (Horikoshi, K., 1999). Oleh karena itu,
Bacillus sp. adalah mikroba yang cukup penting tidak hanya dalam
dunia akademi, tetapi juga dalam dunia industri (Takami, H., 2000).
Bacillus halodurans C-125 diisolasi pada tahun 1977 dan
diketahui sebagai penghasil B-galaktosidase (Ikura, Y. 1979) dan
xilanase (Honda, H., 1985). B. halodurans adalah bakteri
haloalkalifilik yang dapat tumbuh pada kisaran pH 6,8 — 10,8. 5.
halodurans dan B. subtilis adalah strain yang paling banyak
dikarakterisasi baik dari sisi fisiologi, biokimia, maupun genetika.
Bakteri ini menghasilkan enzim-enzim yang penting bagi dunia
industri, seperti protease, pektinase, amilase, dan xilanase. Enzim
yang dihasilkan oleh B. halodurans memiliki suhu optimal yang tinggi
(50-70° C) dan pH optimal pada kisaran pH alkali (Takami, H., 2000).
Sekuen gen B. halodurans telah diketahui (Takami, H., 2000).
Berdasar sekuennya, terdapat tiga buah gen o-
galaktosidase pada B. halodurans, BH2228 yang merupakan famili 4
glikosida hidrolase, BH1870 dari famili 27 dan BH2223 dari famili 36
(Henrissat, B., http://afmb.cnrs-mrs.fr/~cazy/ CAZY/index.html).
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Metode Penelitian

Penelitian dilakukan dengan metode eksperimen sebagai
berikut:
1. Purifikasi protein

Plasmid pET28-Aga27 diperoleh dari hasil penelitian
sebelumnya (Anggraeni, A.A., 2008). E. coli BL21(DE3) vyang
mengandung pET28-Aga27 digunakan sebagai sumber protein
rekombinan. Rekombinan E. coli tersebut ditumbuhkan pada 500 mL
media LB yang mengandung 50 ug/ml kanamycin pada suhu 37° C
sampai mencapai nilai ODsoo = 0,6. Rekombinan protein diinduksi
dengan menggunakan IPTG (isopropyl-B-D-thiogalactopyranoside). 1
mM IPTG ditambahkan ke dalam media dan inkubasi dilanjutkan
selama 4 jam pada suhu 37° C.

Sel didapatkan dengan cara centrifugasi pada 4,000xg
selama 20 menit. Sel tersebut dilarutkan dalam 30 mL buffer lysis (pH
8) yang mengandung 50 mM NaH,PO4, 300 mM NaCl dan 10 mM
imidazole. Sel diluruhkan dengan menggunakan sonikasi dan dinding
sel dipisahkan dengan menggunakan sentrifugasi pada 12,000 x g
selama 25 min. Supernatan yang diperoleh kemudian digunakan
sebagai crude enzyme solution.

Protein rekombinan didesain untuk memiliki His-tag pada N-
terminal. Oleh karena itu, purifikasi dilakukan dalam satu langkah
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dengan metal-affinity chromatography menggunakan kolom HiTrap
Chelating HP. Kolom tersebut diekuilibrasi dengan menggunakan
buffer fosfat (pH 7,4) yang mengandung 500 mM NaCl dan 10 mM
imidazole. Protein yang teradsorbsi dielusi dengan menggunakan
imidazole (100-500 mM) pada buffer yang sama. Kemurnian setiap
fraksi protein dianalisa dengan menggunakan SDS-polyacrylamide gel
electrophoresis (PAGE).

2. Uji aktivitas protein

Protein yang telah dipurifikasi ditambahkan ke dalam larutan
0,03% guar gum. Kemudian larutan ini dimasukkan ke dalam
viskosimeter. Reaksi enzimatis dilakukan di dalam water-bath.
Eksperimen ini dilakukan pada suhu 37, 45, 55 dan 65° C. Kekentalan
produk reaksi enzimatis diukur setiap interval 10 menit. Eksperimen
dihentikan apabila sudah tidak terjadi perubahan kekentalan larutan
yang signifikan.

Hasil Penelitian
1. Purifikasi Protein
Protein rekombinan diekspresi dalam media LB yang telah
diinokulasi dengan E£. coli BL21(DE3) yang mengandung plamid
pET28-BH1870. Purifikasi protein dilakukan dengan menggunakan HP
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Chelating Column (Amersham) chromatography. Analisa SDS-PAGE
menunjukkan bahwa berat molekul protein adalah 50 kDa (Gambar

1).

Gambar 1. Analisa SDS-PAGE pada protein hasil purifikasi.
Indeks M, protein molecular mass standard; indeks 1, crude
extract; indeks 2, protein hasil purifikasi.

2. Aktivitas Protein
Hasil penelitian sebelumnya menunjukkan bahwa aktivitas
enzim o-galaktosidase tidak terdeteksi oleh metode DNS dan

Somogyi-Nelson (Anggraeni, A.A., 2008). Oleh karena itu, aktivitas
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protein dipelajari dengan menggunakan metode pengukuran
viskositas larutan substrat guar gum.

Protein yang telah dipurifikasi ditambahkan ke dalam larutan
0,03% guar gum. Kemudian larutan ini dimasukkan ke dalam
viskosimeter. Reaksi enzimatis dilakukan di dalam water-bath pada
suhu 37° C. Sebagai kontrol, digunakan larutan 0,03% guar gum
yang tidak ditambah dengan protein hasil purifikasi. Kekentalan
produk reaksi enzimatis diukur setiap interval 10 menit. Eksperimen
dihentikan apabila sudah tidak terjadi perubahan kekentalan larutan
yang signifikan. Pengaruh penambahan enzim terhadap kekentalan
larutan guar gum 0,03% dapat dilihat pada Gambar 2.

Hasil pengukuran kekentalan larutan kontrol menunjukkan
tidak adanya perubahan kekentalan larutan selama 3 jam eksperimen.
Sementara itu, kekentalan larutan sampel terus menurun selama
kurun waktu 3 jam.

Eksperimen ini juga dilakukan pada suhu 45, 55 dan 65 °C.
Pada suhu tersebut, kekentalan larutan sampel relatif tidak berubah

dibanding dengan kontrol.
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Gambar 2. Pengukuran kekentalan larutan guar gum 0,03%
pada suhu 37 °C. Sampel adalah larutan guar gum 0,03%
dengan penambahan protein hasil purifikasi. Sedangkan
kontrol adalah larutan guar gum 0,03%.

Hasil dan Pembahasan

1. Aktivitas protein

Plasmid pET28-BH1870 diperoleh dari hasil penelitian
sebelumnya (Anggraeni, A.A., 2008). £ coli BL21 (DE3) yang
mengandung plasmid pET28-BH1870 digunakan sebagai sumber
protein rekombinan. Hasil analisa SDS-PAGE pada protein hasil
purifikasi menunjukkan berat molekul protein sebesar 50 kDa. Hasil
ini sesuai dengan hasil prediksi perhitungan berat molekul.

Penambahan protein hasil purifikasi ke dalam larutan guar

gum 0,03% menyebabkan penurunan kekentalan larutan. Hal ini
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menunjukkan bahwa protein yang ditambahkan ke dalam larutan
0,03% guar gum mempunyai aktivitas sebagai o—
galaktosidase. Penambahan enzim o—galaktosidase ke dalam larutan
guar gum akan menurunkan kekentalan larutan gur gum.

Pada suhu 45, 55 dan 65 °C, enzim a—galaktosidase
mengalami degradasi sehingga kehilangan aktivitasnya. Oleh karena
itu, kekentalan larutan sampel dan larutan kontrol pada suhu tersebut
tidak menunjukkan perubahan yang berarti. Hal ini menunjukkan
bahwa enzim ini tidak stabil pada suhu tinggi.

Penelitian sebelumnya menunjukkan bahwa enzim ini tidak
menunjukkan aktivitas pada substrat pNP-a-galactopyranoside,
melibiosa, raffinosa maupun guar gum dengan uji aktivitas
menggunakan metode DNS maupun metode Somogyi-Nelson
(Anggraeni, A.A., 2008). Metode DNS digunakan untuk mendeteksi
enzim yang mempunyai aktivitas besar sedang metode Somogyi-
Nelson dapat digunakan untuk mendeteksi enzim yang aktivitasnya
lebih kecil. Metode pengukuran kekentalan larutan guar gum dapat
digunakan untuk mendeteksi aktivitas enzim yang sangat kecil. Enzim
hasil purifikasi ini dapat digolongkan dalam enzim yang aktivitasnya
rendah, karena tidak bisa terdeteksi dengan metode DNS dan

Somogyi-Nelson.
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2. Conserved catalytic residue

Famili 27 glikosida hidrolase terdiri dari beberapa jenis
enzim seperti o—galaktosidase, N-acetyl-o—galaktosidase dan
isomalto-dextranase. Beberapa tahun yang lalu, struktur kristal dari
N-acetyl-a—galaktosidase dan tiga buah o—galaktosidase dari padi,
manusia dan 7richoderma reesei telah ditemukan. Dua buah catalytic
residue, yaitu Asp-132 dan Asp-226 (penomoran berdasar pada 7.
reesel), juga ditemukan pada semua enzim anggota famili 27
glikosida hidrolase, termasuk pada B. halodurans.

Selain catalytic residue, beberapa asam amino dalam enzim
famili 27 membentuk kontak hidrofilik dan hidrofobik dengan ligan.
Sepuluh buah asam amino yang membentuk kontak dengan ligan
adalah Trp-19, Asp-54, Asp-55, Cys-104, Lys-130, Asp-132, Cys-203,
Trp-205, Arg-222, and Asp-226 (penomoran berdasar pada7. reesei).
Hampir semua asam amino ini terdapat pada a-galaktosidase famili
27 glikosida hidrolase.

Site-directed mutagenesis pada o-galaktosidase famili 36
dari Bifidobacterium adolescentis menunjukkan bahwa mutasi Asp-
381 (atau Asp-55 pada 7. reese/) mengakibatkan hilangnya aktivitas
hidrolisis (Hinz, S.W.A., 2005). Famili 27 dan famili 36 glikosida
hidrolase mempunyai mekanisme katalitik yang serupa sehingga
dapat digolongkan ke dalam klan D. Residu asam aspartat ini
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terdapat pada semua o-galaktosidase famili 27. Tetapi pada B.
halodurans, posisi residu asam aspartat ini digantikan oleh isoleucine
(Gambar 3).

Struktur kristal 7. reesei a-galaktosidase menunjukkan
jembatan disulfide antara Cys-104 dan Cys-134 (Golubev, A.M.,
2004). Pada B. halodurans, hanya ditemukan satu buah cysteine,
Cys-145 (Cys-104 pada 7. reesel), sedangkan cysteine yang lain
digantikan posisinya oleh isoleucine (Gambar 4).

Residu asam amino yang dianggap penting untuk aktivitas
o-galaktosidase famili 27 juga terdapat pada o-
acetylgalaktosaminidase (a-NAGA) yang berasal dari ayam. Struktur
kristal dari a-NAGA ayam telah ditemukan. Residu asam amino yang
dianggap penting untuk berikatan dengan ligan adalah Tyr-103 and
Asp-236 (Garman, S.C., 2002). Kedua asam amino ini terdapat pada
o-galaktosidase famili 27. Meskipun demikian, pada B. halodurans,

posisi tyrosine digantikan oleh histidine (Gambar 4).
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AGA_CLOJO

————DANGKLIPDPKRFP————— SGMKALADYIHSK 120
GALZ7A_CCEL ———-DSNGNLRADPTRFP

AGAL_COFAR
GALA_ _COFAR
GALA_COCAN
AGAL_SOYBN

AGAL_CYATE YOYINLDDCWAE-—LNR. 133
AGHE CUSAT YQYINLDDCWAE——LDR- 145
AGAL_soLcc YEYINIDDCUAE — ANR. 131
AGAL_ ORISA YQYVNIDDCWAE——YSR. 141
MELA SACER YQYVVVDDCWFD——PQR: 124
AGAB2_ SAVER YOQYVNLDDCWAL——PAR: 140
AGA27A CMIX YEYINIDDCWHG———ER: 110
AGAA1l SAVER YOQYVNIDDCWMT—-—SAR- 124
AGAAZ SAVER YTYINIDEGUUQ-—GTR. 133
AGLE_ESPNG YEYINIDDCUSVKSGRN. 10
AGAL_PENPU YOYVNIDDCUSVKSGRD 1os
AGa_TRESEI YNYVNIDDCUSHMKDGR— as

AGA_ZYGO YNYVVIDDCH——QKNER: 106
MELT_YEAST YRYIILDDCU——SSG—R. NGMGHVADHLHNN 106
AGLA_ASPNG YNRINLDDCWMAY——QR- —SDNGSLQWNTTKFP————— HGLPWLAKYVKAK 119
AGAL_HUMAN YEYLCIDDCWMAP——QR——————————— DSEGRLQADPORFP————— HGIRQLANYVHSK 127
BH1570 VEYIVVDIQUYEPTANSSAYNPFAPLCMDEYGRLLP ATNRFPSAKNGAGFKPLSDATHDL 105

A

Gambar 3. Asam amino nomor 46 sampai dengan 105 pada B
halodurans BH1870 dan beberapa o-galaktosidase famili 27. Tanda
panah menunjukkan residu asam amino yang terdapat pada semua
o-galaktosidase famili 27 tetapi tidak terdapat pada B. halodurans
BH1870. Singkatan yang digunakan adalah sebagai berikut: CLOJO,
Clostridium josui, CCEL, Clostridium cellulolyticum; COFAR, Coffea
arabica; COCAN, Coffea canephora, SOYBN, Glycine max (soybean);
CYATE, Cyamopsis tetragonoloba, CUSAT, Cucumis sativus, SOLCC,
Solanum  lycopersicum, ORISA, Oryza  sativa,  SACER,
Saccharopolyspora erythraea, SAVER, Streptomyces avermitilis, CMIX,
Celvibrio mixtus, ASPNG, Aspergillus niger, PENPU, Penicillium
purporogenum, TRESEIL, Trichoderma reeseii ZYGO, Mortierella
vinacea, YEAST, Saccharomyces cerevisiae, HUMAN, Homo sapiens.

—~DSDGFLVADEQKFP
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AGA_CLOJO GLKFGIYGDRGV. TTCCNIP SGSQGYE 147
GALZ7A_CCEL GLKLGIYGCRGT. MTCHMNIP SGSKGYE 141
AGAL_COFAR GLELGIYSDAGT. QTCSKT- MPGSLGHE 127
GALA__COFAR GLELGIYSDAGT. QTCSKT- MPGSLGHE 169
GALA_COCAN GLKLGIYSDAGT. QTCSKT: MPGSLGNE 127
AGAL_SOYBN GLKLGIYSD A QTCSKT- MPGSLGHE 171
AGAL_CYATE GLKLGVYSD A QTCSK MPGSLGHE 159
AGA_CUSAT GLEKLGIYSDAGI RTCSK MPGSLGHE 171
AGAL_SOLCC GLKLGVYSDAGT: QTCSKO MPGSLGHE 157
AGAL_ORISA GLEKLGIYSDA QTCSI MPGSLDHE 167
MELA_SACER GLKFGIYQVFPTE KTCAQRGGT-——YPGATGSLGHE 156
AGRBZ_SAVER GLELGIYTSAGT KTCHE & FP-——GALGHE 167
AGR27A_CMIX GLELGIYSDA TTCAGRP SRGHE 135
AGRA1 SAVER GLELGIYESAGT ATCQGYP SLGHE 149
AGRAZ_ SAVER GLEKAGIYTDAGK DGCGYYYPTGRPAAPGSGSEGHY 168
AGLB_ASPNG GLKLGIYSSAGL TTCAGYP ASLGYE 131
AGAL_PENFPU GLEKIGIYSSAGY ETCAGYP ASLGYE 134
AGE_TRESET GLELGIYSTAGT ATCAGYP ASLGYE 114
AGE_ZYGO GLEVGIYSSAGT LTCGGHI ASLGYE 131
MEL1_YEAST SFLFGMYSSAGE YTCAGYP SLGRE 131
AGLA_ASPNG GFHFGIYEDSGN— MTCGGYP—————————— GSYNHE 144
AGAL_HUMAN GLRELGIYADVGN———————————————————— ————— KTCAGFP—————————— GSFGYY 152
BH1870 GLKFGIHIMRGIPROAVYENSPVLGSTKTAREIAHTNSICPUNTDMYGVDPTKEGAQSYY 165

Y

Gambar 4. Asam amino nomor 106 sampai dengan 186 pada 5.
halodurans BH1870 dan beberapa o-galaktosidase famili 27. Tanda
panah menunjukkan residu asam amino yang terdapat pada semua
o-galaktosidase famili 27 tetapi tidak terdapat pada B. halodurans
BH1870.

AGA_CLOJO EQDAKTFAEWGLDYLKYDNC 167
GALz7A_ CCEL DKDAKTFASWGIDYLKYDNCNI 163
AGAL_COFAR EQDAKTF ASWGVDYLKYDNC! 148
GALA_COFAR EQDAKTF ASWGVD YLKYDHNC! 190
GALA_ COCAN EQDAKTFASWGVDYLKYDNC] 148
AGAL_SOYBN EQDAKTFASWGIDYLKYDNCE 19z
AGAL_CYATE EQDAKTFASWGVDYLKYDNCE is0
AGER_CUSAT EQDAKTFASWGIDYLKYDNCE i92
AGAL_SOLCC EQDAKTFASWGVDYLKYDNCT 178
AGAL_ORISA EQDVKTF ASWGVD YLKYDNC! 188
MELA_ SACER EQDARTFAEWGVDYLKYDWC: e
AGAB2_ SAVER YSDAQQF ADWGVDYLKYDNCN. 188
AGA27A CHMIX YODAVTYASWGIDYVKYDWCD 156
AGRA1_SAVER QTDADSFASWGVDYLKYDNC] 170
AGRAZ SAVER DODMLQFSTWGFDFVKVDUWCGG 190
AGLB_ASPNG EIDAQSFAEWGIDYLKYDNCGVPTNLTDQYTYCVPDSTDGSNYPNGTCVNLTDA——APQG 189
AGAL_PENPU TIDAQTFAEWGIDYLKYDNCNYPSEWDDEYNACIPDSDYPGVNPNGTCPGLTNP-—-APAG 192
AGL_TRESEI DVDAADFADWGVDYLKYDNCNVPSDWQDEYVACNPDFVKTG--PNGTCTTALDPTLAPPG 172
AGA_ZYGO EIDAKTWASWGMD YLKYDNCYN- QG 155
MEL1_YEAST EEDAQFF ANNRVDYLKYDNCY KG 155
AGLA_ASPNG EQDANTFASWGIDYLKLDGCNVYATQG 71
AGAL HUMAN DIDAQTFADWGVDLLKFDGCY. 173

BH1870 NSLFELYAQWGVDFVKVDDIA 186

T '

Gambar 4. Asam amino nomor 106 sampai dengan 186 pada B.
halodurans BH1870 dan beberapa o-galaktosidase famili 27. Tanda
panah menunjukkan residu asam amino yang terdapat pada semua
o-galaktosidase famili 27 tetapi tidak terdapat pada B. halodurans
BH1870.
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Beberapa residu yang dianggap penting bagi aktivitas enzim
famili 27 ternyata tidak terdapat pada B. halodurans BH1870.
Ketiadaan residu-residu ini mungkin berpengaruh pada aktivitas
protein hasil purifikasi yang digunakan pada penelitian ini. Untuk
membuktikan asumsi ini, diperlukan studi lanjut tentang site-directed

mutagenesis pada residu-residu ini.

3. Aplikasi dalam industri pangan

Enzim «-galaktosidase mempunyai nilai penting dalam
bioteknologi. o-Galaktosidase telah digunakan dalam industri pangan,
yaitu industri gula dan susu kedelai. Senyawa yang mengandung o-
1,6-galaktosa terdapat pada kacang-kacangan, tebu dan sayuran.
Manusia  kekurangan enzim  o-galaktosida dalam  sistem
pencernaannya. Oleh karena itu, bahan makanan yang mengandung
o-1,6-galaktosa tidak dapat dicerna oleh usus. Senyawa ini kemudian
didegradasi oleh bakteri dalam usus sehingga menghasilkan gas yang
menyebabkan perut menjadi kembung. Kedelai banyak mengandung
senyawa o-1,6-galaktosid seperti raffinosa dan stakhiosa. Karena
senyawa ini tidak dapat dicerna oleh usus, kedelai diberi perlakuan
enzimatis dengan penambahan enzim o-galaktosidase. o-
Galaktosidase akan mendekomposisi raffinosa dan stakhiosa menjadi

D-galaktosa yang bisa dicerna oleh usus manusia.
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Penggunaan a-galaktosidase dalam industri gula dan susu
kedelai membutuhkan suhu tinggi, oleh karena itu dibutuhkan o-
galaktosidase yang stabil pada suhu tinggi. Penggunaan o-
galaktosidase dalam dunia industri dibatasi oleh kestabilan enzim
dalam suhu tinggi. Sampai saat ini, beberapa enzim o-
galaktosidase yang termostabil sudah berhasil ditemukan. B.
halodurans diketahui sebagai sumber dari beberapa enzim yang stabil
pada suhu tinggi, sehinggan protein hasil translasi gen «-
galaktosidase dari B. halodurans diharapkan untuk memiliki stabilitas
pada suhu tinggi.

Namun, hasil penelitian ini menunjukkan bahwa o-
galaktosidase dari B. halodurans famili 27 adalah enzim yang tidak
stabil pada suhu yang lebih besar dari 37 °C. Beberapa residu asam
amino yang dianggap penting bagi aktivitas hidrolisis enzim famili 27
ternyata tidak terdapat pada B. halodurans o-galaktosidase.
Ketiadaan residu ini mungkin dapat mempengaruhi kestabilan enzim
pada suhu tinggi. Untuk membuktikan asumsi ini, diperlukan studi

lanjut tentang site-directed mutagenesis pada residu-residu ini.

Simpulan
Protein rekombinan hasil ekspresi gen a-galaktosidase dariB.

halodurans famili 27 glikosida hidrolase mempunyai aktifitas sebagai
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enzim a-galaktosidase pada substrat guar gum. Namun, enzim ini
tidak stabil pada suhu yang lebih besar dari 37°C. Beberapa residu
asam amino yang dianggap penting bagi aktivitas hidrolisis enzim
famili 27 ternyata tidak terdapat pada B. halodurans -
galaktosidase. Ketiadaan residu ini mungkin dapat mempengaruhi
kestabilan enzim pada suhu tinggi. Untuk membuktikan asumsi ini,

diperlukan studi lanjut tentang site-directed mutagenesis pada

residu-residu ini.
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